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Mrazuvzdorny protein obsahujici minimalne 40 %
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80 % prekrytim s nasledovnou aminokyselinovou sek-
venciou: D-E-Q-P-N-T-I-S-G-S-N-N-T-V-R-S-G-S-K-
-N-V-L-A-G-N-D-N-T-V-]-8-G-D-N-N-8-V-S-G-S-N-
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-H-V-V-8-G-S-N-K-V-V-T-D-A, ako aj prisluiné ale-
ly. Je opisany aj mrazeny potravinovy vyrobok s jeho
obsahom a spésob jeho ziskavania.
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Mrazuvzdorny protein, nukleokyselinova sekvencia, mrazeny potravinovy vyrobok

s jeho obsahom a spdsob jeho ziskavania

Oblast technik

Vynalez sa tyka mrazuvzdornych proteinov (AFPs), nukleokyselinova
sekvencia, mrazeného potravinového vyrobku obsahujiceho AFPs a spdsobu jeho

ziskavania.

Doteraj$i stav techniky

Mrazuvzdorné proteiny (AFPs) boli navrhnuté za aéelom zlep$enia
mrazuvzdornych vlastnosti potravin.

Pre potreby vynalezu je termin AFP v doterajSej technike dobre znamy, ide
najma o tie bielkoviny, ktoré vykazuju inhibi€nt aktivitu proti rastu krystalov lfadu.
Ako priklad pozri US 5,118,792.

WO 90/13571 opisuje mrazuvzdorné kryStaly vyrabané chemicky alebo
rekombinantnymi DNA metédami. AFPs mézu byt vhodne pouzité v potravinovych
vyrobkoch. Priklad 3B ukazuje modifikované tvary ladovych kryStalov ak zmes
voda-lad je zmrazena ako povilak v kombinacii s 0,01 % hmotn. AFP.

WO 92/22581 opisuje AFPs z rastlin, ktoré mozno pouzit na kontrolu tvaru
fadovych krystalov v zmrzline. Tento dokument tiez opisuje spésob extrahovania
polypeptidovych zli€enin z mimobunkového priestoru rastlin infiltrovanim
extrakéného média do listov bez porusenia rastlin.

WO 94/03617 opisuje vyrobu AFPs z kvasnic a ich mozné pouzitie v
zmrzlinach. WO 96/11586 opisuje AFPs z ryb produkované mikrébami.

Viaceré literarne zdroje uvadzaju izolaciu al/alebo pouzitie rastlinnych
proteinov na kryoochranu. Kryoochranné proteiny maju funkciu v ochrane
rastinnych membran proti poSkodeniu mrazom. Tieto proteiny vS8ak nemaju

rekrystalizacné inhibi¢né viastnosti a preto nespadaju pod termin AFPs.
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Hincha v ¢asopise Journal of Plant Physiology, 1992, 140, 236-240 opisuje
izolaciu kryoochrannych bielkovin z kapusty. Volger v Biochimica et Biophysica
Acta, 412 (1975), 335-803 opisuje izolaciu kryoochrannych listovych bielkovin zo
Spenatu. Boothe v Plant Physiol (1995), 108 759-803 opisuje izolaciu bielkovin z
Brassica napus. Opat sa vSak tieto proteiny povaZuju skér za kryoochranné
proteiny ako AFPs. Neven v Plant Molecular Biology 21: 291-305, 1993 opisuje
DNA charakteristiku kryoochranného proteinu zo Spenatu. Salzman v Abstracts a
Reviews z 18. vyroéného stretnutia ASEV/Vychodnej sekcie v Am. &j. Enol. Vitic.,
Zv. 44, €. 4, 1993 opisuje pritomnost varu odolnych polypeptidov v ptéikoch Vitis.
Hoci proteiny su analogické s mrazuvzdornymi proteinmi ryb, s to kryoochranné
proteiny, a nie AFPs. Lin v Biochemical and Biophysical Research Communication,
Zv. 183, &. 3, 1992, str. 1103-1108 a v Lin, Plant Physiology (1992) 99, 519-525
opisuje 15 kDa kryoochranny protein z Arabidopsis Hakaira. Houde v Plant Journal
(1995) 8 (4), 583-593 uvadza kryoochranné proteiny z pSenice.

Avsak pouZitie AFPs sa doteraz neuplatnilo pre komeréne dostupné
potravinové vyrobky. Jednou z pri€in su vysoké naklady a komplikovany spGsob
ziskavania AFPs. Dal$ou priginou je, Ze AFPs, ktoré boli doteraz navrhované na
pouzitie v potravinovych vyrobkoch nemézu byt zadlenené do Standardnej zmesi
vyrobku, pretoze maju tendenciu byt nestabilné po¢as spracovavania, najma podcas
pasterizacie. Tuto destabilizaciu podla v8etkého spdsobuje denaturacia AFPs, o je
znamy efekt bezne pozorovany u peptidov a proteinov.

V nezverejnenej patentovej prihlaske PCT/EP97/03634 bolo opisané, Ze
AFPs mbézu byt izolované z prirodnych zdrojov, ako napriklad z travy
aklimatizovanej na chlad, a to relativne jednoduchym spésobom. Tento spésob na
prvy krat vedie k identifikacii AFPs, ktoré mozno vhodne zaélenit do zmesi na
pripravu mrazenych vyrobkov pred ich pasterizaciou.

Tento spdsob ziskavania AFPs z travy zahffia nasledovné kroky:

a) izolovanie $tavy obsahujucej AFP z travy;
b) tepelné spracovanie travy alebo Stavy obsahujucej AFP na teplotu najmenej 60
°C:

¢) odstranenie nerozpustnych frakeii.
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Krok ¢ uvedeného spdsobu zvy€ajne nasleduje po krokoch aab. Krokyaab
mozno uskutoénit v akomkolvek poradi, napriklad krok a mdéze byt uskutoéneny
pred krokom b (v takom pripade sa zohreje Stava bohata na AFP) alebo krok b
predchadza kroku a (v takom pripade sa zohreje prirodny zdroj) alebo kroky a a b
sa uskutoénia sucasne.

Tento spésob ma vefa vyhod. Po prvé, pouzitim tohto spésobu uz nie je
potrebné vyhnut sa poruseniu travy, ako je to pozadované v spésoboch podfa WO
92/22581. To vyznamne zvySuje komeréné vyuzitie spésoby, napriklad v porovnani
s WO 92/22581, pretoze uz nie je potrebné vynakladat tofko prostriedkov na
Specifické spracovanie. Pouzitim vysokych tepldt sa zda byt mozné extrahovat z
velkej skupiny peptidov pritomnych v trave AFP, ktory je velmi aktivny s ohladom
na inhibiéné vlastnosti rekrystalizacie ladu. Po tretie, napriek o€akavaniam pouZitie
vysokych teplét nedenaturuje vietok proteinovy material, ale zda sa, Ze denaturuje
len niektoré proteiny, zatial o ostatné AFP v trave maja zlepSenu teplotn( stabilitu.
To umoznuje zahrnut do pripravkov izolované AFPs, ktoré musia byt vystavené
vy$Sej teplote, napriklad v kroku pasterizacie. Toto je zvlast prekvapujice, pretoze
naprikiad AFPs z WO 92/22581 sa nezdaja byt stabilné pri zohrievani.

Uvedeny spdsob v kroku b zahfiia zohrievanie travy alebo $tavy bohatej na
AFP na teplotu vy$8iu ako 60 °C. Vyhodna je teplota od 60 do 110 °C, najvyhodnej-
Sie od 80 do 105 °C. Krok zohrievania sa méze uskutocnit' po izolacii Stavy bohatej
na proteiny (krok a ) alebo pred izolaciou Stavy bohatej na proteiny. Mdze byt
pouzity akykolvek vhodny spdsob na zohriatie Stavy, napriklad bezné zohrievanie
alebo zohrievanie v mikrovinnej rare, pripadne s pridanim extrakéného média, s
parenim, atd.

Ak sa pouzije extrakéné médium, vyhodne sa pouzije len malé mnozstvo,
aby sa zabranilo nezZiadicemu rozpustaniu AFP frakcie. Mdze byt pouzité
akékolvek vhodné extrakéné médium, ale najvyhodnejSie je pouzit vodu. Ak je to
Ziaduce. do vody sa moézu pridat aditiva pred pouZitim extrakéného média.
Najvyhodnejsie je vSak pouZit vodu bez akychkolvek aditiv.

Zistilo sa tiez, Zze uvedenym spdsobom sa mdze ziskat vefmi aktivny AFP

odvodeny od travy. Pre udely vynalezu termin trava zahffia zastupcov &elade
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Gramineae, vratane viacroénych trav, napriklad Lolium perenne, Parapholis
strigosa, Nardus stricta, Catapodium loliaceum a Lolium multiflorum, Poa trivialis,
Poa pratensis a obilniny, ako napriklad zimna raz, zimna p$enica a zimny jaémeii.
Prihlasovatelia stanovili sekvenciu aminokyselin tohto AFP.

Prekvapujuco sa zistilo, Ze velmi aktivne AFPs, ktoré méZu byt odvodené od
rastlin sa vyznacuju vysokou uroviiou aminokyselin: serin (S), treonin (T) a

asparagin (N).

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu si mrazuvzdorné proteiny (AFPs), v ktorych najmenej
40 % aminokyselin v proteine je spomedzi serinu (S), treoninu (T) a asparaginu
(N). Vyhodne sui AFPs odvodené z trav, najmé z Cefade Gramineae.

Vyhodna molekulova hmotnost AFPs podfa vynalezu je od 8 do 16 kDa,
vyhodnejSie od 10 do 14 kDa, kde tato molekulova hmotnost sa stanovuje z
génovej sekvencie alebo hmotnostnou spektrometriou nemodifikovanej formy,
napriklad v ne-glykozylovanej forme.

Druhé uskutocnenie vynalezu sa tyka AFP, ktory méze byt odvodeny od
travy, priom aminokyselinova sekvencia tohto AFP na N-konci je nasledovna:
D-E-Q-P-N-T-I-S-G-S-N-N-T-V-R-S-G-S-K-N-V-L-A-G-N-D-N-T-V-
I-S-G-D-N-N-S-V-S-G-S-N-N-T-V-V-S-G-N-D-N-T-V-T-G-S-N-H-V-
V-S-G-T-N-H-I-V-T-D-N-N-N-N-V-S-G-N-D-N-N-V-S-G-S-F-H-T-V-
S-G-G-H-N-T-V-S-G-S-N-N-T-V-S-G-S-N-H-V-V-S-G-S-N-K-V-V-T-

D-A

Do rozsahu vynalezu tiez patria proteiny so sekvenciou, ktora sa vyznacuje
vysokym stupfiom podobnosti k uvedenej sekvencii. Pre ucely vynalezu je su jeho
rozsahu zahrnuté v8etky RI aktivne proteiny s aminosekvenciou prekryvajlicou sa s
uvedenou sekvenciou minimalne z 80 %. Vyhodnejsie je prekrytie najmenej 90 %,
najvyhodnejSie viac ako 95 %, napriklad také sekvencie aminokyselin, ktoré sa od
uvedenej sekvencie lisSia bud Ziadnou alebo len jednou alebo dvomi

aminokyselinami. Do rozsahu su tiez zahrnuté izoformy uvedenych proteinov.
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Do rozsahu predloZzeného vynalezu tiez patria modifikované verzie vyssie
opisanych proteinov, kde tieto modifikacie materialne neovplyviiuju vlastnosti
inhibicie rekrystalizacie ladu, ako napriklad glykozylované verzie.

Stava bohatd na AFP mézZe byt ziskavana z travy akymkolvek vyhodnym
spésobom, napriklad lisovanim, filtraciou, homogenizaciou, extrakciou, atd. Vyhod-
ne sa trava pred zberanim frakcii bohatych na proteiny, napriklad filtraciou, naseka
na menSie kusky alebo na riedku kasu. Tato maceracia sa méze uskutoénit akym-
kofvek vyhodnym spdsobom, napriklad v mieSacke. Skiseny odbornik fahko doka-
Ze oddelit material v takej forme, aby sa mohol uskutoénit zber §tavy bohatej na
proteiny.

Po zbere a zohrievani (v poZadovanom poradi) proteinové frakcie
vysledného AFP obsiahnuté vo vzorke sa mézu spracovat akymkolvek vyhodnym
spésobom za U€elom odstranenia nerozpustnych frakcii a zachovania tekutych
frakcii bohatych na AFP. Nerozpustné frakcie sa m6zu odstranit napriklad filtraciou,
vyparovanim, atd. Tekutina bohata na AFP sa mdzZe potom vyhodne spracovavat
koncentrovanim a izolovanim AFPs vo forme vhodnej na dalSie pouzitie. Prikladmi
vhodnych spdsobov su suSenie a nasledné ziskavanie prasku alebo pasty, dalSia
koncentracia za udelom ziskavania AFP koncentratu, chromatografia za (¢elom
oddefovania AFPs z extrakéného média, atd. Opét je vecou skuseného odbornika
stanovit vhodné prostriedky a podmienky na vhodnu izolaciu.

Stanovila sa tiez sekvencia nukleovych kyselin, ktora kéduje uvedeny AFP.
Druhé uskutoénenie vynalezu sa teda tyka sekvencie nukleovych kyselin
schopnych kédovat' AFPs podfa vynalezu.

Vyhodna sekvencia nukleovych kyselin je nasledovna:

GAT GAA CAG CCG AAT ACG ATT TCT GGG AGC AAC AAT ACT GTC AGA
TCC GGG AGC AAA AAT GTT CTT GCT GGG AAT GAC AAC ACC GTC ATA
TCT GGG GAC AAC AAT AGT GTG TCT GGG AGC AAC AAC ACT GTC GTA
AGT GGG AAT GAC AAT ACC GTA ACC GGC AGC AAC CAT GTC GTATCA
GGA ACA AAC CAT ATC GTT ACA GAC AAC AAC AAT AAC GTATCC GGG

AAC GAT AAT AAT GTA TCC GGG AGC TTT CAT ACC GTA TCC GGG GGG
CAC AAT ACT GTG TCC GGG AGC AAC AAT ACC GTA TCT GGG AGC AAC
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CAC GTT GTA TCT GGA AGC AAC AAA GTC GTG ACA GAC GCT TAA

Do rozsahu predlozeného vynalezu su tiez zahrnuté alelové sekvencie alebo
iné sekvencie nukleovych kyselin, ktoré s schopné koédovat vyssie opisané AFPs,
napriklad také sekvencie nukleovych kyselin, kde v porovnani s uvedenou
sekvenciou bol prislusnymi synonymami (t.j. koddénmi kodujucimi rovnakua
aminokyselinu) nahradeny len jeden alebo dva kodény.

Do rozsahu vynalezu su tiez zahrnuté vektory obsahujlice sekvenciu
nukleovych kyselin schopnych kddovat AFP podfa vynalezu.

Na zaklade uvedenych informacii je tiez mozné geneticky modifikovat iné
prirodné zdroje tak, aby sa z nich ziskali vyhodné AFPs ako boli opisané vysSie.

Zistilo sa, ze AFPs vySSie uvedenej sekvencie zlepSili vlastnosti inhibicie
rekrystalizacie fadu. Vhodny test na zistenie vlastnosti inhibicie rekry$talizacie fadu
je opisany v prikladoch a zahifia rychle zmrazovanie na -40 °C a nasledné
uskladnenie pri -60 °C na jednu hodinu. Vyhodne AFPs, ktoré sa podrobia tomuto
testu po zohriati majua velkost Castic kryStalov fadu o menej ako 5 um vacsiu ako
velkost' Castic kryStalov vo vzorke s AFP, ktora nebola zohriata. Vyhodne je rozdiel
mensi ako 3 pm, najvyhodnejSie mensi ako 1 pm.

Vyhodné su tie AFPs, ktoré maju vyrazne vlastnosti inhibicie rekrystalizacie
fadu. Vhodny test na stanovenie vlastnosti inhibicie rekrystalizacie ladu je opisany
v prikladoch. Vyhodne AFPs podla vynalezu maju velkost €astic nasledne po teste
na inhibiciu rekrystalizacie (ako je to uvedené v prikladoch) 15 um alebo menej,
vyhodnejSie od 5 do 15 um.

AFP podfa vynalezu mozno vhodne pouzit v potravinovych vyrobkoch,
vyhodne v takych potravinovych vyrobkoch, ktoré si zmrazené alebo maja
tendenciu sa zmrazovat. Velmi vyhodné je pouzitie AFPs vo vyrobkoch, ktoré sa
zohrievaju napriklad pasterizaciou, predhrievanim alebo sterilizaciou pred
zmrazenim. Velmi vyhodné je najméa pouzitie v mrazenych cukrovinkach.

Prikladmi takychto potravinovych vyrobkov su: zmesi mrazenych cukroviniek,
ako napriklad zmesi smotanovych zmrzlin a zmesi ovocnych zmrzlin, ktoré sa

zvyknl pred zmrazenim pasterizovat. Takéto zmesi sa zvy&ajne skladuju pri teplote
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miestnosti. Vhodnymi formami vyrobkov su: praskové zmesi napriklad vo vreckach
alebo vrecuskach. Uvedené zmesi mézu byt zakladom mrazeného potravinového
vyrobku, napriklad po pridani vody a pripadnych dalSich prisad a volitefne po
prevzdusneni.

Dalsim prikladom vhodnej zmesi by mohla byt tekuta zmes (volitefne
prevzdusnena), ktora méze byt zmrazena po pripadnom pridani dalSich
komponentov a voliteflnom dalSom prevzdusneni.

Jasnou vyhodou vyssie opisanych zmesi je, Ze vdaka pritomnosti AFP moézu
byt zmesi zmrazené pri podmienkach v stave kfudu, napriklad v mraznitke v
obchode alebo doma, a to bez vytvarania neziaducich fadovych krystalov a teda so
§truktarou odliSujtcou sa od tej, ktora sa dosahuje pri zmrazovani v stave kfudu.

Velmi vyhodne sa tieto zmesi balia do uzavretych obalov (napriklad
karténov, tasiek, Skatul, obalov z plastu, atd.). Pri jednotlivych kusoch je velkost
obalu vSeobecne od 10 do 1000 g. Pri viackusovych baleniach je vyhodna velkost
obalu do 5000 g. Vieobecne velkost obalu je od 10 g do 5000 g.

Ako je uvedené vyssie, vyhodnymi vyrobkami, v ktorych s pouzité AFPs, st
mrazené cukrovinky, ako napriklad smotanova zmrzlina alebo ovocna zmrzlina.
Vyhodne je podiel AFPs od 0,00001 do 0,5 % hmotn. z koneénej hmotnosti
vyrobku. Ak sa pouzivaju suSené zmesi alebo koncentraty, koncentracia méze byt
vysSia tak, aby bol podiel AFP v koneénom vyrobku v ramci uvedeného rozsahu.

Pre uéely vynalezu sa pod pojmom mrazena cukrovinka rozumie mrazeny
vyrobok charakteru cukrovinky s obsahom mlieka, napriklad zmrzlina, mrazeny
jogurt, Serbet, sorbet, fadové mlieko a mrazeny vajeény krém, ovocné zmrzliny,
zmrzliny s mramorovou Struktirou a mrazené ovocné pyré. Pouzitie vo
fermentovanych potravinovych vyrobkoch je pre niektoré prihlaSky menej vyhodné.

Podiel tuhych &astic v mrazenej cukrovinke (napriklad cukru, tukov, prichuti,
atd’.) je vyhodne viac ako 4 % hmotn., napriklad viac ako 30 % hmotn., vyhodnejSie
od 40 do 70 % hmotn.

Mrazené cukrovinky podfa predlozeného vynalezu mozno vyrobit
akymkolvek spésobom vhodnym na vyrobu mrazenych cukroviniek. Najvyhodnejsie

je véak uplne zmiesat vSetky prisady vyrobku pred pasterizaciou a pred zaciatkom
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zmrazovania. Zmrazovanie mdze volitelne zahffiat krok vytvrdzovania, napriklad pri

teplote -30 °C alebo nizSej.

Priklady uskutoénenia vynalezu.

Priklad 1
|zolacia AFPs najprv zohriatim travy a naslednou izolaciou Stavy bohatej na AFP a

izolacia AFP

Zmes travovych pletiv (Poa trivialis, Lolia perenne, Holcus lanatus, Bromus
sterilis) sa zozbierala v januari (priemerna mesacna teplota bola 3,5 °C, ¢im bola
zabezpecena vhodna aklimatizacia rastlin na chlad). Pletiva trav sa urychlene
preniesli do laboratéria na dalSie spracovanie a starostlivo umyli, aby sa z nich
odstranila necistota.

500 g odrezkov travy sa umiestnilo do 650 W mikrovinnej rary a zohrievalo
pri plnom vykone po dobu 5 minut, pri€om sa teplota zvySila na 85 az 100 °C.
Odrezky travy sa potom nechali ochladit na teplotu miestnosti.

Alternativne sa odrezky travy zmieSali s 500 g vriacej vody a zmes sa znovu
zohriala na 100 °C a nasledne varila 10 minGt za staleho mieSania a potom nechala
vychladnut na 60 °C.

Po kroku zohrievania sa z odrezkov filtraciou oddelila Stava bohata na AFP.
Masa sa premieSavala 5 minut za pritomnosti rovnakého mnozstva vody a potom
sa prepasirovala cez 3 vrstvy muselinu.

Kal sa mdze vysusit pri zmrazovani za i¢elom odstranenia vody a nasledne

uskladnit'. Alternativhe mozno kal zmrazit a uskladnit’

Priklad 2

ZmieSanim nasledovnych zloZiek sa pripravila tekuta predzmes na pripravu

zmrzliny:
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ZloZzka % hmotn.
odstredené mlieko v prasku 10,00

sachar6za 13,00
maltodextrin (MD40) 4,00

karobova guma 0,14

maslovy olej 8,00
monoglycerid (palmitat) 0,30

vanilin 0,01

AFP (podfa Prikladu 1%) 0,01 alebo 0 (kontrola)
voda na vyrovnanie

*Poznamka: AFP sa pridava ako koncentrovana roztok AFP vo vode, percento sa
tyka mnozstva AFP.

Zlozky sa zmiesSali pri teplote miestnosti a nasledne pasterizovali po dobu 60
sekund pri 89 °C. Zmes sa asepticky plnila do vreciek s objemom 500 ml, utesnila a
uskladnila pri teplote miestnosti.

Zmes sa mdéze pouzit na pripravu zmrzliny Sfahanim beznym §lahacom so
70 % vytazkom a nasledne zmrazenim v stave kfudu v beZnej domacej mraznicke.

Po dvoch mesiacoch uskladnenia mal pripravok podla vynalezu vyrazne

lepSiu Struktaru ako kontrolna vzorka.

Priklad 3

Vlastnosti inhibicie rekrystalizacie ladu AFP sa daju zistit nasledovnym
spbsobom.

Uroveii sachardzy vo vyrobku obsahujicom AFP sa upravila na 30 % hmotn.
zriedenim (ak podiel vo vzorke bol na zaciatku vaési ako 30 % hmotn.) alebo
pridanim sacharézy do 30 % hmotn. (ak jej podiel bol nizsi).

Kvapka vzorky s objemom 3 pl sa kvapla na podlozné skli¢ko s priemerom
22 mm, ktoré sa potom prikrylo krycim skliCkom s priemerom 16 mm a zatazilo
hmotnostou 200 g, aby sa zabezpedila jednotna hribka. Okraje sklicka sa utesnili

priesvitnym lakom na nechty.
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Sklicko sa potom umiestnilo na stoléek Linkham THM 600 mikroskopu s
riadenou teplotou. Stoléek sa rychlo ochladil na -40 °C (50 °C za minutu), pricom sa
vytvorilo vefké mnoZstvo malych kryStalov. Teplota stoléeka sa potom rychlo zvysila
na -6 °C (50 °C za minutu) a udrziavala sa na tejto teplote.

Faza ladu sa pozorovala pri -6 °C s pouzitim Leica Aristoplan mikroskopu.
Za ucelom zvyraznenia kontrastu lfadovych krystalov sa pouzilo polarizované svetlo
v spojeni s lambda platfiou. Stav ladovej fazy (velkost ladovych krystalov) sa
zaznamenaval 35 mm fotomikrografiou pri T=0 a T=1 hodina.

VSeobecne mozZno tento test pouzift na akykolvek vhodny pripravok
obsahujuci AFP a vodu. VSeobecne podiel AFP v takomto testovanom pripravku nie
je velmi rozhodujlci a méze byt napriklad od 0,0001 do 0,5 % hmotn., vyhodnejSie
od 0,0005 do 0,1 % hmotn., najvyhodnejSie od 0,01 do 0,05 % hmotn., napriklad
0,01 % hmotn.

Na uskutocnenie tohto testu mozno pouzit akykofvek vhodny pripravok
obsahujuci AFP a vodu. V8eobecne v3ak nie je nevyhnutné ziskat AFP v gistej
forme. Na praktické vyuzitie by normalne stacilo pripravit tekuty extrakt alebo Stavu
z prirodného materialu, kde sa méze potom testovat tento extrakt alebo $tava.

Tento spdsob mozZno aplikovat napriklad na extrakty obsahujuce AFP
ziskané podfa Prikladu 1 s krokom koncentracie alebo bez neho.

Nasledne sa merali vlastnosti inhibicie rekrystalizacie. Rekrystalizacné
vlastnosti sa merali v $tavach obsahujucich AFP ziskanych po extrakcii a
zohrievani podla Prikladu 1.

Zo Silsoe (UK) sa ziskala trava neupravena zohrievanim zozbierana v
januari. Extrakt sa centrifugoval 1 hodinu za (€elom odstranenia pody a
nerozpustného odpadu nasledovne: centrifiga Sorvall RC3C, rotor HG000A, teplota
+5 °C, rychlost rotora 5000 otaCok za minutu (7268 g).

Vzorka extraktu sa vysuS$ila pri zmrazeni za uéelom stanovenia celkového
obsahu tuhej zloZky. Zistilo sa, Ze tento podiel je 11,48 mg/ml. VysuSeny extrakt sa
potom rehydratoval 30 % roztokom sacharézy na pdvodni koncentraciu tuhej
zloZky. Riedenim extraktu podfa potreby s 30 % roztokom sacharézy sa pripravilo

niekofko roztokov.
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Aktivita inhibicie rekrystalizacie fadu sa merala pouzitim vy$Sie opisaného
testu.

Priemerna velkost krystalov z testov inhibicie rekrystalizacie z obrazkov pri
T=0 a T=1 hodina sa merala pouzitim analyzéra Zeiss TGA 10. Velkost fadovych
kryStalov (dizka) sa stanovila obkreslenim obvodu krystalov. Maximaina dizka
kazdého jednotlivého krystalu fadu z davky zmrzliny bola importovana do
tabulkového procesora, kde sa analyzovali idaje za Ggelom zistenia priemernej a
Standardnej odchylky.

Vysledky su uvedené v nasledovnej tabulke.

Vzorka Celkoveé Velkost krystalov ladu Rast krystalov ladu
mnozstvo (um) za 1 hodinu pri -6 °C
tuhej zlozky (4m)
(mg/mi)
T= T= 1 hodina
pri -6 °C
Nezriedeny 11,48 5,2 7.3 2,1
50 % extrakt 5,74 55 7,6 2,1
25 % extrakt 2,87 6,3 8,9 2,6
12,5 % extrakt 1,435 6.6 13,1 6,5
6,25 % extrakt 0,7175 8,1 14,7 6,6
3,125 % extrakt 0,359 7,4 17,0 9,6
1,5625 % 0,179 9,0 20,3 11,3
extrakt

Tieto vysledky ukazuju rozlicné koneéné velkosti kryStadlov a zmeny vo
velkosti ladovych krystalov po 1 hodine pri -6 °C pre r6zne roztoky extraktu travy.
Vidno, Ze podiel tuhej zloZky v extrakte travy sa mdze liSit, priom sa stale dosahuju

dobré viastnosti inhibicie rekrysStalizacie. Vyhodne sa uprednostiiuju tie
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koncentracie, ktorych vysledkom je velkost kryStalov ladu po 1 hodine 15
mikrometrov alebo mene;.
Podobny test sa uskutocnil s extraktom travy, ktory bol zohrievany (10 minut
pri 100 °C). Nezistilo sa Ziadne zhorSenie vlastnosti inhibicie rekrystalizacie.
Dodatocne sa extrakty z Prikladu 1 testovali s pouzitim rovnakého testu

inhibicie rekrystalizacie. Ziskali sa nasledovné vysledky:

Zohrievanie Velkost fadovych krystalov v um

T=0 T=1
60 °C 1 hodina 9,6 11,1
10 minat var 9,8 11,3

Tieto vysledky ukazuju, Ze dokonca aj po zohrievani extraktu z travy

aklimatizovanej na chlad sa zachovala schopnost inhibovat rast krystalov ladu.

Priklad 4

Semena viacro¢nej raze (Lolium perenne) boli dodané z Barnbrug (UK) Ltd.
Semena boli zasadené do 9 palcovych (254mm x 9) érepnikov s kompostom
Levingtons &. 2 a po vykliéeni, zvy€ajne medzi 4 a 7 dfiom po zasadeni, sa rastliny
presadili do sklenika na dalSich 7 az 10 dni az kym nevyrastli do vySky priblizne 15
az 20 cm. Rastliny sa potom premiestnili do studenej miestnosti na aklimatizaciu na
chlad. Aklimatizacia trvala 30 dni pri +4 °C s 8 az 16 hodinami svetla/tmy.

Listy aklimatizované na chlad sa posekali a homogenizovali v 50 mM Tris,
10mM EDTA prispdsobenom na pozZzadované pH s koncentrovanym HCI.
Homogenizacia trvala 2 x 30 sekind v mieSadi Waring s hmotnostnym pomerom
timivého roztoku a listov 2,5 : 1.

Homogenat sa potom dal do kipefa s vriacou vodou na 10 minut a zozbieral
cez Styri vrstvy mu8elinu. Zozbierany kal sa dalej centrifugoval pri 15 000 xg v 8 x

50 mi rotore centriftigy Sorvall.
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Vlastnosti inhibicie rekryStalizacie sa testovali spdsobom opisanym v
Priklade 3.

Teplotne stabilny extrakt (10 az 15 ml) sa koncentroval priblizne desat-
nasobne v Amicon koncentratore s pouZitim PM10 membrany. Vzorky koncentratu
s objemom 1 ml sa odsolili na Rychlom odsofovacom stipci na FPLC separaénom
systéme (Pharmacia). Stipec sa nechal prebiehat/posobit pri 1 ml/min v 50 mM
Tris/Cl, 10mM EDTA, pH 8,5. Zber frakcii (1 ml) sa za¢al akonahle sledované O.D.
280 nm zacalo stupat. Rl aktivne frakcie sa ponorili do kiipefa s objemom 3 ml.

Rl aktivita sa nanasala na Mono Q (HR5 x 5) stipec ekvilibrovany v
rovnakom Tris, pH 8,5 timivom roztoku. Prepusteny material sa zozbieral ako jedna
frakcia a stipec sa hned eluoval linearnym gradientom 0 az 0,25 M NaCl po dobu 25
minut pri 1 mi/min. Zvy€ajnym spésobom sa zistilo, Ze celkova aktivita je neviazana
a eluuje vyluéne v prepustenej frakcii.

Pouzitim 1 mikrolitrovych kvapiek 4M NaOH sa opéatovne upravilo pH
prepustene;j frakcie na 9,5, ktora sa potom naniesla na Mono Q stipec a ten sa
znovu ekvilibroval v Tris timivom roztoku s pH 9,5. Prepusteny material sa zozbieral
ako jedna frakcia a potom sa stipec ihned eluoval s 0 az 0,25 M NaCl linearnym
gradientom po dobu 25 minut. Rychlost prietoku bola 1 ml/min a 1 ml frakcie sa
zozbierali na RI test. Zistilo sa, Ze celd aktivita bola viazana na stipec a v
prepustenej frakcii sa nezistila Zziadna aktivita. Aktivita eluovala ako jeden vrchol
medzi 0,08 a 0,14M NaCl.

Aktivne vrcholové frakcie z Mono Q stipca sa ponorili do kuapela,
koncentrovali na 50 mikrolitrov na PM10 Centricon koncentratore a naniesli na
Sephadex 75 stipec na Smart systéme (Pharmacia). Stipec sa ekvilibroval v 50 mM
Tris/Cl pH 9,5 timivom roztoku a rychlost' prietoku bola 50 mikrolitrov/min. Zber
vzoriek sa posunul pre 1 mikroliter prazdneho objemu stipca a potom sa zozbierali
50 mi frakcie. Aktivne frakcie sa nechali prebiehat/pdsobit na SDS PAGE.

Vzorky sa nechali prebiehat/pdsobit na 10% Page géloch z Novexu. Vzorky
a gélovy timivy roztok sa pripravili spésobom opisanym v navode od vyrobcu a gély
sa farbili s pouzitim striebornej farbiacej sady Novex. Aktivne frakcie obsahovali

jediny zafarbeny proteinovy pas so zjavnou molekulovou hmotnost'ou 29 kDa.



-14 -

Proteinové vzorky sa tiez separovali SDS PAGE, a potom nasledoval
elektroblotovanie na PVDF membrane zalozené na spdsobe podfa Matsudaira v 10
mM CAPS timivého roztoku, s pH 11,0, 10 % metanol. Membrana sa namocila v
metanole a potom ekvilibrovala v Caps timivom roztoku po dobu 10 minat. Sanie
trvalo 16 hodin pri stabilnom napéti 20 V. Po sani sa proteiny zviditelnili farbenim
membrany s 0,2% coomassieovou brilliantovou modrou v 50% metanole, 1%
kyseline octovej po dobu 1 minuty. Membrana sa potom odfarbila s 50%
metanolom, az kym sa proteinové pasy upine nezviditelnili. Membrana sa premyla v
Milli Q vode, vysusila vzduchom a uskladnila pri -20 °C.

N-koniec pasu s molekulovou hmotnostou sa sekvenoval nasledovnymi
beznymi spdsobmi, &im sa ziskala nasledovna sekvencia aminokyselin:

Protein s molekulovou hmotnostou 29 kDa, s predpokladanou toleranciou k
varu a IR aktivitou sa znehybnil na PVDF membrane po separacii SDS PAGE a
podrobil sa proteinovému sekvenovaniu amino-konca a 15 z prvych 17 zvyskov sa
uspesne sekvenovalo. Protein s molekulovou hmotnostou 27 kDa izolovany z Poa
pratensis sa tiez sekvenoval na N-konci (Tabulka 1) a zistilo sa, Ze ma podobnu
sekvenciu, z ¢oho sa da usudzovat, Ze je z rovnakej skupiny proteinov. Z toho
vyplyva, Ze u &elade Gramineae existuje jedina skupina AFPs zodpovednych za

toleranciu k varu a RI aktivitu.

Tabulka 1
Usporiadanie sekvencii N-konca proteinu tolerantného k varu a Rl aktivneho, s
molekulovou hmotnostou 29 kDa z Lolium perenne a proteinu s molekulovou

hmotnostou 27 kDa z Poa pratensis

Lolium -DEQPNTISGXNNTVRXG
Poa -AETPNTISGTNN
Priklad 5

Po prvotnej extrakcii so zmesou fenolu a chloroformu v pomere 1 : 1

nasledovala extrakcia chloroformom. Fenol denaturuje proteiny exponovanim
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rezidui hydrofébnych aminokyselin a umoZnenim delenia vyhodne na organicku
fazu. HydrofilnejSie nukleové kyseliny a uhfovodiky sa delia na vodnu fazu. Proteiny
s vyraznym stupfiom glykozylacie sa tiez m6zu delif na rozhranie. Chloroform je
pritomny, kedZe protein sa deli efektivnejSie pri pouziti dvoch rozliénych
organickych rozpustadiel a kone¢na extrakcia chloroformu odstrani akékolvek
zvysSné pozostatky fenolu.

Teplotne stabilny extrakt pripraveny z listov rastlin Lolium perenne sa
koncentroval priblizne desatnésobne s pouZitim Amicon ultrafiltraénej komory s 10
kDalton uzavretou membranou. Vysledny koncentrat sa naniesol na Superdex 75
PC 3,2/30 gélovy filtraény stipec prebiehajlici/pdsobiaci na mikrosepara&énom
systéme Smart (Pharmacia). Stipec sa eluoval s 50 mM Tris/CI timivym roztokom s
pH 9,5 pri rychlosti prietoku 0,05 mi/min a zozbierali sa 0,05 ml frakcie. Frakcie sa
testovali na aktivitu inhibicie rekryStalizacie ladu a najaktivnejie frakcie sa
spolo¢ne ponorili do kipefa. Tieto frakcie sa potom naniesli na Mono Q PC 1,6/5
stipec, ekvilibrovali v 50 mM Tris/Cl timivom roztoku s pH 9,5 a tieZ sa nechali
prebiehat/pdsobit na systéme Smart pri rychlosti prietoku 0,1 mi/min. Po nanasani
a premyvani sa stipec eluoval s linearnym gradientom 0 aZ 0,4 NaCl a zozbierali sa
0,1 ml frakcie. Frakcie sa testovali a aktivita eluovala ako jediny vrchol pri priblizne
0,1M NaCl.

Aktivne frakcie sa nechali virit v rovnakom objeme fenolu:chloroformu:izo-
amyl alkoholu (1:1 [24:1]) po dobu 1 minaty, potom sa centrifugovali pri 13 000 x g
po dobu 30 minat. Vodna (hore) a organicka (dole) faza sa zozbierala oddelene,
nebolo pozorované Ziadne rozhranie. Obe fazy sa potom nechali vyzrazat pridanim
desiatich dielov studeného acetdénu a udrziavali pri -20 °C po dobu 16 hodin.
Vysledné pelety sa resuspendovali v 50 mM Tris/Cl timivom roztoku, testovali na RI
aktivitu a nechali prebiehat/pdsobit na SDS PAGE.

Testovanie resuspendovanych frakcii ukazalo, Ze RI aktivita sa tplne deli do
vodne] fazy. V organickej faze nebola Ziadna RI aktivita dokonca ani po
denaturovani/renaturovani frakcii v 6 M hydrochloridu guanidinu. Toto bol ne¢akany
vysledok, pretoZe proteiny by sa mali delit do organickej fazy, alebo glykoprotein do

rozhrania. Av8ak analyza SDS PAGE ukazala, Ze hoci v&éSina proteinov bola v
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organickej faze, jeden proteinovy pas so zjavnou molekulovou hmotnostou 29 kDa
bol viditelny v aktivnej vodnej frakcii, ale chybal v organickej faze. Pas mal
sfarbenie odlisné od ostatnych proteinov a bol velmi rozptyleny.

Podobna extrakcia fenol:chloroform sa uskutocnila na extrakte tolerantnom k
varu pripravenom z listov travy Poa pratensis var Barcelona aklimatizovanych na
chlad. Tato extrakcia tiez ukazala prednostnejSie delenie RI aktivity do vodnej fazy
a protein mal zjavnu molekulovi hmotnost 27 kDa na SDS PAGE.

Sekvenovanie proteinu na N-konci proteinov potvrdilo, Ze st identické s AFP

opisanymi v Priklade 4.

Priklad 6

Degenerovany oligonukieotidové primer (Lol 1) sa vytvoril a syntetizoval
z N-konca sekvencie proteinu (ASP-GLU-GLN-PRO-ASN-THR-ILE), ako
GAYGARCARCCIAAYACIAT, kde y =C+T, R=A+G a |=inozin.

Prvy pas cDNA sa pripravil z RNA z 5ug 30-dilovych listov Lolium perenne
aklimatizovanych na chlad s pouzitim Superscript reverznej transkriptazy
(Stratgene) a oligonukleotodového primeru OG1 (GAGAGAGGATCCTCGAG (t) 15)
podfa navodu od vyrobcu. 1 % prvého pasu sa pouzilo ako templat, spolu s Lol1 a
OG1 primérmi, v PCR reakciach. Reakcie sa uskuto€nili v termalnom cyklovaci s
pouzitim Taq DNA polymerazy (Gibco BRL) po 30 cyklov (1 minata pri 94 °C, 1
minata pri 55 °C a 1 mindta pri 72 °C) po prvotnej denaturacii po dobu 2 mindt pri
94 °C.

PCR vyrobok s 600 bp sa zvaé&sil a nasledne &istil z 1 % agarézového gélu a
klonoval na pTAg vektor (R&D systémy) podla navodu od vyrobcu. Klonovany PCR
vyrobok sa sekvenoval na automatickom zariadeni na sekvenovanie DNA Perkin
Elmer (Applied Biosystems) s pouzitim T3 a T7 primerov. Obsahoval otvorent
¢itaciu konstrukciu dost podobnu nasledovne;j:

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

a dedukovana aminokyselinova sekvencia sa dost podobala nasledovne;:
D-E-Q-P-N-T-I-S-G-S-N-N-T-V-R-S-G-S-K-N-V-L-A-G-N-D-N-T-V-
I-S-G-D-N-N-S-V-S-G-S-N-N-T-V-V-S-G-N-D-N-T-V-T-G-S-N-H-V-
V-S-G-T-N-H-I-V-T-D-N-N-N-N-V-S-G-N-D-N-N-V-S-G-S-F-H-T-V-
S-G-G-H-N-T-V-S-G-S-N-N-T-V-S-G-S-N-H-V-V-S-G-S-N-K-V-V-T-
D-A

Otvorena citaci ramec kéduje protein s molekulovou hmotnostou 12 kDa,
ktora je znacne nizSia ako molekulova hmotnost 29 kDa na SDS PAGE. Pozorovalo
sa tiez, ze kédovacia sekvencia obsahuje 6 rozpoznatefnych glykozyla¢nych miest
(ASN-X-SER/THR) a znaéné mnozstvo SER a THR rezidui, ktoré mézu byt tiez
glykozylované. Z toho by vyplavalo, Zze pévodny protein izolovany a Lolium je
vysoko glykozylovany. AvSak protein, ktory bol enzymaticky deglykozylovany si
stale zachovava aktivitu inhibicie rekryStalizacie Tadu, z &oho vyplyva, Ze

glykozylacie nie je nevyhnutna na to, aby bol protein aktivny.

Priklad 7

Za ucelom dokazania, Ze cDNA z Lolium perenne opisana v Priklade 6
kéduje AFP sa uskutocnila expresia kdédovacej oblasti. Vytvorii sa kmen
metylotrofickej kvasnice Pichia pastoris obsahujuci Lolium AFP ¢ DNA.

Lolium cDNA sa klonovala na pPIC9 vektor s a - faktor signalovou
sekvenciou za uCelom zabezpecCenia sekrécie z bunky a glykozylacie. VSetky
enzymy boli z Boehringer Mannheim a pouZili sa podfa navodu od vyrobcu.
Konstrukcia vyjadrovacich vektorov, transformacia a rast Pichia boli opisané v

prirucke Invitrogen Pichia Expression Kit (Version B).
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Lolium cDNA sa klonovala na pPIC9 vektor ako PCR amplifikacny fragment s
kompatibilnymi restrikénymi koncami na ligaciu na pPIC9 vektor, ktora sa vyrobil s
pouzitim cDNA ako templatu a primerov
GTATCTCGAGAAAGAGATGAGCAGCCGAACAACGATT a
TTAATTCGCGGCCGCCTGTAGGAAAAGTATGGTATATC, ktorymi sa zacinalo
Xhol restrikéné miesto na 5 konci a Not1 restrikéné miesto na 3' konci
amplifikaéného fragmentu a ktoré zabezpecovali, Ze Lolium cDNA bola v ramci
sekrednej signalovej otvaracej d&itacej konStrukcie. Reakcie sa uskutoénili v
termalnom cyklovadi s pouzitim Taq DNA polymerdazy a Pfu dokazovacieho
¢itacieho enzymu (Boehringer Mannheim) po 30 cyklov (1 minata pri 94 °C, 1
minuta pri 55 °C a 1 minuta pri 72 °C). VSetky nasledné PCR reakcie sa uskutoénili
pri rovhakych podmienkach, ale bez Pfu enzymu. Xho1/Not1 cDNA fragment sa
potom klonoval na Xho1/Not1 vyluhovany pPIC 9 vektor a transformoval do
kompetentnych E. Coli buniek (kmefi XL1-modry). Po transformacii sa umiestnili na
LB platne s 50 pg ml ampicilinu a nechali rast 16 hodin pri 37 °C. Potom sa
transformanty rezistentné na ampicilin zozbierali a analyzovali na integraciu Lolium
cDNA prostrednictvom PCR s pouZitim §' AOX1 a 3' AOX1 primerov, ktoré boli
syntetizované ako je to opisané v prirucke Invitrogen Kit Manual.

Plazmidova DNA sa izolovala zo S$tyroch pozitivnych transformantov
pomocou miniprep a linearizované vylihovanim s Sal1 na transforméaciu do buniek
Pichia, ktoré boli vypestované a premyté ako je to opisané v Invitrogen Manual.
Linearizovana DNA po vylihovani bola elektroporovana do buniek Pichia s pouzitim
BioRad GenePulser podfa odporGgania a po pridani fadovo vychladeného 1 M
sorbitolu bola rozotrena na MD platne, kde pri 30 °C po dobu 24 hodin vyrastali
kolénie, az kym sa nestali viditelné. 16 transformantov sa potom zozbieralo na
¢erstvé MM a MD platne a transformanty, ktoré rastli normalne na MD platniach, ale
pomalSie na MM platniach sa vyselektovali. Tieto transformanty sa potom
analyzovali pomocou PCR s pouzitim 5' a 3' AOX1 primerov a 8 pozitivnych sa
testovalo na expresiu.

Najprv sa kolénie inokulovali na BMGY médium a nechali rast 24 hodin pri

30 °C, potom sa bunky oddelili a preniesli na BMMY médium, kde sa indukovala



-19-

expresia a vratili do 30 °C na dalSich 24 hodin. Po 24 a 48 hodinach sa pridal
metanol do 0,5 % za ucelom zachovania indukcie. Bunky sa potom odstranili
centrifugaciou a alikvotna €ast média sa upravila tak, aby obsahovala 30 %
sacharézy a potom sa testovala aktivita inhibicie rekrystalizacie ladu. Médium
vSetkych transformantov sa vyznacovalo vyraznou Rl aktivitou, zatial ¢o médium
vyrobené rovnakym spésobom z kontrolnej Pichia bez integrovanej Lolium cDNA
nebolo aktivhe vébec.

Z uvedenych prikladov vyplyva, Ze protein izolovany z Lolium perenne a

prislusna cDNA predstavuju Rl aktivny AFP.

Priklad 8

E. coli XL-1 modra bola pouzita pri vSetkych krokoch klonovania; kultury sa
pestovali na 2YT médiu s ampicilinom alebo kanamycinom podfa vyberu. VS§etky
oligonukleotidové primery sa syntetizovali na syntetizéri Perkin Eimer 381A DNA s
pouzitim fosforamidovej metédy v sulade s odporaéanim vyrobcov. Platne s mladou
kultdrou sa pripravili umiestnenim 2 ml bunkovej suspenzie Nicotiana bethiama na
Petriho misku s obsahom 25 ml MS soli, B5 vitaminov (1 mg L kyseliny nikotinovej,
1 mg L pyridoxinu, 10 mg L tiaminu, 100 mg L inizitolu) + 1 mg L 2-4D, 0,2 mg L
BAP & 0,8 % agaru. Bunky sa potom rozptylili tak, aby pokryvali cely agar a potom
prikryli sterilnym filtraénym papierovym diskom.

Selekéné médium = MS zakladné médium + 3 0 sacharézy, 0,2 mg L IAA, 1
mg | BAP, 0,9 % agaru + 500 mg L cefotaximu & 100 mg " kanamycinu.

Lol1 sekvencia kédujica AFP a PR1a apoplasticki ciefovi sekvenciu sa
PCR amplifikovali s 5' a 3' oligonukleotidovymi primermi vytvorenymi za u¢elom
generovania vhodnych restrikénych miest tak, aby sa mohli ligovat na BamHI
mieste a zohriaty vyrobok sa vlozil do Ncol/EcoRI otvoreného pUC intermedialneho
plazmidového vektora (Messing 1983). Lol1 AFP sa oddelene vlozil do troch pUC
vektorov za rozliéné promotérové sekvencie (granulova vazba syntazy $krobu;

kruhovy virus na ruziCkovom keli; dvojity 35S virus mozaiky ruzi€kového kelu).
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Potom boli dalej klonované na rastlinny transformaény binarny vektor a
premiestnené do tabaku s pouzitim transformacie prostrednictvom Agrobacterium.

PCR reakéné zmesi obsahovali 5 pl x10 Taq reakénej timivej zmesi, 1 pl
dNTPs, 1 pl §' a 3' primerov (50 pmol pl), 1 pl templatu Lol1, 0,5 ul Tag polymerazy
a 0,05 pl pfu dokazovacieho ¢itacieho enzymu. Na skimavky sa naniesol minerainy
olej a podrobili sa 30 cyklom po 1 mintte pri 94 °C, 1 minuta pri §5 °C a 1 minata pri
72 °C po prvotnom kroku denaturacie pri 94 °C po dobu 2 minut.

Vyldhovanie PCR amplifikaénych vyrobkov sa uskuto¢nilo s vhodnymi
reStrik€nymi enzymami v odporiéanom timivom roztoku (Boehringer Mann heim) pri
37 °C po dobu 16 hodin. Luhovacie zmesi sa separovali na 1 % agar6zovom géli a
prislusné pasy sa odstranili a vygistili s pouzitim Oiagen rychlej DNA gélovej
cistiacej sady podla navodu od vyrobcu.

Prilozeny a plazmidovy vektor sa spojili s pouzitim T4 ligazy a 5 x 10
timivého roztoku v stilade s odporudanim Stratgene pri 16 °C po dobu 16 hodin.
Kompetentné bunky E. coli sa transformovali s pouzitim 2 pl ligacnej reakcie,
umiestnili na platiiu a nechali rast cez noc pri 37 °C. Transformanty sa identifikovali
pomocou PCR s pouzitim Specifickych 5' a 3' primerov. Plazmidova DNA sa potom
izolovala ako je to opisané v Maniatis, Zvdzok 1 a spravne usporiadanie potvrdilo
reStrikéné luhovaciu analyzu.

PriloZzené HindIll/EcoRI sa odstranili a ligovali ako predtym do Hindlll/EcoRI
vylihovaného vSeobecného rastlinného transformaéného vektora (GPTV).
Kompetentné E. coli sa transformovali a transformanty sa identifikovali pomocou
PCR; nasledne sa sekvenovanim potvrdilo, Zze izolovana plazmidova DNA bola
spravna.

Tri rozliéné GPTV vektory sa oddelene transformovali na Agrobacterium
tumafaciensis (kmeii LBA 4404) s pouZitim metédy zmrazovania a rozmrazovania
(freeze thaw method) opisanej v priru€ke Plant Molecular Biology PMAN A3/7.

Semena Nicotiana tabacum (var Petit Havana) boli povrchovo sterilizované
po dobu 10 minut s roztokom 10 % chlornanu sodného a po trojitom preplachnuti s

destilovanou vodou sa preniesli na Murashige & Skoog zakladné médium + 3 %
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sacharézy + 0,9 % agaru. Semena sa pestovali dva tyZdne, nasledne sa preriedili
na 2 na jednu nadobu a potom sa ziskali sterilné rastlinky pravidelnym mesacnym
prestrihavanim do MS zakladného média + 3 % sacharézy + 0,9 % agar.

Bunky Agrobacterium obsahujice vhodny plazmid sa kultivovali cez noc v
naleve Lennox (5g/l NaCl, 10 g/l extraktu z kvasnic, 10 g/l bactotryptonu a 15g/l
agaru), potom sa 10 minat centrifugovali pri 3000 x g a resuspendovali v MS
zakladnom médiu + 3 % sacharézy. Disky listov tabaku odrezavané sterilnym
korkovym vrtakom sa nainfikovali inkubovanim s kultirou Agrobacterium po dobu
10 minat, potom sa vysusili na steriinom filtraGnom papieri a umiestniti rubom hore
na plat s mladou kultirou tabakovych buniek.

Infikované listy boli inkubované pri 26 °C po dobu 2 dni pri svetelngj intenzite
2000 luxov a potom odstranili z platov s mladou kultdrou a premiestnili na selekéné
médium. Potom sa inkubovali pri 3000 luxoch, 26 °C, pri 16 hodinach svetla a 8
hodinach tmy a kazdé dva tyzdne sa premiestnili na ¢erstvé médium. Novo rastice
vyhonky objavujlce sa na okrajoch disku sa premiestiiovali na zakorefiovanie do
MS zakladného média + 3 % sachardézy, 500 mg/l cefotaximu & 100 mg/l
kanamycinu.

Po zakoreneni a vyrasteni 3 az 4 listov sa jeden list z niekolkych linii kaZdej
rastlinky plus z niekolkych netransformovanych kontrolnych rastliniek odstranilo za
ucelom testovania na RI. Pletivo listu sa umiestnilo do Eppendorfovej skimavky a
vyliéena miazga sa centrifugovala. Obsah sachar6zy v miazge sa pred testovanim
upravil na 30 % hmotn.

Niekolko rastlinnych linii z kazdej kons$trukcie vykazovalo vyraznu aktivitu
inhibicie rekrystalizacie. Extrakty z kazdej z kontrolnych rastliniek nevykazovali
ziadnu aktivitu. Tym sa jasne dokazalo, ze Lol1 AFP bol transformovany do tabaku,
t.j. do rastliny, ktora nema vlastny AFP a uspesSne sa prejavila ako aktivny protein
bez potreby aklimatizacie na chiad.

Rastliny na ucely pestovania sa umiestnili do érepnikov s 50 % perlitu a 50 %
raSelinovej zmesi a opétovne presadili na kvitnutie do miestnosti so striedanim 16
hodin svetla pri 26°C a 8 hodin tmy pri 22 °C. Kvety boli samoopelované a semena

sa uskladriovali pri +4°C.
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Priklad 9

Aby sa dokazalo, ze AFP podfa vynalezu nepotrebuje glykozylaciu na to, aby
bol aktivny, exprimovala sa kddovacia oblast v prokaryotickom systéme. Vytvoril sa
kmen Escherichia coli s obsahom AFP cDNA.

Lolium cDNA sa klonovalo na pET32 plazmid z Novagenu s obsahom
tioredoxinu na vyjadrenie ciefového génu ako fizovaného proteinu. VSetky enzymy
boli z Boehringer Mannheim a boli pouzZité po navodu od vyrobcu. Konstrukcia
vyjadrovacich plazmidov, transformacia a rast E. coli st opisané v priruékach
Novagen pET systém a Promega Applications.

Lolium cDNA sa klonovalo na pET-32 plazmid ako PCR amplifikaény
fragment, s kompatibilnymi restrikénymi koncami na ligaciu do viac-
nasobného klonovacieho miesta pET-32 plazmidu. Tento bol pripraveny
s pouzitim Lolium cDNA ako templatu a 5' oligonuklieotidového primeru
(TTTGCGCTCGAGTTAAGCGTCTGTCACGACTTTG a 3' oligonukleotidového
primeru (TTTGCGCCATGGATGAACAGCCGAATACGATTTC), ktorymi sa zacina
Ncol restrikéné miesto na §' konci a Xhol restrikéné miesto na 3' konci
amplifikacného fragmentu. Reakcie sa uskuto€nili v termalnom cyklovadi s pouzitim
Taq DNA polymerazy na 25 cyklov (denaturacia pri 94 °C, zohrievania od 35 °C do
60 °C, expresia pri 72 °C). VSetky nasledujice PCR reakcie sa uskutoénili za
rovnakych podmienok. Ncol/Xhol PCR amplifikaény fragment sa potom klonoval na
Ncol/Xhol vylihovany pET-32 plazmid a transformoval do kompetentnych buniek E.
coli (kmeri XL1-modry). Po transformacii sa umiestnili na LB-ampicilinové platne a
nechali rast 16 hodin pri 37 °C. 10 transformantov rezistentnych na ampicilin sa
zozbieralo a analyzovalo na integraciu Lolium cDNA pomocou PCR s pouZitim pET
protipradovych a poprudovych primerov z Novagenu.

Plazmid DNA sa izoloval z 3 pozitivhych transformantov pomocou minprep a
vylihoval pomocou Xhol a Ncol na transformaciu do kompetentnych buniek E. coli
BL21 (DE3) ako je to opisané v prirucke pET systém. Transformované bunky sa
umiestnili na LB-ampicilinové médium a inkubovali 24 hodin pri 37 °C spolu s

kontrolnou vzorkou vyrobenou bez transformovanych BL21(DE3) E. coli.



-23.-

Tri pozitivne koldnie transformantov sa vyselektovali, kultivovali v LB-
ampicilinovom médiu a inkubovali 1 hodinu pri 37 °C do dosiahnutia O.D. (A=600
nm) 0,6 a potom inokulovali do média s va&Sim objemom a pretriasli pri 37 °C. Ked
0.D. dosiahlo 0,5, bunky sa indukovali IPGT na proteinovu expresiu po dobu 3
hodin, ako je to opisané v prirucke pET systém.

Vyjadrené proteiny sa izolovali z cytoplazmy buniek E. coli, ako je to opisané
v prirucke pET systém; bunky sa zozbierali centrifugaciou, resuspendovali v
HEPES timivom roztoku (25 mM HEPES, 10 mM MgCl,, 100 mM NaCl, 1 mM DTT,
pH 7,5) a zni€ili pésobenim ultrazvukovych vibracii po dobu 10 sekund.
Cytoplazmatické proteinové frakcie sa centrifugovali a kal sa zozbieral. Alikvotna
¢ast' kalu sa upravila tak, aby podiel sacharézy bol 30 % hmotn. a testovala sa na
aktivitu inhibicie rekrystalizacie fadu, ako je to opisané v Priklade 3.
Cytoplazmaticky proteinovy extrakt vykazoval vyznamnu Rl aktivitu, zatial ¢o
cytoplazmaticky proteinovy extrakt vyrobeny rovnakym spdésobom z kontrolnej
vzorky buniek E. coli bez integrovania Lolium cDNA nevykazoval Ziadnu aktivitu.

Fuzovany protein sa vyéistil pomocou stipca na afinitu ku kovom a tioredoxin
sa odstranil vylihovanim s trombinom. Identita rozStiepeného AFP sa potvrdila
proteinovym sekvenovanim N-konca a tento rozstiepeny protein tiez vykazoval
vyznamnu aktivitu inhibicie rekrystalizacie fadu.

Z vysSie yuvedeného vyplyva, Zze ne-glykozylovany mrazuvzdorny protein
Lolium perenne vyjadreny v E. coli si zachoval aktivitu inhibicie rekryStalizacie ako

fazovany vyrobok s tioredoxinom aj po Stiepeni trombinom.
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PATE NTOVE NAROKY

1. Mrazuvzdorny protein, ktory mdZe byt odvodeny od rastlin, u ktorych 40 %
ich aminokyselin je zo skupiny serin, treonin a asparagin a ktorych aminokyselinova
sekvencia sa minimalne z 80 % prekryva s nasledovnou sekvenciou:
D-E-Q-P-N-T-I-S-G-S-N-N-T-V-R-S-G-S-K-N-V-L-A-G-N-D-N-
T-V-I-S-G-D-N-N-S-V-S-G-S-N-N-T-V-V-S-G-N-D-N-T-V-T-G-
S-N-H-V-V-S-G-T-N-H-I-V-T-D-N-N-N-N-V-S-G-N-D-N-N-V-S-
G-S-F-H-T-V-S-G-G-H-N-T-V-S-G-S-N-N-T-V-S-G-S-N-H-V-V-
S-G-S-N-K-V-V-T-D-A
ako aj modifikované verzie tohoto proteinu, u ktorych tato modifikacia materialne

neovplyviiuje viastnosti inhibicie rekrystalizacie fadu.

2. Mrazuvzdorny protein podfa naroku 1, ktory méze byt odvodeny od travy.

3. Mrazuvzdorny protein podfa naroku 1, kde prekrytie je aspoii 95 %.

4. Mrazuvzdorny protein podla naroku 1, kde prekrytie je 100 %.

5. Mrazuvzdorny protein podfa naroku 1, ktory bol modifikovany
glykozylaciou.

6. Nukleokyselinova sekvencia, ktora je schopna koédovat mrazuvzdorny

protein podfa naroku 1.

7. Nukleokyselinova sekvencia podla naroku 6, ktorou je:
GAT GAA CAG CCG AAT ACG ATT TCT GGG AGC AAC AAT ACT GTC
AGA TCC GGG AGC AAA AAT GTT CTT GCT GGG AAT GAC AAC ACC
GTC ATA TCT GGG GAC AAC AAT AGT GTG TCT GGG AGC AAC AAC
ACT GTC GTA AGT GGG AAT GAC AAT ACC GTA ACC GGC AGC AAC
CAT GTC GTA TCA GGA ACA AAC CAT ATC GTT ACA GAC AAC AAC
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AAT AAC GTA TCC GGG AAC GAT AAT AAT GTATCC GGG AGC TTT
CAT ACC GTA TCC GGG GGG CAC AAT ACT GTG TCC GGG AGC AAC
AAT ACC GTA TCT GGG AGC AAC CAC GTT GTA TCT GGA AGC AAC
AAA GTC GTG ACA GAC GCT TAA

aj s prislusnymi alelami.

8. Mrazeny potravinovy vyrobok,vyznacdujaci sa tym, Ze obsahuje

mrazuvzdorny protein podfa naroku 1.

9. Mrazeny potravinovy vyrobok podfa naroku 8, vyznacé¢ujlaci sa

ty m, Ze je to zmrazena cukrovinka.

10. Spdsob ziskavania AFP podlfa naroku 1, vyznadujliuci sa tym,

Ze AFP sa pripravuje pomocou geneticky modifikovaného organizmu.

11. Spbsob podla naroku 10, vyznad&ujaci sa tym, Ze organizmom

je mikroorganizmus alebo rastlina.
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