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(57) Anotace:
Zptisob produkce acetylenovych sloucenin
spociva v tom, Ze dvojné vazba je pfemén¢na
na acetylenovou vazbu piisobenim acetylena-
sy. Novy rostlinny enzym delta /12/ acetyle-
nasa mastnych Kkyselin je odpovédny za
konversi mastnych kyselin na acetylenové ky-
seliny a vynalez se tyk4 produkce takovych
kyselin. Vynalez se také tyka pouZiti CONA ko-
dujici acetylenasu, vyhodné Crepis alpina
delta /12/ acetylenasu, pro transformaci
organismil jako jsou organismy akumulujici
oleje vybrané ze skupiny skladajici se z
olejnatych plodin, oleogennich Kkvasinek a

plisni. Kromé toho se vyndlez tyka orga-
nismt, jako jsou organismy akumulujici
oleje, transformovanych acetylenasovou
cDNA a oleja a jinych acetylenovych slou-
&enin z uvedenych organismii.



Novy rostlinny enzym a jeho pouZiti

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tykad nového rostlinného enzymu.
Presnéji, predkladany vyndlez se tyka zpusobu pro produkci
acetylenovych slouc¢enin v uréitych acetylenovych mastnych
kyselindch, cDNA kodujici rostlinnou acetylenpnasu mastnych kyselin,
pouZiti uvedené cDNA pro transformaci organismi akumulujicich
oleje za ucelem produkce acetylenovych mastnych kyselin jako
takovych, organismﬁ produktujicich olej, stejné jako oleju z nich

vyrobenych.

Dosavadni stav techniky

Ve svété je znacény zajem o produkci chemickych surovin jako
jsou mastné kyseliny pro prumyslové pouziti z obnovitelnych
rostlinnych zdroji, spise neZ 2z neobnovitelnych petrochemikalii.
Toto pojeti m& znaény vyznam jak pro vyrobce, tak pro
spotrebitele, vzhledem k zachovani zdroje a kromé toho poskytuje
vyznamné mozZnosti pro vyvoj novych industridlnich plodin pro
zemédelstvi.

Existuje znac¢nd rozmanitost neobyvklych mastnych kyselin
v olejich z prirozenych druht rostlin, které byly dobre
charakterizovany (viz napriklad Badami a Patil, 1981). Mnoho
z téchto kyselin je potencidlné moZno pouzit v prumyslu. Toto
vedlo k zajmu o umoZnéni zemédélské produkce urcitych mastnych
kyselin v domestikovanych odpovidajicich druzich rostlin.
Nicméné, rozvoj genového inZenyrstvi v kombinaci s dukladnéjsim

pochopenim biosyntesy neobvyklych mastnych kyselin nyni umoZnuje



provést genovy prenos geni kodujicich kli¢ové enzymy, které se

Ucastni syntesy urc¢ité aminokyseliny z prirozenych druhi, do
vybrané domestikované plodiny s olejnatymi semeny. Timto zpuisobem
mohou byt produkovany specifické mastné kyseliny vysoké cistoty

a mnozstvi za prijatelnych nakladu.

Jednou tridou mastnych kyselin, kterd je zejména zajimava,
jsou acetylenové mastné kyseliny, sklddajici se z acylového
retézce majiciho dva sousedni uhlikové atomy navadzané
acetylenovou neboli trojnou vazbou. Vzhledem ke své vysoké
reaktivité mohou byt idedlné vhodné pro produkci potahl, plasta
a mazacich ¢inidel. Prenosem genud odpovédnych za produkci
specifickych acetylenovych kyselin z prirozenych druha do
komerc¢nich druht s olejnatymi semeny, nebo do jakéhokoliv jiného
organismu, ktery akumuluje oleje, ktery muzZe byt snadno mnoZen,
by mélo byt mozZné vyvinout obnovitelny primdrni zdroj tohoto
oleje obsahujiciho acetylenové mastné kyseliny pro primyslové
pouZiti.

Tvorba acetylenovych vazeb v mastnych kyselindch v raznych
druzich mechu probihd pomoci odstranéni vodika z dvojné vazby

(Kohn a kol., 1994).

Druhy Crepis maji olejnatd semena s vysokym obsahem
acetylenovych kyselin (Badami a Patil, 1981; Hirsinger, 1991).

Podstata vynédlezu

Predkladany vyndlez poskytuje novy zpasob pro produkci
acetylenovych mastnych kyselin z transgennich organismi
akumulujicich oleje.



Puvodci charakterizovali enzym (acetylenasu), ktery je

odpovédny za produkci 9-oktadecen-12-inové kyseliny (dale téz
"krepeninova kyselina") z 9,1l2-oktadekadienové kyseliny (kyselina
linolova) v membranovych frakcich z vyvijejicich se semen Crepis
alpina. Charakterizace acetylenasy z Crepis alpina ukazala, ZzZe
acetylenasa ma velmi podobné biochemické vlastnosti jako non-hem
obsahujici monooxygenasy oleat delta 12 a linoleat delta 15
(omega 3) desaturasy. Na zadkladé predpokladu, Ze biochemicka
podobnost pozorovand mezi acetylenasou a enzymy produkujicimi
kyselinu linolovou a kyselinu linolenovou (delta 12 a delta 15
desaturasy) by mohla byt také spojena s podobnosti v primarni
sekvenci kompletni cDNA téchto proteind (pCrepl), kodujici
domnélou acetylenasu, byla izolovdna z Crepis alpina.

Nejprve byly z Crepis alpina charakterizovany dva typy cDNA
fragmentd, ziskanych za pouZiti PCR a primeri navrZenych za
pomoci serazeni proteinovych sekvenci delta 12 desaturas. Analyza
DNA sekvence ukdazala, Ze je vysoce homologni ke véem jinym
rostlinnym endoplasmatickym retikuldrnim (ER) delta 12
desaturasam a hydroxylase 2z ricinovych bobG. Dalsi
charakterizovany cDNA fragment mél sekvenci, ktera byla homologni
k sekvenci rostlinné ER delta 12 desaturasy, ale byl odlisny
nejen v poctu nekonzervovanych aminovych zbytka, ale také v podtu
aminokyselinovych zbytku, které byly vysoce konzervované ve vsech
delta 12 ER desaturasach. Za pouZiti Northern blot analyz genu
kodujiciho tuto cDNA (pCrepl) bylo zjisténo, Ze vysoce
exprivovana specificky pouze v semenech, ve srovnani s expresi
v tkani listu. Tato zjisténi dohromady a uvazeni jedinec¢ného
biochemického charakteru bunék v semenech poskytuji silny dikaz

toho, Ze izolovana cDNA (pCrepl) z C. alpina koduje enzym



odpovédny za konversi kyseliny linolové na 9-oktadecen-l2-inovou

kyselinu, tedy "krepeninovou kyselinu".

Nakonec, koneény dukaz, Ze cDNA, pCrepl, z C. alpina koduje
rostlinny enzym acetylenasa, byl ziskdn expresi tohoto genu ve
kvasinkdach. Exprese tohoto genu spolu s pridanim kyseliny
linolové do kultury téchto kvasinek vedla k produkci delta 12
acetylenové kyseliny, 9-oktadecen-12-inové kyseliny ("Krepeninové
kyseliny"), Jjak bylo potvrzeno analyzou extrahovanych
kvasinkovych mastnych kyselin za pouZiti analyzy hmotnostni

spektrometrii.

Proto, v prvnim aspektu, se predkladany vyndlez tyka zplsobl
pro produkci acetylenovych sloucenin, ve kterych je dvojna vazba

konvertovana na acetylenovou vazbu acetylenasou.

Ve vyhodném provedeni zpusobu jsou acetylenové mastné kyseliny
produkovany konversi nenasycenych mastnych kyselin na acetylenové

mastné kyseliny pusobenim acetylenasy mastnych kyselin.

Ve druhém aspektu se vyndlez tykd cDNA kodujici acetylenasu
monooxygenasového typu se smiSenou funkci obsahujici tri
konzervované histidinové motivy (HX(3 nebo 4)H, HX(2 nebo 3)HH a

HX(5 nhebo 3)HH) podle obrazku 1 na pripojenych vykresech.

V dalsim provedeni se vyndlez tyka cDNA kodujici acetylenasu
mastnych kyselin, jako je Crepis alpina delta 12 acetylenasa
obsahujici sekvenci podle obrazku 3 na pripojenych vykresech nebo
jakoukoliv nukleotidovou sekvenci, kterd je k ni vyznamné
homologni.



Ve tfetim aspektu se vyndlez tykd pouziti vysSe popsané cDNA

pro transformaci organismi. Organismem mUZe byt organismus
akumulujici acetylenové slouceniny nebo organismus akumulujici

oleje, v prislusném poradi.

Ve c¢tvrtém aspektu se vyndlez tykd organismi transformovanych
CDNA pro acetylenasu jak byla popsdna vyse. Organismy akumuluji
acetylenové slouceniny nebo oleje, jejich p¥iklady jsou olejnaté
plodiny, oleogenni kvasinky a plisné.

V patem aspektu se vyndlez tyka acetylenovych sloudenin

akumulovanych v organismech popsanych vyse.

V Sestém aspektu se vyndlez tykd olejl z organismi

akumulujicich oleje popsanych vyse.

Ve vyhodném provedeni se predkladany vynalez tyka transformace
organismi akumulujicich oleje uvedenou izolovanou cDNA z cDNA
knihovny semen Crepis alpina za uéelem produkce acetylenovych
mastnych kyselin a konkrétné 9-oktadecen-12-inové kyseliny

("krepeninové kyseliny").

Olej semen C. alpina je bohaty na 9-oktadecen-12-inovou
kyselinu ("krepeninovou kyselinu") (Hirsinger, 1989)). Puvodci
studovali syntésu kyseliny 9-oktadecen-12-inové ("krepeninové
kyseliny") v semenech C. alpina. Pfivod exogennich 1-14c-
znacenych volnych mastnych kyselin do intaktnich vyvijejicich se
kotyledonu semen C. alpina prokdzalo, Ze linoleat je prekursor
kyseliny 9-oktadecen-12-inové ("krepeninova kyselina"). Toto je
v protikladu k drive publikovanym vysledkim pro biosyntesu
kyseliny 9-oktadecen-12-inové ("krepeninové kyseliny") v Crepis

rubra (Haigh a James, 1967). Ac¢koliv bylo prokazano, ze reakce



tvorby acetylenovych kyselin v mechach je desaturaéni proces
(Kohn a kol., 1994), miZe byt takovy desaturacéni proces proveden

mnoha ruznymi typy nep¥ibuznych rostinnych enzymi, jako jsou
fytoen desaturasy (Wieland a kol., 1994) nebo non-hem obsahujici
proteiny, kde z druhé uvedené tridy enzymi nékteré vykazuji velmi
malé homologie aminokyselinové sekvence, kromé tri konzervovanych
histidinovych motiva (Shanklin a kol., 1994). Bylo naznaceno, 3ze
biosyntesa acetylenovych mastnych kyselin probiha pres sekvenci
meziproduktu katalyzovanych ruznymi enzymatickymi reakcemi.
Napriklad, soudilo se, Ze acetylenové vazby jsou tvoreny jako
vedlejsi metabolickd draha syntesy nasycenych mastnych kyselin
(Diedrich a Henschel, 1991); nebo pres epoxygenaci dvojné vazby

S naslednou konversi na diol, ktery je potom dehydratovan ve dvou
krocich za tvorby acetylenové vazby (Van de Loo a kol., 1993).
Vzhledem k témto protikladnym alternativan nebyl v dobé podani
predkladané patentové prihlasky SE 9601236-4 znam vibec nebo
nebyl zrejmy charakter enzymu acetylenasa ani mechanismus jeho

uc¢inku.

Enzym podle predkladaného vyndlezu, ktery je odpovédny za
syntesu Kkyseliny 9-oktadecen-12-inové ("krepeninové kyseliny")
(nazvany delta 12 acetylenasa), byl podle vyndlezcii prokazan
aktivni pouze v membranovych (mikrosomdlnich) frakcich
pripravenych z vyvijejicich se semen Crepis alpina, za podminek,
Zze homogenizac¢ni pufr obsahoval NADH nebo NADPH, katalasu a volny
koenzym A. Charakterizace mikrosomdlni acetylenasy a jeji
srovnani s delta 12 desaturasou (odpovédnou za desaturaci oleatu
na linoleat) ukazala, Ze tyto enzymy maji velmi podobné
vlastnosti. Oba enzymy vyzZaduji O, a NADH nabo NADPH; kde obeé
koredukéni ¢inidla pusobi stejné s obéma enzymy. Kyanid (CN-)

a protildtky proti kvétakovému cytochromu bg inhibovaly oba tyto



enzymy, zatimco oxid uhelnaty nemél signifikantni uéinek na

aktivitu ani jednoho enzymu. Tato data naznaduji, Ze oba enzymy
Jsou biochemicky podobné. Oleat delta 12 hydroxylasa z ricinovych
bobi ma také podobné biochemické vlastnosti jako delta 12
desaturasa i presto, 2Ze katalyzuje ruzné reakce (Bafor a kol,
1991; Smith a kol., 1992). Pozdéji bylo prokazano, Ze gen pro
delta 12 hydroxylasu z ricinovych bobl ma signifikantni homologii
sekvence s geny pro ER delta 12 desaturasu (FAD 2 geny) (Van de
Loo a kol., 1995). ProtoZe delta 12 acetylenasa, stejné jako
delta 12 desaturasy (FAD2), katalyzuje dehydrogenaci mezi uhliky
12 a 13 acylového retézce a podobné jako delta 15 desaturasa
(FAD3) utilizuje kyselinu linolovou jako substrat, vynalezci
usoudili, Ze gen pro acetylenasu by mohl mit uréitou homologii
sekvence s geny pro FAD2 a/nebo FAD3.

Vynalez bude nyni podrobnéji popsén v nasledujicich p¥ikladech
a pripojenych vykresech.

Popis obrdzkid na_ vykresech

Obrazek 1: Restrikéni mapa pCrepl.

Obrazek 2: Restrikéni mapa pVT-Crepl.

Obrazek 3: Superponované chromatogramy jednotlivych iontd 333,
365, 367 z FADEA pripravenych z celkovych mastnych kyselin
extrahovanych z kvasinek kmene YN94-1 transformovanych pVT-Crepl.
Pismena oznac¢uji piky predstavujici nasledujici diethylamidové
derivaty mastnych kyselin: A, kyselina eikosanova; B, kyselina

eikosaenova; C, 9-oktadecen-12-inové kyselina.



Obrazek 4: Superponované chromatogramy jednotlivych iontu
333, 365, 367 z FADEA pripravenych z celkovych mastnych kyselin

extrahovanych z kvasinek kmene YN94-1 transformovanych prazdnym
vektorem (pVT100U; kontrola). Pismena oznaduji piky predstavujici
nasledujici diethylamidové derivaty mastnych kyselin: A, kyselina

eikosanova; B, kyselina eikosaenova.

Obrazek 5: Celkovy iontovy chromatogram FADEA pripravenych
z mastnych kyselin obohacenych v domnélé 9-oktadecen-12-inové
kyseliné z lipidovych extraktd z ¥YN94-1 transformovanych
pVT-Crepl. Pismena oznacuji piky predstavujici nasledujici
diethylamidové derivaty mastnych kyselin: A, kyselina
hexadekanova; B, kyselina oktadekanova; C, oktadeka-9,

12-dienoova kyselina; D, 9-oktadecen-12-inova kyselina.

Obrazek 6: Hmotnostni spektrum sloucenin odpovidajicim piku D

na obrazku 5.

Priklady provedeni vyndlezu

Klonovani predpokladaného genu pro acetylenasu

Srovnani aminokyselinovych sekvenci z rlQznych druhll ukdzalo,
Ze desaturasy mastnych kyselin vdzané na membrany mohou byt
prirazeny do tri ruznych skupin podle homologie jejich
predpokladaného zralého proteinu (plastid delta 12 desaturasy, ER
delta 12 desaturasy a delta 15 desaturasy; viz seznam sekvenci
1). Hydroxylasa 2z ricinovych bobli (Van de Loo a kol., 1995) md
vysokou homologii s ER delta 12 desaturasami, kterd je takového
stupné, Ze tyto sekvence nejsou snadno rozlisitelné. Kromé toho,

sekvence ze vSech tri trid enzymd vykazuji mezi sebou urdity



stupen homologie sekvence.

Na zakladé tohoto srovnani byly navrZeny oligonukleotidové
primery a byly syﬁtetizovény pro tyto t¥i skupiny sekvenci a pro
konsensus vsSech téchto sekvenci. Sekvence téchto primerd jsou

uvedeny dale.
(i) konsensudlni primery (primery navrZené pro konsensus vsSech
tri skupin desaturas vazanych na membrany a hydroxylasu mastnych

kyselin z ricinovych bobu):

sense primer: GSN CAY GAN TGY GSN CAY
antisense primer: RAN ADR TGR TGN RBN AYR TG.

(ii) primery pro plastid delta 12 desaturasy:

sense primer: TGG MGN TTY AAR CAY GAY MG
antisense primer: GTN SWC ATC CAR AAR TGR TA.

(iii) primery pro ER delta 12 desaturasy vc¢etné hydroxylasy

mastnych kyselin z ricinovych bobi:

sense primer: CAY GAR TGY GGN CAY CAY GC
antisense primer: CCN CKN ARC CAR TCC CAY TC.

(iv) primery pro delta 15 desaturasy:

sense primer: ACN CAY CAY CARAAY CAY GG
antisense primer: CAY TGY TTN CCN CKR TAC CA.

Poly A+ RNA byla izolovana 2z vyvijejicich se semen (100 mg)



C. alpina za pouziti QuickPrep Micro mRNA precistovaciho kitu od
Pharmacia Biotech. VSechna poly A+ RNA z tohoto prec¢isténi byla
vysrazZena a pouzita k syntese prvniho fetézce cDNA, ktery byl
zapocat jak oligo dT, tak ndhodnymi hexamery a ktery byl
syntetizovan za pouzZiti Superscript II reversni transkriptasy od
Gibco BRL. Potom byla pouzZita polymerasova retézova reakce (PCR),
S uvedenymi primery a touto cDNA, pro amplifikaci produktu s
nasledujicimi podminkami pro cykly: 1 cyklus pri 94 Oc po dobu 2
minut, 30 cykla (94 9c, 30 sekund; 50 %c, 30 sekund; 72 %c, 30
sekund) a nakonec jeden cyklus 72 Oc po dobu 5 minut.

Produkty byly ziskdny pro vSechny pouzité primery; zajimavé
je, Ze primery proti ER delta 12 desaturasam davaly vyrazné vice
produktu, neZ ostatni pouZité primery. Velikost PCR produkta z
delta 12 a delta 15 primeru odpovidala predpokladané velikosti.

PCR produkty ziskané amplifikaci s ER delta 12 primery a delta
15 primery byly tupé zakonceny T4 a klenow polymerasami a byly
klonovany do EcoRV mista plasmidového vektoru Bluescript. DNA
sekvencovani mnoha klonu ukdzalo, Ze za pouZiti téchto dvou sad
primert byly amplifikovany alespon tfi rtzné sekvence: (i) vysoce
konzervovana sekvence delta 15 desaturasy, (ii) vysoce
konzervovana sekvence ER delta 12 a (iii) sekvence (D12V) majici
homologii k ER delta 12 sekvencim, ale vykazujici razné
odlisnosti i v nékterych aminokyselinovych zbytcich, které byly
vysoce konzervovany ve vsSech jinych sekvencich pro desaturasy.

Analyza mastnych kyselin z C. alpina ukdzala, Ze kyselina
9-oktadecen-12-inova ("krepeninova kyselina") je pravdépodobné
pritomna pouze v semenech. Northern blot analyza pri vysoké
pfisnosti ukdzala, Ze mRNA z D12V sekvence popsané vyse byla



exprivovana ve vysokém mnoZstvi v semenech, ale nikoliv

v listech, coZz je v souladu s pozorovanim, Ze kyselina
9-oktadecen-12-inova ("krepeninova kyselina") byla pozorovana
pouze v semenech.

cDNA knihovna byla pripravena z vyvijejich se semen z C.
alpina za pouzZiti Uni-ZAP XR klonovaciho kitu pro cDNA od
Stratagene a byla vysSetfovdna ndhodné znac¢enou D12V sekvenci. Z
tohoto vySetfovani bylo hodnoceno, Ze cDNA kodujici D12V sekvence
vyla pritomna ve znaéném mnoZstvi; coZ predpokladd vysoky stupen
exprese tohoto genu. Po izolaci jednotlivé hybridizujicich lambda
plakld byl pBluescript fagemid excidovan za pouZiti ExAssist/SOLR
systému od Stratagene. Takto ziskané fagemidy byly potom pouZity
pro produkci dvojretézcového DNA plasmidu. Z téchto kolonii byl
izolovan kompletni klon (pCrepl, viz obrazek 1) za pouZiti DNA
sekvencovanli a restrikéniho mapovani izolovaného plasmidu.
Insert z pCrepl, 1,5 kb insert obsaZeny ve vektoru pBluescript
SK, byl sekvencovan a z tohoto insertu byl odvozen otevreny
Ceteci ramecek kodujici 375 aminokyselinovy protein (seznam
sekvenci 2). Analyza sekvence tohoto proteinu ukdzala priblizZné
60% identitu a 80% podobnost s jinymi rostlinnymi delta 12
desaturasovymi proteiny a pritomnost zaznamenani hodnych
rozdild v homologii, kdy uréité zbytky, které byly konzervovany
mezi vSemi ostatnimi desaturasami, nebyly v této sekvenci (viz
seznam sekvenci 1). Byly pritomné t#i histidinové motivy, které
byly prokdzany jako konzervované v mnoha non-hem obsahujicich
monooxygenasach katalyzujicich hydroxylaci a desaturacéni reakce
(Shanklin a kol., 1994).

Exprese pCrep cDNA a detekce kyseliny 9-oktadecen-12-inové
("krepeninové kyseliny") v transgennich kvasinkach



pCrepl otevreny ¢&teci ramecek byl uvolnén z pCrepl na

SmaI/XhoIl restrikénim fragmentu a 1,5 kb Crepl otevreného &teciho
rameceku ziskaného z gelového preé¢isténi (Landridge a kol.,
1980). pVT100~U DNA (Vernet a kol., 1987) byla trdavena za pouzZiti
PvulIl a XhoI. 50 ng Pvull/XhoI-linearizovaného pVT100 bylo
ligovano s 100 ng 1,5 kb SmaI/XhoI fragmentu odpovidajiciho Crepl
otevrienému ctecimu réamecku za pouziti T4 DNA ligasy (NBL Genen
Science Ltd., UK). Cast ligac¢ni smési byla pouZita pro
transformaci kompetentnich E. coli DHa bunék. Byl vybran jeden
klon (pVT-Crepl), ktery obsahoval odekavany 1,5 kb insert a
konstrukt byl ovéren travenim EcoRI nebo HindIII + XbaI. Obé
traveni davala oc¢ekavané produkty (priblizné 5,3, 2,3 a 0,8 kb
pro EcoRI traveni a 1,5 kb otevreny c¢teci ramedek pro HindIII +
XbaI traveni). pVT-Crepl DNA (viz obrazek 2), nebo prazdny vektor
pVT100U, byly pouZity pro transformaci Saccharomyces cerevisiae
kmenu YN94-1 a C13-ABYS86, za pouziti PLATE metody podle Elble
(1992). Kvasinky transformované pres noc byly kultivovany na SCD
minus uracil agaru a jednotlivé kolonie byly preneseny na derstvé
selektivni (minus uracil) plotny. YN94-1 a C13-ABYS86 kmeny
kvasinek transformované pVT-Crepl DNA a prazdnym vektorem
(pVT100U; kontrola) byly kultivovany v kuturach s trepanim pri 28
0¢ po dobu péti hodin v selektivnim mediu (bez uracilu; 400 ml) a
potom bylo 40 ml kultivaéniho media obsahujiciho kyselinu
linolovou rozpusténou v Tween aoR priddno do kultury v konecné
koncentraci 0,03% kyseliny linolové a 1% Tween 40R
(hmotnost/hmotnost). Po kultivaci po dobu dalsich 78 hodin pri 28
Oc byly bunky peletovany centrifugaci a byly promyty disperzi ve
20 ml 0,1 M Tris-HC1 pufru pH 7,8 obsahujicim 1% Tween 40k a byly
znovu peletovany centrifugaci. Builkky byly ddle promyty
resuspendovanim ve 20 ml 0,1 M Tris-HCl pufru pH 7,8 a byly znovu



peletovany. Bunky byly potom extrahovany ve smési

chloroform/methanol/0,15 M kyselina octova (1:2:0,8, uvedeno
objemové) v Braun MSK bunéc¢ném homogenizdtoru se sklenénymi
koralky (B. Braun Biotech International, Melsungen, Germany) pri
frekvenci otdcdek 4000 za minutu po dobu 20 sekund. Kvasinkové
lipidy byly extrahovény ze smési do chloroformové faze pridanim
chloroformu a 0,15 M kyseliny octové v koneé¢nych pomérech

1:1:0,9 (uvedeno objemu) chloroformu, methanolu a 0,15 M kyseliny
octové. Po centrifugaci smési byla chloroformovd faze obsahujici

lipidy odstranéna a odpafena do sucha pod proudem dusiku.

Lipofilni zbytek byl methylovan methanolickou HCl (4%
hmotnost/hmotnost) p¥i 85 0C po dobu 45 minut a potom byly
methylestery mastnych kyselin extrahovdny do n-hexanu. Plynové
kapalinové (GC) chromatogramy methylesterd separovanych na
sklenénych kolondch (2,5 m x 3 mm, vnit¥ni pramér) obsahujicich
3% SP-2300 Supelcoport 100/120 mesh (rozmér castice 0,122 az
0,147 mm) (Supelco, Bellefonte, P. USA) ukadzaly pik se stejnym
retenc¢nim casem jako autenticky methylester 9-oktadecen-12-inové
kyseliny vytvafejici vice neZ 0,3% celkové plochy piku ve
vzorkach pripravenych z kvasinek transformovanych pVT-Crepl, ale
nikoliv ve vzorkach pripravenych z kvasinek obsahujicich prazdny
vektor (pVT100U; kontrola).

ProtoZe methylestery acetylenovych mastnych kyselin mohou byt
¢astec¢né separovany od jinych methylesteri mastnych kyselin na
silikagelové chromatografii na tenké vrstvé, byly methylestery
pripravené z ¥YN94-1 transformovanych pVT-Crepl separovany ha
silikagelovych 60 plotndch pro chromatrografii na tenké vrstveé
(Merck, Darmstadt, SRN) vyvijenim ploten v hexan/
diethylether/kyselina octova (85:15:1, uvedeno objemové). Oblast



ihned pod hlavni methyesterovou oblasti byla odebrina z plotny

a lipidy byly eluovany methanol/chloroform (2:1) a byly
analyzovany kapalinovou chromatografii. Frakce se skladaly

z methylesteru mastnych kyselin, kde pik se stejnym retenénim
casem jako methylester 9-oktadecen-12-inové kyseliny tvoril vice

nez 12,5% celkové plochy piku.

Methylesterové frakce obohacené o domnély methylester
9-oktadecen-12~inové kyseliny a celkové methylestery mastnych
kyselin pripravené z ¥YN94-1 transformovanych pVT-Crepl a ¥YN94-1
transformovanych prazdnym vektorem (pVT100U; kontrola) byly
hydrolyzovany v 2,5M KOH ve vodném methanolu (15 % objemovych
methanolu) pri 90 Oc po dobu 1 hodiny. Volné mastné kyseliny byly
extrahovany do hexanu po okyseleni HCl a hexanova faze byla

odparena do sucha pod proudem dusiku.

Diethylamidy mastnych kyselin (FADEA) byly pripraveny
z volnych mastnych kyselin zplUsobem podle Nilssona a Liljenberga
(1991). FADEA byly bud primo injikovany do plynové chromatografie
s kapalnou staciondrni fdzi spojené s hmotnostnim spektrometrem
(GS-MS) nebo byly podrobeny dals$imu prec¢isténi silikagelovou
chromatogafii na tenké vrstvé vyvijenim ploten
v heptan/diethylether/kyselina octova (50:50:1, uvedeno

objemoveé).

FADEA byly analyzovany na Hewlett-Packard 5890 II plynovém
chromatografu vybaveném DB225 (0,25 mm (vnitrni prumér) x 30
m, J and W, Folsom, USA) v serii s Rtx 2330 (Restek Corp., PA,
USA) kapildrni kolonou ze slinutého oxidu kfemiéitého, spojenou
s Hewlett-Packard 5989A hmotnostnim spektrometrem pracujicim
v elektronovém impaktnim modu pfi 70 eV. Injekéni technika byla



neprerusovana pri 100 O¢c a potom byla teplota co nejrychleji

zvySena na 240 Oc, Teplota v picce byla 100 Oc po dobu 7 minut,
potom 20 O¢c za minutu do 190 % a potom 1 0¢c za minutu do koneéné
teploty 225 0C, ktera je udrzovana po dobu dalsich 20 minut..
Pozice dvojné vazby byly urceny podle Nilssona a Liljenberga
(1991).

Jednoiontové chromatogramy hmotnostni odpovidajicich
molekuldrnimu iontovému FADEA pripravenych z celkovych mastnych
kyselin z ¥YN94-1 transformovanych pVT-Crepl a z ¥YN94-1
transformovanych prazdnym vektorem (pVT100U; kontrola) Jjsou
ukdzany na obrazku 5 a 6, v prislusném poradi. Chromatogram FADEA
z ¥YN94-1 transformovanych pVT-Crepl ukdzal pik o hmotnosti 333
(odpovidajici molekulové hmotnosti diethylamidu kyseliny
9-oktadecen-12-inové), ktery nebyl pritomen na chromatogramu
FADEA z YN94-1 transformovanych prézdnym vektorem (pVT100U,
kontrola). Pik mél retenc¢ni ¢as 57,3 minuty a byl umistén mezi
piky odpovidajici eikosanoidovym a eikosanoidovym FADEA
derivatuim.

Celkovy iontovy chromatogram FADEA pripravenych z mastnych
kyselin obohacen?éh o domnélou kyselinu 9-oktadecen-l1l2-inovou
provedeny za pouZiti chromatografie na tenké vrstvé (jak je
popsana vyse), kde mastné kyseliny pochazeji z lipidovych
extraktd z ¥YN94-1 transformovanych pvVT-Crepl, je ukazan na
obrazku 5. Hmotnostni spektrum (obrazek 6) domnélych
diethylamidovych derivata kyseliny 9-oktadecen-12-inové (pik D
na obrazku 5) ukazuje mezeru v hmotnosti 26 amu misto radnych 28
mezi uhlikem 7 a 9, coZ ukazuje na dvojnou vazbu v pozici 9.
Kromé toho zde byla mezera 24 amu misto ¥adnych 28 mezi uhlikem

10 a 12, coZ ukazuje na pritomnost acetylenové vazby v pozici



12. Pik D produkoval hmotnostni spektrum identické se spektrem
autentického diethylamidu kyseliny 9-oktadecen-12-inové
pripravené z olejui ze semen Crepis alpina. Tak pik D v
chromatogramu na obrazku 5 byl jednoznac¢né identifikovan jako
diethylamidovy derivat kyseliny 9-oktadecen-12-inové. JelikoZ
sloucenina nebyla pritomnd v kmenech kvasinek, které nebyly
transformovany Crepl cDNA, je jasné, Ze Ze Crepl cDNA koduje
delta 12 acetylenasu mastnych kyselin.
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Informace o seznamu sekvenci &. 1

Je uvedeno serazeni aminokyselinovych sekvenci pro delta 12 ER
a plastidovych desaturas, delta 15 desaturas a hydroxylas =z
ricinovych bobt. Také je v tomto serazeni uvedena proteinova
sekvence odvozend od pPCrepl (crepis). Podtrzené jsou tri
histidinové motivy, které jsou konzervovany v non-hem

obsahujicich monooxygenaséach.

Sekvence uvedené v tomto serazeni spolu s jejich prirustkovymi
¢isly jsou:

bnomédes.seq, delta 12 desaturasa z Brassica napus (L29214);

gmomédes.seq, delta 12 desaturasa z Glycine max (L29215);

atom3des.seq, delta 15 desaturasa z Arabidopsis thaliana
(L22961);

bnom3des.seq, delta 15 z Brassica napus (L22963);

rcom3des.seq, delta 15 desaturasa z Ricinus communis
(L25897);

siom3des.seq, delta 15 desaturasa z orientdlniho sesamu
(U25817);

lddl5des.seq, delta 15 desaturasa z Limnanthes douglasii
(U17063);




gsom3des, delta 15 desaturasa z Glycine max (L22965);

atom3bdes.seq, delta 15 desaturasa z Arabidopsis thaliana
(D17597);

bnom3ldes.seq, delta 15 z Brassica napus (L22962);
gsom3bdes.seq, delta 15 desaturasa z Glycine max (L22964);

atdl2des.seq, delta 12 desaturasa z Arabidopsis thaliana
(L26296);

gmomébdes.seq, delta 12 desaturasa z Glycine max (L43921);
scoml2des.seq, delta 12 desaturasa z S. commesonii (X92847);
gmom6ades.seq,ldelta 12 desaturasa z Glycine max (L43920);
rchyd.seq, oleat 12-hydroxylasa z Ricinus communis (U22378);

crepis, acetylenasa Crepis alpina podle této prihlasky.
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250
AWQPVPPEEF
AWHPVWKDEF
SWHPMSEKIY
SWHPMSEKIY
SWHPLSEKIF
SWHPLSEKIY
SWHPMSEKLF
SWHPLPEKLF
SWVPLPERVY
SWVPLPEKLY
SWVPLTEKIY
VFVPKQKSAI
VFVPKQOKSCI
VFVPKPKSQL
VFVPKPKSKV
VEVPKSKSKI
VYIPKSKAKV

300
WVNWHENLRK
WLMWHEDLKK

. . GSHYHPDS
. .GSHYHPDS
. . GSHFHPDS
. .GSHFHPDS
. .GSHYHPDS
. .GSHFDPSS

«GSHENPYS

. GSHYNPYS

. . GSHFNPYS
GFACHFFPNA
RFACHYDPYG
RFACHYDPYG
SFASHYHPYA
RFACHYDPYG
RFANHFDPMS



Seznam sekvenci 1 (pokracdovani)

bnomédes
gmomédes
atom3des
bnom3des
rcom3des
siom3des
lddlSdes
gsom3des

atom3bdes.
brnom3ldes.
gsom3bdes.

atdl2des
gmomébdes
scoml2des

.seqg
.seq
.seg
.seq
.seq
.seq
.seq
.seqg
seq
seq
seq

.seq
.seq
.seq
gmomé6ades.

rchyd.

seq
seq

crepis

bnomédes

bnom3des
rcom3des

lddlSdes

bnom3ldes
gsom3bdes

scoml2des
gmoméades

.seq
gmomédes .
atom3des.

seq
seq

.seq
.seq
siom3des.

seqg

.seq
gsom3des.
atom3bdes.

seq
seqg

.seqg
.seq

atdl2des.
gmomébdes.

seq
seq

.seg
.seq
rchyd.

seq

crepis

bnomédes
gmomédes
atom3des
bnom3des
rcom3des
siom3des
lddl5des
gsom3des

atom3bdes.

bnom3ldes
gsom3bdes
atdl2des
gmomébdes
scoml2des
gmom6ades
rchyd

.seq
.seq
.seqg
.seq
.seq
.seq
.seq

.seq
seq
.seq
.seq
.seq
.seq
.seq
.seq
.seq

crepis

301

. .FRPSEVNR
. .FRPSEVER
DLEFLPKERKD
DLELPKERND
GLEVPKERKD
DLEVPNEKKD
DLEVPSEKKD
DLEVENERKD
SLFAPSERKL
SLEAPSERKL
NLEPPSERKG
PIYNDRERLQ
PIYSDRERLQ
PIYNNRERLQ
PIYSNRERLL
PIFSERERLQ
PIFKERERFQ

351

FWMSTFTMVH
FWMSTEFTMVH
MWLDEVTYLH
MWLDEVTYLH
MWLDEVTYLH
MWLDLVTYLH
MWLDEVTYLD
MWLDLVTYLH
MWLDAVTYLH
MWLDAVTYLH
MWLDEVTYLH
AFLVLITYLQ
GFLVLITFLQ
GFLVLITYLQ
GFLVTITYLQ
CFLVMITYLQ
IFFDIITYLH

401

DINVHIPHHI
DINVHIPHHI
. GTHVIHHL
.GTHVIHHL
.GTHVIHHL
. GTHVIHHL
. GTHVIHHL
. GTHVIHHL
. GTHVIHHL
. GTHVIHHL
. GTHVIHHL
ITDTHVAHHL
ITDTHVAHHL
ITDTHVVHHL
ITDTHVAHHL
TADTHVAHHL
VTHTHVMHHEL

H ot HHHHHH

VKISLACVFA
VKISLACVEA
VLTSTACWTA
VLTSTACWTA
IITSTACWTA
VITSTVCWTA
VITSTICWTT
VITSTACWAA
IATSTTCWSI
IATSTTCWSI
IAISTLCWAT
IYLSDAGILA
IYISDAGVLA
IFISDAGVLG
IYVSDVALFS
IYIADLGIFA
VLLSDLGLLA

HTAPH. .IPF
HTAPY..IPF
HHGHEDKLEW
HHGHEDKLPW
HHGHEDKLEW
HHGHEDKLPW
HHGHEDKLPW
HHGHEDKLPW
HHGHDEKLPW
HHGHDDKLPW
HHGHHQKLPW
H..THPSLPH
H..THPALPH
H..THPSLPH
K..THFALPH
H..THPAIPR
H..THLSLPH

SPRIPSYNLR
SPRIPSYNLR
FPQIPHYHLV
FPQIPHYHLV
FPQIPHYHLV
FPQIPHYHLI
FPQIPHYHLV
FPQIPHYHLV
FPQIPHYHLV
FPQIPHYHLV
FEQIPHYHLV
FSTMPHYNAM
FSTMPHYHAM
FSTMPHYNAM
FSTMPHYHAM
FATVPHYHAM
FSYIPHYHAK

FMAVGWPLII
FIAIGWPLII
.MAALLVCLN
.MAVLLVCLN
.MAALLVYLN
.MLALLVGLS
.MVGLLIGLS
.MLGLLVGLG
.MEVSLIALS
.MLATLVYLS
.MFSLLIYLS
.VCEFGLYRYA
.VVYGLFRLA
.VCYLLYRIA
.VTYSLYRVA
.TTEVLYQAT
.VLYGVKLAV

KPADEWNAAQ
KYSEEWNRAQ
YRGKEWSYLR
YRGKEWSYLR
YRGKAWSYLR
YRGKEWSYLR
YRGEEWSYLR
YRGKEWSYLR
YRGKEWSYLR
YRGKEWSYLR
YRGKEWSYLR
YDSSEWDWLR
YTSSEWDWLR
YDSTEWDWLR
YDSSEWDWLK
YGSSEWDWLR
YDSSEWNWLR

AAHQSIQENW
AAHKSLQENW
EATEAAKPVL
EATEAAKPVL
EATEAAKPVM
EATEAAKPVL
EATQAAKPIF
EATEAAKPVF
DATKAAKHVL
DATKSAKHVL
EATQAAKPVL
EATKAIKPIL
EATKAIKPIL
EATKAVKPLL
EATNAIKPIL
EATKAIKPIM
EARDAINTVL

YKVGVLGWVK
YKTGIMGWIK
FTIGPIQMLK
FVMGPMQMLK
FSMGPVQMLK
FVIGPVQLLK
FVMGPIQILK
FVMGPIQLLK
FVFGPLAVLK
FLVGPVTVLK
FITSPLLVLK
AAQGMASMIC
MAKGLAWVVC
LVKGLAWLVC
TLKGLVWLLC
MAKGLAWVMR
AAKGAAWVTC

AQLNGTVHCD
AQLNGTVHCD
GGL.TTLDRD
GGL.TTLDRD
GGL.TTLDRD
GGL.TTLDRD
GGL.TTLDRD
GGL.TTLDRD
GGL.TTIDRD
GGL.TTIDRD
GGL.TTVDRD
GAL.ATVDRD
GAL.ATVDRD
GAL.ATCDRD
.ATMDRD
. VTVDRD
.STIDRD

GKYTNLATWN
GQYLNEASWN
GKYYREPDKS
GKYYREPDKS
GKYYREPKKS
GKYYREPKKS
GKYYKEPAKS
GKYYREPKKS
GRYYREPKTS
GRYYREPKTS
GDYYREPERS
GDYYQFDGTP
GEYYRFDETP
GDYYQFDGTP
GEYYQFDDTP
GEYYRYDGTP
GDFYKIDRTP

350
FWLMPYLGYH
FILM2WLGYH
LYGIPYWINV
LYVIPYWINV
LYGIPYWIFV
LYGIPYLGNV
LYVVPYWIFV
LYGVPYVIFV
VYGVRYIIFV
VYGVPYIIFV
LYGIPYWIEV
LYGVPLLIVN
VYGVPLLVVN
VYGVPLLVVN
VYGVPLLIVN
IYGVPLLIVN
IYGIPVLGVE

400
YPSWIEILCH
YPKWIEILCH
YGLINNIHHD
YGLINNIHHD
YGWINNIHHD
YGWINNIHHD
YGLINNIHHD
YGWINNIHHD
YGIFNNIHHD
YGIENNIHHD
YGWIYNIHHD
YGILNKVFHN
YGILNKVEHN
YGVLNKVEFHN
YGILNKVFHH
YGVLNKVFHN
FGFLNSVLHD

450
WRLMKTIMTV
WRLMKTIMTV
.GPLPLHLLE
.GPLPLHLLG
.GPLPLHLLG
APLPFHLLG
.KPLPFHLID
AAPLPFHLIG
.GAIPIHLVE
.GAIPIHLVE
LAPLPFHLIK

.......
.......
.......
.......

.......



bnomédes.

gmombdes.

atom3des.

bnom3des.

rcom3des.

siom3des

lddlSdes.

gsom3des

atom3bdes.
bnom3ldes.
gsom3bdes.
atdl2des

gmomébdes.
scoml2des.
gmombades .
rchyd.

seqg
seq
seq
seq
seq

.seq

seq

.seq

seq
seq
seq

.seq

seq
seq
seq
seq

crepis

451

CHVYDKEENY
CQVYDKEKSL
ILAKSIKEDH
ILAKSIKEDH
SLVRSMKEDH
DLTRSLKRDH
VLLKSLKRDH
EIIRSFKTDH
SLVASIKKDH
SLVASIKKDH
YLIQSMRQDH
AMYREAKECI
AMWREARECI
EMWREAKECL
ALWREARECL
ALWREAKECL
AMWREAKECI

Seznam sekvenci 1 (pokradovani)

IPFDRLAPEE
CCLRRTCP. .

YVEPDREGDK
YVEPDQSTES
YVEKDESSQG
YVEPDEGTSE
FVEPDEGAPT
FIEPEKGRES

SQPITFLKKA

..........

GDVVYYEADP
GDVVYYQKDP
GDVVYYQTDP
GDIVYYQSDP
GDVVYYQTDS
GDIVFYETDP
GDIVEFYETDP
GDVVYYQTDS
KGVYWYNNKL

KGVFWYKNKL
KGVYWYRNKY
QGVEWYRNKY
KGVYWY .NKF

493

..........

NLYGEVKVRA D..
NLYGEIKVTA E..
KLSGIGGEKT E..
QLTGAEKS. .
QISGSLKPE.
KINGSSKLE.
DLYVYASDKS KIN
DLYVYASDKS KIN
LLLHSQRD. .

..........

..........

..........

----------

..........



Seznam sekvenci 2

Nukleotidovd sekvence a odvozend aminokyselinovad sekvence
otev¥eného &teciho rédmecku z plasmidu pCrepl.

ATGGGTGGCGGTGGCCGTGGTCGGACTTCGCAAAAACCCCTCATGGAACGTGTCTCAGTT
M G G GG R GR TS Q K? L MERV SV

GATCCACCCTTCACCGTGAGTGATCTCAAGCAAGCAATCCCTCCCCATTGCTTCAAGCGA
D P B F TV S DUL K QAT P P HCTF KR

TCTGTAATCCGTTCCTCTTACTACATAGTCCACGATGCTATTATCGCCTACATCTTCTAC
s v I R S S Y Y I vV #H DA I I A Y I F Y

TTCCTTGCCGACAAATACATTCCGATTCTCCCTGCCCCTCTAGCCTACCTCGCTTGGCCC
F L A D K Y I P I L P A P L A Y L A W P

CTTTACTGGTTCTGTCAAGCTAGCATCCTCACCGGCTTATGGGTCATCGG'I;CACGAA’I‘GC
L Y WF CQA S I L T GUL WV I GHEC

GGTCACCATGCCTTCAGCGACTACCAGTGGGTTGACGACACTGTGGGCTTCATCCTCCAC
G H HA F S DY QW V DDTV G F I L H

TCGTTTCTCATGACCCCGTATTTCTCCTGGAAATACAGCCACCGGAACCACCATGCCAAC
S F L M TP Y F S W K Y s HRNUHUHAN

ACAAATTCGCTTGACAACGATGAAGTTTACATCCCCAAAAGCAAGGCCAAAGTCGCGCTT
T N $ L D NDEV Y I P K S KA K VAL

TACTATAAAGTTCTCAACCACCCACCTGGCCGACTGTTGATTATGTTCATCACCTTCACC
Y ¥ K VL N K PP GRLL I M F I TTFT

CTAGGCTTCCCTCTATACCTCTTTACCAARTATTTCCGGCAAGAAGTATGAAAGGTTTGCC
L 6 F P L YL F TNIS G K K Y E R F A

AACCATTTCGACCCCATGAGTCCGATTTTCAAAGAGCGTGAGCGGTTTCAGGTCTTGCTA
N H F D PM s P I F K EREIRT FOQV L L

TCGGATCTTGGCCTTCTTGCTGTGCTTTACGGAGTTAAACTTGCGGTAGCAGCGARAGGC
S D L 6L L AV L Y GGV K ULAUV A AIKG

GCCGCCTGGGTGACGTGCATTTACGGAATTCCAGTTTTAGGCGTGTTTATCTTTTTCGAT
A A WUVTOCTIVYGI P VL GV F I F F D

ATCATCACCTACTTGCACCACACCCATCTGTCGTTGCCTCATTATGATTCATCTGAATGG
I I T Y L HH T H L S L P H Y D S S E W

AACTGGCTCAGAGGGGCTTTGTCAACAATCGATAGGGACTTTGGGTTCCTGAATAGTGTG
N w LRGAULSTTIDIRDF G FULNS SV

CTCCATGATGTTACACACACTCACGTTATGCATCATCTGTTTTCATACATTCCACACTAT
L H DV THTTHVMHHEHL F S Y I P H Y

CATGCGAAGGAGGCAAGGGATGCAATCAACACAGTCTTGGGCGACTTTTATAAGATCGAT
H A K EARDATINTUVIL G DU F Y K I D

AGGACTCCAATTCTGAAAGCAATGTGGAGAGAGGCCAAGGAATGCATCTTCATCGAGCCT
R T P I L X A MW RUEW AZIKETCTIVFTIUZEP

GAAAAAGGTAGGGAGTCCAAGGGTGTATATTGGTACAATAAATTCTGA
E K G R E S K GV Y W YN K F ~*
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jakékoliv nukleotidové sekvence, které jsou v podstaté homologni
k této sekvenci.

8. Pouziti cDNA podle jakéhokoliv z naroku 5, 6 nebo 7 pro

transformaci organismi.

9. Pouziti podle naroku 8, kde organismus je schopen akumulace

acetylenovych sloucenin.

10. Pouziti podle naroku 8, kde organismy jsou organismy
akumulujici oleje.

11. Pouziti podle naroku 10, kde jsou organismy akumulujici
oleje vybrané ze skupiny skladajici se z olejnatych plodin,

oleogennich kvasinek a plisni.

12. Organismy transformované acetylenasovou cDNA podle
jakéhokoliv z ndroka 5, 6 nebo 7.

13. Organismy podle naroku 12, které jsou organismy akumulujici
acetylenové slouceniny.

14. Organismy podle naroku 12, které jsou organismy akumulujici
oleje.

15. Organismy podle naroku 14, které jsou vybrany ze skupiny
sklddajici se z olejnatych plodin, oleogennich kvasinek a plisni.

16. Acetylenové slouceniny akumulované v organismech podle
naroku 13.



LR . LR (XX X2 . LX)
- . LX) [ 3 L . L[] LN ]
- 28 - e o . s ® . ¢« e
[ . . . v L] " s ses o
L] . . . . e . .
. LA R LE L 3 4 .o LE ]

17. Oleje z organismi akumulujicich oleje podle narokd 14 nebo

15.



Patentové naroky

1. Zplsob pro produkci acetylenovych sloudenin
Vvyznacujici se tim, 2e dvojnd vazba je preménéna
na acetylenovou vazbu pUsobenim acetylenasy.

2. Zpusob podle ndroku L vy znacd¢dujici se timnm,
Ze acetylenové mastné kyseliny jsou produkovany preménou
nenasycenych mastnych kyselin na acetylenové mastné kyseliny,

ktera je zplsobena acetylenasou mastnych kyselin.

3. Zpusob podle ndroku 2 vy znacé¢ujici se tim,
Ze C18 mastné kyseliny s dvojnymi vazbami v pozici delta 12 jsou
preménény na 12-inové kyseliny.

4. Zpisob podle ndroku 3 vy znacé¢ujici se tin,
Ze kyselina linolovd je preménéna na 9-oktadecen-12-inovou
kyselinu, tedy krepeninovou kyselinu, pomoci delta 12 acetylenasy
Zz Crepis alpina.

5. cDNA kodujici acetylenasu monooxygenasového typu se
smisenou funkci obsahujici tfi konzervované histidinové motivy
(HX(3 nebo 4)H, HX(2 nebo 3)HH a HX(2 nebo 3)HH) podle seznamu

sekvenci 1.

6. cDNA podle naroku 5 kodujici acetylenasu mastnych kyselin.

7. cDNA podle naroku 6 kodujici delta 12 acetylenasu Crepis
alpina obsahujici sekvenci podle seznamu sekvenci 2 nebo
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Obr. 2
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