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EXPRESE  POLYPEPTIDU jyz';ZicicH 'HERBICID V ROSTLINACH .

K VYTVORENI TOLERANCE K HERBICIDU | %/

Oblast techniky

Tento vynélezv» se tykd zplsobu produkce ’rostlin

tolerantnich k herbicidu expresi exogenniho polypeptiduf-'

vadZiciho herbicid v rostlindch nebo rostlinnych organech.
Vyndlez se dale tyka Hpouéiti odpovidajicich nukléonéhMM
kyselin, které kéduji polypeptid, protilatku nebo &asti
protilatky se schopnostmi vazat herbicid u transgennich

rostlin, a takto transformované rostliny samotné.

Dosavadni stav techniky

Je znémo, Ze metody genového inZenyrstvi dovoluji
specificky transfer cizich gend do genomu rostliny. Tento
zplsob se nazyva transformace a vysledné rostliny transgenni
rostliny. Transgenni rostliny se v soudasnosti pouzivaji
v ruznych oblastech biotechnologie. Priklady rostlin
rezistentnich ke hmyzu: Vaek a kol., Plant Cell, 5, 159-
169 (1987), rostlin rezistentnich k fagim: Powell a kol.,
Science, 232, 738-743 (1986) a rostlin rezistentnich
k ozbénu: Van Camp a kol., BioTech., 12, 165-168 (1994).
Pfiklady zlep3enych kvalitativnich vlastnosti dosaZenych

genovym inZenyrstvim jsou: zvySend trvanlivost plodu /Oeller

a kol., Science, 254, 437-439 (1991)/, zvySena rodukce
Skrobu u bramborovych hliz /Stark a kol., Science, 242,
419 (1992)/, zmény ve skladb& Skrobu /Visser a kol., Mol.
Gen. Genet., 225, 289-296 (1991)/ a lipidd /Voelker a kol.,
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Science, 257, 72-74 (1992)/ a produkce cizich polymern
/Poirer a kol., 256, 520-523 (1992)/.

DileZitym cilem prace provaddéné v oblasti molekularni
genetiky rostlin je vytvofeni tolerance k herbiciddm.
Tolerance k herbicidim je charakterizovana zvySenou
kompatibilitou (ve smyslu druhu nebo urovné) rostliny nebo
rostlinnych organd k pouZitému herbicidu. To se mtde
uskuteCnit riznymi zpUsoby. Znadmym zptsobem je vyuZiti
metabolického genu, napriklad pat genu, v souvislosti
s glufozindtovou resistenci V(WO 87/05629) nebo tercového
enzymu, ktery Jje resistentni na -herbicid, jako nap#iklad
v pripad€ enolpyruvat3ikimat-3-fosfatsyntazy (WO 92/04449),
ktery je resistentni na glyfozat, a pouziti herbicidu
v bunécné a tkanové kultute k selekci tolerantnich
rostlinnych bun&k a vyslednych resistentnich rostlin, jako
je popsano v pripadé& inhibitort acetyl-CoA-karboxylazy (US
patent ¢. 5 162 602, US patent &. 5 290 696).

Protilatky Jjsou proteiny Jjako sloZzky imunitniho
systému. Spoleénym rysem vSech protilatek je jejich
prostorova, globuldrni struktura, stavba lehkych a téZzkych
Fetézcl a jejich zakladni schopnost vazby molekul nebo &asti
molekularni struktury s vysokou specifitou /Alberts, a kol.
In: Molekularbiologie der Zelle [Molekuldrni Dbiologie
bunky], 2.vyd., VCH Verlag, ISBN 3-527-27983-0, 1198~
1237 (1990)/. Na zakladé& téchto vlastnosti se protilatky
vyuzily k mnoha u&eltm. Aplikaci lze rozdélit na pouzZiti
protildtek ve zvifecich a rostlinnych organismech, ve
kterych se produkuji, tj. tak zvana aplikace in situ, a
aplikaci ex situ, tj. pouZiti protilatek po jejich izolaci
z produkujicich bunék nebo organismi /Whitelam a Cockburn,

TIPS, sv.1l, 8, 268-272 (1996)/.




Pouziti somatickych 1linii hybridnich buné&k (hybridomi)
jako zdroje protildtek proti velmi specifickym antigentim je
zaloZeno na praci provedené Koéhlerem a Milsteinem /Nature,
256, 495-497 (1975)/. Tento =zpisob umoZfiuje, aby byly
produkovany tak zvané monoklondlni protilédtky, které maji
rovnomé€rnou strukturu a které jsou produkovany
prostfednictvim buné&&né fuze. Buniky sleziny imunizované my3i
fdzuji s my3imi myelomovymi bufikami. Tim se poskytnou
bun&né hybridomy, které nekonedn& proliferuji. Ve stejnou
dobu bufiky produkuji specifické protilatky proti antigenu,
kterym Dbyla my3 imunizovana. Buiky sleziny poskytuji
schopnost produkovat protilatku, zatimco bunky myelomu
pfispivaji ke kapacit& neomezeného réstu a kontinudlni
sekreci protiléatek. Piotoze kazdad klonovand butika hybridomu
je odvozena od jedné B-buiiky, vSechny produkované molekuly
protilatek maji stejnou strukturu, v&etn& mista vaZiciho
antigen. Tento =zpdsob zna&né& napomohl pouZziti protiléatek,
protoZe protilatky, které maji jednotnou, znamou specifitu a
homogenni strukturu, jsou nyni dostupné v neomezeném
mnoZstvi. Monoklondlni protildtky se Siroce pouzivaji

v imunodiagnostice a jako terapeutické latky.

V poslednich letech se stala dostupnou k produkci
protilatek tak zvand metoda vystaveni fagu a zde se vyluc&uje
imunitni systém a r8zné imunizace zvifat. Afinita a
specifita protildtek se provadi m&Ffenim in vitro /Winter a
kol., Ann. Rev. Immunol., 12, 433-455 (1994); Hoogenboom,
TIBTech, sv. 15, 62-70 (1997)/. Genové segmenty, které
obsahuji sekvenci kédujici variabilni oblast protilatek, tj.
misto vazby antigenu, fazuji s geny plastového proteinu
bakteriofaqu. Potom se Dbakterie infikuji fagy, které

obsahuji tyto fuzni geny. Vysledné fagové castice jsou nyni




opat¥eny  plasti obsahujicimi fazni protein podobny
protilatce s doménou vaZici protilétku vystavenou na
'pdvrchu. Takovd knihovna pfedloién?ch fagh se nyni maZe
pouzit k izolaci fagu, ktery obsahuje poZadovany fragment
protilatky, a ktery se specificky vaZe na urdity antigen.

KaZdy fag izolovany timto zpisobem produkuje monoklondlni

Pl

polypeptid vaZici antigen, ktery odpovida monoklon&lni - -

protilatce. Geny prd misto Vazby antigenu, které jsou stéjnév

pro kazdy fag, se mohou 1izolovat z fagové DNA a pouiit:fff”

k sestaveni kompletnich genl protilatek.

V oblasti ochrany ﬁrody se protilatky vyuZily zejména
jako analytické prost¥edky ex situ ke kvalitativni a
kvantitativni  detekci antigend. To zahrnuje detekci
rostlinnych sloZek, herbicidld nebo fungicidd v pitné vodé
/Sharp a kol., Pestic. Residues Food Saf. v: ACS Symp Ser.,
446, 87-95 (1991)/, vzorkadch ptdy (WO 94/23018) nebo
v rostlinach nebo rostlinnych orgénech, a vyuziti protilatek

jako auxiliantt k purifikaci vazebnych molekul.

Produkci imunoglobulin@i rostlinami poprvé popsal Hiatt
a kol., Nature, 342, 76-78 (1989). Spektrum zahrnuje
protildtky od protildtek s jednoduchym fet&zcem a% do
multimernich sekre&nich protildtek /J. Ma a Mich Hein,

Annuals New York Academy of Sciences, 72-81 (1996) /.

Pozdéjsi snahy vyuZivaji protildtky in situ k ochrané
rostlin pfed patogeny, zv1a3t& fagovymi chorobami, expresi
specifickych protilatek nebo jejich ¢&asti u rostlinnych
bunék, které jsou zam&reny proti fagovym plastovym proteintm
/Tavladoraki a kol., Nature, 366, 469-472 (1993); Voss a
kol., Mol. Breeding, 1, 39-50 (1995)/.




Analogicky pristup se také vyuZil k ochrané rostlin
proti infikaci nematody /Rosso, a kol., Biochem. Biophys.
Res. Com., 220, 255-263 (1996)/. Existuji pfiklady pouZiti
ve farmakologii, kdy se exprese protiladtek in situ u rostlin
vyuZije k peroralni imunizaci /Ma a kol., Science, 268, 716-
719 (1995); Mason a Arntzen, Tibtech, sv. 13, 388-
392 (1996)/. Do té&la se vpravi protildtky vytvorené
rostlinami a pochdzejici z rostlin nebo rostlinnych orgdnu,
 kteréjjsou vhodné ke konzumaci dusty, hrdlem nebo travicim
traktém, - a tyto protildtky zplisobuji dostatecnou
imunoﬁibtekci. Krom& toho se jiZ exprimovala v rostlinach
protilatka s jednoduchym Feté&zcem proti rostlinnému hormonu
o nizké molekulové hmotnosti, kyseliné abscisové, a
zpozorovala se sniZené dostupnost rostlinnych hormond diky
vazbé kyseliny abscisové v rostlin& /Artsaenko a kol., The

Plant Journal, 8(5), 754-750 (1995)/.

Chemickd regulace plevele v agronomicky dileZitych
uzitkovych rostlindch vyZaduje pouZiti vysoce selektivnich
herbicidd. V nékterych pripadech je tedy obtiZné vyvinout
dostatecné selektivni herbicidy, které nezpusobi poskozeni
rostliny poskytujici urodu. Poskytnutni uzitkovych rostlin
resistentnich nebo tolerantnich k herbicidu maZe prispét

k feSeni tohoto problému.

Vyvoj uZitkovych rostlin resistentnich k herbicidu
tkanovou kultivaci nebo mutagenezi semen a p¥irozenym
vyb&rem je omezeny. ZpUsoby manipulace tkérfiovou kultivaci
jsou moZné Jjen s takovymi rostlinami, které jsou celé
schopny uspé&3né se regenerovat z tkanovych kultur. Navic
mohou uZitkové rostliny néaslednou mutagenezi a selekci
projevit neZzadouci vlastnosti, které se musi Znovu

eliminovat, v nékterych pripadech opakovanym, zpé&tnym




k¥iZenim. Také poskytnuti rezistence provedenim k¥iZeni by

se mohlo u nékterych druhl rostlin omezit.

'Z vy3e zminé&nych divodd je snaha genovym inZenyrstvim
izolovat gen  kédujici rezistenci a transferovat jej do

uZitkovych rostlin cilenym zplsobem nadfazend tradidnimu
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Zpﬁsobukkrlzeni rostlin.

Je ?ézqamenéno, - Ze vyvoj uZitdeféhh; roStlin
tolerantniéﬁ  ;hébb resistentnich k herbicidﬁﬂ* Zpﬁsbby'
molekularni ibiologie, vyZzaduje znalost mechaniému Tﬁéinku
herbicidu v rostling, a také Ze mohou byt nalezeny geny,
které ud&luji rezistenci k herbicidu. S&iroké mnoZstvi
herbicidd, které se nyni obchodn& pouZivaji, pusobi blokadou
enzymu v kroku biosyntézy esencidlni aminokyseliny, lipidu
nebo pigmentu. Tolerance k herbicidu se mtZe vytvorit zménou
genu téchto enzymd takovym zplsobem, Ze herbicid se nemlZe
déle vazat, a vsunutim t&chto pozm&n&nych geni do uzitkovych
rostlin. - Alternativnim p#ikladem je nalezeni analogickych
enzymi v pfirodég, napfriklad v mikroorganismech, které
projevuji ptirozenou resistenci k herbicidu. Tento
rezistenci udélujici gen se z takového mikroorganismu
izoluje, opé&t klonuje do vhodnych vektort a nasledné&, po
Uspé&3né transformaci, exprimuje v uZitkovych rostlinach

senzitivnich k herbicidu (WO 96/38567).

Podstata vynalezu

Pfedmétem tohoto wvyndlezu bylo vyvinout novy,
obecné& pouZitelny zplisob genového inZenyrstvi k produkci

transgennich rostlin tolerantnich k herbicidu.




P¥ihlaSovatelé  zjistili, = Ze tohoto predm&tu se
v rostlinach pfrekvapivé dosdhne zplsobem exprese exogenniho
polypeptidu, protiladtky nebo &asti protilatky se schopnostmi

vazat herbicid.

Tento vyndlez se predev3im tykd produkce protiiétky
vazici herbicid a klonovdni pZ¥isludného genu nebo fragmentu

- genu.

Prvnim krokem je produkce vhodné protilatky, ktera vaZe .

herbicid. Ten se miZe uskuteénit mimo jiné imunizaci

obratlovce, ve vét3iné pripadd my3i, krysy, psa, kon&, osla

nebo kozy, antigenem. Antigenem je v tomto pfipadé
fungicidn& G¢€innd slou&enina, které je asociovand nebo
vadzand prostfednictvim funk&ni skupiny k nosné 1latce o
vysoké molekulové hmotnosti, jako napfiklad k bovinnimu
sérovému albuminu (BSA), kufecimu ovalbuminu, keyhole limpet
hemocyaninu (KLH) nebo jinym nosnym latkam. Po opakovanému
pouziti antigenu se imunitni odpovad” monitoruje bé&Znymi
zplisoby, a tim se izoluje vhodné antisérum. Nejprve tento
zpUasob poskytuje- polyklonalni sérum, které obsahuje
protilatky s odliSnou specificitou. K cilenému pouzZziti in-
situ je nezbytné izolovat sekvenci genli,, kterd kéduje
jedinou, specifickou, monoklondlni protilatku. K tomuto
UCelu se hodi Sirokd Sk&la zpl@sobti. Prvni pfistup vyuzZiva
fizi buné&k produkujicich protildtku a bunék karcinomu
k poskytnuti kutury hybridomovych bunék, které kontinudlné
produkuji protildtky, a které nakonec, sjednocenim ziskanych
klonli,, vedou k homogenni buné&&né linii, kterd produkuje

definovanou monoklondlni protil&tku.

cDNA protilatky, nebo &&asti protilatky, viz tak zvana

protilatka s jednoduchym Feté&zcem (scFv), se izoluje




z takové monoklonadlni bun&&né linie. Tyto sekvence cDNA se
pak mohou klonovat do expresnich kazet a pouZit k funké&ni
expresi u prokaryontnich a eukaryontnich organismi, v&etné

rostlin.

Alternativné je mozZna selekce protilatek
prostfednictvim knihoven poskytnutych fagd a molekul
herbicidl vaZicich tyto protiiétky, a katalyticky j¢
‘ﬁfeménit na produkt bez fungicidnich vlastnosti. Zplsoby pro
produkci katalytickych prdtilétek popisuje Janda a kol.,

Chemical selection for catélysis in combinatorial Antibody
| libraries, v Science, 275, 945-948 (1997); Catalytic
Antibodies, Ciba Foundatioﬁ Symposium 159, Wiley-
Interscience Publication, 1991. Klonovani genu této
katalytické protildtky a Jjeho exprese v rostlin& mie

v podstaté& také vést k rostlin& resistentni k herbicidu.

Tento vynalez se tykd zejména expresnich kazet, jejichz
kédujici sekvence koéduji polypeptidy vaZici herbicid nebo
jejich funk&i ekvivalenty a pouZiti té&chto expresnich kazet
k produkci rostlin resistentnich na herbicidy. Sekvence
nukleové kyseliny miZe byt napfiklad sekvence DNA nebo cDNA.
Kédujici sekvence, které jsou vhodné k inzerci do expresni
kazety podle tohoto vynalezu, jsou napfiklad ty, které
obsahuji sekvenci DNA =z hybridomovych buné&k, ktera kéduje
polypeptid se schopnostmi vazby herbicidu, a tim poskytuiji

rezistenci hostitele k inhibitortm rostlinnych enzymu.

Kromé& toho expresni kazety podle tohoto vynalezu
obsahuji regula&ni sekvence nukleovych kyselin, které ridi
expresi kédujici sekvence v hostitelské burice.
V uprednostiiovaném zt&lesné&ni obsahuje expresni kazeta podle

tohoto vyndlezu pfedfazenou sekvenci, tj. na konci 5°




kédujici sekvence, promotor a zafazenou sekvenci, tj. na
konci 37, polyadenylaéni signdl, a je-1li to vhodné, Jjiné
regula¢ni elementy, které Jjsou operativné spojeny se
zprostredkujici kédujici sekvenci pro polypeptid
se schopnostmi vazby herbicidu a/nebo pro tranzitni peptid.
Operativnim spojenim se rozumi ve vyznamu sekven&niho
uspofadani promotoru, kédujici sekvence, termindtoru a, je-
1li to vhodné, jinych regula&nich elementdl, tim zpUsobem, Ze
kaZzdy z regula&nich elementt miZe ,pﬁsobit podle svého
urceni, exprimuje-1li se kédujici sekvence. Sekvence
upfedhostﬁované k operativnimu spojeni, ale ne omezené pouze
k tomuto Gcgelu, jsou terCové . sekvence pro zajisténi
subceluldrni lokalizace v apoplastech, v plasmatické
membrané, ve vakuole, v plastidech, v mitochondriich,
v endoplazmatickém retikulu (ER), v jédfe, v liposomech,
nebo jiﬁYch kompartmentech, a enhancery translace, jako
napfiklad 5° zavaddéci sekvence z fagu tabakové mozaiky

/Gallie a kol., Nucl. Acids Res., 15, 8693-8711 (1987)/.

Vhodnymi promotory (doslovnd citace) expresni kazety
podle tohoto vyndlezu je v zasadé& jakykoliv promotor, ktery
Je schopen ridit expresi cizich gend. Vyhodné pouZivanymi
promotory jsou =zejména promotory odvozené z rostlin nebo
promotory pochazejici z rostlinného viru. Zvlasté
upfednostfiovanym je promotor CaMV 35S z viru mozaiky kvétéku
/Franck, a kol., Cell, 21, 285-294 (1980)/. Tento promotor
obsahuje razné rozpoznavaci sekvence pro efektory
transkripce, které ve své celistvosti vedou k nepretrzité a
konstitutivni expresi vnesenych gent /Benfey a kol.,

EMBO J., 8, 2195-2202 (1989)/.

Expresni kazeta podle vyndlezu miZe také obsahovat

chemicky indukovatelny promotor, jehoZ prostfednictvim miZe
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byt v uréitém okamZiku regulovana exprese . exogenniho
polypeptidu. v rostliné. Tyto promotory, jakpv naptiklad
promotor PRP1 /Ward a kol., Plant. Mol. Biol., 22, 361-366
(1993)/, promotor, ktery je indukovatelny kyselinou
salicylovou (WO 95/1919443), promotor, ktery je
indukovatelny benzensulfonamidem (evropsky patent c.
388 186), promotor, ktery Jje indukovatelny kysélinou
absciSovou, (evropsky patent ¢&. 335 528), nebo  promotor,
ktery Jje ° indukovatelny ethanoclem nebo kcyklohexanonem
(WO 93/21334),  byly popsény v literatufe a mohou se mezi

jinymi pouZit.

Jiné promotory, které se 2zv143t& upFednostiiuji, jsou
takové, které zajistuji expresi ve tkénich nebo rostlinnych
organech, ve kterych se uskutedfuje herbicidni w&inek.
Zv1astni zﬁinku zasluhuji promotory, které zajistuji listové
specifickou expresi. Je nutné se zminit o promotoru
cytosolické FBPazy brambor nebo promotoru ST-LSI brambor
/Stockhaus a kol., EMBO J., 8, 2445-2450 (1989)/.

Stabilni exprese protilatek s jednoduchym feté&zcem,
které obnd3i az 0,67 % celkového rozpustného proteinu semen
v semenech transgennich rostlin tabaku, byla umoZné&na pomoci
semenové . specifického promotoru /Friedler a Conrad,
Bio/Technology, 10, 1090-1094 (1995)/. ProtoZe exprese muZe
byt také moZnd v semenech, které byly zasety nebo které jsou
v procesu kliceni, a mohou se vyZadovat pro u&ely tohoto
vyndlezu, jsou takové germinativn& a semenové specifické
promotory také reguladnimi elementy, které se upfednostiiuji
v souladu s timto vyndlezem. Expresni kazeta v souladu
s timto vyndlezem miZe tedy obsahovat napfiklad semenové
specificky promotor (pfednostn& promotor USP nebo LEB4),

signdlni peptid LEB4, gen, ktery se m& exprimovat a retenéni
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signadl ER. Sestaveni kazety Jje ukdzdno prostfednictvim:
ptikladu ve formé diagramu na obrdzku 1 s odkazem‘kna'

protilatku s jednodudh?m feté&zcem (gen scFv).

Expresni kazeta podle tohoto vynidlezu se vytvori fazi
vhodného promotoru s vhodnou polypeptidovou DNA a pféanStnéi
s DNA, kterad kéduje vneseny chloroplastové specifiékyjj
transitni peptid, a ktera je vsunuta mezi promqtorffa 
polypeptidoVou vDNA?,Y a polyadenyla&nim signalem, - pbﬁiitim
béZnych rekombinahthich a klonovacich zplsobt, ,jak. je o
popisuje napfiklad Maniatis, T., Fritsch, E.F. a Séhbfbbk;
J., Molecular Cloning: A Laboratory manual, cold(‘spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York (1989), a
také Silhavy, T.J., Berman, M.L. a Enquist, L.W.,
Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, New York (1984) a Ausubel,
F.M. a kol., Current Protocols in Molecular Biology, Greene

Publishing Assoc. and Wiley—Interscience (1987).

Zvlasté se upfednostfiuji sekvence, které umoZnuji
cilenou distribuci (targeting) do apoplasmy, plastida,
vakuoly, do plazmatické membrany, do mitochondrii, do
endoplazmatického retikula (ER), nebo chybé&nim vhodnych
operativnich sekvenci setrvani v misté tvorby, jmenovité
v cytosolu (Kermode, Crit. Rev. Plant Sci, 15(4), 285-
423 (1996)). Lokalizace v ER a v bunédné sté&nd se ﬁkézala
byt obzvl&3t& pfinosnou pro kvantitativni akumulaci proteinu
v transgennich rostlindch /Schouten a kol., Plant Mol.
Biol., 30, 781-792 (1996); Artsaenko a kol., Plant J., 8,
745-750 (1995)/.

Tento vynalez se dale tyka expresnich kazet, jejichz

kédujici sekvence kéduje flzni protein vazici herbicid,




priZemZ &4st fuzniho proteinu je tranzitni peptid, "ktery

¥idi translokaci polypeptidu. 2Zv143té& se uprednostnule.f

chloroplastové specifické transitni peptidy, které se po
premisténi polypeptidu vaziciho herbicid do rostllnnych
chloroplastd enzymaticky od3té&puji od &asti polypeptidu
vaZiciho herbicid. Zv1&3té se upfednostiiuje tranzitnivpéptid

odvozeny oz transketolézy plastidd (TK) nebo- funkcnlho;-

ekvivalentu tohoto tran21tn1ho peptidu (naprlklad tran21tn1"

peptid malé podjednotky enzymu Rubisco nebo: ferredox1n NADP—, 

ox1doreduktazy)

PolypeptidéVé DNA nebo polypeptidovd cDNA poiadévané
k vytvofeni expresnich kazet podle tohoto vynéleiﬁ se
pfednostné amplifikuje pomoci polymerdzové Fet&zové réakce
(PCR) . ZpUsoby amplifikace DNA pouzitim PCR jsdu Znamy,
napfiklad Innis a kol., PCR Protocols, A Guide to Methods
and Applications, Academic Press (1990). Fragmenty = DNA
produkované pomoci PCR se mohou vyhodné kontrolovat
sekven&ni analyzou k omezeni chyb polymerdzy v konstruk01ch

k expresi.

VloZend sekvence nukleotid®, ktera kéduje polypeptid
vadzici herbicid, se mtZe vytvorit synteticky nebo ziskat
pfirozenou cestou, nebo zahrnuje smés syntetickych a
pfirozenych komponent DNA. Obvykle se pfipravuji syntetické
sekvence nukleotidn s koddény, které jsou rostlinami
upfednostifiované p¥ipravovany. Tyto kodbény, které rostliny
upfednostiiuji, mohou byt stanoveny podle kodént, jejichz
proteiny se nejvice opakuji a které se exprimuji u vétSiny
zajimavych rostlinnych druhd. JestlizZe se pfipravuje
expresni kazeta, miZe se s réznymi fragmenty DNA manipulovat

tak, aby se obdrZela sekvence nukleotidu, kterd je vyhodné

Ctena ve spravném smyslu, a ktera je opatfena spravnym
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¢tecim ramcem. Ke vzadjemnému propojeni fragmentd DNA se

mohou k fragmentim pfidat pfechodniky nebo spojovniky.

Oblasti promotoru a termindtoru podle tohoto vyndlezu
by mély byt vyhodné vybaveny ve sméru transkripce
spojovnikem nebo né&kolika spojovniky, které zahrnuji jedno
nebo vice restrik&énich mist k inzerci této sekvence.
Zpravidla méa spojovnik 1 aZ 10, obvykle 1 aZ 8, vyhodné 2.a2
6 restrikénich- mist;‘ V regulac¢nich oblastech m& spojovnik’
obvykle velikost ménéinez 100 bp (parti bazi), éasto'méné néil'
60 bp (part béazi), ale nejménd& 5 bp (part bazi). Promotor
podle tohoto vyndlezu miZe byt budto nativni nebo homologni,
anebo jinak cizi nebo heterologni hostitelské rostling.
Expresni kazeta podle tohoto vyndlezu se skladd ve sm&ru
transkripce 5°-3°z promotoru podle tohoto vyndlezu, nékteré
poZadované sekvence a oblasti k terminaci transkripce. RUzné

termina¢ni oblasti jsou dle potiteby vzadjemné sménitelné.

Dale se mohou pouZit manipulace, které poskytuji vhodnéa
restrikéni mista nebo které odstranuji nadbytek DNA nebo
restrik&nich mist. Tam, kde jsou moZné inzerce, delece nebo
substituce, napt¥iklad tranzice a transverze, se miZe pouZit
mutageneze in vitro, ,reparace primeru”, restrikce nebo
ligace. V pfipadé& vhodnych manipulaci, jako - napfiklad
restrikce, ,zpé&tného k¥iZeni” nebo doplné&ni projekci “tupymi
konci” se mohou pro u&ely ligace poskytnout komplementarni

konce fragmentui.

Obzvlasté dhleZité pro usp&ch podle tohoto vynadlezu je
ptipojeni specifického ER retenéniho signalu SEKDEL
/Schuoten A. a kol., Plant Mol. Biol., 30, 781-792 (1996)/,
se kterym je prim&rnd expresni &etnost trojndsobnd az

Ctyfnasobn&. K sestaveni kazety se také mohou pouzit jiné
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retenéni signdly, které se pfirozené vyskytuji v rostlinnych

a Zivo&isnych proteinech, které jsou lokalizované v ER.

Upfednostfiované polyadenyla¢ni signdly Jjsou rostlinné
polyadenylaéni signdly, vyhodné takové, které v podstaté
odpovidaji t-DNA polyadenylaénim signadlim z Agrobacterium
tumefaciens, 2zv1ast& genu 3 t-DNA (oktopinsynthéza) Ti
plazmidu pTiACH5 /Gielen a kol., EMBO J., 3, 835 a né&sl.

(1984) / nebo funk&nim ekvivalentim.

Expresni kazeta podle tohoto vyndlezu miZe obsahovat
napfiklad konstitutivni prOmotor (pfednostné promotor CaMV
358)} signalni peptid LeB4, gen k expresi a ER reten&ni
signdl. Konstrukce kazety je ukazana jako diagram na obrazku
2 s odkazem na protilatku s jednoduchym fetézcem ( gen
svEv) . Sekvence aminokyselin KDEL (lysin, kyselina
asparaginova, kyselina glutamovd, leucin) se vyhodné pouZiva

jako ER retenéni signal.

Fazovand expresni kazeta, ktera kéduje polypeptid,
se schopnostmi vazby herbicidu, se pFfednostné klonuje do
vektoru, napfiklad pBinl9, ktery se hodi k transformaci
Agrobacterium tumefaciens. Agrobacteria, které jsou
transformovana takovym vektorem, se pak mohou pouzit pro
transformaci rostlin zndmym zplsobem, zvl1asté uzitkovych
rostlin, napriklad rostlin tabaku, napfiklad ponofenim
porusenych lista nebo listovych fezl do roztoku
Agrobacterii, a né&slednou kultivaci ve vhodném mediu.
Transformaci 1listd prostfednictvim Agrobakterii objasnili,
mimo jiné, White, F.F., Vectors for Gene Transfer in Higher
Plants, v: Transgenic Plants, sv. 1, Engeneering and
Utilization, editor Kung, S.D. a Wu, R., Academic Press, 15-

38 (1993) a Gelvin, S.B., Molecular Genetics of t-DNA
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Transfer from Agrobacterium to Plants, také v Transgenic
Plants, str.49 aZ 78. Transgenni rostliny se zndmym zptsobem
mohou regenerovat z transformovanych bun&k poruSenych listd
>nebo listovych fezli, a tyto transgenni rostliny obsahuji gen
.pro expresi polypeptidu se schopnostmi vazby herbicidu,

intégrovany do expresni kazety podle tohoto vynalezu.

7 K transformaci hostitelské rostliny ~ DNA kédujici
éé@&peptid vazici herbicid se expresni~kazeta podle tohoto
vYﬁélezu -inkorporuje inzerci do rekombinantniho vektoru,
: jehéiil’DNA obsahuje dal3i funk&ni regulaéni signaly,
napfiklad sekvence k replikaci jnebb‘ integraci. Vhodné
vektory se popisuji mimo jiné v ,Methods in Plant Molecular
Binogy.and Technology”, CRC Press, kapitola 6/7, str. 77 aZ
119 (1993).

PouZitim vyse citovanych zpusobu rekombinace a
klonovani se mohou expresni kazety podle tohoto vynalezu
klonovat do vhodnych vektort, které jim umoznuji
multiplikaci, nap¥iklad v E. coli. Vhodné vektory klonovani
jsou, mimo jiné, pBR332, série pUC, série M13mp a pACYC184.
Zvlasté vhodné jsou Dbinarni vektory, které se mohou
replikovat jak v E. coli, tak i v agrobakteriich, napfiklad

pBinl9 /Bevan a kol., Nucl. Acids Res., 12, 8711 (1980)/.

Tento vynalez se dale tykd pouZiti expresni kazety
podle tohoto vyndlezu k transformaci rostlin, rostlinnych
bunék, rostlinnych tkani nebo rostlinnych organu.
Upfednostfiovanym zajmem pfi pouZiti je zplsobeni resistence

k inhibitortm rostlinnych enzymi.

V zavislosti na volb& promotoru, se exprese mluZe

uskute&nit specificky v listech, semenech nebo v jinych
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rostlinnych organech. Takové transgenni rostliny, jejich
material k rozmnoZovani, a jejich rostlinné buiiky, rostlinné

tkané nebo rostlinné orgdny jsou dal$im pfedmé&tem tohoto

vynadlezu.

Transfer cizich genli do genomu rostliny se nazyva
transformace. V tomto zpisobu se vy3e popsané zplsoby
transformace a regenerace rostlin z rostlinnych tkéni»nebo
rostlinnych  bun&k  vyuziji k pfechodné  nebo stalé
transformaci. Vhodné zpiisoby jsou transformace protoplastu
pfes uptake DNA indukovany polyethylenglykolem, biolisticky
pristup (doslovnd citace) pouzivajici genovy signdal,
elektroporace, inkubace vysuSenych embryi v roztoku
obsahujicim DNA, mikroinjekce a genovy transfer
zprosfedkovany Agrobakteriem. Zminéné zpUsoby se popisuji
napfiklad v Jenes, B. a kol., Techniques for Gene Transfer,
v: Transgenic Plants, sv. 1, Engineering and Utilization,
editori: Kung, S.D. a Wu, R., Academic Press, 128-143 (1993)
a v Potrykus, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol.,
42, 205-225 (1991). Konstrukt k expresi se vyhodné& klonuje
do vektoru, ktery ije vhodny k transformaci Agrobacterium
tumefaciens, napfiklad pBinl9 /Bevan a kol., Nucl. Acids.

Res., 12, 8711 (1984)/.

Agrobacterie, které se transformovaly expresni kazetou
podle tohoto vyndlezu, se potom mohou pouzit k transformaci
rostlin, zvla3t& uZitkovych rostlin, jako jsou napriklad
obilniny, kukutice, sbja, ryZze, bavlna, cukrova ‘fepa,
tftina, slune&nice, len, brambor, raj¢e, Fepka olejka,
vojtéska, salat a rGzné stromy, druhy ore3adk a Vitis,
napfiklad ponofenim poruSenych listi nebo listovych fezl do
roztoku agrobakterii, a jejich néaslednou kultivaci ve

vhodném mediu.
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Funk&né ekvivalentni sekvence, které kéduji polypeptid
vaZzici herbicid, jsou v souladu s vyndlezem takové sekvencé,‘
které navzdory odlidné sekvenci nukleotidi jesté maji
poZadované funkce. Tedy funkéni ekvivalenty zahrnuji
pfirozené se vyskytujici varianty zde popsanych sekvenci, a
také uméle vytvofené sekvence nukleotidl, napfiklad umdle
vytvo¥ené nukleotidové sekvence, které se ziskaly chemickou

syntézou a jsou prizpusobeny pouZiti kodénu rostlinou.

Funkéni ekvivalent -mé byt pfedeviim chapéan >jako
prirozend nebo uméle vytvofend mutace puavodné izolované
sekvence, kterd kéduje polypeptid vaZici herbicid,'a tato
mutace vede k projeveni poZadované funkce. Mutace zahrnuji
substituce, adice, delece, vym&ny nebo inzerce jednoho nebo
vice nukleotidovych zbytkd. Tento vynalez tudiZ také
zahrnuje takové sekvence nukleotidli, které jsou ziskany
modifikaci sekvence nukleotidi. Zamérem takové modifikace
miZe byt nap¥iklad dal3i omezeni v ni obsaZené kédujici
sekvence, nebo dile naptiklad inzerce daldich Stépnych mist

pro restrikéni enzymy.

Jinymi funkénimi ekvivalenty jsou takové varianty,
jejichZz funkce dje ve srovnini s vychozim genem nebo

fragmentem genu vice &i méné& vyjadrfena.

Navic uméle vytvorené sekvence DNA jsou vhodné tak
dlouhé, Ze indukuji poZadovanou resistenci k herbicidim, jak
se popisuje vy3e. Takové um&le vytvofené sekvence DNA mohou
byt identifikovany nap#iklad proteiny zpétné translace,
které maji herbicid-vaZici aktivitu a které byly sestaveny
prostfednictvim molekuldrniho modelovani nebo selekci in

vitro. Zv148t& vhodné jsou kbébdujici sekvence DNA, které se
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ziskaly zpé&tnou translaci polypeptidovych sekvenci v souladu
s vyuZitim koddénu, ktery Jje specificky pro hostitelskou
rostlinu. PouZiti specifického kodénu mbZe rychle uréit
expert znaly zpasobl rostlinné genetiky vyhodnocenim jinych,

znamych genli transformované rostliny pomoci poé&itacde.

Dalsimi vhodnymi ekvivalentnimi sekvencemi nukleovych
kyselin podle tohoto vyndlezu, o kterych je nutné se zminit,‘
jsou sekvence, které kéduji fuzni proteiny, ve kterych &&sti
fizniho proteinu je polypeptid vaZici herbicid nemajici
pavod v rostlin& nebo jeho funk&n& ekvivalentni &ast. Druhou
¢ésti fazniho proteinu miZe byt nap¥iklad dalsi polypeptid
s enzymatickou aktivitou, nebo antigenni sekvence
polypeptidu, s JjejiZ pomoci je moZnd detekce exprese
protilatek s jednoduchym fet&zcem (scFvs) (napriklad myc-tag
nebo his-tag). TudiZ? je to prednostné& sekvence regulac¢niho
proteinu, napfiklad signalniho nebo transitniho peptidu,
ktera sméruje polypeptid se schopnostmi vazby herbicidu do

poZadovaného mista ptsobeni.

Tento vynalez se ovSem také tykd produkth exprese,
vytvofenych v souladu s timto vyndlezem a fuznich proteinl
tranzitniho peptidu a polypeptidu se schopnostmi vazby

herbicidu.

Resistence/tolerance pro u&ely tohoto vyndlezu znamend
uméle ziskanou schopnost rostlin odolavat plsobeni
inhibitord rostlinnych enzymd. To zahrnuje castednou, a
zejména uplnou necitlivost vd&i témto inhibitortm v trvani

nejméné jedné generace rostliny.

Primarnim mistem plsobeni herbicida je obvykle tkan

listu, takzZe listoveé specificka exprese exogenniho




polypeptidu véZiciho herbicid je = schopna poskytnout'

~

dostate&nou ochranu. AvSak: ihned se pochopi, Ze G&inek.

herbicidu nemusi byt omezen na tkah listu, ale miZe se také. .

tkanove specifickym zplisobem uskutednovat ve v3ech

zbyvajicich organech rOstliny.

Navic je thodné' konstitutivni exprese exogenhihqai

polypeptidu vaZiciho herblcld Na druhé strané mﬁie_byt'téké?l3

Zadouci indukovatelna;exprese.

U&innost traﬁédénnéV' exprimovaného polypeptl 1
se schopnostml vazby herbicidu mbZe byt stanovena napfikladff
in vitro mnoZenim meristémy vyhonku na médiu obsahu31c1m f
herb;c;d v sériich se stupfiujicimi se koncentracemi nebo -
testy kliCeni semen. Navic miZe byt tolerance k herbicidu
testované rostliny, kterd se mZe 1i3it s ohledem na typ a

Groveri, testovana ve sklenikovych experimentech.

Tento vyndlez se dale tykd transgennich rostlin
transformovanych expresni kazetou podle tohoto vynélezu"a
transgennich buné&k, tkd&ni, organli a materidlu k rozmnoZovani
téchto rostlin. Zv1asté se upfednostniuji transgenni uZitkové
rostliny, jako napfiklad obilniny, kukufice, séja, ryZe,
bavlna, cukrovd ‘epa, tftina, sluneénice, 1len, brambor,
tabak, rajCe, frepka olejka, vojt&ska, salat a razné strbmy,

druhy ores$ak a Vitis.

Transgenni rostliny, rostlinné buifiky, rostlinné tk&né&
nebo rostlinné organy mohou byt oSetfeny uc¢innou sloZkou,
ktera inhibuje rostlinné enzymy, &imz rostliny, rostlinné
buniky, rostlinné tka&né& nebo rostlinné organy, které se
netransformovaly, usp&3né hynou. Priklady vhodnych @&innych

slozek jsou zejména kyselina 5-(2-chlor-4-
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(trifluormethyl) fenoxy)-2-nitrobenzoova (acifluorfen) a
kyselina 7-chlor-3-methylchinolin-8-karboxylova (chinmerac)
a metabolity a funkéni derivaty téchto sloufenin. DNA, ktera
kéduje polypeptid se schopnostmi vazby herbicidu a ktera
byla vsunuta do expresni kazety podle tohoto vyndlezu, se

tudiZz miZe pouZit jako selek&ni marker.

Tento vyndlez méa tu  vyhodu, zv14asteé v pripadé
uZzitkovych rostlin, Ze Jjakmile dojde k indukci vybrané
resistence uZitkové rostliny k inhibitorim rostlinnych
enzymi, mohou se tyto inhibitory pouZit Jjako specifické
herbicidy pro rostliny, které nejsou resistentni. Jako
ptiklady, ale ne limitujici, takovych inhibitorl mohou byt

zminény herbicidni sloucdeniny ze skupin bl-b41l:

bl: 1,3,4-thiadiazoly:
buthidazol, cyprazol

b2 amidy:

allidochlor (CDAA), benzoylprop-ethyl, brombutin,
chlorthiamid, dimepiperat, dimethenamid, difenamid,
ethobenzanid (benzchlomet), flamprop-methyl, fosamin,

isoxaben, monalid, naptalam, pronamid (propyzamid), propanil

b3 kyseliny aminofosfored&né:
bilanafos (bialaphos), buminafos, amoniumglufozindt,

glyfozat, sulfozat

b4 aminotriazoly:

amitrol

b5 anilidy:

anilofos, mefenacet
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b6 kyseliny aryloxyalkanové:

2,4-D, 2,4-DB, klomeprop, dichlorprop, dichlorprop-P,
dichlorprop-P (2,4-DP-P), fenoprop (2,4,5-TP), fluoroxypyr,
MCPA, MCPB, mekoprop, mekoprop-P, napropamid, napropanilid,
triklopyr

b7 kyseliny benzoové:
chloramben, dicamba

b8 benzothiadiazinony:

bentazon

b9 bélici ¢&inidla:
klomazon (dimethazon), diflufenikan, fluorchloridon,

flupoxam, fluridon, pyrazolat, sulkotrion (chlormesulon)

bl0 karbamaty:

asulam, - barban, butylat, karbetamid, chlorbufam,
chlorprofam, cyklodt, desmedifam, diallat, EPTC, esprokarb,
molinat, orbekarb, pebulédt, fenizofam, fenmedifam, profam,
prosulfokarb, pyributikarb, sulfallét (CDEC), terbukarb,

thiobenkarb (benthiocarb), thiokarbazil, trialldt, vernoléat

bll kyseliny chinolinové:

chinchlorak, chinmerak

bl2 chloracetanilidy:

acetochlor, alachlor, butachlor, butenachlor,
diethatylethyl, dimethachlor, metazachlor, metolachlor,
pretilachlor, propachlor, prynachlor, terbuchlor,

thienylchlor, xylachlor
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bl3 cyklohexenony:

alloxydim, kaloxydim, klethodim, kloproxydim, cykloxydim,
sethoxydim, tralkoxydim, 2-{1-([2-(4-chlorfenoxy)propyl-
-oxyimino]butyl}-3-hydroxy-5- (2H-tetrahydrothiopyran-3-yl) -

2-cyklohexen-1-on

bl4 kyseliny dichlorpropionové:
dalapon

bl5 dihydrobenzofurany:

ethofumezat

blé 3-dihydrofuranony:

flurtamon

bl7 dinitroaniliny:
benefin, butralin, dinitramin, ethafluralin, fluchloralin,
isopropalin, nitralin, oryzalin, pendimethamin, prodiamin,

profluralin, trifluralin

bl8 dinitrofenoly:

bromfenoxim, dinoseb, dinosebacetéat, dinoterb, DNOC,

bl9 difenylethery:

acifluorfen - sodnd stl, aklonifen, bifenox, chlornitrofen
(CNP), difenoxuron, ethoxyfen, flurdifen, fluorglykofen-
ethyl, fomesafen, furyloxyfen, laktofen, nitrofen,

nitrofluorfen, oxyfluorfen

b20 dipyridyleny:

cyperkvat, difenzokvat-methylsulfat, dikvat, parakvatdi-
chlorid
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b21 mocCoviny:

benzthiazuron, buturon, chlorbromuron, chloroxuron,
chlortoluron, cymyluron, dibenzyluron, cykluron, dimefuron,
diuron, dymron, ethidimuron, fenuron, fluormethuron,
isoproturon, isouron, karbutiléat, linuron,
methabenzthiazuron, metobenzuron, metoxuron, monolinuron,

monuron, neburon, siduron, tebuthiuron, trimeturon

b22 imidazoly:

isokarbamid

b23 imidazolinony:
imazamethapyr, imazapyr, imazachin, imazetabenzmethyl

(imazam), imazethapyr

b24 oxadiazoly:

methazol, oxadiargyl, oxadiazon

b25 oxirany:

tridifan

b26 fenoly:

bromoxynil, ioxynil

b27 estery kyseliny fenoxyfenoxypropionové:

klodinafop, cyhalofop-butyl, diklofop-methyl, fenoxaprop-
ethyl, fenoxaprop-p-ethyl, fenthiapropethyl, fluazifop-
butyl, fluazifop-p-butyl, haloxyfop-ethoxyethyl, haloxyfop-
methyl, haloxyfop-p-methyl, isoxapyrifop, propachizafop,
chizalofopethyl, chizalofop-p-ethyl, chizalofop-tefuryl
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b28 kyseliny fenyloctové:
chlorfenak (fenak)

b29 kyseliny fenylpropionové:
chlorfenoprop-methyl

b30 inhibitory protoporfyrinogen-IX-oxidazy:
benzofenap, cinidon-ethyl, flumiklorak-pentyl, flumioxazin,
flumipropin, flupropacil, fluthiacet-methyl, pyrazoxyfen,

sulfentrazon, thidiazimin

b31 pyrazoly:
nipyraklofen

b32 pyridaziny:
chloridazon, hydrazid kyseliny maleinové, norflurazon,

pyridat

b33 kyseliny pyridinkarboxylové:
klopyralid, dithiopyr, pikloram, thiazopyr

b34 pyrimidylethery:
pyrithiobak-kyselina, pyrothiobak-sodn& stl, KIH-2023, KIH-

6127

b35 sulfonamidy:

flumetsulam, methosulam

b36 sulfonylmocoviny:

amidosufuron, azimsulfuron, bensulfuron-methyl,
chlorimuronethyl, chlorsulfuron, cinosulfuron,
cyklosulfamuron, ethametsulfuronmethyl, ethoxysulfuron,

flazasulfuron, halosulfuronmethyl, imazosulfuron,
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metsulfuron-methyl, nikosulfuron, primisulfuron,
prosulfuron, pyrazosulfuron-ethyl, rimsufuron, sulfometuron-
methyl, thifensufuron-methyl, triasulfuron, tribenuron-

methyl, triflusulfuron-methyl

b37 triaziny:

ametryn, atrazin, aziprotryn, cyanazin, cyprazin, desmetryn,
dimethamethryn, dipropetryn, eglinazin-ethyl, hexazinon,
procyazin, prometon, prometryn, propazin, sekbumeton,
simazin, simetryn, terbumeton, terbutryn, terbutylazin,

trietazin

b38 triazinony:

ethiozin, metamitron, metribuzin

b39 triazolkarboxamidy:

triazofenamid

b40 wuracily:

bromacil, lenacil, terbacil

b4l Jjiné

benazolin, benfurezat, bensulid, benzofluor, butamifos,
kafenstrol, chlorthal-dimethyl (DCPA), cinmethYlin,
dichlobenil, endothall, fluorbentranil, mefluidiol,

perfluidon, piperofos

Spektrum ucinku funkéné ekvivalentnich derivata
inhibitord rostlinnych enzymt je srovnatelné se spektrem
u¢inku latek jednotlivé jmenovanych, zatimco inhibié&ni

aktivita (napfiklad vyjad¥ena v g inhibitoru na hektar
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vyuzZzity ke kultivaci, poZadovand k uUplnému potladeni rastu

rostlin bez rezistence) je niZsi, stejnd nebo vy33i.

Vynalez je nyni ilustrovan nésledujicimi p¥iklady, ale

neomezuje se na né.
Obecné zplsoby klonovani
Kroky klonovdni provedené v ramci tohoto vynalezu,

napfiklad restikéni 3Sté&peni, elektroforéza v agardzovém

gelu, purifikace fragmentt DNA, transfer nukleovych kyselin

k nitroceluldzovym a nylonovym membranam, spojovani
fragmentd DNA, transformace bunék E. coli, kultivace
bakterii, multiplikace fagt a sekvencni analyza

rekombinantni DNA se provedly zptsobem, jak popsal Sambrook
a kol., Cold Spring Harbor Laboratory Press; ISBN 0-87969-
309-6 (1989).

Bakterialni kmeny pouzZité dale (E. coli, XL-I Blue) se
ziskaly od Stratagenu. Kmen agrobakterii pouzZity
k transformaci rostlin (Agrobacterium tumefaciens, C58C1
s plazmidem pGV2260 nebo pGV3850kan) popsal Deblaere a kol.,
Nucl. Acids Res., 13, 4777 (1985). Alternativné& se také
mohou pouZit kmen agrobakterii LBA4404 (Clontech) nebo jiné
vhodné kmeny. K G¢eltm klonovani se pouzily vektory pUC19
/Yanish-Perron, Gene, 33, 103-119 (1985)/, pBluescript SK-
(Stratagene), pGEM-T (Promega), pZerO (Invitrogen), pBinl9
/Bevan a kol., Nucl. Acids Res., 12, 8711-8720 (1984)/ a
PBinAR /Hofgen and Willmitzer, Plant Science, 66, 221-230
(1990) /.

Sekven¢ni analyza rekombinantni DNA
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Molekuly rekombinantni DNA se sekvencovaly pouZitim
laserové fluorescen&niho p¥istroje pro sekvendni analyzu DNA
od Pharmacia, pouZitim zplisobu Sangera /Sanger a kol., Proc.

Natl. Acad. Sci. USA 74, 5463-5467 (1977)/.
Vytvofeni expresni kazety rostliny

Provedla se inzerce promotoru 35S CaMV do plazmidu
pBinl9 /Bevan a kol., Nucl. Acids Res., 12, 8711 (1984)/ ve
form& fragmentu EcoRI-KpnI [odpovidajicim nukleotidém 6909-
7437 fagu kvétdkové mozaiky /Franck, a kol., Cell, 21,
285 (1980)/]. Polyadenyla&ni signal genu 3 T-DNA Ti plazmidu
pTiACH5 /Gielen a kol., EMBO J., 3, 835 (1984)/, nukleotidy
11749-11939, se izolovaly ve formé& fragmentu PvuII-HindIII a
po pfidani spojovnikli SphIl se klonovaly do PvulIl mista
Stépeni mezi SphI-HindIII mista Stépeni vektoru. To poskytlo
plazmid pBinAR /Hofgen a Willmitzer, Plant Science, 66, 221-
230 (1990)/.

Priklady pouZiti vynalezu

Priklad 1

ProtoZe herbicidy nejsou imunogenni, musi se pripojit
k nosné latce, napfiklad KLH. JestliZe molekula obsahuje
reaktivni skupinu, miZe se spojeni uskute&nit primo,
jestliZe ne, funkéni skupina se zavede aZ po syntéze
herbicidu, nebo se bé&hem syntézy zvoli reaktivni prekursor,
aby se tyto molekuly pfipojily k nosné molekule v jediném
reakénim kroku. Pfiklady spojovacich reakci jsou k nalezeni
vV Miroslavic Ferencik, Handbook of Immunochemistry, kapitola

Antigens, Chapman & Hall, str.20 a3 49 (1993).
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K imunizaci napfiklad my3i kmene Balb/c se pouZiva
opakovana injekce této modifikované nosné molekuly
(antigenu). Jakmile Jje dostadujici mnoZstvi protildtek
s vazbou k antigenu detekovatelné ELISA testem (enzyme~
linked imunosorbent assay), butiky sleziny téchto zvirat se
odstrani a flzuji s bufikami myelomu za u&elem kultivace
hybridd. Herbicidem modifikovany BSA se navic pouZiva jako
antigen v ELISA testu, aby se diferencovala imunitni odpové&d

sméfovanad proti haptenu z KLH odezvy.

Monoklonalni protildtky se pripravi zptisoby podobnymi
znamym zpOsobim, nap#iklad jak se popisuji v publikacich
Leslie Hudson a Frank Hay, Practical Immunology, Blackwell
Scientific Publications (1989) nebo James Goding, Monoclonal
Antibodies: Principles and Practice, Academic Press, Inc.
(1983), nebo Liddell, J. a Cryer, A., A practical guide to
monoclonal antibodies, John Wiley & Sons (1991) nebo Achim
Moller a Franz Emling, Monoklonale Antikdrpfer gegen TNF und
deren Verwendung [Monoklondlni protilatky proti TNF a jejich

pouZiti], evropsky patent EP-A 260 610.

Priklad 2

Vychozim bodem vyzkumu byla monoklondlni protilatka,
ktera specificky rozpoznad herbicid chinmerak a kterd kromé
toho ma vysokou vazebnou afinitu. Zvolenéa linie
hybridomovych buné&k se vyznacuje - tim, Ze secernované
monoklondlni protilatky, které jsou namifteny proti
herbicidnimu antigenu chinmeraku, maji vysokou afinitu, a Ze
specifické sekvence imunoglobulinfi jsou dostupné /Berek, C.

a kol., Nature, 316, 412-418 (1985)/. Tato monoklonalni
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protilatka proti chinmeraku byla vychozim bodem pro

konstrukci fragmentu protildtky s jednim #eté&zcem (scFv-

antichinmerak).

Za prvé, z hybridomovych bundk se izolovala mRNA a
transkribovala do cDNA. Tato cDNA plsobila jako templat
k amplifikaci variabilnich imunoglobulinovych genti VH a VK
se specifickymi primery VH1 BACK a VH FOR-2 pro tézky
Fetézec a VK2 BACK a MJK5 FON X pro lehky ret&zec /Clackson
a kol., Nature,, 352, 624-628 (1991)/. 1Izolované variabilni
imunoglobuliny byly vychozim bodem pro konstrukci fragmentu
protilatky s jednim fetézcem (scFv-antichinmerak) .
V nasledné fuzni PCR se sloudily v reakci PCR t¥i sloZzky VH,
VK a spojovaci fragment a ampifikoval se scFv-antichinmerak

(obr. 3).

Funk¢ni charakterizace (aktivita vazby antigenu)
sestaveného genu scFv-antichinmeraku byla provedena po
expresi v bakteridlnim systému. K tomuto zAvéru se scFv-
antichinmerak syntetizoval v E. coli jako fragment solubilni
protilatky pouZitim zplsobu podle Hoogenbooma, H.R. a kol.,
Nucleic Acids Research, 19, 4133-4137 (1991). Aktivita a
specificita fragmentu sestavené protilatky se kontrolovala

ELISA testem (obr. 4).

K umoZnéni semenove specifické exprese fragmentu
protilatky u tabaku se gen scFv-antichinmeraku klonoval ve
Sméru exprese z promotoru LeB4. Promotor LeB4, ktery se
izoloval z Vicia faba, ukazuje pfisné& semenové specifickou
expresi riznych cizich gend u tabadku /B&umlein, H. a kol.,
Mol. Gen. Genet., 225, 121-128 (1991)/. Transport
polypeptidu svFv-antichinmeraku do endoplazmatického

retikula mé&l za néasledek stalou akumulaci velkych mnoZstvi
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fragmentu protilatky. K tomuto zaméru se gen  scFv-
antichinmeraku fuzoval se sekvenci signdlniho polypeptidu,
které zaruc¢uje vstup do endoplazmatického retikula a
s ER retencnim signalem SEKDEL, ktery zarucuje, Ze
polypeptid zastane v endoplazmatickém retikulu (Wandelt a

kol., 1992) (obr. 5).

Sestavena expresni kazeta se klonovala do bindrniho
vektoru pGSGLUC 1 (Saito a kol., 1990) a elektroporaci
pfenesla do kmene Agrobacterium EHA 101. K nasledné
transformaci Nicotiana tabacum se pouZily rekombinantni
agrobakterialni klony. Z konstrukce se regenerovalo 70 a?%
140 rostlin tabdku. N&sledné& po samoopyleni z regenerovanych
transgennich rostlin tabdku sklidila semena v rdznych
stadiich vyvoje. Po extrakci se do vodného roztoku pufrového
systému z té&chto semen ziskaly solubilni proteiny. Analyza
transgennich rostlin ukazala, Ze faze genu scFv-
antichinmeraku s DNA sekvenci ER retenéniho signalu SEKDEL
umozZnila, aby se ve =zralém semeni poskytla maximalni

akumulace 1,9 % proteinu scFv-antichinmeraku.

Sestaveny gen scFv-antichinmeraku meél velikost
ptibliZné 735 p&rd bazi. Variabilni domény se vzajemné

fuzovaly do sekvence VH-L-VL.

Specifickd selektivita se stanovila v extraktech ze
zralych semen tabdku pouZitim pfimého ELISA testu. Ziskané
hodnoty jasné ukazuji, Ze extrakty proteinu obsahuji funkéné

ucinné fragmenty protilatek.

Priklad 3




Semenové specifickd exprese a koncentrace fragmentt
protiladtky s jednim Feté&zcem je v endoplazmatickém retikulu
bunék semen transgennich semen tabdku, pod kontrolou USP

promotoru.

Vychozim bodem vyzkumi byl fragment protilatky s jednim
fetézcem proti herbicidu chinmeraku (scFv-antichinmerak) .
Funké&ni charakterizace (G¢inek vazby antigenu) tohoto
sestaveného genu scFv-antichinmeraku byla provedena po
expresi v bakteridlnim systému, a néasledn& po expresi
v tabakovych listech. Aktivita a specificita sestaveného

fragmentu protilatky se kontrolovala ELISA testem.

K umozZnéni semenoveé specifické exprese fragmentu
protilatky u tabdku se gen scFv-antichinmeraku klonoval ve
sméru exprese z promotoru USP. Promotor USP, ktery se
izoloval =z Vicia faba, ukazuje prisné semenové& specifickou
expresi ruznych cizich gend u tabéaku /Friedler, U. a kol.,
Plant Mol. Biol., 22, 669-679 (1993)/. Transport polypeptidu
svFv-antichinmeraku do endoplazmatického retikula m&l za
nasledek stdlou akumulaci velkych mnoZstvi fragmentu
protilatky. K tomuto zamé&ru se gen scFv-antichinmeraku
fuzoval se sekvenci signalniho polypeptidu zarudujici vstup
do endoplazmatického retikula a s ER reten&nim signdlem
SEKDEL, ktery zarucuje, ze polypeptid zastane
v endoplazmatickém retikulu (Wandelt a kol., 1992) (obr. 1).

Sestavena expresni kazeta se klonovala do binarniho
vektoru pGSGLUC 1 (Saito a kol., 1990) a elektroporaci
pfenesla do kmene Agrobacterium EHA 101. Rekombinantni
agrobakteridlni klony se pouzily k ndsledné transformaci
Nicotiana tabacum. 2 regenerovanych transgennich rostlin

tabaku se nésledn& po samoopyleni sklidila semena v riiznych
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stadiich vyvoje. Po extrakci do vodného roztoku pufru se

z téchto semen ziskaly solubilni proteiny. Analyza
transgennich rostlin ukéazala, Ze faze genu scFv-
antiacifluorfenu (pfesna citace) s DNA sekvenci ER

retenéniho signdlniho SEKDEL pod kontrolou promotoru USP
zpsobila syntézu fragmentli protilatek s jednim Freté&zcem
s vazebnou afinitou pro chinmerak tak brzy, jako 10. den

vyvoje semene.

Priklad 4

K dosaZeni ubikvitdrni exprese fragmentu protilatky
v rostliné&, =zv1lasté v listech, byl gen scFv-antichinmeraku
klonovan ve sméru exprese z promotoru CaMV 35S. Tento silné&
konstitutivni promotor zprostfedkovdvd expresi cizich gehﬁ
prakticky ve v3ech rostlinnych tkédnich /Benfey a Chua,
Science, 250, 956-966 (1990)/. Transport proteinu scFv-
antichinmeraku do endoplazmatického retikula umoZnil ziskat
stalou akumulaci velkych mnoZstvi fragmentu protilatky
v listovém materidlu. Za prvé se gen scFv-antichinmeraku
fazoval se sekvenci signdlniho peptidu, ktery zajistuje
vstup do endoplazmatického retikula a s ER retan&nim
signdlem KDEL, ktery zajistuje, Ze produkt zlstane
v endoplazmatickém retikulu /Wandelt a kol., Plant J., 2,
181-192 (1992)/. Sestavend expresni kazeta se klonovala do
binarniho vektoru pGSGLUC 1 /Saito a kol., Plant Cell Rep.,
8, 718-721 (1990)/ a elektroporaci se premistil do kmene
Agrobakterium EHA 101. Rekombinantni agrobakterialni klony
se pouZily k nésledné transformaci Nicotiana tabacum.
Regenerovalo se pribliZné& 100 rostlin tabaku. Listovy
materidl raznych vyvojovych stadii se odstranil

z regenerovanych transgennich rostlin tabdku. Po extrakci se
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ziskaly =z tohoto 1listového materidlu do vodného roztoku
pufru rozpustné proteiny. Naslednd analyza (Western blot
analyza nebo ELISA testy) ukazala, Ze v listech se dostalo
maximalni akumulace biologicky aktivniho polypeptidu scFv-
antichinmeraku vaZiciho antigen vice neZ 2 %. Vysoké hodnoty
exprese se stanovily v plné vyvinutych zelenych listech, ale
fragment protildtky se také detekoval ve starnoucim

rostlinném materidlu.

Pfiklad 5

PCR amplifikace fragmentu cDNA kédujiciho protildtku
s jednim fetézcem proti acifluorfenu a chinmeraku pomoci

syntetickych oligonukleotida.

PCR amplifikace protilatky cDNA s jednim Fet&zcem se
uskutec¢nila v DNA termdlnim cyklotronu Perkin Elmer. Reakd&ni
smési obsahovaly 8 ng/pl Jjednofet&zcového temlplé&tu cDNA,
0,5 uM pfislusnych oligonukleotidi, 200 uM nukleotidi
(Pharmacia), 50 mM KC1l, 10 mM Tris-HC1l pufru (s hodnotou pH
8,3, pfi teploté& 25 °C, 1,5 mM MgCl,) a 0,02 jedn./pM Taq
polymerazy (Perkin Elmer). Podminky amplifikace byly

upraveny nasledujicim zpusobem:

Teplota anelace: 45 °C
Teplota denaturace: 94 °C
Teplota elongace: 72 °
PoCet cykl: 40

Vysledkem je fragment o po&tu pfibliZn& 735 part bazi,
které se prfipojily (ligaci) k vektoru pBluescript. Smé&s se

po ligaci pouZila k transformaci E. coli XL-I Blue, a tento
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plazmid se amplifikoval. PouZiti a optimalizace polymerizové
fet&zové reakce je ke zhlédnuti, viz Innis a kol., PCR
Protocols, A Guide to Methods and Applications, Academic

Press (1990).

Priklad 6

Produkce transgennich rostlin tabdku, které exprimuji cDNA
kédujici protilatku s jednim Fet&zcem se schopnostmi vazby

herbicidu

Plazmid pGSGLUC 1 se transformoval do Agrobacterium
tumefaciens C58Cl:pGV2260. K transformaci rostlin tabaku
(Nicotiana tabacum cv. Samsun NN) se pouZilo Fredéni 1:50
kultury positivné transformované agrobakteridlni kolonie
kultivované pfes noc v Murashike-Skoogové médiu (Physiol.
Plant., 15, 473 a néasl. (1962)) obsahujicim 2 $% sacharézy
(médium 2MS). Listové segmenty sterilnich rostlin (kazdy
pfibliZné o rozmé&ru 1 cm®) se 5 a¥ 10 min inkubovaly
v Petriho misce v fed&ni agrobakterii 1:50. Poté nasleduje
dvoudenni inkubace v temnu p¥i teploté& 25 °C v 2MS mediu
obsahujicim 0,8% Bacto-Agar. Kultivace pokradovala za 2 dny
na svétle 16 hodin, v temnu 8 hodin a pokradovala v tydennim
rytmu v MS mediu obsahujicim 500 mg/l Claforanu (cefotaxim-
sodna sGl), 50 mg/l kanamycinu, 1 mg/l benzylaminopurinu
(BAP), 0,2 mg kyseliny naftyloctové a 1,6 g/l glukdzy.
Rostouci vyhonky se pfemistily do MS media obsahujiciho 2 %

sacharézy, 250 mg/l Claforanu a 0,8% Bacto-Agar.
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Priklad 7

Stala akumulace fragmentu protildtky s jednim Feté&zcem proti

herbicidu chinmeraku v endoplazmatickém retikulu

Vychozim bodem vyzkumi byl fragment protildtky s jednim
fetézcem proti herbicidu chinmeraku (scFv-antichinmerak),
ktery se exprimuje u rostlin tabaku. Kvantita a aktivita
syntetizovaného polypeptidu scFv-antichinmeraku se stanovila

Western blot analyzou a ELISA testy.

K umoZnéni exprese genu scFv-antichinmeraku
v endoplazmatickém retikulu se exprimoval cizi gen pod
kontrolu CaMV 53S promotoru, 3jako transladni fuze se
signdlnim peptidem LeB4 (N-konec) a ER retencnim signdlem
KDEL (C-konec). Transport polypeptidu scFv-antichinmeraku do
endoplazmatického retikula umoznil stabilni akumulaci
velkych mnoZstvi fragmentu aktivni protilatky. Po sklizeni
listového materidlu se fezy zmrazily na -20 °C (1),
lyofilizovaly (2) nebo vysu$ily p#i teploté mistnosti (3).
Z listového materidlu se ziskaly pfislusnou extrakci do
vodného pufru solubilni proteiny a polypeptid scFv-
antichinmerak se purifikoval afinitni chromatografii.
Primé¥ené mnozstvi purifikovaného polypeptidu scFv-
antichinmeraku (zmrazeny, lyofilizovany a vysuSeny) se
pouZily ke étanoveni aktivity fragmentu protilatky (obr.6).
Obrédzek 6A ukazuje aktivitu vazby antigenu polypeptidu scFv-
antichinmeraku z ¢&erstvych (1), lyofilizovanych (2) a
vysuSenych (3) 1listd. Obrazek 6B ukazuje odpovidajici
mnozstvi proteinu scFv-antichinmeraku (pfibliZné 100 ng)
pouzitého k ELISA testu, stanoveni western blot analyzou.
Velikosti proteind se standartni molekulovou hmotnosti jsou

ukadzany vlevo. Byly nalezeny priblizné stejné aktivity vazby
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antigenu.

Pfiklad 8

K ukdzadni tolerance k herbicidu transgennich rostlin
tabéaku, které produkuji polypeptid se schopnostmi
vazby herbicidu, byly tyto rostliny tabaku o3etfeny rlznymi
mnozstvimi acifluorfenu a chinmeraku. Ve v3ech p#ipadech
bylo moZné ukdzat ve skleniku, Ze rostliny exprimujici scFv-
antiacifluorfen a scFv-antichinmerak projevuji v porovnani

s pfislu3nym kontrolnim stanovenim toleranci k herbicidtim.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob  zhotoveni  rostliny tolerantni ke
kyseliné 5-[2-chlor-4- (trifluorme?_:hyl) fenoxy]-2-
nitrobenzoové nebo kyseliné 7—chlor—3-methylchinolin-8—
karboxylové, vyzna éu"j 1c¢i se i:ini’, o Fe “zahrnuje
exprési exogenni protilatky vaZici kyselinu 5-[2-chlor-4-
(trifluormethyl)fenoxy]—é—nitrobenzoovou nebo kyselinu 7-

chlor-3-chinolin-8-karboxylovou v rostling&.

2. ZpUsob podle naroku 1, vyznacdujici se tim,

Zze exogenni protiladtkou je fragment protilatky s jednim

retézcem.

3. ZplUsob podle naroku 1, vyznacujici se tim,
Ze exogenni protilatkou je kompletni protildtka nebo 2z ni

odvozeny fragment.

4. ZpUsob podle n&kterého z narokti 1 a? 3,vyznadu-
jici se tim, Ze rostlina je jednodé&loZnd nebo

dvoudé&loZna.

5. Zpusob podle naroku 4, vyznadujici se tim,

Ze rostlinou je tabék.

6. ZpUsob podle n&kterého z naroka 1 a3 S5,vyznadu-
jJici se tim, :ze exogenni protiladtka se v rostlinég

konstitutivné exprimuje.
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7. ZpUsob podle né&kterého z narokl 1 a? 5,vyznadu-
jici se tim, Ze exprese exogenni protiladtky v rostlinég

je indukovana..

8. Zpusob podle nékterého z nérokd 1 aZ 5,vyznadu-
jici se tim, Ze exogenni protilatka se exprimuje

v listech rostliny.

9. Zpusob podle né&kterého z narokii 1 a% 5,vyznadu-
jici se tim, Ze exogenni protilatka se exprimuije

v semenech rostliny.

10. Expresni kazeta pro rostliny, vyznacdujici se
tim, Ze sestavd z promotoru, signalniho peptidu, genu
kédujiciho expresi exogenni protilatky vazici kyselinu 5-[2-
chlor-4-(trifluormethyl) fenoxy]-2-nitrobenzoovou nebo
kyselinu 7-chlor-3-methylchinolin-8-karboxylovou, ER

reten¢niho signdlu a terminatoru.

11. Expresni kazeta podle naroku 10, vyznadujici
se tim, Ze pouZity konstitutivni promotor je promotor CaMVv

358,

12. Expresni kazeta podle naroku 10, vyznacujici
se tim, Ze gen k expresi je gen fragmentu protilatky

s jednim retézcem.

13. Expresni kazeta podle naroku 10, vyznacdujici
se tim, Ze se jako gen k expresi pouZije gen nebo fragment
genu protilatky vazZici kyselinu 5-[2-chlor-4-

(trifluormethyl) fenoxy]-2-nitrobenzoovou nebo kyselinu 7-
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chlor-3-methylchinolin-8-karboxylovou ve form& translad&éni
fize s jinymi funk&nimi proteiny, jako napfiklad enzymy,

toxiny, chromofory a vazebnymi proteiny.

14. Expresni kazeta podle ndroku 10, vyznadujici
se tim, Ze protildtka k expresi se ziska z'buﬁky hybridomu
nebo pomoci jinych rekombinantnich metod, jako napfiklad

metody vystaveni fagové protilétce.

15. PouZiti expresni kazety podle naroku 10 k trans-
formaci dvoudé&loZnych nebo jednodéloZnych rostlin, které
konstitutivn& semenové nebo listové specificky exprimuji
exogenni protilatku vazici kyselinu 5-[2-chlor-4-
(trifluormethyl) fenoxyl-2-nitrobenzoovou nebo kyselinu 7-

chlor-3-methylchinolin-8-karboxylovou.

16. PouZitl podle naroku 15, kde expresni kazeta se
pfenese do bakteriidlniho kmene a vysledné rekombinantni
klony se pouZiji k transformaci dvoudé&loZnych nebo
Jednod&loinych rostlin, které konstitutivn& semenové nebo
listové specificky exprimuji exogenni protilatku vazZici
kyselinu S5-[2-chlor-4- (trifluormethyl) fenoxy]-2-
nitrobenzoovou nebo kyselinu 7-chlor-3-methylchinolin-8-

karboxylovou. -

17. PouZiti expresni kazety podle naroku 10 jako sele-

k&niho markeru.

18. PouZiti rostliny, kterd obsahuje expresni kartu podle
narokl 10 aZ 14 k ziské&ni protilatky vaZici kyselinu 5-[2-

chlor-4-(trifluormethyl) fenoxy]-2-nitrobenzoovou nebo
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kyselinu 7-chlor-3-methylchinolin-8-karboxylovou.

19. Zplsob transformace rostliny vyznadujici se
tim, Ze se . genovd sekvence kédujici protilatku vaZici
kyselinu 5-[2-chlor-4- (trifluormethyl) fenoxy]-2-
nitrobenzoovou nebo kyselinu 7-chlor-3-methylchinolin-8-
karboxylovou vsune do rostlinné buiiky, do kalusové tkan&, do

celé rostliny a protopastl rostlinnych bunék. -

20. Zpusob podle naroku 19, vyznadujici se tim,
Ze transformace se provede pomoci agrobakterie, zvlasts

druhu Agrobacterium tumefaciens.

21. Zpusob podle naroku 19, vyznadujici se tim,

Ze transformace se provede pomoci elektroporace.

22. Zplsob podle naroku 19, vyznadujici se tim,

Ze transformace se provede pomoci metody vstrelovani d&astic.

23. Zplsob produkce protilatky vaZici kyselinu 5-[2-
chlor-4-(trifluormethyl) fenoxy]-2-nitrobenzoovou nebo
kyselinu 7-chlor-3-methylchinolin-8-karboxylovou,
vyznacujici se tim, Ze se provede exprese genu
kédujiciho pro takovou protiladtku v rostliné& nebo bufikach

rostliny, a nésledné se izoluje protilatka.

24. Rostlina obsahujici expresni kazetu podle naroku 10,

vyznadujici se tim, e tato expresni kazeta poskytuje
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toleranci ke kyseliné 5-[2-chlor-4-(trifluormethyl) fenoxy]-
2-nitrobenzoové nebo kyseliné& 7-chlor-3-methylchinolin-8-

karboxylové.

25. Zplisob potlacovani rlstu neZadoucich rostlin v
transgennich uZitkovych rostlin resistentnich ke kyselineé 5-
[2-chlor-4~-(trifluormethyl) fenoxy]-2-nitrobenzoové nebo
kyseliné 7-chlor-3-methylchinolin-8-karboxylové,
vyznacdujici se tim, Ze zahrnuje pouZiti herbicidd,
kterymi je kyselina 5-[2-chlor-4-(trifluormethyl) fenoxy]-2-
nitrobenzoova - nebo kyselina 7-chlor-3-methylchinolin-8-
karboxylova, proti kterym uZitkova rostlina vytvari
protilatky vazici stelinu 5-[2-chlor-4-
(trifluormethyl) fenoxy]-2-nitrobenzoovou nebo kyselinu 7-

chlor-3-methylchinolin-8-karboxylovou.

26. Protilatka s vysokou vazebnou afinitou ke kyseliné
5-[2-chlor-4-(trifluormethyl) fenoxy]-2-nitrobenzoové,

vyznacujici se tim, Ze se vyrobi podle naroku 23.

27. Protildtka s vysokou vazebnou afinitou ke kyseliné
7-chlor-3-methylchinolin-8-karboxylové, vyznadujici se

tim, Ze se vyrobi podle naroku 23.
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Obr. 1

Prom, SP scFv  tag term.

D promotor CaMVv 355
E' signdlni peptid LeB4
. c-myc-tag

n termindtor camMv 35

. Fv s jednim fet&zcenm
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Obr. 2
Prom. SP gcFv tag term.
S—i

promotor CaMV 358 | . terminidtor camy 35

signdlni peptid LeB4 1 . FV s jednim Fetzcem

mGO

c-myc-tag
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VH1 BackSfil

Fazni PCR
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 Obr.

Diluce Ig scFv




Obr. 5
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Konstrukt pProm. SP scfy tag term.
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[ promotor Lems
gsignélni peptid LeB4
!c—myc—tag

. termindtor CaMv 35

. Fv-ox s jednim Fetézcem



N A NG RS A G e TR Y

. se

»
Ld

[ ] ]
L] » *086 asee
* L] L]



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

