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(57) Anotécia:

Je opisany spdsob produkcie génovych produktov zo za-
sobnych rezerv drvenych alebo nedrvenych klitiacich se-
mien dvojkli¢nych rastlin obsahujiicich expresivny systém,
ktory je iniciovany alebo méZe byt iniciovany potas klice-
nia. Produktom je zo semena pochédzajuca zmes obsahuji-
ca jeden alebo viac vyslednych génovych produktov. Alter-
nativne sa ziska vysledny produkt tak, Ze sa ziskan4 zmes
skontaktuje so substritom obsahujiicim substanciu schopnu
transformdcie zo semena pochddzajicej zmesi samotnej,
v sufenej alebo nadvizujucim spdsobom spracovanej for-

me.



PR FAT- Loz

Sposob konverzie zasobnych rezerv semien dvojkli¢nych rastlin na zmesi obsa-

hujice jeden alebo viac génovych produktov
./_—~

Oblast techniky

Predlozeny vynalez sa tyka spdsobu zalozeného na principe zdroja a
spotrebic¢a na konverziu rezerv ulozenych v semenach dvojkli¢nych rastlin na
zmesi obsahujice jeden alebo viac génovych produktov, o ktoré je zaujem. Vy-
nalez tieZ uvadza zmes pochadzajicu z kliciacich semien, obsahujicu najmene;j
jeden génovy produkt v kotyledone (prvom kli€nom liste), poc&itajuc do toho

sadenicu, alebo v prostredi obklopujicom kliiace semeno alebo sadenicu.

Doteraj8i stav techniky

Metody produkcie terapeuticky aktivnych cicav&ich proteinov izolaciou .a
rafindciou z cicav&ich zdrojov boli v sifasnej dobe, kvdli zvySenému riziku
kontaminacie, v $irokej miere nahradené technoldgiou rekombinantne; DNA
(génovym inZinierstvom) poskytujicou nové moznosti na vyrobu velkych
mnozstiev priemyselne ziaducich cicavCich proteinov. Génové inZinierstvo
poskytuje Siroky vyber hostitel'skych systémov a systémov na expresiu. Ak su
ziadanymi cielovymi proteinmi proteiny cicavcie, st s ciefom ziskania glyko-
zylovanych foriem iiédan)’/ch proteinov preferované eukaryotické hostitel’ské

systémy.

Najefektivnej$i hostitel'sky systém na velkoobjemovi a nizkonakladovu
vyrobu glykozylovanych proteinov predstavuju huby. I ked huby boli Gspesné
pri produkcii vysokych mnoZstiev svojich nativnych proteinov, neboli rovnako
tak uspeSné v exprimovani heterolognych proteinov, ako si terapeutické cicav-

Cie proteiny.

Huby si v sicasnej dobe pouzivané hlavne na velkokapacitni produkciu
homologickych priemyselnych enzymov, zatial' ¢o na produkciu glykozylova-

nych heterolognych proteinov sa ohnisko vyskumného zauymu zameralo na vy-



hl'adanie alternativnych systémov expresie. PretoZe sa glykozylacné sposoby a
postupy skladby v rastlinnych hostitel'skych systémoch podobaji tym v cicav-
Cich systémoch, st z dostupnych systémov rastlinné hostitel'ské expresivne
systémy z hladiska nakladov zdaleka najefektivnejSie. Hlavny zaujem bol za-
merany na produkciu farmaceuticky a priemyselne dolezitych enzymov. Uvede-
na mdze byt produkcia interferonu, enkefalinov, epidermalneho rastového fak-
tora, albuminu ludského séra v tabaku a/alebo zemiakoch. Hladiny expresie u

transgénnych rastlin boli pomerne nizke.

Cudzie gény su v rastlinach obvykle exprimované vo vyvojovych orga-
noch rastlin pod silnymi tkanivovo Specifickymi prométormi. Typickymi pri-
kladmi si promoétor zasobnych proteinov semien alebo pre hluzy 3pecificky
patatinovy promdtor v zemiakovych hl'uzach. Alternativne si pouZivané bunec-
né alebo organové kultary alebo kultury z rias, rovnako ako aj sofistikovanejSie
systémy, vratane systémov zalozenych na rastlinnych virusoch s pozadovanym
génom zapojenym vo vnutri genému virusu a exprimovanym sucasne s protein-
mi virusu. Najpokrodéilej§ie systémy sa spoliehaju na indukovatel'ni expresiu a

sekréciu rekombinantného proteinu do média.

Patenty US 5693 506 a US 5994 628 uvadzaju produkény systém na
produkciu cudzich proteinov v kli¢iacich semenadch jednokli¢nych rastlin. Re-
kombinantné proteiny st exprimované pod silnym amylazovym prométorom v
bunecnej kultare alebo v kliCiacom semene a protein je vylucovany do Zivného
média alebo extrahovany zo sladu. V semene jednokliénych rastlin pozostavaju
zasobné rezervy prevazne zo Skrobovitého endospermu. Proteinové zasoby u
jednokli¢nych rastlin sa, v porovnani s tymi v semenach dvojkli¢nych rastlin,
vyskytuji v malom mnozstve. Okrem toho, aj ked je expresia amylazy v Speci-
fickych bunkach vysoka, exprimuje amylazu v semene len maly pocet buniek.
Tieto bunky si obmedzené na skutelum zarodku a aleurénovi vrstvu endosper-
mu. Existuje velky dopyt po poskytnuti uCinnejSich systémov, ktoré by vyuzili
zasobné rezervy proteinov a olejov v semenach dvojkli¢nych rastlin. Patenty
US 5543 576 a US 5 714 474 opisuju metddu, pri ktorej su transgénne semena
bez predkli¢enia a v mletej forme pridavané do zivinovych zmesi ako dodatoc-

né zdroje enzymov.



Patent US 5670349 opisuje pouzitie poranenim vyvolatel'nych
HMGR/HMG2 promoétorov na expresiu rekombinantnych proteinov v Cerstvych
tabakovych listoch po ich zbere z pol'a. Poranenie Cerstvého alebo skladované-
ho rastlinného materialu narezanim alebo drvenim vyvoladva rychly vzrast ex-
presie. AvSak obsah proteinu v tabakovom liste je maly v porovnani. s tym,
ktory mozno ziskat zo semena dvojkli¢nych rastlin. Okrem toho, skladovatel-
nost’ &erstvych listov nie je so skladovatelnostou suchych semien porovnatelna
o sa tyka doby, priestoru a/alebo nakladov na skladovanie. PouZivanie &er-
stvého rastlinného materialu, ako su listy zobraté z pola, je tiez hlavnym
zdrojom mikrobialnej kontaminacie, ktora je vo fermentaCnej technologii vaz-

nym problémom.

Patentové prihlasky WO 94/11519 a WO 97/32986 zverejiiuji metddy a
zariadenia na produkciu degradaénych a konverznych produktov v rastlinach
pomocou procesu sladovania. Pri tychto metodach sa predpokladd, Ze enzymy
si aktivne v glyoxyzoémoch, ktoré katalyzuji rozStiepenie mastnych kyselin na
acetylkoenzym A. Tento acetyl-CoA, ktory je normdilne vyuZivany na tvorbu
organickych kyselin, ktoré mdzu byt exportované z glyoxyzomov a pouZzité v
inych metabolickych pochodoch ako je dychanie a syntéza sacharozy, by mal
byt nahradeny génom kédujicim enzymy na ceste veducej k polyhydroxyalka-

noatom vhodnym na produkciu biodegradabilnych termoplastov.

1 ked postupy sladovania st zname a boli pouzité najma na pripravu jed-
nokliénych rastlin, je treba poznamenat, Ze tieto pochody si obmedzené na
spracovavanie $krobu. Metdédy uvedené v patentoch WO 94/11519 a WO
97/32986, i ked navrhuju vyuZitie zasobnych rezerv u dvojkli¢nych rastlin, st
obmedzené na aplikaciu enzymov a ciest, ktoré riadia produkciu sacharozy a
energie, a ako vyuZit tieto produkty z respiratnych pochodov pre spdtni synté-

ZU.

I ked je zname sladovanie a metdody na vyuZitie respiranych pochodov
v rastlinach na produkciu polyhydroxyalkanodtov, vyuZitie zasobnych rezerv u
dvojkli¢nych rastlin na produkciu proteinovych produktov, ako Strukturalnych

proteinov a enzymov, vyrieSené nebolo.



Je potrebné kon3tatovat, Ze po proteinovych produktoch existuje velky
dopyt a vzhl'adom na to je hlavnou ilohou predlozeného vynalezu riegit prob-
lém konverzie zasobnych rezerv uloZenych v rastlinach na rdzne proteinové

produkty, ktoré moézu byt d'alej pouzité na produkciu pozadovanych produktov.

Hlavnou dlohou predloieﬁého vynalezu je poskytnat novy, uskutoénitel-
nejsi, efektivnejsi, pre Zivotné prostredie priaznivy postup a produk¢ny systém
na produkciu génQV)'Ich produktov, Specialne proteinovych génovych produktov,
v kotyledonoch transgénnych dvojkli&nych semien. Inou vyhodou predloZeného
vynalezu je, Ze poskytuje produk&ny systém na uvaZené vyuzitie, pri ktorom
génovy produkt mdZe byt produkovany v definovanych podmienkach a nie na
poli. To umoziiuje uskuto&iiovat predkladany proces v podmienkach takmer bez

kontaminacie.

Podstata vynilezu

Ciele predkiadaného vynéilezu st dosahované vyuZitim regulaénych sek-
vencii prechodnych proteinov, hromadiacich sa poéas iniciacie klicenia, na

produkciu Ziadanych génovych produktov.

Charakteristické znaky predkladaného vynalezu si vyloZené v patento-

vych narokoch.

Podrobny opis vyndlezu
Definicie

Vidcsina terminov pouzitych v predkladanom vynaleze ma ten isty vyz-
nam ako v odboroch génového inZinierstva, molekuldrne; biologie a botaniky,
najma v oblastiach vztahujucich sa na produkciu transgénnych rastlin a géno-
vych produktov. Niektoré terminy su vak pouzité trochu odliSnym spdsobom a

st podrobnejSie vysvetlené nizsie.



Termin "semenné rastliny” znamend Spermatophyta, rastliny najvyssieho
vyvojového stupfia, charakterizované komplexnymi Struktirami vratane tdplne
vyvinutych organov ako korefiov, stoniek, listov, kvetov a vaskularneho systé-
mu. Semenné rastliny sa delia na dve triedy, krytosemenné (Angiospermae) a
nahosemenné (Gymnospermae). Krytosemenné su d’aléj delené na podtriedy, t.j.
jednokli€ne a dvojkli¢ne. Embryo zrelého semena jednokli¢nych rastlin obsa-
huje len jeden kotyleddon, ktory je redukovany na absorptivny §titok (scutel-
lum). U dvojkli€nych rastlin ma embryo dva kotyledony, ktoré sluzia ako za-
sobné organy. Asimilaty, potrebné na ulozenie zasob v kotyleddénoch dvojklic-
nych rastlin, s z materskej rastliny vaskularnym systémom premiestiiované do
Supky semena a nakoniec do kotyledonu. Supka semena je materskym tkanivom
a nie su tu symplastické spojenia na embryo. Asimilaty prechadzaji apoplaz-
mickym priestorom a potom si zachytené embryom, symplasticky redistribuo-

vané a vyuzité na syntézu rezerv.

Termin "dvojkli¢ne semeno" znamena semeno, ktoré mozno ziskat z dvojklic-
nych rastlin, a ktoré obsahuje v kotyledénoch mnohostranni zasobnu rezervu
poéitajuc do toho proteiny, lipidy a sacharidy, na rozdiel od zasobnych rezerv
semien jednokli€nych rastlin, ktoré si tvorené hlavne zo sacharidov a len ma-
lych mnozZstiev d’al§ich zlucenin. V predkladanom vynaleze je " dvojklicnym
semenom" mienené kompletné semeno alebo fragment alebo ¢ast semena, ktoré
mozno ziskat preddrvenim semena najlepSie v suchom stave. Treba pozname-
nat, ze predloZeny vynalez sa tyka dvojklicnych rastlin a na dosiahnutie cielov

predlozeného vynalezu nemdzu byt pouZzité rastliny jednokli¢ne.

Najvhodnej$ie rody rastlin, ktoré moézu byt aplikované na produkciu po-
zadovanych génovych produktov podla postupu predkladaného vynalezu, zahr-
nuju, ale nie st obmedzené n‘a dvojkli¢ne rastliny s vysokym obsahom proteinu
alebo oleja v semenach. Typickymi prikladmi si nasledujice rody: Brassicace-
ae, Fabaceae a Polygonaceae. Rod Brassicaceae zahrnuje nasledujuce druhy:
Brassica napus, Brassica campestris, Camelina sativa, Sinapis alba, rod Faba-
ceae zahrnuje Lupinus angustifolius, Phaseolus vulgaris, Glysine max, Vicia

faba, Lens culinaris, Pisum sativum, Vigna mungo a Medicago sativa. Rod Po-



lygonaceae zahrnuje druh Polygonum. Vzhladom na vysoky obsah oleja v se-

mendach je potencidlne uzito¢na tieZ sineénica, Helianthus annuus.

Terminom "princip zdroja a spotrebi¢a" je mieneny produkény systém
alebo produkény celok, ktory mdze byt rozdeleny na dve odli§né §tadia, aku-
mulaéné Stddium, v ktorom sa v semene ukladaju rezervy proteinu, sacharidu a
lipidu, a mobiliza&né/produk&né Stadium, v ktorom si akumulované rezervy,
mobilizované normalne pre iniciaciu rastu rastliny, namiesto toho mobilizované
alebo vyuZzivané na produkciu jedného alebo viacerych cudzich génovych pro-
duktov, o ktoré je zaujem, spustenim expresivneho systému. Akumulaéné §ta-
dium zahrnuje kultivaciu transgénnych rastlin v podstate bez expresie géno-
vych produktov do terénu, zatial o produkcia génovych produktov je obme-
dzena na kliGenie v definovanych podmienkach. Toto sa da dosiahnuf Specifi-

citou expresivneho systému opisanou detailnej§ie v opise d'alej.

Terminom "okolité prostredie" je mieneny vodny roztok pufru bud v
kvapalnej, polotuhej alebo tuhej forme, ktory obsahuje substancie schopné ini-
ciovat, zvySovat, oneskorovat alebo predlzovat najpriaznivej$ie $tadium kli-
Cenia. "Okolité prostredie” mdze obsahovat zavadzanie klienia, faktory regu-
lujiice zvySovanie ur€itych pochodov a/alebo faktory regulujiice obmedzovanie
inych uréitych pochodov, prave tak ako externé Ziviny. "Okolitym prostredim"

mdZe byt tiez vlhky priestor alebo miestnost.

Termin "substrat" znamena tuhu, polotuhi alebo kvapalni kompoziciu
alebo médium, ktoré obsahuje najmenej jednu zlu&eninu alebo substanciu, ktor
mozZe byt pri pouziti zmesi' podla predlozeného vynalezu, obsahujiucej ako ka-
talyzator jeden alebo viac génovych produktov o ktoré je zaujem, transformo-

vana na ina zlG&eninu alebo substanciu s viac Yiaducimi vlastnostami.

Termin "zo semien pochadzajica zmes" znamena surovi zmes pripravenu
sposobom podla predklaaaného vynalezu, ktori moZno ziskaf z kli¢iacich
dvojkli€nych semien obsahujlcich jeden alebo viac de novo syntetizovanych
génovych produktov, exprimovanych v kotyledone nakliGeného semena dvoj-
kli¢nej rastliny vratane sadenice alebo vyliéenych do prostredia obklopujaceho

kliciace semeno alebo sadenicu. "Zo semien pochadzajuca zmes" moze byt po-



uzitd ako taka, uvedenym do styku so substritom. Zo semien pochadzajica
zmes mdze byt sufend a/alebo oSetrena pouzitelnymi metédami nadvizujiceho
postupu, prave tak ako izolovana a/alebo rafinovana pred pouZitim. Alternativ-
ne je substrat ¢inidlom obsahujicim jednu alebo viac zlu€enin schopnych modi-
fikovat jeden alebo viac génonch produktov v zmesi. Aby sa ziskal stabilny
produkt, m6zu byt pridavané napriklad substituenty alebo mézu byt modifiko-
vané skladbové Casti génového produktu alebo odstranené ¢i pridané fragmenty
alebo Casti. "Zo semien pochadzajica zmes" moze byt tiez formulovana, tj.
vybavena vhodnymi aditivami ako su ¢inidla zlepSujuce granulaciu, plniva,
lubrikanty, atd. Nakli¢ena, zo semien pochadzajica zmes podla predkladaného
vyndlezu, moze byt tieZ pridavana do krmiva pre zvieratd na zlepSenie vlast-

nosti krmiva podporujacich travenie.

Terminom "v podstate sterilny produkény systém zdroja a spotrebida" sa
rozumie, ze semena dvojkliénych rastlin mézu byt povrchovo sterilizované
metodami ako je ozarovanie alebo chemickéa sterilizacia. Klicenie moze byt
uskutocnované v alebo na vopred sterilizovanom okolitom médiu s pouzitim
sposobov aplikovanych pri aseptickych pracovnych metddach a/alebo pri praci
v sterilnych alebo superdistych podmienkach. Skuto¢nost, Ze celd produkcia
moze byt uskutodifiovana v sterilnych podmienkach znamena, ze m6zu byt vy-
lacené hlavné pri€iny zmarenia alebo nevykliCenia semien, t.j. fungalna alebo
bakterialna kontaminicia semien. NavySe d'alej je konefny produkt taktiez v
podstate prosty kontqminécié a nenachylny k degradacii kontaminantami
s proteolytickymi aktivitami. ProdukZny systém je teda tiez obzvlast vhodny na
Aprodukciu farmaceutickych produktov, ktory vyzaduju vysoké hygienické Stan-

dardy.

Terminom "iniciacia kli¢enia transgénnych dvojkli¢nych semien" sa ro-
zumie zaistenie podmienok priaznivych pre kli¢enie. To pripadne zahrﬁuje
skladovanie, sulenie, sterilizdciu, pridavanie vody, dopliovanie semien regu-
lacnymi faktormi indukujicimi rovnako tak zosilnovanie a/alebo zoslabovanie,
ako aj vonkajSiu vyzivu. Doplnky zahrnuji prostriedky ako fyzikalne, tak aj
chemické. Vonkaj§ia vyZiva obsahuje napriklad N- a/alebo C-zdroje, vitaminy,

mineraly, stopové prvky, atd. Rastové faktory, klicenie spustajuce faktory, za-



vadzacie Cinidla, faktory schopné polas syntézy de novo regulovat niektoré
procesy k zosilneniu a iné potlaovat, zahrnuji napriklad rastlinné hormoény a-
ko auxin a cytokinin. Fyzikalne prostriedky predstavuju napriklad svetelné za-
blesky alebo osvetlovanie po&as dlh3ej doby, prave tak ako sterilizaciu a/alebo

zahrievanie.

Termin "expresivny systém" znamena kon3trukt DNA, obsahujuci jednu
alebo viac sekvencii DNA kodujicich jeden alebo viac génovych produktov o
ktoré je zdujem, operativne spojené so sekvenciami regulujicimi expresiu ako
su zosilfiovace transkripcie, promotory a/alebo terminatory. Expresivny systém
je najvhodnejsie taky, Ze je alebo mdze byt navodeny podas klienia semena,
ale je v podstate nefinny alebo mdze byt umicany, ked sa dvojkli¢na rastlina
mnoZzi a kultivuje v polnych podmienkach. Expresiu regulujice sekvencie ob-
sahuji vyhodne promotor, ktory mdze byt nazvany "camera obscura" prométor,
t.j. promotor, ktory je spusteny alebo aktivovany poéas klienia, ked je semeno
v podmienkach bez svetla v temnej miestnosti. To nevyluéuje pouzitie ilumina-
cie alebo svetla. Oproti tomu podrobenie produk&ného systému s ubytkom
zdroja zablesku svetla, méze zvySit produkciu Ziadaného génového produktu
vyvolanim a zvySenim aktivity §pecifického prométora. '

Expresivne systémy vyuZivajo vyhody takych expresiu regulujucich sek-
vencii, ktoré su aktivne najmé v de novo syntéze prechodnych proteinov, ktoré

sa hromadia v kotyleddne po&as iniciacie kli¢enia.

Také indukovatel'né expresivne systémy obsahuji indukovatelné regulac-
ne sekvencie volené z regulainych sekvencii génov kédujucich prechodné pro-
teiny, ktoré si de novo syntetizované po&as iniciacie kli¢enia a akumulacie v

kotyledénoch a endosperme rastliny.

Uvedené expresivne systémy modzu byt pripravené vybranim vhodnych

regulaénych sekvencii. Spdsob selekcie sa sklad4 z tychto krokov
a) izolacia celkovej RNA z kotyledénov a/alebo listov dvojkli€nych rastlin;

b) priprava ¢cDNA z tejto izolovanej RNA amplifikéciou tejto RNA s jednym

pre rastlinu Specifickym primérom a primérom 3$pecifickym pre protein,



ktory je de novo syntetizovany pocas iniciacie klicenia a akumulacie v ko-

tyledonoch a endosperme rastliny;
c) zhromazdenie a nanesenie cDNA obsahujucich klonov na platne;
d) porovnanie vysledkov s klonmi ziskanymi z listu pochadzajucej) RNA a

e) znovuziskanie klonov obsahujiacich ¢cDNA vykazujicu zvySenu aktivitu v

kli¢iacich dvojkli¢nych semenach.

Termin "génovy produkt" v predkladanom vynaleze znadi proteiny, poly-
peptidy, vratane aj §trukturdinych proteinov a/alebo enzymov. "Génovy pro-
dukt" je obvykle peptid obsahujuci najmenej dve aminokyseliny spojené spolu
peptidovou viazbou. Peptidy obsahujice 2 az 10 aminokyselin sa nazyvaju oli-
gopeptidy, zatial' o peptidy obsahujice viac nez 10 aminokyselin sa nazyvaju.
polypeptidy. Polypeptidom mdZe byt retazec polyaminokyselin ako polylyzi-
novy retazec pozostavajici len z molekdl lyzinu, ale mdze to byt i protein,

proteinovy komplex alebo ¢ast alebo fragment proteinu.

Ako bolo uvedené v predchadzajucom odstavci, termin "génovy produkt”
moZze znamenat tiez produkty zaloZzené na nukleotidoch, ako mRNA. V termine
su obsiahnuté tieZ iné ziadané biochemikalie, zliCeniny alebo substancie, ktoré
sa daju ziskat napriklad biotransformacnymi procesmi, v ktorych jeden alebo
viac génovych produktov pritomnych v zmesiach pochédzajicich zo semien
podla predkladaného vynalezu posobi ako katalyzatory, ak su uvedené do styku
so substratom obsahujicim zlugeninu alebo 'substanciu, ktord méze byt trans-
formovana na pozadovany produkt alebo transformuje génovy produkt pozado-

vanym spOsobom.

"Derivaty génovych produktov" moZno alternativne ziskat transformac-
nymi procesmi, v ktorych je jeden alebo viac originalnych "génovych produk-
tov" podla predkladaného vynalezu modifikovanych tak, se &inidlu pritomnému
v substrate umoziuji ich modifikovat. Génové produkty mozno urobit stabil-
nejSimi alebo aktivnej§imi zmenenim ich sekundarnych a/alebo terciarnych
§truktir, napr. znovuzlozenim alebo preskladanim retazca aminokyselin, alebo

odoberanim alebo pridavanim komplexujiucich fragmentov, alebo pridanim
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Struktar alebo substituentov k tymto génovym produktom. Také "derivaty gé-
novych produktov" su v termine "génovy produkt" podla predkladaného vyna-
lezu obsiahnuté taktiez. "Génové produkty"” produkované podla predkladaného
vynalezu su obvykle heterolognymi cudzimi proteinmi. To znamena, ze "géno-
vy produkt” nie je produkovany divokym typom rastliny. Inymi slovami, nie je
pre hostitel'sku rastlinu nativny. Nativne semenné produkty viak mézu byt
produkované s vyuZitim postupu podl'a predkladaného vynalezu. MoZno ich vy-
uzivat zvlast na zvySenie produkcie ur&itych, farmaceuticky uZito&nych, nativ-

nych homologickych produktov pochadzajucich z rastlin.

Termin "ziskanie génového produktu exprimovaného kli¢iacimi semena-
mi transgénnych dvojkli¢nych rastlin pomocou alebo bez nasledného spracova-
nia" znamend, ze kotyledony vratane semenagikov mézu byt ako také ziskavané
ich oddelenim z okolitého kvapalného média pomocou alebo bez akéhokolvek
d’alSieho spracovania. Alternativne sa okolité médium ziskava ako také. Skla-
dovatelnost’ "zmesi ziskanej zo semien" mdze byt zlepSena suSenim, extra-
kciou, filtraciou, drvenim, atd. Mnohé z tychto spdsobov si su¢asne pouzivané
na zastavenie kli¢enia. Zahrievanie, suSenie, drvenie, separovanie, extrahova-
nie, lisovanie a filtracia sa obvykle pouzivaji na zastavenie kli¢enia pred po-
klesom intenzity syntézy de novo al/alebo ked pozadované génové produkty -
klesaji. Zastavovanie je dolezité, pretoze ked sa kli¢enie necha prili§ dlho po-
kratovat, dochadza k zneuzitiu de novo syntetizovanych, Ziadanych proteinov

na produkciu inych substancii, ktoré rodiaca sa rastlina potrebuje.

VSeobecny opis vynilezu

Zasobné rezeryy v kliciacich semendch dvojkli¢nych rastlin, ktoré pred-
stavuji uvolnené aminokyseliny a iné biochemické substancie, obsahuju obno-
vitelni entitu zdroja suroviny, zatial &o expresia poZadovaného transgénu re-
gulaciou transkripcie, fungujica v kotyledone poéas kli¢enia a nasledujuceho
rastu sadenice, tvori entitu produkénu (spotrebi¢). Predkladany vynalez sa teda
predovSetkym tyka produkéného systému obsahujuceho dva celky, zdroj a spot-

rebig, t.j. dve oddelené §tadia. Stadium akumulacie suroviny a §tadium produk-
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cie, v ktorom je zdroj surového materidlu vyuzivany na de novo syntézu géno-
vych produktov a ich derivatov alebo produktov modifikovanych génovym pro-

duktom zo zdroja suroviny ziskaného v prvom 3tadiu produkéného systému.

Cielom predkladaného vynalezu je vyvinut novy postup spocivajici na
produkénom systéme zdroja a spotrebi¢a na produkovanie génovych produktov
v dvojkli¢nych semenach. Produkcia obsahuje dve oddelené Stadia. Prvé Sta-
dium vyuZiva najrdznejSie obnovitel'né zdroje suroviny, ako proteiny a oleje,
ktoré sa hromadia ako zasobné rezervy u dvojkliénych rastlin podas kultivacie,
a ktoré mozu byt pripadne zberané vo forme semien. Druhé §tadium obsahuje
mobilizaciu rezerv uloZenych v kliiacej transgénnej rastline na produkciu jed-
ného alebo viac génovych produktov, de novo syntézou pozadovaného génové-
ho produktu s pomocou alebo bez pridavania dopinkov, ako nutri€énych faktorov
a poskytnutie fyzikalnych a/alebo chemilck)'lch prostriedkov, rovnako ako gene-
tického inZinierstva, na vyvolanie klienia a regulicie zosilnenia a/alebo zo-
slabenia de. novo syntézy, pocitajic do. toho transkripciu, expresiu é/alebo sek-

réciu.

Predkladany vynalez vo svojej prvej faze vyuziva mnohostranné zasobné
rezervy obsahujice proteiny, oleje a/alebo sacharidy pritomné vo dvojkli¢nych
rastlinach, ale chybajlice u je'dnokliénych rastlin, v ktorych zasobné rezervy
P hlavnej €asti zahrnuji dve pribuzné formy Skrobu, amyldézu a amylopektin. U
jednokli&nych rastlin je Skrob pocas kliCenia mobilizovany amylazami a nasle-
dujicim rastom rodiacej sa sadenice. Vznikajica sacharbza je vyuZivana ako
zdroj energie a ﬁhlikovych zligenin, aviak surovina pre de novo syntézu,
zvlast proteinov, sa vjskytuje ovela vzacnejSie nez u dvojklicnych rastlin, €o
spOsobuje, Ze nakli¢ené semena dvojkli¢nych rastlin su pre produkény systém

zdroja a spotrebi¢a neporovnatelne lepSie.

V predkladanom vynaleze si transgénne semena dvojkli¢nych rastlin zbe-
rané z pol'a, transportované a uskladnené, ako je obvyl\le Zivotnost uskladne-
nych semien mdze byt uchovana pocas dlhej doby, obvykle az niekol'ko rokov.
Hlavnymi faktormi uréujicimi Zivotnost' semien poclas skladovania je teplota a
obsah vlhkosfi v semene. Semena su obvykle skladované pri teplotach 0 az 5°C.

Normalny obsah vihkosti skladovanych semien je 4 az 10 %. Ak je obsah vih-
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kosti men$i nez 20 %, semeno dycha a vyvija sa teplo. Ak si zlé podmienky
ventilacie, mdéze vyvinuté teplo semeno zni&it. Ak je obsah vihkosti nad 20 %,

mdZe ddjst ku skazeniu semena v dosledku mikrobialneho rastu.

Vysasanie pri dozrievani je normalnym javom pri vyvoji semena, pri kto-
rom semeno prechadza do metabolicky pokojového stavu. Aviak semena mno-
hych druhov mézu kli¢it bez vysychania. Semena rajéin mézu byt kliGené, ked
su vybraté z dozrievajiceho plodu a umiestnené do vody. U niektorych inych
druhov, vritane Brassica campestris, klesa pri vysychani semien prudko obsah
Skrobu a vzrasta koncentracia niektorych sacharidov a oligosacharidov. U vy-
sychajacich semien su tiez silne exprimované uréité hydrofilné proteiny. Tie
maji schopnost’ upttavat vodu a predpoklada sa, Ze hraji vyznamnt Glohu v
ochrane proti §kodlivym u&inkom pri vysychani. Zrelé suché semena si udria-
vaju schopnost kliCenia a m6zu byt skladované po&as doby dni a2 mnohych ro-
kov. Hruby, neformulovany surovy material semien dvojkli€nych rastlin moze

byt stabilne skladovany aZ niekol'ko rokov.

U dvojkli€nych semien st hlavnou zasobnou formou lipidov triacylglyce-
roly, ukladané v subcelularnych organelach ako olejovité telieska. Obsah oleja
v semenach mdze dosahovat vy$ku az 64 % v ricinovom zrne alebo 48 % v se-
mene repky. Zasobny olej je syntetizovany zo sacharézy prenikajucej do vyvi-
jajuceho sa semena. V cytosodle je sacharéza konvertovana na fosfat hexozy,
ktory je premiestiovany do plastidov alebo konvertovany na glycerol-3-fosfat
(nositel glycerolu). Vychadzajiuc z fosfatu hexézy su v plastidoch syntetizova-
né¢ mastné kyseliny, jablénan a octan. V endoplazmatickom retikule (ER) su

mastné kyseliny a nositel' glycerolu esterifikované za vzniku triacylglycerolov.

U dvojkli¢nych rastlin si glutamin a asparagin hlavnymi aminokyselina-
mi transportovanymi floémom. V Supke semien je pred premiestnenim do ko-
tyledénov €ast glutaminu a asparaginu premenena na iné aminokyseliny. V
kotyledonoch si pre syntézu ukladanych proteinov vyuZivané aminokyseliny, z
ktorych st skladané proteinové celky. V ranom vyvoji semena obsahuje kotyle-
don jednu alebo dve vakuoly, ktoré sa neskdr zapiiiaju ukladanym proteinom a
postupne fragmentujt, aby vytvorili odlisné a oddelené, mensie proteinové cel-

ky. Semeno dvojklinej rastliny obsahuje obvykle dva alebo viac roznych ulo-
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zenych proteinov. Napriklad Brassica campestris méa celkovy obsah proteinu 24
%, obsahujuci napriklad 2S albumin, napin, 11S globulin a kruciferin. Z celko-
vého obsahu proteinu v semene predstavuje napin 20 % a kruciferin 60 %. V

predkladanom vynaleze je mozné vyuzivat gény kddujice uvedené proteiny.

Ukladané proteiny st obvykle koédované multigénnymi rodinami. VSe-
obecnym rysom pre luminalne proteiny endoplazmatického retikula eukaryon-
tov je zachovavany karboxy-terminélny tetrapeptid KDEL, ktory slizi ako ER-
retencny signal a vZdy sa nachadza na najzadnej§om karboxy-konci. Neexistuje
dokaz o tom, Ze by bolo nevyhnutné zachovanie viac nez $tyroch koncovych
aminokyselin [Pelham H. R. B., 7/BS 15, 483-486 (1990)], hoci bolo prehlase-
né, ze kompozicie kyselinovych zvys§kov medzi 20 aminokyselinami mdZe mat
isty vyznam pre G¢innu retenciu [Wandelt C. I. a spol., Plant J. 2, 181-192
(1992)]. Navrhovany mechanizmus retencie je najpravdepodobnejSie sprostred-
kovavany receptormi a zahrnuje vizbu KDEL signalu na membranovy receptor
a rychly navrat komplexu signalneho recep';ora v ER, pokial je uvoliiovany ako

vadok [Pelham H. R. B., T/BS 15, 483-486 (1990)].

Geneticky modifikované proteiny nebyvaji vzdy nachadzané v ich priro-
dzenej celularnej ¢asti. Napriklad vysoko-Met fazeolin, exprimovany v trans-
génnom tabaku, je nachadzany len v ER (endoplastickom retikule) Golgi cister-
nae a Golgi vackoch. Fazeolin sa normalne akumuluje v matrict vakuol na uk-
ladanie proteinu u vyvijajucich sa tabakovych semien. Vysledky ukazuja, ZzZe
vysoko-Met fazeolin je degradovany bud v Golgi vackoch alebo prave po vsti-
peni do vakuol na ukladanie proteinu [H-offman L. M. a spol., Plant Mol. Biol.
11, 717-730 (1988)]. Vysoka hladina akumulacie zasobného proteinu semien
Vicia alba, vicilinu, s dodatoénou karboxy-terminalnou KDEL-sekvenciou bola
publikovana u tabaku a lucerny [Wandelt C. 1. a spol., Plant J. 2, 181-192
(1992)]. Modifikované génové utvary zlucené s 3SS-promc')torom mozaikového
virusu karfiolu a proteinom sa akumuluju v ER listov fransgénnych rastlin,
Podla toho sa zda byt pravdepodobné, ze ked si produkované geneticky modi-
fikované zasobné proteiny, retencia v ER by mohla zamedzovat degradaciu, a
ze konStrukt DNA s 35S-promé6torom mozaikového virusu karfiolu by mohol

byt aplikovany v predkladanom vynaleze.
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Kruciferin je hexamérom zo §iestich podjednotiek, z ktorych kazda obsa-
huje jeden refazec kédovany jednotlivym génom [Rédin J., Rask L., Physiol.
Plant. 79, 421-426 (1990)].

Napriklad u Brassica napus gény kruciferinu zdielaju 60 % homoldgie
medzi ¢lenmi. Druh)"rm najviac prominentnym proteinom v semenach Brassica
napus je napin. Podobne ako subjednotky kruciferinu je napin jednotlivy géno-
vy produkt zloZeny z dvoch polypeptidovych retfazcov, viazanych spolu disul-
fidovymi mostikmi. Obidva, kruciferin i napin, si syntetizované na membrane
ER ako prekurzory obsahujice na ER zacieleny signal [Ericson M. L. a spol. J.
Biol. Chem. 261, 14576-14581 (1986)].

Ako bolo uvedené skor, ako kruciferin, tak aj napin obsahuju na svojom
N-terminalnom konci na ER zacielent signalnu sekvenciu. Proteiny vstupuju do
ER v nerozvinutom stave a signalne sekvencie sa skoro po vstupe oditiepia. V
nedavnych rokoch sa stalo zrejmé, Ze nie vietky proteiny vchadzajiace do ER su
d'alej spracovavané a zhlukované do vakuol. ER obsahuje tiez velky podet
proteinov, ktoré zostavaju v bunelnej dutine a napomahaju pocCiatoénym kro-
kom v zreni vylu¢ovanych proteinov. Mnohé z tychto proteinov boli vyznacené
I v cicavéich systémoch [Pelham H. R. B., T/BS 15, 483-486 (1990)] a nazna-
¢uju, Ze glykozylacia génovych produktov, zvlait proteinov, je podobna ako u
cicavcov, tak u rastlin. U rastlin bolo publikované, Ze napriklad protein viaZzuci
auxin je zadrziavany v ER [Inohara N. a spol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86,
3564-3568 (1989)].

Obvykle prvd skupina proteindz objavujaca sa poéas kli¢enia st SH-
dependentné proteinazy, ktoré pdsobia na nerozpustné nativne ukladané protei-
ny. U Vigna mungo je syntéza SH-dependentnej proteinazy v kotyledone ini-
ciovana bezprostredne po imbibicii a vzrasta az do §tvrtého diia, po ktorom kle-
sa [Okamoto T. a Minamikawa T:, J. Plant Physiol. 152(6), 675-682 (1998)].
Peptidy s kratkym refazcom vznikajice z aktivity endopeptidazy st Stiepené z

nativnych proteinov a to zase zvySuje ich citlivost voé&i dal§im proteinazam.

Proteinazy druhej skupiny su proti nativnym akumulovanym proteinom

inaktivne, ale hydrolyzuji peptidy s kratkym retazcom na oligopeptidy. V rov-
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nakej dobe sl aktivované karboxypeptidazy a z peptidov si uvolniované amino-
kyseliny. K tejto proteolyze dochadza v hlavnom retazci proteinu, z ktorého sa
do cytosélu uvolnuji oligopeptidy a aminokyseliny, a kde oligopeptidy si da-
lej degradované na aminokyseliny pomocou amino- a di- alebo tripeptiddz. A-
minokyseliny, uvolnené z ulozenych zloZiek, si d'alej metabolizované na hlav- .
nd transportni formu aminokyselin, asparagin a glutamin. UloZené proteiny
predstavuju zdroj aminokyseliny pre proteiny de novo syntetizované pocas kli-

éenia.

Druhé §tadium postupu podla predkladaného vynilezu zahrnuje kligenie,
pri ktorom surovy material, nahromadeny podas kultivacie do uloZenych rezerv
semena dvojkli¢nych rastlin, je mobilizovany na produkciu poZzadovanych gé-
novych produktov. Postup pri kliceni je rychly a naklady su nizke. Objem pro-
dukcie nie je prakticky limitovany, pretoZe surovina sa da ziskavat z obnovi-

telnych zdrojov a pozadovany prikon energie sa ziskava zo slnka.

Kli¢enim sa v predkladanom vynaleze mysli vyvojovy fenomén, ktory za-
¢ina prijatim vody semenom dvojkli¢nych rastlin a zvySenou respiraciou a mak-
romolekularnymi syntézami, mobilizaciou ulozenych rezerv a subcelularnymi
Strukturalnymi zmenami. Fyziologicky je kliCenie kratkym javom konéiacim
nastupom prediZenia osi embrya. V predklédanom vynaleze zahrnuje kli¢enie
tieZ rastova fazu po nastupe predlZzovania embfyonélnej osi. Semeno nasava nie
viac nez dvojnasobok alebo trojnasobok hmotnosti suchého semena, avSak ne-
skér pri vyvoji sadenice je potrebné viac vody. Klicenie zahrnuje poetné javy,
ako je zvySena respiracia a makromolekularne syntézy a subcelulérne' Struktu-
ralne zmeny. Kliéenie je spravidla dokonéené s rozpinanim korienkov, ku kto-
rému dochéadza buneénou'expanziod bez bunecného delenia. Existujd dva typy
sadenic klasifikovanych podla osudu kotyledénu po kli¢eni. Pri raste hypoge-
alneho typu sadenice kotyleddon s vyvijajicou sa sadenicou z pddy nevystu-
puje. HYpokotyl zdstéva kratky, ale epikotyl sa predlZuje a vyrdza prvé pravé
listy von zo zeme. U epigealneho typu sadenice vystupuju narastajice kotyle-
dony expandovanim hypokotylu. Kotyleddny sa obvykle stavaju fotochemicky

aktivnymi pred vyskytom pravych listov.
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Ked semeno kli¢i v prirode alebo na poli, vyuZiva rezervy kotyledénu na
vyvolanie fyziologickej aktivity obvykle po pokojovom 3tadiu ako suché seme-
no. Vitalne funkcie vratane expresie génov rychlo narastaji. Po&as klienia sa
z rezerv ulozenych v kotyledéne uvolfiuje vyrazné mnoZstvo aminokyselin a

inych biologickych zlu€enin a potom su viazané podas rastu sadenice.

Kli¢enie moéze byt u povrchovo sterilizovanych semien tieZ iniciované
inkubéaciou semien vo vode alebo vo vode doplnenej o zli&eniny, ktoré su ui-
tocné pre produkciu pozadovaného génového produktu. Poéas klienia je akti-
vovana expresia génu na produkovanie pozadovaného génového produktu. K i-
nicidcii klicenia su semenéa najprv hydratované na obsah vlhkosti 40 - 50 %
macanim v tankoch s vodou, kde sa teplota adjustuje podla druhu semena a
prevzduSfiovanie sa uskutoéfiuje stlaenym vzduchom. Po nasiaknuti st semena
premiestnené obycajne do komdr so 100 %-nou vlhkostou, aby vykligili. Ty-
picka teplota je medzi 10 - 30°C a Casové rozsahy od 2 do 10 dni, lepSie 3 a% 6

dni a najvyhodnejSie 4 az 5 dni.

V predkladanom vynaleze kli¢iace semeno dvojkliénych rastlin zahrnuje
transgénny kotyledon, t.j. kotyledény dvojkli€nych rastlin s stabilne trans-
formované DNA sekvenciou kddujicou Ziadany génovy produkt. Kotyledény sa
Castou embrya a slaZia ako organ na ukladanie. Fyziologicka $truktara a diver-
zita bunecnych typov v kotyledéne je relativne jednoducha. Mobilizacia hlav-
nych rezerv ulozenych v kotyledone zaina po kli¢eni. V kotyledénoch su po-
¢as narastania sadenice tri hlavné formy uloZenych materialov, proteiny, olej a
sacharidy, enzymaticky konvertované na transportovatelni formu. UloZené
proteiny su postupne Stiepené radom proteinaz exprimovanych v bunkich ko-
tyledonu. Proteinazy si de novo syntetizované $trukturdlnymi génmi regulova-

nymi v oblasti promoétora fungujuceho v kotyledone.

PocCas kli¢enia a nasledujiceho narastania vznikajicej sadenice je mobi-
lizacia ulozeného lipidu iniciovana lipolyzou ¢&iastodiek oleja, ktord z triacyl-
glycerolu poskytuje glycerol a vol'né mastné kyseliny. V Gloznych bunkéach se-
mena su glycerol a mastné kyseliny konvertované na sacharézu zlozitymi reak-
ciami vrdtane tuctov enzymov a aspoi glykozémov a mitochondrialnych orga-

nel. Sachardza je premiestiiovana do vakuoly alebo embrya.
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V mobilizaénom / produkénom S§tadiu s akumulované rezervy proteinu,
sacharidu a lipidu vyuzivané ako vychodiskovy material a si konvertované na
obchodne zaujimavé produkty namiesto normalnych proteinov, ktoré su produ-
kované na utvorenie rastliny. Mobilizacia zaCina, ak sa pridaja semena k oko-
litému kvapalnémh, polotuhému alebo tuhému médiu obsahujﬁcemu vodu, ktora
je pripadne doplnena fyzikalnymi alebo chemickymi prostriedkami, pocitajic
do toho vyZzivu, kli¢enie zavadzajicimi faktormi, prave tak ako faktormi
schopnymi regulovat zrychlenie a/alebo spomalenie urcitych krokov pri pro-
dukcii (transkripciu;, expresiu a/alebo sekréciu). Tato mobilizacia iniciuje kli-

Cenie a produkcia postupuje aZz pokym sa neobjavia zelené listy.

Bolo zname, %e vainym problémom vo fermentacnej technoldgii je kon-
tamindcia. Pri produkcii v priemyselnom meradle je kontaminovana vyrazna
Cast (20 - 25 %) fermentacnych vsadzok. S mikrobidlnym rastom poclas procesu
maju tieZz problémy pbstupy, ktoré vyuzivaji Cerstvy rastlinny material, ako je
vyroba zemiakového Skrobu alebo mokré mletie obilia. Cerstvy rastlinny mate-
rial ako listy zobraté z pola su hlavnym zdrojom kontaminacie, ktord mdze

sposobit vazne straty kone¢ného produktu.

Predkladany vynalez opisuje systém, ktory vyuZiva ako surovinu suché
semeno. Na poli je exApresia' cudzieho génu len obmedzena, zatial' Co, pokial sa
tyka prostredia, expresia sa bezpene uskutoCiuje hlévne v riadenych podmien-
kach v tovarni, namiesto podmienok polnych. Suché semenéa dvojkli¢nych rast-
lin m6zu byt povrchovo sterilizované 'ahSie nez semena jednokli¢nych rastlin,
pretoze maju tuhd, hladkd Supku na rozdiel od zfn jednokliénych rastlin. Steri-
lizacia moze byt uskutotnena oSetrenym chemikaliami ako je chlérnan, peroxid
vodika alebo inymi dezinfikujicimi zlaCeninami. PretoZe dvojkii¢ne semena
maju na rozdiel od vrascitej Struktury povrchu jednokli¢nych semien povrch
hladky, je sterilizacia semien dvojkli¢nych rastlin ovela efektivnejia. V do-
sledku toho mdze byt produkcia‘poiadovaného cudzieho alebo nativneho géno-
vého produktu(ov) uskutoéiiovana v sterilnych podmienkach, ¢o je velkou vy-
hodou, naymia ked je ciel’dvym génovym produktom terapeuticky aktivny pro-
tein, ale tieZz preto, ze moze byt zabranené mikrobialnej degradacii konecného

produktu.
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Génovy produkt méze byt ziskany v podstate kontaminantu prosty, tie?
ako kompozicia pochédzajuca zo sueného semena rastliny, obsahujuca jeden
alebo viac génovych produktov akumulovanych poc&as kli¢enia semena trans-
génnej dvojkli¢nej rastliny, ziskanych najlep3ie v bode maximalnej akumulacie
preruSenim procesu kli¢enia. Génovy produkt mdze byt ziskany ako postupne
spracovavatelnd zmes vykli¢enych semien dvojkliénych rastlin alebo v stabil-
nej forme na skladovanie. Zmes obsahuje napriklad proteiny, enzymy, peptidy,
hormény, rastové faktory, vakciny, aminokyseliny, vitaminy a/alebo antibioti-

ka.

Predkladany vynalez pouziva na vedenie syntézy k produkcii Ziadaného
génového produktu(ov) riadent génovi expresiu a ako surovinovy zdroj pre de
novo syntézu transgénneho produktu pouziva aminokyseliny a iné génové pro-
dukty uvolnené pocas iniciacie klienia. Prirodné &i nativne génové produkty
napr. proteinazy, lipazy, amylazy, atd’., vytvarané v kli&iacich sémenéch, mdzu
byt vyuZité ako substraty pre transgénny enzym alebo na vytvorenie ziadanych

biochemikalii.

V predkladanom vynileze je cielom poskytnat transgénnu rastlinu maju-
cu v sebe najmenej jeden expresivny systém, obsahujuci najmenej jednu DNA
sekvenciu, kodujicu najmenej jeden pozadovany génovy produkt funké&ne spo-
jeny s expresiu regulujicimi sekvenciami, ktoré si indukované alebo mésu byt
indukované pocas kli¢enia a st v podstate ne&inné alebo mdzu byt uml¢ané,
ked sa dvojkli¢na rastlina pestuje v polnych podmienkach. Promotory, aktivne
v tme (podmienkach bez osvetlovania), v tomto pripade tak zvané "camera ob-
scura” promotory, vratane viac alebo menej od svetla nezavislych Rubisco-

promotorov su v expresivnom systéme predkladaného vynalezu vyhodné.

Predkladany vynilez poskytuje moZnosti produkovat rozdielne ziadané
génové produkty, ale aj iné negénové biochemikalie. Transgén exprimovany
poas kli¢enia produkuje prvy génovy produkt, RNA, z ktorej mozno ziskavat
iné RNA-produkty ako také alebo po transformaécii. RNA-§tadium je obvykle
prechodné a ziskany génovy produkt obsahuje proteiny. Principidlne existuji
dva druhy proteinovych produktov, enzymy a produkty neenzymové, ktorymi

su Casto Strukturalne proteiny, vakciny, hormény, atd’. Enzymy su schopné mo-
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difikovat z rastliny ziskatelny endocelularny substrat, ktory je transformovany
na ziadant biochemicku zli€eninu. Alternativne je pridivany substrat extrace-
lularny, ktory moze byt transformovany, aby poskytol inu biochemickd zlice-

ninu. Nz'lslednel moze byt protein, €1 uz je to enzymaticky alebo neenzymaticky
| aktivny protein, uvedeny do styku s reagentom, v ktorom pripade sa ziskava de-

rivat proteinu.

V predkladanom vynaleze si heterologne cudzie gény alebo DNA sek-
\{encie uréené na optimalnu expresiu v kli¢iacich kotyledénoch dvojkli¢nej
rastliny. Sekvenéné charakteristiky medzi rastlinnymi génmi a heterolognymi
génmi st overované, aby exprimovali cudzie transgénne gény z heteroldégnych
zdrojov. Je prospesné porovnavat Strukturu tychto génov u rastlin so zndmymi
rastlinnymi génmi. Priekopnicka praca na tomto poli bola vykonana s endotoxi-
novym génom (cry) Bacillus thuringiensis. Aby sa zvySila expresia na AT bo-
hatych cry génov v rastlindch, musi byt v originalnej génovej sekvencii usku-

toénenych niekolko modifikacii.

Preferovanou transkripénou §tartovacou sekvenciou v rastlinach je AACA
ATG G (velmi konzervativne pozicie nukleotidov st uvedené tuéne). Z ukon-
¢ovacich koddonov TGA, TAG a TAA je prvy mierne preferovany a TAA je u
jednokliénych pouZivany zriedka. Kodony v génovej sekvencii mézu byt podla
tabuliek pouzivania kodénov konvertované na vhodné pre rastliny. Konvérto-
vana DNA sekvencia by mala byt skiimana na pritomnost predpokladanych
poldh znizujlcich v rastlinach expresiu. Predpokladané signalne sekvencie po-
lyadenylacie v rastlinach su AATlAAA . AATAAT a ich variacie : AACCAA,
ATATAA, AATCAA, ATACTA, ATAAAA, ATGAAA, AAGCAT, ATTAAT,
"ATACAT a AAAATA (najkonzervativnejSie z A nukleotidov su oznalené tué-
ne). Predpokladané polohy spojovania vylafené z génovej sekvencie boli
CAN7.9AGTNNA. Dodatocne by DNA sekvencia mala byt zbavena ATTTA

sekvencie, ktora je Gdajne mRNA degradainym elementom.

Transkrip&né terminatorové sekvencie mozno ziskat z réznych génov ex-
primovanych v semene alebo inych rastlinnych génov, napriklad z Rubisco gé-
nu. Terminatory z réznych baktérii, napriklad z Agrobacterium mdzu byt pou-

zité prave tak, ako nos gén alebo ocs gén. Nos gén kdduje nopalin syntetazu
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[Depicter A. a spol.,J. Mol. Appl. Genet. 1, 561-572 (1982); Shaw C. H. a
spol., Nucl. Acid. Res. 12, 7831-7846 (1984) a An G. a spol., Mol. Gen. Genet.
203, 245-250 (1986)]. Ocs gén kéduje oktopin syntetazu [Koncz C. a spol.,
EMBO J. 3, 1597-1603 (1983); Dhaese P. a spol., EMBO J. 2, 419-426 (1983)].

RNA polymeraza II transkribuje protein kédujuce gény v rastlinach v
podstate rovnakou cestou ako v inych eukaryotickych organizmoch. Vo vie-
obecnej polohe mozno v eukaryotickych bunkach najst velmi podobné regulaé-
né elementy v oblastiach iniciacie transkripcie (prométor). TATA oddiel je u-
miestneny 20 - 40 nukleotidov leZiacich nahor od miesta iniciacie transkripcie
a kodon iniciacie translacie, ATG, je umiestneny 40 - 80 nukleotidov leZiacich
nadol od miesta iniciadcie transkripcie. V zrelej mRNA ramec volného &itania
sleduje ATG kdéd a konéi jednym z troch ukonlovacich kodénov UGA, UAG a-
lebo UAA. "

Pre transgénnu expresiu v rastlinach méZu byt pouZité prométory z roz-
dielnych 2dr6jov. Mnohé z nich pochadzaju z Agrobacterium ssp. a z rastlin-
nych virusov ako konititutivne exprimovany Agrobacterium nos prométor a
35S prométor mozaikového virusu karfiolu. Specifické promotory tkaniva sd
vhodné pri aplikaciach, kde je nutnd expresia v $pecifickych tkanivach. Speci-
fické prométory tkaniva si tiez vyvojovo kontrolované tak, 2e st aktivne len v
uritom vyvojovom S§tadiu tkaniva. V predkladanom vynéileze je vhodné, e

promotor je pre kli¢iace semeno $pecificky.

Rubisco (ribuloza-1,5-bifosfat karboxylaza / oxygendza) predstavuje az
do 50 % celkového proteinu v kli¢iacom kotyledéne. Je najhojnej§im rastlin-
nym proteinom, ktory katalyzuje reakcie, pri ktorych kondenzuje CO; molekula
s 1,5-bifosfatom ribulézy za vytvorenia dvoch molekal 3-fosfoglyceratu. Ru-
bisco je umiestneny na stromalnom povrchu membran tylakoidov. Enzym po-
zostava z dsmich velkych podjednotiek kédovanych gendémom chloroplastu a
6smich malych podjednotiek. Mala podjednotka je kddovania druhom multigé-
nov jadra (rbcS gény). Mala podjednotka je syntetizovana na cytoplazmatic-
kych polyzomoch ako prekurzorovy protein. Je transportovany do plastidov a

spracovany pred kompletizovanim holoenzymu. Expresia RchS génu je $peci-
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ficka pre tkanivo a vyvojové $tadium a je ovladand fytochrémnym systémom

pomocou svetla.

V predkladanom vynéaleze najpreferovanejsi génovy produkt alebo systém
produkcie proteinu pouZziva promoétor malej podjednotky génu Rubisco. Pro-
métory malej podjednotky génu Rubisco mdézu byt izolované z kotyledonov
Brassica campestris pestovanej v tme (camera obscura) alebo bez svetelnych
podmienok. Tento druh promotora mdéze produkovat cudzie proteiny na vel'mi
vysokej urovni. Nasa praca ukéazala, ze okolo 50 % vsetkych de novo syntetizo-
vanych proteinov v tme kli¢iacimi kotyledonmi B. campestris su malé a velké
podjednotky proteinov Rubisco. mRNA urovefi transkriptu nativneho RbcS génu
je vysoka ako 500 pg na pg celkovej RNA v kliiacich semenach. Maximéalna
expresia sa dosahuje asi 60 hodin po _za(“:'_iatku imbibicie. Podobné vysledky boli
uvedené u mRNA ﬁrovﬁi transkriptu prirodného RbcS génu Brassica napus
[Fiebig C. a spol., Bot. Acta 103 (3), 258-265 (1990)]. Aby sa zvysila expresia,
mé%e sa kli¢iace semeno osvetlovat viditelnym svetlom krat$i alebo dlh§i &as.
Na potlagenie aktivity prirodného rbcS promotora mdézu byt pridavané monosa-
charidy, disacharidy alebo oligosacharidy, najlepSie sachardza alebo glukoza.
Ak je z transgénneho promotora odstraneny na sacharézu odpovedajici ele-
ment, nebude sacharézou potlalovany. Ak je produkované menej Rubisco en-
zymu, zostava pre transgénnu expresiu viac volnych .aminokyselin. Na regula-
ciu zniZovania expresie endogénneho rbcS génu mbZu byt pouZité aj opalneé

technolégie: exprimovanie opa&ného rbcS génu v kli¢iacom semene.

Vzhladom na to, ze Rubisco je najhojnvejéim rastlinnym proteinom, bol v
predkladanom vynaleze pouZivany ako preferovany promotor, aviak systém ex-
presie podla predkladaného vynélezu nie je Ziadnym spdsobom obmedzeny na
pouzivanie tohto prométora. Vyhodny transgénny kotyledon na produkciu pro-
teinov obsahuje prométorovy systém na produkciu proteinov a v kotyledonoch
zahrnuje najvyhodnejsie vysoko aktivny, svetelne indukovatel'ny Rubisco pro-
motor. Screeningom Rubisco cDNA exprimovanych v kotyledénoch, najmi v
podmienkach bez osvetlovania, je mozné produkovat iné vysoko expresivne
Rubisco prométory. cDNA mdZzu byt produkované pomocou RT-PCR s pouzitim

oligo-T-primérov a sekvencii z 5'-konca kédujlcej sekvencie vysoko zachova-
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ného Rubisco. Vysoko expresivne cDNA mozu byt v kotyleddne sekvenované a
ako skiaska na detekciu Grovni exprimacie v rastlinnych tkanivich méze byt
pouzitd variabilnd 3’ netranslatovana oblast (UTR). Vyuzitim databdz cDNA
sekvencii a pouzitim réznych metéd, méZu byt izolované prométory exprimu-
juce v podstate len v kotyledénoch. Podobnym spdsobom je moZné vyuzit
cDNA informéciu, aby poskytla iné, pre semeno v podstate $pecifické a pre kli-
Cenie aktivované a/alebo indukovatelné promotory, na tomto mieste nazyvané

camera obscura - promoétory.

Mnohé proteinazy a lipdzy su exprimované v kotyledonoch kli¢iacich
semien Specificky. Jedna z najlepSie charakterizovanych je Vigna mungo
sulfhydryl-endopeptidaza (SH-EP), ktora je syntetizovana de novo v kotyledo-
noch kratko po imbibicii. VSeobecne vzrasta mnoZstvo SH-EP mRNA a? do
tretieho alebo Stvrtého diia. Oblast SH-EP promotora (&islo génovej banky:
EMBL X51900) je spojena s GUS génom, aby sa ulah&ilo meranie Grovne ex-

presie pocas kli¢enia dvojkli¢neho semena.

Okrem prométorov regulovanych v tkanive 3pecifickym spésobom, méu
byt pouzité indukovatelné promotory, ktoré mozu byt aktivované rdznymi sti-
mulmi. Trieda génov znadma ako tepelne Sokové alebo stresové gény sa vysky-
tuje vo vetkych organizmoch, od baktérie az po ¢loveka. Transkripcia tychto
génov je iniciovana po u&inku stresu (napr. tepelnom §oku) a translacia trans-
kriptu produkuje proteiny, ktoré pravdepodobne do&asne chrania bunku. Pro-
dukcia tepelne Sokovych mRNA a proteinov je len prechodnym fenoménom a
expresia tepelne Sokovych génov sa ustali po niekolkych hodinach a potom
klesa. Pokial teplota vzrasta skér pomaly ako naraz, organizmus moze vzdoro-
vat' teplotim, ktoré by inak mohli byt smrtelné, t.j. organizmus sa na vysSie
teploty mdze adaptovat. Aby sa zvydila aktivita tepelne Sokovych prométorov,
mdzZu byt kli¢iace semena zahriate. Bolo ukézané, e lrovne tepelne Sokovej
(HS) mRNA u soje vzrastaju od sotva zistitelnej trovne az do 15 000 - 20 000
kopii po dvoch hodinach oSetrovania pri 40°C. Ako indukovatel'ny promotor
mdze byt v expresivnom systéme podla predlozeného vynéilezu Vyuzita tiez

oblast’ HS prométora opisand v US patente S 447 858. HS promotor klonovany
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PCR je spojovany s GUS génom na meranie GUrovne expresie pocas kliCenia se-

mena.

Niektoré typy hydrolytickych enzymov st syntetizované de novo a pdso-
bia v kli¢iacich semenach, kde su mobilizované uloZené rezervy. Konverzia u-
loZenych rezerv na transportovatelnti formu, ako triacylglycerolu na sachar'c')zlu,
zahrnuje niektoré vysoko exprimované gény ako izocitratovu lyazu a jabl¢na-
novu dehydrogenazu. Prométory z tychto génov mdzu byt vyuZité na expresiu
transgénov. Indukovatelny salicylatovy promotor z tabakovej rastliny,
Nicotiana tabacum, mdze byt klonovany pomocou PCR. Mdze byt vyuzity na

exprimaciu heterolognych génov v kliiacich semenach.

Velkou vyhodou predkladaného vynalezu z hladiska Zivotného prostre-
dia je, Ze cudzi gén nie je exprimovany pri kultivacii v pol'nych podmienkach.
Gén je mnozeny a zberany spolu s uloZzenymi rezervami, zatial' Co na klienie
obmedzena expresia cudzieho génového produktu mdze byt uskutolfiovanid za

definovanych podmienok.

Podl'a predkiadaného vynalezu méze byt v zdsade produkovany akykol-
vek komeréne zaujimavy génovy produkt. Tieto génové produkty zahrnuji en-
zymy, ktoré su pre rastliny heterologne. Inymi slovami, nie -si nativne pre
rastlinné druhy, v ktorych st produkované. Zahrnuté sa tiez enzymy, ktoré su
homologické pre rastliny, v ktorych si produkované. Zmienené homologické
proteiny si obvykle preexprimované pouzitim rekombinantnych DNA technik.
Zaujem je o enzymy, ktoré zahrnuja, avsak nie si obmedzené na hydrolazy ako
proteazy, P-glukanazy, celulazy, hemicelulazy, fosfatazy, lipazy, fosfolipazy,
pektinazy, amylazy, amyloglykozidazy, lysozymy, pullulandzy a chitinazy, pe-
roxidazy rovnako ako lyazy ako pektinolydza a izomerazy ako izomeraza glu-

kozy.

Pomocou postupu a produkéného systému podla predkladaného vynalezu
je tiez mozné produkovat §trukturalne proteiny. Niektoré zaujimavé uskutolne-
nia predkladaného vynélezu su napriklad pre kolagén, spidroin, protein hodva-
bu, ale produkované mo6zu byt i mnohé iné druhy proteinovych génovych pro-

duktov, pocitajuc do toho inhibitor trypsinu, terapeutické peptidy ako interfe-
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rony, inzulin, neuropeptidy, enkefalin, somatostatin, atd. Produkované moZu
byt tiez d'alSie polyaminokyseliny ako polylyzin a polyglutamét, rovnako ako
vlakna, membrany, povlaky, terapeutika alebo liegiva, prostriedky proti zub-
nému kameiiu, potravinové alebo krmivové aditiva a vakciny ako LTB a rastové
faktory ako GM-CSF. MdZ%u byt syntetizované aj neproteinové génové produkty

vratane poly-B-hydroxybutyratu.

PretoZe de novo syntéza je podas kligenia rychlo prebiehajiucim prechod-
nym stavom, musi byt kli¢enie preruiené alebo zakon&ené pred tym, nez poZza-
dovany génovy produkt zagne ubtidat. To méZe byt dosiahnuté ziskanim poza-
dovaného génového produktu pred tym, nez jeho koncentracia klesne, zastave-
nim kli€enia bud zahriatim, kodinom-N; (umelym vysuSenim) alebo alternativ-
ne rozdrvenim ¢i exciziou dvojkli¢nych semien vratane sadenic. Pokial je kli-
Cenie zastavené zahriatim, moze byt Ziadany génovy produkt ziskany ako suro-
vy vysuSeny produkt, s dobrou skladovatelnosfou, &m sa rozumie, Ze taktiez
enzym mdze byt opaf ziskany v surovej forme stabilnej pre skladovanie. Syn-
téza pozadovaného proteinu mdze byt tiez zastavena pri jej vrchole rozdrvenim
alebo exciziou kli¢iaceho semena. Ak je kliGenie zastavené exciziou alebo roz-
drvenim, m6ze byt génovy produkt ziskany ako surova zmes a moze byt pou-
zitd ako taka, alebo méze byt daliim postupom spracovana, t.j. formulovana,
uskladnena a transportovana a uskladnena. Vyhodne sa pouziva ako taka, napr.
pri biotransforma&nych procesoch. Ziadané génové produkty mdZu byt pocho-

pitel'ne izolované a rafinované bezne znamymi konvenénymi metddami.

Ak je génovy produkt pouZivany pre biotransforméciu, uvedie sa do sty-
ku so substratom, t.j. uréitou zli&eninou alebo zmesou zlaCenin, t.j. génovy(¢é)
produkt(y), Casto enzym(y) sa necha reagovat so zlG&eninami v substrate. Bud
génovy produkt, napr. enzym pdsobi ako katalyzator a modifikuje zla&eninu(y)
v substrate alebo alternativne substrat alebo &inidlo obsahuje najmenej jednu
substanciu alebo zlu&eninu schopni modifikovaf génovy produkt, napriklad
mdze byt modifikovany spdsob jeho skladby, mdze byt uskuto&nena glykozyla-
cia alebo deglykozylacia, alebo méze byt opatreny substituentom, aby sa ulah-

¢ilo spojenie génového produktu s inymi produktmi.
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V predkladanom vynaleze je po kliceni substrat génovym produktom
obohateny v podmienkach, kde mdze byt produkovany Ziadany génovy produkt.
Zo semien pochadzajiica zmes obsahuje kotyledony, hypokotyly, pakorei a u
rastlin hypogealneho typu tiez epikotyl a niekedy malé primarne listy. Génovy

produkt mdze byt extrahovany alebo ponechany v zmesi.

Génovy produkt moze byt proteinom, kédovanym génom poskytovanym
expresivnym systémom predkladaného vynalezu, alebo niektorou inou bioche-
mickou zli€eninou produkovanou transgénnym enzymom, ked su kli¢enim mo-
bilizované nativne génové produkty ulozené v semene a pouZité ako také a po-
nechané pdsobit na exogénne pridany substrat, aby sa postarali o Ziadana

(bio)transformaciu substratu.

Ak je génovy produkt zo zmesi extrahovany, mdze byt pouzity bud v
Cerstve) alebo vysuSenej forme. SuSenie mdze byt uskutoCnené v suSiarni vy-
hrievanej na 40 °C - 80 °C alebo v lyofilizatore pri -20 °C az —80 °C. Vysuse-
ny materidl mdze byt rozdrveny alebo rozpraSkovany. Pred extrakciou mézZe
byt zmes mechanicky rozruSena a/alebo enzymaticky oSetrena, ¢o uvedie cel-
kovy protein do kaSovite] zmes: alebo roztoku. Bune¢ny odpad mdzZe byt potom
oddeleny akymkolvek beznym spdsobom ako - centrifugaciou, sedimentaciou

a/alebo filtraciou.

Supernatant alebo filtrat bude obsahovat obvykle 1 - 40 % hmotn. poza-
‘dovaného génového produktu z celkového proteinu v médiu, vyhodne najmenej

okolo 30 % hmotn.

Ked nie je Ziadany produkt vo vode rozpustny, modze byt napriklad ex-
traho'vanf/ vhodnym rozpustadlom. Pripadny je aj iny postup, ktory umozni re-
naturaciu alebo solubilizaciu a/alebo extrakciu produktu bez straty aktivity po-

- Zadovaného produktu.

Po izolacii proteinu, o ktory je zaujem, z vodného prostredia, mdze byt
génovy produkt rafinovany konvencnymi postupmi. Ked'ze génovy produkt bu-
de zahrnovat podstatni Cast celkového proteinu pritomnd v zmesi, ¢asto pred-
stavujucu najvacsi percentualny obsah nejakého individualneho proteinu, je ra-

finacia ohromne zjednodu3ena. Navyse d'alej kontaminanty v produkte po rafi-
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nacii nepredstavuji pravdepodobne fyziologickl zélezitost pre nejaki z aplika-

cii génovych produktov vratane terapeutickych aplikacii.

Pokial nie je génovy produkt z kompozicie extrahovany, ale je v nej po-
nechany, mdze byt taktiez ziskavany v Cerstvej alebo vysu§enej forme. Susenie
moéZze byt uskutoliiované ako je opisané vy§sie. VysuSeny material moze byt
d'alej rozdrveny alebo rozpragkovany. Cerstvy material moze byt rozmeleny
mechanickym naru§enim alebo enzymatickym p6sobenim. Vysuseny i cerstvy
materidl mdze byt pouZivany ako zdroj génového produktu. Ak je génovym
produktom enzym, mézu byt vhodné substraty pridivané do vodnej zmesi alebo

do vysulenej zmesi, alebo mdZe byt pouzité ako &erstvy material.

Pri jednom uskuto¢neni predkladaného vynalezu mdzu byt ako doplnok
krmivovych zmesi pouZité naklicené dvojkliéne semena, kotyledony a/alebo sa-
denice, obsahujice jeden alebo viac proteinov, o ktoré je zaujem. Nakli¢ené
semena dvojkli¢nych rastlin m6Zu byt mieSané s normalnymi netransgénnymi
semenami, aby sa v krmivovej zmesi pre zvieratad ziskala ziadana koncentracia

génového produktu, o ktory je zaujem.

Zmesi alebo kompozicie ziskané z nakli¢enych semien mdZu byt sufené a
skladované. Génové produkty mdzu byt izolované alebo ponechané v materiali,
napriklad, ked je rekombinantny protein uzito&ny pre aplikacie v krmive. Gé-
nove produkty mézu byt vyuzité na zvySenie proteinovej hodnoty zvieracieho
krmiva alebo mdzu byt napriklad rastovym horménom alebo vakcinou. Takties
m6Zu byt produkované labilné alebo toxické substancie prisne kontrolovanym
spdsobom, ktory kombinuje G&innd produkciu proteinu s ekologickymi aspek-

tami a polnohospodarskymi zdujmami.

Vynalez je podrobnejSie opisany nizsie. Priklady a experimentalne po-
drobnosti su uvadzané, aby skusenym odbornikom poskytli lep§ie pochopenie a

navod.
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Prehl'ad obrazkov na vvkresoch

Obrazok 1A ukazuje nakliCené transgénne semeno exprimujice GUS gén.
GUS gén je spojeny s promdtorom tepelného Soku soje. Na pravej strane je u-

vedena netransformované kontrolna sadenica.

Obrazok 1B ukazuje nakli¢ené transgénne semeno exprimujuce GUS gén.

GUS gén je spojeny s promdtorom endopeptidazy.

Obréazok 1C ukazuje nakliCené transgénne semeno exprimujice GUS gén.

GUS gén je spojeny s indukovatenym promoétorom salicylatu.

Obrazok 1D ukazuje nakli¢ené transgénne semeno exprimujuce GUS gén.

GUS gén je spojeny s 35S promdtorom.

Obrazok 2 ukazuje bezfarebny substrat B-glukuronidu (100 pg/ml), ktory
je enzymaticky konvertovany na modro sfarbeni glukopyranozidurénovi Kky-
selinu a aglykon GUS enzymom, pfodukovanym nakliCenym transgénnym se-

menoim.

Obrazok 3 zobrazuje rdzne Stadia kliCenia semena Brassica campestris

oznadené ako dni po zadiatku klicenia.

Obrazok 4 ukazuje SDS-PAGE gél nakliCenych semien. Vzorky bol{ odo-
berané denne, polinajic od suchého semena. Ulozené proteiny a Rubisco pod-
jednotky su oznalené v Coomasie ofarbenom géle. Po troch diioch kliCenia za
defi produkované mnoZstvo Rubisco proteinu vyrazne vzrastlo, ako je viditel'ne

na obrazku demonstrované.

Obrazok 5 ukazuje vysledky northern blot analyzy naklicenych semien s

pouzitim sond RNA. Vzorky boli zberané denne pocinajuc od suchého semena.

Priklady uskuto&nenia vynalezu

Priklad 1

Expresia GUS génu v kliCiacich semendach Brassica campestris
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Expresia GUS génu je demonstrovana histochemickou analyzou. Na re-
gulaciu expresie GUS sa pouzivaja §tyri rézne prométory. PouZitymi promé-
tormi s promoétor tepelného Soku soje, prométor endopeptidazy Vigna mungo,
Nicotiana tabacum pr-promoétor a CAMV 35S prométor. Sekvencie prométora

su produkované pomocou PCR s pouZitim totalnej DNA rastliny ako templatu.

Promoétory boli napojené na GUS gén s pouzitim Ncol enzymu. Utvary
promotor-GUS boli klonované vo vektore transformacie rastliny, pGPTV-hpt
[Becker a spol., Plant Mol. Biol. 20, 1195-97 (1992)]. B. campestris bola
transformovand podla protokolu, ktory opisal Kuvshnikov V. a spol. [Plant
Cell Reports 18, 773-777 (1999)]. Transgénne rastliny boli pestované v skleni-
ku dokym nedali semena. Transgénne semena boli nakli¢ené a pouZité na histo-

chemickt analyzu GUS.
Vysledky st opisané na obrazkoch.

Na lavej strane na obrazku 1A je zobrazené nakli¢ené transgénne semeno
B. campestris exprimujice GUS gén. GUS gén je spojeny s promobtorom tepel-
ného Soku séje. Na pravej strane je zobrazena netransformovana kontrolna sa-

denice.

Na obrazku 1B je zobrazené nakliCené semeno transgénnej Brassica cam-
pestris exprimujice GUS gén. GUS gén je spojeny s promdtorom endopeptida-

zy.

Na obrazku 1C je zobrazené nakliGené semeno transgénnej Brassica cam-
pestris exprimujice GUS gén. GUS gén je spojeny s indukovatelnym prométo-

rom salicylatu.

Na obrazku 1D je zobrazené nakliené semeno transgénnej Brassica cam-

pestris exprimujice GUS gén. GUS gén je spojeny s 35S prométorom.

Obrazok 2 ukazuje bezfarebny roztok pufru obsahujici substrat
B-glukuronidu (100 pg/ml), ktory je pdsobenim GUS enzymu produkovaného
naklicenym transgénnym semenom enzymaticky konvertovany na modro sfar-

bent glukopyranozidurénovia kyselinu a aglykon.
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Obrazok 3 zobrazuje rozne §tadia kliCenia semena Brassica campestris
oznaCené ako dni po pociatku kli¢enia. Povrchovo sterilizované semena boli
kliCené v podmienkach in vitro, osvetlované 16 hodin pri teplote 22 °C a bez

osvetlovania (v tme) boli 8 hodin pri teplote 18 °C.

Obrazok 4 ukazuje SDS-PAGE gél nakli€enych semien. Vzorky bolli odo-
berané denne pocinajic od suchého semena. Material bol homogenizovany v
kvapalnom dusiku a resuspendovany v 50 mM Tris, pH 8,0, v pritomnosti 850
mM NaCl. Po centrifugacii bol ¢iry supernatant zmieSany s plniacim pufrom.
Zasobné proteiny a Rubisco podjednotky st oznafené v Coomasie sfarbenom
géle. Po troch dioch kli¢enia je mnozstvo Rubisco proteinu produkované za

deft vyrazné.

- Obrazok 5 ukazuje vysledky northern blot analyzy nakliCenych semien s
pouzitim sond RNA. Vzorky boli zberané denne, pocinajic od suchého seme-
na. Sonda pozitivnej (antisense) sekvencie obsahuje 197 bp od exénu 3 a 153
bp od 3°-UTR oblasti malej Rubisco podjednotky cDNA (nepublikované). Son-
da sa generuje z "pBluescript" plazmidu T7 promoétorom s pouzitim DIG-UTP v
reakcii. Kazdy pruh bol naplneny s 3 pg celkovej RNA. RNA bola extrahovana
a pri tom bol pouzity "Qiagen RNeasy Plant Mini Kit". Hybridizécia bola

uskutocnena s "DIG Easy Hyb" pufrom, v podstate podl'a navodu vyrobcu.

Priklad 2
Preparicia novych rbcS promoétorov pre expresivny systém
a. Izoldcia nového rbcS-promatora

Rbc cDNA klony boli sekvenované zo Styri dni starych transgénnych ko-
tyledénov Brassica campestris. Klony boli rozdelené na dve skupiny s podob-

nymi charakteristikami zaloZenymi na sekvencii 3'-UTR oblasti.

SDS-PAGE analyza sadenic Brassica campestris.
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Semena Brassica campestris boli klicené v séridch 1 az 7 dni. Paf parov
kotyledonov bolo mletych v kvapalnom dusiku a resuspendovanych v pufre [50
mM Tris HCI, pH 8,5, 2 % SDS, 0,1 % bréomfenolovej modrej, 2 % merkaptoe-
tanolu (2-ME)] zavadzajicim lyzu. Vzorky boli desat minGt varené na vodnom
kuapeli a analyzované v 15 % SDS-PAGE géle podla Laemmliho (1970). Bolo

stanoven€, Ze expresia Rbc génu zadala 4 dni po imbibicii.

b. Rafinicia RNA z kotyleddnov Brassica campestris.

RNA bola rafinované zo §tyri dni starych kotyledénov pomocou "Qiagen
RNeasy Kit".

c. Syntéza cDNA bola uskuto&nens z totilnej RNA kotyledénov Brassica

campestris.

2 ug totalnej RNA a 10 ng not/-d(T) priméru v 16 ul vody bolo inkubo-
vanych 5 minut pri teplote 70°C. Zmes bola prenesena na I'ad a bolo pridanych
5 ulz5 x reakéného pufra, 2,5 ul 5 mM dNTP, 20 U inhibitora ribonukleazy a
200 U M-MLYV reverznej transkriptazy. Reakéna zmes bola inkubovana 1 hodi-
nu pri teplote 42°C.

d. PCR-amplifikicia ¢DNA klonov exprimovanych v bunkich kotyledénu.

PCR bola najprv optimalizovand pouZitim sérii dvanastich primérov tvo-
renych tyminovymi nukleotidmi a meniacim sa dinukleotidovym zakotvenim a-
ko 3'-primérom a 49-mérnym oligonukleotidom z poé&iato&nej oblasti rbc génu
Brassica napus (pristupové &islo génovej banky g17849) exdn Eislo III ako 5'-
primérom. PogiatoCna optimalizacia ukéazala, ze v produkte PCR ako 3'-primér
bol vysledkom len GCTy,. Aby sa klonoval tento produkt PCR, bol kon$tru-
ovany 49-mérny oligonukleotid s Nofl-restrikénym miestom. Priméry st uvede-

né v Tabulke 1.
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Tabulka 1

Priméry pouzité na PCR-izoldciu Rubisco ¢cDNA klonov

3'-Priméry pre podiatogny screening:

1 S'TTTTTTTTTTTCA3" (SEQ.ID:1:)
S'TTTTTTTTTTTCT3’ (SEQ.ID:2)
STITTTTTTTTTCC3’ (SEQ.ID:3:)
S'TTTTTTTTTITTCG3’ (SEQ.ID:4:)
S TTTTTTTTTITTGA3’ (SEQ.ID:5:)
S'TTTTTTTTTTTGT3 (SEQ.ID:6:)
S'TTTTTTTTTTTGC3’ (SEQ.ID:7:)
S'TTTTTTTTTTTGG3  (SEQ.ID:8:)
S'TTTTTTTTTTTAA3" (SEQ.ID:9))
S'TTTTTTTTTTTAT3’ (SEQ.ID:10:)
S'TTTTTTTTTTTAC3’ (SEQ.ID:11:)
S'TTTTTTTTTTTAG3  (SEQ.ID:12)

O o0 9 O n bW

e
N - O

5-Primér (SEQ.ID:13:):

5-CGCGGATCCCACGGGTTTGTTTACCGTGAGCACGGAAGCACCCCCGGAT3'

3’-Primér na klonovanie rbc cDNA-klonu (SEQ.ID:14:); °

S’AAGGAAAAAAGCGGCCGCAATTTTITTTITTTTTTITTTTTTTTTTITTTTGC3'

Na klonovanie rbc cDNA fragmentu bola PCR-amplifikacia uskuto&nena tak, ze
ako templat bol pouzity 1 pl reakEnej zmesi zo syntézy cDNA, 100 nM
5'-priméru, 100 nM 3 -priméru, 100 uM dNTP a 1,25 U Pfu DNA-polymerazy/
25 pl reakéného objemu. Ziskany PCR-fragment bo! klonovany do Notl a Bam-
HIl-miest pUK2l-vektora. Bolo sekvenovanych sedem individuélnych klonov.
Podl'a sekvencie boli klony rozdelené do dvoch skupin obsahujicich 3 podob-
nych respektive 4 podobnych reprezentantov. Jeden reprezentant z oboch sku-

pin bol zvoleny pre -dalSie S§tiadie. Sekvencie boli pomenované wutr2
(SEQ.ID:15:) a utr8 (SEQ.ID:16:).
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utr2-sekvencia (SEQ.ID:15:):

TTCGCGTTGT AAGACATTTC ATAAATAATA TCTACCTCAT

TTCATTTCCA TTTGTCTGTTT TCTTTGGCTTT TTGTTTCTGA
GGCATGTTAT ATCGGATTGT CAAGTGTCTG ATTTATGAAC

AACATGTAAT CTCTATATGC ATATTTCT

utr8-sekvencia (SEQ.ID:16:):

TTCGCTTTCA TATAATAATA TCTTCCTCAT TTCATTTCCA
ATAAGTCTGT TTCTTTTTTC TCTTTGGATT TCTGTTACGA
GACTTTCTAT ATCGGATTGT AAAATGTCTG ATTTTATGAA
CATGTAATTT CGG CAAATA

e. Klonovanie malej podjednotky Rubisco prométora Typu I (65A) Brassica

campestris.

2,8 kb fragment nesici promotor a gén zodpovedajici UTR 65A
(SEQ.ID:24:) bol amplifikovany s pouzitim bnrbl (SEQ.ID:17:) (5'-
GAATTCTAACGACCCTTTTCCG-3"), ktory je komplementarny k malej pod-
jednotke Rubisco génu B. napus ako 5 -primér a UTR2 (SEQ.ID: 18:)
(5'-GGCCACACTTGACAATCCGATATAACATGCCTCA-3"), ktory je Speci-
ficky pre UTR 65A (SEQ.ID:24:) ako 3 -primér. Amplifikacia bola uskuto&nena
s Pfx Platinum DNA polymerédzou (Life Technologies) podl'a odporu&ani vyrob-
cu. Oblasti prométora boli amplifikované s pouZitim ziskaného fragmentu ako
templatu. Bnrb3 (SEQ.ID:19:) (5'-AAAAAGCTTCTAGACCCTTTTCCGTCAT
AAGTTTTATA-3"), ktory je komplementarny k malej podjednotke Rubisco gé-
nu B. napus bol pouzity ako S5'-primér a RbSiB (SEQ.ID:20:) a RBNCO
(SEQ.ID:21:) ako 3';priméry v oddelenych reakciach.

RbSiB (5-CAGGTCTCCCATGCAGCTAACTCTTCCTCCGTTGCT-3")
ma 3'- zakonCenie komplementarne k zakonéeniu predpokladaného chloroplastu
mieriaceho na signalny peptid malej podjednotky Rubisco génu B. napus a 5°-
zakon&enie, ktoré nesie Eco311 miesto, ktoré po skrateni zanechava ATG-
obsahujice Ncol miesto, kompatibilny koniec na klonovanie do expresivﬁych

vektorov rastliny.



33

RBNCO (SEQ.ID:21:) (5'-GAGGAAGCCATGGCTACTTCTT-3") je
kompatibilny s poc¢iatkom kodujicej oblasti malej podjednotky Rubisco génu B.
napus, az na zmenu dvoch nukleotidov, ktora vytvara Ncol miesto okolo ATG

koddénu.

f- Vyhodnotenie fondu mRNA kédujicej mali podjednotku ribuléza-1,5-

bifosfit-karboxylizy v listoch a sadeniciach Brassica campestris

Totalna RNA bola s pouzitim "RNeasy Kit (Qiagen)" izolovani zo zre-
lych listov a Styri dni starych sadenic. Mediadtorovd RNA bola d’alej na koléne s
"Oligo (dT) Cellulose" rektifikovana podla odpora¢ania vyrobcu (New England
Biolabs). K syntéze fondu totilnej cDNA boli pouzité oligo T-primér
(SEQ.ID:22:)(CUACUACUACAGCGGCCGCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TVN) a reverzna transkriptdza Moloney-virusu my$ej leukémie (Promega). Ru-
bisco malé podjednotky cDNA boli amplifikované pri aplikacii dvoch cykloQ
PCR (I min 94°C, I min 55°C, 1 min 72°C) PCR primérov; oligo T priméru a
priméru, ktory rozoznava koniec posledného exdénu Rubisco malej podjednotky
(SEQ.ID:23:) (CAUCAUCAUCAUTCGACGATCATCGGATTCGACA). PCR
produkt bol digerovany 's uracil DNA glykozyldzou a klonovany na pAMPI
vektor (CloneAMP pAMP System LIFE TECHNOLOGIES). Celkom 102 klonov
bolo analyzovanych DNA sekvenovanim. 42 klonov pochadzalo z kli¢iacich sa-
denic a 60 zo zrelych listov. Boli najdené tri rézne typy mRNA (Typ I, II a
I1I). Sekvencie a percentualny obsah distribucie réznych typov sekvencii v kli-

Ciacich sadeniciach a zrelych listoch si uvedené v Tabulke 2.
Tabulka 2

Sekvencie a percentudlny obsah distribicie réznych typov sekvencii mRNA

Sekvencia KliEiaca.sndenica Zrely list
Typ I 29 % 26 %
Typ II 15 % ' 30 %
Typ 111 56 % 44 %
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Sekvencie troch réznych typov mRNA st nasledujuce:

Typ I (SEQ.ID:24:)
TTAATTCGCGTTGTAAGACATTTCATAAATAATATCTACTCATTTCATTTCCAT
TTGTCTGTTTTCTTTGGCTTTTTGTTTCTGAGGCATGTTATATCGGATTGTCAAGT
GTCTGATTTATGAACATGTAATCTCTATATTGCATATTTTCTTCTTGGAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAA

Typ II (SEQ.ID:25:)
TTAATTTGCTATGACATTCACATAATAATCTCTGCTCATTTCATTTCCAATTGT
CTGTTTCTTTTCCCTTTGGTTTTCTGTTTCTCAGACATTCTATATCGGATTGTC
AAATGTGTGATTGTGAACATGTAATCTCTATATTGCTTCTTCGTCTTGGTAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Typ III (SEQ.ID:26:)
TTAATTCGCTTTCATATAATAATATCTTCTCATTTCATTTCCAATAAGTCTGTTT
CTTTTTTTCTCTTTGGATTTCTGTTACGAGACTTTCTATATCGGATTGTAAAAT
GTCTGATTTTATGAACATGTAATTTCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAA

g. Klonovanie najhojnejSieho génu Rubisco malej podjednotky Brassica

campestris

Jeden z génov Rubisco malej podjednotky B. campestris predstavuje 56
% transkriptu podla kvantitativnej sekven&nej analyzy 102 klonovanych UTR-
klonov Rubisco malej podjednotky. Tento klon bol pomenovany UTR56 (Typ
ITI, SEQ.ID:26:). S ciefom klonovania zodpovedajiceho génu a jeho nahor
smerujlicej oblasti boli navrhnuté $tyri priméry na pouZitie vo dvojstupfiovej
PCR. V prvej PCR bol ako 5'-primér pouZity primér bnrb4 (SEQ.ID:27:)
(5'-GGCCATGAATTCTAACGACCCTTTTCC GTCATAAAAGT-3"), ktory je
sucastou génu Rubisco malej podjednotky B. napus (pristupové &islo x61097).
ako 3'-primér bol pouZity primér 56r6 (SEQ.ID:28:)
(5'-CGCGATATAGAAATTACATGTTCATAAAATCAGACATTTTAC-3'), Spe-
cificky pre UTR56 (SEQ.ID:26:). ZloZenie prvej PCR bolo: 75 mM Tris, pH 8.0
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pri 25°C, 20 mM (NH4)SOg4, 0,01 % Tween 20, 2 mM MgCl,, 200 pM dNTP,
0,2 uM primérov, 0,025 jednotiek / ul 7ag DNA polymerazy, 0,0016 jednotiek
/ w1 Pfu DNA polymerazy a 100 pg / pl DNA B. campestris. Program bol: 94
°C, 4 minaty, 30 X [(94°C, 30 s), (38°C, 30 s), 72°C, 3 min)]. O&akavany 2,8
kb fragment bol rafinovany z agar6zového gélu. PretoZe tu nebola istd informa-
cia o sekvencii, bol fragment reamplifikovany s pouzitim bnrb5 (SEQ.ID:29:)
(5'-GAGGTACCCGCGGCCGC GAATTCTAACGACCC TTTTCCGTCATAAA-
AG-37), ktoré ma 3'-zakonfenie komplementarne k bnrb4 (SEQ.ID:27:) a ex-
tenziu 5'-zakonéenia, ktoré nesie Nofl miesto skratenia 8-bazy a 56r7
(SEQ.ID:30:)(5 GAGAATTCGGCGCGCCATAGAAATTACATGTTCATAAATC
AGACA-3"), ktoré ma 3'-zakoncenie komplementarne k 56r6 (SEQ.ID:28:) a
extenziu 5'-zakonéenia, ktoré nesie Ascl miesto skratenia 8-bazy. ZloZenie
PCR bolo podobné ako u prvého PCR s nasledujucimi modifikaciami: 25 pg / ul
na géle rafinovaného fragmentu z prvého PCR bolo pouzité ako templat a bolo

uskutoénenych len 7 cyklov.

Ziskany produkt bol vyzrazany, skrateny s Acsl a Notl restrikénymi enzymami
a rafinovany na géle. Fragment bol klonovany na modifikovany pNEB193, pAN
(Pmel miesto bolo zmenené na Not/l miesto), ktory bol otvoreny s Acsl a Notl,
zreagovany so Shrimp alkalickou fosfatazou a po inaktivacii enzymov teplom-
bol rafinovany na géle. Styri zo ziskanych klonov boli sekvenované, aby sa o-

verilo, Zze nesit UTRS56 sekvenciu.

Prométorova oblast bola amplifikovana s pouzitim brnb5 (SEQ.ID:29:)
ako 5'-priméru a ako 3’-priméry boli pouzité RbSiB (SEQ.ID:20:) a RBNCO
(SEQ.ID:21:) (vid vyssie). Podmienky PCR boli podobné tym, ktoré boli pou-
zité pre amplifikiciu celého génu a boli takto modifikované: 5 ng / pl -plazmi-
du DNA nesuceho klony (linearizované s Ascl) bolo pouzité ako templaty,

uskuto€nenych bolo len 10 cyklov.
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Priklad 3

Porovnanie rdznych konStitutivnych a indukovatel’nych prométorov pre

nadmernu expresiu transgénu (GUS) v tabaku a Brassica campestris

KliCiace sadenice boli zmrazené kvapalnym dusikom a rozomleté. Protei-
ny boli extrahované fosfat-EDTA pufrom. Vzorky boli centrifugované a super-
natanty boli analyzované s pouZitim sady na detekciu aktivity B-glukuronidazy
(Sigma). Koncentracia proteinu bola analyzovand pomocou "Protein assay rea-

gent (Biorad)" s pouZitim BSA ako §tandardu.
Tabul'ka 3

Specifické aktivity GUS s réznymi konStitutivhymi a indukovatePnymi

prométormi v tabaku a Brassica campestris

Rastlina Promoétor Specifickd aktivita (nmol
MU/min/mg rozpustného proteinu

Tabak B. Rubisco typ I 7
B. campestris Tepelny 5ok 44
B. campestris | Amylaza tepelného $oku 5
B. campestris 358 28

Pri sledovani aktivity prométora v kli¢iacom semene po&as kli¢enia v sé-
riach siedmich dni bol zaznamenany exponencialny vzrast Specifickej aktivity
napriklad u Rubisco prométora. Specificka aktivita Rubisco promdétora bola

0,25 na stvrty dedi, 0, 5 na piaty defi, 1,6 na Siesty defi a 7 na siedmy deri.

Analyza inhibitorov vyvoja chloroplastu pre Rubisco protein a wrovni

mRNA v kli¢iacich semenach

Analyzy kliciacich prirodzenych sadenic B. campestris ukazali, ze pro-

tein Rubisco malej subjednotky dosahuje najvy3sie koncentracie tri dni po ini-
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ciacii kliCenia a Rubisco mala podjednotka mRNA o defi skor. Zistili sme, Ze
pridanim streptomycinu, 100 mg / | do Zivného média 48 hodin po iniciacii kli-
¢enia, je mozné potladovat syntézu Rubisco proteinu, av§ak Groveii mRNA
zostava konStantnd. PretoZe Rubisco protein je hlavnym proteinom v uréitych
typoch kliciacich kotyledénov je prospeSné jeho syntézu potladovat. Semena
bola kli¢ené v prevzdu$novanej vode doplnenej o streptomycin. Vzorky boli
zhromazdované v 12 hodinovych intervaloch. Hladiny proteinov boli analyzo-
vané z SDS-PAGE gélu a irovne mRNA boli analyzované RNA ,dot blot“ ana-

lyzou.
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PATENTOVE NAROKY

Sposob zalozeny na principe zdroja a spotrebia na konverziu zasobnych

rezerv v transgénnych semenach na zmes zahrnujicu jeden alebo viac

ziaducich génovych produktov, produkovanych de novo syntézou poéas

klicenia, ktoré klicenie je zastavené pred poklesom uvedenej de novo

syntézy, a ktord zmes je ziskana s pouZitim alebo bez nadvizujiceho

spracovania, vyznacujici sa tym, Ze pozadovanym génovym produktom

je heterologny protein, pricom sa

(2)

(®)

(c)

kultivuje transgénna dvojkli¢na rastlina majica pocas kli¢enia vy-
volatelny expresivny systém, aby bol zaisteny uloZite'ny vnutorny
zdroj vychodiskového materidlu, ktory méZe byt zberany ako
transgénne dvojklicne semena, kde uvedeny vyvolatelny expresiv-
ny systém zahrnuje regulacné sekvencie, vybrané z regulaénych
sekvencii poskytujucich vysoké drovne expresie v kotyledénoch

kli¢iacich semien:

uvedené transgénne dvojkli¢ne semena zahrnujuce jeden alebo viac
expresivnych systémov integrovanych do gendému rastliny sa uvedu
do styku s okolitym médiom, aby vzkli¢ili, po&as ktorého kligenia
je mobilizovany vnitorny zdroj vychodiskového materialu a expre-

sivny systém je uvedeny do ¢innosti;

expresivny systém integrovany v rastlinnom gendme sa pouZije pre
de novo syntézu jedného alebo viac pozadovanych heterolégnych
proteinov z vnitorného zdroja vychodiskového materidlu mobilizo-
vaného v kroku (b), aby poskytol zmes zahrnujucu kli¢iace dvoj-

klt¢ne semené alebo sadenice.

Spdsob podla naroku 1, vyznadujidci sa tym, Ze vyvolatel'ny expresivny

systém zahrnuje prométor poskytujuci vysoké urovne expresie a de novo
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syntézy heterolognych proteinov v kotyleddénoch kli¢iacich dvojkliEnych

semien.

Sposob podla naroku 1 alebo 2, vyznacujici sa tym, Ze prométorom je

prométor génu kodujiceho Rubisco protein.

Spdsob zaloienj’l na principe zdroja a spotrebica na konverziu zéso'bn'th
rezerv v transgénnych semenach na zmes zahrnujicu jeden alebo viac
Ziaducich génovych produktov, produkovanych de novo syntézou podas
klicenia, ktoré klicenie je zastavené pred poklesom uvedenej de novo
syntézy a ktord zmes je ziskana s pouzitim alebo bez nadvizujiaceho
spracovania, vyznalujici sa tym, Ze pozadovanymi génovymi produktmi

su heterolégne proteiny, pricom sa

(a)  kultivuje transgénna dvojkli¢na rastlina majica pocas klicenia vy-
volatel'ny expresivny systém, aby bol zaisteny uloZitelny vnatorny
zdroj vychodiskového matertalu, ktory mdZe byt zberany ako
transgénne dvojkliCne semena, kde uvedeny vyvolatel'ny expresiv-
ny systém zahrnuje regulacné sekvencie, vybrané z regulaénych
sekvencii poskytujlicich vysoké drovne expresie v kotyleddnoch

kli¢tacich semien;

(b) uvedené transgénne dvojkli¢ne semend, zahrnujuce jeden alebo
viac expresivnych systémov integrovanych do gendému rastliny, sa
uvedd do styku s okolitym médiom, aby kli&ili, podas ktorého kli-
Cenia je mobilizovany vnutorny zdroj vychodiskového materialu a

expresivny systém je uvedeny do ¢innosti;

(c) transgénny expresivny systém integrovany v rastlinnom gendme sa
pouzije pre de novo syntézu jedného alebo viac pozadovanych he-
terolégnych proteinovych produktov z vnitorného zdroja vycho-

diskového materialu mobilizovaného v kroku (b), aby poskytol
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zmes zahrnujucu kliGiace dvojkli¢ne semena alebo sadenice, kedy
vyuzitie pre de novo syntézu je zaistované riadenim zniZovania
expresie endogénneho génu ponechanim viac volnych aminokyselin
pre transgénnu expresiu v kli¢iacich semenach alebo sadeniciach

dvojkliénych rastlin.

Sp6sob podl'a naroku 4, vyznacujiuci sa tym, Ze riadené zniZovanie génu

je uskutoCriované potlacenim alebo antisense technologiami.

Sposob podla naroku 4 alebo 5, vyznacujici sa tym, Zze riadene zniZova-

ny gén kéduje Rubisco protein.

Sposob podla niektorého z narokov 1 aZ 6, vyznacdujici sa tym, Ze zmes
zahrnujica najmenej jeden heteroléogny protein je uvedena do styku so
substrdtom zahrnujicim najmenej jednu zlGcCeninu, ktora mdZe byt trans-
formovana biochemickou reakciou katalyzovanou jednym alebo viacery-

mi uvedenymi heterolognymi proteinmi.

Sposob podla niektorého z narokov 1 az 7, vyznacujici sa tym, Ze zmes
zahrnujica najmenej jeden heteroléogny protein je uvedend do styku
s reagentom zahrnujicim najmenej jednu zlu€eninu schopni modifikovat

jeden alebo viac heterolégnych proteinov.

Sp6sob podla niektorého z narokov 1 az 8, vyznadujici sa tym, Ze zdroj
vychodiskového materialu zahrnujici transgénne dvojkli¢ne semeno je
pripadne sterilizovany a kliCenie sa deje v podstate v sterilnych pod-
mienkach zaistujucich v podstate sterilny produkény systém zdroj-

spotrebic.
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Spdsob podla niektorého z narokov 1 az 9, vyznalujici sa tym, Ze pro-
motor je v podstate neCinny alebo moze byt utlmeny, ked je transgénna

rastlina pestovana v polnych podmienkach.

Sposob podfPa niektorého z narokov 1 aZ 10, vyznadujici sa tym, Ze

okolité médium je pripadne pufrovany vodny roztok.

Sposob podla niektorého z narokov 1 az 11, vyznaéujiici sa tym, Ze pro-
duk&ny systém zdroj-spotrebi¢ je doplneny o najmenej jeden fyzikalny

alebo chemicky prostriedok na vyvolanie kligenia.

Sposob podla niektorého z narokov 1 az 12, vyznaéujici sa tym, %e pro-

vvvvv

vinovy prostriedok.

Spbsob podla niektorého z narokov 1 az 13, vyznacujici sa tym, Ze pro-
duk&ny systém zdroj-spotrebi¢ je doplneny o najmenej jeden prostriedok
regulujici zvySenie de novo syntézy ziadaného/Ziadanych heterolégneho/

heteroléognych proteinu/proteinov.

Sposob podla niektorého z narokov 1 az 14, vyznalujici sa tym, Ze pro-
duk&ny systém zdroj-spotrebi¢ je doplneny o najmenej jeden prostriedok
regulujici zniZenie de novo syntézy endogénneho/endogénnych génové-

ho/génovych produktu/produktov produkovaného/produkovanych normal-

- ne pocas klienia.
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Spdsob podl'a niektorého z narokov 1 az 15, vyznadujuci sa tym, Ze kli-
Cenie je pripadne zastavené najmenej jednym prostriedkom, zahrnujacim
zahrievanie, suSenie, drvenie, separovanie, extrahovanie, lisovanie a fil-
trovanie a naslednym opidtovnym ziskanim pomocou alebo bez nadvizu-

Jucich metod spracovania najmenej jedného z heterolégnych proteinov.

Zo semien pochddzajuca zmes ziskatel'nd z dvojkli&nych semien, vyzna-
Cujica sa tym, Ze zmes je v podstate kontaminantu prostou zmesou ob-
sahujucou jeden alebo viac heterolognych proteinov syntetizovanych v

kotyledonoch dvojkliéneho semena alebo sadenice.

Zo semien pochadzajica zmes podla naroku 17, vyznalujiica sa tym, Ze

zmes obsahuje d’alej okolité médium.

Zo semien pochédzajlica zmes podla niektorého z narokov 17 az 18, vy-
znaCujica sa tym, ze zmes zahrnuje d’'alej substrat alebo reagent obsa-
hujici aspoil jednu zlu€eninu, ktora moéze byt uvedenou zmesou trans-
formované,. alebo ktora mdéze modifikovat jeden z heterolégnych protei-

nov v uvedenej zmesi.

Zo semien pochadzajica zmes podl'a niektorého z narokov 17 az 19, vy-
znacujlica sa tym, Ze zmes je poskytovana v suSenej alebo nadvizujicim

spésobom spracovanej forme.

Zo semien pochadzajuca zmes podla niektorého z narokov 17 az 20, vy-
znacujlica sa tym, Ze zmes obsahuje dalej jednu alebo viac vhodnych

ingrediencii pre formulaciu.
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Expresivny systém pouzitelny v postupe podl'a niektorého z narokov 1 a%

16, vyznacujici sa tym, Ze expresivny systém obsahuje jednu alebo viac

regulainych sekvencii ziskatel'nych z regulaénych sekvencii zaistujicich

v kotyledonoch kli¢iacich dvojkli¢nych semien vysoké Grovne expresie.

Sposob selekcie regulanych sekvencii vhodnych na kon3trukciu expre-

sivneho systému podla naroku 22, vyzna€ujici sa ¢ym, Zze sa

a)
b)

izoluje celkova RNA z kotyleddnov a listov dvojkliénych rastlin;

pripravi sa ¢cDNA reverznou transkripciou amplifikovanim uvede-
nej RNA s jednym mRNA 3pecifickym primérom a primérom 3peci-
fickym pre protein, ktory je v kotyledénoch dvojkii&énych semien

exprimovany vo vysokej urovni,
zhromaZzdia sa klony zahrnujice cDNA a nanesu na platne;

porovnaju sa vysledky s klonmi ziskanymi z RNA pochadzajicej z

listov a

ziskaju sa klony zahrnujice cDNA vykazujicu zvy3ent aktivitu v

kli¢iacich dvojkli€énych semenéch,
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Anotacta

Nazov vynalezu: Spdsob konverzie zasobnych rezerv semien dvojkliénych

rastlin na zmesi obsahujice jeden alebo viac génovych pro-

duktov
/ bl .
7 0P § iy 4’

Predkladany-vwynalez—satyka sposobu produkcne/produktov o-ktoréje-za-

& /17; (_,( AL 2Ly ArbrrveeTr
ujem,-zalozeného na prmmpe Zd,ft?J spotrebic n/dﬂ%nych alebo nedrvenych kli-

Ciacic dvmkhcnych@/bsahu;ucnch expresivny systém, ktory je inicio-
vany alebo méZe byt iniciovany pocas kli¢enia. Produktom je zo semena po-

chadzajuca, zmes  obsahujica jeden alebo viac génovych produktov Alternativ-
Z‘ ¢l 7\.é/ 2l A .//J/é(mm sbeoadnd oo A7
ne sa zisk /pro ukt, o_kior-y—je—z&ujtem;aﬂv%éemm zmesi-do—styku—so substratom

obsahu_;ucnm substancm schopnu transformacie zo semena pochadzajucms( zme-

sou ako takog v sulenej alebo nadvazujicim spdsobom spracovanej forme.



ZOZNAM SEKVENCI{
<110> UniCrop Ltd

<120> Spdsob konverzie zasobnych rezerv semien dvojkli¢nych rastlin na zme-
si obsahujtce jeden alebo viac génovych produktov

<130> 9HOS8PC- ' . '

<140>
<141>

<150> FI 19992659
<151> 1999-12-10

<150> PCT/FI00/01081
<151> 2000-12-08

<160> 30
<170> Patentln Ver. 2.1

<210>1

<211> 13

<212> DNA

<213> Umelé sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: -

<220>
<223> 3' primér

<400> 1 ,
tttttttttt tca 13

<210> 2

<211> 13

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
. <223> Opis umelej sekvencie: -

<220>
<223> 3' primér

<400> 2
trettetett tct 13



<210> 3

<211> 13

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: -

<220>
<223> 3' primér

<400> 3
tetetetttt tee

<210> 4

<211> 13

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: -

<220>
<223> 3' primér

<400> 4
ttttetettt tecg

<210> 5

<211> 13

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220> |
<223> Opis umelej sekvencie: -

<220>
<223> 3' primér

<400> 5
tetttttett tga

<210> 6

<211> 13

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: -

13

13

13



<220>
<223> 3' primér

<400> 6
tretetettt tgt

<210> 7

<211> 13

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: -

<220>
<223> 3' primér

<400> 7
ttttttettt tge

<210> 8

<211> 13

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: -

<220>
<223> 3' primér

<400> 8
tttttetttt tgg

<210> 9

<211> 13

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: -

<220>
<223> 3' primér

<400> 9
tttttttttt taa

$<210> 10
<211> 13

13

13

13

13



<212> DNA
<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: -

<220>
<223> 3' primér

<400> 10
tttttttttt tat

<210> 11

<211> 13

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: -

<220>
<223> 3' primér

<400> 11
tttttttttt tac

<210> 12

<211> 13

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: -

<220>
<223> 3' primér

<400> 12
tetttttett tag

<210> 13

<211> 49

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> 5' primér

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: -

13

13

13



<400> 13
cgecggatccc acgggtttgt ttaccgtgag cacggaagea cccccggat 49

<210> 14

<211> 49

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: -

<220>
<223> 3' primér na klonovanie klonu rbc cDNA

<400> 14 '
aaggaaaaaa gcggcogceaa tttttttttt tteeeeeeet teetttege 49

<210> 15

<211> 150

<212> DNA

<213> Brassica campestris

<220>
<223> utr2-sekvencia

<400> 15

ttcgcgttgt aagacatttc ataaataata tctacctcat ttcatttcca tttgtetgtt 60
ttctttgget ttttgtttct gaggceatgtt atatcggatt gtcaagtgte tgatttatga 120
acaacatgta atctctatat gcatatttct 150

<210> 16

<211> 139

<212> DNA

<213> Brassica campestris

<220>
<223> utr8-sekvencia

<400> 16

ttcgctttca tataataata tcttcctcat ttcatttcca a'taagtctgt ttettttttc 60
tctttggatt tctgttacga gactttctat atcggattgt aaaatgtctg attttatgaa 120
catgtaattt cggcaaata © 139

<210> 17

<211> 22

<212> DNA

<213> Umela sekvencia



<220>
<223> bnrbl

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: -

<400> 17
gaattctaac gacccttttc cg

<210> 18

<211> 34

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> UTR2

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: -

<400> 18
ggccacactt gacaatccga tataacatge ctca

<210> 19

<211> 38

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> bnrb3

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: -

<400> 19

aaaaagcttc tagacccttt tccgtcataa gttttata

<210> 20

<211> 36

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> RbSiB

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: -

<400> 20
caggtctcce atgcagctaa ctcttectee gttgcet

22

34

38



<210> 21

<211> 22

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> RBNCO

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: -

<400> 21
gaggaagcca tggctacttc tt 22

<210> 22

<211> 43

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: -

<220>
<223> Oligo T primér

<400> 22
cacacacagc ggccgotttt tttttetttt tttttttttt tvn 43

<210> 23

<211> 30

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: -

<220>
<223> Koniec posledného exénu malej podjednotky rubisco

<400> 23 :
cacacacatc gacgatcatc ggattcgaca ' B 30

<210> 24

<211> 180

<212> DNA

<213> Brassica campestris

<220>
<223> Typ 1



<400> 24

ttaattcgcg ttgtaagaca tttcataaat aatatctact catttcattt ccatttgtct 60
gttttctttg gotttttgtt tctgaggeat gttatatcgg attgtcaagt gtetgattta 120
tgaacatgta atctctatat tgcatatttt cttcttggaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 180

<210> 25

<211> 180

<212> DNA

<213> Brassica campestris

<220>
<223> Typ II

<400> 25

ttaatttgct atgacattca cataataatc tctgctcatt tcatttccaa ttgtctgttt 60
cttttccctt tggttttctg tttctcagac attctatatc ggattgtcaa atgtgtgatt 120
gtgaacatgt aatctctata ttgcttcttc gtcttggtaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 180

<210> 26

<211> 176

<212> DNA

<213> Brassica campestris

<220>
<223> Typ II1

<400> 26

ttaattcgct ttcatataat aatatcttct catttcattt ccaataagtc tgtttctttt 60
tttctctttg gatttctgtt acgagacttt ctatatcgga ttgtaaaatg tctgatttta 120
tgaacatgta atttctaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaa 176

<210> 27

<211> 38

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> bnrb4

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: -

<400> 27
ggccatgaat tctaacgacc cttttccgte ataaaagt 38

<210> 28

<211> 42

<212> DNA

<213> Umela sekvencia



<220>
<223> Opis umelej sekvencie: -

<220>
<223> 5616

<400> 28
cgcgatatag aaattacatg ttcataaaat cagacatttt ac 42

<210> 29

<211> 48

<212> DNA .
<213> Umela sekvencia

<220>
<223> bnrbs

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: -

<400> 29
gaggtacccg cggeccgegaa ttctaacgac ccttttecgt cataaaag 48

<210> 30

<211> 46

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> 56r7

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: -

<400> 30
gagaattcgg cgcgccatag aaattacatg ttcataaaat.cagaca 46
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