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Molekuly nukleové kyseliny kédujici enzymy

s fruktosyltransferdzovou aktivitou a jejich pouziti

Oblast techniky

P¥edklidany vyndlez se tykd molekul nukleové kyseliny
kéddujici polypeptidy majici fruktosyltransferazovou
enzymatickou aktivitu. Dale se vynalez tykad vektoru
a hostiteld, obsahujicich takové molekuly nukleové kyseliny.
Také se tyka zpusobl pripravy fruktosyltransferdzy a vyroby
polyfruktdzy inulinového typu v ruznych hostitelskych
organizmech nebo in vitro, a také fruktosyltransferazy
kédované molekulami nukleové kyseliny podle vynalezu, které

mohou byt vyuZity pro vyrobu polyfruktdzy inulinového typu.

Dogsavadni stav techniky

Ve vod& rozpustné linedrni polymery nalézaji mnoho
zpisobl vyuziti, nap¥. Jje lze uZit ke zvySeni viskozity
vodnych systémi, jako detergenty, suspendaéni <inidla nebo
pro urychleni sedimentace a vytvareni komplexd, ale také pro
vazédni vody. Polymery zaloZené na sacharidech, napt.
fruktosylové polysacharidy, Jjsou zvlasté zajimavym vychozim
materidlem, nebot jsou biologicky degradovatelné.

Krom& jejich pouZiti jako obnovitelnych surovin pro
primyslovou vyrobu, fruktosylové polymery Jjsou zajimavé jako
aditiva do potravin, nap¥. jako sladidla. Pro rizné aplikace
jsou pot¥ebné polymery s ruznou délkou Yet&zce. Zatimco

vyhodné polymery pro potravind¥sky primysl jsou kratké nebo
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st¥edné dlouhé, pro technické pouziti, napt. jako
surfaktanty, jsou pot¥ebné polymery s vysokym stupném
polymerizace (DP).
Byly popséany rizné zplUsoby pripravy fruktanovych
polysacharidu v rostlinach tim, ze se exprimovaly

fruktosyltransferdzy bakteridlniho puvodu nebo polyfruktdzy
se st¥edni délkou Yetézcu tim, ze se exprimovaly
fruktosyltransferdzy rostlinného puvodu. Nap¥. PCT/US89/02729
popisuje moZnost vytva¥et sacharidové polymery, =zejména
dextran nebo polyfruktdzu, v transgennich rostlindch, zejména
v plodech transgennich rostlin. Pro p¥ipravu takto
modifikovanych rostlin Dbylo navrZeno pouZiti levansacharazy
z mikroorganismt, zejména Aerobacter levanicum, Streptococcus
salivarius a Bacillus subtilis, nebo  dextransacharazy
z Leuconostoc mesenteroides. Av8ak nebyla popséna ani
pfiprava aktivnich enzymd, ani produkce levanu nebo dextranu
v transgennich rostlinach.

PCT/EP93/0211 popisuje =zpusob p¥ipravy transgennich
rostlin, které exprimuji gen lsc pro levansachardzu z gram-
negativni bakterie Erwinia amylovora. Tyto rostliny vytva¥eji
vysokomolekuldrni silné rozvétveny levan.

PCT/NL93/00279 popisuje transformaci rostlin
chimérickymi geny, které obsahuji gen sacB z Bacillus
subtilis. Tyto rostliny tvor¥i rozvé&tveny levan.

Bakteridlni fruktosyltransferéaza pouzita v

PCT/US89/02729, PCT/EP93/02110 a PCT/NL93/00279 syntetizuje
levan, coZ je B-2,6 véazany fruktosylovy polymer, ktery ma

cetnd vétveni typu P-2,1. Av3ak vzhledem k &etnému vétveni
ma levan rozhodné nevyhody pro technické vyuZiti, a je tudiZ

mnohem méné Zadan jakoZto vychozi materidl na rozdil od
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inulinu, ktery md B-2,1 wvazby. V soudasnosti je znadm jen
jeden bakteridlni gen, jehoz produkt se podili na syntéze
inulinu, a sice jde o gen ftf ze Streptococcus mutans.
PCT/NL93/00279 popisuje transformaci rostlin timto genem,
které syntetizovaly vysockomolekuldrni inulin, ale v tak malém
mnozstvi, ze neni vhodné k primyslovému vyuziti.
PCT/EP97/02195 popisuje také zplisob pripravy transgennich
rostlin s genem ftf ze Streptococcus mutans.produkujicich
inulin. Stejné jako u rostlin popsanych v PCT/NL93/00279 byl
v8ak vyt&Zek inulinu nizky. Je sice moZné exprimovat gen,
ktery byl p¥edem upraven, Vv transgennich rostlindch, ale
vyt&€Zek inulinu =z transgennich rostlin je tak nizky, Ze
rostliny nejsou vhodné pro primyslové vyuZiti.

Kromé& toho PCT/NL96/00012 popisuje DNA sekvence, které
kéduji enzymy syntetizujici sacharidy a také pripravu
transgennich rostlin pomoci té&chto sekvenci. sekvence popsané
ve vynadlezu pochdzeji z Helianthus tuberosus. Podle
PCT/NL96/00012 se sekvence mohou uZit k k modifikaci profilu
fruktand u petunie, bramboru 1 samotné Helianthus tuberosus.
Exprese sekvence popsané ve  vynalezu, ktera kéduije
sachardzofruktosyltranferdzu (SST) zdvislou na sachardze
nebo frukotsyltransferdzu, v transgennich rostlindch umoZiiuje
produkci inulinu. Prumé€rny stupeil polymerizace inulinu je
DP=6 aZ DP=10. S takovym stupn&m polymerizace nemiZe byt
inulin povaZovdn za polymer s dlouhym F¥et&zcem. Zpusob
popsany v PCT/NL96/00012 nedovoluje produkovat
vysokomolekuldrni inulin.

Nedavno Rehm a kol. (J. Bacterioclogy 180 (1998), 1305-
1310) popsali produkci oligosacharidd v kvasinkach po vneseni
SST z Aspergillus foetidus. AvS8ak polymerizadni stupefl

produktu byl pouze DP = 3.
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DE 197 08 774.4 se tykd produkce 1-kestdzy a nystdzy
uzitim enzymu s fruktosylpolymerazovou aktivitou.
V transgennich rostlindch se tak mohou tvo¥it tri- a
Cetrasacharidy. Vyté&Zek byl vysoky a u bramboru odpovidal
buné&nému obsahu sacharézy. Avsak nebyla popsdna produkce
inulind s del&im Yet&zcem.

Syntéza polyfruktéz v houbdch byla také diskutovana
v mnoha publikacich. Nap¥. Barthomeuf a Pourrat
(Biotechnology Letters 17 (1995), 911-916) popsali p¥ipravu
enzymu s fruktosyltransferdzovou aktivitou z Penicillium
rugulosum. Prepardt v8ak vykazoval rtzné enzymatické
aktivity a nejednalo se tudif o &istou fruktosyltransferazu.
DNA sekvence genu pro fruktosyltransferdzu neni znama. Cairns
a kol. (New Phytologist 129 (1995), 299-308) popsal
p¥echodnou syntézu tri-, tetra- a pentasaccharidd =ze
sacahardzy v kultivadnim médiu Monographella nivalis.
odpovidajici enzymatickd aktivita se zdd byt zejéna

hydrolytické povahy, nebot polyfruktdzy jsou opé&t degradovany

s rostoucim vylerpdnim substratu. JelikoZ neni zndma Z2&dna
DNA sekvence, neni moZné zhodnotit, spoléhajic na homologii
s fruktofuranosiddzami (invertézami), zda jde skutedné o

fruktosyltransferdzu v pravém smyslu nebo o invertazu.
U houby Aspergillus sydowi IAM 2544 bylo ukédzano, :Ze

je schopnd vytva¥et polyfruktdézy inulinového typu. Harada a

kol. (in: Nishinari and Doi (Eds.), Food Hydrocolloids:
Structures, Properties and Functions, Plenum, New York
(1994), 77-82) popsali syntézu inulinu pomoci konidii

Aspergillus sydowi. 125 g konidifi bylo inkubovdno ve 25 1 20
% roztoku sacharézy a vytvofeny produkt byl purifikovan
pomoci HPLC. AvSak tento proces neni vhodny pro prumyslovou

A

vyrobu inulinu ve velkém m&¥itku. Maramatsu a kol. (Agric.
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Biol. Chem. 52 (1988), 1303-1304) popsali produkci
fruktooligosacharidd pomoci mycelii téZe houby (A. sydowi IAM
2544) . Stupern polymerizace byl v takovém p¥ipad® 3 aZ 13.
Enzymy zlGlastnéné v této syntéze byly jen  Castedné
purifikovany nebo nebyly purifikovdny vibec. Aminokyselinové
sekvence nebo DNA sekvence p¥isludnych enzym@ nejsou znamy.
Navod pro purifikaci proteind budto nebyl popsdn nebo byl
popsan nelplné.

Cilem proto bylo poskytnout molekuly nukleové
kyseliny a zpusoby, které umoZiiuji vytvaret geneticky
modifikované organismy schopné produkovat polyfruktdzu

inulinového typu. tohoto cile bylo dosa¥eno v predkladdaném

vynélezu.

Podstata vynilezu

P¥edklddany vyndlez se tykd molekul nukleové kyseliny
kédujicich fruktosyltransferdzu, které jsou vybrdny =ze
skupiny obsahujici:

a) molekuly nukleové kyseliny kédujici protein
obsahujici aminokyselinovou sekvenci uvedenou zde
jako sekvence identifikadniho &isla (id. &.) 2,

b) molekuly nukleové kyseliny obsahujici nukleotidovou
sekvenci kédujiciho Gseku uvedeného v sekvenci id. &.
1 odpovidajici ribonukleotidovou sekvenci,

¢) molekuly nukleové kyseliny hybridizujici s ¥Yet&zcem
komplementdrnim k molekuldm nukleové kyseliny
uvedenym v bodech a) nebo b), a

d) molekuly nukleové kyseliny, jejichZz nukleotidové

sekvence se 1iS1 od sekvenci uvedenjych v c) diky
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degeneraci genetického kédu,

a také vsSechny molekuly nukleové kyseliny, které jsou
k nim komplement&rni.

Sekvence wuvedend zde jako sekvence id. &. 1 kéduje
fruktanfruktosyltransferizu zavislou na sachardze z
Aspergillus sydowi, kterd v rostlinné bufice syntetizuje
polyfruktany inulinového typu s dlouhym Yet&zcem. P¥ekvapivé
bylo zjigténo, ze je moZné  produkovat polyfruktany
inulinového typu s dlouhym F¥et&zcem s dobrym vytéZkem
v hostitelském organismu, zejména kdyZ se sekvence podle
vynalezu uziti v transgennich rostlindch, bakteriich nebo
houbéch.

V ramci p¥edklddaného vyndlezu byl vypracovan postup
purifikace enzymu z Aspergillus sydowi. Enzym byl purifikovén
do homogenity, aby bylo mo¥né stanovit sekvenci aminokyselin.
Na  zaklad€ aminokyselinovych sekvenci byly p¥ipraveny
oligonukleotidové primery pro polymerdzovou Yetdzovou reakci
(PCR) . Pomoci té&chto primertd byly amplifikovdny genové
fragmenty, které pak byly pouzZzity pro screening cDNA
knihoven. Bylo p¥ipraveno n&kolik molekul cDNA se sekvendni
homologii s PCR produkty. V&t&ina takto ziskanych molekul
obsahovala inzerty stejné velikosti. Uplnost cDNA molekuly
byla potvrzena funk&ni expresi sekvence DNA v Saccharomyces
nebo bramboru.

Purifikace enzyml, névrh oligonukleotidovych primert
pro PCR, identifikace molekul cDNA a heterologni exprese jsou
popsany v ptikladech. izolovani sekvence DNA a z ni odvozend
proteinovd sekvence jsou zde uvedeny jako sekvence id. &. 1 a
2. Sekvence DNA podle vyndlezu je prvni popsand sekvence

kédujici fruktanfruktosyltransferdzu zavislou na sachardze z
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hub. Sekvence DNA a Jji kb&édovand proteinovd sekvence se
vyznamné 1i$i od sekvenci jiZ zndmych fruktosyltranferdz. tak
napr. je ze pouze 22,6% a 39% identita S
fruktosyltransferédzou z Aspergillus naeslundii lev j z
hlediska proteinové a DNA sekvence, v uvedeném po¥adi.
P¥estoZe je zde 64% a 60,6% identita z hlediska proteinové a
DNA sekvence z 1invertdzou z Aspergillus niger, protein
kédovany timto genem md =zcela jinou aktivitu. TakZe bylo
ukézdno, Ze molekuly nukleové kyseliny podle vyndlezu a
fruktosyltransferdzy, které kdéduji, Jjsou molekuly, které
nebyly dosud popsény.

V kontextu pf¥edklddaného vynédlezu fruktosyltransferizou
se rozumi protein, ktery Jje schopen katalyzovat spojeni
B-2,1-glykosidické a/nebo -2,6-glykosidické wvazby mezi
fruktdzoviymi jednotkami. P¥ené&Sené fruktosylové zbytky
pochédzeji ze sachardzy.

Reakci katalyzovanou fruktanfruktosyltransferdzou
zédvislou na sacharéze podle  vynédlezu lze zndzornit
nasledujicim schematem:

n(G-F) - G - F, + (n-1)G
kde G = glukdza, F = fruktdza a G - F = sachardéza, tzn. enzym
pfenad¥i fruktdzovy zbytek ze sachardzy na polyfruktan, ktery
Jje vytva¥en z molekuly sachardzy pomoci B-2,1-glykosidické
vazby, pricemZ se mohou vyskytnout i vazby B-2,6
glykosidické.

Polypeptid kédovany molekulou nukleové kyseliny podle
vynalezu s fruktosyltransferdzovou aktivitou vede k syntéze
polyfruktdzy a v rostlinné butice zejména k polyfruktdze
inulinového typu (v popisu naz§vané té#% jen inulin).

Termin polyfruktdza podle vynédlezu oznaduje polyfruktan



se stupném polymerizace DP > 4, vyhodn& DP > 6 a specificky
DP 2 8. Polyfruktdéza inulinového typu nebo zkrdcen& inulin

oznac¢uji podle vyndlezu fruktanovy polymer s dlouhym
Tet&€zcem, tj. wmolekulu, kde jsou jednotky vézany hlavné&
B-2,1-glykosidickou vazbou, ale pripadné se vyskytuje i
vétveni B-2,6. Termin ,dlouhy ret&zec“ v této souvislosti
znamend, Ze stupeil polymerizace (DP) je v&t&i ne¥ 20, vyhodnd
veét8i neZ 50, vyhodn&ji v&t3i ne¥ 100 a nejvyhodné&ji v&tsi
neZ 200. Fruktosylovy polymer mife nést terminalni glukézovy
zbytek, ktery je navazan prost¥ednictvim C-1 OH skupiny
glukdzy a C-2 OH skupiny fruktosylového zbytku. V tomto
pripadé jeden fruktosylovy polymer obsahuje jednu molekulu
sachardzy.

Pokud Jje enzym podle vyndlezu uZit pro syntézu
polyfruktanu in vitro, ziskd se oligomerni produkt (DP=4 a%
10).

Enzym kdédovany molekulou nukleové kyseliny podle
vynédlezu lze odligit od zné&mych fruktosyltransferaz
prost¥ednictvim katalyzované reakce. tak  napft. znémé
rostlinné SST katalyzuji reakci:

G-F+G-F—->G-F-F + G.
Avsak fruktosyltransferdzy zavislé na fruktanu z rostlin
katalyzuji nédsledujici reakci:
G-F,+CG-F,—>G-F,, +G- .,
pfilemZ tato reakce je pln& reverzibilni.

Bakteridlni fruktosyltransferazy, nap¥. k&édované genem

SacB gene z Bacillus subtilis také katalyzuji reakci typu
nG - F >G-F, + (n-1) G.
Avsak tyto enzymy produkuji levan, polyfruktan vézany

B-2,6-glykosidickymi vazbami s B-2,1-v&tvenim



Zatimco protein (FTF) kédovany genem ftf ze
Streptococcus mutans indukuje syntézu inulinu s molekulovou
hmotnosti nékolik milion® Daltond. AvEak gen ftf nebo
kddovany protein nevykazuji vyznamnou homologii se sekvenci
nukleové kyseliny uvedenou jako sekvence id. &. 1 (pouze
37,3 %) nebo aminokyselinovou sekvenci uvedenou zde jako
sekvence id. &. 2 (jen 22,6 %).

Podle predkladaného vyndlezu termin ~hybridizace"
znamend hybridizaci za obvyklych podminek, vyhodné za
stringentnich podminek, jak jsou nap¥. popsdny v publikaci
Sambrook a kol., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2™
edition (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, NY. P¥ikladem stringentnich podminek je: 50%
formamid, 5 x 8sC, 5 x Denhardtiv roztok, 40 mM
hydrogensfosfore®nan sodny, pH 6,8; 0.5% (hmot../objem) BSA,
1% (hmot./objem) SDS, 0.1 mg/ml DNA ze spermatu sledd, p¥i
hybridizaéni teplot& 42°C a nasledném promyvani filtrd v 0.5
X S8C/0.5% SDS p¥i 60°C.

P¥ikladem obvyklé hybridizace v nestringentnich
podminkdch je hybridizace stejnd jak je popsédna vySe, s
vyjimkou toho, %e misto 50% formamidu se uZije 30% formamid a
nasledné€ jsou filtry promyvény v 2 x SSC/0.5% SDS p¥i 56°cC.

Molekuly nukleové kyseliny hybridizujici s molekulami
podle vyndlezu mohou byt izolovdny z genomickjch nebo cDNA
knihoven p¥ipravenych p¥edeviim 2z hub. Takové molekuly
nukleovych kyselin mohou byt identifikovany a izolovény
pomoci molekul podle vyndlezu nebo jejich fragmentd nebo
reverznich komplementirnich molekul, nap¥. hybridizaci ve
standardnich podminkich (viz napr¥. Sambrook a kol., Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, 2™ edition (1989) Cold Spring

Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY). Molekuly
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nukleové kyseliny se mohou u¥it Jjako hybridiza&ni sonda,
kterd ma p¥esn& a nebo v podstat& sekvenci jako je sekvence
id. &. 1 nebo jeji fragmenty. Fragmenty pouzZité pro
hybridizaci mohou byt také syntetické fragmenty, které byly
pripraveny obvyklou metodou, a jejich¥ sekvence je v podstaté
identickd se sekvencit molekuly nukleové kyseliny podle
vynélezu.

K molekuldam hybridizujicim s molekulami nukleové
kyseliny podle vyndlezu pat¥i také fragmenty, derivaty a
alelické varianty molekul nukleové kyseliny popsanych vyse,
které kéduji protein podle vyndlezu. Termin «fragmenty" podle
vynalezu znamenid &asti molekul nukleové kyseliny, které jsou
dostatedné& dlouhé na to, aby  kédovaly proteiny S
fruktosyltransferdzovou aktivitou. Termin ,derivat" podle
vyndlezu znamend, Ze sekvence této molekuly se 1iS1i od vySe
popsanych molekul v jedné nebo vice pozicich, av8ak vykazuje
vysoky stupendl homologie s t&mito sekvencemi. Homologie
znamena alespoii 40% sekvendni identitu, zejména alesporl 60%
identitu, vyhodn& alespofi 80% identitu a jesté& vyhodné
nejmén€ 90% identitu. Proteiny kédované t&mito nukleovymi
kyselinami vyhodn& maji alesponi 60% sekven&ni identitu s
aminokyselinovou sekvenci id. &. 2, vyhodné alesponl 70%,
zvlasté 80% a nejvyhodn&ji 95% identitu. Odchylky od sekvence
molekul nukleové kyseliny podle vyndalezu mohou byt zplsobeny
nap¥. delecemni, substitucemi, inzercemi a/nebo rekombinaci.
Molekuly nukleové kyseliny podle vyndlezu mohou byt i jiné
derivaty sekvenci pochdzejicich z hub. Derivatizace takovych
sekvenci miZe byt pot¥ebni k tomu, aby se optimalizovala
exprese v urCitych hostitelskych buiikich.

Molekuly nukleovych kyselin, které jsou homologické s

molekulami pospanymi vySe a predstavuji derivaty té&chto

¢ :rrae
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molekul, jsou obvykle variace t&chto molekul, které vykazuji
stejnou biologickou funkci. Tyto variace jsou budto p¥irozené
se vyskytujici variace nebo Jjsou vneseny specifickou
mutagenezi. Variace mohou byt také synteticky p¥ipravené
sekvence. Alelické varianty Jjsou budto p¥irozend& se
vyskytujici varianty, nebo varianty pfipravené synteticky
nebo technikami rekombinantni DNA.

Proteiny kb&édované ruznymi variantami molekul nukleové
kyseliny podle vyndlezu maji vyhodn& urdité spolelné
vlastnosti, jako je nap¥. enzymaticka aktivita, molekulova
hmotnost, imunologicka reaktivita, konformace nebo fyzikalni
vlastnosti Jjako je elektroforetickd mobilita p¥i gelové
elektroforéze, chromatografické vlastnosti, sedimentad&ni
koeficient, rozpustnost, spektroskopické vlastnosti,
stabilita, pH optimum nebo teplotni optimum.

Ve vyhodném provedeni molekuly nukleové kyseliny podle
vynélezu kéduji polypeptid majici vlastnosti
fruktosyltransferdzy z hub, zejména vyhodné z Aspergillus, a
nejvyhodné&iji fruktosyltransferdzy z Aspergillus sydowi .

Molekuly nukleové kyseliny podle vynadlezu jsou molekuly
DNA nebo RNA. P¥iklady odpovidajicich molekul DNA jsou
molekuly genomické DNA nebo cDNA. Molekuly nukleové kyseliny
podle vyndlezu mohou byt izolovany z p¥irodnich zdrojd, napt.
z hub, zejména =z Aspergillus, a nejvyhodn&ji z Aspergillus
sydowi, nebo se syntetizuji zndmymi metodami. Je také mo¥né
vnést rUzné mutace do molekul nukleové kyseliny podle
vyndlezu metodami zndmi v molekul&rni biologii (viz nap?.
Sambrook a kol., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2
edition (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, NY). Vneseni mutaci indukuje syntézu proteint

S potencidln€ zménénymi biologickymi vlastnostmi. Jeden z
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pfistupd je vytvaret dele&ni mutanty, kde molekuly nukleové

kyseliny maji progresivni delece na 5°- nebo 3”-konci
kédujiciho dseku DNA, coz vede k syntéze  proteint
odpovidajicim zptsobem zkrdcenych. Dal&im p¥istupem je
specificky vytvaret enzymy lokalizované v riznych

kompartmentech diky p¥ipojeni riznych signdlnich sekvenci.
Aby bylo dosa¥eno lokalizace proteindi podle vyndlezu v
Cytosolu, neni t¥eba k sekvenci id. &. 2 pridavat Z&dnou
signdlni sekvenci.

Na druhé stran& mohou byt vneseny bodové mutace do
takovych pozic, kde modifikace aminokyselinové sekvence
ovlivni nap¥. enzymatickou aktivitu nebo regulaci enzymu.
Timto zplisobem lze p¥ipravit nap¥. mutanty s modifikovanou Km
hodnotou, nebo mutanty, které JiZ nepodléhaji allosterické
regulaci nebo kovalentni modifikaci, které se obvykle v builice
vyskytuji.

Kromé toho se mohou vytvo¥it mutanty s modifikovanou
substrdtovou nebo produktovou specificitou. Navic se mohou
vytvo¥it i mutanty s modifikovanym profilem aktivita-teplota.

Pro genetické manipulace v prokaryotickych bufikdch se
molekuly nukleovych kyselin podle vyndlezu nebo jejich
fragmenty integruji do plazmidd, které umoznuji mutagenezi
nebo modifikaci sekvence rekombinaci DNA sekvenci. Pomoci
v oboru zndmych metod (vigz napf¥. Sambrook a kol., Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, 2™ edition (1989) Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY) 1lze provést
zaménu bazi nebo 1lze pridat p¥irodni nebo syntetickou
sekvenci. Aby bylo mo¥né pfipojit DNA fragmenty, k fragmentim
s€¢ mohou p¥ipojit adaptéry nebo linkery. Navic lze vyuZit
manipulaci, které nabizeji rGznd restrik&ni mista nebo

kterymi lze odstranit nadbytelnou DNA nebo restrikdni mista.
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Kdekoliv mohou byt uZitedné inzerce, delece nebo substituce,

Je moZné uZit metody mutageneze in vitro, »Opravy primeru“,
restrikce nebo ligace. Pro analyzu se obvykle uZiva
sekvencovani, analyza restrikénich fragmentt a dalsi

biochemické a molekuldrn& biologické metody.

Déle se vyndlez tykd vektort, které obsahuji molekuly
nukleové kyseliny podle vyndlezu. V§hodn& jsou tyto vektory
plazmidy, kozmidy, viry, bakteriofdgy a dald{ vektory, které
jsou v oboru znamy.

Vyhodné jsou molekuly nukleové kyseliny podle vynédlezu
operativné spojeny ve vektoru podle vyndlezu s reguladnimi
elementy, které dovoluji transkripci a syntézu
translatovatelné RNA v prokaryotickych a/nebo eukaryotickych
burnikéach. Tak  napt. vektory podle vyndlezu obsahuji
nasledujici elementy:

1. Promotor, ktery =zaruduje transkripci sdownstream"
leZiciho k&édujiciho dseku v bufice hostitelského
organismu, a p¥ipadn& také zesilovaci elementy.

2. Kdédujici dsek flzovany s promotorem, ktery obsahuje
alespori jeden otevieny <teci ramec pro translaci
polypeptidu. V ptedkladaném vyndlezu Jje kédujicim
Gsekem molekula nukleové kyseliny podle vyn&lezu.

3. Pr¥ipadn& dalZi sekvence flzované s kédujicim tsekem,
nap¥. signdl pro terminaci transkripce, pokud jsou
vyZadovdny pro Usp&Snou genovou expresi v urlitém
hostitelském organismu, nebo signalni sekvence
ovliviiujici subcelularni lokalizaci genového
produktu nebo indukujici sekreci proteinu.

Takové vektory mohou obsahovat jesté dalsi geny jako
jsou nap¥. markerové geny umoZitiujici selekci vektoru ve

vhodné hostitelské bufice ve vhodnych podminkdch. Exprese
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molekuly nukleové kyseliny podle vyndlezu zahrnuje
transkripci nukleové kyseliny do translatovatelné RNA.
Reguladni prvky umoZiiujici expresi v prokaryotické buiice a v
eukaryotické bulice jsou odborniktm zndmy. K moznym reguladnim
elementim vhodnym pro expresi molekuly nukleové kyseliny
podle vyndlezu v prokaryotické hostitelské bulice pat¥i nap?.
promotory P, lac, trp nebo tac v E. coli. Zv1&st& vyhodné je
uziti promotoru lacZ, ktery je v E. coli indukovatelny IPTG.
Priklady reguladnich elementt vhodnych pro expresi v
eukaryotické bulice jsou promotory AOX1 a GAL1 v kvasinkéch,
a promotory CMV, SV40 a RSV, a zesilovade (enhancery) CMV,
SV40 nebo globinového intronu v sav&ich nebo jinych
Zivo&ignych butikdch. Pro expresi v kvasinkdch je zvl1asté&
vyhodné uziti promotoru genu alkoholdehydrogenazy ze
Saccharomyces cerevisiae, ktery je v kvasinkach vysoce
aktivni. Dal8i vhodné systémy lze najit popsané ve stavu
techniky, nap¥. v Sambrook, Molecular Cloning, A Laboratory
Manual (1989), Cold Spring Harbor Laboratory Press, N.Y., a v
Ausubel, Current Protocols in Molecular Biology (1989), Green
Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y.

Reguladni elementy pro expresi molekul nukleové
kyseliny podle vyndlezu v rostlinné buiice jsou v principu
jakykoliv promotor, enhancer, terminator apod., které jsou
aktivni v rostlinné bufice. Promotor mi¥e byt vybran nap?¥.
tak, Ze dochdzi ke konstitutivni expresi nebo k expresi jen v
nékterych pletivech, nebo jen v uréitém moment& vyvoje
rostliné nebo jen v urditém okamZiku determinovaném vnéjsimi
faktory. Vzhledem k dané rostlind mlfe byt promotor budto
homologni nebo heterologni.

K vhodnym promotorum pat¥i nap¥. 35S RNA promotor z

viru mozaiky kvé&tdku, CMV (viz nap¥. patent US 5,352,605) a
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ubiquitinovy  promotor (viz  patent US ©5,614,399) pro
konstitutivni expresi, promotor patatinového genu B33 (Rocha-
Sosa, EMBO J. 8 (1989), 23-29) pro expresi specifickou pro
hlizy bramboruy, nebo promotor, ktery zajidfuje expresi Jjen
ve fotosynteticky aktivnim pletivu, napf¥. promotor ST-LS1
(Stockhaus, Proc. Natl. Acad. Sci; USA 84 (1987), 7943-7947;
Stockhaus, EMBO J. 8 (1989), 2445-2451), promotor Ca/b (viz
napr. patenty US 5,656,496, US 5,639,952, Bansal, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 89 (1992), 3654-3658) a promotor genu malé
podjednotky Rubisco SSU (viz  nap?. US 5,034,322, uUs
4,962,028). AvSak mohou se u¥it 1 promotory, které jsou
aktivovadny jen v urditém J&ase v zavislosti na vnéjsich
podminkdch (viz nap¥. WO 93/07279). V tomto sméru jsou
zejména zajimavé promotory proteint tepelného Soku. Také se
mohou uZit promotory specifické pro semena, Jjako nap¥.
promotor USP z Vicia faba, které umoZiiuji specifickou
expresi v semenech Vicia faba i jinych rostlin (Fiedler,
Plant Mol. Biol. 22 (1993), 669-679; Baumlein, Mol. GCen.
Genet. 225 (1991), 459-467). Krom& toho mohou byt uZity
promotory specifické pro plody, Jjak byly nap¥. popsany v
mezindrodni patentové p¥ihliZce WO 91/01373. Pro expresi v
dozrdvajicich plodech raj&ete jsou nap¥. vhodné cis-regulad&ni
elementy polygalakturondzového promotoru, které jsou aktivni
ve vné€jsSim nebo vnit¥nim perikarpu (Nicholass a kol., Plant
Mol. Biol. 28 (1995), 423-435; Montgomery a kol., Plant Cell
5 (1993), 1049-1062). Dalsi promotor specificky pro plody u
rajcete popsali Van Haaren a kol. (Plant Mol. Biol. 21
(1993), 625-640).

Kromé& toho se mohou u¥it promotory pro expresi
specifickou \% endospermu, jako je napr. promotor

glutelinového genu (Leisy, Plant Mol. Biol. 14 (1990), 41-

-
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50; Zheng, Plant J. 4 (1993), 357-366), promotor HMG
pSenice, promotor USP. promotor fazeolinového genu nebo
promotory zeinovych gend 2z kukutice (Pedersen, Cell 29
(1982), 1015-1026; Quattrocchio, Plant Mol. Biol. 15 (1990),
81-93) nebo promotor genu ,shrunken-1“ (sh-1) kuku¥ice (Werr,
EMBO J. 4 (1985), 1373-1380).

Exprese molekul nukleové kyseliny podle vyndlezu je
zvlasté wvyhodnd v takovych &&stech rostliny, které maji
zvySeny obsah sacharézy. Takovymi organy jsou nap¥. ko¥en
cukrové Yepy nebo stéblo cukrové t¥tiny nebo &iroku
cukrového. 2Zv1ast& vyhodné Jsou proto promotory Fidici
expresi prav&€ v téchto orgdnech, jako Te nap¥. patatinovy
promotor B33 v Solanum tuberosum. Pro specifickou expresi ve
stonku cukrové t¥tiny mi¥e byt pouZit ubiquitinovy promotor v
kombinaci s prvnim intronem.

Vektory podle vyndlezu mohou obsahovat daldi funk&ni
jednotky, které ovliviiuji stabilitu vektoru v hostitelském
organismu, jako je nap¥. bakteridlni replikadni poCatek nebo
tzv. 2-mikron-DNA pro stabilizaci a autonomni replikaci v
kvasinkdch. Také mohou byt p¥itomny sekvence «Pravé hranice"
a ,levé hranice“ z T-DNA =z Agrobacterium, které dovoluji
stabilni integraci do genomu rostlin. Také mohou byt pr¥itomny
terminadni sekvence, které slou®i ke spravné terminaci
transkripce nebo p¥ipojeni poly-A konce k transkriptu, ktera
mé& stabilizujici funkci pro transkript. takové elementy jsou
dostatecné& popsédny v odborné literatutre (nap¥. Gielen, EMBO
J. 8 (1989), 23-29) a jsou volné& vym&nitelné.

Ve vyhodném provedeni molekula nukleové kyseliny
obsaZend ve vektoru podle vyndlezu obsahuje dsek, ktery
obsahuje funk&ni signdlni sekvenci pro sekreci kdédovaného

enzymu. Takové sekvence jsou zndmy. P¥ikladem signé&lniho
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peptidu, ktery dovoluje lokalizaci proteinu ve vakuole, Jje
signdalni peptid karboxypeptiddzy Y =z kvasinky (CPY) .
Odpovidajici gen byl popsan nap¥. v Valls a kol. (Cell 48,
887-899). Rostlinné signadlni sekvence jsou nap¥. signdlni
sekvence z genu lektinu je&mene (Raikhel and Lerner, Dev.
Genet. 12 (1991), 255-269) nebo sekvence 43 aminokyselin
z N-koncového tdseku fytohemaglutininu z fazolu (Tague a
kol., Plant Cell 2 (1990), 533-546). P¥ikladem C-koncového
signdlniho peptidu je signdlni peptid chitindzy (Neuhaus a
kol., Plant J. 5 (1994), 45-54) .

Vyhodnd signdlni sekvence e nap?. signdlni sekvence
genu proteindzového inhibitoru II z bramboru. Aviak je moZné
vybrat jakoukoliv signdlni sekvence, kterd vede k sekreci
daného polypeptidu ve vybraném hostiteli. Secernovand
fruktosyltransferdza se pak ziskdvad z kultivadniho média a
uzivad se pro syntézy in vitro.

Ve zvlasté vyhodném provedeni molekula nukleové
kyseliny obsa%ena ve vektoru podle vyndlezu obsahuje dsek,
ktery obsahuje funk&ni signdlni sekvenci pro lokalizaci ve
vakuole rostlinné buiiky, vyhodn&€ Jjde o signdlni sekvenci
patatinového genu z bramboru (Sonnewald, Plant. J. 1 (1998),
95-106) . To umoziiuje subceluldrni lokalizaci
fruktosyltransferdzy ve vakuole geneticky modifikovanych
rostlinnych bun&k a rostlin, naptr. cukrové ¥epy a bramboru, a
tudiz akumulaci vysokomolekul&rni polyfruktézy inulinového
typu ve wvakuole. DalSi signdlni sekvence pro lokalizaci ve
vakuole byly popsany nap¥. v publikacich Matusoaka (Journal
of Experimental Botany 50 (1999), 165-174), Chrispeels (Cell
68 (1992), 613-616), Matsuoka (Proc. Natl. Acad. Sci. Usa 88
(1991), 834-838), Bednarek (Plant Cell 3 (1991), 1195-1206) a

Nakamura (Plant Phys. 101 (1993), 1-5).
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V. jiném provedeni p¥edkladdaného vyndlezu molekula
nukleové kyseliny obsaZend ve vektoru podle vyndlezu obsahuje
Usek, ktery kéduje signdlni sekvenci pro lokalizaci v
plastidu rostlinné builky. Jako takova signdlni sekvence mtZe
byt uZita sekvence ferrodoxin: NADP (+) -oxidoreduktazy (FNR)
ze Spendtu. Tato sekvence obsahuje 5 netranslatované Useky a
také sousedni sekvenci tranzitniho peptidu sekvence cDNA
plastidového proteinu NADP (+) -~oxidoreduktdzy (FNR) ze Spendtu
(nukleotidy -171 to +165; Jansen, Current Genetics 13 (1988),
517-522) . Jako signdlni sekvence se také mi¥e u¥it transitni
peptid voskovitého proteinu z kuku¥ice plus prvnich 34
aminokyselin ze zralého voskového proteinu (Klésgen, Mol.
Gen. Genet. 217 (1989), 155-161). Ve vyhodném provedeni
vynalezu Jje wuZit transitni peptid voskového proteinu =z
kukufice bez prvnich 34 aminokyselin zralého proteinu.

Ve zvlasté vyhodném provedeni se vynélez t¥kd plazmidd
pSK-asl, pll2-asl, pA7-asl, p35-asl, p35-s3-asl, Jjejichz
konstrukce je popsédna v p¥ikladech (viz obr. 1 a3 5).

Molekuly nukleové kyseliny podle vyndlezu a expresni
vektory  podle vynédlezu dovoluji produkci polyfruktédz
inulinového typu v rdznych hostitelskych organismech, zejména
v rostlindch, bakteriich a houbidch. Kédované enzymy se mohou
uzit i mimo hostitelsky organismus k produkci polyfruktdz
inulinového typu. To =znamena, %e je zejména moZné pouZit
molekuly nukleovych kyselin podle vynédlezu k p¥ipravd
proteind jimi k&édovanych v jakémkoliv hostiteli, aby se =z
hostitelskych bundk ziskal protein a/nebo kultivadni médium,
které se pak uZiji pro in vitro syntézu inulinu.

Tak napr. konstrukt, ktery obsahuje promotor
alkoholdehydrogendzy a molekulu nukleové kyseliny podle

vyndlezu se uZije pro transformaci Saccharomyces cerevisiae.
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JelikoZ kvasinky nejsou schopny p¥ijimat sacharézu, uziji se
bunky, které exprimuji prenased sachardzy diky vnesené
heterologni sekvenci DNA. Priprava takovych bun&k byla
popsana nap¥. v publikaci Riesmeier a kol. (EMBO J. 11
(1992), 4705-4713). Kvasinky transformované vyZe popsanym
konstruktem vytva¥eji polyfruktdzy s dlouhym Fet&zcem
inulinového typu. Jeliko¥ fruktosyltransferiza z Aspergillus
sydowi neobsahuje signdlni peptid, neni secernovana.
Polyfruktézy s dlouhym *Fet&zcem se tudi¥ tvo¥i uvnity
kvasinkové buiiky. Tyto kvasinky obsahujici polyfruktézy mohou
byt uZity p¥imo jako p¥isada do krmiva. Pokud maji byt
polyfruktdzy ziskdvany z kultivadniho média, musi se molekula
nukleové kyseliny podle vyndlezu flzovat se signadlni
sekvenci, aby do&lo k sekreci.

V dalsim provedeni se predkladany vynalez tyka
hostitelskych bun&k p¥echodn& nebo trvale obsahujicich
molekuly nebo vektory podle vyndlezu nebo z nich odvozenych
bunék. Termin "hostitelské buiiky" se tykad organismu, ktery
je schopen in vitro p¥ijmout rekombinantni DNA a p¥ipadné&
syntetizovat proteiny kédované molekulami nukleové kyseliny
podle vyndlezu. Hostitelské buiiky jsou prokaryotického nebo
eukaryotického ptvodu. Termin "prokaryoticky" zahrnuje
vSechny baktérie, které mohou byt transformovany nebo
transfekovany molekulou nukleové kyseliny podle vynédlezu a
vyhodné& umoZiiuji expresi proteinu s fruktosyltransferdzovou
aktivitou. K prokaryotickym hostitelskym bufikdm pat¥i Jjak
gram-negativni tak 1 gram-pozitivni baktérie jako nap¥.
E. coli, S. typhimurium, Serratia marcescens a Bacillus
subtilis. Termin "eukaryoticky" zahrnuje burlky hmyzu, hub,
rostlin, zvi¥at nebo 1idi. Vyhodné jsou butiky z hub, napt.

takové, které se mohou uZit pro fermentaci jako nap¥.

eases

ssenas
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Saccharomyces, zv1asté vyhodné& buriky S. cerevisiae,
Schizosaccharomyces, Kluyveromyces, Pichia apod. Vyhodné

Jsou houbové bufiky z hub rodu Aspergillus a zv1&st& vyhodné

z druhu Aspergillus niger. Zvlasté =zajimavad Jje exprese
fruktosyltransferdzy podle vynélezu v téchto burikdch
v kombinaci se  sekretorickou signdlni sekvenci, nap¥.

signdlni sekvenci patatinového genu nebo genu 1-SST 2
Aspergillus foetidus (Rehm a kol., J. Bac. 180 (1998), 1305-
1319), kterd umoZiuje sekreci fruktosyltransferdzy do média.
Vyhodné& se uZiji buttky, které maji sniZenou nebo nemaiji
zadnou aktivitu secernovanou invertdzovou aktivitu. K druht@m
hub, které nemaji vlastni inverertizovou aktivitu, pat¥i
napyt. Trichoderma reesei. Protokol pro expresi
B-fruktofuranosidazy (invertézy z A. niger) byl popséan napt.
v Bergés a kol. (Curr. Genet. 24 (1993), 53-59).

Molekuly nukleové kyseliny podle vynédlezu, které kéduji
protein s fruktosyltransferizovou aktivitou, nebo
odpovidajici vektor, mohou byt vneseny transfekci nebo
transformaci do hostitelskych bun&k, a sice metodami, které
jsou odbornikim znémy. Postupy, jak p¥ipravit fdzni,
operativné& spojené geny a exprimovat je ve vhodnych
hostitelskych bufikdch jsou odborniktm znédmy a byly popséany
napf¥. v publikacich Sambrook a kol. nebo Ausubel a kol. (viz
vyse) . Vyhodné hostitelské buiiky jsou buttky E. coli, hub,
zejména kvasinek, a také& rostlinné butiky .

Buriky podle vyndlezu jsou vyhodné& charakterizovadny tim,
Ze vnesend nukleova kyselina je heterologni vzhledem
k transformované bufice, tzn. Ze se prirozen& v této buiice
nevyskytuje, nebo Ze je lokalizovana v lokusu genomu odlisném
od lokusu odpovidajici p¥irozen& se vyskytujici sekvence.

KdyZz Jje molekula nukleové kyseliny podle vyndlezu

LY X
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exprimovédna v rostlin&, obecn& je mo%né, aby syntetizovany
protein byl p¥itomen v kterémkoliv kompartmentu rostlinné
buriky. Aby bylo dosaZeno lokalizace ve specifickém
kompartmentu, molekula nukleové kyseliny podle vyndlezu se
spoji s DNA sekvenci, ktera zajisti lokalizaci do
poZadovaného kompartmentu, jak jiZ bylo popsdno vySe. Takové
sekvence jsou odborniklim zndmy (viz nap¥. Braun, EMBO J. 11
(1992), 3219-3227; Wolter, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85
(1988), 846-850; Sonnewald, Plant J. 1 (1991), 95-106; Rocha-
Sosa, EMBO J. 8 (1989), 23-29).

K hostiteldm podle vynélezu tedy patf¥i bunky
transgennich rostlin, rostlinnid pletiva a celé rostliny,
které Jjsou transformované jednou nebo né&kolika nukleovymi
kyselinami podle vyndlezu, a také transgenni rostlinné buiiky,
které pochédzeji =z takto transformovanych bun&k. Tyto bufiky
obsahuji jednu nebo n&kolik molekul nukleové kyseliny podle
vynalezu, které jsou vyhodné& spojeny s DNA reguladnimi
elementy, které umoZfiuji transkripci v rostlinné butice,
zejména promotory. takové buriky wmohou byt odliseny od
pfirozen& se vyskytujicich rostlinnych bunék tim, ¥e obsahuji
alespoti jednu nukleovou kyselinu podle vynédlezu, kterd se
prirozen& nevyskytuje v takové burice, nebo se 1i&i tim, Ze
takovd molekula je lokalizovina v lokusu genomu buriky, kde v
prirozeném stavu lokalizovana neni, tj. je v jiném genomickém
prostfedi.

JeSt&€ v jiném provedeni vynilezu se pfedkladany vynéalez
tykd rostlinnych bun&k obsahujicich v cytosolu protein podle
vyndlezu. Pro toto provedeni vynalezu se uZije sekvence
uvedend zde jako sekvence id. &. 2 bez dal$ich signdlnich
sekvenci.

V jiném vyhodném provedeni se pfedkladany vyndlez tyka
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rostlinnych bun&k obsahujicich protein podle vyndlezu v
plastidech. Aby byl protein podle vyndlezu nasm&rovan do
plastidu, molekula nukleové kyseliny nebo vektor podle vynalezu
se modifikuji vySe popsanym zplsobem.

JelikoZ wvakuola je obvykle schopna skladovat velka
mnozZstvi sachardzy, kterid sloufi proteinu podle vyndlezu jako
substrdt, tento kompartment je perfektné& vhodny k tomu, aby
byly vytvo¥eny rostlinné buriky, které diky aktivité& proteinu
podle vynalezu tvo¥i polyfruktézu ve vakuole.

Ve zvlagt& vyhodném provedeni se predklddany vynélez
tykda rostlinnych bun&k obsahujicich ve vakuole protein podle
vynalezu. Bylo ji% vysv&tleno vy8e, jak je t¥eba konstruovat
molekuly nukleové kyseliny a vektory podle vynélezu, aby bylo
dosaZeno lokalizace proteinu podle vyndlezu ve vakuole.

Transgenni rostlinné budiky a rostlinna pletiva se mohou
regenerovat na celé, Uplné rostliny metodami, které jsou
odbornikim zndmy. Rostliny ziskané regeneraci transgennich
rostlinnych bun&k podle vynélezu jsou také predmétem
predklddaného vyndlezu. Dal&im pfedmé&tem vyndlezu Jsou
rostliny obsahujici vySe popsané transgenni rostlinné buiiky.
Rostliny podle vyndlezu jsou obecn& jakékoliv rostliny,
vyhodné jednod&lo®né nebo dvoud&loZné rostliny. Vihodné
rostlinné builky pochizeji z hospoda¥sky vyznamnych rostlin,
tj. rostlin, které &loveék péstuje protoZe poskytuji potraviny
nebo jako technické, zejména prumyslové vyuZiti. V¥hodné se
vynédlez tyka rostlin produkujici vldkna (nap¥. len, konopi,
bavlnik), olejnin (napt. fepka, slunecénice, séja),
akumulujicich cukry (nap¥. cukrova Yepa, cukrovd t¥tina,
cukrovy &irok, bandny) a akumulujicich proteiny (napt.
lusSténiny) .

V  jiném vyhodném provedeni se vyndlez tykd picnin
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(nap¥. krmnych nebo picnich trav, vojtésky, jetele a pod.),
zeleniny (nap¥. melouny, rajde, bandny, &ekanka, pdr, ch¥est,
karotka) nebo rostlin akumulujicich Skrob (pZenice, jelmen,
oves, Zito, brambory, kuku¥ice, ryZe, hrach, maniock, fazole
mungo) .

V dalSim provedeni vyndlezu se vyndlez tykd rostlinnych
bun€k z rostlin obsahujicich sachardzu (napf. cukrova fepa,
brambory, ryZe, pSenice, cukrovd t¥tina apod.). =zejména
vyhodné jsou cukrovd Yepa, &Sekanka, ryZe, kuku¥ice, brambory,
cukrova t¥tina a pSenice. Vynélez se také tyka
rozmnozZovaciho materidlu a sklizriovych produktd z rostlin
podle vyndlezu, napt. plodl, semen, hliz, ko¥enovych ¥izku,
semenackl, ¥izkld, kalusd, bun&dnych kultur a pod.

Predkléddany vyndlez se také tykd zplsob pFripravy
transgennich rostlin, kdy

a) rostlinnd bullka se geneticky modifikuje vnesenim
molekuly nukleové kyseliny podle vyndlezu a/nebo vektoru
podle vynédlezu,

b) z builky se regeneruje rostlina, a pripadné&

c) z rostliny v bod& b) se regeneruji dalSi rostliny.

Termin '"geneticky modifikovana" podle p¥edkl&daného
vyndlezu znamend, Ze rostlinni bufika je modifikovanad ve své
genetické informaci tim, ¥e do ni byla vnesena molekula
nukleové kyseliny podle vynidlezu a Ze pfitomnost nebo exprese
nukleové kyseliny podle vynédlezu vede k fenotypové
modifikaci. Fenotypova modifikace vyhodné& znamena
detekovatelnou modifikaci jedné nebo vice funkci bunky. Tak
napt¥. geneticky modifikované rostliny podle vyndlezu vykazuji
aktivitu proteinu podle vynélezu nebo zvySenou
fruktosyltransferdzovou aktivitu.

Rostliny se mohou regenerovat podle kroku b) metcdami,
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které jsou odbornikim dob¥e znamy. Vytva¥eni dalZich rostlin
v kroku c¢) podle vyndlezu se provadi nap¥. vegetativnim
rozmnozZovanim (nap¥. regeneraci Uplnych rostlin pomoci ¥izky,
hliz nebo kalusovych kultur) nebo generativnim rozmno¥ovanim.
Generativni rozmnoZovani se vyhodn& provadi ¥izenym zplUsobem,
tj. k¥iZi se a rozmnoZuji se vybrané rostliny majici
pozadované specifické vlastnosti.

Predkladany vyndlez se tyka také rostlin ziskatelnych
zpUsobem podle vyndlezu.

Predkladany vynéalez se dale tyka rostlinného
rozmnozovaciho materidlu a také transgennich rostlin
pfipravenych zplsobem podle vyndlezu. Termin "rozmnozZovaci
materidl" podle vyndlezu zahrnuje ty &&sti rostliny, které
jsou vhodné k p¥iprav& néslednych generaci budto vegetativni
nebo generativni cestou. Pro vegetativni rozmnoZovani jsou to
nap¥. plody, semena, semendcky, protoplastové nebo bun&dné
kultury. Vyhodnym rozmno¥ovacim materidlem jsou hlizy a
semena.

V jiném provedeni se vyndlez tykd skliditelnych &&sti
rostlin podle vyndlezu, jako jsou nap¥. poldy, listy, z&sobni
kofeny, ko¥eny, kvéty, pupeny, vyhonky nebo stonky, a vyhodng&
semena nebo hlizy.

V dal&im vyhodném provedeni se pfedklddany vyndlez tyka
krmiva pro zvi¥ata a/nebo potravin pro &lové&ka, které
obsahuji skliditelné J&&sti rostlin podle vyndlezu, vvhodn&
semena nebo hlizy.

Vyhodné rostlinné &&sti podle vynédlezu po konzumaci
maji vyhodu, Ze vykazuji pfiznivy G¢inek na zdravi &lovéka
nebo zvi¥ete ve srovnani s odpovidajicimi &&stmi rostlin,
které nebyly geneticky modifikovany podle vynédlezu. To samé

plati pro potraviny nebo krmiva podle vyndlezu. Konzumace
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potravin podle vynédlezu vede u &lov&ka nap¥. ke zlepSeni
sloZeni intestindlni fléry, zejména ke zvySeni obsahu
bifidobaktérii ve st¥evu, co¥ ma pozitivni G&inek na lidské
zdravi (Izzo, Trends in Food Science & Technology 9 (1998),
255-257) . Tyto pozitivni G&inky jsou vyhodné& profylaktické
G¢inky nebo G&inky podporujici vyufiti ¥ivin.

DalSim p¥edmétem predklddaného vyndlezu jsou zplsoby
pfipravy hostitelskych buné&k, kdy Jsou vhodné hostitelské
burlkky transformovdny molekulou nukleové kyseliny podle
vynalezu nebo vektorem podle vynélezu. ZpuUsoby transformace
ruznych hostitelskych bun&k jsou odbornikim zndmy.

V dalSim provedeni se pfedkladany vyndlez tyka zplsobu
produkce fruktosyltransferizy, kdy se hostitel podle vynadlezu
kultivuje ve vhodnych podminkich pro expresi molekul nukleové
kyseliny podle vyndlezu a z kultury se pak 1izoluije
fruktosyltransferiza, napt. z bunék a/nebo p¥ipadné
kultivadniho média. Ve vySe zminénych zplsobech podle
vyndlezu se transformované nebo transfekované hostitelgké
buniky kultivuji nap¥. ve fermentoru, dokud neni dosaZeno
optimdlni hustoty. P¥ipadn& je, v pripadé indukovatelného
promotoru, exprese proteinu kédovaného molekulou nukleové
kyseliny podle vyndlezu indukovana pouze na konci fermentadéni
faze. Protein exprimovany timto zpisobem miZe byt purifikovian
z média, bun&fnych 1lyzatd nebo frakce bunéénych membrin
zndmymi metodami. Proteiny, které byly takto exprimovany,
napt. v mikroorganismech, se izoluji a purifikuji
preparativni chromatografii nebo imunologickymi purifika&nimi
metodami, nap¥. uZitim monoklonilnich nebo polyklondlnich
protilatek, které rozpoznévajli protein kédovany nukleovou
kyselinou podle vyndlezu. V této souvislosti je t¥eba zminit,

Ze protein s fruktosyltransferdzovou aktivitou, ktery Je



26

kédovdn molekulou nukleové kyseliny podle vyndlezu, miZe
obsahovat dal$i funk&ni aminokyselinové sekvence, napt.
proteinové =znadky (GST, GFP, Flag, HA peptide, His-tag) |,
pochézejici z heterolognich proteind nebo synteticky
p¥ipravené.

P¥edklddany vyndlez se dile tyk& proteinl, které maji
fruktosyltransferizovou aktivitu, tj. fruktosyltransferaz
kédovanych molekulou nukleové kyseliny podle vyndlezu nebo
ziskatelnych zpisoby podle vynélezu. Fruktosyltransferizy
podle vyndlezu se vyhodné& uZivaji k vyrobé& polyfruktédz
inulinového typu. Mohou se uZit také pro pripravu
protilatek, které jsou vhodné k detekci a/nebo purifikaci
fruktosyltransferiz.

DalsSim pFedm&tem vynilezu jsou molekuly nukleové
kyseliny, které specificky hybridizuji s molekulami
nukleovych kyselin podle vynalezu nebo jejich fragmenty. Tyto
molekuly jsou vyhodn& oligonukleotidy dlouhé alespori 10,
vyhodn& 15 a zvl1ast& vyhodné alespoi 50 nukleotiddy. Tyto
oligonukleotidy podle vynadlezu se mohou u¥it napt¥. jako
primery pro PCR (polymeridzovou Yet&zovou reakci) nebo jako
hybridiza&ni sondy.

JesSté dal&im pFredmStem pfedklddaného vynilezu jsou
zpusoby vyroby polyfruktdz, zvlAsts polyfruktéz inulinového
typu, kdy hostitelské butiky podle vyndlezu, nebo hostitelské
organismy, které je obsahuji, jsou kultivovany v podmink&ch,
které umoZfiuji expresi fruktosyltransferdzy podle vynadlezu a
také syntézu polyfruktdzy.

UZitim molekuly nukleové kyseliny podle vyndlezu je
umoZnéno produkovat, a sice metodami genové technologie,
polyfruktdzy, zejména pélyfruktézy inulinového typu,

v takovych organismech, ve kterych to dosud p#i pouziti
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konven&nich metod nebylo mo¥né. TakZe je moZné exprimovat
molekuly nukleové kyseliny podle vyndlezu v hostiteli jako
jsou nap¥. baktérie, houby nebo rostlinné butiky, aby se
zvySila aktivita odpovidajici fruktosyltransferdzy nebo aby
se fruktosyltransferdza vnesla do bundk, kde normiln& tento
enzym neni exprimovadn. Diky expresi nebo dodatedné expresi
alespoil jedné molekuly nukleové kyseliny podle vynéalezu
hostitelskd buitka podle vynalezu syntetizuje polyfruktdzu,
zejména polyfruktdzu inulinového typu. DalSim pFredm&tem
pfedklddaného vynialezu jsou proto polyfruktdzy, =zejména
inulinového typu, =ziskatelné =z hostitelskych bun&k podle
vynalezu nebo ziskatelné z rozmnoZovaciho materidlu a nebo v
p¥ipadé rostlin, ziskatelné =z rostlin nebo skliditelnych
rostlinnych produktd.

P¥edkladany vyndlez se tudi zejména tykd zplsobu
vyroby polyfruktdz, zvl1ast& polyfruktdz inulinového typu,
ktery obsahuje kroky, kdy:

a) kultivuji hostitelské butiky podle vynédlezu, nebo
hostitel obsahujici tyto butiky, v podminkdch, které
dovoluji produkci fruktosyltransferiz a reakci se
sachardzou, p¥ipadn& dodanou z vnéjsiho prost¥edi buiiky,

nebo substritem ekvivalentnim polyfruktézadm inulinového

typu, a
b) polyfruktézy takto produkovana se ziskaji
z kultivovanych hostitelskych bunék, hostitelskych

organismd nebo z média.

Hostitelské bufky jsou vyhodné& rostlinné burtky a
hostitelem jsou vyhodn& rostliny. Zpisob zisk&ni polyfruktdz,
zejména inulinového typu, 2z rostlin byl popsdn nap?.

v publikaci Vogel (in: Inulin and Inulin-containing Crops,
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Elsevier Science Publishers B.V. Amsterdam, A. Fuchs (Ed.)
(1993), 65-75).

Dalsim p¥edm&€tem p¥edklddaného vyndlezu je in vitro
zpisob produkce polyfruktdz, zejména inulinového typu, ktery
obsahuje kroky, kdy:

a) sachardéza nebo ekvivalentni substrit se privede do
kontaktu s fruktosyltransferdzou podle vynalezu
v podminkach, které dovoluji konverzi na polyfruktdzu,

b) polyfruktéza takto p¥ipravena se ziskai.

Substrat ekvivalentni sachardze je nap¥. substrat,
ktery je konvertovdn na sacharézu hostitelskou buttkou nebo
jednim nebo vice dal&imi enzymy. K substratim ekvivalentnim
sacharbze pat¥i nap¥. také di- nebo oligosacharidy, které
alternativné mohou byt uzity jako substraty pro
fruktosyltransferdzu podle vynalezu. P¥ikladem takovych cukrd
je napv. trisacharid rafindza. Ale 1lze uzit i
derivatizovanou sacharézu. Vyhodn& inulin ziskany vyse
popsanym zpusobem je inulin s dlouhym F¥et&zcem a vyhodn& ma
stupenl polymerizace DP > 20, vyhodn& DP > 50, zejména DP >
100, a zvlast& vyhodny stupei polymerizace je DP > 200.

Predklddany vyndlez se d&le tykd zptsobu vyroby
polyfruktéz, zvlast& inulinového typu, obsahujicich krok, kdy
se polyfruktédza extrahuje z jedné vySe popsany
rostlin/rostlinnych bun&k podle vynalezu nebo z &&sti rostlin
podle vyndlezu. Vyhodn& tyto zplisoby obsahuji krok sklizeni
péstovanych rostlin a/nebo jejich ¢&&asti p¥ed tim, ned se
provede extrakce polyfruktdz a zvl1a3ts vyhodné krok pé&stovani
téchto rostlin podle vynadlezu p¥ed tim, ne¥ se sklidi.
Vlastni zpdsoby extrakce polyfruktéz 2z rostlin nebo &&asti
rostlin jsou odborniktm znamy a byly popsadny v odborné

literatu¥e (Gibson, International Sugar Journal 96 (1994),
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381-387), Vogel, Stud. Plant Sci. 3 (1993), Inulin and
Inulin-Containing Crops, 65-75).

P¥edklddany vyndlez se také tykéd polyfruktdz, zejména
polyfruktdz inulinového typu, které jsou ziskatelné
z hostitelskych bun&k podle vynélezu zpusobem podle vynédlezu,
jak byly popséany vyde. Polyfruktézy se vyhodn& uZivaji
k vyrob& surfaktantd, pro zvySeni viskozity vodnych systémy,
jak detergenty, suspenzni ¢inidla, pro urychleni sedimentace
a vytvareni komplexl, nebo aby vizaly vodu.

Hostitelské burlky podle vyndlezu, kteréd syntetizuji
polyfruktdzu, zv14&tE& polyfruktdzu inulinového typu, se
mohou uZit jako potravinové nebo krmivové dopliiky. Takové
uziti je vyhodné, nebot fruktany maji pozitivni G&inek na
zdravi (Roberfroid a kol., J. of Nutrition 128 (1998), 11-
19; Kleesen a kol., Am. J. Clin. Nutr. 65 (1997), 1397-1402).

P¥edklddany vynédlez se dale tykd zpusobu produkce
polyfruktdzy, zvlastd inulinového typu, kdy se pro produkci
polyfruktdzy uzije fruktosyltransferaza z houby nebo
hostitelsky organismus exprimujici fruktosyltransferazu
z houby. Vyhodn& se uZije fruktosyltransferdza podle vyndlezu
nebo hostitelské buiiky podle vynalezu. P¥edklddany vynilez
poprvé ukdzal, Ze je mo¥né u¥it fruktosyltransferdzu z houby
k produkci polyfruktézy inulinového typu.

Nakonec se p¥edklddany vynalez t¥kd 1 pouZiti
fruktosyltransferdzy z houby pro vyrobu polyfruktdzu, zejména
polyfruktdzu inulinového typu.

Odbornikovi je z¥ejmé, ¥%e tato a jest& daldi provedeni
vyndlezu Jsou zde popsdna a jsou zahrnuta do popisu a
pfikladd predkladaného vynédlezu. Dal%i odbornid literatura
tykajici se pouZitych metod a médii pro pouZiti podle

vynalezu miZe byt nalezena ve stavu techniky ve vefejnych
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knihovndch a nap¥. na elektronickych médiich. Pro tento Gel
lze vyuZit nap¥. vetejné& pfistupné databdze jako Tje napt.
"Medline", kterd je p¥istupna prost¥ednictvim internetu napv.
na adrese: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed/medline.html.
DalSi databdze a adresy jsou odbornikim znédmy a lze je najit
na internetu nap¥. na adrese: http://www.lycos.com. P¥ehled
informaénich zdrojd tykajicich se biotechnologickych patentd
nebo patentovych p¥ihldSek uvadi Berks, TIBTECH 12 (1994),

352-364.

P¥ehled vikrest

Obr. 1 wukazuje konstrukci vektoru pSK-asl pro transformaci

baktérii.

Obr. 2 wukazuje konstrukci vektoru pll2-asl pro transformaci

kvasinkovych bunék.

Obr. 3 ukazuje konstrukci vektoru PA7-asl pro transformaci

rostlinnych bunék.

Obr. 4 ukazuje konstrukci plazmidu p35-asl pro transformaci

rostlin.

Obr. 5 ukazuje konstrukeci plazmidu p35-s3-asil pro

transformaci rostlin.

Obr. 6 ukazuje analyzu chromatografii na tenké vrstvé E. coli
transformované pSK-asl. Driha 1 je kontrolni pokus a vektorem

bez inzertu pBluescript SK. Draha 2 ukazuje experiment
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s plazmidem pasl, kde kdédujici dsek asl neni ve shodném
Ctecim rdmci s genem lacZz. V tomto pripad€ nedochazi

k translaci kédujiciho Gseku asl ve formé faze S

B-glukuronidazou, ale probiha se sniZenou G¢innosti
z endogenniho startovaciho kodonu. Drahy 3 aZ 6 ukazuji
experimenty s riznymi transformanty konstruktu pSK-asl. Po
narustu baktérii do ODgoe 0,4 Dbyly kultury indukoviany 100 mM
IPTG. Po dvouhodinové indukci byly buiiky sklizeny a lyzovany
v 50 mM fosforecnanu sodném s pH 6,0. Proteinové extrakty pak
byly inkubovany 12 hodin s 600mM sachardzou ve 37 °C. Jako
standardy pro chromatografii na tenké vrstvea byly v drahdch 7

aZz 9 uzity 1-kestéza (7), sacharéza (8) a fruktéza (9).

Obr. 7 wukazuje analyzu chromatografii na tenké vrstve
transformovanych kvasinkovych bun&k obsahujicich plazmid
pll2-asl (drdha 2) nebo pll2-asllL (dridha 3). Vektor pll2-aslL
obsahuje 5'-vedouci sekvenci p¥enasede (transportéru)
sacharézy =ze Spendtu. Driha 1 ukazuje kontrolni experiment
S netransformovanymi kvasinkami . fruktosyltransferiazova
aktivita byla detekovana vV proteinovych extraktech
z kvasinkovych bun&k. Jako standard byly uZity fruktdza
(drdha 4), smd&s 1-kestdzy, nystézy a fruktosyl-nystézy (draha

5) a sachardéza (driha 6).

Obr. 8 wukazuje analyzu chromatografii na tenké vrstvd
rostlinnych bun&k obsahujicich plazmid pA7-asl. Dridha 1
ukazuje transformaci vektorem bez inzertu pA7 (50 pg); dréhy
2 az 5 ukazuji transformaci vektorem PA7-asl (drdha 2: 10
Hg; drdha 3: 20 ug; drédhy 4 a 5: 50 ug). Jako standard byly

uZity smés 1-kestdzy, nystézy a fruktosyl-nystézy (drdha 6),
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sachardéza (drdha 7) a fruktédza (drdha = 8). V kazZdém
experimentu bylo uZito 500,000 protoplastd. Protoplasty byly
bPo transformaci inkuboviny dva dny p¥i 25 °C , pak byly
pProteinové extrakty ziskdny v 50 mM fosforednanu sodném s pH

6,0. a proteinové extrakty pak byly inkubovéany 20 hodin s

500mM sacharézou ve 28 oC. Byly naneseny 4 ul p¥i Fed&ni

1/10.

Obr. 9 ukazuje analyzu chromatografii na tenké vrstve rostlin
transformovanych konstruktem 35-asi. N&hodnym zplisobem bylo

vybrano 12 rostlin. 20 mg listové hmoty bylo extrahovano ve

200 pl vody, pak byly naneseny 4 pl extraktu. Jako standard
byly uZity fruktéza (driha F), sacharéza (dridha S) a sm&s 1-

kestézy, nystézy a fruktosyl-nystézy (dridha St).

Obr. 10 wukazuje analyzu chromatografii na tenké vrstve
rostlin transformovanych konstruktem 35-8S3as1. N&hodnym

zplsobem bylo vybréno 12 rostlin. 20 mg listové hmoty bylo

extrahovéno ve 200 ul vody, pak byly naneseny 4 ul extraktu.
Jako standard byly uZity fruktédza (drdha F), sacharéza
(drdha 8) a smé&s l-kestozy, nystézy a fruktosyl—nystézy
(drdha st) .

Obr. 11 ukazuje eludty "400 a% 0 mM siranem amonnym" z kolony
s fenylsuperose, na kterou byl nanesen proteinovy extrakt z
Aspergillus sydowi obohacené fruktosyltransferizou (draha E).
V drahdch oznaCenych M je marker velikosti. Molekulirni

hmotnosti markerovych proteind jsou ukézany vpravo v kDa.

P¥edkl&dany vynalez je ilustrovan nasledujicimi
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p¥iklady.

P¥iklady provedeni vynilezu

Priklad 1

Purifikace af1-SST z Aspergillus sydowi

Aspergillus sydowi IAM 2544 byl kultivovdn na médiu
obsahujicim 2% sladovy extrakt, 0,5% pepton a 2% sachardzu.
Médium bylo zpevné&no p¥idénim 2 % agaru. Spbry byly vysety a
kultura byla udr¥ovana p¥i 25 °C, dokud plotny nebyly dplné&
suché. Konidie byly sklizeny z ploten a rozpuStény v 50mM
hydrogenfosforednanu sodném s PH 6,0. Lyze konidii byla
provedena trojitym prichodem Francouzskou tlakovou komirkou.
Pro purifikaci byl homogenit adsorbovan na Sephardzu Q.
navazany protein byl eluovan linedrnim gradientem 0 a¥ 1000
mM KCl. Sachardézolytické frakce byly ziskdny mezi 500 a 700
mM  KCl. Tyto frakce byly slouleny a dialyzovédny proti
hydrogenfosofrednanu sodnému s PH 6,0. Pro obohaceni
proteinu se opakovala adsorpce na Sepharose Q (objem loZe 2
ml) a eluce do objemu 10 ml. Eluit byl upraven na 2M siran
amonny a adsorbovadn na fenylsuperose. Po proplachnuti 2M
siranem amonnym byla provedena eluce 100 mM
hydrogenfosofre&nanem sodnym s pH 7,0 a linedrnim gradientem
2M az OM siranu amonného. Aktivni frakce byly ziskény v
eluénim gradientu mezi 400 a 0 mM siranem amonnym. Ziskana
proteinovd smés byla analyzovana na SDS-PAGE. Vysledky jsou

ukézadny na obr. 11. Podobné obohacend sachardzolytickou

aktivitou bylo popsdno, avdak s mycéliem Aspergillus sydowi,
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v publikaci Muramatsu a Nakakuki (Biosci Biotech Biochem 59
(1995), 208-212). Purifikace neposkytla homocgenni protein,
ktery by byl vhodny nap¥. pro sekvencovani.
Pro identifikaci fruktosyltransferdzy byl pouzZit

seminativni polyakrylamidovy gel, na ktery byly naneseny

vzorky obsahujici 10 ug protein z eluitu =z fenylsuperosové
kolony v 0,1% SDS, 10% glycerolu a 50mM Tris pH 6,8. Po
elektroforéze byl gel znovu pufrovan t¥ikrdt po 10 minutdch v
50mM hydrogenfosforefnanu sodném PH 6,0, 1 % Triton X100 a
pak inkubovi&n 30 minut v 50mM hydrogenfosfore&nanu sodném pH
6,0, 1 % Triton X100 a 500 mM sachardza. Gel byl pak
povaten v 0,1% (hmot. /objem) 2,3,5,-trifenyl-
tetrazoliumchlorid (TTC), 0,5 M NaOH. TTC za téchto podminek
VYtvari dervené formazanové barvivo spolecné& s redukovanymi
cukry. Oznadeny protein pds na obr. 11 wvznikl v dtsledku
sachardzolytické aktivity proteinu, ktexry byl timto
identifikovan jako fruktosyltransferdaza z Aspergillus sydowi.
Pads byl izolovan =z preparativniho gelu, protein byl z gelu
eluovdn a pouZ%it pro sekvencovani. JelikoZ je protein N-
koncové& blokovan, byla provedena Sté&peni endopeptidizami LysC
a AspN, peptidy byly purifikovdny na HPLC a pak podrobeny

sekvencovdni podle Edmana. Byly ziskany ndsledujici sekvence:

LysC: VLPSTSQASEK (sekvence id. &. 3)
ASpN: DDLVTYR (sekvence id. &. a)
DPYVFQNHEV (sekvence id. &. 5)

Pro klonovani genu byla zkonstruovana cDNA knihovna ve
fagu Lambda Zap II (Stragene, Heidelberg). JelikoZ nebylo

mozné p¥ipravit RNA z konidifi, byla RNA p¥ipravena z mycélia
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postupem podle Logemann a kol. (Anal. Biochem. 163 (1987),
16-20). Poly A'-RNA byla ziskdna uZitim soupravy polyATract
System (Promega, Madison, USA). Syntéza cDNA a klonovani do
Lambda Zap II byly provedeny postupem podle pokynl vyrobce
soupravy (Stratagene, Heidelberg). Ve shod& s proteinovou
sekvenci byly ptfipraveny nésledujici oligonukleotidové

primery:

Primer aspl9down:

57 - GAYGAYYTNGTNACNTAYMG (sekvence id. & 6)
Primer aspl9up:

5' -CKRTANGTNACNARRTCRTC (sekvence id. & 7)
Primer asp31-down:

5'-GTINTTYCARAAYCAYGARG (sekvence id. & 8)
Primer asp3lup:

5'-TGRTTYTGRAANACRTANGG (sekvence id. & 9)
Primer lysilup:

5'-GCYTGNSWNGTNSWNGG (sekvence id. &.10)

V PCR reakci s celou cDNA knihovnou jako templitem a
kombinaci primerd aspl9down/asp3lup (teplota pro nasednuti
primerd 40 °C) byl ziskan fragment velikosti 350 bp. Tento
fragment byl po radioaktivnim ozna&eni (Megaprime Kit,
Boehringer Mannheim, Mannheim) pouZit pro screening cDNA
knihovny. Ziskané klony byly amplifikoviny po vyst¥i¥eni in

vivo jako plazmidy pBluescript. cDNA inzerty byly porovnany
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pPo  restrikénim Sté&peni a inzerty klonu byly pln&
sekvencovédny. Sekvence cDNA inzertu je uvedena jako sekvence
id. &. 1. Odvozend sekvence proteinu je uvedena jako sekvence

id. &. 2.
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Priklad 2

Priprava konstruktd obsahujicich kédujici Useky
fruktosyltransferézy z hub vhodnych pro transformaci rtznych

prokaryotickych a eukaryotickych hostitelskych bun&k

Pro transformaci rdznych hostitelskych bunék
fruktosyltransferidzou z hub byla p¥ipravena tada konstruktd
metodami, které Jsou v oboru molekuldrni biologie znamé
(Sambrook a kol., 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press).
Konstrukty djsou uvedeny na obr. 1 a¥ 5. Konkrétné byly

konstrukty pripraveny nadsledujicim zpisobem:

PSK-as1 je derivat pasi, ktery byl ziskan vyst¥iZenim in
vivo z klonu Lambda Zap II cDNA knihovna
Aspergillus sydowi. pasl obsahuje CcDNA jakoto
fragment EcoRI/XhoI. PSK-asl byl p¥ipraven z pasl
Stépenim BamHI a Smal, doplné&nim kohezivniho konce
BamHI ~a znovuspojenim vektoru. Odstran&nim 4
nukleotidld z kédujiciho dseku asl vedlo k
"prepojeni" na Steci ramec genu lacZ (Obr. 1).

pll2-asl Do vektoru P112AINE (viz Riesmeier a kol., EMBO J.
11 (1992), 4705-4713), ktery byl Zt&pen BamHI,
doplnén a pak &té&pen NotI, byl klonovan fragment
asl z pasl (Stépeného Asp718, doplnéného a pak
znovu Stépeného NotI) (Obr. 2).

PA7-asl byl p¥ipraven z pA7 klonovanim kédujiciho dseku z
pasl jako fragmentu Smal/Asp718, jehoZ kohezivni
konce byly dopln&ny, do doplnénych mist Asp718 a
Smal ve vektoru. Spravnd orientace fragmentu ve

vektoru byla potvrzena Stepenim HindIII, které
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poskytlo fragment velikosti p¥ibli¥né& 1900bp. pa7
je derivat pUC18, ktery obsahuje mezi misty EcoRI a
Asp718 promotor 358 RNA z viru mozaiky kv&taku
(CaMV; 528 bp; nt 6909-7437, Franck a kol., Cell 21
(1980), 285-294), a mezi misty Sphl a HindIII
termindtor 2z genu oktopinsyntdzy =z Agrobacterium
tumefaciens (Gielen a kol., EMBO J. 3 (1984), 835-
846) (Obr. 3).

byl p¥fipraven z pBinaR ligaci fragmentu asl z pasil
(Stépeného Asp718/NotI a pak dopln&ného) do
vektoru, ktery byl &t&pen Smal. PBinAR je derivat
pBinl9 (Bevan, Nucl. Acids Res. 12 (1984), 8711),
ktery obsahuje mezi misty EcoRI a Asp718 promotor
355 RNA viru mozaiky kv&tdku (CaMV; 528 bp; nt
6909-7437, Franck a kol., tamté¥) a mezi misty Sphl
a HindIII termindtor z genu oktopinsyntdzy =z
Agrobacterium tumefaciens (Gielen a kol., EMBO J. 3

(1984), 835-846) (obr. 4).

p35-83-asl byl klonovdn ve dvou krocich. Nejdrive byl

fragment BamHI / Asp718 z pasl, jehoZ kohezivni
konce byly zapln&ny T4 polymerdzou, byl klonovan do
vektoru psS3, ktery byl $t&pen BamHI a pak doplnén.
Tak byl ziskdn pS3-asl. Vektor pPS3 obsahuje PCR
fragment z genu patatinu B33 (Rosahl a kol., Mol.
Gen. Genet. 203 (1986), 214-220), obsahujici
nukleotidy 725 a¥ 1400. PCR fragment 3§ eopat¥en
restrikénim mistem Asp718 (GGTACC) v poloze nt

725, sekvenci ATGG v poloze nt 1400, kterd

misto NcoI. PCR fragment je vloZen mezi restriké&ni

mista Asp718 a Smal. Z pS3-asl byl p¥ipraven
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fragment SacIl (zaplné&no)) / XbaI, ktery obsahuje.
fdzi S3-asl. Tento fragment byl klonovadn mezi

restrikéni mista Smal a Xbal v PBinAR (Obr. 5).

Odpovidajici hostitelé byli transformovani standardnimi
postupy. E. coli byly transformoviny postupem podle Hanahan
(J. Mol. Biol. 166 (1983), 557-580), Saccharomyces cerevisiae
byly transformovany podle Dohmen a kol. (Yeast 7 (1991), 691-
692), transientni (do&asni) genova exprese vV tabaku byla
provedena postupme podle Damm and Willmitzer (Mol. Gen.
Genet. 213 (1989), 15-20), trvala transformace brambor byla
provedena postupem podle Dietze a kol. (in: Potrykus, I. and
G. Spangenberg (Ed.). Gene transfer to plants. xxii+361
(1995), 24-29; Springer-Verlag: Berlin, Germany; New York,

New York, USA. ISBN 3-540-58406-4) .

P¥iklad 3

Analyza fruktosyltransferizové aktivity transgennich

hostitelskych bun&k nebo organismi exprimujicich houbovou

fruktosyltransferizu

Syntéza inulinu in vivo

Transgenni hostitelské buriky nebo organismy, které

exprimuji houbovou fruktosyltransferazu, byly kultivovany
v médiu s obsahem 2 % sachardézy - pokud se nejednalo o
rostlinné pletivo. V p¥ipad&, 3Ze hostitelskym organismem
byly baktérie Escherichia coli K12, funkéni gen cscB
kédujici sachardzapermedzu z E. coli byl vnesen jako

konstrukt do vektoru PACYC184. V pripadé Saccharomyces
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cerevisiae byl vnesen do vektoru P1l12AINE (Riesmeier a kol.,
EMBO J. 11 (1992), 4705-4713) gen pro sachardzovy prenaded.
Burtky  pak byly kultivovany alespoii 24 hodin v p¥itomnosti
sachardzy, pak sklizeny a po opldchnuti v 50 mM
hydrogenfosfore&nanu sodném s PH 6,0 rozruseny.

Rostliny exprimujici fruktosyltransferdzu z houby byly
pé€stovany v pud&. Po EtyYech tydnech byly odebrany vzorky
z listd i jingch pletiv a extrahovany ve vod&, 1 ml vody/1 g
Cerstvé hmotnosti vzorku, v p¥itomnosti nerozpustného
polyvinylpolypyrrolidonu, a bun&&né zbytky byly odstranény
centrifugaci. 4 pl ka¥dého extraktu bylo aplikovdno na
silikagel na 9ji¥ hotové DC filmy (Schleicher and Schill,
Dassel, Germany) a vyvinuty dvakrat ve smdsi aceton/voda
(87:13). Pak byl proveden test na fruktosylové zbytky
s moCovinou a kyselinou fosforednou jako ¢&inidly (Rdber a

kol., Planta 199 (1992), 528-536).

Syntéza inulinu in vitro

Builky exprimujici fruktosyltransferézy z houby byly
rozruseny v pufru obsahujicim: 50 mM hydrogenfosfore&nan
sodny, pH 6,0, 50 uM PMSF, 1 mM DTT, 10% (objem.))
ethylenglykol. Bun&&né extrakty byly inkubovdny v pufru
obsahujicim: 50 mM hydrogenfosfore&nan sodny, pH 6,0, 500 mM
sachardzu, 50 uM PMSF, 1 mM DTT, 0.02% (hmot./objem) NaN,,
10% (objem.)) ethylenglykol po 12 p¥i 25°C. Smési byly
naredény 1:10 ve vod& a pak 4 pl byly naneseny na jiZ hotové
silikagelové DC filmy (Schleicher and Schill, Dassel,
Germany) a vyvijeny dvakrit ve sm&si aceton/voda (87:13). Pak
byl proveden test na fruktosylové zbytky s mofovinou a

kyselinou fosfore&nou jako &inidly (R&ber a kol., Planta 199
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(1992), 528-536).

Vysledky jednotlivych analyz jsou uvedeny na obr. 6 a¥
10. Na té&chto obrdzcich jsou ukdzany silikagelové filmy po
chromatografii na tenk& vrstvd sm&si nebo  bun&&nych
homogendtd a barveni na cukry obsahujici fruktézu. Pomoci
chromatografie na tenké vrstvé ve sm&si aceton/voda (87:13)
se sacharidy, mono-, oligo- i polymery rozd&€li podle
velikosti. Fruktdza migruje déle ne¥ sachardza, kteri zase
naopak migruje dile ne¥ kestéza atd. Oligomery s DP>7 a
vy$Sim nejsou separovany a zustdvaji na startu.

Na obr. 6 je vid&t, 3Ze klony E. coli transformované
vektorem pBluescript bez inzertu nejsou schopny pFem&iovat
sacharézu (drdha 1), zatimco klony transformované plazmidem
pasl syntetizuji trisacharid kestdzu. Klony transformované
plazmidem pSK-asl Jsou také schopné syntetizovat vy8&1
oligomery (drdhy 3 a% 6). Soufasnd fruktézové zbytky jsou
pfendSeny na vodu, &im¥ se vytvari fruktbza. Tato prem&na je
katalyzovana SFT z Aspergillus sydowi.

Obr. 7 wukazuje, %e proteinové extrakty z kvasinek
transformovanych plazmidem 112-asl mohou syntetizovat
fruktan. Aktivita fruktosyltransferdzy je v t&chto kvasinkach
vy$$i ne¥ v kvasinkich transformovanych konstruktem 112-
aslL. Tyto kvasinky, vzhledem k ni¥s< fruktosyltransferizové
aktivitg v prubéhu casu vymezeného pro experiment,
syntetizovaly pouze trisacharidy. vVelikost syntetizovanych
fruktant zdvisi na reakdni dob& a na fruktosyltransferizdvé
aktivité&.,

Obr. 8 ukazuje, %e velikost fruktanu syntetizovaného
v extraktech z transformovanych tabdkovych protoplastl zavisi
pri dané reakd®ni dob& na fruktosyltransferizové aktivité&, coZ

zase zavisi na mno¥stvi plazmidu pA7-asl u¥itého pro
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transformaci. V drahdch 3 a%Z 5 Je vidst, Ze byly
syntetizovany oligo- a polymery s DP>7, které se
chromatografii nerozd&lily. TotéZ plati pro rostlinné

extrakty z trvale transformovanych rostlin, jak je ukdzano na

obr. 9 a 10.



SEZNAM SEKVENCT

<210> 1
<211>

<212> DNA

<213>

<400> 1

gaattcggca
aggcggttgg
ctgagaacte
aaatecgggga
tcctecacaa
atatcaatce
tctttgatgg
ctgtgacatc
cactggcegt
ttccacttce
accacgaggt
ggggtgtcca
agaactggga
gcacttgggce
gagaagggta
cgcccateca
cctcagagaa
gcatggccge
agagtggagce
ctgcecgetgg
aattgagtat
cctggegtgt
tgggaatcaa
aggagccttce
gcaggttctt
tccagtcegg
tttcgaatga

2197

Aspergillus

cgaggccgcece
cggtactgag
gctgttcgag
cccatgecget
tggcaccgge
taacggecgge
atctgtcatc
gttgccaatce
aagtgacgat
gccagatgga
agacgaagtt
tgatgtaggg
atatctaggce
caaacgctgg
caacgttgac
gcectcecggtt
tggcgaaaac
atacgccggt
gccegacege
atttcctget
acacacaatc
ggcagaacat
tattgcgagg
gcgagacatt
cgececttgaa
atttcaaate

gtcgattgte

sydowil

atgaagctcce
gtcgactacg
acctggagac
cattacaatg
atttccagceg
tacattattg
cccagcggaa
cactggactc
ggtggtcace
ctcgatgtta
accggtagtg
cccggaatct
gagtggtgge
ggctacaatt
ggccacacgt
acatctatgc
gttaccttca
gctggaaagg
ttcatctegt
gcccagcagg
cagaatgtgg
ggcggcgaga
gagacctacg
aatgaatccg
gcccaaatcet
cttgettctg

attgaccgta

43

cctettecact
actcaccacc
ccaagatcca
acccggcgac
tctacaccga
ttgctggtgg
tcgatgacct
taccttatac
acttcgataa
cagcctteeg
acccagatac
ttctctaceg
aagaacccgce
tcgaaaccgg
ttatgactat
atgcecatget
cgccttatat
ttctacccag
gggtttgget
ggtggcagaa
tcgacaacga
ggagatctgg
atgcaatcgt
gcaccattce
ccttecceca
aactcgagtg

accacacaag

sede
cacs

ggacattctt
ccectgacctg
cgttcectgcec
gggtttgtte
tgacctggtg
ccccaatgac
gcccacgetce
ccceggaage
gcttgaccga
tgacccttat
atggtatgcce
caaccaagac
caactcgact
caacgtcttce
tggagttgag
gtgggcageg
ggcecggtget
cacatctcag
tacaggtgat
tactctcetg
actcatccac
tggtgtegag
ctcttectggg
atttgagege
gtctgegega
gacgacgatc

tgctgegtce

ctcgececagac
acgacgectcece
ccaaatggcc
catgtcggat
acctatcgtg
cccgaagceg
ctttatacct
gagactcagt
ggcccagtceca
gtattccaga
gccatatccg
tccteetttg
tggggtgacg
tctctegatce
ggtgcatacg
ggaaatgttt
ttggactggg
gcttctgaga
gaatttggtg
cttccgegtg
gagactgcat
ctggagacac
acctcgtttg
tcgcccacta
gactcggaag
tattatcagt

gagactacac

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
S00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
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ctggtctegg tactgtgact gagtctggece gtateccgget

gcgatcatga tggacatgge ggccacgatg gcggcaacga

gtgatcatag cggtgacggt gaccacaatg acgatgatga

acaaggagcg tgctcgttac caaaagcgag atggcccttg
ttgagacatt ggatctcace attgtcgteg ataactcagt

cacgatttgt ggtgtecgacc tgggttcgge cttggtacac
tcttccacaa cggegagggt gaggtcaget ttgacaacat

atgatgcata tccggacagg gacaactgaa gatttcactg

gctataaaga tggcgataat tagtagattt aatccaatga

atttattctt acaaaaaaaa aaaaaaaaaa actecgag
<210> 2

<211l> 682

<212> PRT

<213> Aspergillus sydowi

<400> 2

Met Lys Leu Pro Ser Ser Leu Asp Ile Leu Leu
1 5 10

Gly Gly Thr Glu Val Asp Tyr Asp Ser Pro Pro

20 25
Leu Pro Glu Asn Ser Leu Phe Glu Thr Trp Arg
35 40
Leu Pro Pro Asn Gly Gln Ile Gly Asp Pro Cys
50 55

Pro Ala Thr Gly Leu Phe His Val Gly Phe Leu
65 70 75

Ile Ser Ser Val Tyr Thr Asp Asp Leu Val Thr

85

S0

tttcgatate
tgatgaccac
ccataacgtc
cgataaagac
gcttgaagtt
caattcaacg
tgcggttcat
gttgatgtat

attacctgce

Ala Arg Gln

Pro Asp Leu

30
Ile

Pro Lys

45

Ala
60

His Tyr

His Asn Gly

Tyr Arg Asp

gcgggtggtt
aacggtgacg
gacggcgatg
catgataagg
tacgccaact
gagattcgcet
gatggtctgt
tagcttgcga

gagattgcag

Ala Vval

15

Thr Thr

His val

Asn Asp

Thr Gly

80

Ile
95

Asn

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2197



Pro

Ala

Thr

Pro

145

Gly

Pro

Gln

Tyr

Leu

225

Glu

Ala

Asp

Val

Asn

Val

Leu

130

Tyr

Gly

Pro

Asn

Ala

210

Tyr

Trp

Lys

Arg

Glu

Gly

Phe

115

Leu

Thr

His

Asp

His

185

Ala

Arg

Trp

Arg

Glu
275

Gly

Gly

100

Asp

Tyr

Pro

His

Gly

180

Glu

Tle

Asn

Gln

Trp

260

Gly

Ala

Tyr

Gly

Thr

Gly

Phe

165

Leu

Val

Ser

Gln

Glu

245

Gly

Tyr

Tyr

Ile

Ser

Ser

Ser

150

Asp

Asp

Asp

Gly

Asp

230

Pro

Tyr

Asn

Ala

Ile

Val

Val

135

Glu

Lys

Val

Glu

Gly

215

Ser

Ala

Asn

Val

Pro

Val

Ile

120

Thr

Thr

Leu

Thr

Val

200

Val

Ser

Asn

Phe

Asp

280

Ile

Ala

105

Pro

Ser

Gln

Asp

Ala

185

Thr

His

Phe

Ser

Glu

265

Gly

Gln

45

Gly

Ser

Leu

Ser

Arg

170

Phe

Gly

Asp

Glu

Thr

250

Thr

His

Pro

Gly

Gly

Pro

Leu

155

Gly

Arg

Ser

Val

Asn

235

Trp

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile

Ile

140

Ala

Pro

Asp

Asp

Gly

220

Trp

Gly

Asn

Phe

Val

'Y ERY

Asn

Asp

125

His

Val

Val

Pro

Pro

205

Pro

Glu

Asp

Val

Met
285

Thr

Asp

110

Asp

Trp

Ser

Ile

Tyr

190

Asp

Gly

Tyr

Gly

Phe

270

Thr

Ser

Pro

Leu

Thr

Asp

Pro

175

Val

Thr

Ile

Leu

Thr

255

Ser

Ile

Met

Glu

Pro

Leu

Asp

160

Leu

Phe

Trp

Phe

Gly

240

Trp

Leu

Gly

His



Ala

305

Val

Ala

Glu

Gly

Trp

385

Gln

Val

Thr

Ser

Thr

465

Ala

290

Met

Thr

Tyr

Lys

Asp

370

Gln

Asn

Ala

Leu

Gly

450

Ile

Gln

Leu

Phe

Ala

Ser

355

Glu

Asn

Val

Glu

Gly

435

Thr

Pro

Ile

Trp

Thr

Gly

340

Gly

Phe

Thr

Val

His

420

Ile

Ser

Phe

Ser

Ala

Pro

325

Ala

Ala

Gly

Leu

Asp

405

Gly

Asn

Phe

Glu

Phe
485

Ala

310

Tyr
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<210> 3

<211> 11

<212> PRT

<213> Aspergillus sydowi

<400> 3

Val Leu Pro Ser Thr Ser Gln Ala Ser Glu Lys
1 5 10

<210> 4

<211> 7

<212> PRT

<213> Aspergillus sydowi
<400> 4

Asp Asp Leu Val Thr Tyr Arg
1 5

<210> 5

<211> 10

<212> PRT

<213> Aspergillus sydowi
<400> 5

Asp Pro Tyr Val Phe Gln Asn His Glu Val
1 5 10
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<210> 6

<211> 20

<212> DNA

<213> Arteficidlni sekvence

<220>

<223> Popis arteficidlni sekvence:

<400> 6

gaygayytng tnacntaymg

<210> 7

<211l> 20

<212> DNA

<213> Arteficidlni sekvence

<220>

<223> Popis arteficidlni sekvence:

<400> 7

ckrtangtna cnarrtcrte

<210> 8

<211> 19

<212> DNA

<213> Arteficidlni sekvence

<220>

<223> Popis arteficidlni sekvence:

<400> 8

ces .

arteficiidlni sekvence

20

arteficidlni sekvence

20

arteficidlni sekvence
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<210> 9

<211> 20

<212>

DNA

<213> Arteficidlni sekvence

<220>

<223> Popis arteficidlni sekvence:

<400>

9

tgrttytgra anacrtangg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

10
17
DNA

Arteficiglni sekvence

Popis arteficidlni sekvence:

10

gcytgnswng tnswngg

cave
.
sees

19

arteficidlni sekvence

20

arteficidlni sekvence

17
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1. Molekula nukleové kyseliny kédujici fruktosyltransferdzu, kterada je
vybrdna ze skupiny obsahujici:

a) molekuly nukleové kyseliny kédujici protein
obsahujici aminokyselinovou sekvenci id. &. 2,

b) molekuly nukleové kyseliny obsahujici nukleotidovou
sekvenci kédujiciho tseku uvedenou zde jako sekvence id. &. 1
nebo odpovidajici ribonukleotidovou sekvenci,

c) molekuly nukleové kyseliny hybridizuji s ZYetézcem
komplementdrnim k molekuldm nukleové kyseliny podle a) nebo
b), a

d) molekuly nukleové kyseliny JjejichZ nukleotidové
sekvence se 1181 od sekvence molekuly nukleové kyseliny podle
c) v disledku degenerace genetického kédu,

a k nim komplementdrni molekuly.

2. Molekula nukleové kyseliny podle naroku 1, kterd je DNA

nebo RNA.

3. Molekula nukleové kyseliny podle naroku 1 nebo 2, kterd

kéduje polypeptid z houby.

4. Molekula nukleové kyseliny podle néroku 3, kde houba je z

rodu Aspergillus.

5. Vektor obsahujici molekulu nukleové kyseliny podle

kteréhokoliv z nédrokd 1 az 4.

6. Vektor podle ndroku 5, kde molekula nukleové kyseliny je

operativné spojena s reguladnimi prvky, které zajistuji
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transkripci a syntézu translatovatelné RNA v prokaryotickych

a/nebo eukaryotickych burikéch.

7. Vektor podle naroku 6, kde molekula nukleové kyseliny
obsahuje usek, ktery kéduje signdlni sekvenci, ktera
ovliviiuje intra- nebo extraceluldrni lokalizaci

fruktosyltransferazy.

8. Hostitelské  Dburlky transformované molekulou nukleové
kyseliny podle kteréhokoliv z ndrokd 1 a¥ 4 nebo vektorem
podle kteréhokoliv z ndrokd 5 aZ 7 nebo které pochdzeji z

takovych buné&k.

9. Hostitelsk& burika podle néroku 8, kterd je bakteridlni

burika nebo bufika houby.

10. Rostlinnd Dbutlka, kterd je transformovand molekulou
nukleové kyseliny podle kteréhokoliv z ndrokd 1 aZ% 4 nebo
vektorem podle kteréhokoliv z ndrokd 5 a% 7 nebo které

pochézi z takové buiky.

11. Zpusob p¥ipravy rostliny vy zna duijici se tim,
Ze obsahuje kroky, kdy:

a) rostlina se geneticky modifikuje vnesenim molekuly
nukleové kyseliny podle kteréhokoliv z ndrokd 1 a¥ 4 a/nebo
vektoru podle kteréhokoliv z ndrokad 5 aZ 7, a

b) z buiky se regeneruji rostliny, a p¥ipadné

c) dalsSi rostliny se regeneruji z rostliny podle b).

12. Rostlina obsahujici rostlinné budiky podle ndroku 10 nebo

pfipravitelnd zpusobem podle ndroku 11.
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13. Rostlina podle naroku 12, kterd je uZitkovd rostlina.

14. RozmnoZovaci materidl rostliny podle n&roku 12 nebo 13

obsahujici rostlinné butiky podle ndroku 10.

15. Skliditelné ¢&&asti rostliny podle ndroku 12 nebo 13.

l6. Krmivo  pro zvi¥ata nebo potraviny pro &lov&ka
vyznadcuijici s e tim, Ze obsahuji skliditelné

Casti rostlin podle naroku 15.

17. Zpisob pfipravy hostitelskych bundk podle niroku 8 nebo 9
vyznadcujici se tim, Ze obsahuje krok, kdy vhodné
bunky jsou transformovdny molekulou nukleové kyseliny podle
kteréhokoliv z ndrokd 1 a¥ 4 nebo vektorem podle kteréhokoliv

z nadroku 5 az 7.

18. Zpusob vyroby fruktosyltransferdzy, vy zn a & u jici
s e tim, Ze obsahuje krok, kdy se hostitelskad buiika podle
naroku 8 nebo 9 nebo rostlinnid buiika podle n&roku 10
kultivuije % podminkach, které dovoluji syntézu
fruktosyltransferdzy, a fruktosyltransferdza se izoluje =z

kultivovanych bun&k a/nebo =z kultivadniho média.

19. Fruktosyltransferdza kdédovand molekulou nukleové kyseliny
podle kteréhokoliv z ndrokt 1 a¥ 4 nebo pripravitelna

zpusobem podle ndroku 18.

20. Molekula nukleové kyseliny, ktera specificky hybridizuje

s molekulou nukleové kyseliny podle kteréhokoliv z narokd 1
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a¥ 4 nebo s jejim komplementdrnim Fet&zcem.

21. Zptsob vyroby polyfruktdzy, =zvlasté inulinového typu,
vyznaduijici se tim, Ze obsahuje kroky, kdy:

a) kultivuji se hostitelské butiky podle naroku 8 nebo 9
nebo hostitel obsahujici takové buliky v podminkdch, které
dovoluji produkci fruktosyltransferazy a preménujici
sacharézu p¥ipadné pridanou nebo substridtovy ekvivalent na
polyfruktdzu,

b) takto produkovana polyfruktdza se ziska z

kultivovanych bun&k, hostitele nebo kultivadniho média.

22. Zplsob vyroby polyfruktdzy, zvlasté inulinového typu,
vyznad¢ujici se tim, Ze obsahuje kroky, kdy:

a) sachardéza nebo ekvivalentni sgubstridt se privede do
kontaktu s fruktosyltransferdzou podle naroku 19 v
podminkdch, které dovoluji p¥eménu na polyfruktdzu, a

b) ziskd se takto produkovand polyfruktdza.

23. Zpusob vyroby polyfruktdzy, zvlasté inulinového typu,
vyznadcuijici s e tim, Ze obsahuje krok, kdy se
polyfruktdza extrahuje z rostlinné burlkky podle néroku 10, z
rostliny podle ndroku 12 nebo 13 nebo =z <&asti takové

rostliny.

24. ZplUsob vyroby surfaktantd vy znadcuijici s e
tim, Ze obsahuje kroky a) a b) podle naroku 21 nebo 22 nebo

extrakéni krok podle naroku 23.

25. PouZiti hostitelskych bunék podle nadroku 8 nebo 9 nebo

rostlinngych bunék podle néroku 10 jako
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potravinového/krmivového dopliiku.

26. PouZiti fruktosyltransferdzy podle ndroku 19 pro vyrobu

polyfruktdzy, zejména polyfruktdzy inulinového typu.

tresece
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