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Molekuly nukleové kyseliny kédujici enzymy, které maji

fruktosylpolymerazovou aktivitu, a vektory, hostitelské bunky a transgenni

rostliny obsahujici tyto nukleové kyseliny

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka molekul nukleové kyseliny kodujicich
sacharozofruktosyltransferazy zavislé na sacharéze (SST). Dale se tento
vynalez tyka vektorti a hostiteli obsahujicich takové molekuly nukleové
kyseliny, jakoz i‘rostlinnych bunék a rostlin transformovanych popsanymi
molekulami nukleové kyseliny. Kromé toho jsou popsany zpUsoby produkce
transgennich rostlin, které syntetizuji fruktosylové polymery s kratkym
retézcem diky zavedeni molekul DNA kodujicim SST z artyéoku. Predkladany
vynalez se také tyka zpUsobu pfipravy SST pro produkci fruktosylovjrch
polymertu s kratkym fetézcem v riiznych hostitelskych organismech, a takeé
SST, sjejiz pomoci mohou byt tvoreny fruktosylové polymery s kratkym
retézcem pouzitim rdznych metod, napriklad fermenta¢nich nebo jinych

biotechnologickych metod.

Dosavadni stav techniky

Linearni, ve vodé rozpustné polymery maji mnohé rizné moznosti
pouziti, napfiklad pro zvySeni viskozity vodnych systému, jako detergenty,
jako suspendacni ¢inidla nebo pro urychleni sedimenta¢niho procesu a pro
komplexovani, ale také pro vazani vody. Polymery na béazi sacharidd,
napriklad fruktosylové polysacharidy, jsou obzvlasté zajimavé materialy,
protoze jsou biologicky odbouratelné.

Nezavisle na jejich pouziti jako regeneracni suroviny pro prumyslovou

produkci a zpracovani, jsou fruktosylové polymery také zajimavé jako




potravni aditiva, napfiklad jako uméla sladidla. Pro tento ucel jsou obzvlasté
vhodné polymery majici nizky stupef polymerizace.

Doposud byly popsany pouze zpusoby produkce fruktanovych
polysacharidi s dlouhym  fetézcem v rostlinich expresi enzymu
bakterialniho puvodu, jakoz i zpuisob produkce transgennich rostlin
exprimujicich fruktosyltransferazy z Helianthus tuberosus. Zptsoby tvorby
enzymu pro produkci fruktosylovych polymer s kratkym fetézcem nejsou
znamy. V popisu patentovéprihlaS§ky PCT/USA89/02729 se popisuje
moznost tvofit cukerné polymery, zejména dextran nebo polyfruktozu,
v transgennich rostlinach, obzvlasté v plodech transgennich rostlin. Pro
pfipravu  takovych  modifikovanych rostlin  se navrhuje pouziti
levansacharozy z mikroorganismli, konkrétné z Aerobacter levanicum,
Streptococcus  salivarius a Bacillus subtilis, nebo dextransacharézy
z Leuconostoc mesenteroides. Nepopisuje se ani produkce aktivnfch enzymu
ani levanu ¢i dextranu ani transgennich rostlin. patentova pfihlagka
PCT/EP93/02110 popisuje zpisob produkce transgennich rostlin
exprimujicich gen Isc levansacharézy z gram-negativni bakterie Erwinia
amylovora. V patentové pfihlasce PCT/NL93/00279 je popsana transformace
rostlin majicich chimérické geny, které obsahuji gen sacB z Bacillus subtilis
nebo gen ftf ze Streptococcus mutans. V pfipadé genu sacB se doporuéuje pro
zvySeni hladiny  exprese v transgennich rostlinach modifikace
v 5'-netranslatované oblasti genu. Patentova pfihlaska PCT/NL96/00012
popisuje sekvence DNA koédujici enzymy syntetizujici cukerné polymery
a produkci transgennich rostlin s pomoci téchto sekvenci DNA. Popisované
sekvence pochéazeji 2z  Helianthus tuberosus. Podle dokumentu
PCT/NL96/00012 jsou popsané sekvence vhodné nejenom k modifikaci
fruktanového profilu napfiklad petinie a brambory, ale také samotné
Helianthus tuberosus. Proto pfihlaska PCT/NL96/00012 popisuje, kromé
jiného, transgenni brambory exprimujici SST z Helianthus tuberosus.

Dokonce i kdyz lze detekovat enzymatickou aktivitu SST exprimované




v transgennich rostlinach, miiZe byt dosazeno pouze nizké Grovné konverze
substratu sacharézy na fruktosylové polymery s kratkym fetézcem. To muize
mit vztah k riznym faktorm, jako je nizka afinita enzymu k substratu nebo
pripadna inhibice enzymu tvofenym produktem.

Proto je pfedmétem pfedkladaného vynalezu poskytnout molekuly
nukleové kyseliny koédujici sacharézofruktosyltransferazu zavislou na
sacharo6ze (SST), s jejiz pomoci je mozné pfipravit organismy modifikované
metodami genetického inZenyrstvi tak, Ze jsou schopné produkovat
fruktosylové polymery s kratkym fetézcem.

VySe zminény problém je feSen predkladanym vynalezem, ktery je

popsan pomoci néasledujicich pfiklad® a definovan patentovymi naroky.

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez se tyka molekul nukleové kyseliny koédujicich
proteiny, které maji biologickou aktivitu SST a jsou vybrany ze skupiny
obsahujici

a) molekuly nukleové Kkyseliny kodujici protein, ktery obsahuje
aminokyselinovou sekvenci zobrazenou zde v sekvenci id. &. 2 a v sekvenci
id. ¢. 4,

b) molekuly nukleové kyseliny obsahujici nukleotidovou sekvenci
zobrazenou v sekvenci id. ¢. 1 nebo odpovidajici ribonukleotidovou sekvenci,

¢) molekuly nukleové Kkyseliny obsahujici nukleotidovou sekvenci
zobrazenou v sekvenci id. ¢. 3 nebo odpovidajici ribonukleotidovou sekvenci,

d) molekuly nukleové kyseliny hybridizujici s molekulami nukleové
kyseliny uvedenymi v a) nebo b) a kédujicimi SST, Jjejiz aminokyseliny jsou
alespon z 90 % identické s aminokyselinovou sekvenci zobrazenou

v sekvenci id. ¢. 2, a
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e) molekuly nukleové kyseliny, jejichz nukleotidova sekvence se
odchyluje od sekvence uvedené v a), b) nebo ¢) diky degeneraci genetického
kodu.

Ve smyslu pfedkladaného vynalezu se rozumi, ze enzym majici
fruktosylpolymerazovou aktivitu je protein, ktery je schopny katalyzovat
vznik B-2,1-glykosidické nebo B-2,6-glykosidické vazby mezi fruktozovymi
jednotkami. Fruktosylovy zbytek, ktery ma byt pfenesen, muZe takto
pochazet ze sacharézy nebo fruktanového polymeru.

Fruktosylovym polymerem s kratkym fetézcem se rozumi molekula
obsahujici alesponi dva, ale ne vice nez 100 fruktosylovych zbytku, které jsou
spojeny bud B-2,1- nebo B-2,6-glykosidickou vazbou. Fruktosylovy polymer
mliZe nést na svém konci glukozovy zbytek, ktery je spojen prostfednictvim
OH skupiny na atomu C-1 glukézy a OH skupiny atomu C-2 fruktosylu.
V tomto pfipadé€ fruktosylovy polymer obsahuje molekulu sacharozy.

Ve vyhodném provedeni pochéazeji sekvence nukleové kyseliny vynalezu
z artyCoku.

Prekvapivé bylo zjisténo, Ze béhem exprese molekul nukleové kyseliny
podle vynalezu se tvofila velkd mnozstvi fruktosylovych polymert.

Kdyz jsou pouzity molekuly nukleové kyseliny podle vynalezu, ziska se
na rozdil od brambor popsanych v patentové pfihlasce PCT/NL96/00012
velké mnozZstvi oligofruktanu, které je dokonce ‘vétéi, nez bunéény obsah
substratové sacharozy.

Molekuly nukleové kyseliny podle vynalezu mohou byt jak DNA, tak
RNA molekuly. Vhodné molekuly DNA jsou napriklad molekuly genomové
DNA nebo cDNA. Molekuly nukleové kyseliny podle vynalezu mohou byt
izolovany z pfirodnich zdroji, vyhodné artyCoku, nebo mohou byt
syntetizovany pomoci znamych metod.

Prostrednictvim obvyklych molekularné biologickych metod je mozné
(viz napf. Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual,
2. vydani, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY)




zavést do molekul nukleové kyseliny vynalezu odlisné mutace. Vysledkem je,
ze takto je mozné syntetizovat proteiny s modifikovanymi biologickymi
vlastnostmi. Jedna moznost je tvorba delec¢nich mutant, ve kterych se tvofi
molekuly nukleové kyseliny neustalymi delecemi od 5'- nebo 3'-konce
kodujici sekvence DNA, a to vede k syntéze proteinti, které jsou adekvatné
zkraceny. Takovymi delecemi na 5'-konci nukleotidové sekvence je napiiklad
mozné identifikovat aminokyselinové sekvence, které jsou odpovédné za
translokaci enzymu v plastidech (transiéni peptidy). To umozauje specifickou
produkci enzymu, které diky odstranéni pfislusnych sekvenci nejsou jiz déle
lokalizovany ve vakuolach, ale v cytosolu, nebo které jsou diky pridani
dalsich signalnich sekvenci lokalizovany v jinych kompartmentech.

Dalsi moznosti je zavedeni bodové mutace na pozice, kde modifikace
aminokyselinové sekvence ovliviiuje napf. enzymovou aktivitu nebo regulaci
enzymu. Timto zplisobem mohou byt napiiklad tvofeny mutanty, které maji
zménénou hodnotu Km nebo které jiz nadale nepodléhaji regulaénim
mechanismim, které normalné v bufice existuje vzhledem k alosterické
regulaci nebo kovalentni modifikaci.

Kromé toho mohou byt tvofeny mutanty, které vykazuji zménénou
specifitu pro substrat nebo produkt. Mohou byt také tvofeny mutanty, které
vykazuji zménény profil aktivita-teplota.

Pro manipulaci v prokaryotickych bufikach pomoci metod genetického
inZzenyrstvi mohou byt molekuly nukleové kyseliny podle vynalezu nebo ¢asti
téchto molekul zavedeny do plazmidi umoziujicich mutagenezi nebo
modifikaci sekvence rekombinaci sekvence DNA. Prostfednictvim obvyklych
metod (Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2.
vydani, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY) se
mohou vymeéfovat baze a mohou byt pfidany pfirozené nebo syntetické
sekvence. Aby se fragmenty DNA navzajem spojily, mohou k nim byt pfidany
adaptéry nebo spojky (linkery). Mimoto se mohou provadét manipulace,

které poskytuji vhodna §tépna mista nebo které odstrafiuji pfebyteénou DNA




6

nebo Stépna mista. Jsou-li mozné inzerce, delece nebo substituce, mtiZe se
provadét in vitro mutageneze, nahrada pomoci primeru, restrikce nebo
ligace. Jako metody analyzy se obvykle pouzivaji sekvencni analyza,
restrikéni analyza a dal$i biochemické nebo molekularné biologické metody.

Termin ,hybridizace* ma ve smyslu tohoto vynalezu vyznam
hybridizace za obvyklych hybridizaénich podminek, vyhodné =za
stringentnich podminek, jak je napiiklad popsano v Sambrook et al.,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2. vydani, (1989), Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY.

Molekuly nukleové kyseliny, které hybridizuji s molekulami podle
vynalezu, mohou byt izolovany napf. z genomovych nebo cDNA knihoven,
které byly pfipraveny z artyéoku.

Aby se identifikovaly a izolovaly takové molekuly nukleov_é kyseliny,
mohou byt pouZzity molekuly vynalezu nebo &asti téchto molekul nebo
reverzni komplementy téchto molekul, napfiklad prostrednictvim hybridizace
podle obvyklych metod (viz napf. Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning,
A Laboratory Manual, 2. vydani, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, NY).

~ Jako hybridizacni sonda mohou byt napfriklad pouzity molekuly
nukleové kyseliny, jejichZz nukleotidova sekvence je zcela shodna nebo
podstatné podobna sekvenci zobrazené zde jako sekvence id. ¢. 1, nebo ¢asti
téchto sekvenci. Fragmenty pouzité jako hybridizacni sonda mohou byt
syntetické fragmenty, které byly vytvoreny prostfednictvim obvyklych
zpusobll syntézy, a jejichz sekvence v podstaté souhlasi se sekvenci
molekuly nukleové kyseliny podle vynalezu.

Molekuly hybridizujici s molekulami nukleové kyseliny podle vynalezu
také zahrnuji fragmenty, derivaty a alelické varianty molekul nukleové
kyseliny popsanych vyse kédujicich protein podle vynalezu. Terminem
»ragmenty“ se rozumi ¢asti molekul nukleové kyseliny, které jsou dostateéné

dlouhé, aby koédovaly jeden z popisovanych proteini. Termin ,derivat
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v tomto smyslu znamena, ze se sekvence téchto molekul 1i§i od sekvenci
molekul nukleové kyseliny popsanych vyse vjedné nebo nékolika pozicich,
ale s témito sekvencemi maji vysoky stupen homologie. Homologie takto
znamena sekvence identické alespon ve 40 %, zejména identické alespon
v 60 %, vyhodné ve vice nez 80 % a zejména vyhodné ve vice nez 90 %. Tyto
proteiny kodované molekulami nukleové kyseliny maji sekvenci identickou
s aminokyselinovou sekvenci zobrazenou v sekvenci id. ¢. 2 alespoii v 80 %,
vyhodné v 85 % a zejména vyhodné ve vice nez 90 %, 95 %, 97 % a 99 %.
Odchylky od vySe popsanych molekul nukleové kyseliny mohou byt tvoreny
deleci, substituci, inzerci nebo rekombinaci.

Molekuly nukleové kyseliny, které jsou homologni s vySe popsanymi
molekulami a které pfedstavuji derivaty téchto molekul jsou obvykle varianty
téchto molekul, které predstavuji modifikace majici tutéz biologickou funkei.
Mohou to byt pfirozené se vyskytujici varianty, naptiklad sekveﬁce z jinych
organisml nebo mutace, které mohou nastat bud pfirozené nebo které byly
vneseny specifickou mutagenezi. Kromé toho mohou byt tyto varianty
synteticky vytvofené sekvence. Alelické varianty mohou byt bud pfirozené se
vyskytujici varianty nebo synteticky vytvofené varianty nebo varianty
vytvorené metodami rekombinantni DNA.

Proteiny kodované ruznymi variantami molekul nukleové kyseliny
podle vynalezu vykazuji urcité spole¢né vlastnosti, jako je enzymova aktivita,
molekulovd hmotnost, imunologicka reaktivita nebo konformace nebo
fyzikalni vlastnosti, jako je elektroforetickd pohyblivost, chovani pri
chromatografii, sedimentacni koeficienty, rozpustnost, spektroskopické
vlastnosti, stabilita, optimalni pH, optiméalni teplota.

V dals$im vyhodném provedeni se vynalez tyka molekul nukleové
kyseliny, které specificky hybridizuji s transkripty molekul nukleové
kyseliny. Tyto molekuly nukleové kyseliny jsou vyhodné oligonukleotidy,
které jsou dlouhé alesporn 10, zejména alespoii 15 a obzvlasté vyhodné

alesponn 50 nukleotidd. Molekuly nukleové kyseliny a oligonukleotidy
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vynalezu mohou byt pouZity napfiklad jako primery pro reakci PCR
(polymerazova fetézova reakce). Mohou byt také slozky ‘"antisense"
konstruktt (konstruktli s opacnou orientaci) nebo molekul DNA kédujicich
vhodné ribozymy.

Vynalez se dale tyka vektorli obsahujicich molekuly nukleové kyseliny
vynalezu. Vyhodné jsou plazmidy, kosmidy, viry, bakteriofagy a dalsi vektory
obvykle pouzivané na poli genetického inZenyrstvi.

Sekvence nukleové Kkyseliny podle vynalezu je vyhodné operativné
spojena s regulacnimi prvky ve vektoru podle vynalezu, coZ zaruéuje
transkripci a syntézu RNA v prokaryotickych a/nebo eukaryotickych
bunkach, ktera miiZe byt translatovana.

Expresni vektory podle vynalezu umoziuji produkci enzymu
syntetizujicich  fruktosylové polymery s kratkym fetézcem v raznych
hostitelskych organismech.

Kdédované enzymy mohou byt pouzity pro produkci fruktosylovych
polymeru s kratkym fetézcem také mimo hostitelské organismy. Takto
mohou byt pouzity pro produkci fruktosylovych polymert s kratkym
ret€zcem fermentacni a dalSi biotechnologické metody. Napfiklad je také
predstavitelné, ze fruktosylové polymery budou produkovany
prostrednictvim imobilizovanych enzymi.

Podle vynalezu jsou vyhodné regulaéni prvky promotoru patatinu B33.
Dalsi vyhodné promotory jsou promotor 35S CaMV a promotor genu
alkoholdehydrogenazy ze Saccharomyces cerevisiae.

Vektory podle vynalezu mohou mit dalsi funkéni jednotky ovlivaujici
stabilizaci vektoru v hostitelském organismu, jako je bakterialni poéatek
replikace nebo 2-u DNA pro ucel stabilizace v Saccharomyces cerevisiae.
Mimoto mohou byt obsazeny sekvence ,levé hranice“ a ,pravé hranice®
T-DNA z Agrobacterium, ¢imz se umozni stabilni integrace do genomu rostlin.

Navic vektory podle vynalezu mohou obsahovat funkéni terminatory,

jako je terminator genu oktopinsyntetazy z Agrobacterium.




Aby se enzym transportoval do ruznych bunéénych kompartmentt, je
v dalSim provedeni molekula nukleové kyseliny vynalezu spojena s vektorem
vynalezu molekulou nukleové kyseliny kodujici funkéni signalni sekvenci.
Touto modifikaci muze byt napfiklad pfidani N-koncové signalni sekvence
pro sekreci do prostoru bunéfné membrany vyssich rostlin, ale pfedmétem
vynalezu muze byt také kazda dalsi modifikace, ktera vede k fizi signalni
sekvence s kddovanou fruktosyltransferazou.

V  obzvla§té vyhodném provedeni se vynalez tyka plazmidu
pB33-cySST, jehoz konstrukce je popsana v prikladech (obr. 1).

Exprese molekul nukleové kyseliny podle vynalezu v prokaryotickych
bunikach, naptiklad v Escherichia coli, je zajimava, protoZe timto zplisobem
je mozné presn€ji charakterizovat enzymatické aktivity enzymu koédujicich
tyto molekuly. _ '

V dalsim provedeni se vynalez tyka hostitelskych bunék pfechodné
nebo stabiln€ obsahujicich molekuly nukleové kyseliny nebo vektory
vynalezu. Hostitelskou butikou se rozumi organismus, ktery je schopny
zavedeni in vitro rekombinantni DNA a pak eventualné syntetizovat proteiny
kodované molekulami nukleové kyseliny podle vynalezu.

Vyhodné jsou tyto bufiky prokaryotické nebo eukaryotické bunky.
Vynéalez se zejména tyka rostlinnych bunék obsahujicich vektorové systémy
podle vynalezu nebo jejich derivaty ¢i Casti. Vyhodné jsou schopné
syntetizovat enzymy pro produkci fruktosylovych polymerd s kratkym
retézcem diky faktu, ze ‘do nich byly vneseny vektorové systémy podle
vynalezu, jejich derivaty nebo <casti. Bunky vynalezu jsou vyhodné
charakterizovany faktem, Ze zavedena molekula nukleové kyseliny vynalezu
je bud heterologni vzhledem k transformované buiice, tj. v téchto bunikach
se prirozené nevyskytuje, nebo je v genomu lokalizovana na jiném misté, nez
prislusné pfirozené se vyskytujici sekvence.

Dalsi provedeni vynalezu se tyka proteinii kdédovanych molekulami

nukleové kyseliny podle vynalezu, a také zptisobu jejich pfipravy, kterymi se
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hostitelska bunka vynalezu péstuje za podminek umoznujicich syntézu
proteinu, a protein je pak izolovan z péstovanych bunék a/nebo kultivaéniho
média. Kromé€ toho se vynélez tyka SST, které mohou byt produkovany
| rostlinami podle vynéalezu.

Poskytnutim molekul nukleové kyseliny podle vynalezu je nyni mozné
produkovat fruktosylové polymery s kratkym fetézcem v kazdém organismu
prostfednictvim genetického inZenyrstvi, zatimco aZ dosud nebylo mozné
rostliny modifikovat konvenénimi metodami, napfiklad kfiZzenim, tak, aby
byly schopné syntetizovat fruktosylové polymery. Zvy$enim aktivity proteinii
vynélezu, napfiklad nadmérnou expresi ("overexpresi’) vhodnych molekul
nukleové kyseliny nebo poskytnutim mutant, které jiz nadale nepodléhaji
bunécné specifickym regula¢nim mechanismtm a/nebo které maji zménéné
teplotni zavislosti vzhledem kjejich aktivité, je mozné zvySit vytézek
v rostlinach modifikovanych genetickym inZenyrstvim.

Nyni je tudiz mozna exprese molekul nukleové kyseliny podle vynalezu
v rostlinnych bunkéach, aby se zvySila aktivita pfisluéné SST nebo aby se
SST zavedla do bunék, které normalné tento enzym neexprimuji. Nadto je
mozné modifikovat molekuly nukleové kyseliny podle vynalezu metodami
odbornikovi zndmymi, aby se ziskaly SST podle vynalezu, které jiZ nadale
nepodléhaji bunééné specifickym regulaénim mechanismtm nebo které maji
zmeéneénou teplotni zavislost nebo specificnost k substratu ¢i produktu.

Kdyz jsou molekuly nukleové kyseliny exprimovany v rostlinach, muize
byt syntetizovany protein lokalizovany v jakémkoliv kompartmentu rostlinné
bunky. Aby se dosahlo lokalizace ve specifickém kompartmentu, musi byt
odstranéna sekvence zarudujici lokalizaci ve vakuole, a je-li nutné, zbyla
kodujici oblast musi byt spojena se sekvencemi DNA zaruéujicimi lokalizaci
ve specifickém kompartmentu. Takové sekvence jsou znamy (viz napr. Braun
et al., EMBO J., 11, 1992, 3219-3227; Wolter et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 85, 1988, 846-850; Sonnewald et al., Plant J., 1, 1991, 95-106).
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Predkladany vynalez se tudiZz také tyka transgennich rostlinnych
bunék, které byly transformovany jednou nebo nékolika molekulami
nukleové kyseliny podle vynalezu, a také transgennich rostlinnych bunék
pochézejicich z takovych transformovanych bunék. Takové bunky obsahuji
jednu nebo nékolik molekul nukleové kyseliny podle vynalezu, které jsou
vyhodné spojeny sregulacnimi DNA prvky zarucujicimi transkripci
v rostlinnych bunikach, zejména s promotorem. Takové rostlinné bunky se
odliSuji od pfirozené se vyskytujicich rostlinnych bunék tim, Ze obsahuji
alespon jednu molekulu nukleové kyseliny podle vynalezu, ktera se v téchto
bunkach prfirozené nevyskytuje, nebo tim, Ze tato molekula je zavedena do
genomu bunky na misto, kde se prirozené nevyskytuje, tj. do jiné genomové
oblasti. »

Z transgennich rostlinnych bunék mohou byt regenerovany celé
rostliny pouzitim metod odbornikiim znamym. Pfedmét piedkladaného
vynalezu se tyka rostlin, které lze ziskat regeneraci transgennich rostlinnych
bunék podle vynalezu.

Dale se predmét vynalezu tyka rostlin obsahujicich transgenni
rostlinné bunky popsané vySe. Transgenni rostliny mohou byt v podstaté
rostliny jakéhokoli rostlinného druhu, tj. jak jednodélozné, tak dvoudélozné.
Vyhodné jsou to plodiny, zejména rostliny, které syntetizuji a/nebo ukladaji
Skrob, jako jsou pSenice, jeCmen, ryze, kukufice, fepa cukrovka, cukrova
trtina nebo brambory. Zejména vyhodné jsou rostliny ukladajici sacharézu.

Vynalez se také tyka rozmnozZovaciho materialu a produktd sklizné
rostlin podle vynalezu, napriklad ovoce, semen, hliz, podnozi, sadby, Fizka
apod. "

Transgenni rostlinné bunky a rostliny vynalezu syntetizuji fruktosylové
polymery s kratkym fetézcem diky expresi nebo dodateéné expresi alespon

jedné molekuly nukleové kyseliny podle vynalezu.
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Predmét vynalezu se proto také tyka fruktosylovych polymert
s kratkym fetézcem ziskatelnych z transgennich rostlinnych bunék a rostlin
podle vynalezu, jakoz i z rozmnozZovaciho materialu a produktu sklizné.

Transgenni rostlinné buiiky podle vynalezu mohou byt regenerovany
na celé rostliny metodami odbornikovi znamymi. Proto se predmét vynalezu
také tyka rostlin obsahujicich transgenni rostlinné bunky podle vynalezu.
Tyto rostliny jsou vyhodné plodiny, zejména rostliny, které syntetizuji
a/nebo ukladaji sacharézu a/nebo §krob. Zejména vyhodna je brambora.
Vynalez se také tyka rozmnozZovaciho materidlu rostlin podle vynalezu,
obzvlasté hliz.

Aby se v rostlinnych bunkach exprimovaly molekuly nukleové kyseliny
podle vynalezu v "sense" (tj. souhlasné s normalnim smyslem transkripce)
nebo “"antisense" (tj. proti sméru normalni transkripce) orientaci, jsou
spojeny s regulacnimi DNA prvky, které zarucuji transkripci v rostlinnych
bunkach. To jsou zejména promotory. V podstaté je pro expresi vhodny
Jjakykoliv promotor aktivni v rostlinnych bufikach.

Promotor muzZe byt vybran tak, Ze exprese se uskuteéni konstitutivné
nebo pouze v ur¢itém pletivu, na uréitém stupni vyvoje rostliny nebo v uréité
dobé urcené vnéjS§imi podnéty. Vzhledem k rostliné muze byt promotor
homologni nebo heterologni. Vhodné promotory jsou naptiklad promotor 35S
RNA zviru mozaiky kvétaku a ubichitinovy promotor z kukufice pro
konstitutivni expresi, zejména vyhodny je promotor genu patatinu B33
(Rocha-Sosa et al., EMBO J., 8, 1989, 23-29) pro expresi specifickou pro
hlizu u brambor nebo promotor zaruéujici pouze expresi ve fotosynteticky
aktivnim pletivu, napfiklad promotor ST-LS1 (Stockhaus et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 84, 1987, 7943-7947; Stockhaus et al., EMBO J., 8, 1989,
2445-2451), nebo expresi specifickou pro endosperm promotory HMG ze
pSenice, promotor USP, promotor faseolinu nebo promotory zeinovych genu

z kukufice.
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Kromé toho zde muze byt terminacni sekvence slouZici pro spravné
ukonceni transkripce, a také pfipojeni konce poly-A k transkriptu, cozZ je
funkce nutna pro stabilizaci transkript{l. Tyto prvky jsou popsany v odborné
literatufe (srov. Gielen et al., EMBO J., 8, 1989, 23-29) a mohou byt
libovolné zaménovany.

Pro zavadéni cizich geni do vySSich rostlin existuje velky podet
dostupnych klonovacich vektort obsahujicich replikacni signal pro E. coli
a genovy marker pro selekci transformovanych bakterialnich bunék. Priklady
téchto vektort jsou pBR322, vektory fady pUC, rady M13mp, pACYC184
apod. Pozadovana sekvence muze byt vloZena do vektoru ve vhodném
Stépném misté. Ziskany plazmid je vhodny pro transformaci bunék E. coli.
Transformované bunky E. coli jsou pak péstovany ve vhodném médiu, poté
jsou sklizeny a lyzovany. Plazmid je regenerovan. Jako analytické metody pro
charakterizaci regenerované plazmidové DNA se obvykle pouzivaji restrikéni
analyzy, gelové elektroforézy a dal§i biochemické nebo molekularné
biologické metody. Po kazdé manipulaci mazZe byt plazmidova DNA Stépena
aregenerované fragmenty DNA spojeny s dal§imi sekvencemi DNA. Kazda
plazmidova DNA sekvence muliZe byt klonovana do téhoZ nebo jiného
plazmidu.

Pro zavedeni DNA do rostlinné hostitelské buiky je dostupny velky
pocet metod. Tyto metody zahrnuji transformaci rostlinnych bunék s T-DNA
pomoci Agrobacterium tumefaciens nebo Agrobacterium rhizogenes jako
prostfedku transformace, fazi protoplasti, injekci, elektroporaci DNA,
zavedeni DNA prostfednictvim biolistickych metod, jakoz i dal§i moznosti.

Pro injekci a elektroporaci DNA do rostlinnych bunék nejsou na
pouzité plazmidy Zadné specifické pozadavky. Mohou byt pouzity jednoduché
plazmidy, jako jsou derivaty pUC. Jestli maji byt z takto transformovanych
bunék regenerovany celé rostliny, mél by se pouzit marker pro selekci.

V zavislosti na metodé pro zavedeni pozadovanych gent do rostlinné

bunky mohou byt nezbytné dalsi sekvence DNA. JestliZe je napriklad pro
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transformaci rostlinné bunky pouZit plazmid Ti nebo Ri, alespoii pravy
hranicni usek, ale ¢asto pravy a levy hranicni tsek T-DNA plazmidu Ti a Ri
musi byt pfipojen jako hranicni usek ke genum, které maji byt do bunky
zavedeny. |

Jestlize se pro transformaci pouzije Agrobacterium, musi byt zavadéna
DNA klonovana do specifickych plazmidu, a sice budto do intermediarniho
nebo do binarniho vektoru. Intermediarni vektory mohou byt integrovany
homologni rekombinaci do plazmidu Ti nebo Ri v Agrobacterium diky
sekvencim, které jsou homologni k sekvencim v T-DNA. Plazmid Ti nebo Ri
déale obsahuje usek vir nezbytny pro prenos T-DNA. Intermediarni vektory se
nemohou replikovat v Agrobacterium. Prostfednictvim pomocného (helper)
plazmidu muzZe byt intermediarni vektor pfenesen do Agrobacterium
tumefaciens (konjugaci). Binarni vektory se mohou replikovat jak v E. coli,
tak i v Agrobacterium. Obsahuji markerovy gen pro selekci a linker nebo
polylinker (klonovaci nebo mnohocetné klonovaci misto) ohranic¢eny pravym
a levym T-DNA hrani¢nim usekem. Mohou byt transformovany pfimo do
Agrobacterium (Holsters et al.,, Mol. Gen. Genet., 163, 1978, 181-187).
Agrobacterium slouzici jako hostitelskd bunka by mélo obsahovat plazmid
nesouci usek vir. Usek vir je nezbytny pro pfenos T-DNA do rostlinné buiiky.
Muze zde byt i dal§i T-DNA. Agrobacterium takto transformované se pak
pouzije pro transformaci rostlinnych bunék. Pouziti T-DNA pro transformaci
rostlinnych bunék bylo rozsahle zkouméano a popsano v dokumentech
EP-A-120 516; Hoekema: The Binary Plant Vector System, Offsetdrukkerij
Kanters B.V., Alblasserdam, 1985, Chapter V, Fraley et al., Crit. Rev. Plant.
Sci., 4, 1-46, a An et al.,, EMBO J., 4, 1985, 277-287.

Pro pfenos DNA do rostlinnych bunék se rostlinné explantaty kultivuji
spoleCné s Agrobacterium tumefaciens nebo Agrobacterium rhizogenes.
Z infikovaného rostlinného materidlu (jako jsou napf. kousky listl, Casti
stonku, kofeny, ale také protoplasty nebo rostlinné bunky kultivované

v suspenzi) mohou byt regenerovany celé rostliny ve vhodném médiu, které
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muzZe obsahovat antibiotika nebo Dbiocidni latky pro  selekci
transformovanych bunék. Rostliny ziskané timto zplUsobem mohou byt
testovany na pritomnost zavedené DNA. Jsou znamy dalsi moznosti zavadéni
cizorodé DNA za pouZziti biolistickych metod nebo transformaci protoplasti
(srov. napf. Willmitzer, L., 1993, Transgenic plants. In: Biotechnology,
A Multi-Volume Comprehensive Treatise (H.J. Rehm, G. Reed, A. Puahler,
P. Stadler, eds.), Vol. 2, 627-659, VCH Weinheim-New York-Basel-
Cambridge).

Alternativni systémy pro transformaci jednodéloznych rostlin jsou
transformace pomoci biolistického pfistupu, elektricky nebo chemicky
vyvolané zavedeni DNA do protoplastl, elektroporace ¢astecné
permeabilizovanych bunék, makroinjekce DNA do kvétd, mikroinjekce DNA
do mikrosp6ér a proembryi, introdukce DNA do Kklicicich pylovych zrn
a zavedeni DNA do embryi bobtnanim (prehled viz: Potrykus, Physiol. Plant,
1990, 269-273).

Zatimco transformace dvoudé€loznych rostlin  prostfednictvim
vektorového systému plazmidu Ti s pomoci Agrobacterium tumefaciens je
dobfe zavedena, novéjs§i vyzkumné prace naznacuji, ze také jednodélozné
rostliny jsou pristupné pro transformaci prostfednictvim vektord zaloZenych
na Agrobacterium (Chan et al., Plant Mol. Biol., 22, 1993, 491-506; Hiei et
al., Plant J., 6, 1994, 271-282; Bytebier et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84,
1987, 5345-5349; Raineri et al., Bio/Technology, 8, 1990, 33-38; Gould et
al., Plant Physiol., 95, 1991, 426-434; Mooney et al., Plant, Cell Tiss. & Org.
Cult., 25, 1991, 209-218; Li et al., Plant Mol. Biol., 20, 1992, 1037-1048).

Tfi z vy$e uvedenych transformacnich systémut mohou byt pouzity také
pro ruzné obilniny: elektroporace tkani, transformace protoplastll a pienos
DNA ostrelovanim regenerativni tkané a bunék casticemi (pfehled viz: Jihne

et al., Euphytica, 85, 1995, 35-44).
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V odborné literatuie byla také casto popisovana transformace pSenice
(pfehled viz: Maheshwari et al., Critical Reviews in Plant Science, 14(2),
1995, 149-178).

Vynalez se také tyka rostlin obsahujicich alespon jednu, ale vyhodné
velké mnozstvi bunék, obsahujicich vektorové systémy podle vynalezu nebo

derivaty ¢i jejich Casti, které jsou schopny syntetizovat enzymy pro produkci

.fruktosylovych polymer(l s kratkym fetézcem diky zavedeni vektorovych

systému, derivati nebo Casti vektorovych systémt podle vynalezu. Vynalez
také poskytuje rostliny mnoha raznych druht, rodi, celedi, fadt a tfid,
které jsou schopné syntetizovat enzymy pro produkci fruktosylovych
polymertl s kratkym fetézcem diky zavedenym vektorovym systémum nebo
derivatim nebo jejich Castem. ProtoZe znamé rostliny nejsou schopny
produkovat fruktosylové polymery skratkym fetézcem, je snadné
kontrolovat, zda byla metoda UspéSné provedena, napriklad
chromatografickou analyzou cukri obsahujicich fruktézu. Naproti tomu je
vyhodné, Ze nékolik mélo rostlin obsahuje fruktosylové polymery, protoze tim
jsou definované molekulové hmotnosti, tj. velikost fruktosylového polymeru
s kratkym Tfetézcem. Nadto je mozné lokalizace v rliznych bunéénych
kompartmentech a ruznych organech, jakoz 1 zvySeni exprese,
a tedy i vytézku.

V dalSim provedeni se vynalez tykd metod produkce fruktosylovych
polymert s kratkym fetézcem zahrnujicich:

a) kontakt sachardzy nebo ekvivalentniho substratu s SST podle
vynalezu za podminek umoziujicich konverzi na fruktosylové polymery
s kratkym fetézcem, a

b) ziskani fruktosylovych polymera tvofenych timto zptsobem.

Povaha vytvofenych fruktosylovych polymerd zavisi na enzymové
specifité fruktosyltransferazy. Kdyz je pouzita SST podle vynalezu, tvori se

nejspis kestoza, ale také nystdza a fruktosylnystoza.
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Kromé toho se vynalez tyka fruktosylovych polymert produkovanych
rostlinnou bunikou nebo rostlinou podle vynalezu nebo ziskanych
rozmnozovaciho materialu nebo produktl sklizné rostlin nebo rostlinnych
bunék podle vynalezu nebo ziskanych vySe popsanym zplisobem podle
vynalezu. Tyto fruktosylové polymery mohu byt vyhodné pouzity pro
produkei potravin, jako je pecivo nebo téstoviny. Vyhodné mohou byt tyto
fruktosylové polymery pouZity pro zvySeni viskozity vodnych systému, jako
detergenty, jako suspendujici ¢inidla nebo pro urychleni sedimentaéniho

procesu a komplexovani, ale také pro vazani vody.

Prehled obrazku

Obrazek 1: ukazuje konstrukci plazmidu pB33-cySST.

Vektor: pBinB33 (derivat pBinl9; Bevan, 1984, Nucl. Acidé Res., 12:
8711)

promotor: promotor B33 (Rocha-Sosa et al., 1989, EMBO J., 8: 23-29)

donor: Solanum tuberosum

kodujici asek: gen SST z Cynars scolymus

orientace: sense

terminator: polyadenylac¢ni signal z genu oktopinsyntetazy z A. tumefaciens,
plazmid pTiACHS (Gielen et al., 1984, EMBO J., 3: 835-846)

donator:  Agrobacterium tumefaciens

rezistence: kanamycin

Obrazek 2: ukazuje analyzu rozpustnych cukrii v hlizich transgennich
rostlin, které byly tvofeny za pouziti vektorového systému pB33-cySST.
Fruktosylové polymery skratkym fetézcem (zejména 1-kestdza) vytvofené

diky genetické modifikaci jsou oznaceny.
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Obrazek 3: ukazuje analyzu rozpustnych cukril v transgennich rostlinach,
které byly tvofeny za pouZiti vektorového systému pB33-cySST a p35S-

cySST, ve srovnani s rostlinami divokého typu.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Identifikace, izolace a charakterizace cDNA kodujici sacharézo-

fruktosyltransferazu zavislou na sacharoze z artyCoku (Cynare scolymus)

Z kvétnich disktd artyCoku byla izolovana celkova RNA (Sambrook
et al., viz vySe). Poly(A)* mRNA se izolovala za pouziti mRNA izola¢niho
systému PolyATtract (Promega Corporation, Madison, WI, USA).
Komplementarni DNA (cDNA) se syntetizovala z 5 pg této RNA pomoci
soupravy pro syntézu "ZAp-cDNA synthesis kit" od firmy Stratagene podle
instrukci vyrobce. Ziskalo se 2x106 nezavislych rekombinantnich fagu.
Amplifikovana c¢DNA knihovna se testovala obvyklymi metodami
pomoci fragmentu DNA znacCeného 32P a odpovidajiciho 3'-konci z 6-SFT
cDNA (Sprenger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92, 1995, 11652) o délce
392 bp. Tento fragment se ziskal pomoci RT-PCR (uzitim soupravy "RT-PCR
Kit", Stratagene, Heidelbe‘rg, Germany) z kompletni RNA z priméarnich listu

jeCmene indukovanych svétlem (72 hodin). Pozitivni klony se dale

analyzovaly.
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Priklad 2

Sekvencni analyza inzertu ¢cDNA plazmidu pCy21

Plazmidova DNA byla izolovana z klonu pCy21. Sekvence inzertu cDNA
se urcovala obvyklymi metodami pomoci dideoxynukleotidové metody
(Sanger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74, 1977, 5463-5467).

Inzert klonu pCy21 je DNA o délce 2055 bp. Nukleotidova sekvence je
uvedena v sekvenci id. ¢. 1. Odpovidajici aminokyselinova sekvence je
uvedena v sekvenci id. ¢. 2.

Sekvencni analyza a srovnani s jiz publikovanymi sekvencemi ukazaly,
ze sekvence uvedend v sekvenci id. ¢. 1 je nova a zahrnuje kodujici asek

vykazujici homologie s SST z jinych organisml.

Priklad 3

Priprava plazmidu pB33-cySST a zavedeni plazmidu do genomu brambory

Plazmid pB33-cySST obsahuje tfi fragmenty A, B a C v binarnim
vektoru pBinl9 (Bevan, 1984, Nucl. Acids Res., 12: 8711, modifikovano
podle Becker, 1990, Nucl. Acids Res., 18: 203) (srov. obr. 1). Fragment A
obsahuje promotor B33 patatinového genu b33 z brambory. Obsahuje
fragment Dral (pozice -1512 az pozice +14) patatinového genu B33 (Rocha-
Sosa et al.,, 1989, EMBO J., 8:23-29), ktery je vloZen mezi $tépna mista
EcoRI a Sacl polylinkeru z pBin19-Hyg. Fragment B obsahuje kédujici usek
sekvence uvedené v sekvenci id. ¢. 1. Fragment B byl ziskan jako fragment
Notl s tupymi konci zvektoru pBluescript SK, ve kterém je vlozen do
Stépného mista EcoRI prostfednictvim FEcoRI/Notl sekvence linkeru.

Fragment C obsahuje polyadenylacni signal genu 3 z T-DNA Ti plasmidu pTi
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ACH 5 (Gielen et al.,, 1984; EMBO J., 3, 835-846), nukleotidy 11749 -
11939, ktery byl izolovan jako fragment Pvu II-Hind III z plazmidu pAGV 40
(Herrera-Estrella et al., 1983, Nature, 303, 209 - 213) a klonovan mezi
Stépna mista Sphl a Hind III polylinkeru z pBinl19-Hyg po pfidani linkert
Sph I ke Stépnému mistu Pvull. Plazmid pB33-cySST ma velikost pfiblizné
14 kb. Tento plazmid byl zaveden do Agrobacterium (Hofgen and Willmitzer,
Nucleic Acids Res., 16, 1988, 9877).

Plazmid pB33-cySST byl zaveden do rostlin brambor prostfednictvim
genového prenosu vyvolaného Agrobacterium uzitim vySe popsanych
obvyklych metod. Celé rostliny byly regenerovany z transformovanych
bunék. Z regenerovanych rostlin byly ziskany enzymové extrakty a ty byly
testovany na pritomnost fruktosylovych polymerd. Analyza se provadéla jak
popisuje Roéber (Planta, 199, 528-536). Analyza hliz velkého poctu
transformovanych rostlin transformovanych timto vektorem jasﬁé ukazala
vyskyt fruktosylovych polymertd s kratkym fetézcem, zejména 1-kestozy,

ktery muze byt pfisouzen expresi genu SST podle vynéalezu (srov. obr. 2).

Priklad 4

Analyza rozpustnych cukrli u rostlin divokého typu a transgennich rostlin
obsahujicich SST

Byly pripraveny transgenni rostliny obsahujici vektory pB33-cySST
a 35S-cySST (majici kédujici tsek sekvence id. €. 1 pod kontrolou promotoru
35S) tak, jak je popsano v prikladu 3. Z transgennich rostlin a z rostlin
divokého typu se ziskaly extrakty a vySetfovaly se na pritomnost
fruktosylovych polymeru, viz pfiklad 3. Analyza HPAEC ukéazana na obrazku
3 dokazuje produkci oligofruktan(i. Vysledky jsou shrnuty v nasledujici

tabulce 1.



Tabulka 1

Rozpustné cukry (sachar6za a oligofruktan) u rostlin divokého typu (WT)

a transgennich rostlin

linie sacharéza 1-kestoza nystoza F-nystoza
WT 1 (Désirée) 2,09 - - -

WT 2 (Désirée) 1,67 - - -
B33-cySST 6 2,26 3,58 1,60 -
B33-cySST 54 5,13 3,06 2,90 0,23
35S-cySST 18 4,08 4,05 1,51 0,12
35S-cySST 22 4,80 4,14 2,19 <0,1

Hodnoty uvedeny v g cukru na kg Cerstvé hmotnosti

Jak je zjevné z obrazku 3 a tabulky 1, obsah fruktosylovych polymeru,

zejména 1-kestozy, pfevySuje obsah sacharozy. Tedy pokusy provedené podle

predkladaného vynalezu dokazuji pouzitelnost molekul nukleové kyseliny

vynalezu pro produkci fruktosylovych polymert v transgennich rostlinach.




SEZNAM SEKVENCIT

(2)

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 1:

22

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CisSLEM 1:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
DELKA: 2226 parQ bazi

(i1)

(vi)

(ix)

CCACCAC ATG

CTT
Leu
15

TCC
Ser

TGT
Cys

GAC
Asp

ACA
Thr

ACG
Thr
95

GAT
Asp

Met
1

CAG AAC
Gln Asn

CGA CCC
Arg Pro

GCT CTC
Ala Leu

GGC GGA
Gly Gly
65

GCG TCG
Ala Ser
80

AAT GCT
Asn Ala

AAG AAC
Lys Asn

TYP:

TYP VLAKNA:

TOPOLOGIE:

MOLEKULY:

cD

PUVODNI ZDROJ:
ORGANISMUS:

(A)

ZNAKY :

(A)
(B)

GCT
Ala

CCG
Pro

ACA
Thr

GTT
Val
50

GCT
Ala

CCA
Pro

GAG
Glu

TAC
Tyr

JMENO/OZNACENI: CDs

POZICE: 8..1918

TCC
Ser

CAA
Gln

CTC
Leu
35

GCT
Ala

Lys

Glu

GTT
Val

ATT
Ile
115

TCT
Ser

CAA
Gln
20

CTT
Leu

GTA
Val

ccc
Pro

GCT
Ala

GAG
Glu
100

AGC
Ser

ACC
Thr
5

CTC

Leu

TCT
Ser

ATC
Ile

TCC
Ser

GGT
Gly

TGG
Trp

GAT
Asp

ACC
Thr

GCC
Ala

GGG
Gly

CAC
His

TCC
Ser
70

TTG

Leu

CAA
Gln

CCT
Pro

nukleovd kyselina

jednoduché

NA

linearni

Cynara Scolymus

ACC CCA CTC CTC CCT

Thr

GGA
Gly

ATC
Ile

AAC
Asn
55

TCC
Ser

Lys

CGC
Arg

GAT
Asp

Pro

TCT
Ser

CTT
Leu
40

CAA
Gln

GCC
Ala

CGG
Arg

TCG
Ser

GGC
Gly
120

Leu Leu
10

CCG GCA
Pro Ala
25

GTT TCG
Val Ser

TCA CAG
Ser Gln

GCT ACC
Ala Thr

TTT CCC
Phe Pro
90

GCT TAC
Ala Tyr
105

CCA ATG
Pro Met

Pro

GCT
Ala

GTC
Val

CAA
Gln

ACC
Thr
75

ATT
Ile

CAT
His

TAT
Tyr

CAC
His

CAT
His

CTA
Leu

CCC
Pro
60

ACC
Thr

GAG
Glu

TTT
Phe

CAC
His

CAC
His

CGT
Arg

GTC
Val
45

TAC
Tyr

TTC
Phe

TTG
Leu

CAG
Gln

ATG
Met
125

CAC
His

CTA
Leu
30

ATC
Ile

CAT
His

CCA
Pro

Lys

CcCccC
Pro
110

GGG
Gly

49

97

145

193

241

289

337

385



TGG
Trp

Asn

CAT
His

GTC
Val
175

CTC
Leu

TAT
Tyr

GAG
Glu

TTT
Phe

ATG
Met
255

TAC
Tyr

CAC
His

GTA
Val

AAT
Asn

TGG
Trp
335

TAT
Tyr

ATC
Ile

CTC
Leu
160

ATG
Met

TAC
Tyr

GCC
Ala

GGA
Gly

CGG
Arg
240

GTA
Val

CAT
His

GCC
Ala

TCC
Ser

GTG
Val
320

TAT
Tyr

CAT
His

ACA
Thr
145

ccc
Pro

ACC
Thr

ACC
Thr

GTC
Val

AAT
Asn
225

GAC
Asp

ATG
Met

ACC
Thr

GTT
Val

ACC
Thr
305

AAG
Lys

GCG
Ala

CTC
Leu
130

TGG
Trp

TTC
Phe

GGC
Gly

GGC
Gly

AAC
Asn
210

cCccC
Pro

CCA
Pro

GGG
Gly

ACT
Thr

CcCcC
Pro
290

ACG
Thr

CAT
His

CTC
Leu

TTC
Phe

GGC
Gly

GCC
Ala

TCC
Ser

AAC
Asn
195

TCG
Ser

ATC
Ile

TCT
Ser

TCC
Ser

AAT
Asn
275

CAC

His

CAC
His

GTG
Val

GGG
Gly

TAT
Tyr

CAC
His

ATG
Met

GCC
Ala
180

GCG
Ala

TCT
Ser

TTG
Leu

ACA
Thr

Lys
260

TTT
Phe

ACG
Thr

ACA
Thr

TTG
Leu

ACT
Thr
340

CAG
Gln

TCC
Ser

GTC
Val
165

ACC
Thr

TAC
Tyr

GAT
Asp

TTC
Phe

CTG
Leu
245

CAT
His

ACG
Thr

GGT
Gly

AAC

Asn

Lys
325

TAT
Tyr

TAC
Tyr

GTA
Val
150

CCT
Pro

GTC
Val

GAT
Asp

CCC
Pro

CCA
Pro
230

TGG
Trp

AAC
Asn

CAT
His

ATG
Met

GGG
Gly
310

CAA
Gln

GAC
Asp

23

AAT
Asn
135

TCC
Ser

GAC
Asp

CTC
Leu

CTC
Leu

CTC
Leu
215

CCT
Pro

TTG
Leu

GAG
Glu

TTC
Phe

TGG
Trp
295

TTG

Leu

AGT
Ser

GTC
Val

CCA
Pro

Lys

CAA
Gln

CCT
Pro

TCG
Ser
200

CTC
Leu

CCT
Pro

GGT
Gly

ACC
Thr

GAG
Glu
280

GAA
Glu

GAC
Asp

GGG
Gly

GTG
Val

GAG
Glu

GAC
Asp

TGG
Trp

GAC
Asp
185

CAA
Gln

CTC
Leu

GGG
Gly

ccc
Pro

ATC
Ile
265

CTC
Leu

TGT
Cys

ATG
Met

GAT
Asp

AAT
Asn
345

TCT
Ser

ATG
Met

TAC
Tyr
170

GGT
Gly

CTG
Leu

GAT
Asp

GTG
Val

GAT
Asp
250

GGT
Gly

AAG
Lys

GTG
Val

GTG
Val

GAA
Glu
330

GAT
Asp

GCC
Ala

ATC
Ile
155

GAT
Asp

CAG
Gln

CAA
Gln

TGG
Trp

GGA
Gly
235

GGT
Gly

TGT
Cys

GAA
Glu

GAT
Asp

GAT
Asp
315

GAT
Asp

AAG
Lys

ATC
Ile
140

AAC
Asn

ATC
Ile

ATC
Ile

TGC
Cys

Lys
220

TAC
Tyr

GAA
Glu

GCC
Ala

GAG
Glu

CTT
Leu
300

AAC

Asn

CGA
Arg

TGG
Trp

TGG
Trp

TGG
Trp

GAA
Glu

ATC
Ile

TTA
Leu
205

AAG
Lys

AAG
Lys

TAC
Tyr

TTG
Leu

GTG
Val
285

TAT
Tyr

GGG
Gly

CAT
His

TAT
Tyr

GGG
‘Gly

TTC
Phe

GGT
Gly

ATG
Met
190

GCA
Ala

TAC
Tyr

GAT

Asp

AGA
Arg

ATT
Ile
270

CTT
Leu

CCG
Pro

CCG
Pro

GAT
Asp

CCA
Pro
350

433

481

529

577

625

673

721

769

817

865

913

961

1009

1057



GAT
Asp

Lys

GTC
Val

TAC
Tyr

GAC
Asp
415

GAA
Glu

Lys

GAT
Asp

CTT
Leu

GGG
Gly
495

GAA
Glu

GAT
Asp

Asn

CcTA
Leu

GAC
Asp

TTT
Phe

CTT
Leu

AAG
Lys
400

ACG
Thr

AAC
Asn

CCG
Pro

ATA
Ile

GAA
Glu
480

AGA
Arg

CGA
Arg

GGA
Gly

GAT
Asp

GAA
Glu
560

CCT
Pro

TAT
Tyr

TGG
Trp
385

GGA
Gly

Lys

TTG
Leu

GGA
Gly

ACT
Thr
465

GCC
Ala

GGG
Gly

TCT
Ser

TCC
Ser

GTA
Val
545

GGC
Gly

GAA
Glu

GCG
Ala
370

GGT
Gly

TGG
Trp

ACG
Thr

AGA
Arg

TCA
Ser
450

GCG
Ala

GAT
Asp

GTG
Val

GAG
Glu

TCA
Ser
530

GAC
Asp

GAA
Glu

AAC
Asn
355

TCA

Ser

TAC
Tyr

GCT
Ala

AAT
Asn

TCG
Ser
435

CTG
Leu

ACA
Thr

GTT
Val

TTG
Leu

CAA
Gln
515

Lys

ATA
Ile

Lys

GAT
Asp

AAG
Lys

GTT
Val

AAC
Asn

ACC
Thr
420

AAT
Asn

ATT
Ile

TTC
Phe

TTG
Leu

GGG
Gly
500

CTT

Leu

ACT
Thr

GGG
Gly

TTC
Phe

GTG
vVal

ACG
Thr

GGA
Gly

ATT
Ile
405

AAT
Asn

Lys

CCG
Pro

GAA
Glu

TTC
Phe
485

CCA
Pro

CCT
Pro

TAC
Tyr

Lys

AAC

Asn
565

GGT
Gly

TTC
Phe

GAA
Glu
390

TTG
Leu

TTG
Leu

TAC
Tyr

CTC
Leu

GTT
Val
470

AAT
Asn

TTT
Phe

GTG
Val

TTC
Phe

TGG
Trp
550

ATG
Met

24

ATC
Ile

TAC
Tyr
375

ACC
Thr

AAC
Asn

ATT
Ile

AAT
Asn

GAG
Glu
455

GAT
Asp

TGT
Cys

GGA
Gly

TAT
Tyr

TGT
Cys
535

GTG
Val

AGG
Arg

GGG
Gly
360

GAC

Asp

GAT
Asp

ATT
Ile

CAA
Gln

GAA
Glu
440

ATA
Ile

CAA
Gln

ACG

_Thr

CTG
Leu

TTC
Phe
520

GCC
Ala

TAC
Tyr

TTG
Leu

TTA
Leu

CAA
Gln

Cccc
Pro

CCA
Pro

TGG
Trp
425

TTC
Phe

GGC
Gly

ACG
Thr

ACC
Thr

GTG
Val
505

TAT
Tyr

GAT
Asp

GGA
Gly

CTG
Leu

AGA
Arg

CAT
His

CCT
Pro

AGG
Arg
410

CCA
Pro

Lys

ACA
Thr

ATG
Met

AGT
Ser
490

GTT
Val

ATA
Ile

GAA
Glu

AGC
Ser

GTG
Val
570

TAC
Tyr

AAG
Lys

Lys
395

ACC
Thr

ATT
Ile

GAC
Asp

GCA
Ala

TTG
Leu
475

GAA
Glu

CTA
Leu

GCA
Ala

TCA
Ser

AGT
Ser
555

GAT
Asp

GAT TTC
Asp Phe
365

AAG AGA
Lys Arg
380

TAC GAC
Tyr Asp

ATA GTT
Ile Val

GCG GAA
Ala Glu

GTG GAG
Val Glu
445

ACA CAG
Thr Gln
460

GAA TCG
Glu Ser

GGT TCA
Gly Ser

GCT GAT
Ala Asp

AAA GAC
Lys Asp
525

AGA TCA
Arg Ser
540

GTT CCT
Val Pro

CAT TCA
His Ser

GGA
Gly

CGG
Arg

GTT
Val

TTG
Leu

GTC
Val
430

CTG
Leu

TTG
Leu

ACG
Thr

GCC
Ala

GCC
Ala
510

ACC
Thr

TCG
Ser

GTT
Val

ATT
Ile

1105

1153

1201

1249

1297

1345

1393

1441

1489

1537

1585

1633

lesl

1729



. L ) . L] LN J *
[ . L] LN L]
. * v o L *ee ¢
L] - . L] *
[ XXX ) .o o ‘e
25
GTC GAA GGC TTC GCA CAA GGA GGC AGA ACG GTG GTG ACA TCA AGA GTG 17717
Val Glu Gly Phe Ala Gln Gly Gly Arg Thr Val Val Thr Ser Arg Val
575 580 585 590
TAT CCG GCG AAG GCG ATC TAC GGC GCT GCA AAG TTA TTT TTG TTC AAC 1825
Tyr Pro Ala Lys Ala Ile Tyr Gly Ala Ala Lys Leu Phe Leu Phe Asn
595 600 605
AAC GCC ACC GGA ATC AGC GTG AAG GCA TCT CTC AAG ATC TGG AAA ATG 1873
Asn Ala Thr Gly Ile Ser Val Lys Ala Ser Leu Lys Ile Trp Lys Met
610 615 620
AAG GAA GCA CAA CTG GAT CCA TTC CCT CTT TCT GGA TGG AGT TCT 1918
Lys Glu Ala Gln Leu Asp Pro Phe Pro Leu Ser Gly Trp Ser Ser
625 630 635
TGATGATGAT GATGATTAAG AACTCATTTC ATGAAGATGA TGATTAAGAA CTCATTTCAT 1978
GATGATGATG ATGATTCCAG TTTATATGCG TACCCTGTTC CCTTTACCTG TATGTGGTGG 2038
TGGTGGTGAA ATATGGTTAG CATGATTCCG GGTTGGCGAG GGCAATATGG TAATTTACTA 2098
TCGCTGTAGT AGTACTCCAC TTGTGAGATT ATATTTCATA AATTCAATTA TTATTCCTGT 2158
TTACAACCTT TTTCATTGTA TCATACCACC CATTGAATCC CATCATGTTC AATTAGTGTT 2218
GCAAAAAA 2226
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 2:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 637 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(D) TOPOLOGIE: lineédrni
(ii) TYP MOLEKULY: protein
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 2:
Met Ala Ser Ser Thr Thr Thr Pro Leu Leu Pro His His His Leu Gln
1 5 10 15
Asn Pro Gln Gln Leu Ala Gly Ser Pro Ala Ala His Arg Leu Ser Arg
20 25 30
Pro Thr Leu Leu Ser Gly Ile Leu Val Ser Val Leu Val Ile Cys Ala

35

40

45



Leu

Gly

65

Ser

Ala

Asn

His

Thr

145

Pro

Thr

Thr

Val

Asn

225

Asp

Met

Thr

Val

Thr

305

Lys

Val

50

Ala

Pro

Glu

Tyr

Leu

130

Trp

Phe

Gly

Gly

Asn

210

Pro

Pro

Gly

Thr

Pro

290

Thr

His

Ala

Lys

Glu

Val

Ile

115

Phe

Gly

Ala

Ser

Asn

195

Ser

Ile

Ser

Ser

Asn

275

His

His

Val

Val

Pro

Ala

Glu

100

Ser

Tyr

His

Met

Ala

180

Ala

Ser

Leu

Thr

Lys

260

Phe

Thr

Thr

Leu

Ile

Ser

Gly

Trp

Asp

Gln

Ser

Val

165

Thr

Tyr

Asp

Phe

Leu

245

His

Thr

Gly

Asn

Lys

His
Ser

70
Leu
Gln
Pro
Tyr
vVal
150
Pro
Val
Asp
Pro
Pro
230
Trp
Asn
His
Met
Gly

310

Gln

Asn

55

Ser

Lys

Arg

Asp

Asn

135

Ser

Asp

Leu

Leu

Leu

215

Pro

Leu

Glu

Phe

Trp

295

Leu

Ser

Gln

Ala

Arg

Ser

Gly

120

Pro

Lys

Gln

Pro

Ser

200

Leu

Pro

Gly

Thr

Glu

280

Glu

Asp

Gly

26

Ser

Ala

Phe

Ala

105

Pro

Glu

Asp

Trp

Asp

185

Gln

Leu

Gly

Pro

Ile

265

Leu

Cys

Met

Asp

Gln

Thr

Pro

90

Tyr

Met

Ser

Met

Tyr

170

Gly

Leu

Asp

val

Asp

250

Gly

Lys

Val

Val

Glu

Gln

Thr

75

Ile

His

Tyr

Ala

Ile

155

Asp

Gln

Gln

Trp

Gly

235

Gly

Cys

Glu

Asp

Asp

315

Asp

Pro

60

Thr

Glu

Phe

His

Ile

140

Asn

Ile

Ile

Cys

Lys

220

Tyr

Glu

Ala

Glu

Leu

300

Asn

Arg

Tyr

Phe

Leu

Gln

Met

125

Trp

Trp

Glu

Ile

Leu

205

Lys

Lys

Tyr

Leu

Val

285

Tyr

Gly

His

His

Pro

Lys

Pro

110

Gly

Gly

Phe

Gly

Met

190

Ala

Tyr

Asp

Arg

Ile

270

Leu

Pro

Pro

Asp

Asp

Thr

Thr

95

Asp

Trp

Asn

His

Val

175

Leu

Tyr

Glu

Phe

Met

255

Tyr

His

Val

Asn

Trp

Gly

Ala

80

Asn

Lys

Tyr

Ile

Leu

160

Met

Tyr

Ala

Gly

Arg

240

Val

His

Ala

Ser

Val

320

Tyr



Ala

Pro

Tyr

Trp

385

Gly

Lys

Leu

Gly

Thr

465

Ala

Gly

Ser

Ser

Val

545

Gly

Gly

Ala

Leu

Glu

Ala

370

Gly

Trp

Thr

Arg

Ser

450

Ala

Asp

Val

Glu

Ser

530

Asp

Glu

Phe

Lys

Gly

Asn

355

Ser

Tyr

Ala

Asn

Ser

435

Leu

Thr

val

Leu

Gln

515

Lys

Ile

Lys

Ala

Ala
595

Thr
340

Asp

Lys

Val

Asn

Thr

420

Asn

Ile

Phe

Leu

Gly

500

Leu

Thr

Gly

Phe

Gln

580

Ile

325

Tyr

vVal

Thr

Gly

Ile

405

Asn

Lys

Pro

Glu

Phe

485

Pro

Pro

Tyr

Lys

Asn

565

Gly

Tyr

Asp
Gly
Phe
Glu
390
Leu
Leu
Tyr
Leu
Val
470
Asn
Phe
vVal
Phe
Trp
550
Met

Gly

Gly

val

Ile

Tyr

375

Thx

Asn

Ile

Asn

Glu

455

Asp

Cys

Gly

Tyr

Cys

535

Val

Arg

Arg

Ala

Val

Gly

360

Asp

Asp

Ile

Gln

Glu

440

Ile

Gln

Thr

Leu

Phe

520

Ala

Tyr

Leu

Thr

Ala
600

27

Asn

345

Leu

Gln

Pro

Pro

Trp

425

Phe

Gly

Thr

Thr

Val

505

Tyr

Asp

Gly

Leu

Val

585

Lys

330

Asp

Arg

His

Pro

Arg

410

Pro

Lys

Thr

Met

Ser

490

Val

Ile

Glu

Ser

Val

570

Val

Leu

Lys

Tyr

Lys

Lys

395

Thr

Ile

Asp

Ala

Leu

475

Glu

Leu

Ala

Ser

Ser

555

Asp

Thr

Phe

Trp

Asp

Lys

380

Tyr

Ile

Ala

Val

Thr

460

Glu

Gly

Ala

Lys

Arg

540

Val

His

Ser

Leu

Tyr

Phe

365

Arg

Asp

Val

Glu

Glu

445

Gln

Ser

Ser

Asp

Asp

525

Ser

Pro

Ser

Arg

Phe
605

Pro

350

Gly

Arg

Val

Leu

Val

430

Leu

Leu

Thr

Ala

Ala

510

Thr

Ser

Val

Ile

Val

590

Asn

335

Asp

Lys

Val

Tyr

Asp

415

Glu

Lys

Asp

Leu

Gly

495

Glu

Asp

Asn

Leu

vVal

575

Tyr

Asn

Asp

Phe

Leu

Lys

400

Thr

Asn

Pro

Ile

Glu

480

Arg

Arg

Gly

Asp

Glu

560

Glu

Pro

Ala




*ove

28

Thr Gly Ile Ser Val Lys Ala Ser Leu Lys Ile Trp Lys Met Lys Glu
610

615 620

Ala Gln Leu Asp Pro Phe Pro Leu Ser Gly Trp Ser Ser

625

630 635

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CIiSLEM 3:

(

(

(x1)

ATG GCA
Met Ala

AAT CCT
Asn Pro
655

CCT ACT
Pro Thr
670

TTG GTC
Leu Val

GGT GCC
Gly Ala

AGC CCT
Ser Pro

i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

ix)

(A) DELKA: 1911 péart bazi

(B) TYP: nukleotid

(C) TYP VLAKNA: jednoduché

(D) TOPOLOGIE: lineédrni

TYP MOLEKULY: jinéd nukleové& kyselina
(A) POPIS: /popis = ,synteticka DNAY
ZNAKY :

(A) JMENO/OZNACENI: CDS

(B) POZICE: 1..1911

POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 3:

AGC
Ser
640

CAG
Gln

CTT
Leu

GCA
Ala

Lys

GAA
Glu
720

TCT
Ser

CAG
Gln

TTG
Leu

GTT
Val

CCT
Pro
705

GCA
Ala

ACG ACT ACA CCG TTG TTA CCG CAC CAC CAT TTG CAG
Thr Thr Thr Pro Leu Leu Pro His His His Leu Gln
645 ] 650

TTG GCT GGA AGT CCA GCT GCA CAC AGG TTG AGT CGT
Leu Ala Gly Ser Pro Ala Ala His Arg Leu Ser Arg
660 665

AGT GGT ATA TTG GTA AGT GTA CTG GTC ATC TGC GCA 144

Ser Gly Ile Leu Val Ser Val Leu Val Ile Cys Ala
675 680 685

ATA CAT AAT CAG TCT CAA CAG CCA TAC CAT GAT GGT 192

Ile His Asn Gln Ser Gln Gln Pro Tyr His Asp Gly
690 695 700

AGC TCT AGC GCT GCC ACG ACT ACT TTT CCT ACA GCC 240

Ser Ser Ser Ala Ala Thr Thr Thr Phe Pro Thr Ala
710 715

GGA TTG AAA AGA TTC CCT ATC GAA CTC AAG ACC AAC 288

Gly Leu Lys Arg Phe Pro Ile Glu Leu Lys Thr Asn
725 730

.
s e



GCA
Ala

AAC
Asn
750

CAC
His

ACT
Thr

CCA
Pro

ACT
Thr

ACC
Thr
830

GTT
Val

AAT
Asn

GAT
Asp

ATG
Met

ACG
Thr
910

GTT
Val

ACT
Thr

GAA
Glu
735

TAT
Tyr

TTA
Leu

TGG
Trp

TTT
Phe

GGA
Gly
815

GGT
Gly

AAT
Asn

CCG
Pro

CccC
Pro

GGC
Gly
895

ACA
Thr

CCT
Pro

ACT
Thr

GTC
Val

ATC
Ile

TTC
Phe

GGT
Gly

GCG
Ala
800

AGC
Ser

AAT
Asn

AGC
Ser

ATT
Ile

AGT
Ser
880

AGC
Ser

AAC
Asn

CAC
His

CAT
His

GAG
Glu

TCA
Ser

TAC
Tyr

CAT
His
785

ATG
Met

GCA
Ala

GCA
Ala

AGC
Ser

CTC
Leu
865

ACT
Thr

Lys

TTC
Phe

ACA
Thr

ACG
Thr
945

TGG
Trp

GAC
Asp

CAA
Gln
770

AGC
Ser

GTC
Val

ACT
Thr

TAC
Tyr

GAC
Asp
850

TTT
Phe

CTC
Leu

CAC
His

ACG
Thr

GGA
Gly
930

AAT
Asn

CAG
Gln

CCA
Pro
755

TAT
Tyr

GTT
Val

CCA
Pro

GTT
Val

GAC
Asp
835

CCC
Pro

CCG
Pro

TGG
Trp

AAT
Asn

CAC
His
915
ATG
Met

GGC
Gly

AGA
Arg
740

GAC
Asp

AAT
Asn

AGC
Ser

GAT
Asp

TTG
Leu
820

TTG

Leu

TTG
Leu

CCT
Pro

cTcC
Leu

GAA
Glu
900

TTC

Phe

TGG
Trp

TTG
Leu

AGT
Ser

GGG
Gly

CCA
Pro

AAG
Lys

CAA
Gln
805

CCA
Pro

AGT
Ser

TTG
Leu

CCT
Pro

GGT
Gly
885

ACA
Thr

GAG
Glu

GAG
Glu

GAT
Asp

29

GCA
Ala

CCT
Pro

GAG
Glu

GAT
Asp
790

TGG
Trp

GAC
Asp

CAG
Gln

CTC
Leu

GGC
Gly
870

CCA
Pro

ATC
Ile

CTC
Leu

TGC
Cys

ATG
Met
950

TAC
Tyr

ATG
Met

AGT
Ser
775

ATG
Met

TAT
Tyr

GGA
Gly

TTG
Leu

GAT
Asp
855

GTC
Val

GAC
Asp

GGG
Gly

AAG
Lys

GTC
Val
935

GTC
Val

CAC
His

TAC
Tyr
760

GCA
Ala

ATT
Ile

GAT
Asp

CAG
Gln

CAG
Gln
840

TGG
Trp

GGA
Gly

GGA
Gly

TGC
Cys

GAA
Glu
920

GAC
Asp

GAC
Asp

TTC
Phe
745

CAT
His

ATA
Ile

AAT
Asn

ATT
Ile

ATC
Ile
825

TGT
Cys

AAG
Lys

TAT
Tyr

GAG
Glu

GCA
Ala
905

GAA
Glu

TTA
Leu

AAT
Asn

CAG
Gln

ATG
Met

TGG
Trp

TGG
Trp

GAG
Glu
810

ATT
Ile

CTC
Leu

AAG
Lys

Lys

TAC
Tyr
890

CTC

Leu

GTC
Val

TAT
Tyr

GGT
Gly

CCA
Pro

GGT
Gly

GGA
Gly

TTT
Phe
795

GGC
Gly

ATG
Met

GCC
Ala

TAC
Tyr

GAT
Asp
875

CGT
Arg

ATC
Ile

TTA
Leu

CcCccC
Pro

CCC
Pro
955

GAT
Asp

TGG
Trp

AAT
Asn
780

CAC
His

GTT
Val

TTG
Leu

TAT
Tyr

GAG
Glu
860

TTC
Phe

ATG
Met

TAT
Tyr

CAC
His

GTC
Val
940

AAC
Asn

AAG
Lys

TAC

Tyr .

765
ATA
Ile

TTG
Leu

ATG
Met

TAT
Tyr

cee

Ala
845

GGC
Gly

AGA
Arg

GTC
Val

CAC
His

GCT
Ala
925

AGT

Ser

GTC
Val

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

8le

864

912

960




Lys

GCT
Ala

CCC
Pro
990

TAC
Tyr

TGG
Trp

GGT
Gly

AAG
Lys

TTA
Leu

1070

GGA
Gly

ACC
Thr

GCG
Ala

GGA
Gly

AGC
Ser

1150

CAT GTC
His Val
960

TTA GGT
Leu Gly
975

GAG AAC
Glu Asn

GCC AGT
Ala Ser

GGA TAC
Gly Tyr

CTC
Leu

ACA
Thr

GAC
Asp

AAA
Lys

GTC
Val
1025

AAG
Lys

TAT
Tyr

GTC
Val

ACA
Thr
1010

GGC
Gly

TGG GCA AAT ATC
Trp Ala Asn Ile

1040

ACA AAC
Thr Asn
1055

CGT AGC
Arg Ser

AGT TTG
Ser Leu

GCT ACT
Ala Thr

GAC GTA
Asp Val
1120

GTC CTT
Val Leu
1135

GAG CAG
Glu Gln

ACG
Thr

AAC
Asn

ATT
Ile

TTT
Phe
1105

TTA
Leu

GGT
Gly

TTG
Leu

TCC AGC AAG ACA

Ser

Ser Lys

Thr

AAC
Asn

AAA
Lys

CCG
Pro
1090

GAG
Glu

TTT
Phe

CCA
Pro

CCC
Pro

CAG
Gln

GAC
Asp

GGA
Gly
995

TTC
Phe

GAG
Glu

CTC
Leu

CTC
Leu

TAC
Tyr
1075

TTA

Leu

GTC
Val

AAC
Asn

TTC
Phe

TCC
Ser

GTC
Val
980

ATT
Ile

TAC
Tyr

ACG
Thr

AAC
Asn

ATA
Ile

1060

AAC
Asn

GAA
Glu

GAT
Asp

TGT
Cys

GGA
Gly

1140

GGC
Gly
965

GTC
Val

GGC
Gly

GAT
Asp

GAC
Asp

ATA
Ile

1045

CAG
Gln

GAG
Glu

ATC
Ile

CAG
Gln

ACC
Thr

1125

CTT
Leu

30

GAC
Asp

AAC
Asn

CTT
Leu

CAG
Gln

GAG
Glu

GAC
Asp

CGT
Arg

CAC
His
1015

GAC
Asp

AMD
Lys

TAC
Tyr
1000

AAA
Lys

CCG CCC AAA

Pro

1030

CCT
Pro

TGG
Trp

TTC
Phe

GGT
Gly

AcCC
Thr

1110

ACA
Thr

GTC
Val

GTC TAT TTT TAC
Val Tyr Phe Tyr

1155

TAC TTC TGC GCA GAT
Tyr Phe Cys Ala Asp

1170

Pro

CGC
Arg

CCT
Pro

AAG
Lys

ACT
Thr
1095

ATG
Met

TCC
Ser

GTC
Val

ATT
Ile

Lys

ACT
Thr

ATT
Ile

GAT
Asp
1080

GCT
Ala

CTC
Leu

GAG
Glu

TTA
Leu

GCC
Ala
1160

AGG
Arg

TGG
Trp
985

GAC
Asp

AAA
Lys

TAC
Tyr

ATT
Ile

GCC
Ala
1065

GTG
Val

ACT
Thr

GAG
Glu

GGG
Gly

GCG
Ala
1145

AAG
Lys

CAC
His
970
TAT
Tyr

TTC
Phe

CGT
Arg

GAT
Asp

GTC
Val

GAC
Asp

ccce
Pro

GGC
Gly

CGT
Arg

GTC
Val

TGG
Trp

GAC
Asp

AAG
Lys

GTT
Val
102

TAC
Tyr

1035

CcTC
Leu

1050

GAG
Glu

GAA
Glu

CAA
Gln

AGT
Ser

AGC
Ser
1130

GAC
Asp

GAC
Asp

GAG TCC CGC AGC
Glu Ser Arg Ser

1175

GTG
val

TTG
Leu

CTC
Leu

ACC
Thr

GAT
Asp

GAG
Glu

AAG
Lys

GAC
Asp

TAC
Tyr

GAT
Asp

TTC
Phe
1005

TTA
Leu
0

AAA
Lys

ACG
Thr

AAT

Asn

CCT
Pro
1085

ATC
Ile

1100

TTA
Leu

1115

GCA
Ala

GCA
Ala

ACC
Thr

AGC
Ser

GGT
Gly

GAA
Glu

GAC
Asp

AAC
Asn
118

GAA
Glu

CGC
Arg

AGA
Arg

GGT
Gly
1165

GAC
Asp
0

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632




GTC
Val

GGA
Gly

GGC
Gly

GCT
Ala

1230

ACA
Thr

GCT
Ala

(2)

GAT ATC GGC AAG TGG GTC TAT
Asp Ile Gly Lys Trp Val Tyr
1185

GAG AAA TTT AAC ATG CGC CTG
Glu Lys Phe Asn Met Arg Leu

1200 1205

TTC GCT CAG GGT GGC CGT ACT
Phe Ala Gln Gly Gly Arg Thr
1215 1220

AAA GCC ATA TAT GGG GCA GCC
Lys Ala Ile Tyr Gly Ala Ala
1235

GGC ATA TCA GTC AAA GCC AGC
Gly Ile Ser Val Lys Ala Ser
1250

CAG TTG GAC CCG TTT CCA TTA
Gln Leu Asp Pro Phe Pro Leu
1265

31

GGT TCG
Gly Ser
1190

CTT GTC
Leu Val

GTC GTA
Val Val

AAA CTC
Lys Leu

TTA AAA
Leu Lys

TCA GTC
Ser Val

GAC CAC
Asp His

ACC AGT
Thr Ser
1225

CCA GTG TTG GAG
Pro Val Leu Glu

1195

AGC ATC GTC GAA
Ser Ile Val Glu

1210

CGT GTC TAC CCT
Arg Val Tyr Pro

TTC CTC TTT AAT AAT GCC
Phe Leu Phe Asn Asn Ala

1240

1245

ATT TGG AAA ATG AAA GAG
Ile Trp Lys Met Lys Glu

1255

AGC GGC TGG TCT AGC
Ser Gly Trp Ser Ser

1270

1260

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 4:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 637 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(D) TOPOLOGIE: linearni

(1ii) TYP MOLEKULY: protein

1680

1728

1776

1824

1872

1911

(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 4:

Met

Asn

Pro

Leu

Gly
65

Ala Ser Ser Thr Thr Thr Pro Leu

5

Pro Gln Gln Leu Ala Gly Ser Pro

20

25

Thr Leu Leu Ser Gly Ile Leu Val

35

40

Val Ala Val Ile His Asn Gln Ser

50 55

Ala Lys Pro Ser Ser Ser Ala Ala

70

Leu Pro

10

Ala Ala

Ser Val

Gln Gln

Thr Thr
75

His

His

Leu

Pro

60

Thr

His His Leu
15

Arg Leu Ser
30

Val Ile Cys
45

Tyr His Asp

Phe Pro Thr

Gln

Arg

Ala

Gly

Ala
80



Ser

Ala

Asn

His

Thr

145

Pro

Thr

Thr

Val

Asn

225

Asp

Met

Thr

Val

Thr

305

Lys

Ala

Pro
Glu
Tyr
Leu
130
Trp
Phe
Gly
Gly
Asn
210
Pro
Pro
Gly
Thr
Pro
290
Thr
His

Leu

Glu

Val

Ile

115

Phe

Gly

Ala

Ser

Asn

195

Ser

Ile

Ser

Ser

Asn

275

His

His

Val

Gly

Ala

Glu

100

Ser

Tyr

His

Met

Ala

180

Ala

Ser

Leu

Thr

Lys

260

Phe

Thr

Thr

Leu

Thr
340

Gly

85

Trp

Asp

Gln

Ser

Val

165

Thr

Tyr

Asp

Phe

Leu

245

His

Thr

Gly

Asn

Lys

325

Tyr

Leu

Gln

Pro

Tyr

Val

150

Pro

Val

Asp

Pro

Pro

230

Trp

Asn

His

Met

Gly

310

Gln

Asp

Lys

Arg

Asp

Asn

135

Ser

Asp

Leu

Leu

Leu

215

Pro

Leu

Glu

Phe

Trp

295

Leu

Ser

Val

Arg

Ser

Gly

120

Pro

Lys

Gln

Pro

Ser

200

Leu

Pro

Gly

Thr

Glu

280

Glu

Asp

Gly

Val

32

Phe

Ala

105

Pro

Glu

Asp

Trp

Asp

185

Gln

Leu

Gly

Pro

Ile

265

Leu

Cys

Met

Asp

Asn
345

Pro

90

Tyr

Met

Ser

Met

Tyr

170

Gly

Leu

Asp

vVal

Asp

250

Gly

Lys

Val

Val

Glu

330

Asp

Ile

His

Tyr

Ala

Ile

155

Asp

Gln

Gln

Trp

Gly

235

Gly

Cys

Glu

Asp

Asp

315

Asp

Lys

Glu

Phe

His

Ile

140

Asn

Ile

Ile

Cys

Lys

220

Tyr

Glu

Ala

Glu

Leu

300

Asn

Arg

Trp

Leu

Gln

Met

125

Trp

Trp

Glu

Ile

Leu

205

Lys

Lys

Tyr

Leu

vVal

285

Tyr

Gly

His

Tyr

Lys

Pro

110

Gly

Gly

Phe

Gly

Met

190

Ala

Tyr

Asp

Arg

Ile

270

Leu

Pro

Pro

Asp

Pro
350

Thr

95
Asp
Trp
Asn
His
vVal
175
Leu
Tyj:
Glu
Phe
Met
255
Tyr
His
Val
Asn
Trp

335

Asp

a0es

Asn

Lys

Tyr

Ile

Leu

160

Met

Tyr

Ala

Gly

Arg

240

Val

His

Ala

Ser

Val

320

Tyxr

Asp



Pro

Tyr

Trp

385

Gly

Lys

Leu

Gly

Thr

465

Ala

Gly

Ser

Ser

Val

545

Gly

Gly

Ala

Thr

Glu

Ala

370

Gly

Trp

Thr

Arg

Ser

450

Ala

Asp

Val

Glu

Ser

530

Asp

Glu

Phe

Lys

Gly
610

Asn

355

Ser

Tyr

Ala

Asn

Ser

435

Leu

Thr

Val

Leu

Gln
515

Lys

Tle

Lys

Ala

Ala
595

Ile

Asp

Lys

vVal

Asn

Thr

420

Asn

Ile

Phe

Leu

Gly

500

Leu

Thr

Gly

Phe

Gln

580

Ile

Ser

Val

Thr

Gly

Ile

405

Asn

Lys

Pro

Glu

Phe

485

Pro

Pro

Tyr

Lys

Asn

565

Gly

Tyr

val

Gly
Phe
Glu
390
Leu
Leu
Tyr
Leu
Val
470
Asn
Phe
Val
Phe
Trp
550
Met
Gly
Gly

Lys

Ile

Tyr

375

Thr

Asn

Ile

Asn

Glu

455

Asp

Cys

Gly

Tyr

Cys

535

Val

Arg

Arg

Ala

Ala
615

Gly

360

Asp

Asp

Ile

Gln

Glu

440

Tle

Gln

Thr

Leu

Phe

520

Ala

Tyr

Leu

Thr

Ala

600

Ser

33

Leu

Gln

Pro

Pro

Trp

425

Phe

Gly

Thr

Thr

Val

505

Tyr

Asp

Gly

Leu

Val

585

Lys

Leu

Arg

His

Pro

Arg

410

Pro

Lys

Thr

Met

Ser

490

Val

Ile

Glu

Ser

Val

570

Val

Leu

Lys

Tyr

Lys

Lys

395

Thr

Ile

Asp

Ala

Leu

475

Glu

Leu

Ala

Ser

Ser

555

Asp

Thr

Phe

Ile

Asp

Lys

380

Tyr

Ile

Ala

Val

Thr

460

Glu

Gly

Ala

Lys

Arg

540

Val

His

Ser

Leu

Trp
620

Phe

365

Arg

Asp

Val

Glu

Glu

445

Gln

Ser

Ser

Asp

Asp

525

Ser

Pro

Ser

Arg

Phe

605

Lys

Gly

Arg

vVal

Leu

Val

430

Leu

Leu

Thr

Ala

Ala

510

Thr

Ser

Val

Ile

Val

590

Asn

Met

Lys

Val

Tyr

Asp

415

Glu

Lys

Asp

Leu

Gly

495

Glu

Asp

Asn

Leu

Val

575

Tyr

Asn

Lys

Phe

Leu

Lys

400

Thr

Asn

Pro

Ile

Glu

480

Arg

Arg

Gly

Asp

Glu

560

Glu

Pro

Ala

Glu



34

Ala Gln Leu Asp Pro Phe Pro Leu Ser Gly Trp Ser Ser
625 630 635
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PATENTOVE NAROKY

1. Molekula nukleové kyseliny kédujici sacharézofruktosyltransferazu

zavislou na sacharoéze (SST), ktera je vybrana ze skupiny obsahujici :

a) molekuly nukleové Kkyseliny kodujici protein, ktery obsahuje
aminokyselinovou sekvenci uvedenou jako sekvenci identifikaéniho
Cisla 2 a 4,

b) molekuly nukleové kyseliny, které obsahuji nukleotidovou sekvenci
uvedenou jako sekvenci identifikacniho ¢&isla 1 nebo odpovidajici
ribonukleotidovou sekvenci,

c) molekuly nukleové kyseliny, které obsahuji nukleotidovou sekvenci
uvedenou jako sekvenci identifikaéniho ¢&isla 3 nebo odpovidajici
ribonukleotidovou sekvenci, a .

d) molekuly nukleové Kkyseliny, které obsahuji fragment molekul
nukleové kyseliny uvedenych va) az c) kédujici protein, ktery je
schopen Kkatalyzovat vytvoreni B-2,1-glykosidickych nebo -2,6-

glykosidickych vazeb mezi fruktézovymi jednotkami.
2. Molekula nukleové kyseliny podle naroku 1, ktera je molekula DNA.
3. Molekula DNA podle naroku 2, které je molekula cDNA.
4. Molekula nukleové kyseliny podle naroku 1, kter.é je molekula RNA.

S. Vektor, ktery obsahuje molekulu nukleové kyseliny podle

kteréhokoliv z naroku 1 az 4.
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6. Vektor podle naroku 5, kde molekula nukleové kyseliny je
operativné spojena s regulaénim prvkem, ktery dovoluje transkripci
a syntézu translatovatelné RNA v prokaryotickych a/nebo eukaryotickych
bunkach.

7. Vektor podle naroku 6, kde regulaéni prvek je odvozen

z patatinového promotoru B33.

8. Hostitelska bunka, ktera je transformovana molekulou nukleové
kyseliny podle kteréhokoliv znarokli 1 aZ 4 nebo vektorem podle

kteréhokoliv z narokti 6 nebo 7, nebo bufika, ktera pochazi z takové bunky.

9. Zpusob pfipravy SST vyznacdujici se tim, Ze hostitelska
butika podle naroku 8 se kultivuje v podminkach, které dovoluji syntézu SST

a SST se izoluje z kultivovanych bunék a/nebo kultivaéniho média.

10. SST, ktera je koédovana molekulou nukleové kyseliny podle
kteréhokoliv z narokt 1 az 4, nebo ktera je pfipravena zpusobem podle

naroku 9.

11. Transgenni rostlinnad bunka, ktera je transformovana molekulou
nukleové Kyseliny podle kteréhokoliv z narok® 1 az 4 nebo vektorem podle
kteréhokoliv z narokil 6 nebo 7, nebo ktera pochézi z takové bunky, pfiCemz
molekula nukleové kyseliny koédujici SST z artycoku je fizena regula¢nim
prvkem, ktery umoziiuje transkripci translatovatelné RNA v rostlinnych

bunkach.

12. Rostlina, kterd obsahuje rostlinné buniky podle naroku 11.
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13. Rostlina podle naroku 12, ktera je uzitkovou rostlinou.

14. Rostlina podle naroku 13, kterd je rostlinou akumulujici

sachardzu nebo rostlinou akumulujici §krob.
15. Rostlina podle naroku 15, kterou je rostlina bramboru.

16. Rostlinny rozmnozZovaci material zrostliny podle kteréhokoliv

z naroku 12 az 15, ktery obsahuje rostlinné buiky podle naroku 11.

17. Skliziiové produkty z rostlin podle kteréhokoliv z narokd 12 az 15,

které obsahuji rostlinné buniky podle naroku 11.

18. Zpusob pfipravy fruktosylovych polymerl s kratkym fetézcem
vyznacujici se tim, Ze obsahuje

a) kultivaci hostitelské bufiky podle naroku 8 nebo rostlinné buiiky
podle naroku 11 v podminkach, které dovoluji produkci SST
a konverzi, pokud je to tfeba, externé pfidané sacharézy nebo
ekvivalentniho substratu na fruktosylové polymery s kratkym
retézcem, a

b) ziskani timto zplhsobem tvofenych fruktosylovych polymert

z kultivovanych bunék nebo média.

19. Zpusob pfipravy fruktosylovych polymer(i s kratkym fetézcem
vyznacujici se tim, zZe obsahuje
a) pusobeni SST podle naroku 10 na sacharézu nebo ekvivalentni
substrat v podminkach dovolujicich konverzi na fruktosylové
polymery s kratkym fetézcem, a

b) ziskani takto tvofenych fruktosylovych polymeru.
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20. Zpusob pfipravy fruktosylovych polymerd s kratkym retézcem
vyznacujici se tim, ze obsahuje
a) kultivaci rostliny podle kteréhokoliv z naroki 12 a,%/ 15, a
b) ziskani fruktosylovych polymert ztéchto rostlin nebo jejich
rozmnozovaciho materialu podle naroku 16 nebo ze skliziiovych

produkta podle naroku 17.
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