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Molekula DNA kodujici fukosyltransferazu
Anotace:

Regeni se tyka molekuly DNA, kterd obsahuje SEKVENCI
ID. C. 1 s otevienym &tecim ramcem od paru bazi 211 do paru
bazi 1740, nebo je alespoii z 50 % homologni s touto sekvenci,
nebo s ni hybridizuje za stringentnich podminek, nebo
obsahuje sekvenci k ni degenerovanou z diivodu degenerace
genetického kédu, kterdzto sekvence koduje rostlinny protein
s fukosyltran sferazovou aktivitou nebo je k této sekvenci
komplementamni. Daéle se tyké polynukleotidu kédujiciho
fukosyltransferazu. Rovnéz se tyka astenych sekvenci
takového polynukleotidu a také vektoru obsahujiciho tyto
polynukleotidy, rekombinantnich hostitelskych bungk, rostlin
a hmyzu transfekovanych polynukleotidy nebo DNA z nich
odvozenou.
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Molekula DNA kddujici fukosyltransferazu

Oblast technik

Predkladany vynélez se tyka polynukleotidu kédujiciho fukosyltransferazu. Déle se vynalez tyka
Casteénych sekvenci takového polynukleotidu a také vektoru obsahujiciho tyto polynukleotidy,
rekombinantnich hostitelskych bungk, rostlin a hmyzu transfekovanych polynukleotidy podle
vynalezu nebo DNA z nich odvozenou.

Dosavadni stav techniky

Glykoproteiny vykazuji znaénou riiznorodost a slozitost sacharidovych slozek, pfi¢emz slozeni a
usporadani sacharidi je vzdy charakteristické pro riizné organismy. Oligosacharidové jednotky
glykoproteinii maji rtizné dkoly, jsou napf. dulezité pro regulaci metabolismu, podileji se na
mezibuné&&nych interakcich typu buiika—buiika, uréuji biologicky polocas proteinu v obéhu a maji
rozhodujici vyznam pro rozpoznavani epitopt v reakci antigenu s protilatkou.

Glykosylace glykoproteinu za¢ind v endoplazmatickém retikulu (ER), kde jsou oligosacharidy
navazany bud'to na postranni fetézce asparaginu N—glykosidickymi vazbami nebo na postranni
fetézce serinu nebo threoninu O-glykosidickymi vazbami.

N-véazané oligosacharidy obsahuji spoleéné jadro z pentasacharidové jednotky slozené ze tii
mandzovych a dvou N-acetylglukosaminovych zbytki. Pro dal$i modifikaci cukerné slozky jsou
glykoproteiny transportovany z ER do Golgiho komplexu. Struktura N-vazanych oligosachari-
dovych jednotek glykoproteini je urovana jejich konformaci a také slozenim glykosyltranferaz
v kompartmentu Golgiho komplexu, kde dochazi k vlastnimu ,,opracovani.

Bylo ukazano, Ze pentasacharidova jednotka tvotici jadro vyskytujici se v Golgiho komplexu
nékterych rostlinnych a hmyzich bunék je substituovana xylézou a o—1,3 vazanou fukézou
(P. Lerouge a kol., 1998, Plant Mol. Biol. 38, 31-48, Rayon a kol., 1998, J. Exp. Bot. 49, 1463—
1472). Heptasacharid , MMXF** predstavuje hlavni typ oligosacharidu v rostlinach (Kurosaka a
kol, 1991, J. Biol. Chem. 266, 4168—4172). Takze napt. peroxidaza kirenu, 3—fruktosiddza mrkve
a Erythrina cristagalli obsahuji lektin a fosfolipaza A2 z v¢eliho jedu nebo glykoproteiny mem-
brany neuronti hmyzich embryi a—1,3—fukozové zbytky vazané na glykanové jadro. Tyto struktu-
ry se také nazyvaji komplexni N—glykany nebo mandza—deficitni nebo piipadné zkracené N—
glykany. a—manosylové zbytky mohou byt dale nahrazeny GlcNAc, na ktery je navazana galak-
téza a fukoza, takZe se pfipravi struktura, ktera odpovida humannimu epitopu Lewis—a (Melo a
kol, FEBS Lett. 415, 186—191, Fitchette—Laine a kol, 1997, Plant J. 12, 1411-1417).

Ani xyléza ani a1,3—vazana fukdza se nevyskytuji u savei ve formé glykoproteinu. Bylo zjiste-
no, ze ol,3-fukéza jadra (tj. pentasacharidové jednotky) hraje dilezitou roli v rozpoznavani
epitopu protilatek namifenych proti rostlinnym a hmyzim N—vazanym oligosacharidim (I.B.H.
Wilson a kol., Glycobiology Vol. 8, No. 7, pp. 651-661, 1998), a tim u ¢lovéka nebo zvifete
spoustéji imunitni reakci proti t€mto oligosacharidim. a1,3—fuk6zovy zbytek je ziejmé jednou
z hlavnich pficin rozsifené alergické zkfiZeni reaktivity mezi riznymi rostlinnymi a hmyzimi
alergeny (Tretter a kol., Int. Arch. Allergy Immunol. 1993; 102:259-266) a také proto se nazyva
»zkFizené-reaktivni sacharidova determinanta® (CCD, ,.cross—reactive carbohydrate determi-
nant®). Ve studii zkoumajici epitopy rajcat a pylu trav byly nalezeny zbytky a1,3—vazané fukozy
jako spolec¢na determinanta, coZ se zda byt divodem, pro¢ se €asto u pacientli objevuji alergie na
rajéata a pyl ztrav (Petersen a kol., 1996, J. Allergy Clin. Immunol., Vol. 98, 4; 805-814).
Vzhledem k Castému vyskytu imunologickych zk¥izenych reakci CCD navic komplikuji diagnozu
alergii.
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Imunologické reakce spousténé v lidském téle rostlinnymi proteiny predstavuji hlavni problém
pfi 1é¢ebném vyuziti rekombinantnich humannich proteinii produkovanych v rostlinach. Aby se
zabranilo témto problémim, musi se zabranit a1,3—fukosylaci jadra. V ptredlozené studii se uka-
zuje, Ze oligosacharidy obsahujici L—galaktozu misto L—fukézy (6—deoxy—L—galaktéza) jsou
piesto pIné biologicky aktivni (E. Zablackis a kol., 1996, Science, Vol. 272). Podle jiné studie
byla izolovana mutanta Arabidopsis thaliana, ve které chybi N-acetyl-glukosaminyltransferaza I,
prvni enzym v biosyntéze komplexnich glykani. Biosyntéza komplexnich glykoproteinii v této
mutanté je naru$ena. Nicméné tyto mutované rostliny jsou schopny za jistych podminek normal-
niho vyvoje (A. Schaewen a kol., 1993, Plant Physiol. 102; 1109-1118).

Pro cilené blokovani jadro—o1,3—fukézové vazby v oligosacharidu bez naruSeni jinych glykosy-
ladnich krokt, musi byt inaktivovan pouze tento enzym, ktery je pfimo zodpovédny za tuto speci-
fickou glykosylaci, tj. enzym jadro—al,3—fukosyltransferaza. Byl izolovan a charakterizovan
poprvé z fazolu mungo, a bylo také zjisténo, Ze aktivita tohoto enzymu je zavisla na pfitomnosti
neredukujicich konci GIcNAc (Staudacher a kol., 1995, Glycoconjugate J. 12, 780-786). Tato
transferaza, ktera se vyskytuje pouze v rostlinach a hmyzu, avsak nikoliv v ¢lovéku nebo jinych
obratlovcich, by musela byt cilené inaktivovana nebo potlacena, aby humanni proteiny produko-
vané v rostlinach nebo rostlinnych burikach, pfipadné v hmyzu nebo hmyzich burikach, jiz dale
neobsahovaly tento epitop vyvolavajici imunitni reakci, jako je tomu dosud.

Publikovany &lanek John M. Burke ,,Clearing the way for ribozymes™ (Nature Biotechnolo-
gy 15:414-415; 1997) se tyka obecnych funkci ribozymil.

Clanek Pooga a kol., ,,Cell penetrating PNA constructs regulate galanin receptor levels and modi-
fy pain transmission in vivo“ (Nature Biotechnology 16:857-861; 1998) se tyka obecné mole-
kul PNA a specificky takové molekuly PNA, ktera je komplementarni k mRNA humanniho gala-
ninovému receptoru typu 1.

Patent US 5272 066 se tyka zplisobu zmény eukaryotickych a prokaryotickych proteind, ktera
vede k prodlouZeni doby jejich cirkulace in vivo. V tomto piipadé jsou navazané oligosacharidy
zménény pomoci riznych enzymd, k nimz patii také napf. GlcNAc—o1—»3(4)-fukosyltransfera-
za.

Patent EP 0 643 132 A1 se tyka klonovani al,3—fukosyl-transferazy izolované z huménnich
bun€k (THP-1). Sacharidové fetézce popsané vtomto patentu odpovidaji humannim sialyl—
Lewis x— a sialyl-Lewis a—oligosacharidim. Specifita enzymu z humannich bunék je zcela odlis-
na od specifity fukosyltransferazy z rostlinnych bunék.

Cilem predkladaného vynalezu je klonovani a sekvencovani genu, ktery kéduje rostlinnou fuko-
syltransferazu, a dale priprava vektord, které obsahuji tento gen, jeho DNA fragmenty nebo jeho
zménénou DNA nebo DNA zn¢ho odvozenou, pro transfekci rostlin nebo hmyzu nebo jejich
bungk, s cilem, aby produkovaly glykoproteiny, které neobsahuji normalné se vyskytujici aul,3—
jadro—fukozu, a také odpovidajici zplisoby pfipravy.

Podstata vynalezu

Predmétem predkladaného vynalezu je molekula DNA obsahujici sekvenci uvedenou zde jako
SEKVENCE ID. C. 1 (v popisu vynalezu je uzit kod IUPAC, kde ,,N“ znamena inosin), s otevie-
nym &tecim ramcem od part bazi 211 do 1740, nebo je alespoil z 50 % identicka s uvedenou
sekvenci nebo s ni hybridizuje za stringentnich podminek, nebo obsahuje sekvenci k ni degenero-
vanou diky degeneraci genetického kédu, ptricemz sekvence koduje rostlinny protein, ktery ma
fukosyltransferazovou aktivitu, nebo je k této sekvenci komplementarni.
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Tato sekvence, kterd nebyla dosud popsana, je uzite¢na pro pouZiti v jakémkoliv experimentu,
analyze nebo vyrobnim zpiisobu, které se tykaji rostlinné fukosyltransferazové aktivity. Pozado-
vanymi produkty jsou zde sama DNA sekvence a také protein kédovany touto sekvenci. Avsak
také zejména sekvence DNA, ktera muzZe byt pouzita k inhibici fukosyltransferazové aktivity.

Otevieny &teci ramec SEKVENCE ID. C. 1 kéduje protein s 510 aminokyselinami s teoretickou
molekulovou hmotnosti 56 800 (Da), s pfedpokladanou transmembranovou doménou v aseku
mezi Asn36 a Gly54. Vypoctena hodnota pl proteinu kédovaného SEKVENCI ID. C. 1 je 7,51.

Aktivita rostlinné fukosyltransferazy se detekuje a méfi tak, ze se fukosyltransferaza prida ke
vzorku obsahujicimu znac¢enou fukézu a akceptor (napt. glykoprotein) navazany na nosi¢ jako je
napf. Sepharose. Po reakéni dobé je vzorek promyt a méfi se obsah navazané znacené fukdzy.
Aktivita fukosyltransferazy je v takovém piipadé€ pozitivni, pokud je méfend aktivita alespoii o 10
az 20 %, zejména o alespon 30 az 50 %, vyssi nez aktivita zméfena v negativni kontrole. Struktu-
ra glykoproteinu mize byt navic verifikovana uzitim HPLC. Takové postupy jsou znamy ze stavu
techniky (Staudacher a kol. 1998, Anal. Biochem. 246, 96-101; Staudacher a kol. 1991, Eur. J.
Biochem. 199, 745751).

Napf. fukosyltransferaza se smicha se vzorkem obsahujicim radioaktivné znacenou fukozu a
akceptor, napt. GIcNAcB1-2Mana 1-3(GlcNaf 1-2Mana 1-6)Man31-4GIcNAcB14GIcNAcB -
Asn. Po reakci je vzorek purifikovan aniontovou iontoméni¢ovou chromatografii a méfi se obsah
navéazané fukozy. Z rozdilu naméfené radioaktivity vzorku s akceptorem a negativni kontroly bez
akceptoru mize byt vypodtena aktivita. Aktivita fukosyltransferazy je hodnocen jako pozitivni,
kdyZ je naméfend radioaktivita alespon o 30 az 40 % vys$i nez radioaktivita zméfena u negativ-
niho vzorku.

Parovani (hybridizace) dvou DNA molekul se miZe ménit vybérem teploty a iontové sily vzorku.
Stringentnimi podminkami se podle vynalezu rozumi podminky, které dovoluji piesnou, strin-
gentni vazbu (hybridizaci). Napt. DNA molekuly jsou hybridizovéany v roztoku 7% dodecylulfatu
sodného (SDS), 0,5M NaP0,, pH 7,0, IMm EDTA pfi 50 °C, a promyvany v | % SDS pti 42 °C.

Zda ma sekvence alespoii 50% homologii se SEKVENCI ID. C. 1 miize byt uréeno napf. pomoci
programu FastDB z genové databanky EMBL nebo SWISSPROT.

Vyhodné sekvence DNA molekuly podle vynalezu koduje protein s aktivitou GleNAc—al,3—
fukosyltransferazy, zejména s aktivitou jadro—o.1,3—fukosyltransferazy.

Jak jiZz bylo zmin€no vyse, jadro ol,3-fukosyltransferdzy je pfitomné v rostlinaich a hmyzu,
avSak nevyskytuje se v lidském téle, takZe sekvence DNA podle vynalezu je zejména uZiteéna
pro experimenty a analyzy, a také pro zpisoby vyroby tykajici se fukosyltransferazy.

Terminem jadro—al,3—fukosyltransferdza je v predkladaném vynalezu oznaGovéna zejména
GDP-L-Fuc:Asn-vazana GlcNAc—a1,3—fukosyltransferaza. Ve smyslu predkladaného vynalezu
termin al,3—fukosyltransferaza vzdy znamena jadro—a1,3 fukosyl-transferaza. Pro vy$e zminéna
méfeni aktivity se uZivaji zejména akceptory majici neredukujici GIcNAc konec. K takovym
akceptorim patfi napf. GlcNAcB1-2Manal-3(GleNAcB1-2Manal-6)Manf1-4GIcNAcB1-
4GIcNAcB1-Asn, GleNAcB1-2Manal-3(GleNAcB1-2Mana 1-6)ManB1-4GlcNAcB 1 1-
4(Fuca1-6)GlcNAcB1-Asn a GlecNAcPB1-2Manal-3[Mana1-3(Mana,1-6)Mana.1-6]Manf31—
4GIcNAcB1-4GIcNAcB1-Asn. Zda je fukéza navazina nebo ne miize byt dale stanoveno méfe-
nim necitlivosti vii€i N—glykosidaze F, kterou je moZné detekovat hmotovou spektrometrii.

Vyhodné molekula DNA podle vynalezu obsahuje alespoii 70 az 80%, zvlasté vyhodné alespoit
95%, identitu se SEKVENCI ID. C. 1. Tato sekvence koduje zv1asts aktivni GleNAc—al,3—fuko-
syltransferazu.
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Jelikoz sekvence DNA mize byt vice &i méné zménéna v zavislosti na rostliné nebo hmyzu, sek-
vence podle vynalezu majici napt. 70% identitu se SEKVENCI ID. C. 1 m4 také fukosyltransfe-
razovou aktivitu, ktera je dostate¢nd pro pouziti v analyzach, experimentech nebo zpisobech
podle vynalezu.

V dalsim vyhodném provedeni molekula DNA podle vynéalezu obsahuje 2 150 az 2 250, zejména
2 198 pari bazi. Tato DNA molekula obsahuje 100 az 300, vyhodné 210, pari bazi ve sméru
,upstream* (proti sméru transkripce) pied startovacim kodonem, a také 350 az 440, zejména 438,
parl bazi ve sméru ,,downstream“ (po sméru transkripce) za stop kodonem otevieného &teciho
ramce, pii¢emz koncovy isek DNA molekuly vyhodné obsahuje 3'—poly(A) asek. Timto zpiso-
bem je zajiSténa bezchybna regulace translace a je tak poskytnuta DNA molekula, ktera je zvIasté
i¢inna a bezproblémova pro kddovani aktivni GleNAc—a1,3—fukosyltransferazy.

Predkladany vyndlez se dale tyka molekuly DNA, ktera obsahuje SEKVENCIID. C.3 nebo
obsahuje sekvenci, ktera ma alespon 85%, vyhodné alespoii 95%, zvlasté vhodné alespon 99%,
identitu s vy$e uvedenou sekvenci, nebo ktera za stringentnich podminek hybridizuje s vy3e uve-
denou sekvenci, nebo ktera je, diky degeneraci genetického kodu, degenerovanou sekvenci
vzhledem k sekvenci vy$e uvedené. Identita se vyhodné urCuje pomoci po€itacového programu,
ktery rozpoznava inzerce a delece a neuvazuje je pii vypoctu identity. Tato nukleotidova sekven-
ce koduje konzervativni (kanonicky) peptidovy motiv, coz znamen4, ze vSechny aktivni a funk¢ni
GleNAc—a.1,3—fukosyltransferazy obsahuji aminokyselinovou sekvenci kodovanou touto nukleo-
tidovou sekvenci. V takovém piipadé ma sekvence bud'to stejnou velikost jako SEKVENCE ID.
C. 3, nebo mize byt, piirozeng, delii. Tato sekvence je kratsi nez sekvence kodujici cely protein,
a tudiz je méné nachylna k rekombinaci, delecim nebo jinym typi mutaci. Vzhledem ke
konzervativnosti motivu a vyssi stabilité sekvence je tato sekvence zvlasté vyhodna pro testy roz-
poznavani sekvence.

SEKVENCE ID. C. 3 obsahuje nasledujici sekvenci:

5GAAGCCCTGAAGCACTACAAATTTAGCTTAGCGTTTGAAAATTCGA
ATGAGGAAGATTATGTAACTGAAAAATTCTTCCAATCCCTTGTTGCT
GGAACTGTCCCT-3'

Dalsi aspekt predkladaného vynalezu se tyka molekuly DNA, kterd obsahuje ¢ast sekvence vyse
uvedené molekuly DNA a ma velikost 20 az 200, vyhodné 30 az 50, part bazi. Tato moleku-
la DNA miZe byt vyuZita, napt. jako sonda vazajici se na komplementarni sekvenci GIcNAc—
o.1,3—fukosyltransferazy, aby mohla byt identifikovana ve vzorku. Takto je mozné najit, identifi-
kovat a pak izolovat dal§i GlcNAc—al,3—fukosyltransferazy z mnoha riznych druhi rostlin a
hmyzu. Jakékoliv poZadovana Cast nebo také n€kolik riiznych Casti sekvence se miize uZzit, zej-
ména Casti sekvence vySe zminéného konzervativniho motivu.

Pfi takovém postupu je zvlasté vyhodné, kdyz jedna z vySe uvedenych molekul DNA je kova-
lentné navazand na detekovatelnou znacici latku. Jako znalici latka se mize uzit jakykoliv
obecné znamy marker (znacka), jako napf. fluorescenéni nebo luminiscenéni marker, radioaktivni
markery nebo neizotopové markery jako je napt. biotin atd. Takto se tedy pfipravi ¢inidla vhodna
pro detekcei, selekci a kvantifikaci odpovidajicich molekul DNA ve vzorcich pevné tkané€ (napf.
rostlinného pletiva) nebo v tekutych metodou hybridizace.

Dalsi aspekt predkladaného vynalezu se tyka biologicky funkéniho vektoru, ktery obsahuje jednu
zvySe uvedenych molekul DNA nebo jeji ¢ast riznych délek alespon vsak 20 part bazi. Pro
transfekei do hostitelské buiky je nutny nezavisly vektor schopny amplifikace, pficemz vhodny
vektor se vybere v zavislosti na hostitelské burice, mechanismu transfekce, funkci a velikosti
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molekuly DNA. Jelikoz je zndmo velké mnozstvi vektord, jejich vycet by presahoval nutny
ramec popisu vynalezu, mj. také proto, Ze tyto vektory jsou obornikiim dobfe zndmy (pokud jde o
vektory a také metody molekularni biologie a terminy uzivané v této pfihlasce, které jsou odbor-
nikim znamy, viz laboratorni pfiru¢ka Sambrook a Maniatis). V idealnim piipadé je vektor
molekula malé relativni molekulové hmotnosti a obsahuje selektovatelné geny, které by vedly ke
snadno rozpoznatelnému fenotypu buriky, aby bylo mozné snadno odlisit hostitelské buriky obsa-
hujici vektor a buriky, které vektor neobsahuji. Aby bylo dosazeno vysokého vytézku DNA a
odpovidajiciho genového produktu, vektor by mél obsahovat silny promotor, a také enhancer
(zesilovac), signal pro amplifikaci genu a regulaéni sekvence. Kvuli autonomni replikaci vektoru
je dale dilezity replikadni pocatek. Polyadenyla¢ni mista jsou zodpovédna za spravné zpracovani
mRNA a sestfihové signaly za RNA transkripty. KdyZ jsou jako vektor uzity fagy, viry nebo
virové Castice, sbalovaci (pakazovaci) signaly fidi sbalovani vektorové DNA. Napf. pro trans-
kripci v rostlinich jsou vhodnymi vektory Ti plazmidy, pro transkripci v hmyzich burkach
bakuloviry, a v hmyzu transposony jako napft. P element.

Jestlize je vySe popsany vektor podle vynalezu vnesen do rostliny nebo rostlinné buriky, dosdhne
se post—transkripéni suprese (potlaceni) genové exprese endogenniho genu a1,3—fukosyltransfe-
razy transkripci transgenu homologniho k tomuto genu nebo jeho ¢asti v ,,senze® orientaci. Tato
technika ,,senze* potla¢ent exprese byla popsana napt. v publikacich Baucombe 1996, Plant. Mol.
Biol., 9:373-382 a Brigneti a kol., 1998, EMBO J. 17:6 739-6 746. Tato strategie umlceni genu
je G¢innym zpisobem utlumeni exprese genu al,3—fukosyltransferazy, viz také napt. Waterhouse
a kol., 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95:13 959-13 964.

Predkladany vynalez se dale tyka biologicky funkéniho vektoru obsahujiciho DNA molekulu
podle nekterého z vyse uvedenych aspektli vynalezu nebo jeji Casti rizné délky, a sice v opatné
orientaci vzhledem k promotoru. Kdyz je takovy vektor transfekovan do hostitelské burky, dojde
ke transkripci ,,antisenze mRNA®, kterd je komplementarni k mRNA GlcNAc—al,3—fukosyl-
transferazy a vytvaii s ni komplex. Tato vazba pak bud'to zabrani spravnému zpracovani, trans-
portu mRNA nebo poskodi jeji stabilitu nebo zabrani nasednuti ribozomii a tim zabrani translaci
a tudiz normélni expresi genu GlcNAc—oa1,3—fukosyltransferazy.

Aclkoliv miize byt do vektoru vlozena cela molekula DNA, vzhledem k mensi velikosti je pro
urcité Gcely vhodné vlozit jen Cast jeji sekvence. Pokud jde o antisenze cinek, je dalezité, aby
molekula byla dostatecné dlouha na to, aby vytvofila dostate¢né dlouhou antisenze mRNA, ktera
se bude vazat na mRNA transferazy. Vhodna antisenze RNA molekula obsahuje napt. 50 az
200 nukleotidt, jelikoz mnoho znamych pfirozen& se vyskytujicich antisenze RNA molekul
obsahuje priblizn¢ 100 nukleotidu.

Pro zvlast€ u€innou inhibici exprese aktivni ol,3—fukosyltransferazy je vhodna kombinace senze
a antisenze techniky (Waterhouse a kol., 1998, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 95:13 959-13 964).

Vyhodné se uZivaji rychle hybridizujici RNA molekuly. Uginnost antisenze RNA molekul, které
maji velikost délku veét§i nez 50 nukleotidii, zavisi na kinetice nasedani (annealing) in vitro.
Tudiz napf. rychle nasedajici antisenze RNA molekuly vykazuji vétsi inhibici exprese proteinu
neZ pomalu hybridizujici RNA molekuly (Wagner a kol., 1994, Annu. Rev. Microbiol., 48:713—
742; Rittner a kol., 1993, Nucl. Acids Res., 21:1381-1387). Takové rychle hybridizujici anti-
senze RNA molekuly zvlasteé obsahuji velky pocet externich bazi (volné konce a spojovaci sek-
vence), velky pocet strukturnich subdomén (slozek) a soucasné maly podet smycek (Patzel a
kol. 1998; Nature Biotechnology, 16; 64-68). Hypotetické sekundarni struktury antisenze
RNA molekul mohou byt napf. uréeny pomoci politatového programu, ktery umozni vybrat
vhodnou DNA sekvenci pro antisenze RNA.

Riizné aseky sekvenci DNA molekul mohou byt vlozeny do vektoru. Jednou moznosti je vlozit
do vektoru pouze takovou &ast, ktera je zodpovédné za nasednuti ribozému. Blokovéni v tomto
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Giseku mRNA je dostate¢né k zastaveni celé translace. Zvlasté vysokou ucinnost maji antisenze
molekuly pro 5'- a 3'-netranslatované seky genu.

Vyhodné molekuly DNA podle vynalezu obsahuji sekvence obsahujici mutace typu delece, inzer-
ce a/nebo substituce. Po¢et mutovanych nukleotidii je proménlivy a mize se jednat o deleci
inzerci nebo substituci jednoho az nékolika nukleotidd. Je také mozné, Ze mutaci dojde k posunu
Steciho ramce. V takovém ,knock—out* genu (gen s vyfazenou funkci) je dilezité jen to, ze
exprese GlcNAc—a1,3—fukosyltransferazy je narusena, a je tudiz zabranéno vytvareni aktivniho
funkéniho enzymu. P#i takovém postupu je misto mutace v podstaté kdekoliv, pokud zabrafiuje
expresi enzymaticky aktivniho proteinu. Vyhodna je mutace v katalytickém Gseku enzymu, ktery
je lokalizovan v C—koncovém useku. Zpisoby vnaseni mutaci do sekvenci DNA jsou odborni-
kim dobfe znamy a proto rizné zplisoby mutageneze nejsou podrobné&ji popisovany v ptihlasce.
V tomto pfipadé se miZe uzit ndhodna nebo cilena mutageneze, zejména mistné cilend mutage-
neze, oligonukleotidem fizena mutageneze, nebo mutageneze pomoci restrikénich enzymu.

Predkladany vynalez dale poskytuje molekulu DNA, ktera kéduje ribozym, ktery obsahuje dvé
sekvenéni ¢asti kazdou velikosti alesporti 10 az 15 paru bazi, které jsou komplementarni se ¢astmi
sekvence molekuly DNA podle vynalezu, takze ribozym vytvaii komplex s a $t€pi mRNA, ktera
je transkribovana z ptirodni DNA molekuly kédujici GleNAc—a1,3—fukosyltransferdzu. Ribozym
rozpoznava mRNA GlcNAc—a1,3—fukosyltransferazy prostfednictvim komplementarniho péro-
vani bazi s mRNA. Tudiz ribozym §tépi a zcela destruuje RNA sekvenéné specifickym zplisobem
pied tim, nez dojde k translaci enzymu. Po dizociaci od nastépeného substratu ribozym opakova-
né hybridizuje s molekulou RNA a piisobi jako specificka endonukledza. Obecné feceno, ribo-
zymy mohou byt specificky pfipravovany pro inaktivaci uréitych mRNA, dokonce i v ptipadé,
kdy neni znama celd DNA sekvence kodujici protein. Ribozymy jsou zvlasté ucinné, kdyz se
ribozomy pohybuji pomalu podél mRNA. V takovém pfipadé je pro ribozym snazsi najit misto
na mRNA bez ribozému. Z tohoto divodu jsou n€které mutanty s pomalymi ribozomy také
vhodné jako systémy pro ribozymy (J. Burke, 1997, Nature Biotechnology; 15, 414—415). Tato
DNA molekula je zvlasté vyhodna pro sniZeni a ptipadné inhibici exprese rostlinné GlcNAc—
ol,3—fukosyltransferazy.

Jednou moznosti je také uzit riizné formy ribozymi, napf. minizym. Minizymy jsou zvlasté ucin-
né pro Sté€peni delSich molekul mRNA. Minizymje ,kladivkovity* ribozym, ktery ma kratky
oligonukleotidovy linker (spojku) misto stonku/smycky II. Dimerni minizymy jsou zvlasté Gcin-
né (Kuwabara a kol., 1998, Nature Biotechnology, 16; 961-965). Tudiz se predkladany vynalez
tyka také biologicky funk&niho vektoru, ktery obsahuje jednu ze dvou vyse zminénych molekul
DNA (mutovanou DNA molekulu nebo ribozym—DNA molekulu). Co bylo feeno vyse pokud
jde o vektory plati také v tomto pripad€. Takovy vektor mize byt napt. vnesen do mikroorganis-
mu a mize byt vyuZit pro vyrobu vysoké koncentrace vyse popsanych molekul DNA. Dale je
takovy vektor zvlasté vhodny pro vkladani specifické molekuly DNA do rostliny nebo do hmy-
ziho organismu, aby se sniZila nebo Gplné inhibovala tvorba GlcNAc—a1,3—fukosyltransferazy
v téchto organizmech.

Predkladany vynalez poskytuje zpiisob pfipravy cDNA obsahujici molekulu DNA podle vynale-
zu, kdy se z hmyzi nebo rostlinné buriky, zejména z bun&k hypokotylu, izoluje RNA, jejiz pomo-
ci se po pfidani reverzni transkriptazy a primerd provede reverzni transkripce. Jednotlivé kroky
této metody jsou samy o sob¢€ odbornikiim znamy. Reverzni transkripci je mozné na jedné strané
pfipravit cDNA z celé mRNA pomoci oligo(dT) primert, pak provést PCR reakci pomoci vybra-
nych primerd, ¢imz se pfipravi molekula DNA obsahujici gen GlcNAc—a1,3—fukosyltransferazy.
Na druhé stran€ vybrané primery mohou byt pfimo uZity pro reverzni transkripci, aby se ziskaly
kratké specifické useky cDNA. Vhodné primery se pfipravi synteticky, napf. syntézou podle
vzorce cDNA sekvenci transferazy. VyuzZitim této metody mohou byt rychle jednoduse priprave-
na velkd mnozstvi molekul cDNA podle vynalezu, sice jen s malo chybami.
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Vynalez se dale tyka zptisobu klonovani GIcNAc—al,3—fukosyltransferazy, pii kterém je mole-
kula DNA podle vynélezu klonovana do vektoru, ktery je po té transfekovan do hostitelské buriky
nebo hostitele, pti¢emz selekci a amplifikaci transfekovanych hostitelskych bunék se ziskaji
bunééné linie, které exprimuji aktivni GlcNac—o1,3—fukosyltransferazu, molekula DNA se vlozi
do vektoru pomoci restrikénich endonukleaz. Pro vektor plati, co jiz bylo uvedeno vyse. Co je
dulezité pti této metodé je to, aby byl vybran uéinny systém hostitel vektor. Pro ziskani aktivniho
enzymu jsou zvlasté vhodné eukaryotické hostitelské buiiky. Jednou z moznosti je transfekovat
vektor do hmyzich bunék. Pfi této metodé musi byt jako vektor uzit hmyzi virus, napt. bakulo-
virus.

Samoziejmé také humanni buriky a jiné buriky obratlovci mohou byt transfekovany, pii¢emz
v druhém piipadé pak buriky exprimuji cizorody enzym.

Vyhodné vynalez poskytuje zpusob piipravy rekombinantnich hostitelskych bunék, zejména
rostlinnych nebo hmyzich bunék, nebo popiipadé rostlin nebo hmyzu, s potla¢enou nebo tplné
zastavenou tvorbou GlcNac—al,3—fukosyltransferazy, kteryzto zpiisob je charakterizovan tim, ze
alespoil jeden z vektorti podle vyndlezu, tj. vektor obsahujici molekulu DNA podle vynélezu,
molekulu mutované DNA nebo DNA molekulu kédujici ribozymy nebo vektor obsahujici DNA
molekulu v inverzni orientaci vzhledem k promotoru, je vlozena do hostitelské butiky nebo do
rostliny nebo do hmyzu. Co bylo vyse feceno o transfekci je aplikovatelné také v tomto piipadé.

Jako hostitelské buriky se mohou napt. uzit rostlinné bunky, kde je vyuzitelny Ti plazmid se sys-
témem agrobaktéria (Agrobacterium). Pomoci Agrobacterium je mozné piimo transfekovat rost-
liny: Agrobacterium zpisobuje vznik kotfenovych hlizek (nadori) u rostlin. Kdyz Agrobacterium
infikuje poranénou rostlinu, pak samotné Agrobacterium nevstupuje do rostliny, ale pfenasi do
rostlinné buriky Gsek rekombinantni DNA, tzv. T-DNA, z kruhového extrachromo-zomalniho
Ti—plazmidu, ktery indukuje tvorbu nadoru. T-DNA, a také molekula DNA do ni vloZena, je
vlozena do chromozomalni DNA burky stabilnim zptisobem, takze geny z T-DNA jsou expri-
movany v rostling.

Existuje celd fada znamych G¢innych transfekénich mechanismd pro riizné hostitelské systémy.
K piikladim patii elektroporace, kalciumfosfatova precipitace, mikroinjekce, vyuziti liposomu
apod.

Nasledné¢ se transfekované buriky selektuji, napf. na zakladé rezistence k antibiotiku, jejiz gen je
vlozen také do vektoru, nebo pomoci jiného markerového genu. Pak se transfekované bun&né
linie namnoZi, bud’to v malém mnoZzstvi napf. na Petriho miskach, nebo ve velkych mnoZstvich,
napf. ve fermentorech. Rostliny maji vyjimecnou vlastnost, jsou totiz schopné nového vyvoje
z jediné (transfekované) buiiky nebo pfipadné z protoplastu, na celou rostlinu, kterd mize byt
dale péstovana.

V zavislosti na pouzitém vektoru dojde v hostiteli k tomu, Ze exprese enzymu bude potlatena
nebo zcela zablokovana:

Jestlize je transfekovan vektor obsahujici DNA molekulu s deleéni, inzeréni nebo substituéni
mutaci, dojde k homologni rekombinaci: mutovana molekula DNA rozpozna identickou sekvenci
v genomu hostitelské buiiky, piestoze obsahuje mutaci, a bude vloZena pfesné na shodné misto,
takze vznikne ,.knock—out” gen (nefunkéni gen). Timto zpisobem se vnese mutace do genu pro
GlcNAc—a1,3—fukosyltransferazu, ktera je schopna inhibovat bezchybnou expresi GlcNAc—
al,3—fukosyltransferazy. Jak bylo jiz vysvétleno vyse, pfi tomto zplsobu je dilezité, aby mutace
dostatecné blokovala expresi aktivniho proteinu. Po selekci a amplifikaci je moZné gen sekven-
covat jakoZto dodate¢nou kontrolu toho, Ze doslo uspésné k homologni rekombinaci nebo poZa-
dovanému stupni mutace.
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JestliZe je transfekovan vektor kodujici ribozym, je v hostitelskych buiikach exprimovan aktivni
ribozym. Ribozym vytvari komplexy s komplementarni mRNA sekvenci GleNAc—o1,3—fukosy-
Itransferazy alesponi v urlitych mistech a $tépi tato mista, a timto zplisobem muize inhibovat
translaci enzymu. V takovych hostitelskych buiikach nebo bunéénych liniich nebo z nich pfipad-
né ziskanych rostlin neni GlcNAc-a.1,3—fukosyltransferaza exprimovana.

V piipadé, ze vektor obsahuje molekulu DNA podle vynalezu v senze orientaci nebo v inverzni
orientaci vzhledem k promotoru, je v transfekovanych burikach (p¥ipadné rostlinach) exprimova-
na senze mRNA nebo antisenze mRNA. Antisenze mRNA je komplementarni alespori k ¢asti
sekvence mRNA GleNAc—al,3—fukosyltransferdzy a mze podobné inhibovat translaci enzymu.
Pro piiklad zpisobu potlaceni exprese genu antisenze technikou odkazujeme na publikaci Smith
a kol., 1990, Mol. Gen. Gent. 224:477-481, kde je popsana inhibice exprese genl za¢astnénych
v dozravani rajcat.

Ve viech systémech je exprese GlcNAc—al,3—fukosyltransferazy alespoii utlumena, vyhodné je
dokonce zcela zablokovana. Stuperi naruseni genové exprese je zavisly na mife komplexace,
homologni rekombinace, na moZnych naslednych nahodnych mutacich a na dalSich procesech
probihajicich v genomu. Transfekované buiiky jsou testovany na piitomnost GleNac—a1,3—fuko-
syltransferazové aktivity a selektovany.

Navic je mozné jeste dale zesilit vySe popsané potlaceni (supresi) exprese al,3—fukosyltransfera-
zy tim, Ze se do hostitele vnese vektor obsahujici gen kodujici savei protein, napt. B1,4—galakto-
syltransferdzu, navic k vySe popsanému vektoru. Fukosylace mize byt redukovana pasobenim
Jinych sav¢ich enzymi, kombinace inhibice exprese aktivni ol,3—fukosyltransferazy pomoci
vektorti podle vynélezu a pouzitim vektorti pro sav¢i enzym je zvIasté Gcinna.

Pro transfekci muze byt uzit jakykoliv druh rostlin, napf. fazol mungo, tabak, rajée a/nebo bram-
bor.

Dalsi vyhodny zplisob pfipravy rekombinantnich hostitelskych bunék, zejména rostlinnych nebo
hmyzich bunék, spo¢iva v tom, Ze molekula DNA obsahujici mutaci se vnese do genomu hosti-
telské¢ burky, nebo ptipadné rostliny ¢i hmyzu, na misto nemutované homologni sekvence
(Schaefer a kol., 1997, Plant J.; 11(6): 1195-1206). Tato metoda tedy nepracuje s vektorem, ale
s Cistou molekulou DNA. Molekula DNA je vnesena do hostitele napf. ostielovanim, mikro-
injekci nebo elektroporaci, abychom uvedli alespon tfi piiklady. Jak jiz bylo vysvétleno, mole-
kula DNA se vidze na homologni sekvenci v genomu hostitele, takze v genomu dojde
k homologni rekombinaci a vysledkem je, Zze do genomu je vloZena dele¢ni, inzeréni nebo sub-
stitu¢ni mutace: exprese GIcNAc—al,3—fukosyltransferazy mize byt utlumena nebo Gplné zablo-
kovana.

Dalsi aspekt piedkladaného vynalezu se tyka rostlin nebo rostlinnych bungk, a také hmyzu nebo
hmyzich bunék, jejichz GIcNAc—al,3—fukosyltransferazova aktivita je nizsi nez 50 %, zejména
nizsi nez 20 %, zvIasté vyhodné je 0 % GIcNAc—a1,3—fukosyltransferazové aktivity v piirodnich
rostlinnych buiikich nebo rostlinach a pfirodnich hmyzich bufikdch nebo hmyzu. Vyhodou tako-
vych rostlin nebo rostlinnych bunék je to, Ze v nich vytvarené glykoproteiny neobsahuji zadny
nebo jen nepatrné mnoZstvi al,3—vazané fuk6zy. Pokud produkty z téchto rostlin nebo hmyzu
vstoupi do téla ¢lovékem nebo jiného obratlovce, nedojde k Z4dné imunitni reakci na o l,3—fuko-
Zovy epitop.

Vyhodné vynalez poskytuje rekombinantni rostliny nebo rostlinné buiiky, které byly pfipraveny

Jednim z vySe uvedenych zpiisobi, a u nichZ byla tvorba GleNAc—a1,3—fukosyltransferazy utlu-
mena nebo zcela blokovana.
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Predkladany vynalez se déle tyka rekombinantniho hmyzu nebo hmyzich bungk, které byly pfi-
praveny jednou z vy$e popsanych metod, a ve kterych je tvorba GlcNAc—al,3—fukosyltransfera-
zy utlumena nebo zcela zablokovana. Také v tomto ptipadé se netvoii zadné glykoproteiny majici
al,3—vazané fukézové zbytky, takZze nedoje k imunitni reakci na al,3—fukdzovy epitop.

Predkladany vynalez se dale tyka molekul PNA, které obsahuji sekvenci bazi komplementarni
k sekvenci molekul DNA podle vynalezu nebo jeji ¢asteéné sekvenci. PNA (peptidovéa nukleova
kyselina) je sekvence podobna DNA, kde jsou nukleobaze vazané na pseudopeptidovou kostru.
PNA obecné hybridizuje s komplementarnimi DNN—, RNN- nebo PNN—oligomery na principu
Watson—Crickova parovani bazi a vytvafeni §roubovice. Peptidova kostra zajistuje vétsi odoInost
vii¢i enzymatické degradaci. Molekuly PNA jsou proto zlepSenymi antisenze Cinidly. Ani nuk-
leazy ani proteazy nejsou schopné napadat molekuly PNA. Stabilita molekul PNA, jestliZe jsou
navazany na komplementarni sekvenci, je zalozena na dostate¢ném sterickém blokovani DNA a
RNA polymerazy, reverzni transkriptazy, telomerazy a ribozomd.

KdyZ molekula PNA obsahuje vyse uvedené sekvence, vaze se na DNA nebo pfipadné na mista
v DNA, kédujici GleNAc—al,3—fukosyltransferdzu, a takovym zplsobem je tato molekula
schopna inhibovat transkripci tohoto enzymu. JelikoZ neni ani transkribovana ani translatovana,
molekula PNA se pfipravuje synteticky, tj. postupem zaloZenym na t-Boc. Vyhodné je pfiprave-
na molekula PNA, ktera obsahuje sekvenci bazi, odpovidajici sekvenci molekuly DNA podle
vynalezu nebo jeji Casteéné sekvenci. Molekula PNA vytvafi komplex s mRNA nebo mistem
v mRNA pro GlcNAc—al,2—fukosyltransferazu, takze translace enzymu je inhibovana. Argu-
menty podobné tém uvedenym pro antisenze RNA plati i v tomto pfipadé. Tudiz zv1asté i¢innym
isekem pro vytvofeni komplexu je usek translaéniho pocatku nebo také 5'—netranslatovany sek
mRNA.

Dal3i aspekt pfedkladaného vynalezu se tyka zpisobu ptipravy rostlin nebo hmyzu, nebo jejich
bunék, zejména rostlinnych nebo hmyzich bunék, u kterych je blokovana expres GleNAc—al,3—
fukosyltransferazy na urovni transkripce nebo translace, ktery je charakterizovan tim, Ze mole-
kuly PNA podle vynalezu jsou vloZzen do buiiky. Pro vneseni molekuly nebo molekul PNA do
buiiky Ize opét vyuZzit obvyklych postupi, které jsou odbornikovi znamy, jako je napt. elektropo-
race nebo mikroinjekce. Zvlasté Gcinné je vneseni PNA oligomers navazanych na peptidy penet-
rujici do buriky, jako je napf. transportan nebo pAntp (Pooga a kol., 1998, Nature Biotechnology,
16; 857-861).

Ptedkladany vynalez umoZziuje pfipravu rekombinantnich glykoproteini tak, Ze rekombinantni
rostliny nebo rostlinné buiikky podle vynalezu, nebo rekombinantni hmyz nebo hmyzi buiiky, u
nichz byla tvorba GlcNAc—a1,3—fukosyltransferazy utlumena nebo zcela zablokovana, nebo rost-
liny nebo hmyz, ptipadné jejich buriky, do kterych byly vneseny molekuly PNA zpisobem podle
vynalezu, jsou transfekovany genem, ktery exprimuje glykoprotein, takze dochéazi k expresi
rekombinantniho glykoproteinu. Pfi tomto postupu, jak jiz bylo popséno vyse, vektory obsahujici
geny pro pozadovany protein jsou transfekovany do hostitele nebo hostitelskych bunék, jak jiz
bylo také vySe popsano. Transfekované rostlinné nebo hmyzi buiiky pak exprimuji pozadovany
protein a pfitom nemaji Zadnu nebo maji jen nepatrné mnoZstvi al,3—vazané fukézy. Takze
nevyvolavaji imunitni reakce u ¢lovéka nebo obratlovee, jak jiz bylo uvedeno vyse. V takovych
systémech muze byt produkovan jakykoliv protein.

Vyhodné vynalez umoziiuje ptipravu rekombinantnich humannich glykoproteini tak, Ze rekom-
binantni rostliny nebo rostlinné buiiky, pfipadné rekombinantni hmyz nebo hmyzi buiiky, jejichz
tvorba GlcNAc—al,3—fukosyltransferdzy je potlatena nebo zcela zablokovana, nebo rostliny
nebo hmyz, nebo jejich buiiky, do kterych byly vneseny molekuly PNA podle vynalezu, jsou
transfekovany genem, ktery exprimuje glykoprotein, takze je exprimovan rekombinantni glyko-
protein. Tento zpisob umoziiuje produkovat v rostlinach (rostlinnych burikach) humanni protei-
ny, které po vstupu do lidského t€la nevyvolavaji zadnou imunitni reakci namifenou proti o1,3—
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vazanym fukézovym zbytkiim. Takze je mozné uzivat k produkci rekombinantnich glykoprotein(
rizné typy rostlin, které slouzi napf. jako potraviny, jako napf. banany, brambory a/nebo rajcata.
Pletiva téchto rostlin obsahuji rekombinantni glykoprotein, takze tento rekombinantni glyko-
protein je bud’to z pletiv extrahovan a nasledné podavan do lidského organismu, nebo je podavan
ptimo konzumaci rostlinnych pletiv.

Vyhodné vynélez umoziuje piipravu rekombinantnich humannich glykoproteinti pro farmaceu-
tické/Iékarské vyuziti, kdy rekombinantni rostliny nebo rostlinné buiky podle vynalezu, nebo
rekombinantni hmyz nebo hmyzi buiiky podle vynalezu, jejichZ tvorba GleNAc—al,3—fukosyl-
transferazy je potlacena nebo zcela zablokovana, nebo rostliny nebo hmyz, nebo jejich buriky, do
kterych byly vneseny molekuly PNA podle vynalezu, jsou transfekovany genem, ktery exprimuje
glykoprotein, takZe je exprimovan rekombinantni glykoprotein. Takto miZe byt ptipraven jaky-
koliv farmaceuticky/l¢kaisky zajimavy protein.

Dalsi aspekt podle vynélezu se tyka farmaceutického piipravku, ktery obsahuje glykoproteiny
podle vynalezu. Krome¢ glykoproteinii podle vynélezu tento farmaceuticky pfipravek obsahuje
dalsi aditiva typicka pro obdobné ptipravky. Patii k nim napf. vhodna fedidla s obsahem pH puf-
rujicich latek (napt. Tris—HCl, acetat, fosfat), latky ovliviiujici iontovou silu jako jsou tenzidy a
solubilizaéni ¢inidla (napt. Tween 80, Polysorbate 80), konzervacni latky (napt. Thimerosal,
benzylalkohol), adjuvans, antioxidanty (napt. kyselina askorbova, sifi¢itan sodny), emulgatory a
plnidla (napf. laktoza, manitol). Uinna latka mizZe byt v pFipravku kovalentnd vzana na poly-
mery, jako napf. polyethylenglykol, na protein, vioZena do &asticového (partikularniho) pfipravku
polymernich sloucenin jako je napf. kyselina polymlé¢na, kyselina polyglykolova atd., nebo do
lipozomi. Pfipravek déle miize obsahovat pomocné latky a/nebo nosic¢e vhodné pro pozadované
léCeni. Formulace do takovych pfipravkd ovlivni fyzikalni vlastnosti, stabilitu, in vivo rychlost
uvolfiovani (liberaci) glykoproteinu podle vynalezu a in vivo exkreci.

Predkladany vynélez poskytuje déle zplisob selekce molekul DNA, které kédujici GIcNAc—o,3—
fukosyltransferazu, ve vzorku, kdy se smichaji se vzorkem znacené molekuly DNA podle vyna-
lezu, které se vazi na molekuly DNA kddujici GleNAc—a1,3—fukosyltransferazu. Hybridizované
molekuly DNA mohou pak byt snadno detekovany, kvantifikovany a selektovany. V ptipadé
vzorku, ktery obsahuje jednoretézcovou molekulu DNA, se kterou mize znatena molekula DNA
hybridizovat, se vzorek denaturuje napf. zahfatim. Jednou moZnosti je separovat testovanou
DNA, pfipadné po pfidani endonukleaz, gelovou elektroforézou na agarézovém gelu. Po piene-
seni na nitrocelul6zovou membranu znaéené molekuly DNA podle vynalezu, které byly pridany,
hybridizuji s odpovidajicimi homolognimi molekulami DNA (,,Southern blotting*).

Dalsi mozZna cesta spoiva v nalezeni homolognich geni jinych biologickych druhii pomoci
metod uzivajicich PCR pomoci specifickych a/nebo degenerovanych primerti, navrzenych na
zaklad€ sekvence molekuly DNA podle vynalezu.

Vyhodné pro zpiisob identifikace podle vynélezu obsahuje genomovou DNA rostlinného nebo
hmyziho organismu. Timto zplisobem lze testovat velmi rychle a ¢inné velky podet rostlin a
hmyzu na ptitomnost GleNAc—a 1,3—fukosyltransferazového genu. Takto je také mozné provadét
selekci rostlin a hmyzu, které neobsahuji tento gen, nebo utlumit &i zcela zablokovat expresi
GlcNAc-o1,3—fukosyltransferazy v takovych rostlinach nebo hmyzu, které obsahuji tento gen, a
sice vySe popsanym zplisobem podle vynalezu, takZe se nasledn& mohou uzit pro transfekci a
produkci (humannich) glykoprotein.

Piedkladany vynélez se dale tyka molekul DNA kodujicich GIcNAc—a1,3—fukosyltransferazu,
které byly selektovany jednou ze dvou vySe zminénych metod podle vynalezu a pak byly ze
vzorku izolovany. Tyto molekuly mohou byt uzZity pro dalsi testovani. Lze je sekvencovat a pii-
padné dale vyuzit jako DNA sondy pfi hledani GleNAc—a.1,3—fukosyltransferaz. Tyto znadené
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molekuly DNA budou fungovat v organizmech, které jsou pfibuzné s organizmy, ze kterych byly
izolovany, mnohem uéinnéji nez vlastni molekuly DNA podie vynalezu.

Dal3i aspekt vynalezu se tyka pipravy klonované GleNAc—al,3—fukosyltransferazy podle vyna-
lezu, ktera obsahuje izoformy majici hodnotu pI mezi 6,0 a 9,0, zejména 6,8 aZ 8,2. pl hodnota
proteinuje takova hodnota pH, kdy &isty naboj proteinu je nulovy, a je zavisla na amino-
kyselinové sekvenci, glykosylaénimu profilu a také na prostorové struktufe proteinu. GIcNAc—
ol,3—fukosyltransferdza obsahuje alespon 7 izoforem, které maji hodnotu pl v tomto rozmezi.
Diivodem vyskytu riznych izoforem transferazy jsou napf. rizné glykosylace a také omezena
proteolyza. Testy ukazaly, ze rizné semenacky fazolu mungo maji rizné profily izozymu.
pl hodnota proteinu mize byt uréena izoelektrickym fokusovanim, coZ je odbornikim znamo.
Hlavni izoforma enzymu ma zjevnou molekulovou hmotnost 54 000 (Da).

Preparat podle vynalezu zejména obsahuje izoformy majici hodnoty pl 6,8, 7,1 a 7,6.

Piedkladany vynalez se dale tyka zpisobu pfipravy cukernych jednotek rostlinného typu (,rostli-
nifikovanych*) humannich glykoproteinii &i glykoproteini jinych obratlovei, kdy se fukézové
jednotky a GleNAc—al,3—-fukosyltransferaza kodovana vyse popsanou molekulou DNA pfidaji
ke vzorku, ktery obsahuje cukerné jednotky, ptipadné glykoproteiny, takze fukéza je navazana
GlecNAc—a1,3—fukosyltransferazou na sacharidovoujednotku nebo glykoprotein v pozici al,3.
Zplsobem klonovani GIcNAc—al,3—fukosyltransferazy podle vynalezu je mozné produkovat
velka mnozstvi purifikovaného enzymu. Vynalez poskytuje vhodné reakéni podminky pro ziska-
ni pIné aktivni transferazy. Bylo ukazéno, Ze transferdza ma zvlast¢ vysokou aktivitu pii pH
piiblizné 7, jestlize je jako pufr uzita 2—«(N-morfolino)ethansulfonova kyselina/HCI. V pfitom-
nosti bivalentnich kationtd, zejména Mn?", je aktivita rekombinantni transferazy zvysena. Sacha-
ridové jednotky se smichaji se vzorkem bud'to v nenavazané formé& nebo vadzané na protein.
Rekombinantni transferaza je aktivni viici obéma formam.

Pfedkladany vynalez je dale podrobnéji vysvétlen pomoci ilustrativnich prikladd a obrazkd, které
viak vynélez nijak neomezuji.

Popis obrazkid

Obr. 1a a 1b ukazuji, ve formé kiivek, méfena mnozstvi proteinu a méfenou enzymatickou aktivi-
tu v jednotlivych frakcich eluatu.

Obr. 2 ukazuje analyzu GleNAc—al,3—fukosyltransferazy gelovou elektroforézou.

Obr. 3 ukazuje vysledek izoelektrického fokusingu a méfenou transferdzovou aktivitu jednotli-
vych izoforem.

Obr. 4 ukazuje N-koncové sekvence 4 tryptickych peptida 1 az 4 a DNA sekvence tfi primerd
S1,A2a A3.

Obr. 5a a 5b ukazuji cDNA sekvence o 1,3—fukosyltransferaz.
Obr. 6a a 6b ukazuji aminokyselinové sekvence odpovidajicich al,3—fukosyltransferaz.

Obr. 7 je schematické znazornéni al,3—fukosyltransferazy a hydrofobicity aminokyselinovych
zbytkd.

Obr. 8 ukazuje srovnani konzervativnich motiva riznych fukosyltransferaz.
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Obr. 9 ukazuje srovnani fukosyltransferazové aktivity hmyzich bunék transfekovanych genem
a1,3—fukosyltransferazy a negativni kontrolou.

Obr. 10a a 10b ukazuji struktury riznych akceptori o 1,3—fukosyltransferaz.
Obr. 11 a 12 ukazuji hmotnostni spektra.

Obr. 13 ukazuje vysledek analyzy HPLC.

Piiklady provedeni vynalezu

Priklad 1
Izolace jadro—o1,3—fukosyltransferazy

Vsechny kroky byly provedeny ve 4 °C. Semenacky fazolu mungo byly homogenizovany
v mixéru, na kazdy kg bylo ptidano 0,75 objemu extrakéniho pufru. Pak byl homogenat filtrovan
ptes dvé vrstvy bavinéné tkaniny a filtrat byl centrifugovan 40 minut pii 30 000 g. Supernatant
byl slit a pelet byl extrahovéan rozpoustécim pufrem pfes noc za stalého michani. Nasledna centri-
fugace 40 minut pti 30 000 g poskytla tritonovy extrakt.

Tritonovy extrakt byl purifikovan nasledovné:

Krok 1: Tritonovy extrakt byl nanesen na mikrogranularni diethylaminoethylcelulézovou ionto-
meéni¢ovu kolonu (5x28 cm) Whatman, ktera byla pted tim ekvilibrovana pufrem A. Nenavazana
frakce byla dale zpracovéana v kroku 2.

Krok 2: vzorek byl nanesen na kolonu Affi—Gel Blue (2,5x32) ekvilibrovanou pufrem A. Po pro-
myti kolony timto pufrem byl adsorbovany protein eluovan pufrem obsahujicim 0,5M NaCl.

Krok 3: Po dialyze eluatu z kroku 2 proti pufru B, byl nanesen na kolonu se S—Sepharose ekvilib-
rovanou stejnym pufrem. Navadzany protein byl eluovan linearnim gradientem od 0 do 0,5M
NaCl v pufru B. Frakce s GIcNAc—a1,3—fukosyltransferazou byly slou¢eny a dialyzovany proti
pufru C.

Krok 4: dialyzovany vzorek byl nanesen na kolonu GnGn—Sepharose ekvilibrovanou pufrem C.
Navézany protein byl eluovan pufrem C obsahujicim 1M NaCl misto MnCl,.

Krok 5: Poté byl enzym dialyzovan proti pufru D a nanesen na klonu GDP-Hexanolamin—Sepha-
rose. Po promyti kolony pufrem D byla transferaza eluovana nahrazenim MgCl, a NaCl pomoci
0,5mM GDP. Aktivni frakce byly slouceny, dialyzovany proti pufru 20mM Tris—HCI, pH 7,3, a a
nakonec lyofilizovany.

Enzymaticka aktivita GIcNAc—al,3—fukosyltransferazy byla stanovena uzitim peptidu GnGn a
GDP-L-[U-"*C]-fukozy pti koncentracich substratu 0,5 a 0,25 kazdého, za ptitomnosti pufru 2—
(N-morfolino)ethansulfonova kyselina/HCI, Triton X-100, MnCl,, GIcNAc a AMP (podle
Staudacher a kol., 1998, Glycoconjugate J. 15, 355-360; Staudacher a kol., 1991, Eur. J.
Biochem. 199, 745-751).

Koncentrace proteinu byla stanovena pomoci metody s bicinchinonovou kyselinou (Pierce), nebo
v poslednim kroku purifikace enzymu pomoci analyzy aminokyselin (Altmann 1992, Anal.
Biochem. 204, 215-219).

-12-
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Na obr. la a 1b jsou ukazana méfena mnozstvi proteinu a méfené enzymatické aktivity jednotli-
vych frakei eluatu jakoZzto k¥ivky. Obr. 1a ukazuje vySe popsanou separaci na koloné S—Sepha-
rose, obr. 1b ukazuje separaci na koloné GnGn—Sepharose, krouzky reprezentuji protein, ¢erné
vyplnéna kole¢ka reprezentuji GIcNAc—a1,3—fukosyltransferazu, a Ctverecky reprezentuji N—
acetyl-B—glukosaminidazu. Jedna jednotka (U) je definovana jako takové mnoZzstvi enzymu,

CZ 299622 B6

které prenese 1 mmol fuk6zy na akceptor za 1 minutu.

Tabulka 1 ukazuje jednotlivé kroky purifikace transferazy.

Tabulka 1
Celkovy |[Celkova |Speci- Purifi- Vytézek
protein  |aktivita |ficka kacni
aktivita | faktor

Purifikaéni krok mg mU mU/mg |ndsobek |%
extrakt Triton X-100 91500 4846 0,05 1 100
DES2 43700 4750 0,10 2 98,0
Affigel Blue 180,5 4134 23 460 85,3
S-Sepharose 8,4 3251 390 7800 67,1
GnGn-Sepharose 0,13' 1044 8030 160000 |21,5
GDP-Hexanolamin- 0,02 867 43350 867000 (17,9
Sepharose

1 . . ,
stanoveno aminokyselinovou analyzou

Extrakéni puft:
0,5 mM dithiothreitol
1 mM EDTA

0,5% polyvinylpolypyrolidon

0,25 M sacharéza

50 mM Tris—HCI, pH 7,3

Roztokovy pufr:

0,5 mM dithiothreitol

1 mM EDTA
1,5 % Triton X-100

50 mM Tris—HCI, pH 7,3

Pufr A:

25 mM Tris—HCI pufr, pH 7,3, obsahujici:

0,1 % Triton X-100 a

0,02 % NaN;,

-13-
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Pufr B:
5 mM Na—citratovy pufr, pH 5,3, obsahujici:
0,1 % Triton X-100 a
0,02 % NaN;

Pufr C:
25 mM Tris—HCI buffer, pH 7,3, obsahujici:
SmM MnCl, a

0,02 % NaN;
10
Pufr D:

25 mM Tris—HCI pufr, pH 7,3, obsahujici:
10 mM MgCl,
0,IMNaCl a

15 0,02 % NaNj;

Priklad 2
20 Analyza SDS-PAGE a izoelektrickou fokusaci

SDS-PAGE byla provedena na zafizeni Biorad Mini—protean cell na gelech obsahujicich
12,5% akrylamid a 1 % bisakrylamid. Gely byly obarveny bud’to Coomassie Brilliant Blue R—
250 nebo stiibrem. Izoelektrickd fokusace fukosyltransferaz byla provedena na pfipravenych

25 gelech s rozmezim pl 6 az 9 (Servalyt precotes 6-9, Serva). Gely byly barveny stfibrem podle
navodu vyrobce. Pro dvojrozmérnou elektroforézu byly drahy vyfezany z fokusaéniho gelu, pod-
robeny plisobeni S—alkyla¢niho ¢inidla a SDS a pak analyzovany na SDS-PAGE, jak bylo popsé-
no vyse.

30 Obr. 2 ilustruje elektroforeticky gel GleNAc—a1,3—fukosyltransferazy, dvojrozmérna elektroforé-
za je ukédzana v levé Casti a jednorozmérna SDS-PAGE je ukdzana v pravé ¢asti. Draha oznacena
A je standard, draha oznadena B je GIcNAc-al,3—fukosyltransferaza z GnGn—Sepharose a draha
oznacena C je ,purifikovana® GlcNAc—ol,3—fukosyltransferaza, tj. frakce zkolony GDP-
hexanolamin—Sepharose. Dva pasy odpovidajici velikostem 54 000 a 56 000 (Da) predstavuji
35 izoformy transferaz.

Obr. 3 ukazuje vysledek izoelektrické fokusace. Drahy byly obarveny stfibrem a na draze B byla
testovana aktivita izoforem transferdzy. Aktivita je vyjadfena jako % fukdzy, které bylo pienese-
no z GDP—fukdzy na substrat.

40

Priklad 3

Sekvencovani peptidu
45
Pro sekvencovani proteinu byly pasy vyfezany z SDS—polyakrylamidového gelu obarveného
Coomassie modri, karboxyamidomethylovany a pak §té€peny trypsinem podle publikace Garg a
kol. 1988, Electrophoresis, 9, 681—692. Tryptické peptidy byly separovany HPLC s reverzni fazi
na koloné 1,0 x 250 mM Vydac C18 pti 40 °C a pritoku 0,05 ml/min, uzitim zafizeni HP 1100
50 (Hewlett Packard). Izolované peptidy byly separovany na zafizeni pro sekvencovani Hewlett—
Packard G 1005 Protein Sequencing System podle navodu vyrobce. Dale pak byla smés peptidd
analyzovana nastépenim v gelu pomoci MALDI-TOF MS (viz niZe).

-14 -



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 299622 B6

Obr. 4 ukazuje N-koncovou sekvenci 4 tryptickych peptidi 1 az 4 (SEKVENCE ID. C. 5 az 8).
Na zakladé prvnich tfech peptidi byly ptipraveny primery S1, A2 a A3 (SEKVENCEID. C. 9 az
11).

Ptiklad 4
RT-PCR a klonovani cDNA

Celkova RNA byla izolovana z hypokotyld 3 dny starych semenackii fazolu mungo uzitim sou-
pravy SV Total RNA Isolating System od firmy Promega. Pro pfipravu prvniho fetézce cDNA
byla celkova RNA inkubovana 1 hodinu ve 48 °C s AMV reverzni transkriptdzou a oligo(dT)
primery, pfi¢emZ byla uZita souprava Reverse Transcription System od firmy Promega. Na jed-
notetézcové cDNA byla provedena PCR s kombinaci senze a antisenze primert. k 10 pl smési
pro reverzni transkripci bylo pfidano 50 ul roztoku obsahujiciho: 0,1 mmol kazdého primeru,
0,1 mM dNTPs, 2 mM MgCl,, 10 mM Tris—HCI puftr, pH 9,0,50 mM KCl a 0,1 % Triton X-100.
Po prvnim denaturaénim kroku v 95 °C po 2 minuty probé&hlo 40 cykld po 1 minuté v 95 °C,
1 minuté¢ ve 49 °C a 2 minutach v 72 °C. Posledni krok extenze v 72 °C byl prodlouzen na
8 minut. PCR produkty byly subklonovany do vektor pCR2.1 pomoci soupravy TA Cloning Kit
od firmy Invitrogen, a pak byl sekvencovan. Produkty této PCR byly dva fragmenty DNA délky
744 bp a 780 bp, ptiCemz oba fragmenty mély shodny 5'-konec (viz obr. 7). Pouzitim téchto
DNA fragmenti jako vychoziho materialu byly ziskany chybé&jici 5' a 3' Gseky cDNA uzitim
metody rychlé amplifikace 5' a 3' koncti cDNA (RACE), pfi¢emz byla uzita souprava RACE Kit
od firmy Gibco—-BRL. Jako antisenze primer byl uzit univerzalni primer ze soupravy a jako senze
primer byl uzit budto primer 5~CTGGAACTGTCCCTGTGGTT3' (SEKVENCEID. C. 12)
nebo 5~AGTGCACTAGAGGGCCAGAA-3' (SEKVENCE ID. C. 13). Byly také uzity zkraceny
kotvici primer ze soupravy jako senze primer a jako antisenze primer bud’to S~TTCGAGCACC-
ACAATTGGAAAT-3', (SEKVENCE ID. C. 14) nebo 5~GAATGCAAAGACGGCACGATG-

v

AAT-3'(SEKVENCE ID. C. 15).

PCR probihala s teplotou nasednuti primert: (,,annealing™) 55 °C za jinak stejnych podminek jak
bylo popsano vySe. Produkty ziskané metodou 5'- a 3-RACE byly subklonovany do vektoru
pCR2.1 a sekvencovany.

Sekvence subklonovanych fragmentii byly uréeny metodou dideoxynukleotidového sekvencovani
na zafizeni ABI PRISM 310 Gentic analyser uZitim soupravy ABI PRISM Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit, v§e od firmy Perkin Elmer. T7 a M13 ,forward” primery byly
uzity pro sekvencovani produkti klonovanych do vektoru pCR2,1. Oba fetézce kddujici oblasti
byly sekvencovany v servisnim stfedisku VBC Genomics Sequencing Service ve Vidni na zafi-
zeni LI-COR Long Read IR 4200 Sequencer (Lincoln, NE) uzitim infradervené znagenych pri-
merd (IRD700 and IRD800).

Obr. 5a a 5b ukazuji celou cDNA velikosti 2 198 bp a otevieny ¢teci ramec velikosti 1530 bp
(SEKVENCE ID. C. 1). Otevieny &teci ramec (start kodon tvofi pary bazi211 az 213, stop
kodon 1740 az 1743) kéduje protein obsahujici 510 aminokyselin s molekulovou hmotnosti
56 800 (DA) a teoretickou hodnotou pl 7,51.

Obr. 6a a 6b ukazuji aminokyselinovou sekvenci GlcNAc—al,3—fukosyltransferazy (SEK-
VENCE ID. C. 2) odvozenou zcDNA sekvence. Mista glykosylace vazaného asparaginujsou
Asn346 a Asn429.

Obr. 7 schématicky ilustruje cDNA GleNAc—al,3—fukosyltransferazy (dole) a odvozeny index
hydrofobicity kédovaného proteinu (dole), kde pozitivni index hydrofobicity znamena zvySenou
hydrofobicitu. Ve stfedu jsou ukazany velikosti vy$e zminénych PCR produkti ve vztahu k aplné
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cDNA. Kdédujici usek je vyznacen obdélnikem, kde ,,C* oznaCuje postulovany cytoplaznaticky
asek, ,,T“ oznaluje postulovany transmembranovy usek a ,,G* oznacuje postulovany katalyticky
Gsek transferazy v lumen Golgiho aparatu. Analyza sekvence DNA programem ,,TMpred“ (od
firmy EMBnet, Switzerland) vedla k pfedpokladu transmembranového uUseku mezi Asn36
aGly54. C-koncovy tsek enzymu pravdépodobné obsahuje katalyticky tsek a tudiz by mél vyc-
nivat do lumen Golgiho aparéatu. Podle toho se zda, Ze se jedna o transferdzu typu II transmem-
branového proteinu stejn€ jako jsou vSechny dosud analyzované glykosyltransferazy, které se
podileji na biosyntéze glykoproteinii (Joziasse, 1992, Glycobiology 2, 271-277). Sedé useky
piedstavuji Ctyfi tryptické peptidy, Sestithelniky predstavuji potencialni N—glykosylacni mista.
Prohledavani genovych databazi pomoci programu BLASTP ptistupny prostfednictvim NCBI
ukazalo podobnost mezi GlcNAc—a1,3—fukosyltransferazou a ostatnimi a1,3/4—fukosyltransfera-
zami, napf. humanni fukosyltransferazou VI. P¥i 18 az 21 % (vySetfeno programem SIM—
LALN VIEW, Expase, Switzerland), byla celkova podobnost nevyznamnd. Nicméné uasek
35 aminokyselin (SEKVENCE ID. C. 4) vykazoval piekvapivé vysokou homologii s ostatnimi
o1,3/4—fukosyltransferazami (obr. 8). Tento sekvenéni Gsek je lokalizovan mezi Glu267 a
Pro301 v SEKVENCI ID. C. 2.

Priklad 5
Exprese rekombinantni GIcNAc—a1,3—fukosyltransferazy v hmyzich buiikach

Kodujici usek predpokladané GleNAc—al,3~fukosyltransferazy obsahujici cytoplazmaticky a
transmembranovy tsek byl amplifikovan pomoci pfimého (,,forward*) primeru 5-CGGCGGAT-
CCGCAATTGAATGATG-3' (SEKVENCE ID. C. 16) a zpétného (,reverse®) primeru 5'CCGG-
CTGCAGTACCATTTAGCGCAT-3' (SEKVENCE ID. C. 17) uZitim soupravy pro polymerazo-
vou fetézovou reakei ,,Expand High Fidelity PCR System* od firmy Boehringer Mannheim. PCR
produkt byl dvojit€ nastépen Pstl a BamHI a subklonovan do bakulovirového transferového
vektoru pVL1393 oSetfen¢ho alkalickou fosfatdzou, ktery byl predtim také naStépen Pstl a
BamHI. Pro zajiSténi homologni rekombinace byl transferovy vektor kotransfekovan s virovou
DNA ,,Baculo Gold“ (PharMingen, Sand Diego, CA) do hmyzich bun¢k Sf9 v médiu IPL—41
s lipofektinem. Po inkubaci 5 dnii v 27 °C byly rizné objemy supernatantu s rekombinantnim
virem pouzity pro infekci hmyzich bunék Sf21. Po inkubaci 4 dny ve 27 °C v médiu IPL—41
s 5 % FCS byly buiiky Sf1 sklizeny a dvakrat oplachnuty solnym roztokem pufrovanym fosfatem
(PBS). Pak byly buriky resuspendovany v 25 mM Tris—HCl, pH 7,4, s2 % Triton X-100 a
,»rozbity* sonikaci na ledu.

Ptiklad 6
Test GleNAc—a1,3—fukosyltransferazové aktivity

Homogenat a bunéény supernatant byly testovany na GlcNAc—a1,3—fukosyltransferazu. ,,Slepé«
vzorky byly provedeny s rekombinantnim bakulovirem, ktery kodoval GlcNAc—transferazu I
z tabaku (Strasser a kol., 1999, Glycobiology, v tisku).

Obr. 9 ukazuje naméfenou enzymatickou aktivitu rekombinantni GleNAc—a1,3—fukosyltransfe-
razy a negativni kontroly. V nejlep$im piipadé byla enzymatickd aktivita kotransfekovanych
bunék a jejich supernatantu 30x vyssi nez u negativni kontroly. Endogenni aktivita, ktera je m&fi-
telnd v nepfitomnosti rekombinantni transferazy pochazi v podstaté z hmyzi ol,6—fukosyltrans-
ferazy a pouze v nizkém procentu pochazi z GlcNAc—al,3—fukosyltransferazy. Tudiz zvySeni
GlcNAc—oal,3—fukosyltransferazy zptusobené rekombinantnim bakulovirem je vice neZ
100nasobné. Enzym vykazuje Siroké maximum aktivity kolem pH 7,0, pokud je aktivita méfena
v pufru 2—(N-morfolino)-ethansulfonova kyselina/HCI. Jak je patrné z tabulky 2, ptidavek biva-
lentiho kationtu, zejména Mn*", zvy§uje aktivitu rekombinantni transferazy.
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Tabulka 2

Pridavek
(konc. 10 mM)

Zadny
EDTA
MnCl,
CaCl,
MgCl1,
CdCl,
CoCl,
CuCl,
NiCl,
ZnCl,

CZ 299622 B6

Relativni aktivita
(Akceptor: GnGn-peptid)
%
21
18
100
82
52
44
35
3
24
0,6

Tabulka 3 ukazuje, Ze z pozitych akceptori GnGn—peptid vykazuje nejvyssi miru inkorporace pfi
standardnim testu, pak t&sn& nasleduje GnGnF®—peptid a MSGn—Asn. Zadny pienos na mM pep-
tid nebyl zji§t€n, nebot mM peptid neobsahuje redukuji GlcNAc—konec na 3—-vazané mandze.
Tato struktura se zda byt nezbytnou pro jadro—fukosyltransferdzu. Rekombinantni transferdza
byla navic inaktivni vzhledem k vSeobecné uzivanému akceptoru, a sice o,3/4—fukosyltransferaze
uzivané ke stanoveni krevnich skupin, kterd prenasi fukézu na GIcNAc na neredukujicich kon-
cich oligosacharidii. Hodnoty zjevné Km pro akceptorovy substrat GnGn peptid, GnGnF~peptid,
MSGn-Asn, a pro donorovy substrat GDP—fukézu, byly stanoveny na 0,19, 0,13, 0,23 a 0,11,
v uvedeném poradi. Struktury molekul jsou ilustrovany na obr. 10a a 10b.

Tabulka 3

Akceptorovy substrat

GnGn-peptid
GnGnF°-peptid
MSGn-Asn
MM-peptid
Galp-4GlecNAc
Galp1-3GIcNAc

Relativni aktivita (%) Km (mM)

100 0,19
87 0,13
71 0,23
0
0
0

GalPB1-3GIcNAcP1-3GalPl-4Glc 0
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Ptiklad 7
Hmotnostni spektroskopie produktt fukosyltransferazy

Dabsylovany GnGn hexapeptid (2 nmol) byl inkubovan s homogenatem hmyzich bunék obsahu-
jicich rekombinantni GlcNAc—a,3—fukosyltransferazu (0,08 mU) v piitomnosti ne-radioaktivni
GDP-L—fukézy (10 nmol), pufru 2(N-morfolino)ethansulfonova kyselina/HCI, Triton X-100,
MnCl,, GIcNAc a AMP. Jako negativni kontrola slouzil homogenat hmyzich bunék infikovanych
jak ,slepy* vzorek. Vzorky byly inkubovany 16 hodin ve 37 °C a pak byly analyzovany hmot-
nostni spektrometrii MALDI TOF. Hmotnostni spektrometrie se provadéla na zafizeni
DYNAMO (Therrmo BioAnalysis, Santa Fe, NM), coz je zafizeni MALDI-TOF MS schopné
dynamické extrakce (synonymum pro pozdni extrakci). Byly uzity dva typy pfipravy matrice
vzorku: peptidy a dabsylované glykopeptidy byly rozpustény v 5% kyseliné mravenéi a alikvoty
byly naneseny na cil, usu$eny na vzduchu a piekryty 1 % oa—kyano—4-hydroxyskoficovou kyseli-
nou. Pyridylaminované glykany, redukované oligosacharidy a nederivatizované glykopeptidy
byly nafedény vodou, naneseny na cil a usuSeny ve vzduchu. Po ptidani 2% 2,5—dihydroxyben-
zoové kyseliny byly vzorky okamzit¢ ususeny aplikaci vakua.

Obr. 11 ukazuje hmotnostni spektrum téchto vzorkii: A je negativni kontrola, hlavni vrchol (S)
vykazuje substrat Dabsyl-Val-GlyGlu—(GIlcNAc4Man3)Asn—Arg-Thr, vypoctena hodnota
[M+H]" je 2 262,3. Tento substrét se vyskytuje také jaké sodna adi¢ni siil a také jako mensi ion,
ktery vznikl fragmentaci azoskupiny Dabsylové skupiny v (S*). Mnozstvi malych produkta (P,
[M+H]" =2 408,4) je disledkem endogenni a.1,6—fukosyltransferazy. Vrchol pti m/z =2 424,0
ukazuje na neuplnou degalaktosylaci substratu. Hmotnostni spektrum B ukazuje vzorek s rekom-
binantni a1,3—fukosyltransferazou. Hlavni vrchol (P) reprezentuje fukosylovany produkt, (P*)
jeho fragmentovany ion.

Navic byly alikvoty obou vzorkil navzajem smichéany, aby se ziskaly podobné koncentrace sub-
stratu a produktu (vzorek A). Tato smés byla nafedéna 0,1 M octanem amonnym pH 4,0, obsa-
hujicim 10 mU N-glykosidazy (vzorek B), nebo 50 mM Tris/HCI, pH 8,5, obsahujicim 100 mU
(1 U hydrolyzuje 1 mmol substratu za 1 minutu) N—glykosidazy F (vzorek C). Po 2 a 20 hodinach
byly odebrany malé alikvoty téchto vzorki a analyzovany metodou MALDI-TOF MS.

Na obr. 12 jsou ukdzana tfi hmotnostni spektra vzorki A, B a C. Nenastépeny vzorek A vykazuje
dva hlavni vrcholy: substrat pti 2 261,4 m/z, a fukosylovany produkt pfi 2 407,7 m/z. Stiedni
kfivka ukazuje hmotnostni spektrum vzorku B, oSetfeného N—glykosidazou A, ktera hydrolyzuje
oba glykopeptidy. Vrchol v 963,32 predstavuje deglykosylovany produkt. Spodni kfivka je spekt-
rum vzorku C. N—glykosid4za F neni schopna hydrolyzovat al,3—fukosylované substraty, takze
spektrum ma vrchol v 2 406,7 m/z fukosylovaného produktu, pfi¢emz vrchol hydrolyzovaného
substratu se objevuje pti 963,08 m/z.

Ptiklad 8
HPLC-analyza pyridil-aminovaného produktu fukosyltranferazy

Dva vy3e zminéné vzorky (fukosylovany produkt a negativni kontrola) byly nastépeny N—glyko-
sidazou A. Oligosacharidy takto ziskané byly pyridylaminovany a analyzovany uZitim HPLC
sreverzni fazi (Wilson a kol., 1998, Glycobiology 8, 651-661; Kubelka a kol., 1994, Arch.
Biochem. Giophys. 308, 148—157; Hase a kol., 1984, J. Biochem. 95, 197-203).

Na obr. 13 horni diagram B predstavuje negativni kontrolu, kde je kromé rezidualniho substrat
(GnGn—peptid) viditelny i 1,6-fukosylovany produkt. A ma vrchol pfi podstatné krat§im retend-
nim Case, coZ je specifické pro redukci fukézy navazané na GIcNAc—a1,3. Na spodnim diagramu
Je srovndn izolovany produkt transferazy pred (kiivka A) a po 3tépeni (kfivka B) N-acetyl-Bglu-
kosaminidazou s fosfolipazou A2 véel mMF3 (kiivka C).

-18 -



Seznam sekvenci

<160> 17

<170>

<210> 1

<211> 2198
<212> DNA

PatentIn Ver. 2

<213> rostlina

<400> 1

actaactcaa
aaaaaacaac
tcatggaatc
tgcggaatty
tcgagaacag
aagaggaaat
gegtttetgyg
ttcttctacc
tetgategga
acgtattega
aagtecgtgtt
tttgggttac
tactatgctg
accagtctat
gcaccagtge
gctecgaaatt
tcttatgatyg
cactacaaat
ttcttecaat
gactttgctce
gttgcaaaga
tggaagtatg
tcatcgtgee
ccaagcetta
tatgtcagag
actctgaatg
gtatggaaga

acgetgeatt
agcaagetgt
gtgctcataa
gcagttgggg
atggtgcceca
ggagcaatct
gtaggttgga
getetegage
attctgaatc
ggggetttte
cggttggatg
ctcaaccaag
agaacaatat
cttcggatgt
agccgaaaac
tceggttgea
gttgtcacag
ttagcttage
ccettgttge
cttctectgyg
ccatgagata
agggtcecate
gtctttgeat
agagacgtece
aaaggggaag
ctgtgaagge
ctgaaaggce

CZ 299622 B6

1

ttetttttte
gtteeettta
cgccaaaatt
gcgeaattga
acaagacagc
aatgectcett
tatggcecaaa
ggtcgttgaa
gtatagttgt
caaagagcect
taaatttggyg
tggaacagcet
tgccatggca
tecetgttgga
tgaagctgcet
agctcttgag
gaaccgtgat
gtttgaaaat
tggaactgtce
ttcaatttta
tctagcagaa
tgactectte
tcacttggece
ttgcaagtge
gtttgagatg
tgetgttgtt
tgaagttata

tttcagggaa
tcgttetttt
ttecatteee
atgatgggte
ttaccegttt
gttgttgecee
aacgecegeca
ggtgacgatt
gaggaatggt
atttttgttt
tttagtgggg
agcattetge
agacggaggyg
tatttttcat
cttgcagetg
gcececttgaaa
ggaagagtga
tcgaatgagg
cetgtggtty
catattaaag
aatcccgaag
aaggcectty
acagtgagta
actagagggce
gagtccattt
ttgaagttca
agagggggga
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ccateccacece
tetttaaaca
ctttgatttt
tgttgacgaa
tggcetecggyg
ttgtggtecat
tggttgactc
tggggttggg
tggagaggga
ctggagctga
atagaaagcece
gatcaatgga
gatataacat
gggcetgagta
ctttcatttce
aatcaaacat
acaaagtgga
aagattatgt
ttggtgetee
agatagagga
catataatca
tggatatggce
gagagaagga
cagaaaccgt
acctgaggtce
catcocctgaa
gtgctttaaa

ataacaacaa
agcaccecca
tagtttattt
tcttcgagge
aggcaaccca
cgeggagate
cctegetgac
tttggtggcet
ggatgctgte
tcaggagtgg
agatgccgea
atcagcagaa
cgtaatgaca
tgatatgatg
caattgtggt
caaaattgat
agccctgaag
aactgaaaaa
aaatattcag
tgttgagtcet
atcattgagg
agctgtgcat
agaaaataat
atatcatatc
tagcaattta
tcttgtgect
actctacaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
$00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620



atatacccaa
gctgatttca
tagcatgege
gctagagttt
tcttggecaa
tgtagaagtg
agtcacagtt
cactcaagac
gaactgtece
gtttttgace

<210> 2
<211> 510
<212> PRT

ttggecttgac
ggagtcactt
taaatggtac
taggaatgag
ctcattgatg
caaatccata
cttgtatatt
acattattac
tgtggtttga
tctaaaaaaa

<213> rostlina

<400> 2
Met Met
1

Gly
Gln Gln

Asp

Ser
35

Lys Trp

Glu Ile Ala

50
Vval Asp Ser
65

Gly Asp Asp

Ser

Ser Tyr

Gly
115

Ser Arg

Glu Trp
130

Lys

Arg Lys Pro

145

Ser Ile Leu

Leu

Ser

20

Asn

Phe

Leu

L.eu Thr

Leu Pro

Leu Met

Leu Gly

Ala Asp
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acagagacaa
ggagaacaat
ctectgetcta
tatggcagty
ttetgtataa
tttaatgctt
gtgagtgaaa
ttcatgttgt
gcacctgtta
aaaaaaaaaa

Asn Leu

val

Leu

Leu
40

Pro

Arg
55

Leu

Phe Phe

70

Leu
85

Cys

100

Phe

Ser

Asp

Gly Leu

Glu Glu

Ser Lys

Cys Ser

Ala Ala

Gly Leu

Trp Leu

Glu Pro

120

val
138

Gly

Phe Gly

150

Arg

Ser Met

Glu Ser

Arg

Ala

25

val

Asp

Tyr

val

Glu

105

Ile

Cys

Leu

Ala

gectectttata ccttcagett
ccttgtgecca agtttgaagt
cctgaattag cttcacttag
aatatggcat ggctttattt
gacatcacac tttaatttta
agttttagtg ctcttatctg
actgaaatct aatagaagga
ttrgatgatc tcgagetttt
ttgettcagt gttactgtec
aaaaaaaa

Gly Ser Thr

10

Arg Asp

Pro Gly Gly Pro

30

Asn

Val
45

val Ala Leu val

Met Ala Lys Asn Ala

60

Ser
75

Arg Arg Ala Val

Ala
80

Ser Asp Arg Asn

Glu Ala val

110

Arg Asp

Phe Val Ser Gly Ala

125
Phe Gly
140

Lys Phe Ser

Gln
155

Pro Pro Ser Gly

Glu Tyr Tyr Ala Glu
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caaaggtgat
catttttgtg
ctgagcacta
atgectagtt
aacttgttte
atcatctaga
tcagatgttt
ttagtgtetyg
agtggttatc

Gly Ala

15

Lys Axrg

Ile Ala

Ala Met

val Glu

80
Ser Glu
95

Thr Tyr

Asp Gln

Gly Asp

Thr Ala

160

Asn Asn

1680
1740
1800

1860

1920
1980
2040
2100
2160
2198



Ile

Leu

Met

Phe

225

Ala

Arg

Lys

Glu

Gly

305

His

val

Glu

385

Thr

Arg

Ala

Ser

Met

210

Ile

Leu

Asn

Phe

Lys

230

Ala

Ile

Leu

Glu

His

370

Lys

Arg

Phe

Met

Ser

195

Ala

Ser

Glu

Arg

Ser

275

Phe

Pro

Lys

Ala

Gly

355

Ser

Glu

Gly

Glu

Ala

180

Asp

Pro

Asn

Lys

Asp

260

Leu

Phe

Asn

Glu

Glu

340

Pro

Ser

Glu

Pro

Met

165

Arg

val

vVal

Cys

Ser

245

Gly

Ala

Gln

Ile

Ile

325

Asn

Ser

Asn

Glu
405

Glu

Arg

Pro

Gln

Gly

230

Asn

Arg

Phe

Ser

Gln

310

Glu

Pro

Asp

Arg

Asn

390

Thr

Ser
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Arg

val

Pro

215

Ala

Ile

Val

Glu

Leu

295

Asp

Asp

Glu

Ser

Leu

375

Pro

Val

Ile

Gly

Gly

200

Lys

Arg

Lys

Asn

Asn

280

val

Phe

Val

Ala

Phe

360

Ser

Tyr

Tyr

Tyr

185

Tyr

Thr

Asn

Ile

Lys

265

Ser

Ala

Ala

Glu

YT

345

Lys

Ile

Leu

Leu
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170

Asn

Phe

Glu

Phe

Asp

250

val

Asn

Gly

Pro

Ser

330

Asn

Ala

His

Lys

Ile

410

Arg

Ile

Ser

Ala

Arg

235

Ser

Glu

Glu

Thr

Ser

315

val

Gln

Leu

Leu

Arg
395

Tyr

Ser

Val

Trp

Ala

220

Leu

Tyxr

Ala

Glu

Val

300

Pro

Ala

Ser

Val

Ala

380

Arg

val

Ser

Met Thr
190

Ala Glu
205

Leu Ala

Gln Ala

Gly Gly

Leu Lys

270

Asp Tyr

285

Pro val

Gly Ser

Lys Thr

Leu Arg

350

Asp Met

365

Thr Val

Pro Cys

Arg Glu

Asn Leu

175

Thr

Tyr

Ala

Leu

Cys

255

His

val

val

Ile

Met
338

Trp

Ala

Ser

Lys

Arg

415

Thr

Ser

Asp

Ala

Glu

240

His

Tyr

Thr

val

Leu

320

Arg

Lys

Ala

Arg

Cys

400

Gly

Leu
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420 425 430

Asn Ala Val Lys Ala Ala Val Val Leu Lys Phe Thr Ser Leu Asn Leu
435 440 445

val Pro Val Trp Lys Thr Glu Arg Pro Glu Val Ile Arg Gly Gly Ser
450 455 460

Ala Leu Lys Leu Tyr Lys Ile Tyr Pro Ile Gly Leu Thr Gln Arg Gln
465 470 475 480

Ala Leu Tyr Thr Phe Ser Phe Lys Gly Asp Ala Asp Phe Arg Ser His
485 490 495

Leu Glu Asn Asn Pro Cys Ala Lys Phe Glu Val Ile Phe Val
500 505 510

<210> 3
<211> 105
<212> DNA

<213> Umé&la sekvence

<2205
<223> Popis um&lé sekvence: cDNA

<400> 3

gaagcectga agcactacaa atttagectta gegtttgaaa attcgaatga ggaagattat 60

gtaactgaaa aattcttcca atcccttgtt goctggaactg tccct

<210> 4
<211> 35
<212> PRT

<213> Um&l4 sekvence

<220>
<223> Popis um&lé sekvence: peptid

<400> 4
Glu Ala Leu Lys His Tyr Lys Phe Ser Leu Ala Phe Glu Asn Ser Asn
1 5 10 15

Glu Glu Asp Tyr Val Thr Glu Lys Phe Phe Gln Ser Leu Val Ala Gly
20 25 30

Thr val Pro
35
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<210> 5
<211> 15
<212> PRT

<213> Um&l4 sekvence

<220>
<223> Popis um&lé sekvence: peptid

<400> 5
Lys Pro Asp Ala Xaa Phe Gly Leu Pro Gln Pro Ser Thr Ala Ser
1 5 10 15

<210> 6
<211> 10
<212> PRT

<213> Um&l4 sekvence

<220>
<223> Popis um&lé sekvence: peptid

<400> 6
Pro Glu Thr Val Tyr His Ile Tyr Val Arg
1 S 10

<210> 7

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:peptide

<400> 7
Met Glu Ser Ala Glu Tyr Tyr Ala Glu Asn Asn Ile Ala
1 5 10

<210> B
<211> 10
<212> PRT

<213> Um&l& sekvence

<220>
<223> Popis um#lé sekvence: peptid

223 -
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<400> 8
Gly Arg Phe Glu Met Glu Ser Ile Tyr Leu
1 S 10

<210> 9
<211> 29
<212> DNA

<213> Umé&la sekvence

<220>
<223> Popis um&lé sekvence: DNA

<400> $
gengartayt aygcngaraa yaayathge 29

<210> 10
<211> 22
<212> DNA

<213> Um&l4 sekvence

<220>
<223> Popis um&lé sekvence: DNA

<400> 10
crtadatrtg rtanacngty tc 22

<210> 11
<211> 20
<212> DNA

<213> Um8l4 sekvence

<220>
<223> Popis um&lé sekvence: DNA

<400> 11
tadatnswyt ccatytcraa 20

<210> 12
<211> 20
<212> DNA

<213> Um&l4 sekvence

<220>
<223> Popis umElé sekvence: DNA
<400> 12

ctggaactgt ccetgtggtt 20
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<210> 13
<211> 20
<212> DNA

<213> Um&ls sekvence

<220>
<223> Popis um&lé sekvence: DNA

<400> 13
agtgcactag agggccagaa 20

<210> 14

<211> 22

<212> DNA

<213> Um&la sekvence

<220>
<223> Popis um&lé sekvence: DNA

<400> 14
ttcgagcacc acaattggaa at 22

<210> 15

<211> 24

<212> DNA

<213> Um&la sekverice

<220>
<223> Popis um&lé sekvence: DNA

<400> 15
gaatgcaaag acggcacgat gaat 24

<210> 16

<211> 24

<212> DNA

<213> Um&li sekvence

<220>
<223> Popis um&lé sekvence: DNA

<400> 16
cggcggatce gcaattgaat gatg 24

<210> 17

<211> 25
<212> DNA

225
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<213> UmEl& sekvence

<220>
<223> Popis um&lé sekvence: DNA

<400> 17
ccggetgeag taccatttag cgeat 25

PATENTOVE NAROKY

1. Molekula DNA, ktera obsahuje SEKVENCIID. C. 1 s otevienym ¢tecim ramcem od péru

10 bazi 211 do paru bazi 1740, nebo je alespoii z 50 % identicka s touto sekvenci, nebo s ni hybridi-
zuje za stringentnich podminek, nebo obsahuje sekvenci k ni degenerovanou z divodu degene-
race genetického kodu, pticemZ sekvence koduje rostlinny protein s fukosyltransferdzovou akti-
vitou, nebo sekvenci k ni komplementarni.

15 2. Molekula DNA podle niroku 1, kterd koduje protein majici GleNAc—al,3—fukosyltrans-
ferazovou aktivitu, zejména jadro—o1,3—fukosyltransferazovou aktivitu.

3. Molekula DNA podle néroku 1 nebo 2, kterd Ze ma alespofi 70 az 80%, zvlasté vyhodné
alespoti 95% identitu se SEKVENCI ID. C. 1.

20
4. Molekula DNA podle nékterého z narokd 1 az 3, kterd obsahuje 2150 az 2250, zvIasté
2198 part bazi.

5. Molekula DNA, ktera obsahuje SEKVENCIID. C.3 nebo obsahuje sekvenci alespofi z
25 85 %, zvlastd z 95 % s ni identickou nebo sekvenci s ni hybridizujici za stringentnich podminek
nebo sekvenci k ni degenerovanou z diivodu degenerace genetického kodu.

6. Molekula DNA, ktera obsahuje &asteCnou sekvenci molekuly DNA  podle nékterého
znarokd 1 aZz 4 a ma identitu z alespoi 80 % k SEKVENCIID C. 1 a ma velikost 20 az 200,
30 vyhodné 30 az 50 pari bazi.

7. Molekula DNA podle nékterého z naroki 1 az 6, ktera je kovalentn¢ asociovana s detekova-
telnou markerovou substanci.

35 8. Biologicky funkéni vektor, ktery obsahuje molekulu DNA podle nékterého z narokii 1 az 7.

9. Biologicky funkéni vektor, ktery obsahuje molekulu DNA podle nékterého z naroki 1 az 7,
ktera je opacné orientovana vzhledem k promotoru.

40 10. Molekula DNA koddujici ribozym, ktera ma dva sekvenéni Gseky, kazdy délky alespori 10 az
15 pard bazi, které jsou komplementarni s aseky sekvenci molekuly DNA podle nékterého
znaroki 1 az 7, takZe ribozym komplexuje a §tépi mRNA transkribovanou z piirodni molekuly
DNA kédujici GleNAc—a1,3—fukosyltransferazu.

45 11. Biologicky funk¢ni vektor, ktery obsahuje molekulu DNA podle naroku 10.
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12. Zpusob piipravy cDNA obsahujici molekulu DNA podle nékterého znarokd 1 aZ 5,
vyznacujici se tim, ze RNA se izoluje z rostlinnych bunék, zvlasté z bunék hypoko-
tylu, nebo hmyzich bunék a s touto RNA se po pridani reverzni transkriptazy a primeru provede
reverzni transkripce.

13. Zpusob klonovani GlcNAc—al,3—fukosyltransferazy, vyznacéujici se tim, Ze
molekula DNA podle nékterého z narokl 1 az 5 se klonuje do vektoru, ktery se pak transfekci
vnese do hostitelské buiiky nebo hostitele, pfi¢emz selekci a amplifikaci se ziskaji linie transfe-
kovanych hostitelskych bunék, které exprimuji aktivni GlcNAc—~a1,3~fukosyltransferazu.

14. Zplsob pripravy rekombinantnich hostitelskych bunék, zejména rostlinnych nebo hmyzich
bungk, nebo rostlin nebo hmyzu, ve kterych je tvorba GlcNAc—a1,3—fukosyltransferazy utlume-
na nebo zcela zastavena, vyznacdujici se tim, Ze se do hostitelskych bunék nebo rost-
liny nebo hmyzu vnese alespoil jeden vektor podle narokii 9 nebo 11, nebo vektor obsahujici
molekulu DNA podle nékterého znarokd 1 az 7, pfiCemz sekvence DNA obsahuje deleéni,
inser¢ni a/nebo substituéni mutaci.

15. Zpisob ptipravy rekombinantnich hostitelskych bunék, zejména rostlinnych bunék, nebo
rostin,vyznadujici se tim, Ze do genomu hostitelskych bunék nebo rostliny se vlozi
molekula DNA podle nékterého znarokti 1 az 7, ptiCemz DNA sekvence obsahuje deleéni,
inseréni a/nebo substitu¢ni mutaci, do pozice nemutované homologni sekvence.

16. Rekombinantni rostlina, rostlinna buiika nebo rostlinna tkan, do které je vloZen alespoii
jeden z vektori podle naroki8, 9 nebo 11, nebo vektor obsahujici molekulu DNA podle nékte-
rého znaroki 1 az 7, pficemZz DNA sekvence obsahuje dele¢ni, inseréni a/nebo substituéni
mutaci a ve kterych je tvorba GleNAc—a1,3—fukosyl-transferazy utlumena nebo zcela zastavena.

17. Rekombinantni rostlina, rostlinna butika nebo rostlinna tkaf, u které je do genomu buriky,
rostliny nebo rostlinné tkan¢ na misto nemutované homologni sekvence vloZena molekula DNA
podle nékterého z narokil 1 az 7, pti¢emz DNA sekvence obsahuje dele¢ni, inseréni a/nebo sub-
stitu¢ni mutaci a ve kterych je endogenni tvorba GIcNAc—al,3—fukosyltransferazy utlumena
nebo zcela zastavena.

18. Molekula peptidnukleové kyseliny (PNA), ktera obsahuje sekvenci bazi komplementarni
k sekvenci DNA molekuly podle nékterého z narokii 1 az 6, ktera koduje GleNAc~o1,3—fukosy-
Itransferazu.

19. Molekula peptidnukleové kyseliny (PNA), ktera obsahuje sekvenci bazi odpovidajici sek-
venci molekuly DNA podle nékterého z narokii 1 az 6, ktera kéduje GleNAc—a1,3—fukosyltrans-
ferdzu.

20. Zpusob ptipravy rostlin, popfipadé buné€k, zejména rostlinnych bunék, které maji blokova-
nou expresi GlcNAc—al,3—fukosyltransferazy na urovni transkripce nebo translace, vyzna-
€ujici se tim, Ze se do bun&k vlozi molekula PNA podle naroku 18 nebo 19.

21. Zpisob piipravy rekombinantnich glykoproteini, vyznadujici se tim, Ze se do
rekombinantni rostliny, rostlinné buiiky nebo rostlinné tkané podle naroku 16 nebo 17, nebo
rostliny, rostlinné tkané nebo buiiky, do kterych je vnesena molekula PNA podle naroku 18 nebo
19 a které maji blokovanou expresi GIcNAc—o1,3—-fukosyltransferdzy na Girovni transkripce nebo
translace, transfekci vnese gen, ktery je kodovan pro glykoprotein, takZe je tento rekombinantni
glykoprotein exprimovan.

22. Zpusob pripravy rekombinantnich humannich glykoproteind, vyznaéujici se tim,
Ze se do rekombinantni rostliny, rostlinné buiiky nebo rostlinné tkané podle naroku 16 nebo 17,
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nebo rostliny, rostlinné tkané nebo buriky, do kterych je vnesena molekula PNA podle naroku 18
nebo 19 a které maji blokovanou expresi GlcNAc—a1,3—fukosyltransferdzy na urovni transkripce
nebo translace, transfekci vnese gen, ktery je kddovan pro glykoprotein, takze je tento rekombi-
nantni glykoprotein exprimovan.

23. Zpusob piipravy rekombinantnich humannich glykoproteini pro lé¢ebné pouziti, vyzna-
¢ujici se tim, Ze se do rekombinantni rostliny, rostlinné buriky nebo rostlinné tkan€ podle
naroku 16 nebo 17, nebo rostliny, rostlinné tkan¢ nebo buiiky, do kterych je vnesena molekula
PNA podie naroku 18 nebo 19 a které maji blokovanou expresi GlcNAc—a1,3—fukosyltrans-
ferazy na urovni transkripce nebo translace, transfekci vnese gen, ktery je kodovan pro gly-
koprotein, takze je tento rekombinantni glykoprotein exprimovan.

24. Zpisob selekce molekul DNA kodujicich GleNAc—al,3—fukosyltransferazu ve vzorku,
vyznacujici se tim, Ze se ke vzorku prida molekula DNA podle naroku 7, ktera se vaze

k molekule DNA kodujici GleNAc—al,3—fukosyltransferazu.

25. Zpisob podle naroku 24, vyznacujici se tim, Ze vzorek obsahuje genomovou
DNA rostlinného organismu.

16 vykresi
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A
S1 5- GCIGAATACTACGCIGAAAACAACATCGC -3°
G T T G T T T
A
A2  5-CATAGATATGATAIACIGTCTC -3’
G T G G T

A
A3  5-TAGATICACTCCATCTCAAA -3’
T GIT T G
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ACTAACTCAR

AAAAAACAAC

TCATGGAATC

TGCGGAATTG

TCGAGAACAG

AAGAGGARAT

GCGTTTCTGG

TTCTTCTACC

TCTGATCGGA

ACGTATTCGA

AAGTCGTGTT

TTTGGGTTAC

TACTATGCTG

ACCAGTCTAT

GCACCAGTGC

GCTCGAAATT

TCTTATGGTG

CACTACAAAT

TTCTTCCAAT

ACGCTGCATT
AGCAAGCTGT
GTGCTCATAA
GCAGTTGGGG
ATGGTGCCCA
GGAGCAATCT
GTAGGTTGGA
GCTCTCGAGC
ATTCTGAATC
GGGGCTTTTC
CGGTTGGATG
CTCAACCAAG
AGAACAATAT
CTTCGGATGT
AGCCGAAAAC
TCCGGTTGCA
GTTGTCACAG
TTAGCTTAGC

CCCTTGTTGC
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TTCTTTTTTC
GTTTTTTTTA
CGCCAAAATT
GCGCAATTGA
ACAAGACAGC
AATGCCTCTT
TATGGCCAAA
GGTCGTTGAA
GTATAGTTGT
CAAAGAGCCT
TAAATTTGGG
TGGAACAGCT
TGCCATGGCA
TCCTGTTGGA
TGAAGCTGCT
AGCTCTTGAG
GAACCGTGAT
GTTTGAAAAT

TGGAACTGTC

Obr.

TTTCAGGGAA
TCGTTCTTTT
TTCCATTTCC
ATGATGGGTC
TTACCCGTTT
GTTGTTGCCC
AACGCCGCCA
GGTGACGATT
GAGGAATGGT
ATTTTTGTTT
TTTAGTGGGG
AGCATTCTGC
AGACGGAGGG
TATTTTTCAT
CTTGCAGCTG
GCCCTTGAAA
GGAAGAGTGA
TCGAATGAGG

CCTGTGGTTG

S5a
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CCATCCACCC

TCTTTARACA

ATARCAACAA

AGCACCCCCA

CTTTGATTTT
TGTTGACGAA
TGGCTCCGGG
TTGTGGTCAT
TGGTTGACTC
TGGGGTTGGG
TGGAGAGGGA
CTGGAGCTGA
ATAGAAAGCC
GATCAATGCA
GATATAACAT
GGGCTGAGTA
CTTTCATTTC
AATCAAACAT
ACARAGTGGA
AAGATTATGT

TTGGTGCTCC

TAGTTTATTT
TCTTCGAGGC
AGGCAACCCA
CGCGGAGATC
CCTCGCTGAC
TTTGGTGGCT
GGATGCTGTC
TCAGGAGTGG
AGATGCCGCA
ATCAGCAGAA
CGTAATGACA
TGATATGATG
CAATTGTGGT
CAAAATTGAT
AGCCCTGAAG
AACTGAAAPA

AAATATTCAG
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GACTTTGCTC
GTTGCAAAGA
TGGAAGTATG
TCATCGTGCC
CCAAGCCTTA
TATGTCAGAG
ACTCTSGAATG
GTATGGAAGA
ATATACCCAA
GCTGATTTCA
TAGCATGCGC
GCTAGAGTTT
TCTTGGCCAA
TGTAGAAGTG
AGTCACAGTT
CACTCAAGAC
GAACTGTCCC

GTTTTTGACC

CTTCTCCTGG
CCATGAGATA
AGGGTCCATC
GTCTTTGCAT
AGAGACGTCC
AAAGGGGAAG
CTGTGAAGGC
CTGAAAGGCC
TTGGCTTGAC
GGAGTCACTT
TAAATGGTAC
TAGGAATGAG
CTCATTGATG
CAAATCCATA
CTTGTATATT
ACATTATTAC

TGTGGTTTGA

CZ

TTCAATTTTA
TCTAGCAGAA
TGACTCCTTC
TCACTTGGCC
TTGCAAGTGC
GTTTGAGATG
TGCTGTTGTT
TGAAGTTATA
ACAGAGACAA
GGAGAACAAT
CTCTGCTCTA
TATGGCAGTG
TTTTGTATAA
TTTAATGCTT
GTGAGTGAAA
TTCATGTTGT

GCACCTGTTA
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 CATATTAAAG
ARTCCCGAAG
AAGGCCCTTG
ACAGTGAGTA
ACTAGAGGGC
GAGTCCATTT
TTGAAGTTCA
AGAGGGGGGA
GCTCTTTATA
CCTTGTGCCA
CCTGAATTAG
AATATGGCAT
GACATCACAC
AGTTTTAGTG
ACTGAAATCT
TTTGATGATC

TTGCTTCAGT

TCTAAARAAA AAAAARARAA AARAARAAA
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AGATAGAGGA
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TGGATATGGC
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Fluorescence (V)
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