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(57) Anotacia:

Kompozicia obsahuje ako aktivnu zlozku polypeptid.
Kompozicia je ziskand termomechanickym pdsobenim
ako je granulovanie, vytlitanie alebo expanzia na ne-
upraveny materiél, ktory obsahuje transgénny rastlinny
materiél, v ktorom bol polypeptid biosyntetizovany pri-
slu3nou expresiou uvedeného transgénu. Kompozicia je
prevaZne pouZivani ako krmivo alebo ako zmes krmiv

pre zvierata.
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(blast bLtechniky

Vynd'ler poprissudce pouZitic enzymov v priemysclnyeh posBupoch,

kLarym je priprava pobravinovych alebo kr mivouyech komposfeif.

Notera ST sstav Lechrviky

PouZitic ensymov v krmivdach pre  zuvieratd pre hospoddrskoe
rvicrabtstuvo  je stdle CastejSie vyuzivané. Ticka ocnesymy  wd
pr odukovang mikroorgamizmom, ktory e vyuXfvany vo velkom rozsahu
vo  fermenbtdér och, na_imi v priemyscelne priprave onsymov. N
nakoniec fermentatnd peridda a buién mikroorganizmov sd predmetom
mnohych filtratnych krokov na oddelenie biomasy z Lychbto cnzymou.
Roztok  cnzymov je preddvany ako  kvapalina po  prfdavku rHznych

stabilizdtorov, alebo je vyrdbany ako suchd Formuldcia.

Kvapalnég enrzymy a suchd  formuldcie sd pouZfvang v komerdnom
rozsahu v krmivdrskom pricemysle. Kvapaliny mé2u byt aplikované do
krmiva po granuldcii s preventfvnym Ccinakbtivadcnym zahrievantm
cnzymav  pomocou granulacnych procesov. Problém  je viiak  to, e
mnoZstvo cnzymov v konednom krmivovom pripravkue je veltmi. malé a
vytvdra taZko realiizovatel’nd homogénnu  disbribdciu molekdl
cnzymov do  krmiva. Kvapaliny s vSeobecne horSie mieSatelnd ako
asuche »lozky. Sd nutneé Specificke opatrenia pre  pridanie
potravin  do krnfv po granuldcii., kbkoré mie =i beZndé¢ pri viac

mietych krmivach.

Suché formuldcie cnzymov, na druhe strane, ma.jd nevyhody v
inmaktivdcii enzymov potas granuldcie. Potas granuldcie _je¢ krmivo
stlaZené cez materidl a takto wvytvoreng e krdjané do vhodnych
granuliek s roznym tvarom. (Ubsah hmoty, ktoré _je vlenend do
granuliek, e vScobecne medzi 18 aZ 19 #. Priamo po granuldcii
méZu teploty daosahovat od 60 do 95 “©C. Kombinovany ud&inok
vysakého obsahu a wvysokych teplot je Skodlivy pre vE&dinu

enzymov. Tieto nevvhody sd tiez u ostatnych typov



ter momechanického  pdhsobenia na  pobrava, akn  jrr vybkldacanie a

cXpanszia.

Tieta probolémy prekonggva metdda na prfprava  kepelne

stabitnych  enzymovych  premixou, absahu jdcich  _jeden a’lobo viac

cnzymov, kbtureé  zadr Ziava.jd dcGinmi hladinu aktivily pocas
vicoboacndeho peleclacndho procesuy, ktory bol pub 'ikovany

(Haarakilba, N C1988) Furdpska patenbtovd prihldSka 0257 9496 Bl).

Splsob obsabu je ticbko kroky:

rmicSanie  malcého wmnoZstva nosida,  ktory e fyrsinlogicky
prijaterny a  schopny  absorbuvall vodny  roztok  cosyma, s
vadnym rozbokom enzymu  pre Gasovy  Udsek schopny absor bovat

enzym na nosic a tym utvorit komplex nosic/Zenzym;

granul dciu komplexu nosid/Zenzym; a

suendc granulovandhe komplexu nosic/Zocnsym s obsahom medzi

YA aZ 1%h 2 s ouvhodouw menej ako okolo 10 % Fmotnoastnych.

Tdta metdda  jo pracnd a vysledkom nic je xlopSend odolnost

gramuliek.

ROzne vyrdband cnzymy sd  ro6zne formulovandg réznymi metddami
na zlepienie stability enzymov v suchom stave potas granuldcie a
uskladnenia pobtravy. Bole naprfklad navrhnutd, aby sa For muldcie
vyznacovali. tym, Zc Cast produkbtu =i potiahnubé granulky a tym
sa mohla ZzlepSit odolnost voli  granuladénym  podmienkam. CWO
92/12645) .

Tieto dsilia zddrazfiuid nutnost riefenia  tohoto problému v

priemysle a vyriedeniec tohato uvyrobného probldému.

Podstata vvndlezu

Teraz bolo neoCakdvane zistené, Ye enzymy sd najodolne_jSie

vocZi. termomechanickym procesom, aka e granulacia, ak sud



priddavandg do potravy vo forme transadnnebo rasbl ioncho materidlu,
v klLorom majd byt tieto encymy  produkovana za  pomoci oxpresio
transgénu. Tento vyndlez poplisuie termomechanicke sposaby vyroby

komporzfcie absahu_jdce

J ako aktiunu Tozku palypeptid, v kLorom sd
kompers 7o e vyrakiteTnd Promocou suraviny, ktear a obsahu jo

Lransoenny rasblinny mat.erial, v k Loram baey'l polypeptid

biosyntetizovany prisluSnou expresioun Lu wvadondgho Lransgénu,
Lermomechanickym spdsobom. Vyhodnym  Lermomechanickym spdsobom o

granulicia, vybtlatamie a expanzia.

Vyndlez popisuje  pouZitie btychto kompozicii o pobrave pre

”

A S vhodou  sU komporicie podla

zvierata, alebo aka  jej zme

vyndlezu pouZivang v spiisobe na zuydSenie  prirastkua o zvierat, o

-

ktorom sd zvieratd kfmend krmivom o obsahom tvehto kompozicid.

Vyndlerz dale popdsuje aspdanb ol porav Lermomechanick
. ! ) )

upravenych kompozicii s obsahomn polypeptidov ako aktivne) zloZky.

Termomechanicke spdsobu pouZite  podla  toholo vwndlezu sd

(¢

sto pouZzivang  pri komercne vyrobe  kremfuy, pri.  ktorej «a

vyskylu je  mno splsobov akao e vylLlacanmie, granwldcia,
expanzia, alebo ich kombindcie. VUSetky tieto spdsoby sa vyznadujd

vasbupom Lepelnej energie, obuykle va  forme pary a mechanicke j

enerdgie, bto znamend uskutodMovanie mie

sania pobtravy.

Granuldicia Jje klasickou metddou vyroby pobtravy, kbord moZe
byt tieZ aplikovand ako termomechanické pdsobenie na miektord
surovinu. Suroviny s mieSandg a  po znfZent tlaku  pary pridanim
niekolkych barov sd transportovang do mieSanej matrice. Matrica
obsahuje diery, obuykle niekolko stoviek tvehto dier, cez ktordé

Jde procdukt pretlacovany. Je spustend robtdcia ramien v matrici.
Pretldacanie _je alternativnouw cestouw pre procukciu krmiva,
ktord mdZe byt tLieX? pouZitd ako termomechanické posobenie na

niektory surovinovy materidl.

Suroviny sd vioZeng do niektorel] skrutkovice, ktora sa



viicobeene  sikladd » nickolkyeh Llakovych kruhnov = klesa_jdcim
Lvarom. Ticlo skrulbkovibket disky vedd do malrice. Teplota sa zuysid
v zdvislosli od trenia  produkbu medrd  skrulbkovicou a  obalom a
zoyfinje sa ticZz «  Llakom. Rozdiel tlakov medzi vonkaiSom a
vndlrajSkom oxbriddera vedic k  Ghiasto®nému  odpareniu  vody, 7

koneZfnéhno hXadiska a tolon zaprféifiulie expanziu produktu.

Lxpansia Jje proces, ktuory e colkovo podabny extrdzii, ale
nie Jje tvoreny materidlom v definovanej hmote a vieobecne nile _e

tvoreny matreicou.

Alter natfvou ceslou pre vyrobu cnzymov pre pouZitie v krmive
pre zvieratd Je cesta expresie génov nekédovanych krmivouvych
enzymov, ako je mikrobidlna fytdza, v rasbtlindch a v semenach
rastlfin (Pen a ostatny EP-A-0 449 375). PouXitie rastlin, alebo
ich semlen, pre expresiu  tychto enzymov, bud priamym alebo
nepriamym posbupom, _je  porovnatelné s  pouZitfm v potrave pre
7vieratd.

Transgénne rastlinngd materidly podY¥a tohoto vyndlezu s
vyhodou obsahujd jeden alebo viac poXadovanych polypeptidow,
ktoré sd produktom expresie transgénu  obsiahnutéhao v rastline.
ktory Jje tvoreny odvodenym rastlinnym materidlom. To sa dosahuje
cestou  xavedenia do rastliny stavebnych =zdkladov expresie s
obsahom DNA sckvencif kddujicich poZ¥adované polypeptidy majldce
prisluini UZinnost, ako je naprfklad enzymy fyldza (tento enzym
Je padrobne popfsané v prici Pen a ostatny EP-A-0 449 375).

Transgénne rastliny a transgénny r-astlinny materidl, ako su
tu definovany, zahrnujd rastliny (tieZ? ich &asti a bunky tychto
rastlfn) a ich progény, ktoré boli geneticky modifikavané
pouzitim technik zaloZenych na rekombindcii DNA, s cielom
zvySovania alebo =zmeny produkcie poZadovanych polypeptidov v
rastlinich alebo v orgdnoch rastlin.

V tomto pripade je transgén chdpany ako Speclfick& geneticks
modifikdcia, to znamend ako sekvencia nukleozidu v transgéne



rasliliny.

V kumpozfcii pod¥a wvyndleru sd  polypeplidy aplikovang ako
aklfune zlaZky, zakial Co aklLfvna zloXka Je definovang ako

vakdidovand pomocou transgénu.

Polypeptidy pouZivang padla  vyndleru mbXu byl praodukovand
konStitudne v Lransgérnnych rastlinidch, vo vSetkych pletivach
potias vSetkych vyvoinuych Ztadif rastlfn. V niektorych prfpadoch,
ako .je napriklad degraddcia enzymov v burkovej stene, mo%e byl
poZadnvang uobmedzenie expresie transgénnel Specifickel tasti
rastliny, v ktorej poZadovand expresia polypeptidov ncprekdZa
interferencii rozvijania hostitel¥ského tkaniva. Gény kédujdce
Ziaddce polypeptidy mO%u byt tie? vyjadrené v konStrukcii -/
alebo zvlastnym itkanivovym spbsobom. Tieto gény mAZu byt riadend
promdt.orom lndukcie. Vo vyhadne realizédcid vyndlerzu s pouzite
neprerusends, mleté alebo rozmelend Casti, v ktorych bol
poZadovany polypeptid Zpecificky vy jadreny pouZitim Specifického
prométora — semena. AuSak bude cuidentn® 7 tohoto dolera_fieha
stavu  technlky, Ze expresia polypeptidov v dalftch rastlinnych
orgdnoch je ekvivalentnd a mo%e viest k podobnym  uyhoddm poZas

aplikdcie, ako e popfsané v tomta vyndlezu.

Vyber druhu rastlin je najprv urteny pouXitim rasllfin alebo
ich Castf a pristupnostou pre transformiciu. V sdvislasti s tymto
vyndlezom su rastliny vybrané » nasledujice. skupiny, ale t&to
skupina rastlin neobmedzuje vyndlez. Tymito rastlinami sd:
polnohospodirske plodiny, ako je obilie pre pripravu potravin,
dalej karfiol (Brassica oleracea), artioka (Cynara scolymus),
ovocie ako sud jablkd (Malus, ako napriklad domesticus), baniny
(Musa, ako napriklad acuminata), egre% ribezle (Ribes, ako
napriklad rubrum), vi¥ne a &ereSne (Prunus, ako napriklad auvium,
uhorka (Cucumis, ako napriklad sativus), vini® hroznoraody (Vitis,
ako napriklad vinifera), citrén (Citrus limon), meldn (Cucumis
melo). orechy (Juglans, ako napriklad regila, Arachis hypaogeae),
pomaranZ (Citrus, ako naprfklad maxima), broskyfa C(Prunus, ako
napriklad persica), hrufka (Pyra, ako naprfklad communis), slivka
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(Prunus, ako naprifklad damesit.ical, _ahoda (Fragaria, ako
naprfklad maschata). paradajka (Lycopersicon, akao naprfklad
cuculentum), lucerna (Mexdicago, ako napr-fklad sativa)d,
kapustovité Cako naprfklad Brassica oleracea)., 3Strbdk (Cichorium,
ako naprfklad endivia), pdr <Allium, ako naprfklad porrum),
hldvknvy Saldt (Lactuca, akn naprfklad sativa), ZBpendl (Spinacia,
ako naprfiklad uvleraceae), tabak (Nicotiana, ako napriklacd
tabacum), korefiovd =zelenina, ako _j2 maranta trstinovd (Maranta,
akno napriklad arundinacea), repa (Beta, ako naprfklad vulgaris),
mrkva (Daucus, ako napriklad carota), kasave (Manihot, akno
naprikald esculenta), kvaka (Brassica, akn napriklad rapa),
redkovka (Raphanusi, ako naprfklad salivus), _am (Dioscourea, ako
napriklad esculenta), batat (Ipomonea batatas) a semend: fazule
(Phaseolus, ako naprifklad vulgaris), hrach (pisum, ako napriklad
sativum), wmrlfik »urhly (Glycin, ako naprfklad max), _a®mef
(llordeum, ako napriklad wvulgare), kukurica (Zea, ako napriklad
mays), ryzZa (Oryza. ako naprfklad satiwvad, repkouvi® semena
(NDrassica napus), prosn siate (Panicum L.)., slne&nica Cllelianthus
annus), ovos  siaty (Avena sativa), hTuzy, aka sd: zemlaky
(Solanum, akao napriklad tuberosum), kareldb (Brassica, ako

napriklad oleraceas) a podobné.

Vyhody Lohoto wvyndlezu spo&fvajd v tom, 2Ze polypeptidy, ak
sd  pridang du kompozicie ako aktifvna primes a vo forme
transgénneho rastlinného materidlu, sd viac odolné voii
inaktivdacii poitas _jednotlivych krokov pri termomechanickych
postupoch, akoc je tabletovanie. v porovnanf so vZeobecnymi
dpravami. a postupmi, v ktorych bolli pridané polypeptidy ako
kompozicie.

Bude zrejmé, Z2e tieto vyhody nie sd nevyhnutné obmedzend na
Specifické stelesnenie ur&itych prikladov, ktoré sd zahrnuté v
tejto prihlaske; to znamend enzymy ako je fytdza alebo xylanidza,
ktoré sd priddvané do kompozfcii pre tabletovanie a pouZivané ako
vwziva pre zvierat4.

S ohladom na wvyhody podYa tohoto vynslezu by mohli byt



pouZzilé niektoreé kompozfoie, klLord aii podrobend Lermomecchanl.ckdému
pOsobeniu  a kbtoré¢ obsahuji _jeden alebo viac polypepltidov aka
aktfvne l&tky.

VUyhody podla Lohoto vyndlesu budd lepfic vynvehiené v
pripade polypeptidov s citlivosstou na hbiologickd aklivitu, to

znamend cillivych vo®i tepelnej inaktivdciil.

Termosenzitfvne polypeptidy sd Lu definovanég ako polypeptidy
s velkou bioulogickou déinnostou, klor-d sa st.riaca pri

termochemickom postupe pouZitom podYa vyndlezu.

Va wvyhadne realizdcli vyndlezu sd polypeplidy aZalebo
DNA sekvencie, ktoré ich kddujd, heteroldégne s ohladom na
transgédnnu  hostilelskd rastlinu, v ktorych prebicha expresia
DNA sckvencid.

Heteroldgny tu znamend, Ze DNA sckvencie aZalebo polypeptidy

nepochddza jid z hostitelského organizmu, to Zznamend, 2Ze s
aodvodendé od dalsfch rastlinnych dr-uhow, cicavcov alebo

mikroorganizmov, ako sU huby alebn baktérie.

PredloZeny wvyndlez je predovi3etkym wyhodny, ak prebieha
expresia glykozilovanych protefnov v transgénnych rasl.linéch,
zatial ¢&o ich glykozildcia sa mdZe 1131t v prirode sa
vyskytu jucich celych Zastf tychto protefnov.

Vyvhodnymi. enzymami podY¥a tohoto vyndlezu sU enzymy pouZité
pPre vyZivu zvierat. VyZivou pre zvieratd je tu rozumeng, Ze tie?
zahrnuje obXdbend potravu. Funkciou tychto enzymov e zlepSenie
konverzného Pameru vyzivy, to znamend pomocou  ZniZovania
viskozity alebo pomocou zniZovania antivyZivového d&inku
uréitych vyZivovych zldtenin.

Alternativne mBZu byt uyZivové enzymy Cako e fytédza)
pouZité na zniZovanie mnoZstva zlu%enin v hno_jivach., ktoré sud
Skodlivé volil Zivotnému prostrediu. Vyhodnymi enzymami pre tieto
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cely s

fosfaldza, ktorou Je vyhodne fyldza aZalebo kyseliny
fosfaldzy;

karbohydratédza, ako st amylotické enzymy a pletivao
rastlinnych buniek degradovand¢ enzymami o ktorych _e s

vvhodou celulidza, hemiceluldza alebo galaktdza;

protedza, ktorou je wvyhodne proledza s neutrdlnym  a/alebn

kyslym pH;

lipdza, ktorou _je wvyhodne fosfolipdza, ktorou _jc vyhodne
pankreatickd fosfalipdza cicavcaov AZ.

Fosfolipidy podta vyndlezu md2u  obsahoval neenzymaticke
biologicke¢ d€innostl, ako sd antigénne determinanty., ktoré sa
pouZzfvaijd ako vakciny aZalebo wvystavané polypeptidy, ktordé
zvySsU jd obsah esencidlnych aminokysclin.

Priemernému odbornfkovi v tomto obore bude _asné, Zc
vyndlez mbZe byt uskutoZneny pomocou kombindcie poZadovanych
polypeptidov, v ktorych sd obsiahnuté kombindcie roéznych
transgénnych rastlin a expresie réznych poZadovanych
polypeptidov, tak ako kombindcie rdznych poZadovanych
polypeptidov, u ktorych prebicha wvzdjomnd expresia v _Jedne.
transgénne rastline.

DalZou vwhodnou realiz&ciou vyndlezu e tabletovacia
stabilita fytdza Aspergillus niger., ktord bola testovanid. ak _je
enzym obsjiahnuty v mletych semendch olenatého semena repky
(Brassica napus), v ktorom prebehla expresia génu fytdzy A.
niger .

Klonovanie génu fytdzy A. niger _Je popisané van Gorcom et
al. v EP-A-0 420 358.
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Nalfou  vyhodnou real izdcinu tohnto vyndlezu v tvorba
stabd Inej Lablety cndoxylandzy Aspergillus, ktord _je uskutoZnend
pomacou exXpresie génu  huby kddovanecj tymbto enzyvmom o semendch
Labaku. Klonovanie Asgereaillus ondoxyl andzového génu bolo
prosne jfilie popfsand v FP-A-0 463 7066 - Graffl el al.

Prikilady realizdcie vwndlezu

Priklad 1

Stabilnd Specifickd expresia semena Aspergfllus riiager fytdzového
génu pomocou riadenia prométora kruciferfnu v olejnatych semendch

Podrobny popis splsobu aplikovany na expresiu semien hubave ]
fytdrzy v semendch repky olejky bol popfsany v EP-A-0 449 375 Pen
et al. <1991, ktory e za®leneny tu v odkazoch. V podstate
bindrny vcktor pMG23  (uloZeny v E. cold K12 DH5a, v centrdlne.
zblerkce Schimmel Cultures 29.1.1990 pod &fslom CBS 102.90) bol
pouzibty ako uychodiskoud ldtka pre konitrukciu Specificke,
axpresie veklora pre fytdzu. Specifické semeno fytdzy v expresne_
kazete bolu zhromaZdeng o PMOG23, s oubsahom nasledu_jdcich
hlavnych €ldnkowv.

Transkripcia fytdzy a jej dokon®enie sd riadené pomocou 5° a
3’ - reguldtorov sckvencie odvodenych od kédovaného génu Brassica
napus 12S uloX?eného protefnu kruciferfinu (gén crul; Rayn et al.,
1989, Nucl. Acids Res. 17: 3584). Alfalfa Mosaic Virus RNA4
vedica sekvencia je pouZ2itd na stabilizdciu mRNA (Bredero et al.,
1880, Nucl. Acids Res. 8:2213) a Tobacco PR-S signal peptidu
(Cornelissen et al., 1986, Nature 321:531) e spidravany pre
zostavenie Castl fytdzy cDNA kdédujice zrely protefn a dalej pre
doslahnutie extraceluldrnej expresic fytdzy.

Tento bindrny wvektor obsahuje chimérny fytézouvy gén, ktory
bol mobilizovany na triparentdlny mating s E. coli K-12
deformovanom RK2013 (s ocbsahom plazmidu pRK2013) (Ditta et al.,
1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 7347)., na Agrobacterium
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deformicice L.GA1404 (Hoekema et al., 1983, Nature 303: 179),
nbsahu je plazmid s génovou virulenciou nevyhnubnou pre  prenos
T-DNA do rastliny. Napidtire bolo pou?ité pre transformdciu semena

(PBrassica napus cv. Westar) .

Dol odubrany sterilizovany povrch Sastli stonky % aZ b
tyZdennych rastlin eSte predtym ako wvykvitli, ktory bol po 24
hodindch umiesteny na MS médium (Fty et al., <1987), Plant cell
Reports &, 321) a potom spolot®ne kultivovany poitas 48 hodin s
Agrobacterium na Cerstuych platkoch s rovnakym médiom. Tr ansgénne
rastliny puali a rdstli na selek®nom médiu (500 wmg/1]
karbenicilin, 40 mg/l parumomycin) a dalej boli analy.zované, aku
Je Lo popfsané v EP-A-0 449 375 Pen et al.

Pri  pouZzitf vySSie uwvedenych postupov hodnoty expresie
fytdzy v nlejnatych semendch repky ole_jky boli dosiahnuté hodnoty
aZz do 10 % rozpustengého protefnu, %o zodpovedd hodnote okolo 500
FTU/g9. Jedna jednotka aktivity fytdzy (FTU) _e definovand ako
mo?stvo enzymu, ktoré uvolfuje anorganicky fosfor =z 1,5 mM
fytdtu sodného v pomere 1 pmol/min pri 37 °C a pri. pH 5, 5.

Priklad 2

Stabilita fytézy v olejovych semeniach repky olejky poEtas
tabletovania

Tabletovacie podmienky boli také, 2e tablety boli zfskané
pri teplote 55 °C a potom pri podmienkach 75 °C po tabletizscii.

Dva nezdvislée pokusy boli uskuto®nené _eden v laboratdérnom
rozsahu a druhy v priemyselnom rozsahu.

Prekvapivo bolo zistené, Z2e fytdza Aspergililus niger,
produkovand v semendch repky ole_ky., _e zna®ne odolne_jSia voiti

tabletizaZnym podmienkam ako beZné komer®né Fformulicie fytdzy v
Aspergillus niger.



11

Stablilita enzymov v elte nemletych semendch, ktureé boli

pouziié, je zreime nezdvislsd od neporuSenosti semlen.

Natuphos ¢F¢? Jde komer&ény produkt obsiahu_idci fytdzu
Asperaqillus niger, ktord m0%e byl zfskand nd BASF, ludwigshafen,
Germany.

Tabulka 1

UZinok tabletovania na stabilitu réznych enzymovych formulicift

Percento zvyskove d&innosti Percento zvyZkove. d*innosti

Produkt l.ab. mierka Priem. mierka
Komer-&ny

Nautuphos ¢®?

pr dsok 13 as

Mleté semend
repky 100FTU/g 62 a5

Priklad 3

Stabilita fytdzy v olejovych semendch repky olejky potas mletia
semien

Komer&ny vyvoi fytdzy v olejovych semendch repky zahrnuje
mletie semien. Dalej odliZné mlecie podmienky boli porovnidvanég so
stabilitou d&innostl fytdzy ako expresie v ole_ovych semendch
poZas mletia. .

PouZivané mlecie metéddy sd dobre zndme odbornikom zo stavu
techniky.

Vysledky ukazujd, 2e r6zne druhy mletia nema_jd drasticky
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efekt na stabilitu enzymowu.
TabulXka 2

UEinok réznych typov mletia na stabilitu expresie fytdzy v
ole_jovych semendch repky ole_jky.

Mlecia metdda Percento zvySkove. Ucinnasti
VioZkavanie 79
Vlotkovanie/odvlolkovanie Q0
Vlaodkovanie/drvenie gl
Vlotkovanie/ihlové mletie za mrazu 89
Drvenie 75

Ihlové mletie a7
Priklad 4

Stabllnd expresia endoxylandzy v semendch tabaku za riadenia
prométora CaMV 35S

Aspergillus endoxylandzového génu bol klonovany ako e
popisang podrobne_%ie v Draff et al. EP-A-0 463 706.

Plazmid £. coli plM100 obsahulici Aspergillus endoxylandzovy
gén Jje uloZeny v Central Bureau voor Schimmelcultures 19.7.1990
a bolo mu pridelené &1slo CBS 322.90. PouZitim splynutia PCR s
PIM100 ako chemickej wvzorky v géne xylandzy bol odstrineny
Jednotltlivy intron.

T4to expreslia v umele. j cDNA v semendch tabaku s
nasledu jdcimi podrobnymi postupmi bola popfsand detailnej%ie pre
expresiu fytdzy v tabaku (Pen et al., 1993, Bio/technology
11:811). V sdlade s kédovanim fragmentu cDNA dospely enzym baol
spojeny do Struktdry kdédujice sekvencie signdlneho peptidu v
tabdkovom proteine PR-S (Cornelissen et al., 1986, Nature



32]1:531) v bindrnom expresnom veklore pMOG24 (Pen et al., 1992,
Hio/lechnology 10:292) .

I-xpr csnd kazecta v pMUG29 obsahovala Lieto lanky:
konftitutfuny karfinlovy mozaikovy virus (CaMV) 35S prométora =
duajitym  zvyfiovattom (Guilley et al., 1982, Cell 30: 763);
syntellicky Alfalfa Mosaic veddci virus RNA4 vedie k stabilizicii
sckvencic mRNA (Bredero et al., 1980, Nucl. Ncids Res. 8: 2213);

a Agrobacterium tumefFaciens nopaline syntdzy (NOS) termindtor
(Bevan, 1984, Nucl. Acids Res. 12:8711).

Tenta bindrny vektor obsahuje chimérny endoxylandzovy gén,
ktory bol mobilizovany, v triparenterdlnej matici s F. coli K-12
napdtiec RK2013 (s obsahom plazmidu PRK2013). (Ditta et al.. 1980,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 7347), v Agrohacterium napitie
LBA4404 (Hoekema et al., 1983, Nature 303: 179), ¥e obsahuje
Plazmid = génovou virulenciou nevyhnutnou pre T-DNA  prenos do
rastliny.

Toto napédtie bulo pouZ2ité na transformiciu diskov listouv
tabaku (Nicatiarna tabacum cv Petilt Havana SR 1) podla postupov
Horch et al. (1985, Science 227: 1229). Transgénne rastliny boli
vybranég na médiu obsahu_jdicom 100 mg/l kanamycinu.

Znaitnd expresia tohoto endoxylandzového génu v tabaku e
vysledkom v maximdlne hladine expresic 1,5 Z rozpustného
protefnu v semenich, &o zodpovedd 1625 EXU na gram semena. Jedna
Jednotka endoxylandzove j aktivity <(EXU) e definovand ako
mnoZstvo enzymov, ktoré _je volné 3, 346 mikromdlov redukcie cukrov
merané ako xylozovy ekvivalent z 1l 2 xyldnu z ovsa siatehq,
pSenice pri 40 °C pri pH 3, 5.

Priklad 5

Stabilita endoxylandzy v tabikovych semendch pottas tabletovania

Tabletovacie podmienky boli také, 2e jedlo bolo obdrZané pri.
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teplote BY °C, pottas sbtavu a 75 “C po tabletovand .

Experimenty bolli uskuto®nend v laboratdrnom rozsahu. Mleté
semend a mikrobidlny enzymovy produkt s oznalenim oznacéeng ako
l.yxasan Forte‘®’ (ziskany » BASF, Ludwigshafen, Germany) bol
pridany do jedla na koneCnd koncenbrdciu 6 500 EXU/kg krmiva.

Zdver _e taky, Ze endoxylandra produkovand v semendch _je
znatne odolne jSia wvaiti tabletizdcil ako beXné formulicie
obsahu_jice mikrobidlny enzym.

TabuXka 3
Uzinok stability tabletovania roznych formuldcif endoxylanizy

Percentd zvySkovej aktivity
Komeritny l.yxasan Forte‘®?’ — prdsok 15
Mleté tabdkové semend s expresiou

endoxylandzy 50
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PATENTOVE NARDODKY

1. Termomechanicky spracovand kompozicia obsahujica ako
aktfvnu zloXku polypeptid, vy znaujldca sa tym Ze
kompozfcia e ziskand termomechanickym pfBsobenim na neupraveny
materidl, klLory aobsahuje Lransgénny rasllinny materidl, v ktorom
bol polypeptid blosyntetirzovany prislusnou expresiou transaénneho

materidlu tu uvedengho.

2. Kompozicia pod¥a ndroku 1, vyznatujdca s a
L yvym Ze termomechanicky sp8sob Je wvybrany z granulovani.a.
vytliania a expanzie alebo ich kombindcif.

3. Kompozicia podla niektorého z ndrokov 1 a2 2, vy zna -
Eujdca sa tym 2e transgénnym rastlinnym materidlom _e
semeno.

4. Kompozfcia podla niektorého z ndrokav 1 a2 3, vy zn a -
Zujudca sa tym % polypeptid je heteroldgny vodi trans-
génne_ rastline.

5. Kompozfclia podla niektorého z ndrokov 1 a2 4, vy zna -

Zujdca sa tym %e polypeptidom _je enzym.

6. Kompozfcia pod¥a ndroku 5, vy zna&u_judica s a
tym Z2¢ enzym Jje vybrany zo skupiny obsahujdcej fosfatazu,
karbohydrizu, protedzu a lipazu.

7. Kompozicia pndlXa ndroku 6, kde enzymom _Jje fungdlna fytdza
a/alebo fungdlna xylaniza.

8. PouZitie kompozicie uvedene_j (V) niektorom z

predchddza jlicich ndrokov 1 aZ 7 ako krmiva pre zvieratd alebo ako
Jeho zmes.

PVqot-93
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9. Spbsob podpory rastu zvierat, vy zna¢éu _jdci s a
tym Ze zviera e nakrmeng krmivom, ktoré obsahu_je kompoziciu,
ktord _ie definovand v niektorom » predchddzajdicich ndrokov 1 az
7.

10. SpOsob vyroby termomechamicky spracovanej kompozicie,
ktord obsahuje polypeptid ako akitfvnu zloXZku, vy zna tu ju
cl sa tym 2Ze neupraveng materidly obsahu_jd rastlinny
transgénny materidl, v ktorom bol blosyntetizovany polypeptid
prislusnou expresiou tu uvedeného transgénneho materidlu, ktory
Je podrobeny termomechanickému spracovaniu, ktoré _ie vyhodne

vybrané z granuldcie, vytlitania alebo expanzie.
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