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(57) Anotace:
Reseni se tyka heliomicinu, sekvence DNA kédujici
heliomicin, vektoru obsahujiciho tento gen pro transformaci
hostitelského organismu a zpiisobu transformace. Vynilez se
zvlasté tyka heliomicinu jakoZto pfipravku proti nemocem
zpisobenym houbami. Dale se zvl4té tyka transformace
rostlinnych bunék a rostlin, kde heliomicin v nich tvofeny
poskytuje témto rostlinam odolnost k chorobam, zejména k
chorobam houbového pivodu.
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Peptid heliomicinu, pFipravek obsahujici tento peptid, nukleova kyselina kéodujici helio-
micin, transformovany hostitelsky organismus a zpusob transformace

Oblast techniky

Piedkladany vynalez se tyka nového peptidu bohatého n a cysteinové zbytky nazvaného heliomi-
cin, pouziti tohoto peptidu jakozto Ié€iva. Dale se vynalez tyka piipravku, ktery obsahuje sek-
venci DNA kodujici tento peptid, vektoru obsahujiciho tuto sekvenci vhodného pro transformaci
hostitelského organismu a zptisobu transformace takoveho organismu.

Vynalez se zejména tyka transformace rostlinnych bun&k a rostlin, kdy heliomicin produkovany

transformovanymi rostlinami poskytuje témto rostlinam rezistence k chorobam, zejména k choro-
bam houbového pivodu.

Dosavadni stav techniky

V soucasné dobé je pocitovana poteba ziskat rostliny,které jsou rezistentni proti chorobam,
zejména houbovym chorobam, aby se z diivodu ochrany zivotniho prostiedi zmensilo ¢i pripadné
zcela odstranilo pouzivani fungicidnich prostfedki. Zpisob, jak zvysit rezistenci proti chorobam,
spo&iva v transformaci rostlin tak, aby tvofily latku, ktera je schopna jim zajistit ochranu proti
témto chorobam.

Pokud jde o oblast lidského zdravi, existuji oportunni houbové infekce, proti kterym v soucas-
nosti neni k dispozici G¢inna lé&ba. Konkrétné se jedna o urdité tézké invazivni mykozy, které
napadaji pacienty s oslabenym imunitnim systémem napf. z diivodu transplantace, chemoterapie
nebo infekce HIV. Ve srovnani s antibakterialnimi &inidly je arzenal protihoubovych pFipravki
velmi omezeny. Existuje proto stale potfeba vyvinout nové tfidy latek s protihoubovym G€inkem.

Jsou znamy riizné latky pfirodniho pivodu, zejména peptidy, které maji baktericidni nebo fungi-
cidni vlastnosti, které piisobi zvl4§t& proti houbam zodpov&dnym za choroby rostlin. Tudiz pro-
blém spotiva v tom, aby se mezi témito litkami nalezla takova latka, ktera bude produkovana
v transformovanych rostlinach, a navic si uchova své baktericidni nebo fungicidni vlastnosti,
které tim poskytne uvedenym rostlinam. Ve smyslu piedkladaného vynalezu se baktericidnimi
nebo fungicidnimi vlastnostmi rozumi jak baktericidni a fungicidnimi vlastnostmi rozumi jak
baktericidni a fungicidni vlastnosti v pravém smyslu slova, tak i vlastnosti bakteriostatické a fun-
gistaticke.

Je znamo, Ze peptidy bohaté na cystein maji baktericidni nebo bakteriostatické vlastnosti, ale
neprojevuji fungicidni nebo fungistatickou aktivitu. Problémem je, na zakladé stavu techniky,
tedy najit peptidy bohaté na cysteinové zbytky se silnou fungicidni nebo fungistatickou aktivitou.

Heliomicin je peptid, ktery byl izolovan z hemolymfy motyla druhu Heliothis virescens, a ktery
vykazuje fungicidni aktivitu pisobici proti houbam, piisobicim nemoci rostlin, lidi i zvifat.

Zv14sté vyhodné fedeni vyse uvedenych problému piedstavuje syntéze genu kodujiciho heliomi-
cin, které se upravi tak, Ze se mohou vlozit do hostitelského organismu, zejména do rostliny, kde
exprimuji heliomicin, at’ jiz v &isté formé, nebo jinak, a hostitelsky organismus diky expresi heli-
omicinu ziska rezistenci k chorobam houbového piivodu.
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Podstata vynalezu

Pfedmétem predkladaného vyndlezu je heliomicin Jeho pouziti jakozto 1é¢iva nebo agrochemic-
kého pripravku k ochran& rostlin, pipravek obsahujici heliomicin, fragment nukleové kyse-
liny,kterd koduje heliomicin, chiméricky gen obsahujici tento fragment kédujici heliomicin a
heterologni regula¢ni prvky v pozicich 5’ a 3’ funkéni v hostitelském organismu, zejména v kva-
sinkach nebo rostlinach, a dile vektor pro transformaci hostitelského organismu obsahujici
chiméricky gen a nakonec také transformovany hostitelsky organismus. Vynalez se také tyka
transformované rostlinné buriky, ktera obsahuje pfinejmensim jeden fragment nukleové kyseliny
kédujici heliomicin, a také rostliny rezistentni proti chorobam, ktera obsahuje tuto buiiku, a
zv14sté rostliny, ktera byla regencrovana z takové buriky. Dale se vynalez tyka zpisobu transfor-
mace rostlin, kterou ziskaji rezistenci k chorobam, kdyz se do rostliny pomoci vhodného vektoru
vnese gen kddujici heliomicin. Vynalez se také tyka zplisobu ptipravy heliomicinu z hostitels-
kého organismu.

Heliomicin podle predkladaného vynalezu je peptid, ktery obsahuje vyslovné peptidovou sek-
venci podle nasledujiciho vzorce (I):

Xaa—Cys—Xab—Cys—Xac—Cys-Xad—Cys—Xae—Cys—Xaf—Cys—Xag D
kde

Xaa pfedstavuje skupinu NH, nebo peptidovy zbytek obsahujici 1 az 10 aminokyselin,

Xab pfedstavuje peptidovy zbytek obsahujici 1 az 10 aminokyselin, vyhodné 10 aminokyselin,
Xac pfedstavuje peptidovy zbytek obsahujici 3 aminokyseliny,

Xad predstavuje peptidovy zbytek obsahujici 1 az 9 aminokyselin, vyhodné 9 aminokyselin,
Xae pedstavuje peptidovy zbytek obsahujici 1 az 7 aminokyselin, vyhodné 7 aminokyselin,
Xaf  predstavuje peptidovy zbytek obsahujici 1 aminokyselinu, a

Xag je skupina ~OH nebo peptidovy zbytek obsahujici 1 az 5 aminokyselin, vyhodné 1 az 2
aminokyseliny.

Ve vyhodném provedeni vynalezu Xaa obsahuje alespoii jednu bazickou aminokyselinu a/nebo
Xad obsahuje alespoi jednu bazickou aminokyselinu. Vyhodnéji obsahuje Xad 1,2, 3 nebo 4
bazické aminokyseliny.

Vyhodné Xad predstavuje peptidovou sekvenci —Lys—Xad'-Xad"-Gly-His—, kde Xad’ predsta-
vuje peptidovy zbytek | bazické aminokyseliny a Xad" piedstavuje peptidovy zbytek obsahujici
0 az 5 aminokyselin, vyhodné 5 aminokyselin.

K bazickym aminokyselindm ve smyslu predkladaného vynalezu patfi aminokyseliny vybrané ze
skupiny obsahujici lysin, arginin a a homoarginin.

Vyhodnéji Xad predstavuje peptidovou sekvenci —Lys—Arg-Arg-Gly-Tyr-Lys-Gly-Gly-His
nebo —Leu-LeuArg-Gly-Tyr—Lys-Gly—Gly-His.

V dal$im vyhodném provedeni Xac obsahuje alespoii jednu kyselou aminokyselinu, vyhodng
pravé jednu.

Vyhodné Xac predstavuje peptidovou sekvenci —Asn-Xac'-Xac"—, kde Xac’ pfedstavuje pepti-
dovy zbytek s 1 aminokyselinou a Xac" predstavuje peptidovy zbytek s | kyselou aminokyseli-
nou.
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Kyselé aminokyseliny ve smyslu predkladaného vynalezu jsou aminokyseliny obsahujici na
postrannim fetézci funkéni skupinu organické kyseliny, zvlasté karboxylové kyseliny, a vyhodné
jsou vybrané ze skupiny obsahujici kyselinou glutamovou (Glu) a asparagovou (Asp).

Vyhodné Xac predstavuje peptidovou sekvenci —Asn—Gly-Glu nebo —Ala—Ala-Glu.

Ve vyhodném provedeni vynalezu

Xaa predstavuje peptidovou sekvenci Xaa'-Gly—Xaa"-, kde Xaa' je skupina NH, nebo
peptidovy zbytek obsahujici 1 az 9 aminokyselin, vyhodn& 1 az 5 aminokyselin, a Xaa"
piedstavuje peptidovy zbytek obsahujici nejméné | aminokyselinu vybranou z amino-
kyselin Leu, Ile, Val, pro, Ser neo Thr, a/nebo Xab piedstavuje peptidovou sekvenci —Val—
Xab'-Asp-, kde Xab' je peptidovy zbytek obsahujici 0 az 8 aminokyselin, vyhodné 8
aminokyselin a/nebo

Xae predstavuje peptidovou sekvenci ~Gly—Xae'~Asn, kde Xae' predstavuje peptidovy zbytek
obsahujici 0 az 5 aminokyselin, vyhodné& 5 aminokyselin, a/nebo

Xaf predstavuje jednu z nasledujicich aminokyselin ~Trp—, Phe, leu, lle nebo Val, a/nebo

Xag predstavuje peptidovou sekvenci -Glu-Xag', kde Xag' predstavuje skupinou OH nebo zby-
tek sekvence obsahujici 1 az 4 aminokyseliny, vyhodn& 1 aminokyselinu.

Ve vyhodném provedeni vynalezu predstavuje Xaa peptidovou sekvenci NH2-Asp-Lys—Leu—
[le-Gly-Ser nebo NH2-Ala-Ala-Ala—Ala-Gly—Ser— a/nebo Xab predstavuje peptidovou sek-
venci —Val-Trp-Gly—Ala—Val-Asn-Tyr-Thr-Ser—Asp— a/nebo Xae pfedstavuje peptidovou
sekvenci —Gly—Ser—Phe-Ala-Asn—Val-Asn— a/nebo Xaf pfedstavuje aminokyselinu —Trp—
a/nebo Xag piedstavuje peptidovou sekvenci —Glu-Thr-OH nebo Arg-Thr-OH.

Ve vyhodném provedeni predkladaného vynalezu je heliomicin peptid kodovany sekvenci identi-
fikaéniho &isla 2 (id. ¢. 2). Stejna sekvence, pokud jde o aminokyseliny 6 az 49 v sekvenci id. ¢. 1
je popsana jinou kodujici sekvenci.

Zbytek na NH,—konci heliomicinu miZe byt postranslacné modifikovén, napf. acetylaci, a stejné
tak mize byt postranslaéné modifikovan zbytek na C—konci, napf. amidaci.

Peptidovou sekvenci obsahujici v podstaté peptidovou sekvenci podle vzorce (I) se rozumi nejen
sekvence zde definované, ale sekvence obsahujici na jednom nebo na druhém konci, nebo a
obou, peptidové zbytky, zejména takové zbytky, které jsou nezbytné pro jeji expresi a smérovani
v hostitelském organismu. Hostitelskym organismem se mysli organismus obsahujici alespor
jednu buiiku, nebo také rostlinné buiiky a také vyssi organismy jako napf. rostliny.

Dale se jedna zejména o fazni peptid ,,peptid—heliomicin® ze kterého se mize L,vystfizenim®
pomoci enzymatického systému rostlinné buiky uvolnit heliomicin, jak byl definovan v predkla-
dané prihlasce. Fizni peptid s heliomicinem dile miize obsahovat signalni peptid nebo tranzitni
peptid, které umoziiuji Fidit a smérovat vytvafeny heliomicin specifickym zpisobem do urcité
tasti hostitelského organismu, zejména rostlinné buiiky nebo rostliny, napt. do cytoplazmy nebo
na bunéinou membranu, a nebo v pfipadé rostlin do uritého bunééného kompartmentu nebo
uréitych pletiv nebo do extracelularniho prostoru.

V jednom provedeni vynalezu tranzitni peptid obsahuje signal pro cloroplastovou nebo mito-
chondrialni lokalizaci, &imZ je zaji$téno $tépeni v chloroplastu nebo mitochondrii.

V dal$im provedeni vynalezu miize signalni peptid obsahovat N—koncovy signal neboli ,,prepep-
tid*, pripadné spojeny se signalem zodpovédnym za zadrZeni proteinu v endoplazmatickém reti-
kulu, nebo peptid pro zaméfeni do vakuoly neboli ,propeptid*. Endoplazmatické retikulum je
misto, které je v ramci ,bunééného mechanismu® zodpovédné za procesy zrani proteinovych
produktd, jako je napf. od$tépeni signdlniho peptidu.
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Tranzitni peptid je bud'to jeden, nebo mohou byt dva, a v takovém pfipad¢ jsou oddéleny vmeze-
fenou intermediarni sekvenci, takze ve sméru transkripce, jedna sekvence kdduje tranzitni peptid
rostlinného genu kédujiciho enzym s plastidovou lokalizaci, pak nasleduje ¢ast zralé sekvence
N-konce rostlinného genu kodujiciho enzym s plastidovou lokalizaci, a pak sekvence kodujici
druhy tranzitni peptid rostlinného genu kédujiciho enzym s plastidovou lokalizaci, jak to bylo jiz
popsano v patentové piihlasce EP 0 508 909.

Vhodnym tranzitnim peptidem podle vynalezu Ize uvést zejména signalni peptid genu PR-1o
tabaku (popsany v Cornelissen et al.), ktery je zde uveden s kodujici sekvenci id. €. 2, kdyZ je
heliomicin produkovan rostlinnou buiikou nebo rostlinnou, nebo prekurzor faktoru Matal, kdyz
Je heliomicin produkovan kvasinkovou buiikou.

Fuzni peptid ,,MFal/heliomicin“ s péti aminokyselinovymi zbytky propeptidu faktoru MFall
(Ser—Leu-Asp-Lys—-Arg) situovanymi na N-konci kodujici sekvence podle vynalezu, je zde
popsan v sekvenci id. &. 1, aminokyseliny 1 az 49.

Fazni peptid ,,signalni peptid PR—Io/heliomicin® a kodujici sekvence podle vynalezu je zde uve-
den jako sekvence id &. 3.

Fazni peptid obsahujici signalni peptid genu PG1 polygalkturonazy z kukufice fiizovany s helio-
micinem, tedy“ signalni peptid PG 1/heliomicin® s kodujici sekvenci je zde uveden jako sekvence
id. ¢. 18 a 20.

Ve vyhodném provedeni vynalezu cysteinové zbytky v peptidu podle vzorce (I) vytvéieji alespoii
Jeden intramolekularni disulfidicky mastek, vyhodnéji ti disulfidické miistky. Ve vyhodném pro-
vedeni vynalezu disulfidické mastky spojuji cysteinové zbytky la4,2a5a3a6.

Heliomicin je peptid G¢inny zejména proti houbam a kvasinkam, a tudiz maze byt vyuzit jako
preventivni nebo lé¢ebny prostiedek k ochrang riiznych organismil proti napadeni houbami.
Tudiz se predkladany vynalez tyka také heliomicinu jakoZto lé¢iva. Také se tyka pouziti heliomi-
cinu k osetfené rostlin proti napadeni houbami formou ptimé aplikace heliomicinu na tyto rost-
liny.

Pfedkladany vynalez se dale tyka pripravku, ktery obsahuje heliomicin a vhodné vehikulum.
Vhodné vehikulum je prvottidni kvality, takze nedegraduje podstatné heliomicin v ptipravku ani
nezhorSuje jeho baktericidni a fungicidni vlastnosti. Jedna se bud’to o kosmeticky ptipravek, pak
Je vehikulum kosmeticky pfijateiné (vhodné pro aplikaci na kizi nebo piipadné zuby, nehty &i
vlasy), nebo o farmaceuticky pFipravek uréeny k léebnému pouziti, pak je vehikulum farmaceu-
ticky pfijatelné pro topické podavani heliomicinu, nebo pro podavani per os (lsty) nebo formou
injekce. A nebo se jedna o agrochemicky pripravek, pak je vehikulum agrochemicky pfijatelné
vhodné pro aplikaci na rostliny nebo do okoli rostlin, aniz by doglo k degradaci heliomicinu.

Predkladany vynélez se dale tyka fragmentu nukleové kyseliny, zejména DNA, pfirodni nebo
syntetické, kodujici heliomicin definovany vyse, v&etné fazniho peptidu ,,peptidheliomicin®.

Vynilez se také fragmentu, ktery je syntetizovan nebo Je izolovan z motyla rodu Heliothis, nebo
odvozeného fragmentu, upraveného tak, aby vedl k expresi heliomicinu v hostitelském orga-
nismu nebo umoziioval exprimovat peptid. Fragment nukleové kyseliny mize byt ziskan stan-
dardnimi metodami izolace a purifikace nebo mize byt syntetizovan znamymi metodami uZivaji-
cimi postupné hybridizace syntetickych oligonukleotida. Tyto postupy jsou odbornikiim znamy a
Jjsou popsany napt. v publikaci Ausubel et al.

Ve smyslu predkladaného vynalezu ,,fragment nukleové kyseliny* je nukleotidova sekvence typu
DNA nebo RNA, vyhodné jde o DNA, zejména dvouretézcového typu.
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V jednom provedeni vynalezu fragment nukleové kyseliny kodujici heliomicin je sekvence DNA
uvedena zde jako baze 16 az 147 v sekvenci id. &. 1 nebo sekvence id. €. 2, zejména kodujici Cast
této sekvence zahrnujici baze 1 az 132, sekvence homologni nebo sekvence komplementarni
k této sekvenci.

V jiném provedeni vynalezu fragment nukleové kyseliny kodujici fazni peptid ,,peptod—heliomi-
cin“ obsahuje sekvenci DNA uvedenou zde jako sekvence id. €. | nebo sekvence id. €. 3,
zejména jeji kodujici Sast zahrnujici baze 3 az 224, nebo jako sekvence id ¢. 18, zejména Cast
kédujici baze 7 az 205, nebo homologni nebo komplementarni sekvenci.

Terminem ,homologni“ sekvence se podle predkladaného vynalezu rozumi fragment nukleové
kyseliny obsahujic jednu nebo nékolik modifikaci vzhledem k nukleotidové sekvenci popsané
zde jako sekvence id. &. 1,2 a 3, kodujici heliomicin nebo fuzni peptid ,,peptid—heliomicin®. Tyto
modifikace lze ziskat v oboru znamymi metodami mutageneze, kromé toho také vyb&rem synte-
tickych oligonukleotidii pouZitych k pripravé uvedené sekvence pomoci hybridizace. Vzhledem
k mnoha kombinacim nukleové kyseliny, které kéduji expresi téze aminokyseliny, rozdily
v sekvenci id. & 1, 2 a 3 a odpovidajicich homolognich sekvencich mohou byt dileZité, a tim
spie to plati pro fragmenty DNA ziskané chemickou syntézou. Vyhodné je mira homologie
s uvedenou referencni sekvenci nejméné 70 %, vyhodnéji nejméné 80 % a nejvyhodnéji alespoi
90 %. Obecné jsou tyto modifikace neutralni, tudiz neovliviiuji primarni sekvenci heliomicinu
nebo vysledného fizniho peptidu.

Piedkladany vynalez se dale tyka chimérickému genu (nebo expresni kazety) obsahujici sekvenci
kodujici také heterologni regulaéni prvky v pozicich 5’ nebo 3, které jsou funkéni v hostitelském
organismu, zejména v rostlinné buiice nebo rostling, funkéné (operativng) spojené s kodujici sek-
venci, pii¢emz tato kodujici sekvence obsahuje alespoii jeden fragment DNA kodujici heliomicin
nebo fuzni peptid ,,peptidheliomicin® popsané vyse.

Hostitelskym organismem je podle vynalez minén organismus jednobun&tny nebo mnoho-
bun&&ny, nizsi nebo vyssi, do kterého je vlozen chiméricky gen podle predkladaného vynalezu
pro tvorbu heliomicinu. Zejména se jedna napf. o bakterie E. coli, kvasinky, zvIasté rodu Succha-
romyces. Kluyveromyces nebo Pichia, houby rodu Aspergillus, bakuloviry, nebo vyhodné rost-
linné butiky a rostliny.

,Rostlinna buiika® znamena ve smyslu pfedkladaného vynalezu buiiku tvofici rostlinné pletivo,
af’ uz tvoii nediferencovanou tkai jako je kalus nebo tvoii diferencované tkané jako embryo, ¢asti
rostliny, rostlinu nebo semena.

_Rostlina ve smyslu predkladaného vynilezu znamena cely mnohobun&&ny diferencovany orga-
nismus, ktery je schopny fotosyntézy, je to rostlina jednodélozna nebo dvoudélozna, a zv1asté se
pak jedna o rostliny kulturni urlené pro vyZzivu clovéka nebo zvifat, kam patfi napf. kukufice,
psenice, fepka, soja, ryze, cukrova titina, fepa, tabak, bavlna a dalsi.

Regula¢ni prvky nezbytné pro expresi fragmentu DNA kodujiciho heliomicin, funkéni v hosti-
telském organismu, jsou odbornikovi znamy. K témto prvkim patii zejmena promotorové sek-
vence, aktivatory transkripce, terminacni sekvence vetné ,start” a ,stop™ kodonu. Prostfedky a
metody pro identifikaci a vybér téchto regulacnich prvki jsou odbornikovi znamy.

Regula¢ni prvky vhodné pro transformaci mikroorganismi jako jsou kvasinky nebo bakterie jsou
odbornikiim znamy, a patii k nim promotorové sekvence, aktivétory transkripce, tranzitni peptidy
a terminaéni sekvence véetné ,,start“ a ,,stop* kodonu.
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Pro fizeni exprese v kvasinkach a sekreci peptidu do kultiva¢niho média je fragment DNA kodu-

jici heliomicin integrovan do kyvadlového vektoru, pfiCemZ tento vektor obsahuje nasledujici

prvky:

— markery umoziiuji selekci transformant, vyhodné se uZije gen ura—3 pro kvasinky a gen rezis-
tence k ampicilinu pro E. coli,

— nukleotidovou sekvenci umozitujici replikaci (replikaéni poéatek) plazmidu v kvasinkach,
vyhodné se uZije replikagni po&atek kvasinkového plazmidu 2y, :

— nukleotidovou sekvenci umoziujici replikace (replikaéni pocatek) plazmidu v E. coli,

— expresni kazetu, kterd obsahuje

1) regulaéni promotorovou sekvenci, vyhodné se uzije promotorova sekvence genu, ktery je
pfirozené exprimovan v kvasinkach, vyhodné promotor genu Mfal ze S. cerevisiae,

2) sekvenci kodujici signalni peptid (nebo prepeptid) ve spojeni se zamé&fovacim peptidem
(nebo propeptidem), pricemz tyto Gsek jsou dilezité pro spravnou sekreci peptidu, a
vyhodné se uzije sekvence kédujici pre—pro—peptid prekurzoru faktoru Mfal,

3) sekvenci regulujici terminaci nebo polyadenylaci, vyhodné se uZije terminator fosfo-
glyceratkinazy (PGK) ze S. cerevisiae.

V expresni kazeté se sekvence kodujici heliomicin viozi za pre—pro sekvenci a pied sekvenci
terminatoru PGK.

Tyto prvky byly popsany v mnoha publikacich Jako napf. Reichhart et al., 1992, Invert. Reprod.
Dav. 21, 15-24, a Michaut et al., 1996, FEBS Letters 395, 6-10.

Ve vyhodném provedeni se kvasinky druhu S. cerevisiae transformuji expresnim plazmidem
metodou, ktera uziva lithiumacetat (Ito et al., 1993, J. Bacteriol. 153, 163—168). Transformované
kvasinky se pak selektuji na gelovych plotnach neobsahujicich uracil. Produkce transformova-
nych kvasinek ve velkém métitku se provadi v kulture obsahujici kapalné selektivni médium po
dobu 24 az 48 hodin.

Transformované mikroorganismy umoziiuji produkovat heliomicin ve velkém méFitku. Predkla-
dany vynélez se proto také tyka zpisobu piipravy heliomicinu, ktery obsahuje kroky, kdy se kul-
tivuje transformovany mikroorganismus, ktery obsahuje gen kodujici heliomicin definovany
vySe, ve vhodném kultivaénim médiu a krok, kdy se ziskany heliomicin extrahuje a Gplné nebo
¢astecné purifikuje.

Ve vyhodném provedeni vynalezu se pii extrakci heliomicinu v kvasinkach tyto kvasinky
odstrani centrifugaci a supernatant se smich4 s kyselym roztokem jako je napt. roztok anorga-
nické nebo organické kyseliny, napf. kyseliny chlorovodikové nebo kyseliny octové. Ziskany
extrakt se pak centrifuguje p¥i 4000 az 10 000 rpm ve 4 °C po dobu 30 az 60 minut.

Purifikaci heliomicinu pfedchazi jesté faze frakcionace supernatantu ziskaného ve fazi extrakce,
ve vyhodném provedeni vynalezu se v priibéhu frakcionace se extrakt nanese na reverzni fazi
vhodnou pro extrakei na pevné fazi. Vymyti molekul rozpustnych ve vod¢ ze sloupce se provede
roztokem kyseliny a eluce hydrofébnich molekul se provede vhodnym elu¢nim roztokem. Dobré
vysledky se ziskaji uzitim trifluoroctové kyseliny pro vymyti kolony a s elu¢nim roztokem obsa-
hujicim zvySujici se mnoZstvi acetonitrilu v roztoku kyseliny.

Ve vyhodném provedeni se purifikace heliomicinu provadi ve dvou fazich: pomoci kationtové
vyménné HPLC nésledované HPLC s inverzni fazi s eludnim roztokem, ktery je odlisny nebo
shodny s pfedchozi fazi, jednotlivé etapy purifikace Jjsou nasledovany inhibi¢nim testem houby
v kapalném médiu. Vyhodné se test provadi s houbou Neurospora crasa.
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Sekvence heliomicinu produkovaného transformovanymi kvasinkami se analyzuje znamymi
metodami sekvencovani Edmonovou degradaci a hmotovou spektroskopii. Strukturni charakteri-
zace se provadi piimo na peptidovém produktu, na peptidu modifikovaném redukci/alkylaci
jakoz i na peptidovych fragmentech. Peptidova sekvence a molekulova hmotnost se pak porov-
naji s hodnotami ziskanymi pro nativni heliomicin izolovany z hemolymfy H. virescens. Tyto
vysledky umozni porovnat dvé srovnavané molekuly z hlediska primarni struktury. Stanoveni
poloh disulfidickych mistki pak ukaze, zda je jejich uspotadani shodné u obou srovnavanych
peptid, tj. nativniho peptidu a produktu transformovaného mikroorganismu.

Predkladany vynalez se dale tyka zv1asté transformace rostlin. Jako regula¢ni promotorovou sek-
venci v rostliné je mozné uzit promotor genu, ktery je pfirozené exprimovan v rostling, a zejména
promotor bakterilniho, virového nebo rostlinného pvodu, jako je napf. gen pro malou podjed-
notku ribulozobisfosfat—karboxylazy/oxygenazy (RuBisCo), nebo gen rostlinného viru jako je
napf. virus mozaiky kvétaku (CAMYV, 19S nebo 35S promotor), nebo promotor indukovany pato-
genem jako je napi. PR—1a z tabaku, ktery je také vyhodny pro pouziti dle vynilezu. Vyhodné je
uziti regulaéni promotorové sekvence, kterd umoziiuje konstitutivni expresi kodované sekvence
nebo expresi indukovanou po napadeni patogenem, jako je napf. histonovy promotor popsany
v patentové pfihlasce EP 0 507 698.

Podle predkladaného vynalezu je také mozné uzit ve spojeni s promotorovou sekvenci dalsi
regulaéni sekvence, které jsou situovany mezi promotorem a kodujici sekvenci, jako jsou napf.
aktivatory transkripce (,,enhacery®, zesilovace), napt. aktivator transkripce z viru mozaiky tabaku
(TMV) popsany v patentové piihlaice WO 87/07644, nebo z viru skvrnitosti tabaku (TEV), ktery
popsali Carrington a Freed.

Jako sekvence Fidici terminaci nebo polyadenylaci je mozné uzit odpovidajici sekvence bakte-
rialniho paivodu, jako napf. terminator nos z Agrobacterium tumefaciens, nebo také rostlinného
ptivodu, jako napf. terminator histonovéeho genu, jaky byl popsan v patentové piihlasce EP 0 633
317.

Chiméricky gen podle predkladaného vynalezu je spojen se selekénim markerem vhodnym pro
hostitelsky organismus. Takové selekéni markery jsou odbornikovi dobfe znamy, jedna se prede-
viim o geny rezistence k antibiotikiim a také o geny poskytujici rostlinam toleranci k herbicidiim.

Ptedkladany vynalez se také tyka klonovaciho nebo expresniho vektoru pro transformaci hostitel-
ského organismu, ktery obsahuje alespoii jeden chiméricky gen podle vynalezu definovany vyse.
Tento vektor obsahuje kromé jiz zminéného chimérického genu nejméné jeden replikaéni poca-
tek. Tento vektor je piedstavovan plazmidem, kozmidem, bakteriofagem nebo virem, do kterych
byl viozen chiméricky gen podle predkladaného vynalezu. Takové transformaéni vektory vhodné
pro transformaci hostitelského organismu jsou v oboru znamy a jsou popsany v odborné litera-
tufe.

Pro transformaci rostlinnych bunék nebo rostlin jde zejména o virus, ktery lze vyuZit k trans-
formaci vyvijejicich se rostlin, a ktery obsahuje také vlastni prvky pro replikaci a expresi. Ve
vyhodném provedeni je transforma¢nim vektorem pro rostlinné buriky nebo rostliny podle vyna-
lezu plazmid.

Dal$im predmétem vynalezu je zplsob transformace hostitelského organismu, zejména rostlin-
nych bungk, a to tim, Ze se do nich vlozi alespor jeden fragment nukleové kyseliny nebo chimé-
ricky gen, jak byly definovany vyse podle vynélezu, pficemz transformace se provede vhodnymi
prostiedky odbornikovi znamymi, které jsou popsany v odborné literatufe, zejména v publikacich
citovanych v literamich odkazech v této pfihlaSce. Zejména se jedna o transformaci vektorem
podle predkladaného vynalezu.
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Jednou z fady metod pro transformaci je ,,bombardovani* bunék nebo protoplastt ¢asticemi, na
které je navazana sekvence DNA. Dali metoda spociva v tom, Ze se jak prostfedek k prenosu do
rostliny vyuzije Ti plazmid z Agrobacterium tumefaciens nebo Ri plazmid z Agrobacterium
rhizogenes, do kterého se vlozi chiméricky gen.

Dalsimi metodami, které Ize uzit, je mikroinjekce nebo elektroporace, a také ptima precipitace
prostrednictvim PEG.

Odbornik zvoli vhodnou metodu v zavislosti na povaze hostitelského organismu, zejména rost-
linné buiiky nebo rostliny.

Dalsim pfredmétem predkladaného vynalezu jsou hostitelské organismy, zvIast¢ rostlinné buriky
nebo rostliny, které jsou transformované a obsahuji ve svém genomu 6¢inné mnozstvi chiméric-
keho genu obsahujiciho sekvenci kédujici heliomicin, Jak je definovan vyse v této ptihlasce.

Dalsim pfedmétem predkladaného vynalezu Jsou rostliny, které obsahuji transformované buriky,
zv1aste rostliny ziskané regeneraci z transformovanych bungk. Regeneraci Ize provést jakymkoliv
vhodnym zptisobem odbornikovi znamym, ktery zavisi na druhu rostliny, napf. zptisobem popsa-
nym v odborné literature uvedené v odkazech k této pfihlasce.

Postupy transformace rostlinnych bunék a regenerace rostlin byly popsany napf. v nasledujicich
patentovych dokumentech: US 4459355, US4 536 475, US 5464763, US 5177010,
US5 187073, EP 267159, EP 604662, EP 672 752, US 4945 050, US 5036 006,
US 5100792, US 5371 014, US 5478 744, US 5179022, US 5 565 346, US 5484 956,
US 5538877, US 5554798, US 5489520, US 5510 318, US 5204 263, US 5405 765,
EP 442 174, EP 486 233, EP 486 234, EP 539 563, EP 674 725, WO 91/02071 a WO 95/06128.

Dale jsou predmétem predkladaného vynalezu také transformované rostliny ziskané kultivaci
a/nebo kfiZenim regenerovanych rostlin podle vynalezu, a taktéZ semena transformovanych rost-
lin,

Transformované rostliny podle ptedkladaného vynalezu Jsou rezistentni k nékterym chorobam,
zvlasté k nékterym chorobam zpiisobenym houbami nebo bakteriemi. Rezistence rostlin proti
témto chorobam je vytvofena timto zpiisobem, Ze je do rostlin integrovana sekvence DNA kodu-
Jici heliomicin podle vynalezu, pfi¢emz heliomicin Je ucinny proti houbovym chorobam, které
zpusobuji houby rodu Cercospora, zejména cercospora beticola, rodu Cladosporium, zejména
Cladosporium herbarum, rodu Fusarium, zejména  Fusarium culmorum nebo fusarium
graminearum, a Phytophthora, zejména Phytophthora cinnamoni.

Ve vyhodném provedeni vynalezu je chiméricky gen spojen s alespoii jednim selekénim marke-
rem, kterym miiZe byt jeden nebo nékolik genii tolerance k herbicidiim.

Sekvence DNA kédujici heliomicin mize byt také spojena s takovym markerem pro selekci
transformovanych rostlin a jesté s dal§imi sekvencemi kédujicim jiné pozadované peptidy nebo
proteiny, napf. s geny tolerance k herbicidim.

Takové geny tolerance k herbicidiim jsou odbornikovi znamy a byly popsany napf. v patentovych
pfihlaskach EP 115 673, WO 87/04181, EP 337 899, WO 96/38567 nebo WO 97/04103.

Samozfejmé také transformované buiiky a rostliny podle predkladaného vynélezu mohou obsa-
hovat kromé sekvence kddujici heliomicin dalsi heterologni sekvence kodujici pozadované pro-
teiny jako napf. jiné peptidy, které poskytuji rostlindm rezistenci k dal&im nemocem bakterialniho
nebo houbového pivodu a/nebo dalsi sekvence kodujici proteiny zajistujici toleranci k herbici-
dim a/nebo dalsi sekvence kodujici proteiny zajistujici toleranci k hmyzim $kidcim, jako je
napf. protein B..
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Dalsi sckvence, které se mohou vlozit prostiednictvim vektoru obsahujiciho chiméricky gen
podle vynalezu, jsou takové sekvence, které obsahuji prvni sekvenci kédujici heliomicin a ales-
poit jednu dal3i sekvenci kodujici dalsi pozadovany peptid nebo protein.

Je také mozné vlozit nejméné jeden dal3i vektor obsahuji alespoi jeden dalsi sekvenci, a to zpi-
sobem v oboru znamym, jak bylo jiz popsano.

Rostliny podle vynalezu je také mozné ziskat kiZzenim rodigovskych rostlin, kdy jedna z rodi-
tovskych rostlin nese gen podle vynalezu kodujici heliomicin a druha z rodicovskych rostlin nese
gen kodujici alespoii jeden dalsi pozadovany peptid nebo protein.

K sekvencim kodujicim dalii peptidy s protihoubovym a¢inkem patfi napi. sekvence kédujici
drosomicin, ktera byla popsana v patentu FR 2725992, v publikaci Fehlbaum et al. 1994 a
v nepublikované patentové piihlaSce FR 97 09115 podané 24. Cervence 1997 nebo sekvence
kédujici androctonin popsana v patentu FR 2745 004 a v nepublikované patentové prihlasce
FR 97 10362 podané 20. srpna 1997.

Piedkladany vynalez se nakonec také tyka zplisobu péstovani rostlin transformovanych podle
vynalezu, ktery spociva v tom, ze semena téchto transformovanych rostlin se vyseji na povrch
pole vhodného pro péstovani takovych rostlin, a na povrch tohoto pole se pak aplikuje agro-
chemicky prostiedek, aniz by podstatné ovlivnil tato semena nebo transformované rostliny, pak
jakmile dosahnou zralosti se péstované rostliny sklidi a ptipadné se odd¢li semena ze sklizenych
rostlin.

Agrochemicky prostiedek se ve smyslu vynalezu rozumi agrochemicky prostfedek obsahujici
alespoii jednu G&innou latku vykazujici jeden z nasledujicich aginkd: herbicidni, fungicidni, bak-
tericidni virocidni a insekticidni.

Ve vyhodném provedeni zpiisobu péstovani podle vynélezu agrochemicky prostfedek obsahuje
alespont jednu Gginnou latku s fungicidni a/nebo baktericidni aktivitou, vyhodngji s aktivitou
dopliiujici aktivitu heliomicinu tvofeného v rostlinach transformovanych podle vynalezu.

Produktem s aktivitou dopliiujici aktivitu heliomicinu se podle pfedkladan¢ho vynalezu mini pro-
dukt vykazujici fadu doplitujicich aktivit, jako je napf. produkt Gginné pasobici proti napadeni
$kiidci (houbami, bakteriemi, viry), necitlivymi k heliomicinu, nebo produkt, jehoZ spektrum
aéinnosti se piné nebo astetné piekryva s heliomicinem, a jehoz aplika¢ni davka se podstatné
snizi diky ptitomnosti heliomicinu tvofen¢ho transformovanymi rostlinami.

Dale uvedené piiklady slouzi k ilustraci vyndlezu, aniz by ho jakkoliv omezovaly.

Ptiklady provedeni vynalezu

Priklad 1

[zolace a charakterizace heliomicinu ziskaného z hemolymfy imunizovanych larev motyla A.
virescens
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1.1 l1zolace

1-1. Indukce biosyntézy latky s protihoubovym G¢inkem v hemolymfé& H. virescens

Zralé larvy 5. stadia motyla H. virescens byly imunizovany pomoci injekéni jehly (velikost 30)
pfedtim ponofené do peletu Gram—pozitivnich bakterii (M. luteus) a Gram-negativnich bakterii
(E. coli 1106) ziskanych z kultur péstovanych v médiu Luria—Bertani po 12 hodin ve 37 °C. Po
infekci byly larvy umistény jednotlivé ve zkumavce obsahujici agarové zivné médium na 24
hodin pii 20 az 23 °C. Pfed odbérem hemolymfy byly larvy ochlazeny na ledu.

1-2. Ptiprava plazmy

Hemolymfa (ptiblizné 30 pl z jedné larvy) byla odebirana nafiznutim bfisniho vybézku a jima-
nim do 1,5ml polypropylénové mikrocentirfuganéni zkumavky na ledu, ktera obsahovala aproti-
nin jakozto inhibitor proteaz (20 ug/mi vysledna koncentrace) a fenylthiomo&ovinu jakozto inhi-
bitor melanizace (vysledna koncentrace 20 pM). Hemolymfa (2 ml) takto odebrana z imunizova-
nych larev byla centrifugovana pfi 14000 g po 1 minutu ve 4 °C, aby se odstranily hemocyty.
Hemolymfa zbavena krevnich bunék byla uchovana pii —20 °C az do pouziti.

1-3. Acidifkace plazmy

Po rychlém rozmrazené byla plazma z H. virescens okyselena na pH 3 uzitim 1% roztoku
kyseliny trifluoroctové. Kysela extrakce peptidu probihala 30 minut za tfepani na ledové lazni.
Ziskany extrakt byl centrifugovan 30 minut pfi 10 000 g ve 4 °C.

1-3. Purifikace peptidi
a)  Prepurifikace extrakci pevné faze

Mnozstvi extraktu odpovidajici 2 ml hemolymfy bylo naneseno na nosi¢ s pevnou inverzni fazi,
jaky je komeréné& dostupny ve formé predem naplnénych kolonek (napt. Sep—Pak™ C18, Waters
Associates), a ekvilibrovano s vodnym roztokem kyseliny (0,05% TFA). hydrofilni molekuly byl
eliminovany jednoduchym proplachnutim kyselym vodnym roztokem. Eluce peptidu byla
proveden 40% roztokem acetonitrilu v 0,05% TFA. Frakce eluovand 40% roztokem acetonitrilu
byla vysudena pod vakuem, a aby se pred prvni fazi putifikace odstranily stopy acetonitrilu a
TFA, byla rozpusténa ve sterilni ultraisté vodeé.

b)  Purifikace pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) na koloné s inverzni
fazi

Prvni faze: Frakce obsahujici peptid byla analyzovana chromatografii s inverzni fazi na semi-
preparativni kolon& Aquapore RP-300 C8 (Brownlee™, 220 x 70 mm, 300 A), eluce byla prove-
dena linearnim gradientem acetonitrilu od 2 do 60% v 0,05% TFA po dobu 120 minut
s konstantnim pritokem 1,5 ml/min. Frakce byly sbirany ru¢né podle zmén absorbance ve 225 az
254 nm. Odebrané frakce byly vysuseny pod vakuem a rekonstituovany v ultradisté vodé a pak
analyzovany na fungicidni G¢inek testem popsanym v dal3i ¢asti.

Druhi faze: Frakce s protihoubovym G¢inkem odpovidajici peptidu byla analyzovana pomoci
analytické kolony s inverzni fazi (Brownlee“"‘), 220 x 4,6 mm, 300 A) uzitim linearni dvoufazo-
vého gradientu acetonitrilu 2 az 22 % v 0,05% TFA po 10 minut a 22 az 32 % po dalsich 50
minut se stalym pritokem 0,8 ml/min. Frakce byly sbirany ru¢né podle zmén absorbance ve 225
az 254 nm. Odebrané frakce byly vysuseny pod vakuem a rekonstituovany v ultradisté vodé a pak
analyzovany na fungicidni a¢inek.

Treti faze: Frakce s protihoubovym a¢inkem obsahujici peptid byla purifikovana do homogenity
pomoci kolony s inverzni fazi Narrowbore Delta—Pak™ HPIC18 (Waters Associates, 150 x 2,2
mm, 300 A) uzitim linedrni dvoufazového gradientu acetonitrilu 2 az 24 % v 0,05% TFA po 10
minut a 24 az 44 % po dal3ich 100 minut se stalym pritokem 0,25 ml/min pfi kontrolované tep-
lot¢ 30 °C. Frakce byly sbirany ruéné podle zmén absorbance ve 225 nm. Odebrané frakce byly
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10

20

30

3s

40

45

50

CZ 297645 B6

T

vysuseny pod vakuem a rekonstituovéany ve vodé ¢isténé ultrafiltraci a pak analyzovany na fungi-
cidni ucinek.

1.2 Strukturni charakteristiky peptidu

2-1. Oveieni Cistoty kapilarni zonalni elektroforézou

Cistota peptidu s protihoubovym uginkem byla ovéfena uzitim zafizeni pro kapilarni zonlni
elektroforézu 270-HT (PE Applied Biosystems, division Perkin Elmer). 1 nl 50 pM roztoku puri-
fikovaného peptidu byl injekéni jednou vstiiknut do sklenéné kapilary (72 cm x 50 pm) a analy-
zovan v 20uM citratovém pufru s pH 2,5. Elektroforéza probihala 20 minut pfi 20 kV ve 30 °C.
Migrace byla registrovana po 220 nm.

2-2. Stanoveni po&tu cysteinovych zbytku: redukce a S—pyridyletylace

Poget cysteinovych zbytkd byl stanoven na nativni peptidu redukci a S—pyridyletylaci. 100 pmol
nativniho peptidu se redukovalo ve 40 ul pufru 0,5M Tris/Hcl, pH 7,5 obsahujiciho 2 mM EDTA
a 6M guanidiniumchlorid, s pfidavkem 2 pl 2,2 M dithiotreitolu, reakéni smés byla umisténa do
dusikové atmosféry. Po 60 minutové inkubaci ve tmé, 2 pl Cerstvé destilovaného 4—vinylpyridinu
bylo pfidano do reakce a ta byla dale inkubovana 10 minut ve 45 °C ve tmé v dusikové atmos-
féte. Z reakéni smési byl chromatografii a inverzni fazi separovan pyridyletylpeptid uZzitim
linearniho gradientu acetonitrilu a 0,05% TFA.

2-3. Stanoveni hmotnosti nativni hopeptidu, S—pyridyletylpeptidu a proteiolytickych fragmentii
uzitim hmotové spektrometrii MALDI-TOF (,,matrix assisted laser desorption ionization-time of
light*)

Méfeni hmotnosti bylo provedeno na hmotovém spektrometru MALDI-TOF (Bruker Biflex,
Brémy, Némecko) v linedrnim pozitivnim modu. Hmotové spektra byla kalibrovany pomoci
smési standardd peptidd v rozmezi 2199,5 Da az 4890,5 Da. Analyzované produkty byly vlozeny
na slabou vrstvu krystald kyseliny o—kyano—4—hydroxyskoficové ziskanou rychlym odpafenim
nasyceného acetonového roztoku. Po osuseni ve vakuu byly vzorky oplachnuty kapkou 0,1%
kyseliny trifluoroctové pied tim, nez byly vloZeny do spektrometru.

2—4. Sekvencovani peptidu Edmanovou degradaci

Automatické sekvencovani Edmanovou degradaci nativniho peptidu, S—pyridyletylpeptidu a riz-
nych fragmentd, ziskanych proteolytickym §té€penim a detekce fenylthiohydantoinovych derivat
byly provadény pomoci automatické sekvencovaciho zafizeni ABI 473 A (PE Applied
Biosystems, Division Perkin Elmer).

2-5. Proteolytické §té€peni
Potvrzeni peptidové sekvence C—koncového useku

200 pmol redukovaného peptidu a S—pyridyletyl byly inkubovany v pfitomnosti 5 pmol endo-
proteinazy Lys—C (proteaza I z Acromobacter, $tépi specificky lysinové zbytky v blizkosti C—
konce, Takara, Otsu) v reakéni smési podle doporuéeni vyrobce (10mM Tris-Cl, pH 9, 0,0%
Tween 20). Po zastaveni reakce 1% TFA byly peptidové fragmenty separovany pomoci HPLC
s inverzni fazi na koloné Narrowbore Delta—Pak™ HPIC18 (Waters Associates, 150 x 2 mm,
300 A) uzitim linearni gradientu acetonitrilu 2 az 60 % v 0,05% TFA po 80 minut se stalym pri-
tokem 0,2 mi/min pii konstantni teploté 37 °C. Ziskané fragmenty byly analyzovany pomoci
hmotového spektrometru MALDI-TOF a peptidy odpovidajici C—konci byly sekvencovany
Edmanovou degradaci.

Stanoveni uspofadani disulfidickych mustka proteolyzou thermolysinem
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8 pg nativniho peptidu bylo inkubovano 1 hodinu se 4 pg thermolysinu (Boehringer Mannheim,
thermolysin/peptid = 1/2 hmotn.) ve 37 °C v pufru 0,IM MES (N—etylmorfolin) s pH 7,0 a 2mM
CaCl,. Reakce byla zastavena pridavkem kyseliny mravenci a reakéni produkt byl bezprostéedné
separovan pomoci HPLC s inverzni fazi na koloné Narrowbore Delta—Pak™ HPIC18 (Waters
Associates, 150 x 2,2 mm) uzitim linearni gradientu acetonitrilu 2 az 50 % v 0,05% FA po 100
minut se stalym pratokem 0,2 ml/min pfi konstantni teploté 30 °C s predchazejici isokratickou
fazi 2 % acetonitrilu po 10 minut. Ziskané fragmenty byly analyzovany pomoci hmotového
spektrometru MALDI-TOF a peptidy odpovidajici C—konci byly sekvencovany Edmanovou
degradaci.

Ptiklad 2
Exprese heliomicinu v kvasinkach Saccharomyces cerevisiae

V prikladu byly uzity standardni postupy odbornikovi znamé. Detailni protokoly lze najit napr.
v publikaci Ausubel et al.

2-1. Konstrukce syntetické genu

Syntéza byla provedena pomoci 6 syntetickych oligonukleotidd kédujicich 44 aminokyselin
heliomicinu, kterym pfedchazi 5 aminokyselin C—konce prepropeptidu faktoru al (Mfal) kvasi-
nek. Oligonukleotidy uvedené na obr. 1 byly vybrany tak, aby obsahovaly kodony pfednostné
uzivané v S. cerevisiae.

Syntéza byla provedena v nékolika fazich:

— oligonukleotidy 2 az 5 byly fosforylovany na 5’ koncich piisobenim polynukleotidylkinazy
(New England Biolabs),

— oligonukleotidy 1 az 6 byly smichany, zahtaty na 100 °C a hybridizovany postupnym sniZova-
nim teploty béhem 3 hodin na 25 °C,

— hybridizované oligonukleotidy pak byly spojeny piisobenim ligdzy bakteriofaga T4 (New
England Biolabs) 15 hodin v 15 °C,

— usek DNA vznikly hybridizaci oligonukleotidii uvedenych na obr. 1, opatfeny restrikénim
misty HindlIl a BglIl byl viozen do plazmidu pBluescript SK+ (Stratagene) nastépeného
enzymy Hindlll a BamHI (BglIl a BamHI jsou kompatibilni). Liga¢ni smés pak byla uzita pro
transformaci kompetentnich bunék E. coli DH5a (Stratagene). Nékolik klona bylo analyzo-
vano sekvencovanim. Klon obsahujici poZzadovanou sekvenci byl nazvan pSEAI.

2-2. Konstrukce vektoru pSEA2, ktery umoziiuje sekreci syntetického heliomicinu

Fragment DNA HindlII-Sall z vektoru pSEA1 obsahujici sekvenci kédujici heliomicin jakoz i
fragment Sphl-HindIII vektoru MJEJM132 (Michaut et al., 1985, FEBS Letters 395: 6-10) byl
vlozen do mist Sphl a sall plazmidu pTG4812 (Michaut et al., 1985, FEBS Letters 395: 6-10).
Fragment Sphl-HindIII vektoru M13JM132 obsahuje promotorovou sekvenci genu MFal z kva-
sinek a také sekvenci kodujici pre—pro usek faktoru MFal. Ve vysledném plazmidu pSEA2 je
synteticky gen pro heliomicin mezi pre-pro sekvenci faktoru MFal a terminator transkripce,
takZze tento konstrukt zajiStuje maturaci a sekreci heliomicinu.

2-3. Transformace kmenu S. cerevisiae DNA plazmidu pSEA2 a analyza transformant

Kvasinkovy kmen S§. cerevisiue TGY 48.1 (MATa, ura3-D5, his, pral, prbl, prcl, cpsi,
Reichhart et al., 1992, Invert. Reprod. Dev. 21: 15-24) byl transformovan plazmidem pSEA2.
Transformanty byl selektovany ve 29 °C v selektivnim médiu YNBG (0,67% kvasinkova dusi-
kata baze, 2% glukoza) doplnéném 0,5% kaseinovymi aminokyselinami, které neobsahovalo
uracil. Po transformaci bylo nékolik kloni selektovanych na zrak urat+ péstovano 48 hodin v
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50 ml sclektivniho média 48 hodin ve 29 °C. Po centrifugaci (400 g, 30 minut, 4 °C) byla super-
natant okyselen na kyselinou octovou na pH 3,5 a pak nanesen na kolonku Sep-Pak™ C16
(Waters Associates) ckvilibrovanou 0,05% roztokem TFA ve vodé. Proteiny zachycené na
koloné byly eluovany 0,05% TFA se zvySujicim se podilem acetonitrilu.

40% frakce obsahujici protihoubovou aktivitu byla analyzovana pomoci HPLC s analytickou
kolonou s inverzni fazi Aquapore RP-300 C8 (Brownlee™, 220 x 4,6 mm, 300 A), eluce byla
provedena linearnim gradientem acetonitrilu od 2 do 40 % v 0,05% TFA po dobu 80 minut
s kontrolnim pritokem 0,8 mi/min. Frakce byly sbirany ru¢né podle zmén absorbance ve 225 a
254 nm. Odebrané frakce byly vysuseny pod vakuem a rekonstituovany v ultradisté vodé a pak
analyzovany na fungicidni GCinek testem popsanym v piikladu 3. Strukturni charakteristiky pep-
tidu byly uréeny jak je popsano v prikladu 1.2.

2-4. Produkce rekombinantniho heliomicinu v semi—preparativnim méfitku

Transformované kvasinkové klony exprimujici heliomicin byly kultivovany 24 hodin ve 29 °C ve
100 ml selektivniho média. Tato predkultura byla pouzita pro inokulaci 4 1 selektivniho média,
které pak bylo kultivovano 48 hodin ve 29 °C. Kvasinky pak byly eliminovany centrifugaci
(4000 g, 30 minut, 4 °C). Supernatant byl okyselen na kyselinou octovou na pH 3,5, znovu cen-
trifugovan (4000 g, 30 minut, 4 °C) a pak nanesen na preparativni kolonku s inverzni fazi C18
(Waters Associates, 125 A, 6 g faze na 500 ml supernatantu) ekvilibrovanou 0,05% roztokem
TFA ve vodé. hybrofilni molekuly byly odstranény proplachnutim vodnym roztokem kyseliny a
pak 15% roztokem acetonitrilu v 0,05% TFA. Peptid zachyceny na koloné byl eluovan 40% roz-
tokem acetonitrilu v 0,05% TFA, pak byl lyofilizovan a rozpustén v ultradisté vodé, nez byla
sahajena prvni faze purifikace.

Prvni faze purifikace pomoci HPLC: frakce pfedb&zné purifikovana obsahujici heliomicin byla
rozpusténa v 25mM roztoku octanu amonného, pH 3,4. Tento vzorek byl injekci nanesena na
preparativni kationtovou vyménnou kolonu Aquapore Cation Exchange (Brownlee™, 250 x
10 mm), eluce byla provedena linearnim gradientem NaCl od 0 do 100 % v 25mM roztoku
octanu amonného, pH 3.4, po dobu 90 minut s konstantnim pritokem 2 ml/min. Frakce byly ode-
brany a vysuseny pod vakuem a rekonstituovany v ultragisté vodé a pak analyzovany na fungi-
cidni G¢inek testem popsanym v dalsi ¢asti.

Druha faze purifikace pomoci NPLC: Heliomicin byl purifikovan do homogenity pomoci kolony
semipreparativni s inverzni fazi (Brownlee"™, 220 x 7 mm, 300 A) uZitim linearni gradientu
acetonitrilu 2 az 40 % v 0,05% TFA po dobu 80 minut se stalym pritokem 2 ml/min.

Ptiklad 3
Test in vitro aktivity: méfeni protihoubové aktivity mikrospektrofotometrii

Tuto metodu Ize pouzit k dikazu molekul s protihoubovym G¢inkem, v pribéhu jednotlivych etap
purifikace, pro stanoveni spektra aktivity peptidu a pro stanoveni minimalni inhibujici koncent-
race (CMI) peptidu, pii které je aktivni. CMI je vyjadfena jako interval koncentraci [a] — [b], kde
[a] je minimalni koncentrace, kdy se pozoruje pocatek zvySovani tcinku a [b] je koncentrace, od
které uz se zadné zvySovani nepozoruje. Pfiklady specifické aktivity heliomicinu podle vynalezu
vuci vidknitym houbam a kvasinkam jsou uvedeny v tabulkach 1 a 2.

3.1. Test aktivity proti vlaknitym houbam

Protihoubova aktivita byla detekovana testem inhibice rastu v tekutém médiu. Spory testovanych
huby byl umistény do suspenze v kultivaénim médiu typu ,.brambory-glukéza“. Vyhodné bylo
uzito k ptipravé média 12 g zivného média ,,Potato Dextrose Broth“ firmy Difco na 1 | demine-
ralizované vody. K médiu byla pfidana dvé antibiotika: tetracyklin (vysledna koncentrace
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10 pg/ml) a cefotaxim (vysledna koncentrace 100 pg/ml). 10 pl frakce se naneslo do jamky na
mikrodesti¢ce s 90 pl média obsahujiciho spéry hub (ve vysledné koncentraci 10* spor/ml). Inku-
bace probihala ve zvih¢ované komiirce po 48 hodin pii 30 °C. Riist hub byl pozorovan svételnym
mikroskopem po 24 hodinach a kvantifikovana po 48 hodinach mé&fenim absorbance v 600 nm
pomoci spektrofotometrického Cteciho zafizeni pro mikrotitraéni desticky.

Testované vlaknité houby byly nasledujici: Aspergillus fumigatus (dar Dr. H. Koeniga, Vefejna
nemocnic Strasbourg), Nectria haemotoccoa, Fusarium colmorum, Trichoderma viridae (sbirka
hub Katolické University v Leavenu, Bergie), Neurospora crassa, Fusarium oxysporum (sbirka
hub Societe Clause, Pafiz).

Vysledky testovani i¢inku heliomicinu proti uvedenym vidknitym houbam jsou shrnuty v nasle-
dujici tabulce 1.

Tabulka |

Aktivita heliomicinu proti vlaknitym houbam

Houbka CMI heliomicinu (uM)
Neurcspora crassa 0,1 - 0,2
Fusarium culmorum 6,2 - 0,4
Fusarium oxysporum 1,5 - 3

Nectria haematococca 0,4 - 0,8
Trichoderma viridae 1,5 - 3
Aspergillus fumigatus 6 - 12,5

3-2. Test aktivity proti kvasinkam

Riizné kmeny kvasinek byly inkubovany v kultivaénim médiu typu ,,Sabourand“ po 24 hodinach
ve 30 °C pfi pomalém tfepani. Testované vzorky (10 ul) se nanesly do jamky namikrodesticce s
90 pl média obsahujiciho kvasinky, nafedéné tak, ze vysledna opticka denzita DOy = 0,001.
Rast kvasinek byl kvantifikovan méfenim absorbance v 600 nm pomoci spektrofotometrického
Cteciho zafizeni pro mikrotitraéni desticky.

Testované kmeny kvasinek byly nasledujici: Candida albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C.
krusei, C. inconspicua, Cryptococcus neoformans, Cryp. albidus, Sachharomyces cerevisiae (dar
Dr. H. Koeniga, Vefejna nemocnice Strasbourg).

Vysledky testovani a¢inku heliomicinu proti uvedenym kvasinkam jsou shrnuty v nasledujici
tabulce 2.

Tabulka 2

Aktivita heliomicinu proti kvasinkam

-14 -
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XKvasinka CMI heliomicinu {uM)
Candida albicans 2,5 -5
Candida tropicalls 2,5 - 5
Candida krusel 10 ~ 20
Cardida inconspicua 5 - 10
Cryptococcus neoformans 2,5 -5
Cryptecoccus albidus 5 - 10

Tyto vysledky dokazuji vynikajici protihoubovou aktivitu peptidu podle predkiadaného vynalezu.

Priklad 4
Ptiprava transformované rostliny obsahujici gen kédujici heliomicin

Tento piikiad popisuje pripravu sekvence kodujici heliomicin, kterd je exprimovana v rostlinné
burice, chimérického genu, integra¢niho vektoru a transformovanych rostlin. Pfipojené obrazky 2
aZ 6 popisuji schematicky strukturu nékterych plazmidd pifipravenych kvuli konstrukei chiméric-
kého genu. Na obrazcich jsou kurzivou vyznacéena restrikéni mista.

Vsechny pouzité metody jsou standardni metodou odbornikovi znamé a podrobnéjsi protokoly
Ize najit v publikaci Ausubel et al.

4-1. Konstrukce chimérického genu pro transformaci rostlin

pRPA-MD-P: Pfiprava plazmidu obsahujiciho signalu peptid genu PR-1a z tabaku

Dva syntetické oligonukleotidy s komplementarnimi sekvencemi Oligo 7 a Oligo 8, popsanymi

dale, byly hybridizovany tak, ze byly 5 minut v 65 °C a pak pomalym snizovanim teploty na
30 °C béhem 30 minut.

Oligo 7: 5' GCGTCGACGC GATGGGTTTC GTGCTTTTCT CTCAGCTTCC
ATCTTTCCTT CTTGTGTCTA CTCTTCTTCT TTTCC 3!

Oligo 8: 5' TCGCCGGCAC GGCAAGAGTA AGAGATCACA AGGAAAAGAA
GAAGAGTAGA CACAAGAAGG ARAGATGGAA GC 3!

Po hybridizaci Oligo 7 s Oligo 8 slouzil jednovlaknovy zbytek NDA jako matrice pro Klenowiv
fragment DNA polymerazy | z E. coli (za standardnich podminek doporuenych vyrobcem (New
England Biolabs)) pro vytvoreni dvojitého vidkna na 3'—koncich oligonukleotidi. Ziskany dvou-
vlaknovy oligonukleotid byl pak nastépen restrikénimi enzymy Sacll a Nael a klonovan do plaz-
midu pBS Il SK(-) (Stratagene), ktery byl pfedtim nastépen stejnymi restrikénimi enzymy. Byl
tak ziskan klon obsahujici kodujici isek signalniho peptidu genu PR-1a z tabaku (sekvence id. €.
4).

pRPA-PS—-PR1a-helio: ptiprava sekvence kodujici heliomicin fuzovany se signalnim peptidem
PR-1a bez neptepisovaného useku 3'—konce

-15-
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Dva syntetické oligonukleotidy s komplementarnimi sekvencemi Oligo9 a Oligo 10 byly hybridi-
zovay ve stejnych podminkach jak byly uvedeny vyse pro pPRPA-MD-P.

Oligo 9: 5' GATAAGCTTA TCGGTTCCTG CGTGTGGGGT GCTGTGAACT
ACACTTCCGA TTGCAACGGT GAGTGCAAGA GGAGGGGTTA 3

Oligo 10: 5' CCGGATCCGT CGACACGTTC GCCTCGCCGA GCTCTCAAGT
CTCGCACCAG CAGTTCACGT TAGCGAAGGA ACCGCAGTGA

CCACCCTTGT AACCCCTCCT CTTGCACTC 3

Po hybridizaci Oligo 9 s Oligo 10 slouzil jednovliknovy zbytek DNA jako matrice pro Klenowiv
fragment DNA polymerazy | z E. coli (ve standardnich podminkéch doporu¢enych vyrobcem
(New England Biolabs)) pro vytvofeni dvojitého vldkna na 3'—koncich oligonukleotidi. Ziskany
dvouvldknovy oligonukleotid obsahujici &ast kédujici heliomicin (sekvence id. ¢&. 2) byl pak
ptimo klonovan do plazmidu pRPA-MD-P, ktery byl predtim nastdpen restrikénim enzymem
Nael. Spravnost orientace v ziskaném klonu byla ovéfena sekvencovanim. Byl tak ziskan klon
obsahujici isek kodujici fazni protein PR—1a-heliomicin lezici mezi restrikénimi misty Ncol na
N—konci a misty Sacl, Sacll a BamHI na C—konci (sekvence id &. 3).

PRPA-RD-239: Konstrukce sexpresniho vektoru pro transformaci rostlin, ktery obsahuje sek-
venci kédujici fuzni protein P1-1a—heliomicin

Plazmid pRTL-2GUS odvozeny z plazmidu pUC-19 poskytl laskavé Dr. Jim Carrington (Texas
A&M University, nebyl dosud publikovan). Tento plazmid, jehoZ struktura je schematicky zn4-
zornéna na obr. 2, obsahuje dvojity 35S CaMV promotor izolovany z viru mozaiky kvétaku
(promotor CaMV 2 x 358, Odell et al., 1985), ktery fidi expresi RNA obsahujici netranslatova-
nou sekvenci 5'~konce viru skvrnitosti tabaku (TEV 5" UTR, Carrington a Freed, 1990), gen pro
B—glukuronidazu z E. coli (GUS, Jefferson et al., 1987), po kterych nasleduje misto polydenylace
RNA z 35S CaMV (CaMV polyA, Odell et al., 1985).

Plazmid pRTL2-2GUS byl 3tépen restrikénimi enzymy Ncol a BamHI a takto vznikly velky
fragment byl purifikovan. Plazmid pRPA-PS-PR1a-than byl §t&pen také restrik&nimi enzymy
Ncol a BamHI a vznikly maly fragment DNA obsahujici tsek kodujici fuzni protein PRla—
heliomicin byl pak purifikovan. Oba purifikované fragmenty DNA byly spojeny do expresni
kazety pro transformaci rostlin, které pak syntetizuji fiizni protein PR 1a—heliomicin. Struktura
této expresni kazety je schematicky zndzornéna na obr. 3. ,,PR1a-heliomicin“ piedstavuje isek
kodujici fazni protein PR1a-heliomicin z pRPA-RD-239. Heliomici je tedy prenasen do mezi
buné¢nych prostorid v rostlin€ v disledku pisobeni signalniho peptidu PR 1.

pRPA-RD-195: Konstrukce plazmidu obsahujici modifikované vicetetné klonovaci misto
Plazmid pRPA-RD~195 je plazmid odvozeny z plazmidu pUC-19, ktery obsahuje modifikované
viceCetn¢ klonovaci misto. Komplementarni syntetické oligonukleotidy Oligo 11 a Oligo 12 uve-

dené dale byly hybridizovany a vytvofeny dvouvlaknovou molekulu stejné jak bylo popsano pro
pfipravu pRPA-MD-P.

-16-
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Oligo 11: S' AGGGCCCCCT AGGGTTTAAA CGGCCAGTCA GGCCGAATT
GAGCTCGGTA CCCGGGGATC CTCTAGAGTC GACCTCCAGG
CATGC 3!

Oligo 12: S' CCCTGAACCA GGCTCGAGGG CGCGCCTTAA TTAAAAGCTT

GCATGCCTGC AGGTCGACTC TAGAGG 3!

Ziskany dvouvlaknovy oligonukleotid byl vlozen do pUC-19, ktery byl pfedtim naStépen
restrikénimi enzymy EcoRI a HindlII a pak byl uzit k dopinéni Klenowiv fragment DNA poly-
merazy | zE. coli. Ziskany vektor obsahoval vicetetné klonovaci misto umoZziujici vlozZeni
expresni kazety z plazmidového vektoru z Agrobacterium tumefaciens. Struktura viceetného
klonovaciho mista je schematicky znazornéna na obr. 4.

pRPA-RD-240: VloZeni expresni kazety pro PR Io—heliomicin z pRPA-RD-239 do pRPA-RD-
195

Plazmid pRPA-RD-23 byl nastépen restrikénim enzymem Pstl/ a fragment DNA obsahujici
expresni kazetu pro PRla—heliomicin byl purifikovan. Purifikovany fragment byl vloZen do
plazmidu pRPA-RD-195, ktery byl pfedtim naStépen restrikénim enzymem Pst/l a defosforylo-
van teleci intestinalni fosfatazou.

pRPA-RD-174: Plazmid odvozeny z pRPA-BL—-150A (EP 0 508 909) obsahujici gen tolerance
k bromoxynilu z pRPA-BL-237 (EP 0 508 909)

Gen tolerance k bromoxynilu byl izolovan z pPRPA-BL-237 pomoci genové amplifikace polyme-
razovou fetézovou reakci (PCR). Ziskany fragment s ,,tupymi* konci byl klonovan do EcoRI
mista plazmidu pRPA-RD-150A, které bylo zarovnané pisobeni Klenowova fragmentu polyme-
razy za standardnich podminek. Byl tak ziskan vektor vhodny pfi Agrobacterium tumefaciens,
ktery obsahuje gen tolerance k bromoxynilu v blizkosti své pravé hranice a gen tolerance ke
kanamycinu v blizkosti levé hranice a vicecetné klonovaci misto lezici mezi témito geny.

Schéma struktura pRPA-RD-174 je uvedeno na obr. 5. Na tomto obrazku ,,nos* oznacuje poly-
adenyla¢ni signal z genu pro nopalinsyntazu z Agrobacterium tumefaciens (Bevan et al., 1983).
,,2NOS pro* oznaguje promotor z genu pro nopalinsyntdzu z Agrobacterium tumefaciens (Bevan et
al., 1983), ,NPTII“ predstavuje gen pro neomycinfosfotransferazu z transpozonu TnS z E. coli
(Rothstein et al., 1981), ,,35S pro“ oznatuje promotor 35S izolovany z viru mozaiky kvétaku
(Odell et al., 1985), ,,BRX* piedstavuje gen pro nitrilazu izolovany z K. ozaenae (Stalker et al.,
1988) a ,,RB* a ,,LB“ oznaCuji pravou a levou hranici sekvenci Ti plazmid z Agrobacterium
tumefaciens.

pRPA-RD-184: Pfidani nového jedine¢ného restrikéniho mista do pRPA-RD-174

Komplementarni syntetické oligonukleotidy Oligo 13 a Oligo 14, uvedené dale, byly hybridizo-
vany a vytvofily dvouvlaknovou molekulu stejné jak bylo popsano pro plazmid pRPA-MD-P.
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Oligo 13: 5' CCGGCCAGTC AGGCCACACT TAATTAAGTT TAAACGCGGC

CCCGGCGCGC CTAGGTGTGT GCTCGAGGGC CCAACCTCAG
TACCTGGTTC AGG 3

Oligo 14: 5' CCGGCCTGAA CCAGGTACTG AGGTTGGGCC CTCGAGCACA
CACCTAGGCG CGCCGGGGCC GCGTTTAAAC TTAATTAAGT
GTGGCCTGAC TGG 3!

Dvouvlaknovy oligonukleotidovy hybrid (95 parii bazi) byl purifikovan po separaci na agarézo-
vém gelu (3% Nusieve agaroza, FMC). Plazmid pRPA-RD-174 byl $tépen restrikénim enzymem
Xmal a vznikly velky fragment DNA byl purifikovan. Oba izolované fragmenty pak byly spo-

jeny.

Ziskany plazmid odvozeny z plazmidu pRPA-RD-174 obsahoval dalii restrikéni misto mezi
genem tolerance k bromoxynilu a selekénim markerem kanamycinové rezistence.

Schematické znazornéni struktury plazmidu pRPA-RD—184 Je uvedeno na obr. 6, kde oznadeni
»nos®, NPTII*, ,NOSpro“, ,35Spro*, »gen BRX, ,RB“ a ,,LB“ maji stejny vyznam jaky byl
vysvétlen u obr. 5.

PRPA-RD-241: Ptiprava vektoru pro Agrobacterium tumefaciens obsahujiciho genovy konstrukt
kodujici heliomicin smérovany do mezibuné&ného prostoru

Plazmid pRPA—-RD-240 byl stépen restrikénimi enzymy Sfill a Ascl a fragment DNA obsahujici
gen RP-la—heliomicin byl purifikovan. Plazmid pRPA-RD-184 byl nastépen stejnymi restriké-
nimi enzymy. Fragment DNA obsahujici expresni kazetu PR—1a-heliomicin byl vlozen do plaz-
midu pRPA-RD-184. Byl tim ziskan vektor pro Agrobacterium tumefaciens, ktery obsahuje
sekvenci kodujici fuzni protein PR—la—heliomicin a ktery umoziiuje expresi heliomicinu
v extraceluldrnim prostoru rostliny.

4-2. Konstrukce expresni kazety ,,promotor CsVMV — signalni peptid PGl — heliomicin —
terminator Nos*

pRPA-NP4: Konstrukce plazmidu obsahujici signalni peptid genu PG1 polygalakturinazy kuku-

fice (Genbank, pristup &. X57627)

Dva syntetické oligonukleotidy s Easte¢né komplementarnimi sekvencemi Oligo 15 a Oligo 16,
popsanymi dale, byly hybridizovany tak, e byly 5 minut v 65 °C a pak pomalym snizovanim
teploty na 30 °C béhem 30 minut.

Oligo 15: 3" GGTCTAGAAT GGCCTGCACC AACAACGCCA TGAGGGCCCT
CTTCCTCCTC 2f

Oligo 16: 5’ CCGAATTCGG CGCCGTGCAC GATGCAGAAG AGCACGAGGA
GGRAGAGGCC 3¢

Po hybridizaci Oligo 15 sOligo 16 slouzil jednovlaknovy zbytek DNA jako matrice pro

Klenowiv fragment DNA polymerizy 1 zE. coli (za standardnich podminek doporuéenych

vyrobcem (New England Biolabs)) pro vytvoreni dvojitého vlakna na 3'~koncich oligonukleo-
tidi. Ziskany dvouvlaknovy oligonukleotid byl pak nastépen restrikénimi enzymy Xnal a EcoRI a
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klonovan do plazmidu pBS Il SK(-) (Stratagene), ktery byl predtim nastépen stejnymi restrike-
nimi enzymy. Byl tak ziskan klon obsahujici kédujici usek 22 aminokyselin signalniho peptidu
genu PGI, ktery muze byt fuzovan ve shodném Ctecim ramci s dalSim proteinem prostfednictvim
mista SfI (sekvence id. ¢. 15).

pRPA-NP35: Konstrukce sekvence kodujici heliomicin fuzovany na signalnim peptidu genu PG1

Usek kodujici heliomicin byl amplifikovan uzitim PCR z klonu pRPA-PS-PR 1a-helio (sekvence
id.¢. 3) termostabilnim enzymem Pfu (Stratagene) za standardnich podminek doporucenych
vyrobcem. Syntetické oligonukleotidy pouZité pro tuto amplifikaci byly nasledujici:

Oligo 17: 5’ GATAAGCTTA TCGGTTCCTG CGTG 3'
Oligo 13 : 5/ GGCTCGAGTC AAGTCTCGCA CCAGCAGTTC AC 37

Produkt PCR byl nastépen restrikénim enzymem Xhol a klonovédn do vektoru pRPA-NP4 nasté-
peného restrikénimi enzymy Sfol a Xhol. Vysledny klon obsahoval signalni peptid genu PGl
fazovany ve shodném &tecim ramci s heliomicinem (sekvence id. €. 18).

pRPA-NP6: Konstrukce expresni kazety heliomicinu v transformacnim vektoru

Expresni a transformac¢ni vektor pILTAB 357 byl odvozen z binarniho vektoru pBin19. Obsahuje
promotor CsVMYV (Verdaguer et al., Plant.Mol. Biol. 31: 1129-1139, 1996) s vicenasobnym klo-
novacim mistem a terminatorem transkripce Nos z nopalinsyntazového genu (obr. 2). Sekvence
tohoto fragmentu je zde uvedena jako sekvence id. ¢. 19.

Expresni vektor heliomicinu byl ziskan inzerci restrikéniho fragmentu Xbal-Kpnl z vektoru
pRPA-NP5 obsahujiciho fzi signalniho peptidu PGl-heliomicin do vektoru pILTAB 357 nasté-
peného stejnymi restrikénimi enzymy. Vysledny klon tedy obsahoval expresni kazetu promotor
CsVMV - signalni peptid PG1 — heliomicin — terminator Nos (sekvence id. €. 20).

4-3. Ptiprava transformovanych rostlin tabaku

3.1. Transformace

Vektor pRPA-RD-241 nebo pRPA-NP6 byl vnesen do bunék kmenu Agrobacterium
tumefaciens EHA101 nebo EHA105 (Hood et al., 1987) nesouci kosmid pTVK291 (Komari et
al., 1986). Transforma¢ni metoda byla zalozena na postupu, ktery popsali Horsch et al. (1985).

3.2. Regenerace

Regenerace tabaku PBD6 (pochézejiciho ze SEITA, Francie) z listovych explantati probihala na
zdkladnim médiu dle Murashige a Skoog (MS médium) obsahujicim 30 g/l sachardzy a
200 pg/ml kanamycinu. Listové explantaty byly odebrany z rostlin péstovanych ve skleniku nebo
in vitro a byly transformovany metodou listovych diski (Horsch et al., 1985) ve tfech postupnych
etapach: prvni etapa spocivala v indukci vyhonkd na médiu s pridavkem 30 g/l sacharozy obsa-
hujicim jesté 0,05 mg/l naftyloctové kyseliny (ANA) a 2 mg/l benzylaminopurinu (BAP) po dobu
15 hodin. Vyhonky vytvorené v této etapé byly pak ponechany 10 hodin na MS médiu s pidav-
kem 30 g/l sacharozy, ale bez hormoni. Pak byly vyhonky odebrany a premistény na médiu MS
s polovi¢ni koncentraci soli, vitamind a sachardzy, ale neobsahujici hormony. Ptiblizné po 15
dnech byly zakofenujici vyhonky pieneseny do pidy.
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3.3. Analyzy exprese heliomicinu v transgennim tabaku
a) Tvorba specifickych polyklonalnich protilatek

Polyklonalni protilatky byly ziskany imunizaci kralika nativnim heliomicinem postupem obvyk-
Iym v Centru biologickych experimenti VALBEX (IUT A — Lyon I). Ziskané sérum (15 ml) bylo
purifikovino na koloné se Sepharose 4B (Pharmacia) s navazanym heliomicinem, &imZ byly
selektovany protilatky specificky rozpoznavajici tento peptid. Nakonec byly specifické protilatky
eluovany 6 ml Glycinového roztoku (200mM, pH 3) neutralizovaného IM Tris pH 9,5 a dialyzo-
vany s 0,5xPBS a az do pouziti byla ulozeny v —20 °C.

b) Imunodetekce heliomicinu v transgennim tabaku

Analyza exprese heliomicinu byla provedena s 8§ rostlinami transgenniho tabaku transformova-
nymi konstruktem pRPA-NP6 a nebo s kontrolami. Plné vyvinuté listy tabaku byly zmrazeny
v kapalném dusiku a rozdrceny a proteiny byly extrahovany | hodiny pfi 4 °C pufrem obsahuji-
cim 50mM Tris—HCI, 1% PVP25, 0,05% Triton X100, pH 7.5, pti¢emz byly uzity 4 ml pufru na
I gram Cerstvé hmotnosti pletiva. po centrifugaci byla stanovena koncentrace proteinu
v supernatantu Brodfordovou metodou.

5 ug proteinu z kazdého z 9 extrakti bylo naneseno na nitrocelulézovou membranu ve formatu
~slot-blot* a také 50 ng Gistého heliomicinu jako pozitivni kontrola. Membrana byla inkubovana
I'hodinu v 1% blokovacim roztoku (Boehringer, katalog. €. 1 921 673) v TBS, pak inkubovana
pfes noc ve 4 °C s imunopurifikovanymi protilatkami namifenymi proti heliomicinu v fedéni
172000 v pufru TBS s 0,05% Tween 20. Po oplachnuti (TBS, 0,1% Tween a 0,5% blokovaci
pufr) byla membrana | hodinu inkubovéna pfi teploté mistnosti (TBS s 0,5% blokovacim puf-
rem) s kozi protilatkou (v fedéni 1/50 000) specificky namitenou proti krali¢im imunoglobulintim
konjugovanou s alkalickou fosfatazou (SIGMA katalog. &. A-3687). Po oplachnuti (TBS, 0,1%
Tween 20) se provedla detekce pomoci substratu fosfatizy (BioRad, katalog. &. 170-5012) a
luminiscence produktu byla detekovana radiograficky na filmu Amersham (ECL).

Vysledky tohoto pokusu ukazaly, Ze 4 rostliny transgenniho tabaku exprimovaly heliomicin. Sig-
nal u ostatnich rostlin byl slaby a nebyl dostate&né prikazny. Signal pozorovany u prikazné
pozitivnich rostlin byl na srovnatelné hladiné s pozitivni kontrolou (50 ng heliomicinu), coZ uka-
zuje, Ze u téchto rostlin heliomicin predstavoval pfiblizné 1 % celkového proteinu.

Piiklad 5

Ptipravky

5.1 Emulgovatelné koncentraty

Priklad CEI:

— Gdinna latka 400 g/l
— alkalicky dodecylbenzensulfonat 24 g/i
— oxyetylnonylfenol v 10 molekulach etylenoxidu 16 g/l
—cyklohexanon 200 g/1
- aromatické rozpoustédlo doll
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Priklad CE2

— ucinnd latka

— epoxidovany rostlinny olej

— smés alkylarylsulfonatu a polyglykoléteru v mastném alkohoiu
— dialkylformamid

- xylén

5-2. Koncentrované suspenze

Ptiklad SC1:

- 0¢inna latka

— polyetoxytristyrylfenolfosfat

— polyetoxylalkylfenol

— polykarboxylat sodny

- etylénglykol

— organopolysiloxanovy olej (jako protipénivy prostfedek)
— polysacharid

—voda

5-3. Smacitelné prasky (nebo prasky pro postrik)

Piiklad PM1:

— ¢inna latka

~ mastny etoxyalkohol (sméacedlo)

— ctoxyfenyletylfenol (disperzni ¢inidlo)
— kiida (inertni nosic)

Ptiklad PM2:

— Gadéinna latka

— synteticky oxoalkohol rozvétveného typu, etoxylovana skupina

s 13 uhliky na 8 az 10 etylénoxidovych skupin (smacedlo)
— neutralni lignosulfonat vapenaty (disperzni ¢inidlo)
— uhli¢itan vapenaty (inertni nosi¢)

Priklad PM3:

— ucinna latka

— smacedlo

— disperzni €inidlo

— uhli¢itan vapenaty (inertni nosic)

Priklad PM4:

— uinna latka

— mastny etoxyalkohol (smacedlo)

— etoxylfenyletylfenol (dispergaéni ¢inidlo)

400 ¢/
25g
100 g
50¢g
575 g

500 g
50g
50g
20g
S0g

15g
316,5 ¢

50 %
2,5%
5%
42,5 %

10 %

0,75 %
12%
do 100 %

75 %
1,50 %
8%

do 100 %

90 %
4%
6 %
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Ptiklad PM5:

— G¢inna latka 90 %
— smés aniontovych a neionogennich povrchové aktivnich latek

(smacedlo) 25%
- neutralni lignosulfonat vapenaty (disperzni &inidlo) 5%
— kaolin (inertni nosic¢) 42 %

5-4. Dispergovatelné granulaty

Ptiklad GDI:

V misicim zafizeni se smicha 90 % (hmot.) G¢inné latky a 10 % mocoviny v perlickach. Smés se
rozmélni v kuzelovém drtici. Ziska se tak prasek, ktery se mize zvihit priblizné 8 % (hmot.)
vody. Vihky prasek se extruduje pomoci vélcového extrudéru. Ziskany granulat se susi a pak se
Jjemné drti a prosiva, takZe astice bez ohledu na tvar jsou velikosti 150 az 2000 pm.

Ptiklad GD2

V misici se smichaji nasledujici slozky:

— ucinna latka 75 %
- smacedlo (alkylnaftalénsulfonat sodny) 2%
— disperzni ¢inidlo (polynaftalénsulfonat sodny) 8 %
— inertni nosi¢ nerozpustny ve vodé (kaolin) 15 %

Tato smés se granuluje postupem na fluidnim loZi v pfitomnosti vody, su8i, drzi a prosivd, ¢imz
se ziska granulat velikosti zrn 0,15 a2z 0,80 mm.

5-5. Farmaceutické pfipravky

Ptiklad A: tablety

V oboru znémym zpilisobem se pipravi tablety obsahujici divku 50 mg ¢inného peptidu
s nasledujicim sloZenim:

— peptid heliomicin M1 50 mg
—amidon 60 mg
— laktoza 50 mg
— stearan hofe¢naty 2 mg

Ptiklad B: Roztok pro injekci

Roztok pro injekei obsahujici davku 20 mg G&inného peptidu méa nasledujici slozeni:

— peptid heliomicin M1 22,4 mg
— destilovana voda doplnit do 2 cm’
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Priklad 6
Stalost aktivity heliomicinu

Stabilita antimikrobialniho peptidu viéi rostlinnym proteazam je podstatnym faktorem pro zis-
kani dobré hladiny exprese a tudiz rezistence transgenni rostliny proti fytopatogenu. Tato stabilita
je kritickym bodem napf. antimikrobidlniho peptidu hmyzu cecropinu B (Owens a Huette, 1997,
MPMI, 10 (4): 525-528). Stabilita a aktivita heliomicinu byla testovana ve fytopatologickém
testu (Botytis cinerea) inkubaci s hrubym extraktem z 8 hlavnich plodin (kukutice, pSenice, je¢-
men, fepka, sdja, sluneénice, rajce a tabak).

Listy viech 8 druht rostliny byly rozdrceny pii nizké teploté (teplota kapalného dusiku) v treci
misce na prasek a ten byl resuspendovan ve stejném objemu vody. Po centrifugaci (10 000 g,
30 minut) byl odebran supernatant a stanovena koncentrace proteinu. Koncentrace vsech extrakti
pak byla pomoci vody upravena na | mg/ml a extrakty byly sterilizovany filtraci (0,2 pm). 100 pl
extraktu (také kontroly s vodou) bylo smichano s 50 pl roztoku heliomicinu (obsahujiciho 15 pg
peptidu, jakoZ i kontrola bez peptidu). Tato smés se inkubovala ve 30 °C a alikvotni ¢asti po 20
ul byly odebrany v ase 0, 1, 2, 4 a 20 hodin a az do testu uchovany na ledu.

Test protihoubové aktivity byl proveden ve 25 °C na mikrodestickach s alikvotem 80 pl Cerstvé
suspenze spor Botrits cinerea (10 000 spor/ml v roztoku ,,Potato Dextrose Broth, Difco, 12 g/l).
Vizualni vyhodnoceni po 12 a 24 hodinach neukdzalo zadny pokles v protihoubové aktivité
heliomicinu ani u vzorkl po 20hodinové inkubaci ve 30 °C s extrakty z kukufice, pSenice, jec-
mene, fepKy, soji, slunenice, rajCete a tabaku. Tyto vysledky prokazaly velmi dobrou stabilitu
heliomicinu vaéi rostlinnym proteazam, nebot’ protihoubova aktivita testovana na Botrytis cine-
rea nebyla snizena pritomnosti hrubych rostlinnych extrakti.

Priklad 7

Piiprava riiznych mutant heliomicinu: jednoduchych, dvojnasobnych, trojnasobnych a tyfnasob-
nych mutant

Mutanty uvedené v tomto pfikladu byly pfipraveny postupem popsanym v piikladu 2 tak, Ze
nékteré z oligonukleotidd 1 az 6 byly nahrazeny jinym oligonukleotidem zvolenym pro vneseni
mutace.

Heliomicin R48: Nahrada aminokyseliny Glu48 v sekvenci id ¢. 1 bazickou aminokyselinou, zej-
ména argininem (Arg48). Podle sekvence kodujici heliomicin, sekvence id. ¢. 1, byl kodon GAA
kddujici Glu nahrazen kodonem AGA kodujicim Arg. Oligonukleotidy 19 a 20 byly uzity
k nahrazeni oligonukleotidd 5 a 6 z ptikladu 2.

Oligo 19: S’ GATCCTTCGC TAACGTTAAC TGTTGGTGTA GARACCIGATA GG

2

-

Oligo 20: 3 TCGACCTATC AGGTTCTACA CCAACAGTTA ACGTTAGCGA AG

Heliomicin 1.281.29: Nahrada dvou bazickych aminokyselin Lys a Arg v polohach 28 a 29
v sekvenci id. ¢. 1 dvéma hydrofébnimi aminokyselinami, zejména leucinem (Leu28 a Leu29).
Podle sekvence kodujici heliomicin, sekvence id. ¢. 1, byl usek AAG-CGC kodujici peptidové
zbytky Lys-Arg nahrazen sekvenci TTG-TTG kodujici peptidovy zbytek Leu—Leu. Oligonukleo-
tidy 21 a 22 byly uzity k nahrazeni oligonukleotidt 3 a 4 z prikladu 2.
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Oligo 21: 5’ CTAGTGACTG CAACGGCGAG TGCTTGTTGC &GC 3¢

(9]

Oligo 22: 5’ GCAACAAGCA CTCGCCGTTG CAGTCA 3¢

Heliomicin L28L29R48: Néhrada dvou bazickych aminokyselin Lys a Arg v polohach 28 a 29
v sekvenci id. ¢. 1 aminokyselinovymi zbytky leucinu a nahrada aminokyseliny Glu48 v sekvenci
id &. 1 bazickou aminokyselinou, zejména argininem (Arg48). Oligonukleotidy 19 a 22 byly uzity
k nahrazeni oligonukleotidii 3 a 6 z prikladu 2.

Heliomicin A24A25: Nahrada dvou kyselych aminokyselin Asn24 a Gly25 v sekvenci id. &. 1
dvéma alaniny (Ala24 a Ala25). Podle sekvence kodujici heliomicin, sekvence id. ¢.1, byl asek
AAC-GGC kodujici peptidovy zbytek Asn—Gly nahrazen sekvenci GCT-GCT kodujici pepti-
dovy zbytek Ala-Ala.

Oligonukleotidy 23 a 24 byla uzity k nahrazeni oligonukleotidi 3 a 4 z pfikladu 2.

Oligo 23: 5 CTAGTGACTG CGCTGCTGAG TGCAAGCGGC GC 3!

Oligo 24: 5’ GCCGCTTGCA CTCAGCAGCG CAGTCA 3!

Heliomicin A6A7A8A9: Néhrada &tyf aminokyselin Asp6-Lys7-Leu8-Ile9 v sekvenci id. &. |
Ctyfmi aleninovymi zbytky (Ala). Podle sekvence kodujici heliomicin, sekvence id. &. 1, byl tisek
GAC-AAG-TTG-ATT kédujici peptidovy zbytek Asp6-Lys7-Leu8-Ile9 nahrazen sekvenci

GCT-GCT-GCT-GCT kodujici peptidovy zbytek Ala—Ala—Ala—Ala. Oligonukleotidy 25 a 26
byly uZity k nahrazeni oligonukleotidu 1 z pfikladu 2 a oligonukleotidy 27 a 28 oligonukleotidu
2.

Oligo25: 5' AGCTTGGATA ARAGAGCTGC TGCTGCTGGT AGCTGTSGTTT 2!
Oligo 26: 5’ GGGGCGCCG TCAACTACA 3¢

Oligo 27: S5' CTAGTGTAGT TGACGGCGCC CC 2!

Oligo 28: 3’ AARCACAGCT ACCAGCAGCA GCAGCTCTTT TATCCA 3¢
Heliomicin A24A251.28L29: Dva oligonukleotidy (sense a antisense) byly potiebné pro preko-
nani absence restrikéniho mista pred sekvenci kodujici peptidovy zbytek Asn24-Gly25 a sek-

venci kodujici peptidovy zbytek Lys28-Arg29 heliomicinu podle sekvence id. &. 1. Oligonukleo-
tidy 29 a 30 byla uZity k nahrazeni oligonukleotid 3 a 4 z ptikladu 2:

Oligo 29: 5’ CTAGTGACTG CGCTGCTGAG TGCTTGTTGC GC 3¢

Oligo 50: 57 GCAACRAGCA CTCAGCAGCG CAGTCA 37

Pfiprava mutant heliomicinu v semipreparativnim métitku

Riizné mutanty heliomicinu byly pfipraveny nasledujicim zplsobem.
Transformované kvasinkové klony transformované mutovanym genem heliomicinu byly kultivo-
vany 24 hodin ve 29 °C v 50 ml selektivniho média. Tato piedkultura byla pouzita pro inokulaci

2 1 selektivniho média, které pak bylo kultivovano 48 hodin ve 29 °C. Kvasinky pak byly elimi-
novany centrifugaci (4000 g, 30 minut, 4 °C). Supernatan byl okyselen na kyselinu octovou na

-24.
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pH 3.5, podruhé centrifugovan (4000 g, 30 minut, 4 °C) a pak pokracovala extrakce na pevné
fazi.

Prvni etapa extrakce na pevné fazi s gelovou inverzni fazi: okyseleny supernatant byl nanesen na
kolonku Sep-Pak™ C18 (Waters Associates, 10 g faze), a ekvilibrovano s vodnym roztokem
kyseliny (0,05% TFA). Hydrofilni molekuly byly eliminovany jednoduchym proplachnutim
kysetym vodnym roztokem po kterém nasledovalo proplachnuti 15% roztokem acetonitrilu v
0,05% TFA. Eluce peptidu byla provedena 60% roztokem acetonitrilu v 0,05% TFA. Frakce
eluovana 60% roztokem acetonitrilubyla vysusena pod vakuem byla rozpusténa ve sterilni ultra-
¢isté vode.

Druha faze extrakce na pevné s gelovym kationtoménic¢em: prepurifikovana 60% frakce obsahu-
jici mutovany heliomicin byla rozpusténa v 25mM octanu amonném, pH 3.4. Tento vzorek byl
nanesen na kolonku Sep—Pak™ Vac 33cc CM s kationtovym méni¢em (Waters Associates, 10 g
faze), a ekvilibrovano s 25mM octanem amonnym, pH 3.4. Eluce mutovaného heliomicinu byla
proveden 1M roztokem chloridu sodného (NaCl) v 25mM octanu amonném, pH 3.4. Frakce
eluovana 1M NaCl obsahujici mutant heliomicinu byla vysusena pod vakuem, rozpousténa ve 20
ml sterilniho roztoku kyseliny (1% TFA). Mutanta heliomicinu byla dale purifikovana pomoci
HPLC.

Posledni faze purifikace uzitim HPLC: mutanta heliomicinu byla purifikovana az do homogenity
chromatograficky na preparativni koloné s inverzni fazi Aquapore RP-300 C8 (Brownlee™™, 220
x 10 mm, 300 A) uzitim linearni dvoufazového gradientu acetonitrilu 2 a7z 23 % v 0,05% TFA po
10 minut a 23 az 33 % po dalSich 80 minut se stalym pritokem 2,5 ml/min. Frakce byly ode-
brany, vysuseny pod vakuem a rekonstituovany v ultracisté vodé a pak analyzovany na spektro-
fotometru MALDI pro ovéfeni Cistoty a identity vzorku. Mutanty heliomicinu pak byly testovany
na protihoubovy Gcinek, jak bylo jiZ popsano pro heliomicin, proti Neurospora crassa, Fusarium
culmorum a Nectria heamatococca. Byly také vyhodnoceny aktivita mutant heliomicinu proti
bakteriim. UZzité experimentalni podminky jsou popsany dale.

Test aktivity in vitro: méfeni protihoubové aktivity mikrospektofotometrii

Tato metoda byla uZita pro stanoveni spektra aktivity peptidu a pro stanoveni minimalni inhibu-
jici koncentrace (CMI) peptidu, p¥i které je aktivni. CMI je vyjadiena jako interval koncentraci
[a] — [b], kde [a] je minimalni koncentrace, kdy se pozoruje pocatek zvySovani acinku a [b] je
koncentrace, od které uz se zadné zvySovani nepozoruje. Priklady specifické aktivity mutant
heliomicinu podle vynalezu vi¢i vlaknitym houbam jsou uvedeny v tabulce 3.

Antibakterialni aktivita byla detekovana testem inhibice rlistu v tekutém médiu. Testované bakte-
rie byly namichany do suspenze v kultivatnim médiu typu ,,Poor—Broth“. Vyhodné bylo uzito
k pfipravé média 1 % (hmotn.) bactotryptonu a 1 % (hmotn.) NaCl na 1 | demineralizované vody.
10 pl testované frakce se naneslo do jamky na mikrodesti¢ce s 90 ul média obsahujiciho bakterie
(ve vysledné koncentraci odpovidajici 1 mOD pii 600 nm). Inkubace probihala pti 25 °C 12 az
24 hodin. Rust bakterii byl kvantifikovan méfenim absorbance v 600 nm pomoci spektrofotomet-
rického ¢teciho zafizeni pro mikrotitraéni desticky.

Byly pouzity nasledujici bakterie: Bacillus megaterium (sbirka Pasteurova ustavu), Micrococcus
luteus (sbirka Pasteurova ustavu), Staphylococcus aureus (H. Monteil, Bakteriologicky Institut
Strasbourg), Aerococcus viridans (H. Monteil, Bakteriologicky Institut Strasborg) a E. coli D22
(P. L. Boquet, Centrum jaderného vyzkum, Saclay).
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Aktivita nékterych mutant heliomicinu proti vlaknitym houbam a bakteriim.

Mikroorganismus CMI heliomicinu (uM) mutanty
L28L29 R48 L2BL29R48 | AGATABAS helio

HoUBY 0,8-1,6)0,4-0,8{0,8-1,6|1,6-3,1{0,1-0,2
Neurospora crassa
Fusarium culmorum 3,1-6,2]0,4-0,8(0,8-1,6]3,1-6,2(0,2-0,4
Nectria haematococca [3,1-6,2)0,4-0,8/0,8-1,6 ND 0,4-0,8
BAKTERIE 50-100 ND ND 6,2~ ND
Bacillus megaterium 12,5
Micrococcus luteus 12,5-25] 25-50 ND ND ND
Staphylecaccus ‘ aureus ND ND ND ND ND
Aerococcus viridans ND ND ND 12,5-25 ND
Z. coli D22 ND ND ND. ND ND

ND: aktivita nebyla detekovana

Priklad 7
Test toxicity injekci

Skupiny 4 mysich samic byly o3etfeny intravenézni injekci roztoku heliomicinu (sekvence id. &.
2) ve fyziologickém roztoku v davkach 1 a 10 mg/kg. negativni kontrolou byl roztok aprotininu
(pfi dvou davkach Zadny G¢inek) a pozitivni kontrola byl mellitin (100% mortalita po 5 dnech pfi
10 mg, vyznamny Gcinek po 5 dnech pii 1 mg). V tomto testu nebyl Zadny dikaz toxicity po
injektovani dvou davek roztoku heliomicinu.
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SEZNAM SEKVENCI

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 1:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 147 pari bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
10 (D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: cDNA

(ix) ZNAKY: o
15 (A) IMENO/OZNACEN(: CDS
(B) POZICE: 1..147

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 1:

AGC TTG GAT AAA AGA GAC AXAS TTG ATT GGC AGC TGT GTT TGG
Ser Leu Asp Lys Axg Asp Lys Leu Ile Gly Ser Cys Val Trp
1 5 10

GTC AAC TAC ACT AGT GAC TGC AAC G3C GASG TG AAG CGC CGC
val Asn Tyr Thr Sexr Asp Cys Asn Gly Glu Cys Lys Arg Arg
20 25 30

22G GGT GGC CAT TGT GGA TCC TTC GET AAC GTT AAC TGT 166G

Lys Gly Gly His Cys Gly Ser Fhe Ala Asn Val Asn Cys Trp
35 40 45
ACC
Thr
20 49

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 2:

[ ]
wn

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 169 pari bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

30

(i) TYP MOLEKULY: cDNA

(ix) ZNAKY: o
(A) IMENO/OZNACENI: CDS
3 (B) POZICE: 1..132

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 2:

-27-

GGC
Gly
15

GGT
Gly

ST

Cys

GCC
Ala

TAC
Tyr

GAA

Glu’

48

96

144

147




4

20

C7 297645 B6

GAT AAG CTT ATC GGT TCC TGC GTG TGG GGT GCT GTG AAC TAC ACT 7CC
Asp Lys Leu Ile Gly Ser Cys Val Trp Gly Ala val Asa Tyr Thr Ser
1 5 10 15

GAT TGC AAC GGT GAG TGC AAG AGG AGG GGT TAC AAG GGT GGT CAC TGC
Asp Cys Asn Gly Glu Cys Lys Arg Arg Gly Tyr Lys Gly Gly His Cys
20 25 30

GGT TCC TTC GCT RAAC GT3 AAC TGC TGG TGC GAG ACT TGAGAGCTCG
Gly Ser Phe Ala Asn Val Asn Cys Trp Cvs Glu Thr
35 %0

GCGAGGCGAA CGTIGTCGACS GATCCGS

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 3:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 261 périi bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: ¢cDNA

(ix) DALSI ZNAKY: o
(A) IMENO/OZNACENI: CDS
(B) POZICE: 3..224

(xi1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 3:

CC ATG GGT T7C GTG CIT TTC TCT CAG CTT CCA TCT TTC CTT CIT GTG
Met Gly Phe Val Leu pPhe Ser Gln Leu Pro Ser Phe Leu Leu Val
1 5 10 1s

TCT ACT CTT CTT CIT TIC CTT GIG ATC TCT CAC TCT TGC CGT GCC GaT
Ser Thr Leu Leu Leu Phe Leu Val Ile Ser His Ser Cys Arg Ala Asp
20 25 30

ARG CTT ATC GGT TCC TGC GTG TGG GGT GCT GTG AAC TAC ACT TCC GAT
Lys Leu Ile Gly Ser Cys Val Trp Gly Ala Val Asn Tyr Thr Ser Asp
35 10 45

TGC AAC GGT GAG TGC AAG AGG AGG GGT TAC AAG GGT GGT CAC T&C GGT
Cys Asa Gly Gla Cys Lys Arg Arg Gly Tyr Lys Gly Gly His Cys Gly
50 55 60

TCC TTC GCT AAC GTG AAC TGC TGG TSC GAG ACT TGAGAGCTCG GCGAGGTGAA
Ser Phe Ala Asn Val Asn Cys 7- Cys Glu Thr
€5 70

CGTGTCGACS GATCCGG

i8

§6

142

169

47

95

143

'™
had
e

244

261
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 4:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 120 parti bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: dvojité
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: cDNA

(ix) DALSI ZNAKY: o
(A) IMENO/OZNACENI: CDS
(B) POZICE: 12..101

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 4:

GCGTCGACGS G ATG GGT TTC GT3 CTT TTC TCT CAG CIT CCA TCT TTC CIT
Met Gly Phe Val Leu Bhe S2r Gln Leu Pro Ser Fhe Lau
1 5 10

CTT GTG TCT ACT CTT CTT CTT TTC CTT GTS ATC TCT CAC TCT T6C CG8T
Leu Val Ser Thr Leu Leu Leu Phe Leu val Ile Sexr His Sexr Cys Arg
15 20 25

GCT GGAGACGCGA ATTCACACA
Ala
30

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 5:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 75 pari bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(it) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 7

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. §:

GCGTCGACGE GATGGGTTTC GTGCTTTTCT CTCAGCITCC ATCTTTCCTT CTTGTGTCTA

CTCTTCTTCT TITCC

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 6:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 72 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

-29.

50

o8

129

60

75
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(i) TYP MOLEKULY: jin4 nukleova kyselina
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 8

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 6:

TCGCCGECAC GGCAAGAGTA AGAGATCACA AGGAAAAGAA GAAGAGTAGA CACAAGAAGG

RAAGATGGAA GC

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 7:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 80 par@ bazi
(B) TYP: nukleov4 kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 9

(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 7:
GATAAGCTTA TCGGTTCCTIG CGTGTGGEAT GCTGTGAACT ACACTTCCGA TTGCAACGGT

GAGTGCAAGA GGAGGGGTTA

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 8:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 109 périi bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: jin4 nukleova kyselina
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 10

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 8:

CCGGATCTGT CGACACGTTC GCCTCGCCGA GCTCTCAAGT CTCGCACCAG CAGTTCACGT

TAGCGAAGGA ACCGCAGTGA CCACCCTTGT AACCCCTCCT CTTGCACTC

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 9:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 85 pérd bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

-30-

60

72

60

30

60

109
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(ii) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 11

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 9:

AGGGCCCCCT AGGGTTTAAA CGGCCAGTCA GGCCGRATIC GAGCTCGGTA CCCGGGGATC

CTCTAGAGTC GACCTGCAGG CATGC

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 10:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 66 parti bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 12

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 10:

CCCTGAACCA GGCTCGAGGG CGCGCTTTAA TTARAAGCTT GCATGCCTGC AGGTCGACTC

TAGAGG

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 11:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 93 pari bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 13

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 11:

CCGGCCAGTC AGGCCACACT TAATTAAGTT TAAACGCGSC CCCGGCGLGC CTAGGTGTGT

GCTCGAGGGC CCAACCTCAG TACCIGGTTC AGG

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 12:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 93 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

6Q

85

60

60

33
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(it) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 14

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 12:

CCGGCCTGAA CTAGGTACTG AGGTTGGGCC CTCGAGCACA CACCTAGGCG CGCCGGGGCC

GCGTTTAAAC TTAATTAAGT GTGGCCTGRC TGG

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 13:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 50 parii bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 15

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 13:

GGTCTAGAAT GGCCTGCACC AACAACGCCA TEAGGGCLCT CTTCCTCCTC

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 14:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 50 pari bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 16

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 14:

CCGAATTCGGE CGCCGTGCAC GATGCAGAAS AGCACGAGGA GGRAGAGEGC

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 15:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 81 pari bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: dvojité
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: cDNA

93

50
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(ix) DALSI ZNAKY: o
(A) IMENO/OZNACENI: CDS
(B) POZICE: 7..73

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 15:

TCTAGA ATG GCC TGS ACC AAC AAC GCC ATS AGG GCC CTC TTC €7TC CTC
Met Ala Cys Thr Asn Asn Ala Met Arg Ala Leu Phe Cys Ile
i 5 10 .

CTG CTC TTC TGC ATC GTG CAC GGC GCCGAATTC
val Leu frhe Cys Ile Val His Gly
15 20

(2) NFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 16:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 24 pari bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 17

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 16:

GATAAGCTTA TCGGTTCCTS CGTG

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 17:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 32 pard bz
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 18

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 17:

GGCTCGAGTC AAGTCTCGCA CCAGCAGTTC AL

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 18:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 213 pari bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: dvojité
(D) TOPOLOGIE: linearni

18

32
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(i) TYP MOLEKULY: ¢DNA
(ix) DALSI ZNAKY: o
(A) IMENO/OZNACENI: CDS
(B) POZICE: 7..205

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 18:

AGG GCC CTC TTC CTC CIC

¥e: Ala Cys Thx Asn Asn Ala Mer Arg Ala Lau Phe Cys Ile

1 S 0

CTC TTC TGC ATC GIG CAC GGC GAT AAG CTT ATC GGT
Leu Phe Cys Ile Val His Gly Asp Lys Leu Ile Gly
290 25

GGT GCT GTG AAC TAL ACT TCCT GAT TGC AAC GGT GAG
Gly Ala Val Asn Tyr Thr Ser Asp Cys Asn Gly Glu
35 40

GGT TAC AAG GGT GGT CAC TGC GGT TCC TTC GCT AAC
Gly Tyr Lys Gly Gly His Cys Gly Ser Phe Ala Asn
350 55

TGC GAG ACT TGACTCGAG
Cys Glu Tar

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 19:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 838 pari bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: dvojité
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: cDNA

(ix) DALSI ZNAKY: o
(A) IMENO/OZNACENI: promotor CcVMV
(B) POZICE: 7..532

(ix) DALS{ ZNAKY: o
(A) IMENO/OZNACENI: vicedetné klonovaci misto
(B) POZICE: 533..568

(ix) DALS{ ZNAKY: o
(A) JIMENO/OZNACENI: terminator
(B) POZICE: 569..832

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 19:

TGC
Cys

AAG
Lvs
45

ARC
Asn

GTG
val
30

AGG
Arg

TGC
Cys

48

9§

144

182
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AAGCTTCCAG AAGGTAATTA TTCAAGATGT AGCATCAAGA ATCCAATGTT TACGGGAAAA 60
ACTATGGAAG TATTATGTGA GCTCAGCAAG AAGCAGATCA ATATGCGGCA CATATGCAAC 120
CTATGTTCAA AAATGAAGAA TGTACAGATA CAAGATCCTA TACTGCCAGA ATACGAAGAA 180
GAATACGTAG AAATTGAAAA AGAAGAACCA GGCGAAGAAA AGAATCTTGA AGACGTAAGC 240
ACTGACGACA ACAATGAAAN GAAGAASGATA AGGTCGGTGA TTGTGAAAGA GACATAGAGS 300
ACACATGTAA GGTGGAAAAT GTAAGGGCSG AAAGTAACCT TATCACAAAG GAATCTTAT 360
CCCCACTACT TATCCTTTTA TATTTTTCCG TGTCATTITTT GCCCTTGAGT TITCCTATAT 420
AAGGAACCAA GTTCGECATT TGIGARAACA AGAAAAAATT TGGTGTAAGC TATITTCTIT 480
GAAGTACTGA GGATACAATIT TCAGAGAAAT TTGTAAGTTT GTAGATCTCG ATTCTAGAA 540
GCCTGRATTC GAGCTCGGTA CCGGATCCRA TTCICGATCSG TTCAAACATT TGGCAATAAA 600
GTTTCTTAAG ATTGAATCCT GTTGCCGGTC TTGCGATGAT TATCATATAA TUTCIGTTGA 660
ATTACGTTAA GCATGTAATA ATTAACATGT TGCATGAC GTTATTTATG AGATGGGTTIT 720
TTATGATTAG AGTCCCGCAA TTATACATTT AATACGCGAT AGAARACAAA ATATAGCGECS 780
CAAACTAGGA TAAATTATCG CGCGCGETGT CATCTATGTT ACTAGATCGG GGATCGAT 838

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 1036 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: dvojité

(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: ¢cDNA

(ix) DALSI ZNAKY:

(ix) DALSI ZNAKY:

(ix) DALSI ZNAKY:

(A) IMENO/OZNACENI: promotor CcVMV

(B) POZICE:

7..532

(A) IMENO/OZNACENI: CDS

(B) POZICE:

539..736

(A) IMENO/OZNACENI: terminator

(B) POZICE:

767..1030

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 20:

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 20:



ARGCTTCCAG

ACTATGGAAG

CTATGTTCAA

GAATACGTAG

ACTGACGACA

ACACATGTAR

CCCCACTACT

AAGGAACCAA

GAAGTACTGA

ATG GCT TGC

AAGGTRATTA

TATTATGTCA

AAATGAAGAR

AAARTTGAAAA

ACARTGAAAA

GGTGGARAAT

C

TCCAAGATGT

GCTCAGCAAG

TGTACARGATA

AGAAGAACCA

GAAGAAGATA

GTAAGGGCGG

Z 297645 B6

AGCATCAA

RAGCAGATCA
CAAGATCCTA
GGCGAAGAAA
AGGTCGGTGA

AAAGTAACCT

TATCCTITTTA

GTTCGGCATT

GGATACAACT

TATTTTTCCG

TGTGAARACA

TCAGAGARAA

CC AAC AAC GCC ATS

A T
Mer Ala Cys Thr Asn Asn Ala Me

1

TTC TGC ATC GTG CAC GGC GAT AAG
Phe Cys Ile Val His Gly Asz Lys

GCT GIG A

20

C TAC ACT TCC GAT TGC

Ala Val Asn Tyr Thr Ser Asp Cvs

TAC AAG GGT GGT CAC 7GC GGT TCC
Tyr Lvs Gly Gly His Cys Gly Ser

50

TSTCATTTITT

AGAAAAAATT

ATCCAATGTT

ATATGCGGCA

TACTGCCAGA

AGAATCTTGA

TTGTGAAAGA

TATCACARAG

GCCCTTGAGT

TGGTGTAAGC

TTGTAAGTTT

AGG GCC CTT
Arg Ala lLeu
10

CTT ATC GGT
Leu Ile Gly

AAC GGT GAG
Asn Gly Glu

TTC GCT AAC
Phe Ala Asn

GTAGATCTCG

TACGGGARRA

CATATGCAAC

ATACGARGAA

AGACGTARGC

GACATAGAGG

GAATCTTATC

TTTCCTATAT

TATTTICTTIT

ATTCTAGA

TTC CTC CTC GTG CTC
Pha Leu Leu Val Leu

15

TCC TGC GTG TGG GGT

Ser Cys Va
3

1 Trp Gly
0

TGT AAG AGG AGG GGT

Cys Lys Ar
45

Arg Gly

GTG AAC TGC TGG TGC
Val Asn Cys Trp Cyvs

53 €0
GAG ACT TGACTCGAGG GGGGGCCCGSG TACCGGATCC AATTCCCGA
Glu Thr
65

TTTGGTCAATA AAGTTTCTTA AGATTGAATC CTGTTIGCCEG TCTTGCGATG

AATTTCTGTT

TGRGATSGST

AAATATAGCG

GGGGATCGAT

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

GAATTACGTT AAGCATGTAA TAATTAACAT GTAATGCATG
TTTTATGATT AGAGTCCCGC AATTATACAT TTAATALGCG

CGCAAACTAG GATARATTAT CGCGCGCGGT GTCATCTATG

(A) DELKA: 52 parii bazi

(B) TYP: nukleova kyselina

(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(1)) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 1

CGTTCARAACA

ATTATCATAT

ACGTTATTTA

ATAGAAAARCA

TTACTAGATC

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 21:

60

120

180

240

300

3690

420

480

538

634

€32

730

788

846

306

966

1026

1036
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(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 21:

AGCTTGGATA AAAGAGACAA GTTGATTGGC AGCIGTGTTT GGGGCGCCGT CA

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 222:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 56 parti bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 2

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 22:

AGTGTAGTTG ACGGCGCTCTT AAACACAGCT GCCAATCAARC TTGTCTCTIT TATCCA

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNI{M CISLEM 23:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 52 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 3

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 23:

ACTACACTAG TSACTGCAAC GGIGAGTGCA AGCGCCGCGGE TTACAAGGGT GG

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 24:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 52 parti bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearn{

(ii) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 4

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. €. 24:

CACAATGGCC ACCCTTGTAA CCGCGGCGET TGCACTCGCC GTITGCTAGTCA €7

52

56

52
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 25:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 56 parii bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 5

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 25:

CCATTGTGGA TCCTTCGCTA ACGTTAACTG TTGGTGTGAA ACCTGATAGG TCTGACA

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 26:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 52 parii bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 18

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. . 26:

GATCTGTCGA CCTATCAGGT TTCACACCAA CAGTTAACGT TAGCGAAGGA TC

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 27:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 42 pard bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i)) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 19

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 27:

GATCCTTCGT TAACGTTAAC TGTTGGTGTA GAACCTGATA GG

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 28:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 42 par bazi

56

52

42
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(B) TYP: nukleova kysclina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina
J y
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 18

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 28:

TCGACCTATC AGGTTCTACA CCAACASTTA ACGTTAGCGA AG 42
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 29:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 32 pari bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 21
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 29:
CTAGTGACTG CAACGGCGAG TGCTTGTTGE GC 32
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 30:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 26 part bazi
(B) TYP: nukieova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 22
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 30:
GCARCAAGCA CTCGCCGTTG CAGTCA 28

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 31:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 32 pérti bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
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(i) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 23

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 31:

CTAGTGACTG CGCTGCTGAG TGCAAGCGGL GC

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 32:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 26 pari bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 24

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 32;

GCCGCTTGCA CTCAGCAGCS CAGTCA

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 33:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 40 pard bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i)) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 25

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 33:

AGCTTGGATA AAAGAGCTGC TGCTGCTGGT AGCTGTGTTT

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 34-

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 18 péri bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY:: jina nukleova kyselina
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 26

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 34:

-40 -
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GGGGCGCCGT CARCTACA

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 35:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 22 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 27

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 35:

CTAGTGTAGT TGACGGCSGCC CC

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 36:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 36 parti bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 28

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 36:

AANCACAGCT ACCAGCAGCA GCAGCTCTTIT TATCCA

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CIiSLEM 37:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 32 pari bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: jina nukleova kyselina
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 29

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 37:

CTAGTGACTG CGCTGCTGAG TGCTTGTIGC GC

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 38:

-4 -
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(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 26 pari bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY:: jina nukleova kyselina
(A) POPIS: synteticky oligonukleotid 30

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE ID. C. 38:

GCAACAAGCA CTCAGCAGCG CAGTCA 28

PATENTOVE NAROKY

Peptid heliomicinu obsahujici peptidovou sekvenci podle vzorce (1)

Xaa—Cys—Xab-Cys-Xac—Cys—Xad-Cys—Xae-Cys—Xaf-Cys—Xag (I)

kde

Xaa

Xab

Xac

Xad

Xae

Xaf
Xag

2.

predstavuje skupinu NH, nebo peptidovy zbytek obsahujici 1 az 10 aminokyselin, vyhodné&
I'az 6 aminokyselin, obsahujici alespofi jednu bazickou aminokyselinu, predstavujici pep-
tidovou sekvenci Xaa'-Gly-Xaa''—, kde Xaa' je skupina NH, nebo peptidovy zbytek obsa-
hujici 1 az 9 aminokyselin a Xaa” je peptidovy zbytek obsahujici jednu aminokyselinu
vybranou z Leu, lle, Val, Pro, Ser nebo Thr,

pfedstavuje peptidovy zbytek obsahujici 1 az 10 aminokyselin,

piedstavuje peptidovy zbytek obsahujici 3 aminokyseliny, pfi¢emz alespoii jednu kyselou
aminokyselinu,

pfedstavuje peptidovou sekvenci —Lys—Arg—Arg—Gly-Tyr—Lys-Gly—Gly-His—,

pfedstavuje peptidovou sekvenci —Gly—Xae’~Asn—, kde Xae' je peptidovy zbytek obsahu-
Jjici 5 aminokyselin,

je tryptofan, a

Je skupina —OH nebo peptidovy zbytek obsahujici 1 az 2 aminokyseliny.

Peptid podle naroku 1, kde bazické aminokyseliny jsou vybrany ze skupiny obsahujici lysin,

arginin a homoarginin.

3.

Peptid podle kteréhokoli z naroki 1 az 2, kde Xac predstavuje peptidovou sekvenci —Asn—

Xac'-Xac"—, pfiemz Xac' pfedstavuje peptidovy zbytek s 1 aminokyselinou a Xac”’ predstavuje
peptidovy zbytek s 1 kyselou aminokyselinou.

4.

Peptid podle kteréhokoliv z naroki 1 az 3, kde kyselé aminokyseliny jsou vybrany ze sku-

piny obsahujici kyselinu glutamovou (Glu) a asparagovou (Asp).
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5. Peptid podle kteréhokoliv z narokii 1 az 4, kde Xac piedstavuje peptidovou sekvenci —~Asn—
Gly-Glu-.

6. Peptid podle které¢hokoliv z narokd 1 az 5, kde

Xab predstavuje peptidovou sekvenci —Val-Xab'—Asp—, kde

Xab' je peptidovy zbytek obsahujici 8 aminokyselin, a

Xag predstavuje peptidovou sekvenci —Glu—Xag', kde

Xag' je skupina OH nebo zbytek sekvence obsahujici 1 aminokyselinu.

7. Peptid podle kteréhokoliv z narok 1 az 6, kde

Xaa predstavuje peptidovou sekvenci NH,—Asp-Lys—Leu-Ile-Gly—Ser— a/nebo

Xab predstavuje peptidovou sekvenci —Val-Trp—Gly—Ala—Val-Asn-Tyr—Thr-Ser-Asp- a/nebo
Xae predstavuje peptidovou sekvenci —~Gly—Ser-Phe—Ala-Asn—Val-Asn— a/nebo

Xag predstavuje peptidovou sekvenci ~Glu—Thr—OH.

8. Peptid podle kteréhokoliv z narokii 1 az 7, ktery je predstavovan sekvenci identifikaéniho
Cisla 2 (sekvence id €. 2).

9. Peptid podle kteréhokoliv z naroki 1 az 8, ktery obsahuje na jednom ze svych konci nebo
na obou koncich peptidové zbytky nezbytné pro expresi a smérovani peptidu v hostitelském

organismu.

10. Peptid podie kteréhokoliv z narokti 1 az 9, kde cysteinové zbytky v peptidu podle vzorce (I)
tvoii alespoi jeden intramolekularni disulfidicky mustek.

11. Peptid podle naroku 10, ktery obsahuje 3 disulfidické mustky spojujici cysteinové zbytky 1 a
4,2a5,a3a6.

12. Fuzni peptid ,,peptid-heliomicin®, ktery obsahuje heliomicinovy peptid podle kteréhokoliv
z narokii 1 az 11 a peptidovy zbytek, ktery muiize byt $t€pen enzymatickym systémem hostitelské

buriky, ¢imZ se umoZzni uvolnéni heliomicinu.

13. Fazni peptid podle naroku 12, kde peptid fuzovany s heliomicinem je signalni peptid nebo
tranzitni peptid.

14. Fuazni peptid podle naroku 13, kde tranzitni peptid je signdlni peptid genu PR—Ia tabdku
nebo prekurzor faktoru Mato 1 nebo signalni peptid genu PG1 polygalakturonazy kukufice.

15. Fuzni peptid podle naroku 14, ktery je pfedstavovan sekvenci id. &. 1, sekvenci id. &. 3 nebo
sekvenci id. €. 18.

16. Peptid podle kteréhokoliv z narokti 1 az 15 pro pouziti jako lé¢ivo.

17. Kompozice,vyznacujici se tim, Ze obsahuje peptid podle kteréhokoliv z naroku 1
az 15 a vhodné vehikulum.

18. Fragment nukleové kyseliny, ktery obsahuje sekvenci nukleové kyseliny kodujici peptid
podle kteréhokoliv z narokd 1 az 15,

19. Fragment nukleové kyseliny podle naroku 18, kde se jedna o nukleotidovou sekvenci typu
DNA.
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20. Fragment nukleové kyseliny podle naroku 19, kde nukleotidova sekvence DNA obsahuje
sekvenci uvedenou jako baze 16 az 147 sekvence id. &. 1, sekvence id <&. 2, baze 3 az 224 sek-
vence id. €. 3 nebo baze 7 az 205 sekvence id. ¢. 18, nebo sekvenci homologni nebo sekvenci
komplementarni k této sekvenci.

21. Chiméricky gen, ktery obsahuje kodujici sekvenci nukleové kyseliny fuzovanou na 5'—a 3'~
konci s heterolognimi regulaénimi prvky, které jsou funk&ni v hostitelském organismu, zejména
rostling, pricemZ kodujici sekvence obsahuje alespoii jeden fragment DNA podle naroki 18 az
20.

22. Chiméricky gen podle naroku 21, kde hostitelsky organismus je mikroorganismus.

23. Chiméricky gen podle naroku 21, kde hostitelskym organismem jsou rostlinné buriky nebo
rostlina.

24. Klonovaci nebo expresni vektor pro transformaci hostitelského organismu, ktery obsahuje
alespoii jeden replikani pocatek a alespoii jeden chiméricky gen podle kteréhokoliv z naroki 21
az 23.

25. Transformovany hostitelsky organismus, ktery obsahuje fragment nukleové kyseliny podle
kteréhokoliv z naroki 18 az 20 nebo chiméricky gen podle kteréhokoliv z narokit 21 a 23.

26. Tranformovany hostitelsky organismus podle naroku 25, kterym je mikroorganismus, rost-
linné bunky nebo rostlina.

27. Transformovany hostitelsky organismus podle naroku 25, kterym jsou rostliny obsahujici
transformované buiiky.

28. Hostitelsky organismus podle naroku 27, kterym je rostlina regenerovana z transformované
rostlinné burky.

29. Transformovany hostitelsky organismus podle naroku 25, kde mikroorganismus je vybran
z bakterii, zejména E. coli, kvasinek, zejména roda Saccharomyces, Kluyveromyces nebo Pichia,
hub zejména rodu Aspergillus, nebo bakulovira.

30. Transformovana rostlinna burika, ktera obsahuje fragment nukleové kyseliny podle kterého-
koliv z néroku 18 az 20 nebo chiméricky gen podle kteréhokoliv z naroki 21 az 23.

31. Transformovana rostlina, ktera obsahuje alespofi jednu transformovanou rostlinnou buiiku
podle naroku 30.

32. Transformovana rostlina podle naroku 31 odolna proti chorobam, které zplisobuje
Cercospora, zejména Cercospora beticola, Cladosporium, zejména Cladosporium herbarum,
Fusarium, zejména Fusarium culmorum nebo Fusarium graminearum, a Phytophthora, zejména
Phytophthora cinnamoni.

33. Transformovand rostlina, kterd byla ziskana péstovanim a/nebo kiizenim rostlin podle
narokii 31 nebo 32 a kterd obsahuje fragment nukleové kyseliny podle kteréhokoliv z naroki 18
az 20 nebo chiméricky gen podle kteréhokoliv z naroki 21 az 23.

34. Semena transformovanych rostlin podle kteréhokoliv z narokid 31 az 33, ktera obsahuji frag-

ment nukleové kyseliny podle kteréhokoliv z naroki 18 aZ 20 nebo chiméricky gen podle které-
hokoliv z narokt 21 az 23.
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35. Zpiisob transformace hostitelského organismu, zejména rostlinné buiiky nebo rostliny,
vyznadujici se tim, Ze se do hostitelského organismu vnese alespor jeden fragment
nukleové kyseliny podle kteréhokoliv z narokii 18 az 20 nebo chiméricky gen podie kteréhokoliv
z narokd 21 az 23.

36. Zplsob podle naroku 35, vyznadujici se tim, Ze hostitelsky organismus je rost-
linna burika nebo rostlina.

37. Zpisob podle naroku 36, vyznacujici se tim, Ze se regeneruje rostlina z transfor-
mované rostlinné buiiky nebo rostliny.

38. Zplsob péstovani transformovanych rostlin podle kteréhokoliv znarokd 31 az 33,
vyznaéujici se tim, Ze obsahuje kroky, kdy se vyseji semena transformovanych rostlin
na pole vhodné pro péstovani téchto rostlin, na povrch pole se aplikuje agrochemicky pripravek,
aniz by se podstatnym zpiisobem ovlivnila semena nebo transformované rostliny, po dosazeni
zralosti se péstované rostliny sklidi, a pfipadné se oddéli ze sklizenych rostlin semena.

39. Zpisob péstovani podle naroku 38, vyznadujici se tim, Ze agrochemicky pripra-
vek obsahuje alespoi jednu G¢innou latku projevujici fungicidni a/nebo baktericidni aktivitu.

40. Zphsob péstovani podle naroku 39, vyznadujici se tim, ze (¢inna latka projevuje
doplnujici a¢inky k a¢inkim peptidu podle které¢hokoliv z naroki 1 az 20.

41. Zpusob ptipravy heliomicinu podle kteréhokoliv z narokd 1 az 15, vyznaéujici se
tim, Ze obsahuje kroky, kdy se péstuje transformovany organismus podle narokl 25 az 29 ve

vhodném kultivaénim médiu, a provede se extrakce a celkova nebo caste¢na purifikace ziskaného
heliomicinu.

2 vykresy
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HinQ lll < oligonucieotid 1
[(ACTIGGATAAMAGAGACAAG TTGATTGGCAGC TG TTIGGGGCGCCAT

: 5

T : 3 v ) 1 v T v v L
ACCTATTTTCTCTGTTCAACTAACCGTCGACACAAACCCCGCGGCA ©
-¢- oligonucleotid 2

S L DKRDIXULTIGSU CV WG AV

oligonucivotid 3
cmcacnmcmcameccumeccccccsmacucc 1
¢ + 0
GTTGA GTrGCCGCTCACGT&CGCGGCGCCAATGTTCCO
oligonucieotid 4
N ¥ T S DCWXN G EBECE KU RTRGTYTZX
oligonuciectid 5
CATTGTGRATCCTTCGCTAACGTTAACTGTTGG TGTGAAACCTGA 4
+ $ + + + $ + $ + + s
CACCGGTAACAQCTAGGAAGCGATTGCAATIGACAACCACACTTIGGACT ¢
- oligonucleotid 6

G G HE CG S F A NV NCUWC E Tsh

T

$ $ 164

Bgll

stop
Obr. 1
TEVS'UIR BamHI, Xbal  Pstl, Sphi, Hindlll
CaMV 2x35S promotor [~ GUS CaMV polyA
[ " "1
Neol

Hind{ll, Sphl, Pstl, Smal

Obr. 2
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TEY  pR-1a-heliomicin
A / CaMV polyA
<2T?;S promotor> l
Obr. 3
Knl  Xoal i Asc!
Al S Scl  BHl A Pl BN/
Al  Pmel EoRI  Sml S Hdl Xl
1 | S T U N WO VR M L (OO M N O
L ]
pRPA-RD-185 133 paru bazi jedineéna Stépna mista
Obr. 4
LB RB
D [[6s _ NPT 1L+ NOS pro 358 pro gene YRos 1 (¢

/ \

Hroil, Sohl, Pt Sall, Xbd, BamiH, Xmal Kpnl, Saci EcoR, Xmal

Obr.5

LB RB
¢ [A0S NPT 1l NOS pro 38S pro gene Tn ([

Hindl, Sphl Psil Sall, Xbal BamHl EoNy Apal, Xhol Awrll Ascll Pmel Pacl| Sl

Obr. 6

Konec dokumentu

-47 -



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

