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(57)Anotace:

Elongazovy gen se sckvenci ze souboru zahrnujiciho SEQ ID
NO: 1, SEQIDNO:3,SEQIDNO: 5 aSEQIDNO: 7,
nebo jejich homology, derivéty nebo analogy pro genovy
konstrukt zahrnujici tento gen nebo Jeho homology, derivity
nebo analogy a jejich pouziti. Vektory nebo transgenické
organizmy obsahujici elongézovy gen se sekvenci SEQID
NO:1,SEQIDNO: 3, SEQID NO: 5aSEQIDno.7,
nebo jejich homology, derivaty nebo analogy. PouZiti
sekvence elongazového genu samotné nebo v kombinaci s
jinymi elongézemi a/nebo s jinymi geny biosyntézy mastné
kyseliny. Zpisob piipravy polynenasycenych mastnych
kyselin a zptisob zavadéni DNA do organizmd, které
produkuji velké mnoZstvi olejt, zv1asts olejli s vysokym
obsahem nenasycenych mastnych kyselin. Olej a/nebo
produkty mastnych kyselin s vysokym obsahem
polynenasycenych mastnych kyselin s alespoti dvéma
dvojnymi vazbami a/nebo triacylglycerolovy produkt s vy&sim
obsahem polynenasycenych mastnych kyselin s alespoti
dvéma dvojnymi vazbami.
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Elongazovy gen a zpiisob pFipravy polynenasycenveh mastnvch

kyselin

Oblast techniky

Vynalez se tyka nového elongazoveého genu se sekvencemi u-
vedenymi v sekvenci SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:S, SEN
ID NO:7, SE0 ID NO:9 g SEQ) ID NO:11 nebo jeha homologi, deri-
vatd nebo analogfi pro genovy  konstrukt obsahuiici tento gen
neho jeho homology, derivaty nebo analogy a jeho pouXiti. Yy~
nalez se také tyksa vektori nebo transgennich organizmii obsahu-
jicich elongdzovy gen se sekvencemi uvedenvymi v sekvenci SEQ
ID NO:1, SEQ ID ND:3, SEQ ID NO:S, SEQ ID NO:7, SEQ ID HD:9 a
SE0 ID NO:11 nebo jejich homologdl., derivatii nebo analogfi. Vy-
nalez se rovnss tyka pouditi elongiazovyoh genovych sekvenci
samotnych nebo v kombinaci s dalS$imi elongdzani a/nebo s dal -
Fimi geny pro biosyntézu mastnvch kyselin. Vyndlez se tyka no-
veho elongazového genu se sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeho homo-

logli, derivati nebo analogf.

Vyndlez se takea tyvka zpfisobu piipravy polynenasveoenyvch
mastnych kyselin a zpisobi zavadéni DNA do organizmi, kierd
produkuii velke nnodstvi olejl, zvlasts olejld s vysokvm aobsa-
hem nenasycenveh mastnych kyselin. Zvlasts se vynalezu tyka
pfipravy oleje a/nebo nastne kyseliny s vvEEim obsahen polyne~
nasycenych mastnych kyselin s alespoli dvéma dvoinvmi vazbami

a/nebho pifipravy triacylglyecernlu s vysokym obsahen polynenasy -

cenych mastnych kyselin s alespoll dvéna dvoinymi vazbami.

Dosavadni stawv techniky

Urditeé produkty a vedleisi produkty p¥irodns se wyvskytu-
jicich metabol ickveh procesfi v bufikdch se mohou vyuZit v Siro-
kém spektru primyslovych odvétvi, jako jsou prinvsl Zivadidnd

vyZivy, primysi potravinarsky, kosmeticky a farmaceuticky. Ty-




Lo molekuly, kterd se =zde spoledng oznaduii jako “jemneg chemi-
kdalie" zahrnuji take lipidy a mastne kyseliny, piifens pfikla-
dem této L¥idy jsou polynenasycend mastne kyseliny. Polynena-
syceng mastné kyseliny (PUFA) se napriklad p¥idavaii de detskes
vyZivy ke zuvEeni jeii v¢Zivns hodnoty. Napi‘iklad maj{ PUFA
pozitivni vliv na hladinu cholesterolu v krvi 1idi a jsou pro-
Lo vhodné pra ochranu proti onemocn&ni srdce. Jemne chemikalie
a polynenasycend mastneg kyseliny (PUFA) gse mohou izolovat
z Zivo&ignych zdroif, naptiklad z ryb, nebo = mikroorganizmi.

Kultivace mikroorganizmi umoZiiuje produkovt a izolovat velks

mnozZstvi Zadanvch nolekul .

JakoZto obzvlASts vhodns mikroorganizmy pro pripravu PUFA
se wadeii kmeny Thraustochytria nebo Schizochytria, fasy jako
Phaeodactylun tricornutun nebo druhy Crypthecodinium, Ciliata
jako Stylonvchia nebo Colpidiunm, houby dako Mortierella., Enta-
mophthora nebo Mucor. Cetne nutantni kmeny prisludnych mikro-
organizmfl, které produkuiji Ffadu 2Zadanvch sloudenin, vietns
PUER, byly vyvinuty selekci kmeni. Touto selekci kmeni za uce-
lem zlepSeni produkce urdites nolekuly je vSak Sasovs narofna a
obt.iZnd operace. Nedostatkem je rovnss skutefnost, Ze se defi-
novanym mikroorganizmem mnfiZe produkovat pouze secificka nena-
sycena mastnd kvselina neho pouze specifickeé spektrum mastnych

kyvselin.

Jemneg chemikdlie se taks nohou vhodn& vyribst ve velken
neritku prostifednictvin produkce rostlin, kters se vyvijely
tak, Ze produkuji shora uvedeneg PUFA. JakoZto rostliny zvlasts
vhodné k tomuto hddelu se uvadEii oleininy, kterds obsahuji vel-
ke mnoZstvi lipidovych sloudenin, jako jsou Pepka oleika, ka-
nola, len, soija, slunenice, brutnakovitds a pupalka dvoulets.
Jsou vSak vhodng i jiné kulturni rostliny, kters absahuiji ole-
je nebo lipidy a mastne kyseliny, jak bude niZe jestE podrobns
uvedeno. Bé&Zng péstovani rostlin vedlo k vyvoji Fady rostlin-

nych mutantf, kterd produkuii celé spektrunm Zadanych lipidfi a
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mastnych kyselin, kofaktord a enzymii. AvSak op&t selekce no-
vych variant rostlin se zlepSenou produkci uréité molekuly je
Casovd narodny a obtiZny proces nebo dokonce je nemoZna, pokud
se prislu$nd sloudenina prirodng v rostlins nevyskyvtuie, jak
Je tomu v pFipads Polynenasycenvch mastnych kyselin se 20 ata-
my uhliku a mastngeh kyselin se 22 atomy uhliku a mastnych ky-

selin s delfimi uhlikovymi FetsSzei.

Podstata vynalezu

Podstatou vyndlezu je izolovana nukleova kyselina odvo-~
zend z rostlin a z Pas a kédujici polypeptid, ktera elonguie
mastneé kyseliny se 16, 18 nebo 20 atomy uhliku alespoil se dué-
ma dvoinymi vazbami ve skeletu mastne kyseliny o alespoii dva

atomy uhliku.

Podstatou vyndlezu ie také genovy konstrukt zahrnujici
izolovanou nukleovou kyselinu, p¥idens je nukleovd kyselina

funk&né& vazéna na jeden nebo na né&kolik regulafnich signdla.

Podstatou vynalezu je take aminokysel i nova sekvence,
ktera se zakddovivsa izolovanou sekvenci nukleovea kvseliny neho

genovym konstruktem.

Vyndlez se taks tyvka mikroorganiznuy, ktery zahrnuje ales-

pon jednu nukleovou kvselinu, genovy konstrukt nebo vektor po-

dle vynalezu.

Vyndlez se také tyka pripravy polynenasycenveh mastnyvch
kyselin PUFR a oleid, lipidi nebo mastnych kvselin produkova-

nych timto zpisaben .

Vynalez se taks tyvka kitu, ktery ohsahuije nukleovou kyse-

linu, genovy konstrukt a dalsi sloZky podle vynalezu.
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Vyndlez se konednd taks tyka zpisobu identifikace antago-

nistu nebo agonistu elongace podle vynalezu.

Vynalez se tedy tyka novych molekul nukleové kvseliny,
které jsou vhodné pro identifikaci a izolaci elongazovych geni
PUFA biosyntézy a kterveh lze pouZit pro modifikaci oleid,
mastnych kyselin, lipidd, sloufenin odvozenvych od lipidi a
hlavng pro pfipravu polynenasycenvch mastnyeh kyselin, jelikoZ
se jevi velka potifeba novych genf, kters kéduii enzmymy, kters
se podilejii na biosyntéze nenasycenych mastnych kyvselin a kte-
ré  umoZiiuii jejich p¥ipravu v primyslovén méfitku. Zvlasts
Jsou Zadouci enzymy pro biosyntézu mastnych kyselin, ktere u-
moZiuii elongaci polynenasycenvych mastnvch kyselin, zvl1aste se
dvéma nebo s ndkolika dvoinymi vazbami v molekule. Nukleoves
kyseliny podle vyndlezu kéduiji enzymy ., které maiji tuta Zadanou

schopnost. .

Mikroorganizmy jako Phaeodactylunm, Colpidium, Mortierel-
la, Entomophthora neho Mucor, Crypthecodinium a jing Tasy,
houby a rostliny, zv1asté kulturni olejnaté rostliny se vyu¥i-
vaii obecn€ pro primyslovou v¥robu velkého mnnoSstvi jemnych

NN

chemikalii v provoznin nS¥itkuy.

Jsou k dispozici klonovaci vektory a techniky pro gene-
tickou manipulaci shora uvedenych mikroorganizmii a Ciliata
(svetovy patentovy spis WO 98/01572 a ¥0O 00,23604) nebo Fasy a
podobné  mikroorganizmy jako Phaeodactylum tricornutum, které
ropsal Falciatore a kol. (Marine Biotechnology 1(3), str.239
aZ 251, 1999 a uvedend literatura) a Dunahay a kol. (Genetic
Lransformation of diatoms, J. Phycol. 31, str. 1004 a¥ 1012,
1995 a uvedenda literatura). Molekuly nukleove kyvseliny podle
vyndlezu se mohou pouZit pro rekombinantni modifikace t&chto
organizmii, takZe se stavaiji lepSini a df¥inndigini producery
Jedné nebo nSkolika jemnych chemikalif{ zv14aste nenasycenych

e

mastnych kyselin. Tato zlepEend produkce nebo afinngi%¥i pro-
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dukce jemnvch chemikalii miiZe byt zpisobena p¥imym piischenin
nebo manipulaci genu podle vynalezu nebo nepi*imym pisobenim

Ltakove manipulace.

Mechy a Fasy jsou jedinymi znamyvmi rostlinnymi systémy,
které produkuii zava®na mnodstvi polynenasycenvch mastnych ky-
selin, jako jsou kyselina araSidovd, (ARA) a/nebo eikosapenta-
nova (EPA) a/nebo dokosahexanova (DHR) kvselina. Mechy obsahu-
ii PUFA v membrénovych lipidech, zatimco TFasy, organizmy pii-
buzné Fasam a n&které houby také kumuluiji zavazna mrnoZstvi PU-
FA v triacylglveceraolove frakci. Molekuly nukleové kvseliny,
které se izoluji z takovych kmenfi, kters take kumuluiji PUFA
v triacylglyceraolovych frakcich, jsou zvl1asts vhodnd pro mnodi-
fikaci lipidu a PUFA produk&nich systém@l v hostitelich zvlaste
v mikroorganizmech, jako isou shora uvedend mikroorganizmy, a
v rostlinach, jako iJjsou olejnaté rostliny, napiklad Fepka o-
lejka, canola, In&né seminko, soja, slunefnice, brutnikovité,
rostliny produkujici ricinovy olej, olejova palma, safran
(Carthamus tinctorius), kokos, podzemnice neho kakaove boby.
Nukleové kyseliny z mikroorganizmi, kumulujicich Lriacylglyvee-
rolovou frakci, se také mohou vyuZit pro identifikaci takovych
sekvenci DNA a enzymil v jinvch druzich, kterd jsou vhodng pro
modifikaci biosyntézy PUFA prekurzorovych malekul‘ v pFislug-
nych organizmech. Mikroorganizmy, kterdé kumuluji PUFA, jako
ARA., EPA a DHA v triacylgflycerolech, jsou zvl1asSts mikroorga-
nizmny jako Crypthecodinium cohnii a Thraustochytrium species.
Thraustochytria jsou také tésnd p¥ibuznég s kmeny Schizochvtria
ve smyslu fylogenetiky. Pravé adkoliv tyto organizmy nejsou
nzce pribuzné mechfim, jako je Physcomitrella, sekvendni podob-
nosti DNAR sekvence, zv1a$td polypeptidovd hladina, se mnii¥e po-
zorovat do t€ miry, Ze se molekuly DNA mohou identifikovat, i-
zolovat a charakterizovat funk&n& v heterologovvch hybridizaf~
nich pokusech, Fazenich sekvenci a pokusech za pouZiti polyme-
razovych Fet&zouvvch reakei i = arganizmifi, kterd dsou wvzdilends

pribuzné z hlediska evoluce. Zvlastd se mohou odvozovat kon-
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senzni sekvence, které jsou vhodneg _Pro heterologovy skrining
nebo  pro  funkéni komplementaci a predikci genovvych funkci
v tfetich druzich. Shopnost identifikace takovych funkci, na-
priklad k predikci substdatove specificity enzyvmnil, mfiZe nit
proto  velky vy¢znam. Krom& toha molekuly nukleovs kyseliny mo-
hou plisobit jako referen®ni sekvence pro mapovani p¥ ibuznych

genomnit nebo pro odvozovdni PCR primerii.

Nové molekuly nukleové kyseliny kéduii proteiny oznadovans
zde PUFA-specifickeé elongazy (PSE). Tyto PSE mohou napiiklad
vyvijet funkci, kterd se podili na metabolizmnu (nap¥iklad na
biosyntéze nebo na odbourini) sloufenin potfebnych pro synt.&zu
lipidu nebo mastnég kyseliny, jako jsou PUFA, nebo se podili na
transmemhranovémn transportu Jjednéd nebo ndkolika kompozic 1i-

pid/mastna kyselina bud v bufice nebo mimo builiku.

Toto noveé pouZiti detailndiji ﬁkazuje izolaci takowvvch no-
vych elongdzovych genid. Nejd¥ive byly izolovany elongizove ge -
ny, kterd idsou vhodné pro produkei polynenasvcenych mastnvch
kyselin s dlouhym Fet&zcem, majici vice neZ 18 nebo 20 atonil
uhliku v uhlikovém skeletu mastné kyseliny a/nebo alespoii dvi
dvoing vazby v uhlikovém Pet8zci, odvozovand od typickvech or-
ganizml, které obsahuiji vysoké mnoZstvi PUFR v triacylglycero-
loveé frakci. To znamend bud PSE gen nebo PSE protein nebo PSe
geny nebo PSE proteiny. Zvefejnéné piPihlagky vynalezu, paten-
tove spisy a publikace nepopisuii funk&n& aktivni PSE gen,
praveé ackoliv riizng patentové spisy popisuiji elongaci nasvoe-
nych mastnych kyselin s kratkou nebo se stfedni délkou Tetdzoe
(svetovy patentovy spis Eislo WO 98/46776 a americky patentovy

s C€islo US 5 475099 nebo elongaci nebo produkci mastngch
kyselin s  dlouhym FetSzcem, které vSak nemaiji vice ne jednu
dvojnou wazbu nebo vedou k wvoskovym esterfim mastng kyvseliny
s dlouhym Fet@zcem (svEtovy patentovy spis Sislo WO 98/54954,
WO 96/13582, WO 95/15387). Vyndlez se tykd izolace nowvch e-

longdaz s novymi vlastnostmi. JestliZe se vychazi ze sekvence
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v SEQ ID NO:1, je moZné naldzti nové nukleovd kyseliny, které

kaduji elongizy, kterd elonguii nenasvcend mastng kyvseliny.

svetové patentové spisy V0 99/64616, WO 98/46763, YO 98/
46764, VO 98/46765 popisuii produkci PUFB v transgenovyich
rostlinach a demonstruii klonovani a funk&ni expresi odpovida-
jicich desaturdzovych aktivit, =zvldstd =z hub, nedemonstruii
vSak PSE kdduiici gen a ZAadné funkéni PSE aktivity. Exprese
desaturazovych aktivit vede k posunu ve spektru mastnych kyse-
lin v transgenovych rostlindach, nepozoruie se vak Fadng Y~
Seni obsahu nenasycenych mastnych kyselin. Produkce trienove
kyseliny s 18 atomy uhliku byla demonstrovdana a ndrokovédna se
zfetelem na gama-linolenovou kyvselinu avak produkce polyvnena-
sycenych mastnych kyselin s velni dlouhvm Fetdzcem (se 20 ato-
my uhlikn a s delsim uhlikovym Fet@zcem a trienovych kyselin a

vySSich nenasycenvch typiid aZ dosud demonstroviana nebyla.

Pro pripravu PUFA s dlouhym Yetdzcem se musi polynena-
syceng mastné kyseliny s 16 nebo s 18 atomy uhliku elongowvat
o alespoll dva atomy uhliku enzymatickou aktivitou elongazy.
Nukleovad kyselinova sekvence SEQ ID NO:1 podle vynalezu kéduje
prvni rostlinnou elongdzu, ktera je schopnd elongovat mastné
kyseliny s 16 nebo s 18 atomy uhliku s alespoil dvémna dvoinymi
vazbami wve skeletu kyseliny o alespoll dva atomy uhliku. Po
elongacnin cyklu vede tato enzymova aktivita k mastnym kyseli-
nam se 20 atomy uhliku a po dvou, t¥ech a Styifech cyvklech
elongace k mastnym kyselindm se 22, 24, nebo 26 atomy uhliku.
Mohou se také syntetizovat PUFA s delfim Fetdzcem pomnoci ji-
nych elongaz, ktervych se vynalez tyka (SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:
5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ ID NO:11). Tyto elongdzy se
mohou pouZivat Hdednotlive, nasobng nebo napfiklad v adici
k PUFA elongaze =z mechu Physcomitrella patens (SEQ ID NO:1>
pro zvySeni obsahu PUFA pFi nmvémwzpﬁsobu pripravy PUFA. Bkbti-
vita elongdz podle vyndlezu vede s vvhodou k mastnym kysel inam

se 20 atomy uhliku s alespoll dvéma dvoinymi vazbami v molekule
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nastné kyseliny, s vyhodou se t¥emi nebo Styrmi dvoinymi vaz-
bami, zwlasté s vyhodou se tFemi dvoinymi vazbami v molekule
mastné kyseliny a/nebo vede k mastnym kyselindm se 22 atomy
uhliku s alespoill dvémna dvoinymi vazbami v molekule mastné ky-
seliny, s vyhodou se Styrmi, p&ti nebo Sesti dvoinymi vazbami,
zvlaste s vyhodou s p&ti nebo Sesti dvojinymi vazbami v moleku-
le mastné kyseliny. KdvZ prob&hne elongace enzymem podle vyna-
lezu, mohou se provadét dals$i desaturadni stupnd k ziskdni
mastnych kyselin s wvysokou nenasycenosti. Produkty elongdzove
aktivity a dal$i desaturace, kteria je moZna, vedou k vvhodnym
PUFA s vyS&im stupném desaturace, jako jsou kyvselina dokosadi-
enova, arasidonova, omegab-egikosatriendihomo-gama linolenova,
eikosapentaenoué, onegad-eikosatrienova, omegal3-eikosatebrae-
nova, dokosapentaenovd nebo dokosahexaenovd kyselina. Jako
substraty enzymové aktivity podle vyndlezu se uvadsiji piiklad-
n& kyselina taxolova, 7,10,13-hexadekatrienova, 6,9-oktadeka-—
dienova, linolova, linolenova, e-linolenova nebo gama-linole-
nova nebo stearidonova kyselina avSak také kyselina arafidono-
va, eikosatetraenovd, dokosapentaenovd a eikosapentaenovd ky-
selina. Vyhodnymi substraty isou kyselina linolova, a/nebo ga-
ma-linolenova a/nebo e¢-linolenova kyselina avfak takd kyselina
arafidonova, eikosatetraenovd, dokosapentaenova a eikosapenta-
enova kyselina. Obzvlastéd vvhodnymi jsou kyselina araf¥idonova,
dokosapentaenova a eikosapentaenovéd kyselina. Mastng kyseliny
s 16 nebo 18 atomy uhliku s alespoi dvéma dvoinvmi vazbami ve
skeletu mastneé kyseliny se mohou elongovat enzymatickou akti-
vitou podle vynalezu ve formg volnéd mastng kvseliny nebo ve
formé& esterid, jako jsou fosfolipidy, g9lvkolipidy, sfingolipi-
dy, fosfoglyceridy, monoacylglyeerol, diacvlglycerol nebo tri-
acylglycerol. Zvlagtni vvznam pro vyZivu 1idi md konijugovana
linolova kvselina "CLA" . Oznadenim CLA se mini zv1astd mastneg
kyseliny jako £18:29cis.11trans pehg isomer (18:210trans.12cis
ktery se miiZe desaturovat nebo elongovat po absorpci t&lem d4i-
ky lidskému enzymovému systénmu a niZe p¥ispivat k podpoie

zdravi. Elongdzy podle vynlezu umoZiuii takeé elongaci tSchto
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konjugovanych mastnych kyselin, které maii alespoii jednu dvoij-
nou vazbu v molekule a tak ¢init dostupnymi takové zdravi pod-
poruiici mastné kyseliny pro lidskou vyZivu. JakoFto dals{
pfiklady konjugovanych mastnych kyselin se uvaddii kyselina

a-parinarova, eleostearovd a kalendulovd kyselina.

Klénovanin vektorfi pro pouZiti v rostlindch a v trans-
formaci rostlin, znamym z literatury (Plant Molecular Biology
and Biotechnology [CRC press, Boca Raton, Floridal, kapitola
&/7, str. 71 az 119, 1993; F.F. Vhite, Vectors for Gene
Transfer in Higher Plants, Transgenic Plants, sv. 1., Enginee-
ring and Utilization, vyd. Kung a R. Wu, Academic Press, str.
15 aZ 38, 1993: B. Jenes a kol., Techniques for Gene Ttrans-
fer, Transgenic Plankts, sv. 1, Engineering and Utilization,
vyd. Kung a R. V¥u, Academic Press, str. 128 aZ 143, 1993;
Potrykus, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 42,
str. 205 aZ 225, 1991) se mohou pouZit nukleové kvseliny podle
vyndlezu pro rekombinantni modifikace Firokého spektra rostlin
takZe se stanou lepSimi, d¢inn&jisimi nebo modifikovanymi pro-
ducery jednoho nebo né&kolika produktfi odvozenvch od lipidf,
nap*iklad PUFA. Tato zlepfena produkce nebo produkéni ddinnost
produktu odvozeného od lipidu, jako PUFA nfiZe hyt zplisobena
pfimym pfisobenim manipulace nebo nepi¥imym pfiscbenim této mani-

pulace.

Je znama Fada mechanizmi, kterymi modifikace PSE proteinu
podle wynalezu miZe pifino ovliivnit vyitsZek, produkci as/nebo
produkéni Gfinnost jemneé chemikalie =z olejnin nebo z mikroor-
ganizml se zPFetelem na modifikovany protein. Podet nebo akti-
vita PSE proteinu nebo PSE genu se mfiZe zvy&it, takP¥e se pro-
dukuje vét3i mnoZstvi té&chto  sloufenin de novo, jeliko® orga-
nizmy nemaji tuto aktivitu a schopnopst biosyvntgzy pfed zave-
denim pFislus$ného genu. Rovné&Z pouZiti riznych divergentnich

sekvenci, to je sekvenci, které se 1i¥{ od DNA sekvendni hla-

diny, mohou byt vvhodné v této souvislosti.




Zavadeni PSE genu nebo plurality PSE genfi do organiz-
nu nebo do buliky miZe nejen zvyEit biosyntézni pochod k ziska-
ni konetneého produktu, miiZe vZak také zuyIit nebo vytvoitit de
novo odpovidajici triacylglycerolovou kompozici. RovndZ pofet
nebo aktivita jinvch genfi, které idsou zahrnuty v dodani Zivin
potfebnych pro biosyntézu jednd nebo nékolika jemnych chemika-
1ii (nap¥iklad mastnych kyselin, polarnich nebo neutralnich
lipidfly, se miZe zvygit, takZe koncentrace t&chto prekurzori,
kofaktorii nebo meziproduktii se zwyEi v bulikdch nebo ve sklado-
vacich orgdnech, takZe se dale zvy3i schopnost bundk produko-
vat PUFA, jak se niZe vysvétli. Mastneé kyseliny a lipidy jsou
jako takove Zadoucimi jemnymi chemikdliemi: optimalizace akti-
vity nebo zv¥Seni poftu jednég nebo ndkolika PSE, kterd jsou
zahrnuty v biosyntéze téchto sloufenin nebo destrukece aktivity
jedné nebo nékolika PSE, které jsou zahrnuty v odbourdni téch-
to sloudenin, mohou umoZioval zvydSeni vvtéZku, produkce as/nebo
produkéni dfinnosti molekul mastnyech kyselin a molekul lipidé

z rostlin nebo z nikroorganizmil.

Mut.ageneze PSE dgenu podle vyndlezu miiZe vést take k PSE
proteinu, ktery modifikuje aktivity, které p¥imo nebo nepifino
ovliviiuii produkci jedné nebo nékolika Zadanveh jemnyvch chemi-
kalii. Nap¥Piklad pofet nebo aktivita PSE genu podle wyndlezu
se miZe zvyEit, takZe normdalni metabolickeé odpadni produkty
nebo vedleisi produkty buiiky ( jeiichZ mnoZstvi se nfife zvvdit
se zifetelem na nadprodukei Zadand jemng chemikdlie) se prevede

-

iIdinnym  zplisoben pfed destrukei jinvch molekul nebo procesil
v bullce (coZ by sniZovalo bunsnou Fivotnost) nebo by naruso-
valo biosyntézni pochod jemng chemikalie (a tak sniZovalo vy~
L&Zek, produkci nebo produkéni dfinnost Zadané jemnd chemikd-
lied). Kromé& btoho pomérng wvelka intraceluldrni mnoZstwvi 3adang
jemné chemikalie jako takové mohou byt pro buiiku toxicka nebo
mohou  interferovat s  enzymatickym mechanizmem zZpétné vazby,
jako dje allostericka regulace; napPfiklad by mohla zvySowvat.

alokaci PUFB do triacyvldglyceroloveé frakce se z¥etelem na zvy-
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Senou aktivitu nebo pofet Jinvch enzymii nebo detoxifikaci en-
zymii v ndsledujici cesté PUFA: Zivotnost bunék semen se miZe
zuyEit, coZ vede k lepfimu vvvoii buné&k v kultuife nebo v seme-
nech, ktera produkuji Zadanou jemnou chemikalii. HNebo se PSE
gen podle wvynalezu miiZe manipulovat tak, Ze se produkuii odpo-
vidajici mnoZstvi riznvch lipidovych molekul a molekul mast-
nvch kyselin. To miZe mit rozhodujici wliv na sloZeni lipidu
buné&fneé membrany a generovabt noveé oleje vedle PUFA, kterg se
syntetizuji de novo. JelikoZ ma kaZdy typ lipidu odligng fyzi-
kalkni viastnosti, zména sloZeni lipidu membranv podstatné mo-
difikuije membranovou fluiditu. Znény membranoveé fluidity mohou
mit vliv na transport molekul membranou a na integritu buiky,
caoZ opét ma rozhadujici vliv na produkci jemnyoch chemikalii. I
v rostlinach mohou tyvito zmé&ny mit také wvliv na jinég vliastnos-
ti, jako jsou tolerance k abiokickym a biotickvm stresovvm si-

tuacin.

Bioticka a abioticka stresova tolerance je checna vlast-
nast., kterou je Zadouci vnést do Sirokého spekitra rostlin, ja-
ko jsou  kukufice, pSenice, Zitn, oves, tLriticale, rv¥Ze, jed-
men, soijia, podzemnice, bavinik, Tepka oleika a canola, maniok,
pepf, slunednice a aksamitnik, rostlinyv Solanaceae jako bram-
bory, tabdk, lilek a raijde, Vicia species, hrach, wvoijiteéZka,
kerfovite rastliny (kavaovnik, kakaovnik, cajovnik), Salix spe-
cies, stbromy (olejova palma, kokosova palmal, vicelebte bravy a
pice. Podle vyndlezu isocu tyto rostliny takeé vvhodnymi ocilo-
vymi rostlinami pro genetickeé inZenvrstvi. Obhzvl1asté vvhodnvmi
rostlinami pro ddely vyvndlezu jsou oleininy jako soja, podzem-
nice, epka olejka, canola, slunedfnice, svéllice, stromy (ole-
jova palma, kokosova palma), nebo obilniny jako kukuifice, pfe-
nice, Zitao, oves, triticale, rvyZe, jefmen, voiteéZka nebo kefo-

vite rostliny (kdvounik, kakaovnik, Caijouvnik).

Vynalez se take tvkd izolovanvech molekul nukleové kyseli-

ny (napfiklad cDNB) obsahujicich nukleotidove sekvence, které
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kdduji PSE nebo né€kterdg PSE nebo jejich biologicky aktivni
fasti, nebo framenty nukleove kyseliny, které jsou vhodneé jako
primery nebo hybridizaﬁni sondy pro detekei nebo zesileni PSE
kddujicich nukleovych kvselin (napfikléd DNA nebo mRNAD>. Podle
zvl4sté vvhadného provedeni molekula nukleove kyseliny zahrnu-
je  djednu z nukleotidovych sekvenci ze souboru zahrnujiciho:
SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SE(J ID NO:7, SEQ ID NO:
9 a SEQ ID NO:11 nebo kdéduijici region nebo komplement jedné
z t&chto nuklectidovyvch sekvenci. Podle jiného vvyhodngho pro-
vedeni izalovand nolekula nukleové kvseliny podle vynalezu za-
hrnuje nuklecotidovou sekwvenci, kterd hybridizuje s nukleotido-
vou sekvenci ze souboru zahrnujiciho: SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3
SEQ ID NO:5, SEQ ID HNO:7, SEQ ID NO:9 a SEQQ ID NO:11 nebo
s jeji Casti nebo ktera ma s ni alespoil pfibliZng 50%, s wvyho-
dou alespoil p¥ibliZng 60%, jestd vvhodngii alespoil pribliZné
70%, 80% nebo 90% a jesté vvhodngii alespoil pfibliZné 95%,
96%, 97%, 98%, 99% nebo vyESE] homologii. Podle jingho vyhodné-
ho provedeni izolovand molekula nukleoveé kyseliny kdduje jednu
aminokysel inovou sekvenci ze souboru zahrnujiciho: SEQ ID NO:2
SEN ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO: 110 a SEQ ID
NO:12. S wvyhadou vvhodny PSE  gen podle vynalezu ma také ales-

poll jednu PSE zde popisovanocou aktivitu.

Podle daliho provedeni vynalezu kdduje izolovanid mo-
lekula nukleové kyseliny protein nebo jeho dast, protein nebo
jeho f4ast obsahujici aminockyselinovou sekvenci, ktera ma dos-
tatednou homologii s aminokyselinovou sekvenci ze souboru za-
hrnujiciho: SEQ ID NO:2, SE) ID KG:4, SEQ ID NO:6, SE() ID
NO:8, SEQ ID NO: 10 a SEf} ID NO:12, prfidemZ si protein nebo
jehn fast uchovava PSE aktivitu. S wvyhodou protein nebo jeho
fast, ktery je kiddovan molekulou nukleové kyseliny, si podrZu-
je schonnst podilel se na metabolizmu Zadanvch sloufenin pro
syntézu bung&&fnyvch membrin rostlin nebo na btransportu molekul
touto membriancu. Podle djednoho provedeni vynalezu ma protein,

kddovany molekulou nukleové kyseliny, alespoil pFibhliZné 50%,




s vyvhodou alespoil pribliZng 60%, jestéd vvhodnéji alespoil pfi-
hliZn& 70%, 80% nebo 90% a Jjeft& vyhodngiji alespoil pfibliZné
95%, 96%, 97%, 98%, 99% nebo vyEsi homologii s aminokyselino-
vou sekvenci ze souboru zahrnujiciho: SEQ ID NO:2, SEQ ID HO:
4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO: 10 a SEQ ID NO:12Z. Po-
dle dalSiho wyhodného provedeni Jje proteinem protein s plnou
délkou, jehoZ fdst je v podstatd homologicka s kompletni ami-
nokysel inovou sekvenci ze souboru zahrnujiciho: SEQ} ID NO:2Z,
SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID ND:8, SEQ ID NO: 10 a SEQ ID
NO:12 (ktera je v diisledku otevifendho ¢€teciho ramce ukazana
v sekvenci ze souboru zahrnujiciho: SEQ ID NO:1, SE( ID NO:3,
SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQQ ID NO:11) a ktera
se mife izolovat v plné délce zpfisoby a pokusy beZnymi pro

pracovniky v oboru.

Podle 1ijingho provedeni izolovand molekula nukleové kyseli-
ny pochdzi z Phytophthora infestans., z Physcomitrella patens,
z Crypthecodinium eohnii nebo z Thraustochytria a kéduje pro-
tein (nap¥iklad PSE fuzni protein) obsahuijici biologicky ak-
tivni doménu, ktera ma alespoil 50% pebo vySEsSi homologii s ami-
nokyselinovou sekvenci sekvence SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ)
ID NO:6, SEQ ID NGO:8, SEf} ID NO: 10 a SEQ ID N0O:12 a ponechava
si schopnost podilet se na metabolizmu Zadanych slougenin pro
syntézu bun&dnych membridn rostlin nebo na transportu molekul
touto membrdnou, nebo kterd ma alespoll jednu elongadni aktivi-
tu vedouci k PUFA, jako dsou BRA, EPAR nebo DHA nebo  Jjejich
prekursorové malekuly nebo jednu z aktivit uvedenych v tabulce
I, a zahrnuje také heterologoveé sekvence nukleové kyseliny,
kterdé koduii heterologovy polypeptid nebo reguladni proteiny.

sem dofteno
V tabulce je profil mastnych kvselin pé&ti transgenovych
kvasnicovych kmend v mol procentech. Podily piidané a absorbo-
vané gama linolenové kyseliny jsou zdfiraznény tudnym vybisté-
nim, elongovang produkty isou podtrZeny a elongovand kyseliny

gama-1inolenovd je zdfiraznSna vytigténim tufné& (posledni radek.




Mastné kysyeliny | ,vpsy |py2psEla |pY2PSElb |pY2PSElc |pY2PSE1d
[mol%]

16:0 17,0 17,6 16,4 16,3 17,6
16:1A9 28,0  |26,8 28,0 27,9 25,1
18:0 6,5 6,0 6,4 5,6 6,1
18:1A° 25,9 23,5 27,0 25,2 21,4
18:3A6/9,12 22,6 15,7 13,2 16,4 22,8
20:3A8,11,34 |- 10,3 9,0 8,6 7,1
181345, 17— 34,4 23.7
Elongace |~ 39,6 40,5 r J

Podle jiného provedeni md izolovani molekula nukleové
kyseliny alespoii 15 nukleotidll ve své deélce a hybridizuje za
p¥isnych podminek s molekulou nukleové kyseliny obsahujici nu-
kleotidovou sekvenci SEQ} ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5,
SwQ ID NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ ID NO:11. Izolovana molekula
nukleové kyseliny odpovidda s vvhodou pFirodné se vyskytujici
molekule nukleové kyseliny. Jest& vvhodné€ji kdéduje izolovana
molekula nukleové kyseliny pP¥irodné se vyskytujici Cryptheco-
dinium, Phytophthora nebo Thraustochytrium PSE nebo jejich

biologicky aktivni podil.

Vyndlez se také tyka vektorld, nap¥iklad rekombinantnich
expresnich wvektorf, obsahujicich alespoil jednu nukleotidovou
molekulu podle vyndlezu a hostitelské buiiky, do kterych jsou
tyto vektory zavedeny, =zvl1aZt& mikroorganizmy, rostlinné bufi-
ky, rostlinné tkané&g, rostlinné organy nebo nedotdené rostliny.
Podle jedncho provedeni vynalezu miiZe hostitelska buiika ukla-
dat jemneé chemikdlie, zvl1laste PUFA:; k izolaci Zadané sloufeni-
ny se builky sklidi. Sloufeniny (oleje, lipidy, triacylglyceri-
dy, mastné kyseliny) nebo PSE se mchou izolovat =z prostied{
nebo z hostitelské buiiky, kterymi v pripad& rostlin, Jjsou buii-
ky obsahujfici nebo skladujici jemné chemikd&lie, nejvyhodn&ji
buiiky skladujicich tkani, jako jsou semenné obaly, hlizy, epi-

dermové buiiky a semenng buliky.

Vyndlez se také tyka geneticky modifikovanych rostlin,
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s wyhodou shora uvedenych oleijnin, zv1laste Fepky oleijky, 1lné-
neho seminka nebo rostliny Physcomitrella patens, do kterych
byl zaveden PSE gen. Podle jednoho provedeni genom IFepky olej-
ky, lnéného seminka nebo rostliny Physcomitrella patens je mo-
dif ikovan zavedenim jakoZto tLransgenu molekuly nukleove kyse-
liny podle vynalezu kodujici divoky typ nebo nutovanou PSE
sekvenci. Podle jiného provedeni vyndalezu se modifikuije endo-
genni PSE gen v genomu donoroveho organizmu Phyvscomitrella pa-
t.ens, Phytophthora infestans, Crypthecodinium nebo Thrausto-
chytrium, takZe se funk&né& narusi, napFiklad homologovou re-
kombinaci s modifikovanym PSE genem nebo mutagenezi a detekced
DNA sekvencemi. Podle vvhodného provedeni rostlinny organizmus
pat?¥i do rodu Physcomitrella, Ceratodon, Funaria, Fepka oleika
nebo Inéné seminkao, pfidemZ jsou vvhednymi Phys- comitrella,
fepka olejka nebo 1Inéné seminko. Podle vvyhodného provedeni vy-
nalezu se Physcomitrella, Tepka olejka nebo Inéné seminko také
pouZiva k produkci Zadané sloufeniny, Jjako jsou lipidy nebo
mastneg kvseliny, pfidenZ se PUFB uvadé&ii jakoZtao zv1aste vy~

hodné.

Podle dalsiho vvhodného provedeni se mechu Physcomitrella
patens miZe pouZivalbt pro demonstraci funkce elongazoveého genu
za pouZit.i homologové rekombinace na bazi zde popisovanvoh

nukleovych kyselin.

Vynalez se rovndZ tvka izolovangho  PSE genu nebo jeho
dasti napPiklad jeho biologicky aktivni ¢dsti. Podle vwyhodného
provedeni izolovany PSE nebo jeho dast se mohou podilet na me-
tabolizmnu Zadanych sloufenin pro syntézu bunéfnych membran
v mikroorganizmu nebo v rostlinng bulice nebo na transportu mo-
lekul jejich membranami. Podle dalSiho vvhodneho provedeni vy-

.
ol

nalezu izolovany PSE neho jeho fast ma dostatefnou homologii
s aminokvselinovou sekvenci SE{Q ID NO:2, SE} ID NO:4, SEQ ID

NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10 a SEf] ID NO:12 pro tento pro-

a
I

tein nebo jeho fast k udrZeni schopnasti podilet se na metabo-
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lizmu sloufenin potfebnych pro syntézu bunédnvch membran v mik-
roorganiznech a v rostlinnvch bulikdch nebo na transportu mole-

kul jejich membranami.

Vyndalez se také tvka izolovanvch preparaci PSE. Podle vy~
hodného provedeni =zahrnuje PSE gen aminokysel inovou sekvenci
SE ID NO:2, SEQ ID N0O:4, SE(Q ID NO:6, SEQ ID RO:8, SEQ} ID NO:
10 a SEQ ID NO:12. Podle dalEiho vvhadngho provedeni se vyna-
lez tyka izolovaného proteinu v plné délce, ktery je v podsta-
t& homologovy s kompletni aminokyselinovou sekvenci SE{) ID NO:
2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10 a SEQ
ID NO:12 (kteréd se kdduii otevifenvymi Stecimi ramci w SEQ ID
NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID RNO:7., SEQ ID NO:9 a SEQ
ID NO:11. Podle dal$iho provedeni vyndalezu ma protein alespoit
pribliZns 50%, s vyhodou alespoil pfibliZng 60%, jesStE wvvhodné-
ji alespoll pFibliZné& 70%, 80% nebo 90% a jefté vwvhodnéii ales-
poii  pifibliZné 95%, 96%, 97%, 98%, 99% nebo vys3i homologii
s aminokyselinovou sekvenci ze souboru zahrnujiciho: SEQ ID
NO:2, SEQ ID HO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO: 10 a
SEQ ID ND:12. Podle dal&iho vyhodngho provedeni vynalezu izo-
lovany PSE zahrnuje aminockyselinovou sekvenci, ktera ma ales-
poii 50% homologii s aminokyselinovou sekvenci ze souboru zahr-
nujicfho= SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEI ID HO:6, SEQ ID NO:8,
SEQ ID NO: 10 a SEQ ID NO:12 a kterd se miiZe podilet na meta-
bolizmnu Zadanvch sloufenin pro syntézu mastnvych kyselin v mik-
roorganizmech a v rostlinné bufice nebo na transportu molekul
jejich membrdnami nebo ma alespoil jednu elongadni aktiwitu pro
PUFA, pPidem? se elongace s vvyhodou zam&Puie na desaturované
Petdzce se 16 nebo 18 nebo 20 atomy uhliku se dvoinvymi vazbami

alespoil ve dvou polchach.

Nebo mfiZe izolovany PSE zahrnovat aminokyselinovou sek-
venci kterd se kdduje nukleotidovou sekvenci hybridizujict
s nukleotidovou sekvenci SE[Q ID NO:1, SEQ ID N0O:3, SEf} 1ID
NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ ID NO:11 napiiklad za
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pPfisnvch podminek nebo ktera ma s ni alespdﬁ pribliZné 50%,
s vvhodou alespoil pFibliZnég 60%, jedté vvhodnéEii alespoil pfi-
hliZnd 70%, 80% nebo 90% a jedftd vvhodn®ji alespoil pTibliZné
5%, 96%, 97%., 98%, 99% nebo vyEEi homologii. Je také vyhodné

pro wvhodnoé PSE formy, aby m&ly shora popsané PSE aktivity.

PSE polypeptid nebo jeho biologicky akbtivni fast se niiZe
funkénd vazat na ne-PSE polypeptid za wvytvoPeni fuzniho pro-
teinu. Podle wvyhodndho provedeni ma tento flizni protein akti-
vitu, kterd se 1ig€{ od samotného PSE. Podle jiného vvhodného
provedeni se tento fdzni protein podili na metabolizmu sloufe-
nin, kbtergd Jjsou potPebng pro syntézu lipiddl a mastnych
kyselin, kofaktorfi a enzymi v mikroorganizmech a v rostlinach
nebo na transportu molekul t&mito membrdnami. Podle =zvlaste
vyvhodnych provedeni moduluije zavedeni tohoto fizniho proteinu
do hostitelskd buliky produkci Zadané sloudfeniny bullkou. Podle
vahodnsgho provedeni mohou tyto fiizni  proteiny také obsahovat

M-, AS-, nebo A6~-, AB-, A15-, A17- nebo Al9-desaturizove

aktivity samotné nebo v kombinaci.

Yyndlez se takeé tyka zpfisobu produkce jemnvch chemikAalif.
Tento zpisob je zaloZen bud na kultivaci vhodnych mikroorga-
nizmit nebo na kultivaci rostlinnych bunék, rostlinnych tkani,
rostlinnych organi nebo neporufenvch rostlin zahrnuiicich nuk-
leotidovou sekvenci SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ
ID NO:7, SEQ ID NO:9 a SEf ID NO:11 nebo jejich homology,
derivaty neho analogy nebo genovy konstrukt, ktery zahrnuije
sekvenci SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NG:5, SEQ ID NO:7,
SEN ID NO:9 a SEQ ID NO:11 nebo jejich homology., derivaty nebo
analogy nebo vektor obsahujici tyto sekvence nebo denovy kon-
strukt, kbtery se podili na expresi PSE molekuly nukleove kyse-
liny podle vynalezu, takZe se produkuji jemné chemikalie. Pod-
le vwvvhodnéha provedeni =zahrnuje zpisob stupefl ziskani buliky

g

ohsahuiici Lakovou sekvenci eslongdzové nukleové kyseliny podle

vynalezu, pifidemZ je builka transformovana sekvenci elongazove




nukleové kyvseliny, genovym konstruktem nebo vektorem, pPidenZ
dochédzi k expresi PSE nukleové kyseliny podle vyndlezu. Podle
daldiho provedeni zahrnuje tento proces dale stupell ziskani
jemné chemikdlie z kultury. Podle zvl1asté vvhodného provedeni
spada buiika do Padu Ciliata, mikroorganizmfli, jako jsou houby,
neba rostlin, zv1asté oleinin, pfifemZ mikroorganizmy a olej-

niny isou zvlagteé vvhodneé.

Vyvnalez se takd tyvka zplisobu modulace produkce molekuly
mikroorganiznem. Tyto zpisoby zahrnuii kombinaci builtky se sub-
stanci, kterda moduluje PSE aktivity nebo expresi PSE nukleové
kvsel iny, takZe se s builkou spojena aktivita modifikuje se
ziretelem na stejnou aktivitu v nepifitomnosti takové substance.
Podle wvvhodného provedeni metabolicka cesta nebo dvé metabo-
licke cesty buliky pro lipidy a mastneé kyseliny, kof aktory a
enzymny Jje nebo isou meodulovany nebo transport sloufenin témi-
to membranami Jje nodulovdn tak, Ze se tinto mikroorganizmen
zlepdi vwwtéZek nebo produkdéni rvchlost Zadané jemnd chemikd-
lie. Substanci, ktera moduluje PSE aktivitu, miZe byt substan-
ce, ktera stimuluje PSE aktivitu nebo exprasi PSE nukleove ky-
seliny nebo kterd se mfiZe pouZivat jako mezipraodukt v biosyn-
Léze mastnég kyvseliny. JakoZto piiklady substanci, které stimu-
luji PSE aktivitu nebo expresi PSE nukleovvch kyvselin se na-
priklad uwwadéii malé molekuly, aktivni PSE a nukleove kyvseliny

-

kaduijici PSE, kterd se zavedou do bullky. JakaoZto priklady sub-
stanci, kbteré inhibuji PSE aktivitu nebo PSE expresi se uvadé-
ji maleé molekuly a/nebo antimedidtorové PSE modulovang nuklea-

veé kyvseliny.

Vynalez se také tvyka zpfisobu modulace vyt&Zku Zadanég slou-
feniny =z buliky, kterd zahrnuje zavedeni do buiiky divokého hvpu
nebo mutantu PSE genu, ktery je bud drZen na separovaném plas-

midu nebo je integrovan do genomu hostitelske buifiky. V pifipadé

dntegrace do genomu, miZe byt  integrace ndhodna nebo k ni do-

fn

chazi rekombinaci, takZe se nativni gen nahradi kopii, kter




se zavadi za modulovani produkce Zadane sloudeniny bufikou nebo
za pouZiti genového intronu, takZe se gen funkéné vaZe na fun-
k&ni expresni jednotku obsahujici alespoil jednu sekvenci, kte-
ra zajigtuje expresi genu a alespoil jednu sekvenci, kbtera za-

jigtuie polvadenyvlaci funkfnosti transkribovanégho genu.

Podle wvhodného provedeni se madifikuie vyteZek. Podle
dalfiho provedeni se zvySuje vytéZek Zadané chemikalie za sni-
Feni vvtEZku neZadoucich sloufenin, které mohou mit negativni
plisobeni. Podle zvlastsd vyhodného provedeni je Zadanou jemnou
chemikalii lipid neho mastna kyselina, kofaktor nebo enzym.
Podle obzvlagts vvyhodného provedeni vyndalezu je touto chamika-
1lii polynenasycend mastna kyselina pPfedevEimnm ze souboru zahr-
nujiciho arasSidonovou kyselinu (ARAY, eikosapentaenovou kyse-

linu C(EPAY nebo dokosahexaenovou kyselinu (DHAD.
Vynalez bliZe obsahfiuje nasledujici podrobnyd popis.

Vynalez se tyka PSE nukleovych kyselin a PSE proteinovych
nmolekul, které se podileii na metbolizmu lipidd a mastnvych ky-
selin, PUFA, kofaktori a enzymii mechu Physcomitrella patens,
Phyvtophthora infestans, Crypthecodinium nebo Thraustochytrium
nebo na transportu lipofilnich sloufenin membranani. Sloudeni-
ny podle vynalezu se mohou pouZivat pro modulaci produkce jem-
nych chemikdalii z organizmfi, nap¥iklad z mikroorganizmii, jaka
jsou ciliates, houby, kvasinky, bakterie, fasy a/nebo z rost-
lin, jako jsou kukuFice, pfenice, Zito, oves, triticale, rvZe,
jefmen, soja, podzemnnice, bavinik, druhy Brassica, jako isou
Fepka olejka, canola a tufin, pepf, slunefnice, brutnik lé-
kaisky. pupalka dvouletd a aksamitnik, rostliny Solanaceae
jako jsou  brambory, tabék, lilek a raide, Vicia species,
hrach, casava, vojt&Zka, =z keFovitych rostlin (kava, kakao,
Taj), Salix species, ze stromfl (olejova palma, kokosovai palmal
a z trvald travy a = picniny bud pfimo (napPfiklad v pripads,

kdy nadexpresi nebo optimalizaci biosyntézy mastné kyseliny se
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protein pfimo podili na vyt&Zku, produkci asnebo pfodukﬁni -
Zinnosti mastné kyvseliny z modifikovanych organizmi). nebo mo-
hou mit nepfiny vliv, ktery nicméné vede ke zvvdeni vvteZku,
produkce a/nebo  produkdéni dfinnosti iédaﬁé slouéehiny nebo
k poklesu nefadanych sloufenin (napfiklad v pi‘ipads, kdyZ no-
dulace lipidu nebo mastneé kvseliny, kofaktoru a enzyvmoveho me-
tabolizmu vede ke znéngd vvtéZku, produkce a/nebo produkdni d-
finnosti nebo sloZeni Zadanych sloudenin v buiikdch, coZ ma o-
p&t. vliv na produkci jedné nebo nékolika jemnych chemikaliid.
Jednotliva hledika vvnalezu isou nasledné podrobnégijii vvsvétle-

na.
I. Jenne chemikalie a PUFR

Vyraz *jemnd chemikalie" de v oboru znam a zahrnuije mole-
kuly, které se maii produkovat organizmem a ktervoch se pouZiva
v riiznych primyslovych odvétvich, Jjako isou napfiklad, tedy
bez zandru na jakémkoliv omezeni, primnvsl framaceuticky, zemeé-
dé8lsky. polbravinaPsky a kosmelicky. Tyto sloufeniny zahrnuji
naplfiklad lipidy, mastné kyseliny., kofaktory a enzyvmy (jak po-
pisuje nap¥fiklad Kuninaka A.. Nucleotides and related com-
pounds, str. 961 aZ 612, Biotechnology, svazek 6, 1996, Rehn
a kol., vyd.: VCH Weinheim a pfipojendg citace), lipidy, nasy-
ceng a nenasycené mastné kyseliny (nap¥iklad arafidonova ky-
selina)d, vitaminy a kofaktory (Ullman’s Encyclopedia of Indus-
trial Chemistry, svazek B27, Vitamins, str. 443 aZ 613, 1996:
VCH VWeinheim a pifipojeng citaced); a Ong A.5., Niki E. & Packer
L. (1995) Nubrition, Lipids, Health and Disease Proceedings of
the UNESCUO/Confederation of Scientific an Technological Asso-
ciations in Malavsia a the Society for free radical Research -
Bsia, 1 aZ 3 =zari 1994, Penang, Malaysia, BAOCS Press (19953,
enzyvny a viechny jiné chemikalie, které popsal Gutcho (Chemi-
cals by Fermantation, 1983, Noves Data Corporation, ISBN:
(818805086 a pPipoiend citace. Metabolizmus a pouZiti urditych

jemnych chemikalii dsou nasledng bliZe obiasnény.
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Kombinace rfiznych prekursorovych molekul a biosyntéznich
enzynll vede k produkci riznych molekul mastnych kyselin, které
majii rozhodujici vliv na sloZeni membrany. Je moZno konstato-
valt.,, Ze PUFA se nejen zadlefiuii do triacylglvcerolu, av&ak

také do membranovych lipidii.

Syntéze membrany je dobTfe charakterizovany proces, ve kte-
rém je zahrnut pofet sloZek vietnd lipidi jakoZtao Sast dvou-
vrstvoveé membrany. Produkce novych mastnych kvselin jaka PUFA,
niZe proto generovabt nové vlastnosti membranovvch funkei wv-

nit® buiky nebo organizmu.

Bunédneg membrany maji nejriznéjfi funkce v hulice. Predeviin
a neijvice membréana delimituije obsahy buiky 2z akoli a tak‘dodévé
bufice integritu. Membrany takeé mohou plsobit jako beriery proti
vlivu nebezpednych a neZiadoucich sloucdenin nebo proti ztraté

zadanvch sloudenin.

Podrobné popsali membrany a jejich piisocbeni Bamberg a kol.,
Charge btransport of ion pumps on lipid bilaver membranes, (.
Rev. Biophys 26, str. 1 aZ 26, 1993; Gennis R.B., Pores, Chan-
nels and Transporters, Biomembranes, Moleular Structure and
Function, Springer, Heidelberg, str. 270 aZ 322, 1989: a Nika-
ido H. a Saier H., Transport proteins in bacteria: common the-
mes in their design, Science 258, str. 936 aZ 942, 1992; a ci-

tace v uvedenvceh publikacich.

Synteéza lipidi se miZe rozdélit na dve Casti: syntéza mast.-
nych kyselin a jejich vazani na sn-glyeerol-3-fosfat a adice
nebo nodifikace polarni hlavove skupiny. Zpravidla lipidy,
pouZivangd v membranach, =zahrnuii fosfolipidy, glyvkolipidy,
sphingolipidy a fosfoglyvceridy. Syntéza mastnych kyselin zadi-
na konverzi acetyl-coa bud na malonyl-CoBA acetylCof karboxyla-
zou nebo acetyl-ACP acetyltransacylazou. Po kondenzadni reakci

tyto dvé produktové mnolekuly spolu vytvareji acetoacetyl-3CP,
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ktery se plrevadi radou kondenzadnich, redukénich a dehydratad-
nich reakci na molekulu nasycené mnastnég kyvseliny s Zadanocou
délkou Pet&zce. Produkee nenasyvcenych mastnych kyselin z téch-
to molekul se katalyzuje specifickymi desaturazami bud aero-
hicky molekuldrnim kvslikem nebo anaerobicky (syntéza mastnych
kyvselin v mikroorganizmech: F.C. Neidhardt a kol., E. coli and
Salmonella. ASM Press, Washington, D.C., str. 612 aZ 636, 1996
a pfipojena literatura: Lengeler a kol., (vyd.) Biology of
procaryvotes. Thieme, Stuttgart, Nev York, 1999 a pfipojena li-
teratura; a Magniuson K. a kol., Microbiological Reviews 57,

str. 522 aZ 542, 1993 a pripoienda literaturaj.

JakoZto p¥iklady prekursorii pro PUFA biosyntézu se uva-
dE4ii linolova a linoclenovd kyselina. Tvto mastng kyseliny s 18
atomy uhliku museii byt elongovany na 20 nebo 22 atomil uhliku

k ziskani mastnych kvselin s Fetézcem typu eikosa a dokosa.

Riizneg desaturdazy ijako enzvmy, majici A 6-desaturazovau,
A B-desaturdzovou a A 4-desaturdzovou aktivitu. mohou vest ke
kyselin® arafidonové, eikosapentaenové a dokosahexaenove a
rizng jing PUFA s dlouhvm Fetézcemn se mohou extrahovat a pou-
Zivat pro riizng afely v potravinarstvi jako potrava a v kosm-

metickém a ve framaceubickém primyvslu.

Pro produkci PUFA s dlouhym Fetézcem se polynenasyceng
mastng kyvseliny se 16, 18 nebo 20 atomy uhliku musi, jak shora
uvedeno, elongovat alespoil o dva atomy uhliku enzyvmatickou ak-
tivitou elongaz. Sekvence nukleové kyseliny podle vvnalezu ko-
duji prvni mikrobidlni elongdzy =z typickvch producentd ohsahu-
jicich PUFA v triacyvlglycerolové frakci, plfidemZ elongazy ijsou
schopné elongovat mastné kyseliny s 16 nebo s 18 nebo se 20
atomy uhliku s alespoifl dvéma dvoinvmi vazbami na mastné kyse-
liny o alespoil dva atomy uhliku, nebo které je mohou konverto-
vat napifiklad sekvencialng v ndaslednosti pifevadéEnim mastneé ky-

seliny s 16 nebo s 18 atomy uhliku na mastnou kyselinu se 20
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atomy uhliku a pak mastnou kyselinu se 20 atomy uhliku na

~

mastnou kyselinu se 22 nebo s vyESim poftem atom@ uhliku obsa-
hujici jednotky se 2 atomy uhliku. Po jednom elongadnim cyklu
tato enzymova aktivita vede k mastnym kyselinam se 20 atomny
uhliku, po dvou, tF¥ech a ftyPfech elongadnich cyklech k mastnym
kyselindm se 22, 24 nebo 26 atomy uhliku. Delsi PUFA se rovnézZ
mohou syvntebtizovat za pouZiti elongaz podle vynalezu. Bktivita
elongaz podle vyndlezu s vvhodou vede k mastnym kyselinam se
20 a/nebo 22 atomy uhliku s alespoii dvéma dvoinymi vazbami
v molekule mastné kyseliny, k mastnym kyselinam se 20 atomy
uhliku s vvhodou se tifemi, &tyPfmi nebo p&ti dvoinymi vazbami,
Zzv14%tE s vvhodou se tfemi dvoinymi vazbani v molekule mastné
kyvseliny, k mastnym kyselindm se 22 atomy uhliku s wvyvhodou se
t¥emi, StyPmi, pSti nebo Sesti dvoinymi vazbami, zvl14sté s vy-
hodou se pe&ti nebo Zesti dvoinymi vazbami v nmolekule mastng
kyseliny. Po elongaci enzymen podle vyndlezu se mohou provadet
dalZi desaturacni stupné&. Proto produkty elongdzovych aktivit
a dal¥{i desaturace mohou vést k vvhodnym PUFAR s vySSim stupném
desaturace, jako jsou kyselina dokosadienovd, araSidonova, 26—
—eikosatriendihomo-gamna-1inolenova, eikosapentaenova, o23-ei-
kosatrienovd, wW3-eikosatetraenova, dokosapentaenova nebo doko-
sahexaenova kyselina. JakoZto pifiklady substratii enzymoveé ak-
tivity podle vyndlezu se uvadsji kyselina taxolova, 7,10,13-
-hexadekatrienovd, 6,9-oktadekadienova, linolova, gama-linole-
nové, linolenovd, e«-linolenova, aragidonova, eikosapentaenova
nebo stearidonova kyselina. Vyhodnymi substraty jsou kyselina
linolovd, gama-1linolenovd, a/nebo e-linolenovd nebo arasidono-
va, eikosatebraenovda nebo eikosapentaenova kyselina. Mastne
kyseliny se 16 nebo s 18 nebo se 20 atomy uhliku, které maiji
alespoii dvé dvoiné vazby v molekule mastné kyseliny se mohou
elongovat enzvmowvou aktivitou podle vyndlezu nebo ve formeg es-
teru, jako disou fosfolipidy, glykolipidy, sfingolipidy,. fosfo-
glyceridy, monoacylglycerol, diacyvlglyvcerol nebo triacvlglyce-

rol.




Mastné kyseliny nuseji byt nasledné transportovany na
rfizné lokace a v&lendSny do triacylglyceroclového zdsobniho 1i-
pidu. Jinvm dileZitym stupném v syntéze lipidd Jje transfer
mastnych kyselin do polarnich hlavovych skupin, napifiklad a-
cyltransferdzou glycerolmastne kyseliny (Frentzén, Lipid 100
4-5), str. 161 aZ 166, 1998).

Existuje Setnd litratura tvkaijici se biosyntézy rost-
“linnvch mastnych kyselin, desaturace, lipidového metabolizmua a
transportu mastnych sloucenin membranou, g-oxidace, modifikace
mastneg Kkyseliny a kofaktori, skladowani triacylglyceralu a
souborf vietnd jedted v takové literatule pfipoﬁfnan?ch ndkazil
(Kinney, Genetic Engineering, vyd. JK Setlow, 19, str. 1492 aZ
166, 1997: Ohlrogdge a Browse, Plant Cell 7, str. 957 aZ 970,
199%; Shanklin a Cahoon, A8nnu. Rev. Plant Physial. Plant Mol.
Biol. 49, str. 611 aZ 641, 1998: Voelker, Genetic Engineering,
vyd. JK Setlow, 18, str. 111 aZ 113, 1996; Gerhardi, Progr.
Lipid Res. 31, str. 397 aZ 417, 1992; Gihnemann-5Schéifer &
Kindl, Biochim. Biophys Bcta 1256, str. 181 aZ 186, 1995: Ku-
nau a kol., Progr. Lipid Res. 34, str. 267 aZ 342, 1995: Stym-
ne a kol., Biochemistry and Molecular Biology of Membrane and
Storage Lipids of Plants, vyd. Murata a Somerville, Rockville,
American Society of Plant Physiologists, str. 150 aZ 158,
1993: Murphy & Ross, Plant Journal 13(1>, str. 1 aZ 16, 1998).

Vitamniny., kofaktory a "produkty pro vyZivu" (“"nutraceu-
ticals"), jako jsou PUFA, zahrnuiji skupinu molekul, které vys-
gi{ Zivofichové jiZ nemchou syntetizovat, a proto je musi pri-
jimat., nebo ktereé vysESi Zivofichove jiZ nemohou synlbetizovatb
v dostatedng mirfe, a proto je musi pfijimat., pfesto, Ze jsou
ochotng syntetizovany jinvmi ordanizmy, jako Jsou napfiklad
bakterie. Biosyntéza té&chto molekul v organizmech, které jsou
schopny je produkowvat, jako jsou bakbterie, je JiZ vice nebo
mene charakterizovana (Ullmann’s Encveclopedia of Industrial

Chemistry, "Vitamins", svazek AZ27, str. 443 aZ 613, VCH Vein-
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heim, 1996; Michal G. Biochemical Pathvays: An Atlas of
Biochemistry and Molecular Biology, John VWilwy & Sons 1999;
Ong B.5., Niki E. & Packer L., "Nutrition, Lipids, Health and
Diseases" Proceedings of the UNESCO/Confederation of Scienti-
fic and Technological Associations in Malavsia and the Society
for free radical Research Asia., 1 aZ 3 zari 1994, Penang, Ma-

laysia, AOCS Press Champaign. IL X, 374 stran., 1994)>.

Shora uvedeng molekuly jsou bud biologicky aktivinimi mo-
lekulami jako takove neho jsou prekursory biologicky aktivnich
latek, ktereé plisobi bud jako noside elektronfi nebo jako mezi-
produkty v nultiplicitnich metabaolickvch cestdch. Kromé& své
nutridni hodnoty maii tyto sloufeniny také vyzmnanou hodnotu
jako barviwva, antioxidanty nebo katalvzatory nebo jiné zpraco-
vatelské ponocné latky (prehled struktury, aktivity a primys-
love vyuZitelnosti téchto sloufenin je napifiklad v publikaci
Ullmann’s Encyclopedia of Industrial Chemistry, “"Vitamins“,
svazek B27, str. 443 aZ 613, VCH VWeinhein, 1996) . Polvnenasy-
cené mastng kyseliny maji riizné funkce a zdravi podporujici
charakteristiky, naplriklad v pfipad& koronarnich nemoci srdce,
mechaniznu zanétd a détbskeé vwZivy (Simopoulos, Am. J. Clin.
Hutr. 70 (3. doplndk), str. 860 aZ 569, 1999; Takahata a kol.,
Biosc. Biotechnol. Biochem. 62¢11), str. 2079 aZ 2085, Willich
a Winther, 1998; Willich a Winther, Deutsche Midizinische

Yochenschrift 120C7), od str. 229, 1995).
I1. Elementy a zpisoby podle vyndlezu

Vynalez alespoil zfasti je zaloZen na objevu novvch mole-
kul, oznacdovanvoch zde jako molekuly PSE nukleove kvseliny a
PSE proteinu, které ovliviuii produkci buné&fnych membran v or-
Janizmech, jako Jjsou Physcomitrella patens, Crypthecodinium
cohnii, Phytophthora infestans, Thraustochvitrium asnebao Cera-
toton purpureus, naptfiklad maji vliv na pohyb molekul témito

menbranami. Podle dednoho provedeni vynalezu se PSE molekuly
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podileji na metabolizmu sloufenin pot¥ebnvych pro syntézu bu-

né&dfnych membrédn v organizmech, jako jsou mikroorganizmy a rost-

liny, nebo nepfimo pisobi na transport molekul t3mito membrd-
nami. Podle vyhodného provedeni vyndlezu md aktivita PSE mnole-
kul podle wvynalezu pro regulaci produkce membrdnovych kompo-
nent a membranového transportu vliv na  produkeci Zadand jemné
chemikalie organizmem. Podle zv14$t& vvhodného provedeni vyné-
lezu se aktivita PSE molekul podle wvyndalezu moduluje, tak3e
uytEZek, produkece a/neho  produk®ni dfinnost metabolicks cesty
nikroorganizmu nebo rostlin, ktera se reguluie PSE podle vyna-
lezu se moduluje a dfinnost transportu sloudenin menbrinami se
nodifikuje, coZ bud pfimo nebo nepiino moduluie vytsSZek, pro-
dukci a/nebo produkéni Gfinnost Zadand jenng chemikalie mikro-

organizny nebo rostlinami .

V¢raz PSE nebo PSE polypeptid zahrnuje proteiny, kters
se podileji na metabolizmu sloufenin potFebnych pro syntézu
bun&dnych membran v organizmech, jako jsou naprfiklad mikroor-
ganizmy nebo rostliny, nebo na transportu molekul témito mem-—
branami. Priklady PSE jsou uvedeny v sekvencich, jako jsou SEQ
ID NO:=1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID ND:7, SEQ ID NO:9 a
SEL ID NO:11 nebo jejich homology, derivdbty nebo analogy. Vyg-
razy PSE nebo PSE nukleové kyselinoveé sekvence zahrnuii sek-
vence nukleoveé kyseliny, kbteré kéduiji PSE a jejichE ©&st  miide
byt kddujiicim regionem a také odpovidaji 5 - a 3'- netransla-
tovanym sekventnim regionfim. Piiklad PSE genfi jsou sekvence
v SEQ) ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID
NO:9 a SEQ ID NO:11. Vyrazy produkce a produktivita dsou v o-
boru znamé a zahrnuji koncentraci fermenta®niho produktu (na-
priklad Zadang Jjemné chemikalie)., ktery se vybvofi v urdits
dob& a v urditém fermentadnim objemu (mapi¥iklad 1 kg produktu

-

za hodinu v 1 litrud. V¥raz produkéni dfinnost zahrnuie dobu
pot¥ebnou pro dosaZeni urditého mnoZstvi produktu (napifiklad
dobu  potfebnou builkou k ustanoveni urditého prosazeni jemndg

chemikalie). Vyrazem vvtéZek nebo vv¥LéEZek produktsuhlik He
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v oboru znam a zahrnuje id€innost, se kterou se uhlikabty zdroij
prevddi na produkt (napfiklad na jemnou chemik&lii). Zpravidla
se vyjadfuje jako napfiklad 1 kg produktu na 1 kg zdroie uhli-
ku. Se vzriistajicim vytEZkem nebo produkeci sloufeniny vzrista
nnoZstvi ziskanych molekul nebo hodnych molekul této sloudeni-
ny ve specifickém mnoZstvi kultury v definovanég dobs. Vvrazy
biosyntéza nebo hiosyntézni cesta jsou v oboru zndmy a zahrnu-
ii syntézu sloufeniny, s vvyhodou organicksé sloudeniny, builikou
z meziprodukti, napPFiklad n&kolikastupliovym procesem, ktery
podléha pPisnég regulaci. Vvraz katabolizmus a katabolicksd ces-
ta je v oboru zndm a zahrnuje St&peni sloufeninyv., s vvhodou
organickeé sloudeniny, buiikou na katabolity C(obecnd meni nebo
méne komplexni molekuly) napifiklad v nékolikastuiiovén procesu,
ktery podléhda plfisng regulaci. Vyraz metaholizmus Jje v oboru
znam a zahrnuje souhrn biochemickych reakci, ke ktervm dochazi
v organizmu. Metabolizmus urdité sloudeniny (nap¥iklad metabo-
lizmus mastneé kyseliny) tak zahrnuje souhrn biosyntéznich, mo-
difikadnich a katabolickych cest sloufeniny v bulice, kterd

jsou relevantni pro sloudeninu.

Podle jiného provedeni vyndlezu PSE molekuly podle vyni-
lezu mohou mnodulovabt produkcei Zadand molekulw, jako de jemna
chemikalie, v mikroorganizmech nebo v rostlindch. Existuie Fa-
da mechanizmil, kterymi modifikace PSE podle wyndlezu mohou
pfimo ovliviiovat, vvtEZek, produkei asnebo produkéni ddinnost
jemng chemikdalie z kmene mikroorganizmu nebo z kmene rostliny
obsahuiici +tento mnodifikovany protein. Pofet nebo aktivita
PSE, podilejicich se na transportu molekul jemnd chemik&lie
uvnit® nebo vné buliky, se miZe zvvSoval, takZe se vsStE1 mnoZ-
stvi téchto sloufenin transportuje membranami, =ze ktervch se
mohou ziskat a konvertovat spnadn&ji na kaZdou jinou sloudeni-
nu. Krom& toho mastné kyseliny, triacylglyceroly a/nebo lipidy
jsou Zadoucimi jemnymi chemikdaliemi jako takove: aptimalizace
aktivity nebo zvy¢deni poftu jedné nebo nékolika PSE podle vy-

nalezu, které se podileii na biosyntéze t&chto sloufenin, nebo
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interferenci s aktivitou jedné nebo nékolika PSE, které se po-
dileii na katabolizmu t&chto sloufenin, umoZiuii zvyvSovat vy~
t.8Zek, produkci asnebo produkéni dfinnost molekul mastne kyse-
liny a molekul lipidd =z organizmu, jako jsou mikroorganizmy

nebo rostliny.

Mutagenze PSE genu podle v?nélezu niZe také zvySovat
PSE.S nodifikovanymi aktivitami, coZ nepifimo ovliviiuje produk-
¢i jedné nebo n&kolika Zadanych jemnych chemikalii z mikroor-
ganizni nebo z rostlin. Nap¥Fiklad PSE podle vynalezu, ktera se
padili na exportu odpadnich produktid, miZe vyvijet velky podet
aktivit nebo vyEZi aktivitu, takZe normdlni metabolickeé odpad-
ni pradukty huiiky (jejichZ pofet se niiZe zvySit na nadprodukci
se z¥etelem na Zadanou chemikdlii) se exportuje hHéinnEii p¥ed
tim, nef miZe pofkodit molekuly v bujlice (které by sniZily Zi-
votnost buiiky) nebo nerufovat biosyntézni cestu jemnvch chemi-
kalii (coZ hy sniéovalp vyLeZek, produkci nebo produkéni adin-
nost Zadané jemné chemikalie). Relativn® velkd intracelularni
nnofstvi Zadané jemnd chemikdlie samotnd mohou byt dale toxic-
ka pro  buiiku, takZe zvvySeni aktivity nebo poftu transporteri
schopnych exportovat. tyto sloueniny z buiiky wvede ke zvySeni
¥ijvotnosti buliky v kultuPe, coZ opdt vede k vySSimu poditu bu-
nsk v kultuife, kterd$ produkuii Zadanou jemnou chemikalii. PSE
podle vyndlezu se také mohou manipulovat tak, Ze se produkuije
odpovidajiici mnoZstvi rfiznych lipidovych molekul a molekul
nastné kyseliny. To miiZe mit podstatny vliv na sloZeni lipidu
v bundéng membrandg. JelikoZ ma kaZdy lipidovy typ rizné fyzi-
kalni viastnosti, modifikace lipidového sloZeni membrany miZe
znadné modifikovat fluiditu membriny. Modifikace fluidity men-
brany mi¥e ovlivnit transport molekul membranou a bun&dnou in-
tegritu, cof miZe podstatn® ovlivnit produkci jemnych chemik&-
1ii z mikroorganizmid a z rostlin v provozni fermentacni kultu-
Pe. Rostlinné membrany pirindSeji specificke wvlastnosti, na-
p¥riklad toleranci k vysokym a k nizkym teplotam, k soli, k ob-

dohi sucha a k patogenfim, jako isou bakterie a houby. Modulace




- 29 -

* . es esae . on
e . e o . e e .
b e « . . . . .
* 6 s e e & @ « s ¥ .
s @ L) . e » . P
ese o» oo . e eenve

slaZek membran miZe mit proto rozhodujici vliv na schopnost
rostliny pfeZit za shora uvedenvch stresovych podminek. To mi-
Ye byt prostiednictvim zné&m signdlnich kaskdd nebo pfimou ces-
tou modifikovangho sloieni»membrény (Chapman, Trends in Plant
Science 3C11), str. 419 aZ 426, 1998) a signalnich kaskad
(Wang, Plant. Physiology 120, str. 645 aZ 651, 1999) nebo ov-
livnSnim tolerance k nizkym teplotidch (sv8tovy patentovy spis
Cislo WO 95/182225.

Isnlovand sekvence nukleoved kyseliny podle vynalezu jisou ob-
sa¥eny napiiklad v genomu kmene Thraustochybtrium, ktery je do-
stupny v kolekci kultur Bmerican Type Culture Collection (ATCCO
jako kmen dislo BTCC26185 (Thraustochytrium), nebo v pFipadd
organiznu Crypthecodinium, ktery je dostupny v ordanizaci Pro-
vasoli-Guillard National Center for Culture of Marine Phyto-
plankton (CCMP)Y  West Boothbay Harbour, HME, Sp. st. a.) jako
kmen Sislo COPM316. V  pifipad@ Phyvtophthora infestans isou mo-
lekuly uvedend nukleové kyseliny izolovany =ze kmene ATCC

48886 .

Nukleotidova sekvence izolovand cDNB mikroorganizmi
Physcomitrella, Crypthecodinium, Phytophthora infestans nebo
Thraustochytrium a dedukovang aminokyselinové sekvence Physco-
mitrella patens PSE ijsou ukdzany v sekvencich SEQ 1ID NO:1 aZ
SE( ID NO: 12. Provadély se pofitadove analvzy, které klasifi-
kovaly nebo identifikovaly tyto nukleotidoveé sekvence ijakoZto
sekvence, kbterd koéduii proteiny podilejici se na metabolizmu
sloZek bunédné membrany nebo podilejici se na transportu slou-
Senin bunddnymi membranami nebo na biosyntéze PUFA. EST s da-
tabdzovym vstupem €islo PPO01019019F, CCO01042041R, PIO010020-
14R, TCOOZ2034029R, TCO02034029R-11 a TCO02014093R v databazi
vynalezce predstavuie sekvence v SEQ ID NO:1, SEQ ID NO: 3,
SEN ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ. ID NO:9 a SEQ ID NO:11. Poadbonyn
zplisobem parcidalni pmlypebtidy byly oznafeny PPO01019019F,
CCO01042041R, PINO1002014R, TCOO2034029R,  TCOOZ2034029R-11 a
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TCON2014093R a plredstavuii sekvence poadle vynélezﬁ v SEQ ID
NO:2, SE ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID HO:8, SEQ ID NO:10 a
SE(] ID NO:12 podle tabulky II. Kompletni framentovy insert EST
TCOD2034029R  se sekvencuie a wvede k SEQ ID NO:-3, ktera je
kompletni sekvenci TCOOZ034029R. TCOO0Z2034029R-11 popisuije sek-

venci plné délky elongazy z mikroorganizmu Thraustochytrium.

Jmena zbylvch klond  jsou obdobnd. Tedy odpovidajici genova
jména jsou pridé&lena k riznvym klonfim. Zkratka: Tc = Thrausto-
chytrium., Cc = Crypthecodinium, Pp = Physcomitrella patens a

P = Phytophthora infestans.

Tabulka II

Jneno/EST iméno  Genowvd jmeno  Polyvpeptid Nukleovda kvselina

SEQ ID NO SEQ ID NO
PPOO1019019F Pp PSE1 2 1
TCOO2034029R, Te_ PSE1 4 3
TCONZ014093R TC_PSEZ 6 5
CCO01042041R, Cc_PSEL 8 7
TCO02034029R-11 PCHPSEl 1 10 9
PID0100O2014R, Pi PSE1 12 11

VYynalez se take tyka proteinli s aminokysel inovou sekven-
ci, ktera je v podstaté homologickd s aminokyselinovou sekven-
ci SEQ ID NDO:2, SEf ID HO:4, SEQ ID NO:6, SE{} ID NO:8, SEQ 1D
NO:10 a SEQ ID NO:12. Podle vynalezu protein s aminokyvsel ino-

vou sekvenci, kbtera je v podstatd homologickada s vvbranou ami-
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nokyselinovou sekvenci ma alespoili 50% homologii s vybranou a-
minokyvselinovou sekvenci napifiklad kompletni zvolenoﬁ aminoky-
selinovou sekvenci. Protein s aminokyselinovou sekvenci, kterd
je v podstatd homologickd s aminokyselinovoun sekvenci miiZe mit
alespoii pfibliZng 50% aZ 60%, s vyhodou alespoli 60% aZ 70%,
jestd vvhodndiji alespoll pFibliZng 70% aZ 80%, B80% aZ 90% nebo
90 a¥ 95% a jedtd vvhodnEji alespoil pFibliZng 896%, 97%, 98%,

~

99% nebo vyE%i homologii s vybranou aminokyselinovou sekvenci.

PSE podle vynalezu nebo jeji biologicky aktivni &fast nebo
jeji fragment. se mohou podilet na mnetabolizmu sloufenin
potfebnych  pro syntézu bunddfnych membran v mikroorganizmech
nebo v rostlinach nebo na transportu molekul témito membrinami
nebo ma& jednu  nebo nSkolik  aktivit potfebnych pro elongaci
PUFA se 16 nebo 18 nebo 20 atomy uhliku, takZe se ziskaii PUFA

200, s 22 nebn s 24 a dalsSimni atomy ubhliku.

Riiznd hlediska vynalezu jsou podrobn#ji popsana v nasle-

dujicich pododilech.
A. izolovang molekuly nukleové kyseliny

Jedno provedeni vyndlezu zahrnuje izolované nukleove ky-
seliny odvozenéd od PUFA produkujicich mikroorganizm@ a koduji-
cich polypeptidy, které elonguji mastné kyseliny se 16 nebo 18
atomy uhliku s alespoii dvéna dvoinymi vazbami v nastneg kyse-
1ind o alespoil dva atomy uhliku nebo které elonguii mastné ky-
seliny s 20 atomy uwuhliku s alespoil dvéna dvoijnymi wvazbami

v mastng kyseling o alespol dva atomy uhliku.

Daldi provedeni vyndalezu zahrnuije izolované mastné kyseli-
ny zahrnujici nukleotidové sekvence kodujici polypeptidy, kte-
ré elonguji mastné kyseliny se 16, 18 nebo 20 atomy uhliku
s alespoil dvdma dvoinymi vazbami v mastné kyseling ze souboru

zahrnujiciho
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2) nukleoveé kyselinové sekvence uvedend v SEQ ID NO:1, SEQ ID
NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID N0O:7, SEQ ID NO:9 a SEQ ID
NG:-11,

b) nukleovou kyselinovou sekvenci, ktera podle degenerace ge-
netického kédu je odvozena =z jedné sekvence uvedeng v SEl
ID NO:1, SEQ ID ND:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID
NO:9 a SEQ ID NO:=11,

) derivaty sekvenci uvedeng v SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEU
ID NDO:5, SEQ ID N0O:7, SEQ ID NO:9 a SEQ ID NO:11, ktere ko-
duji polypeptidy aminokyselinové sekvence uvedeng v SEQ ID
NO:Z, SEQ ID ND:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10,
a SEQ ID NO:12 .a které maji alespoil 50% homologii se zTete-
lem na aminokyseliny bez pndstatnéhm sniZeni enzymatického

plisobeni polypeptidil.

Shora uvedeng nukleové kyseliny podle vynalezu, které pi-
sobi jako elongazy se 16, 18 nebo 20 atomy uhliku jsou odvoze-
ny od organizmfi, jako jsou ciliates, houby, Fasy, rostliny ne-
bo dinobifikovei, které jsou schopny syntetizovat mastné FUFA
s wvhodou =z rostlin nebo z fas, zvlas$td z organizmii rodu Phy-
tophthora, Crypthecodinium, Thraustochytrium nebo Schizochyt-
rium, jedtd vvhodn&ji z organizmit Phytophthora infestans, Phy-
seomitrella patens, Crypthecodinium cohnii nebo Thraustochyt-

rium sp., Schizochytrium sp. nebo z lzce pifibuznych organizmil.

Vynalez se ty¥kd izolovanych nukleovych kyselinovych mole-
kul, které koéduji PSE polypeptidy nebo Jjeiich biologicky
aktivni Sasti a fragmentl nukleovych kyselin, které jsou
dostatednd pro pouZiti Jjako hybridizadni sondy nebho primery
pro identifikaci nebo zesileni FPSE kodujici nukleové kyseliny
(napfiklad PSE DHNA). Vyraz "molekula nukleove kyseliny" zde
zahrnuje DNB molekuly (napifiklad cDNA nebo genomovou DNA> a

RNA molekuly (napPiklad mRNA> a DNA a RHNA analogy, které se
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generuii prostifednictvim nukleoditovych analogii. Tento vyraz
rovnd¥ zahrnuje netranslatovanou sekvenci na 3° a 5° zakonfeni
kédujiciho genového regionu: alespoi pfibliiné 100 nukleotidid
sekvence ve sndru 5° zakon®eni kodujiciho regionu a alespoil
pFibliZnd 20 nukleotidii sekvence ve sméru 3’ zakon®eni kdduii-
ciho genového regionu. Molekula nukleoveé kyseliny miZe byt
jednofetdzcovd nebo dvoufetdzcova, s vvhodou je to vak dwvou-
fetdzcova DNA. Izolovana molekula nukleové kyseliny Je oddé&le-
na od ostatnich molekul nukleové kyseliny. které jsou ocbsaZeny
v pfirodnim =zdroiji nukleovych kyselin. "Izolovana"” nukleova
kyselina s vyhodou nema Zadné sekvence, kterd pfirozensg lemuii
nukleovou kyselinu v genomové DNA  organizmu, ze kterého je
nukleovd kyselina odvozena (napiiklad sekvence na 5 a 3' za-
kondeni nukleové kyseliny). Podle riiznych provedeni izolovana
molekula nukleové kyseliny mfiZe obsahovat napfiklad ménd ne
pifibliZng 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0.5 kb nebo 0,1 kb nu-
kleoditovych sekvenci, které pfirodng lemuii molekulu nukleoveé
kyseliny v genomové DNB bulice, ze ktereé je nukleova kyselina
odvozena (napiiklad buiika Physcomitrella patens). "ITzolovana"
nolekula nukleové kyseliny , napiiklad molekila cDNA, miZe bvit
nadto prostd Jjindho bund&ného materialu nebo kultivadniho
prostifedi, pokud je genercvana rekambinantnimi technikami nebo
nii¥e byt prostda chemickych prekurzorid nebo jinvch chemikalki,

pokud j& chemicky syntetizovana.

Molekula nukleové kyseliny podle vyndlezu, napiiklad
molekula nukleové kyseliny s nukleotidovou sekvenci SEQ ID NO:
1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7. SEQ ID NO:9 a SEQ 1D
NO:11 nebo jeji ©ast se mii¥e izolovat o sob& znanymi zpfisoby
molekularni biologie a obsafenou sekventni informaci. Tedy na-
priklad homologova sekvence nebo homologove, konzervované sek-
ventni regiony na DNA nebo aminokyselinové drovni se mohou
identif ikovat pomoci piiFazenych algoritmi. Napriklad Phytoph-
thora, Physcomitrella, Crypthecodinium nebo Thraustochyvtrium

cDNB se mohou izolovat z knihovny Phytophthora, Phyvscomitrel -
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la, Crypthecodinium nebo Thraustochytrium za pouZiti koﬁplet—
nich sekvenci SEQ ID NO:1, SE( ID N0O:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID
NO:7, SEQ ID NO:9 as/nebo SE ID NO:11 nebo jejich dasti jako
hybridizaéni sondy a o sob& znanymi hybridiza&nimi zpisoby
(jako napiiklad popsal Sambrook a kol., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual. 2. vydani, Cold Spring Harbor Laboratory,

Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY,
1989). Nadto molekula nukleové kyseliny obsahujici
sekvenci SEQ ID N0O:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEf ID NO:7,
SEQ ID ND:9 a SEQ ID NO:11 nebo jeji dast se miZe izolovat po-

kompletni

lymerdzovou PetdSzovou rveakcei, kdyvZ se pouZivaji oligonukleo-
tidové primery, které se generuiji na zakladé této sekvence ne-
bo dejich Sdsti, zvladtd regionu okolo motivu His-box SEfl ID
NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:-10 a
SEQ ID NO:12 nebo jejich modifikaci na jednotlivé, definovang
aminokyseliny (napifiklad molekula nukleové kyseliny obsahujici
kompletni sekvenci SEQ ID HNO:1, SEQ ID NO:3, SE ID NO:5, SEQ
ID NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ ID HO:11 nebo jeii dast se miZe i-
zoloval. polynerdzovou Fet&zovou reakci, kdyZ se pouZivaii oli-
gonukleotidové primery. kterd se generuii na zaklade LeiZe sek-
vence SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ
ID NO:9 a SEQ ID NO:11. Pro tento idcdel jsou zvl1la3teé vhodnég
parcidalni sekvence podle obr. 10. NapPfiklad mRNA se miiZe izo-
lovat z bundk (napi¥iklad za pouZiti guanidiniumthiockyanatoveé
extrakee, kterou popsal Chirgwin a kol., Biochemistry 18, str.
5204 a¥ 5299, 1979) a coDNA se niiZfe generovat za pouZiti rever-
zni transkriptdzy (napifiklad Moloney MLV reverzni transkriptd-
zou, obchadnim produktem spolefnosti Gibco/BRL, Bethesda, MD
nebo BMV reverzni transkriptdzou, obchodnim produktem spoled-
nosti Seikagaku Bmerica, Inc.., St. Petersburg, F1). Syntetickeé
oligonukleotidové primery pro zesileni polvnerazovou Fetézovou
reakci se mohou generovat na zdéklad€ Jjedné nukleotidové sek-
vence uvedend v SEQ ID NO:1, 3, 5, 7, 9 nebo 11 nebo za pouZi-
t.i aminokvselinovvch sekvenci podle obr. 10. Nukleowd kyselina

padle vynalezu se miZe zesilit za pouZiti cDNA nebo za pouZiti




genomové DNA jako matrice a vhodnych oligonukleotidovych pri-
mer o sob& znimymi zplsoby PCR =zesileni. Nukleova kyselina,
takto zesilend, se miZe kldénovat do vhodného vektoru a charak-
terizovat prost¥ednictvim DNHA sekvendni analyzy. Oligonukleo-
tidy, které odpovidaji PSE nukleotidové sekvenci, se mohou
generovat o sob& =znidmymi syntéznimi =plsoby napfiklad za

pouZiti automatického DNA syntetizéru.

cNDA uvedena v SEQ ID RO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ
ID NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ ID NO:11 =z=ahrnuje sekvence, které
kéduji PSE (to je "kédujici region") a také 5 -netranslatované
sekvence a 3' -netranslatované sekvence. Nebo molekula nukleové
kyseliny miZe =ahrnovat pouze kédujici region jedné sekvence
ze souboru sekvenci{ SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ
ID NO:7, SEQ 1ID NO:9 a SEQ 1ID NO:11 nebo miZe obsahovat

kompletn{ genomové fragmenty izolované = genomové DNA.

Sekvence SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID
NO:8, SEQ ID NO:10 a SEQ ID HO:12 me identifikuji{ stejnym EST
Sislem jako sekvence SEQ ID HO:1, SEQ ID NO:3, SEQ IC NO:5,
SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ ID NO:11 pro snadnou korelaci.

Podle dalSiho provedeni vynialezu mahrnuje izolovani
molekula nukleové kyseliny podle vyndlezu molekulu nukleové
kyseliny, kierd ije komplementem jedné nukleotidové sekvence
Ze souboru zahrnujiciho SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID
NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ ID NO:11 nebo jejich &&sti.
Molekula nukleové kyseliny, kterd je komplementdrni s jednou
nukleotidovou sekvenci ze souboru zahrnujiciho SEQ ID NO:1,
SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9 a SEgQ ID
NO:11 je dostatedn& komplementdrni, pokud je schopnéd hybridi-
zovat s Jjednou sekvenci ze souboru =zahrnujiciho SEQ ID NO:1,
SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ ID
NO:11, vedouci ke stabilninmu duplexu.




Homology novych elongdzovych nukleovych kysel inovych sek-
venci{ se sekvenci SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ
ID NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ ID NO:11 se mini napiriklad allelic-
ké varianty, kbteréd maji alespoii pribliZné 50% aZ% 60%, s vy-
hodou alespoh 60% az 70%, je3té vyhodn8ii alespoil p¥ribliZné
70% az 80%, 80% aZ 90% nebo 90% az 95% a jest& vyhodné&ii ales-
pofi pPribliZing 95%, 96%, 97%, 98%, 99% nebo vys3{ homologii
s nukleotidovou sekvenci ze souboru sekvenci SEQ ID NO:i, SEQ
ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ ID NO:11
nebo 8 jejich homology, derivaly, analogy nebo Castmi. Podle
vyhodného proveden{ zahrnuje izolovand molekula nukleové kyse-
liny podle wyndlezu nukleotidovou sekvenci, kterd hybridizuje
s jednou =z nukleotidovych sekvenci ze souboru sekvenci SEQ ID
NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ
ID NO:11 nebo = jejich &astmi =z=a p¥isnych podminek. Allelické
varianty =ahrnuji =zvlaste funkéni varianty, které se mohou
zigkat deleci, inzerci{ nebo substituci nukleotidd =/do sekven-
ce =ze souboru sekvenci SEQ ID NO:1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID RO:5,
SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ ID NO:11, pfidemZ se viak pro
enzymovou aktivitu rezultujiciho proteinu, ktery se syntetizu-
je, db& na to, aby byla s vyhodou zachovana pro inzerci jedno-
ho nebo nékolika genti. Proteiny, které si podrZuii enzymatic-
kou aktivitu elongdzy se mini proteiny, které kéduii alespon
10 %, s vyhodou alespofi 20 %, jest& vyhodn&ii alespoi 30 % a
predeviim alespoit 40 % plvodni enzymatické aktivity ve srovna-
ni s proteinem kdédovanym sekvencemi SEQ ID NO:2, SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10 a SEQ ID RO:12. Elonga-
zami, které si uchovavaji shora uvedené aktivity, isou elongéa-

zZy, jeijich® enzymatickd aktivita neni v podstaté sniZena.

Homology sekvenci SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5,
SEQ ID HNO:7, SEQ ID HO:9 a SEQ ID NO:11, se také mini na-
priklad bakteridlni, houbové a rostlinné homology, useknuté
sekvence, jednoretdzcové DNA nebo RNA kédujici nebo nekddujici

DNA sekvence.




Homology sekvenci SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5,
SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ ID RO:11, se také mini de-
rivaty napriklad promotorové varianty. Promotory ve smdru nuk-
leot idovych sekvenc{ mohou modifikovat jednu nebo n&kolik nuk-
leot idovych substituci inzerci nebo inzercemi a/nebo deleci
nebo delecemi avZak bez narufeni funkcionality nebo aktivity
promotorfi. Je ddle moZné zvySit aktivitu promotorl modifikaci
jejich sekvence nebo nahradit Jje dokonale aktivnéjéimi

promotory pravé = heterologového organizmu.

Molekula nukleové kyseliny podle vynidlezu miZe nejen ob-
" mahovat &8st kédujiciho regionu ze sekvenci SEQ ID NO:1, SEQ
ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ ID NO:11,
naptiklad frament, kterého se miZ%e pouZit jako sondy nebo
primeru nebo fragment, ktery kéduje biclogicky aktivni segment
PSE. Nukleotidové sekvence, stanovenéd =z klonovani PSE genu
Physcomitrella patens, Phytophthora infestans, Thraustochyt -
rium a Schizochytrium, umoZfiuji{ generovat sondy a primery,
které jsou urieny pro identifikaci a/nebo klénovéni PSE homo -
logti v Jinych bun&&nych Lypech " a organizmech a PSE homology
=z jinych mechl nebo podobnych druhil. Sonda/primer zpravidla
obsahuji v podstatd vy&istény oligonukleotid. Oligonukleotid
zpravidla obsahuje nukleotidovy sekvenéni region, kitery hybri-
dizuje za p¥isnych podminek s alespofi pribliZ%nd 12, s vyhodou
alespoli s pPibliZné 16 a predeviinm s alespoi pFibliZné 25,
40, 50 nebo 75 naslednymi nukleotidy Petézce majiciho smysl =ze
sekvenci ze souboru zahrnujiciho SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ
ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ ID NO:11 nebo PFeté&zce
nemajiciho smysl =ze sekvenci ze souboru zahrnujiciho SEQ ID
NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ
ID NO:11 nebo jeijich homology, derividty a analogy nebo jeiich
prirodné se vyskytujicimi mutanty. Primery =aloZené na nukleo-
tidové sekvenci SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID
NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ ID NO:11 se mohou pouZivat p#i PCR

reakcich pro klénovani PSE homologl. Sondy =zaloZené na PSE
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nukleot idovych sekvencich se mohou pouzivat pro detekci trans-
kriptd nebo genomovych sekvenci, které kéduji steiné nebo ho-
mologové proteiny. Podle vyhodného provedeni =zahrnuje sonda
p¥ridavnd navizanou znadkovaci skupinu, napriklad radibizotop,

fluorescendni slouceninu, enzym nebo enzymovy kofaktor. Tyto
sondy se mohou pouzivat jako souddsti testovaciho kitu pro ge-
nomové signdlni znaky pro identifikaci bundk, které chybné ex-
presuji PSE, t¥eba nsrenim mnoZstvi PSE k6dujici nukleové kyse-
1iny ve vzorku bunky, napriklad m&renim PSE mRNA hladiny nebo

pro stanoveni, zda je genomovy PSE gen mutovan nebo deletovan.

Podle jednoho provedenti vynidlezu molekula nukleové kyse-
liny podle vynalezu kéduije proﬂein nebo jeho &ast, ktera =ahr-
nuje aminokyselinovou sekvenci, kterd je dostatelnd homologovéd
s aminokyselinovou sekvenci SEQ 1D NO:2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10 a SEQ ID NO:12 pro protein ne-
bo jeho &ast k udrzeni =schopnosti podilet se na metabol izmu
slouden iny potiebné pro syntézu bund®né membrany Vv mikroorga-
nizmech nebo v rostlindch nebo na transportu molekuly t&mito
membranami. Vy¥raz »dostatedna homologie™ se =zde vztahuie na
proteiny nebo jejich &ast, jejichz aminokyselinové sekvence
maji minimalni podet aminokysel inovych zbytkd (napriklad ami-
nokyselinovy zbytek s podobnym postrannim ¥Fetézcen, jako ami-
nokyselinovy zbytek v jedné =e sekvenci SEQ ID NO:2 azx 12),
které jsou identické nebo ekvivalentni s aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID No:2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO:6, SEQ ID HO: 8,
SEQ ID NO:10 a SEQ ID NO:12, takZe se protein nebo jeho sast
m&se podilet na metabolizmu sloudenin potfebnych pro syntézu
bund&nych membran v mikroorganizmech nebo v ro=tlindch nebo na
transportu molekul t&mito membranami. Jak shora uvedeno, PpPro-
teinové sloZky té&chto metabol ickych cest pro menbrinové sloZky
nebo pro membranovy transportni systém mohou mit vyznam Pro
produkci a sekreci jedné nebo né&kolika jemnych chemikalif.
Priklady t&chto aktivit jsou =de popséany. Tak se “funkce PSE"

podili bud primo nebo nep¥imo na vy tL&2ku, produkci a/nebo




produk&ni u&innosti jedné nebo nédkolika Jjemnych chemik&lif.
Priklady PSE substritovych specifik katalytické G&innosti jsou

uvedeny v tabulce I.

Podle dal&fho provedeni vyndlezu derivdty molekul nukle-
ové kyseliny podle vyndlezu kédujf proteiny, které maji{ ales-
pofi pribliZné 50% aZ 60%, s vyhodou alespoit 60% a2 70%, jesté
vyhodn&ji alespofi pribliZn& 70% aZz 80%, 80% az 90% nebo 90% aZ
95% a jesitd vyhodn&ji alespoi pPibliZn& 96%, 97%, 98%, 99% ne-
bo vy&%{ homologii s kompletni aminokyselinovou.sekvenci ze
souboru sekvenci SEQ ID NO:2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO:6, SEQ ID
NO:8, SEQ ID NO:10 a SEQ ID NO:12. Homologie aminokyselinové
gsekvence se stanovuje v celém sekvenénim regionu programem
PileUP (J. Mol. Evolution 25, str. 351 aZ 360, 1987; Higgins a
kol., CABIOS, 5, str. 151 aZ 153, 1989) nebo BESTFIT nebo GAP
(Henikoff S. a Henikoff J.G., Amino acid substitution matrices
from protein blocks, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, str. 10915
az 10919, 1992).

Castmi proteinu, kédované molekulami nukleové kyseliny
podle vynalezu, isou s vyhodou biologicky aktivni &asti jedneé
= PSE. Zde pouZivany vyraz “bioclogicky aktivni &asti PSE" =za-
hrnuje segment, napriklad doména/motiv, PSE, ktery se podili
na metabolizmu Zadanych sloudenin pro syntézu buné&Zné membxrany
v mikroorganizmech nebo v rostlinich nebo na transportu mole-
kul membranami mikroorganizmu, nebo jehoZ aktivity jisou uvede -
ny v tabulce I. Provadi se zkouska enzymatické aktivity ke
st.anoveni, =zda se PSE nebo jeiji biologicky aktivni &ast miZe
podilet, na metaboliznu 34danvch sloudenin pro syntézu bund&né
membrédny v mikroorganizmech nebo v rostlindch nebo na trans-
portu molekul té&mito membranami. Tyto zkuZfebni =zpisoby jsou
podrobn& popsiny v prfkladu 8 p¥ikladove &asti a Jjsou z=namy

pracovnikiim v oboru.

Pridavné fragmenty nukleové kyseliny, kbLeré koduii bio-
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logicky aktivn{ segmenty PSE, se mohou generovat izolaci &asti
jedné = t&chto sekvenci SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6,
SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10 a SEQ ID NO:12, expresi kédovaného
segmentu PSE nebo peptidu (napriklad rekombinantni expresf{ in

vitro) a stanovenim aktivity =zakddované &asti PSE nebo reptidu.

Vyndlez zahrnuje také molekuly nukleové kyseliny, které
se 1i%{ od Jjedné = nukleotidovych sekvenci =ze souboru SEQ ID
NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ
ID NO:11 (nebo jejich &4sti) se =Petelem na degeneraci gene-
tického kédu a které takto kéduji steinou PSE jako PSE =zakddo-
vanou nukleotidovou sekvenci ze souboru SEQ ID NO:1, SEQ ID
NO:3, SEQ 1ID NO:S, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ ID NO:11.
Podle ijiného provedeni izolovanid molekula nukleove kyseliny
podle vynilezu mi nukleotidovou sekvenci, kterd kéduje protein
s aminokyselinouvou sekvenci =ze souboru zahrnujficiho SEQ ID
NO:2, SEQ 1ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NG:10 a
SEQ ID NO:12. Podle dal&iho provedeni molekula nukleové kyse-
1iny podle vynalezu kéduje PSE protein v plné délce, ktery je
v podstatd homologicky s aminokyselinovou sekvenci =ze souboru
SEQ ID NO:2, SEQ ID KHO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID
NO:10 a SEQ ID NO:12 (kterd je zakddovana otevienym Stecinm
réamcem v sekvencich ze souboru SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ
ID NO:S, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ ID NO:11) a kters se

nite identifikovat a izoloval o sob& znamymi zpusoby .

Kromd PSE nukleotidovych sekvenci =ze souboru SEQ ID NO:1,
SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID RO:2 a SEQ 1D
NO:11 je pracovnikim v oboru =zFeimé, Ze mohou existovat DNA
sekvendni polymorfizmy, které vedou ke =z=mé&né& aminokysel inovych
sekvenci PSE v rdmci populace (napfiklad populace Physcomit-
rella, Phytophthora, Crypthecodinium nebo Thraustochytrium) .
Tyto genetické peolymorfizmy v PSE genu mohou existovat mezi
individui v populaci v disledku p¥irodni variace. Vyrazem

"gen” a “"rekombinantni gen" se =zde vidy mini molekuly nukleové




kyseliny, které otviraji{ Steci ramec, ktery kéduje PSE, s vy-
hodou Phytophthora, Physcomitrella, Crypthecodinium nebo
Thraustochytrium PSE. Tyto pfirodni wvarianty =zpravidla zpiso-
bujf 1 a2 5% warianci v nukleotidové sekvenci PSE genu. VSech-
ny btyto nukleotidové variance a rezultujici aminokyselinové
rolymorfizmy v PSE, které mohou byt nasledkem pfirodni varia-
ce a nemé&ni funkdn{ aktivitu PSE spadaji rovn&Z do rozsahu vy-

nalezu.

Molekuly nukleové kyseliny, které odpovidaji pfrirodnim
variantam a ne-Physcomitrellové, ne-Phytophthorové, ne—Crypt-'
hecodiniové nebo ne-Thraustochytriové homology, derivdty a a-
nalogy <¢DHA organizmld Physcomiitrella, Phytophthora, Cryptheco-
dinium nebo Thraustochytrium se mohou izclovat o sob& zndmymi
hybridizadnini zpliscby za pfisnych hybridizadnich podminek se
zretelem na své homology se PSE nukleovou kyselinou Physcomit-
rella, Phytophthora, Crypthecodinium nebo Thraustochytrium z=de
uvedenencu za pouZiti ¢DNA nebo jeji &asti organizmi Physco-
mitrella, Phyvtophthora, Crypthecodiniuﬁ nebo Thraustochytrium
jakoZto hybridiza®ni sondy. Podle jiného provedeni vyndlezu
izolovand molekula nukleové kyseliny podle wvynalezu md mini-
malni délku 15 nukleotidti a hybridizuje za pfisnych podminek
s molekulou nukleové kyseliny, ktera =zahrnuije nukleotidovou
sekvenci SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID HNO:5, SEQ ID NO:7,
SEQ ID NO:9 a SE(Q ID HO:11. Podle jinédho provedeni vynalezu m&
nukleovd kyselina podle vyndlezu minimalni délku 25, 50, 100,
250 nebo vice nukleotidi. Vyrazem “"hybridizuie z=a p¥isnych
rodminek” se vZdy min{ podminky hybridizace a promyvani, =a
kterych nukleotidové sekvence majii alespofi 60% homologii = os-
tatnimi, =zpravidla navzdjem hybridizujicimi. Podminky jsou
s vyhodou takové, Ze sekvence, kbterd ma alespoil pPibliZn& 65%
a vyhodn&ii alespoil pribliZn& 70% a nejvyhodn&ii alespoii p¥i-
bliZn& 75% nebo vy&3{ homologii s ostatnimi =zpravidla hybridi-
zuje g ostatnimi. Tyto pPfisné podminky isou pracovnikim v obo-

ru zZnimy a jsou dostupné v nidvodech (Current Protocols in Mo-




lecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y., 6.3.1-6.3.6, 1989).
Vyhodny, nikoliv v&ak omezujici priklad pfisnych hybridiza&-
nich podminek jsou hybridizace v 6 x chlorid sodny/citrit sod-
ny (sodium chlorid/sodium citrat = SSCY) pri teplotd pribliZng
45 'C a nasledné promyt{ v jednom nebo v nékolika stupnich
v 0,2 ® 8SC, 0,1 % 3SDS pri teploid S0 azZ 65 °C. Pracovnikdinm
v oboru je zndmo, Ze se hybridizadni podminky 1i&i v zidvislos-
t.ti na typu nukleové kyseliny, nap¥iklad v pritomnosti orga-
nickych rozpouitédel, se ziltelem na teplotu a koncentraci puf-
ru. Napriklad je teplota za "standardnich hybridizadnich pod-
minek" v zavislosti na typeu nukleové kyseliny 42 aZ 58 uC ve
vodném pufru =za koncentrace 0,1 aZ 5 x SSC (hodnota pH 7,2).
V p¥itomnosti organického rozpouiEtddla ve shora uvedenédm puf -
ru, napiriklad 50% formamidu, je teplota za standardnich podni-
nek pribliZng 42 “¢. Jako hybridiza&ni podminky pro DNA:DHNA
hybridy se jako vyhodné uvadi nap¥iklad 0,1 x SS5C a 20 az 45
‘C, =zvlaSt& 30 a% 45 C. Hybridiza&dn{ podminky pro hybridy
DRA:RNA djsou 8 vvyhodou nap¥iklad 0,1 x SSC a 30 az 55 BC,
zvl4dstéd 45 az 55 nC. Shora uvedené hybridiza®ni podminky se
stanovuiji nafiklad pro nukleovou kyselinu p¥ibliZn® v délce
100 bp (parld bizi) a obsahu G + C 50 ¥ v nep¥itomnosti forma-
midu. Pracovnikim v oboru je =ndmo, jak se mohou stanovit po-
tL¥ebné hybridizadéni podminky se =fetelem na prirudky, jako je
shora uvedend publikace Sambrook a kol. (Molecular Cloning,
Cold Spring Harbor Laboratory, 1989 Hames and Higgins, "RNuc-
leic Bcids Hybridization: A pracltical Approach", IRL Press at
Oxford University Press, Oxford (vyd.) 1985; Brown, "Essenlial
Molecular Biology", A practical Approach", IRL Press at Oxford
University Press, Oxford (vyd.) 1991),

S vyhodou izolovand molekula nukleové kyseliny podle vy-
ndlezu, kterd hybridizuje za pfisnych podminek se sekvenci SEQ
ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID HNO:7, SEQ ID HO:9 a
SEQ ID NO:11 odpovidd prirodnéd se vyskytujici molekule nukleo-

vé kyseliny. Vyrazem "p¥Firodné se vyskytujici™ molekule nukle-




ové kyseliny se =de mini RNA nebo DNA molekula, s nukleotido-
vou sekvenci, kterd se vyskytuje v prirodd (npriklad kiersd ké-
duje p¥Firodni protein). Podle jednoho prbvedeni vynélezu nuk-
leovd kyselina koéduje pfirodnd se vyskytujici Physcomitrella
patens PSE, Phytophthora infestans PSE, Crypthecodinium cohnii
PSE, nebo Thraustochytrium PSE.

Krom& prirodngd se vyskytujicich variant PSE sekvence,
kterd miZe existovat v populaci, je pracovnikiim v oboru znamo,
Ze lze také =zavést zmé&ny prost¥ednictvim mutace do nukleotido-
vé sekvence SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID
NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ ID NO:11, které vedou ke =z=m&né& amino-
kysel inové sekvence zakéddované PSE bez nepfriznivého ovlivnéni
funkcionality PSE proteinu. Napi#iklad nukleotidové substituce,
které =mavadéii do aminokyselinovych substituci{ "neesenci&lni"
aminokyselinové zbytky se mohou generovat v sekvenci SEQ ID
NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID RO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ
ID NO:11. “"HNeesencidlnim" aminokyselinovym zbytkem je =zbytek,
ktery se miZe mé&nit v sekvenci divokého typu jedné = PSE (SEQ
ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:10 a
SEQ ID NO:12) bez =zmé&ny aktivity PSE, zatimco "esencidlni" a-
minokyselinovy =zbytek je Zaddany pro PSE aktivitu. Jiné amino-
kyzelinové zbytky (nap¥iklad aminokyselinové zbytky, kieré se
nekonzervuii, nebo se jen semikonzervuji v domén® se PSE) ne-
nusi byt viak esencidlni pro aktivity, a proto se pravddpodob-

né& mohou zaménit bez zmé&n PSE aktivity.

Vyndlez se také tLyka molekul nukleové kyseliny, které
kéduje PSE obsahujici zamé&néné aminokyselinové zbytky, které
nejsou esencidlni{ pro aktivitu PSE. Tyto PSE se 1i%i od se-
kvence SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ
ID RO:10 a SEQ ID NO:12 se zbPettelem na aminokyselinovou sek-
venci za udrZeni alespofi jedné PSE aktivity =zde popsané. Podle
jednoho provedeni vyndlezu izolovand molekula nukleové kyseli-

ny zahrnuie nuleotidovou sekvenci kédujici protein, pProtein




2zahrnuje aminokysel inovou sekvenci s alespoi pfibliZng 50%¥ ho-
mologifi 8 aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4,
SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10 a SEQ ID RO:12 a
schopnou podf{let se na metabolizmu sloudenin pot¥ebnych pro
syntézu bun&&nych membrin v organizmech Phytophthora, Physco-
mitrella, Crypthecodinium nebo Thraustochytrium nebo na trans-
portu molekul témito membranami. Protein, kddovany molekulou
nukleové kyseliny, ma s vyhodou alespoft pribliZné 50% az 60%
homologii s jednou ze sekvenci{ =zahrnujfci{ SEQ ID NO:2, SEQ ID
NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10 a SEQ ID NO:12,
vyhodn&ji alespofi pPribliZn& 60% aZ 704 homologii s jednou =e
sekvenci zahrnujici SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID HO:6, SEQ
ID NO:8, SEQ ID NO:10 a SEQ ID NO:12 a jeitd vyhodné&ii alespofi
pribliZné 70% aZ 80%, 80 aZ 90%, 90% aZ 295% homologii s jednou
ze sekvenci =mahrnujici SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6,
SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10 a SEQ ID NO:12 a nejvyhodnéiji ales-
pofi pribliZn& 96%, 97%, 98% nebo 99% homologii s jednou =ze
sekvenci{ zahrnujicf SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ
ID NO:8, SEQ ID NO:10 a SEQ ID NO:12.

Ke stanoven!{ procentové homologie se dvEma aminokyselino-
vymi sekvencemi (nap¥iklad jedné =z=e sekvenci ze souboru zahr-
nujiciho SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8,
SEQ ID NO:10 a SEQ ID NG:12 a jejich mutované formy) nebo dvou
nukleovych kyselin jsou sekvence psany djedna pod druhou
k umoZndni optimilniho srovnani (napfiklad mezery mohou byt
zavedeny do sekvence proteinu nebo nukleové kyseliny k vytvo-
teni optimdlnfiho vyrovnani s jinym proteinem nebo s jinou nuk-
leovou kyselinou). Potom se porovndvaji aminokyselinové zbytky
nebo nukleotidy na odpovidajicich aminokyselinovych pozicich
nebo nukleotidovych pozicich., JestliZe Jje pozice v sekvenci
(naptiklad jedna z=e sekvenci{ SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID
NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ 1ID NO:10 a SEQ 1ID NO:12) okupovana
steinyn aminokyselinovym zbytkem nebo stejinym nukleotidem jako

odpovidajici pozice v jiné sekvenci (nap¥iklad mutovand forma




sekvence =ze souboru zahrnujiciho SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ
ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10 a SEQ ID HNO:12) je mo-
lekula homologickd v této pozici (tedy "homologie® aninokyse-
liny nebo nukleové kyseliny =de odpovida “"identits” aminokyse-
liny nebo nukleové kyseliny). Procentovd homologie mezi dvéma
sekvencemi je funkcf po&tu identickych pozic, na ktervych se
sekvence podilejf{ (procento homologie se tedy ‘rovné rodtu i-

dentickych pozic/celkovy podetlt pozic x 100).

Izolovand molekula nukleové kyseliny, kterd kéduje PSE,
kterd je homologickd s proteinovou sekvenci SEQ ID NO:2, SEQ
ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID RO:8, SEQ ID NO:10 a SEQ 1ID
NO:12 se miZe generovat =zavedenim jedné nebo ndkolika nukleo-
tidovych substituci, adicemi nebo delecemi do nukleotidové
sekvence SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7,
SEQ ID NO:9 a SEQ ID NO:11, takZe jedna nebo nékolik aminoky-
sel inovych substituct, adici nebo deleci sme =z=avede do kodova-
ného proteinu. Mutace se miZe =z=avid&t do jedné =e sekvenci SEQ
ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9 a
SEQ ID NO:11 o sob& znanymi zplsoby, jako dJsou mistnd Pizena
mutagenéze a PCR zprostfedkovivani mutagendze. S vyhodou se
konzervativni aminokyselinové substituce generujf na jednom
nebo na n&kolika predpovédénych aminokyselinovych antismyslo-
vych zbytecich. V "konzervativni aminokyselinové substituce" se
vyméfiuje aminokyselinovy =zbytek =z=a aminokyselinovy z=zbhyiLek
s podobnym postrannim Fetdzcem. Rodiny aminokyselinovych zbyt-
kit & podobnymi postrannimi Petdzci byly definovédny ve speciil-
nim oboru. Tyto rodiny =ahrnuji aminokyseliny s bazickymi po-
gtrannimi Peté=ci (nap¥iklad lysin, arginin, histidin), s ky-
selymi postrannimi Fetdz=ci (napfiklad kyselinu asparagovou,
glutamovou), s poldrnimi postrannimi ¥etdzci bez nidboje (na-
rirfklad glycin, asparagin, glutamin, serin, threonin, tyrosin,
cystein), s nepolirnimi postrannimi Pet&zci (napriklad alanin,
valin, leucin, isoleucin, rrolin, fenylalanin, methionin,

tryptofan), s B-~rozvéitvenymi postrannimi Pretdzci (napriklad




threonin, wvalin, isoleucin) a s aromatickymi postrannimi Pe-
tézci (naptfiklad tyrosin, fenylalanin, tryptofan, histidin).
Predpovédé&nyaminokysel inovy neesencidlni zbytek v PSE se tak
s vyhodou zamé&fuje za jiny aminokyselinovy z=bytek = tLéZe rodi-
ny s postrannim retdzcem. Jako allernativa podle jiného prove-
denf{ vyndlezu se mohou nmutace =avadét statisticky na viechny
nebho na &4st. PSE kédujicich sekvenci, napfiklad saturadéni mu-
tagenezi a ziskané mutanty se mohou skrinovat se z¥etelem na
PSE asktivitu zde popisovanou k identifikaci mutantd, které si
udrZzuji PSE aktivitu. Po mutagenezi jedné =ze smekvenci SEQ ID
NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ
ID NO:11 se zakddovany protein miZe expresovat rekombinantné& a
aktivita proteinu se miZe stanovovat nap¥iklad zkoufkou =z=de

ropsanou (v p¥ikladech praktického provedeni).

Kromé& molekul nukleové kyseliny, které kéduji shora po-
psané PSE, se vyndlez také Lyka izolovanych molekul nukleové
kyseliny k nim “"antismyslnym”. “Antismyslovad” nukleovd kyseli-
na zahrnuje nukleotidovou sekvenci, kterd Hde komplementarni
k nukleové kyselingd "majici smysl®, kt.erd kéduje protein, na-
piklad ke kédujicimu Fet&zci dvouretdzcové c¢DNA molekuly nebo
komplementdrni s mRNA sekvenci. Antismyslovd nukleovda kyselina
se miZe vdazalt na nukleovou kyselinu majici smysl vodikovymi
vazbami. Antismyslovad nukleovd kyselina mGZ2e byl komplementir-
ni = kompletem PSE - kodujici Fetdzec nebo pouze s jeho &asti.
Podle jednoho provedeni vyndlezu molekula nukleové kyseliny je
"antismyslovad" ke "kédujicimu regionu” kdédujiciho retéz=ce nuk-
leotidové sekvence kddujici PSE. Vyraz "kédujici region" se
tykd regionu nukleotidové sekvence, kterd zahrnuje kodony,
které jsou translatovanéd do aminokyselinovych zbytkd (napiik-
lad cely koédujici region, ktery startuje a kond&i se stop kodo-
nem, to je poslednim kodonem p¥ed stop kodonemn). Podle dalZiho
provedeni antismyslovd molekula nukleové kyseliny Jje "anti-
smyslovy"” aZ "nekdéduijici region" kédujiciho rFelé&zce nukleoti-

dové mekvence kédujici PSE. Vyvraz "nekddujici Felizec" me Lyka




5 a 3' smekvenci{, které lemuji{ kédujici region a nejsou trans-
latované do aminokyselin (to je, kleré jsou také kondeny 5' - a

3’ - netranslatovanymi regiony).

Zde popisované PSE-kdédujici sekvence kodujiciho Fetézce
(napPiklad sekvence ze souboru sekvenci =zahrnujiciho SEQ ID
NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ
ID NO:11) antismyslové nukleové kyseliny podle vyndlezu se mo-
hou oznadovat podle pravidel Watson-Crickova pdérovan{ bé=zi.
Antismyslovd molekula nukleové kyseliny mdZe byt komplementar-
ni{ ke viem kédujicim regionim PSE mRNA, avsSak vyhodnéji je to
oligonikleotid, kiery je "antismyslovy"” pouze k &asti kdéduji-
c¢iho nebo nekédujfciho regionu PSE mRNA. Napfiklad antismyslo-
vy oligonukleotid mGZe byt komplementarnai k regionu okolo
transladniho startu PSE mRNA. Antismyslovy oligonukleotid miZe
mit délku nap¥iklad p¥FibliZn& 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45 nebo 50 a vice nukleotidd. Antismyslovy oligonukleotid ma
s vyhodou ve své délce 15 aZ 25 nukleotidd. Antismyslovy oli-
gonukleotid podle vyndlezu se miZe kontruoval zplisobem v oboru
zndmym =za pouliti chemickych syntéznich a enzymatickych ligad-
nich reakci. Nap¥iklad antismyslovd nukleovd kyselina (napfik-
lad antismyslovy oligonukleotid) se miZe syntetizovat chemicky
za pouiti pfirodnd se vyskytujicich nukleotidd nebo riz=né& mo-
difikovanych nukleotidd, které =zvyZuji biologickou stabilitu
molekul nebo =vyBuji fyzikalni stabilitu duplexu vyitvofeného
nezi nukleovou kyselinou antismyslovou a majici smysl; napiik-
lad se mohou pouZit fosforthiodtové derivaty a akridinem sub-
stituované nukleotidy. JakoZto p¥iklady modifikovanych nukleo-
tidd, kterych se miZe pouZit pro generaci antismyslové nukleo-
vé kyseliny, se uvéddif: 5-fluoruracyl, 5S-bromuracyl, S-chlor-
uracyl, 5-joduracyl, hypoxanthin, xanthin, 4-acetylcytosin, 5-
-{ karboxyhydroxylmethyl)uracyl, 5-(karboxymethylaminomethyl-2-
-thiouridin, 5-(karboxymethylaminomethyluracyl, dihydrouracyl,
g-D-galaktosylkveosin, inosin, 6N-isopentenyladenin, 1-methyl-

guanin, 1-methylinosin, 2,2-dimethylguanin, 2-methyladenin, 2-
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~-methylguanin, 3-methylceyvtaosin, S-methyleytosin, N6-adenin, 7-
-mnethylguanin, S5-methyvlaminomethyluracvl, 5-methoxyaminomnet-
hyl-2Z~-thiouracyl, g-D-mannosylkveosin, 5’ -methoxyvkarboxymet-
hyluracyl, S-methoxyuracyl, Z2-methylthio-6N-isopentyladenin,
uracyl~-5~oxyoctova kyselina (v), xybutoxin, pseudouracyl, kve-
osin, 2-thiocvtosin, S-methyl-2-thicuracyl, 2~-thiouracyl, 4-
-thiouracyl, S5-methyluracyl, methyvluracyl-S-oxyvacebtat, uracyl-
~S5-oxvoctovd kyvselina (v), S-methyl-2Z2-thiouracyl, 3-(3~-amino-
~3~N-2-karboxypropylluracyl, (acp3l)w a 2,6-diaminopuriun. Nebo
se antismyslovd nukleova kyselina mfiZe generovat biologicky =za
pouiti expresniho vektoru, do kterého se subklonovanou nukle-
ovou kyselinou v antismyslové orientaci (to  je RNA, ktera je
transkribovana nukleovou kyselinnﬁ zavedenou v antismyslové
orientaci se zFetelem na cilovou pifrislusSnou nukleovou kyseli-
nu, kterd dje transskibovdana ve véEtEim detailu v nasleduijici

suhsekci).

Bntismyslovd molekula nukleoveé kyseliny podle vynalezu se
zpravidla dodava do builky nebo se generuije in situ, takZe hvb-
ridizuije s buné&fnou nRNA nebo se vaZe s bun&dnou mRHA a nebo
s genomovou DNB koduiici PSE, takZe inhibuie expresi proteinu
napPfiklad inhibici transkripce a/nebo translace. Hybridizace
se mniZe uskubtednit béZnou nuklecotidovou komplementaritou za
vybvoideni stabilniho duplexu nebo napfiklad v pFipade atismy-
sloveé molekuly nukleovée kyseliny, kbterad vaZe duplicity DHA,
specifickou interakci v Sirokém rozstépu dvojitélgrouhmuice.
Antisnvslova molekula se miZe modifikovat Lakovym zplisobem., Ze
se gspecificky vdaZe na recepbor nebo na antigen expresovany na
selektovaném buné&dném povrchu, napfiklad vazanim antisnvslove
molekuly nukleové kvseliny na peptid nebo protilatku, pPfidemZ
kaZdy =z nich se vaZe na bunédény povrchovy recepltor nebo na an-
tigen. Bullky se také mohou vybavovalt antismyslovou molekulou
nukleové kvseliny za pouZiti =zde popsanych vektorfi. Vektorove
konstrukty, ve ktervch je antismyslova molekula nukleové kvse-

liny pod kontrolou pPfisnég prokarvotického, virového nebo euka-
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riotického promotoru, v&etnd rostlinného promotoru, izou vy-
hodné pro domaZeni dostate&né intraceluldrni koncentrace anti-

smyslovych molekul.

Podle dalZfho provedeni vyndlezu antismyslovou molekulou
nukleové kyseliny je molekula ao-anomernf nukleové kyseliny.
Molekula a-ancomerni nukleové kyseliny vyLAF{ specifické dvou-
Yet8zcové hybridy s komplementirni RNA, rPetezce jsou navzajen
paralelni na rozdil od b&Znych g-jednotek (Gautier a kol.,
Nucleic BAcid Res. 15, str. 6625 aZ 6641, 1987). Antismyslova
molekula nukleové kyseliny miZe zahrnovat 2’ -o-methylribonuk-
leotid (Inoue a kol., Nucleic Acid Res. 15, str. 6131 aZ 6148,
1987) nebo chimerni RNA-DNA analogon (Inoue a kol., FEBS Lett.
215, str. 327 aZ 330, 1987).

Podle dalZ{ho provedeni antismyslovou molekulou nukleové
kyseliny podle vynalezu je ribozym. Ribozymy jsou katalytickeé
RNA molekuly s ribonukledzovou aktivitou, kiterd miZe Stépit
jednotet8zcovou nukleovou kyselinu, 3jako je mRNA, ke které
maji komplementérni region. Ribozymy, napfiklad s kladivkovou
hlavou, které popsal Haselhoff a Gerlach (Nature 334, str. 585
a% 591, 1988), se mohou pouZival pro katalytické sSté&peni FSE
mRNA transkriptil k inhibici granslace PSE mRNA. Ribozym se
specificitou pro PSE kédujici{ nukleovou kyselinu se miZe ozna-
ovat na =4klad& nukleotidové sekvence PSE c¢DNA =zde popsané
(to je 38°Ck21‘g07wd v SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5,
SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ ID NO:11) nebo na z&kladé hete-
rologové sekvence, kiterd se md izolovat zplsobem podle vynale-
zu, Napriklad se miZe konstruovat derivat Tetrahymenal-19-1IVS
RNA, jehoZ nukleotidovéd sekvence aktivniho mista je komplemen-
t4rni s nukleotidovou sekvenci, kterd se mid od3tépit v PSE ké-
dujici mRNA (napPriklad Cech a kol., americky patentovy spis
&islo US 4 987071 a Cech a kol., americky patentovy spis &islo
UsS 5 116742). Nebo se miZe pouZivat PSE mRNA pro selekci kata-

1vtické RNA se specifickou ribonukledzovou aktivitou z=e soubo-




ru RHA molekul (Bartel D. a Szostak J.¥., Science 261, str.
1411 aZ 1418, 1993).

Nebo se exprese PSE genun miZe inhibovat Fizenim nukleo-
tidovych sekvenci, které jsou konplementiarni s reguladnim re-
gionen PSE nukleotidové sekvence (napfiklad PSE promotor a/ne-
bo zesilovad transkripce) takovym zpliscbhen, Ze se vytvari tro-
jita Sroubovicova struktura, khtera inhibuje transkripci PSE
genu v cilovyych buikdch (Helene C., Anticancer Drug. Res.
AH(ARY, str. 569 aZ 584, 1991; Helene C. a kol., Ann. N. Y.
Acad. Sci. 660, str. 27 aZ 36, 1992;: a Maher L..J., Bioassays

14¢12), str. 807 aZ 815, 1992).
B. Genowy konstrukt

Vynalez se takeé tyka nového genoveho konstruktu obsahuii-
ciho izolovanou nukleovou kvselinu odvozenou od Physcomitrel-
la, Phytophthora, Crypthecodinium nebo Thraustochytrium a kdé-
dujfici polypeptid, ktery elonguije mastné kyseliny s 16, s 18
nebo se 20 atomy uhliku s alespoi dvéma dvoinymi vazbami wve
skeletu mastné kyvseliny o alespoil dva atomy uhliku, nebo ktery
obsahuje genovou sekvenci SE(Q ID HO:1, SEQ ID NGO:3, SEQ ID
NO:5, SEQ ID NO:7, SE ID NO 9 a SEf] ID NO 11, jeii bhomology,
derivaty nebo analogy, které se vaZi na jeden nebo na ngkolik
reguladénich signdlfi s vyhodou pro zvysSeni genové exprese. Ja-
koFto plPfiklady takovych reguladnich sekvenci se uwadéji sek-
vence, které se vadZi na induktory nebo represory, a tak regu-
luji expresi nukleove kyseliny. Tyto nové regula®ni sekvence,
pifrirodni regulace téchto sekvenci pfed aktudlnimi struktural-
nimi geny miZEe byt vZdy pifitomnd, pokud je geneticky vhodnég
modif ikovana, takZe se pPirodni regulace miZe vypnout a expre-
se genu se podpoi’i. Genovy konstrukt miZe mit vsak takd jedno-
AdugEi strukturu, to znamend, Ze se nezavadsii plfidavné regulad

signdly dfive neZ sekvence SE[ ID NO:1, SEQ ID NO:3, sSEQ ID
NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO 9 a SEfO ID NO 11 nebo jeiich ho-




mology a p¥irodni promotory s jejich regulaci nejsou deletova-
ny. Misto toho se mutuje pFirodni{ reguladnf sekvence takovymio
zplsobem, %e regulace jiZ neexistuje a genovid exprese se pod-
pofi. Genovy konstruk miZe ddle s vyhodou zahrnovat jeden nebo
nékolik tak zvanych zesilovadld transkripce sekvenci, které se
funk&né vaAZou na promotor a které umoZfuji =vySeni exprese
sekvence nukleové kyseliny. Je také mo2Zné pridavnéd =zad&leliovat
vyhodné sekvencé na 3’ =zakon&eni sekvenci DNA nap¥iklad dalsi
regul dtorové prvky nebo termindtory. Elongazové geny mohou byt
obsaZeny v jedné nebo v nékolika kopiich v genovém konstruktu.
Pro inzerci dalZich gend do organizmu je vyhodné, pokud jsou

dal®i{ geny obsaZeny v genovém konstruktu.

Vyhodné reguladni sekvence pro novy proces existuil
napfiklad v promotorech, jako dsou cos, tac, tre, tet,
. brp-ted, lpp, lac, lpp-lac, lacl?, T?, TS, T3, gal, trc, ara,
SP6, l Pr nebo /[PL promotor a s vyhodou se pouZivaii v gram-
negativnich bakterifich. Regulaéni sekvence dale s vyhodou
existuii v gram-pozitivnich promotorech amy a SP0Z, v kvasin-
kovych nebo v houbovych promotorech ADCl, MF«, AC, P-60, CYC1,
GAPDH, TEF, rp28, ADH nebo v rostlinnych promotorech CalMV/ 35S
(Franck a kol., Cell 21, str. 285 aZ 294, 1980), PRP1 (VWard a
kol., Plant. Mol. Biol, 22, 1993), 88U, 0CS, 1ib4, usp, STLS1,
B33, nos nebo v ubiquitinovém nebo v phaseolinovém promotoru.
V tétto slouvislosti jsou vhodné také indukovatelné promotory,
nap¥iklad promotory popsané v literatuPe (evropsky patentovy
gpis &islo EP-A-0 388186 (benzylsulfonamid-indukovatelny);
Gatz a kal., Plant J. 2, str. 397 a2 404, 1992 (tetracyklin-
-indukovatelny);: evropsky patentovy spis &islo EP-A-0 335528
(abscisova kyselina-indukovatelnd): nebo svétovy paltentovy
spis &islo W0 93/21324 (ethanol- nebo cyklohexanol -indukova-
telny). Jinymi vhodnymi rostlinnymi promotory jsou cytosolicka
FBP4za nebo bramborovy ST-LSI promotor (Stockhaus a kol., EMBO
J. 8, str. 2445, 1989) Glycin max fosforibosylpyrofosfsitamido-

transferd=zovy promotor (Genbank Accesion NO. Ug79%9) nebo pro




nodus specificky promotor (popsany v evropském patentovvém
spise &islo EP-A-0 249676). Zv14%té& wvyhodnymi promotory jsou
promotory, které umoZfiuji expresi ve tkénich, kiteré jsou zahr-
nuty v biogsyntéze mastnych kyselin. Mimoradn& vyhodné jsou pro
semena specifické promotory, jakeo jsou promotory usp, LEB4,
faseolin nebo napin. Dal&imi vyhodnymi jsou pro semena speci-
fické promot.ory, kterych se miZe pouZivat jako monokotd nebo
dikotl, které jsou popsédny v americkém patentovém spise Eislo
US 5 608152 (Ffepky olejky napin promotor), ve sv&tovém paten-
tovém spise &islo WO 98/45461 (Arabidopsis phaseolin promo-
tor), v merickém patentovém spise &islo US 5 504200 (Phaseolus
vulgaris phaseolin promotor), ve svétovém patentovém spise
&islo WO 91/13980 (Brassica BCe4-promotor) a v dalsi literatu-
#e (Baeumlein a kol., Plant J. 2, 2, str. 233 aZ 239, 1992
(lustBninovy LEB4 promotor), pfidemZ jsou tyto promotory vhodné
pro dikoty. Pro monokoty jisou vhodng napfiklad néasledujici
promotory: pro je&men 1lpt-2 nebo lpt-1 promotor (svétovy pa-
tentovy spis dislo WO 95/15389 a WO 95/23230), jednenovy hor-
deinovy promotor a jiné vhodné promotory popsané ve svétovénm
patentovém spise &islo WO 99/16890.

V. podstatrd je moZné pouZit virchny p¥irodni promotory
g jejich regula&nimi sekvencemi, shora zminénymni, Pro  novy
zphsob., Je tLaké moZné a vyhodné pridavnd pouZit syntetickych

promotord.

Genovy konstrukt miZe také =z=ahrnovat dalsi geny, které
se maii zavést do organizmd. Je moZné a vyhodné zavadét do
hostitelskych organizmG a expresovat v nich regula&ni geny,
jako 9jsou geny pro induktory, represory a enzymy, které v da-
sledku své enzymatické aktivity se podileji na regulaci jedno-
ho nebo n&kolika gent biosyntetické cesty. Tyto geny mohou byt
heterologového nebo homologového piivodu. V&len&né geny mohou
mit svilj vliastni promotor nebo mohou byt pod kontrolou promo-
toru sekvence SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID




NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ ID NO:11 nebo jejich homologt, deriva-

td nebo analogt.

K expresovéni jinych geni, které isou obsaZeny, =zahrnuje
genovy konstrukt s vyhodou dal&i 3'- a/nebo 5’ -koncové regu-
ladén{ sekvence pro podporu exprese a Lytovsekvenae jsou vybra-
ny pro optimalni expresi jako funkce vybraného host itelského

organizmu a genu nebo gen(.

Jak shora uvedeno, tkolem t&chto regula&nich sekvenci ije
umoZnit specifickou expresi genll a expresi proleinu. V zdvis-
losti na hostitelském organizmu to mdZe napfiklad znamenat, Ze
se gen expresuje nebo nadexpresuje pouze po indukeci nebo Ze se

expresuje a/nebo nadexpresuje bezprostiednd.

Regula®ni sekvence nebo reguladéni faktory mohou mit wvy-
hodné pasobenf{ na expresi genil, které se =avedly, a tak je
podpoFit. PFri tombto =zplscbu je moZné, Ze se regulaéni elemen-
Lty s vyhodou podporuji na transkripini Grovni za pouZiti sil-
nych transkrip®nich signdld, jako ijsou promotory a/nebo zesi-
lovade trankripce. Je viak dale také moZné podporoval transla-
ci nap¥iklad =z=lepZenim stability mRNA. Sekvence nukleoveé
kyseliny podle vyndlezu jsou s vyhodou kldénovény do genového
konstruktu (=expresni kazeta, konstrukt nukleové kyseliny)
spolu s alespofi jednim reporterovym genem a tento genovy kons-
trukt me =z=avadi do organizmu prostfednictvim vektoru nebo pfi-
mo do genomu. Tento reporterovy gen ma umeZnit snadnou 2jis-
titelnost prost¥ednictvim zkoulek riastu, fluorescence, chemi-
luminescence, bioluminescence nebo resistence nebo folometric-
kym mé&v¥enim. JakoZto pHiklady reporterovych genll se uvadeéif
geny pro resistenci k antibiotikdm nebo herbicidim, hydrolazo-
vé geny, fluorescencedn{ proteinové geny, bioluminescen&ni ge-
ny, geny metabolizmu cukru nebo nukleotidu nebo biosyntézni
geny, jako jsou Ura3 gen, Ilv2 gen, luciferdzovy gen, g-galak-

tosidéa=zovy gen, gfpr geny, 2-deoxyglukd=o-6-fosfatfosfatazovy




gen, B-glukuronidia=ovy gen, p-laktamdzovy gen, neomycinfosfo-
transferdzovy gen, hygromycinfosfotransferdzovy gen nebo gen
resistance BASTA (=glufosinat). Tyto geny umoZfiuji, aby byla
transkripéni aktivita a tak exprese genu snadné&ji mév¥ena a
kvantifikovdna. To umoZfiuje identifikaci pozic v genomu, ktery

vykazuje odliZnou produktivitu.

Sekvence nukleové kyseliny podle vynélézu ze souboru =zZa-
hrnujfciho SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID RO:7,
SEQ ID NO:9 a SEQ ID NO:11, které kédujii elongdzy, mohou byt
obsaZeny v expresni kazetd (= genovy konstruki) v jedné nebo

v né&kolika kopiich.

Expresni kazeta (= genovy konstrukt, konstrukt nukleové
kyseliny) miZe p¥idavnd obsahovat alespofi jednu dalZi nukleo-
vou kyselinu, klLerd kéduie gen, g vyhodou = biosynlLézy mastné
kyseliny, aby byl zaveden do hostitelského organizmu. Trto ge-
ny mohou byt odd&lend regulovény nebo v témZe reguladénim regi-
onu jako geny pro elongdzu podle vynalezu. Tyto geny Jisou na-
priklad dal®i biosyntézn{ geny s vyhodou biosyntézy mastné ky-
seiny, coZ umoZfiuje zvyEenou syntézu. PFikadné se uvadéji geny
pro Al9-, A17-, B15-, al2-, 5H9-, Db8-, AN6-, AS5-, Ad-de-
saturdzu, pro rizné hydroxylizy, A12-acetylendzu, acyl-ACP
thioesterdzu, g-ketoacyl-ACP synthdzu nebo pro g-ketoacyl-ACP
reduktdzy. Desaturazové geny isou s vyhodou pouZivédny v kon-
struktu nukleové kyseliny. Tyto geny opé&t mohou byt obsaZeny

v genovém konstrukiu v jedné nebo v n&kolika kopiich.
C. Rekombinantn{ expresni vektory a hostitelské bufiky

Vyndlez =me také tyka vektorti, s vyhodou expresnich vekto-
rii, obsahujfcich nukleovou kyselinu podle vyndlezu nebo genovy
konstrukt podle vynalezu, které kéduji PSE (nebo jeji Zast).
Vyrazem “"vektor" se zde viZdy mini molekula nukleové kyseliny,

kterd miSe nést jinou nukleovou kyselinu, na kterou je ligova-




na. Jedninm typem vektoru je “"plasmid", ktery predstavuje ok-
rouhlou dvouret&zcovou DNA smy&ku, do které mohou byt 1ligoviny
pridavné DNA ségmenty. Dalsdim typem vektoru je virovy vektor,
pri&dem? je moZEné, Ze jsou p¥ridavné segmenty DHNA ligovdny do
virového genomu. Ur&ité vekitory jsou schopny autonomni repli-
kace v hostitelské bufice, do které byly zavedeny (napfiklad
bakterialni vektory s bakiteridlnim pivodem replikace a episo-
naln{ savéi vektory). Jiné vektory (naptiklad episomalni savdii
vektory) jsou integrovédny do genomu hostitelské bufiky po =ave-
deni do hostitelské buiiky a tak replikovany spolu s hostitel-
skym genomem., Rizné vektory mohou #idit exresi genfi, do kte-
rych jsou funk®&n& vazdny. Tyto vekitory se oznaduji jako "ex-
presni vektory”. Zpravidla expresn{ vektory, kiteré jsou vhodné
pro rekombinantni{ DNA techniky, maii{ formu plasmidd. V popiso-
vaném pripadé se vyrazy “plasmid" a "vektor" mohou uZivat =za-
ménitelne, jeliko2 Jje plasmid nej&astdji pouZivanou formou
vektoru. Vyndlez v3ak =zahrnuje tyto jiné formy expresnich vek-
torti, nap¥iklad virové vektory (pro napiiklad replikaci defi-
cientnich retrovir(, adenovirii a adeno p¥ibuznych vird), které
majf podobné funkce. Vyraz vektor také =ahrnuje jiné vektory
znédmé pracovnikim v oboru, jako jsou fagy, viry jako 5V40,
CMV, baculovirus, adenovirus, transposony, IS elementy, plas-

midy, fagemidy, kosmidy, linedrni nebo kruhové DNA a RNA,

Rekombinantni expresni vektory podle vyndlezu =zahrnuji
nukleovou kyselinu podle vyndlezu nebo genovy konstrukt podle
vynidlezu ve formé&, kterd dje vhodnd pro expresi nukleové
kyseliny v hostitelské bufice, &imZ se mini, Ze rekombinanitni
expre=sni vektory =ahrnuii Jednu nebo n&kolik regulaénich
sekvenci, vybranych né bdazi hostitelské buiky k pouZiti pro
expresi, ktera Jje nebo které jsou funk&né vazany na sekvenci
nukleové kyseliny, kiterd se méd exprescovab. V rekombinantnim
expresnim vektoru, "funk®né vizaném“ se mini, 2e je pFisluind
nukleot idovd sekvence vazana na reguladéni sekvenci nebo na re-

gula&n{ sekvence takovym zpisobem, Ze je moZna exprese nukleo-




tidové sekvence a ty jsou navzdjem vazany, takZe ob& smekvence
gplfiuii pfedurdenou funkei, ktera je sekvenci pripisovéna
(napfiklad ve in vitro transkrip&nim/translaénim systému nebo
v hostitelské bulice, pokud se vektor do hostitelské bufiky za-
vede) . Vyraz "reguladni sekvence" zahrnuje promotory, =esilo-
vade transkripce a Jjiné expresni kontrolni prvky (napfiklad
polyadenyladni signdly). Tyto reguladéni sekvence popsal na-
priklad Goeddel (Gene Expression Technology: Methods in Enzy-
mology 185, Academic Press, San Diego, CA, 1990) nebo Gruber a
Crosby (Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology,
CRC Press, Boca Raton, Florida, vyd.: Glick and Thompson, ka-
pitola 7, str. 89 aZ 108 a pripojenia literatura). Regulani
sekvence zahrnuiji sekvence, které #idi konstitubtivni expresi
nukleotidové mekvence v &etnych typech hostitelskych bungk a
které ¥idi primou expresi nukleotidové sekvence pouze v urdi-
tych hostitelskych bufikdch =a urditych podminek. Pracovnikim
v oboru Jje =z=ndmo, Ze konstrukce expresniho vekitoru mi2e =zdvi-
set na &etnych faktorech, jako jsou nap¥iklad volba hostitel-
ské bufiky, kterd se ma transformovat, a rozsah, kterym se Z4-
dany prolein expresuje. Expresni vektor podle vynilezu se miZe
zavaddt do hostitelské buiiky =za uSelem produkce proteind nebo
peptidll, v&etnd fdznfch proteindt nebo fuznich peptid(, které
se koéduji nukleovymi kyselinami, jak je =de popsdno (napfiklad
PSE, mutantové formy PSE a fizni proteiny). Rekombinantni ex-
presni vekiory podle vynalezu mohou byt urdeny pro expresi PSE
v prokaryotickych nebo eukaryotickych buiikdch. Nap¥iklad se
PSE geny mohou expresovat v bakteridlnich bufikdch, naptiklad C.
glutamicum, ve hmyzich bufikdch (za pouzZiti baculovirovych ex-
presnich vektortl), v kvasnicich a v jinych houbovych burikdch
(Romanos M.BA. a kol., "Foreign dgene expression in yeast: a
review", Yeast 8, str. 423 az 488, 1992; van den Hondel C.A.HM.
J.J. a kol., "Heterologous gene expression in filamentous fun-
gi", More Gene Manipulations in Fungi, J.W. Bennet & L.L. La-
sure, vyd., str. 396 aZ 428: Academic Press: San Diego, 1991;
van den Hondel C.A.M.J.J. & Punt P.J., "Gene Lransfer systems




and vector development for filamentous fungi®, Applied Molecu-
lar Genetics of Fungi, Peberdy J.F. a kol., vyd. str. 1 aZ 28,
Cambridge University Press: Cambridge, 1991) v fasich (Falci-
atore a kol., Marine Biotechnology 1, 3, str. 2839 az 251,
1999), v cilidtech né&sledujicich typl: Holotrichia, Spirotri-
chia, Peritrichia, Suctoria, Tetrahymena, Paramecium, Colpi-
dium, Glaucoma, Platyophrya, Potomacus, Pseudocohni lembus, Eu-
plotes, Engelmaniella a Stylonychia, zv]143tE rodu Stylonychia
lemnae, =a pouZiti wvektord a ndsledujicich transforma&nich
zpl=zob(l popsanych ve svétovém patentovém spise Eislo YO 98/
01572 a bundk mnohabun&&nych rostlin (Schmidt R. a Willmitzer
L., "High efficiency Agrobacterium tumefaciens-mediated Trans-
formation of Arabidopsis thaliana leaf and cotyledon explants”,
Plant Cell Rep., str. 583 aZ 586, 1988; Plant Molecular Biolo-
gy and Biotechnology, C Press, Boca Raton, Florida, kapitola
6/7, str. 71 a% 119, 1993; F.F. White, B. Jenes a kol., "Tech-
niques for Gene Transfer", Transgenic Plants, svazek 1, Engi-
neering and Utilization, vyd.: Kung a R. Wu, Academic FPress,
sty. 128 azZ 143, 1993; Pot.rykus, Annu. Rev. Plant Physiol.
Plant Molec. Biol. 42, str. 205 az 225, 1991 a pripojené odka-
=y na literaturu) nebo v sav&ich bufikdch. Vhodné hostitelské
bufiky popsal také Goeddel (Gene Expression Technology: Methods
in Fnzymology 185, Academic Press, San Diego, CA, 1990). Jako
alternativa se rekombinantni expresni vektor miZe itranskribo-
vat a translatovat in vitro, napriklad za pouZiti T7 promoto-

rové regula®ni sekvence a T7 polymerazy.

V prokaryotech se proteiny zpravidla expresuii =a pouZiti
vektori obsahujicich konstitutivni nebo zaveditelné promotory,
které Pidi expresi faznich proteini nebo neftuznich protein.
Fazn{ vektory pridavaii radu aminokyselin do kdéddovaného pro-
teinu, =pravidla na aminozakon&eni rekombinantniho proteinu,
avBak také na C =zakondeni, nebo fizuji se vhodnymi regiony
v proteinech. Tyto fuzni vektory maji{ zpravidla LtFri Géely: 1)

podporuiji expres=i rekombinantniho proteinu, 2) zvy3uji solubi-




litu rekombinantnfho proteinu, 3) poporuiji &i%té&ni rekombinan-
tnfho proteinu plisobeni{m jako ligand v afinitnim gisteni, na-
priklad prost¥ednictvim tak =zvanych his koned&kil. V piipad®
fuznich expresnich vektort se &asto zavadi misto proteolytic-
kého Stdpeni v mistd, kde jsou vazany, fiazni jednotka a rekom-
binantni protein, takZe se rekombinantni protein miZe oddélit
od fuzni{ jednotky po &i%t&n{ fuazniho proteinu. Tyrto enzymy
a jejich odpovidajfci rozpoznavaci sekvence zahrnuji{ faktor

Xa, thrombin a enterokindzu.

JakoZto typickéd expresn{ vektory se p¥ikladné uvddé&ji pGEX
(Pharmacia Biotech 1Inc., Smith D.B. a Johnson K.S., Gene 67,
str. 31 aZ 40, 1988), pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA3}
a pRITS (Pharmacia, Piscataway, NI, pridemz je glutathion
S-transferdza (GST), maltéz-E-vazajici protein nebo protein A
fuzovan na rekombinantni cilovy protein. Podle jednoho prove-
deni je PSE kédujici vektor klénovan do pGES expresniho vekto-
ru pro generaci vektoru kédujiciho fuazni protein, ktery =ahr-
nuje od N-zakondeni do C =zakon&eni GRT-thrombin 3Stépici
misto-X-protein. Fuazni protein se miZe &istit afinitni chroma-
tografii za pouZit{ glutathion agarové prysky¥ice. Rekombinan-
tnf PSE, ktery neni fuzovidn s GST, se miZe z=iskat Hté&penim

fuizniho proteinu thrombinem.

JakoZto priklady indukovatelného nefuznich E.coli ex-
presnich vektort se uvadéji pTre (Amann a kol., Gene 69, str.
301 az 315, 1988) a pET 11d (Studier a kol., Gene Expression
Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San
Diego, California, str. 60 as 89, 1990). Stitova genova expre-
se pTrc vektoru je zaloZena na transkripci host.itelské RNA po-
1ymerdzy = hybridniho trp-lac fdzniho promotoru. Cilova genova
exprese = pET 11d vektoru ije zaloZena na transkripci = T7?-
-gn10-lac fuzniho promotoru, ktery je zprostredkovan koexpres-
ni virovou RNA polymerdzou (T7 gnl). Tato virova polymerdza je
vybavena hostitelskymi kmeny BL21 (DE3) a/nebo HMS174 (DE3)



rezidentnim profdgem, ktery uchovivd T7 gnl gen z=a transkrip-

&ni kontroly lacUVS promotoru.

Jiné vektory, které jsou vhodné pro prokaryotické orga-
nizmy jsou pracovnikim v oboru =znamy: jakoZto tyto vektory se
prikldnd uvadé&jii v E. coli pLG338, pACYC184, pBR série jako
pBR322, PUC série jako PUC18 nebo PUC19, M113mp série, pKC30,
pRep4, PHS1, PHSZ2, PPLCc236, pMBL24, pLG200, pURZ90,
pIN-TITI113-B1, potii nebo pBdCI, ve Streptomyces plJi0t,
pIJ364, pIJ702, pII361, v Bacillu PUB110, pC194 nebo pBD214,
v Corynebacterium pSA77 nebo pRIGET.

Strategii maximal izace exprese rekombinantniho proteinu
je expresovat protein v hostitelské bakterii, jejiz shopnost
Zt&pit rekombinantni protein proteolyticky je naruSena (Gotes-
man 8., Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185,
Academic Press, San Diego, California, str. 119 aZz 128, 1990).
Dal®#i{ stratetgii je modifikovat sekvenci nukleové kyseliny,
kterd se mi =m=avést sekvenci nukleové kyseliny do expresniho
vektoru, takZe jednotlivymi kodony pro kaZdou aminokyselinu
jsou kodony, které se s vyhodou pouZivaji v bakterii vybrané
pro expresi, napitiklad C. glutamicum (Wada a kol., Rucleic
Acid Res. 20, str. 2111 a2 2118, 19%92). Modifikace t&chlo sek-
venci nkleové kyseliny podle vyndlezu se provadi o sobé& znamy-

mi =pliscby pro syntézu DNA.

Vyndlez se také tykd PSE expresniho vektoru, kterym je
kvasinkovy expresni vekbtLor. Jeko p¥riklady vektordl pro expresi
do kvasinek S. cerevisiae se uvaddi{ pYepSecl (Baldari a kol.,
Embo J. 6, str. 229 a3 234, 1987), pMFa (Kurjan a Herskowitz,
Cell 30, =ty. 933 aZ 943, 1982), pijRY88 (Schultz a kaol., Gene
54, str. 113 az 123, 1987) a pYES2 (Invitrogen Corporation,
San Diego, CA). Vektory a zplisoby pro konstrukci vektord, kte-
ré jsou vhodné pro pouZiti v jinych houbdch, jako jsou fila-
mentni houby, které podrobn& popsal van den Hondel C.A.M.J.J.




& Punt P.J. ("Gene transfar systems and vector development for
filamentous fungi®, Applied Molecular Genetics of Fungi, Pe-
berdy J.F. a kol., vyd. str. 1 aZ 28, Cambridge University
Press: Cambridge, 1991) nebo J.VW. Bennet & L.L.Lasure (More
Gene Manipulations in Fungi, str. 396 aZ 428, Academic Press:
San Diego). Dalfimi vhodnymi kvasinkovymi vektory jsou naptik-
lad pAG-1, YEp6, YEpiIi3 nebo pEMBLYe23.

Nebo se PSE podle vynalezu miZe expresovat ve hmyzich
bufikdch, =za pouZiti baculovirovych expresnich vektorl. Baculo-
virové vektory, které jsou vhodné pro expresni proteiny v kul-
ture hmyzich bunék (napfiklad bunék Sf9) zahrnuii plc série
(Smith a kol., Mol. Cell Biol. 3, str. 2156 aZ 2165, 1983) a
pVL série (Lucklow a Summers, Virology, 170, str. 31 aZ 39,
1989) .

Shora uvedené vektory isou kriatkym prehledem moZnych vhod-
nych vektorith. Pracovnikim v oboru isou zndmy dalsi plasmidy a
jgsou popsdny v literature (napfiklad Cloning Vectors, (vyd.)
Pouwvels P.H. a kol., Elsevier, Amsterdam-HNew York-Oxford, ISBHN
0 444 904018, 1985).

Podle je3té dalZiho provedeni nukleovd kyselina podle vy-
ndlezu se expresuje v savéich bufikdch za pouZiti sav&iho ex-
presniho vektoru. JakoZto pfFiklady sav@ich expresnich vektord
se uvadéii pCDM8 (Seed B, Nature 329, slr. 840, 1987) a pMT2PC
(RKaufman a kol., EMBO J. 6, str. 187 aZ 195, 1987). Pri pouZi-
ti v sav&ich bufikdch kontrolni funkce expresniho vektoru jsou
cdasto vybaveny virovymi regulaénimi elementy. Promotory, kieré
se obvykle pouZivaji, Jjsou odvozeny nap¥iklad od polyoma,
adenoviruz, cytomegaloviru a opi¢iho viru 40. Jiné vhodné exp-
resni systémy pro prokaryotické a eukaryotické bufiky jsou pop-
sdny v literature (kapitola 16 a 17, Sambrook J., Fritsch
E.F. a Maniatis T., HMolecular Cloning: A Laboratory HManual,

2. vydani, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor




Laboratory Press, Cold Spring Harbor, HNY, 1989).

Podle jiného provedeni vyndlezu miZe rekombinantni savdi
expresni vektor #{dit expresi nukleové kyseliny s vyhodou ve
specifickém bun&&ném typu (nap¥iklad pro tLkal specifické regu-
lagni elementy pro expresi nukleové kyseliny. Pro tka&i speci-
fické regulad&ni elementy jsou v oboru zndmy. JakoZto priklady,
tedy nikoliv jako jakékoliv omezeni, vhodnych pro tkaik speci-
fickych regulaénich promotord se uvid&ii albuminovy promotor
(specificky pro jatra, Pinkert a kol., Genes Dev. 1, str. 268
az 277, 1987), lymfoidni specifické promotory (Calame a Eaton,
Adv. Imnunol. 43, str. 235 az 275, 1988), =v143%t& promotory
T-bun&&nych receptordl (WHinoto a Baltimore, Embo J. 8, str. 729
az 733, 1989) a immunoglobuliny (Banerii a kol., Cell 33, str.
729 az 740, 1983; Qeen a Baltimore, Cell 33, str. 741 a3 748,
1983), neuwron-specifické promotory (napiklad neurofilamentovy
rromotor: Byrne a Ruddle, PHRAS 86, str. 5473 a3 5477, 1989),
pro pankreas specifické promotory (Edlund a kol., Science 230,
str. 912 aZ 916, 1985) a pro prsni Zlizu spedifické promot.ory
(napriklad mlé&né sérové promotory; americky patentovy spis
Eislo US 4 873316 a evropsky patentovy spis EP-A-0 264166) .
Zahrnuty disou promotory regulujici vyvoj, nap¥fiklad musxi hox
promotory (Kessel a Gruss, Science 249, str. 374 as 379, 1990)
a fetoproteinovy promotor (Campes a Tilghman, Genes Dev. 3,
str. 537 aZ 546, 1989).

Podle dalZfho povedeni vyndlezu PSE podle vyndlezu mohou
byt expresovany jednobunddné rpstlinné bufiky (map¥iklad rasy)
(Falciatore a keol., Marine Biotechnology 1(3), str. 239 a3z
251, 1999 a pripojené odkazy na literaturu) a rostlinné bufiky
z vyEZich rostlin (napfiklad spermatophyty jako jsou rlodiny).
JakoZto p¥iklady rostlinnych expresnfch vektortl se uvaddiji
expresni vetory podrobn& popsané v literatufe (Becker D., Kem-
per E., Schell J. a Masterson R. ("New plant binary vectors

with selectable markers located proximal to the left border”,




Plant Mol. Biol. 20, str. 1195 aZ 1197, 1992; Bevan M.W., Bi-
nary Agrobacterium vectors for plant transformation”, HNucl.
Acid Res. 12, str. 8711 aZ% 8721, 1984; Vectors for Gene Trans-
fer in Higher Plants, Transgenic Plants, svazek 1, Engineering
and Utilization, vyd. Kung a R. Wu, Academic Press, str. 15 a3
38, 1993). Dals{ vhodné rostlinné vektory jsou popsdny v lite-
ratufe (naptiklad "Methods in Plant Molecular Biology and Bio-
technology" (CRC Press), kapitola 6/7, str. 77 aZ 119, 1993).
Vyhodnymi vektory jsou tak zvané kyvadlové vektory nebo bindr-

ni{ vektory, které se replikuiji v E. coli a v Agrobacteriu.

Rostlinnd expresni kazeta s vyhodou obsahuje regula&ni
sekvence, které ¥idi genovou expresi v rotlinnych bufikdch a
které jsou funk&né& vazdny, takZ kaZds sekvence nfiZe plnit svo-
ji funkci, jako naptiklad transkripdnf{ ukon&eni, nap¥iklad
rolyadenyla&nich signdald. Vyhodnyni polyadenyla&nimi signédly
Jsou =mignaly odvozené od organizmu Agrobacterium tumefaciens
T-DNA jako gen 3 nebo Ti plasmid PTIACHS, ktery Jje z=ndm Hako
oktopinsyntaza (Gielen a kol., EMBO J. 3, od str. 835, 1984)
nebo jejf funk&ni ekvivalent, jsou v#ak vhodné také jiné ter-

minidtory, které jsou funkdn& aktivni v rostlindch.

JelikoZ rostlinna genova exprese je velmi &asto neomezens
na transkripdni{ dgroveni, obsahuje rostlinnd expresni kazeta

g% vyhodou jiné fuk®n& vazané sekvence, napiiklad zesilovad

translace, napfiklad nadproduk&ni sekvenci, kterd obsahuije
vedouci sekvenci 5’ -netranslatovaného viru tabdkové mozajky
viru, ktery =zvy3uje pomdr protein/RNA (Gallie a kol., Nucl.

Acids Research 15, str. 8693 aZ 8711, 1987).

Exprese rostlinného genu musi byt funk®&nd vizdna na vhod-
ny promotor, ktery ovliviiuje genovou expresi specifickym zpii-
sobem pro buiiku nebo pro Lkalh s pfesnym nadasovanim. Vyhodnymi
jsou promotory, které vedou ke konstitutivni expresi (Benfey a
kol., EMBO J. 8, str. 2195 aZ 2202, 1989), naptiklad odvozené




z rostlinnych vird, jako je 35S CAMV (Franck a kol., Cell 21,

str., 285 aZz 294, 1980), 195 CaMV (také americky patentovy spis
Zislo US 5 352605 a svétovy patentovy spis &islo WO 84/02913)
nebo rostlinné promotory ijako Rubisco maly podiednotkovy

promotor (americky patentovy spis Sislo US 4 962028) .

Jinymi sekvencemi, které jsou vyhodné pro funkdéni va=ani

v rostlinnych genovych expresnich kazetdch, dsou cflové sek-
vence, které ijsmou potfebné pro zacileni genového produktu do
jeho odpovidajficiho bun&&ného prostoru (pro prehled Kermode,
Crit., Rev. Plant Sci. 15, 4, str. 285 aZ% 423, 1996 a uvedené
odkazy na literaturu) naprikad do vakuoly, do jadra, do vZech
Lypt plastidd jako jsou amyloplasty, chlorcplasty, chromoplas-
Ly, extraceluldrni oblast, mitochondrie, endoplasmové reticu-
lum, elaioplasty, peroxisomy a do jinych prostord v rostlin-
nych bunikdch.

Rostlinnd genovd exprese se také miZe usnadfiovat chemic-
ky indukovatelnymi promotory (pro pfehled Gatz, Annu. Rev.
Plant. Physiol. Plant Mol. Biol. 48, str. 89 aZ 108, 1997).
Chemicky indukovatelné promotory jsou zv1asté vhodné, jestliZe
je Zadouci, aby genovd exprese probihala specifickym zplsobenm
se z=Fetelem na nadasovani. JakoZto p¥iklady takovych promotord
se uvadéjii salicylovou kyselinou indukovatelny promotor (své-
tovy patentovy spis Sislo WO 95/19443), tetracyk- linem indu-
kovatelny promotor (Gatz a kol., Plant J. 2, str. 397 aZ 404,

1992) a ethanolem indukovatelny promotor.

Jinymi vhodnymi promotory jsou promotory, které odpovidaji
biotickym nebo abiotickym stresovym podminkéam, napriklad pato-
genem indukovany PRP1 genovy promotor (Ward a kol., Plant.
Mol. Biol. 22, str. 361 a2 366, 1993), tepelné indukovatelny
raj¢atovy o-amyli=zovy hsp80 promotor (americky patentovy spis
&iszslo US S 187267), nizkotepelné indukovatelny bramborovy o-a-
myldazovy promotor (svEtovy patentovy spis &islo WO 96/12814)




nebo porandnim indukovatelny pinIl promotor (evropsky patentoy

gpig &islo EP-A-0 375091).

Obzv1astd vyhodnymi jsou promotory, které vedou Ke genové
expresi v tkdnfich a v orgénech, ve kterych dochdzi k biosynté-
ze lipidu a oleje, v rostlinych butikdch, jako jsou endospermo-
vé buiiky, a v bufikdch vyvijejiciho se embrya. JakoZto wvhodnég
promotory se uvaddji repkové napinové genové promotory (ame-
ricky patentovy spis &islo US & 608152), promotor Vicia faba
USP (Baeumlein a kol., Mol Gen Genet, 225 (3), str. 459 aZ
467, 1991), promotor Arabidopsis oleosin (svétovy patentovy
spis &islo WO 98/45461), promotor Phaseolus vuigaris phaseolin
(americky patentovy spis &islo US 5 504200), promolor Brassica
Bced (svétovy patentovy spis &islo WO 91/13980) nebo lusténi-
novy B4 promotor (LeB4; Baeumlein a kol., Plant Journal 2(2),
str. 233 az 239, 1992) a promotory, kt.eré vedou k semenoveé
specifické expresi v jednod&loZnych, jako jsou nap¥iklad kuku-
Fice, jedmen, pHenice, Zito, ryZe. Vyznamnymi vhodnymi promo-
tory jmsou jedmenny 1pt2 nebo lpti genovy ﬁromotor (svdtovy pa-
tentovy spis &islo WO 95/15389 a WO 95/23230) nebo promotory
popsané ve svitovém patentovém spise &islo WO 99/16820 (promo-
tory z jedmenného hordeinového genu, =z ryZového glutelinového
genu, = ryZového orizinového genu, = ryZového prolaminového
genu, =ze pSeni®ného gliadinového genu, =ze pSenidného gluteli-
nového genu, = kukuri&ného zeinového genu, = ovesného fluteli-
nového genu, =2 &irokového kasirinového genu a = Zitného seca-

linového genu.

Obzvl14%td vhodnymi jsou také promotory, kieré vedou k plas-
tidové specifické expresi, jelikoZ plastidy jsou prostory, ve
kterych se syntetizuji prekurzory a nékteré koneéné rrodukty
lipidové biosyntézy. Vhodné promotory, nap¥iklad promotor po-
lymerdzy virové RNA, jsou popsany ve svEtovém patentovém spise
X{glo WO 95/16783 a WO 97/06250 a Arabidopsis c¢lpP promoctor
je popsédn ve svétovém patentovém spise &Sislo WO 99/46394,
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Vyndlez se také tykd rekombinantniho expresniho vektoru
zahrnujfciho DNA molekulu podle vyndlezu, kterd se kldénuje do
expresniho vekiteru v antismyslové orientaci, to je DNA moleku-
la me funkd®né viZe na reguladni sekvenci tak, 2e umoZhuje exp-
resi (transkripci{ DNA molekuly) RNA molekuly, kterd je "antis-
myslova" ke PSE mRNA. Mohou se volit regulaéni sekvence, kters
jmou funkd&né& vazdny na nukleovou kyselinu kldénovanou do antis-
mnyslové orientace a které #idf kontinudlni expresi antismyslo-
vé RNA molekuly v multiplicit® bund&nych typd, napitiklad viro-
vé promotory a/nebo zesilova&e nebo se mohou volilt reguladni
sekvence, které ¥idi{ konstitutivni, pro tkén& specifickou nebo
pro buiiku specifickou expresi antismyslové RHNA. Antismyslovy
expresni vektor miZe byt obsaZen ve formé& rekominantniho plas-
midu, fagemidu nebo zeslabenédho viru, ve ktervch se antismys-
lové nukleové kyseliny produkuil za ¥izeni vysoce uinného re-
gula&niho regionu, JjehoZ akitivita se miZe stanovit podle bu-
n&&ného typu, do né&hoZ se ma =mavadél vektor. V literature je
vysvitleni regulace genové exprese prostfednictvim ant.ismyslo-
vych genti (Wintraub H. a kol., Antisense-RNA as a molecular
t.ool for genetic analysis, Reviews - Trends in Genetics, sva-

zek 1(1), 1986).

Vynidlez se také tykd hostitelskych bunék, do kterych se
zavadi rekombinantni expresni vektor podle wvyndlezu. Vyrazy
“hostitelska bufika” a "rekombinantni hostitelskd bufika” se =zde
vZdy pouZivaji zaménitelné, Prirozend se tyto vyraz=y tLykaiji
neien zvla&tni cilové bufiky ale také progenu nebo potencidlni-
ho progenu tLéto bufiky. JelikoZ miZe dochézet ke specifickym
modifikacim v ndslednych generacich se z¥etelem na mutace nebo
na pOsobeni okelf, nejsou tyto progeny nutné& identické s ma-
te¥skou bufikou, aviak nevyboduji z rozsahu pouZivaného podle

vynalezu.

Hostitelskou bufikou miZe byt prokaryotickd nebo eukaryo-

ticks buiika. Napiiklad se nii%e PSE expresovat v bakberialnich



bufikdch, jako dsou C. glutamicum, hmy=z{ bufiky, houbové buliky
nebo sav&i bufiky (napfiklad vajednikové buhky &inského k¥edka
[Chinese hamster ovaryl CHO nebo COS bufiky), Pasy, ciliates,
rostlinné butiky, houby nebo 1iiné mikroorganizmy, jako je
C-glutamicum. Dal&{ hostitelské buiiky jsou =zndmy pracovnikim

v oboru.

Vektor DNA se miZe =avidét do prokaryotickych nebo do
eukaryotickych bun&k o sob& zndmymi transformadénimi nebo tran-
gfekd&nimi =zplisoby. Zde pouZivané vyrazy "tLransformace"” a
“transfekce", konjugace a transdukce zahrnuji souhrn znamych
zplimobll v oboru pro zavadé&ni cizi nukleové kyseliny (napfiklad
DNA) do hostitelské bufiky, vdetnd kalciumfosfitové nebo kal-
ciumchloridové koprecipitace, DEAE-dextranem zprost¥edkovéva-
ného transfekce, lipofekce, pPirodni kompetence, chemicky
zprostPfedkovavaného itransferu, elektroporace nebo bombardovani
Sisticemi. Zpisoby pro tranformaci nebo fransfekci hostitel-
skych bundk, v&etnd rostlinnych bunédk popsal Sambrook J. a
kol. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. vydani,
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) a jak je popsano v dal-
Zich laboratornich prirudkdch (naptriklad Methods in Molecular
Biology, svazmek 44, BAgrobacterium protocols, vyd. Gartland and

Davey, Humana Press, Totowa, New Jersey, 1995).

0 smtabilnich transfek&nich sav&ich bufikdch je z=namo, Z2e
pouze minorita t&chto bun&k integruje cizi DNA do svého genomu
v zmavislogti na pouZitém expresnim vektoru a na pouZité trans-
fek®ni technice. K identifikaci a selekci té&chto integrantd
gen, ktery kéduje selektovatelny signalni znak (=marker) (na-
priklad odolnosti k antibiotikdm) se =zpravidla zavadi do hos-
titelskyeh bundk spolu s prisluinym genem. V¥hodné selektova-
telné markery =zahrnuji markery, které doddvaji odolnost k dro-
gam, jako je G418, hygromycin a methotrexadt nebo v rostlindch

sahrnuii markery, které dodévaiji odolnost proti herbicidu, ja-
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ko je glyfosfat nebo glufosiniat. Vhodnymi markery jsou naprik-
lad markerysignalni znaky, které kéduji geny, které jsou zahr-
nuty v bhiosyntéznim pochodu, nap¥iklad cukry nebo aminokyseli-
ny, jako ije g-galaktosidiza, ura3 nebo ilv2. Harkery, ktieré
kéduiji{ geny, jako jsou luciferéza, gfp nebo jine fluorescenéni
geny, ijisou rovn&Z vhodné. Tyto markery se mohou pouZivat v mu-
tantech, ve kterych tyto geny nejsou funkd&nf{, jelikoZz byly de-
letovany naptiklad o sob& znamymi zplOsoby. D4le se mohou za-
vadst, markery, které kédujf nukleovou kyselinu, kterd kdduje
selektovatelny signalni z=nak do hostitelské buiiky na tentyZ
vektor, jako je vektor; ktery kéduje PSE nebo se mohou zavadét
na separatni vektor. Buiiky, které byly stabilné transfektovany
mavedenou nukleovou kyselinou, se mohou identifikovat nap¥iklad
drogovou selekci (napriklad bufiky, kiteré maji integrovany se-

lektovatelny marker preZivaji, =z=atimco ostatni bufiky umiraii).

Pro generaci homologové rekombinantniho mikroorganizmu se
generuje vektor, ktery obsahuje alespoi jeden segment PSE ge-
nu, do kterého se =zavedla delece, adice nebo substituce k mo-
difikaci PSE genu a tim napifiklad k naruseni fundnosti. PSE
genem je s vyhodou Physcomitrella, Phytophthpora, Crypthecodi-
nium, nebo Thraustochytrium PSE gen, miZe se viak také pouZit
homolog nebo analog = jinych organizmi, dokonce i =ze savéich,
= houbovych nebo =ze hmyzich =drojd. Podle vyhodného provedeni
je vektor konstruovan tak, aby byl endogenni PSE geﬁ funkdnég
narufen (to je, aby jiZ nekdédoval funk&ni protein, takeée ukon-
Zeny knock-out vektor) po homologové rekombinaci. Nebo se vek-
tor miZe konstruovat tak, Ze endogenni PSE geny se mutuj{ nebo
se modifikuji jinak po homologové rekombinaci za stdle =zakddo-
vaného funk&niho proteinu (napFiklad protismé&rovy regulaéni
region miZe byt modifikovén tak, Ze vede k modifikaci exprese
endogenn{ PSE). Ke generaci bodu mutace cestou homologové re-
kombinace se rovndZ mohou pouZit DNA-RNA hybridy, které jsou
rovnds zndmy jako chimeraplasty a které popsal Cole-Strauss a
kol. (Nucleic Acid Research 27(5), str. 1323 az 1330, 1999 a
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Kmiec, Gene Therapy, American Scientist, 87(3), str. 240 aZ
247, 1999).

Vektor pro homologové rekombinace, modifikovany segment
PSE genu je lemovin na svém 5 a 3’ =zakondeni pfidavnou nukle-
ovou kyselinou PSE genu, takZe je moZnid homologovi rekombinace
mezi exogennim PSE genem, ktery je obsaZen na vektoru a endo-
gennim PSE genem v mikroorganizmu nebo v rostlin&. Pridavna
lemujici PSE nukleovd kyselina je dostate&n& dlouhd pro dspes-
nou homologovou rekombinaci s endogennim genem. Zpravidla né&-
kolik stovek part biz=i a2 kilobaze lemujici DNA (jak na 5' tak
na 3 =zakondeni) jsou obsaZeny ve vektoru (deskripci vektorl
pro homologovou rekombinaci popsal Thomas K.R. a Cepecchi
M.R., Cell 51, str. 503, 1987; nebo rekombinaci Physcomitrella
patens na c¢DNA bazi popsal Strepp a kol., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 95(8), str. 4368 aZ 4373, 1998). Vektor se mavadi do
mikroorganizmu nebo do rostlinné bufiky (nap¥iklad prost¥ednic-
tvim polyethylenglykolenm zpfostfedkované DNA) a buiiky, do kie-
rych Jje PSE gen =z=aveden, podléhaji homologové rekombinaci
s endogennim PSE genem a jsou selektoviny o sob& zndmymi =zpl-

soby v oboru.

Podle jednoho provedeni vyndlezu se generuje rekombi-
nantni organizmus, napt¥iklad mikroorganiuzmus rotlin, ktery
obsahuje selektované systémy, které umoZhuji reguloval expresi
zavedeného genu. Inkluze PSE genu do vektoru, kdyZ je uveden
pod kontrolu lac-operonu, umoZfiuje napifiklad expresi PSE genu
jen v p¥ritomnosti IPTG. Tyto reguladni systémy jsou v ohoru

zZnéamny .

Hostitelsk&d buika podle vyndlezu, napfiklad prokaryotic-
k& nebo eukaryotickd hostitelskd bufika, rostouc!{ bud v kulti-
vanim prost¥edi nebo na poli, se miZe pouZit pro produkeci (to
je expresi) PSE. V rostlindch alternativni zplsob se miZe p¥i-

davnd pouZit p#imym transferovédnim DNA do vyvijejicich =se kvé -
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ti elektroporaci nebo Agrobacteriem zprostredkovavaného geno-
vého pFenosu. Vynalez se proto takeé tyka zplsobu produkce PSE
za pouZiti hostitelskych bunék podle vyndlezu. Podle jednoho
provedeni =zahrnuije zplsch rist hostitelské bufiky podle
vyndlezu (do které rekombinantni expresni vektor kédujici PSE
byl z=aveden nebo do jejihoZ genomu gen kdédujici divoky typ nebo
modifikovand PSE byly =zavedeny) je vhodnym prostfedim, pokud
se m& produkovat PSE. Podle dal3iho provedeni zahrnuje zplisob
izolaci PSE ze prost¥fedi nebo = hostitelské bufiky.

Hostitelské buiiky, které jsou v podstaté vhodné pro pri-
jimdn{ nukleové kyseliny podle vyndlezu, novy genovy produkt
podle vyndlezu nebo vektor podle vyndlezu jsou vZdy prokaryo-
tické nebo eukaryotické organizmy. Hostitelské organizmy, kte-
rych se s vyhodou pouZiva, jsou organizmy jako bakterie, hou-
by, kvasinky, ZivodiZné bufky nebo rostlinné buriky. DalZimi
vvhodnymi organizmy jsou 2ivo&ichové, s vyhodou rostliny nebo
jejich &&sti. Vyraz "Zivo&ich® v Lomto pFipadé& nezahrnuje 1li-
di. S vyhodou sme pouZivaji houby, kvasinky nebo rostliny,
=zv145td s vyhodou houby nebo rostliny a pfedeviim rostliny,
jako jsou olejniny, které obsahuji velké mnoZstvi lipidovych
sloudenin, jako jsou Pepka olejka, pupalka dvouletd, rostlina
ricinového oleje, canola, podzemnice, Inéné seminko, soja,
svétlice, slune&nice, brutnidk léka¥sky, olejovéd palma, kokoso-
v4d palma nebo rostliny, jako jsou kukurice, pSenice, Zito,
oves, triticale, ryZe, jedmen, bavinik, cassava, pepf, aksa-
mitnik, rostliny Solanaceae, jako jsou brambory, tabak, lilek
a rajce, Vicia species, hrach, vojtLé&Zka, ke¥oviité rostliny
(k&va, kakao, &aj), Salix species, stromy (olejovd palma, ko-
kosovd palma) a trvaléd travy a pice. Obzv1adstd vyhodnymi rost-
linami pro G&ely vynalezu jsou soja, podzemnice, ¥Fepka olejka,
canola, rostina ricinového oleje, 1néné seminko, pupalka dvou-
let4, =lunednice, svdtlice a stromy (olejovd palma a kokosova

palma) .
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Obzvl143t& s vyhodou se vyndlez tykd rostlinnych bunék,
které obsahuji polynukleotid podle vyndlezu nebo vektor podle
vynalezu. Prednost se ddle dava transgenickym rostlinam nebo
rostlinné tkéani, kterd obsahuje rostlinnou bufiku podle vyndle-
zu. Vyndalez se dale tykda téch &&asti{ rostlin pro Géely vynéile-
zu, které se mohou sklizet a materidlu vhodného pro propagaci
Lransgennich rostlin podle vynidlezu, obsahujicich bud rostlin-
né buifiky podle vyndlezu, které expresuii nukleovou kyselinu
podle vynalezu nebo obsahujicich bufiky, které maji =z=vySenou
zvy&eny obsah proteinu podle vynalezu. V zdsadé se mohou skli-
zet vSechny &&sti rostlin, 2v1dasté nap¥iklad kvéty, pyl, plo-
dy, semenddky, koteny, listy, semena, hlizy a stonky. Propa-
gadni materiil =ahrnuje nap¥iklad semena, plody, semenadky,

hlizy, ¥Fizky a rhizomy.

D. Izolovana PSE

Vyndlez se Laké tyka izolovanych PSE a jejich biologicky
aktivnich &asti. "“Izolovany" nebo "Z&istény" protein nebo jeho
biologicky aktivni &ast de v podstaté prosty bunédného materi-
Alu, pokud je produkovan rekombinantnimi DNA =zplisoby, nebo e
prosty prekurzort nebo jinych chemikalii, pokud je syntetizo-
van chemicky. Vyraz "v podstaté prosty buné&ného materialu®
zahrnuje PSE prepardly, ve kierych je protein oddélen od bu-
n&&énych sloZek bunék, ve ktervych se vyprodukoval p¥irodné nebo
rekombinantné. Podle jednoho provedeni vyndlezu zahrnuje vyraz
"v podstaté prosty buné®ného materiilu" PSE preparabty s méné
nef pfribliZngd 30 ¥ (vztaZeno na suchou hmotnost) ne-PSE (ozna-
Gované =de tLaké jako "znediZftujici protein") vyhodnéji ménésé
neZ pribliZnd 20 ¥ ne-PSE a jeslé vvyhodnéii ménd neZ pribliZné
10 % ne-PSE a =z=cela prednostngd ménd neZ pfribliZnd 5 % ne-PSE.
JestliZe se PSE nebo jeji biologicky aktivni &ast produkuie
rekombinantni technologii, je Laké v podstaté prostad kultivas-
niho prostredi, to znamena, 2e kultiva®ni prostreddf je obsa-

Zeno v mnoZstvi meniim neZ p¥ribliZng 20 %, v¥hodné&iji nmen&im
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neZ pribliZnd 10 % a jezLd vyhodn&jii ménsim neX pribliZnd 5 %,
vztaZeno na objem preparatu. Veraz "v podstaté prosty prekur-
zorlt a Jjinych chemikalii" =zahrnuje PSE preparity, ve kbLerych
je protein odd&len od chemickych prekursord nebo jinych chemi-
kdlii, kterych se pouZivd pri syntéze proteinu. Podle jednoho
provedeni vyndlezu vyraz "v podstail& prosty prekurzori a ji-
nych chemik&li{" =zahrnuje PSE prepardty, obsahujici mén& nez
pribliZn& 30 % (vztaZeno na suchou hmotnost) chemickych pre-
kurzord nebo ne-PSE chemikdlii, vyhodnéji méné neZ p¥ibliZné
20 % chemickych prekurzort nebo ne-PSE chemikdlii a jests wvy-
hodn&ji ménd neZ piribliZnd 10 % chemickych prekurzorl nebo ne-
-PSE chemik&lif, a =cela pfednostné méné& neZ piribliZnd 5 %
chemickych prekurzord nebo ne-PSE chemikdlii. Podle vy¥hodného
provedeni izolované proteiny nebo jeiich biologicky aktivni
&asti neobsahuji Z4dné znei&tujici proteiny =e steiného orga-
nizmu, =ze kterého PSE pochdzi. V p¥ipadé proteinu podle vyna-
lezu, ktery obsahuje sekvenci uvedenou v SEQ ID HO:10 nebo
kterd jsou kédovany genem, kbtery obsahuje SEQ ID NO:9, se po-
&itd ms tim, Ze sekvence startuje se dvéma HMet. PZi translaci
odpovidajici kédujici sekvence nukleové kyseliny to miZe vést
k expresi dvou derivatd proteinu podle vyndlezu =za startoviani
s prvnim nebo se druhym Melb. Expresni mira mezi dvéma derivéty
miZe kolisat mezi 0 a 1 v zédvislosti na typu exprese nebo hos-
titelského organizmu. Vyndlez zahrnuje PSE obsahujici oba zm{-
néné derivaty, nebo pouze jeden =z t&chto derivatld. Oba deriva-
ty mohou mit nap¥iklad odlisné aklivity, lokalizace, polodas a
reguladni mechanizmny. Tyto proteiny se zpravidla produkujii re-
kombinantni expresf{, napifklad PSE organizmi Physcomitrella,
Phytophthora, Crypthecodinium nebo Thraustochytrium v rostli-
nach, jako je Physcomitrella patens, nebo ve shora uvedenych
rostlindch nebo v mikroorganizmech, jako isou napfiklad bak-
tLerie jako E. coli, Bacillus subtilis, C. glutamicum, v hou-
b&ch, jako imou Mortierella, ve kvasinkidch jako jsou Saccharo-
myces nebo v c¢ilidtech, jako je Colpidium nebo v Pascach, jako

je Phaeodactylum,



Izolované PSE podle vynalezu nebo jejich &asti se také mohou
podilet na metabolizmu poZadovanych sloufenin pro syntézu bu-
né&nych membrin v organizmech Physcomilrella, Phytophthora,
Crypthecodinium nebo Thraustochytrium nebo na transportu mole-
kul t3mito membrdnami. Podle vyhodného provedeni =zahrnuje pro-
tein nebo jeho &4st aminokysel inovou sekvenci, kterd mi dosta-
te&nou homologii s aminokyselinovou sekvenci ze souboru zahr-
nujfciho SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:38,
SEQ ID NO:10 a SEQ ID NO:12 pro protein nebo jeho &ast k udr-
Zeni smchopnosti podilet se na metabolizmu slougenin pot¥febnych
pro syntézu bun&®nych membrdn v organizmech Physcomitrella,
Phytophthora, Crypthecodinium nebo Thraustochytrium nebo na
transportu molekul L&mito membranami. Cdsti proteinu je s vy-
hodou bioclogicky aktivni S&st zde popisovand. Podle dalZiho
vyhodného provedeni vynalezu ma PSE podle vyndlezu jednu =z a-
minokysel inovych sekvenci ze souboru =zahrnujiciho SEQ ID RO:2,
SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID HO:8, SEQ ID NO:10 a SEQ ID
NO:12. Podle dalZiho vyhodnéhe proveden{ vyndlezu ma PSE ami-
nokyéelinovou sekvenci, kterda je =akddovand nukleotidovou sek-
venci, kterd hybridizuje 5 nukleotidovou sekvenci SEQ ID NO:1,
SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ ID
NO:11, napriklad z=a p¥risnych podminek. Podle je3t& dalsiho vy-
hodného provedeni vyndlezu mad PSE aminokysel inovou sekvenci,
kterd je =akoddovand nukleotidovou sekvenci, kterd ma alespon
pribliZng 50% a2 60%, s vyhodou alespon 60% aZ 70%, jesLs vy-
hodn&ji alespoii pfibliZngd 70% aZ 80%, 80% aZz 90% nebo Q0% aZ
O95% a je®td vyhodndji alespofi pribliZn& 96%, 97%, 98%, 99% ne-
bo vyE%{ homologii s jednou = aminokyselinovych sekvenci =ze
souboru zahrnujiciho SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ 1ID NO:6,
SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10 a SEQ ID NO:12. Vyhodnad PSE podle
vyndlezu obsahuje s vyhodou také alespofi jednu ze =de popiso-
vanych PSE aktivit. Nap#iklad =ahrnuje vyhodnd PSE podle
vynidlezu aminokyselinovou sekvenci koddovanou nukleotidovou
sekvenci{, kterd hybridizuje se nukleotidovou sekvenci ze sou-
boru zahrnujiciho SEQ ID NO:1, SEQ ID RO:2, SEQ ID NO:5, SEQ
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ID NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ ID NO:11, nap¥iklad za pi¥isnych
podiiinek a kterid se miZe podilet se na metabolizmu sloudenin
pot¥ebnych pro syntézu bun&&nych membrdn v organizmech Physco-
mitrella, Phytophthora, Crypthecodinium nebo Thraustochytrium
nebe na transportu molekul t&mito membrdnami a Jje schoopna
elongovat jednu nebo ndkolik polynenasycenych mastngch kyselin
s alespofi dvdma dvoijnymi vazbami a Fet&zcem obsahujicim 16 ne-
bo 18 atomy uhliku.

Podle dal&iho provedeni vyndlezu je PSE v podstaté homo-
logovd s aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:2, SEQ ID RO:4,
SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10 a SEQ ID NO:12 a po-
drZuije =i funk&ni aktivity proteinu jedné ze sekvenci zahrnu-
jici{ SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ
ID NO:1C a SEQ ID NO:12, jejichZ aminokyselinovd sekvence se
1i%{ se =Fetelem na piirodni variaci nebo mutagenézi, jak je
shora podrobn& popsano v subsekei I. Podle dal&iho provedeni
vyndlezu ije PSE proteinem, ktery obsahuje aminokyselinovou
sekvenci, kterd ma alespoit pribliZnd 50% aZ 60%, s vyhodou a-
lespoii prribliZng 60% aZ 70%, jedt& vyhodnéji alespofi pfibliZné
0% aZ 80%, 80% aZ 90% nebo 90% aZ 95% a jesté& vyhodnéji ales-
pofi pribliznd 96%, 97%, 98%, 99% nebo vy&%i homologii s kom-
pletni aminokyselinovou sekvenci =e souboru =zahrnujiciho SEQ
ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10 a
SEQ ID NO:12 a n& alespoii jednu =ze =zde popisovanych PSE akti-
vit. Podle dalZ&iho provedeni se vynalez tyka kompletniho pro-
teinu organizmu Physcomitrella, Phytophthora, Crypthecodinium
nebo Thraustochytrium, ktery je v podstat& homologovy s kom-
pletni aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4,
SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10 a SEQ ID NO:ti2.

Biologicky aktivni &ast PSE zahrnuje pepl.idy, které =a-
hrnujf{ aminokyselinovou sekvenci odvozenou od aminokyselinové
gsekvence PSE, naptiklad aminokyselinovou sekvenci =ze souboru

zahrnujiciho SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ 1D
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NO:8, SEQ ID NO:10 a SEQ ID NO:12 nebo aminokyselinovou sek-
venci proteinu, ktery je homologovy se PSE, jehoZ peptidy majfi
ménd aminokyselin neZ PSE plné délky nebo protein plné délky,
ktery je homologovy se PSE a maji{ alespofi jednu aktivitu PSE.
Biologicky aktivni &asti (peptidy, napfiklad peptidy s délkou
naptriklad 5, 10, 15, 20, 30, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 50, 100
nebo vice aminokyselin) obsahuji zpravidla doménu nebo motiv
s alespofi jednou aktivitou PSE. Krom& toho jiné biologicky ak-
tivni &asti, ve kterych jsou jiné regiony proteinu deletovéany,
se mohou generovat rekombinantnimi technikami a studovat se
=retelem na jednu nebo na nékolik zde popisovanych aktivit.
Biologicky aktivni S4asti PSE s vyhodou zahrnuji jednu nebo né&-
kolik vybranych domén/motivt nebo jejich &dsti s bioclogickou

akt.ivitou.

Nékteré takové domény nebo moblivy se mohou identifikovat
gekvendni analyzou, napPiklad =a pouZiti zpisobl vyuZivajicich

po&itade.

Ziistilo me, Ze sekvence podle vyndlezu obsahuji napri-

klad KK motivy.

V literatufe (Kermode, Critical Reviews in Plant
Science 15 (4), str. 285 aZ 423, 1996) jsou popsiny KK motivy,
podvoiny lysin, ktery byl hlavn& nalezen jako KEKXX nebo K XK
XXX motiv a ktery ovliviiuje recyklovdni =z ER na aparature
Golgi a tak dobu prodlevy proteinu a jeho enzymové aktivity v

ur&itych lokacich, =zv1asté ER.

Podvoiné lysinové motivy byly rovnéZ zjistény napriklad
v 12-desmaturazach (Arondel a kol., Science 258, str. 1353,
1992) a jsou také obsaZeny v elongizach podle vyndlezu. Brly
popsiny =z=v145%tE motivy, které se mohou lokal izovat na C-zakon-
Zeni. V sekvencich podle vyndlezu je vyraznd akumulace lyzind

na C-=zakoné&enich.
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Mechovd elongaza PSE1: C-zakondeni RQKGAKTE
SEQ ID NO:2: KTKKA

SEQ ID NO:4: KKSTPAAKKTN
SEQ ID NO:6: KHLK

Jsou moEné genové variace.

Existuji Lys radikdly, které ovliviiuji cileni, adresova-
ni a lokalizaci na nebo v ER. Maskovan{ této sekvence, modifi-
kace nebo prostorovd modifikace v sousedstvi konce nebo
C-zakon&deni napriklad fdzi se GFP "zelenym fluoresceninim pro-

teinem” me miZe vyuZit k ovlivndni kompartmentalizace.

PSE =e = vyhodou produkuji rekombinantnimi DRA =z=plisoby.
Naptriklad se molekula nukleové kyseliny, kédujici protein,
klénuje do expresniho vektoru (jak shora popsano), expresni
vektor se =zavddi do hostitelské bufiky (jak shora popsano) a
PSE me expresuje v hostitelské bufice. PSE se pak miZe izolovatl
= bundk vhodnym zpGscbem &i%téni za pouZiti o sob# znamych
zphsobtt &ist&ni proteinu. Nebo se pro rekembinantni expresi
PSE, PSE polypeptid nebo PSE peptid miZe syntet izovat chemicky
o sobdé znamymi zplsoby peptidové syntézy. Nativni PSE se miSe
izmolovat z bundk (napriklad =z endotelovych bun&k) napifiklad za
pouZiti{ anti-PSe protildtky shromiZdit o sobé znanymi =zpisoby

za pouZit{ PSE podle vyndlezu nebo jeho framentu.

Vynalez se také tykd chimérnich PSE proteind nebo PSE
fuznich proteint. Zde pouZivany vyraz “"chimérni PSE protein®
nebo “PSE fuzni protein" zahrnuje PSE polypeptid, ktery ije
funk&n& v&zén na ne-PSE polypeptid. "PSE polypeptidem” se mini
polypept.id = aminokyselinovou sekvenci, kterid odpovida PSE,
zat imco "ne-PSE polypeptidem” se mini polypeptid s aminokyse-
1 inovou sekvenci, kterid odpovidia proteinu, ktery je v rodstaté
nehomologovy se PSE, naptfiklad proteinu, ktery se 1i&i od PSE

a kiery pochézi = téhoZ nebo = jiného organizmu. Vv mouvislosti



s fuznim proteinem se vyrazem "funk&né vazany” mini, Ze PSE
polypeptid a ne-PSE polypeptid navzdjem fazuji tak, Z2e ob& se-
kence spliuji predem stanovenou funkei, kiterd neni pfipisovéana
pouZitéd sekvenci. Ne-PSE polypeptid miZe fuzovat na N-z=akonée-
ni nebo na C-zakondeni PSE polypeptidu. Podle jednoho provede-
ni vyndlezu dje fuznim proteinem nap¥iklad GST-PSE fazni pro-
tein, ve kterém je PSE sekvence fazovédna na C-zakondeni GST
sekvence., Fuzn{ proteiny mohou usnadfioval &isté&ni rekombinant-
nich PSE. Podle dal&iho provedeni vynalezu je fuznim proteinem
PSE, kterd ma heterologovou signdlni sekvenci na svém N-zakon-
&Geni. V urdiltych hostitelskych buiikdch (napfiklad v sav&ich
hostitelskych bufikdch) se miZe exprese a/nebo sekrece PSE =vy-

govat pouZitim heterologové signdlni sekvence.

Chimérni PSE protein nebo PSE fdzni protein podle vyndlezu
se produkuje o sobd znamymi rekombinantnimi DNA technikami.
Nap#iklad DHA fragmenty, které kédujii rlzné polypeptidove sek-
vence, se liguji navzajem ve sprivném &tecim rdmci za pouZiti
bhé&Znyoch technik, napriklad =za pouZiti =arovnaného konce nebo
kohézniho konce pro ligaci, restrikci enzymnového Stépeni pro
vytvoreni stabilnich koncfl, napln&ni kohéznich koncli jak poZa-
duje oSebLtovani alkalickéu fosfatdzou k prfedchdzeni neZadou-
cich vazeb a enzymatické ligace. Podle dal%iho provedeni
vyndlezu se mdZ%e fuzni gen syntetizovat o sob& znamymi =tsoby
vdetnd pouZiti DNA syntetizéri. Nebo se miZe provadét PCR ze-
=i{leni genovych fragmentd =za pouZiti kotvicich primerd, které
generuji komplementérni previsy mezi postupnymi genovymi frag-
menty, které se nasledlend mchou hybridizovat a zesilovat =za
zvyvieni chimerni genové sekvence (nap¥iklad Current Protocols
in Molecular Biology, vyd. Busubel a kol., John Wiley & Sons,
1992) . Velky podel expresnich vekitort, které jiZ kéduji fuz=ni
jednotku (napiiklad GST polypeptid), je obchodné dostupny. PSE
kédujici nukleovd kyselina se miZe kldnovat do takovyeh ex-
presnich vektord, takZe se fdzni jednotka véZe ve spravném

Stecim rdmci na PSE protein.



PSE homology se mohou generovat mutagenez={ napfiklad
specifickym bodem mutace nebo odfiznutim PSE. Zde pouZivany
vyraz “"Homology" se Lykd odlisnéd formy PSE, kterd plGsobi jako
agonist nebo jako antagonist PSE aktivity. PSE agonist =i miZe
v podstat® wchovédval stejnou aktivitu, jako ma PSE nebo néco
2z jeijfch biologickych aktivit. PSE antagonist miZe inhibovat
jednu nebo nékolik aktivit pPirodngd se vyskytujici PSE formy,
napriklad konkurendni vadzdni na element proti smsSru nebo po
sméru metabolickeé kaskady pro sloZky bunéd®né membriny, ktereé
zahrnui{ PSE nebo vazanim na PSE, kterd zprost¥edkovdva trans-

port sloudenin bunéd&nymi membrianami a tak brani{ translokaci.

Podle jiného provedeni vyndlezu PSE homology se mohou
identifikovat skriningem kombinatorni knihovny mutantd, na-
priklad seriznutych mutantl, PSE se zfetelem na PSE agonisto-
vou nebo PSE antagonistovou aktivitu., Podle jednoho provedenti
vynalezu zpestPend knihovna PSE variant se generuje na drovni
nukleové kyseliny kombinatorni mutagenezi a kdduje se zpesite-
nou genetickou knihovnou., Zpesitfend genetickd knihovna PSE wva-
riant se miZe generovalt napfiklad enzymativkou ligaci smési
syntetickyech oligonukleotidd do genovych sekvenci takZe dege-
neratovy soubor potencidlnich PSE sekvenci sme miZe expresovatlt
dakoZto individudlni polypeptidy nebo jako soubor vétEich fuz=-
nich proteind (nap¥fiklad pro fagovy displej), kitery obsahuje
tento soubor PSE sekvenci. Existuil Setné zplsoby, ktervceh je
moZno pouZit pro generaci knihoven potencidlnich PSE homologl
=z degenerované oligonukleotidové sekvence. Chemicka syntéza
degenerované genové sekvence se miZe provadéli za pouZiti syn-
tetizéru DNA a synbétick? gen se tak miZe ligovat do vhodného
expresniho vektoru. PouZiti degenerovaného souboru genft unoZ-
fiuje, aby byly vi3echny sekvence, kiteré kdédduje Zaddany soubor
potencidlnich PSE sekvenci ve formé& smési. Zplscby synbézy de-
generovanych oligonukleotidd jsou v oboru znamy (napfiklad Na-
rang S.A., Tetrahedron 39(3), 1983; Itakura a kol., Annu. Rev.
Biochem. 52, str., 323, 1984): Itakura a kol., Science 198, str.



1056, 1984; Ike a kol., Nucleic Acids Rezm. 11, str. 477, 1983 .

Knihoven PSE fragment se miZe pouZit pro zpestfenou po-
pulaci PSE fragmentt pro skrining a pro naslednou selekeci ho-
mologldl PSE. Podle jednoho provedeni vyndlezu knihovna fragmen-
tt kodujicich sekvence se niiZe generoval zZpracovanim dvouirou-
bovicového PCR fragmentu kédujiciho PSE sekvenci nukledzou za
podminek, p¥i kiterych dochd=z{ pouze pribliZn& k jednomnu lomu
dvouretdzce na molekulu, k denaturaci dvourel&zcové DNA, k re-
naturaci DNA vytvoPenim dvouretdzcové DHA, kitera zalrnuje pary
se smyslem a antismyslem rdznych produktl s dvouret&zcovym lo-
mem, odstrangni jednofetézcovych sekci =z nové vyivorenych dup-
licit =zpracovénim S1 nukledzou a ligaci rezultujici fragmento-
vé knihovny do expresniho vektoru, Tento zplisob umcZhiuje odvo-
zovat expresni knihovnu, kterda kdduje HN-koncové, C-koncové a

interni fragmenty rz=né& velkych PSE.

Byly vyvinuly Zetné zplsoby pro skrinovani{ genovych pro-
dukti v kombinatornich knihovnach, kiteré se generovaly bodovou
mutaci nebo transdukci a pro skrining ¢DNA knihoven pro genové
produkty se selektovanymi vlastnostmi. Tyto zptisoby se mohou
prizpisobit pro rychly skrining genetickych knihoven, které se
generovaly kombinatorni mutagenezi PSE homologl. Nejcast&isi
zplisob skrinovdni velkych genetickych knihoven, kiteré se mohou
podrobovat vysoce vykonné analyze =zpravidla zahrnuje kldnovani
genetickych knihoven do replikovatelnych expresnich vektord,
transformoviani vhodnych bungdk rezultujici vektorovou knihov-
nou, a expresi kombinatornich geni =za podminek, pii které de-
Lekei S4dané aktivity usnadhuije izolaci vekbtoru kédujiciho
gen, jehoZ produkt se ma stanovovat. Rekurzivni souborovad mu-
tagensd=ze (REM), novy zplisob =zvySovani frekvence funké&nich mu-
tantt v knihovndch, se miZ%e pouZit v kombinaci se skrinovacimi
zkoufkami pro identifikaci PSE homologd (Arkin a Yourvan,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, sty 7811 az 7815, 1992;
Delgrave a kol., Protein Engineering 6(3), str. 327 aZ% 331,



1993) . Kombinace shora uvedenych zplsobl se s vyhodou Laké

miZe pouZivat.

Dal&{ znamy =zplsob modifikace katalyitickych vlastnosti
enzyml nebo gentt je kodujicich ije genové preskupeni (“gen
shuffling”) (napfiklad svétovy patentovy spis &islo WO 97/
20078 nebo WO 98/13487), které je kombinaci genovych fragmen-
th, pPiZemZ tyto nové kombinace mohou byt p¥idavnéd obm&fiovany
chybnymi polymerazovymi Fetézovymi reakcemi za vyivoreni wvyso-
ké sekvendni rozmanitosti, kterd se zkoufi. Bviak predpoZada-
vek pro pouZiti takového p¥iztupu je vhodny skrinovaci systém
rro testovéani ziskané genové rozmanitosti se zfetelem na funk-

cionalitu.

Skrinovaci{ zpisob, ktery identifikuje na PUFA zadvislou
enzymovou aktivitu nebho aktivity je predpoZadavkem zv] 43L& pro
skrining elongé&zovych aktivit. Se . zretelem na elongdzové
aktivity se specificitou pro PUFA se miZe vyuZit toxicita ara-
EZidonové kyseliny v pFitomnosti toxického metabolitu (v tonmto
pripadé salicylové kyseliny nebo deriviatd salicylové kyseliny)
ve species Mucor, kterid se miZe transformovat Zddanymi genovy-
mi konstrukty o sobd znamymi transformadnimi =zpepisoby (Eroshin
a kol., Mikrobiologia, svazek 65, &islo 1, str, 31 az 36,
1996) pro provadéni na ristu =maloZeného primiarniho skriningu.
Bezultujici klony se mchou analyzovat na své lipidové sloZky
zplzobem  plynové chromatografie a hmotové spektroskopie =a
celem identifikace povahy a kvality vychozich latek a produk-

ta.

Podle dalsiho provedeni vyndlezu zkousky =aloZené na
bufkiach se mohou vyuZit pro analyzu zpestend PSE knihovny =a

rouzit.i daldich zplisobd v oboru o scbdé znédmych.

Vyndlez se ddle tyka protildlky, kiterd se specificky

vaZe na polypepltid podle vyndlezu nebo na jeho &ést, napriklad



epitopy takového proteinu. Protildtka podle vyndlezu ze miZe
vyuivat k identifikaci a k izolaci jinych elongdz, =v1asts
PSE. Tyto protilatky mohou byt moncoklondlnimi protildtkami,
polyklondlnimi protiliatkami nebo syntetickymi protilatkami a
také fragmenty téchto protilatek, jako jsou napiiklad Fab, Fv
nebo scFV fragmenty. Monoklondln{ probLildtky se mohou p¥ipra-
vovat napfiklad zpisoby, kbteré popsal Kohler a Milstein (Natu-
re 256, str. 485, 1975) a Galfrd (Meth. Enzymol. 73, 1981),
Protildtky a djejich fragmenty se mohou také p¥ipravovat na-
priklad zpasobem, ktery popsal Harlow & Lane ("Antibodies,
a Laboratory Manual", CSH Press, Cold Spring Harbor, 1988).
Tyto protildtky se mohou pouZivat ke sraZeni a k lokalizaci,
napriklad proteiny podle vynédlezu, nebo k monitorovani syntézy
t.&chto proteintG, napfiklad rekombinantni organizmy, a k iden-
tifikaci sloudenin, kiteré navzdjem plsobi s proteiny podle vy-
ndlezu. V mnoha pripadech je wazadni protilidtek na antigeny ek-

vivalentni vézdni na jiné ligandy a antiligandy.

Vyndlez se dale tyk4d zplisobu pro identifikaci agonistu

nebo antagonistu elongédz, =v1astéd PSE, p¥i které

a) uvadéii se do styku buiiky, které expresuji polypeptid podle

vyndlezu, s kandidatskou substanci,

b) testuije se PSE aklivita,

¢) porovnavad se PSE aktivita se standardni aktivitou v nep#i-
tomnosti kandidiatské subsbtance, pPidemz PSE aktivita, kiera
je vyEsi neZ standard, naznaduje, Ze kandidadtskd substance
je agonistem a pridemz PSE aktivita, kterd je niZ3i neZ
standard, naznaduije, Ze kandidatskd substance je anltagonis-

t.em.

Kandiddtskou substanci se mini substance, kterd se che-

micky syntetizuje nebo se produkuie mikrobiologicky a je cbsza-




Zena napriklad v bun&&nych extraktech nap*iklad rostlin, Zivo-
&ichl nebo mikroorganizmi. Takovd substance miZe byl =e stavu
techniky znamd, avsak dosud o ni nebylo znamo, Ze =zvySuje nebo
potladuje aktivitu PSE. Reak&ni sm&si mohou byt bundk rrosté
extrakty nebo mohou obsahovat bufiku nebo bun&&nou bkulhuru.
Vhodné zpiscby jsou pracovnikiim v oboru znamy a obecnd jsou
popsdny (nap¥iklad Alberts, Molecular Biclogy of the cell, 3.
vydan{ 1994, nap#iklad kapitola 17). Substance se mohou p¥idis-
vat napriklad do reaké&ni smési nebo do kultiva&niho prostredi
nebo se mohou injektovat do bun&k nebo nastPfikdvat na rostli-

nwu.

Pokud v=zorek, ktery obsahuie substanci aktivni p*i zpd-
sobu podle vyndlezu, se identifikuije, je moZné bud substanci
primo 2 origindlniho vzorku izolovat nebo rozddlit vzorek na
riazné skupiny, napfiklad pokud sestivd = velkédho podtu rdznych
sloZek, ke sni{Zeni podtu riznych substanci ve vzorku a potonm
opakovat zplsob podle vynidlezu s takovym “podvzorkem" plivodni -
ho vzorku. V zdvislosti na komplexitd vzorku se popsané stupnd
mohou opakovat nékolikrdil, s vyhodou pokud se vzorek identifi-
kuje zplsobem podle vyndlezu a obsahuje pouze maly po&el subs-
tanci nebo pouze djedinou substanci. Substance, identifikovand
zpisobem podle vynalezu nebo jeji derivit, me s vyhodou formu-
luje dale, aby byla vhodnd pro pouZiti p¥i péstovani rostlin

nebo rostlinnych bunék nebo tkéfiové kultury.

JakoZto substance, které se mohou identifikovai a testo-
val, zplsobem podle vynalezmu, me uvad&iji nap¥iklad: expresni
knihovny nap¥iklad c¢DNA expresni knihovny, replidy, proteiny
nukleové kyseliny, protilatky, malé organické substance, hor-
mony, PNA (Milner, Nature Medicin 1, str. 879 aZ 880, 1995;
Hupp, Cell. 83, gtr. 237 az 245, 1995; Gibbs, Cell. 79, str.
193 aZz 198, 1994; a p¥ipojend literatura). Tvio substance mo-
hou byt také funk&nimi derivaty nebo analogy zndmych inhibito-

ri nebo aktivatord. Zpisoby pro pripravu chemickych derivath




nebo analogd jsou pracovnikim v oboru zndmy. Znamé derivaty
a analogy se mohou testoval zplsoby znamymi =ze stavu techniky.
Je dale moZné pouZivat konstrukce =za pouZiti po&itade nebo
pept.idomimet ik pro p¥ipravu vhodnych derivatd a analogl. Pou-
Zivané buliky nebo tkané pro zlsob nebo pro zplsoby podle vyné-
lezu jsou s vyhodou hostitelskeé bufiky, rostlinné bufiky nebo

rostlinnég tkdné podle vynalezu shora popsané.

Vynilez se také Lykd substance, ktera se identifikuje
zpusobem podle vyndlezu pro Géely vyndlezu. Substanci je na-
priklad homolog PSE podle vynalezu. Homology PSE se mohou ge-
nerovat mutagenezi napriklad bodovou mutagenezi, napriklad bo-
dobou mubtaci nebo deleci PSE. Vyrazem "homolog" se v tomto
piripadg mini wvariantova forma PSE, kiterd plsobi jako agonist
nebo jako antagonist na PSE aktivitu. Agonist miZ3e mit v pos--
taté steinou nebo &adstednou bioclogickou aktivitu jako PSE. An-
tagonist PSE miZe inhibovat jednu nebo ndkolik aktivit pfirod-
né se vyskytujicich forem PSE, napfiklad véazat konkurend&né
Elena ve améru nebo proti sméru metabolicke cesty syntémy
mastné kyseliny véetné& PSE, nebo véazat se na PSE a sniZovat

nebo inhibovat aktivitu pPi procesu,.

Vyndlez se také tLykdad protilatky nebo jejiho fragmentu,
zde popsaného, ktery inhibuje aktiviitu PSE podle vyndlezu.

Vyndlez se také tykd protildtky, kterd specificky roz-
roznavéd nebo se viaZe na shora uvedeny agonist nebo antagonist

podle vynalezu.

Vynidlez se také tykd kompozice, kt.erd obsahuje proti-
latku, stop nebo antismyslovou molekulu identifikovanou zpliso-

bem podle vynalezu.




E. PouZiti procesl/zplsobl podle vynalezu

Molekuly nukleové kyseliny, proteiny, proteinové homolo-
gy, fuazni proteiny, protildtky, primery, vektory a hostitelské
bufiky =z=de popsané =me mohou pouZivat v jednom nebo v nékolika
dile uvedenych zplsobli: identifikace organizmu Physcomitrella
patens, Crypthecodinium, Phytophthora infestans nebo Thrausto-
chytrium a p¥ibuznych organizmi, genomové napovani organizmd,
kteréd se t¥ykd organizmd Physcomitrella patens, Crypthecodi-
nium, Phytophthora infestans nebo Thraustochytrium, identifi-
kace a lokalizace sekvenci organizmd Physcomitrella patens,
Crypthecodinium, Phytophthora infestans nebo Thraustochytrium,
které Jsou predmétem =dimu, evoludni studie, stanoveni PSE
proteinovych regionti pot¥ebnym pro funkei, modulace PSe aktbti-
vity, modulace metabolizmu jedné nebo nékolika sloZek bund&lné
menbrinovy, modulace transmembrénového transportu jedné nebo
ndkolika sloudenin a modulace bun&dné produkce Zadané sloule-
niny, nap¥iklad jemné chemikdlie. PSE molekuly nukleové kyse-
liny podle vynalezu maji &etnd pouZiti. Predeviim se mohou po-
uzit pro identifikaci organizmu jako jsou Physcomitrella,
Crypthecodinium, Phytophthora nebo Thraustochytrium a t&sné
pribuznych organizmi. Mohou se také pouzit pro identifikaci
pritomnosti organizmd Physcomitrella, Crypthecodinium, Fhyto-
phthora nebo Thraustochytrium nebo pribuznych organizmd ve
smEsné populaci mikroorganizmi. Vyndlez se Lykd sekvenci nuk-
leové kyseliny genl Physcomitrella, Crypthecodinium, Phyto-
phthora nebo Thraustochytrium: pFitomnost nebo nepfitomnost
t&chto organizmi se mi2e stanovit skrinovénim extrahovanéd ge-
nomové DNA kuliury uniformni nebo smiZ%ené populace mikroorga-
nizmd =a pfisnych podminek se sondou pokryvajici region genu
Physcomitrella, Crypthecodinium, Phytophthora nebo Thrausto-
chytrium, ktery je jedinedny pro tento organizmus nebo &ast
tohoto genu. Organizmy Physcomitrella, Crypthecodinium, Phyto-
'phthora nebo Thraustochyirium se pouZivaji pro provozni vyrobu

polynenasycenych kyselin. Nukleové kyseliny podle vynilezu




jsou vhodnéd pro vyrobu PUFA také v jinych organizmech, =v1asteé
pokud je zdmdren rezultujici{ PUFA za&lenit do triacylglycero-

lové frakce.

Molekuly nukleové kyseliny a proteinu podle vyndlezu
mohou phsobit jako gigndlni znaky pro specifické regiony geno-
nu., Jsou vhodné nejen pro mapovani genomu avZak také pro funk-
&ni studie proteind organizmiG FPhyscomitrella, Crypthecodinium,
Phytoprhthora nebo Thraustochytrium._?ro identifikaci genomové-
ho regionu, do kterého ur&ity DHA vazajici protein genomu or-
ganizmd Physcomitrella, Crypthecodinium, Phytophthora nebo
Thraustochytrium se miZe nap¥iklad fragmentovat a fragmenty se
mohou inkubovat = DHNA viazajicim proteinem. Fragemnty, vazajici
protein, se mohou pridavné skrinovat s molekulami nukleové ky-
meliny podle vyndlezu, s wvyhodou se snadno zjistitelnyni sig-
nalni znaky:; vizani takové molekuly nukleové kyseliny na ge-
nomovy fragment umoZfiuje lokalizaci fragmentu na genomové mapé
organizmli Physcomitrella, Crypthecodinium, Phytophthora nebo
Thraustochytrium a pokud se Lo provdadi opakovan& s raznymi en-
=2ymy, usnadiiuje rychlé stanoveni sekvence nukleové kyseliny,
na kterou se protein viZe. Molekuly nukleové kyseliny podle
vyndlezu maji dostatednou homologii se sekvencemi p¥fibuznych
species pro tyto molekuly nukleové kyseliny, takZe mohou plso-
bit jako signdlni =znaky pro konstrukci genomové mapy houb a

ras,

Molekuly PSE nukleové kyseliny podle vyndlezu jisou Laké
vhodné pro evoludni studie proteinové struktury. Melabolické a
transpirtni procesy, ve kiLerveh disou molekuly podle vynalezu
zahrnutym se vyuZ2ivaii pro velké mnoZstvi prokaryotickych a
eukaryot.ickych bundk: evoludni stupefi vztahu organizmi se miZe
stanovit porovnianim sekvenci molekul nukleové kyseliny podle
vyndlezu s molekulami, kLeré kdéduji podobné enzymy = Jinych
organizmi. Takové porovndni umoZfiuje stanovit, kireré ze sek-

vendnich regiond jisou konzervovany a které neisou konzervovany,
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co® miZe pomihat, pPfi stanovovani regionfi proteinu, ktery jsou
podstatné pro enzymovou funkci. Tento typ stanoveni je uZited-
ny pro proteinové inZenyrské studie a miZe poskytovat kli&,
jak velkd mutageneze proteinu je prijatelnd bez z=traty jeho

funkce .

Manipulace molekul nukleové kyseliny podle vynalezu miZe
vést k produkci PSE s funk®nimi odliZnostmi od divokého typu
PSE. U&innost nebo aktivita t&chto proteindi se maZe zlepsit;
mohou byt obsaZeny v bufice ve véiLiim mnoZstvi, neZ je obvyklé;
nebo se jejich Gdinnost a aktivita miZe zmenzEit. ZleplSeni U-
&innosti nebo aktivity znamend napriklad, 2Ze enzym md vyE3{
selektivitu a/nebo aktivitu, s vyhodou aktivitu, ktera je
alespoii o 10 ¥ vyEZi, s vyhodou alespofi o 20 % vyd%i, a jesLé
vvhodn&ji alespofi o 30 % vy83i, neZ je aktivita plivodniho en-

2ymu.

Je Prada mechanizmd, kitervymi modifikace PSE podle vyndle-
zu, obsahujici takovy modifikovany protein, miZe p¥imo ovliv-
fnovat. vytLéZek, rrodukci a/nebo  produkd&ni G&innosti jemnych
chemikalii. Ziskéani jemnych chemikalii = kultur ciliates, Pas
nebo hub v provoznim mé¥ritku se vyrazn& =lepsi, kdyZ bunky
sekretujf Zadané sloudeniny, jelikoZ2 se tyito sloudeniny snad-
n&ji izolujf = kultivadniho prost¥edi (na rozdil od extrakce
= biomas kultivovanym buné&k). Cisténi se tedy miZe z=lepsit,
jestliZe bufiky ukladaji sloudeniny in vivo ve specializovanych
prostorich s typem koncentra&niho mechanizmu. V rostlindch,
které expresuji PSE, mniZe vést =zvySeny transport k lepSimu
rozd&leni v rostlinné Lkéni a v rostlinnych orgdnech. ZvyZenti
podtu nebo aktivity transportuiicich molekul, které exportujf
jemné chemikdlie = bufiky, miZe umoZnit =zvySeni mnoZstvi produ-
kované jemnéd chemikdlie, kterd je obsaZena v extraceluldrnim
prostFed!, &im% se usnadiiuje sklizeni a &iSté&ni, nebo v pfipa-
ds rostlin G&inndi%1 distribuce. Na rozdil od toho jsgsou Zadou-

ci zvyZend mnod3stvi kofaktor(, prekursorovych molekul a mezi-
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produktd pro vhodné biosyntézni cesty pro G&innou nadprodukci
jedné nebo nékolika jemnych chemikalii. ZvyZSen{ podtu al/nebo
aktivity transportnich proteint, zahrnutych v dodévéani Zivin,
jako jsou zdroje uhliku (to je cukrdl), =droje dusiku (to jsou
aminokyseliny, amoniové soli), fosfdtu a siry, miZe =z=lepfit
produkci jemnych chemikdlii v disledku eliminace vZ3ech omezeni
Zivin dostupnych v biosyntéznich procesech. Mastné kyseliny
jako PUFA a lipidy, obsahujici PUFA, jsou mamoitné Z&douci jem-
né chamikdlie. Optimalizace aklLivity nebo zvySeni podtu jedné
nebo nékolika PSE podle vyndlezu, zahrnutych v biosyntéze
t.dchto sloudenin, nebo naruseni aktivity jedné nebo nékolika
PSE podle vyndlezu, =zahrnutych v odbourdni té&chto sloudenin,
maZe tak =zvySovat vyLE2ek, produkceci afnebo podukdni G&innost
molekul mnastnych kyselin a lipidd v organizmech, jako jsou c¢i-

liates, Yasy, rostliny, houby, kvasinky nebo mikrocorganizmy.

Manipulace jednoho nebo n&kolika PSE genl podle wynalezu
miZe vést podobn& k PSE s modifikovanymi aktivitami, které
neprimo ovliviuji produkci jedné nebo nékolika Zadanych jem-
nych chemikdlii =z organizmd, jako 1Hdsou Pasy, rostliny, cilia-
tes nebo houby. HNormalni biochemické metbolické procesy vedou
napfiklad k produkci &Setnych odpadnich produktd (nap¥iklad
reroxid vodiku a jiné reaktivni kyslikaté sloueniny), kiLeré
mohou aktivng narusit tyto metabolické procesy (napfiklad per-
oxynitrit, jak z=ndédmo, nitrdtuje Lyrozinové postranni rFelédzce,
tak inaktivuije n&khLeré enzymy s Lyrosinem v akiivnim centru;
Groves J.T., Curr. Opin, Chem. Biol. 3(2), str. 226 az 235,
1999) . Jakkoliv se tLyto odpadni produkty normilné exkretuji,
rouZivané buriky pro fermentadni produkci v provoznim mé¥itku
se optimalizuj{ pro nadprodukci jedné nebo nékolika jemnych
chenikalifi a miZe se tak produkovat vice odpadnich produktl,
neZ je bé&Zné Q pripadé bunék divokého typu. Optimlizace akti-
vity jedné nebo nékolika PSE podle vynalezu, kterd se podili
na exportu odpadnich molekul, umoZfiuje zlepSeni Zivotnosti

bufky a udrZeni jeji G&inné matabolické aktivity. Také obsah




vysokého intraceluldrnfiho mnoZsivi 24danéd jemné chemikdlie mi-
Ze byt ve skutednosti pro bufiku toxicky, takZe se Zivotnost
bufiky miZe zlepfit zvySenim schopnosti buliky sektretovatl tako-

vé sloudeniny.

PSE podle vyndlezu se niZe manipulovat takovym zplisobem,
Ze me modifikujii relativni mnoZstvi riznych molekul lipidu a
mastnéd kyseliny. To miZe mit rozhodujici vliv na sloZeni lipi-
du bun&né membrany. JelikoZ takovy typ lipidu ma rizné fy=i-
kdlni vlastnosti, modifikace lipidového sloZeni membriny miZe
vyrazné modifikovat membrdnovou fluiditu. Zmény menmnbrianové
fluidity mohou ovliviAovat transport molekul membranou, jak
shora vysvétleno, mohou ovliviovatl export odpadnich produktd
nebo produkovanych HJemnych chemikdlii nebo import polfebnych
Zivin, Tyto zmé&ny fluidity membrany mochou Laké mit rozhodujici
vliv na integritu buriky: bufiky se srovnateln@ slabsimi membra-
nami jsou <¢itlivdisdi na abhiotické a bioltické stresové podmin-
ky, které mohou poZkozovat nebo usmrcoval bufiku. Manipulace
PSE, kiteré =me podileii na produkci mastnych kyselin a lipidd
pro syntézu membrin, takZe produkované membriny maji membrino-
véd sloZeni, které je citliv&i®i na ckolni podminky, pfeva3ujii-
ci v kulturdch pouZivanyceh pro produkci jemnych chemikdalii, ma
s umoZnfiovat vélLBinu podtu bundk pPeZivatl a mnoZit se. Velka
mnoZstvi produkujicich bunék se sama o sob& projevuii vyEsimi
vylL&Zky, vyEEi produkei a vyE3i produkéni ad¢innosti jemnych
chemikAalii = kutury.

Shora zminéné mutagenédzni strategie pro PSE zamérné pro
zvySeni vytdZku jemnych chemikalif neisou konstruovany jako
omezeni; variace L&8chto strategii jsou pracovnikim v oboru
zZnémy. Za vyuZiti t&chto mechanizmi a =a pouZiti zde popisova-
nych mechanizmd molekuly nukleové kyseliny a proteinu podle
vyndlezu se mohou pouZivat pro generaci Pras, ciliates, rost-
lin, Zivo&ichi, hub a jinych mikroorganizmd, jako je C. gluta-

micum, kiteréd expresuji mutované PSE molekuly nukleové kyseliny




a proteinu, takZe me vyiézZk, produkce a/nebo podukdéni G&innost
Zadanych sloudenin zlepsuje. Touto Zddanou sloudeninou miZe
byt. jakvykoliv prfirodni produkt =z organizmd, ijako jsou *rFasy,
cgiliates, rostliny, 2Zivodichové, houby nebo bakterie, které
zahrnuji konedné rodukty biosyntézni cesty a meziprodukty p¥i-
rodné probihajici metabolické cesty, a také molekuly, které se
pfirozend nevyskytuiji v metaboliznu t&chto bunék, avsak jsou

rrodukovany bufikami podle vynédlezu.

DalZim provedenim vyndlezu je zplsob produkce PUFA, pri
kterém se kultivuje organizmus obsahujici nukleovou kyselinu
podle vynilezu, genovy konstrukt podle wvyndlezu nebo vektor
podle vyndlezu, ktery kdduje polypeptid, ktery elonguje mastné
kyseliny se 16, s 18 nebo se 20 atomy uhliku, obsahuijici ales-
rofi dvd dvoiné vazby ve sketelu molekuly mastné kyseliny o a-
lespofi dva atomy uhliku =a podminek, p#i kterych se PUFA pro-
dukuii v organizmu. PUFA, produkované timto zpisobem, se izo-
luji sklizenim organizmi bud =z kultivadniho prost¥edi, we kle-
rém rostly nebo =z pole a rozrufenim a/nebo extrakci sklizeného
materidlu organickym rozpoustédlem. Olej, kiery obsahuje lipi-
dy, fosfolipidy, sphingolipidy, glykelipidy, triacylglyceroly
a’/nebo volné mastné kyseliny s vyE3%im obsahem PUFA, se miZe i-
zolovat 2z takového rozpoustédla, Volné mastné kyseliny s vys-
Eim obsahem PUFA se mohou izolovalt zdsaditou nebo kyselou hyd-
rolyzou lipidd, fosfolipidl, sphingolipidd, glykolipidd, tri-
acylglycerolll. Vyisfim obsahem PUFA se minfi obsah alespofi o 5%,
g2 vyhodou alespofi o 10 %, jestd vyhodn&ji alespoii o 20 % a
zvlA%tE vwhodné alespoii o 40 % nez v p¥ipadd phvodnich orga-
nizmld, které neobsahuii zakddovanou p¥idavnou nukleovou kyse-

linu kédujfci elongd=zovou akbivitu podle vynalezu.

PUFA, produkované timto zpisobem, jsou s vyhodou molekuly
mastné kyseliny majici 18, 20 nebo 22 atomd uhliku a alegpofi
dvd dvoiné vazby v molekule mastné kyseliny, s vyhodou t#i,

StyFi  pét nebo Sest dvoinych vazeb, predeviim L¥i nebo pél




dvoijnych vazeb. Tyto molekuly mastné kyseliny se 16, s 20 nebo
se 22 atomy uhliku se mohou izolovat =z organizmd ve formé& ole-
je, lipidu nebo volné mastné kyseliny. PFiklady vhodnych orga-
nizl jsou shora uvedeny. Vyhodnymi organizmy jsou mikroorga-
nizmy, Zivodichové nebo rostliny, zvlastd s vyhodou rostliny

nebo Prasy, pPedevi3im transgenické rostliny.

Jednim provedenim vyndalezu Jjsou oleje, lipidy, mastné
kyseliny nebo djedjich frakce, které se =ziskaly shora uvedenym
zplusoben, =z=vlastéd s vyhodou kompozice oleje, lipidu nebo mast-
né kyseliny obsahujici PUFA a pochézejici = transgenickych

rostlin.

Jednim provedenim vyndlezu isou oleije, lipidy, mastné
kyseliny nebo jJejich frakce, které se =z=iskaly zplhscbem podle
vyndlezu. Jinym provedenim vyndlezu jsou kompozice oleje, li-
pidu nebo mastné kyseliny obsahujici PUFA, produkované zplso-
bem podle vyndlezu a odvozené z transgenickych rostlin, kieré
obsahuji nukleovou kyselinu, genovy konstrukt nebo vekiLor pod-

le wynédlezu.

Dal&im provedenim vyndlezu je pouZiti kompozic oleje, li-
pidu, mastné kyseliny v krmivech, v potravindch, v kosmetic-

ky¥ch nebo ve farmaceutickych prost¥edcich.

Dal&im provedenim wvyndlezu je kit obsahujici nukleovou
kyselinu podle vyndlezu, genovy konstrukt podle vyn&lezu, ami-
nokyselinovou sekvenci podle wvyndlezu, antismyslovou molekuly
nukleové kyseliny podle vynalezu, antildtku a/nebo kompozici
podle vyndlezu, antagonist nebo agonist pPipraveny =zplsobem
podle wvyndalezu a/nebo oleje, lipidy a/nebo mastné kyseliny
podle wvynilezu nebo djejich frakece., Kit mi2e také obsahovat
host. itelské buiiky, organizmy nebo rostliny podle vyndlezu nebo
jejich &&asti, Sdsti rostlin podle wvyndlezu, které se mohou

sklizet nebo propagadni materidl nebo jiny antagonist nebo




agonist podle wvyndlezu. SloZzky kitu podle vynalezu se mohou

ukladat do vhodnych obald naptiklad spolu s pufrem nebo v puf-
ru nebo v jinych rozpoustédlech. Jedna nebo nékolik shora =z=mi-
nénych slo%ek se miZe balit do jednoho a téhoZ obalu. Pridavnég

nebo alternativnd jedna nebo ndkolik zmin&nych sloZek se na-

priklad miZe absorbovat na pevném povrchu, nap¥iklad na nitro-

celulézovém filtru, na sklen&né dest i&ce, na Sté&pindch, na ny-

lonovych membrdndch nebo na mikrotitradnich destidkich. Kitu

se miZe pouZivat pro kterykoliwv shora popsany zplsob a shora

popsané provedeni, napriklad pro produkci host itelkych bunégk,
transgenickych rostlin, pro detekci homologovych sekvenci, pro
inst-

identifikaci antagonistd a agonistt. Kit miZe obsahovat

rukce ke svému pouZiti v piipadé shora uvedenych 0deld.
Nazmleduijici pPiklady praktického provedenti vynalez pod-

robnd ohijastuii, nijak vSak neomezuii. Vyndlez obiasfiujl také

pripojené obrazky.

Oby. 1 Serazeni kvasinkového elolpeptidu (horni radek)
s Physcomitrella patens FpPSE1
Obr. 2a a% 2e GC analyza FAME
Obr. 3a DMOX derivat cis ©:2:12 18:3
Obr. 3b Hmotové spektrum DMOX derivitu cis 6,292,132 18:3
Obr. 4a DMOX derivat cis 2,11,14 20:3
Obr. 4b Hmotové spektrum DMOX derivaitu cis 8,111,114 20:3
Obr. 5

Vysledek porovnani pept idové sekvence Pp_PSE1



s nalezenou sekvenci

Obr. 6 Serazeni peptidové sekvence Pp_PSE1 s nalezenou

sekvenci

Oby. 7 gouboru sekvenci virtuidlnég aplného elongdzového poly-

peptidu

Obr. 8 Sepazeni polypeptidové sekvence PpPSE1 a Tc_PSE2

Obrxr. @ Porovnani polypeptidové sekvence CC_PSEl s Tc_PSE2

Obr. 10 Sekvendni motivy

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Obecné =zplusoby

a) Obecny zplsob klonovani

Provadéii se =zphsoby klonovani, jako nap¥iklad restrik&ni
stépeni, elekitroforéza agarového gelu, %igténi fragmentt DHNA,
prevod nukleovych kyselin na nitrocelulézové a nylonové mem-
brdny, vazba fragmentt DNA, transformace Escherichia coli a
kvasnicovych bundk, pdstovéni bakterii a sekven&ni analyza re-
kombinantnich DNA, podle navodl popsanych v literatufe (Samb-
rook a kol., Cold Spring Harbor Laboratory Press:ISBN 0-87969-
-309-6, 1989; Kaiser, Michaelis a Mitchell “Methods of Yeast
Genetics", Cold Spring Harbor Laboratory Press: ISBN 0-87969-
-451-3, 1994). Transformace a pdstovani ¥as, jako je Chlorella
nebo Phaeodactylum se provdd&ji rovné&z zplisobem popsanym v 1i-
teratuPe (El1-Shekh: Biologia Plantarum 42, str. 209 az 216,
1999; Apt a kol., Molecular and General Genetics 252 (5), str.




872 a2 879, 1996.
b) Chemikéalie

Pokud neni v textu uvedeno jinak, pouZiva se chemikdlif
dostupnych v analytické kvalité od firem Fluka (Neu-Ulm), Merck
(Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) a Signa
(Deisenhofen). Roztoky se pripravuji za pouZiti &isté vody
prosté pyrogenii, oznadované v dalsim textu jako wvoda (HzO)
(obchodni produkt Milli-Q water system water purification unit
spole&nosti Millipore, Ezschborn). Restrik&ni endonukleézy,
DNA-modifikujici enzymy a kity "molecular biology kit=s" isou
obchodn{ produkty spoleénosti AGS (Heidelberg), Amersham
(Brunswick), Biometra (Gottingen), Boehringer (Mannheim}, Ge-
nomed (Bad Oeynhausen), New England Biolabs (Schwvalbach/Tau-
nus), HNovagen (Madison, Wisconsin, Sp. st.. a.), Perkin-Elmer
(Weiterstadt), Pharmacia (Freiburg), Qiagen (Hilden) a Trata-
gene (Amsterdam, Nizozemsko). Pokud neni uvedeno jinak, pouZi-

vd me chemikalii podle instrukci vyrobce.
) Bund®ny nmateriil

Uvedené studie se provaddii =za pouZit{ kmene Thrausto-
chytrium, kitery je uchovavan organizaci American Type Culture
Collection (ATCC) s &islem kmene ATCC26185 (Thraustochytrium),
nebo v pPipadd Crypthecodinium organizaci Provasoli-Guillard
National Center for Culture of Marine Phytoplankton ((CCHMP)
West Boothbay Harbour, ME, Sp. St. A.) pod &islem CCHMP316. Ra-
sy se péstuji ve tm& p¥i teploté 25 "Cc ve sklen&nych trubi-
cich, do kterych se vzduch vhédni zespodu. Blternativné se pés-
tuji Thraustochytrium podle néavodu, ktery podrobné popsali
Singh & Ward (Advances in Microbiology 45, styr. 271 aZ 311,
1997) .

Kultivadnim prostifedim pro Crypthecodinium je £/2 culture




medium dopln&né 10% organickym prostredim spole&nosti Guillard,
R.R.L. (Culture of phytoplankton for feeding marine inverteb-

rates, Smith W.L. a Chanley M.H. (vydavateld) Culture of mari-

ne Invertebrate animals, NY Plenum Press, str.29 az 60, 1975).

Obsahuje

995,5 ml (um&lé) slané vody:

1 ml dusi&nanu sodného (75 g/1), 1 ml natriumndihydrogenfosfo-

rednanu (5 g/1), 1 ml roztoku stopového kovu, 1 ml Tris/HCl o

hodnotd pH 8,0, 0,5 ml £/2 vitaminového roztoku’

roztok stopového kovu: NazEDTA (4,36 g/1), chlorid Zelezity

(3,15 g/ 1)

primirni stopové kovy: siran md3dnaty (10 g/l1), siran zinednaty

(22 g/1), chlorid kobaltnaty (10 g/1), chlorid manganaty (18

g/1), molybdenan sodny (6,3 g/l1);

£/2 vitaminovy roztok: biotin 10 mg/1, thiamin 200 mg/1, vita-

min B12 0,1 mg/1l:

orgabické prostredi: octan sodny (1g/1), glukdza (6 gfl)y, suk-
cin&t sodny (3 g/1), Bacto-trypton (4 g/1), kvasnicovy extrakt
(2 g/1).

d) Mechovy material (= rostlinny material):

Pro tuto studii bylo pouZito rostlin druhu Physcomitrella
patens (Hedw.) B.S.G. ze sbirky oddéleni genetickych studii u-
niversity v Hamburgu. Jsou odvozeny od kmene 16/14, klery
sklidil H.L.K. Whitehouse (Gransden ¥ood, Hunt ingdonshire, An-
glie) a vypéstoval Engel (Am, J. Bot. 55, str. 438 aZ 446,
1968) =e spér. Proliferace rostlin se provedla pomoci spor a
regeneraci gametophyt. Protonema, vyvinutd =z haploidnich spoér
do chloroplastem bohaté chloronemy a o chloroplast ochuzena
caulonema, vykli&ila po pribliZn& 12 dnech. Tyvto kli&ky vy-
rostly do gametophor s antheridia a archegonia. Oplodn&nim se
zi{skal diploidnim sporophyt s kratkou stétinou a spérovou to-

bolkou, ve které dozrily me i ospdry .




e) Kultivace rost.lin

Rostliny se p&stuji v inkubdtoru s Fizenym prostfedim pri
teplotd vzduchu 25 C a s intenzitou svdtla 55 umol.s-'.m-2
(bilé svdtlo: fluorescendni lampa Philips TL 65W/25) a s reZi-
mem svdtlo/tma 16/8 hodin. Mech se p&stuje jednak v mokré kul-
tufe =a pouZibtf modifikovaného pupenového prost¥edi, které po-
psal Reski a Abel (Planta 165, str. 354 azZ 358, 1985) jednak
na pevném pupenovém prostfedi s pouZitim 1% oxoidového agaru

(Unipath, Bassingstoke, BAnglie).

Protonemata pouZitd k izolovédni RNA a DNA se péstuje ve
provzdusiiovanych kapalnych kulturdch. Protonemata se rozmé&lfiu-
je kazdych 9 dni a prenadi se do &erstvého kultiva&niho pro-
st¥edi .

f) Kultivace Phytophthora infestans

Napired se pripravi knihovna cDHA Phytophthory infestans.
K tomu je moZno ziskat kmen ATCC 48886 =ze sbirky American Type
Culture Collection Rockville, Sp. st. a. Jako varianta kulti-
vagniho protokolu predepsaného pro kmen ATCC 48886, se spory
Phytophthory promyii studenou, dvakrat destilovanou vodou a
ponechaji v ledni&ce &est hodin k navozeni sporulace. Materidl
se pak pPenese do prost¥edi hrachu. Za timto ulelem se udrZuje
150 g hluboce zmraZeného hrachu (Iglu ziskatelné =z mistnich
supermarketf) v autoklivu za sterilnich podminek a 1 litru vo-
dy po dobu 20 minut. Materidl se p&stuje ve 100 ml-bafikdch pEi
teplotd mistnosti na ob&hovém Sejkru (200 ot d%ek za minutu).
Po dvou dnech obsah bandk zfiltruje a zbytek na filtru se ro-
zetpe v suchém dusiku pomoci hmoZdire a paliky a po nasledu-

jicich &tyrech dnech se proces opakuije vidy ve dvou bafikach.




Priklad 2

Izolace celé DNA =z rostlin a z mikroorganizmi jako je Thraus-

tochytrium a Crypthecodinium pro hybridizadni pokusy

Podrobnosti o izolaci celkové DNA =me tykaji zpracovani rost-

1inného materidlu s Gerstvou hmotnosti 1 g.

Pufyr CTAB: 2% (hm/obj) N-acetyl-HN, N, N-trimethylamonmiumbromid
(CTAB)Y: 100 mM Tris-HC1, pH 8,0, 1,4 M HaCl, 20 mM EDTA.

N-Laurylsarkosinovy pufr: 10% (hm/obj) N-laurylsarkosin, 100
mM Tris-HCl1, pH 8,0, 20 mM EDTA.

Rostlinny materidal nebo materiil bundk Crypthecodiniunm
nebo Thraustochytrium se trituruje v prostiedi{ kaplného dusiku
ve hmoZdifi na jemny praSek a prenese se do 2 ml Eppendorfo-
vych bandk. 2Zmrazeny rostlinny material se pokryije vrstvou 1
ml rozkladového pufru (1 ml pufru CTAB, 100 ml N~ laurylsarko-
ginového pufru, 20 nl g-metkaptoethanclu a 10 ml roztoku pro-
teindzy K, 10 mg/ml) a inkubuje se jednu hodinu pEi teploté 60
uC za stalého protPepavani. Z{skany homogenizat se rozmdé&li do
dvou Eppendorfovych bangk (2 ml) a extrahuje se dvakrat pro-
tFrepavanim se steinym objemem alkoholového roztoku chroroform/
isoamylalkohol (24:1). K odd&leni fazi =se pouZije odstiedEni
pri 8000 g a pri teplotd mistnosti (= teplota mistnosti = -23
o vidy po dobu 15 minut. DNA se pak vysrazi pri teploi& -70
‘¢ po dobu 30 minut s pouZitim ledového isopropancolu. VysraZe-
n4 DNA se necha usadit pPi teploté 4 ‘Cc a odstiPeddni p¥i 10000
g po dobu 30 minut a resuspenduie se ve 180 ml TE pufru (Samb-
rook a kol., Cold Spring Harbor Laboratory Press:ISBN 0-87969-
~-309-6, 1989). K dalZimu &istdn{ se DNA =zpracuje chloridemn
sodnym (kone&né koncentrace 1,2M) a znovu se vysradZzi 30 minut
pri teplot& -70 ‘C za pouZitf{ dvoinasobného mnoZstvi absolub-

niho ethanolu. Po promyti 70% ethanolem se DNA usufi a pak se
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vyime do 50 ml vody + RNase (kone&na& koncentrace 50 mg/ml).
DNA se rozpusti pres noc pri teploté 4 “C a Bt&peni pomoci
RNase se pak provadi jednu hodinu p¥i teplot& 37 “C. DNA se u-
skladni{ p¥i teplotd 4 nC.

Priklad 3

Izolace celkové RNA a poly(A)*-RNA =z rostlin a mikroorganizmi

(Crypthecodinium a Thraustochytirium)

Celkovda RNA se izoluje =z rostlinnych materidld jako ije
1n&né meminko a Pepka olejka =z=plisobem, ktery popsal Logemann a
kel. (BAnal. Biochem. 163, str. 21, 1987). Celkovd RNA =z mechu
miZe byt ziskdna = protonemové tkan& zplsobem GTC (Reski a

kol., Mol. Gen. Genetit. 244, str. 352 a2 359, 19%24).
Izolace RHNA = Crypthecodinium a Thraustochytrium

Znrazené vzorky ¥Fas (-70 oC) se trituwruii v ledové stude-
ném hmoZdiri v prosttedi tekutého dusiku na jemny prdSek. Dva
objemy homogenizadniho prost¥edi (12,024 g sorbitolu, 40,0 nl
Tris-HCl, pH 9 (0,2 M), 12,0 ml 5M NaCl (0,3 M), 8,0 m1 250 mM
EDTA, 761,0 mg EGTA, 40,0 ml 10% SDS se vnesou do 200 ml vody
a hodnota pH se upravi na 8,5) a do prisku zmrazenych bungk =se
pridajfi 4 objemy fenolu s 0,2 % merkaptoethanolu pfi teplotLd
40 az 50 °C za opatrného michani. Pridaji se dva 2 objemy
chloroformu a smds se michd intenzivnd 15 minut. Smés se od-
st¥reduje 10 minut p¥i 10 000 g a vodnd f&=ze se extrahuje sys-

Lémem fenol/chloroform (2 objemy/2 objemy) a pak chloroformem.

Vysledny objem vodné faze se zpracuie 1/20 objemu 4M oc-
tanu sodného (pH 6) a 1 obiemem (ledovd studeného) isopropano-
lu a nukleové kyzseliny se vysraZeiji pfi teploté -20 eiC. Smeés
se odstFeduje 30 minut p¥ri 10 000 g a supernatant se odsaije.

Nasleduije promyti 70% ethanolem a dalZi odst¥edé&ni. Sediment




e vyjme do Tris bordtového pufru (80 mM Tris bordtovy pufr,
10 mM EDTA, pH 7,0). Supernatant se pak =pracuje 1/3 cbjemen
8M chloridu lithného, michd se a inkubuje 30 minut p¥i teploté
4 °C. Po op&tném odstredéni se sediment promyie 70% ethanolemn,

odstPedi se a sediment se rozpusti ve vodé prosté RNazy.

Poly(A)*-RNA se izoluje pomoci Dyna BeadsR (Dynal, Oslo,

Norsko) podle protokolu vyrobce.

Po stanoveni koncentrace RNA nebo poly(A)*-RNA se RNA vy-
sra%i priddnim 1/10 objemu 3M otanu sodnédho, hodnota pH 4,6 a

dvou objemd ethanolu a uskladni se p¥i teplot& -70 e,

Pro analyzu se odd&li podily RNA o hmotnosti 20 ug ve
formaldehydu obsahujicim 1,5 % agarového gelu a pPenesou se na
nylonové membriny (Hybond, BAmersham) . Provede se detekce spe-
cifickych transkriptll zpisobem, ktery popsal Amasino (Anal.
Biochem. 152, str. 304, 1986)

Izolace celkové RNA a poly-(A)* RNA = Phytophthora infestans

Za pouZiti kitu (RNeasy Plant Total RNA kit, Quiagen,
Milden) se =ziskd uplnd RNA a v ni obsaZeny pufr podle instruk-
ci vyrobce. 2 takto ziskané uplné RNA se izoluije poly-(A)* RHNA
za pouZiti Poly BAttract v systému RNA Isolation System IIT

(spolednost Promega, Heidelberg) podle instrukei vyrobce.
Priklad 4
Konstrukce knihovny <DHNA

Ke zkonstruovani knihovny cDNA = Physcomitrella Crypthe-
codinium a Thraustochylriun se provede analyza prvniho kmene
za pouZiti reverzni transkriptazy mySiho viru leukemie (Roche,

Mannheim, N&mecko) a primerd oligo-d4(T), =zat imco syntéza dru-




hého kmene se provede inkubaci s DNA polymerazou I, Klenowv
enzym, a Sté&penim s RNAse H p¥i teploté 12 "¢ (dvé hodiny), 16
‘C (jednu hodina) a 22 e (jednu hodina). Reakce se ukon&i in-
kubaci pPi teplotd 65 pC (10 minut), na&eZ mse materidl pifenese
na led. Pripravi se dvouret&zcové DNA molekuly s tupymi konci
=a pouZit{ T4 DNA polymerazy (Roche, Mannheim) pfi teplot& 37
"C (30 minut). Nukleotidy se vyjmou extrakei systémem fenol/
chloroform a za pouZiti{ sloupcl Sephadex G50. Adaptery EcoRI/
XhoI (Pharmacia, Freiburg, N&mecko) se vaZou na konce c¢DNA po-
moci ligdzy T4 DNA (Roche, 12 °C, pres noc), oddéli se Xhol a
fosforyluji se inkubaci s polynukleotidkinazou (Roche, 37 nC,
30 minut). Tato smds se podrobi separaci na agarovém gelu
s nizkou teplotou tdani. Z gelu se eluuji molekuly DHA v mnoZ-
stvi vice ne® 300 part bazi, extrahuji se fenolem, =zkoncentru-
i1 se na sloupcich Elutip D (Schleicher a Schiill, Dassel, Né& -
mecko), vaZou se na ramena vektoru a zabali se do lambda-ZAPII
f4g0 a lambda-ZAP-expresnich fagd =za pouZiti kitu Gigapack
Dold kit (Stratagene, Amsterdam, Nizozemsko) za pouZiti vyrob-

cova materidlu a podle jeho instrukei.

Konstrukce knihovny o¢DNA pro Phytophthora infestans se

provede jak shora popsano.
Priklad S
Sekvencovéni DNA a analysa pomoci po&itade

K sekvencovéni DNA se pouZijie knihoven cDNA ropsanych
v prikladu 4 o sobd znamymi zphsoby, zeiména zplsobem ukonco-
vani petdzce m=a pouiti kitu "ABI PRISM Big Dye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin-Elmer, Heiterstadt,
Némecko). Po piripravd plasmidu =z knihoven c¢DNA se sekvencujl
individu&lni nahodilé klony cestou in-vivo hmotovou excisi po
retransformovani DH10B na agarovych destidkach ( podrobnosti o

materidlu a protokolu: Stratagene, Amsterdam, Nizozemsko).




Plasmidova DNA se pripravi =z kultur E.coli rostoucich p¥fes noc
v Zivném roztoku Luria dopln&ném ampicillinem (Sambrook a
kol., Cold Spring Harbor Laboratory Press: ISBN 0-87969-309-6,
1989) =za pouZiti jednotky moci Qiagen DNA preparation robot
(Qiagen, Hilden) podle ndvodu vyrobce. PouZije se sekvencovédnf
primerd s ndsledujicimi nukleotidovymi sekvenceni :

S -CAGGAAACAGCTATGACC-3

5 -CTAAAGGGAACAAAAGCTG-3

5 -TGTAAAACGACGGCCAGT-3

Sekvence se zpracuji a =zaznamenaji za pouZiti{ programu
"EST-MAX standard softwvare package”, (obchodni produkt spo-
le&nosti Bio-Max, Mnichov, Nemecko). 8 vyuZitim komparativnich
algoritm a za pouz2iti hledaci sekvence, se vyhledajf{ homolo-
gické geny pro pouZiti BLAST programu (Altschul a kol. "Gapped
BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database
search programs”, Nucleic Acids Res. 25, str. 3389 a2 3402,
1997). Jedna sekvence =z Crypthecodinium a z Thraustochytrium
s homology s hledanou sekvenci mechové elongdz=y Physcomitfella

patens je charakterizovdna podrobné&ji.
P¥iklad 6 a

Identifikace genu TC_PSE1 a Tc_PSE2 (Tc=Thraustochytrium) a
genu Cc_PSE1 a Cc_PSE2 (Cc = Crypthecodinium cohnii) porovna-
nim s Physcomitrella patens genu Pp_PSE1l.

Plnid délka sekvence Pp_PSE1 mechové elongdzy podle vyna-
lezu (iméno: viz té2 tabulku II) se pouZije pro porovnan{ sek-

venci v patracim algoritmu TBLASTN:

MEVVERFYGE LDGKVSQGVN ALLGSFGVEL TDTPTTKGLP LVDSPTPIVL GVSVYLTIVI
GGLLWIKARD LKPRASEPFL LQALVLVHNL FCFALSLYMC VGIAYQAITW RYSLWGNAYN
PKHKEMAILV YLFYMSKYVE FMDTVIMILK RSTRQISFLH VYHHSSISLI WWAIAHHAPG
GEAYWSAALN SGVHVLMYAY YFLAACLRSS PKLKNKYLFW GRYLTQFQMF QFMLNLVQAY
YDMKTNAPYP QWLIKILFYY MISLLFLFGN FYVQKYIKPS DGKQKGAKTE.
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ﬂplné nukleotidovd sekvence mechové elongdzy Pp_PSE1 CDNA
se skladad = piribliZné 1200 bp.
8373 bp,
hmotnosti 33,4 Da.

Obsahuje otevieny &Leci ramec
ktery kéduje 290 aminokyselin s vypodtenou molekulovou

Proteinovd sekvence mi& pouze 38,5% identitu

a 48, 3% podobnost s genovym produktem Saccharomyces cerevisiae
naptiklad s genovym produktem Saccharomyces cerevisiae PSE1,

kterého je tLieba v kvasnicich k prodlouZeni rFelédzce mastnych

kyselin se st¥edni délkou Fetézce (Toke & Martin, Isolatkion

and characterization of gene affecting fatty acid elongation

Saccharomyces cerevisae. Journal of Biological Chemistry

18413 a% 18422, 1996).

in
271, =str.
Sekvence EST CC001042041R, TC002034029R a TCO02014093R

byly =z=prvu povaZovany za cilovy gen mezi jinymi genovynmi kan-
diddty diky =zpoddtku slabym

(tabulka II),

homologiim s elongdzou Physcomit. -
PSE1.
porovnani peptidové sekvence Pp_PSEl1l s nalezenou sekvenci.
to &ast
jméno TcePSE1,

5 je vysledek
Je

rella patens genu Ha obr.

nukleové kyseliny SEQ ID HO:3 podle vyndalezu (genové
2izslo datatbize podle vynalezu TC 002034029R) .
=zatimceco symbol + =znadi

Pismena znadi identické aminokyseliny,

chemicky podobnou aminokyselinu. Identity a homologie v3ech

nalezenych sekvenci podle vyndlezu jsou souhrnné uvedeny v ta-

bulce IIIL.

Sekvencovani dplného fragmentu c¢DNA =z klonu TCO02034029R
vede k smekvenci 693 part bdzi za&inajici prvni bazi v olevie-

ném Stecim rdmcei. Sekvence koduje polypeptid 195 aminokyselin

v SEQ ID NO:4 s koncovym kédonem v poloze par(l bazi translato-

vané =e SEQ ID NO:3 v podloze pard bdzi 586 aZ 588. Klon
TCO02014093R predstavuje virtudlngd uplny elongidzovy polypep-
tid, jak moZno vidét ze souboru sekvenci na obr. 7. ﬁédky =na-

identické aminokyseliny, =zatimco sloupce a tedky =zname-

t.edy

menaij i

naji{ chemicky zaménitelné, chemicky ekvivalentni aminoky-

seliny. Sepazeni je provedeno pomoci Henikoff & Henikoffovy

substitudni matrice BLOSUM6Z2 aminokyselin (Amino acid subsbi-




tution matrices from protein blocs. Proc. Natl. Acad. Sci, USA
89, sty 10915 a% 10919, 1992) ., PouZité parametry: Gap
Weight:8, Average match: 2.912, Length Weight:2, Average Mis-
match: -2, 003.

Krom& toho je druhd EST identifikovina sefazenim sekven-
ci. Setazeni peptidové sekvence Pp_PSE1 s nalezenou sekvenci

je na obr. 6 . I kdy3 je homologie mezi volenymi parametry

omezena na ndkolik aminokyselin, jde o vysoce konzervovany re-

gion specifickych elongd&z PUFA. Sekvence uUplného klonovaného

fragmentu je proto stanovena.

Sekvencovani uplného fragmentu ¢DNA klonu TCO02014093R
vede k smekvenci 955 paret bizi =zadinajici prvni bézi v otevie-
ném &tecim ramci. Jde o SEQ ID NO:5 podle vyndlezu. Sekvence
kéduie polypeptid 297 aminokyselin se stop kédonem v poloze
892 aZ 894 pard bizi podle vynidlezu v SEQ ID RO:6.

Crypthecodinium cohnii EST CC001042041R, kieré kdéduje gen
Cc_PSE1 se identifikuje pomoci sekvence FPpPSE1L. Izolovana EST
CC001042041R oznadovand podle vyndoezu jako SEQ ID NO:7, je
dlouh& 708 para bazi a ma otevieny &teci riamec 642 pdrd bazi
= prvni bize, kterd koduije 214 aminokyselin a mad stop kddon
v poloze 643 aZ 645. Sekvece aminokyselin aZ do stop kddonu je
podle vynalezu SEQ ID NO:8.

Vedle podobnosti s produktem genu PSE! miZe byt podobnost
s elongdzou Saccharomyces cerevisiae (viz téz 1P), které je
t¥eba v kvasnicich k prodlouZeni #et&zce mastnych kyselin se
st¥edni délkou retdzce (Toke & Martin, Isclation and characte-
rization od gene affecting fatty acid elongation in Saccharo-
nyces cerevigae. Journal of Biological Chemistry 271, str,
18413 aZ 18422, 1996). Tabulka III ukazuje identity a homolo-
gie elongaz podle vynilezu s ostatnimi elongdzami a = elonga-

zami Physcomitrella patens a s kvasnicovynmi elonga=zami. Data
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jsou ziskdna pomoci GAP programu jako subprogramu nasleujfcich
sof twari: Wisconsin Package Version 10,0 (Genetics Computer

Group (GCG), Madison, Wisc., Sp. st. a.).

Tabulka III

Identi-
ty/ TC_PSEl TC_PSEZ Pp_PSEl Sce elo 1P
homology
ce PSE1 47.1% / 50.6% / 38.5% / 45.1% /
c- 40.2% 43.5% 29.4% 33.5%
1 100 / 100 4 43.2% / 41.9% /
Te _PSE g 32.7% 29.9%
41.7% / 35.4% /
2% 0.
Tc_PSE2 29.5% 100 / 100 39.2% / 30.0 27.8%

Zeijména miZe byt pouZito prikladi 5 a% 10 k odvozen{ néa-
sledujicich sekven&nich motivl jako regioni 8 vysokou homolo-
gif{ a odpovidajicich dohodnutych sekvencf, =z nich odvozenych,
které pri zpdtné translaci aminokyselin do kédonldt se tr¥emi pa-
ry baz{ vedou k oligonukleotidim, kterych lze vyuzit k izolaci
novych elongdz pomoci polymerdzové pet&zcové reakce. JIsou Lo
hlavng sekven®ni mnotivy znézorndné na obr. 10. T&chto not ivd
je moZno pouzit k odvozenf oligonukleotidd, které, v kombinaci
se dvé&ma oligonukleotidy, mohou byt pouZity v pokusech PCR
k izolovan{ dal3fich elongdzovych fragmentd. K tomu je nutno
zkonstruovat a syntetizovat jeden oligonukleotid hodfc{ se
k b&%n& definovanému kmeni 5 -3 a druhy oligonukleotid ladfcf
g oligonukleotidovym kmenem 3°-5" ve smé&ru. To vede k defino-
vatelnému po&tu primerovych kombinacf, ktery je omezen permu-

taci{ moZnych variant.

V této souvislosti je mo3no vyuZit také primert oligo-dT
a jejich variant, napriklad poslednf baz{ umoZfiujici specifid&-
nost pro transkrip&ni soubor, Jjako je napriklad oligo dT
(12-20) X, kde X miZe byt G, C nebo T. Také oligo dT (12-20)
druhé bize XY je moZno pouxit, kde X maZe byt G, C a/nebo A,
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zatimeco ¥ miZe byt A, G, C nebo T.

Uvedend sekvence umoZfiujf{ odvodit 17 aZ 20 oligonukleotidi,
kterych je moZno pouZit k izolovéani genovych fragment ménénim
primerovych kombinaci a parametrd pokusd, jako jsou teplotni
propgrat, koncentrace iontd hofdiku a podobné parametry. Vy-
sledné fragmenty je moZno klonovat do vhodnych vektord a sek-
vence rezmultujicich kloni miZ%e byt urdena b&Znymi zplsocoby

k definovédni novych elongaz=.

Priklad 6b

Izolace klonu c¢DNA = Phytophthora infestans

Klon cDNA oznadeny PI001002014R = Phytophthora infestans
se identifikuje = cDNA sekvencovanych nahodile, pouZitim homo-
logifi k elondze PUFA = Physcomitrella patens mechu (ATCCC
48886) . Kl16n obsahuje dohodnuty moliv MyxYYF zndzornény na
obr. 8, kde odliZnd od elongaz PUFA, které byly dosud identi-
fikovany, je threoninovy radikdl nalezen jako variabilni ami-
nokyselina x. Této dalEi variace je moZno pouZit k odvozeni

primerit PCR.

F¥iklad 7

Identifikace genfi pomoci hybridizace (TC002034029R-11 iGentiC-
PCE1)

Genovych sekvenci je moZno pouZit k identifikaci homolo-
govych nebo heterologovych gend 2 knihoven c¢DNA nebo =z genomo-

vych knihoven

Homologové geny (naptfiklad klony cDNA v Gplné délce, kte-
ré jsou homologové, nebo homology) mohou byt izolovany pomoci

hybridizace nukleové kyseliny, s pouZitim napifiklad knihoven
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<DNA: Zptisobu miSe byt pouZito zeiména k izolovani funkdné& ak-
tivnich geni v plné délce SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:
5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ ID NO:1t. V =zadvislosti na
frekvenci sledovaného genu se nanese 100000 aZ 1 000000 rekom-
binantnich bakteriofdgd a prfenesou se na nylonovou membranu.
Po denaturaci alkalii je DNA imobilizovdna na mebran&, napirik-
1ad UV mesiténim. Hybridizace se provadi za vysoce prisnych
podminek. Hybridizace a promyti probfhid ve vodném ro=ztoku
s iontovou silou 1M NaCl p¥i teplot& 68 ‘e, Hybridiza&ni vzor-
ky se generuijl napiiklad znadenim radiocaktivnim (32P-) nick
transkripei (High Prime, Roche, Mannheim, HNé&mecko). Signaly =se

snimaji autoradiograficky.

Parcialni homologové nebo heterologové geny, které maji
vztah nejsou vZak identické, se mohou identifikovat obdobné
jako shora popsano za pouZiti mirné prisnych podminek hybri-
dizace a promyvini. Pro vodnou hybridizaci se iontova pPisnost
zpravidla udrZuje p*i 1 M chloridu sodném a teplota se sniZi

postupné na 68 a% 42 C.

Izolace genovych sekvenci, kterd jediné exhibuje homolo-
gie s individudlni doménou naptriklad s 10 a2 20 aminokyselina-
mi se miZe providét za pouZiti syntetickych, radioznagenych o-
ligonukleotidovych sond. Radioznafené oligonukleotidy se gene-
ruiji fosforylaci 5 =zakondeni dvou komplementarnich oligonuk-
leotidlli =a pouZiti{ T4 polynukleotidkindzy. Komplementdrni oli-
gonukleotidy se hybridizuji a liguji navzajem za zvySovani
konkatemerti. Doufroubcovicové konkatemery se radiocaktivngd zna-
&{ napfiklad z=lomovou transkripci. Hybridizace se zpravidla
provadi za mirn& p¥isnych podminek za pouZiti vysokych koncen-

trac{ oligonikleotidd.

O0ligonuklectidovy hybridizaéni roztok
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0,01 M fosmforefnan sodny
imM EDTA (hodnota pH 8)
0,5 % SDbs
100 ug/ml denaturovaného lososového sperma DNA
0,1 % suSeného nizkotu&ného mléka

V pribehu hybridizace se teplota postupné sniZi na 5 az
K pod vypodtenou oligonukleotidovou teplotu nebo na teolo-

-23

10

tu mistnosti (pokud neni uvedeno jinak, teplota mistnosti

C ve vsech pokusech), nasleduji stupnéd promyviani a autoradi-

ografie. Promyvani se provadi za mnimofddné nizké pfisnosti,

napfiklad t¥emi promyvacimi stupni =a pouZiti 4 x SSC. Podrob-
nosti jsou popsdany v literature (Sambrook J.a kol., Molecular
Cold Spring Harbor Laboratory
kol.,

19943 .

A Laboratory Manual,

nebo Ausubel F.M.

Cloning:

Press, 1989; a "Current. Protocols in

Molecular Biology", John Wilwy & Sons,

Klon TCO0Z2034029R-11
sekvence plné délky
del&i neZ2 klon TCOO2034029R

genovéeho jména T _FCE1_1 je
organizmu Thraustochytirium a

SEQ ID NO:4,

elongdazy =
proto ze sekvence
Klon

(priklad 7).

izoluje =zplsobe, jak shora popsiano
Je to DNA sekvence délky 1050 par( bazi, kddujici

pard bazi

=1 hybridizaénim

271 aminokyselin maijficich startovaci kodon v pozici

43-45 a stop kodon v pozici pard badzi 856-858.

Priklad 8

Identifikace cilovych genl skrinovéanim expresnich knihoven =a

pouZiti protildtek

Pro generaci rekombinantniho proteinu napfiklad v E. co-

1i se pouZivaiji CDNA sekvence (napfiklaad systém Qiagen Qlhex-

press pQE). Rekombinantni proteiny se pak afinitné ¢isti zpra-

vidla afinitnfi Ni-NTA chromatografii (Qiagen). Rekombinanini

proteiny se pak pouZivaji{ pro zvyfeni specifickych protilétek
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napriklad za pouZiti o sob& znémych technik pro imunizaci kra-
1ik&. Protilatky se pak afinitng& &isti =a pouZiti Ni-NTA
sloupce, ktery je pfedem nasycen rekombinantnim antigenem (Gu
a kol., BioTechniques 17, str. 257 az 262, 1994). ProtLilatka
se pak pouZivd pro skrinovini exprese c¢DNA knihoven imunolo-
gickym skrinovdnim popsanym v literatu¥e (Sambrook J. a kol.,
Molecular Cloning: B Laboratory Manual, Cold Spring Harbor La-
boratory Press, 1989; nebo Ausubel F.M. a kol., "Current Pro-

tocols in Molecular Biology" John Wilwy & Sons, 1994).

Priklad 9
Plasmidy pro transformaci rostlin

Binarni vektory jako pBinAR se mohou pouZivat pro trans-
formaci rostlin (HSfgen a Willmit=zer, Plant Science 66, str.
221 a2 230, 1990). Bindrni vektory se mohou konstruovat ligaci
¢DNA ve smyslové nebo v antismyslové orientaci do T-DNA. 35°
c¢DNA, rostlinny promotor aktivuje ¢DNA transkripci. Polyadeny-

la&nfi sekvence je umistdna na 3° <DNA.

Pro tLkanh specifické exprese se miiZe dosdhnout za pouZiti
pro tkéafh specifického promotoru. Napfiklad pro semeno speci-
fické exprese se miZe dosdhnout klénovanim do napinu nebo LeB4
nebo USP promotoru 5' <DNA. MiZe se také pouZit jakykoliv jiny
pro semeno specificky promotorovy element. Promotor CalV-355

se miZe pouZit pro konstitutivni expresi ve vEech rost lin&ch.

Expresovany protein se miZe cilit do bun&Zného prosto-
ru za poufiti signdlniho peptidu, naptiklad pro plastidy, mi-
tochondrie nebo endoplasmatické reticulum (Kermode, Critk. Rev.
Plant Sci. 15, 4, str. 285 az 423, 1996). Signdlni pepltid se
klénuje do 5 ve sprévném Stecim ramu s cDHA Kk dosaZeni subce-

luldrn{ lokalizace fdzniho proteinu.




Priklad 10

Transformace Agrobacteria

Agrobacteriem zprostiedkovivanad transformace rostlin se

mZe provadét
faciens GV3101

naptiklad =a pouZiti kmene Agrobacterium tume-

(pmP90) (Konz a Schell, Mol. Gen. Genet. 204,

sty. 283 a% 396, 1986) nebo LBA44Q4 (Clontech). Transformace
se miZe provaddt o sob& =znamymi transformadnimi =zpisoby
(Deblaere a kol., Nucl. Acids. Tes., 13, styr. 4777 ax 4788,

1984) .
P¥iklad 11
Tranzsformace rostlin
Agrobacteriem =zprost¥fedkovidvand transformace rostlin se
miSe provadét o sobé znamymi =zplisoby transformace a regenerace

Stilton B.,
2.

(Gelwvin Schilperoort Robert A., Plant Molecular

Biology Manual, vydani, Dordrecht: Kluwer Academic Publ.,

Rinngbuc Zentrale Signatur: BTi1-F ISBN 0-7923-2731-4;

Glick Bernard R.,

sekce,
Meithods in Plant Molecular
CRC 360 stran,

Thompson John E.,

Biology and Biotechnology, Boca Raton: Press,

1993, ISBN 0-8493-5164-2).

Napriklad Pepka olejka se miZe transformovat za pouziti
kotyledonové nebo hypokotyledonové tLransformace (Moloney a
kol., Plant Cell Report 8, str. 238 aZz 242, 1989; De Block a
kol., Plant Physiol. 91, str. 694 aZ 701, 1989). Pouzili anti-

biotik pro selekci agrobakteria a rostlin zavisi na bindrnim
vektoru a na agrobakberidlnim kmenu pouZitém pro transformaci.
Selekce Pepky olejky se =zpravidla providi za pouziti kanamyci-

nu jako selektovatelného signdlniho znaku.

Agrobacteriem zZprostfedkovivany genovy transfer v In&ném
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geminku (Linum usitatissinum) se miZe rovaddét nap¥iklad za po-
uziti =plisobu, a kol., (Plant Cell Re-

port 13,

ktery popsal Mlynarova
str. 282 az 285, 1994).

Transformace sojy se mi3e provaddt napfiklad zpldsobem, kte-
EP-A-O 424047

evropském patentovém

ry je popsian v evropském patentovém spise &fislo
Hi-Bred International) nebo v
spise &islo EP-A-0 397687, a v americkych patentovych

&iglo US B 376543 a US 5 169770 (Univerzilty of Toledo).

(Pioneer

spisech

Rostlinovou transkripci z=a uZiti bombardovani dasticemi,
zprostiedkovdvanou polyethylenglykolem DNA absorpci nebo tech-
zilikonkarbondtového wvlékna
(*The maise handbook”,

York, 1993).

nikou popsal Freeling a Walbot

ISEN 3-540-97826-7, Springer Verxrlag New

Priklad 12

Plasmidy pro transformaci rostlin

Bindrni vektory, jako pBinAR, sme mohou pouZit pro tran-

sformaci rostlin (Héfgen a ¥Willmitzer, Plant Science &6, str.

221 aZ 230, 1990).
¢DNA ve

Bindrni vektory se mohou konstruovat ligaci

smy=lové nebo v antismyslové orientaci do T-DHNA. 5’

Polyadeny-
cDNA. Pro Lkah specifické

c¢DNA rostlinny promotor aktivuje <¢DNA transkripcei.
ladni sekvence je lokalizovand na 3’
exprese se mi3e dosdhnout za pouZiti pro tkan specifického
Naptiklad pro semeno specifické exprese se miZe do-
sdbhnout kldnovanim
5

ment se

promotoru.
do napinu nebo do LeB4 nebo USP promotoru
c¢DNA. Jakykoliv jiny pro semeno speckficky promotorovy ele-
Calv-35S se miZe pouZit

Zv14a8té geny kdédu-

rovnédZ miZe pouZit. Promotor
pro konstitutivni expresi v kaZdé rostling.
jfci{ elongdzy a desaturizy se mohou kldénovat do binarniho vek-
toru konstrukci &etnych expresnich kazet v naslednosti k imi-

taci metabolické cesty v rostliné.
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V expresni kaset® se expresovany protein miZe cilit do
bun&&ného prostoru ma pouZiti smigndlniho peptidu, nap¥iklad
plastidu, mitochondrie nebo endoplasmatického reticula (Kermo-
de, Crit. Rewv. Plant Sc¢i. A5, 4, str. 285 a2 423, 1996). Sig-
nalni peptid se kldnuie 5’ ve sprdavném Stecim ramci s cDNA

k domaZeni subceluldrni lokalizace fizniho proteinu.

P¥riklad 13

In vivo mutageneze

In vivo mutageneze mikroorganizmi se miZe provadét vedenin
plasmidu DNA (nebo jiného vektoru DNA) cestou E. coli nebo ji-
nych mikroorganizi (napfiklad Bacillus spp nebo kvasinky ijako
Saccharomyces cerevisiae), ve ktervych schopnost podrZeni in-
tegrity gnetické informace je narufena. Konvenéni mutitorové
kmeny maiji mutace v genech pro DNA opravného systému {napfik-
lad mutHLS, mnutD, mutT, Rupp W.D., DHNA repair mechanisms in:
Escherichia coli and Salmonella, str. 2277 aZ 2294, ASMH: Was-
hington, 1996). Tyto kmeny jsou pracovnikim v oboru zndmy. Po-
uZiti té&chto kmentl objasnil naptiklad Gresner A. a Callahan M.
(Strategies 7, str. 32 aZ 34, 1994). Mutované DNA molekuly se
s vyhodou transferuj{ do rostlin po té, co byly mikroorganizmy
selektovdny a testovany. Transgenni rostliny se generuji podle
riznych prikladi uvaddnych zde ve stati p¥ikladd praktického

vyuziti.

Priklad 14

Studie exprese rekombinantniho genového produkiu v translato-

vanych organizmech

Bkt ivita rekombinantniho genového produktu v transformo-
vaném hostitelkém organizmu se mé&¥i na transkripéni a/nebo

transladni drovni.
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Vhodnym zplsobem stanoveni mnoZstvi transkripce genu
(kteréd indikuje mnoZstvi RNA dostupné pro translaci genového
produktu) se provadi na northern blot, djak je niZe objasné&no
(Ausubel a kol., Current Protocols in MoOlecular Viology, Wi-
ley: New York 1988 a shora uvedené p¥iklady), p¥ilemZ primer,
ktery je urden tak, aby se véazal na pfislusny gen, se znadi
detekovatelnym znadenim (nap¥iklad radiocaktivitou nebo chemi-
luminescenci) takZe, kdyZ celd RNA kultury organizmnu se extra-
huje, separuje na gel, transferuije na stabilni matrici a inku-
buje touto sondou, véZe se a rozsah vézani sondy indikuje p¥i-
tomnost jakéé také mnoZstvi mRNA pro tento gen. Informace in-
dikuie stupefi stranskripce transformovaného genu: celkova bu-
n&&n4& RNA se mO%e pripravit = bun&k, tkani nebo organii Cetnymi
zpﬂsoby, kterdé jsou vSechny pracovnikim v oboru znamy, jako je
napriklad Bormanntv zptsob (Bormann E.R. a kol., Mol. Microbi-
ol. 6, str. 317 az 326, 1992).

Hybridizace Northern

Pro RNA hybridizaci 20 pg celkové RNA nebo 1 ug po-
1y(A) *-RNA se odd&li gelovou elektroforézou v 1, 25% agarovém
gelu =a pouZiti formaldehydu zplisobem, ktery popsal Amasino
(Anal. Biochem. 152, str. 304, 1986}, transferovanédho na nylo-
nové membrdny s pozitovnim nadbojem (HybondN+, Amersham, Bruns-
wick) kapildrni atrakei =za pou2iti 10 x SSC, imobilizovaného
UV svdtlem a predhybridizovanédho po dobu tL¥F{i hodin pri teploté
68 ¢ =a pouZiti{ hybridizadniho pufru (10% dextransulféat
(hmotnost/objem), 1 M NaCl, 1 % SDS, 100 mg herinkového sperma
DNA). Sonda DNA se znad¢i =m=a pouZiti znaficiho kitu Highprime
DNA (Roche, Mannheim, N&mecko) v piredhybridizaénim stupni za
pouZiti «a-33P-dCTP (Amersham, Brunswick, N&mecko). Hybridi-
zace me provadi po pridiani znadené DNA sondy v témZe pufru Pri
teplot& 68 e pres noc. Promyvaci{ stupefi se provadi dvakrdt po
dobu 15 minut za pouZiti 2 x SSC a dvakrat po dobu 30 minut =a
pouziti 1 x SSC, 1 % SDS p#i LeplotLd 68 “¢. Ut&sndné fliry se
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exponuiji pri teploté -70 cC ro dobu jednoho aZ 14 dni.

0 sobh& znamé z=plsoby, jako je napfiklad Western blot (na-
pirifklad Busubel a kol., Current Protocols in Molcular Biology,
Wiley: New York, 1988) se mohou pou2it pro studium pritomnosti
nebo relativniho mnoZstvi{ proteinu translatovaného touto mRNA.
Podle tohoto zplsobu se extrahuii celkové bunééné proteiny,
déli gse gelovou elektroforézou, transferuji ge na matrici,
jako je nitroceluldza, a inkubuii se se sondou, jako je proti-
14atka, kterd specificky vaZe Z2iadany protein. Tato sonda je
zpravidla vybavena chemoluminiscendnim nebo kolorimetrickym
znadenim, které se miZe snadno zjistovat. PF{tomnest a mnozsti-
vi pritomného znaden{ naznaduje p¥itomnost a kvanatitu Zadané-

ho mutovangho proteinu obsaZeného v bufice.
Priklad 15

BAnaly=z=a vlivu rekombinantnich proteind na produkci Zadaného.

rroduktu

Vliv genetické modifikace v rostlinidch, houbdch, Pa-
sdch, c¢iliates nebo na produkci 2&dané sloudeniny (jako je
napfiklad mastnd kyselina) se miZe stanovit ristem modifikova-
nych organizmd nebo modifikovanych rostlin za vhodnych podmi-
nek (napfiklad shora peopsanych) a analyzou prost¥fedi a/nebo
bundénych sloZek se =ztetelen na =zvySenou produkeci 2Zadaného
produktu (to je lipidd nebo mastné kyseliny). Tyto analytické
zpligoby jsou pracovnikim v oboru znamy a zahrnuji spekirosko-
pii, chromatografii v tenké vrsitvé, rizné =mabarvovaci zpasoby,
enzymatické a mikrobiologické zpisoby a analytickou chromato-
grafii, jako Jje vysokovykonnd kapalinovd chromatografie (na-
priklad Ullman, Encyclopedia of Industirial Chemistry, svazek
AZ, str. 89 aZ 90 a 443 aZ 613, VéH ¥einheim, 1985; Fallon A.
a kol., "Application of HPLC in Biochemistry", Laboratory

Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, svazek 17,




- 112 - .o .. oo.: o e

>0
.
L]
ceee s

1987; Rehm a kol., Biotechnology, svazek 3, kapitola III, Pro-
duct recovery and purification" str. 469 aZ% Y14, VCH Weinheim,
1993; Belter P.A. a kol., Bioseparations: downstream proces-
ging for Biotechnology, John Wiley & Sons, 1988; Kennedy J.F.
a Cabral J.M.85., Recovery Processes for biological HMaterials
John Wiley & Sons, 1992 Shaeiwitz J.A. a Henry J.D. Biochemi-
cal Separations, Ullmann’'s Encyclopedia of Industrial Chemist-
ry, svazek B3, kapitola 11, Vol. 1-27, VCH V¥Weinheim 1988; a
Dechow F.J., Separation and purification techniques in bio-

technology, Noyes Publications 1989).

Kromé& shora uvedenych zpisobl se rostlinné lipidy extra-
huif{ = rostlinného materiilu =pisobem, ktery popsal Cahoon a
kol. (Proc. Natl. Acad. Sci USA 96 (22), str. 12935 aZ 12940,
1999) a Browse a kol. (BAnalytic Biochemistry 152, str. 141 az
145, 1986). EKvalitativni a kvantitativni analyza lipidu nebo
mastnég kyseliny Jje popséna v literatufe (Christie William W.,
Advances in Lipid Methodology, Ayr/Skotsko: 0Oily Press (0Qily
Press Lipid Library; 2); Christie William ¥., Gas Chromato-
graphy and Lipids, A Practical Guide - BAvr/Skotsko: QGily
Press, 1989, Repr. 1992 IX, 307 stran (0ily Press Lipid Libra-
ry; 1);, “"Progress in Lipid Research, Oxford: Pergamon Press,
1 (1952), 16 (1977) pod nédzvem: Progress in Chemistry and Fatls
and Othexr Lipids CODEN) .

Kroméd =jisStovani konedného produktu pFi fermentaci je také
no%né =jistovat jiné sloZky metabolické cesty, které se pouZi-
vaji pro vyrobu Zadané sloudeniny, jako meziprodukiy a vedlej-
&1 produkiy ke stanoveni celkové produkéni aG&innosti sloudeni-
ny. Analytické zpisoby zahrnujii m&feni mnoZstvi 2Ziviv v prost-
¥Yedf{ (napriklad cukrd, glycidd, =droid dusiku, fosfatu a ji-
nych iontd), sloZenf{ biomasy a ristu, analyzu produkce bé&Znych
metabolitll biosyntetické cesty a mé¥eni plynd, kiteré se vyvi-
jedii pri fermentaci. 0 sobé& zndmé =zpiscby pro tato mé&reni jsou

popsany v literatute (Applied Microbial Physioclogy: A practi-
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cal Approach, P.M. Rhodes and P.F. Stanbury, vyd. IRL Press,
str. 131 az 163 a 165 aZ 192 (ISBN: 0199635773, a tam uvedend

odkazy na literaturw).

JakoZto priklad se uvadi analyza mastnych kyselin (zde
oznadovanych jako FAME, ["fatty acid mnethyl ester"l: GC/MS,
plynové-kapal inovd chromatografie/hmotovd spektrometrie; TAG,

triacvlglycerol: TLC, chromatografie v tenké vrstvé).

Jednozna&nd detekce pPitomnosti produktd mastnych kyselin
je moZnd analyzou rekombinantnich organizmdl o sob&é zndamymi a-
nalytickymi =zpasoby: GC, GC/MS nebo TLC, kieré popsal Christie
William ¥W. (Advances on Lipid Methodology, 4. vyddni: Christie,
Oily Press, Dundee, str, 119 a% 169, 1997 a pripojeng odkazy
na literatur: gas chromatography/ mass spectromelry methods,
Lipide 33, str. 343 aZ 353, 1998).

Analyzovany materiidl se mlZe rozrulit sonizaci, mletim
ve sklendném mlynu, kapalnym dusikem a mletim nebo jinymi pou-
Zitelnymi zplisoby. Po rozrufeni se materiidl musi odst¥edit.
Sediment se resuspenduje v destilované vodé, udriZuje se zahii-
vanim na teplot& 100 ‘¢ po dobu jedné hodiny, ochladi se ledem
a opét se odstPYedi, nasledné& me extrahuje 0,5 M kyselinou si-
rovou v methanolu s 2 % dimethoxypropanu po dobu jedn€ hodiny
pfi teplotd 90 nC, &im% doide k hydrolyze olejovych a lipido-
vych sloudenin za ziskdni transmethylovanych lipidd. Tyto met-
hylestery mastné kyseliny se extrahuji petroletherem a nakonec
se podrobuiji plynové chromatografii =a pouZiti kapilarniho
sloupce (Chrompack, WCOT Fused Silica, CP~-Wax-52 CB, 25 um,
0,32 mm) =za teplotniho gradientu 170 aZ 240 "C po dobu 20 mi-
nut a 5 minut pPFi teplotd 240 C. Identita rezultujiciho met-
hylesteru mastné Kkyseliny se musi definovat =a pouZiti stan-

dardfl, které ijsou obchodné dostupné (Sigma)d,

V pripadéd mastnych kyselin, pro které neisou dostupné
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24dné standardy, se identita musi doloZit derivatizaci nasle-
dovanou analyzou GC/MS. Napriklad lokalizace mastnych kyselin
se Lrojnou vazbou se musi demonstrovat GC/MS na- sledovanou
derivatizaci se 4, 4-dimethoxyoxazolinovymi derivilty (Christie,
1998, wviz shoral.

Priklad 16
Expresni konstrukty v heterologovych nikrobidlnich systémech
Kmeny, podminky rGstu a plasmidy

Kmen Escherichia coli XL1 Blue MRF’ kan (Stratagene) se
pouXiva pro subklonovéani novych Physcomitrella patens elongé=z,
naptiklad PpPSE1. Pro funk&ni expresi tohoto genu se pouzil
kmen Saccharomyces cerevimiae INVSc 1 (Invitrogen Co.). E.
coli se kultivuje p¥i teplote 37 C v pad& Luria-Bertini (LB,
Duchefa, Haarlem, Holandsko). Popripadd se p¥iddvd ampicillin
(100 mg/1) a 1,5% (hmotnost/objem) agar pro pevné LB rroste-
di. 8. cerevisiae se kultivuje pii teploté& 30 °C bud v prost-
Pedi YPG nebo v kompletnim minimdlnim prost¥fedi bez uracilu
(CNdum, Ausubel F.M., Brent R., Kingston R.E., lMoore D.D., Se-
idman J.G., Smith J.A., Struhl K., Albright L.B., Coen D.M.
a Varki A., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley
& Sons, New York, 1995) spolu se 2 % (hmotnost/objem) bud ra-
findzy nebo glukdzy. Do pevného prost¥edi se pPidaji 2 %
( hmotnost/obiem) BatoT! agaru (Difco). PouZitymi plasmidy pro
klonovdni a egpresi jsou PUC18 (Pharmacia) a pYESZ2 (Invitrogen
Co.).

Priklad 17

Klénovdni a exprase PUFA-specifickych elongdz organizmd Phys-

comitrella, Crypthecodinium a Thraustochytrium
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Geny o plné délce sekvenc{ podle vyndlezu se mohou izolo-
vat zplGsobem popsanym v prfkladu 7 a zpracovavat, jak niZe u-
vedeno. Se zretelem na pouZiti{ jsou uvedeny konkrétni p¥riklady

exprese.
A. Elongace mastnych kyselin elongdzou Pp_PSE1 =z mechu

Pro expresi kvasinek P. patens cDNA klony PpPSE1 (sekvencn{
jméno driv&i&{ databaze:08ck19b07, nové jiméno: pp001019019f),
které koduji PUFA specificky elongdzovy gen (PSE1) se nejdrfve
modifikuje tak, Ze se ziskd BamHI restrikén{ misto a konsenzni
gekvence kvasinek pro vysoce efektivni translaci (Kozak M.,
Point mutation define a sequence flanking the AUG initiator
codon that modulates translation by eukaryotic ribosomes, Cell
44, str. 283 a3 292, 1986) po startujicim kodonu a BamHI re-
strikénf misto se =zisk4& lemovinim stop kodonu. K =zes{leni o-
tevirenédho &teciho rémce se syntetizuje primerovy pér, ktery je

komplementdrnf na své 5' a 3' =akon&enf{.

Gen sekvence podle vyndlezu v SEQ ID NO:1 se klnuje do
PYES polymerdzovou ~ret&zovou reakci, &imZ se vytvorf plasmid

pYPpPSE 1:

Néasledujici oligonukleotidy se pouZivaj{ pro PCR experi-

ment, :
Ppex6: ggatccacétaatggaggtcgtggagagattc
Ppexér: ggatcctcactcagttttagectecttttge

Reakce PCR se provaddi s palsmidem DNA klonu PPOO1019019F
jako%to matric{ v jednotce thermocycler (Biometra) s Pfu DNA
(Stratagene) polymerd=zou a za nasledujiciho teplotniho progra-
mu: 3 minuty pri teplot& 96 l’C, nasledné 25 cyklﬁ\ 30 sekund
pri teploté 96 -C. 30 sekund pri teploté& 55 .C a 1 minuta pri
teplot& 72 °C, 1 c¢yklus po dobu 10 minut pri teploté& 72 ’C.
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Sprivnd velikost =zesileného DNA fragmentu se potvrdi
agarovou TBE gelovou elekiroforézou. Zesilend DNA se extrahuje
z gelu =za pouzit! QIAquick gelového extrak&niho kitu (Quiagen)
a zpoddtku se klonuje do PUCI8 =za pouZiti kitu Sure Clone
Ligation Kit (Pharmacia). Takto klonovany fragment se od¥izne
s BamHI a liguje se do pYES, &imZ vznikne pYPpPSE!l. Fragmento-
va orientace se zkouZi =z=a pouZit{ HindIII. Po transformaci E.
coli XL1 Blue MRF' kan se provadi mikropreparace DNA (Rigys
M.G. & MclLachlan A., A simplified screening procedure for lar-
ge number of plasmid mini-preparation. BioTechniques 4, str.
310 a% 313, 19286) transformantd a pozitivni kmeny se identifi-
kuji restrik&ni analyzou BamHI. Sekvence PCR produktu se rpot-
vrdi resekvencovanim =za pouZiti kitu ABI PRISM Big Dye Termi-
nator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin-Elmer, ¥Wei-

terstadt) .

Jeden klon se nechd rist za pouZiti extraké&niho kitu Nuc-
leobond B AX 500 plasmidu DNA (Macherey-Nagel, Diringen) pro

maxipreparaci DHNA.

Saccharomyces INVScl se transformuje =z=a pouziti pYPp_PSE1
nebo pYES2 jako kontroly podle modifikovaného PEG/lithiumace-
titového protokolu (Ausubel a kol., 1995). Po selekei na
CMdum-agarovych desti&kach se 2 % glukdzy se selektuii trans-
formanty pro dalsi kultivaci a funkdni expresi +jak shora uve-

deno, a zavadéji se rizné mastné kyseliny do prostvedi .

i)

Lipidové vzory kvasinek transformovanych =a pouZiti pYES
plasmidu bez inzerce fragmentu nebo kieré expresuji Pp-PSE1
gen (hodnoty v mol procentech) po zavedeni 250 um hexadekatri-

enové kyseliny (16:377¢.10c,13c)




Tabulka IV

PYES2 PYES2 pYPp_PSEl PYPp_PSEl
16:0 11,8% ) 16:0 11,1%
16:1 28,7% 16:1 23,9%
16 :387¢,10¢,13¢ 9 ,2% 16 :387¢c,10c,13c 12,0%
18:0 10,6% 18:0 8,6%
18:159%¢ 34,9% 18:149¢ 20,6%
18:1411¢ 1,1% 18:1481c 114%
18:3A9c,120,15c 3,7% 18;3A9<:,12C,15c 21,4%
ii)

Lipidové vzory kvasinek transformovanych =za pouziti pYES
plasmidu bez inzerce fragmentu nebo které expresuji Pp-PSEl
gen (hodnoty v mol procentech) po zavedenf{ S00 um pinolenové

kyseliny (18:3 Aec,90,120)

Tabulka V

PYES2 PYES2 pYPp_PSE1l PYPp_PSE1l
16:0 18,3% 16:0 16,9%
16:1 5% 16,0% 16:159¢ 15,3%
18:0 8,6% 18:0 8,4%
1§:15%¢ 16,7% 18:15%° 17,5%
18:15811¢ 0,7% 18:1511c 2,0%
18 3%%¢,9¢,12¢ 39,8% 183 3%%¢,9¢,12¢ 32,6%
2033 8/e,lle, e 0% 20z 3 8/c,11c,14c 5,1%
iii)

LLipidové vzory kvasinek transformovanych =za pouxit{ pYES
plasmidu bez inzerce fragmentu nebo které expresuiji{ Pp-PSE1
gen (hodnoty v mol procentech) po zaveden{ 500 um stearidonové

kyseliny (18:4 Ar6C,9¢, 12c, 15¢)




' ‘ - 118 - AN e eces ‘e .o

adaé
-
sene

Tabulka VI

PYES2 PYES2 PYPp_PSEL PYPp PSE1
16:0 15,2% 16:0 15,6%
16:14%9% 13,1% 16:149¢ 14’9%
18:0 12,3% 18:0 10’7%
18:149% 12,9% 18:149¢ 14,0%
18:1A11c 0,7% 18:14811e 1?2%
18¢3586¢,9¢c,12¢c,15¢ 4514% 18 :3%6c,9¢c,12¢c,15¢ 23:8%
70:4 20:4 '
Agc,11c,14c,17c 014% Agc,11c,14c,17c 19’8%
iv)

Lipidové v=zory kvasinek transformovanych =za pouZiti{ PpYES
plasmidu bez inzerce fragmentu nebo které expresuji{ Pp-PSE1

gen (hodnoty v mol procentech) po =avedeni 500 um linolové ky-

seliny (18:2 &89¢,12c)

Tabulka VII

pYES2 pYES2 pYPp_PSEl PYPp_PSEl
16:0 7,9% 16:0 8,7%
162159 1,2% 16:1059¢ ' 1,3%
18:0 5,3% 18:0 5,1%
18:189¢ 1,3% 18:159¢ 1,3%
18:2 89¢,12¢ 83,9% 18:289¢,12¢ 80,4%
20:2811c,14c 045% 203 25811¢,14c 3,2%

B) Elongace mastnych kyselin elongd&=zou Thraustochytrium

Pro expresi v kvasinkach se Thraustochytrium c¢DNA klon
sekvence SEQ ID NO:3 (TcPSE2), ktery kéduje PUFA specificky e-
longazovy (PSE) gen nejdifve modifikuje tak, Ze tvor{ funk&né&
aktivn{ polypeptid. K tomuto GZelu se N-zakon&enf{ proteinu
elonguje na urpvni DNA 43 pary baz{ =za chybé&ni n&kolika baz{
elongédzy Physcomitrella patens. Je wvZak také mozZné pouze

pridat startujfict kodonve spravném Stecim ramci pro sekvenci.
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Ndasledujic{ oligonukleotidy se pouzivaji pro PCR experi-

ment :

pTCPSE2-5":
aaaggatccacataatggaggtcgtggagagattctacggtgagttggatggga
agGTCATTTCGGGCCTCGACC

pTCPSE2~3’: aaggatccctgagttttagctcecttttgetttcee

Oba nukleotidy obsahuji BamHI restrik&ni misto a kvasin-
kovou konsenzovou sekvenci pro vysoce u&innou translaci (Kozak
M., Point mutations define a sequence flanking the AUG
initiator codon that modulates translation by eukaryotltic

ribosomes, Cell, 44, str. 283 az 292, 1986).

PCR reakce se provadi{ s plamidem DNA jakoZto matricf
v jednotce thermocycler (Biometra) s Pfu DNA (Stratagene) po-
lymerdzou a =za nasledujiciho teplotniho programu: 3 minuty 96
"C nasledované 25 cykly trvajici{mi 30 sekund pFi teplot& 96
"C, 30 sekund pF¥i teplotd 55 'C a 3 minuty p¥i teplotd 72 C,
1 cyklus trvajfcef{ 10 minut p¥i teplot& 72 °C a stop pri téplo-
ts 4 ‘C.

Spridvnd velikost =zesfleného DNA fragmentu se potvrdf{
agarovou TBE gelovou elektroforézou. Zesilend DNA se extrahuje
= gelu za pouziti QIAquick gelového extrak&niho kitu (Quiagen)
a zpodiatku se klonuje do PUC18 =za pouZit{ kitu Sure Clone
Ligation Kit (Pharmacia) a liguje se do Smal restrik&niho
mista defosforylovaného vektoru PUC18 =a pouZitf{ kitu Sure
Clone Ligation Kit (Pharmacia) za ziskani PUC-hybrid-TcPSE2.
Po transformaci E. coli XL1 Blue MRF’ kan se provadi minipre-
parace DNA (Riggs M.G. & McLachlan A., A simplified screening
procedure for large number of plasmid mini-preparation. Bio-
Techniques 4, str. 310 aZ 313, 1986) transformantd resistent-
nich k 24 ampicillinu a pozitivni klony se identifikujfi{ re-
strik®ni analyzou BamHI. Sekvence klénovaného PCR produktu se
potvrdi resekvencovénim za pouZit{ kitu ABI PRISHM Big Dye Ter-
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minator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin-Elmer,
Weiterstadt) .

Plasmid DNA pUC-PSE1 a PUC-hybrid-TcePSE2 se nejd¥ive SiLé&-
pi =a pouZiti BamHI a =ziskané fragmenty se ligujf{ do BamHI
restrik&niho mista defosforylovaného systému kvasinky/E.coli
kyvadlového vektoru pYESZ2 =a =ziskani pY2 hybrid-Tc _PSEZ.

Po transformaci E. coli a DNA minipreparaci =z transfor-
manttt se hodnoti orientace DHA fragmentu ve vektoru EtLé&penim
s HindIII. Jeden klon se necha rist =zZa pouZiti extrak&niho ki-
tu NucleobondR AX 500 plasmid DNA extraction kit (Macherey-
Nagel, Diringen) pro DNA maxipreparaci,. Saccharomyces INVScel
se tranformuje za pouZiti pY2PSE1, pYESZ2, pY2-hybrid-Tce PSEZ2 a
pYES2 za pouZiti modifikovaného PEG/IiLhiumaceLétového proto-
kolu (Ausubel a kol., 1995). Po selekci na CMdum agarovych
desti&kdch s ohsahem 2 % glukézy se vZdy selektuji SLyri
PY2PSE1 transformanty (pY2PSEl1a-d), pY2-hybrid-Tc_PSEZ trans-
formanty (pY2-hybrid-Tce_PSEZ ta-d) a jeden pYES2 transformant

pro Gdely dalzf{ kultivace a funk&ni exprese.
Funk®ni exprese elongédzové aktivity v kvasinkach
Predkul tura:

Naodkuje se 20 ml kapalného prostifedi CMdum se 2 %
(hmotnost/objem) rafindézy transgenickymi kvasinkovymi klony
(pY2-hybrid-Tc_PSE2 1a-d, PYES2) a kultivuje se po dobu LE{
dni pri teploté 30 aC, za podtu otiddek 400/min a2 do dosaZeni
opt. ické hustoty 600 nm (ODsco) 1,5 aZ 2.

Hlsavni{ kultura:

Pro expresi se 20 ml kapalného prosti¥edi CHdum se 2 %

rafinézy a 1 4 (obijem/objem) Tergitolu NF-40 doplni substraty
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mastné kyseliny na konednou konceniraci 0,003% (hmoilnost/ob-
jem) . ProstPedf se naofkuje pFedkulturou ODsoo 0,05. Exprese
se navodi na dobu 16 hodin pFi ODsoo 0,02 =z=a pouZiti 2 % (hmot-
nost/objem) galaktdzy, nades se kultury sklidi p¥i ODsgo 0,8
az 1,2.

Analyza mastnych kyselin

VeZkerdé mastné kyseliny se extrahuji = kvasinkovych kul-
tur a analyzuji se plynovou chromatografii. Ziskaji se bufiky
2z 5 ml kultury odstPeddnim (1000 x g, 10 minut pri telold 4
") a promyji se jednou 100 mM hydrogenuhli&itanem sodnym,
hodnota pH 8,0, k odstrandni =zbytkového prost¥edi a mastnych
kyselin. Pro p¥ipravu methylesteru mastné kyseliny (FAME) se
pun&d&ny sediment =pravovava po dobu jedné hodiny p¥i teploté
20 DC 1 M methanolovou kyselinou sirovou a 2 % (objem/objem)
dimethoxypropanu. FBME se extrahuji dvakrat 2 ml petroletheru,
promyji se djednou 100 mM hydrogenuhliditanem sodnym, hodnot.a
pH 8,0 a jednou destilovanou vodou a vysuSi se siranem sodnym.
Organické rozpousStédlo se odpa¥i v proudu argonu a FAME se
rozpust{ v 50 ul petroletheru. Vzorky se separuji{ na kapilar-
nim sloupci ZEBRON 2B Wax (30 m, 0,32 mm, 0,25 um; Phenome-
nex) v plynovém chromatovrafu Hewlett Packard 6850 vybaveném
plamenovym ioniza&nim detektorem. Teplota v picce se programu-
je od 7O nC (na jednu hodinu) az na 200 ‘C pfi rychlosti =vy-
govani teploty o 20 BC =a minutu, pak na 250 BC (s prodlevou
na této teplotd 5 minut) p¥ri rychlosti zZvySovani teploty o 5
°C za minutu a kone&nd& na 260 nC pri rychlosti zvySovani tep-
loty o 5 "¢ za minutu. Jako nosi&ového plynu se pouZivad dusiku
(4,5 ml/min p¥i teplotd 70 ). Mastné kyseliny se identifi-

kuiji porovnanim s reten&ni dobou FAME standardd (Sigma) .

Vzory mastnych kyselin p&ti transgenickych kvasinkovych

kment jsou uvedeny v mol procentech v tabulce I.
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MnoZstvi gama-linolenovych kyselin, kterd se p¥idala a
uchopila, Jjsou zdiraznéna &islicemi vyviisténymi vyrazné&, elon-
govanych produktd Servend a elongované gama linolenové kyseli-

ny &isly vybLigtdnymi vyrazné (posledni ¥adek).

Na obr. 2a aZ 2e je GC analyza FAME, pFicd¢emZz = celkovych
lipidld kvasinek transformovanych pYES2 (ifkontorla) a pY2ZPSE1
(ii-iv c¢+d) v kaZdém pFipadd transformovanych =a pouzili
pY2PSE1A, pY2PSE1B, pY2PSEILC, PY2PSE1D).  Pro analyzu se
transgenické kvasinky kultivuii v pFitomnosti gama-18:3. V ta-
bulce I Jjsou jejich vzory mastné kyseliny v mol %. BAbsorpce
gama-18:3 je zdlirazndna Sislicemi vytisténymi vyrazné, produktlt
elongace dihomo-gama-linolenovd kyselina (20:3 A 8,11,14) je
podtrZen a mnoZstvi gama-18:3-elongadniho produktu (také v %
mol) Jje =z=dlrazndno &islicemi vytisténymi vyrazn& (posledni
Padek) . Struktura a hmotova spektra DMOX derivatu cis-A6,9, 12,
C18:3 je na obr. 3a+b. Struktura a hmotovd spektra DMOX deri-
viatu 2,11,14 C20:3 je na obr. 4a+b.

Vyzledky dokladaji, Ze gama-18:3 byly vélenény do vEech
transgenickych kvasinek ve velkém mnoZstvi. VSechny &ty¥i kva-
sinkové klony, kterdé byly transformované pYZ2PSE1 maji pridavny
pik v plynovém chromatogramu, ktery se identifikuja jako 20:3
A8,11,14 porovnénim s retendni dobou. Plynova chromatografie/
hmotovd spektroskopie miZe poskylovalt dalsi dikaz k potvrzeni
této identity. Procento elongace gma-18:3 je 23,7 aZ 40,5 %,
jak je zreimé = tabulky I. Krom® toho se nepozoruje Zadni vy-
raznd elongace kyseliny palmitové (16:0) palmitolejové (16:1),
stearové (18:0) nebo olejové (18:1 9).

Identifikované produkty doklddaii, Ze nukleotidova sekven-
ce PpPSE1 kdduie 6-~zselektivni elongdzu mastné kyseliny = me-
c¢hu Physcomnitrella patens, ktera vede k vytvéareni novych

mastnych kyselin v Lransgenickych kvasinkach.
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MnoZstvi substriatd mastnych kyselin, které se aduji a u-
chopujf se miZe stanovit shora uvedenymi =zplisoby, takZe kvan-

tita a kvalita elongazové reakce se miZe =zjistit.

Struktura a hmotovad spektra DMOX derivatd rovnéZ doklada-

ji pPislugnou pozoci dvoiné vazby.

Mohou se provadét dal®i krmné pokusy s Sirokym oborem ji-
nych mastnych kyselin (nap¥iklad kyselina araSidonova, eikosa-
pentaenovd) k podobnému potvrzeni substritové selektivity této

elongdzy.

Priklad 18

Izolace Zadanédho produktu z trsansformovanych organizmi obecné

Z&dané produkty se =miskaji{ =z rostlinného materidlu nebo
= organizmil jako jsou houby, ¥asy, ciliates, ZivodiSné buiiky
nebo =ze supernatantu shora popsanych kultur riznymi zpusoby
snamymi =e stavu techniky. Pokud se 2Zadany produkt nesekretuje
=z bundk, mohou se buiikly sklizet = kultur pomalym odstFedova-
nim a buiiky se mohou lyzovat o sob& znamymi zplisoby napbiklad
mechanickou =ilou nebo sonizaci. Rostlinné orgdny se mohou
odd&lovat mechanicky = jinych tkéni nebo = jinych organi. Po
homogenizaci se bunddné zbylkky vyimnou =2 odst¥edivky a superna-
tantova frakce, kterd obsahuje rozpustné proteiny, se ponecha
pro dalsi izolaci Zadané sloudeniny. Pokud je produkt sekreto-
van = Zadanych bundk, odstrani se buiiky = kultury pomalym ods-
Ledovanim, supernatantovd frakce se ponechd pro dal&{i izola-

ci.

Supernatantovad frakce =z kaZdého izola¢niho stupng se pod-
robuje chromatografii se vhodnou prysky¥ici, Zzadana molekula
se bud =zadr3uije na chromatografické pryskyfici, pPriZdemZ &Setné

neZistoty ve vzorku nejsou nebo ne&istoty =zhstavajii na prysky-
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Yici a ve vzorku nikoliv. Tyto chromatografické stupné se mo-
hou opakovat popripadé za pouZit{ t&chZe nebo jinych chromato-
grafickych prysky¥ic. Pracovnik v oboru umi volit vhodné chro-
matografické pryskytice s nejich neju€¢inné&jsi pouZitim pro i-
molaci urdité molekuly. Izolovany produkt se miZe koncentrovat
filtraci nebo ultrafiltiraci a ukladat p¥i tLeploté&, p#i klereé
je stabilita produktu nejvys3i.

Siroké spektrum izola&nich zplisobl je v oboru zndmo a ne-
ni =amdrem shora uvedené izoladni =zplsoby chipat jako omezeni.
Tyto izoloadni =zplscby jsou popsiny v literatuFe (nariklad
Bailey J.E. & Ollis D.F., Biochemical Engineering Fundamen-
tals, McGraw-Hill: New York, 1986).

Identita a &istota izmolovanych sloudenin se mohou stano-
vit. v oboru o sob& znamymi =zpisoby. Zahrnuji vysoko vykonnou
kapal inou chromatografii (HPLC) , spektroskopickéd =z=pisoby
=abarvovaci zplsocby, chromatografii v tenké vrstvé, NIRS,
enzymové testy nebo mikrobiologickeé zptischy. Prehledn& jsou
tyto zpOsoby popsény v literatu¥e (Patek a kol., Appl Environ.
Microbiol. &0, str. 133 a2 140, 1994; Malakhova a kol., Bio-
t.ekhnologiva 11, str. 27 a% 32, 1996; a Schmidt a kol., Bio-
process Engineer. 19 str. 67 aZ 70, 1998; Ulmann’s Encyclope-
dia of Industrial Chemistry, svazek A27, VCH Weinheim, str. 89
aZ 90, str. 521 aZ 540, str. 540 az 547, str. 559 aZ 566, sir.
575 a2 581 a str. 581 a% 587, 1996; Michal G., Biochemical
Pathway: An Atlas of Biochemistry and Molecular Biology, John
Wiley & Sons, 1999; Fallon A. a kol., Application of HPLC in
Biochemistry, Laboratory Techniques in Biochemistyy and Mole-

cular Biology, svazek 17, 1987).
Ekvivalenty

Pracovnikim v oboru je zndmo, Ze jsou moZné &etné ekviva-

lenty specifickych provedeni podle vynalezu, které ijsou =z=de




popsany v ramci jednoduchych rutinnich zkousdek. Tyto ekviva-

lenty vyndlez zahrnuje.

Primyslovd vyuZitelnost

zplisobu pPipravy polynenasycenych mastnych kyselin a =zpisoby
zavaddni DNA do organizmt, které produkuiji velké mnoZstvi ole-
ji, =zv14sts olejl s vysokym obsahem nenasycenych mastnych ky-
gelin. Zv14a%tsd piiprava oleje a/nebo mastné kyseliny s vySESim
obsahem polynenasycenych mastnych kyselin s alespoi dvéma
dvoinymi vazbami a/nebo p¥ipravy triacylglycerolu s vysokym

obsahem polynenasycenych mastnych kyselin s alespoii dvéma

p
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1, Izolovand nukleova kyselina odvozend = rostlin nebo
= Pas a koéduiic! polypeptid, ktera elonguje mastné kyseliny se
16, = 18 nebo se 20 atomy uhliku s alespofl se dvéma dvoinymi

vazbami ve skeletu mastné kvseliny o alespofi dva atomy uhliku.

2. Izolovand nukleovd kyselina zalhrnujici nukleotidovou

sekvenci koédujici polypeptid, ktery elonguje mastné kyseliny

se 16, 5 18 nebo se 20 atomy uhliku s alespofi se dvéma dvoiny-
mi»vazbami v molekule mastné kyseliny, vybrany =e souboru za-
hrnujiciho (

a) sekvenci nukleové kyseliny uvedenéd v SEQ ID NO:1, SEQ ID
NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7,

b) sekvenci nukleové kyseliny, kiterd podle degenerace genetic-
kého k&du je odveozena z jedné smekvence uvedené v SEQ 1D
NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:S, SEQ ID NO:7,

&) derivaty sekvenci uvedend v SEQ ID NO:'1, SEGQG ID HO:3, SEQ
ID NO:5, SEQ ID NO:7, kiteré kéduji polypeplidy sekvence a-
minokyseliny uvedené v SEQ ID NO:2, SEQ 1ID NO:4, SEQ ID
NO:6 nebo SEQ ID NO:8, a kbLeré maji alespofi 50%¥ homologii
me =Petelem na aminokyselinu bez podstatného sniZeni enzy-

matické aktivity polypeptidd,.

3. Izolovand sekvence nukleové kyseliny podle narocku 2,

odvozend =z rostliny, Pasy nebo houby.

4, Izolovand sekvence nukleové kyseliny podle néroku 2
nebo 3 odvozend od organizmu Physcomitrella, Thraustochytrium

nebo Crypthecodinium.

5. Genovy konstrukt zahrnujici izolovanou nukleovou kyse-
linu podle nédroku 1 aZ 4, klera je funk®nd vizana na Jjeden

nebo na né&kolik reguladnich signdld.




6. Genovy konstrukt podle ndroku 5, jehoZ genovd exprese je

podporovdana regula&nimi signdly.

7. Genovy konstrukt. obsahujici sekvenci nukleové kyseliny
podle naroku 1 aZ 4 nebo genovy konstrukit podle naroku 5 nebo
6 a alesponn jednu dalsi nukleovou kyselinu, kterada kéduje gen

biosyntézy mastné kyseliny.

8. Genovy konstruki podle ndroku 7, pfiZemZ nukleovd kyse-
lina, kterd& kéduje gen biosyntézy mastné kyseliny, je volena
ze souboru zahrnujiciho A19-, A17-, A15-, Al12-, A9-, A8-,
Ab6-, AB-, Ad-desaturidzu, rizné hydroxyla=y, A 12-acetylena-
zu, acyl-BCP thioesterdzy, @-ketoacyl-ACPsyntazy nebo p-ketoa-
cyl ~ACPreduktszy.

9. Aminokysel inova sekvence, kierd je kddovana izolovanou
aminokyselinovou sekvenci prodle nércku 1 az 4 nebo genovymn

konst.ruktem podle ndroku 5 aZ 8.

10. Vektor =zahrnujic{ nukleovou kyselinu podle ndroku 1 aZ

4 nebo genovy konstrukt podle ndroku 5 aZ 8.

11. Orvganizmus zahrnuiici nukleovou kyselinu podle ndroku 1
a%z 4 nebo genovy konstrukit podle ndroku 5 azZ 8 nebos vektor

podle naroku 10.

12. Organizmnus podle narcoku 11, kterym de mikroorganiz-

mus, Zivodich nebo rostlina.

13. Organizmus podle nédroku 11 nebo 12, kiterym je transge-

nickéd rostlina.

14, - Protildabtka, kiLerd specificky vazZe polypeptid, klery se

kéduje jednou = nukleovych kyselin podle naroku 1 aZz 4.
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15. Antismyslovd molekula nukleové kyseliny, kterd zahr-
nuje komplementdrni sekvenci nukleové kyseliny podle naroku 1
az 4.

16. ZpQsob pPipravy polynenasycend mastné kyseliny, v y -
znadcuijiaci s e t. i m, Z2e se kultivuje organizmus,
ktery =ahrnuje nukleovou kyselinu podle naroku 1, genovy kon-
strukt podle naroku 6 nebo vektor podle ndroku 10, kdédujici
polypeptid, ktery elonguje mastné kyseliny se 16, s 18 nebo se
20 atomy uhliku alespofi se dvéma dvojnymi wvazbami v molekule
mastné kyseliny o alespofi dva atomy whliku za podminek, pPi

kterych se polynenasycené mastné kyseliny vytva¥eji v organiz-

mu.
17. ZpGsob podle ndroku 16, v y 2z na & u i i ¢ i s e
t. i m, %e polynenasycenymi mastnymi kyselinami jsou molekuly

mastné kyseliny se 16, s 18 nebo se 20 atomy uhliku alespofl se

dvidma dvoinymi vazbami v molekule mastné kyseliny.

18. Zphsob podle naroku 16 nebo 17, vy =z na & u j { ¢ i
8 e t. f m, Ze se molekuly mastné kyseliny s 18, se 20 nebo
se 22 atomy uhliku izoluji = organizmu ve formé& oleje, lipidu

nebo volné mastné kyseliny.

19. Zplisob podle ndroku 16 a 18, vy=znadcuijici
5 e t 1 om, e organizmem je mikroorganizmus, Zivo&ich nebo

rostlina.

20. Zphsob podle ndroku 16 az 19, vyaznadcuijicli
= e t. f m, Ze organizmem je transgenicka rostlina.

21. Zphsob podle ndroku 16 a2 20, vy zna duij i ci
s e t 1 m, Ze mastnou kyselinou se 16, = 18 nebo se 20 atomy

uhliku je mastnd kyselina se tPemi dvoinymi vazbami v molekule.
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22. Olej, lipid nebo mastna kyselina nebo jeji frakce p¥i-

pravené =zplhsobem podle narcku 16 az 21.

23. Kompozice oleje, lipidu nebo mastné kyseliny obsahuji-
ci polynenasycené mastné Kkyseliny odvozené od Lransgenické

rost.liny.

24. Kompozice oleje, lipidu nebo mastné kyseliny podle na-
roku 23, pri&emZ polynenasycené mastné kyseliny isou odvozeny
od transgenickych rostlin, které obsahuji nukleotidovou sek-
venci podle néroku 1 az 4, genovy konstrukt podle narocku 5 aZz
8, antismyslovou molekula nukleové kyseliny podle néroku 15

nebo vektor podle naroku 10.

25, PouZiti kompozice oleje, lipidu nebo mastné kyseliny
podle naroku 22 aZ 24 v krmivech, v potravindch, v kosmebtic-

kych nebo ve farmaceutickych prostfedceich.

26. Kompozice obsahujici protildatku podle ndroku 14, kon-
strukt antismy=slové molekuly nukleové kyseliny podle nédroku 15

nebo antagonist nebo agoni=zt podle nédroku 28.

27. Kit, vy 2znaduiici s e t. i m, Ze obsahuie
nukleovou kyselinu podle naroku 1 azZ 4, genovy konstruki podle
nédroku 5 aZ 8, antismyslovou molekula nukleové kyseliny podle
naroku 15, protilitku podle naroku 14, antagonist nebo agonist
podle naroku 28, kompozuici podle ndroku 26, aminokyselinovou
sekvenci podle naroku 9 a/nebo olej, lipidy alnebo mastné ky-

seliny nebo jejich frakei podle ndroku 22 ax 25.

28, Zprasob pro identifikaci agonistu nebo antagonistu e-
longdz, v ¥y @2 na &uijici s e Lt im Ze se
a) uvaddiji sme do styku bufiky, které expresuji polypeptid podle

vynalezu, s kandidatskou substanci,
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b) testuje me PSE aktivita,

¢) porovndva se PSE aktivita se standardn{ aktivitou v nep¥i-

tomnosti kandiddtské substance, pfidemZ PSE aktivita, kteréa
je vyE51 neZ standard, naznaluje, Z2e kandidatskda substance
je agonistem a pFi&emz PSE aktivita, kterda dje niZsi nez

st&ndard, naznaduje, Ze kandidatska substance je antagonis-
tem.
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Pp PSEl: 1

Tc_PSE2: 1
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Alignment of the polypeptide sequence'PpPSEl and
TC_PSE2
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OBR. 10

Motif 1 Motif 2 Motif 3 Motif 4
Pp_PSE1l FLHVYHH LMYAYYF FGNFYVQ
Tc_PSE1l FLHVLHH LMYAHYF FLNFYLQ
Tc_PSE2 FSKIPEL TLHWYHH IMYAYFF
Cc_PSE1l FSKIPEL FLOWYHH IMYMYFF
konsenzus: FSKIPEL FLHWYHH LMYAYYF FGNFYVQ
variace: T QVL I MHF L L

i
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SEZNAM SEKVENCI

<110> BASF Aktiengesellschaft

<120> ElongAdzovy gen a zpusob pripravy

mastnych kyselin

<130> 0050/51159

<140> 20000081
<141> 2000-02-09

<160> 12

<170> PatentlIn Vers. 2.0

<210> 1

<211> 1192

<212> DNA

<213> Physcomitrella patens

<220>
<221> CDS
<222> (58)..(930)

<400> 1

ctgcttcgte tcatcttggg ggtgtgatte gggagtgggt

atg
Met
1

cag
Gln

acg
Thr

gtc
val

tgg
Trp
65

ggc

5 10

20 25

gtg aat gca ttg ctg ggt agt ttt ggg gtg
Gly Val Asn Ala Leu Leu Gly Ser Phe Gly Val

N a
¢ o .8 . *h ses?

PV - 1L

polynenasycenych

tgagttggtyg gagcgca 57

gag gtc gtg gag aga ttc tac ggt gag ttg gat ggg aag gtc tcg 105
Glu Val Val Glu Arg Phe Tyr Gly Glu Leu Asp Gly Lys Val Ser

15

gag ttg acg gat 153
Glu Leu Thr Asp
30

cce act acc aaa gge ttg ccc ctc gtt gac agt ccc aca ccec atce 201
Pro Thr Thr Lys Gly Leu Pro Leu Val Asp Ser Pro Thr Pro Ile

35 40

45

ctc ggt gtt tct gta tac ttg act att gtc att gga ggg ctt ttg 249
Leu Gly Val Ser Val Tyr Leu Thr Ile Val Ile Gly Gly Leu Leu
50 55 60

ata aag gcc agg gat ctg aaa ccg cgc gec teg gag cca ttt ttg 297

Ile Lys Ala Arg Asp Leu Lys Pro Arg Ala Ser Glu Pro Phe Leu

70 75

80
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Cys

100

Gly

Leu

Glu

Ala

Lys

Ser

Arg

Val

85

Val

Asn

Phe

Arg

Leu

Gly

Val

Asp

70

Leu

Gly

Ala

Tyr

Phe
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260 265 270

Tyr Leu Phe Cys Leu Phe Phe Tyr Met 2la Tyr Leu Arg Pro Lys Lys
275 280 285

Ser Thr Pro Ala Ala Lys Lys Thr Asn
290 295

<210> 7

<211> 708

<212> DNA

<213> Crypthecodinium

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(645)

<400> 7
Cgg cac gag gta cac atg acc gag aag agg gga ctg cag ttec acg atc 48
Arg His Glu Val His Met Thr Glu Lys Arg Gly Leu Gln Phe Thr Ile

1 5 10 15

tgc ggc tct act ggt gag ttg gtg cag aat ctc cag gat ggt ccc act 96
Cys Gly Ser Thr Gly Glu Leu Val Gln Asn Leu Gln Asp Gly Pro Thr
20 25 30

gcec ttg gecg ttg tge cte ttt tge tte age aaa att cec gag ttg atg 144
Ala Leu Ala Leu Cys Leu Phe Cys Phe Ser Lys Ile Pro Glu Leu Met
35 40 45

gac acg gtc ttt ctc atc ttg aag ggc aag aag gtt cgc ttt ttg cag 192
Asp Thr Val Phe Leu Ile Leu Lys Gly Lys Lys Val Arg Phe Leu Gln
50 55 60

tgg tac cac cac gct ace gtg atg ctc tte tge tgg ttg gca ctg gect 240"
Trp Tyr His His Ala Thr Val Met Leu Phe Cys Trp Leu Ala Leu Ala
65 70 75 80

acg gag tac acc ccg ggc ctc tgg ttc gecg gec act aac tac ttc gtg 288
Thr Glu Tyr Thr Pro Gly Leu Trp Phe Ala Ala Thr Asn Tyr Phe Val
85 90 95
cac tcc atc atg tac atg tac ttc ttc ttg atg acc ttc aag acg gcc 336
His Ser Ile Met Tyr Met Tyr Phe Phe Leu Met Thr Phe Lys Thr Ala
100 105 110

gca aag gtc gtg aag ccc att gec cct ctc atc acc atc atc cag atc 384

10




Ala val

115

Lys Val

gcce
Ala

cag
Gln
130

atg
Met

gtc
vVal

tte
Phe
145

tte
Phe

acc
Thr

acg
Thr

att
Ile

atg
Met

gce
Ala

gtg
Val

tac
Tyr
180

ctg
Leu

gag
Glu

gca
Ala

tce
Ser
195

cte
Leu

cga
Arg

gag
Glu

gta
val

gce
Ala
210

cac
His

aag
Lys

Pro Ile 2Ala

120

Lys

ate
Ile

ggt ctc
Gly Leu
135

tgg
Trp

tgc
Cys

ggc
Gly

gce
Ala
150

cag
Gln

tac
Tyr

tac
Tyr
165

gct
Ala

tcg
Ser

tce
Ser

gct
Ala

gga
Gly

ggc
Gly

tce
Ser

atc
Ile

aag gag
Glu

200

Lys

ctc
Leu

aag tga
Lys

215

Pro

gtc
Val

atec
Ile

ttc
Phe

aag
Lys
185

gct
Ala

Leu

aac
Asn

cag
Gln

Ile

ggc
Gly

tece
Ser

© 155

tac
Tyr
170

aac
Asn

ctc
Leu

caaattgceg cgtgeatgtg catgagatge tgt

<210> 8

<211> 214
<212> PRT
<213>

<400> 8
Arg His Glu Vval
1

Cys Gly Ser Thr
20

Ala Leu Ala Leu
35

Asp Thr val Phe
50

Crypthecodinium

His Met Thr Glu
5

Gly Glu Leu Vval

Cys Leu Phe Cys
40

Leu Ile Leu Lys
55

11

Lys Arg

Gln Asn Leu Gln Asp

25

Phe Ser Lys Ile Pro

Gly Lys

10

cte
Leu

aag
Lys

ctg
Leu

Gly Leu Gln

Lys Val Arg

XXX Y]

Thr Ile Ile

ate
Ile
140

gtg
vVal

tte
Phe

aag
Lys

aat
Asn

60

125

gcg
Ala

acg
Thr

tce
Ser

aag
Lys

agt
Ser
205

45

atc
Ile

gtc
Val

cag
Gln

ctce
Leu
190

ggc
Gly

Phe

Gly

30

Glu

Phe

acc
Thr

tac
Tyr

ctc
Leu
175

gcc

Ala

gac
Asp

Thr Ile

15

Pro Thr

Leu Met

Leu Gln

act
Thr

tecg
Ser
160

tte

Phe

cgc
Arg

gag
Glu

actgagcgac ctcatcttgg tetggtcege

432

480

528

576

624

675

708




Trp Tyr His His Ala Thr Val Met Leu Phe Cys Trp Leu Ala Leu Ala
65 70 75 80

Thr Glu Tyr Thr Pro Gly Leu Trp Phe Ala Ala Thr Asn Tyr Phe Val
85 S0 95

His Ser Ile Met Tyr Met Tyr Phe Phe Leu Met Thr Phe Lys Thr Ala
100 105 110

Ala Lys Val Val Lys Pro Ile.Ala Pro Leu Ile Thr Ile Ile Gln Ile
115 120 125

Ala Gln Met Val Trp Gly Leu Ile Val Asn Gly Ile Ala Ile Thr Thr
130 ' 135 140

Phe Phe Thr Thr Gly Ala Cys Gln Ile Gln Ser Val Thr Val Tyr Ser
145 150 155 160

Ala Ile Val Met Tyr Ala Ser Tyr Phe Tyr Leu Phe Ser Gln Leu Phe
165 170 175

Leu Glu Ala Tyr Gly Ser Ala Gly Lys Asn Lys Lys Lys Leu Ala Arg
180 185 190

Glu Leu Ser Arg Lys Ile Ser Glu Ala Leu Leu Asn Ser Gly Asp Glu
195 200 205

Vval Ala Lys His Leu Lys
210

<210> 9

<211> 1054

<212> DNA

<213> Thraustochytrium

<220>
<221> CDS
<222> (43)..(858)

<400> 9
gaattcggca cgagagegcg cggagcggag acctcggecg cg atg atg gag ccg 54
Mef Met Glu Pro
1
ctc gac agg tac agg gcg ctg gcg gag cte gecc gcg agg tac gec age 102
Leu Asp Arg Tyr Arxrg Ala Leu Ala Glu Leu Ala Ala Arg Tyr Ala Ser
5 10 15 20

12




tcg
Ser

gtc
Val

gtg
val

tac
Tyr

tgc
Cys
85

cag
Gln

aag
Lys

atc
Ile

ctc
Leu

gce
Ala
165

aat
Asn

ccg
Pro

gcg
Ala

ggg

Gly

gtc
vVal

ctt
Leu
70

ctc
Leu

gat
Asp

cat
His

tgg
Trp

cge
Arg
150

atc

Ile

gct
Ala

aag
Lys

gcc

ccc
Pro

cte
Leu
55

ggc
Gly

tte
Phe

ggg
Gly

ccg
Pro

gag
Glu
135

ttc

Phe

gac
Asp

tte
Phe

ggc
Gly

tte

ctg
Leu
40

tac
Tyr

ggc
Gly

tcg
Ser

cac
His

cac
His
120

tgg
Trp

ctg
Leu

cac
His

atc
Ile

ttg
Leu
200

aag tgg caa gtc acg
Ala Phe Lys

25

gga
Gly

ctg
Leu

cte
Leu

ggc
Gly

ttt
Phe
105

tte
Phe

tte
Phe

cac
His

atc
Ile

cac
His
185

cgce
Arg

Trp

atc
Ile

agce
Ser

atg
Met

gce
Ala
90

cgce
Arg

cag
Gln

gac
Asp

gtc
val

ttt
Phe
170

acce
Thr

ccg
Pro

Gln

cgg
Arg

ctg
Leu

gcg
Ala
75

gtg
val

agc
Ser

ctce
Leu

acg
Thr

ttg
Leu
155

ctc

Leu

gtc
val

ctt
Leu

Val

gag
Glu

Cctg

Leu
60

cte

Leu

tag
Trp

ctc
Leu

atc
Ile

gtg
Val
140

cac
His

tcg
Ser

atg
Met

att

Thr

cecg
Pro
45

gce

Ala

cgce
Arg

atc
Ile

gag
Glu

agce
Ser
125

cte
Leu

cac
His

tece
Ser

tac
Tyr

acg

tac
Tyr
30

cte
Leu

gtg
val

age
Ser

tac
Tyr

gcg
Ala
110

ttg

Leu

cte
Leu

gce
Ala

ate
Ile

gcg
Ala
190

cag

Ile Thr Gln

13

205

gac
Asp

ggag
Gly

gtc
Val

gtg
val

acg
Thr
95

gca
Ala

cte
Leu

atc
Ile

acg
Thr

aag
Lys
175

cac

His

ttg
Leu

gcc
Ala

cte
Leu

tac
Tyr

cat
His
80

agc
Ser

acg
Thr

ttt
Phe

gtc
Val

acc
Thr
160

tac

Tyr

tac
Tyr

cag
Gln

aag
Lys

ctg
Leu

gcg
Ala
65

aac
Asn

tac
Tvr

tgc
Cys

gcg
Ala

aag
Lys
145

ttt

Phe

ggc
Gly

ttc
Phe

atc
Ile

gac
Asp

gtg
val
50

ctg
Leu

cte
Leu

cte
Leu

gag
Glu

ctg
Leu
130

ggc
Gly

tgg
Trp

gtc
val

cgce
Arg

gtc
Val
210

age
Ser
35

ggc
Gly

cgg
Arg

ggg
Gly

atg
Met

ccg
Pro
115

tece
Ser

aac
Asn

ctc
Leu

gcg
Ala

cca
Pro
195

cag
Gln

tte
Phe

tcec
Ser

aac
Asn

cte
Leu

atc
Ile
100

ctc
Leu

aag
Lys

aag
Lys

tac
Tyr

gte
Val
180

tte
Phe

tte
Phe

150

198

246

294

342

390

438

486

534

582

630

678




att ttc agec ate gge atce
Ile Phe Ser Ile Gly Ile
215

gag ccg cte gtg cat acc
Glu Pro Leu Val His Thr
230

tte gtc gtg cecec tte cte
Phe Val Val Pro Phe Leu
245 250

tac gtc ctc geg cce gea
Tyr Val Leu Ala Pro Ala
265

cat
His

cac
His
235

atc
Ile

aaa
Lys

acc
Thr
220

ttt

Phe

cte
Leu

acc
Thr

gce
Ala

tgg
Trp

ttt
Phe

aag
Lys

att
Ile

gaa
Glu

tte
Phe

aag
Lys
270

tac
Tyr

tac
Tyr

aat
Asn
255

gca
Ala

gtagaccagc agcgccgagg acgcegtgecg cgttatcgeg

- catttgattc aacgaggcta cttgcggecca cgagaaaaaa

aaaaaadaae aaaaaaaaaa aaaaaadaaa aaaaaaaaaa

ctcgag

<210> 10

<211> 271

<212> PRT

<213> Thraustochytrium

<400> 10
Met Met Glu Pro Leu Asp
1 5

Arg Tyr Ala Ser Ser Ala
20

Lys Asp Ser Phe Val Gly
35

Leu Val Gly Ser Vval val
50

Ala Leu Arg Asn Tyr Leu
65 70

Asn Leu Gly Leu Cys Leu

Arg

Ala

Pro

Leu
55

Tyr

Phe

Leu
40

Arg

Lys

25

Gly

Leu

Gly Gly Leu

Phe

Ser

14

Gly

Ala

10

Trp

Ile

Ser

Met

Ala

Leu

Gln

Arg

Leu

Ala

75

val

* (.2 ] (2] Sowe o LT ]
LX) . . . . » ’e -
. o9 * o . . ° L4
* L d LK B ] L4 . L 2 ] L -
L . . LI} . s
[ X ] L X ] e L] L 2] LX XX ]

tgg cac tac gac tgc 726
Trp His Tyr Asp Cys
225
gtc acg cce tac ctt 774
Val Thr Pro Tyr Leu
240
ttt tac ctg cag cag 822
Phe Tyr Leu Gln Gln
260

tag ccacgtaaca 868

aagcacgaaa taaagaagat 928

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 988

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 1048

1054

Ala Glu Leu Ala Ala
15

Val Thr Tyr Asp Ala
30

Glu Pro Leu Gly Leu
45

Leu Ala Val Val Tyr
60

Leu Arg Ser Val His
80

Trp Ile Tyr Thr Ser




Tyr

Cys

Ala

Lys

145

Phe

Gly

Phe

Ile

His

225

Thr

Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

Leu

Glu

Leu

130

Gly

Trp

Val

Arg

vVal

210

Tyr

Pro

Leu

<220>

<221>
<222>

<400>
cac acc atc atg tac act tac tac ttc gte age gcc cac acg cgc aac
His Thr Ile Met Tyr Thr Tyr Tyr Phe Val Ser Ala His Thr Arg Asn

Met

Pro

115

Ser

Asn

Leu

Ala

Pro

195

Gln

Asp

Tyr

Gln

11

421
DNA
Phytophthora infestans

CDs
{(1)..(279)

11

Ile

100

Leu

Lys

Lys

TyTr

Val

180

Phe

Phe

Cys

Leu

Gln
260

85

Gln

Lys

Ile

Leu

Ala

165

Asn

Pro

Ile

Glu

Phe

245

Tyr

Asp

His

Trp

Arg

150

Ile

Ala

Lys

Phe

Pro

230

Val

val

Gly

Pro

Glu

135

Phe

Asp

Phe

Gly

Ser

215

Leu

Val

Leu

His

His

120

Trp

Leu

His

Ile

Leu

200

Ile

val

Pro

Ala

15

90

Phe Arg
105

Phe Gln

Phe Asp

His val

Ile Phe
170

His Thr
185

Arg Pro

Gly Ile

His Thr

Phe Leu

250

Pro Ala
265

Ser Leu

Leu Ile

Thr val
140

Leu His
155

Leu Ser

Val Met

Leu Ile

His Thr

220

His Phe
235

Ile Leu

Lys Thr

Glu Ala
110

Ser Leu
125

Leu Leu

His Ala

Ser Ile

Tyr Ala

190

Thr Gln

205

Ala Ile

Trp Glu

Phe Phe

Lys Lys
270

Ala

Leu

Ile

Thr

Lys

175

His

Leu

Tyr

Tyr

Asn

255

Ala

Thr

Phe

Val

Thr

160

Tyr

Tvr

Gln

Trp

Val

240

Phe

48




att tgg tgg aag
Ile Trp Trp Lys
20

acc atg aac gtg
Thr Met Asn Val
35

atg cct cct aag
Met Pro Pro Lys
50

ttc tgg ctec tte
Phe Trp Leu Phe
65

aag aaa ccg gcc
Lys Lys Pro Ala

aag
Lys

cag
Gln

gtg
Val

atg
Met

gtg
val
85

tac
Tyr

ggc
Gly

ccyg
Pro

aat
Asn
70

gag
Glu

cte
Leu

tac
Tyr

ctc
Leu
55

ttc

Phe

gaa
Glu

acg
Thr

ctg
Leu
40

atg

Met

tac
Tyr

tcg
Ser

10

cge att
Arg Ile
25

acc tac
Thr Tyr

tac ctt
Tyr Leu

att cgc
Ile Arg

aag aag
Lys Lys
90

cag
Gln

tct
Ser

gtg
val

gcg
Ala
75

aag
Lys

taaaaagtct aacctcgctg taacagctta aaacacacac

gaggtaagta gtggcaactc gtgtagaaat gcagcatgcec

attcatacta ct

<210> 12
<211> 92
<212> PRT

<213> Phytophthora infestans

<400> 12
His Thr Ile Met
1

Ile Trp Trp Lys
20

Thr Met Asn Val
35

Met Pro Pro Lys
50

Phe Trp Leu Phe

Tyr Thr Tyr Tyr Phe Val

5

Lys Tyr Leu Thr Arg Ile

Gln Gly Tyr Leu Thr Tyr

Val Pro Leu Met Tyr Leu

55

Met Asn Phe Tyr Ile Arg

40

16

10

25

Ser

Gln

Ser

Vval

Ala

ctt
Leu

cga
Arg

tac
Tyxr
60

tac

Tyr

ttg
Leu

atc
Ile

cag
Gln
45

gtg
val

gtg
vVal

taa

15

cag ttc gtg
Gln Phe Val
30

tgce cca ggc

Cys Pro Gly

cag tca cte
Gln Ser Leu

ttec ggec cce
Phe Gly Pro
80

cggcgcttgt

acacacaacg ctttgtagag

catcaaatac atcccgtatg

Ala

Leu

Arg

Tyr

60

Tyr

His

Ile

Gln

45

val

Val

Thr Arg Asn
15

Gln Phe Val

30

Cys Pro Gly

Gln Ser Leu

Phe Gly Pro

96

144

192

2490

289

349

409

421




6 70 75

Lys Lys Pro Ala Val Glu Glu Ser Lys Lys Lys Leu

85 50

)
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