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Chimerni konstrukce dvou genii, expresivni vektor, transgenni
rostlina nebo jeji <&asti s ptrirozené vysokym obsahem vody,
které nadmérné produkuji alespon dvé aminokyseliny aspartatoveé

rodiny a zpusob ziskani takové rostliny.

Oblast techniky

Vynalez se tykd chimerni konstrukce dvou genu, kterd umoZiuje
dosahnout zvy$ené produkce lyzinu a treoninu a zvy3eného
mnoZstvi metioninu, aniZ dojde k poSkozeni rostliny, ve které

se konstrukce exprimuje.

Dosavadni stav techniky

Lidé a zvirata s jednim Zaludkem nejsou schopny syntetizovat 9
z 20 aminokyselin/ea proto potfebuiji didteticky zdroj téchto
podstatnych aminokyselin. Potrava 1idi a chovnych zvirat je
saloena z velké Gasti na rostlinném materialu. Mezi podstatné
aminokyseliny, které Jjsou nenahraditelnou soucasti vyZivy 1idi
a zvirat, patfi lyzin a 4¥gonin. \ rostlinnYch( zemédélskych
plodinach se vsak cCasto tyto aminokyseliny vyskytuji v nizké
koncentraci. Proto se c&asto do potravin, jejichZz zakladem Je
srno a zelenina, &asto pridavaji syntetické aminokyseliny, aby
se zvysila jejich nutricni hodnota. Y

V minulosti se pokouSely zvy3it mnoZstvi volného Vé;;ninu, a
lyzinu v rostlinach metodami klasického &lechténi a selekci
mutanti, ale nedosahlo se pfilis velkého uspéchu. Také se

védci pokoz?gli v jedné transgenni rost1iné souCasné zvysit

produkci reoninu a lyzinu zpusobem molekulovée genové
. . .~ z ~ z - . ‘f”\“(‘. ’(\', ~
modifikace. ZvySeni mnozstvi volného lyzinu prokéazalo, ze

pusobi zvySeni akumulace volného eoninu (Shaul, O. and

Galili, G. (1993) Plant Mol. Biol. 23: 759-768; Falco S.C. et

al., (1995), Bio/Technology 13: 577-582). Dodnes nebyl&/

popsang_zvysenad produkce met oninu.



Popisuje se chimerni konstrukce dvou genu obsahujici sekvenci
nukleové kyseliny kédujici enzym S aktivitou aspartéatové
kinazy (AK) a sekvenci nukleové kyseliny, Kktera kbduje enzym
vykazujici aktivitu dihydrodipikolinatové syntazy (DHPS) . Tato
konstrukce je schopnd produkovat diferencidlni expresi dvou
- genli, coZ vede ke zvySeni mnofstvi jak 1lyzinu tak treoninu
vice jak 5-krat ve srovnani s mnoZstvim kaZdeé uvedené
" aminokyseliny v rostlineé divokého typu nebo v jeji Casti. Tato
konstrukce také umoZiluje zvy3it moZné mnoZstvi metioninu.
Uvedena exprese je nyni moZna, ani? vzniknou difivéjsi problémy
spojené s vysokou akumulaci lyzinu nebo s kombinovanou expresi
obou genti AK a DHPS Vv rostliné. Exprese se reguluje tak, Ze
lyzin a treonin se produkuje ve srovnatelném rozsahu, aniZ se
podkodi rostlina, to znamend, Ze ve srovnanl s rostlinami
divokého typu nedojde k negativnim aberacim fenotypu.
Konstrukce, ktera poskytuje zvySeneé mnoZstvi lyzinu a treoninu

také umoZiuje dosadhnout zvy3eného mnoZstvi metioninu.

Biosyntéza aminokyselin aspartatové rodiny.

74kladni aminokyseliny, Jjako Jjsou lyzin, treonin a metionin se
syntetizuji z aspartatu komplexnim zpusobem, ktery je
v pripadé bakterii a vys3sich rostlin podobny (obrazek Cc. 1).
Prub&h syntézy aspartatové rodiny se detailné charakterizoval
v bakteriich Escherichia coli izolaci enzymll, které se uCastni
uvedené drahy. Tyto enzymy se€ pozdé&ji izolovaly 2z vyssich
rostlin (Bryan, J.K. (1980), The Biochemistry of Plants (ed.
B.J. Miflin) Vol. 5: 403-452, Academic Press, N.Y.; Umbarger,
H.E. (1978) Ann. Rev. Biochem. 47: 533-606) .

Rychlost syntézy aminokyselin aspartatové rodiny se reguluje
primarné komplexnim procesem inhibice aktivity nékterych
enzymi se zpétnou vazbou relevantnim aminokyselinovym konecnym
produktem. Nejdfive Jje enzymaticka aktivita, kterd Jje béZna
pro vdechny aminokyseliny aspartatové rodiny, coZ Je aktivita

aspartatové kinazy (AK), inhibovana se zpétnou vazbou lyzinem



a treoninem. Lyzin také navic inhibuje aktivitu enzymu
dihydrodipikolindtové syntazy (DHPS), coZ je prvni enzym dréahy
po rozvétveni, ktery vede ke syntéze lyzinu. Treonin inhibuje
aktivitu homoserinové dehydrogenazy (HSD), co?Z je prvni enzym
G&astnici se biosyntézy treoninu (Matthews, B. F. et al.,
- (1989) Plant Physiol. 91: 1569-1574) .

Enzym aspartdtova kinaza (AK) katalyzuje fosforylaci aspartatu
" za vzniku 3-aspartylfosforecnanu, pricemZ dochazi k hydrolyze
ATP. V bakteriich E. coli a v rostlinach se identifikovalo
nékolik rtznych enzymd RAK, které diferencidlné inhibuji bud
lyzin nebo treonin. Ukazalo se, e AK-III, coZ je produkt
lokusu 1lysC v bakteriich E. coli, se skladd ze dvou stejnych
podjednotek Jako homodimér (Cassan, M., et al. (1980), J.
Biol. Chem. 261: 1052-1057; Richaud, C. et al., (1973) Eur. J.
Biochem. 40: 619-629). Gen LysC z bakterie E. coli se kloénoval
a sekvenoval (Cassan, M., et al. (1986), J. Biol. Chem. 261:
1052-1057) .

Produkt aktivity BAK, coZ je 3-aspartylfosforecCnan, se Vv daldim
enzymatickém kroku pfevadi na 3-aspartatatovy semialdehyd (3-
ASA), ktery slouzi jako bézZny substrat pro syntézu lyzinu a
treoninu. Enzym dihydrodipikolinatova syntaza (DHPS)
katalyzuje prvni reakci, ktera Jje pri biosyntéze lyzinu
jedina, a to kondenzaci 3-aspartétsemialdehydu s pyruvatem za
vzniku 2,3-dihydrodipikolinéatu. V bakteriich E. coli je tento
enzym koédovan lokusem dapA a ukazuje se, Ze obsahuje ctyri
identické podjednotky jako homotetramér (Shedlarski, J.G. and
Gilvarg, C. (1970) J. Biol. Chemn. 245: 1362-1373). Gen dapA
bakterii E. coli se klénoval a sekvenoval (Richaud , F. et
al., (1986) J. Bacteriol. 166: 297-300) . Enzym DHPS
v rostlinadch je jediny enzym srovnatelny s enzymem bakterii E.
coli. V pfipadé hlavnich regula¢nich enzymi drahy aspartatové
rodiny v rostlinach , DHPS je nejcitlivéjsi na zpétnovazebnou
inhibici svym kone&nym produktem (Iso DHPS v pripadé rozmezl

lyzinu mezi 10 a 50 uM). Rostlinny DHPS Je ve srovnani
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s rostlinnymi AK (Is, v pfipadé rozmezi lyzinu mezi 100 a 700
uM) ptibliZné 10-krat citlivéj3i  na inhibici lyzinem.
Rostlinny DHPS je pfiblizZn& 100-krat citlivéjdi k lyzinové
inhibici, neZ DHPS bakterie E. coli (Iso Je pFibliZné 1mM)
(Yugari, Aby and Gilvarg, C. (1962) Biochem. Biophys. Acta 62:
. 612-614; Galili G., (1995) The Plant Cell 7: 899-906).
Homoserinova dehydrogendza  (HSD) katalyzuje prvni reakci,
" ktera Jje specifickd pro syntézu treoninu, metioninu a
izoleucinu. Vy33i rostliny v obecném pfipad® maji alespon dvé
formy HSD: formu, kterd je citliva na treonin a formu, ktera
na néj citlivad neni (Bryan, J.K. (1980), The Biochemistry of
Plants (ed. B.J. Miflin) Vol. 5: 403-452, Academic Press,
N.Y.; Lea, P. J. et al. (1985) Chemistry and Biochemistry of
the Amino Acids (ed. G. C. Barrett): 197-226, London: Chapman
and Hall).

Nékolik dtkazt ukazuje, Ze rostlinny AK je enzym omezujici
rychlost syntézy treoninu, zatimco DHPS Jje hlavni enzym
omezujici rychlost syntézy lyzinu. zjistilo se, Ze mutanty
ndkolika rostlinnych druhl vykazujici zpé&tnovazebné necitlivy
AK isozym, nadmérné produkuji volny treonin a vykazuji pouze
slabé& zvy$ené mnoZstvi lyzinu (Bright, S. W. J. et al., (1982)
Nature 299: 278-279; Cattoir-Reynaerts A. et al., (1983)
Biochem. Physiol. Pflanzen 178: 81-90; Dotson, S. B. et al.,
(1990) Planta 182: 546-552; Frankard, V. et al. (1992) Plant
Physiol. 99. 1285-1293). Na druhé strané zpétnovazebneé
necitlivy DHPS, coZ Jje mutant rostliny tabaku, vykazoval
nadmérnou produkci lyzinu (Negrutiu, I. Et al., (1984) Theor.
Appl. Genet. 6: 11-20). Podobné vysledky se zaznamenaly
s transgennimi rostlinami, které exprimuji zpétnovazebné
necitlivy DHPS nebo AK =z bakterii E. coli (Glassman, K. F.
(1992) Biosynthesis and Mol. Regul. Of Amino Acids in Plants
(ed. B. K. Singh et al.): 217-228; Perl, A. et al., (1992)
Plant Mol. Biol. 19: 815-823; Shaul, O. and Galili, G. (1992a)
Plant J. 2: 203-209; ; Shaul, 0. and Galili, G. (1992b) Plant.




Physiol. 100: 1157-1163). Transgenni rostliny, které exprimujil

AK bakterii E. coli, produkuji v nadmérné mife treonin a
vykazuji pouze slaby vzrust mnozstvi lyzinu. Studie
transgennich rostlin take ukazuji, Ze AK a DHPS nejsou
regulovany pouze zpé&tnovazebnou inhibici, ale Ze mnoZstvi
_ téchto enzymd také omezuje rychlost produkce treoninu a
lyzinu. Podstatné pozitivni korelace v transgennich rostlinach
se detekovala mezi mnoZstvim bakterialnich enzymid AK a DHPS a
mno¥stvim volného treoninu a lyzinu (Shaul, O. and Galili, G.
(1992a) Plant J. 2: 203-209; 7 Shaul, ©. and Galili, G.
(1992b) Plant. Physiol. 100: 1157-1163).

Transgenni rostliny exprimujici Jak zp&tnovazebné necitlivou
BAK tak zpétnovazebné necitlivou DHPS (Shaul, O. and Galili, G.
(1993) Plant Mol. Biol. 23: 759-768) obsahuji mnoZstvi volného
lyzinu, které je daleko vySsi ne? se vyskytuje v rostlinéach,
jen? exprimuji pouze zavedenou necitlivou AK nebo DHPS.
Uvedeny vzrlQst mnoZstvi lyzinu Je také doprovéazen podstatnou
redukci akumulace treoninu, coZ se porovnava s transgennimi
rostlinami, které exprimuji pouze necitlivou AK. To znamena,
e kdyZz DHPS se stéava neregulovanym, vétev vedoucil k syntéze
lyzinu silné soupefril s jinymi vétvemi drahy syntézy a
podstatné mnoZstvi 3-aspartidtového semialdehydu se tak prevadi
na lyzin na ucet treoninu. Stejnych vysledkd se dosahlo
k¥isenim mutantu, ktery nadm&rné& produkuje lyzin, s mutantem
nadm&rné produkujicim  treonin charakterizovanynm zménénou
regulaci DHPS a AK (Frankard, V. et al. (1992) Plant Physiol.
99. 1285-1293).

Prihlaska FEvropského patentu ¢&. 485.970 popisuje zpusob
zvySeni mnoZstvi volného treoninu a lyzinu. Tento zpusob
zahrnuje =zavedeni prvniho chimerniho genu do rostlinnych
bunék, pricemZ gen obsahuje sekvenci DNA koédujici enzym
vykazujici aktivitu AK, a zavedeni druhého chimerniho genu,
jen? obsahuje sekvenci DNA k6dujici enzym s aktivitou DHPS.

Oba chimerni geny dale obsahuji sekvenci DNA umoziujici
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expresi enzymi v rostlinnych bufikach a nasledné cileni enzyml
do chloroplastu.

P#ihlaska Evropského patentu ¢C. 93908395 popisuje dva
izolované fragmenty DNA, které obsahuji fragment kéduijici AK,
kterda neni citlivd na inhibici 1lyzinem, a druhy fragment
ké6dujici DHPS, ktery Jje alespon 20-krat méné citlivy na
inhibici lyzinem ve srovnani s rostlinnou DHPS. Obsahem narokl
je skutecnost, Ze AK citliva na lyzin zplsobuje produkci
treoninu vy33i neZ je v normdlnim pripadé a Ze DHPS zplGsobuje
v transformovanych rostlindch produkci 1lyzinu vy88i neZ Jje
v normalnim pfripadé.

Ukéazalo se vsak, Ze transgenni rostliny exprimujici
zp&tnovazebné necitlivou DHPS pochazejici z bakterie E. coli,
nadmérné produkuji lyzin a Ze transgenni rostliny exprimujici
AK z E. coli nadm&rnd produkuji treonin (Glassman, K. F.
(1992) Biosynthesis and Mol. Regul. Of Amino Acids in Plants
(ed. B. K. Singh et al.): 217-228; Perl, A. et al., (1992)
Plant Mol. Biol. 19: 815-823; Shaul, 0. and Galili, G. (1992a)
Plant J. 2: 203-209; ; Shaul, 0. and Galili, G. (1992b) Plant.
Physiol. 100: 1157-1163), pak kombinovani téchto dvou genl
v transgennich rostlindch nikdy nevedlo ke srovnatelnému
vzrastu mnoistvi treoninu a lyzinu. V publikaci Shaul, O. and
Galili, G. (1993) Plant Mol. Biol. 23: 759-768 se popisuije, zZe
autori ziskali transgenni rostliny exprimujici jak
zpétnovazebné necitlivou AK tak zpétnovazebné& necitlivou DHPS
k¥i¥enim transgennich rostlin, které exprimujil jednotlivé
kazdy z téchto enzymi. Ukéazalo se, Ze tyto rostliny obsahuji
mnosstvi volného 1lyzinu, které =zdaleka nepfesahuje mnozstvi
v rostlinach, které exprimuji pouze necitlivou DHPS. Zvyseni
mnoZstvi lyzinu je v3ak doprovadzeno ve srovnani s rostlinami
exprimujicimi pouze necitlivou AK podstatnou redukci akumulace
treoninu.

Stejnych vysledkli se dosadhlo, kdyZ zpé&tnovazebné necitlivé

bakterialni enzymy DHPS a AK, které jsou kédovany genem dapA




bakterie Corynebacterium a mutantnim genem lysC bakterie E.

coli, se spole&né& exprimovaly v transgenni kanole a v semenech
soji. V semenech se pozorovalo nékolika set nasobné zvySenil
mno?stvi  volného 1lyzinu, zatimco akumulaci nadbytecného
treoninu v transgennich semenech, které exprimuji samotnou
_zpé&tnovazebné necitlivou AK, se prede3lo spolecnou expresi
s DHPS (Falco S.C. et al., (1995), Bio/Technology 13: 577-
" 582). Dale se v transgennich rostlinach, kde se koncentrace
volného lyzinu zvy$ila v celé rostliné vice Jjak 10-krat
vzhledem ke koncentraci lyzinu v netransformovanych
rostlinach, projevil abnormalni fenotyp (Glassman, K. F.
(1992) Biosynthesis and Mol. Regul. Oof Amino Acids in Plants
(ed. B. K. Singh et al.: 217-228 Shaul, O. and Galili, G.
(1992a) Plant J. 2: 203-209; Frankard, V. et al. (1992) Plant
Physiol. 99. 1285-1293).

V pt¥ihlasce Evropského patentu &. EP 435970 se popisuje, Ze
exprese obou genu zp&tnovazebné necitlivé AK a DHPS se ridila
stejnym konstitutivnim promotorem CaMV35S. Také
v experimentech, které se popisujil v publikacich Falco S.C. et
al., (1995), Bio/Technology 13: 577-582; Shaul, O. and Galili,
G. (1993) Plant Mol. Biol. 23: 759-768, se spolecné
exprimovala v transformovanych rostlinéach zpétnovazebne
necitliva AK a DHPS, pYriCemZ se exprese té&chto dvou genl
¥idila stejnym promotorem.

Problémy, které vznikaji pFi pouziti technologie genovych
manipulaci za ucCelem zvy3eni mnoZstvi volného lyzinu a
treoninu v rostlinéch, se popisuji v publikaci Falco S.C. et
al., (1995), Bio/Technology 13: 577-582. Také se ukazalo, Ze
pouziti stejného promotoru specifického pro semeno pfi rizeni
exprese zpétnovazebné& necitlivé AK a DHPS vedlo pouze ke
zvySeni obsahu 1lyzinu Vv semenech kanoly a soji. Dale se
v uvedené publikaci popisuje, Ze semena transformantl

akumulujici nejvy33i mnoZstvi lyzinu vykazuji abnormalni
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vzhled a malo kl1i&i (popisuje se v publikaci Falco S.C. et

al., (1995), Bio/Technology 13: 577-582) .

Podstata vynalezu

Nasledujici  hypotéza  se predklada na zakladé zjisténi
uvedenych v p¥edchéazejicich &lancich. Pom@&r mezi syntézou
~lyzinu a treoninu v rostlinach se reguluje alespon dvéma
faktory: Prvnim faktorem Je dostupnost 3-ASA, ktery je béinym
substratem dvou kli&ovych enzymd specifickych pro syntézu
treoninu a lyzinu (respektive homoserinovd dehydrogenaza a
DHPS). Druhym faktorem Jje soutézZeni mezi témito dvéma
kli¢ovymi enzymy v pfipadé 3-ASA, pficem? tato latka je pro né
bé&Zny substrat. MnoZstvi 3-ASA se zda byt urceno aktivitou AK.
V pripadé, e Jje Vv transgennich rostlindch je nadmérné
exprimovan zpétnovazebné necitliva  AK, maZe se vyS551i
koncentrace 3-ASA vést do vétve syntézy treoninu, coZz miaZe
také vést ke zvySeni mnoZstvi metioninu. JestliZe se DHPS
stava zpétnovazebn& necitlivou pak vétev vedouci k syntéze
lyzinu silné& souté&Zi s jinou vétvi drahy a podstatné mnoZstvi
3-ASA se tak prevadi na lyzin na ukor syntézy treoninu. Za
ucelem zvySeni mnozstvi volného treoninu a lyzinu v
transgennich rostlinach na poZadované mnoZstvi se musi
striktné requlovat nacasovani a sila exprese kazdého
zavedeného zpétnovazebné necitlivého genu. Produkce Jjiné
aminokyseliny neZ je metionin aspartatové cesty se také zZvySsi.
Vzhledem k vynalezu se exprese sekvence nukleové kyseliny
kodujici enzym vykazujicil aktivitu aspartatové kinazy (AK) a
sekvence nukleové kyseliny kédujici enzym vykazujici aktivitu
dihydrodipikolinové syntazy (DHPS) requluje tak, Ze exprese
dvou sekvenci se 1lidi v sile a Ze exprese sekvence kdédujici AK
je silnéj8i neZ sekvence ké6dujici DHPS. Toho Je mozZné
dosdhnout pouZitim promotorti s ruznou silou nebo dokonce
pouzitim stejnych promotoruy, pticdemZz DHPS regulac¢ni promotor

obsahuje zesilova¢. Vynalez popisuje vznik rostlin, které




nadmérné produkuji treonin a lyzin ve srovnatelném rozsahu.
Dale se popisuje nadmérna produkce metioninu. Toho 1lze
dosdhnout =za pouZiti specidlnich sekvenci podle vynéalezu
metodami rekombinace DNA, které jsou dobfe znamy v oboru, Jako
je napriklad transformace rostlinnych bunék.

. Upfrednostiuje, aby exprese sekvencil k6édujicich DHPS a AK se
regulovala v ruznych stadiich vyvoje rostlin tak, Ze rostlina
"ma4 Sanci se vyvinout a dozrat, aniZ dojde k interferenci
s nadmérné produkovanou volnou aminokyselinou, zv1asté
s nadmérné& produkovanym lyzinem. Toho 1lze dosadhnout fadou
zpuasobu.

Prvni zptsob je regulace sekvence koédujici DHPS indukovatelnym
promotorem, ktery je moZno indukovat po té, co se zacne
exprimovat sekvence koédujici AK. Sekvence kdbdujici AK se muZe
také prirozend regulovat indukovatelnym promotorem. Existuje
viak omezeni, Ze silné&jsi expresivni systém se pouZije Ppro
sekvenci kodujici AK a Ze k expresi DHPS dochézi v pozdéjsim
stadiu, neZ Jje v pripadé& sekvence koédujici AK. Zv1asté se
preferuje indukce sekvence kodujici DHPS v okamZiku, kdy
rostlina dosahla dostatedného stupné zralosti a nebude proto
negativné ovlivnéna nadmérnou produkci lyzinu.

Druhy zpusob, jak dosahnout exprese Vv ruznych stadiich je
regulace exprese promotory, které jsou asociovany s bunécnymi
typy nebo organy a ridi pfirozenou expresi Vv odlisnych
stadiich vyvoje rostliny. Vhodnymi p¥iklady promotorll pro
sekvenci koédujici DHPS Jjsou promotory spojené s procesy, ke
kterym dochazi v pozdéjsich stadiich vyvoje rostliny nebo
dokonce ve stadiu =zralosti. Promotory spojené s plody a
hlizami jsou vhodné p¥i regulaci exprese sekvence kéduijici
DHPS. Sekvence kédujici AK se miZe také regulovat uvedenymi
promotory, ale Jje omezena tim, Ze pro sekvenci koéduijici AK se
pouZije silnéjsi exprimujici systém, nezZ je tomu v pripadé
sekvence koédujici DHPS. Upfednostiiuje se také provedeni

vynalezu, kde sekvence koédujici DHPS se exprimuje pozdéji, nez



sekvence koédujici AK, coz se maze provést pouZitim

indukovatelného promotoru.

7a ulelem Fizeni exprese zpétnovazebne necitlivé AK v celé
rostlind a ve v3ech stadiich vyvoje organu Je moZzné pouZit
velmi silny konstitutivni promotor, coZ vede k vy33i
_koncentraci 3-ASA, ktery se odvede do vétve syntézy treoninu a
zpuisobi nadmérnou produkci treoninu a metioninu. Tento postup
'se miZe dale kombinovat s tim, Ze zpétnovazebné necitlivy
enzym DHPS se miZe exprimovat pouze slab& a v pozdé&jsim stéadiu
vyvoje, naptriklad ve specifickych orgénech rostlin. Exprese
sekvence kédujici AK miZe byt konstitutivni, ale miZe byt také
omezena na specifické orgéany.

Sekvence koédujici AK se miZe exprimovat ve stejnych organech
jako sekvence koéddujici DHPS, avdak ob& koédujici sekvence se
musi exprimovat oddé&lené. vVzhledem Xk tomu, Ze exprese DHPS
probiha pozd&ji a je slabsi, vétev vedouci k syntéze lyzinu
podléha soutéZeni s jinymi vétvemi prub&hu syntézy jen slabé a
pouze bé&hem dobfe definovaného obdobi vyvoje. Proto dochazi
k nadmérné produkci lyzinu i treoninu. Nadmérné se produkuje
také metionin, ktery se ucastni aspartatového prﬁbéhu.

Je vvhodné, za ulelem dosaZeni velmi vysokého mnoZstvi lyzinu,
napfiklad desetindsobku nebo vy38iho mnoZstvi, nez je
normalni, aby se sekvence kobédujici DHPS exprimovala ve
specificky cilenych organech, a tim se predejde negativnim
projevim fenotypu rostliny. Takové cilové organy, které se
v rostliné vyvijeji pozdéji v dobé zrani, Jjsou napriklad
hlizy, semena, plody a kvety. ProtoZe se lyzin nadmérné
produkuje pouze ve specificky cilenych organech rostlin, Jjako
je naptiklad hliza, zbytek rostliny se vyviji normalne, aniz
se objevi jiny fenotyp.

Exprese sekvence kdédujici DHPS pfednostné probiha ve
specifickych rostlinnych organech s vysokym obsahem vody. To
je také vyhodné, protoZe dochazi minimdlnimu poSkozeni

fenotypu. Mezi takové organy patfi hlizy, plody, kvéty a
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listy. Uprednostiiuje se , aby tyto organy obsahovaly vice neZ
70 % vody, vyhodn&j3i je, aby obsah vody byl vy3si jak 80 %.
Skutecnost, e se sekvence kb6bdujici DHPS exprimuje ve
specifickych organech s vysokym obsahem vody nese také
vyhodu, Ze poZadovane aminokyseliny Jjsou ve vodnich frakcich
. snadno rozpustné a Jsou tedy snadno dostupné po sklizni.
7 toho dtvodu Jje vyhodné, aby se gen kébdujici AK  takeé
"~ exprimoval v rostlinnych organech s vysokym obsahem vody.
Nejvyhodné&j3i Jje, aby se dva geny exprimovaly s oblasti
prekryvu exprese, kterd se nachazi v rostlinném organu
s vysokym obsahem vody, Ve kterém se exprimuje sekvence
k6dujici DHPS. Upfednostiiuje se, aby sklizen organu bohatého
na vodu byla snadno proveditelna. Takovym organem Jsou
napfiklad hlizy, kvéty, koreny nebo listy.

Uvedeny organ je mozné pouZit Jjako zdroj nutrientd obsahujici
vysoky obsah asponn dvou aminokyselin aspartatoveé rodiny
vybrané ze skupiny zahrnujici metionin, lyzinn a treonin nebo
se muZe zpracovat extrakci, pfictemZ se ziskd vodni frakce.
Uvedena vodni frakce obsahuje vysoky obsah alesponl dvou
aminokyselin aspartatové rodiny vybrané ze skupihy zahrnujici
metionin, lyzin a treonin. Rostlina jako takova nebo jeji ¢ast
obsahujici organ bohaty na vodu se miZe sklidit a pouZit jako
potravina nebo jako potravinovy doplnék a/nebo se zpracuje V
procesu extrakce vody. Takova vodni frakce ziskana z rostliny
nebo z rostlinného organu podle vynalezu se miZe v podstaté
pouzit Jjako zdroj nutrientti. Je znama Ffada Jjednoduchych
ekonomicky vyhodnych  extrakénich postupl, napfiklad pfi
produkci ovocnych nebo zeleninovych dZusu. Tak Je mozné
vyrobit ovocné nebo zeleninové itavy zpusobem, ktery Jje dobre
znam v oboru. Tyto ovocné nebo zeleninové &tavy majl vsak
podstatné vysokou nutricéni hodnotu, cozZ je zpusobeno
pfitomnosti vysokého obsahu alespon dvou aminokyselin
aspartatové rodiny vybranych ze skupiny =zahrnujici metionin,

lyzin a treonin.
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Rostliny nebo &asti rostlin napfiklad plody, kvéty, hlizy,

koteny nebo 1listy podle vynalezu jako takové Jjsou zvlasté

vhodné pro vegetariany, ¢imZ se zarucli automatické podéni dvou
zakladnich aminokyselin. Navic vodni frakce z rostlin nebo

z jejich &asti, které obsahujil organy bohaté na vodu, kde se

. exprimuje kombinace gend podle vynalezu, znamend JjednoduSe

ziskatelny zdroj s vysokym obsahem alesponn dvou aminokyselin

 aspartatové rodiny vybrané ze skupiny zahrnujici metionin,
lyzin a treonin, =z nichZ aminokyseliny produkované v nadmérném
mnoZstvi daji snadno ziskat. ZvySené mnoZstvi metioninu tvofi

v prvé ftadé snadno ziskatelny zdro] metioninu. Nyni je moZné

snadno ziskat metionin, lyzin a treonin.

Vynalez se tyka chimerni konstrukce dvou gent, kterad obsahuje:

(a) sekvenci nukleové kyseliny kodujici enzym vykazujici
aktivitu aspartatové kinazy (AK),

(b) sekvenci nukleové kyseliny k6édujici enzym vykazujici
aktivitu dihydrodipikolindtové syntazy (DHPS) ,

(c) sekvenci regulujici expresi kbdujici sekvence popsané
v odstavci (a) operabiln& spojenou s uvedenou sekvenci,

(d) sekvenci regulujici expresi koédujici sekvence popsané
v odstavci (b) operabilné& spojenou s uvedenou sekvenci,
uvedené sekvence regulujici expresi (c) a (d) je takova,
e exprese dvou sekvenci se 1151 vzajemné silou a exprese
kédujici sekvence (AK) (a) probihd vy35i rychlosti ve
srovnani se sekvenci kédujici DHPS (b).

To znamena, 2ze (c) je silnéjsi neZ (d). Navic sekvence (a) a

(b) chimerni konstrukce se dvéma geny musi kaZda obsahovat

sekvenci nukleové kyseliny (e) koédujici tranzitni peptid,

ktery se podili na translokaci proteinu z cytozolu do plastidd

(Van den Broek, G. Et al., (1985) Nature 313: 358-363;

Schreier, P. H. et al., (1985) EMBO J. 4: 25-32), coZ Jje

organela, ve které probiha v rostlinach syntéza lyzinu a

vétdiny treoninu. Tato sekvence nukleové kyseliny koédujici

chloroplastovy tranzitni peptid fuzovany s kédujicimi
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sekvencemi (a) a (b) bude produkovat v cytoplazmé
tranformované rostlinné buiiky fuzovany chimerni protein
AK/tranzitni peptid nebo DHPS/tranzitni peptid, ktery bude
transportovadn do plastidd, kde se ziska zvySena produkce jak
treoninu tak lyzinu. Podle vynalezu se muZe pouzit sekvence
. nukleové kyseliny koédujici 1libovolny plastidovy transitni
peptid. Vhodnym prikladem jsou sekvence DNA odvozené
-z feredoxinového genu, které kéduji  cileni  proteind do
chloroplastového stroma (Smeekens, S. et al., (1985a) Nucl.
Acids Res. 13: 3179-3194) a sekvence z plastocyaninového genu,
které koéduji cileni proteind do chloroplastového lumenu
Smeekens, S. et al., (1985b) Nature 317: 456-458) . Preferovana
sekvence DNA koédujici cileni AK a DHPS do plaztidu kéduje
tranzitni peptid pochazejici z genu hrachu rbcS-3A (obréazek C.
2; Fluhr, R. et al., (1986) EMBO J. 5: 2063-2071). 3 konec
sekvence nukleové kyseliny kodujici tranzitni peptid Je
fuzovan se sekvenci kédujici AK nebo DHPS.

Sekvence kédujici AK a DHPS (a) a (b) se musi naopak také
fuzovat se signdlem pro terminaci transkripce DNA (g) a (h).
Tento terminadni signal obsahuje signdl ukonceni 3 transkripce
a mRNA polyadenylace. Mohou se pouzit terminac¢ni signaly
pfitomné v oblasti sousedici se 3 koncem klbénovaného genu,
napfiklad z genu hrachu rbcsS, z fazolového genu faseolinu nebo
z genu nopalinové syntazy odvozené z plazmidu Ti Dbakterie
Agrobacterium tumefaciens. UpFfednostnuje se terminacni
sekvence pochazejici z oblasti lemujici 3" konec genu
oktopinové syntazy z plazmidu Ti bakterie Agrobacterium
tumefaciens (obrazek &. 2; Greve, H. D. et al., (1983) J. Mol.
Appl.Genet. 1: 499-511).

Je vyhodné, aby genova konstrukce podle vynalezu obsahovala
sekvenci regulujici expresi (d) v pripadé sekvence nukleové
kyseliny (b), ptric¢emZ regululalni sekvence umozZiuje expresi
DHPS v pozd&jsim stadiu b&hem vyvoje ve srovnani s expresi

sekvence nukleové kyseliny (a). V pripadé alternativniho




provedeni vynadlezu sekvence regulujici expresi (d) je

sekvence, kterd nevede ke konstitutivni expresi. S vyhodou se
pouziva sekvence vedouci k expresi v jednom nebo vice
specifickych rostlinnych orgéanech. Prikladem je hliza, kvéty,
plody, kofeny nebo stonek. Existuji preference sekvence, ktera
reguluje expresi v organech bohatych na vodu.

Sekvenci regulujici expresi (c) v pripadé sekvence nukleové
kyseliny (a) miZe byt sekvence, kterd je schopna silné exprese
ké6dujici sekvence (a) v ranném stadiu vyvoje rostliny a/nebo
rostlinného organu. Sekvenci regulujici expresi (c) v ptripadeé

sekvence nukleové kyseliny (a) muZe byt sekvence, ktera Jje

schopnad silné exprese kdédujici  sekvence (a) ve vSech
rostlinnych bufikdch nebo rostlinnych organech. Sekvenci
regulujici expresi (c) Jje vhodny konstitutivni promotor.

Takovym konstitutivnim promotorem miZe byt promotor 35S
kvétakového mozaikového viru (CaMV).

Sekvence regulujici expresi (c) miZe obsahovat ne pouze
promotor, ale také sekvenci zesilujici expresi. JestliZe to je
pfipad sekvence regulujici expresi (d), miZe obsahovat stejny
promotor nebo promotor stejné sily, jako ma sekvence
regulujici expresi (c), pricemZz sila exprese koédujicich
sekvenci (a) a (b) Jjsou odlisné.

Sekvence regulujici expresi, zvla5té pak promotory, se mohou
nachazet v 5 oblasti kaZdé 2z koédujicich sekvenci (a) a (b).
Mohou se pFridat na 3° konec promotorové kratké sekvence
nukleové  kyseliny, co? reprezentuje 5 mRNA neprekladanou
sekvenci. Dojde k zesileni translace mRNA prepsané
z chimernich genu. Prikladem je omega sekvence odvozenad z genu
potahového proteinu tabakového mozaikového viru (Gallie, D.R.
et al., (1987) Nucl. Acids Res. 15: 3257-3273) nebo zesilovace
translace alfalfa mozaikového viru (Brederode, F. T. et al.,
(1980) Nucl. Acids Res. 8: 2213-2223).

Vhodnym zesilujicim promotorem v pfipadé sekvence regulujici

expresi (c), ktery Ffidi expresi sekvence kédujici enzym AK (a)
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podle vynalezu Jje =zesileny promotor kvétakového mozaikového
viru (CaMVv) 35S (Benfey, P. N. et al., (1990) EMBO J. 9: 1685-
1696; Pen, J. et al (1992) Bio/Techn. 10: 292-296). V tomto
promotoru je =zesilovacl sekvence dvakrat, coZ ho ¢ini silnym
promotorem, ktery fidi expresi konstitutivnd v celé rostliné
. ve vdech stadiich vyvoje. MuaZe se pouZit libovolny jiny
promotor, ktery fidi silnou konstitutivni expresi.

' Promotory v ptripadé sekvenci regulujici expresi (c) a (d)mohou
pochazet =z bud JjednodéloZnich nebo dvoudé&loZnich rostlin.
Upfednostniuje  se, aby se pouZivaly tkéanové specifické
promotory, ale nemusi byt tkanove specifické. Pri Fizeni
exprese zp&tnovazebné necitlivé AK (a) je moZné pouZit stejny
tkanové specificky promotor v sekvenci regulujici expresi (d),
kterd reguluje expresi DHPS (b), v pripadé, 7e fuzoval se
zesilovacCem.

Vhodna organové specifickd regulujicil sekvence (d) pro tizeni
exprese sekvence kédujici enzym DHPS (b) podle vynalezu Je
patetinovy promotor t¥idy I specificky pro hlizy pochézejici
z mikroorganizmu Solanum tuberosum (Mignery, C. A. et al.
(1988) Gene 62: 27-44; Wenzler, H. C. et al., (1989) Plant
Mol. Biol. 12: 41-50). P¥i Fizeni exprese enzymu DHPS se mohou
pouZ?it jiné promotory specifické pro hlizy. Je to naptiklad
promotor proteindzového inhibitoru IT v pripadé brambor (Keil,
M. et al., (1989) EMBO J. 8: 1323-1330) nebo inhibitor
katepsinu D z brambor (Herbers, K. et al., (1994) Plant Mol.
Biol. 26: 73-83). Mohou se také pouZit jiné tkanové specifické
promotory, Jjako promotor specificky pro plody pochazejici
z polygalakturonidazového genu rajcat (Grierson, D. et al.,
(1986) Nucl. Acids Res. 14: 8595-8603), dale je to pro semena
specificky fazeolinovy promotor pochazejici z fazoli
(Sengupta-Gopalan, C. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:
3320-3324) nebo pro kofeny specifickd subdoména promotoru CaMV

35S (Benfey, P. N. et al., (1990) EMBO J. 9: 1685-1696).
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Sekvence regulujici expresi (c) a (d) mohou obé& obsahovat
indukovatelné promotory. Upfednostifiuje se, aby se indukéni
stimuly dvou promotoru 1i$ily, aby mohlo dojit k odlisné
expresi dvou kodujicich sekvenci, se kterymi Jje operabilné
spojen. Jinymi priklady indukovatelnych promotorua Jje slaby
indukovatelny promotor ziskany z genu rbcS z hrachu (Coruzzi,
G. Et al. (1984) EMBO J. 3: 1671-1679) a aktinovy promotor
z ry’e (McElroy, D. et al., (1990) The Plant Cell 2: 163-171).
Kodujici sekvence nukleové kyseliny (a) a (b) se maZe odvodit
2z libovolného vhodného zdroje, napfiklad z riznych rostlinnych
bunék nebo z bakterii nebo miZe Jjit o syntetickou koédujici
sekvenci. V preferovaném provedeni vynalezu takovad sekvence
(a) koduje enzym, ktery je méné& citlivy k inhibici lyzinem a
uvedena sekvence (b) kéduje enzym, ktery Jje ve srovnani
s odpovidajicimi enzymy rostliny divokého typu, méné nachylny
k inhibici treoninem. Je vhodné, aby se takové sekvence
ziskaly z endogennich organizmd. Vyhodné exogenni zdroje Jsou
bakterie, nap¥. E. coli. Vhodnou sekvenci nukleové kyseliny
(a) koédujici aktivitu AK je sekvence DNA mutantniho genu LysC
2z E. coli, kterda koéduje izoenzym AK-III. Tento enzym je ve
srovhani z rostlinnym enzymem méné citlivy na lyzin (Boy, E.
et al., (1979) Biochimie 61: 1151-1160; Cassan, M., et al.
(1986), J. Biol. Chemn. 2601: 1052-1057). Vhodna sekvence
nukleové kyseliny (b) kdédujici enzym DHPS je gen dapA
z bakterie E. coli (Richaud, C. et al., (1973) Eur. J.
Biochem. 40: 619-629). Vysledny produkt exprese Jje ve srovnani
s rostlinnym enzymem DHPS méné& citlivy k inhibici 1lyzinu.
Sekvence kédujici mutované rostlinné enzymy, které Jjsou méné
citlivé ke zpé&tnovazebné inhibici jsou také vhodnym provedenim
vynalezu sekvenci, jenZi se mohou pouZzit.

Chimerni konstrukce dvou genli miZe tak obsahovat dvé koédujici
sekvence, které kébduji AK a DHPS a které jsou Fizeny odlignymi
promotory. Oba se nachazejli na stejném binarnim vektoru

(obrazek &. 2). Cast chimerni genové konstrukce kédujici AK ma
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v 5°oblasti spojené s 5 koncem sekvence DNA omega silny
(zesileny) promotor 35S kvétakového mozajkového viru; sekvence
DNA omega Jje spojend s 5'koncem sekvence DNA koédujici
chloroplastovy tranzitni peptid ziskany Z genu rbcS-3A
z hrachu, ktery Jje spojen s 5 koncem kédujici sekvence
 mutantni alely lysC bakterie E. coli, JjenZ koéduje necitlivou
AK-III, kterd je spojena s 5 koncem termindtorové sekvence
oktopinové syntazy.

Gast chimerni genové konstrukce kédujici DHPS ma v zdkladu
stejnou strukturu, pficemZ silny konstitutivni promotor genové
konstrukce AK je nahrazen slab$im pro hlizy specifickym
promotorem patatinu pochézejicim z brambor a gene lysC, ktery
k6éduje necitlivou BAK-III Jje nahrazen genem dapA bakterie E.
coli kédujici DHPS.

Vynalez také popisuje expresivni vektor obsahujici chimerni
konstrukci dvou gent podle vynadlezu libovolného provedeni.
Transgenni rostliny obsahujici ve svych bunikadch uvedenou
konstrukci dvou gent také spadd do rozsahu vynalezu.
Preferovanymi rostlinami jsou ty, které vykazuji vysoky obsah
vody nebo jejich <casti maji vysoky obsah vody: napciklad
hlizy, listy, stonky, plody, kofeny nebo kvéty. Mezi vhodné
rostliny pat¥i rostliny brambor, cukrové fepy, traviny a
rostliny, které poskytuji ovoce nebo zeleninu pro pripravu
ovocné nebo zeleninové &tavy. Priklady vhodného ovoce jsou
jablka, pomerance, grepy, hroznové vino, rajcata, mango,
banany, meloun, Jjahody, tfe3né a kiwi. PFiklady vhodné
zeleniny jsou brambory a cukrova Yfepa. Za vhodnou se povazZuje
libovolné jiné ovoce nebo zelenina, které obsahuje podobné
mnoZzstvi vody.

Uptfednostiiuji se rostliny nebo jejich céasti odvozené z rostlin
nebo =z rostlinnych &asti, které Jjsou v normalnim pfipadé
pfijatelné pro konzumaci za ucelem produkovat lyzin a treonin
ur&eny ke konzumaci. Z ekonomickych duvodi se pro ziskani

vodni frakce preferuji rostliny, které poskytuji nejvyssi
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mnoistvi vodni frakce na plosnou vyméru za jednotku cCasu pri
nejniZsi cené. Tento faktor se bude ménit podle zemé
v zavislosti na klimatickych a geografickych vlivech. MiZe se
pouZ?it rostlina, kterd se uZ béiné p&stuje nebo nemusi jit o
bésné péstovanou rostlinu, kterd se vSak stdva zajimavou po
- zavedeni genové konstrukce podle vynalezu.

Gasti rostlin obsahujici organy bohaté na vodu jsou schopny
- exprimovat konstrukci dvou genll  podle vynéalezu tvori
preferované provedeni vynalezu vV pfipadé rostlinnych casti,
jako jsou rostlinné buniky, které se mohou vyvinout v rostlinné
butiky organi s vysokym obsahem vody. Preferovanymi rostlinnymi
Sastmi jsou také organy s vysokym obsahem vodu jako takové.
Mezi vhodné organy pat¥i kvéty, hlizy a plody.

Rostliny a rostlinné buiky podle vynalezu produkuji Jjako
privodni jev vysoké mnoZstvi treoninu a lyzinu. Rostliny podle
vynalezu nebo rostlinné Dbuniky podle vynadlezu produkuji
v nadmérném mnoistvi metionin. Upfednostifiuje se nadmerna
produkce alespoii dvou aminokyselin aspartatové rodiny. U
rostlin nebo rostlinnych casti podle vynalezu se
uptfednostiiuje, aby se lyzin produkoval pouze ve specifickych
organech s vysokym obsahem vody. V pripadé rostlin, jejich
Easti nebo rostlinnych bunék podle vynalezu, které exprimuji
vice jak desetindsobné mnoZstvi volného lyzinu ve srovnani
s divokym typem, se upfednostiuje, aby sekvence k6édujici DHPS
se exprimovala pouze v organech, jenZ se vyviji v pozdni féazi
rastu, co? jsou hlizy, semena, plody a kvety. Rostlinna tkan
ziskana z transgennich rostlin nebo z rostlinnych bunék podle
vynalezu také spada do rozsahu vynalezu.

V jiném provedeni vynalezu se popisujil transgenni rostlinné
buiiky, které obsahuji nebo jsou transformovany expresivnim
vektorem podle vynalezu.

Ob& uvedené chimerni genové konstrukce se mohou sub-klonovat
do expresivnich vektoru, jako jsou plazmidy Ti mikroorganizmu

Agrobacterium tumefaciens. Preferovanym plazmidem Je binarni
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vektor pBINPLUS (Van Engelen, F.A. et al., (1995) Transgenic
Research 4: 288-290).

Expresivni vektor, do kterého se klénovala konstrukce dvou
genil, se pak zavede do rostlinnych bunék. Uvedena transformace
bunék se miZe uskutednit za pouZiti rhznych protokoll, které
umoZhiuji prenos DNA do bunék jednod&loZnich nebo dvoudéloZnich
rostlin. Transformace rostlinnych bunék pfimym transferem DNA
se muZe uskutednit naptiklad elektroporaci (Dekeyser, R.A. et
al., (1990) The Plant Cell 2: 591-602), precipitaci za pouZiti
PEG (Hayashimoto, A. et al., (1990) Plant Physiol. 93: 857-
863) nebo bombardovanim ¢asticemi (Gordon-Kann, W. J. et al.,
(1990) The Plant Cell 2: 603-618). Transfer DNA do rostlinnych
bunék miZe probéhnout infekci  bakteriemi  Agrobacterium.
Preferovanou metodou 3je infekce rostlinnych bunék bakterii
Agrobacterium tumefaciens (Horsch, R. B. et al., (1985)
Science 227: 1229-1231; Visser, R. G. F. (1991) Plant Tissue
Culture Manual BS (ed. K. Lindsey): 1-9, Kluwer Acad.
Publishers, The Netherlands). Metody pouZivané v prikladech
v pripadé rostlin brambor a cukrové frepy se miaZe upravit pro
shora v textu uvedené rostliny, jako jsou rajcata a jablone.
Transformované rostliny se pak izoluji na zadkladé rezistence
na kanamycin nebo jin& antibiotika, Jjako Jje hygromycin.
Selekce rostlinnych bunék nebo rostlin, které nadmérné
produkuji treonin, lyzin a metionin maZe také provést pridanim
treoninu, lyzinu a metioninu do rGstového média rostlin.
Rostliny, které obsahuji ve svych bunikdch AK a DHPS komponenty
genové konstrukce podle vynadlezu se mohou také ziskat kfiZenim
transgenni rostliny obsahujici pouze genovou konstrukci AK (a)
s transgenni rostlinnou obsahujici pouze genovou konstrukci
DHPS (b) s odpovidajicimi sekvencemi regulujicimi expresi (c)
a (d). Oddélené genové konstrukce mohou zahrnovat terminacnil
sekvence a/nebo transitni sekvence, Jjak se popisuji shora

v textu, chimerni konstrukce dvou genu.




P¥ehled obrazkd na vykrese

Obrazek ¢&. 1 zobrazuje graf biosyntetické cesty aspartatové
rodiny. Na obrazku jsou znazornény pouze hlavni klicCové enzymy
a jejich produkty. ZakFivené &ipky p¥edstavuji zpétnovazebnou
_ inhibici kone&ného produktu aminokyselin. Zkratka DHPS znamena
dihydrodipicolinatova syntéaza; HDS je homoserinova

- dehydrogenaza; TDH je treoninova dehydrataza.

Obrazek &. 2A zobrazuje konstrukci pAAP30.
Obrazek &. 2B zobrazuje konstrukci pAAP31.
Obrazek &. 2C zobrazuje konstrukci pAAP50.
Obrazek &. 2D zobrazuje konstrukci pAAP60.

P¥iklady provedeni vynalezu

P¥iklad 1: Konstrukce chimerni konstrukce dvou genu za uCelem
exprese AK a DHPS.

Za pouZiti standardnich metod se provedla izolace DNA, sub-
klénovéani, restrikéni analyza a sekvencni analyza DNA
(Sambrook, J. et al., (1989) Molecular Cloning. A laboratory
manual , Cold Spring Harbor Laboratory Press; Ausubel. F. M.
et al., (1994) Current Protocols in Molecular Biology, John
Wiley and Sons).

Chimerni gen obsahujici gen 1lysC se zkonstruoval fuzi
zesileného promotoru CaMV35S s chimernim genem lysC. Tato
chimerni konstrukce 1lysC obsahuje fragment DNA mutantni alely
lysC, ktera fuzovala s 5  koncem sekvence DNA omega obalového
proteinu tabdkového mozaikového viru (Gallie, D.R. et al.,
(1987) Nucl. Acids Res. 15: 3257-3273). Downstream sekvenci
lysC se zaclenil termina¢ni signdl genu oktopinové syntazy
z bakterie Agrobacterium tumefaciens (Greve, H. D. et al.,
(1983) J. Mol. Appl.Genet. 1: 499-511). Mezi DNA omega a
sekvenci kédujici 1lysC se zacClenil fragment DNA obsahujici
sekvenci koédujici tranzitni peptid hrachu rbcS-3A (Fluhr, R.

et al., (1986) EMBO J. 5: 2063-2071). Chimerni konstrukce genu
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lysC se kloénovala Jjako fragment BamHI/Spel do plazmidu
pBluescript (Stratagen). Zesileny promotor CaMV35S (Benfey, P.
N. et al., (1990) EMBO J. 9: 1685-1696) se 1ligoval jako
fragment Smal/BamHI pfed chimerni gen 1lysC 3tépeny BamHI/Xbal
ve fragmentu XbaI/Smal binadrniho vektoru pBINPLUS (Van
- Engelen, F.A. et al., (1995) Transgenic Research 4: 288-290)
(pAAP30; obrazek ¢. 2A).

" Chimerni gen obsahujici gen Dap se zkonstruoval fuzi
zesileného promotoru CaMV35S s chimernim genem DapA. Tat Van
Engelen, F.A. et al., (1995) Transgenic Research 4: 288-290) .
Tato chimerni konstrukce DapA obsahuje fragment DNA genu DapA
bakterie E. coli (Richaud, F. et al., (1986) J. Bacteriol.
166: 297-300), ktery fuzoval s 5 koncem sekvence DNA omega
pochazejici s obalového proteinu tabakového mozaikoveého viru
(Gallie, D.R. et al., (1987) Nucl. Acids Res. 15: 3257-3273) .
Downstream sekvenci DapA se zallenil termina¢ni signal genu
oktopinové syntazy z bakterie Agrobacterium tumefaciens
(Greve, H. D. et al., (1983) J. Mol. Appl.Genet. 1: 499-511).
Fragment DNA obsahujici sekvenci kédujici tranzitni peptid
rbcS-3A hrachu se zadlenil mezi DNA omega a sekvenci koédujici
DapA. Chimerni konstrukce genu DapA se klénovala jako fragment
BamHI/Spel do plazmidu pBluescript (Stratagen). Patatinovy
promotor se ligoval jako HindIII/BamHI fragment s tupym koncem
pred chimerni gen DapA Stépeny restrikénimi enzymy
Smal/BamHI (pAAP31; obréazek 2B).

Konstrukce dvou gent vznikla ligaci chimerniho genu patatinu
dapA jako fragment KpnI/SacIl zpAA3l do binarniho vektoru se
zesilenym CaMV35S-LysC (pAAP30) 3&tépenym restrikénimi enzymy
SacI/Kpnl (pAAP50; obrazek ¢. 2C).

P¥iklad 2: Zavedeni chimernich gend do rostlin brambor.
2.1 Transformace rostlin brambor.
Bindrni vektor pAAP50 se pouZil transformaci zmrazenim-

rozmrazenim bakterii  Agrobacterium tumefaciens kmen AGLO
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(Hofgen, R. and Willmitzer, L. {(1988) Nucl. Acids. Res.
16:9877) . Transformovany AGLO se néasledné& pouZil pro inokulaci
diploidnich bramborovych stonkovych explantata (Solanum
tuberosum, odruda Kardal), zpusobemn, ktery se popisuje

v publikaci Visser, R. G. F. (1991) Plant Tissue Culture
. Manual BS5 (ed. K. Lindsey): 1-9, Kluwer Acad. Publishers, The
Netherlands. Po regeneraci vyhonkii a kofent na médiu
" obsahujicim kanamycin se rostliny umistily do pudy a prenesly
se do skleniku. Jako kontrola slouZi rostliny regenerované ze
stonkovych explantatd (na médiu bez kanamycinu), kterym chybi

binarni vektor a na neZ se aplikuje kmen Agrobacterium AGLO.

2.2 Tvorba hliz in vitro

7a ucelem indukovat tvorbu hliz in vitro se ¥izky obsahujici
nodus (okolo 4-5 cm dlouhé) transformovanych rostlinek
umistily vertikalné do pevného média doplnéného 10%
(hmotnost/objem) sacharézou, 5 uM BAP (popisuje se v publikaci
Murashige, T. and Skoog, F. (1962) Physiol. Plant. 15: 473-
497). Kultury se drZely ve tmé& pfi teploté& 19 °C. Po 14 dnech
se sklidily mali&ké hlizy, jejichZ primér odpovidal 4 mm, a
zjistoval se obsah volného lyzinu a treoninu a aktivita AK a

DHPS.

Pfiklad 3: Analyza obsahu volného lyzinu, treoninu a metioninu
v transgennich rostlindch brambor.

Tkan (0,5 aZ 1,0 gramu) se homogenizovala v misce tloucCkem ve

2 ml 50 mM Pi-pufru (pH 7,0), ktery obsahuje 1mM ditiotreitol.

Leucin jako vnit¥ni standard se neptidal. Volné aminokyseliny

se castecneé Cistily extrakci S 5 ml smési
voda:chloroform:metanol (3:5:12). Sebrala se vodni faze a
zbytek se dvakréat re-extrahoval. Po zakoncentrovéani

lyofilizaci na objem 3 ml se pouZilo 20 ul vzorku pfi 6~
aminochinolyl-A-hydroxysukcinimidylkarbamatové (AQC)

derivatizacni reakci. Derivatizované aminokyseliny se
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analyzovaly pomoci DHPS na koloné Cl18 s reverznimi fazemi

podle instrukci vyrobce (systém Waters AccQ.Tag).

Pf¥iklad 4: Analyza aktivity AK v transgennich rostlinéach
brambor.
Sklidily se mikrohlizy, listy nebo dozralé hlizy a
homogenizovaly se v misce tloutkem ve stejném objemu chladného
20 mM pufru fosfore¢nanu draselného pH 7,0, ktery obsahuje 30
mM P-merkaptoetanol, 0,1 mM L-lyzin, 0,1 mM L-treonin, 1 mM
fenylmetylsulfonylfluorid a 0,5 ug/ml leupeptinu. Nasleduje 5
minut centrifugace (16 000 g, pfi teploté 4 °C). Sebral se
supernatant a stanovila se v ném koncentrace proteinu. Ve
stejném mnoZstvi proteinu se testovala aktivita AK, Jjak se
popisuje v publikaci Black, S. et al. (1955) J. Biol. Chen.
213: 27-38. Testovanad smés (konelny objem 0,25 ml) obsahovala
300 ug proteinu, 100 mM tris-Hcl, pH 8,0, 200 mM, NH20H, ktery
se pred pouZitim neutralizoval KOH, 10 mM ATPm, 5mM MgCl2 a 30
mM L-aspartat. Kontrolni test obsahoval vSechny ingredience
mimo L-aspartatu. Reakce prob&hly p¥i teploté 37 °C po dobu 1
hodiny a pak se ukon&ily ptridénim 0,25 ml roztoku 1:1:1 10%
(hmotnost/objem) FeCl3 v 0,1 N HCl, 3N HCl a 12% TCA, ktery se
smisil té&sné pred pouZitim. Reakéni smés se nechd stat 5 minut
na ledu a centrifuguje se (po dobu 5 minut, pri 16 000 g, pfi
teplot& 4 °C) a stanovi se absorbance svétla supernatantu pfi
vinové délce 490 nm. V prfipadé& kaZdého vzorku se nespecificka
aktivita ziskana za nepritomnosti L-aspartatu odecetla

z hodnoty ziskané v ptritomnosti L-aspartaru.

Priklad 5: Analyza aktivity DHPS v transgennich hlizach
brambor.

Mikrohlizy a zralé hlizy se homogenizovaly v misce tloucCkem v

ekvivalentnim objemu chladného 100 mM Tris-HCl pH 7,5, ktery

obsahuije 2 mM EDTA, 1,4 % askorbat sodny, 1 mM

fenylmetylsulfonylfluorid a 0,5 ug/ml leupeptinu. Nasleduje 5
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minut centrifugace (16 000 g pfi teploté® 4 °C) a shromdzdil se
supernatant. Aktivita DHPS se mérila za pouziti 0-
aminobenzaldehydového (0-ABA) zpusobu popsaného v publikaci
Yugari, Aby and Gilvarg, C. (1965) J. Biol. Chem. 240: 4710-
4716.

Priklad 6: Priprava konstrukce dvou gent pro transformaci

cukrové fepy pfimym transferem gena.
Za UcCelem zavedeni chimerni konstrukce do cukrové frepy se
chimerni geny zacClenily do plazmidového vektoru, ktery e
specificky pro pfrimou transformaci gend do cukrové Fepy.
Plazmid pPG5 (popisuje se v publikaci Hall, R.D. et al.,
(1996), Nature Biotechnol. 14: 1133-1138) obsahujici gen pat,
ktery kéduije fosfinotricinacetyltransferéazu, se Stépil
restrikénim enzymem HindIII, vyplnil se a dale se Stépil
restrikénim enzymem Sacl. Binarni vektor pAAP50 (obrazek c.
2B) se 3tépil restrikénim enzymem Xbal, vyplnil se a déle se
Stépil restrikénim enzymem SacI. Izoloval se fragment Sacl
s tupym koncem, JjenZ obsahuje konstrukci, a ligoval se do
fragmentu SaclI plazmidu pPGS s tupymi konci (pAAP60; obrazek
¢. 2D).

Priklad 7: Zavedeni chimernich gent do rostlin cukrové Tfepy.
Pri transformaci podle protokolu popsaném v publikaci Hall,
R.D. et al., (1996), Nature Biotechnol. 14: 1133-1138 se
pouZily kultury vyhonku 3Slechtitelské linie diploidni cukrové
Tepy (Bv-NF, Hall, R.D. et al (1993) Plant CellRep. 12: 339-
342) . Podle uvedeného protokolu se pouzZiva zplsob transferu
DNA zprostredkovany polyetylenglykolem, ktery se aplikuje na
populace protoplastu specificky obohacenych typem bunék
ziskanych z bunék stomatu. Stabilné transformované buniky se
selektovaly na médiu doplnéném 200 ul/ml bialafosu po dobu 4
tydni. Kali rezistentni na bialafos se nasledné sub-

kultivovaly na médiu, které neslouZi k selekci, a po




regeneraci vyhonkd a pupend se rostliny daly do pady a

prenesly se do skleniku.

P¥iklad 8: Analyza volného 1lyzinu, treoninu a metioninu
v transgennich rostlinach cukrové repy.

- Ve tkani listd a kofenll transgennich rostlin cukrové Ffepy se

analyzovalo mnoZstvi volnych aminokyselin podle protokolu

popsaného shora v textu v prikladu 3.
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PATENTOVE NAROKY %

Chimerni konstrukce dvou genu, kterd po =zavedeni do
rostlinné bunky je schopna  produkovat alespon dvé
aminokyseliny drahou aspartatové rodiny, =zvlasté to jsou
lysin a threonin a/nebo methionin, pficemZ uvedena
konstrukce zahrnuje:

sekvenci nukleové kyseliny kédujici enzym vykazujicl

aktivitu aspartétové kinazy (AK),

sekvenci nukleové kyseliny koédujici enzym vykazujici

aktivitu dihydropikolinatové syntazy (DHPS),

sekvenci regulujici expresi kédujici sekvence (a), ktera

je operabilné spojena s (a),

sekvenci regulujici expresi kédujici sekvence (b), ktera

je operabilné spojena s (b),

sekvenci nukleové kyseliny kébdujici chloroplastovy

tranzitni peptid, ktery se podili na translokaci produktu

exprese a),

sekvence nukleové kyseliny kdédujici chloroplastovy

tranzitni peptid, ktery je =zahrnut do translokace

produktu exprese b),

sekvenci nukleové kyseliny poskytujici terminadni signal

transkripce DNA v pripadé transkripce (a),

sekvenci nukleové kyseliny poskytujici terminacni signal

transkripce DNA v pfipadé transkripce (b),
pri¢emZ expresi regulujici sekvence (c) a (d) Jsou takové,
7e exprese sekvence (a) koébdujici AK se objevuje ve vétsim
rozsahu, neZ je exprese sekvence (b) koédujici DHPS, dale
sekvence (c) a (d) reguluji expresi sekvence (b)
v pozdéjdim stadiu vyvoje rostliny, neZ dochazi k expresi
sekvence (a) a/nebo sekvence (c) obsahuje promotorovou

sekvenci, kterad umoZiuje expresi ve v8ech rostlinnych
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bufikdch nebo rostlinnych organech a sekvence (d) obsahuje

promotorovou sekvenci, jenZ je specifickd pro organy.

Genova konstrukce podle naroku 1, kde sekvence (d) umoZiiuje
expresi v jednom nebo vice rostlinnych organu bohatych na
vodu, pricemZ Jje to naptiklad hliza, kvét, stonek, plod,

kofen nebo list.

Genova konstrukce podle naroku 2, kde sekvence (d) obsahuje
patatinovy promotor t¥idy I specificky pro hlizu, jenz
pochazi z Solanum tuberosum, promotor proteinazového
inhibitoru II z brambor, promotor inhibitoru kathepsinu D
z brambor nebo pro plody specificky promotor pochazejici

z genu polygalakturonidazy rajcete.

Genova konstrukce podle libovolného z predchozich narokid 1
a? 3, kde sekvence (c) obsahuje promotor a sekvenci
zesilujici expresi, jako je sekvence omega ziskana z genu
obalového proteinu tabdkového mozaikového viru nebo
zesiloval translace alfalfa mozaikového viru a kde sekvence

(c) a (d) mohou obsahovat stejny promotor.

Genova konstrukce podle libovolného z predchozich naroku 1
a? 3, kde sekvence (c) obsahuje konstitutivni promotor,

zv14a&té promotor 35S kvé&takového mozaikového viru (CaMV).

Genova konstrukce podle libovolného z naroku 1 aZ 4, kde
sekvence (c) a {d) obsahuji indukovatelné promotory a kde

stimul indukce se v pripadé dvou promotoru 1isi.

Genova konstrukce podle naroku 6, kde indukovatelné

promotory se vybraly ze svétlem indukovatelnych promotoru.
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11.

12.
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Genova konstrukce podle libovolného 2z p¥edchozich naroku,
kde sekvence (e) je sekvence nukleové kyseliny ziskana
z genu feredoxinu kédujiciho cileni proteint do
chloroplastového stroma, sekvence z genu plastocyaninu
kédujici cileni proteind do chloroplastového lumenu nebo se
preferuje sekvence tranzitniho peptidu, kterd pochazi

Z genu hrachu rbcS-3A.

Genovéa konstrukce podle libovolného z pfedchozich naroki,
kde kodujici sekvence (a) a (b) fuzovaly s terminacnim
signadlem transkripce DNA (g) respektive (h), pricemZ
terminadni signaly (g) a (h) obsahuji signdl ukonCeni 3’

transkripce a signal polyadenylace mRNA.

Genova konstrukce podle libovolného =z p¥edchozich naroku,
kde sekvence (g) a/nebo (h) obsahuje terminacni signaly,
které se nachazeji v 3~ lemujici oblasti genu hrachu rbcsS,
genu faseolinu fazole, genu nopalinové syntazy ziskané
z plazmidu Ti Agrobacterium tumefaciens nebo s vyhodou genu
oktopinové syntazy pochéazejiciho z plazmidu Ti A.

tumefaciens.

Genova konstrukce podle libovolného z pfedchozich naroku,
kde sekvence (a) koéduje enzym, ktery je méné citlivy
k inhibici lysinem a sekvence (b) kéduje enzym, ktery Je
méné nachylny k inhibici threoninem, ve srovnani s

odpovidajicimi rostlinnymi enzymy divokého typu.

Genova konstrukce podle libovolného =z pfedchozich naroku,
kde sekvence nukleové kyseliny (a) a (b) se ziskaly
z bakterii, kde zvl1a3té (a) je mutantniho gen LysC z E.

coli koédujici izoenzym AK-III a (b) je gen dapA z E. coli.
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Genova konstrukce podle libovolného z narokd 1 aZ 11, kde
k6ébdujici sekvence nukleové kyseliny (a) a/nebo (b) kbéduje
mutovany rostlinny enzym, ktery Jje méné citlivy ke

zpétnovazebné inhibici.

Expresivni vektor, vy znacujici se tim Ze
zahrnuje chimerni konstrukci dvou gent podle libovolného
z predchozich nérokua.

Transgenni rostlina, vyznadcujilci se
t 1i m, Z e obsahuje konstrukci dvou genu podle libovolného
z naroki 1 aZ 13 nebo obsahuje expresivni vektor podle

naroku 14.

Transgenni rostlina podle naroku 15,
vyznacuijici se tim Z e je schopna predavat
uvedenou konstrukci dvou genti nebo jeji elementy potomstwvu

rostliny.

Transgenni rostlina podle naroku 15 nebo 16,
vyznac¢ujici se tim Z e vykazuje schopnost
produkovat threonin a lysin v mnoZstvi vice Jjak peétkrat
vy38im neZ je produkce rostliny divokého typu za stejnych
kultivac¢nich podminek, upfednostiiuje se, aby produkce byla

vice jak sedmkrat vy3si.

Transgenni rostlina podle libovolného z narokt 15 az 17,
vyznac¢uijici se tim Z e vykazuje schopnost
produkovat methionin v mnoZstvi, které prevy3uje produkci

rostliny divokého typu za stejnych kultivacnich podminek.

Transgenni rostlina podle libovolného z narokllt 15 az 18,
vyznadc¢uijici se tim Z e v organu bohatém na

vodu, zvlasté v hlize, stonku, plodu, korenu, kvétu nebo
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listu ve srovnani s rostlinnou divokého typu za stejnych
kultivadnich podminek se nadmérné produkuje threonin a

lysin.

Transgenni rostlina podle naroku 19,
vyznadcdujici se tim Z e obsah vody uvedené
hlizy, kvétu, stonku, kofene, plodu rostliny Jje za
normédlnich kultivac¢nich podminek rostliny, ktera neni

Q

transgenni, alespon 80 %.

Transgenni rostlina podle libovolného z néarokua 15 aZ 20,
vyznadcujici se tim Ze se vybrala ze
skupiny zahrnujici rostliny brambor, cukrové Ffepy nebo

traviny.

Cast rostliny podle libovolného =z naroka 15 aZ 21,
vyznadc¢uijici se tim Z e obsahuje alespon
bunku.

Cast podle naroku 22, vyznadcuijici
s e tim, 7 e se ziskala z hlizy, plodu, kotene, stonku,
semene nebo kvétu nebo je hlizou, plodem, stonkem, semenem,

kvétem nebo listem.

Vodni frakce, vy znadcduijicil se tim Ze Je
ziskatelnad extrakci z rostliny podle libovolného =z naroku

15 aZ 21 nebo z Casti podle naroku 22 nebo 23.

ZpUsob ziskani rostliny schopné nadmérné produkovat alespon
lysin a threonin, v yznacujici se tim 2Ze
zahrnuje:

zavedeni konstrukce dvou genu podle libovolného z néarokd 1

a? 13 nebo jejich elementu (a) aZ (h) nebo vektoru podle
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naroku 14 =zpusobem, ktery je =znam pro zavedeni sekvenci
nukleové kyseliny do rostlinné bunky,

nasleduje kultivace rostlinné buiky na tkan nebo na cast
rostliny nebo na zralou rostlinu za podminek, kdy Jsou

aktivovany regulac¢ni sekvence (c) a (d).

Zplusob podle naroku 25, vyznadcujicil se
t i m, Z e genova konstrukce se zavedla do rostlinné bunky

transformaci.

Zpusob podle naroku 25, vyznacujilci
se tim Z e se krizi dvé rostliny obsahujici sub-

fragmenty uvedené genové konstrukce.

Zpusob podle libovolného z narokua 25 az 27,
vyznadcujicil se tim 2Ze zahrnuje selekci
tasti rostliny nebo ziskané tk&né a rust rostliny z této
tkané nebo z tkané& nebo organtt ziskanych z uvedené

rostliny.
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