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Nazev pfihlasky vyndlezu:

Cisténé proteiny, sekvence rekombi-
nantni DNA a zplisoby fizeni zrani ka-
vovnikovych rostlin

Anotace:

Cisténé proteiny, DNA sekvence, které kéduji
na jejich expresi a rekombinantni DNA mole-
kuly, véetné hostitell jimi transformovanych
pro transformaci kavovniki k potladeni
exprese enzymi nutnych pro syntézu ethyle-
nu. DNA sekvence s rekombinantni DNA mo-
lekuly jsou vyznadené tim, Ze kéduji expresi
pro enzymy ACC synthasy nebo ACC oxidasy,
které jsou prvky linie biosyntézy ethylenu v
kavovnicich. Kavovniky jsou transformovany
vektory obsahujicimi ACC synthasové a/nebo
ACC oxidasové DNA sekvence, které kéduji
expresi na piisludnou mRNA, kter4 je antime-
diadtorovd k mRNA pro ACC synthasu a/nebo
ACC oxidasu. Vyslednd antimediatorova
mRNA se vaZe k pfislusné ACC synthasové
nebo ACC oxidasové mRNA, ¢imz se inaktivuje
mRNA kédujicf jeden nebo vice enzymi v linit
syntézy ethylenu. Popsané DNA sekvenc
mohou byt také pouZity k blokovani syntézy
ACC synthasy nebo ACC oxidasy pomoci ko-
suprese. Vysledek je v kaZzdém pfipadé tako-
vy, Ze transformované rostliny nejsou schop-

ny syntetizovat ethylen, a¢koli jiné aspel
ty jejich metabolismu nejsou ovlivnény.
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€¢iSténé proteiny, sekvence rekombinantni DNA a zplisoby Fizeni
zrani kdvovnikovych rostlin

Oblast techniky

Tato prihldska se tykd &isSténych proteint, sekvenci
rekombinantni DNA, jimi transformovanych hostiteld a zplisobi
fizeni zrdni kdvovnikovych rostlin. Zejména se tato pfihl&Ska
vyndlezu tykd ¢iSténych proteint a sekvenci rekombinantni DNA,
které mohou byt pouZity k potladeni exprese pro kdvovnikové
plody specifické l-aminocyklopropan-l-karboxylové kyseliny
(ACC) synthasovych a ACC oxidasovych genli. Tato p¥ihldska vy-
ndlezu se dile tykd kdvovnikovych rostlin transformovanych
takovymito sekvencemi, ¢imZ se uini nezpisobilymi syntetizovat
ethylen nutny pro zrédni. Aplikace exogenniho ethylenu do rost-
lin transformovanych podle tohoto vyndlezu umoZnuje synchroni-

zovat a ridit zrdni plodd kivovnikovych rostin.

Dosavadni stav techniky

Kdva se pripravuje z praZenych zrn z rostlin rodu
Coffea, hlavné z druhd C. arabica. Zrna jsou semena kdvovniku
a ziskdvaji se zpracovdnim plodu nejidedlnéji zralého plodu,
ktery si zaslouZi nejlepSi cenu vlivem jeho vyborné kvality.
V minulosti vysoce kvalitni (gurmé&nskd) kdva byla sklizena
ruc¢né. To je nutné, ponévadZ plody kdvovnikového stromku ne-
zraji stejnomérné a tak jsou tam jak zralé, tak nezralé plo-
dy na stejném stromku. V minulosti to nebyl vdZny problém, pro-
toZe vétSina kdvovnikl se pd&stovala v oblastech svéta, kde je
hojnost pracovni sily a ta neni drahd. AvSak v soudasnosti
ztrdta hojné a laciné pracovni sily se stala hlavnim prispéva-
telem k sniZené produktivité p¥i produkci kédvy.



K zvySeni produktivity nékteré oblasti svéta jako je nejvétsi
produkéni zemé Brazilie, se uchylily k tGplnému sklizeni, kde
pracovnici rychle odstrani vSechny plody z vétve, at jsou zra-
1é nebo nezralé. To zvySuje rychlost sklizné&, ale sniZuje
vytéZek zrn nejvySSi kvality podle toho, jak je plod nezraly
(zeleny).

Navic nedostatek rovnom&rného zrini znacné omezil
G¢innost mechanického sklizeni. Sila vyZadovani pro odstrané-
ni zralych plodi (&ervenych) ze stromu je podobnd sile poZa-
dované k odstranéni zelenych plodd. Tak mechanické sklizede
nerozliSuji dobfe mezi zelenymi a &ervenymi plody a velké mnoz-
stvi nezralych plodl se sklizi spolu se zralymi plody. To znad-
né snizuje vytéZek zralych plodd a omezuje produktivitu.
Kdyby zrédni kdvovnikovych plodd mohlo byt ¥izeno tak, aby
vSechny plody zrdly najednou, jak &esaci zptisob rudniho sklize-
ni, tak mehcanické sklizeni by mohlo byt d&inné&jSi a vy$8i pro-
centdZ sklizengych plodd by byla ve vy33i kvalitativni tfids.
To by zvySilo vynosnost produkce kavy.

Jako v pripadé u mnoha jinych plodu [Yang a Hoff-
man, Ann.Rev.Plant Physiol.35:155 (1984)], rostlinou produko-~
vany ethylen hraje dileZitou roli v konednych stadiich zrini
plodd u kavovniku. Jak kdvovnikovy plod dosdhne ur&itého sta-
dia zralosti, miZe byt indukovdno zrdni exogenni aplikaci ethy-
lenu [Crisosto, C.H., P.C. Tausend, M.A. Nagao, L.H. Fuchigami
a T.H.H. Chen, J. Haw. Pac. Agri.3:13-17 (1991)]. To demonstru-
je dlleZitost ethylenu pro koneénd stadia zrani plodd u kavy.

Ethylen se syntetizuje ve dvoustupnové reakci z
S-adenosilmethioninu (SAM). Prvni stupen je syntéza l-amino-
cyklopropan-l-karboxylové kyseliny (ACC) z SAM pomoci ACC
synthasy. U vétSiny rostlin je to rychlost omezujici stupen.
Konelny stupen je konverze ACC na ethylen, ktery se katalyzuje
ACC oxidasou (Yang a Hoffman viz vySe).




Inhibice biosyntézy ethylenu chemickymi (napfiklad
st¥fibrnymi ionty nebo oxidem uhli&itym) nebo biotechnologicky-
mi prostredky [Oeller a j., Science 254:437 (1991)] inhibuje
kone¢né stupné zrdni. Tato inhibice je reversibilni aplikaci
ethylenu.

TudiZ strategie pro fizeni zréni kivovnikovych rost-
lin je zabrénit syntéze specifickych enzymi na linii biosyntézy
ethylenu. V jednom provedeni tohoto vyndlezu se to tykd gene-
tické zmény kdvovnikovych rostlin, aby se eliminovaly syntéza
ACC synthasy, v dalSim se potla&i syntéza ACC oxidasy.

V souéasné preferovanych provedenich se syntéza jednoho nebo
obou téchto enzyml potlali transformaci kdvovnikovych rostlin
DNA sekvenci, kterd kdéduje na transkripci pro medidtorovych
RNA (mRNA), kterd je antimedidtorovd k mRNA, kterd kdduje na
expresi pro enzym, jehoZ syntéza md& byt potlaldena. Viz Oeller
a j., Science 254: 437, 1991, kde se uvadi ¥izeni zrani rajcat
za pouziti podobné strategie.

Technologie rekombinantni DNA byla pouzita k izola-
ci urc1teho poCtu ACC synthasovych a ACC oxidasovych gend.
AvSak geny pro ACC synthasu a ACC oxidasu u kavovniku nebyly
dosud identifikovdny nebo sekvencovény.

Podstata vyndlezu

Vyndlez se tykd &iSténych proteinl, sekvenci DNA,
které kdéduji na expresi jejich a rekombinantnich DNA molekul,
vCetné hostitell jimi transformovanych pro transformaci k&-
vovnikovych rostlin pro potladeni exprese enzymi nutnych pro
syntézu ethylenu. Sekvence DNA a molekuly rekombinantni DNA
jsou vyznaceny tim, Ze koéduji na expresi pro enzymy ACC syntha-
Sy nebo ACC oxidasy, které jesou elementy linie pro biosynté-
zu ethylenu u kdvovnikovych rostlin.



Kdvovnikové rostliny jsou transformovdny vektory
obsahujicimi ACC synthasu a/nebo ACC oxidasovymi DNA sekven-
cemi zafazenymi tak, aby transformujici sekvence kodovaly
na expresi pro prislusSnou antimedidtorovou RNA viéi mRNA pro
ACC synthasu a/nebo ACC oxidasu. Vyslednd antimedidtorova RNA
se vdZe k mRNA, &imZ se inaktivuje mRNA zakodovani jednoho nebo
vice enzymi v linii pro syntézu ethylenu. Popsané DNA sekven-
ce mohou byt také pouzity k blokovdni syntézy ACC synthasy ne-
bo ACC oxidasy za pouziti kosuprese. Vysledek v kazdém pripadé
je takovy, Ze transformované rostliny jsou neschopné synteti-
zovat ethylen, ackoli jiné aspekty jejich metabolizmu nejsou
ovlivnény.

zrdni transformovanych rostlin miZe byt regulovano
exogennim ethylenem. Aplikaci ethylenu do celé rostliny, celd
rostlina bude zrat najednou, coZz dé€li mechanické sklizeni kévy
produktivnéjsim.

Struény popis vykresi

Obr. 1 je Gplnd sekvence cDNA kédujici kdvovnikovy plod
expresovany ACC synthasou,

obr. 2 je aminokyselinova& sekvence ACC synthesy kdvovniko-
vého plodu odvozené od cDNA sekvence zndzornéné
v obr. 1,

obr. 3 je sekvence cDNA kdédujici kdvovnikovy plod expresova-
ny ACC oxidasou,

obr. 4 je aminokyselinova sekvence ACC oxidasy k&vovnikového

plodu vyvozené z cDNA sekvence zndzornéné v obr. 3.



Podrobny popis vyndlezu

Aby zde popsany vyndlez mohl byt plné pochopen,
je ddle uveden detailni jeho popis. Pfi tomto popisu se po-
uzivaji ndsledujici vyrazy.

Nukleotid ~ monomerni jednotka DNA nebo RNA sestdvajici z cu-
kerné c&sti (pentosy), fosfdtu dusikaté heterocyklické bize.
Tato bdze je vdzdna k cukerné &dsti pomoci glykosidického uh-
liku (1’ uhliku pentosy) a tato kombinace bdze a cukru se na-
zgyvd nukleosid. Bdze charakterizuje nukleotid. Cty¥i DNA bize
jsou adenin ("A"), guanin ("G"), cytosin ("C") a thymin ("T").
Cty¥i RNA b&ze jsou A, G, C a uracil ("uU").

DNA sekvence - linedrni uspordddni nukleotidd spojenych jed-
noho s druhym fosfodiesterovymi vazbami mezi 3’ a 5’ uhliky
prilehlych pentos.

Kodon - DNA sekvence t¥i nukleotidd (triplet), kterid koduje
skrz mRNA aminokyselinu, translac¢ni startovaci signdle nebo
transla¢ni terminaéni signdl. Napfiklad nukleotidové triplety
TTA, TTG, CTT, CTC, CTA a CTG koduji aminokyselinu leucin
("Leu"), TAG, TAA a TGA jsou transladni koncové signdly a ATG
je translalni startovaci signdl, ktery také kéduje aminokyseli-
nu methionin (MET).

Polypeptid = linedrni uspofdddni aminokyselin pfipojenych jedna
k druhé peptidovymi vazbami mezi aminoskupinami a karboxyskupi-
nami pr¥ilehlych aminokyselin.

Genom - celd DNA bunky nebo viru. Zahrnuje mimo jiné struktu-
rdlni genové kodovdni polypeptidd liatky stejné& jako promotor,

transkripcni a translaéni iniciadéni a terminadéni mista.

Gen -~ DNA sekvence, kterd kéduje skrze jeji matrici nebo medi-
dtorovou RNA ("mRNA") sekvenci aminokyselin charakteristickou
pro specificky polypeptid.



Transkripce - zpusob tvorby mRNA z genu nebo DNA sekvence.
Translace - zplsob tvorby polypeptidu z mRNA.

Exprese - zplsob podstoupeny genem nebo DNA sekvenci k produk-
ci polypeptidu. Je to kombinace transkripce a translace.

Plasmid - nechromosomd&lni dvouretézcovd DNA sekvence zahrnu-
jici intaktni "replikon", takZe plasmid je replikovdn v hosti-
telské bunce. KdyZ je plasmid uloZen v jednobuné&éném organiz-
mu, vlastnosti tohoto organizmu mohou byt ménény nebo trans-
formovany jako vysledek DNA tohoto plasmidu. Napfiklad plasmid
nesouci gen pro tetracyklinovou resistenci (TETR) transformuje
bunku dfive citlivou na tetracyklin na bunku, kterd je vié&i
nému rezistentni. Bunka transformovanid plasmidem se nazyva
"transformant’.

F4g nebo bakteriofdg - bakteridlni viry, z nichZ mnoho sesté&-
vad z DNA sekvenci zapouzdrenych v proteinovém obalu nebo povla-
ku ("kapsy").

Klonovaci prenasSec¢ (vektor) - plasmid, fdgovd DNA, kosmid nebo
jind DNA sekvence, kterd se schopnd replikovat v hostitelské
bunce, vyznadend jednim nebo malym poétem endonukleasovych roz-
poznavacich mist, ve kterych takovéto DNA sekvence mohou byt
preruseny v urcitelné podobé bez doprovodné ztridty zdkladni
biologické funkce DNA, napriklad replikace produkce obalovych
proteind nebo ztrdty promotorovych nebo vazebnich mist a které
obsahuji signdlni znak vhodny pro pouziti p¥i identifikaci trans-
formovanych bunék, napriklad tetracyklinovou nebo ampicilino-

vou rezistenci. Klonovaci prenasel je Casto nazyvan vektorem.

Klonovani - zplisob ziskdvani populace organizmd nebo DNA sekven-
ci odvozenych z takovéhoto organizmu nebo sekvence asexudlni
reprodukci.




Molekula rekombinantni DNA nebo hybrid DNA - molekula sest&-
vajici ze segmentl DNA z rlznych genoml, které byly spojeny

konec ke konci venku z Zijicich buné&k a schopnych udrZovéni

v Zijicich bunkich.

cDNA - DNA retézec komplementdrni k mRNA, ktery kdéduje pri-
slus8ny polypeptid.

Strategie pro rizeni ethylenové biosyntézy u kdvovni-
kovych rostlin podle pfedloZeného vyndlezu se tykd v prvni fa-
dé urCeni genli, které kdduji expresi dvou enzymi v ethylenové
linii: ACC synthasu a ACC oxidasu. Transformace planého typu
kdvovnikovych rostlin s konstrukty obsahujicimi bud jeden nebo
oba geny v orientaci, Ze jsou antimediitorové vi&i normélnim
genim je olekdvdna k blokaci syntézy prisluSnych enzymi.
Medidtorovd RNA transkribovanid ve sméru od transformujici sek-
vence se bude vdzat k mRNA transkribované ve sméru od norm&l-
ni sekvence, ¢imZ se inaktivuje normilni posldni a zabranuje
se syntéze enzymu.

K izolaci DNA sekvenci, které koduji expresi ACC
synthasy a ACC oxidasy u kdvovniku pivodci provérfili cDNA banku
vytvorenou z tkédné kdvovnikové rostliny pri syntetickych DNA
zkouSkdch obsahujicich nukleotidové sekvence, které jsou pfed-
pokladany. Tyto ofekdvané sekvence byly zaloZeny na studiich
nukleotidovych sekvenci, které se vyskytuji v genech, které
koduji p#isludné enzymy jinych pfechodnych rostlin a jingch
rostlin.

V tomto vyndlezu cDNA odpovidajici genu kdédujicimu
ACC synthasu nebo ACC oxidasu se pouzije k transformovidni em-
briondlnich kdvovnikovych rostlin. Plasmid pBI-121 se pouZije
jako transformacni vektor. Sekvence odpovidajici DNA, kterd
kx6duje expresi ACC synthasy nebo ACC oxidasy se zavedou do plas-
midu v invertni orientaci pfilehle k promotoru kvétdkového mo-
zaikového viru 35S.



RNA z toho transkribovand bude komplementdrni k mRNA, kter&

koduje aminokyselinovou sekvenci p¥islu$ného enzymu.

Kompletni konstrukty jsou amplifikovdny v bakteridl-
nich hostitelich. Hostitelé jsou rozruSeni a amplifikovany vek-
tor je pripojen k Casticim koloidniho zlata. Cdstice zlata
s adherentnimi vektory se zavedou do tk&né kdvovnikové rostliny
vhanénim Cdstic vysokou rychlosti do bun&k jak je popséno v
US patentu 5 107 065. Mladé rostliny lspé&s$né transformované
jsou identifikovdny antibiotickou rezistenci. Transformované
rostliny neprodukuji ACC synthasu nebo ACC oxidasu v zdvislos-
ti na genu pouzitém k transformaci rostlin. Zréni transformova-
nych rostlin je iniciovdno aplikaci exogenniho ethylenu.



Priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1

Izolace pro kdvovnikové plody specifické ACC synthasni cDNA

Aby se izolovaly ACC synthasni genové sekvence zapo-
jené do zrdni kdvy, byla pripravena cDNA banka ze smési peri-
karpové a mezokarpové tkdné& plodd kdvy v rtéznych stddiich zra-
losti. Tato banka byla tfidéna pomoci PCR produktu syntetizova-
ného z prvofetézcové cDNA pripravené ze stejné mRNA pouzité
ke konstrukci banky a degeneraci oligonukleotidovych primerd
odpovidajicich souhlasnym sekvencim odvozenym z ACC synthasnich
genl z jinych organizmi. Tento p#iklad v zikladu zahrnuje izola -
ci mRNA, konstrukci cDNA banky a ndsledujici kroky zahrnuté
v klonovani prislusSné cDNA.

a) Izolace mRNA

Celkovd RNA byla izolovdna z 66 g perikarpové a me-
zokarpové tkdné z n&kolika rlznych vyvojovych stavi plodd k&-
vovniku (C.arabica L. cv. Guatemalan) pomoci metody Leviho a
j.r [Hort Science 27(12):1316-1318 (1992)]. Zmrazend kivova
perikarpovd a mezokarpovd tkan byla upréSkovdna drcenim po do-
bu asi 2 minut v domdcim k&vovém mlynku (Salton Model GC-5,
Salton Maxam Hausewares Group, MT Prospect, IL) s malymi kousky
suchého ledu. UprdSkovand plodovd tk&n byla p¥iddna do 200 mi-
krolitrd 200mM tris(hydroxymethyl)aminomethanhydrochloridu
(tris-HC1l) (pH 8,5), 1,5%niho dodecylsulfatu sodného (SDS),
300 mM LiCl, 10 mM disodné soli ethylendiamintetraoctové kyse-
liny (NazEDTA), 1,5 % deoxycholatu sodného (hm:obj), 1,5 %
Nonidet P-40 (Sigma Chemical Company) (obj:obj), 0,5 mM thio-
mocoviny, 1 mM aurintrikarboxylové kyseliny, 10 mM dithio-
threitolu (DTT), 75 mM B-merkaptoethanolu, 2 % polyvinypyrro-
lidonu (PVP) a 2 % polyvinylpolypyrrolidino (PVVP) a byla pro-
vedena homogenizace pomoci Polytron tkdnového homogenizdtoru
(Tekmar, Cincinnati, OH).
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Po 2 minutdch homogenizace bylo pf¥iddno 200 1 chloroformu a
homogenizace pokracovala po dobu daldich 3 minut. Homogendt
byl pfeveden do 250 mikrolitrovych odstfedivkovych lahvicek
(Nalgene) a centrifugovdn po dobu 15 minut pfi 2500.g.
Vrchni vodnéd féze byla odstranéna a smichdna s 12 mikrolitry
5M NaCl stejnomérné rozdélena do 2 odstfedivkovych lahvidek
a bylo priddno do kaZdé lahvidky 150 mikrolitr® ethanolu.
Smés byla uskladnéna p¥i 20 ¢ pres noc.

RNA byla shromdzdéna odstredénim pfi 4000.g po dobu
15 minut p¥i teplot& 4 °C. RNA byla rozpusSténa v 50 mikrolit-
rech TEl (50 mM tris-HCl (pH 8,0), 10 mM NazEDTA) a vycefena
odstfedovdnim pfi 12 000.g po dobu 10 minut p¥i 4 °c.

Supernatant byl pfeveden do nové odstfedivkové lahvié-
ky a byly priddny 3 mikrolitry 5 M NaCl a 30 mikrolitrd iso-
propanolu. Obsahy byly smichdny a ulozeny pri 20 °c pres noc.

RNA byla shromdzdéna odstfedénim pfi 14 000.g po dobu 10 minut.
RNA byla promyta 20 mikrolitry 70%niho ledové studeného ethano-
lu a shromdzdéna odstfedénim jako dfive. Po vysusSeni za vakua
po dobu 10 minut byla RNA resuspendovdna v 50 mikrolitrech TEl
pufru a bylo pfiddno 10 mikrolitrd 12M LiCl.

Roztok byl inkubovan pri 4 °c po dobu 48 hodin a
RNA byla shromdzdéna odst¥edénim p¥i 14 000.g po dobu 10 minut
a resuspendovédna ve 30 mikrolitrech TEl pufru. Po pridavku 15
mikrolitrd 5M octanu draselného byla RNA inkubovédna pfes noc
pf¥i 0 °c, ziskéna odstfed&nim pfi 14 000.g po dobu 10 minut
a suspendovdna v 50 mikrolitrech TEl pufru. Byly p¥iddny 3 mi-
krolitry 5M NaCl a 110 mikrolitrd 95%niho ethanolu a RNA byla
inkubovéna pfi -20 °c pfes noc.

RNA byla ziskdna odstfedénim pfi 14 000.g po dobu
10 minut, promyta 20 mikrolitry 70%niho ledové studeného etha-

nolu, ziskéna odstfedénim jak je vySe uvedeno, vysuSena za




vakua béhem 10 minut a resuspendovdna v 600 mikrolitrech

TE1l pufru. RNA byla pfevedena do mikroodstifedivkové zkumavky
a odstfedéna pfi 14 000 otd&kich za minutu po dobu 30 minut
pfi 4 °c po ¢emZz bylo 300 mikrolitrd odebrdno do ka3dé ze 2

novych mikroodstfedivkovych zkumavek.

Pivodni odstfed&nd zkumavka byla propldchnuta dal-
Simi 300 mikrolitry TEl pufru. Bylo pridédno 18 mikrolitrd& 5M
NaCl a 636 mikrolitrd 100%niho ethanolu do kaZdé z téchto ti{
zkumavek. Po smichdni pfevracenim byly zkumavky ulozeny pfFes
noc p#i -20 °c. rRNa byla shromdzZdéna odstredénim pt¥i 14 000
otdckdch za minutu po dobu 30 minut a promyta 1 mikrolitrem
70%niho ledové studeného ethanolu. Po odstiedéni a vysusSeni
jako vySe, byla RNA resuspendovdna ve 400 mikrolitrech steril-

ni H,0. Celkem bylo ziskdno 1,04 Gplné RNA.

Medidtorovd RNA (polyA+ RNA) byla izolovdna za pouzi-
ti PolyATtrac R mRNA Isolation System IV (Promega Corporation,
Madison, WI).

Celkem byly provedeny dvé izolace ndsledujicim zpa-
sobem. Pro kazdou izolaci bylo 0,4 mg Gplné RNA rozpusténo v
800 mikrolitrech RNase-prosté vody. Po zahfivani pfi 65 °c po
dobu 10 minut byly pfiddny 3 mikrolitry 50 pmol/ml biotinylo-
vaného oligo(dT) a 20,7 mikrolitrd 20 X SSC (1 X SsC obsahuije
150 mM NaCl a 15 mM citranu sodného) a smés byla ponechéna po-
malu chladnout na teplotu mistnosti po dobu asi 30 minut.

Alikvot streptavidinovych paramagnetickych &istic
vytvorenych v PolyAtrack®™ mRNA Isolation System IV) byl promyt
trikrdt v 0,5 X SSC a resuspendovdn v 0,1 ml 0,5 X SSC.

RNA roztok obsahujici biotinylovany oligo (dT) byl p#idédn k
promytym streptavidinovym paramagnetickym &&sticim. Po 10 mi-
nutdch inkubace p¥i téploté mistnosti byly paramagnetické &isti-
ce obsahujici zachycenou mRNA shrnuty ke strané zkumavky pomo-
ci magnetu.
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Supernatant byl odstranén a Castice byly promyty
&tyrikrdt 0,3 ml 0,1 X SSC. mRNA byla odstranéna z biotiny-
lovanych oligo(dT)C&astic supendovanim v 200 mikrolitrech

RNase-prosté vody.

Dal3i eluce byla provedena pfiddnim 150 mikrolitri
vody postupné do kazdé ze dvou zkumavek. Eluéni frakce (550
mikrolitrd) byly sdruZeny a odstfedé&ny pfi 14 000 otdckidch za
minutu v mikroodstfedivce po dobu 30 minut pri 4 ®c. super-
natant byl rozdélen do dvou mikroodstfedivkovych zkumavek a
po pfidavku 0,1 objemu 3M NaCl a 600 mikrolitrl ethanolu byla
mRNA ziskdna inkubaci zkumavek pfi =20 °C pf¥es noc, nadei nd-
sledovalo odstfedéni jak bylo vysSe uvedeno.

mRNA byla promyta jednou 1 ml ledové studeného
70¢niho ethanolu, vysuSena a resuspendovdna ve 20 mikrolitrech
sterilni vody. 1 mikrolitr byl pfiddn do 1 ml vody a bylo ziskd-
no spektrum od 230 nm do 330 nm v Shimadzu UV 160U spektrofoto-
metru. Bylo ziskéno 6 mikrogrami mRNA z 1,04 mg celkové RNA.

b) Konstrukce cDNA banky

Prvni a druhy fetézec cDNA byl syntetizovédn za po-
uZiti ZAP-cDNA syntézniho souboru (Strategene, La Jolla, CA).
6 mikroorganizmd mRNA ve 20 mikrolitrech vody bylo inkubovédno
pri 65 °c po dobu 5 minut. 2 mikrolitry 100mM methylrtuti byly
pfiddny a inkubace pokracovala pfi teploté mistnosti po dobu
10 minut. Byly p¥iddny 4 mikrolitry 700mM B-merkaptoethanolu
a inkubace pokradovala po dal3ich 5 minut. Do denaturované
mRNA bylo pfiddno 5 mikrolitrd 10 X prvoretézcového pufru '
(zajiSt&ného v souboru), 5 mikrolitrd 100mM DTT, 3 mikrolitry
nukleotidové smési (10 mM kazdého AATP, 4GTP, ATTP a S5-methyl-
dCTP), 2 mikrolitry 1,4 mikrogram/mikrolitr. spojovaciho primerus:
5’ -GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAACTAGTCTCGAGTTTTTTTTTTTTTTTTTT -3’

(sekv.id.¢.1l),
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1 mikrolitr RNase bloku a 5 mikrolitr8 vody. Reakce byla in-
kubovdna pri teploté mistnosti po dobu 10 minut k teplotni hy-
bridizaci primeru k mRNA a pak byly pfiddny 3 mikrolitry

20 j/mikrolitr M-MuLV reversni transkriptasy.

5 mikrolitrl této reakéni smdsi bylo odebrino do
zkumavky obsahujici 0,5 mikrolitrd (0,625 pmol) 800 Ci/mmol
[oc P] dATP. Obé reakce byly inkubovany pfi 37 °c po dobu
1 hodiny. Radioaktivné znadend reakce byla zmrazena pri -20°%¢
pro pozdéjsi gelovou analyzu.

Do 45 mikrolitrd hlavni reakce bylo pfiddno 40 ml
druhofetézcového pufru, 15 mikrolitrd 100mM DTT, 6 mikrolitra
nukleotidové smési (10 mM dATP, 4GTP, ATTP a 26 mM dCTP),

268, 3 mikrolitry vody a 2 mikrolitry (2,5 pmol) 800 Ci/mmol

[ P] dATP. Po smichdni bylo pfid&no 4,5 mikrolitrd 1 j/mi-
krolitr RNase H a 19,2 mikrolitrd 5,2 j/mikrolitr E. coli

DNA polymerasy I a reakce byla inkubovéina pri 16 °c po dobu

2,5 hodin. Reakce byla extrahovdna 400 mikrolitry fenol:chlo-
roform (l:1). Fize byly oddéleny odst¥edénim v mikroodstiediv-
ce béhem 5 minut a vodnd fize odebrdna a reextrahovdna chloro-
formem. Vodnd fdze byla zisk&na odstfedénim jak bylo dffve uve-
deno.

Dvouretézcovd cDNA byla vysr&Zena pridavkem 33,3
mikrolitrd 3M octanu sodného (pH 5,2) a 867 mikrolitrd 100%
ethanolu a inkubaci pfes noc pfi -20 Sc. cpna byla ziskéna
odstfedénim p¥i 14 000 . g v mikroodstfedivce pfi 4 °c po dobu
60 minut. cDNA byla promyta 1 ml 80%niho ehanolu, ziskdna od-
stfedénimpfi teploté mistnosti v odstfedivce p¥i 14 000 . g
vysuSena za vakua a rozpu$téna ve 45 mikrolitrech vody.
3 mikrolitry resuspendované dvojfetézcové cDNA byly odebrény
a uskladnény pri =20 ¢ pro pozdéjsi analyzu gelovou elektro-
forézou.
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Do zbyvajicich 42 ml dvojfetézcové cDNA bylo pfidéno
5 mikrolitrd 10 X Klenow pufru (pufr &. 3, doddvany firmou
Stratagene), 2,5 mikrolitrd 2,5 mM nukleotidd (4CTP, AGTP,
dATP a 4TTP) a 0,5 mikrolitrd 5 j/mikrolitr E. coli DNA poly-
merasy I Klenow fragmentu. Po 30 minutdch pri 37 °c bylo prida-
no 50 mikrolitrd vody a reakce byla extrahovdna stejnym obje-
mem fenol:chloroform (1:1) a pak chloroformem jak bylo popséa-
no vyse.

Po pfidavku 7 mikrolitrd 3M octanu sodného (pH 5,2)

a 226 mikrolitrd 100%niho ethanolu byla zarovnané zakonciena
dvojretézcovd cDNA inkubovdna na ledu po dobu 30 minut a zisk&-
na odstfedénim p#i 14 000 otddkdch za minutu pfi 4 °C b&hem

60 minut v mikroodstredivce. cDNA byla promyta 30 mikrolitry
70%niho ehanolu, odstredéna a vysuSena jako drive. Bylo prida-
no 7 mikrolitrd 0,4 mikrogram/mikrolitr E_coRI spojovniki k
vysuSené cDNA. Struktury E_coRI spojovnikidl jsou:

5’ ~-AATTCGGCACGAG-3’ (sekv.id.&.2)
3’-GCCGTGCTC-5'.

Po zvifeni k resuspendaci cDNA byl pfiddn 1 mikro-
litr 10 X ligadniho pufru, 1 mikrolitr 10 mM ATP a 1 mikrolitr
4 Weiss j/mikrolitr T4 DNA ligasy a reakce byla inkubovdna pres
noc pri 8 °c. Ligasa byla inaktivovdna zahrivanim pri 70 %c
po dobu 30 minut. 5’ konce EcoRI spojovnikli, které jsou nyni
pripojeny k cDNA, byly fosforylovdny pomoci polynukleotidové
kinasy. Byl priddn 1 mikrolitr 10 X pufru &. 3 ZAP-cDNA syntéz-
niho souboru (Stratagene, La Jolla, CA), 2 mikrolitry 10 mM
ATP, 6 mikrolitrl vody a 1 mikrolitr 10 j/mikrolitr T4 poly-
nukleoti dové kinasy do ligacniho roztoku.

Po 30 minutdch pri 37 ¢ byla reakce kinasy zasta-
vena zahrivanim reakce pri 70 °c po dobu 30 minut. Byly vytvo-

feny XhoI "lepivé konce" na konci'cDNA odpovidajicimu 3’konci



mRNA digesci Xhol mista ve spojovniku-primeru. 28 mikro-
litrd XhoI pufru a 3 mikrolitrd 40 j/mikrolitr Xhol bylo pri-
dano do cDNA a reakce byla inkubovdna pfi 37 °c po dobu 1,5
hodin. '

CDNA s EcoRI lepivymi konci na 5’ konci a XhoI lepi-
vymi konci na 3’ konci (ve vztahu k ptivodni mRNA) byl rozmér
frakcionovdn prichodem skrz Sephacryl S-400 ot4&ivy sloupec
pfipraveny ndsledovné: 5 mikrolitrd 10 X STE[100 mM Tris (pH
7,0), 5 mM EDTA a 100 mM NaCl] bylo pfiddno do cDNA a cDNA by-
la nanesena na vrchol 1 mililitrové injekéni stfikadky obsa-
hujici Sephacryl S-400 (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ).

500 mikrolitrovd mikroodstfedivkovd zkumavka byla
umisténa na spodku injekéni stfikadky a sloupec byl umistén
v odstfedivkové zkumavce a odstfedén p¥i asi 400.g9 po dobu 2
minut. Bylo priddno 60 mikrolitrd 1 X STE do vrcholu stfikacky,
novad mikroodstfedivkovd zkumavka byla ulozena na spodek sloup-
ce a sloupec byl znovu odstfedén jako dfive.

Tento postup byl opakovdn aZ bylo shromidzdéno
6 frakci. Asi 10 % z ka2dé frakce byla elektroforezovino na
1%nim agarosovém gelu k urdeni rozdéleni velikosti cDNA v kaZz-
dé frakci. Zbytek kaZdé frakce byl extrahovan stejny mnozZ- '
stvim fenol/chloroform a pak chloroformem jak je popsdno vyse
a vysrdzen pridavkem 2 objem& 100%niho ethanolu. Po inkubaci
p¥es noc p¥i -20 °c byla cDNA ziskdna odstfedénim v mikroodstife-
divce pri 14 000 otdckdch za minutu po dobu 60 minut p¥i 4 c.
Kazdd cDNA frakce byla promyta 200 nl 80%niho ethanolu a vy=-
susena jak je uvedeno vySe.

cDNA frakce 1 byla resuspendovdna ve 3 mikro-
litrech sterilni vody a cDNA frakce 2 byla resuspendovdna v
10,5 mikrolitrech sterilni vody.
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Jedna polovina mikrolitru kazdé ze dvou frakci byla pouzita

k urcéeni kvantity DNA pomoci ethidiumbromidové plotnové de-
tekéni metody. Frakce 1 a 2 obsahujici nejvétSi cDNA mole-
kuly byly slouceny. 12,5 1 sloudenych frakci obsahovalo prib-
1lizné 100 ng cDNA. Tato frakce byla redukovédna na 2,5 mikro-
litrd ve Speed-Vac a uskladnéna na ledu. cDNA frakce 3 byla
resuspendovana v 10,5 mikrolitru sterilni vody a zachovédna pri
-20 °c pro pozdéjsi pouziti.

0,01 ng cDNA z frakce 1 a 2 byla vadzdna do 1 mikro-
gramu Uni-zap o (stratagene, La Jolla, CA), lambda ZAP vektoru,
ktery byl digerovan s EcoEI a XhoI. Frakce 1 a 2 cDNA (2,5
mikrolitru) byly pfiddny do 0,5 mikrolitru 10 X ligaéniho
pufru, 0,5 mikrolitru 10 mM ATP, 1 mikrolitr 1 mikrogram/mikro-
litr Uni-ZAP XR vektoru a 0,5 mikrolitru 4Weiss j/mikrolitr
T4 DNA ligasy.

Reakce byla inkubovédna pfi 8 °c po dobu asi 44 h.
1 mikrolitr alikvotu ligacni reakce byl pfiddn do 1 alikvotu
"mraziciho-rozmrazovaciho" extraktu z Gigapack II Gold bakterio-
fadgové lambda balici soupravy (Stratagene, La Jolla, CA).
15 mikrolitrd Sonic extraktu bylo pfiddno a obsah byl jemné
smichdn. Nabaleni bylo provadéno pri teploté mistnosti. Po
2 hodindch bylo pfiddno 500 mikrolitrd SM pufru a 20 mikrolitra-
chloroformu do kazdé nabalovaci reakce a odpad byl odstrnén
kratkym odstfedénim v mikroodstfedivce. Nabalené fagy byly
pfevedeny do nové mikroodstfedivkové zkumavky. Bylo priddno
10 mikrolitrd chloroformu a nabalené figy byly uskladnény pfi
4 °c a% do pouZiti. Titr této prim&rni banky indikoval p#itom-
nost 0,7 . lO6 rekombinantniho plaku.

c) Amplifikace primdrni banky

600 mikrolitrd E. coli XLl-Blue MRF’ (Stratagene,
La Jolla, CA) vypéstovanych na hustotu 0,5 p¥i O'D'SOO'
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a 32,5 mikrolitru prim&rniho bankovniho z&sobnfiho roztoku
bylo priddno do kaZdé ze 16 zkumavek. Po inkubaci p¥i 37 %
po dobu 15 minut bylo p#iddno 6,0 ml 48°c agaru (5 g/1 NacCl,
2 g/1 MgSO4 . 7H20, 5 g/1 kvasnicového extraktu, 10 g/1 NZ
aminu (pH 7,5) a 0,7 % agarosy bylo pfiddno do kaZdé zkumavky
a obsah byl potaZen na 150 . 15 mm NZY plotny (5 g/1 NacCl,

2 g/l MgSO4 -7 H,0, 5 g/1 kvasnicového extraktu, 10 g/1 NZ
aminu (pH 7,5) a 15 g/1 Difco agaru). Plotny byly inkubovany
pfes noc p#i 37 °¢ a pak prekryty 10 ml SM pufru a inkubové&ny
po dalSich 8 hodin pf¥i 4 °C za jemného tfepdni. SM pufr byl
sebrdn sterilni pipetou a uskladnén v sterilni 250 mililitrové
odstfedivkové lahvi.

Kazdd plotna byla omyta dalSimi 10 ml SM pufru, kte-
ry byl sebrdn a pfiddn k pfedchizejicimi SM pufru. Byl p¥idén
chloroform do koneéné koncentrace 5 $ a fdgovy roztok byl in-
kubovén pri teploté mistnosti po dobu 15 minut a pak odstfedén
pfi 2000 . g po dobu 10 minut o odstran&ni buné&ného odpadu.
Supernatant byl ziskdn do sterilni polypropylenové lahve a byl
pridan chloroform do findlni koncentrace 0,3 $. Amplifikovana
banka byla uloZena p¥i 4 °c.

d) Povlékdni amplifikované banky pro t#idéni na specifické
geny

Amplifikovand banka byla titrovdna jak je popséno
vySe. PfibliZné 50 000 rekombinantniho plaku bylo priddno do
600 mikrolitrd E.coli XL1l-Blue MRF’, ktery byl vypéstovédn jak
je popsdno vySe. Po 15 minutdch p#i 37 °c bylo pfidédno 6,5 ml
48 °c teplého vrchniho agaru a bunky byly naneseny na 150.15
mm NZY plotny. 4 plotny obsahujici celkem 200 000 rekombinant-
nich plakd byly pfipraveny a inkubovdny pri 37 °c pres noc.
Tyto plotny pak byly chlazeny po dobu 4 hodin p#i 4 °c, pak
byly pouZity pro pfipravu plakovych vytaZkd jak je popséno
dale.
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e) Identifikace a konstrukce oligonukleotidd homolognich
k kdvovnikovym ACC synthasovym gendm

V predchdzejicich studiich popsanych v US patentové
prihldsce poradového &isla 08/485107, jejiZz popis je zde zalle-
nén formou odkazu, pivodci identifikovali zdkladni sekvence
bézné k ACC synthase vyskytujici se v rlznych rostlin&ch,
které se zde oznaduji jako souhlasné sekvence. Na zdkladé téch-
to studii plUvodci vyvinuli sestavu t¥i plné degenerovanych
primerd pro PCR amplifikaci oblasti kdvovnikové prvoretézcové
cDNA odpovidajicich souhlasnym sekvencim. Sekvence pouzitych
primerd je:

ACS167: 5'-GCCAAGCTTCCRTGRTARTCYTGRAA-3'

(sekv.id.&.3)

ACS289: 5'-TTYCATRGAYTAYCAYGGHYT-3'
(sekv.id.&.4)

ACS885: 5/-CCHGGDARNCCYAWRTCTTT-3'
' (sekv.id.&.5)

f) Reversni transkriptasovd reakce k ziskdni prvoretézcové
kdvovnikové cDNA

Reversni transkriptasovd reakce k ziskdni prvoretéz-
cové cDNA byla provedena v koneéném objemu 20 mikrolitrd za
pouziti GeneAmp RNA PCR Core Kit (Perkin Elmer, Foster City,
CA). Nejdrive bylo smiché&no 0,9 mikrogramd mRNA k&vovnikového
plodu ve 3 mikrolitrech vody s 1 mikrolitrem 50 mikroM nahodi-
1ého hexameru a 6 mikrolitry sterilni vody v mikroodstfedivko-
vé zkumavce a inkubov&no p¥i 65 °C po dobu 5 minut.

Smés byla ponechdna pri teploté mistnosti po dobu
2 minut a kapalina byla ziskdna u dna zkumavky krdtkym odstre-
dénim. Do této smési byly pridany 2 mikrolitry PCR pufru II
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(z vySe zminéného kitu), 4 mikrolitry 25 mM MgClz, 10 mM ANTP,
1 mikrolitr RNAsin (20 j/mikrolitr) a 10 mikrolitr& revers-
ni transkriptasy (50 j/mikrolitr). Reakce byla inkubovéna pfi
42 °c po dobu 1 hodiny, nacCeZ byla reversni transkriptasa
tepelni inaktivovédna v 95 °C vodni 1&zni po dobu 5 minut.

g) Reakce polymerasového fetézce k amplifikaci kdvovnikového
ACC-synthasniho genu

Reakce polymerasniho fetézce (PCR) (Saiki a j.,
1988) byla provedena za pouZiti GeneAmp Kitu popsaného vysSe
v 50 mikrolitrové reakci obsahujici 10 mikrolitrd prvofet&zco-
vé cDNA smési, 4 mikrolitry PCR pufru II, 1 mikrolitr 25 mM
MgClZ, 2,5 mikrolitru 20 mikroM AC 5167 primeru (sekv.id.&.3)
2,5 mikrolitru 20 mikroM AC 5885 primeru (sekv.id.&.5),
29,5 mikrolitru sterilni vody a 0,5 mikrolitru Tag DNA polyme-
rasy (5 g/mikrolitr). PCR podminky byly 35 cykld 94 °C po dobu
1 minuty, 44 °c po dobu 1 minuty a 72 oC.po dobu 2 minut. .

Porodukt PCR reakce byl analyzovdn agarosogelovou
elektroforézou za pouziti 1,5%ni SeaPlaque agarosy (FMC Bio
Products, Rockland, ME) a Hae III digerované #X174 DNA (Promega
Corporation, Madison, WI) jako markert velikosti. Byl zisk&n
1 PCR produkt o velikosti pfibliZné& 650 partG bazi.

h) Amplifikace PCR produktu s riznymi primery

650 bp fragment ziskany vySe byl excisovdn z gelu
a uloZen do 1,5 ml mikroodstfedivkové zkumavky. Po pridavku
200 mikrolitrd sterilni vody byl 650 bp fragment zahfivin na
90 °c po dobu 5 minut, ochlazen na teplotu mistnosti a od-
stfedén pri 14 000 oti&kich za minutu po dobu 5 minut v mikro-
odstfedivce. Supernatant obsahujici amplifikovanou DNA byl
odstranén a uloZen do nové sterilni 1,5 ml mikroodstredivkové
zkumavky .
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25 mikrolitrovad PCR reakce byla provedena za
pouziti 0,4 mikrolitrd dfive amplifikované DNA jako matrice,
2,5 mikrolitxQ 10 X PCR pufru (10 mikroM tris-HC1l pH 9,0,
0,1 % triton X-100), 2 mikrolitry 25 mM MgCl,,
1 mM AdNTPs, 1 mikrolitr 20 mikroM ACS289 primeru (sekv.id.&.5),

1 mikrolitr 20 mikroM ACS885 primeru (tabulka 2), 12,8 mikrolitru

5 mikrolitrd

H,0 a 0,3 mikrolitry Tag DNA polymerasy (5 j/mikrolitr) (Prome-
ga Corporation, Madison, WI).

PCR byla provedena pomoci 35 cykld 94 °c po dobu
1 minuty, 45 °c opo dobu 1 minuty a 72 °c po dobu 2 minut.
5 mikrolitrl této reakce byla elektroforezovdno v 1,5%nim aga-
rosovém gelu, jak je vySe popsdno. Byl ziskdn jediny produkt
priblizZné 603 bp. Ke zbytku reakce bylo priddno 80 mikrolitrd
sterilni vody, 10 mikrolitrd 3M octanu sodného (pH 5,2), a
220 mikrolitrd 100%niho ethanolu. Po inkubaci p¥i 20 °c pres
noc byla odstfedénim ziskdna DNA pfi 4 ¢ po dobu 30 minut pFi
14 000 otdckdch za minutu. DNA byla promyta 400 mikrolitry le-
dové studeného 75%niho ethanolu a resuspendovdna ve 25 mikroli-
trech sterilni vody. DNA koncentrace byla urdena, Ze je
10 ng/mikrolitr pomoci ethidiumbromidové plotnové zkousky.

i) Znaceni k&vovému plodu specifické ACC synthasni DNA

Nahodily zdkladni zkuSebni vzorek byl pripraven za
pouziti PCR-vytvofené ACC synthasni DNA a Prime-a-Gene Kit
(Promega Corporation, Madison, WI). 2,5 mikrolitru DNA (25 ng)
bylo pridano do 27,5 mikrolitru sterilni vody a DNA byla dena-
turovana varenim po dobu 5 minut. 10 mikrolitrd 5 X znadiciho
pufru, 2 mikrolitry neznadeného ANTP (20 mikromol ka3dého,
dCTP, 4dGTP, dTTP), 2 mikrolitry 1 mg/ml acetylované BSA, 1 mi-
krolitr 5 j/mikrolitr E.coli DNA polymerasového I Klenow frag-
mentu a 5 mikrolitrd (50 mikroCi) [06-32P] dATP (3000 Ci/mmol)
(Dupont-NEN) bylo pfiddno, &imZ se ziskal konedny objem 50
mikrolitrd.
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Po 1 hodiné pfi teploté mistnosti byla reakce terminovéna
pridavkem 2 mikrolitrd 0,5 M Na, EDTA a varena po dobu 2 min.

j) Tfidéni amplifikované banky ACC synthasné specifickou
zkouskou

Byly pfipraveny platkové lifty ctyr 150.15 mm NZY
ploten, obsahujici kaZdy 50 000 rekombinantnich klond.
Ctyfi 132 mm Magna nylonové transferové membrdny (Micron Se-
parations, Incorporate, Westborough, MA) byly smoeny jejich
uloZenim na chromatograficky papir nasyceny 5 X SSC pufrem
na pfibliZné 10 sekund. Tyto membrdny byly uloZeny na plotny
obsahujici rekombinantni plak po dobu 5 minut, odstranény a
inkubovény, fdgy obsahujici horni strana byla po dobu 2 minut
sycena na chromatografickém papiru 0,5 M NaOH a 1,5 M NaCl.
Membrdny pak byly neutralizovany pfevedenim na chromatograficky
papir, nasyceny 0,5 M tris-HC1 (pH 8,0) a 1,5 M NaCl, po dobu
5 minut. Po krdtkém 20 sekundovém zpracovédni na chromatogra-
fickych listech nasycenych 2 X SCC, které obsahovaly 0,2 M
tris-HC1 (pH 7,5), byly filtry vysity do sucha. Po 1 hodiné
suSeni na vzduchu byla DNA zesit&na do membra&n zpracovanim
pomoci 12 000 mikroJould 260 nm UV zdfeni v UV Stratlinker
1800 (stratagene, La Jolla, CA).

4 membrdny byly pfedhybridizovdny pfi 65 °c po do-
bu 2 hodin ve 100 ml 6 X SSPE (52,2 g/l ®aCl, 8,3 g/1 NaH2P04~
-H,0, 2,2 g/1 Na,EDTA, (pH 7,4)), 5 X Denhardtova roztoku
(1 g/1 Ficoll, 1 g/1 polyvinylpyrrolidonu, 1 g/1 BSA (pentaxova
frakce V)), 0,5%ni SDS a 100 mg/ml nasycené sledové sperma-
tové DNA v Hybaid Mark II hybridiza&ni suS&rné (National Labnet
Company, Wood Bridge, NJ) za pouZiti HB-OV-BL lahvi.

Hybridizace byla provddéna p¥i 65 °c po dobu 12 hodin
v 10 ml 6 X SSPE obsahujicim 0,5 % SDS 100 mikrog/ml denatu-
rované sledové spermatové DNA a 52 mikrol nahodile primovaného
vzorku popsaného vyse.



_22_

Na konci hybridizacni periody byl hybridizadéni roztok odstra-
nén a membrédny byly rychle promyty 100 ml 2 X SSC obsahujiciho
0,5 % SDS pfi 65 °c. pak byly promyty po dobu dalSich 30 min.
stejnym mnoZstvi cerstvého pufru znovu pfi 65 c. Membrény byly
promyty jesté 2x po dobu 30 minut p¥i 65 ©c 100 ml 0,2 X SSC
obsahujiciho 0,5 % SDS, zabaleny do celofdnového obalu a vy-
staveny predexponovanému Fuiji RX:cu rentgenovému filmu pri

-70 °c po dobu 24 hodin. Bylo ziskdno 10 pozitivnich kloni.

Oblast plvodnich ploten odpovidajici identifikované-
mu plaku byla odstranéna a uloZena v 1 ml SM pufru obsahujiciho
20 mikrol chloroformu. Z téchto 10 bylo 5 znovu uloZeno na
plotny v nizkych hustotdch a roztridéno jak je vySe uvedeno
k ziskdni jednotlivého tlaku.

k) Charakterizace kavovych ACC synthasnich cDNA klona

Velikost predpokladanych k&vovych ACC synthasnich
cDNA klond byla urcena polymerasni retézcovou reakci pomoci
primerd homolognich k ¢asti T3 a T7 promotord pritomnych v klo-
novacim vektoru a lemovanim cDNA inseréniho mista. Sekvence
primerd jsou:

T3: 5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3' (sekv. id. &. 6)

T7: 5'-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3’ (sekv. id. &. 7).

Podminky pro PCR byly takové jaké jsou popsdny vySe s vyjimkou,
ze teplotni cyklus byl 95 ¢ po dobu 1 minuty, 50 °c po dobu

1 minuty a 72 °c po dobu 2 minut. Analyza byla provedena aga-
rosovou gelovou elektroforézou jako drive.

TFi nejrozsdhlejs$i klony byly ziskdny jako famegidy
excisi in vivo. 200 mikrolitrd fagového zdsobniho roztoku
z 1 plaku bylo smichdno s 200 mikrolitry E. coli XLl-blue MRF’:
vypéstovanymi do hustoty 0.D.cqo 1,0. Byl pfiddn 1 mikrolitr
ExAssist (Stratagene, La Jolla, CA) pomocného fagu (> 1 X 10
pfu/mikrol) a zkumavky byly inkubovany pri 37 °c po dobu

6

15 minut.



Byly pfiddny 3 ml sterilniho LB bujénu a byly inku-
bovdny po dobu 3 hodin p#i 37 °c za tfepdni. Po zahfivani pfi
70 °c po dobu 20 minut a odstfedéni pri 1000.g po dobu 15 mi-
nut byl 1 ml supernatantu obsahujiciho excisované pBluescripto-
vé fagemidy uloZené jako v1&knité fdgové &istice, byl preve-
den do sterilni 1,5 ml mikroodstfedivkové zkumavky a uskladnén
pri 4 %c. Fagemidy byly ziskdny pfidavkem 25 ml z&sobniho rozto-
ku do 200 mikrolitrd E.coli Solar bunék (Stratagene, La Jolla,
CA) vypéstovanych do hustoty 1, kdyZ byly méfeny pfi 0.D.cyg-

Po inkubaci p#i 37 °c po dobu 15 minut bylo 200 mi-
krolitrd bunéc¢né smési uloZeno na 100.15 mm NZY agarovych plot-
ndch obsahujicich 50 mikrog/ml ampicilinu. Plotny byly inkubo-
vény pfes noc p#i 37 °C. Jednotlivé kolonie byly sebrény do
10 ml LB bujonu obsahujiciho 50 mikrog/ml ampicilinu a pésto-
vény pfes noc p#i 37 °Cc v tfepacim inkub&toru. Bunky byly kon-
eentrovdny v 1,5 ml sterilni mikroodstfedivkové zkumavce opa-
kovanym odstfed&nim a plasmid DNA byl vy&iStén za pouziti plas-
midové minisoupravy od QIAGEN.

Bakteridlni pelety byly promyty vodou a resuspendo-
vidny v 0,3 ml pufru Pl. Pak bylo p¥iddno 0,3 ml alkalického
lyzniho pufru P2 jemn& smichdno a inkubovdno po méné neZ 5 mi-
nut pri teploté mistnosti. Pak nisledoval p¥idavek 0,3 ml ‘
studeného pufru P3 a michdni obracenim zkumavek 6 x, extrakty
byly inkubovdny na ledu po dobu 10 minut a odstfedény pfi
14 000 otdckdch za minutu po dobu 15 minut v mikroodstfedivce.
Supernatanty byly odstranény a aplikovdny do QIAGEN-typ 20 sloup-
cld, které byly predem vyvdZeny 1 mm QDT pufru.

Extrakty byly ponechiny vstoupit do pryskyfice
sloupcl gravitaénim tokem. Jakmile proud ustal, sloupce byly
promyty 4x 1 ml pufru QC. DNA byly eluovdny promytim QIAGEN-
typ 20 sloupci s 0,8 ml pufru QF, ktery byl jimdn do 0,5 ml
mikroodst¥edivkovych zkumavek.
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DNA byla vysrdzena pridavkem 0,7 objemd (560 mikrolitrd) iso-
propanolu. Zkumavky byly ihned odstfedény pri 14 000 ot&&k&ch
za minutu po dobu 30 minut a supernatant byl pedlivé odebrén.
Pelety obsahujici DNA byly promyty 20x 1 ml ledové studeného
70%niho ethanolu, odstfedény jak je vySe uvedeno a vysuSeny

na vzduchu po dobu 5 minut. DNA byly resuspendovdny v 50 mikro-
litrech sterilni vody. Koncentrace DNA z jedné plasmidové izo-
lace byla 0,1 mikrog/mikrol fluorometrickou analyzou.

Sekvencni reakce byly provedeny smisenim 8 mikrol
fagmidu DNA (0,8 mikrog) se 4 mikrol bud T3 nebo T7 sekvend-
nich primert (0,8 pmol/mikrol). Automatizované DNA sekvencovi-
ni bylo provedeno u té&chto vzork@ v University of Hawaii, Bio-
technology Service Center.

Bylo ziskdno asi 350 pdrd bazi sekvence z jak
5', tak 3’ konce cDNA. Nové sekvenéni primery byly syntetizova-
ny na zdkladé sekvenci u konce predchdzejicich sekvenci a
pouzity stejnym zpisobem ke kompletaci sekvence obou retézch
cDNA. Uplnd sekvence kdvové expresované ACC synthasni cDNA je
uvedena v obr. l. Odvozend aminokyselinovi sekvence kdvové ex-
presované ACC synthasy je uvedena v obr. 2.

Sekvence kdvového ACC synthasniho ¢cDNA klonu a odvo-'
zeného proteinu byla porovndna s jinymi ACC synthasnimi geny
ulozenymi v GenBank. cDNA izolovand z kdvovnikového plodu
vykdzala 68,3%ni az 58,1%ni identitu s jinymi ACC synthasami
pritomnymi v GenBank. A proteinovd sekvence odvozend z této
cDNA vykazuje 67,9%ni az 50,5%ni identitu viéi jinygm ACC
synthasdm. AvSak tato cDNA je unikdtni v tom, Ze ZAadné jiné
sekvence vétSi nez 1500 pdrld bdzi nevykazovaly vétS$i neZ 68,3%ni
identitu s ni.



Priklad 2

Izolace kdvovnikovému pecifické ACC oxidasy

a) Syntéza ACC oxidasovych specifickych oligonukleotidovych
primera

Izolace Uplné RNA, mRNA a syntéza kdvovnikovému
plodu specifické cDNA byla popsé&na vySe.

12 ACC oxidasovych sekvenci ziskanych z GenBank
bylo sefazeno za pouZiti Pileup programu GCG (Genetics Compu-
ter Group, Madison, WI). Oblast pfibliZn& 1000 parG bdzi z
translaéniho startovaciho kodénu byla zjisté&na, Ze mi byt kon-
zervovana a byl syntetizovdn degenera&ni oligonukleotidovy
primer
5'-TCATIGCKKCRAKIGGTTC-3' (sekv. id. &. 8)
odpovidajici této oblasti.

Inosin (I) byl uloZen v pozicich nevykazujicich sek-
venéni konzervaci, protoZe tato pozice by mohla byt jakykoli
A, T, G nebo C. Pozice vykazujici dvojitou nejednoznadnost by-
ly pfipraveny se smichanymi zbytky (T/G nebo A/G).
Pivodci také pfipravili druhy primer homologni k oblasti
papajové expresované ACC oxidasové cDNA, kterd byla dfive klo-'
novana v laboratofi pivodci a situovdna p¥ibliZné s 372 pard
bdzi od transla&niho startovaciho koddnu:
5’ -GACACTGTGGAGAGGCTGAC-3"’ (sekv. id. &. 9).

Tyto dva primery byly pouZity v PCR reakci k ampli-
fikaci Casti kdvovnikovym plodem expresované ACC oxidasy.
PCR obsahovala 0,2 mikrolitry (10 ng) cDNA frakce 3 (popsdno
v prikladu 1), 5 mikrolitrd 10 X PCR pufru, 3 mikrolitry 25
mM MgClz, 1 mikrolitr kaZdého ze 4 10mM ANTPs, 1 mikrolitr
20 mM roztoku kaZdého primeru, 0,3 mikrolitry Taq DNA polyme-

rasy (Promega Corporation, Madison, WI) a 38,5 mikrolitrt vody .
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PCR podminky byly 35 cykld p#i 94 °c po dobu 1 minuty,

50 °c po dobu 1 minuty a 72 °c po dobu 1 minuty.

Sminutovd inkubace pii 72 °c¢ byla provedena po poslednim cyklu.
20 mikrolitrd alikvotu produktu bylo elektroforezovdno v 1,5%nim
agarosovém gelu jak bylo dfive popsdno a vykdzalo p#iblizné

800 pidrd bdzi produktu. DNA byla excisovdna z gelu a smichdna

s 200 mikrolitry sterilni vody v 1,5 ml mikroodstfedivkové zku-
mavce. Po zahrivani po dobu 5 minut byly 2 mikrolitry pouZity
jako matrice v 50 mikrolitrech PCR reakce jako vySe za pouZiti
tychz primerd. Gelovi elektroforéza jak byla vySe popsédna za
pouziti 20 mikrolitrd PCR reakce indikovala pritomnost jediné-
ho produktu o 800 pard bazi.

Do zbyvajicich 30 mikrolitrG PCR reakce bylo pfidédno
20 mikrolitrG chloroformu a 100 mikrolitrd vody. Obsah byl smi-
chdn a odstfedovdn po dobu 2 minut p#i 14 000 otdlkdch za minu-
tu v mikroodstfedivce. Vrchni vodnid fdze obsahujici DNA byla
odstranéna do &isté mikroodstfedivkové zkumavky. Cdst této
DNA byla radioaktivné znalena p¥i nahodilé primerové syntéze

jak bylo vySe popsano.

b) Tfidéni amplifikované banky nahodile pfiravenou nukleoti-
dovou sondou

Amplifikovand cDNA kavového plodu popsand v prikladu
1 byla pouzita k pripravé 4 150.10 mm NZY ploten jak bylo dri-
ve popsdno. Predhybridizace, hybridizace a ziskdvdni klont
byly provadény jak bylo dfive popsdno s vyjimkou, Ze ACC oxi-
dasovd sekvence ziskana PCR byla pouZita jako nukleotidova sonda.

c) Charakterizace kavovych ACC oxidasovych cDNA klond

Velikost kavovych ACC oxidasovych cDNA klond byla
urcena polymerasovou fetézcovou reakci za pouziti primerd ho-

molognich k T3 a T7 promotord jak je popsdno v prfikladu 1.
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Sekvence nejvétsiho kdvového ACC oxidasového cDNA
klonu byla ziskdna tak, jak je popsdno v pfikladu 1 a srovna-
na s ACC oxidasovymi geny pritomnymi v GenBank. Obr. 3 uvadi
sekvenci kdvové specifické ACC oxidasy. Obr. 4 uvadi predpo-
klddanou aminokyselinovou sekvenci tohoto proteinu.
cDNA byla urcena ke kédovadni ACC oxidasy, ponévadz je od
50,4 % do 82,5 % identickd jako jiné ACC synthasové nukleoky-
selinové sekvence pritomné v GenBank. Také predpoklddand protei-
nova sekvence je od 32,5 % do 86,5 % identickd s jinymi ACC
oxidasami.

Predchdzejici pfiklady provedeni jsou uréeny pouze
pro ilustrativni G¢ely a nemély by byt nahliZeny jako omezeni
rozsahu predloZeného vyndlezu, ktery je shrnut v pfipojenych
patentovych nadrocich.



- 28 -

Obr. 1: Odvozeni aminokyselinovd sekvence ACC synthasy z

Coffea arabica (sekv. id. &. 10) .
Met Glu Phe Ser Leu Lys Asn Glu Gln Gln Gln Leu Leu Ser Lys

1 5 10 15

Met Ala Thr Asn Asp Gly His Gly Glu Asn Ser Pro Tyxr Phe Asp Gly

20 25 30

Trp Lys Ala Tyr Asp Ser Asp Pro Tyr His Pro Thr Arg Asn Pro Asn

35 40 45

Gly Val Ile Gln Met Gly Leu Ala Glu Asn Gln Leu Cys Phe Asp Leu

50 55 60

Ile Glu Glu Trp Val Leu Asn Asn Pro Glu Ala Ser Ile Cys Thr Ala

65 70 75

Glu Gly Ala Asn'Lys Phe Met Glu Val Ala Ile Tyr Gln Asp Tyr His

80 o 85 S0 95

Gly Leu Pro Glu Phe Arg Asn Ala Val Ala Arg Phe Met Glu Lys Val

100 o 105 110

Arg Gly Asp Arg Val Lys Phe Asp Pro Asn Arg Ile Val Met Ser Gly

115 : 120 125
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Obr. 2: Kdvovnikovym plodem expresovand ACC synthgsoﬁé

sekvence (sekv. id. &. 11)
GTARTCTCTT CTAARATCAA CCATTCTCIT CATTCTTCAC TTGACARGGC CACTGCATTC

TTCATTCTTT CTTGATATAT AGCCATTTIT TTCATTCTTT CTTGATATAT AGCCATTTIT

TTCATTCTTT CTTCATTCAT TGTCTGGAGA AGTTGGTTGA GTTTTCTTGA ARATTCAAGC

AARARCA ATG GAG TTC AGT TTG AAA AAC GAA CAA CAA CAA CTC TIG TCG AAG

.ATG GCA ACC
TGG ARG GTA
GGT GTT AT}‘;
ATC GAG GAA

GAA GGA GCG

AGA GGT GAC
GGG GCA ACC
GAA GAT GCG
GAT TIG AGG
AGC TCC ART
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TTG GAC GAA AGG GTG ATG GGA TCG CAT ATG ATG TCC CCT CAC TCC CCG

v,

ATG GCT TCA CCT TTG GIT CGG GCT ACA TAAATCATTT CTTGATCAGA TCATATAGCA

ARGATTCCTG AGTAAATACT CGAAACCCTT TCTGGATAAC TGAARAGAGA GTTGTTGATT
CTTTGCTGTA TCATACAAAC ACGTTACAGG CATTTTTTGG CCATCTGATG CGTGCAAATT

GCATCARATG CTTTTATTAT TGTCATATTC ATTTGTGTAC CT TGGTT l TC CTTGCCCTTC
AGTCCTCCTT GITITITGTT TCTITGTTAT TATTTTCITC CAGTTGATCA GTTAAACGAA
GGAAGCTCAA TTGTTTCAAG CTATTAGTAR CAGATCATTT TGTAATAGCA ATAGTTTCAG
GATTCTGAAA TGAAAGTTTA TCATITTTCC ATCATTTTAA AAAAAAAAAA AARAAAAAAR

1623

1680

1740
1800
1860
1920
1380

2040

‘Pozn.: Kbédovaci &&st této sekvence je zndzorndna sesku-

penimi bazi jako kodont



Obr. 3: Dedukovand proteinovd sekvence kévovnikovym plodem
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Leu

Lys

Ser

160

Ala

val

Ile

240

Asp

Leu

Lys

145

Asn

His

Ser

Met

Thr

225

Asp

Ala

130

Ala

Tyr

Thr

Gly

Arg

210

Asn

Gly

val

Leu Leu

Phe Tyr

Pro Pro

Asp Ala

- 180

Leu Gln

195

His Ser

Gly Lys

Asn Arg

Ile Tyr
260



Pro Ala

Pro Lys

Phe Gln

Thr Val

310

Pro

Phe

Ala

295

Asn

...37...

Ala Leu Val Glu Lys

265

Val Phe Glu Asp Tyr
280

Lys Glu Pro Arg Phe

300

Leu Gly Pro Ile Ala

315

Glu Ala Glu Asp Lys Gln Ile Tyr

270

]

275

Met Lys Leu Tyr Ala Gly Leu Lys

285

290

Glu Ala Met Lys Ala Val Glu Ser

Thr Val

305



Obr. 4: DNA sekvence v kdvovnikovém plodu expresované ACC
oxidasové cDNA (sekv.id.&.13)

TGTAAACGAR GCATAAGCAC AAGCARACAC ARACTAGAAA GAGAG ATG GCT ACA TTC |, 57
CCC CTA ATC GAC ATG GAG AAG CIT GAC GGT GAA GAG AG%; GCT qcc ACT 105
ATG GGA GTC J-\TA. ARA GAT GCT TGT GAA AGC TGG GGC TTC TIT GAG GTG _ 153
TTG AAT CAT GGG ATA TCT AAT GAG CTC ATG GAC ACA GTG GAG AGG CTA 201
ACA ARG GAG CAT TAC AAG AAA TGT ATG GAA CTA ARG TTC ARG GAA ATG 249
GTG GAG AGC ARG GAA TTG GAR GCT GIT CAG ‘ACT GAG ATC AAT GAT- TIG 297
GAC TGG GAR AGT ACC TTC TIC TIG CGC CAT CTT CCT GTT TCC AAC ATC 345
TCA GAA GTC CCT GAT CTT GAT GAT GAA TAC AGA AAG GTT ATG ARG GAA 393
TTT GCG TTG CAA CTT GAG AAA CTA GCR GAG CTC CTG TTG GAC TIG CTA 441 R
TGC GAG AAC CTT GGC. CTA GAG AAA GGC TAT CTG AAG AAA GCC TTC TAT 489
GGC ACC ARA GGA CCA ACC TTT GGC ACC AAA GTC AGC AAT TAC CCT CCA 537
TGC CCT CGT CCA GAA CTG ATC AAG GGC CTC CGG GCA CAC ACC GAT GCC 585
GGC GGC ATC ATC CTG CTG TTC CAG GAT GAC AAG GTC AGC GGT CTIC CAG 633
CIC CIC AAG GAT GGT GAA TGG GTG GAT GIT CCG CCT ATG CGC CAC TCC 681

ATT GTA ATC ARC ATC GGC GAC CAA CTT GAG GTA ATC ACA AAT GGA AARA 729



TAC AAG AGT GTG ATG CAC CGG

ATG TCA CTA GCA TCA TTC TAC
CCA GCA CCG GCA TTG GIT GAG
CCC ARG TTT GTG TTC GAG GAC
TTC CAA GCT AAA_GAG CCC AGG

ACC GTA ARC TTG GGT CCA ATC

TCTGITGCTS TITTATAATG CGCGTI;L'GCG TAATCATATC CTAGCATAGT ATATCTGAGA
TCTGAGTCTG TATTGTGGTG TGAGTTTIGGT
AGTTARATGT GGAGCTGGTT TGTTAGATAA
TGATTCTGCG GAAGTCTSCG GTGAATGATA

TGGGGCTTTG TCATATGCAA TGGAGAAGGA

Pozn.: Kbdovaci &4st této sekvence je znadzornéna seskupenim

GTG ATA GCT CAA CCA GAT GGG AAC AGA

AAT CCA GGA AGT GAT GCA GTG ATC TAT

AAA GAG GCA GAG GAC ARG CAG ATA TAT

TAC ATG ARG CTC TAT GCT GGC CTT ARG

TTIT GAA GCC ATG AAG GCC GTG GAA AGC

GCA ACT GTT TGAGATAATA CACGCTTTGA

bdzi jako kodonl

TTAGCCCCTT GTTAATGCTT GGATTGGACT

GATAGTCTTG CCAGGATCTT TGAGTAAATA

ACGTGTARAG CAATCCGAAA GTTACCTTTIC

ATCTTCCAAA AARAAAARAAA AAAAAARARAR

777

825

873

921

1013

1079

1139

1199

1259

1319

1320



Seznam sekvenci

{1} Obecnd informace:

(i) PrihlaSovatel: Stiles, John I.

Moisyady, Istefo
Nelupane, Kabi R.

(ii) Ndzev vyndlezu: Cist&né proteiny, rekombinantni DNA sek-

vence a zplsoby fizeni zrdni kdvy

(iii) Pocet sekvenci: 13

(iv) Korespondencni adresa:
(A) adresdt: Jones, Day, Reavis and Pogue
(B) ulice: North Point, 901, Lakeside Avenue
(C) mésto: Cleveland
(D) stdt: Ohio
" (E) zemé:AUSA
(F) ZIP: 44114

(v) Pocitadové &itelnd forma:
(A) druh média: disketa, 3,5 inch, 1,44 Mb kapacita
(B) polital: IBM PC kompatibilni
(C) operadéni systém: MS-DOS v. 5.1
(D) software: Word Perfect v.6.1

(vi) Soucasné ddaje p¥ihldsky:
(A) &islo pfihlésky: 08/695 412
(B) datum poddni: 12. srpen 1996
(C) tfidéni: 435

(vii) Prioritni Gdaje:
(A) cislo prihl&sky: US 08/485 107
(B) datum poddni: 7. derven 1995
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(viii) Z&stupce/zmocnénec-informace:
(A) jméno: Griffith, Calvin P.
(B) registradni &islo: 34 831
(C) referenéni/spisové ¢islo: 265036600002

(ix) Telekomunikac¢ni informace:
(A) telefon: (216) 586-7050
(B) telefax: (216) 579-0212

(2) Informace pro sekv. id. &. 1

(i) Sekvencni charakteristiky:
(A) délka: 15 amihokyselinov?ch zbytkl
(B) typ: aminokyselina
(C) retézovitost: N/A
(D) topologie: linedrni

(ii) Molekulovy typ: peptid

(ix) Rys:
() jméno/kli¢: fragment A
(B) lokace: 17..1480

(xi) Popis sekvence: sekv. id. ¢. 1:

Ile Asn Tyr Ala Ser Gly Ala Ser Gly Ile Leu Asp Gln Xaa Gly
1 5 10 15

(2) Informace pro sekv. id. ¢&. 2:

(i) sekvencni charakteristikys:
(A) délka: 14 aminokyselinovych zbytku
(B) typ: aminokyselina

(D) topologie: linedrni




(ii) Molekulovy typ: peptid

(xi) Popis sekvence: sekv. id. &. 2:

Ile Asn Tyr Ala Ser Gly Ala Ser Gly Ile Leu Asp Gln Thr
1 5 : 10 14

(2) Informace pro sekv. id.&.3:

(i) sekvenéni charakteristiky:
() délka: 20 parlt bizi
(B) typ: nukleovd kyselina
(C) Ietézovitost: jednoduchi

(D) topologie: linedrni

:(ii) Molekulovy typ: jind nukleovéi kyselina
(A) popis: primer

(v) Typ fragmentu: vnit¥ni

(ix) Rys:

(A) jind informace: N je inosin

(xi) Popis sekvence: sekv. id. &. 3:

ATNAAYTAYG CNAGYGGNGC 20

(2) Informace pro sekv. id. &. 4:

(i) Sekvenini charakteristiky:
(A) délka: 20 pard bazi
(B) typ: nukleova kyselina
(C) fetézovitost: jednoduchi

(D) topologie: linedrni



(ii) Molekulovy typ: jind nukleovd kyselina
(A) Popis: primer

(v) Fragmentdlni typ: vnitini

(ix) Rys

(A) jind informace: N je inosin

(xi) Popis sekvence: sekv. id. ¢. 4:

ATNAAYTAYG CNAGYGGNGC 20

(2) Informace pro sekv. id. ¢. 5:

(i) Sekvenéni charakteristiky:
(A) délka: 20 péru bazi
(B) typ: nukleova kyselina
(C) retézcovitost: jednoduchd

(D) topologie: linedrni

(ii) Molekulovy typ: jind nukleova kyselina
(A) popis: primer

(v) Fragmentdlni typ: vnitiIni

(ix) Rys

(A) jind informace: N je inosin

(xi) Sekvenéni popis: sekv. id. ¢. 5:

CGNCCAGNCG NYTAYTTNAT 20

(2) Informace pro sekv. id. ¢. 6:

(i) Sekvendéni charakteristiky:
(A) délka: 20 parld bazi
(B) typ: nukleova kyselina
(C) Yetézcovitost: jednoduchd
(D) topologie: linedrni
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(ii) Molekulovy typ: DNA (genomick4i)

(A) popis: primer
(v) Fragmentdlini typ: vnit¥ni

(ix) Rys

(A) jind informace: N je inosin

(xi) sekvenéni popis: sekv. id. &. 6

CGNCCYCTYG CYTAYTTNAT 20
(2) Informace pro sekv. id. &. 7:

(i) sekvenéni charakteristiky:
(A) délka: 14 aminokyselinovych zbytkd
(B) typ: aminokyselina
(C) Zetézcovitost: jednoducha
(D) topologie: line&rni

(ii) Molekulovy typ: peptid
(v) Fragmentdlni typ: vnit¥ni

(ix) Rys

(D) jind informace: Xaa je bud Thr nebo Asp

(xi) sekvenéni popis: sekv. id. &. 7:

Gln Tyr Val Pro Cys Tyr Phe Xaa Phe Ile Asp Asp Gln Asp
1 5 10 14

(2) Informace pro sekv. id. &. 8:

(i) sekvenéni charakteristiky:
(A) délka: 20 pard bazi
(B) typ: nukleovd kyselina
(C) fetézcovitost: jednoduchi
(D) topologie: linedrni



(ii) Molekulovy typ: jind nukleovd@ kyselina
(A) popis: primer

(v) Fragmentalni typ: vnitrni

(ix) Rys

(A) jind informace: N je inosin

(xi) Sekvenéni popis: sekv. id. &. 8:

CAWTATGTNC CNTGTTATTT 20
(2) Informace pro sekv. id. ¢. 9:

(i) sekvencni charakteristiky:
(A) délka: 20 parld bazi
(B) typ: nukleovd@ kyselina
(C) fetézcovitost: jednoducha

(D) topologie: linedrni

(ii) Molekulovy typ: jind nukleova kyselina

(A) popis: primer
(v) Fragmentdlni typ: vnitini

(ix) Rys

(A) jinéd informace: N je inosin

(xi) Sekvenéni popis: sekv. id. ¢. 9:

AAWTAWCAHG GNACWTATTG 20

(2) Informace pro sekv. id. ¢. 10:

(i) sekvenéni charakteristiky:



(p)
(B)
(c)
(D)

(ii) Molekulovy typ:

(ix) Rys:

(A) ndzev/klic:

(B) lokace:

178

(xi) Sekvenéni popis:

Met

Met

Gly

Pro

Phe

Ile

TYI‘

Arg

Asn

Glu

Ala

Trp

Asn

Cys

Gln

Phe

Arg

Phe

Thr

Lys

Gly

Leu

Thr

ASp

Met

Ile

Ser
Asn
Ala
Val
?Fle
Ala
Tyr
Glu

Val

Leu
Asp
20

I’I\YI.
35

Ile
50

Glu
65

Glu
80

His
95

Lys
110

Met
125

Lys
Gly
Asp
Gln
Glu
Gly
Gly
vVal

Ser

retézcovitost:

typ: aminokyselina

topologie: linedrni

protein

CDS
. 1653

sekv.

Asn

His

Ser

Met

Trp

Ala

Leu

Arg

Gly

Glu

Gly

Asp

Gly

Val

Asn

Pro

Gly

Gly

id.

Gln

Glu

Pro

Leu

Leu

Lys

Glu

Asp

Ala

c.

jednoducha

Gln
10

Asn
25

Tyr
40

Ala

55

Asn
70

Phe
85

Phe
100

Arg
115

Thr
130

10:

Gln

Ser

His

Glu

Asn

Met

Arg

Val

Gly

délka: 488 aminokyselinovych zbytkd

Leu

Pro

Pro

Asn

Pro

Glu

Asn

Lys

Ala

Leu

Tyr

Thr

Gln

Glu

Val

Ala

Phe

lis

Ser

Phe

Arg

Leu

Ala

Ala

Val

Asp

Glu

Ser
75

Ile
90

Ala
105

Pro
120

Thr
135



Leu
Thr
Gly
Lys
Glu
Asn
Val
Ile
Ser

His

Ala
His
Ile
Phe
' Ser
Glu

His

Ala

Pro

Met

vVal

Ala

Pro

Thr

Tyr

Glu

Leu

val

Arg

Leu

Ile

Thr

Ala

Ser

Glu

Phe

TYyX

Gln

Thr

AsSn

Leu

Phe

Ser

Ile

val

Gly

Lys
Ile
Ser
arg
Gly
Thr

val

Cys

Leu

Lys

Ile

Gly

Ile

Ala

Ile

TYyxr

Ile

Met

Ala

Thr

G'ly
Leu
Phe

Lys

Leu
140

Pro
155

Leu
170

Glu
185

Axrg
200

Thr
215
Asn
230

Thr
245

Glu
260

Ser
275

Leu
290

Ser
305

Ser
320

Ser
335

Leu
350

TYyr
365

Glu
380

Leu
395

Ala
Gly
Pro
Se;:
val
val
Asp
Val
His
Leu
TYX
Ser
Met
Ser
Ala
Phe
Ala

Asn

- 47

Asp

Phe

Ile

Met

Lys

Leu

Lys

Phe

Asp

Ser

Se_r'

Phe

Leu

Glu

Gln

Trp

Glu

Val

Pro

Asp

val

Glu

Gly

Asp

Asn

Ser

val

Lys

TYYX

Gly

Ser

Arg

val

Met

Met

Ser

Glu

Arg

Cys

Ala

Phe

Arg

Ile

Gln

Gln

Asp

Asn

Leu

Asp

Leu

Gly

Asp

Glu

Pro

Asp
145

Asp
160

Arg
175

Ala
190

Leu
205

Glu
220
His
235

Pro
250

cys
265

Leu
280

Asp
295

val
310

Glu
325

Ala
340

Ile
355

Leu
370

Leu
385

Gly
400

Ala

Leu

Ser

Leu

Thr

Leu

Glu

Asn

Gly

Ala

Ser

Ala

Ala

Gly

Arg

Trp

Leu

Phe
Arg
Ser
Gln
Asn
Leu
Ile
Phe
Arg
Phe
VaJ..
Thr
Phe
Arg
Thr
Arg
Arg

Ser

Leu

Trp

Asn

Lys

Asn

Ile

cys

Ile

Asp

Pro

vVal

Gln

Met

His

Leu

Leu

Ile

Phe

val
Arg
Asp
Ala
Pro
Asp
Asp
Ser
Leu
Gly
Se_r
Thr
Asp
Gly
Lys
Leu
Ile

His

Pro
150

Thr
165

Phe
180

Gln
195

Ser
210

Ile
225
Glu
240

Ile
255

Ile
270

Phe
285

oys

300

Gln
315

Lys
330

Leu
345

Ser
360

Arg
375
Ile
390

Cys
405




....48..

Ser Glu Pro Gly Trp Phe Arg Val Cys Phe Ala
410 415
Glu Ser Val Arg Val Ala Leu Arg Arg Ile His
425 430
Val Gln Gly Lys Ala Thr Glu Pro Thr Thr Pro
440 445
Gly Ser Ser Lys Leu Gln Leu Ser Leu Ser Phe
455 460
Glu Arg Val Met Gly Ser His Met Met Ser Pro
470 475
Ala Ser Pro Leu Val Arg Ala Thr
485
(2) Informace pro sekv. id. &. 11:
(1) Sekvencni charakteristiky:
(A) délka: 2040 part bazi
(B) typ: nukleovd kyselina
(C) retézcovitost: jednoduchd
(D) topologie: linedrni -
(ii) Molekulovy typ: cDNA k mRNA
(ix) Rys:
(A) nazev/kli¢: CDS
(B) lokace: 178 .. 1653
(xi) Sekvencni popis: sekv. id. &. 11:
GTAATCTCTT CTAAAATCAA CCATTCTCTT CATTCTTCAC
CACTGCATTC TTCATTCTTT CTTGATATAT AGCCATTTTT
CTTGATATAT AGCCATTTTT TTCATTCITTT CTTCATTCAT
AGTTGGTTGA GTTTTCTTGA AAATTCAAGC AAAACA ATG

Met
1

TTG AAA AAC GAA CAA CAA CAA CTC TTG TCG AAG

Leu Lys Asn Glu Gln Gln Gln Leu Leu Ser Lys
5 ‘ 10 15

Asn Met Asp

Lys Phe Val

Lys Ser Arg

Arg Arg Leu

His Ser Pro

TTGACAAGGC
TTCATTCTTT
TGTCTGGAGA

GAG TTC AGT
Glu Phe Ser

ATG GCA ACC
Met Ala Thr

Asp
420

Leu
435

Cys
450

Asp
465

Met
480

50
100
150

198

240



AAC
Asn

AAG
Lys

Asn

TTT
Phe

TCC
Ser
75

GCT
Ala

GCT
Ala

AAG

Lys.

GGA
Gly

GAT
Asp
145

CGG
Arg

GAT
Asp
20

GCA
Ala

GGT
Gly

GAT
Asp

ATT
Ile

ATC
Ile
90

GTA
Val

TTC
Phe

GCT
aAla

GCG
Ala

GAT
Asp
160

GGA
Gly

TAT
35

GTT
val

TTG
Leu

TGC
cys

TAT
TYY

GCA
Ala
105

GAT
Asp

CAT
His

TTT
Phe

TTG
Leu

CAT
His

GAT
Asp

ATA
Ile
50

ATC
Ile

ACA
Thr

CAA
Gln

AGG
Arg

cce
Pro
120

GAA
Glu

TTG
Leu

AGG
Arg

GGC
Gly

AGT
Ser

CAG
Gln

GAG

Glu-
65

GCA-

Ala

‘GAT

Asp

TTC
Phe

AAC
Asn

ACT
Thr
135

GTA

Val

TGG
Trp

GAA
Glu

GAT
Asp

ATG
Met

GAA
Glu

GAA
Glu
80

TAT
Tyr

ATG
Met

cGC
Arg

CTG
Leu

ccce
Pro
150

CGA
Arg

AAC
Asn
25

CCT
Pro

GGA
Gly

TGG
Trp

GGA
Gly

CAT
His
95

GAG
Glu

ATT
Ile

GCC
Ala

ACA
Thr

ACA
Thr
165

- 49 =1

TCG
Ser

TAC

Tyr
40

cTC
Leu

GTT
val

GCG
Ala

felele)
Gly

AAG
Lys
110

GTG
vVal

TTC
Phe

ccAa
Pro

GGG
Gly

CCT
Pro

CAT
His

GCA
Ala
55

CTG
Leu

AAC

.Asn

TG
Leu

GTG
vVal

ATG
Met
125

TGT
cys

TAT
TYr

ATG
Met

TAT
Tyr

ccc

Pro-

GAA
Glu

AAC
Asn
70

Lys

cca
Pro

AGA
Arg

AGT
Ser

TTA
Leu
140

TAT
TYyT

CAA
Gln

TTT
Phe

ACC
Thr

AAT
Asn

AAT
Asn

TTC
Phe
85

GAG
Glu

GGT
Gly

GGT
Gly

GCT
Ala

CCA
Pro
155

CTT
Leu

GAT
Asp
30

AGA
Arg

CAG
Gln

CCA
Pro

ATG
Met

TTC
Phe
100

GAC
Asp

GGG
Gly

GAC
Asp

GGA
Gly

CTT
Leu
170

GGT
Gly

AAT
Asn
45

TTA
Leu

GAG
Glu

GAA
Glu

AGA
Arg

AGA
Arg
115

GCA
Ala

CCT
Pro

TTT
Phe

CCA
Pro

TGG
Trp

CCT
Pro

TGC
Cys
60

GCT
Ala

GTT
val

AAT
Asn

GTC
Val

ACC
Thr
130

GAA
Glu

GAT
Asp

ATT
Ile

282

324

366

408

450

492

534

576

618

660

702



GTT TGT CGC AGC TCC AAT
Val Cys Arg Ser

Ser
175

GAT TTT AAG GTC
Asp Phe

180

ACT AAA
Asn

GAA TCC
Lys Val Thr

Lys Glu Ser
185

GCT GCT TAT CAG AAA GCT CAA GAA ATC'AGA

Ala Ala Tyr Gln Lys Ala Gln Asn Ile Arg
190 195 200

GGG TTC CTC TTA AAT AAT CCA

Lys Gly Phe Leu Asn

744
ATG GAA
Met Glu

GCC AAC

786
Glu Ala

GTA AAG
Val Leu

TCA AAT
205

CCA TTG GGA 828
Ser Asn Pro Leu Gly
210

Asn Pro

ACT GTT CTT GAC AGG GAA ACT TTG ATT GAT
Thr Val Leu Asp Arg Glu Thr
215

ATA GTC
Leu Ile
220

Asp Ile Val
225

ATC AAT GAC AAA AAT ATC CAC

Ile Asn Asp Lys Asn Ile
230

ACA TTC 870
Thr Phe

TTG ATT TGT GAT GAG ATA TAT
His Leu Ile Cys Asp Glu Ile Tyr
235 240

TCT GCC

ACC GTC -TTC AGC
Ser Ala Thr Val Phe

245

912

CAG CCC GAA TTC
Ser Gln Pro Glu Phe

250

ATC AGC

ATC TCT
Ile Ser

Ile Ser
255

954

- GAA ATA ATT GAG CAT GAT GTT CAA TGC AAC CGT GAT
Glu Ile Ile Glu His Asp Val Gln
260

Cys Asn Arg Asp

CTC ATA
265

Leu Ile

270
CAT CTT GTG TAT AGC CTG TCC AAG
His Leu Val Tyr Ser

GAC TTG GGC
Leu Ser Lys Asp
275

996

TTC CCT
Leu Gly Phe
280

GGA 1038
Pro Gly
TTC AGA GTT GGC
Phe Arg Val

ATT TTG
285

TAT TCA
Gly Ile

TAT AAT
Tyr Ser

Tyr Asn

GAC GCT GTT GTC
Leu Asp Ala Val
290

1080 '
205

vVal
AGC TGT GCT AGA AAA ATG TCG
Ser Cys Ala

AGT TTC
Arg Lys Met
300

GGC CTT GTT TCA
Ser Ser Phe Gly Leu Val
305

310
CAA ACT

CAG CAT CTG ATT
Gln Thr Gln His Leu Ile

315

ACA

1122
Ser Thr

GCA TCA ATG
Ala Ser

320

TTA TCG

GAC GAA
Met Leu

Ser Asp Glu
325

GCA

1164
Ala
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GCT TCA CCT TTG GTT CGG GCT ACA TAAATCATTT CTTGATCAGA
Ala Ser Pro Leu Val Axrg Ala Thr

TCATATAGCA
TGAAAAGAGA
CATTTTTTGG
TGTCATATTC
GTTTTTTGTT
GGAAGCTCAA
ATAGTTTCAG

AAAAAAAARA

485

AAGATTCCTG
GTTGTTGATT
CCATCTGATG
ATTTGTGTAC
TCTTTGTTAT
TTGTTTCAAG
GATTCTGAAA

AAAAAAAAAA

AGTAAATACT
CTTTGCTGTA
CGTGCAAATT
CTTGGTTTTC
TATTTTCTTC
CTATTAGTAA

TGAAAGTTTA

CGAAACCCTT
TCATACAAAC
GCATCAAATG
CTTGCCCTTC
CAGTTGATCA
CAGATCATTT

TCATTTTTCC

(2) Informace pro sekv. id. ¢. 12:

(i) sekvencni charakteristiky:

(A)
(B)
(C)
(D)

(ii) Molekulovy typ: protein

(ix) Typ:

(A) nézev/klic&: CDS

(B)

lokace:

46..1003

jednoducha

(xi) SekvenCni popis: sekv. id. ¢. 12

1

Glu Arg Ala Ala

Trp Gly Phe Phe

Met Asp Thr Val

Met Ala Thr Phe

Pro

Thr

Glu

5

20

35

Glu Arg Leu Thr Lys

50

Leu Ile Asp Met

Val Leu Asn His

Glu
10

Met Gly Val Ile Lys

25

Gly
40

Glu
55

délka: 318 aminokyselinovych zbytki
typ: aminokyselina
feteézcovitost:
topologie: linedrni

1670
TCTGGATAAC 1720
ACGTTACAGG 1770
CTTTTATTAT 1820
AGTCCTCCTT 1870
GTTAAACGAA 1920
TGTAATAGCA 1970
ATCATTTTAA 2020
2040

Lys Leu Asp Gly Glu

15

Asp Ala Cys Glu Ser

30

Ile Ser Asn Glu Leu

45

His Tyr Lys Lys ng




Met
Ala
Phe
Leu
Leu
Leu
Lys
Pro
Gly
Gln
His
Asn
Asp
Asp
Glu
Lys
Glu

Ala

Glu
Val
Leu
Asp
Glu
Gly
Gly
Arg
Gly
Leu
Ser
Gly
Gly
Ala
Asp
Leu
Ala

Thr

Leu
Gln
Arg
Asp
Lys
Leu
Pro
Pro
Ile
Leu
Ile
Lys
Asn
Val
Lys
Tyr
Met

val
318

Lys
Thr
His
Glu
Leu
Glu
Thr
Glu
Ile
Lys
val
Tyr
Arg
Ile
Gln
Ala

Lys

Phe
Glu
80

Leu
95

Tyr
110

Ala
125

Lys
140

Phe
155

Leu
170

Leu
185

Asp
200

Ile
215

Lys
230

Met
245

Tyr
260

Ile
275
Gly
290

Ala
305

Lys

Ile

Pro

Arg

Glu

Gly

Gly

Ile

Leu

Gly

Asn

Ser

Ser

Pro

Tyr

Leu

Val
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Glu

Asn

val

Lys

Leu

Tyr

Thr

Lys

Phe

Glu

Ile

Val

Leu

Ala

Pro

Lys

Glu

Met

Asp

Serxr

val

Leu

Leu

Lys

Gly

Gln

Trp

Gly

Met

Ala

Pro

Lys

Phe

Ser

Val
Leg
Asn
Met
Leu
Lys
Val
Leu
Asp
val
Asp
His
Ser
Ala
Phe
Gln

Thr

Glu
70

Asp
85

Ile
100

Lys
115

Asp
130

Lys
145

Ser
160

Arg
175

Asp
190

Asp
205

Gln
220

Arg
235

Phe
250

Leu
265

val
280

Ala
295

val
310

Ser

Trp

Ser

Glu

Leu

Ala

Asn

Ala

Lys

vVal

Leu

val

TYyr
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Lys

Asn

Lys
Glu
Glu
Phe
Leu
Phe
Tyr
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val
Pro
Glu
Ile
Asn
Glu
Glu
Glu

Leu

Glu

Ser

Val

Ala

Cys

Tyr

Pro

Thr

Ser

Pro

Val

Ala

Pro

Lys

Asp

Pro

Gly

Leu

Thr

Pro

Leu

Glu

Gly

Pro

Asp

Gly

Met

Gln

Gly

Glu

TYX

Arg

Pro

Glu
75

Phe
90

Asp
105

Gln
120

Asn
135

Thr
150

Cys
165

Ala
180

Leu
195

Arg

210

Thr
225

Pro
240

Ser
255

Ala
270

Met
285

Phe
300

Ile
315
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(2) Informace pro sekv. id. &. 13:

(i) Sekvencni charakteristiky:
() délka: 1320 pard bizi
(B) typ: nukleovd kyselina
(C) Tetézcovitost: jednoduché
(D) topologie: linedrni

(ii) Molekulovy typ: cDNA k mRNA
(ix) Rys:

(A) nazev/klic¢: CDS
(B) lokace: 46..1003

(xi) Sekvencéni popis: sekv. id. &. 13:

TGTAAACGAA GCATAAGCAC AAGCAAACAC AAACTAGAAA

GCT ACA TTC CCC CTA ATC GAC ATG GAG AAG CIT
Ala Thr Phe Pro Leu Ile Asp Met Glu Lys Leu

GAG AGG GCT GCC ACT ATG GGA GTC ATA AAA GAT
Glu Arg Ala Ala Thr Met Gly Val Ile Lys Asp
20 25

AGC TGG GGC TTC TTT GAG GTG TTG AAT CAT GGG
Ser Trp Gly Phe Phe Glu Val Leu Asn His Gly
30 35 40

GAG CTC ATG GAC ACA GTG GAG AGG CTA ACA AAG
Glu Leu Met Asp Thr Val Glu Arg Leu Thr Lys
45 ’ 50

AAG AAA TGT ATG GAA CTA AAG TTC AAG GAA ATG
Lys Lys Cys Met Glu Leu Lys Phe Lys Glu Met
60 65

AAG GAA TTG GAA GCT GTT CAG ACT GAG ATC AAT
Lys Glu Leu Glu Ala Val Gln Thr Glu Ile Asn
75 80

GAGAG ATG

GAC
Asp

GCT

Ala

ATA
Ile

GAG
Glu
55

GTG
val

GAT
Asp

M

GGT
Gly

TGT
cys

TCT
Ser

CAT
His

GAG
Glu
70

TTG
Leu

et
1

GAA
Glu
15

GAA
Glu

AAT
Asn

TAC
TYyr

AGC
Ser

GAC
Asp
85

48

90

132

174

216

258

300




TGG
Trp

ATC
Ile
100

ATG
Met

CTG
Leu

TAT
Tyr

GGC
Gly

CTG
Leu
170

ATC
Ile

CTC
Leu

TCC
Ser

AAT
Asn

GAA
Glu

TCA
Ser

AAG
Lys
115

TTG
Leu

CTG
Leu

ACC
Thr

ATC

Ile

CTG
Leu
185

AAG
Lys

ATT
Ile

GGA
Gly

AGT
Ser

GAA
Glu

GAA
Glu

GAC
Asp
130

AAG

Lys

Lys

AAG
Lys

CTG
Leu

GAT
Asp
200

GTA
Val

Lys

ACC
Thr

GTC
val

TTT
Phe

TG
Leu

Lys

145

GTC
vVal

TTC
Phe
90

CCT
Pro

GCG
Ala

CTA
Leu

GCC
Ala

AGC
Ser

160

GGC
Gly

TTC
Phe

GGT
Gly

ATC
Ile
215

TAC
TYyr

CTC
Leu

CAG
Gln

GAA
Glu

AAC
Asn

AAG
Lys
230

TTC
Phe

GAT
Asp
105

TTG
Leu

TGC
Cys

TTC
Phe

AAT
Asn

CGG
Arg
175

GAT
Asp

TGG
Trp

ATC
Ile

AGT
Ser

55

TTG
Leu

CTT
Leu

CAA
Gln
120

GAG
Glu

TAT
TYyr

TAC
TYTr

GCA
Ala

GAC
Asp
190

GTG
val

GGC
Gly

GTG
val

cGe
Arg

GAT
Asp

cTT
Leu

AAC
Asn
135

GGC
Gly

CCT
Pro

CAC
His

AAG
Lys

GAT
Asp
205

GAC
Asp

ATG
Met

CAT
His

GAT
Asp

GAG
Glu

CTT
Leu

ACC
Thr
150

CCA
Pro

ACC
Thr

GTC
Val

GTT
val

CAA
Gln
220

CAC
His

CTT
Leu
95

GAA

Glu

Lys

GGC
Gly

Lys

TGC

Cys
165

GAT
Asp

AGC
Ser

CCG
Pro

CTT
Leu

CGG
Arg
235

CCT
Pro

TAC
110

CTA
Leu

CTA
Leu

GGA
Gly

CcCT
Pro

GCC
Ala
180

GGT
Gly

CCT
Pro

GAG
Glu

GTG
val

GTT
val

AGA
Arg

GCA
Ala
125

GAG
Glu

CCA
Pro

CGT
Arg

GGC
Gly

CTC
Leu
195

ATG
Met

GTA
val

ATA
Ile

TCC
Ser

ARG
Lys

GAG
Glu

Lys
140

ACC
Thr

CCA
Pro

GGC
Gly

CAG
Gln

CGC
Arg
210

ATC
Ile

GCT
Ala

AAC
Asn

GTT
val

CTC
Leu

GGC

Gly

TTT
Phe

155

GAA
Glu

ATC

Ile

CTC
Leu

CAC
His

ACA
Thr
225

CAA
Gln

342

384

426

468

510

552

594

636

678

720

762
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CCA GAT GGG AAC AGA ATG TCA CTA GCA TCA TTC TAC AAT CCA 804
Pro Asp Gly Asn Arg Met Ser Leu Ala Ser Phe Tyr Asn Pro
240 245 250

GGA AGT GAT GCA GTG ATC TAT CCA GCA CCG GCA TTG GTT GAG 846
Gly Ser Asp Ala Val Ile Tyr Pro Ala Pro Ala Leu Val Glu
255 260 265

AAA GAG GCA GAG GAC AAG CAG ATA TAT CCC AAG TTT GTG TTC 888
Lys Glu Ala Glu Asp Lys Gln Ile Tyr Pro Lys Phe Val Phe
270 275 280

GAG GAC TAC ATG AAG CTC TAT GCT GGC CTT AAG TTC CAA GCT 930
Glu Asp Tyr Met Lys Leu Tyr Ala Gly Leu Lys Phe Gln Ala
285 290 295

AAA GAG CCC AGG TTT GAA GCC ATG AAG GCC GTG GAA AGC ACC 972
Lys Glu Pro Arg Phe Glu Ala Met Lys Ala Val Glu Ser Thr
300 305

GTA AAC TTG GGT CCA ATC GCA ACT GTT TGAGATAATA CACGCTTTGA 1019
Val Asn Leu Gly Pro Ile Ala Thr Val

310 315

TCTGCTGCTG TCTTATAATG CGCGTTTGCG TAATCATATC CTAGCATAGT 1069
ATATCTGAGA TCTGAGTCTG TATTGTGGTG TGAGTTTGGT TTAGCCCCTT 1119
GTTAATGCTT GGATTGGACT AGTTAAATGT GGAGCTGGTT TGTTAGATAA 1169
GATAGTCTTG CCAGGATCTT TGAGTAAATA TGATTCTGCG GAAGTCTGCG 1219
GTGAATGATA ACGTGTAAAG CAATCCGAAA GTTACCTTTC TGGGGCTTTG 1269 3

TCATATGCAA TGGAGAAGGA ATCTTCCAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 1319

A ) ' 1320



- 57 -

Priklad Aa

a) Konstrukce vektorl pro expresi pozitivnich ACC synthasovych

a ACC oxidasovych transkriptl

ACC synthasové a ACC oxidasové cDNA mohou byt pouZi-
ty k modifikaci obsahu ethylenu v kdvé, napfiklad pozitivni
expresi nebo kosupresi. Je popsédn priklad tohoto pouziti s vek-
torem pKRl. Je to jen pfiklad a mnoho jinych rostlinnych trans-
formaénich vektord by mohlo byt pouZito ve spojeni s ACC synt-
hasovymi a ACC oxidasovymi cDNA. pKR1l byl vytvoren modifikaci
pBI-121 (Clontech Laboratories) jak je dale uvedeno.

Dvé synthetické sekvence o 38 pdrech bdzi obsahuji-
cich lox rozpozndvacich mist pro cre mistné specifickou rekom-
binasu byly inzertovany, aby obklopovaly neomycinfosfotrans-
ferasovy II (NPT II) selektovatelny znackovaci gen pBI-121.
Tato lox mista umoZnuji odstrand&ni NPT II genu z konstruktu
po tom, co je zaclenén do rostlinného genomu (Dale a Ow, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 88, 10558 (1991)), ale nesouvisi s funk-
ci ACC synthasové a ACC oxidasové cDNA v pozitivnim smyslu.

TEfi syntetické oligonukleotidy byly syntetizovany
na zdkladé loxP sekvenci definovanych Dalem a Owem (viz vySe).
Sekvence téchto oligonukleotidd jsou:

loxA: 5’-AGCTATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTAT-3',
loxB: 5’'-AGCTATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTAT-3' a

loxC: 5’~-ATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATAGCT-3'.

loxB je komplementdrni retézec jak k loxA tak
k loxC. KdyZ loxA a loxB byly tepelné hybridizovdny, vytvorily
dvojfetézcovou molekulu se 4bdzovymi pfesahy komplementarnimi
k HindIII pfesahdm, které umoZnuji inzerci dvojfetdzcové se-
kvence do HindIII mista, takZe se nalézaji po NOS transkripc-
ni terminac¢ni sekvenci prilehlé k NPT II genu v pBI-121.
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Teplotni hybridizace loxC s loxB vytvadfi zarovnané zakon&enou
dvojrfet&zcovou DNA obsahujici lox rozpoznivaci misto.

Syntetick& lox mista byla inzertovdna tak, e ob-
klopuji NPT II gen pBI-121 ndsledovné: pBI-121 byl digerovéan
s PmeI (New England Biolabs, Beverly, MA) pri 37 °c po dobu
2 hodin v reakénim pufru dodaném vyrobcem. pBI-121 m& jedno
Pmel misto prdvé v blizkosti NOS promotoru, ktery fidi expre-
si NPT II genu. Syntetické lox misto bylo vytvofeno teplotni
hybridizaci ekvinmoldrnich mnoZstvi loxB a loxC zahfivanim pri
95 °c, pomalym ochlazenim na teplotu mistnosti a ligaci do
PmeI-digerovaného pBI-121.

30 mikrolitrd ligaéni reakce obsahovalo liga&ni pufr
(New England Biolabs, Beverly, MA), 60 nmold Pmel-digerovaného
pBI-121, 3 mikrolitry 1 mikromolu z&sobniho roztoku tepelné
hybridizovaného loxB/loxC, 4 jednotky Pmel a 4000 jednotek
vysoko koncentrované T4 DNA ligasy (New England Biolabs, Bever-
ly, MA). Ligace byla provedena pri 16 °c pfes noc. Jeden ke
¢tyfem mikrolitrim ligadni reakce byly elektroporovidny do
E.coli XLl Blue cells (Stratagene) a uloZeny na LB plotny obsa-
hujici 50 mikrogrami/ml kanamycinu, 50 mikrolitra 20 mg/ml
X-gal a 10 mikrolitrd 100 mM IPTG. Bilé kolonie byly sebrény

do Cerstvych LB-kanamycinovych zdkladnich ploten.

Kolonie obsahujici lox misto byly identifikovény
hybridizaci kolonii. zdkladni plotny byly péstovany po dobu
4 hodin p#i 37 °c, zabaleny do nylonovych membran (MSI).
yMembrdny byly uloZeny na &erstvé kanamycinové plotny a kulti-
vovény pii 37 °c pfes noc. Membrdny byly plaveny na 0,5 molir-
nim NaOH po dobu 10 minut, neutralizovdny plavenim na 0,5 M
tris-HC1 (pH 8,0) obsahujici 0,5 M NaCl po dobu 2 minut a omy-
ty v 2 X SscC.
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Membrédny byly pfedhybridizovdny ve 20 ml 6 X SSPE
5 X Denhardtové roztoku, 0,5%nim SDS a 100 mikrog/ml fragmento-
vané sledové spermatové DNA p¥i 55 °C po dobu 3 hodin.
Predhybridizaéni roztok byl nahraZen 10 ml Cerstvého roztoku
obsahujiciho 8,4.10° cpm loxC znaceného na 5’ konci [32P]
za pouziti T4 polynukleotidové kinasy. 50 mikrolitrova znacko-
vaci reakce obsahovala 50 pmol loxC, polynukleotidovy kinasni
reakéni pufr (Promega), 15 mikrolitrl 3 000 Ci/mmol [—32P] ATP
(Du Pont-NEN) a 20 jednotek T4 polynukleotidové kinasy (Promega).
Reakce byla inkubovana pri 37 °c po dobu 10 minut a produkt
byl oddélen od nezadlenéné ATP pomoci Sephadex G-25 otddivé

kolony. Hybridizace byla provedena pri 55 % pfes noc.

Filtry byly promyty pri 55 Oc avakrit ve 100 ml
2 X SSC obsahujiciho 0,5 % SDS, 1 ml 1 X SSC obsahujiciho 0,5
% SDS a radioznadeny jak je dfive popséno. Né&kolik kolonii jak
bylo zjisténo, hybridizovalo intenzivné a byly vybrény pro
dal$i charakterizaci. Plasmid DNA byl extrahovdn pomoci Magic
Minipreps DNA Purification System (Promega) a digerovéan

Pmel jak je popséno vysSe.

Plasmidy obsahujici lox misto naddle nemaji Pmel
misto. Plasmidy, které byly rezistentni viéi digesci pomoci
Pmel byly naddle analyzovdny automatizovanym DNA sekvencova-
nim na University of Hawaii Biotechnology Service Center, aby

se potvrdila inzerce lox mista.

Plasmid obsahujici lox misto v pozadované orientaci
byl digerovdn s Hindlll smiSenym s loxA/loxB heteroduplexem, ktery
obsahuje HindIII kohesni konce, ale ne u plné HindIII restrik-
éni misto, tepelné hybridizovdny jak je vySe popsédno a podro-
beny ligaci. Ligac¢ni reakce obsahovala 2,5 mikrog HindIII di-
gerovaného plasmidu, 1,25 pmol loxA/loxB, ligacni pufr (Prome-
ga), 6 jednotek T4 DNA ligasy (Promega), 1,25 jednotek HindIII
(Promeaga) v koneéném objemu 30 mikrolitrd.
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Reakce byla inkubovédna pfi teploté& mistnosti po dobu 1 hod.,
zah¥ivdna pri 80 °c po dobu 10 minut a zavedena do E.coli
XL1l-Blue Cells elektroporaci (Stratagene). Nihodné plasmidy
byly roztfidény podle ztrdty HindIII mista pomoci digesce s
HindIII jak je uvedeno vySe. Konedné potvrzeni plasmidové
struktury oznacené pKR1 bylo ziskdno DNA sekvencovinim, jak
je popsédno vysSe.

Digerace pKR1l byla provedena s SacI. 173 mikrolitra
reakce obsahovalo 10 mikogramd pKRl, multijaderny pufr (Pro-
mega) a 20 jednotek SacI (Promega). Po 1 hodind p#i 37 °c
bylo priddno 0,7 mikrolitrd 25 mM z4dsoby 4ATP, dCTP, 4GTP a
dTTP a 10 jednotek T4 DNA polymerasy (Promega). Tato reakce,
kterd vytvofi Sacl digeséni produkty se zarovnanymi konci, by-
la inkubovédna pii 15 °c po dobu 30 minut. Po inaktivaci T4
DNA polymerasy inkubaci p#i 75 °c po dobu 15 minut bylo pridé-

no 24 jednotek Smal a reakce byla inkubovédna pri teploté
mistnosti po dobu 2 hodin.

Reakce byla zastavena zah¥ivénim pri 80 ¢ po dobu
15 minut. DNA byla vysr&Zena piridavkem 17 mikrolitrd 3M octa-
nu sodného a 375 mikrolitry 100%nfho ethanolu. Po 1 hodiné
pti -70 °c byla DNA ziskdna odstfed&nim v mikroodstfedivce
pfi plné rychlosti po dobu 20 minut p¥i 4 °c. pNa byla promy-
ta 70%nim ethanolem, vysuSena za vakua a rozpusténa v 88 mikro-
litrech vody. Bylo pfiddno 10 mikrolitrd 10 X teleciho in-
testindlniho alkalického fosfatasového pufru (Promega) a 20
jednotek teleci intestindlni alkalické fosfatasy a reakce

byla inkubovéna p#i 37 °c po dobu 2 hodin.

Reakce byla zastavena pfidavkem 4 mikrolitrd
0,5M EDTA a zah¥ivanim p#i 75 °c po dobu 10 hodin. Vzorek byl
extrahovdn stejnyjm objemem vodou nasyceného fenolu, pak stej-
nym objemem fenol:chloroform (1:1) a nakonec chloroformem.
DNA byla ziskdna vysrdZenim po pfidavku 0,1 objemu 3M
octanu sodného a 0,5 objem& 100%nfiho ethanolu.
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Kdvové ACC synthasové a ACC oxidasové cDNA inzer-
ty byly uvolnény z puvodnich plasmidl, pACS a pACO, za po-
uziti restrikénich enzymi ndsledovné. 10 mikrogramd pACS
plasmidu bylo digerovano ve 100 ml obsahujicich 10 mikrolit-
rd 10 X Multicore Buffer (Promega), a 40 jednotek Smal.
Po inkubaci p¥i 25 °c pfes noc bylo p¥iddno 40 jednotek BsrSI
a reakce pokradovala p¥i 67 °C. Po 2 hodindch p#i 67 °c byla
reakéni zkumavka ochlazena v ledu po dobu 10 minut, nadeZ ndsle-

dovala inkubace pfi 37 °c.

Reak¢éni smés byla doplnéna jednim mikrolitrem
10 mM 4ANTP (dATP, 4ACTP, 4dGTP a dATTP), 1 mikrolitrem 1 mg/ml
acetylované BSA a 15 jednotkami T4 DNA polymerasy (Promega).
Reakce byla inkubovana pfi 37 °c po dobu 5 minut, aby se vy-
tvorila DNA se zarovnanymi konci. Po inaktivaci T4 DNA polymera-
sy inkubaci pri 75 °c po dobu 30 minut byl objem redukovan
na 50 mikrolitrd ve Spesed-Vac >, Digeséni produkty byly oddé-
leny elektroforézou na 1l%nim SeaPlaque agarosovém gelu.
1,6 kb kdvové ACC synthasové cDNA bylo excisovdno z agaroso-
vého gelu a cDNA inzert ziskdn digesci agarosy s 1,12 jednot-
kami Agar ace (Promega).

Po inkubaci pri 45 °c po dobu 30 minut byla vysra-
Zena cDNA pridavkem 24 mikrolitrd 3M octanu sodného (pH 5,2)
a 600 mikrolitrd 95%niho ethanolu. Ethanolem vysrd&Zend cDNA
byla odstfedéna po dobu 30 minut pfi teploté mistnosti, super-
natant odstranén a pelety byly promyty ledové studenym 70%nim
ethanolem a odstredény jak je vySe uvedeno. Pelety byly roz-
puStény ve 100 mikrolitrech vody a ndsledné pouzity k zarovna-
né koncové ligaci do pXRl vektorid.

ACC oxidasovy cDNA inzert byl p¥ipraven podobnym
zplisobem popsanym pro pACS cDNA vySe. 10 mikrogrami pACO plas-
midu bylo digerovédno v 10 mikrolitrech obsahujicich 10 mikro-
litrd 10 X pufru C (Promega), 1 mikrolitr 1 mg/ml acetylované
BSA, 30 jednotek Ball a 30 jednotek bamboo.
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Po inkubaci pri 37 oC'po dobu 2 hodin byla reakéni smés do-
pPlnéna 1 mikrol 10mM ANTP (dATP,dCTP,dGTP a ATTP) a 15 jed-
notkami T4 DNA polymerasy (Promega). Reakce byla inkubovéna
pti 37 ¢ po dobu 5 minut k vyvoldni zarovnanych koncd.

Po inaktivaci T4 DNA polymerasy inkubaci p#i 75 ¢ po dobu

1%ni SeaPlaque agarosovém gelu. 1 kb k&vové ACC oxidasové
cDNA byl excisovdn z agarosového gelu a cDNA insert ziskin -

CDNA insertu z agarosy bylo takové, jak je popsdno pro ACC
synthasovy insert. Pelety byly rozpuStény v 50 ml vody a na-
sledné pouzity p¥i zarovnané ligaci do pKR1 vektoru.

Vy&iSténé ACC synthasové a ACC oxidasové inserty
byly vdzdny do pKR1l vektoru michdnim 500 ng pKR1 vektoru
Smal/SacI fragmentu zarovnané zakondeného a fosfatasovaného)
a 150 ng bud ACC synthasového nebo ACC oxidasového insertu v

30 minut byl objem redukovdn na 50 mikrolitrd ve Speed-Wac ‘.

Diges¢ni produkty byly odd&leny elelktroforézou na

digesci agarosy s 1,12 jednotkami Agar Ace (Promega). Vy&isténi

oddélenych zkumavkdch. Objem kaZdé vektor/insertové smési byl

redukovdn na 8 mikrolitrl za pouziti Speed-vVac'®. Do kazdé z

vektor/insertovych zkumavek byl p¥iddn 1 mikrolitr 10 X liga-
sového pufru (Promega) a 1 mikrolitr T4 DNA ligasy (10 jednotek).

Obsahy byly inkubovany p¥i 8 °c po dobu 48 hodin.

1 mikrolitr kaZdého ligadniho produktu byl smichén

se 40 mikrolitry XL-1 Blue cells (dfive pfipravenymi pro elek-

troporaci a uskladnénymi p¥i =70 °C) a elektroporovidn za po-
uziti “Electro Cell Manipulator 600" (ECM 600, BTX Inc., CA)

pfi 2,35 kV po dobu 5 msec. Bezprostfedné po elektroporaci by-
1 pfidén do kazdé zkumavky 1 ml LB pufru a inkubace byla prove-
dena v rotaéni tfepaéce po dobu 1 hodiny pfi 250 ot&&kach/min.

Po inkubaci byly bakterie vysrdZeny odstfedénim pfi 1400 ot&dd-

kdch za minutu po dobu 2 minut a objem byl redukovidn na 100
mikrolitrd.




50 mikrolitrd smési bylo uloZeno do LB ploten
obsahujicich 40 mikrog/ml kanamycinu a inkubovdno pfes noc pfi
37 °c. Kolonie rostoupci v kanamycinovych plotndch byly ddle
t¥idény k identifikaci klonl, které zahrnuji ACC synthasové

nebo ACC oxidasové inserty. Individudlni klony byly sklizeny
za pouziti sterilnich zubnich pdrdtek a uloZeny na cerstvé LB-
kanamycinové plotny v mfiZovém vzoru. Existovaly 3 plotny pro
kazdy cDNA insert (ACC synthasu a ACC oxidasu). Po rustu pres
noc v mrizZce byly bakterie replikovatelné uloZeny v lMagna ny-
lonovych membranach (MSI, MA). Membrdny byly postupné zpracova-
ny v 10%nim SDS po dobu 5 minut, 0,5M NaOH a 1,5M NaCl po dobu
15 minut, 0,5M tris-HC1l a 1,5M NaCl po dobu 15 minut a 2 X SSC
a 0,2M tris-HCl po dobu 5 minut. Membrdny byly ponechdny na
vzduchu su8it a usuSeny p#i 80 °C po dobu 20 minut, a zesitény
120 000 mikrojouly UV zafeni (Strata Linker UV crosslinker
1800, Stratagene, CA).

Membrdny byly pfedhybridizovdny po dobu 2 hodin v
6 X SSPE, 5X Denhardtova roztoku, 0,5 % SDS a 100 mikrog/ml
sledové spermatové DNA p¥i 65 ©c. Nukleotidové sondy pro ACC
synthasu a ACC oxidasu byly syntetizovany za pouziti Ready-to
Go DNA znacicich kulicek (Pharmacia). 50 ng kaZdého cDNA in-
sertu bylo denaturovano varem ve 45 mikrolitrech vody a zchla-
zeno v ledu. 45 mikrol denturované DNA bylo smichdno s Ready-
[3213] dCTP (3000Ci/mmol)
a inkubovéno pri 37 ¢ po dobu 30 minut. Po syntéze nukleotido-
vé sondy byly zkumavky zahfdty ve vodé po dobu 4 minut a zchla-
zeny v ledu. Predhybridizacéni pufr byl odstranén a 10 ml pfe-
dehfdtého hybridizaéniho pufru (6 X SSPE, 0,5 % SDS a 100 mi-
krog/ml sledové spermatové DNA) bylo uloZeno do kazdé hybri-
diza¢ni ldhve, nacez ndsledoval pridavek denaturované nukleo-
tidové sondy. Hybridizace byla provedena pfes noc pri 65 °c.

to Go DNA znacdicich kulicdek a 5 mikrol
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Membrdny byly promyty krdtce 2 X SSC a 0,5%nim SDS.
Druhé promyti tymZ pufrem bylo provedeno po dobu 30 minut.
Membrény byly promyty dvakridt 0,2 X SSC a 0,5 X SDS. Xazdé pro-
myti trvalo 30 minut. Membrdny pak byly autoradiografoviny.
5 pKR1 klonG s ACC synthasou a 24 klontu s ACC oxidasou bylo
identifikovédno po vyvoldni autoradiogramu. Orientace gent v
kazdém klonu byla identifikovdna pomoci PCR, restrikéni diges-

ce a sekvencovdni vektor/insertového spoje.

Spetka bakteridlni kolonie z ka®dého z 29 klond
(5 ACC synthasy a 24 ACC oxidasy) byla sebrdna pomoci zubnich
pardtek a suspendovdna ve 20 mikrolitrech sterilni Milli-Q vo-
dy (bunéfné redidlo). 25 mikrolitrd PCR reakci obsahovalo
2 mikrolitry vySe uvedenych zfedé&nych bunék, 0,5 mikrolitrd
10mM zdsoby kaZdého dATP, 4CTP, 4GTP a 4ATTP, 1,5 mikrolitru
25mM MgCl2 a 2,5 mikrolitru 10 X pufru (Promega), 1 mikrolitr
kazdého ze tI¥i 20 mikroM primerd uvedenych ddle, 0,3 mikrol
5 jednotek/mikrolitr Tag DNA polymerasy (Promega) a 16,2 mikro-
litrd sterilni Milli-Q vody. ‘

Primery pouzité pro ACC synthasové klony byly:
358 primer (5’-CCA CTA TCC TTC GCA AGA CC-3’'), ACSR. (5'-TTG

7
CCA TCT TCG ACA AGA CT-3') a ACSL, (5'-CTG TTG TCA GCT GTG CTA-
3’).

4

Podobné& pfimery pouZité pro ACC oxidasové klony byly:
358 primer, ACORA (5'-GGA CTT CTG AGA TGT TGG AA-3') a
ACOL, 5’-TGG TGG AGA GCA AGG AAT TG-3').

Tepelné cyklovaci podminky byly 10 minut p¥i 94 °c,
35 cyklt 1 minutu p#i 94 °c, 1 minutu p#i 50 °c, 1 minutu pri
72 °c a 5 minut pri 72 °c. oO&ekdvané rozméry PCR produktd
pro pKR1/ACC synthasovy konstrukt byly 320 pdr bazi (35S a
ACSR7) pro negativni orientaci a 850 pdra bazi (35S a ACSl4)
pro pozitivni orientaci. Podobné olekdvané produkty pro
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PXR1/ACC oxidasovy konstrukt byly 400 pdrd bazi (35S a AC0R4)

pro negativni orientaci a 800 parl bazi (35S a ACOL, , pro po-

zitivni orientaci.

Pro jak ACC synthasu tak ACC oxidasu 1 plasmid kaz-
dy s cDNA v negativnim a v pozitivnim sméru byly dile analy-
zovadny DENA sekvencovanim spojeni mezi plasmidem a cDNA k po-
tvrzeni orientace. DNA sekvencovdni bylo provedeno jak je
dfive popsédno. Bindrni vektory s ACC synthasovym genem v pozi-
tivni orientaci (oznacenym pKRCACS-A), ACC synthasou v negativ-
ni orientaci (pKRCACS-S), ACC oxidasou v pozitivni orientaci
(PKRCACO-A) a ACC oxidasou v negativni orientaci (pKRCACO-S)
jsou zndzornény v obr. 1 az 4, které jsou zde pfipojeny.

b) Elektroporace Agrobacteria s pKR1l plasmidem obsahujicim

ACC synthasovy (pKRCACS-S a pKRCACS-A) a ACC oxidasovy
(pPKRCACO-5 a pKRCACO-A) cDNA gen v negativni a pozitivni orien-
taci

Agrobacterium kmen LBA 4404 byl vypéstovan z jedné
kolonie na ODcpno V 100 ml ¥M kapalném mediu (0,4 g/1 kvasnico-'
vy extrakt, 10 g/l mannitol, 0,1 g/1 NaCl, 0,2 g/1 Mgsoé.7H20,
0,5 g/l K, HPO,, pH 7:5) v rotacni tfepalce pri 29 °c po dobu
48 hodin. Bunky byly koncentrovdny odstfedénim p#i 4000.g na
6.107% bunék/ml. Elektroporace byla provedena za pouziti
"Electro Cell Manipulator 600" (ECM 600, BTX Inc., CA).

3,5 mikrolitrovy alikvot bud pKRCACS-A, pKRCACO-A, pKRCACS-S
nebo pKRCACO-S plasmidového roztoku obsahujiciho 200 ng DNA
byl smichdn s 50 mikrolitry koncentrovanych Agrobacteria
bunék a preveden do predem ochlazené 2mm mezerové kyvety
(BTX Inc., CA) a byl aplikovdn 5 msec puls p¥i 2,35 kV.
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Byl priddn 1 ml YM kapalného media obsahujiciho 50 mikrog/ml
kanamycinu do elektroporovanych bunék a ty byly ponechény

k odebrdni po dobu 1 hodiny p#i 29 °c v tfepadce pri 250 otdd-~
kdch za minutu. Bunky byly odst¥ed&ny pfi 4000.g a resuspendo-
vény v 1000 mikrol &erstvého ¥M kapalného media. Transformova-
né bakterie byly vyt¥idény na YM~agarovych plotndch (YM kapal-
né medium obsahujici 15 g/1 Bacto-agaru) doplnénych 50 mikrog-
ram/ml kanamycinu.

Potvrzeni Agrobacterium transformace po inkubaci
pfi 29 °C po dobu 48 hodin bylo ziskdno sebranim 10 kolonii
z kazdé transformace do Cerstvych YM-agar/kanamycinovych ploten
na vyznaCené mfiZce. Pritomnost a orientace ACC synthasovych
a ACC oxidasovych genaovych insertd byla urdena PCR za pouziti
358 primeru ve spojeni s jednim z vnit¥nich genové specifickych
primerG. Malé mnoZstvi kaZdé kolonie bylo pfevedeno do 20 mikro-
litrové sterilni Milli-Q vody za pou3iti sterilnfho zubniho
paritka.

PCR reakce byly provedeny jak je vySe popsdno za
pouziti 2 mikrolitrd té&chto bun&&nych suspenzi jako matriéni
DNA. Pro ACC synthasovou negativni orientaci byly pouzity
358 a ACSR7 primery a vytvorily produkt odekdvanéd velikosti,
320 parh bazi. ACC synthasové pozitivni primery 35S a ACSL,
poskytly ocekdvany produkt 850 p&rd b&zi. Podobnd pro ACC oxi-
dasovou negativni orientaci 35S a ACOR , primery byly pouZity
a produkovaly produkt ocekdvané velikosti, 400 pard bazi.

ACC oxidasové pozitivni primery 35S a ACOL; poskytly ocekdvany
produkt 800 pdrd bidzi. Byla vyselektovdna jedna kolonie
kazdé orientace pro transformaci kdvovnikové listové tk&nd.
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c) Infekce kdvovnikové listové tkdné Agrobakteriemi obsahuji-
cimi pKRCACS-S, pKRCACO-S, PXRCACS-A a pKRCACO-A plasmidy

Vyvinuté mladé kdvovnikové listy z plagiotropnich
vynonl byly sterilizovdny v 30%nim Cloroxu po dobu 30 minut
a omyty 3x v sterilizované destilované vodé. Priblizné 7 mm2
kousky z listku mezi stfednim Zebrem a okrajem byly vyFfiznuty
a ulozeny v MS kapalné mediu (Murishige a Skoog, 1962) s Agro-
bakteriovou suspenzi 109 bunék/ml a kokultivovidny po dobu
3 hodin. Listovd tkén byla odsdta do sucha sterilizovanymi papi-
rovymi ubrousky a kokultivovdny zbyvajicimi Agrobakteriemi

po dobu 3 dni na MS mediu ztuZeném pfidavkem 2,0 g/l Phytagelu.

Listovd tk&n byla znovu vysdta sterilnimi papirovymi
ubrousky, ¢imZ se odstranily zbyvajici Agrobakterie a pak pre-
vedena do media vytvarejiciho zdval (MS medium obsahujici 2,4-~D
a kinetin, Sondahl a Sharp, 1977) obsahujiciho 500 mikrog/ml
karbenicilinu a bua_lOO az 300 mikrog/ml kanamycinmonosulfatu
nebo 10 az 20 mikrogr/ml geneticinu (G418). Po 13 dnech kulti-

vace pri 25 °c v tm& se za&al objevovat primdrni kalus.

d) Subkultivace kavovnikové listové zdvalové tkdné obsahujici
PXRCACS~S, pKRCACO-S, pKRCACS-A nebo pKRCACO-A plasmidy

Antibioticky rezistentni zdvaly byly subkultivovany
mésicéné za pouZiti embryondlniho indukéniho media M II (bazdl-
ni soli, polokoncentrované MS soli, 10 mg thiamin.HCl, 40 mg
cystein.HCl, 100 mg myoinositolu, 40 g sacharosy, 20 mg BA,

10 mg pyridoxinu, 100 mg nikotinové kyseliny, 2,0 g fytagelu,
PH 5,65, Yasuda a Fujii, 1985) obsahujiciho 300 mikrog/ml kar-
benicilinu a 150 aZz 200 mikrog/ml kanamycinu po dobu 3 mésici.
Tyto zdvaly byly pak subkultivovdny po dobu 30 dnG v M II me-
diu obsahujicim 100 mikrog/ml kanamycinu a po dalSich 30 dnt
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v M II mediu obsahujicim 50 mikrogr/ml kanamycinu. Somaticka
embrya se vytvorila v tomto poslednim mediu. Somaticki embrya
vyvinutd do rostlinek na germina®nim mediu M III bez ristovych
reguldtort (bazdlni soli, plnokoncentrované MS soli 10 mg
thiamin.HC1l, 40 mg cystein.HCl, 100 mg myoinositolu, 40 g sa-

charosy, 2 g fytagelu, pH 5,65, Sondahl a Sharp, 1977) pod
fluorescenénim ozarenim.
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PATENTOVE NAROKY

1. V podstaté ¢istd ACC synthasa z kavovnikové rostliny

zahrnujici aminokyselinovou sekvenci sekv.id.c.10.

2. ACC synthasa podle ndroku 1, kde kdvovnikem je
Coffea arabica.

3. V podstaté &istd nukleokyselinovd sekvence, kterd
kdduje expresy ACC synthasy vytvorené kdvovnikem a obsahujici
nukleotidovou sekvenci uvedenou v sekv.id.c¢.ll.

4. V podstaté &istd nukleokyselinova sekvence, kterd
koduje expresy ACC synthasy vytvorené kdvovnikem, kde ACC syn-

thasa md aminokyselinovou sekvenci sekv.id.¢.1l0.

5. V podstaté &istd ACC oxidasa z kdvovniku obsahujiciho

aminokyselinovou sekvenci sekv.id.c¢.l1l2.

6. ACCoxidasa podle ndroku 5, kde kdvovnikem je Coffea
arabica.
7. V podstaté &istd nukleokyselinovd sekvence, kterd

koduje expresi ACC oxidasy tvofené kdvovnikem a obsahujici
nukleotidovou sekvenci uvedenou v sekv.id.¢.1l3.

8. V podstaté &istd nukleokyselinovd sekvence, kterd
koduje expresi ACC oxidasy vytvorené kdvovnikem, kde ACC oxi-

dasa md aminokyselinovou sekvenci sekv.id.&.l2.

9. Nukleokyselinovd sekvence podle kteréhokoli z narokt
3, 4, 7 nebo 8, kde kdvovnikem je Coffea arabica.
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10. Kavovnik transformovany nukleokyselinovou sekvenci
izolovanou z kdvovniku, kde nukleokyselinovi sekvence kéduje
transkripci NRA, kterd je antimedidtorovd k mRNA, kterd kéduje
expresi ACC synthasy majici aminokyselinovou sekvenci sekv.id.
&.10, kde RNA md délku dostatednou interferenci s expresi ACC
synthasy.

11. Kédvovnik transformovany nukleokyselinovou sekvenci
izolovanou z kdvovniku, kde nukleokyselinovd sekvence kéduje
transkripci NRA, kterd je antimedidtorovd k mRNA, kterd kddu-
je expresi ACC oxidasy majici aminokyselinovou sekvenci
sekv.id.¢.12, kde RNA m& délku dostatednou k interferenci s
expresi ACC oxidasy.

12. Kdvovnik transformovan§ (I) nukleokyselinovou sekven-
ci podle ndroku 7 a (ii) nukleokyselinovou sekvenci podle néa-
roku 8.

13. Kavovnik transformovany nukleokyselinovou sekvenci
izolovanou z kdvovniku, kde nukleokyselinovad sekvence kéduje
transkripci NRA a je antimedidtorovd k mRNA, kterd kdduje expre-
si ACC synthasy majici aminokyselinovou sekvenci sekv.id.¢.10,
kde RNA md délku dostatednou k interferenci s expresi ACC
synthasy.

14. Kavovnik transformovany nukleokyselinovou sekvenci
izolovanou z kdvovniku, kde nukleokyselinovd sekvence kéduje
transkripci NRA, kterd je antimedidtorovd k mRNA, kterd kddu-
je expresi ACC oxidasy majici aminokyselinovou sekvenci
sekv.id.¢.12, pficemZ RNA mi délku dostatednou k interferenci
s expresi ACC oxidasy.

15. ‘Kavovnik transformovany (I) nukleokyselinovou
sekvenci podle ndroku 13 a (ii) nukleokyselinovou sekvenci
podle ndroku 14.




l6. Kévovnik transformovany izolovanou nukleoXyselinovou

sekvenci, kterd kdéduje expresi aminokyselinové sekvence sekv.
id.c¢.10.

17. Kidvovnik podle ndroku 16, kde nukleokyselinovd sek-
vence je operabilnd vdzdna k transkripénimu promotoru v pozi-
tivni orientaci.

18. Kdvovnik podle ndroku 16, kde nukleokyselinovd sek-
vence je operabilné vdzdna k transkripénimu promotoru v nega-
tivni orientaci.

19. Kavovnik transformovany izolovanou nukleokyselinovou
sekvenci, kterd koduje expresi pro aminokyselinovou sekvenci
sekv.id.c.12.

20. Kavovnik podle néroku 19, kde nukleokyselinovd sek-
vence je operabilné vazdna k transkrip&nimu promotoru v pozi-
tivni orientaci.

21. Kdvovnik podle ndroku 19, kde nukleokyselinovd sek-
vence je operabilné vazdna k transkripénimu promotoru v nega-
tivni orientaci.

22. Kavovnik transformovany prvni izolovanou nukleokyse-
linovou sekvenci, kterd kdéduje expresi pro aminokyselinovou
sekvenci sekv.id.&.10 a druhou izolovanou nukleovou kyselinou
obsahujici nukleotidovou sekvenci, kterd kéduje expresi pro

aminokyselinovou sekvenci sekv.id.c.l2.

23. Kdvovnik podle ndroku 22, kde alespon jedna z prvni
nebo druhé nukleokyselinové sekvence je operabilné vézéna k
transkripénimu promotoru v pozitivni orientaci.



24. Transformovany kdvovnik vytvofeny zplsobem inzerce

do rostlinného genomu nukleokysclinové sekvence izolované z
kdvovniku, které kdéduje transkripci na RNA, kterd je . pozi-

tivni k mRHA, kterd kéduje expresi na ACC synthasu majici amino-

kyselinovou sekvenci sekv.id.c.10.

25. Transformovany kdvovnik vytvoreny zplsobam inzerce

do rostlinného genomu nukleokyselinové sekvence izolované z
kdvovniku, kterd koéduje transkripci na RNA, kterd je pozi-

tivni k mRUA, kterd kdduje expresi na ACC oxidasu majici amino-

tyselinovou sekvenci sekv.id.c.l2.

26. Transformovany kdvovnik vytvoreny zptsobem inzerce
do rostlinného genomu (i) nuklecokyselinové sekvence izolované
z kdvovniku, kterd kéduje transkripci na RNA, kterd je pozi-

tivni k mRNA, kterd kéduje expresi pro ACC synthasu majici
aminokyselinovou sekvenci sekv.id.¢.10 a (ii) nukleokyscli-

nové sekvence izolované z kdvovniku, kterd koduje transkripci
na RNA, kterd je antimedidtorovd k mRNA, kterd kdduje expresi

na ACC oxidasu majici aminokyselinovou sekvenci sekv.id.Z&.l2.

27. Transformovany kavovnik vytvoreny zplsobem inzerce
do rostlinného genomu nukleokyselinové sekvence izolované z
kdvovniku, kterd kdéduje transkripci na RNA, kterd je negativni
k mRHA, kterd koduje expresi pro ACC synthasu majici aminokyse-

linovou sekvenci scekv.id.c¢.l0.

28. Transformovany kdvovnik vytvoreny zplsobem inzerce
do rostlinného genomu nukleokyselinové sekvence izolované z
tdvovniku, kterd koduje transkripci pro NRA, kterd je negativni
k mRNA, kterd kdéduje expresi pro ACC oxidasu majici aminokyseli-

novou sekvenci sekv.id.c¢.l2.

29. Transformovany kavovnik vytvoreny zplsobem inzerce
Y Y 2p

do rostlinného genomu (i) nukleokyselinové sekvence
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izolované z kdvovniku, kteri koduje transkripci pro RNA, kterd
je negativni k mRNWA, kterd kdéduje expresi pro ACC synthasu ma-
jici aminokyselinovou sekvenci sekv.id.¢.1l0 a (ii) nukleokyse-
linové sekvence izolované z kdvovniku, kterd koéduje transkripci
na RNA, kterd je negativni k mRNA, kterd kéduje na exéresi pro

ACC oxidasu majici aminokyselinovou sekvenci sekv.id.&.l2.

30. Kédvové zrno z kdvovniku podle kteréhokoli z ndrokl
19 az 29.
31. Transforma¢ni vektor zahrnujici transkripéni promo-

tor operabilné vdzany k

(a) nukleokyselinové sekvenci sekv.id.é&.ll, nebo

(b) nukleokyselinovou sekvenci, kterd kdéduje expresi pro amino-
kyselinovou sekvenci sekv.id.&.10, nebo

(c) nukleokyselinovou sekvenci sekv.id.&.13, nebo

(d) nukleokyselinovou sekvenci, ktera koéduje expresi na amino-

kyselinovou sekvenci sekv.id.&.1l2.

32. Transformaéni vektor podle nédroku 31, kde nukleo-
kyselinovd sekvence je operabilné v&dzdna k transkripénimu pro-
motoru v negativni orientaci.

33. Transformacni vektor podle ndroku 31, kde nukleo-~

kyselinova sekvence je operabilné vazdna k transkripénimu pro-
motoru v pozitivni orientaci.

34. Kdvovnikovd bunka transformovand izolovanou nukleo-
kyselinovou sekvenci, kterd koduje expersi pro aminokyselino-
vou sekvenci sekv.id.&.10.

35. Kdvovnikovd bunka podle néroku 34, kde nukleokyseli-
novd sekvence je operabilné vAzdna k transkripénimu promotoru
v pozitivni orientaci.



36. Kdvovnikovd bunka podle ndroku 34, kde nukleo-
kyselinovad sekvence je operabiln& vdzdna k transkripénimu pro-

motoru v negativni orientaci.

37. Kavovnikovd bunka transformovand izolovanou nukleo-
kyselinovou sekvenci, kterd kdéduje expresi na aminokyselinovou
sekvenci sekv.id.¢.l1l2.

38. Kadvovnikovd bunka podle niroku 37, kde nukleokyseli-
novéd sekvence je operabilnd vdzdna k transkrip&nimu promotoru
v pozitivni orientaci.

39. Kdvovnikovd rostlina podle ndroku 37, kde je nukleo-
kyselinovd sekvence operabilné vdzdna k transkripénimu promoto-

ru v negativni orientaci.

40. Kdvovnikovd bunka transformovand (i) izolovanou nu-
kleokyselinovou sekvenci, kterd kdéduje expresi pro aminokyseli-
novou sekvenci sekv.id.¢.10 a (ii) izolovanou nukleokyselinovou
sekvenci, kterd kdéduje expersi na aminokyselinovou sekvenci
sekv.id.c.1l2.

41. Kdvovnikovd bunka podle ndroku 40, kde alespon jedna
z nukleokyselinovych sekvenci je operabilné vézdna k transkrip-
¢nimu promotoru v pozitivni orientaci.

42, Kdvovnikovd bunka podle niroku 40, kde alespon jedna
z nukleokyselinovych sekvenci je operabilné vdzéna k transkrip-
¢nimu promotoru v negativni orientaci.

43. Transformovand kdvovnikovd bunka vytvorend zplisobem
inzerce transformacniho vektoru do kdvovnikové bunky, pridemiz
transformac¢ni vektor zahrnuje transkripdni promotor operabilné
vdzany k (i) izolované nukleokyselinové sekvenci, kterd



koduje expresi na aminokyselinovou sekvenci sekv.id.&.10, ne-

bo (ii) k izolované nukleokyselionové sekvenci, kterd koduje
expresi pro aminokyselinovou sekvenci sekv.id.&.12.

44. Transformovand kdvovnikovd bunka podle niroku 43,
kde nukleokyselinovd sekvence je operabilné vdzéna k transkrip-
¢nimu promotoru v negativni orientaci.

45, Transformovand kdvovnikovd bunka podle ndroku 43,
kde nukleokyselinovd sekvence je operabilnd vazina k transkrip-

v rd

nimu promotoru v pozitivni orientaci.

46. Transformovand kdvovnikovd bunka vytvorend zplsobem
inzerce prvniho transformaéniho vektoru a druhého transformad-
niho vektoru do kdvovnikové bunky, pfifemZ prvni transformadni
vektor zahrnuje transkrip&ni promotor operabilnd vazany k izo-
lované nukleokyselinové sekvenci, ktera kdéduje expresi na ami-
nokyselinovou sekvenci sekv.id.&.10 a druhy transformadni vek-
tor zahrnuje transkripéni promotor operabilné& védzany k izolo-
vané nukleokyselinové sekvenci, kteri kbéduje expresi na ami-
nokyselinovou sekvenci sekv.id.&.12.

47. Transformovand kdvovnikovd bunka podle ndroku 46,
kde alespon jedna z nukleokyselinovych sekvenci je operabilné

vdzdna k jejimu transkripénimu promotoru v pozitivni orientaci.

48. Kadvovnik regenerovany z transformované kdvovnikové
buriky podle kteréhokoli z ndrokd 34 a3z 47.

49. Kdvové zrno z kteréhokoli kdvovniku z n&roku 48.
50. Zpisob transformovdni kdvovnikové bunky nukleokyse-

linovou sekvenci, kterd koduje transkripci na RNA, ktera je

pozitivni k mRNA, kterd kéduje na ACC synthasu z kivovniku,



vyznaceny tim, Ze se vytvori transformaéni vektor zahrnujici
nukleokyselinovou sekvenci izolovanou z kdvovniku, kterd koé-
duje transkripci na RNA, kterd md délku dostatednou k inter-
ferenci s expresi ACC synthasy majici aminokyselinovou sekven-
ci sekv.id.c.10, pficemZ nukleokyselinovd sekvence je operabil-
né vdzdna k transkrip&nimu promotoru v pozitivni orientaci,

a transformacni vektor se zavede do kdvovnikové bunky, kde
nukleokyselinovd sekvence se pak za&leni do genomu kdvovnikové
bunky -

51. Zpisob transformace kdvovnikové bunky nukleokyselinovou
sekvenci, kterd kéduje transkripci na RNA, kterd je pozitivni

k mRNA, kterd koéduje na ACC oxidasu z kivovniku, vyzna&eny tim,
Ze se vytvori transformadni vektor zahrnujici nukleokyselino-
vou sekvenci izolovanou z kdvovniku, kterd kdéduje transkripci
na RNA, kterd md délku dostatednou k iterferenci s expresi ACC
oxidasy majici aminokyselinovou sekvenci sekv.id.&.12, pficdemiZ
nukleokyselinovd sekvence je operabilné vdzdna k transkripénimu
promotoru v pozitivni orientaci, a transformaéni vektor se
zavede do kdvovnikové bunky, pfifemZ nukleokyselinovd sekvence
se pak stane zacClenénou do genomu kdvovnikové bunky.

52. Zplisob transformace kdvovnikové bunky (i) nukleo-
kyselinovou sekvenci, kterd koduje transkripci na RNA, kterd
je pozitivni k mRNA, kterd kdduje na ACC synthasu z kdvovniku,
-a (ii) nukleockyselinovou sekvenci, kteri kéduje transkripci
na RNA, kterd je pozitivni k mRNA, kterd kdoduje a ACC oxidasu
z kdvovniku vyznaceny tim, Ze se vytvofi prvni transformadéni
vektor zahrnujici prvni transkrip&ni promotor operabilné& viza-
ny k prvni nukleokyselinové sekvenci izolované z kavovniku,
kterd koduje transkripci na RNA, kterd md délku dostateénou

k interferenci s expresi ACC synthasy majici aminokyselino-
vou sekvenci sekv.id.c¢.10,
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vytvori se druhy transformaéni vektor zahrnujici druhy trans-
kripéni promotor operabilné vizany k druhé nukleokyselinové
sekvenci izolované z kdvovniku, kterd koéduje transkripci na
RNA, kterd md dostateCnou délku i interferenci s expresi s ACC
oxidasy majici aminokyselinovou sekvenci sekv.id.&.12, pridemz
alespon jedna z prvni nebo druhé nukleokyselinové sekvence je
operabilné vdzdna k jejimu transkripénimu promotoru v pozitiv-
ni orientaci, a

w

kaZdy z transformaénich vektorl se zavede do kdvovnikové burky,

¥ e w ~

pricemz kaZdd z nukleokyselinovych sekvenci se pak stane za-

-

¢lenénou do genomu kdvovnikové bunky.

53. Zpuisob transformace kivovnikové bunky nukleokyseli-
novou sekvenci, terd kdduje transkripci na RNA, kterd je nega-
tivni orientace vi¢i mRNA, kterd kdduje na ACC synthasu z ké&-
vovnikové rostliny, vyznaleny tim, Ze se vytvori transformadni
vektor zahrnujici transkripéni promotor operabilné& vézany k
nukleokyselinové sekvenci izolované z kdvovniku, kterd kéduje
transkripci pro RHA, kterd ma dostatelnou délku k interferenci
s expresi ACC synthasy majici aminokyselinovou sekvenci sekv.
id.c.10, pficemZ nukleokyselinovd sekvence je operabilnd viz4-
na k promotoru v negativni orientaci a

transformaéni vektor se zavede do kdvovnikové bunky, pridem3
nukleokyselinovd sekvence se pak zadleni do genomu kdvovnikové
bunky.

54. Zpisob transformace kdvovnikové bunky nukleokyseli-
novou sekvenci, kterd kéduje na transkripci pro RNA, kterd je
negativni orientace k mRNA, kterd kdéduje ACC oxidasu z kdvovniku,
vyznaceny tim, Ze se vytvofi transformadni vektor zahrnujici
transkripéni kpromotor operabilné védzany k nukleokyselinové
sekvenci z kdvovniku, kterd kdoduje na RNA, kterd md délku dosta-
teCnou k interferenci s expresi ACC oxidasy majici aminokyseli-

novou sekvenci sekv.id.c¢.12, pfidemZ nukleokyselinovd sekvence



je operabilné vdzdna k transkripénimu promotoru v negativni
orientaci, a

transformacni vektor se zavede do kdvovnikové bunky, pri&em2
nukleokyselinovd sekvence se pak stane zadlenénou do genomu
kdvovnikové bunky. '

55. Zpisob transformace kdvovnikové bunky (i) nukleoky-
selinovou sekvenci, kterd koduje transkripci na RNA, kterd je
negativni orientace vic¢i mRNA, kterd kdduje ACC synthasu z ké-
vovniku, a (ii) nukleokyselinovou sekvenci, kterd kdéduje trans-
kripci na RNA, kterd je negativni orientace k mRNA, kterd ké-
duje ACC oxidasu z kdvovniku, vyznaleny tim, Ze se vytvo¥i prvni
transformac¢ni vektor zahrnujici prvni transkripéni promotor
operabilné vdzany k prvni nukleokyselinové sekvenci izolované

z kdvovniku, kterd kéduje transkripci na RNA, kterd md& dosta-
teCnou délku k interferenci s expresi ACC synthasy majici ami-
nokyselinovou sekvenci sekv.id.&.l10,

vytvofi se druhy transformaéni vektor zahrnujici druhy transkri-
pcni promotor operabiln& vdzany k druhé nukleokyselinové sekven-
ci izolované z kdvovniku, kterd kdéduje transkripci na RNA, kte-
r4d md délku dostatelnou k interferenci s expresi ACC oxidasy

rd g

majici aminokyselinovou sekvenci sekv.id.é&.12,

pfiemZ alespon jedna z nukleokyselinovych sekvenci je operabil-
né védzédna k jejimu transkrip®nimu promotoru v negativni orien-
taci, a

kazdy z transformaénich vektord se zavede do kdvovnikové bunky,
pricemZz kazdd z nukleokyselinovych sekvenci se pak stivd za&le-
nénou do genomu kdvovnikové bunky.

Zastupuje: JUDr. Ing. Milan Hofejs
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