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Popisuje protimrazovy protein obsahujici alespoii 40 %
aminokyselin S, T nebo N a vykazujici alespoti 80 % piekryv
s nasledujici aminokyselinovou sekvenci D-E-Q-P-N-T-I-S-G-
S-N-N-T-V-R-S-G-S-K-N-V-L-A-G-N-D-N-T-V-I-S-G-D-N-
N-8-V-S-G-S-N-N-T-V-V-8-G-N-D-N-T-V-T-G-S-N-H-V-
V-S-G-T-N-H-I-V-T-D-N-N-N-N-V-S-G-N-D-N-N-V-S-G-S-
F-H-T-V-S-G-G-H-N-T-V-8-G-S-N-N-T-V-S-G-S-N-H-V-V-
S-G-S-N-K-V-V-T-D-A a jeho upravené verze, které nemaji
ovlivnéni inhibi&né vlastnosti pro rekrystalizace ledu.




Protimrazovy protein ?ijTﬂ‘ Zéi%’

Oblast techniky

Vyndlez popisuje protimrazové proteiny (AFP) a zmrazené

potravindf¥ské produkty, které obsahuji AFP.

Dosavadni stav techniky

Protimrazové proteiny (AFP) se pouzivaji za G&elem
zlepdeni tolerance potravin viaci mraZeni.

PouZiti AFP pro tyto GCely je velmi dobfe zndmé v oboru,
zv143té& vhodné Jsou ty proteiny, které wvykazuji aktivitu
inhibovat rGst ledovych krystald (popisuje se napriklad
v dokumentu US 5,118,792).

V dokumentu WO 90/13571 se popisujl protimrazové peptidy
produkované chemicky nebo metodami rekombinace DNA. AFP jsou
vhodné pro pouzZiti u potravindfskych produktd. V prikladu 3B
se popisuje zpusob Upravy tvaru ledovych krystald, JjestliZe
smeés voda—led_je mrazend ve filmu v kombinaci s 0,01 % (hmot.)
AFP.

Dokument WO 92/22581 popisuje rostlinné AFP, které se
mohou pouZit p¥i Fizeni tvarl krystald ledu pf¥i pEiprave
zmrzliny. Tento dokument také ©popisuje zpusob extrakce
polypeptidové kompozice =z mezibunécneého prostoru v rostlinéch
infiltraci 1listd extrakénim médiem, aniZ? dojde k porusSenil
rostlin.

Dokument 94/03617 popisuje produkci AFP =z kvasinek a
jejich pouZiti pfri pifipravé zmrzlin. Dokument WO 96/11586
popisuje rybi AFP, které produkuji mikroby.

Na nékolika mistech v odborné literatufe se také popisuje
izolace a/nebo pouziti rostlinnych proteint p¥i ochrané pfi
hlubokém zmrazeni. Proteiny slouZici k ochran& pfri hlubokém

zmrazeni maji  funkci chranit rostlinné membrany proti




podkozeni mraZenim. Tyto proteiny nevykazuji vlastnosti
inhibice rekrystalizace a nejsou proto spojovany s terminy
AFP. |

V publikaci Hincha, Journal of Plant Physiology, 1992,
140, 236-240 popisuje 1izolaci proteinl slouZicich k ochrané
pfi hlubokém zmrazeni zeli. V publikaci Volger, Biochimica et
Biophysica Acta, 412 (1975), 335-349 se popisuje 1izolace
proteind slouZici k ochrané pfi hlubokém zmrazovani 3Spenatu.
V publikaci Boothe, Plant Physiol (1995), 108: 759-803 se
popisuje izolace proteint z rostliny Brassica napusf Véri se,
e tyto proteiny maji ochranné vlastnosti pfi hlubokém
zmrazeni spis%e neZz AFP. V publikaci Neven, Plant Molecular
Biology 21: 291-305, 1993 se popisuje charakterizace
$pendtového proteinu, ktery vykazuje ochranné vlastnosti pfi
hlubokém zmrazovani. V publikaci Salzman, Abstracts and
Reviews of the 18" Annual Meeting od the ASEV/Eastern Section
in Am. J. Enol. Vitic., Vol. 44, NO. 4, 1993 se popisuje
pfitomnost polypeptidd, které jsou stabilni pfi teploté bodu
varu, vV pupenech rostliny vitis. Ac&koli tyto proteiny Jjsou
analogy rybich protimrazovych peptidg, jsou to proteiny
vykazujici ochranu pfi hlubokém zmrazeni, ale nejde o AFP.
V publikaci Lin, Biochemical and Biophysical research
Communication, Vol. 183, No. 3, 1992, p. 1103-1108 a Lin,
Plant Physiology (1992) 99, 519-525 se popisuje polypeptid
vykazujici  ochranu p#i hlubokém  zmrazeni o molekulové
hmotnosti 15 000z Arabidopsis Hakaira. V publikaci Houde, The
Plant Journal (1995) 8(4), 583-593 popisuje kryoprotektivni
proteiny z pSenice.

Doposud se v3ak AFP neaplikovaly v béiné dostupnych
potravinach. Jednim dtdvodem jsou vysoké naklady a komplikovany
zpisob zisk&ni AFP. Dal$im davodem Jje, Ze AFP se nemohou
zadlenit do standardni smési, protoze vykazuji tendenci
destabilizace bé&hem zpracovani, zv1asté bé&hem kroku

pasterizace. V&Ei se, Ze tato destabilizace je zplUsobena




denaturaci AFP. To je velmi dobfre znamy jev, ktery je moine
bé&Zn& pozorovat u peptidld a proteint.

V dokumentu PCT/EP97/03634 se pi8e, Ze AFP se mohou
izolovat s prirozenych zdroji, jako je trava aklimatizovand na
nizké teploty, novym relativné jednoduchym zpusobem. Tento
zpisob nejdfive vede k identifikaci AFP, ktery se Dbéiné
s vyhodou mi%e p¥ridat do smési pro pripravu zmrazenych
produkt pfed jejich pasterizaci.

Tento postup ziskdni AFP z travy zahrnuje kroky:

a) izolace 3tavy, kterd obsahuje AFP, z travy,

b) ofet¥eni travy nebo 3tavy, kterada obsahuje AFP, pti

teplot& alesponni 60 °C,

c) odstranéni nerozpustnych frakci.

Krok popsany v odstavci C) obvykle probiha po krocich
popsanych v odstavcl a) a b). Krok popsany v odstavci a) a b)
se mtZe provést v libovolném pozZadovaném pofadi. Napfiklad
krok a) je nasledovan krokem b) (v tomto pripadé Stava bohaté
na AFP se =zahfeje) nebo krok b) je nasledovan krokem a) (v
tomto pripadé& se =zahfeje pFfirozeny zdroj) nebo krok a) a b)
probihaji soudasné&. |

Tento proces mé& Fadu vyhod. Za prvé, za pouziti tohoto
postupu neni nutné branit poruSeni travy, Jak tomu Jje u
postupu, ktery se popisuje v dokumentu WO 92/22581. To
bezprostfedné podstatne zvysuje komercéni aplikovatelnost
postupu ve srovnani napfiklad s postupem popsanym v dokumentu
WO 92/22581, ©protoZe nejsou nezbytné vysoké ndklady na
specifické zpracovéni. Také za pouZziti vysokych teplot Je
mo¥né extrahovat z velké skupiny peptidd piitomnych v travé
AFP, které Jjsou velmi aktivni pri inhibici rekrystalizace
ledu. Za treti na rozdil od o&ekdvaného, pfi pouZiti vysokych
teplot nedochazi k denaturaci vSech proteinovych materidld,
ale zda se, Ze denaturuji Jjen nékteré proteiny, zatimco
zbyvajici AFP travy vykazuji zvySenou stabilitu va¢i teploté.

To umoZiuje zahrnout izolované AFP do kompozic, které je nutné
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vystavit plsobeni vysokych teplot, napiiklad pZi pasterizaci.
To je zvla3té& prekvapujici, protoZe AFP z dokumentu WO
92/22581 se nejevi byt stabilni pfi zahfivani.

Postup popsany shora v textu zahrnuje v kroku popsaném
v odstavci b) =zahFati travy nebo 3&t4dvy bohaté na AFP na
teplotu vice neZ 60 °C. Upfednostiiuje se, Ze teplota se
pohybuje v rozmezi 60 aZ 110 °C, vice se upfednostnuje, aby se
teplota pohybovala v rozmezi 80 a2z 105 °C. Zahtivaci krok
probihd po dizolaci s8tavy bohaté na protein (krok popsany
v odstavci a)) nebo pfed izolaci uvedené 3tavy. MiZe se pouZit
libovolny vhodny zplsob zahfati S3tavy, zah¥ati v pfidaném
extrak&nim médiu, zahtati parou atd..

Jestli¥e se pouZivé extrak&&ni médium, pfednostné se muze
pouiit v malych objemech, aby se zabranilo nezbytnému fedéni
frakce AFP. MaZe se pouzit libovolné vhodné extrak&ni médium,
agkoli se zvlastéd preferuje pouZiti vody. JestliZe Je to
nutné, mohou se do vody p¥idat pIisady diive ne? se pouziji
jako' extrakéni médium. Nejvice se preferuje pouziti vody,
kterd je bez prisad.

zjistilo se, Ze timto zplisobem lze ziskat z travy velmi
aktivni AFP. Podle vyndlezu do nézvu trava se zahrnuji cleny
rodiny Gramineae, kterd napfiklad zanrnuje viceleté travy,
jako Jje Lolium perenne, Parapholis strigosa, Nardus strica,
Catapodium loliaceum a Lolium multiflorum, Poa trivialis, Poa
pratensis a obilniny, Jjako je ozimé Zito a ozimy Jjelmen.

Stanovila se aminokyselinova sekvence AFP.

Podstata vynélezu

Pfekvapivé se zjistilo, Ze velmi aktivni AFP, které se
ziskaly z rostlin, se charakterizujl vysokym mnoZstvim
aminokyselin: serin (S), é?eonin (T) a asparagin (N). Dale se
zjistilo, Ze preferované AFP podle vynélezu se charakterizuji
tim, Ze alesponn 40 % aminokyselin v proteinu se vybralo ze
skupiny =zahrnujici S, T a N. Up¥ednostiiuje se, aby se AFP

ziskaly z travin, zvlasté z rodiny CGramineae.
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Preferovand molekulovad hmotnost AFP podle vyndlezu Jje 8
000 az 16 000, vice se préferuje 10 000 aZz 14 000, pticemZ
tato molekulovd hmotnost se stanovila z genové sekvence nebo
hmotnostni spektroskopii nemodifikované formy, napriklad ve
formé&, kterd neni glykosylovana.

Vynalez se déle tykd AFP, kterou je moZné ziskat z travy,
pfidemZ uvedeny AFP vykazuje aminokyselinovou sekvenci (od N-

konce) :

D-E-Q-P-N-T-I=S=-G~S-N-N-T-V-R~S-G-S~K-N-V-L-A-G-N-D-N-T-V-
I—S—G—b—N—N—S—V—S-G—S-N—N-T—V—V—S—G-N—D—N—T—V-T—G—S~N—H—V—
V-8=-G-T-N-H=I-V-T-D=N-N-N-N-V-S-G-N-D-N-N-V-S-G-S-F-H-T-V-
S—G—GfH—N-T—V-S—G—S-N—N—T—V—S-G—S—N—H-V—V—S—G—S—N—K-V—V-T-

D-A

Vyndlez také zahrnuje proteiny, které maji sekvenci
s vysokym stupné&m podobnosti se shora uvedenou sekvencl.
Vynadlez dale popisuje vdechny RI aktivni proteiny, které maji
aminokyselinovou sekvenci vykazujici alespon 80 % prekryv se
shora popsanou sekvenci. Vice se preferuje alespon 90 %
prekryv, nejvice se preferuje vice jak 95 % pfekryv, napfiklad
aminokyselinové sekvence, které se bud od shora popsané
sekvence neli%i nebo se 1181 pouze dvémi aminokyselinami.
Takové izoformy shora uvedeného proteinu Jjsou predmeétem
vynalezu.

Vyndlez dale popisuje upravené verze shora popsanych
proteint, pfidemZ uvedené Upravy materidlné neovliviuji
inhipbi&ni vlastnosti rekrystalizace ledu. Takovou formou Jje
napriklad jejich glykosylovana verze.

dtava bohatd na AFP se miZe separovat z travy, libovolnym

vhodnym zphsobem, nap¥iklad stlacCenim, filtraci, homogenizaci,




extrakci atd.. Upfednostiiuje se, aby se trava, dfive neZ se
sesbird frakce bohatd na protein, nasekala na malé kousky nebo
se pripravila ka%e. Macerace Je moZné provést libovolnym
vhodnym zptsobem, napfiklad v mixéru. Odbornik Jje schopny
pfipravit travu tak, aby mohl JjednoduSe probé&hnout krok
zachyceni 3tavy bohaté na proteiny.

Po zachyceni wuvedené 3tavy a =zahfati (v poZadovaném
poradi) proteinova frakce vysledného vzorku obsahujici AFP se
pak mbZe zpracovat vhodnym zplsobem, aby se odstranila
nerozpustnd frakce a zbyla jen kapalna frakce bohatd na AFP.
Nerozpustnd frakce se mlZe napfiklad odstranit filtraci,
sra¥enim atd.. Kapalina bohatd na AFP se pak mbZe vyhodné
zpracovat tak, Ze se zvy$8i jeji koncentrace nebo se izoluji
AFP, &imZ se privedou do formy vhodné pro dalsi pouiiti.
P¥iklady vhodného zpracovani Jjsou suseni, pricemZ se ziska
pradek nebo pasta, pfi koncentraci se ziskad koncentrat AFP,
dale chromatografie, kdy se separuji AFP z extrakéniho média
atd.. Pro odbornika je jednoduché stanovit vhodné zpisoby a
podminky pro spravnou izolaci.

Také se stanovila sekvence nukleové kyseliny, ktera kdéduje
shora popsany AFP. Vyndlez dale popisuje sekvenci nukleové
kyseliny schopnou kdédovat AFP podle vyndlezu.

Upfednostiiuje se, aby uvedena nukleova kyselina mé&la

sekvenci:

GAT GAA CAG CCG AAT ACG ATT TCT GGG AGC AAC AAT ACT GTC AGA
TCC GGG AGC AAR AAT GTT CTT GCT GGG AAT GAC AAC ACC GTC ATA
TCT GGG GAC AAC AAT AGT GTG TCT GGG AGC AAC AAC ACT GTC GTA
AGT GGG AAT GAC AAT ACC GTA ACC GGC AGC AAC CAT GTC GTA TCA
GGG ACA AAC CAT ATC GTT ACA GAC AAC AAC AAT AAC GTA TCC GGG
AAC GAT AAT AAT GTA TCC GGG AGC TTT CAT ACC GTA TCC GGG GGG
CAC AAT ACT GTG TCC GGG AGC AAC AAT ACC GTA TCT GGG AGC AAC

CAC GTT GTA TCT GGA AGC AAC AAA GIC GTG ACA GAC GCT TAA




Vynadlez dale se popisuji alely nebo jiné sekvence nukleove
kyseliny, ktexré jsou schopny kédovat shora popsané AFP. Jsou
to napriklad ty sekvence nukleové kyseliny, kde ve shora
uvedené sekvenci jeden nebo vice kodond je nahrazeno jejich
synonymy ( to je kodony kédujicimi stejnou aminokyselinu).

Vynalez dale popisuje vektory, které obsahuji sekvenci
nukleové kyseliny schopnou kédovat AFP podle vynalezu.

Na =zakladé shora uvedenych informaci Je také moiné
geneticky modifikovat jiné ptirozené zdroje tak, Ze produkuji
AFP.

- Také se zjistilo, Ze AFP shora uvedené sekvence vykazuje
zdokonalené inhibicni vlastnosti rékrystalizace ledu.
V ptikladech se popisuje vhodny test pro stanoveni inhibicénich
vlastnosti rekrystalizace. Zahrnuje rychlé zmrazeni na teplotu
-40 °C, pak nasleduje uchovavéani pfi teploté -60 °C.
Pfednostn& AFP, které Jsou po oSetfeni teplem vystaveny
uvedenému testu, Jjsou ve formé krystalovych G4stice leduy,
jejichz velikost Jje méné nez o 5 um vét3i neZ Jje velikost
ledovych krystald ve vzorku, kam se pridal stejny AFP, ale

vzorek nebyl upraven teplem. Upfednostiuje se, aby rozdil byl
mendi nez 3 um, nejvice se preferuje aby rozdil byl men3i nez 1
pm.

P¥ednostn& se vyberou ty AFP, které vykazuji podstatné
inhibi&ni vlastnosti rekrystalizace ledu. Vhodny test pro
stanoveni inhibiénich vlastnosti rekrystalizace se popisuje
v prikladech. Uptednostniuje se, aby AFP podle wvynélezu
poskytovaly ledové cCastice po inhibi¢nim testu rekrystalizace
ledu, jak se popisuje v pfikladech, o velikosti 15 um nebo
méné. Vice se uptednostiiuje, aby velikost cZastic byla od 5 do
15 pm.

AFP podle vynélezu se mizZe s vyhodou pouzit
v potravinafskych produktech, pricemzZ se uptednostiuji
potravind¥ské produkty, které jsou zmrazené nebo jsou urceny

ke zmrazeni. Zvlast& preferované je pouziti AFP v produktech,




které se pfqd zmrazenim zah¥ivaji, naptriklad pfi pasterizaci,
blaniirovani nebo sterilizaci. Zv14a3té& se preferuje pouzZiti ve
zmrazenych cukrafskych produktech.

P¥iklady takovych produktl jsou: zmrazené cukraiské smési,
jako  jsou zmrzlinové  smeési, které se pted zmrazenim
pasterizuji. Takové smési se obvykle skladuji pri teploté
okoli. Vhodné formy produktu jsou napfiklad praskova smes,
kterd se bali napfiklad do s&fku nebo do tasdticek. Uvedena
sm&s je schopna tvorit zaklad zmrazeného potravindfského
produktu, naptiklad po pfidani vody a jinych pfisad a po
mozném provzduénéni.

~ Jinym pfikladem vhodné smési miZe byt kapalna smés (kterou
je mo#né provzdudnit), kterou Jje moZné po pridéni dalsich
sloZek a aeraci zmrazit.

Zfejmou vyhodou shora uvedenych smé€si je, Ze pfitomnost
AFP umoZfiuje zmrazeni této smési za podminek, kdy neni nutné
michani, naptfiklad v obchodé nebo v domacim mrazéku, aniz
dojde k vytvofeni neprijatelnych tvard ledovych krystald a
struktury, kterd se 1is1 od struktury produktd ziskanych
rychlym zmrazenim.

Je velmi vyhodné balit tuto smés do kontejneru (napriklad
krabic, pytlikl, plastovych kontejnert atd.). V piipadé jediné
porce je obecn& velikost baleni 10 az 1 000 g. V ptipadé& vice
porci jé velikost baleni a? 500 kg. V obecném pfipadé velikost
baleni je 10 g az 5 000g.

Jak se uvadi shora v textu preferované produkty, kde se
pouZivaji AFP, Jjsou zmrazené cukrafské vyrobky, Jjako Je
smrzlina. MnoZstvi AFP je s vyhodou 0,00001 az 0,5 (hmotn.) %
kone&ného produktu. JestliZe se pouzivaji suché smési nebo
koncentraty, koncentrace AFP musi byt vy&si, aby bylo jisté,
e mnoistvi kone&ného produktu je ve shora uvedeném rozmezi.

Pro u&ely vyndlezu termin ,zmrazeny cukrarsky vyrobek"
zahrnuje zmrazené cukrovinky, jako = je zmrzlina, zmrazeny

jogurt, zmrazeny Serbet, sorbet, mléénd zmrzlina a vajelny
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mrazeny krém, vodové zmrzliny a zmrazené ovocné pyfé.
V nékterych pripadech = se méné preferuje pouziti ve
fermentovanych potravinafskych produktech.

Je vyhodné, aby mnoZstvi pevnych latek ve zmrazenych
cukrafskych produktech (napfiklad cukr, tuk, ptichuté) bylo

vy88i neZ 4 % (hmotn.). Napfiklad, aby mnoZstvi bylo vys$s$i nezZ

oo

30 % (hmotn.), vice se preferuje mnoZstvi od 40 do 70
(hmotn.).

Zmrazené cukrdt¥ské produkty podle vyndlezu se mohou
produkovat libovolnym zplsobem vhodnym pro produkci zmrazenych
cukréfskych vyrobkG. Je zvlas3té vyhodné, aby se v3echny
ingredience pred pasterizaci a zmrazovanim Upln& smichaly.
vProces mrazeni s vyhodou zahrnuje tvrdnuti naptiklad pZfi

teplot& -30 °C nebo niZsi.

Pfiklady provedeni vynalezu

Priklad 1:

Izolace AFP, kdy se nejdfive trava zahteje, pak se izoluje
8t4dva s vysokym obsahem AFP a z ni se izoluje AFP. |

V lednu se nafezala tkan rGznych trav (Poa trivialis,
Lolium perenne, Holcus lanatus, Bromus sterilis) (prumérna
teplota v tomto mé&sici je 3,5 °C, aby se zabezpecila vhodna
aklimatizace rostlin na chladno). Travni tkdn se rychle
transportovala do laboratofe =za ucelem dal8iho zpracovani.
Promyla se vodou, aby se odstranily nelistoty.

Natezand trédva o hmotnosti 500 g se umistila do mikrovlnné
trouby o vykonu 659 Wattd a zahtfivala se na plny vykon po dobu
5 minut, pf¥icemZ teplota vzrostla na 85 az 100 °C. Narezanéd
trava se pak ochladila na teplotu okoli.

V jiném pripadé se kousky travy smichaly s 500 g vrouci
vody a sm&s se znovu zahfala na teplotu 100 °cC, pak
nasledovalo zahfivédni po dobu 10 minut za stélého michéni a

pak do3lo k ochlazeni na teplotu 60 °C.
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Po zahrati se od nasekané trivy oddé&lila 3téava bohatd na
AFP filtraci. Hmota se kontinudlné michala po dobu 5 minut
v pritomnosti stejného objemu vody a protladila se prfes tfFi
vrstvy gazy.

Supernatant se miZe sudit zmrazenim, aby se odstranila
voda, a pak se uskladni. V jiném pfipadé se mlZe supernatant

za Ufelem uchovavani zmrazit.

Priklad 2:

Kapalnd smés vhodnad pro pfipravu zmrzliny se pripravila

smichanim:

ingredience % (hmotn.)
odtuc¢néné praskové mléko 10,00
sachardza 13,00
maltodextrin (MD40) 4,00

guma ze svatojanského chleba 0,14
maslovy ole] 8,00
monoglycerid (palmitat) 0,30
vanilin 0,01

AFP (popisuje se v p¥ikladu I#) |0,01 nebo Zadny (kontrola)
voda rovnovéaha

*poznadmka: AFP se pridd jako koncentrovany roztok AFP v malém

mnoZstvi vody, procento se vztahuje k mnoZstvi AFP.

Ingredience se smichaly pfi teploté okoli, pak néasledovala
pasterizace po dobu 60 vtefin pfi teploté 89 °C. Smés se
asepticky naplnila do sa&ckll o objemu 500 ml. S&Cky se zatavily
a skladuji se pri teploté okoli.

Sm&s se poufivad pro p¥ipravu zmrzliny na$lehénim vhodnym
domacim mixérem, pak nédsleduje zmrazeni v domdcim mrazaku,
aniZ je nutné michéni.

Po dvou mé&sicich skladovédni podle vyndlezu mé&la smés

znatelné& lep3i strukturu, neZ kontrolni vzorek.
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Priklad 3:

Inhibi&ni vlastnosti rekrystalizace ledu AFP se mohou
stanovit nésledujicim zplsobem.

Vzorek produktu obsahujici AFP se wupravil tak, aby

mno?stvi sacharézy bylo 30 % (hmotn.) (jestliZe pocatelni

mno?stvi vzorku je vy$3i neZ 30 %, pak se to provedlo redénim,

ov

jestliZe pocdateéni mnozZstvi sacharézy bylo niZ3i nez 30
(hmotn.) , pak se sacharéza na toto mnozZzstvi doplnila).

Kapka vzorku o objemu 3 ul se umistila na 22 milimetrové
kryci skli&ko. Kapka se pFfekryla krycim sklic¢kem o pruméru 16
mm a aby se zarucila stejnd tlouStka poloZilo se na vzorek
zdvazi o hmotnosti 200 g. Hrany krycich sklidek se zalepily
lakem na nehty.

Skli&ko se umistilo pod mikroskop s tizenou teplotou
Linkham THM 600. Stolek mikroskopu se rychle ochladil (50 °C
za minutu) na teplotu -40 °C za vzniku velké populace malych
krystald. Teplota stolku mikroskopu pak rychle rostla (50 °C
za minutu) na -6 °C a tato teplota se udrZovala.

Faze ledu se pozorovala pfi teploté -6 °C za pouzitil
mikroskopuALeica Aristoplan. Aby se zesilil kontrast ledovych
krystalt pouZilo se polarizované své&tlo ve spojenl s deskou
lambda. Stadium faze ledu (velikost ledovych krystall) se
zaznamenavala 35 mm fotomikrografii v case T=0 a T= 1 hodina.

V obecném pripadé tento test se miZe aplikovat v ptipadé
libovolné vhodné kompozice obsahujici AFP a vodu. V obecném
pripadé mnoZstvi AFP v takové testované kompozici neni velmi
kriticky a mhiZe se napfiklad pohybovat v rozmezi od 0,0001 do

9

0,5 % (hmotn.), vice se preferuje rozmezi 0,0005 az 0,1 %

X

(hmotn.), nejvice se preferuje 0,001 az 0,05 % (hmotn.),
napfiklad 0,01 % (hmotn.).

V testu se miZfe pouzit libovolnid vhodnd  kompozice
obsahujici AFP a vodu. V obecném pripadé neni v3ak nutné

izolovat AFP v &isté formé&. V pripadé praktického pouZiti




] e »> * LR L [ 4 s -
] . L4 . . [ e e L4
12 [ . [ B e 0066 & o e e L
L4 e L4 L] L4 [ ] s L4
0004 0000 s .0 .o L L]

postadi pripravit kapalny extrakt nebo étévu z ptirozeného
materidlu , pricemZ tento -“extrakt nébo tdva se pak mohou
testovat. -

Tato metoda se pak miZe aplikovat napfiklad na AFP
obsahujici extrakty, které se ziskaly v pfikladu I, kdy se
aplikoval nebo neaplikoval krok koncentrovani.

M&fily se inhibiéni vlastnosti rekrystalizace nékolika
vzorkl. U 8tavy obsahujici AFP, kterd se ziskala po extrakci a
zah¥ati podle pfikladu I, se mefily jeji rekrystalizacéni
vlastnosti, jak se uvadi shora v textu.

7e Silsoe (UK) se ziskal extrakt z travy sklizené v mésici
lednu, ktery nebyl oet¥en teplem. Extrakt se centrifugoval po
dobu jedné hodiny, aby se sttranila pada a nerozpustné
ne&istoty (centrifuga: Sorvall RC3C, rotor: H6000A, teplota:
+5°C, rychlost 5 000 ot./min., 7 268 xg).

Vzorek extraktu se sudil zmrazenim, aby se stanovil

celkovy obsah pevnych latek. Zjistilo se, e tato hodnota je

oe

11,48 mg/ml. Suchy extrakt se pak znovu hydratoval 30
roztokem sacharézy na jeho pivodni koncentraci pevnych latek.
Bedénim extraktu 30 % roztokem sachardézy se pripravilo nékolik
roztokul.

Inhibiéni aktivita rekrystalizace krystald ledu se méfila
za pouZiti testu, ktery se popisuje shora v textu.

V &ase T=0 a T=1 testy inhibice rekrystalizace ukazaly
prim&rnou velikost krystalld ledu m&¥ené za pouzZiti analyzatoru
7eiss TGA 10. Velikost ledovych krystala (delka) se stanovila
obkreslenim krystala. Maximdlni délka v pripadé kazdého
jednotlivého krystalu ledu sadky zmrzliny se pfenesla do
tabulkového procesoru , kde se data analyzuji a zjistuje se

primé&rnd a standardni odchylka.

7iskané vysledky se uvadéji v tabulce dale v textu:
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vzorek celkové velikost krystala ledu”rﬁst
pevné latky (pm) . ledovych
(mg/ml) krystalut
' bé&hem Jjedné
hodiny  pfi
teploté -6
°C (um)
T=0 T=1 hodina
pfi teploté
-6 °C
nefedény  |11,48 5,2 7,3 2,1
50 % 5,74 5,5 7,6 2,1
extrakt
25 % 2,87 6,3 8,9 2,6
extrakt
12,5 % 1,435 6,6 13,1 6,5
extrakt
6,25 % 0,7175 8,1 14,7 6,6
extrakt
3,125 % 0,359 7,4 17,0 9,6
extrakt
1,5625 % 0,179 9,0 20,3 11,3
extrakt

Tyto vysledky ukazuji rozdily velikosti kone&nych krystalu
a zmény ve velikosti krystald béhem jedné hodiny pfi teploté -
6°C pri rlhznych Fedé&nich extraktu trdvy. Je moziné vidét, zZe
mnoZstvi pevnych latek v extraktu trévybmﬁie kolisat v Sirokém
rozmezi, zatimco je moZné ziskat stadle dobré inhibiéni
vlastnosti rekrystalizace. Pfednostnd&  se vybiraji ty
koncentrace, kde vysledkem jejich pouZiti je velikost krystalt
ledu po jedné hodiné 15 mikrometrd nebo méné.

Podobny test se provedl s extraktem travy, ktery se

vystavil o3et¥eni teplem (10 minut pf¥i teploté& 100 °C). Nebylo




14 f et

mozné spatfit Zadné podstatné sniZeni inhibic¢nich vlastnosti
rekrystalizace.

Navic extrakty travy podle ptrikladu I se testovaly za
pouziti stejného inhibiéniho testu rekrystalizace. Ziskaly se

nadsleduijici vysledky:

oSet¥eni teplem velikost krystalua

T=0 T=1
60 °C po dobu 1 9,6 11,1
hodiny
var 10 minut 9,8 11,3

Tyto vysledky ukazuji, Ze dokonce po zahfati extraktu
travy aklimatizované na chlad, se zachovaly schopnosti

inhibovat rist krystall ledu.

Priklad 4:

| Semena viceletého 3Jjilku (Lolium perenne) se ziskala u
firmy Barenbrug (UK) Ltd. Tato semena se zasela do kvétindclh o
primé&ru 22,5 cm s kompostem Levingston &. 2 a po oplodnéni, ke
kterému vé&t3inou dochdzi mezi 4 aZ 7 dnem po =zasazeni.
Rostliny rostly ve skleniku po dals$ich 7 az 10 dni, aZ dosahly
velikosti pfibliZné 15 aZz 20 cm. Rostliny se pak pfenesly do
chladné mistnosti, aby dosSlo k jejich aklimatizaci na chlad.
Aklimatizace probihala po dobu 30-ti dni p#i teploté& +4 °C pfi
8-16 hodinach svétla/tmy.

Listy rostliny aklimatizované na chlad se odfizly a
homogenizovaly se v 50 mM Tris, 10 mM EDTA, pficemZz se
upravila hodnota pH koncentrovanou HCL. Homogenizace se
provedla po dobu 2x 30 vtefin v mixéru Waring, kdy pomeér pufru
a listd je 2,5 : 1 (hmotn.)

Homogenat se pak umistil do l&zné s vrouci vodou po dobu

10 minut a nechal se protéct vrstvami gazy. Sebrany
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supernatant se dale centrifugoval pfi 15 000 xg na rotoru 8 x
50 ml centrifugy Sorvall.

Rekrystalizadni vlastnosti ledu se testovaly zpusobem,
ktery se popisuje v prikladu 3.

Extrakt stabilni va&i teplu (10 aZ 50 ml) se koncentroval
p¥iblizné& desetkrd&t na zaFizeni Amicon =za pouziti membrany
PM10. Alikvoty o objemu 1 ml se odsolily na koloné ,Fast
Desalting Column“ v separacnim systému FPLC (Pharmacia) .
Kolona pracovala pri pratoku 1 ml/min v 50 mM Tris/Cl, 10 mM
EDTA, pH8,5. Sbirani frakci (objem 1 ml) se zacalo, kdyZz se
hodnota 0.D. pfri vlnové délce 280 nm zaCala zvy$ovat. Aktivni
frakce RI se slily do objemu 3 ml.

Vzorky s aktivitou RI se nanesly na kolonu Mono Q (HRS x
5), kterd se uvedla do rovnovdhy stejnym pufrem Tris pH 8,5.
Vystup se shrom&Zdil jako jedina frakce a kolona se
bezprostfedn& eluovala linedrnim gradientem s koncentraci 0 az
0,25 M NaCl po dobu 25 minut pf¥i pritoku 1 ml/min. Zjistilo
se, %e celd aktivita zustdvd nenavazana a eluovala se do
prichozi frakce.

Hodnota pH prlichozi frakce se opatrné nastavila na hodnotu
pH 9,5 za pouziti kapek o objemu jednoho mikrolitru 4M NaCH a
frakce se nanesla na kolonu Mono Q, kterd se znovu uvedla do
rovnovadhy pufrem Tris s hodnotou pH 9,5. Pruchozi frakce se
shromd?dila jako jedinad frakce a pak se kolona bezprostredné
eluovala linedrnim gradientem NaCl pf#i koncentraci 0 az 0,25 M
b&hem 25 minut. Rychlost prutoku je 1 ml/min. Frakce o objemu
1 ml se shromd?dily a provedl se RI test. Zjistilo se, ze cela
RI aktivita ztGstala navézadna na koloné a v pruchozi frakci se
nezjistila Zadn& aktivita. Aktivita se eluovala jako Jediny
pik mezi 0,08 a 0,14 M NaCl.

Aktivni frakce =ziskané z kolony Mono Q se slily a
koncentrovaly se na objem 50 mikrolitrd na zatizeni PM10
Centricon a nanesly se na kolonu Sephadex 75 Vv systému Smart

(Pharmacia). Kolona se uvedla do rovnovahy pufrem 50 mM
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Tris/Cl pH 9,5 a prGtokovd rychlost byla 50 pl/min. Po

vypudténi objemu 1 pl =z kolony, aby se odstranil mezerovy
prostor kolony, se shromdzdilo 50 ml frakci. Aktivni frakce se
testovaly na SDS PAGE. '

Vzorky se pak testovaly na 10 % Nu Page gelech od firmy
Novex. Vzorky a gelovy pufr se pripravily zpUsobem, ktery se
popisuje v instrukcich vyrobce a gely se barvily za pouZiti
barvici sady st¥ibrem firmy Novex. Aktivni frakce obsahuji
jediny obarveny pruh proteinu se zjevnou molekulovou hmotnosti
29 000.

Vzorky proteinu se také oddélily pomoci SDS PAGE, pak
nadsleduje elektroblotovadni na PVDF membrdnu, coZ se zaklada na
metod& Matsudaira v 10 mM pufru Caps, pH 11,0 a 10 % metanolu.
Membrana se zvlh&ila metanolem a pak se uvedla do rovnovahy
pufrem Caps po dobu 10 minut. Blotovani probihalo po dobu 16
hodin p#i konstantnim napéti 20 voltt. Po blotovani se
proteiny zviditelnily obarvenim membrdny 0,2 % briliantovou
mod?¥i podle Coomassie v 50 % metanolu, 1 % kyseliné octové po
dobu 1 minuty. Membrina se pak odbarvevala 50 % metanolem do
té doby, pokud pruhy proteinu byly jasné viditelné. Membréna
se promyla vadou Milli Q, suSila se na vzduchu a uchovavala se
pri teploté& -20 °C.

N-konec pruhu o velikosti 29 000 se sekvenoval pouzZitim
b&znych metod, které poskytuji aminokyselinovou sekvenci.

Protein o molekulové hmotnosti 29 000, jehoZ RI aktivita
se povazuje za tolerantni vaci teploté varu, se imobilizoval
na membranu PVDF po separaci na SDS PAGE. N-konec tohoto
proteinu se sekvenoval a Uspé&sné& se sekvenovalo 15 prvnich 17
zbytkl. Protein o molekulové hmotnosti 27 000 izolovany
z rostliny Poa pratensis se také sekvenoval na svém N-konci
(tabulka &. 1) a ukazalo se, Ze vykazuje stejnou sekvenci,
kterd naznaduje, Ze Jje soucCdsti stejné rodiny proteind. To
predpokladad, Ze existuje Jjedina trida AFP odpovédna =za

toleranci RI aktivity vi&i teploté varu u Gramineae.
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Tabulka &. 1
Uspotradani sekvenci N-konce RI aktivniho proteinu o molekulové
hmotnosti 29 00, ktery pochéazi z Lolium perenne a proteinu o

molekulové hmotnosti 27 000 z rostliny Poa pretensis;

Lolium ~-DEQPNTTISGXNNTVRIXG
Poa -AETPNTISGTNN
Priklad 5:

Pod4tedni extrakce prob&hla se smési 1:1. fenol a
chloroform, pak nasledovala extrakce pouze s chloroformem.
Fenol denaturuje proteiny, které vystavuji Jeho ptasobeni
hydrofébni aminokyselinové zbytky, které umoziiuji proteinu
prejit do organické féze. Vice hydrofilni nukleové kyseliny a
sacharidy tvoFi souldst vodni féaze. Proteiny s podstatnym
stupném glykosylace tvori soucast fazového  rozhrani.
Chloroform pusobi jako délici ¢inidlo proteint G¢inné&ji , kdyz
se pouZiji dvé odlisnd organicka rozpoudté&dla a konecné
extrakce chloroformem odstrani zbyvajici stopy fenolu.

7 1ist® rostlin Lolium perenne se p¥ipravil tepelné
stabilni extrakt a Jjeho koncentrace se zvy3ila pEibliZné
desetkrat za pouZiti ultrafiltracéni komlrky Amicon
s membranou, kterd oddéluje molekuly o molekulové hmotnosti 10
000. Vysledny koncentrat (o objemu 0,05 ml) se nanesl na
gelovou filtracéni kolonu Superdex 75 PC 3,2/30, ktera funguje
na zaklad® mikroseparadniho systému Smart (Pharmacia). Kolona
se eluovala pufrem 50 mM Tris/Cl pH 9,5 a s rychlosti pratoku
0,05 ml/min a sbiraly se frakce o objemu 0,05 ml. U
jednotlivych frakci se testovala inhibiéni aktivita
rekrystalizace ledu a nejvice aktivni frakce se spoJjily
dohromady. Ty se pak nanesly na kolonu Mono Q PC 1,6/5, které
se uvedla do rovnovahy pufrem 50 mM Tris/Cl s hodnotou pH 9,5,
kterad také funguje na zakladé systému Smart. Prutokové

rychlost Jje 0,1 ml/min. Po naneseni a promyti se kolona
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eluovala linedrnim gradientem chloridu sodného s koncentralnim
gradientem 0 aZ 0,4 M a sesbiraly se frakce o objemu 0,1 ml.
Frakce se testovaly a aktivita se eluovala jako jediny pik pfi
p¥ibliZné koncentraci chloridu sodného 0,1 M.

Aktivni frakce se michaly na vortexu se stejnym objemem
fenol:chloroform:izoamylalkohol (1:1(24:1)) po dobu 1 minuty.
Vodna (horni) a organickd (spodni) faze se odd&lené sebraly,
ani? bylo viditelné fazové rozhrani. Dvé faze se pak srdizely
pridanim deseti objemd chladného acetonu a vse se uchovavalo
p¥i teplotd -20 °C po dobu 16 hodin. Vysledny pelet se
resuspendoval v pufru 50 mM Tris/Cl a ve vzorcich se testovala
RI aktivita a podrobily se testu SDS PAGE.

Test resuspendovanych frakci ukazuje, Ze RI aktivita se
nachazi zcela ve vodné fazi. Organickd féze neobsahovala
zaddnou RI  aktivitu dokonce ani po té, co se frakce
denaturovala/renaturovala 6M hydrochloridem guanidinu. To je
neo&ekavany vysledek, protoZe protein by mél pfejit do
organické faze nebo by mé&l glykoprotein zstat ve fazovém
rozhrani. Analyza pomoci SDS PAGE vs3ak ukazala, Ze ackoli
vétiina proteind je v organické fazi, ve vodné aktivni frakci
je Jjediny pruh proteinu se zjevnou molekulovou hmotnosti 29
000, ale 2zadny takovy pruh neni viditelny v organické fazi.
Pruh se na rozdil od jinych proteind barvil odlisnou barvou a
byl velmi diftzni.

Podobna fenol:chloroformové extrakce se provedla
s extraktem, ktery je tolerantni vi&i teploté varu a ktery se
pfipravil z listd rostlin aklimatizované na chlad, které
pochazeji =z lugni travy ( Poa pratensis var Barcelona) .
V extraktu také dochazi k preferenénimu rozd&leni RI aktivity
do vodné faze a na SDS PAGE se objevil protein o molekulové
hmotnosti 27 000.

Sekvenovani N-koncll proteint potvrdilo, Ze Jsou shodné

s AFP popsanymi v ptikladu 4.




Priklad 6:
_ Degenerovany oligdnukleotidovy primer (Lol 1) se navrhl a
syntetizoval =ze sekvence N-konce proteinu (ASP-GLU-GLN-PRO-
ASN-THR-ILE) Fjako GAYGARCARCCIAAYACIAT, kde Y=C+T, R=A+G a I
je inosin.

Prvni reté&zec cDNA se pfipravil z 5 ug RNA listd rostliny
Lolium perenne, ktera se po dobu 30 dni aklimatizovala na
chlad za pouziti reverzni transkriptazy Superscript (firma
Stratagene) | a oligonukleotidového primeru 0G1
(GAGAGAGGATCCTCGAG (T) 15) podle instrukci vyrobce. 1% prvniho
feté&zce cDNA se pouiilo jako templat spolu s primery Loll a
0Gl v reakci PCR. Reakce se pak provedly v termalnim cykleru
za pouZiti Taq DNA polymeradzy (Gibco BRL) pfi 30 cyklech (1
minuta, p¥i teplot& 94 °C, 1 minuta pfi teploté 55 °C a 1
minuta p¥i teploté 72 °C) po iniciaci denaturaé¢niho kroku po
dobu 2 minut pfi teploté 14 °C.

Amplifikoval se produkt PCR o velikosti priblizné& 600 bp a
nisledn& se izoloval z 1% agarbzového gelu a kldénoval se do
vektoru pTAg (R and D systems) podle instrukci - vyrobce.
Klonovany produkt PCR se sekvenoval na automatizovaném
sekvenatoru DNA Perkin Elmer (Applied Biosystems) za pouziti
primera T3 a T7. Tento produkt obsahoval otevieny Eteci réamec,

ktery je v podstaté podobny sekvenci:

GAT GAA CAG CCG AAT ACG ATT TCT GGG AGC AAC AAT ACT GTC AGA
TCC GGG AGC RAA AAT GTT CTT GCT GGG AAT GAC ARC ACC GTIC ATA

- TCT GGG éAC AAC AAT AGT GIG TCT GGG AGC AAC AAC ACT GTC GTA
AGT GGG RAT GAC AAT ACC GTA ACC GGC AGC AAC CAT GTC GTA TCA
GGG ACA AAC CAT ATC GTT ACA GAC AAC ARAC AAT ARC GTA TCC GGG
AAC GAT AAT AAT GTA TCC GGG AGC TTT CAT ACC GTA TCC GGG GGG
caC BAT ACT GTG TCC GGG AGC AAC AAT ACC GTA TCT GGG AGC AAC
CcAC GTT GTA TCT GGA AGC AAC AARA GTC GTG ACA GAC GCT.TAA
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a dedukovand aminokyselinova sekvence je v podstaté podobné
sekvenci:
T—V—R-S-G-S—K—N—V-L—A-G-N—D-N—T—V—
I—S—G—D-N—N~S—V—S—G—S—N—N—T-V—V-S—G—N—D—N—T-V—T—G-S—N—H—V—
N—N—V-S—G-N—D-N—N-V—S—G—S—F—H-T—V—
N-E-V-V-S-G-S-N-K-V-V-T-

D-E-Q-P-N-T-I-S-G-S-N-N-

V—S—G—T—N—H—I—V—T—D—N—N-
S-G—G—H-N—T*V—S—G—S—N—N—T—V—S—G—S-
D-A v

" Otevfeny Gteci ramec kéduje prozein o molekulové hmotnosti
 ptiblizné& 12 000, ktery je men3i neZ je jeho zjevnad molekulova
hmotnost na SDS PAGE (29 000). Také se pozorovalo, Ze kodujici
sekvence také obsahuje S8est glykosylacnich mist (ASN-X-
SER/THR) a podstatny pocet zbytkd SER a THR, které se mohou
také glykosylovat. Tento dikaz naznacuje, Ze pfirozeﬁy protein
izolovany z rostliny Lolium je vyscce glykosylovany. JestliZe
je protein enzymaticky deglykosylovan stdle si uchovava
inhibi&ni aktivitu rekrystalizace ledu, coZ naznacuje, Ze

glykosylace neni podstatna, aby protein byl aktivni.

P¥iklad 7: v

Aby se prokadzalo, Ze CcDNA z rostliny Lolium perenne
popsané v prikladu 6 koduje AFP, provedla se exprese kédujici
oblasti. Vytvofil se kmen Pichia pastoris, coZ Je metylotrofni
kvasinka, kterd obsahuje cDNA AFP rcstliny Lolium.

cDNA rostliny Lolium se klénovala do vektoru pPICY9 se
signalni sekvenci faktoru «, aby se zajistilo vylucovani
z bunék a glykosylace. VSechny enzymy se ziskaly u firmy
Boehringer Mannheim a pouZily se podle instrukci vyrobce.
Konstrukce expresivnich vektorl, transformace a rast kvasinek
Pichia se provedly zpusobem, ktery se popisuje V publikaci
Invitrogen Pichia Expression Kit (Version B) Manual.

cDNA rostliny Lolium se klénovala do vektoru pPICY9, jako
amplifikaéni fragment PCR s kompatibilnimi restrikénimi konci

vhodnymi pro ligaci do vektoru pPICY9. To se uskutec¢nilo za
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pouziti cDNA ~rostliny Lolium, jako templatu a primeru
GTATCTTCGAGAAAAGAGATGAGCAGCCGAAACAGATT a
TTAATTCGCGGCCGCCTGTAGGAAAAGTATGGTATATC, které zavedou na
5'konec amplifikovaného fragmentu restrik&ni misto Xhol a na
jeho 3 konec restrikéni misto Notl a tim se zajisti, Ze cDNA
rostliny Lolium Jje v ramci se sekrednim signdlem otevfeného
teciho ramce. Reakce se provedly v termdlnim cykleru za
pouziti Tag DNA polymerazy a <teciho enzymu Pfu (Boehringer
Mannheim) ve 30 cyklech (1 minuta pfi teploté 94 °Cc, 1 minuta
pfi teplot& 55 °C a 1 minuta pfi 72 °C). Vdechny nésledné PCR
reakce se provedly za stejnych podminek, ale bez enzymu Pfu.
Xhol/Not1l fragment cDNA se klénoval do vektoru pPIC 9
gtépeného restrikénimi enzymy Xhol/Notl a vektorem se
transformovaly kompetentni bunky E. coli (kmen XLl-blue). Po
transformaci se bufky nanesly na LB plotny s ampicilinem o
koncentradi 50 ug/ml a nechaly se rust pri teploté& 37 °C po
dobu 16 hodin. Pak se izolovalo 20 transformantud rezistentnich
na ampicilin a analyzovala se jeho zaClenéni cDNA z rostliny
Lolium pomoci PCR za pouZiti primert 5°A0X1 a 3 AOX1, které se
syntetizovaly zplsobem popsanym v publikaci Invitrogen Kit
Manual.

7e &tyf pozitivnich transformantl se izolovala plazmidova
DNA miniprepara¢ni metodou a DNA se linearizovala $tépenim
restrikénim enzymem Sall za GCelem transformace do bunék
Pichia, které se kultivuji a promyvaji zpusobem popsanym
v manualu Invitrogen. Linearizovana DNA se zavedla
elektroporaci do bunék Pichia za pouZiti zafizeni GenePulser
BioRad. Po ptridédni ledem chlazeného 1 M sorbitolu se bunky
nanesly na MD plotny a nechaly se rlGst pri teploté 30 °C po
dobu 24 hodin, aZ vzniknou viditelné kolonie. Pak se 16
transformantt izolovalo na &erstvé MM a MD plotny a vybraly se
transformanty, které se nechaly rist na plotnédch MD a na MM,

kde rostly pomaleji. Tyto transformanty se pak analyzovaly PCR
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za pouZiti 5°a 3 primerd AOX1 a u 8 pozitivnich transformantd
se testovala exprese.
V Kolonie se inokulovaly do média BMGY a nechaly se rist pri
teploté 30 °C po dobu 24 hodin, pak se bunky centrifugovaly a
pfenesly se na médium BMMY, aby se indukovala exprese a pak se
dale inkubovaly po dobu 24 hodin pf#i teplot& 30 °C. Metanol se
pridal je3té& dvakrat, aby Jjeho koncentrace byla 0,5 % po 24 a
48 hodinach, aby se zachovala indukce. Bufiky se pak odstranily
centrifugaci a alikvot média se upravil tak, aby koncentrace
sacharézy byla 30 % a testovala se inhibiéni aktivita
rekrystalizace ledu. Médium v pfipadé v8ech transformanttd
obsahovalo podstatnou RI aktivitu, zatimcé médium produkované
stejnym zpUsobem z kontrolnich bunék Pichia, ktere neobsahuji
zadlen&né cDNA rostliny Lolium nevykazovalo Zadnou aktivitu.
Shora uvedeny pfiklad ukazuje, Ze ©protein izolovany
z rostliny Lolium perenne a odpovidajici cDNA reprezentuje RI

aktivni AFP.

Priklad 8:

Mikroorganizmus E. coli XL-1 se pouZil ve v8ech krocich
klénovani. Kultury se nechaly rust na kultivaénim médiu 2YT,
kde djako selekéni <&inidlo slouzi ampicilin nebo kanamycin.
VSechny oligonukleotidové primery se syntetizovaly na
syntetizéru DNA Perkin Elmer 381lA za pouziti fosforamiditové
skupiny, jak doporucuje vyrobce. Kultivacni plotny  se
pripravily nanesenim 2 ml bunééné suspenze bakteril Nicotiana
bethiama na Petriho misky, které obsahuji 25 ml MS soli, BS
vitaminy (1 mg/l kyseliny nikotinové, 1 mg/l pyridoxinu, 10
mg/l thiaminu, 100 mg/l inisitolu) + 1 mg/l 2-4D, 0,2 mg/l BAP
+ 0,8 % agaru. Buiky se promichaly krouZivym pohybem, aby
pokryly cely agar a pak se pfekryly sterilnim filtracénim

papirovym diskem.
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Selek&ni médium: MS zdkladni médium'+ 3 % sacharézy, 0,2
mg/l1 IAA, 1mg/l BAP, 0,9% agar + 500 mg/l cefotaximu + 100
mg/1l kanamycinu.

Sekvence Loll kdédujici AFP a PRla apoplastickad cilena
sekvence se amplifikovaly PCR s 57a 3’oligonukleotidovymi
primery navrZenymi tak, aby vznikly vhodn& restrikéni mista,
kterd jim umoZfuji ligaci v restrikénim mist& BamHI a spojeny
produkt se pak zacleni do plazmidového vektoru pUC otevfeného
restrikénimi enzymy Ncol a EcoRI (Messing 1983). Loll AFP se
zadlenila odd&lend do t#i vektord pUC za razné promotorové
sekvence (syntéza 3krobu vézana na granule, kvétakovy kruhovy
virus, .dvojity 355 kvétakového mozaikového viru) . Ty’ se pak
dale klénovaly do rostlinného transformadniho ~ bindrniho
vektoru a zavedly se do rostliny tabaku za pouzZiti
transformace zprostfedkované mikfoorganizmem Agrobacterium.

Reak&ni smé&s pro PCR obsahovala 5 pl 10x Tag reakéniho
pufru, 1 pl dNTP, 1 upl 57a 3’primerd (50 pmol/pl), 1 pl
templatové sekvence Loll, 0,5 ul Taq polymerdzy a 0,05 upl
enzymu Pfu. Zkumavky se sm&si se prekryly minerdlnim olejem a
amplifikace probihala ve 30 cyklech po dobu 1 minuty pri
teploté 94 °C, 1 minuty pI¥i teploté 55 °C a 1 minuty prfi
teplot& 72 °C po iniciacnim denaturadnim kroku, 2 minuty pZi
teploté 94 °C. '

St&peni PCR amplifika&niho produktu se provedlo s vhodnymi
restrik&nimi enzymy v doporuleném pufru (Boehringer Mannheim)
po dobu 16 hodin p¥i teploté 37 °c. Stépené smé&si se oddélily
na 1% agarézovém gelu a relevantni pruhy se vyFizly a Cistily
se za pouZiti sady vhodné pro izolaci DNA z gelu Qiagen podle
navodu vyrobce.

Inzert a plazmidovy vektor se ligovaly T4 ligazou za
poufiti 10x koncentrovaného  pufru  doporuceného firmou

Stratagene po dobu 16 hodin pfi teploté 16 °C. Kompetentni

pbufiky mikroorganizmu E. coli se transformovaly za pouziti 2 ul

liga&ni reakce, nanesly se na plotnu a nechaly se rast pfi
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teploté& 37 °C ptes noc. Transformanty se identifikovaly PCR za
pouziti specifickych 5’a 3’primert. Plazmidova DNA se pak
izolovala zplsobem, ktery se popisuje v manudlu Maniatis v 1.
dilu, a spravné uspotadani se potvrdilo restrikéni analyzou.

Inzerty HindIII/EcoRI se vyfizly a ligovaly se stejné jako
pfed tim do obecného transfoma&niho rostlinného wvektoru (GPTV)
5t&peného restrikénimi enzymy HindIII/EcoRI. Kompetentni bunky
E. coli se transformovaly a transformanty se identifikovaly
PCR._Sprévnost nasledn& izolované plazmidové DNA se potvrdila
sekﬁenovénim.

T¥i rtzné vektory GPTV se transformovaly oddélené do
mikroorganizmu Agrobacterium tumafaciens (kmen LBA 4404) za
pouziti metody zmrazeni/rozmrazeni, jak se popisuje
v publikaci Plant Molecular Biology manual PMAN A3/7. ‘

Semena rostliny Nicotiana tabacum {odrida Petit Havana) se
povrchové sterilizovaly po dobu 10 minut roztokem 10 %
chlornan sodny a po tF¥ikrdt opakovaném promyti destilovanou
vodou se prenesly na zdkladni kultivaéni médium podle
Murashige a Skooga s 3 % sacharézou a 0,9 % agarem. Bunky
Agrobacterium obsahujici vhodny plazmid se kultivovaly ptes
noc na p&dé Lennox (5 g/l NaCl, 10 g/l kvasinkového extraktu,
10 g/l baktotryptonu a 15 g/l agaru), pak se buiky =ziskaly
centrifugaci po dobu 10 minut pfi 3 000 x g a resuspendovaly
se v zakladnim médiu MS s 3 % sacharézou. Disky listd rostliny
tabaku vytezané sterilnim Fezdkem korku se infikovaly inkubaci
s kulturou mikroorganizmu Agrobacterium po dobu 10 minut. Pak
se nechaly uschnout na sterilnim filtracnim papife a daly se
licem doll na kultiva&ni plotny bunék rostlin tabaku.

Infikované disky tabdku se inkubovaly pfi teploté 26 °C po
dobu 2 dni pfri intenzité svétla 2 000 luxt a pak se pfenesly
do selek&niho média. Tam se inkubovaly p#i intenzité svétla 3
000 lux( po dobu 26 °C a 16 hodin, pficemZ pak nasleduije osmi
hodinovy cyklus tmy. KaZdé dva tydny se pfenesly do Cerstvého

média. KdyZ se na hrané disku objevily nové vyhonky pfenesly
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se do MS zakladniho média s 3 % sacharbzou, 500 mg/l
cefotaximu a 100 mg/l kanamycinu, aby zakoienily.

Po zakorendni a rtstu do velikosti, kdy maji 3 aZ 4 listy,
se listy =z n&kolika 1inii kaZdé konstrukce plus nékolika
netransformovanych kontrolnich rostlin odstranily za GCelem
provedeni testu RI. Tk&i listd se rozdrtila do ependorfky a
uvolnéna 3Stava se ziskala centrifugaci. Stava se upravila,
di¥ive ne? se provedl test, 30 % sachardzou (hmotnost/objem) .

Ukézalo se, ze nékolik rostlinnych linii z kazdé
konstrukce ma podstatné mnozstvi inhibicéni aktivity
rekrystalizace ledu. Extrakty z kaZdé kontrolni rostliny
nevykazuji Zadnou aktivitu. To jasn& ukazuje, Ze Loll AFP se
transformoval do bun&k rostliny tabdku, které nemaji svaj
vlastni AFP. Tento protein se Usp&3n& exprimuje Jjako aktivni
protein a rostlinu neni nutné aklimatizovat na chlad.

Rostliny, které se vybraly k dalsi kultivaci se umistily
do kv&tinadt s 50 % perlitem/50 % smés radeliny a nechaly se
riist do vzniku kvétenstvi p#i teplot& 26 °C pfi 16 hodinove
period& svétla/pfi teploté 22 °C pfi 8 hodinach tmy. Kvéty se
p¥ikryly, aby se zajistilo samoopyleni a semena se sebraly a

uchovavaly se pfi teploté& +4 °C.

Ptriklad 9:

Aby se prokazalo, Ze AFP podle vyndlezu nevyZadujl pro
svou aktivitu glykosylaci, kédujici oblast se exprimovala
v prokaryontnim systému. Vytvoril se kmen bakterie E. coli,
ktery obsahuje cDNA AFP rostliny Lolium.

cDNA rostliny Lolium se klénovala do plazmidu pET32 od
firmy Novagen, ktery obsahuje thioredoxin vhodny pro expresi
cilového genu jako fuzniho proteinu. VSechny pouzité enzymy
jsou od firmy Boehringer Mannheim a - pouZivaji se podle
doporuceni vyrobce. Konstrukce expresivnich plazmidl,

transformace a rust bund&k E. coli prob&hly zpusoben, jak se
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popisuje v manudlu Novagen pET systém a v privodci Promega
Applications.

cDNA rostliny Lolium se klénoval do plazmidu pET-32, jako
fragment vznikly amplifikaci PCR s kompatibilnimi restrikénimi
konci vhodnymi pro ligaci do vicenasobného klénovaciho mista
plazmidu pET-32. Fragment vznikl za pouziti c¢DNA rostliny
Lolium jako templatu a 5“0ligonukleotidového primeru
(TTTGCGCTCGAGTTAAGCGTCTGTCACGACTTTG) a 3 ’oligonukleotidového
primeru (TTTGCGCCATGGATGAACAGCCGAATACGATTTC) . Timto zplsobem
se zavedlo restrikéni misto Ncol na 5’kone¢ a XhoI na 3 konec
amplifikovaného fragmentu. Reakce se provedly Vv tepelném
cykleru za pouZiti Tag DNA polymerazy v 25 cyklech (dénaturace
pfi teploté& 94°C, teplotni hybridizace pii teploté 35 °C az 60
°c, exprese pri teploté& 72 °C). VSechny nasledné reakce PCR se
provedly za stejnych podminek. NcoI/XhoI PCR amplifikovany
fragment se pak klénoval do plazmidu pET-32 S$tépeného
restrikénimi enzymy NcolI/Xhol a transformoval se do
kompetentnich buné&k bakterie neexprimujicich E. coli (kmen
XL1-Blue). Po transformaci se bufiky nanesly na plotny s LB
médiem a s ampicilinem a nechaly se kultivovat pri teploté 37
°c po dobu 16 hodin. Izolovalo se 10 transformantt
rezistentnich na ampicilin a analyzovalo se zaClenéni cDNA
rostliny Lolium pomoci PCR za pouZiti upstream a downstream
primert pET od firmy Novégen.

Za pouZiti metody v malém objemu se izolovala plazmidova
DNA ze t¥i pozitivnich transformanth a Stépila se restrikénimi -
enzymy XhoI a Ncol za ucelem transformace do kompetentnich
exprimujicich bunék bakterie E. coli BL21(DE3), Jak se
popisuje Vv manualu pro systém pET. Transformované bunky se
nanesly na plotny s LB kultivacnim médiem s ampicilinem a
inkubovaly se po dobu 37 °C po dobu 24 hodin spolu s kontrolou
pripravenou z netransformovanych bunék bakteril E. coli

BL21 (DE3) .




[ 4
e 9

E X XX 2
oeed
LA R X
L2 XX

27 .:.Q .:.. LR LA LA *e

Vybraly se t#i pozitivni transformované kolonie a
subkultivovaly se v LB kultivadnim médiu s ampicilinem a
inkubovaly se pfi teploté 37 °C po ‘dobu 1 hodiny, aby se
dosdhlo hodnoty 0.D. (A=600 nm) 0,6 a pak se inokuloval velky
objem média a v3e se michalo pfi teplot& 37 °C. KdyZ hodnota
0.D. dosdhla hodnoty 0,5 buiky se indukovaly IPTG, aby doslo
k expresi po dobu 3 hodin, jak se popisuje v manudlu systému
pET.

Exprimované proteiny se izolovaly z cytoplazmy bunék E.
coli, jak se popisuje v manudlu systému pET. Buitky se sklidily
centrifugaci, resuspendovaly se v pufru HEPES (25 mM HEPES, 10
mM MgCl,, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, pH7,5) a sonikovaly se po dobu
10 vterin. Frakce cytoplazmatického proteinu se centrifugovala
a shrom&?dil se supernatant. Alikvot supernatantu se‘upravil
30 % sachardzou a testovala se inhibiéni aktivita
rekrystalizace ledu, Jjak se popisuje v prikladu 3. Extrakt
cytoplazmatického proteinu vykazuje podstatnou aktivitu RI,
zatimco extrakt cytpolazmatického proteinu produkovany stejnym
zplisobem z kontrolnich buné&k Dbakterii E. coli nesouci
integrované cDNA.rostliny Lolium nevykazuje zZadnou aktivitu.

Fazni protein se &istil na kolon& na z&kladé afinity ke
kovu a thioredoxin se odstranil 3té&penim trombinem. Identita
Stépeného AFP se potvrdila sekvenovdnim N-konce a ukazalo se,
>e tento &Sté&peny protein vykazuje podstatnou inhibiéni
aktivitu rekrystalizace ledu.

Tato skutednost popsand shora v textu dokazuje, Ze
neglykosylovany protimrazovy protein rostliny Lolium perenne
exprimovany v mikroorganizmu E. colil si uchovédva inhibiéni
aktivitu rekrystalizace, at uZ je ve formé fuzniho produktu

s thioredoxinem nebo po jeho Stépeni trombinem.
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PATENTOVE NAROKY
M

Protimrazovy protein, ktery se maZe ziskat z rostlin, se
charakterizuje tim, Ze alesponl 40 % JefteH aminokyselin je
ze skupiny serin, eonin a asparagin a vykazuje alespoil 80

Q.

% prekryv s nasledujici aminokyselinovou sekvenci:
D-E-Q~P-N=T=I-§=G=§~N~N=T=V=R=§~G-§-K-N-V-L~A~G-N-D-N-
T-V-I-5-G-D=-N-N=-§-V=8~G=§~N-N=T=V=-V-§=G~N-D~N-T-V-T-G~
S-N-H-V-V-5-G-T-N~H-I~V-T~D-N-N-N-N-V-5-G~N-D=-N-N~-V-5-
G-3~-F=H~T-V-8-G-G-H-N-T-V-5-G-S-N-N-T-V-5~G~5-N-H~-V-V-
§-G-S-N-K-V=V-T=D-A

stejné jako’upravené verze tohoto proteinu, pficemZ uvedena
Uprava materialné neovlivﬁujeﬁxbzhhibiéni vlastnosti
rekrystalizace ledu.

Protimrazovy protein podle naroku 1, ktery Je moZné ziskat
z travy.

Protimrazovy protein podle naroku 1, kde prekryv je alespon
95 %.

Protimrazovy protein podle néroku 1, kde prekryv je 100 %.
Protimrazovy protein podle naroku 1, kde se protein upravil
glykosylaci.

Sekvence nukleové kyseliny schopné kédovat protimrazovy
protein podle naroku 1.

Sekvence nukleové kyseliny podle naroku 6

GAT GAA CAG CCG AAT ACG ATT TCT GGG AGC AAC AAT ACT GIC
AGA TCC GGG AGC ARA AAT GTT CTT GCT GGG AAT GAC ARC ACC
GTC ATA TCT GGG GAC AAC AAT AGT GTG TCT GGG AGC AAC BAC
ACT GTC GTA AGT GGG AAT GAC BAT ACC GTA ACC GGC AGC 2AC
CAT GTC GTA TCA GGG ACA ARC CAT ATC GIT ACA GAC AAC AAC
AAT RAC GTA TCC GGG AAC GAT AAT AAT GTA TCC GGG AGC TTT
CAT ACC GTA TCC GGG GGG CAC AAT ACT GTG TCC GGG AGC AAC
AAT ACC GTA TCT GGG AGC AAC CAC GTT GTA TCT GGA AGC RAC
ARA GTC GTG ACA GAC GCT TAR
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a jeji alely.
MraZeny potravind¥sky produkt, vy zna cujic i s e
t i m, Z e obsahuje protimrazovy protein podle naroku 1.
Potravindfsky produkt podle naroku 8,
vyznadcujicil se t im, Z e je mrazeny
cukratrsky produkt.
Zpusob ziskani AFP podle naroku 1,
vyznadcujici se t 1im, Z e AFP produkuje
geneticky upraveny organizmus.
Zpusob podle naroku 10, vyznadcujicil se
t i m, % e organizmus Jje mikroorganizmus nebo rostlinna

linie.
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