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OPIS IZUMA

Tehnicko polje izuma

Sadasnji izum se odnosi na postupak temeljen na sakupi-pretvori (engl. source-sink principle) nacelu za pretvaranje
¢uvanih zaliha transgenog sjemenja dvosupnica u pripravke koji obuhvacaju jedan ili viSe zanimljivih genskih
produkata. Izum takoder otkriva pripravak dobiven iz proklijalog sjemena koji obuhvaca najmanje jedan genski produkt
u supki ukljuéujuéi presadnicu ili u podlozi koja okruzuje proklijalo sjeme ili presadnicu.

Pozadina izuma

Nacini proizvodnje terapijski djelotvorih bjelan¢evina sisavaca izoliranjem i pro¢i§¢avanjem od sisavaca kao izvora su
danas u vecini zamijenjeni tehnologijom rekombinantne DNK, radi povecane opasnosti od zagadenja, osiguravajuéi
nove na¢ine za proizvodnju velikih koli¢ina industrijski pozeljnih bjelancevina sisavaca. Tehnologija rekombinantne
DNK osigurava veliki izbor domacina i sustava ekspresije. Kada su bjelanCevine sisavaca Zeljeni cilj bjelancevine,
pozeljan je eukariotski sustav domacina s ciljem dobivanja glikoziliranih oblika Zeljenih bjelan¢evina.

Gljivice predstavljaju najdjelotvorniji sustav domacina za visoke zapremnine i niske troskove proizvodnje glikoziliranih
proteina. Cak i ako su gljivice bile uspjeSne za proizvodnju visokih koli¢ina njihovih prirodnih proteina, nisu bile
jednako uspjedne u ekspresiji heterolognih proteina, kao $to su terapijski proteini sisavaca.

Gljivice se danas uglavnom koriste za proizvodnju na velikoj skali homolognih industrijskih enzima, dok se Zariste
istrazivanja okrenulo na pronalazenje drugih sustava ekspresije za produkciju glikoziliranih heterolognih proteina. Radi
toga $to procesi glikozilacije i savijanja kod biljnih sustava domacina nali¢e onima kod sustava sisavaca, sustav
ekspresije biljnog domacina je do sada po troskovima najisplativiji od dostupnih sustava. Glavno zanimanje je
usmjereno na proizvodnju farmaceutika i industrijski vaznih enzima. MoZe se spomenuti proizvodnja interferona,
enkefalina, epidermalnog faktora rasta i ljudskog albuminskog seruma u duhanu i/ili krumpiru. Razine ekspresije kod
transgeni¢nih biljaka su dosta niske.

Kod biljaka se strani geni opcenito ekspresiraju uz jake specifi¢ne biljne promotore u biljnim organima u razvoju.
Tipi¢ni primjeri su promotor proteina za pohranjivanje sjemena ili specificni promotor patatina u gomolju kod
krumpirovih gomolja. Na drugi nacin, kulture stanica ili organa i kulture algi se koriste ¢ak i na sofisticiraniji nacin koji
ukljuCuje sustave temeljene na virusu biljke, sa Zeljenim genom povezanim unutar genoma virusa i ekspresiraju se
konkurentno s viralnim proteinima. Najnapredniji sustavi pocivaju na inducibilnoj ekspresiji i izluéivanju
rekombinantnog proteina u medij.

Patenti US 5,693,506 1 US 5,994,628 otkrivaju sustav produkcije za proizvodnju stranih proteina u proklijalom sjemenju
monosupnica. Rekombinantni proteini su ekspresirani pod jakim promotorom amilaze u stani¢noj kulturi ili proklijalom
sjemenju i protein se izlu€uje u hranjivu podlogu ili se ekstrahira iz slada. Kod sjemenja monosupnica pohranjene
rezerve se uglavnom sastoje iz Skrobastog endosperma. Zalihe proteina kod monosupnica su oskudne kada se
usporcduju s onima kod sjemenja dvosupnica. Dodatno, ¢ak i ukoliko jc ckspresija amilaze visoka kod spccifiénih
stanica, samo mali broj stanica u sjemenju ima ekspresiju amilaze. Ove stanice su ograni¢ene na skutelum embrija i
aleuronski sloj endosperma. Postoji velika potreba za nalazenjem jeftinijih sustava koji bi trebali koristiti prednost
pohranjenih zaliha proteina i ulja u sjemenju dvosupnica. Patenti US 5,543,576 1 US 5,714,474 otkrivaju nac¢in u kojem
se transgeni¢no sjemenje dodaje bez predklijanja i u smrvljenom obliku u hranjive smjese kao dodatni izvor enzima.

Patent US 5,670,349 otkriva uporabu za rane inducibilnih HMGR/HMG?2 promotora za ekspresiju rekombinantnih
proteina u svjezim listovima duhana ubranih na polju. Povredivanje svjeze ili uskladistene biljne tvari sjecenjem ili
gnjecenjem povlaci brzo povecanje ekspresije. Medutim, sadrzaj proteina u listu duhana je mali uporedujuéi s onim
dobivenim iz sjemena dvosupnice. Nadalje, skladi$tenje svjezih listova nije uporedivo s onim suhog sjemena s obzirom
na vrijeme, prostor 1/ili troSkove skladistenja. Uporaba svjeze biljne tvari, kao $to je lif¢e pobrano s polja je takoder
glavni izvor mikrobioloskog zagadenja, koje je ozbiljan problem u tehnologiji fermentacije.

Patentne prijave WO 94/11519 1 WO 97/32986 otkrivaju nacine i biljke za proizvodnju produkata odgradnje i pretvorbe
kod biljaka uz pomo¢ postupka sladenja. U re¢enim nacinima je predlozeno da su enzimi djelotvorni u glioksisomima,
koji kataliziraju raspadanje masnih kiselina u acetil-CoA. Ovaj acetil-CoA koji se uobitajeno koristi za pravljenje
organskih kiselina koje ¢e se izvesti iz glioksisoma 1 koristiti u drugim metabolickim putevima, kao $to su disanje i
sinteza saharoze bi se trebali zamijeniti s enzimima koji dekodiraju gene u putevima koji vode do polihidroksialkanoata
korisnih za produkciju biorazgradljivih termoplastika.

Cak ukoliko je i postupak sladenja poznat i da se koristio posebno za pripravu monosupnica, treba zabiljeiti da su ti
postupci ogranieni na procesiranje Skroba. Nadini otkriveni u patentima WO 94/11519 1 WO 97/32986 ¢ak 1 ukoliko
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oni predlazu uporabu uskladistenih pri¢uva u dvosupnicama, oni su ograni¢eni na uporabu enzima 1 puteva koji vode u
saharozu i proizvodnji energije i na¢in uporabe tih produkata od putova disanja za sintezu.

Cak ukoliko je postupak sladenja poznat i nalini za uporabu respiratornih putova kod biljka za produkciju
polihidroksialkanoata, uporaba uskladiStenih pri¢uva kod dvosupnica za produkciju proteinastih produkata, kao $to su
strukturalni proteini i enzimi nisu rijeSeni.

Treba se zabiljeziti da postoji velika potreba za proteinaste produkte i zbog toga je glavni cilj sadadnjeg izuma rijesiti
problem pretvaranja uskladiStenih pri¢uva kod biljaka u razli¢ite proteinaste produkte, koji se kasnije mogu primijeniti
za proizvodnju Zeljenih produkata.

produkcije za proizvodnju genskih produkata, osobito proteinastih genskih produkata u kotiledonima transgeni¢nih
sjemenaka dvosupnica. Jo$ jedna prednost sada$njeg izuma je $to on osigurava sustav produkcije za uporabu u posudi,
u kojem se genski produkt moze proizvoditi u graniénim uvjetima a ne u polju. To dozvoljava sada$njem postupku da se
provodi pod uvjetima skoro slobodnim od zagadenja.

Sazetak izuma

Ciljevi sada$njeg izuma su postignuti iskori§tavanjem regulacijskih sekvenci prolaznih proteina koji se nakupljaju
tijckom inicijacijc klijanja za produkciju Zcljenih genskih proizvoda.

Osobine sadasnjeg izuma su kako su sloZene u zahtjevima.

Kratak opis crteza

Slika 1A prikazuje proklijano transgensko sjeme koje ekspresira GUS gen. GUS gen je povezan na promotor
toplinskog udara soje. Na desnoj strani je pokazano netransformirana presadnica za nadzor.

Slika 1B prikazuje proklijano transgensko sjeme koje ekspresira GUS gen. GUS gen je povezan na promotor
endopeptidaze.

Slika 1C prikazuje proklijano transgensko sjeme koje ekspresira GUS gen. GUS gen je povezan na promotor koji
inducira salicilat.

Slika 1D prikazuje proklijano transgensko sjeme koje ekspresira GUS gen. GUS gen je povezan na 35S promotor.

Slika 2 prikazuje bezbojni supstrat B-glukuronida (100 pug/mL) koji je enzimatski pretvoren u plavo obojenu
glukopiranoziduronsku kiselinu i aglikon sa GUS enzimom kojeg je proizvelo proklijalo transgensko sjeme.

Slika 3 opisuje razliite stupnjeve klijanja Brassica campestris sjemena, naznacene kao dani nakon pocetka klijanja.

Slika4  pokazuje SDS-PAGE gel proklijalog sjemenja. Uzorci su skupljani dnevno, pocevsi od suhog sjemena.
Uskladisteni proteini i Rubisco podjedinice su oznaceni u Coomassie obojenom gelu. Nakon tri dana klijanja,
koli¢ina proizvedenog Rubisco proteina po danu je zna¢ajno porasla kako je vizualno pokazano na Slici.

Slika 5  prikazuje "northen blot” proklijalog sjemenja uporabom RNK proba. Uzorci su skupljani dnevno, pocevsi od
suhog sjemena.

Detaljan opis izuma

Odrednice

U sada$njem izumu najveéi broj uporabljenih izraza ima isto znacenje kako opcenito imaju u podrucju tehnika
rekombinantne DNK, molekularne biologije i botanike, osobito u podru¢ju povezanom s produkcijom transgenskih
biljaka i genskih produkata. Neki izrazi su, medutim, uporabljeni na ne$to drugaciji nacin i objasnjeni su detaljnije
ispod.

Izraz "sjemensko bilje" zna¢i Spermatophyta najrazvijenije biljke, naznac¢ene s kompleksnim strukturama koje ukljucuju
potpuno razvijene organe kao $to je korjen, stabljika, list, cvijet i Zilni sustav. Sjemensko bilje je podijeljeno u dva
razreda, angiosperme i gimnosperme. Angiosperme su dalje podijeljene u podrazrede, to jest monosupnice i dvosupnice.
Embrij zrelog sjemena monosupnice obuhvaca samo jednu supnicu koja je smanjena na apsorptiviu scutelu. Kod
dvosupnica embrij ima dvije supnice koje sluze kao organi skladistenja. Asimilati koji se zahtjevaju za skladi$ni polog
kod dvosupnica su premjesteni od mati¢ne biljke kroz Zilni sustav na ovojnicu sjemena i kona¢no u supnicu. Ovojnica
sjemena je mati¢no tkivo i nema simplasti¢nog povezivanja na embrij. Asimilati prolaze u apoplazmicki prostor i tada ih
uzima embrij 1 prerasporeduje simplasti¢no i koristi u sintezi pricuva.

Izraz "sjeme dvosupnice" znali sjeme dobiveno od biljke dvosupnice koje obuhvaca razli¢ite uskladi$tene pricuve
uklju¢ujuéi bjelanéevine, masti 1 ugljikohidrate nazone u supnicama za razliku od uskladi$tenih pri¢uva sjemena
monosupmica, koje se uglavnom sastoji od ugljikohidrata i samo manjih koli¢ina ostalih spojeva. U sada$njem izumu
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"sjeme dvosupnice" znaci potpuno sjeme ili dio ili dio sjemena koje se moZe dobiti predlomljenjem sjemena, poZeljno u
suhom obliku. Treaba se zabiljeziti da se sadadnji izum odnosi na dvosupnice, monosupnice se ne mogu koristiti za
postizanje ciljeva sada$njeg izuma.

Najpozeljnije biljne vrste koje se mogu primijeniti za produkciju genskih proizvoda koji su zanimljivi prema postupku
sadasnjeg izuma ukljucuju, ali nisu ograniene na biljke dvosupnice s visokim sadrzajem proteina ili ulja u sjemenju.
Tipi¢ni primjeri su slijedece vrste: Brassicaceae, Fabaceae i Polygonaceae. Rod Brassicaceae ukljutuje na primjer
slijedeCe vrste: Brassica napus, Brassica campestris,Camelina sativa, Sinapis alba, Fabaceae ukljuéujuéi Lupinus
angustifolius, Phaseolus vulgaris, Glysine max, Vicia faba, Lens culinaris, Pisum sativum, Vigna mungo i Medicago
sativa. Rod Polygonaceae ukljucuju vrste Polygonum. Takoder suncokret, Helianthus annuus, je potencijalno koristan
radi visokog sadrzaja ulja u sjemenju.

Izraz "sakupi-pretvori” znaci sustav produkcije ili sustina produkcije, koji se moZze odijeliti u dva razdvojena stupnja,
stupanj akumulacije u kojima su pri¢uve bjelancevina, ugljikohidrata i masti uskladiStene u sjemenu i stupanj
mobilizacije/produkcije u kojem se akumulirane rezerve umjesto da se normalno mobiliziraju radi zapodinjanja rasta
mobiliziraju ili koriste za produkciju jednog ili vise stranih genskih proizvoda koji su zanimljivi djelovanjem na sustav
ekspresije. Stupanj akumulacije obuhvaca uzgoj transgenske biljke s bitno bez ekspresije genskog produkta u podru¢ju
dok je produkceija genskih produkata ograni¢ena na klijanje u zatvorenim uvjetima. To je moguce zbog specifi¢nosti
sustava ekspresije, opisanog detaljnije negdje drugdje u specifikaciji.

Izraz "okruZenjc" znaci vodena pufcrirana otopina bilo u tcku¢em, polukrutom ili krutom obliku, koja obuhvaca tvari
koje mogu inicirati, povecéati, odloziti ili produziti najpozeljniji stupanj klijanja. "Okruzenje" moze sadrzavati ¢imbenike
koji induciraju klijanje poticu regulaciju odredenih postupaka i/ili ¢imbenike koji smanjuju regulaciju nekih drugih
postupaka kao i vanjske hranjive tvari. "Okruzenje" takoder moZe biti vlazan prostor ili soba.

Izraz "supstrat” znac¢i kruti, polukruti ili tekuci pripravak ili medij, koji obuhvaca najmanje jedan spoj ili tvar, koji se
moze prevesti u drugi spoj ili tvar s pozeljnijim osobinama uporabom pripravka iz sadaSnjeg izuma koji obuhvaca jedan
ili vise genskih proizvoda zanimljivih kao katalizatori.

Izraz "pripravak iz sjemena” znaci sirovu smjesu proizvedenu postupkom iz sadalnjeg izuma koja se moze dobiti iz
proklijalog sjemena dvosupnica obuhvacajuéi jedan ili vise na novi nacin sintetiziranih genskih proizvoda ekspresiranih
u supki proklijalog sjemena dvosupnice uklju¢ujuéi presadnice ili izlu¢enih u okruZenje proklijalog sjemena ili
presadnica. "Pripravak iz sjemena” se moZe koristiti kao takav, stavljanjem u dodir sa supstratom. Prirodno pripravak iz
sjemena moze biti suSen 1/ili tretiran primjenljivim nacinima nizvodnog postupka kao §to moze biti izoliran i/ili
proci$éen prije uporabe. Na drugi nacin je supstrat reagens koji obuhvaca jedan ili vi§e spojeva koji mogu promijeniti
jedan ili vige genskih proizvoda u pripravku. Na primjer supstituenti se mogu dodavati ili na¢in savijanjem genskog
proizvoda moze biti promijenjen ili dijelovi uklonjeni ili dodani s ciljem dobivanja postojanijeg proizvoda. "Pripravak iz
sjemena” se takoder moze pripraviti, to jest opskrbiti s pogodnim aditivima, kao §to su sredstva za poboljSanje
granulacije, punila, maziva itd. Proklijali pripravak iz sjemena sada$njeg izuma se takoder moze dodati u zivotinjsku
hranu radi pobolj8anja probavnih osobina hrane.

Izraz " bitno sterilan sustav sakupi-pretvori” znac¢i da se sjeme dvosupnice moze povriinski sterilizirati nad¢inima kao §to
su radijacija ili kemijska sterilizacija. Klijanje se moze provesti u ili na predsteriliziranom okruZenju, uporabom nac¢ina
primjenjenih u asepti¢kim naginima rada i/ili rada u sterilnim ili ¢istim uvjetima. Cinjenica da se cijela proizvodnja
moze provesti u sterilnim uvjetima znaci da se glavni uzroci da sjeme bude ubijeno ili da ne proklija, to jest gljivi¢no ili
bakterijsko zagadenje sjemena, moze izbje¢i. Nadalje, konaCan proizvod je takoder bitno slobodan od zagadenja 1 ne
naginje raspadu sa zagadivaCima koji imaju proteoliti¢ku aktivnost. Stoga je sustav proizvodnje takoder posebno
pogodan za proizvodnju farmaceutskih proizvoda koji zahtjevaju visoke higijenske standarde.

Izraz "iniciranje klijanja transgenskog sjemena dvosupnica" znacéi osiguravanje uvjeta pogodnih za klijanje. Po izboru
on uklju¢uje skladistenje, susenje, sterilizaciju, dodavanje vode, dopunjujuci sjeme uvodenjem regulacijskih ¢imbenika
koji bilo podizu ili spustaju kao i vanjskim hranjivim tvarima. Dopunjiva¢i ukljuuju i fizikalna i kemijska sredstva.
Vanjske hranjive tvari obuhvacaju na primjer N- i/ili C-izvore, vitamine, minerale, elemente u tragovima itd. Cimbenici
rasta, ¢imbenici koji zapo€inju klijanje, poticatelji, ¢imbenici sposobni povecati neke 1 smanjiti neke postupke tijekom
nove sinteze, ukljuéujuéi na primjer biljne hormone, kao §to su auksin i citokinin. Fizikalna sredstva uklju¢uju na
primjer svjetlosni bljesak ili osvjetljavanje kroz duze vrijeme, kao i sterilizaciju i/ili grijanje.

Izraz "sustav ekspresije" znaci takvu DNK koja obuhvaca jednu ili visfe DNK sekvenci dekodirajuc¢i jedan ili vise
zanimljivih genskih proizvoda operabilno povezane sa sekvencama koje reguliraju ekspresiju, kao §to su pojacivaci,
promotori i/ili terminatori. Sustav ekspresije je poZeljno takav da je induciran ili moZze biti induciran tijekom klijanja
sjemena, ali bitno miruje ili moze biti umiren kada se biljka dvosupnica razmnozava i uzgaja u poljskim uvjetima.
Pozeljno, sekvence koje reguliraju ekspresiju obuhvacaju promotor, koji se moze nazvati "camera obscura” (tamna
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komora) promotor, to jest promotor koji je potaknut ili aktiviran tijekom klijanja, kada se sjeme drZzi u neosvjetljenim
uvjetima u tamnoj sobi. To ne sprjeéava uporabu osvjetljenja ili svijetla. Ba§ naprotiv izlaganje sustava proizvodnje
sakupi-pretvori bljesku ili svjetlu moZe povecati proizvodnju genskog proizvoda koja nas zanima induciranjem i
povecanjem aktivnosti posebnih promotora.

Sustavi ekspresije koriste takve regulacijske sekvence ekspresije koji su posebno aktivni u novim sintezama prolaznih
proteina koji se nagomilavaju u supki tijekom inicijalizacije klijanja.

Receni inducibilan sustav ekspresije obuhvaéa inducibilne regulatorske sekvence odabrane od regulatorskih sekvenci
gena koji kodiraju prolazne proteine koji su na novo sintetizirani tijekom inicijacije klijanja i nagomilavanja u supkama

i endospermi biljke.

Receni sustav ekspresije se moZe pripraviti odabirom pogodnih regulacijskih sekvenci. Nacin odabira obuhvaca

stupnjeve
(a) izolaciju ukupne RNK iz supki i/ili li§¢a dvosupnica;
(b) pripravu ¢cDNK iz re€ene izolirane RNK amplifikacijom re¢ene RNK s jednim specifi¢nim primjerom biljke i

primjerom specifi¢nim za protein koji je na novo sintetiziran tijekom inicijalizacije klijanja i nagomilavanja u
supkama i endospermi biljke;

(c) sakupljanje i nanasanje klonova s cDNK;

(d uporedivanje rezultata s klonovima dobivenim iz RNK dobivene iz lista; i

(c) ponovno dobivanjc klonova koji obuhvac¢aju ¢cDNK pokazujuc¢i povecanu aktivnost kod proklijalog sjcmenja
dvosupnica.

Izraz "genski proizvod" u sada$njem izumu znaci proteine, polipeptide, ukljucujuéi i strukturalne proteine i/ili enzime.
Uobictajeno, "genski proizvod" je peptid koji obuhvaca najmanje dvije aminokiseline povezane skupa peptidnom vezom.
Peptidi koji obuhvacaju 2-10 aminokiselina se nazivaju oligopeptidima, gdje peptidi koji obuhvacaju viSe od 10
aminokiselina se nazivaju polipeptidi. Polipeptidi mogu biti poliaminokiselinski lanci, kao §to je polilizinski lanac koji
se sastoji samo iz molekule lizina, ali takoder moze biti protein, kompleks proteina ili dio ili dijeli¢ proteina.

Kao $to je refeno u prethodnom odlomku, izraz "genski proizvod" takoder moZe znaliti proizvod temeljen na
nukleotidima, kao §to je mRNK. Takoder su uklju¢ene u izraz i ostale Zeljene biokemikalije, spojevi ili tvari, koje se
mogu dobiti na primjer postupcima biotransformacije, u kojima jedan ili vise genskih proizvoda nazo¢nih u pripravcima
izvedenim iz sjemena iz sadas$njeg izuma djeluju kao katalizatori kada se stave u dodir sa supstratom koji obuhvaca spoj
ili tvar koja se moze transformirati u Zeljeni proizvod ili transformirati genski proizvod na zeljeni nacin.

Na drugi nacin, "derivati genskih proizvoda" se mogu dobiti postupcima transformacije, u kojima su jedan ili vise
originalnih "genskih proizvoda" sada$njeg izuma modificirani dozvoljavaju¢i reagensu nazo¢nom u supstratu da ih
modificira. Genski proizvodi se mogu naciniti stabilnijima ili djelotvornijima mijenjanjem njihove sekundarne i/ili
tercijarne strukture, na primjer presavijanjem ili odvijanjem aminokiselinskog lanca, uklanjajuéi ili dodavajuéi dijelove
za kompleksiranje, ili dodavajuéi strukture ili supstituente recenim genskim proizvodima.. Takvi "derivati genskih
proizvoda" su takoder ukljuéeni unutar izraza "genski proizvodi" sadadnjcg izuma. Uobi¢ajeno, genski proizvodi
proizvedeni postupkom sada$njeg izuma su heterologni strani proteini. To znaéi da "genski proizvod" nije proizveden
od divlje vrste biljke. Drugim rije¢ima, nije prirodan biljki domacinu. Prirodno, proizvodi prirodnog sjemena se mogu
proizvesti uporabom postupka sadasnjeg izuma. Osobito je koristan za povecanje proizvodnje odredenih farmaceutski
korisnih prirodnih homolognih proizvoda izvedenih iz biljke.

Izraz "obnavljanje s ili bez nizvodnog procesiranja genskog proizvoda ekspresiranog s proklijalim transgenskim
sjemenom dvosupnice” znaéi da se supnice koje ukljuéuju presadnice mogu obnoviti tako da se odijele od tekuéine koja
ih okruzuje s ili bez bilo kakvog nizvodnog procesiranja. Na drugi naéin, okruzujuéi medij se obnavlja kao takav.
Uskladistenost "pripravka izvedenog iz sjemena" se moze poboljsati susenjem, ekstrakcijom, filtriranjem, drobljenjem
itd. Mnogi od tih nacina se istovremeno koriste radi sprije¢avanja klijanja. Grijanje, susenje, drobljenje, odijeljivanje,
ekstrahiranje, tlaCenje i filtriranje se uobi€ajeno primjenjuju za zaustavljanje klijanja prije opadanja brzine na novo
sintetiziranja 1/ili smanjenja koncentracije Zeljenih genskih proizvoda. Zaustavljanje je vaZno, jer klijanje kada se
dozvoli da traje predugo, pocinje ponovno koristiti na novo sintetizirane Zeljene proteine za proizvodnju ostalih tvari
potrebitih za nastajajucu biljku.
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Opdeniti opis izuma

Uskladistene pricuve kod proklijalog sjemenja dvosupnica, koje uklju¢uju oslobodene aminokiseline i ostale
biokemijske supstrate, obuhvacaju obnovljivu sirovinu izvornog entiteta, gdje ekspresija Zeljenog transgena
transkripcijskom regulacijom, djelujuéi u supki tijekom klijanja i nakon toga rastom sadnica, oblikuje proizvodnju
(pretvori, engl. sink) entiteta. Stoga je sadas$nji izum iznad svega povezan s proizvodim sustavom koji obuhvaca dva
entiteta, sakupljanje i pretvaranje, to jest dva odvojena stupnja, stupanj nagomilavanja sirovina i stupanj proizvodnje, u
kojem je izvor sirovine uporabljen za na novo sintezu genskih proizvoda i njihovih izvedenica ili proizvoda
modificiranih s genskim proizvodom od izvora sirovine dobivene u prvom stupnju sustava proizvodnje.

Cilj sadasnjeg izuma je otkriti novi postupak temeljen na sustavu proizvodnje za proizvodnju genskih proizvoda kod
sjemenja dvosupnica. Sustav proizvodnje obuhva¢a dva odvojena stupnja. Prvi stupanj je koriStenje raznolikih
obnovljivih izvora sirovine, kao §to su protein i ulje, koji se nagomilavaju u uskladiStenim pri¢uvama biljke dvosupnice
tijekom uzgoja 1 koji se po izboru mogu sakupiti u obliku sjemenja. Drugi stupanj obuhvaca mobilizaciju uskladistenih
pricuva kod proklijale transgenske biljke za proizvodnju jednog ili vie genskih proizvoda sa na novo sintezom Zeljenog
genskog proizvoda s ili bez dodavanja suplemenata kao ¢imbenika prehrane i osiguravajuéi fizikalna i/ili kemijska
sredstva kao i geneti¢ki inZinjering za induciranje klijanja i regulirajuci na gore i/ili dolje na novo sinteze koje ukljucuju
transkripciju, ekspresiju i/ili sekreciju.

Sadad$nji izum Kkoristi u svom prvom stupnju raznolike uskladi§tene pricuve koje obuhvacaju proteine, ulja i/ili
ugljikohidratc, nazoénc u dvosupnicama, ali ih ncma u monosupnicama, u kojima uskladistenc pri¢uve uglavnom
obuhvaéaju dva srodna oblika $kroba, amilozu i amilopektin. Kod monosupnica se $krob mobilizira amilazama tijekom
klijanja i neposrednim rastom sadnice koja nastaje. Nastala saharoza je uporabljena kao izvor energije i ugljikovih
spojeva, ali sirovina za na novo sintezu, osobito proteina, je mnogo oskudnija nego kod dvosupnica $to ¢ini proklijalo
sjeme dvosupnice neusporedivo izvrstnim sustavom proizvodnje sakupi-pretvori.

U sada$njem izumu je transgensko sjeme dvosupnica sakupljeno na polju, prevezeno i uskladi$teno kao obicno.
Valjanost uskladistenog sjemenja se moze odrzavati kroz duge periode, obi¢no do nekoliko godina. Temperatura i
sadrzaj vlage u sjemenu su glavni ¢imbenici u odredivanju valjanosti tijekom skladiStenja. Opcenito je sjemenje
uskladisteno kod temperatura izmedu 0-5°C. Normalan sadrzaj vlage uskladi$tenog sjemena je 4-10%. Ukoliko je
sadrzaj vlage manji od 20% sjeme diSe i nastaje toplina. Ukoliko su uvjeti prozra¢ivanja losi, nastala toplina moze ubiti
sjeme. Ukoliko je sadrzaj vlage preko 20% to moZe rezultirati u deterioraciji sjemena mikrobioloskim rastom.

Zrelo susenje je normalna pojava kod razvoja sjemena tijekom kojeg sjeme prelazi u metabolicki umireno stanje.
Medutim sjeme mnogih vrsta moze klijati bez susenja. Sjeme rajé¢ice moze proklijati kada se uzme iz razrezanog voca i
smjesti u vodi. Kod nekoliko ostalih vrsta uklju¢ujuéi Brassica campestris, sadrzaj $kroba brzo opada i koncentracija
odredenih Secera i oligosaharida se povecava tijekom susenja sjemena. Takoder se odredeni hidrofilni proteini
ekspresiraju jace kod osusenog sjemena. Oni imaju moguénost privlacenja vode i smatra se da igraju vaznu ulogu u
zaStiti protiv Stetnih ucinaka suSenja. Zrelo suho sjeme moze ostati sposobno klijati i biti uskladi$teno od dana do
mnogo godina. Sirova neoblikovana sirovina, sjeme dvosupnice, se moze uskladistiti do nekoliko godina.

Kod sjemenja dvosupnica su triacilgliceroli glavni oblik uskladistenja lipida uskladi$tenih u subcelularnim organelama
kao uljna tijela.. Sadrzaj ulja u sjemenu moze biti tako visok kao $to je 64% kod ricinusa ili 48% kod sjemena repice.
Uskladisteno ulje je sintetizirano iz saharoze koja dolazi iz razvijajuceg sjemena. U citosolu je saharoza pretvorena u
heksozufosfat, koja je premjestena u plastide ili pretvorena u glicerol-3-fosfat (glicerolski kostur). Kod plastida se
masne kiseline sintetiziraju pocevsi od heksozafosfata, malata i acetata. U endoplazmatskom retikulu (ER) se glicerinski
kostur i masne kiseline esterificiraju da bi se dobili triacilgliceroli.

Kod biljaka dvosupnica vecina aminokiselina prebacenih u fhloem su glutamin i asparagin. U ovojnici sjemena, prije
premijeStanja u supke, dio glutamina i asparagina je pretvoren u druge aminokiseline. U supkama su aminokiseline
uporabljene za sintezu proteina za skladistenje koji su pakirani u proteinska tijela. Rano kod razvoja sjemena stanice
supke sadrzavaju jednu ili dvije velike vakuole koje se kasnije napune s proteinom za skladistenje 1 stupnjevito se
razdijele radi oblikovanja jasnih i diskretnih manjih proteinskih tijela. Obi¢no sjeme dvosupnice sadrzava dva ili viSe
razli¢itih proteina za skladitenje. Na primjer, Brassica campestris ima ukupan sadrzaj proteina od 24%, sadrzavaju¢i na
primjer 2S albumin, napin, 11S globulin i kruciferin. Od ukupnog sadrzaja proteina u sjemenu napin predstavlja 20% i
kruciferin 60%. Omogucéeno (olaks$ano) je iskoristiti gene koji kodiraju re¢ene proteine u sadasnjem izumu.

Proteini za skladiStenje su op¢enito kodirani s multigenskim obiteljima. Uobi¢ajena osobina za proteine luminalnog
endoplazmatskog retikuluma eukariota je konzervirani karboksi-terminalan tetrapeptid KDEL, koji sluzi kao
ER-retencijski znak i uvijek se pronalazi na krajnjem karboksilnom kraju. Ne postoje dokazi da je konzerviranje vi$e od
Cetiri aminokiselina potrebito (Pelham, H.R.B., TIBS 15:483-486, 1990), premda se tvrdilo da sastav kiselinskih
ostataka izmedu terminalnih 20 aminokiselina moZe imati neku vaznost za djelotvornu retenciju (Wandelt, C.I. 1 ostali,
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Plant J., 2:181-192, 1992). Predlozeni mehanizam retencije je vjerojatno receptorski i ukljucuje vezivanje
KDEL-signala na membranski receptor i brzi povratak signal-receptor kompleksa u ER, ukoliko je on osloboden kao
vezikula (Pelham, H.R.B., TIBS 15:483-486, 1990).

Genetski modificirani proteini se ne mogu uvijek pronaéi u njthovom prirodnom stani¢nom odjeljku. Na primjer
visoko-Met fazeolin ekspresiran u transgenskom duhanu je naden samo u ER (endoplazmatskom retikulumu),
Golgijevim cisternama i Golgijevim vezikulima. Normalno se fazeolin akumulira u matriksu vakuola za uskladiStenje
proteina sjemenja duhana u razvoju. Rezultati ukazuju da je visoko-Met fazeolin razgraden bilo u Golgijevim
vezikulima ili upravo nakon ulaska u vakuole za uskladistenje proteina (Hoffman, L.M. i ostali, Plant Mol. Biol.
11:717-730, 1988). Visoki stupanj akumulacije proteina za skladistenje vicilina iz sjemena Vicia faba s dodatnom
karboksi-terminalnom KDEL-sekvencom je izvjesten s duhanom i alfaalfa (Wandelt, C.I. i ostali, Plant J. 2:181-192,
1992). Modificirani genski konstrukti fuzirani s 35S-promotorom mozaickog virusa cvjetace i proteinom su nakupljeni u
(ER) lis¢u transgenskih biljaka. Prema tome se ¢ini moguc¢im, da kada se geneticki modificirani proteini za skladiStenje
proizvedu, retencija u ER moze sprijeciti degradaciju i da se DNK konstrukti s 35S-promotorom mozaickog virusa
cvjetae moze primjeniti u sadagnjem izumu.

Kruciferin je heksamer od $est podjedinica od kojih svaka sadrzi jedan lanac kodiran jednim genom (Rédin, J. & Rask,
L., Physiol. Plant. 79:421-426, 1990). Na primjer kod Brassica napus geni kruciferina dijele pribliZzno 60% homologije
izmedu ¢lanova. Napin je drugi najprominentniji protein iz sjemena u Brassica napus. Poput kruciferinskih podjedinica,
napin je produkt jednog gena sastavljen od dva razli¢ita polipeptidna lanca povezanih skupa s disulfidnim mostovima.
Oba, i kruciferin 1 napin su sintctizirani na membrani ER kao prckursori koji sadrzavaju ER-ciljajuéi znak (Ericson,
M.L. i ostali, J. Biol. Chem., 261:14576.14581, 1986).

Kako je spomenuto ranije, oba i kruciferin i napin sadrze ER-ciljaju¢i znak sekvencu na svojim N-terminalnim
krajevima. Proteini ulaze u ER u nesmotanom stanju i signalna sekvenca je odcijepljena ubrzo nakon ulaska. Posljednjih
godina je postalo jasno da nisu svi proteini koji ulaze u ER dalje procesirani i pakirani u vakuole. ER takoder sadrzava
veliki broj proteina koji ostaju u lumenu i pomazu inicijalnim stupnjevima kod zrelenja sekretornih proteina. Mnogi od
tih proteina su takoder karakterizirani takoder i u sustavima sisavaca (Pelham, H.R.B., TIBS 15:483-486, 1990),
sugerirajuci da je glikozilacija genskih proizvoda, osobito proteina sli¢na kod sisavaca kao 1 kod biljaka. Kod biljaka je
pokazano da je na primjer auksin-vezaju¢i protein zadrzan u ER (Inohara, N. i ostali, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
86:3564-3568, 1989).

Obi¢no je prva skupina proteinaza koje se pojavljuju tijekom klijanja SH-ovisna proteinaza koja djeluje na netopive
prirodne proteine za skladistnje. Kod Vinga mungo sinteza SH-ovisne proteinaze u supkama je inicirana neposredno
nakon natapanja i povecava se do dana 4 nakon kojega opada (Okamoto, T. & Minamikawa, T., J. Plant Physiol., 152
(6): 675-682, 1998). Peptidi kratkih lanaca koji rezultiraju iz djelovanja endopeptidaze su odcijepljeni od prirodnih
(prirodenih) proteina, $to povecavaju njihovu osjetljivost prema ostalim proteinazama.

Druga skupina proteinaza su inaktivne prema prirodnim proteinima za skladistenje, ali hidroliziraju peptide kratkih
lanaca u oligopeptide. Istovremeno su karboksipeptidaze takoder aktivirane i aminokiseline su oslobodene iz peptida.
Ova protcoliza s¢ dogada u protcinskom dijclu iz kojeg su oligopeptidi i aminokiscline oslobodaju u citozol, gdjc sc
oligopeptidi razgraduju dalje u aminokiseline s amino- i di- ili tri-peptidazama. Oslobodene aminokiseline iz organa za
skladistenje su dalje metabolizirane u glavni oblik aminokiselina za transport, asparagin i glutamin. Proteini za
skladistenje predstavljaju izvor aminokiselina za na novo sintetizirane proteine tijekom klijanja.

Drugi stupanj postupka sadasnjeg izuma obuhvaca klijanje u kojem je sirovina nakupljena tijekom uzgoja u uskladistene
pri¢uve sjemena dvosupnice mobilizirana za proizvodnju Zeljenog genskog proizvoda. Povecavanje vremena za klijanje
je brzo i niskih tro§kova. Zapremnina proizvodnje je prakti¢ki neograniena kako se sirovina moze dobiti iz obnovljivih
izvora i zahtjevani ulaz energije se dobiva od sunca.

U sada$njem izumu, klijanje znai razvojni dogadaj koji pocinje s uzimanjem vode od sjemena dvosupnice i
povecanjem respiracije 1 makromolekularnih sinteza, mobilizacijom uskladidtenih pri¢uva i subcelularnim strukturalnim
promjenama. Fizioloski, klijanje je kratak dogadaj koji okoncava s pocetkom produZetka embrionske osi. U sada$njem
izumu klijanje ukljucuje takoder fazu rasta nakon pocetka produzivanja embrionske osi. Sjeme upija obi¢no ne vise od
dva do tri puta tezine suhog sjemenja, ali je kasnije u razvoju sadnica potrebno jo§ vode. Klijanje sadrzava brojne
dogadaje kao §to je povecana respiracija i makromolekulame sinteze i subcelularne strukturalne promjene. Klijanje je
opéenito zavrieno s radikalnim proSirenjem koje se pojavljuje proSirenjem stanice bez podjele stanice. Postoje dvije
vrste presadnica klasificiranih prema sudbini supke nakon klijanja. Kod hipogealne vrste rasta presadnice, supka ne
izlazi iz zemlje s razvojem presadnice. Hipokotil ostaje kratak ali se epikotil proSiruje 1 stvara prve prave listove izvan
zemlje. Kod epigealne vrste presadnica rast supki se povecava proSirenjem hipokotila. Supke obi¢no postanu
fotosintetski aktivne prije nastanka pravih listova.
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Kada sjeme klija u prirodi ili na polju ono koristi zalihe supke za pocetak fiziologke aktivnosti opéenito nakon mirnog
stupnja kao suhog sjemena. Vitalne funkcije se brzo povecavaju ukljucujuéi i ekspresiju gena. Znaéajne koli¢ine
aminokiselina i ostalih bioloskih spojeva se oslobadaju iz uskladiStenih pri¢uva supke tijekom klijanja i neposredno se
vezu tijekom rasta presadnice.

Klijanje takoder moZe biti inicirano s povrSinski steriliziranim sjemenom inkubiranjem sjemena u vodi ili vodom
dopunjenom sa spojevima dobrim za proizvodnju Zeljenog genskog proizvoda. Tijekom klijanja je aktivirana ekspresija
gena radi proizvodnje zeljenog genskog proizvoda. Za iniciranje klijanja, sjemenje je prvo hidratirano do sadrzaja vlage
od 40-50% natapanjem u posude s vodom gdje je temperatura pode$ena prema vrsti sjemena i zradenje je organizirano s
kompresiranim zrakom. Nakon natapanja, sjeme se premjesta na klijanje uobic¢ajeno u 100% vlazne prostorije. Tipi¢no
je temperatura izmedu 10-30°C 1 raspon vremena od 2 do 10 dana, poZeljno 3 do 6 dana, najpozeljnije 4 do 5 dana.

U sadadnjem izumu proklijalo sjeme dvosupnice obuhvaca transgensku supku, to jest supke biljaka dvosupnica koje su
postojano transformirane s DNK sekvencom koja dekodira Zeljeni genski proizvod. Supke su dio embrija i one sluze kao
organ za skladiStenje. Fiziologka struktura i razliCitost vrsta stanica je relativno jednostavna kod supke. Mobilizacija
glavnih uskladiStenih pri¢uva supke pocinje nakon klijanja. U supkama su tri glavna oblika uskladi$tenih tvari, proteini,
ulja 1 ugljikohidrati enzimatski prevedeni u oblik prikladan za transport tijekom rasta presadnice. Uskladisteni proteini
su razdijeljeni stupnjevito sa serijom proteinaza ekspresiranih u stanicama supke. Proteinaze su sintetizirane na novo
strukturalnim genima reguliranim s promotorskim podru¢jem koji djeluje u supki.

Tijckom klijanja i ncposrcdnog rasta nakon njcga mobilizacija pri¢uve uskladistenih lipida presadnice u nastajanju jc
inicirano lipolizom u uljnim tijelima $to daje glicerol i slobodne masne kiseline od triacilglicerola. U stanici klice za
skladiStenje glicerol i slobodne masne kiseline su pretvorene u saharozu u kompleksnim reakcijama koje ukljucuju
tuceta enzima i najmanje glioksisom i mitohondrijalne organele. Saharoza je premjestena u vakuole ili embrio.

U mobilizacijskom/proizvodnom stupnju nakupljeni pricuvni protein, ugljikohidrat i lipid su uporabljeni kao izvor
pocetne tvari 1 pretvoreni su u trgovacki zanimljive proizvode umjesto normalnih proteina proizvedenih za oblikovanje
biljke. Mobilizacija po¢inje dodavanjem sjemenju okruzujuce tekucine, polukruti ili kruti medij, koji obuhvaca vodu,
koja je opskrbljena s po izboru fizikalnim ili kemijskim sredstvima koja ukljuéuju hranjive tvari, za klijanje inducirajuce
¢imbenike kao i ¢imbenike sposobne povecati i/ili smanjiti regulaciju odredenih stupnjeva u proizvodnji (transkripcija,
ekspresija 1/ili izlu¢ivanje). Ova mobilizacija inicira klijanje i proizvodnja se nastavlja do pojave zelenog liica.

Kontaminacija je poznata kao ozbiljan problem u fermentacijskoj tehnologiji. Znacajan dio (20-25%) fermentacijskih
posuda je kontaminirano kod proizvodnje na industrijskoj skali. Takoder i postupci koji koriste svjezu biljnu tvar kao $to
je proizvodnja krumpirovog Skroba ili mokrog mljevenja kukuruza takoder imaju problem s rastom mikroba tijekom
postupka. Svjeza biljna tvar kao $to je liS¢e poznjeveno s polja je glavni izvor kontaminacije koja moZe uzrokovati
ozbiljan gubitak na kona¢nom proizvodu.

Sadasnji izum opisuje sustav koji koristi suho sjeme kao sirovinu. Postoji samo ograni¢ena ekspresija stranih gena u
polju, dok se ekspresija uglavnom provodi sigurno za okolinu u reguliranim uvjetima u tvornici umjesto u uvjetima na
polju. Suho sjemenjc dvosupnica sc mozc povrsinski sterilizirati lak$c od monosupnica jer onc obiéno imaju ¢vrstu,
glatku ovojnicu sjemena za razliku od zrna monosupnice.

Sterilizacija se moZe provesti tretiranjem s kemikalijama kao $to su hipoklorit, vodikov peroksid ili s ostalim spojevima
za dezinfekciju. Kako sjeme dvosupnica ima glatku povr§inu za razliku od naborane povrine sjemena monosupnica,
sterilizacija sjemena dvosupnica je mnogo djelotvornija. Posljedi¢no, proizvodnja Zeljenog stranog ili prirodnog
genskog proizvoda se moze provesti pod sterilnim uvjetima, $to je velika prednost osobito kada je ciljani genski
proizvod terapijski aktivan protein, ali takoder i zbog toga §to se moZe izbjeéi degradacija konaénog prozvoda
mikrobiologki.

Genski proizvod se moze dobiti bitno bez kontaminacije, bilo kao pripravak izveden iz su$enog biljnog sjemena koji
obuhvaca jedan ili viSe genskih proizvoda nakupljenih tijekom klijanja transgenskog sjemena dvosupnice, pozeljno
obnovljenog kod to¢ke maksimalnog nakupljanja prekidanjem postupka klijanja. Genski proizvod se moZe obnoviti
nizvodnim postupkom smjese proklijalog sjemenja dvosupnica ili u stabilnom obliku za skladiStenje. Pripravak
obuhvaca na primjer proteine, enzime, peptide, hormone, faktore rasta, cjepiva, aminokiseline, vitamine 1/ili antibiotike.

Sadasnji izum koristi takav upravljacki sustav ekspresije gena za vodenje sinteze prema proizvodnji Zeljenog genskog
proizvoda i koristi aminokiseline, ugljikove spojeve i ostale genske proizvode koji se oslobadaju tijekom inicijalizacije
klijanja kao izvora sirovine za na novo sintezu transgenskog proizvoda. Prirodni ili prirodeni genski proizvodi, na
primjer proteinaze, lipaze, amilaze itd. nastale kod proklijalog sjemenja se mogu koristiti kao supstrati za transgenske
enzime ili za oblikovanje Zeljenih biokemikalija.
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U sadasnjem izumu cilj je osigurati trangensku biljku koja pruza najmanje jedan sustav ekspresije koji obuhvaca barem
jednu DNK sekvencu koja dekodira najmanje jedan Zeljeni genski proizvod funkcionalno kombiniran sa sekvencama
koje reguliraju ekspresiju, koja je inducirana ili moze biti inducirana tijekom klijanja i bitno miruje ili moze biti umirena
kada transgenska biljka dvosupnica raste u uvjetima polja. Promotori koji su aktivni u mraku (neosvjetljeni uvjeti),
ovdje tako zvani tamna komora promotori, ukljué¢ujuéi manje ili vise o svjetlu neovisne Rubisco promotore, su korisni u
sustavu ekspresije sadasnjeg izuma.

Sadasnji izum osigurava moguénosti proizvodnje razli¢itih Zeljenih genskih proizvoda, ali takoder i ostalih negenskih
biokemikalija. Transgen eksresiran tijekom klijanja proizvodi prvi genski proizvod, RNK, iz kojega se mogu dobiti
ostali RNK proizvodi kao takvi ili nakon transformacije. Obi¢no je stupanj RNK kratkotrajan i dobiveni genski proizvod
je proteinasti proizvod. U nacelu postoje dvije vrste proteinskih proizvoda, enzimski i neenzimski proizvodi, koji su
¢esto strukturalni proteini, cjepiva, hormoni itd. Enzimi su sposobni modificirati endocelularni supstrat koji se moze
dobiti iz biljaka, koji je transformiran u Zeljeni biokemijski spoj. Na drugi nacin, ekstracelularni supstrat je dodan i
moze biti transformiran da bi se dobio drugi biokemijski spoj. Neposredno nakon toga, protein, ovisno da li je enzimski
ili neenzimski aktivan protein, se moze dovesti u dodir s reagensom u kojem slu¢aju se dobivaju derivati proteina.

U sada$njem izumu su heterologni strani geni ili DNK sekvence dizajnirane za optimalnu ekspresiju proklijalih supki
biljke dvosupnice. Osobine sekvence izmedu biljnih gena i1 heterolognih gena su provjerene s ciljem ekspresije stranih
transgenskih gena od heterolognih izvora. Kod biljaka je korisno uporediti strukturu tih gena s poznatim biljnim genima.
Pionirski posao na tom polju je nacinjen s Bacillus thuringiensis endotoksi¢nim genima (cry). Mora se naciniti nekoliko
modifikacija u originalnoj skvenci gena s ciljem poveéanja ckspresije AT bogatih cry gena kod biljaka.

Pozeljni transkripcijski pocetak sekvence kod biljaka je AACA ATG G (veoma konzervativni polozaji nukleotida su
pokazani podebljano). Od zaustavljaju¢ih kodova TGA, TAG i TAA, prvi ima laganu prednost i TAA se rijetko koristi
kod monosupnica. Kodovi u sekvenci gena se mogu pretvoriti u odgovarajuce kod biljaka prema tablici uporabe kodova.
Pretvorena DNK sekvenca bi trebala biti ispitana na nazo¢nost putativnih sredista koji smanjuju ekspresiju kod biljaka.
Putativne sekvence poliadenilacijskog znaka kod biljaka su uobiajeno AATAAA, AATAAT, i njihove inacice:
AACCAA, ATATAA, AATCAA, ATACTA, ATAAAA, ATGAAA, AAGCAT, ATTAAT, ATACAT i AAATA
(najkonzervativniji A nukleotidi su oznadeni podebljano). Putativne spojnice iskljuéene iz sekvence gena su bile
CAN,,AGTNNA. Dodatno, DNK sekvenca bi trebala biti lifena ATTTA sekvence, koja je putativni mRNK
degradacijski element.

Transkripcijske terminatorske sekvence se mogu dobiti od razli¢itih gena ekspresiranih u sjemenu ili ostalim genima
biljke, na primjer od Rubisco gena. Terminatori od razli¢itih bakterija, na primjer od Agrobacterium se mogu koristiti
kao 1 nos geni ili ocs geni. Nos geni dekodiraju nopalin sintazu (Depicker, A. 1 ostali, (1982) J. Mol. Appl. Genet.
1:561-573 ; Shaw, C.H. i ostali, (1984) Nucl. Acids Res. 12:7831-7846; i An, G. i ostali, (1986) Mol. Gen. Genet.
203:245-250). Ocs gen dekodira oktopin sintazu (Koncz, C. i ostali (1983) EMBO J. 3:1597-1603. Dhaese P. i ostali,
(1983) EMBO J. 2:419-426).

RNK polimeraza II transkribira protein kodirane gene kod biljaka na bitno isti nacin kao u ostalim eukariotskim
organizmima. Na opécenitoj razini vrlo sliéni rcgulacijski mchanizmi sc mogu naéi u transkripciji inicirajucih regija
(promotor) kod eukariotskih stanica. TATA pretinac je smjesten 25-40 nukleotida uzvodno od transkripcijskog
iniciraju¢eg mjesta i translacijskog iniciraju¢eg kodona, ATG je smjesten 40-80 nukleotida nizvodno od transkripcijskog
iniciraju¢eg sredi$ta. U zreloj mRNK neki otvoreni Citajuci okvir slijedi ATG kodon i okon¢ava s jednim od tri
zaustavljajuéa kodona, UGA, UAG ili UAA.

Promotori iz razliCitih izvora se mogu koristiti za transgensku ekspresiju kod biljaka. Mnogi od njih su iz
Agrobacterium ssp. 1 iz biljnih virusa kao konstitutivno ekspresiranog 4grobacterium nos promotora i promotora 35S
mozai¢kog virusa cvjetate. Promotori specifiéni na tkivo su korisni za primjene gdje je ekspresija kod specifi¢nog tkiva
potrebna. Promotori specifiéni za tkivo su obi¢no takoder razvojno nadzirani tako da su aktivni samo kod odredenog
razvojnog stupnja tkiva. U sadasnjem izumu je pozeljno da je promotor specifi¢an na proklijalo sjeme.

Rubisco (ribuloza-1,5-bisfosfat karboksilaza/oksigenaza) predstavlja do 50% ukupnog proteina kod proklijale supke. On
je najrasireniji biljni protein koji katalizira reakcije, gdje se CO, molekula kondenzira s ribuloza-1,5-bisfosfatom da bi
nastale dvije molekule 3-fosfoglicerata. Rubisco je smjeSten na povrsini strome tilakoidnih membrana. Enzim se sastoji
iz osam velikih podjedinica, dekodiranih genomom Kkloroplasta, i osam malih podjedinica. Mala podjedinica je
dekodirana s obitelji nuklearnog multigena (rbcS geni). Mala podjedinica je sintetizirana na citoplazmatskom polisomu
kao prekursor proteina. PrmjeStena je u plastide i procesirana prije sklapanja holoenzima. Ekspresija rbcS gena je
speciti¢na na tkivo 1 i razvojni stupanj i nadzirana je sa svjetlom sa sustavom fitokroma.

U sadasnjem izumu najpozeljniji genski proizvod ili sustav proizvodnje proteina koristi promotor Rubisco gena male
podjedinice. Promotori Rubisco gena male podjedinice se mogu izolirati iz supki Brassica campestris raslih u mraku
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(tamna komora) ili neosvjetljenim uvjetima. Ova vrsta promotora moze proizvesti strane proteine kod vrlo visoke
razine. Na$§ rad je pokazao da oko 50% svih de novo sintetiziranih proteina u mraku proklijalih supki B. campestris su
male i velike podjedinice Rubisco. mRNK razina prirodenog RbcS genskog transkripta je oko 500 pg po ug ukupne
RNK kod proklijalog sjemena. Maksimalna ekspresija je dostignuta oko 60 sati nakon pocetka natapanja. Sli¢ni rezultati
su pokazani s mRNK razinama prirodnog RbcS genskog transkripta iz Brassica napus (Fiebig, C. 1 ostali, Bot. Acta 103
(3):258-265, 1990). Proklijalo sjeme moze biti osvjetljeno s vidljivim svjetlom kroz krace ili duZze vrijeme radi
povecanja ekspresije. Mono-, di- ili oligosaharidi, poZeljno saharoza ili glukoza se mogu dodati da obuzdaju prirodnu
rbeS promotorsku aktivnost. Ukoliko se dio koji reagira na saharozu ukloni iz transgenskog promotora on neée biti
obuzdan sa saharozom. Kada se proizvede manje Rubisco enzima ostaje vise slobodnih aminokiselina za transgensku
ekspresiju. Takoder se mogu koristiti antisensne tehnologije za regulaciju na dolje ekspresije endogenog rbeS gena:
ekspresiranjem antisensa rbcS gena u proklijalo sjeme.

Posto je Rubisco najvazniji biljni protein, on je koristen kao poZeljni promotor u sada$njem izumu, ali sustav ekspresije
sada$njeg izuma nije ni na koji na¢in ograni¢en na koritenje recenog promotora. Transgenska supka koja ima prednost
za proizvodnju proteina obuhvaca sustav promotora za proizvodnju proteina i uklju¢uje pozeljno svjetlosno inducibilni
Rubisco promotor visoko aktivan u supkama. Moguce je proizvesti ostale visoko ekspresiraju¢e Rubisco promotore
pretraZzivanjem Rubisco cDNKe ekspresirane u supkama osobito u neosvjetljenim uvjetima. cDNKe mogu se proizvoditi
s RT-PCR uporabom oligo-T-pocetnika i sekvenci od 5'-kraja kodirane sekvence visoko saéuvanog Rubisco. U supkama
visoko ekspresirajuéa ¢cDNKe mogu biti sekvencionirane i promjenljivo 3' netranslatirano podru¢je (UTR) se moZe
koristiti kao proba za detekciju razina ekspresije kod biljnih organa. Kori$tenje baze podataka ¢cDNK sekvence i
promotora koji ckspresiraju bitno samo u supkama mogu biti izolirani uporabom nckoliko nacina. Na sli¢an nacin jc
moguce koristiti ¢cDNK informacije radi osiguranja ostalih bitno na sjeme specifi¢nih i klijanjem aktiviranih i/ili
inducibilnih promotora, ovdje nazvanih promotora tamne komore.

Mnoge proteinaze i lipaze su ekspresirane specificno u supki proklijalog sjemenja. Jedna od najbolje karakteriziranih je
Vigna mungo sulfhidril-endopeptidaza (SH-EP), koja je sintetizirana de novo u supkama odmah nakon namakanja.
Opcenito, koli¢ina SH-EP mRNK se povecava do treceg ili Cetvrtog dana. Podru¢je SH-EP promotora (broj banke gena:
EMBL X51900) je fuziran s GUS genom da olak$a mjerenje razine ekspresije tijekom klijanja sjemena dvosupnice.

Dodatno promotorima koji su regulirani u tkivu na specifi¢an na¢in, mogu se koristiti inducibilni promotori, koji se
mogu aktivirati razli¢itim stimulansima. Razred gena poznatih kao geni toplotnog udara ili stresni geni se pojavljuju u
svim organizmima od bakterije do Covjeka. Transkripcija ovih gena je inicirana slijede¢i tretman stresa (na primjer
toplotni udar) i translacija transkripata proizvodi proteine koji vjerojatno zatiCuju stanicu privremeno. Proizvodnja
mRNKe toplotnog udara i proteina je samo privremena pojava i ekspresija gena toplotnog udara se nakon nekoliko sati
stabilizira 1 zatim opada. Ukoliko se temperatura povecava polako, a ne najednom, organizam moze podnijeti
temperature koje bi inace bile smrtonosne, to jest organizam se moze prilagoditi visim temperaturama. Proklijalo sjeme
se moze grijati radi povecanja aktivnosti promotora toplinskog udara. Za razinu mRNK sojinog toplotnog udara (HS) je
pokazano da se povecava od jedva odredive razine pa sve do 15 000-20 000 kopija nakon dva sata tretiranja kod 40°C.
Podrucje promotora HS je opisano u US 5,447,858 se takoder moze koristiti u sustavu ekspresije sada$njeg izuma kao
inducibilni promotor. Promotor HS kloniran s PCR je fuziran s GUS genom radi mjerenja razine ekspresije tijekom
klijanja sjcmena.

Nekoliko vrsti hidrolitickih enzima je sintetizirano de novo 1 djelovalo je kod proklijalog sjemenja gdje su uskladistene
pricuve mobilizirane. Pretvorba uskladistenih pri¢uva u oblik koji se moze transportirati kao triacilglicerol u saharozu
ukljucuje nekoliko visoko ekspresiranih gena kao izocitrat liazu 1 malat dehidrogenazu. Promotori iz tih gena se mogu
koristiti za transgensku ekspresiju. Salicilat inducibilni promotor iz duhana, Nicotiana tabacum, se moze klonirati
uporabom PCR. Moze se koristiti za ekspresiju heterolognih gena kod proklijalog sjemenja.

Velika prednost glede okolisa sadasnjeg izuma je ta $to strani geni nisu ekspresirani tijekom uzgoja na polju. Gen je
umnozen i sakupljen skupa s uskladistenim pri¢uvama, gdje se klijanjem ograni¢ena ekspresija proizvodnje stranog
gena moze provesti u grani¢nim uvjetima.

U nacelu, bilo koji trgovacki zanimljiv proizvod se moZe proizvesti sa sadaSnjim izumom. Ovi genski proizvodi
ukljuuju enzime, koji su heterologni prema biljki. Drugim rje¢ima, oni nisu prirodeni biljnim vrstama u kojima su
proizvedeni. Takoder su ukljuéeni enzimi, homologni prema biljkama u kojima se proizvode. Re¢eni homologni enzimi
su opcenito preekspresirani koristenjem tehnika rekombinantne DNK. Zanimljivi enzimi ukljuéuju, ali nisu ograniceni
na, hidrolaze, kao $to su proteaze, B-glukanaze, celulaze, hemi-celulaze, fosfataze, lipaze, fosfolipaze, pektinaze,
amilaze, amiloglikozidaze, lizozime, pululanaze i hitinaze, peroksidaze kao 1 liaze kao §to je pektinoliaza i izomeraza,
kao §to je glukoza izomeraza.

Takoder je moguce proizvesti strukturalne proteine s postupkom i sustavom proizvodnje sada$njeg izuma. Neke
zanimljive izvedbe sada$njeg izuma su na primjer kolagen, Zelatina, spidroin, svileni protein, ali takoder i mnoge druge
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vrste proteinastih genskih proizvoda se mogu proizvesti, ukljucujuéi inhibitore enzima, kao $to je inhibitor tripsina,
terapijske peptide kao interferone, insulin, neuropeptide, enkefalin, somatostatin itd. Takoder se mogu proizvesti i ostale
poliaminokiseline, kao §to su polilizin i poliglutamat, isto kao i vlakna, membrane, prevlakaéi, terapeutici ili lijekovi,
antiskalanti ili hrana/prehrana aditivi i cjepiva, kao $to je LTB i faktori rasta, kao $to je GM-CSF. Takoder se mogu
sintetizirati neproteinasti genski proizvodi ukljucujuéi poli-B-hidroksi-butirat.

Kako je de novo sinteza tijekom klijanja brzo prolazeca prolazna situacija, klijanje se mora prekinuti ili okondati prije
nego $to koli¢ina Zeljenog genskog proizvoda poéne opadati. To se moZe posti¢i obnavljanjem Zeljenog genskog
proizvoda prije nego li njegova koncentracija opadne, zaustavljanjem klijanja bilo grijanjem, codin-N, (pecenjem) ili na
drugi nacin, drobljenjem ili izrezivanjem proklijalog sjemenja dvosupnice ukljucujuéi presadnice. Ukoliko se klijanje
prekine grijanjem, Zeljeni genski proizvod se moze odvojiti kao sirovi osueni proizvod, s dobrom moguéno$cu
skladistenja, §to znaci da se enzim moze unijeti isto tako u sirovi stabilni oblik za skladistenje. Sinteza Zeljenog proteina
se takoder moZe zaustaviti na svom vrhuncu drobljenjem ili izrezivanjem proklijalog sjemena. Ukoliko je klijanje
zaustavljeno izrezivanjem ili drobljenjem genski proizvod se moze odvojiti kao sirova smjesa, moze se koristiti kao
takav ili se moZe procesirati nizvodno, to jest oblikovati, uskladistiti, i transportirati i uskladistiti. PoZeljno se on
upotrebljava kao takav u na primjer biotransformacijskim procesima. Prirodno se Zeljeni genski proizvodi mogu izolirati
i pro¢istiti uobi¢ajenim dobro poznatim na¢inima.

Ukoliko se genski proizvod koristi za biotransformaciju, on se smjesta u dodir sa supstratom, to jest odredenim spojem
ili smjesom spojeva, to jest genskih proizvoda, esto je enzimima dopusteno da reagiraju sa spojevima u supstratu. Bilo
da genski proizvod, na primjer cnzim djcluje kao ncki katalizator 1 modificira spoj(cvce) u supstratu, ili na drugi nacin
supstrat ili reagens sadrzi najmanje jednu tvar ili spoj sposoban modificirani genski proizvod, na primjer mogu se
promijeniti njegovi nadini savijanja, moze se provesti glikozilacija ili deglikozilacija ili se moZe osigurati sa
supstituentom radi olakSanja konjugacije genskog proizvoda s ostalim proizvodima.

U sada$njem izumu, nakon klijanja, u uvjetima gdje se zeljeni genski proizvod mozZe proizvesti, supstrat je obogacen s
genskim proizvodom. Pripravak izveden iz sjemena ukljucuje supke, hipokotile, korjen i u hipogealnoj vrsti biljaka
takoder epikotil i ponekad malo prvo lid¢e. Genski proizvod se moze eckstrahirati ili ostaviti u pripravku.

Genski proizvod moze biti protein dekodiran s genom osiguranim sa sustavom ekspresije iz sadasnjeg izuma ili neki
drugi biokemijski spoj proizveden transgenskim enzimom kada su prirodeni genski proizvodi uskladi$teni u sjemenju
mobilizirani klijanjem i uporabljeni kao takvi i dozvoljeno im je djelovanje na ekzogeno dodani supstrat radi osiguranja
Zeljene (bio)transformacije supstrata.

Ukoliko je genski proizvod ekstrahiran iz pripravka, on se moze koristiti bilo kao svjez ili u suhom obliku. SuSenje se
moze provesti u susioniku kod 40 - 80°C ili u liofilizatoru kod -20 - -80°C. Suha tvar se moZe zdrobiti ili smrviti u prah.

Celularni debris se tada moze odijeliti na bilo koji uobicajeni nacin, kao §to je centrifugiranje, talozenje v/ili filtriranje.

Supernatant ili filtrat ¢e normalno obuhvacati 1-40% teZinski Zeljenog genskog proizvoda od ukupnog proteina u
mediju, poZcljno najmanjc oko 30% tczinski. Kada Zcljeni proizvod nije topiv u vodi, on s¢ na primjer moZzc ckstrahirati
s pogodnim otapalom. Na drugi nadin, drugi postupak, koji dozvoljava renaturaciju ili topivost ¥/ili ekstrakciju
proizvoda bez gubitka aktivnosti Zeljenog proizvoda.

Nakon izolacije zanimljivog proteina iz vodenog medija, genski proizvod se moze procistiti na uobiajeni nacin. S
obzirom da ¢e genski proizvod obuhvatiti bitan dio ukupnog proteina nazoénog u smjesi, ¢esto bivajuéi najveci postotak
od bilo kojeg pojedinanog proteina, pro¢id¢avanje je uveliko pojednostavljeno. Nadalje, zagadivaéi u proizvodu nakon
proc¢idcavanja ne izgledaju da bi bili od fiziologke vaznosti za bilo koju od primjena genskih proizvoda, ukljuéujuéi
terapijske primjene.

Ukoliko genski proizvod nije ekstrahiran iz pripravka nego je ostavljen u njemu, on se takoder moze izdvojiti u svjezem
ili sufenom obliku. Susenje se moze provesti kako je gore opisano. SuSena tvar se moze dalje zdrobiti ili pretvoriti u
prah. SvjeZa tvar se moZe usitniti mehanicki razbijanjem ili tretiranjem enzimom. SuSena i svjeZa tvar se moze koristiti
kao izvor genskog proizvoda. Ukoliko je genski proizvod enzim, mogu se dodati odgovaraju¢i supstrati u vodenu
smjesu ili u suSeni pripravak ili koristiti kao svjeza tvar.

U jednoj izvedbi sadas$njeg izuma, proklijalo sjeme dvosupnica, supke i/ili presadnice koji obuhvacaju jedan ili vise
zanimljivih proteina mogu se koristiti kao dodaci u prehrambenim proizvodima. Proklijalo sjeme dvosupnica se moze
mijesati s normalnim netransgenskim sjemenjem radi dobivanja zeljene koncentracije genskog proizvoda od interesa u
prehrambenim proizvodima za zivotinje.
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Smjese ili pripravei izvedeni iz proklijalog sjemena se mogu susiti i uskladistiti. Genski proizvodi se mogu izolirati ili
ostaviti u tvari, kada je na primjer rekombinantni protein koristan u prehrambenoj primjeni. Genski proizvodi se mogu
koristiti za povecanje proteinske vrijednosti zivotinjske prehrane ili to moze biti na primjer hormon rasta ili ¢cjepivo.
Mogu se takoder proizvesti i nestabilne i otrovne tvari na strogo nadziran nadin, $to povezuje djelotvornu proizvodnju
proteina s ekoloskim pogledima i interesima u poljoprivredi.

Izum je dalje opisan u viSe pojedinosti. Primjeri i eksperimentalne pojedinosti su otkrivene radi osiguranja povecanog
razumjevanja i vodenja onih iskusnih u podrucju.

PRIMJER 1
Ekspresija GUS gena u klijanju sjemenja Brassica campestris

Ekspresija GUS je pokazana s histokemijskim testom. Cetiri razli¢ita promotora su kori$tena za regulaciju ekspresije
GUS. Uporabljeni promotori su promotor toplinskog udara soje, Vigna mungo promotor endopeptidaze, pr-promotor
Nicotiana tabacum i CaMV 35S promotor. Sekvence promotora su proizvedene s PCR uporabom ukupne biljne DNK
kao templata.

Promotori su vezani na GUS gen uporabom Ncol enzima. Promotor-GUS konstrukti su klonirani u biljnom
transformacijskom vektoru, pGPTV-hpt (Becker i ostali 1992. Plant Mol. Biol. 20:1195-97) B. campestris je
transformirana prema protokolu opisanom od Kuvshinov, V. i ostali (Plant Cell Reports 18:773-777, 1999).
Transgenske biljke su rasle u stakleniku dok nisu proizvele sjeme. Transgensko sjeme je proklijalo i uporabljeno jc za
histokemijski GUS test.

Rezultati su opisani na Slikama.

Na lijevoj strani na Slici 1A je pokazano proklijalo sjeme transgenske B. campestris koje ekspresira GUS gen. GUS gen
je vezan na promotor toplinskog udara soje. Na desnoj strani je pokazana netransformirana nadzorna presadnica.

Na Slici 1B je pokazano proklijalo sjeme transgenske Brassica campestris koje ekspresira GUS gen. GUS gen je vezan
na promotor endopeptidaze.

Na Slici 1C je pokazano proklijalo sjeme transgenske Brassica campestris koje ekspresira GUS gen. GUS gen je vezan
na inducibilni promotor salicilata.

Na Slici 1D je pokazano proklijalo sjeme transgenske Brassica campestris koje ekspresira GUS gen. GUS gen je vezan
na 35S promotor.

Slika 2 pokazuje bezbojnu puferiranu otopinu koja sadrzava supstrat 3-glukuronid (100 pg/mL) koji je djelovanjem
GUS enzima proizvedenog proklijalim transgenskim sjemenom enzimatski pretvoren u plavo obojenu
glukopiranoziduronsku kiselinu i aglikon.

Slika 3 pokazuje razli¢ite stupnjeve klijanja sjemena Brassica campestris, naznaceni kao dani nakon pocetka klijanja.
Povrsinski sterilizirano sjemenje je klijalo pod in vitro uvjetima, osvjetljeno kroz 16 sati kod temperature od 22°C, i pod
neosvjetljenim (tama) uvjetima kroz 8 sati kod temperature od 18°C.

Slika 4 pokazuje SDS-PAGE gel proklijalog sjemena. Uzorci su skupljani dnevno, poevsi od suhog sjemena. Tvar je
homogenizirana u teku¢em dusiku i resuspendirana u 50 mM Tris, pH 8,0, u nazo¢nosti 850 mM NaCl. Nakon
centrifugiranja, bistri supernatant je pomijeSan s puferom. Uskladi§teni proteini i Rubisco podjedinice su oznaceni u
Coomassie obojenom gelu. Nakon tri dana klijanja, koli¢ina Rubisco proteina proizvedenog po danu je znadajna.

Slika 5 pokazuje northern blot proklijalog sjemena uporabom RNK testova. Uzorci su sakupljani dnevno, pocevsi od
suhog sjemena. Antisens test sekvenca je sadrzavala 197 bp od eksona 3 i 153 bp od 3'-UTR podrudja rubisco male
podjedinice cDNK (netiskano). Proba je generirana od pBluescript plazmida s T7-promotorom koristenjem DIG-UTP u
reakceiji. Svaki red je napunjen s 3 pg ukupne RNK. RNK je ekstrahirana koristenjem Qiagen RNeasy Plant Mini Kita.
Hibridizacija je nacinjena s DIG Easy Hyb puferom bitno prema protokolu proizvodaca.

PRIMJER 2
Priprava novih rbeS-promotora za sustav ekspresije

a. Izolacija novog rbcS-promotora
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Rbc ¢cDNK-klonovi su sekvencionirani od Cetiri dana starih transgenskih supki Brassica campestris. Klonovi su
podijeljeni u dvije skupine sa sli¢nim osobinama temeljeno na sekvenci 3'UTR podrugja.

SDS-page analiza Brassica campestris presadnica. Sjemenje Brassica campestris je klijalo u serijama od 1 do 7 dana.
Pet parova supki je stavljeno u tekuc¢i dusik i resuspendirano u puferu za liziranje (50 mM Tris HC1 pH 8,5, 2% SDS,
0,1% Bromfenol plavo, 10% glicerola, 2% merkaptoetanola (2-ME). Uzorci su kuhani u vodenoj kupelji kroz 10 minuta
i analizirani u 15%-tnom SDS-PAGE gelu prema Laemmli (1970). Ekspresija Rbc gena je utvrdena da zapocinje 4 dana
nakon namakanja.

b. RNK-prodiséavanje iz supki Brassica campestris.
RNK je proc¢i§éena iz 4 dana starih supki uporabom Qiagen RNeasy Kita.
c. c¢DNK-sinteza je provedena od ukupne RNK supki Brassica campestris.

2 ug ukupne RNK i 10 ng notI-d(T)18 pocetnika u 16 uL vode je inkubirano kroz 5 minuta kod temperature od 70°C.
Smjesa je premjestena na led i dodano je Sul od 5 x reakcijskog pufera, 2,5 pL od 5mM dNTP, 20 U inhibitora
ribonuklaeze 1 200 U od M-MLYV reverzne transkriptaze. Reakcijska smjesa je inkubirana kod temperature od 42°C kroz
1 sat.

d. PCR-amplifikacija cDNK klonova ekspresiranih u stanicama supke.

PCR je inicijalno optimaliziran uporabom serije od dvanaest pocCetnika koji su se sastojali od timin nukleotida i
promjenljivog dinukleotidnog sidra kao 3'-pocetnika i 49-mernog oligonukleotida od pocetnog podrucja Brassica napus
rbc gena (Genska banka, pristupni broj g17849) eksona broj III kao 5'-pocetnika. Inicijalna optimizacija je pokazala da
samo GCT,; kao 3'-pocetnik rezultira u PCR-proizvodu. S ciljem kloniranja ovog PCR-proizvoda, 49-merni
oligonukleotid je konstruiiran s Nofl-restrikcijskim mjestom. Pocetnici su izlistani u Tablici 1.

Tablica 1. Poéetnici koriSteni za PCR-izolaciju rubisco cDNK-klonova.

3'pocetnici za inicijalnu pretragu

L STTTTTTTTTTTCA3' (BROJ SEKVENCE: 1:)
:STTTTTTTTTTTCT3' (BROJ SEKVENCE: 2:)
:STTTTTTTTTTTCC3' (BROJ SEKVENCE: 3:)
:STTTTTTTTTTTCG3' (BROJ SEKVENCE:
:STTTTTTTTTTTGA3S' (BROJ SEKVENCE:
:STTTTTTTTTTTGT3' (BROJ SEKVENCE:
:STTTTTTTTTTTGC3' (BROJ SEKVENCE:
:STTTTTTTTTTTGGS' (BROJ SEKVENCE:

9: STTTTTTTTTTTAA3' (BROJ SEKVENCE: 9
10: STTTTTTTTTTTAT3' (BROJ SEKVENCE: 10:)
11 STTTTTTTTTTTACS' (BROJ SEKVENCE: 11%)
12: STTTTTTTTTTTAG3' (BROJ SEKVENCE: 12:)

0 ~1ON W kW
oo ~1 O Wi

)
)
)
)
)
)

5'-pocetnik (BROJ SEKVENCE: 13:)
5'CGCGGATCCCACGGGTTTGTTTACCGTGAGCACGGAAGCACCCCCGGATS'

3'-poéetnik 7a kloniranje rbc cDNK-klona (BROJ SEKVENCE: 14:)
S'AAGGAAAAAAGCGGCCGCAATTTTTTTTTITTTITTTITTTTITTTTITTITGCS!

Za kloniranje rbc cDNK-fragmenta, PCR-amplifikacija je provedena koriStenjem 1 pl reakcijske smjese cDNK-sinteze
kao predloska, 100 nM 5'-pocetnika, 100 nM 3'-pocetnika, 100 uM dNTP i 1,25 U od Pfu DNK-polimeraze/25 pL od
reakcijske zapremnine. Dobiveni PCR-fragment je kloniran u Nofl i BamHI-mjesta pUK21-vektora. Sedam
pojedinaénih klonova je sekvencionirano. Prema sekvenci, klonovi su podijeljeni u dvije skupine koje sadrzavaju 3
sli¢na odnosno 4 sli¢na predstavnika. Jedan predstavnik od obje skupine je odabran za daljnja proucavanja. Sekvence su
imenovane utr2 (BROJ SEKVENCE: 15:) i utr§ (BROJ SEKVENCE: 16:)

utr2-sekvenca (BROJ SEKVENCE: 15:)

TTCGCGTTGT AAGACATTTC ATAAATAATA TCTACCTCAT
TTCATTTCCA TTTGTCTGTTT TCTTTGGCTTT TTGTTTCTGA
GGCATGTTAT ATCGGATTGT CAAGTGTCTG ATTTATGAAC
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AACATGTAAT CTCTATATGC ATATTTCT

utr8 (BROJ SEKVENCE: 16:)

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

e. Kloniranje Brassica campestris rubisco promotora male podjedinice Tip I (65A)

2,8 kb fragment koji nosi promotor i gen koji odgovara UTR 65A (BROJ SEKVENCE: 24:) je amplificiran kori$tenjem
barbl (BROJ SEKVENCE: 17:) (5-GAATTCTAACGACCCTTTTCCG-3") koji je komplementaran B. napus rubisco
genu male podjedinice kao 5'-pocetnik i UTR2 (BROJ SEKVENCE: 18:) (5'-GGCCACACTTGACAATCCGATATAA
CATGCCTCA-3") koji je specifiCan prema UTR 65A (BROJ SEKVENCE: 24:) kao 3'-pocetnik. Amplifikacija je
nacinjena s Pfx Platinastom DNK polimerazom (Life Technologies) prema preporukama proizvodaca. Regije promotora
su amplificirane koriStenjem dobivenih fragmenata kao predloska. Bnrb3 (BROJ SEKVENCE: 19:) (5'-AAAAAGC
TTCTAGACCCTTTTCCGTCATAAGTTTTATA-3') koji je komplementaran B. napus rubisco genu male podjedinice
je koristen kao 5'-pocetnik i RbSiB (BROJ SEKVENCE: 20:) i RBNCO (BROJ SEKVENCE: 21:) kao 3'-poCetnik u
odijeljenim reakcijama. RbSiB (5-AGGTCTCCCATGCAGCTAACTCTTCCTCCGTTGCT-3") ima 3' kraj i
komplementaran je kraju putativnog ciljajuceg signala peptida kloroplasta B. napus rubisco genu male podjedinice i
5'-kraju koja nosi Eco311 mjcsto kojc nakon rczanja napusta ATG-sadrzavajuéi Neol mjestu kraj kompatibilan za
kloniranje u biljne vektore ekspresije. RBNCO (BROJ SEKVENCE: 21:) (5-GAGGAAGCCATGGCTACTTCTT-3") je
kompatibilan pocetku podruéja kodiranja B. napus rubisco genu male podjedinice osim dvije

nukleotidne promjene koje kreiraju Ncol mjesto oko ATG kodona.

f. Procjena mRNK spremiSta za kodiranje male podjedinice ribuloza-1,5-bisfosfat karboksilaze u li§¢u i
presadnicama Brassica campestris.

Ukupna RNK je izolirana iz zrelog li§¢a i Cetiri dana starih presadnica uporabom RNeasy kita (Qiagen). Glasni¢ka RNK
je dalje procisc¢ena koristenjem Oligo (dT) celulozne kolone prema preporukama proizvodaca (New England Biolabs).
Oligo T pocetnik (BROJ SEKVENCE: 22:) (CUACUACUACUAGCGGCCGCTTTTTTTTTTTTTTTTITT
TTTTTTVT) i Moloney Murine Leukaemia Virus Reverse Transcriptaze (Promega) su koriSteni za sintetiziranje
ukupnog ¢cDNK spremista. Rubisco mala podjedinica cDNK je amplificirana upotrebom dva ciklusa PCR (1 min. 94°C,
1 min. 55°C, 1 min. 72°C). PCR poc¢etnici; oligo T pocetnik i pocetnik koji prepoznaje kraj zadnjeg eksona rubisco male
podjedinice (BROJ SEKVENCE: 23:) (CAUCAUCAUCAUTCGACGATCATCGGATTCGACA). PCR proizvod je
probavljen s wuracil DNK glikozilazom i kloniran u pAMP1 vektor (CloneAMP pAMP System LIFE
TECHNOLOGIES). Ukupno je 102 klona analizirano DNK sekvencioniranjem. 42 klona su bila od proklijalih
presadnica i 60 klonova od zrelog lis¢a. Tri razliCite vrste (Tip I, II 1 II) mRNK su nadene. Sekvence i postotak
raspodjele razli¢itih vrsta sekvenci kod proklijalih presadnica i zrelog lid¢a su prikazani u Tablici 2.

Tablica 2. Sckvence 1 postotak raspodjcle razliditih vrsta mRNK.

SEKVENCA Proklijala presadnica Zreo list
Tip 1 29% 26%
Tip I 15% 30%
Tip 111 56% 44%

Sekvence tri razli¢ite vrste mRNK su kako slijedi.

Tip I (BROJ SEKVENCE: 24:)
TTAATTCGCGTTGTAAGACATTTCATAAATAATATCTACTCATTTCATTTCCAT
TIGTCTGTTTTCTITGGCTTTTTGTTTCTGAGGCATGTTATATCGGATTGTCAAGT
GTCTGATTTATGAACATGTAATCTCTATATTGCATATTTTCTTCTTGGAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAA

Tip I1 (BROJ SEKVENCE: 25:)
TTAATTTGCTATGACATTCACATAATAATCTCTGCTCATTTCATTTCCAATTGT
CTGTTTCTTTTCCCTTTGGTTTTCTGTTTCTCAGACATTCTATATCGGATTGTC
AAATGTGTGATTGTGAACATGTAATCTCTATATTGCTTCTTCGTCTTGGTAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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Tip III (BROJ SEKVENCE: 26:)
TTAATTCGCTTTCATATAATAATATCTTCTCATTTCATTTCCAATAAGTCTGTTT
CTTTTTTTCTCTTTGGATTTCTGTTACGAGACTTTCTATATCGGATTGTAAAAT
GTCTGATTTTATGAACATGTAATTTCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAA

g. Kloniranje najrasprostrajenijeg rubisco gena male podjedinice Brassica campestris

Jedan od rubisco gena male podjedinice B. campestris predstavlja 56% transkripata prema kvantitativnoj
sekvencirajucoj analizi 102 klonirana rubisco UTR-klona male podjedinice. Taj klon je nazvan UTR56 (Tip III, BROJ
SEKVENCE: 26:). S ciljem kloniranja odgovaraju¢eg gena i njegovog uzvodnog podrugja dizajnirana su Cetiri
pocetnika da bi se koristili u dvostepenom PCR. U prvom PCR, podetnik bnrb4 (BROJ SEKVENCE: 27:)
(5-GGCCATGAATTCTAACGACCCTTTTCC GTCATAAAAGT-3") koji je dio rubisco gena male podjedinice B.
napus (pristupni broj x61097) je koristen kao 5'-pocetnik. Pocetnik 5616 (BROJ SEKVENCE: 28:) (5'-CGCGATATA
GAAATTACATGTTCATAAAATCAGACATTTTAC-3') specifican za UTR56 (BROJ SEKVENCE: 26:) je koristen
kao 3'-pocetnik. Sastav prvog PCR je bio: 75 mM Tris, pH 8,0 kod 25°C, 20 mM (NH4)SO,, 0,01% Tween 20, 2 mM
MgCly, 200 pM dNTPa, 0,2 uM pocetnika, 0,025 jedinica/uL Tag DNK polimeraze, 0,0016 jedinica/pL Pfir DNK
polimeraze 1 100 pg/uL DNK B. campestris. Program je bio: 94°C, 4 minute, 30 X [(94°C, 30 s), (38°C, 30 s), (72°C, 3
min.)]. Ocekivani 2,8 kb fragment je proc¢iS¢en od agaroznog gela. Zato Sto nije bilo sigurne informacije o sekvenci,
fragment je reamplificiran koriStenjem bnrb5 (BROJ SEKVENCE: 29:) (5-GAGGTACCCGCGGCCGC
GAATTCTAACGACCC TTTTCCGTCATAAAAG-3") koji ima 3'-kraj komplcmentaran prema bnrb4 (BROJ
SEKVENCE: 27:) i proSirenje 5'-kraja koji nosi Nofl 8-baza isjeceno mjesto i 56r7 (BROJ SEKVENCE: 30:)
(5'-GAGAATTCGGCGCGCCATAGAAATTACATGTTCATAAAATC AGACA-3') koji ima 3'-kraj komplementaran
na 56r6 (BROJ SEKVENCE: 28:) i prosirenje 5'-kraja koje nosi Ascl 8-baza isje¢eno mjesto. PCR smjesa je bila slicna
kao kod prvog PCR sa slijede¢im izmjenama: 25 pg/ul gel-prociS¢enog fragmenta od prvog PCR je koriSteno kao
predlozak 1 provedeno je samo 7 ciklusa.

Dobiveni proizvod je istaloZen, izrezan s Ascl i Nofl restrikcijskim enzimima i gel-pro¢i§éen. Fragment je kloniran u
modificirani pNEB193, pAN (Pmel mjesto je promjenjeno u Nofl mjesto) koje se otvorilo s Ascl i Nofl, tretirano s
alkalnom fosfatazom iz ra¢iéa, i nakon inaktivacije enzima grijanjem gel-pro¢igceno. Cetiri od dobivenih klonova je
sekvencionirano s ciljem potvrdivanja da nose UTR56 sekvencu.

Podrugje promotora je amplifirano uporabom brnb5 (BROJ SEKVENCE: 29:) kao 5'-pocetnika i 3'-pocetnika RbSiB
(BROJ SEKVENCE: 20:) i RBNCO (BROJ SEKVENCE: 21:) (vidi gore). PCR uvijeti su bili sli¢ni onima koji su
koristeni za amplificiranje cijelog gena sa slijede¢im izmjenama: 5 ng/uL plazmida DNK koja nosi klonove
(linearizirano s Ascl) je koristeno kao predlozak, samo 10 ciklusa je provedeno.

PRIMJER 3.
Usporedba razli¢itih konstitutivnih i inducibilnih promotora za prekomjernu ekspresiju transgena (GUS) kod
duhana i Brassica campestris

Proklijale presadnice su smrznute s tekuéim dusikom i smrvljene. Proteini su ekstrahirani s fosfat-EDTA puferom.
Uzorci su centrifugirani i supernatanti su analizirani kori$tenjem kita za odredivanje djelovanja (-glukuronidaze
(Sigma). Koncentracija proteina uzoraka je analizirana s proteinskim reagensom (Biorad) koriStenjem BSA kao
standarda.

Tablica 3. Specifi¢ne aktivnosti GUSa s razli¢itim konstitutivinim i inducibilnim promotorima kod duhana i Brassica
campestris

BILJKA PROMOTOR SPECIFICNA AKTIVNOST
(nmoli ~ MU/min/mg  topivog
proteina)

duhan B. rubisco Tip I 7

B. campestris toplotni udar 44

B. campestris amilaza toplotnog udara 5

B. campestris 358 28

Kada se slijedila aktivnost promotora kod proklijalog sjemena u seriji od sedam dana

detektiran je eksponencijalni porast specificne aktivnosti na primjer kod rubisco promotora. Specifi¢na aktivnost rubisco

promotora je bila 0,25 Cetvrti dan, 0,5 peti dan, 1,6 Sesti dan i 7 sedmog dana.
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Analiza inhibitora razveja kloroplasta za rubisco protein i razine mRNK kod proklijalog sjemena

Analiza proklijalih presadnica B. campestris je pokazala da rubisco mala podjedinica proteina ima najvecu
koncentraciju tri dana nakon iniciranja klijanja i rubisco male podjedinice mRNK jedan dan ranije. Pronasli smo da je
dodavanjem streptomicina 100 mg/L u medij rasta 48 sati nakon inicijacije klijanja moguce regulirati na dolje sintezu
rubisco proteina ali mRNK razina ostaje stalna. S obzirom da je rubisco protein glavni protein kod odredenih vrsta
proklijalih supki, korisno je regulirati prema dolje njegovu sintezu. Sjemenje je proklijalo u aeriranoj vodi opremljenoj
sa streptomicinom. Uzorci su skupljani u razmacima od 12 sati. Razine proteina su analizirane iz SDS-PAGE gela 1
mRNK razine s RNK dot blot analizom.

PATENTNI ZAHTJEVI

L.

11.

12.

13.

14.

Postupak temeljen na nacelu sakupi-pretvori (source-sink principle) za pretvaranje pri¢uva proteina, ugljikohidrata i
lipida kod sjemenja biljaka dvosupnica u pripravak koji obuhvaca jedan ili vige Zeljenih genskih proizvoda,
naznaden time, $to reCeni postupak obuhvaca stupnjeve:

(a) uzgoj transgenske biljke dvosupnice koja ima sustav ekspresije koji se moze inducirati tijekom inicijacije
klijanja koja ¢e osigurati unutrasnji izvor uskladi$tene pocetne tvari, koji se moZze sakupiti kao transgensko
sjeme dvosupnice;

(b) reCeni sustav ekspresije koji obuhvaca regulatorne sekvence koje se mogu inducirati odabrane od regulatornih
sckvencei gena koji dekodiraju proteine koji su de novo sintctizirani tijckom inicijacijc klijanja i nakupljju sc u
supkama i endospermi biljke,

(¢) smjeStanje zdrobljenog ili nezdrobljenog transgenskog sjemena dvosupnica koje obuhvaca jedan ili vise
ekspresijskih sustava integriranih u biljni genom u dodir s okruzuju¢im medijem i inicirajuéi klijanje, koje
mobilizira unutrasnji izvor pocetne tvari;

(d) iskoriStavanje transgenskog sustava ekspresije integriranog u biljnom genomu za de novo sintezu jednog ili
vie Zeljenih genskih proizvoda iz unutrasnjeg izvora pocetne tvari mobilizirane u stupnju (¢);

(e) po izboru zaustavljanje klijanja prije nego de novo sinteza na novo poéne opadati;

(f) izoliranje s ili bez nadina nizvodnog postupka pripravak koji obuhvada jedan ili viSe genskih proizvoda i/ili
proizvoda dobivenih biokemijskim reakcijama stupnja (d).

Postupak prema zahtjevu 1, naznaden time, $to se pripravak koji obuhvaca najmanje jedan genski proizvod smjesta

u dodir sa supstratom koji obuhvaca najmanje jedan spoj koji se moze transformirati biokemijskim reakcijama

kataliziranim s jednim ili vi$e reCenih genskih proizvoda.

Postupak prema zahtjevu 1, naznaden time, $to se pripravak koji obuhvac¢a najmanje jedan genski proizvod smjesta

u dodir sa reagenskom koji obuhvac¢a najmanje jedan spoj koji je sposoban modificirati jedan ili vige genskih

proizvoda.

Postupak prema zahtjevima 1-3, naznacen time, Sto izvor pocetne tvari obuhvaca transgensko sjeme dvosupnice

koje je po izboru sterilizirano i klijanje se provodi pod bitno sterilnim uvjetima osiguravajuéi bitno sterilan

sakupi-pretvori sustav proizvodnje.

Postupak prema zahtjevu 1, naznaden time, $to sustav ekspresije obuhvaca promotor koji je induciran i/ili moze

biti induciran tijckom klijanja.

Postupak prema zahtjevu 3, naznaden time, $to promotor bitno miruje ili moZe biti umiren tijekom uzgoja

transgenske biljke u uvjetima polja.

Postupak prema zahtjevu 1, naznacen time, $to je okruzujuci medij po izboru puferirana vodena otopina.

Postupak prema zahtjevu 1, naznaden time, $to je sakupi-pretvori sustav proizvodnje opremljen s najmanje jednim

fizikalnim ili kemijskim sredstvom za induciranje klijanja.

Postupak prema zahtjevu 1, naznaden time, $to je sakupi-pretvori sustav proizvodnje opremljen s najmanje jednim

vanjskim izvorom hranjive tvari.

. Postupak prema zahtjevu 1, naznaden time, $to je sakupi-pretvori sustav proizvodnje opremljen s najmanje jednim

sredstvom za regulaciju na gore de novo sinteze Zeljenog genskog proizvoda.

Postupak prema zahtjevu 1, naznacen time, $to je sakupi-pretvori sustav proizvodnje opremljen s najmanje jednim
sredstvom za regulaciju na dolje de novo sinteze genskog produkta koji se normalno proizvodi tijekom klijanja.
Postupak prema zahtjevu 1, naznacen time, $to je klijanje po izboru zaustavljeno s najmanje jednim sredstvom
koje obuhvaca grijanje, suSenje, drobljenje, odijeljivanje, ekstrakciju, tlacenje 1 filtriranje 1 nakon toga izoliranje s
ili bez nizvodnog postupka najmanje jednog genskog proizvoda.

Pripravak izveden iz sjemena, naznacen time, $to obuhvaca jedan ili vi§e genskih proizvoda ekspresiranih u supki
ukljué¢ujuéi presadnicu 1/ili ukljuéujuéi jedan ili vise genskih proizvoda izlu¢enih u okruzujuée medije iz supke
ukljucujuéi presadnicu.

Pripravak izveden iz sjemena prema zahtjevu 13, naznaden time, $to obuhvaca supstrat ili reagens koji obuhvaca
najmanje jedan spoj koji se moze transformirati s reenim pripravkom ili koji moze modificirati jedan od genskih
proizvoda u re¢enom pripravku.
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15. Pripravak izveden iz sjemena prema bilo kojem od zahtjeva 13-14, naznaden time, $to je u suSenom obliku ili
obliku nizvodnog postupka.

16. Pripravak izveden iz sjemena prema zahtjevu 15, naznaden time, $to obuhvaca jedan ili vi$e primjenjivih sastojaka
za pripravljanje.

17. Sustav ekspresije koristan u postupku iz zahtjeva 1, naznafen time, $to obuhvacéa jednu ili vi§e regulatorskih
sekvenci koje se mogu dobiti iz gena koji dekodiraju proteine koji su de novo sintetizirani tijekom inicijacije
klijanja i nakupljanja u supkama i endospermu biljke.

18. Nadin odabira regulatorskih sekvenci korisnih za konstruiranje sustava ekspresije iz zahtjeva 17, naznafen time,
§to obuhvaca stupnjeve
(a) izolaciju ukupne RNK iz supki i li§¢a dvosupnica;

(b) pripravljanje ¢cDNK amplifikacijom re¢ene RNK s jednim specifi¢nim biljnim pocetnikom i pocetnikom
specificnim za protein koji je de novo sintetiziran tijekom inicijacije klijanja i nakupljanja u supkama i
endospermi biljke;

(c) sakupljanje i nanasanje klonova s cDNK;

(d) uporedivanje rezultata s klonovima dobivenim iz RNK dobivene iz li$éa; i

(e) ponovno dobivanje klonova koji obuhvacaju ¢cDNK pokazujuéi povecanu aktivnost kod proklijalog sjemenja
dvosupnica.

SAZETAK

Sadasnji izum se odnosi na postupak temeljen na sakupi-pretvori (engl. source-sink) nacelu, za proizvodnju zanimljivih
proizvoda od izlomljenih (zgnjecenih) ili nezgnjecenih proklijalih sjemenki dvosupnica koji obuhvaca sustav ekspresije,
koji je induciran ili moze biti induciran tijekom klijanja. Produkt je pripravak sjemena koji obuhvaca jedan ili vise
genskih produkata. Na drugi nacin je to zanimljiv produkt, dobiven smjestanjem pripravka u dodir sa supstratom, koji
sadrzava tvar koja se moze transformirati sa pripravkom dobivenim iz sjemena kao takvim, su$enim ili u obliku
postupka nizvodno.
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IZLIST SEKVENCI

<110> UniCrop Ltd

<120> Postupak za pretvaranje uskladistenih pri¢uva sjemenja dvosupnica u pripravke koji

obuhvacaju jedan ili viSe genskih proizvoda
<130> 9HOSPCT

<140>
<141>

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

<160> 30
<170> PatentIn Ver. 2.1.

<210> 1

<211>13

<212> DNK

<213> Umjetna sekvenca

<220>
<223> Opis umjetne sekvence: -

<220>
<223> 3' pocetnik

<400> 1
tttttttttt tca

<210>2

<211>13

<212> DNK

<213> Umjetna sekvenca

<220>
<223> Opis umjetne sekvence: -

<220>
<223> 3' pocetnik

<400> 2
ttettettet tct

<210>3

211> 13

<212> DNK

<213> Umjetna sekvenca

<220>
<223> Opis umjetne sckvence: -

<220>
<223> 3' pocetnik

<400>3
teetttettt tce

<210>4
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<211>13
<212> DNK
<213> Umjetna sekvenca

<220>
<223> Opis umjetne sekvence: -

<220>
<223> 3' pocetnik

<400> 4
tettttetet tcg 13

<210>5

<211> 13

<212> DNK

<213> Umjetna sekvenca

<220>
<223> Opis umjetne sekvence: -

<220>
<223> 3' pocetnik

<400> 5
tttetttett tga 13

<210> 6

<211>13

<212> DNK

<213> Umjetna sekvenca

<220>
<223> Opis umjetne sekvence: -

<220>
<223> 3' pocetnik

<400> 6
teeettettt tgt 13

<210>7

<211> 13

<212> DNK

<213> Umjetna sekvenca

<220>
<223> Opis umjetne sekvence: -

<220>
<223> 3' pocetnik

<400> 7
tttttttttt tge 13

<210> 8

<211>13

<212>DNK

<213> Umjetna sekvenca

<220>
<223> Opis umjetne sekvence: -
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<220>
<223> 3' pocetnik

<400> 8
tettttettt tgg 13

<210>9

<211>13

<212> DNK

<213> Umjetna sekvenca

<220>
<223> Opis umjetne sckvence: -

<220>
<223> 3' pocetnik

<400>9
teetttettt taa 13

<210>10

<211> 13

<212> DNK

<213> Umjetna sekvenca

<220>
<223> Opis umjetne sekvence: -

<220>
<223> 3' pocetnik

<400> 10
ttttttettt tat 13

<210> 11

<211>13

<212>DNK

<213> Umjetna sekvenca

<220>
<223> Opis umjetne sekvence: -

<220>
<223> 3' pocetnik

<400> 11
tttttttttt tac 13

<210> 12

<211>13

<212>DNK

<213> Umjetna sekvenca

<220>
<223> Opis umjetne sekvence: -

<220>
<223> 3' pocetnik

<400> 12
ttttttettt tag 13
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<210>13

<211>49

<212> DNK

<213> Umjetna sekvenca

<220>
<223> 5' pocetnik

<220>
<223> Opis umjetne sekvence: -

<400> 13

cgeggatecee acgggtttgt ttaccgtgag cacggaagea ceeceggat
<210> 14

<211>49

<212> DNK

<213> Umjetna sekvenca

<220>
<223> Opis umjctnc sckvence: -

<220>
<223> 3' pocetnik za kloniranje rbc cDNK-klona

<400> 14

<210> 15

<211> 150

<212> DNK

<213> B. campestris

<220>
<223> utr2-sekvenca

<400> 15

ttcgegttgt aagacatttc ataaataata tctacctcat ttcatttcca tttgtetgtt
ttetttgget ttttgtttct gaggeatgtt atatcggatt gtcaagtgte tgatttatga
acaacatgta atctctatat gcatatttct

<210> 16
<211>139

<212> DNK

<213> B. campestris

<220>
<223> utr8-sekvenca

<400> 16

ttcgcetttea tataataata tctteeteat ttcatttcea ataagtetgt ttctttttte
tetttggatt tetgttacga gactttctat atcggattgt aaaatgtctg attttatgaa
catgtaattt cggcaaata

<210>17

<211>22

<212> DNK

<213> Umjetna sekvenca

<220>
<223> barbl
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<220>

<223> opis umjetne sekvence: -
<400> 17

gaattctaac gacccttttc cg

<210> 18

<211>34

<212>DNK

<213> Umjetna sekvenca

<220>
<223>UTR2

<220>
<223> Opis umjetne sekvence: -

<400> 18
ggcecacactt gacaatccga tataacatge ctca

<210> 19

<211> 38

<212> DNK

<213> Umjetna sekvenca

<220>
<223> bnrb3

<220>
<223> opis umjetne sekvence: -

<400> 19
aaaaagcttc tagacccttt tccgtcataa gttttata

<210>20

<211>36

<212> DNK

<213> Umjetna sekvenca

<220>
<223> RbSiB

<220>
<223> opis umjetne sekvence: -

<400> 20
caggtctcee atgecagctaa ctettectee gttget

<210>21

<211>22

<212> DNK

<213> Umjetna sekvenca

<220>
<223> RBNCO

<220>
<223> opis umjetne sekvence: -

<400> 21
gaggaagccea tggetactte tt
<210>22
<211>43
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22

34

38

36

22
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<212>DNK
<213> Umjetna sekvenca

<220>
<223> opis umjetne sekvence: -

<220>
<223> Oligo T pocetnik

<400> 22
cacacacage ggecgcetttt tetttttttt teettttttt tvn

<210>23

<211>30

<212>DNK

<213> Umjetna sekvenca

<220>
<223> opis umjetne sekvence: -

<220>
<223> Kraj zadnjeg eksona rubisco male podjedinice

<400> 23
cacacacatc gacgatcatc ggattcgaca

<210> 24

<211> 180

<212> DNK

<213> Brassica campestris

<220>
<223>Tip 1

<400> 24

ttaattcgcg ttgtaagaca tttcataaat aatatctact catttcattt ccatttgtct
gttttctttg getttttgtt tctgaggeat gttatatcgg attgtcaagt gtctgattta
tgaacatgta atctctatat tgcatatttt cttcttggaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa

<210> 25

<211> 180

<212> DNK

<213> Brassica campestris

<220>
<223> Tip II

<400> 25

ttaatttgct atgacattca cataataatc tctgctcatt tcatttccaa ttgtctgttt
cttttcectt tggttttetg tttctcagac attctatate ggattgtcaa atgtgtgatt
gtgaacatgt aatctctata ttgcttctte gtcttggtaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa

<210> 26
<211> 176

<212>DNK
<213> Brassica campestris

<220>
<223> Tip I1I

<400> 26

28
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ttaattcgct ttcatataat aatatcttct catttcattt ccaataagtc tgtttetttt

60

tttctetttg gatttctgtt acgagacttt ctatatcgga ttgtaaaatg tctgatttta 120
tgaacatgta atttctaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaa 176

<210>27

<211>38

<212>DNK

<213> Umjetna sekvenca

<220>
<223> bnrb4

<220>
<223> opis umjetne sekvence: -

<400> 27
ggccatgaat tctaacgacc ctittccgte ataaaagt

<210>28

<211>42

<212> DNK

<213> Umjetna sekvenca

<220>
<223> opis umjetne sekvence: -

<220>

<223> 5616

<400> 28

cgcgatatag aaattacatg ttcataaaat cagacatttt ac

<210>29

<211>48

<212>DNK

<213> Umjetna sekvenca

<220>
<223> bnrb5

<220>
<223> Opis umjctne sckvence: -

<400> 29
gaggtacccg cggeegegaa ttctaacgac cctttteegt cataaaag

<210> 30

<211> 46

<212>DNK

<213> Umjetna sekvenca

<220>
<223> 5617

<220>
<223> opis umjetne sekvence: -

<400> 30
gagaattcgg cgegecatag aaattacatg ttcataaaat cagaca

38
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