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(54) РЕГУЛЯТОРНИЙ ЕЛЕМЕНТ РОСЛИН ТА ЙОГО ЗАСТОСУВАННЯ  

 

(57) Реферат: 

Винахід стосується молекули ДНК, яка містить послідовність ДНК, що має ген-регуляторну 
активність, і гетерологічну полінуклеотидну молекулу, що транскрибується. Винахід також 
стосується клітини трансгенної рослини, трансгенної рослини або її частини, рослини-потомка 
трансгенної рослини, трансгенного насіння та способу отримання трансгенної рослини.  
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ПОСИЛАННЯ ДО СПОРІДНЕНИХ ЗАЯВОК 
[001] Ця заявка заявляє пріоритет попередньої заявки США № 61/785268, поданої 14 

березня 2013 року, яка включена в цю заявку у повному обсязі шляхом посилання. 
ВКЛЮЧЕННЯ СПИСКУ ПОСЛІДОВНОСТЕЙ 
[002] Список послідовностей містяться у файлі під назвою "MONS332WO.txt", розміром 5 

52,7 Кб (розмір виміряно в Microsoft Windows®),що був створений 11 березня 2014 року, 
подається при цьому в електронній формі і включений у цей документ шляхом посилання. 

ГАЛУЗЬ ТЕХНІКИ 
[003] Цей винахід відноситься до галузі молекулярної біології рослин, генетичної інженерії 

рослин та молекул ДНК, придатних для модуляції експресії генів у рослинах. 10 

РІВЕНЬ ТЕХНІКИ 
[004] Регуляторні елементи являють собою генетичні елементи, які регулюють 

активність генів шляхом модуляції транскрипції функціонально зв’язаної молекули ДНК, яка 
транскрибується. Такі елементи включають промотори, лідери, енхансери, інтрони та 3' 
нетрансльовані області та можуть бути використані в галузі молекулярної біології рослин та 15 

генетичної інженерії рослин. 
СУТЬ ВИНАХОДУ 
[005] У цьому винаході запропоновані нові регуляторні елементи  для використання в 

рослинах та генетичні конструкції, які містять регуляторні елементи. У цьому винаході також 
запропоновані трансгенні клітини рослин, рослини та насіння, які містять регуляторні 20 

елементи. В одному варіанті реалізації винаходу, описаному в цьому документі, регуляторні 
елементи, ,функціонально зв’язані з молекулою ДНК, яка транскрибується. У деяких варіантах 
реалізації винаходу молекула ДНК, яка транскрибується, є гетерологічною відносно 
послідовності регуляторного елемента. У цьому документі також запропоновані способи 
одержання та застосування регуляторних елементів, описаних у цьому документі, 25 

включаючи генетичні конструкції, які містять регуляторні елементи та трансгенні клітини 
рослин, рослини і насіння, які містять регуляторні елементи, функціонально зв’язані з 
молекулою ДНК, яка транскрибується, гетерологічною відносно регуляторного елемента. 

[006] Таким чином, в одному аспекті у винаході запропонована рекомбінантна молекула 
ДНК, яка містить послідовність ДНК, обрану із групи, що складається з: а) послідовності 30 

ДНК із щонайменше близько 85 відсотками ідентичності послідовності до будь-якої з SEQ ID 
№: 1-37; б) послідовності ДНК, яка містить будь-яку з SEQ ID №: 1-37; і в) фрагмента будь-якої 
з SEQ ID №: 1-37, причому цей фрагмент має ген-регуляторну активність; при цьому 
послідовність ДНК функціонально зв’язана з гетерологічною молекулою ДНК, яка 
транскрибується. Під «гетерологічною молекулою ДНК, яка транскрибується» мають на 35 

увазі молекулу ДНК, яка транскрибується, яка є гетерологічною відносно послідовності ДНК 
з якою вона функціонально зв’язана. У конкретних варіантах реалізації винаходу 
рекомбінантна молекула ДНК містить послідовність ДНК, що має щонайменше 90 відсотків, 
щонайменше 91 відсотка, щонайменше 92 відсотків, щонайменше 93 відсотків, щонайменше 94 
відсотків, щонайменше 95 відсотків, щонайменше 96 відсотків, щонайменше 97 відсотків, 40 

щонайменше 98 відсотків або щонайменше 99 відсотків ідентичності послідовності до 
послідовності будь-якої ДНК з SEQ ID №: 1-37. У конкретних варіантах реалізації винаходу 
гетерологічна молекула ДНК, яка транскрибується, містить ген, який представляє 
агрономічний інтерес, наприклад, ген, здатний надавати рослинам стійкість до гербіцидів або 
шкідників. У ще інших варіантах реалізації винаходу у винаході запропонована генетична 45 

конструкція, яка містить рекомбінантну молекулу ДНК, як запропоновано в цьому документі. 
[007] В іншому аспекті в цьому документі пропонуються трансгенні клітини рослин, які 

містять рекомбінантну молекулу ДНК, яка включає послідовність ДНК, обрану із групи, що 
складається з: а) послідовності ДНК із щонайменше близько 85 відсотками ідентичності 
послідовності до будь-якої з SEQ ID №: 1-37; б) послідовності ДНК, яка містить будь-яку з 50 

SEQ ID №: 1-37; і в) фрагмента будь-якої з SEQ ID №: 1-37, причому цей фрагмент має ген-
регуляторну активність; при цьому послідовність ДНК функціонально зв’язана з 
гетерологічною молекулою ДНК, яка транскрибується. У деяких варіантах реалізації винаходу 
трансгенна клітина рослини являє собою клітину однодольної рослини. В інших варіантах 
реалізації винаходу трансгенна клітина рослини являє собою клітину дводольної рослини. 55 

[008] У ще іншому аспекті в цьому документі нижче наведено трансгенну рослину або її 
частину, яка містить рекомбінантну молекулу ДНК, яка містить послідовність ДНК, обрану із 
групи, що складається з: а) послідовності ДНК із щонайменше 85 відсотками ідентичності 
послідовності до будь-якої з SEQ ID № 1-37; б) послідовності ДНК, яка містить будь-яку з 
SEQ ID №: 1-37; і в) фрагмента будь-якої з SEQ ID №: 1-37, причому цей фрагмент має ген-60 
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регуляторну активність; при цьому послідовність ДНК функціонально зв’язана з 
гетерологічною молекулою ДНК, яка транскрибується. Уконкретних варіантах реалізації 
винаходу трансгенна рослина являє собою рослину- нащадок будь-якого покоління відносно 
вихідної трансгенної рослини та  містить молекулу рекомбінантної ДНК. Трансгенна насінина, 
яка містить рекомбінантну молекулу ДНК, яка породжує таку трансгенну рослину при 5 

вирощуванні, також пропонується у цьому винаході. 
[009] В іншому аспекті у винаході запропонований спосіб отримання товарного продукту, 

який включає отримання трансгенної рослини або її частини, що містять, рекомбінантну 
молекулу ДНК відповідно до цього винаходу, і отримання товарного продукту з них. В 
одному аспекті реалізації винаходу товарний продукт являє собою оброблене насіння, 10 

зерна, частини рослин і борошно грубого помелу. 
[0010] У ще одному аспекті винаходу також запропоновано спосіб отримання трансгенної 

рослини, що містить, рекомбінантну молекулу ДНК згідно з цим винаходом, що включає 
трансформацію рослинної клітини рекомбінантною молекулою ДНК згідно цього винаходу, щоб 
отримати трансформовану рослинну клітину та регенерування трансгенної рослини з 15 

трансформованої рослинної клітини. 
КОРОТКИЙ ОПИС ГРАФІЧНИХ МАТЕРІАЛІВ 
[0011] Фіг. 1. Демонструє конфігурацію експресійної касети відповідно до цього винаходу. 
КОРОТКИЙ ОПИС ПОСЛІДОВНОСТЕЙ 
[0012] SEQ ID №: 1-30, 38-41, 49 і 56 являють собою послідовності 3'-нетрансльованої 20 

області (3' НТО). 
[0013] SEQ ID №: 31, 35, 42, 47, 48, 50, 51, 52, 53, 54 і 55 являють собою послідовності 

груп регуляторних експресійних елементів (EXP), які містять промоторну послідовність, 
функціонально зв’язану 5' кінцем з лідерною послідовністю, яка функціонально зв’язана 5' 
кінцем з послідовністю інтрону, або промоторну послідовність, функціонально зв’язану 5' 25 

кінцем з лідерною послідовністю. 
[0014] SEQ ID №: 32, 36 і 43 являють собою промоторні послідовності. [0015] SEQ ID №: 33 і 

37 являють собою лідерні послідовності. 
[0016] SEQ ID №: 34 являє собою послідовність інтрону. 
[0017] SEQ ID №: 44 являє собою послідовність, яка кодує β-глюкуронідазу (GUS), яка 30 

вирізає інтрон, що вирізається. 
[0018] SEQ ID №: 45 і 46 являють собою послідовності, які кодують люциферазу. 
ДЕТАЛЬНИЙ ОПИС ВИНАХОДУ 
[0019] Цей винахід відноситься до молекул ДНК, які мають ген-регуляторну активність у 

рослинах. Нуклеотидні послідовності цих молекул ДНК наводяться в SEQ ID №: 1-37. Ці 35 

молекули ДНК, здатні впливати на експресію функціонально зв’язаної молекули ДНК, яка 
транскрибується, у тканинах рослин і, отже, регулювати експресію функціонально зв’язаного 
трансгена в трансгенних рослинах. Цей винахід також відноситься до способів їх модифікації, 
створення і застосування. Цей винахід також відноситься до композицій, які включають 
трансгенні клітини рослин, рослини, частини рослин і насіння, що містять рекомбінантні 40 

молекули ДНК відповідно до цього винаходу, та до способів їхнього отримання і застосування. 
[0020] Наступні визначення та способи пропонуються з метою кращого окреслення 

винаходу і спрямування до фахівців у цій галузі техніки при застосуванні цього винаходу. Якщо 
не вказано інше, терміни слід розуміти відповідно до загальноприйнятого використання 
фахівцями в цій галузі техніки. 45 

Молекули ДНК 
[0021] Використаний у цьому документі термін «ДНК» або «молекула ДНК» відноситься до 

дволанцюгової молекули ДНК клітинного або синтетичного походження, тобто до полімеру 
дезоксирибонуклеотидних основ. Використаний у цьому документі термін «ДНК послідовність» 
застосовується до нуклеотидної послідовності молекули ДНК. Номенклатура, використана в 50 

цьому документі, відповідає такій за документом 37 «Зведення федеральних нормативних 
актів Сполучених Штатів» § 1.822 і викладена у таблицях WIPO стандарту ST.25 (1998), 
додаток 2, таблиці 1 та 3. 

[0022] Як використовується в цьому документі, «рекомбінантна молекула ДНК» являє 
собою молекулу ДНК, яка містить комбінацію молекул ДНК, які б не об’єдналися природним 55 

шляхом без втручання людини. Наприклад, рекомбінантна молекула ДНК може бути 
молекулою ДНК, яка складається щонайменше з двох гетерологічних по відношенню одна до 
одної молекул ДНК; молекулою ДНК, що містить послідовність ДНК, яка відхиляється від 
існуючих у природі послідовностей ДНК; або молекулою ДНК, яка була вбудована у ДНК 
клітини-хазяїна шляхом генетичної трансформації. 60 
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[0023] Як використовується в цьому документі, термін «ідентичність послідовностей» 
відноситься до ступеня, в якому дві оптимально вирівняні послідовності ДНК є 
ідентичними. Оптимальне вирівнювання послідовностей створюється шляхом вирівнювання 
двох послідовностей ДНК вручну, наприклад, референсної послідовності та іншої 
послідовності ДНК, для створення максимальної кількості відповідностей між нуклеотидами 5 

при вирівнюванні послідовностей із відповідними внутрішніми нуклеотидними вставками, 
делеціями або розривами. Використаний у цьому документі термін «референсна 
послідовність» відноситься до послідовності ДНК, яка наводиться в SEQ ID №: 1-37. 

[0024] Використаний в цьому документі термін «відсоток ідентичності послідовностей» 
або «відсоток ідентичності», або «% ідентичності» являє собою частку ідентичності 10 

помножену на 100. «Частка ідентичності» для послідовності ДНК, оптимально вирівняної із 
початковою послідовністю, являє собою число відповідностей між нуклеотидами при 
оптимальному вирівнюванні поділене на загальне число нуклеотидів у референсній 
послідовності, наприклад, на загальне число нуклеотидів  всієї  повнорозмірної референсної 
послідовності. Таким чином, в одному варіанті реалізації винахід відноситься до молекули ДНК, 15 

яка містить послідовність ДНК, котра при оптимальному вирівнюванні з референсною 
послідовністю, представленою в цьому документі як SEQ ID №: 1-37, має щонайменше 
близько 85 відсотків ідентичності, щонайменше близько 86 відсотків ідентичності, 
щонайменше близько 87 відсотків ідентичності, щонайменше близько 88 відсотків 
ідентичності, щонайменше близько 89 відсотків ідентичності, щонайменше близько 90 20 

відсотків ідентичності, щонайменше близько 91 відсотка ідентичності, щонайменше близько 
92 відсотків ідентичності, щонайменше близько 93 відсотків ідентичності, щонайменше 
близько 94 відсотків ідентичності, щонайменше близько 95 відсотків ідентичності, 
щонайменше близько 96 відсотків ідентичності, щонайменше близько 97 відсотків 
ідентичності, щонайменше близько 98 відсотків ідентичності, щонайменше близько 99 25 

відсотків ідентичності або щонайменше близько 100 відсотків ідентичності з референсною 
послідовністю. 

Регуляторні елементи 
[0025] Регуляторні елементи такі як промотори, лідери, енхансери, інтрони та області 

термінації транскрипції (або 3' НТО) відіграють суттєву роль у загальній експресії генів у живих 30 

клітинах. Термін «регуляторний елемент», який використовується в цьому документі, 
відноситься до молекул ДНК, які мають ген-регуляторну активність. Термін «ген-регуляторна 
активність», який використовується в цьому документі, відноситься до здатності впливати на 
експресію функціонально зв’язаної молекули ДНК, яка транскрибується, наприклад, шляхом 
впливу на транскрипцію та/або трансляцію функціонально зв’язаної молекули ДНК, яка 35 

транскрибується. Регуляторні елементи, такі як промотори, лідери, енхансери та інтрони, 3' 
НТО, які функціонують у рослинах, є, таким чином, корисними для модифікації фенотипів 
рослин за допомогою генетичної інженерії. 

[0026] Використана в цьому документі «група регуляторних елементів  експресії» або «EXP» 
послідовність може відноситися до групи функціонально зв’язаних регуляторних елементів, 40 

таких як енхансери, промотори, лідери та інтрони. Таким чином, група регуляторних 
елементів експресії може складатися, наприклад, із промотору, функціонально зв’язаного 5' 
кінцем з лидерною послідовністю, яка, у свою чергу, функціонально зв’язана 5' кінцем з 
послідовністю інтрону. 

[0027] Регуляторні елементи можуть бути охарактеризовані за своїм характером експресії 45 

генів, наприклад, за позитивним і/або негативним впливами, такими як конститутивна, 
тимчасова, просторова, залежна від стадії розвитку, тканинна, залежна від оточення, 
фізіологічна, патологічна, клітинного циклу і/або хімічно чутлива експресія, і будь-яка з їхніх 
комбінацій, а також за кількісними або якісними показниками. Використаний  в цьому документі 
термін «характер експресії гена» являє собою будь-яку особливість транскрипції 50 

функціонально зв’язаної молекули ДНК в молекулу РНК, яка транскрибується. Молекула РНК, 
яка транскрибується, може бути трансльована для отримання молекули білка або може 
утворити антисмислову або іншу регуляторну молекулу РНК, таку як дволанцюгова РНК 
(дцРНК), транспортна РНК (тРНК), рибосомальна РНК (рРНК), мікроРНК (мікроРНК) тощо. 

[0028] Використаний в цьому документі термін «експресія білка» являє собою будь-яку 55 

особливість трансляції молекули РНК, яка транскрибується, в молекулу білка. Експресія білка 
може бути охарактеризована за своїми часовими, просторовими, належними до стадії розвитку 
або морфологічними якостями, а також за кількісними або якісними показниками. 

[0029] Промотор є корисним в якості регуляторного елемента для модуляції експресії 
функціонально зв’язаної молекули ДНК, яка транскрибується. Як використовується в цьому 60 
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документі термін «промотор» відноситься в загальному розумінні до молекули ДНК, яка бере 
участь у розпізнаванні та зв’язуванні РНК-полімерази II та інших білків, таких як транс-діючі 
фактори транскрипції, для ініціації транскрипції. Промотор може первісно розпізнаний на 5' 
нетрансльованої області (5' НТО) гена. В альтернативному варіанті промотори можуть бути 
отримані синтетичним шляхом або в результаті маніпулювання молекулою ДНК. Промотори 5 

також можуть бути химерними. Химерні промотори  отримують шляхом злиття двох або 
більше гетерологічних молекул ДНК. Промотори, корисні у практичній реалізації винаходу, 
включають SEQ ID № 32 та 36, включаючи їхні фрагменти або варіанти. У конкретних 
варіантах реалізації винаходу заявлені молекули ДНК та будь-які їхні варіанти або похідні, 
описані в цьому документі, далі визначаються як такі, що мають промоторну активність, тобто 10 

здатні діяти як промотор у клітині хазяїна, такого як трансгенна рослина. У ще додаткових 
конкретних варіантах реалізації винаходу фрагмент може бути визначений як такий, що 
виявляє промоторну активність, яку має вихідна молекула промотору, з якої він був 
отриманий, або фрагмент може містити «мінімальний промотор», який забезпечує основний 
рівень транскрипції та включаєTATA-бокс або еквівалентну послідовність ДНК для 15 

розпізнавання і зв’язування комплексу РНК-полімерази II з метою ініціації транскрипції.  
[0030] В одному варіанті реалізації винаходу фрагменти забезпечені промоторною 

послідовністю, описаною в цьому документі. Фрагменти промоторів можуть включати 
промоторну активність, як описано вище, та можуть бути корисними окремо або в комбінації з 
іншими промоторами і фрагментами промоторів, наприклад, при створенні химерних 20 

промоторів або в комбінації з іншими EXP і фрагментами EXP. У конкретних варіантах 
реалізації винаходу пропонуються фрагменти промотору, що містять щонайменше близько 50, 
щонайменше близько 75, щонайменше близько 95, щонайменше близько 100, щонайменше 
близько 125, щонайменше близько 150, щонайменше близько 175, щонайменше близько 200, 
щонайменше близько 225, щонайменше  близько 250, щонайменше близько 275, щонайменше 25 

близько 300, щонайменше близько 500, щонайменше близько 600, щонайменше близько 700, 
щонайменше близько 750, щонайменше близько 800, щонайменше близько 900, або 
щонайменше близько 1000 послідовних нуклеотидів або більше, молекули ДНК, яка має 
промоторну активність, як описано в цьому документі. Способи отримання таких фрагментів 
із вихідної молекули промотору добре відомі у цій галузі техніки. 30 

[0031] Композиції, отримані з будь-яких промоторів, представлених у SEQ ID №: 32 та 
36, такі як внутрішні або 5' делеції, наприклад, можуть бути отримані з використанням 
добре відомих у цій галузі техніки способів поліпшення або зміни експресії, включаючи 
видалення елементів, які мають позитивні чи негативні впливи на експресію; подвоєння 
елементів, які мають позитивні чи негативні впливи на експресію; та/або подвоєння або 35 

видалення елементів, які мають тканино- або клітино-специфічні впливи на експресію. 
Композиції, отримані з будь-яких промоторів, представлених у SEQ ID №: 32 та 36, які 

містять 3' делеції, в яких елемент ТАТА-боксу або його еквівалентна послідовність ДНК та 
послідовність, яка знаходиться нижче, видалені, можуть бути використані, наприклад, для 
створення енхансерних елементів. Додаткові делеції можуть бути внесені для видалення 40 

будь-яких елементів, які мають позитивні чи негативні, тканино-специфічні, клітино-
специфічні або часо-специфічні (такі як, проте не обмежуючись цими, добові ритми) 
впливи на експресію. Будь-який із промоторів, представлений у SEQ ID №: 32 та 36, і 
фрагменти або енхансери, отримані з них, можуть бути використані для отримання 
композицій химерних регуляторних елементів. 45 

[0032] Відповідно до цього винаходу, промотор або фрагмент промотору можуть бути 
проаналізовані на наявність відомих промоторних елементів, тобто характеристик 
послідовності ДНК, таких як ТАТА-бокс та інших відомих мотивів сайтів зв’язування 
транскрипційних факторів. Ідентифікація таких відомих промоторних елементів  може бути 
використана фахівцем у цій галузі техніки для розробки варіантів промотору, які мають 50 

схожий характер експресії, як і вихідний промотор. 
[0033] Використаний у цьому документі термін «лідер» відноситься до молекули ДНК, що 

розпізнається з 5' нетрансльованої області (5' НТО) гена і визначається в загальному 
розумінні як сегмент ДНК між сайтом ініціації транскрипції (СІТ) і початковим сайтом 
послідовності, яка кодує білок. В альтернативному варіанті лідери можуть бути отримані 55 

синтетичним шляхом або в результаті маніпулювання елементам ДНК. Лідер може бути 
використаний як 5' регуляторний елемент для модуляції експресії функціонально зв’язаної 
молекули ДНК, яка транскрибується. Молекули лідерів можуть бути використані з 
гетерологічним промотором або з їхнім нативним промотором. Лідери, корисні у практичній 
реалізації винаходу, включають SEQ ID №: 33 та 37, або їхні фрагменти, або варіанти. У 60 
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конкретних варіантах реалізації винаходу такі послідовності ДНК можуть бути визначені як 
здатні діяти як лідер в клітині-хазяїні, включаючи, наприклад, трансгенну клітину рослини. 
В одному варіанті реалізації винаходу такі послідовності ДНК можуть бути розшифровані як 
такі, що включають лідерну активність. 

[0034] Лідерні послідовності, представлені в SEQ ID №: 33 та 37, можуть складатися з 5 

регуляторних елементів або можуть приймати вторинні структури, які впливають на 
транскрипцію або трансляцію функціонально зв’язаної молекули ДНК, що транскрибується. 
Лідерні послідовності, представлені в SEQ ID №: №: 33 та 37, можуть бути використані, 
відповідно до винаходу, для створення химерних регуляторних елементів які впливають на 
транскрипцію або трансляцію функціонально зв’язаної молекули ДНК. 10 

[0035] Використаний у цьому документі термін «інтрон» відноситься до молекули ДНК, яка 
може бути виділена або ідентифікована з геномної копії гена і може бути визначена в 
загальному розумінні як область, яка вирізається під час процесингу інформаційної РНК 
(мРНК) до трансляції. В альтернативному варіанті інтрон може бути отриманий синтетичним 
шляхом або в результаті маніпулювання елементом ДНК. Інтрон може містити енхансерні 15 

елементи, які впливають на транскрипцію функціонально зв’язаних генів. Інтрон може бути 
використаний як регуляторний елемент для модуляції експресії функціонально зв’язаної 
молекули ДНК, яка транскрибується. Генетична конструкція може містити інтрон, та інтрон 
може бути чи не бути гетерологічним відносно молекули ДНК, яка транскрибується. 
Приклади інтронів у цій галузі техніки включають інтрон актину рису та інтрон HSP70 кукурудзи. 20 

[0036] У порівнянні з генетичними конструкціями без інтрону, включення деяких інтронів у 
генетичні конструкції призводить до збільшення накопичення мРНК і білка в рослинах. Цей 
ефект був названий як «інтрон-опосередковане підсилення» (IME) експресії генів. Інтрони, 
які стимулюють експресію в рослинах, були ідентифіковані в генах кукурудзи (наприклад, 
tubA1, Adh1, Sh1 та Ubi1), в генах рису (наприклад, tpi) та в генах дводольних рослин, таких як 25 

петунія (наприклад, rbcS), картопля (наприклад, st-ls1) і Arabidopsis thaliana (наприклад, ubq3 і 
pat1). Було показано, що делеції або мутації у межах сайтів сплайсингу інтрону знижують 
експресію генів, вказуючи на те, що сплайсинг може бути необхідний для IME. Однак IME 
було показано для дводольних рослин, за допомогою точкових мутацій в межах сайтів 
сплайсингу pat1 гена з A. thaliana. Було показано, що багаторазове використання одного і 30 

того самого інтрону в одній рослині, за деяких обставин, виявляє недоліки. У таких випадках 
необхідно мати колекцію основних елементів контролю для створення відповідних 
рекомбінантних елементів ДНК. 

[0037] Інтрони, корисні в застосуванні винаходу на практиці включають SEQ ID №: 34. 
Композиції, отримані з інтрона представленого як послідовність SEQ ID №: 34 можуть 35 

складатися з внутрішньоклональних делецій або дуплікацій цис-регуляторних елементів; 
та/або змін 5'и 3'-послідовності ДНК, що містить інтрон/екзон кодон сплайсингу, можуть бути 
використані для поліпшення експресії або специфічності експресії, при функціональному звязку 
з промотором + лідером або химерним промотором + лідером і послідовністю, що кодує. 
Модифікація інтрон/екзон граничної послідовності може бути вигідна, щоб уникнути 40 

використання нуклеотидної послідовності AT або нуклеотиду А безпосередньо перед 5'-
кінцем сайту сплайсингу (GT) і нуклеотиду G або нуклеотидної послідовності TG, відповідно, 
відразу за 3' кінцем сайту сплайсингу (AG), щоб усунути потенційні небажані стартові кодони, 
які формуються у ході процесингу РНК в кінцевий транскрипт. Послідовність ДНК навколо 5 '3' 
кінця сайту кодону сплайсингу інтрона може бути модифікована таким чином. Інтрони і 45 

варіанти інтрона змінені, згідно з цим винаходу, і за допомогою методів, відомих в цій 
області техніки можуть бути перевірені емпірично, як описано в робочих прикладах, щоб 
визначити вплив інтрона на експресію функціонально пов'язаної молекули ДНК. Зміни 5' 3' 
ділянок, що містять інтрон/екзон кодон сплайсингу також може бути проведено, щоб 
зменшити ймовірність отримання помилкових старт - і стоп-кодонов у кінцевих транскриптах 50 

після процесингу і сплайсингу РНК. Інтрони можуть бути перевірені емпірично, як описано в 
робочих прикладах, щоб визначити вплив інтрона на експресію трансгена. 

[0038] Використані в цьому документі терміни «3' молекула термінації транскрипції», «3' 
нетрансльована область» або «3' НТО» відноситься до молекули ДНК, яка використовується 
під час транскрипції із нетрансльованої області 3' частини молекули мРНК. 3' 55 

нетрансльована область молекули мРНК може бути отримана шляхом специфічного 
розщеплення і 3' поліаденилюванням, також відомим як полі(A)-хвіст. 3' НТО може бути 
функціонально зв’язана з молекулою ДНК, яка транскрибується, і розташовуватися нижче від 
неї, і може включати сигнал поліаденилювання та інші регуляторні сигнали, здатні впливати 
на транскрипцію, процесинг мРНК або експресію генів. Вважають, що полі(A)-хвости 60 
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виконують функції стабілізації мРНК та ініціації трансляції. Приклади 3' молекул термінації 
транскрипції у цій галузі техніки являють собою 3' область нопалінсинтази, 3' область 
hsp17 пшениці, 3' область малої субодиниці RuBisCO гороху, 3' область E6 бавовни і 3' НТО 
бусенника.. 

[0039] 3' НТО, як правило, знаходять корисне застосування для рекомбінантної експресії 5 

специфічних молекул ДНК. Слабка 3' НТО може генерувати наскрізне зчитування, що може 
вплинути на експресію молекули ДНК, розташованої у сусідніх експресійних касетах. 
Відповідний контроль для термінації транскрипції може запобігти наскрізному зчитуванню в 
послідовностях ДНК (наприклад, інших експресійних касет), локалізованих нижче, і може 
додатково забезпечити ефективне повторне використання РНК-полімерази, для поліпшення 10 

експресії генів. Ефективна термінація транскрипції (звільнення РНК- полімерази II із ДНК) є 
передумовою для наступної ініціації транскрипції і, таким чином, безпосередньо впливає на 
загальний рівень транскрипту. Після термінації транскрипції зріла мРНК звільняється з місця 
синтезу, і матриця транспортується в цитоплазму. Еукаріотичні мРНК накопичуються в 
формах полі(А) in vivo, що ускладнює виявлення сайтів термінації транскрипції 15 

загальноприйнятими способами. Однак передбачення функціональних та ефективних 3' 
НТО за допомогою біоінформатичних способів може бути ускладнене, оскільки існує мало 
консервативних послідовностей ДНК, які дозволяють легко передбачати ефективну 3' НТО. 

[0040] Із практичної точки зору, як правило, корисно, щоб 3' НТО, використана в 
експресійній касеті, мала наступні характеристики. 3' НТО повинна бути здатною 20 

раціонально та ефективно завершувати транскрипцію трансгена та запобігати наскрізному 
зчитуванню транскрипту в будь-якій із сусідніх послідовностей ДНК, яка може міститися в 
іншій експресійній касеті, як і у випадку декількох експресійних касет, які належать одній 
трансферній ДНК (Т-ДНК), або сусідній хромосомній ДНК, в яку Т-ДНК була вбудована. У 
біотехнології рослин 3' НТО часто використовується для затравки реакцій ампліфікації РНК, 25 

яка зворотно транскрибується, виділеної із трансформованих рослин, та використовується для: 
1) оцінки транскрипційної активності або експресії експресійної касети, інтегрованої у 
хромосому рослини; 2) оцінки кількості копій вставок у ДНК рослини; та 3) оцінки зиготности 
отриманої насінини після розмноження. 3' НТО також використовується в реакціях 
ампліфікації ДНК, екстрагованої із трансформованих рослин, для визначення інтактності 30 

вбудованої касети. 
[0041] Використаний у цьому документі термін «енхансер» або «енхансерний елемент» 

відноситься до цис-діючого регуляторного елемента, названого цис-елементом, який надає 
аспект загального характеру експресії, але, як правило, недостатній сам по собі для 
контролювання транскрипції функціонально зв’язаної молекули ДНК, що транскрибується. На 35 

відміну від промоторів, енхансерні елементи зазвичай не включають сайт ініціації транскрипції 
(СІТ) або ТАТА-бокс, або еквіваленту послідовність ДНК. Промотор або фрагмент промотору 
за природою може містити один або більше енхансерних елементів, які впливають на 
транскрипцію функціонально зв’язаної молекули ДНК, що транскрибується. Енхансерний 
елемент також може бути об’єднаний із промотором для отримання химерного промоторного 40 

цис-елемента, що додає аспект загальної модуляції експресії генів. 
[0042] Вважають, що численні енхансерні елементи промотору зв’язують ДНК- зв’язуючі 

білки та/або впливають на топологію ДНК, створюючи локальні конформації, які вибірково 
дозволяють або обмежують доступ РНК-полімерази до ДНК-матриці або які полегшують 
вибіркове відкривання подвійної спіралі на ділянці ініціації транскрипції. Енхансерний 45 

елемент також може виконувати функцію зв’язування транскрипційних факторів, які 
регулюють транскрипцію. Деякі енхансерні елементи зв’язують більш ніж один фактор 
транскрипції, і транскрипційні фактори можуть взаємодіяти із різною афінністю із більш ніж 
одним доменом енхансеру. Енхансерні елементи можуть бути ідентифіковані за допомогою 
ряду методів, включаючи аналіз делецій, тобто видалення одного або більше нуклеотидів із 50 

5' кінця або всередині промотору; аналіз ДНК- зв’язуючого білка, з використанням 
футпринтінгу ДНКази I, інтерференцію метилювання, аналізи зсуву електрофоретичної 
мобільності, in vivo геномний футпринтінг шляхом лігування-опосередкованої полімеразної 
ланцюгової реакції (ПЛР) та інших загальноприйнятих аналізів; або шляхом аналізу подібності 
послідовностей ДНК, використовуючи відомі мотиви цис-елементів або енхансерних 55 

елементів, як цільову послідовність або цільовий мотив, із загальноприйнятими способами 
порівняння послідовностей ДНК, таких як BLAST. Тонка структура домену енхансеру може 
бути додатково досліджена шляхом мутагенезу (або заміщення) одного або більше 
нуклеотидів або іншими загальноприйнятими способами, відомими у цій галузі техніки. 
Енхансерні елементи можуть бути отримані шляхом хімічного синтезу або шляхом виділення із 60 
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регуляторних елементів, які включають такі елементи, і вони можуть бути синтезовані з 
додатковими фланкуючими нуклеотидами, які включають корисні сайти рестрикції для 
полегшення подальших маніпуляцій. Таким чином, розробка, створення і використання 
енхансерних елементів, у відповідності до способів, описаних у цьому документі, для 
модуляції експресії функціонально зв’язаних молекул ДНК, які транскрибуються, охоплюються 5 

за цим винаходом. 
[0043] Використаний цьому документі термін «химерний» відноситься до окремої молекули 

ДНК, отриманої шляхом злиття першої молекули ДНК із другою молекулою ДНК, де ані 
перша, ані друга молекула ДНК зазвичай не будуть міститися у такій конфігурації, тобто не 
будуть об’єднані одна із одною. Химерна молекула ДНК, таким чином, являє собою нову 10 

молекулу ДНК, інакше кажучи, таку, яка не зустрічається зазвичай у природі. Використаний у 
цьому документі термін «химерний промотор» відноситься до промотору, який отримано за 
допомогою такого маніпулювання молекулами ДНК. Химерний промотор може об’єднувати два 
або більше фрагментів ДНК, наприклад, злиття промотору із енхансерним елементом. Таким 
чином, розробка, створення і використання химерних промоторів, у відповідності до способів, 15 

описаних у цьому документі, для модуляції експресії функціонально зв’язаних молекул ДНК, 
які транскрибуються, охоплюються відповідно до цього винаходу. 

[0044] Використаний у цьому документі термін «варіант» відноситься до другої молекули 
ДНК, такої як регуляторний елемент, яка аналогічна за композицією, але не ідентична 
першій молекулі ДНК, і причому друга молекула ДНК все ще зберігає загальну 20 

функціональність, тобто такий самий або аналогічний характер експресії, наприклад, через 
більшу або меншу, або еквівалентну транскрипційну або трансляційну активність у порівнянні 
із першою молекулою ДНК. Варіант може бути укороченою або усіченою версією першої 
молекули ДНК та/або зміненою версією послідовності першої молекули ДНК, такої як варіант 
із різними сайтами рестрикції та/або внутрішніми делеціями, замінами та/або вставками. 25 

"Варіант" може також включати регулюючий елемент, що має нуклеотидну послідовність, що 
включає заміни, делеції і/або вставки одного або кількох нуклеотидів еталонної послідовності, 
при якому похідний регулюючий елемент має більше або менше або еквівалент 
транскрипційної або трансляційної активністі, чим відповідні нативні регуляторні молекули. 
«Варіанти» регуляторного елемента також охоплюють варіанти, які виникають у результаті 30 

мутацій, котрі відбуваються під час або в результаті трансформації клітин бактерій та рослин. У 
цьому винаході послідовність ДНК, наведена в SEQ ID №: 1-37, може бути використана для 
створення варіантів, які аналогічні за композицією, але не ідентичні послідовності ДНК 
вихідного регуляторного елемента, хоча все ще зберігають загальну функціональність, 
тобто такий самий або аналогічний характер експресії, як і вихідний регуляторний елемент. 35 

Отримання таких варіантів відповідно до цього винаходу знаходиться в межах звичайної 
кваліфікації у цій галузі техніки у висвітленому описі та здійснено в межах обсягу цього 
винаходу. 

[0045] Химерні регуляторні елементи можуть бути розроблені для включення різних 
складових елементів, які можуть бути функціонально зв’язані різними способами, відомими 40 

в цій галузі техніки, такими як розщеплення ферментами рестрикції та лігування, 
клонування незалежне від лігувания, модульне збирання продуктів ПЛР у процесі ампліфікації 
або прямий хімічний синтез регуляторного елемента, а також іншими способами, відомими в 
цій галузі техніки. Отримані різні химерні регуляторні елементи можуть складатися із тих 
самих або варіантів тих самих складових елементів, але відрізнятися за послідовністю ДНК, 45 

або послідовностей ДНК, які включають зв’язуючу послідовність ДНК, або послідовностей, 
які дозволяють складовим частинам бути функціонально зв’язаними. У винаході 
послідовність ДНК, що наводиться в SEQ ID №: 1- 30 або 31-37, може забезпечити 
референсну послідовність регуляторного елемента, в якій складові елементи, які включають 
референсну послідовність, можуть бути з’єднані способами, відомими в цій галузі техніки, 50 

та можуть включати заміни, делеції та/або вставки одного або більше нуклеотидів або 
мутацій, які зазвичай зустрічаються при трансформації клітин бактерій та рослин. 

[0046] Дієвість модифікацій, дублікацій або делецій, описаних у цьому документі, на бажані 
аспекти експресії конкретної молекули ДНК, що транскрибується може бути перевірена 
емпірично у стабільних і транзієнтних тестах рослин, таких як ті, що описані в робочих 55 

прикладах у цьому документі, для підтвердження результатів, які можуть варіювати залежно від 
проведених змін і мети зміни вихідної молекули ДНК. 

Генетичні конструкти 
[0047] Використаний у цьому документі термін «генетична конструкція» означає будь-яку 

рекомбінантну молекулу ДНК, таку як плазміда, косміда, вірус, фаг або лінійну або кільцеву 60 
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молекулу ДНК або РНК, отриману із будь-якого джерела, здатну до геномної інтеграції або 
автономної реплікації, яка включає молекулу ДНК, де щонайменше одна молекула ДНК 
зв’язана з іншою молекулою ДНК функціонально діючим способом, тобто функціонально 
зв’язані між собою. Використаний у цьому документі термін «вектор» означає будь-яку 
генетичну конструкцію, яка може бути використана з метою трансформації, тобто введення 5 

гетерологічної ДНК або РНК у клітину хазяїна. Генетична конструкція, як правило, включає 
одну або більше експресійних касет. Як використано в цьому документі «експресійна касета» 
відноситься до молекули ДНК, що містить щонайменше молекулу ДНК, яка транскрибується, 
функціонально зв’язану із одним або більше регуляторних елементів, як правило, 
щонайменше із промотором і 3' НТО.. 10 

[0048] Використаний у цьому документі термін «функціонально зв’язаний» відноситься до 
першої молекули ДНК, з’єднаної з другою молекулою ДНК, причому перша і друга молекули 
ДНК розташовані так, що перша молекула ДНК впливає на функцію другої молекули ДНК. 
Дві молекули ДНК можуть бути або не бути частиною єдиної неперервної молекули ДНК і 
можуть бути чи не бути суміжними. Наприклад, промотор є функціонально зв’язаним із 15 

молекулою ДНК, яка транскрибується, якщо промотор здатний впливати на транскрипцію або 
трансляцію молекули ДНК, яка транскрибується.  

[0049] Генетичні конструкції відповідно до цього винаходу можуть бути запропоновані в 
одному варіанті реалізації винаходу як генетичні конструкції, які складаються із двох 
граничних областей пухлиноіндукуючої плазміди (Ti), що мають області правої граничної 20 

ділянки (RB або AGRtu.RB) і лівої граничної ділянки (LB або AGRtu.LB) Ti -плазміди, 
ізольованої з Agrobacterium tumefaciens, яка містить Т-ДНК, яка разом із перенесенням 
молекул, що забезпечується клітинами A. tumefaciens, дозволяє інтеграцію Т-ДНК у геном 
клітини рослини (див., наприклад, патент США 6603061). Генетичні конструкції також 
можуть містити сегменти плазмідного каркасу ДНК, які забезпечують функцію реплікації та 25 

селекції на антибіотику в клітинах бактерій,  наприклад, реплікації Escherichia coli, такий як 
ori322, реплікації для широкого спектру хазяїв, такий як oriV або oriRi, і кодуючу область 
селективного маркера, такого як Spec/Strp, який кодує Tn7 аміноглікозид аденілтрансферазу 
(aadA), що надає стійкість до спектиноміцину або стрептоміцину, або селективний маркерний 
ген гентаміцину (Gm, Gent). Для трансформації рослин часто використовують бактеріальний 30 

штам хазяїна ABI, C58 або LBA4404 A. tumefaciens, проте інші штами, відомі фахівцям у 
галузі трансформації рослин, можуть функціонувати у цьому винаході. 

[0050] У цій галузі техніки відомі способи для збірки та введення генетичних конструкцій у 
клітину у такий спосіб, що молекула ДНК, яка транскрибується, транскрибується у 
функціональну молекулу мРНК, яка транслюється та експресується у вигляді білка. Для 35 

здійснення винаходу на практиці загальноприйняті композиції та способи отримання і 
використання генетичних конструкцій та клітин хазяїна добре відомі фахівцям у цій галузі 
техніки.  Наприклад, типові вектори,  використані  для експресії нуклеїнових кислот у вищих 
рослинах, добре відомі у цій галузі техніки та включають вектори, отримані з Ti- плазміди 
Agrobacterium tumefaciens та pCaMVCN контрольного вектора для перенесення.  40 

[0051] Різні регуляторні елементи можуть бути включені в генетичну конструкцію, 
включаючи  будь-який з тих, що запропонований у цьому документі. Будь-які такі регуляторні 
елементи можуть бути запропоновані в поєднанні з іншими регуляторними елементами. Такі 
комбінації можуть бути розроблені або модифіковані для отримання бажаних регуляторних 
функцій. В одному варіанті реалізації винаходу генетичні конструкції відповідно до цього 45 

винаходу містять щонайменше один регуляторний елемент, функціонально зв’язаний із 
молекулою ДНК, яка транскрибується, яка функціонально зв’язана з 3' НТО. 

[0052] Генетичні конструкції відповідно до цього винаходу можуть включати будь-який 
промотор або лідер, запропоновані в цьому документі або відомі у цій галузі техніки. 
Наприклад, промотор за винаходом може бути функціонально зв’язаний із гетерологічним 50 

нетрансльованим 5' лідером, таким як один з отриманих із гена білка теплового шоку. В 
альтернативному варіанті лідер за винаходом може бути функціонально зв’язаним із 
гетерологічним промотором, таким як 35S промоторний транскрипт вірусу мозаїки цвітної 
капусти (Cauliflower Mosaic Virus).. 

[0053] Експресійні касети також можуть включати кодуючу послідовність транзитного 55 

пептиду, яка кодує пептид, корисний для внутрішньоклітинного спрямування функціонально 
зв’язаного білка, зокрема, до хлоропласту, лейкопласту або іншої пластидної органели, 
мітохондрії, пероксисоми, вакуолі або позаклітинного простору. Багато білків, локалізованих у 
хлоропластах, експресуються генами ядра як попередники і спрямовуються до хлоропласту за 
допомогою транзитного пептиду хлоропласту (ТПХ). Приклади  таких  білків,  ізольованих із 60 
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хлоропластів, включають, але не обмежуються цими, білки, асоційовані з малою субодиницею 
(МСО) рибулозо-1,5,-біфосфат карбоксилази, фередоксин, фередоксин оксидоредуктазу, 
білок I і білок II фотосенсибілізуючого комплексу, тіоредоксин F і енолпірувіл шикимат 
фосфатсинтазу (ЕПШФС). Транзитні пептиди хлоропластів описані, наприклад, в патенті 
США № 7193133. Було показано, що нехлоропластні білки можуть бути спрямовані до 5 

хлоропласту при експресії гетерологічного ТПХ, функціонально зв’язаного з молекулою ДНК, 
яка транскрибується, що кодує нехлоропластні білки. 

Молекула ДНК, яка транскрибується 
[0054] Використаний у цьому документі термін «молекула ДНК, яка транскрибується» 

відноситься до будь-якої молекули ДНК, здатної транскрибуватися в молекулу РНК, 10 

включаючи, але не обмежуючись цим, ті, що мають послідовності, які кодують білок, і ті, що 
утворюють молекули РНК, які мають послідовності, корисні для супресії гена. Тип молекули 
ДНК може включати, але не обмежується цими, молекулу ДНК із тієї самої рослини, 
молекулу ДНК з іншої рослини, молекулу ДНК з іншого організму або синтетичну молекулу 
ДНК, таку як молекула ДНК, що містить антисмислову послідовність гена, або молекулу 15 

ДНК, що кодує штучну, синтетичну або іншим чином модифіковану версію трансгена. 
Типова молекула ДНК, яка транскрибується, для включення в генетичні конструкції за 
винаходом включає, наприклад, молекули ДНК або гени з іншого виду, ніж той, в який 
молекула ДНК вбудована, або гени, які походять з або присутні в тому самому виді, але які 
включені в клітини-реципієнти способами генетичної інженерії, а не класичними методами 20 

розмноження. 
[0055] «Трансген» відноситься до молекули ДНК, яка транскрибується, гетерологічною 

для клітини-хазяїна щонайменше щодо її розташування в геномі клітини-хазяїна та/або 
молекули ДНК, яка транскрибується, яка штучно включена в геном клітини-хазяїна у 
цьому або у будь-якому із попередніх поколінь клітин. 25 

[0056] Регуляторний елемент, такий як промотор відповідно до цього винаходу, може 
бути функціонально зв’язаним із молекулою ДНК, яка транскрибується, яка гетерологічна 
відносно регуляторного елемента. Використаний у цьому документі термін «гетерологічний» 
відноситься до комбінації із двох або більше молекул ДНК, якщо така комбінація зазвичай не 
зустрічається у природі. Наприклад, дві молекули ДНК можуть бути отримані з різних видів 30 

і/або дві молекули ДНК можуть бути отримані з різних генів, наприклад, різних генів одного і 
того самого виду, або ж одних і тих самих генів із різних видів. Регуляторний елемент є, таким 
чином, гетерологічним відносно  функціонально зв’язаної молекули ДНК, яка транскрибується, 
якщо така комбінація зазвичай не зустрічається у природі, тобто молекула ДНК, яка 
транскрибується, зазвичай не буває функціонально зв’язаною із регуляторним елементом. 35 

[0057] Молекула ДНК, яка транскрибується, у загальному розумінні може бути будь- 
якою молекулою ДНК, для якої бажана експресія транскрипту. Така експресія транскрипту 
може призводити до трансляції отриманої молекули мРНК і, відповідно, до експресії білка. В 
альтернативному варіанті, наприклад, молекула ДНК, яка транскрибується, може бути 
розроблена так, щоб у підсумку викликати зменшення експресії конкретного гена або білка. В 40 

одному варіанті реалізації цього винаходу це може бути досягнуто за допомогою молекули 
ДНК, яка транскрибується, орієнтованої в антисмисловому напрямку. Фахівець у цій галузі 
техніки добре обізнаний із використанням такої антисмислової технології. Будь-який ген може 
негативно регулюватися у такий спосіб, і в одному варіанті реалізації винаходу молекула 
ДНК, яка транскрибується, може бути розроблена для супресії конкретного гена шляхом 45 

експресії дцРНК, міРНК або мікроРНК молекули. 
[0058] Таким чином, в одному варіанті реалізації цього винаходу представляється 

рекомбінантна молекула ДНК, яка містить регуляторний елемент за винаходом, такий як ті, 
що запропоновані в SEQ ID №: 1-37, функціонально зв’язаний з гетерологічною молекулою 
ДНК, яка транскрибується, для модулювання транскрипції молекули ДНК, яка транскрибується, 50 

на бажаному рівні або за бажаним характером, коли генетична конструкція інтегрована в 
геном клітини трансгенної рослини. В одному варіанті реалізації цього винаходу молекула 
ДНК, яка транскрибується, містить область гена, яка кодує білок, а в іншому варіанті 
реалізації цього винаходу молекула ДНК, яка транскрибується, містить антисмислову ділянку 
гена. 55 

Гени, які представляють агрономічний інтерес 
[0059] Молекула ДНК, яка транскрибується, може бути геном, який представляє 

агрономічний інтерес. Використаний у цьому документі термін «ген, який представляє 
агрономічний інтерес» відноситься до молекули ДНК, яка транскрибується, котра при 
експресії у конкретній тканини рослин, клітині або типі клітини надає бажану характеристику. 60 
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Продукт гена, який представляє агрономічний інтерес, може діяти всередині рослини для 
того, щоб впливати на морфологію рослини, фізіологію, ріст, розвиток, врожайність, 
композицію зерна, поживний профіль, стійкість до хвороб або шкідників та/або 
толерантність до факторів навколишнього середовища або хімічних факторів, або може діяти в 
якості пестицидного агента в раціоні шкідника, який харчується рослиною. В одному варіанті 5 

реалізації цього винаходу регуляторний елемент за винаходом включений у генетичну 
конструкцію таким чином, що регуляторний елемент функціонально зв’язаний з молекулою 
ДНК, яка транскрибується, котра є геном, який представляє агрономічний інтерес. У 
трансгенній рослині, яка містить таку генетичну конструкцію, експресія гена, який представляє 
агрономічний інтерес, може надати корисну агрономічну рису. Корисна агрономічна риса може 10 

включати, але не обмежується цими, наприклад, толерантність до гербіцидів, боротьбу з 
комахами, модифікування врожайності, стійкість до хвороб, стійкість до патогена, 
модифікування росту і розвитку рослини, модифікований вміст крохмалю, модифікований 
вміст олії, модифікований вміст жирних кислот, модифікований вміст білка, модифіковане 
дозрівання плодів, покращене харчування тварин і людини, виробництво біополімерів, 15 

стійкість до стресових факторів навколишнього середовища, фармацевтичні пептиди, поліпшені 
властивості для переробки, поліпшення смаку, корисне виробництво гібридного насіння, 
покращене виробництво волокна і бажане виробництво біопалива.  

[0060] Приклади генів, які представляють агрономічний інтерес, відомих у цій галузі техніки, 
включають стійкість до гербіцидів (патенти США № 6803501, 6448476, 6248876, 6225114, 20 

6107549, 5866775, 5804425, 5633435 та 5463175), підвищення врожайності (патенти США № 
USRE38446, 6716474, 6663906, 6476295, 6441277, 6423828, 6399330, 6372211, 6235971, 
6222098 та 5716837), боротьба з комахами (патенти США № 6809078, 6713063, 6686452, 
6657046, 6645497, 6642030, 6639054, 6620988, 6593293, 6555655, 6538109, 6537756, 6521442, 
6501009, 6468523, 6326351, 6313378, 6284949, 6281016, 6248536, 6242241, 6221649, 6177615, 25 

6156573, 6153814, 6110464, 6093695, 6063756, 6063597, 6023013, 5959091, 5942664, 5942658, 
5880275, 5763245 та 5763241), стійкість до грибкових захворювань (патенти США № 6653280, 
6573361, 6506962, 6316407, 6215048, 5516671, 5773696, 6121436, 6316407 та 6506962), 
стійкість до вірусів (патенти США № 6617496, 6608241, 6015940, 6013864, 5850023 та 
5304730), стійкість до нематоди (патент США № 6228992), стійкість до бактеріальних 30 

захворювань (патент США № 5516671), ріст і розвиток рослин (патенти США № 6723897 і 
6518488), накопичення крохмалю (патенти США № 6538181, 6538179, 6538178, 5750876, 
6476295), виробництво модифікованих олій (патенти США № 6444876, 6426447 та 6380462), 
підвищена продукція олій (патенти США № 6495739, 5608149, 6483008 та 6476295), 
модифікований вміст жирних кислот (патенти США № 6828475, 6822141, 6770465, 6706950, 35 

6660849, 6596538, 6589767, 6537750, 6489461 та 6459018), підвищена продукція білків 
(патент США № 6380466), дозрівання плодів (патент США № 5512466), покращене 
харчування тварин і людини (патенти США № 6723837, 6653530, 6541259; 5985605 та 
6171640), біополімери (патенти США № USRE37543, 6228623 та 5958745, і 6946588), 
стійкість до стресових факторів навколишнього середовища (патент США № 6072103), 40 

фармацевтичні пептиди і пептиди, які секретуються (патенти США № 6812379, 6774283, 
6140075 та 6080560), поліпшені властивості для переробки (патент США № 6476295), 
поліпшена засвоюваність (патент США № 6531648), з низьким вмістом рафінози (патент 
США № 6166292), промислове виробництво ферменту (патент США № 5543576), 
покращений смак (патент США № 6011199), фіксація азоту (патент США № 5229114), 45 

виробництво гібридного насіння (патент США № 5689041), виробництво волокна (патенти 
США № 6576818, 6271443, 5981834 та 5869720) та виробництво біопалива (патент США № 
5998700). 

[0061] В альтернативному варіанті ген, який представляє агрономічний інтерес, може 
вплинути на вищезгадані характеристики рослини або фенотипи шляхом кодування молекули 50 

РНК, яка спричиняє спрямовану модуляцію експресії ендогенного гена, наприклад, через 
антисмислові (див., наприклад, патент США 5107065), інгібіторні РНК («РНК-інтерференції», 
які включають модуляцію експресії генів за допомогою мікроРНК-, міРНК-, транс-діючих міРНК- 
та фазових малих РНК-опосередкованих механізмів, наприклад, як описано в опублікованих 
заявках США 2006/0200878 і 2008/0066206 та в заявці на патент США 11/974469), або 55 

косупрессорно-опосередковані механізми. РНК також може бути каталітичною молекулою РНК 
(наприклад, рибозимом або рибосвітчем, див., наприклад, опубліковану заявку США 
2006/0200878), розробленою для відщеплення бажаного ендогенного продукту мРНК. У цій 
галузі техніки відомі способи для розробки та введення генетичних конструкцій в клітину, таким 
чином, що молекула ДНК, яка транскрибується, транскрибується в молекулу здатну викликати 60 
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супресію гена. 
Селективні маркери 
[0062] Селективні маркерні трансгени також можуть бути використані з регуляторними 

елементами відповідно до цього винаходу. Використаний у цьому документі термін 
«селективний маркерний трансген» відноситься до будь-якої молекули ДНК, яка 5 

транскрибується, чия експресія в трансгенній рослині, тканини або клітині, або відсутність 
таких, може піддаватись скринінгу або підраховуватись якимось чином. Селективні маркерні 
гени і зв’язані з ними методи відбору та скринінгу, призначені для використання винаходу на 
практиці, відомі у цій галузі техніки і включають, але не обмежуються цими, молекули ДНК, 
які транскрибуються, котрі кодують бета-глюкуронідазу (GUS), люциферазу, зелений 10 

флуоресцентний білок (GFP), білки, які надають стійкості до антибіотиків і білки, які надають 
стійкості до гербіцидів. 

Трансформація клітин 
[0063] Винахід також спрямовується до способу отримання трансформованих клітин та 

рослин, які містять один або більше регуляторних елементів, функціонально зв’язаних з 15 

молекулою ДНК, яка транскрибується. 
[0064] Термін «трансформація» відноситься до введення молекули ДНК до реципієнтного 

хазяїна. Використаний у цьому документі термін «хазяїн» відноситься до бактерій, грибів або 
рослин, включаючи будь-які клітини, тканини, органи, або до нащадків бактерій, грибів або 
рослин. Тканини та клітини рослин, які представляють особливий інтерес, включають 20 

протопласти, калюс, корені, бульби, насіння, стебла, листя, паростки, зав’язі та пилок. 
[0065] Використаний у цьому документі термін «трансформований» відноситься до 

клітини, тканини, органу або організму, в який молекула чужорідної ДНК, така як генетична 
конструкція, була введена. Введена молекула ДНК може бути інтегрована в геномну ДНК 
клітини, тканини, органу або організму реципієнта таким чином, що введена молекула ДНК 25 

успадковується надалі у нащадків. «Трансгенна» або «трансформована» клітина або організм 
також може включати нащадків клітини або організму і нащадків, отриманих в результаті 
програми розмноження з використанням такого трансгенного організму як батьківської форми 
при схрещуванні, та проявляє змінений фенотип як результат присутності чужорідних молекул 
ДНК. Введена молекула ДНК також може бути тимчасово введеною в клітину-реципієнт таким 30 

чином, що введена молекула ДНК не успадковується надалі у нащадків. Термін 
«трансгенний» відноситься до бактерії, гриба або рослини, які містять одну або більше 
гетерологічних молекул ДНК.  

[0066] Існує багато способів, добре відомих фахівцям у цій галузі техніки, для введення 
молекули ДНК у клітини рослин. Процес, як правило, включає етапи вибору відповідної 35 

клітини-хазяїна, трансформації клітини-хазяїна вектором та отримання трансформованої 
клітини-хазяїна. Методи та матеріали для трансформації клітин рослин через введення 
рослинної генетичної конструкції у геном рослин, у реалізації винаходу на практиці, можуть 
включати будь-який із відомих і показаних способів. Відповідні способи включають, але не 
обмежуються цими, бактеріальну інфекцію (наприклад, Agrobacterium), бінарні БШХ вектори, 40 

пряме перенесення ДНК (наприклад, ПЕГ-опосередковану трансформацію,  поглинання ДНК, 
опосередковане висушуванням/інгібуванням, електропорацію, перемішування із волокнами 
карбіду кремнію та прискорення частинок, вкритих ДНК) із числа інших. 

[0067] Клітини-хазяїни можуть являти собою будь-яку клітину або організм, наприклад, 
клітину рослини, клітину водорості, водорості, клітину гриба, гриби, бактеріальну клітину чи 45 

клітинку комах. У конкретних варіантах реалізації цього винаходу клітини-хазяїни та 
трансформовані клітини можуть включати клітини культурних рослин. 

[0068] Трансгенна рослина згодом може бути регенерована із клітини трансгенної 
рослини відповідно до цього винаходу. Із використанням загальноприйнятих методів 
розмноження або самозапилення можна отримати насіння із цієї трансгенної рослини. 50 

Таке насіння та отримана в результаті рослина-нащадок, вирощена із такого насіння, будуть 
містити рекомбінантну молекулу ДНК відповідно до цього винаходу і, отже, будуть 
трансгенними. 

[0069] Трансгенні рослини відповідно до цього винаходу можуть бути самозапилені, для 
надання насіння гомозиготних трансгенних рослин за винаходом (гомозиготних за 55 

рекомбінантною молекулою ДНК), або схрещені з нетрансгенними рослинами або іншими 
трансгенними рослинами, для надання насіння гомозиготних трансгенних рослин за 
винаходом (гомозиготних за рекомбінантною молекулою ДНК). Як гомозиготні, так і 
гетерозиготні трансгенні рослини згадуються в цьому документі як «рослини-нащадки». 
Рослини-нащадки являють собою трансгенні рослини, які походять від вихідної трансгенної 60 
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рослини і містять рекомбінантну молекулу ДНК відповідно до цього винаходу. Насіння, 
отримане з використанням трансгенної рослини відповідно до цього винаходу, може бути 
зібране і використане для вирощування поколінь трансгенних рослин, тобто рослин-нащадків 
відповідно до цього винаходу, які включають генетичну конструкцію цього винаходу та 
експресію гена, який представляє агрономічний інтерес. Описи способів розмноження, які 5 

зазвичай використовуються для різних культур, можуть бути знайдені в одному із декількох 
книжкових посилань, див., наприклад, Allard, Principles of Plant Breeding, John Wiley & Sons, 
NY, U. of CA, Davis, CA, 50-98 (1960); Simmonds, Principles of Crop Improvement, Longman, 
Inc., NY, 369-399 (1979); Sneep and Hendriksen, Plant breeding Perspectives, Wageningen (ed), 
Center for Agricultural Publishing and Documentation (1979); Fehr, Soybeans: Improvement, 10 

Production and Uses, 2nd Edition, Monograph, 16: 249 (1987); Fehr, Principles of Variety 
Development, Theory and Technique, (Vol. 1) і Crop Species Soybean (Vol.2), Iowa State Univ., 
Macmillan Pub. Co., NY, 360-376 (1987). 

[0070] Трансформовані рослини можуть бути проаналізовані на наявність цільового гена 
або генів і за рівнем експресії та/або профілем, наданим регуляторними елементами за 15 

винаходом. Фахівцям у цій галузі техніки відомі численні способи, доступні для аналізу 
трансформованих рослин. Наприклад, методи аналізу рослин включають, але не 
обмежуються цими, Cаузерн блот або нозерн блот, підходи на основі ПЛР, біохімічні 
аналізи, способи фенотипічного скринінгу, польові апробації та  імунодіагностичні аналізи. 
Експресія молекули ДНК, яка транскрибується, може бути виміряна з використанням 20 

реагентів TaqMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA) та за способами, описаним 
виробником, і за кількістю циклів ПЛР, визначеною з використанням TaqMan® Testing Matrix. В 
альтернативному варіанті реагенти Invader® (Third Wave Technologies, Madison, WI) та 
способи, описані виробником, можуть бути використані для оцінки експресії трансгена. 

[0071] Винахід також відноситься до частин рослини відповідно до цього винаходу. Частини 25 

рослин включають, але не обмежуються цими, листя, стебла, корені, бульби, насіння, 
ендосперм, сім’ябруньку та пилок. Частини рослин відповідно до цього винаходу можуть бути 
життєздатними, нежиттєздатними, здатними та/або не здатними до регенерації. У винаході 
також включені та запропоновані трансформовані клітини рослини, що містять молекулу 
ДНК відповідно до цього винаходу. Трансформовані клітини або клітини трансгенної рослини 30 

за винаходом включають клітини здатні та/або не здатні до регенерації. 
[0072] Винахід пропонує також товарний продукт, який вироблений з трансгенної 

рослини або її частини, яка містить рекомбінантну молекулу ДНК згідно винаходу. Товарні 
продукти, згідно винаходу, містять визначаєму кількість ДНК, що містить послідовність ДНК, 
виділену з групи, що складається з SEQ ID №: 1-37. Використаний у цьому винаході термін 35 

"товарний продукт" відноситься до будь-якої композиції або продукту, що складаються з 
матеріалу, отриманого з трансгенної рослини, насінини, рослинної клітини, або частини 
рослини, що містять рекомбінантну молекулу ДНК згідно винаходу. Товарні продукти 
включають, але не обмежуються цим, оброблене насіння, зерна, частини рослин і борошно 
грубого помелу. Товарний продукт за винаходом буде містити кількість ДНК, що може бити 40 

визначене, відповідно до рекомбінантної молекули ДНК згідно винаходу. Виявлення однієї чи 
більше цих послідовностей ДНК у зразку може бути використане для визначення змісту або 
джерела товарного продукту. Будь-який стандартний спосіб виявлення для молекул ДНК 
може бути використаний, у тому числі способи виявлення, розкриті в цьому винаході. 

[0073] Винахід може бути більш легко зрозумілим через посилання на наступні приклади, 45 

які запропоновані в якості ілюстрації і не призначаються для обмеження винаходу, якщо це не 
встановлено. Фахівцям у цій галузі техніки повинно бути зрозуміло, що способи, описані в 
наступних прикладах, являють собою способи, виявлені авторами винаходу, для нормального 
функціонування при застосуванні винаходу. Однак фахівцям у цій галузі техніки повинно 
бути зрозуміло, у висвітленні цього опису, що численні зміни можуть бути зроблені в 50 

конкретних описаних варіантах реалізації винаходу, і, як і раніше, вийде схожий або 
аналогічний результат без відступу від сутності та обсягу винаходу, тому все, що має 
значення, розміщується далі або показується у доданих графічних матеріалах і повинно 
інтерпретуватися в ілюстративному, а не обмежуючому розумінні. 

ПРИКЛАДИ 55 

Приклад 1 
Ідентифікація та клонування регуляторних елементів 
[0074] Групи регуляторних елементів експресії (EXP) та ділянки термінації транскрипції (3' 

НТО) були ідентифіковані і клоновані з геномної ДНК дводольного виду Medicago truncatula 
(люцерна усічена). Вибір 3' НТО від Medicago truncatula був частково заснований на 60 
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паттернах експресії, що спостерігалися в гомологічних генах сої. 
[0075] Ідентифікація та клонування 3' НТО Medicago truncatula почалося з вибору 

необхідних генів сої на підставі патерну експресії генів сої в обстежених тканинах сої і 
пропрієтарних експериментів з транскрипції. Обрані гени сої потім використовувалися для 
пошуку гомологічних генів у Medicago truncatula з використанням загальнодоступних 5 

послідовностей ДНК. Потім зразки тканин, отримані від Medicago truncatula були виділені з 
рослин, вирощених за різних умов навколишнього середовища. Після цього матрична РНК 
(мРНК), була виділена з тканин люцерни та використана в експериментах із застосуванням 
полімеразної ланцюгової реакції у реальному часі (ПЛР), з метою визначення характеру 
експресії генів люцерни. Отримана в цих експериментах підмножина генів Medicago truncatula 10 

була обрана для клонування та опису. 
[0076] Біоінформаційний аналіз було проведено з застосуванням загальнодоступних 

послідовностей Medicago truncatula, щоб визначити регуляторні елементи локусів обраного 
гена люцерни. Наприклад біоінформаційний аналіз проводився з метою визначення 
послідовності 3' НТО, що містить поліаденілювання і кінцеві ділянки мРНК і послідовностей, 15 

що продовжуються до кінця ідентифікованого локусу гена. Праймери для ампліфікації були 
сконструйовані та використані для ампліфікації кожного з виявлених регуляторних 
фрагментів ДНК, таких як 3' НТО фрагменти ДНК, ДНК-фрагменти, що містять промотор, 
лідер і інтрон, і фрагменти ДНК, що містять промотор і лідер. Отримані фрагменти ДНК були 
ліговані в стандартні рослинні експрессійні вектори і сіквеновані. 20 

[0077] Для застосовуваних фрагментів ДНК потім проводився аналіз початку сайту 
транскрипції регуляторних елементів (СНТ) і інтрон/екзон кордону сплайсингу з застосуванням 
трансформованих протопластів рослин. У цьому аналізі, протопласти були трансформовані з 
використанням експресійних векторів рослин, що містять клоновані фрагменти ДНК 
функціонально зв'язані з гетерологічною молекулою ДНК, що транскрибується. Далі, 5' 25 

RACE система швидкої ампліфікації кінців кДНК, версія 2.0 (Invitrogen, Карлсбад, Каліфорнія 
92008) була використана для підтвердження регуляторних елементів (СНТ) і інтрон/екзон 
кордону сплайсингу шляхом аналізу послідовності ДНК сконструйованих транскриптів мРНК. 

[0078] Послідовності ДНК ідентифікованих 3' НТО представлені в цьому документі в якості 
SEQ ID №: 1-30. Крім того, ідентифіковані послідовності ДНК промоторів, які представлені 30 

в цьому документі в якості SEQ ID №: 32 та 36; ідентифіковані лідерні послідовності ДНК, 
які представлені в цьому документі в якості SEQ ID №: 33 та 37; і ідентифікована інтрона 
послідовність ДНК, яка представлена як SEQ ID №: 34. Крім того, послідовності ДНК, 
ідентифікованих EXP представлені в цьому документі в якості SEQ ID №: 31 і 35. Група 
регуляторних елементів експресії EXP-Mt.Ubq2:1:2 (SEQ ID №: 31) містить промотор P-35 

Mt.Ubq2-1:1:1 (SEQ ID №: 32), функціонально зв’язаний 5'-кінцем з лідером L-Mt.Ubq2-1:1:1 
(SEQ ID №: 33), функціонально зв’язаним з 5'-кінцем з інтроном I-Mt.Ubq2-1:1:2 (SEQ ID №: 
34), і група регуляторних елементів експресії EXP- Mt.AC145767v28:1:1 (SEQ ID №: 35) 
містить промотор P-Mt.AC145767v28-1:2:1 (SEQ ID №: 36), функціонально зв’язаний 5'-кінцем з 
лідером L-Mt.AC145767v28-1:1:2 (SEQ ID №: 37). Всі послідовності ДНК ідентифіковані і 40 

клоновані з Medicago truncatula наведені в Таблиці 1. 
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Таблиця 1 

 
3' НТО, групи регуляторних елементів експресії,  

промотори, лідери і інтрони, клоновані з Medicago truncatula 
 

Опис 
SEQ ID 

№: 
Примітка 

T-Mt.AC145767v28-1:1:2 1 AC145767.28 

T-Mt.AC140914v20-1:2:1 2 AC140914.20 

T-Mt.AC139600v16-1:2:1 3 AC139600.16 

T-Mt.AC153125V10-1:2:1 4 AC153125.10 

T-Mt.Apx-1:1:2 5 цитозольна аскорбатпероксидаза 

T-Mt.EF1a-1:1:2 6 фактор елонгації-1 альфа 

T-Mt.Expr1-1:2:1 7 передбачувана оксидоредуктаза 

T-Mt.FBA-1:1:5 8 
фруктозо-бісфосфат альдолаза, цитоплазматичний 
фермент 1 

T-Mt.FBA-1:2:1 9 
фруктозо-бісфосфат альдолаза, цитоплазматичний 
фермент 2 

T-Mt.Gapdh-1:2:1 10 гліцеральдегід-3-фосфат дегідрогеназа 

T-Mt.Gpi-1:2:1 11 ГФІ-заякорений білок 

T-Mt.Hsp20-1:2:1 12 білок теплового шоку 20 

T-Mt.Lhcb2-1:2:1 13 попередник хлорофіл a/b-зв’язаного білка 

T-Mt.Lox-1-1:2:1 14 ліпоксигеназа 

T-Mt.Methm-1:2:1 15 
5-метілтетрагидроптероілтриглутамат-гомоцистеїн S-
метілтрансфераза 

T-Mt.MP21-1:2:1 16 білок дозрівання насіння 

T-Mt.Oxr-1:2:1 17 передбачувана оксидоредуктаза 

T-Mt.Pip1-1:2:1 18 интегральний білок плазматичної мембрани 

T-Mt.Prx-1:1:1 19 пероксидаза 

T-Mt.PSII-T_A-1:2:1 20 попередник 5кДа білка фотосистеми II хлоропластів 

T-Mt.PSII-T_B-1:2:1 21 попередник 5кДа білка фотосистеми II хлоропластів 

T-Mt.Pt1-1:2:2 22 переносник фосфата 

T-Mt.Pt2-1:2:2 23 переносник фосфата 

T-Mt.RD22-1:2:1 24 посухо-відповідаючий білок 

T-Mt.RpL3-1:2:1 25 рибосомальний білок L3 

T-Mt.Sali3-2-1:2:1 26 алюміній-індукований білок Sali3-2 

T-Mt.Scp-1:2:1 27 серин карбоксіпептидаз-зв’язаний білок 

T-Mt.SeqID#21-1:2:1 28 пероксидаза 

T-Mt.Sui1-1:1:2 29 фактор ініціації трансляції SUI1 

T-Mt.Zfp-1:2:1 30 білок цинковий палець CCCH типу 

EXP-Mt.Ubq2:1:2 31 убіквітин 2 

P-Mt.Ubq2-1:1:1 32 убіквітин 2 

L-Mt.Ubq2-1:1:1 33 убіквітин 2 

I-Mt.Ubq2-1:1:2 34 убіквітин 2 

EXP-Mt.AC145767v28:1:1 35 AC145767.28 

P-Mt.AC145767v28-1:2:1 36 AC145767.28 

L-Mt.AC145767v28-1:1:2 37 AC145767.28 

 
Приклад 2 
Аналіз ефекту 3' НТО на конститутивну експресію GUS у протопластах з листківв сої 
[0079] Протопласти з листків сої були трансформовані з застосуванням векторів, зокрема, 5 

плазмідних конструктів, для оцінки впливу обраних 3' НТО Medicago truncatula на експресію. 
Протопласти з листків сої були трансформовані з використанням ДНК векторів, які містять 
конститутивну послідовність EXP, що регулює експресію трансгена β-глюкуронідази (GUS) 
функціонально зв'язану з 3' НТО люцерни. Ці трансформовані з допомогою 3' НТО 
люцерни протопласти з листків сої були порівняні з протопластами з листків сої в яких 10 

експресія трансгена GUS регулюється конститутивним промотором і трансген GUS 
функціонально зв’язаний з 3' НТО, яка отримана з Gossypium hirsutum або Gossypium 
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barbadense. 
[0080] Рослинні вектори, як використовуються в цих експериментах, були сконструйовані з 

використанням способів клонування, відомих в цій галузі техніки. Отримані вектори, що містять 
ліву граничну ділянку від А. tumefaciens; першу трансгенну експресійну касету для відбору 
трансформованих рослинних клітин, що проявляють стійкість або до гербіциду гліфосату, 5 

або до антибіотика спектиноміцину (обидва керуються промотором Actin 7 арабідопсису); 
другу трансгенну експресійну касету для аналізу активності 3' НТО, що містить EXP або 
промоторну послідовність функціонально зв'язану 5'-кінцем з послідовністю ДНК для GUS, яка 
містить інтрон, який вирізається (GUS-2, SEQ ID №: 44), який функціонально зв'язаний 5'-
кінцем з 3' НТО, отриманої з Medicago truncatula, Gossypium hirsutum або Gossypium 10 

barbadense; и праву гранічну ділянку від А. tumefaciens. 
Вектори, які містять 3' НТО, що отримана з люцерни (тобто. pMON109593, pMON116803, 

pMON116812, pMON116813, pMON116815, pMON116826, pMON116827, pMON116830, 
pMON122852, pMON122853, pMON122854, pMON122855, pMON122856, pMON122857, 
pMON122858, pMON122859, pMON122862,  pMON122864, pMON122865, pMON122866, 15 

pMON122867, та pMON122868) використовують групу регуляторних елементів експресії EXP-
CaMV.35S-enh+Ph.DnaK:1:3 (SEQ ID №: 42) для керування GUS. Вектори, які містять 3' НТО, 
що отримана з Gossypium hirsutum або Gossypium barbadense (тобто pMON81345, 
pMON81347, та pMON83002) використовують конститутивний промотор P-CaMV.35S- enh-1:1:11 
(SEQ ID №: 43) для керування GUS. 20 

[0081] У таблиці 2 наводяться плазмідні конструкти, які містять відповідну 3' НТО і SEQ ID 
№, які використані для трансформації протопластів сої в експериментах, представлених у 
цьому прикладі. 

 
Таблиця 2 

 
Опис плазмідних конструктів використаних 

для трансформації протопластів з листків сої та 3' НТО 
 

Плазмідний конструкт Опис 3' НТО 
SEQ ID 

№: 

pMON81345 T-Gb.FbL2-1:1:1 41 

pMON81347 T-Gh.E6-4A-0:2:1 38 

pMON83002 T-Gb.H6-1:2:1 39 

pMON109593 T-Mt.Pt1-1:2:2 22 

pMON116803 T-Mt.AC140914v20-1:2:1 2 

pMON116812 T-Mt.Lhcb2-1:2:1 13 

pMON116813 T-Mt.PSII-T_B-1:2:1 21 

pMON116815 T-Mt.AC145767v28-1:1:2 1 

pMON116826 T-Mt.Lox-1-1:2:1 14 

pMON116827 T-Mt.Gpi-1:2:1 11 

pMON116830 T-Mt.Scp-1:2:1 27 

pMON122852 T-Mt.Methm-1:2:1 15 

pMON122853 T-Mt.Prx-1:1:1 19 

pMON122854 T-Mt.Gapdh-1:2:1 10 

pMON122855 T-Mt.FBA-1:1:5 8 

pMON122856 T-Mt.Zfp-1:2:1 30 

pMON122857 T-Mt.AC139600v16-1:2:1 3 

pMON122858 T-Mt.MP21-1:2:1 16 

pMON122859 T-Mt.Oxr-1:2:1 17 

pMON122862 T-Mt.Sui1-1:1:2 29 

pMON122864 T-Mt.Pip1-1:2:1 18 

pMON122865 T-Mt.AC153125V10-1:2:1 4 

pMON122866 T-Mt.Sali3-2-1:2:1 26 

pMON122867 T-Mt.Hsp20-1:2:1 12 

pMON122868 T-Mt.Expr1-1:2:1 7 

 25 

[0082] Два рослинних вектора, зокрема плазмідні конструкції, для використання в ко- 
трансформації та нормалізації даних були сконструйовані з використанням способів 
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клонування, відомих в цій галузі техніки. Кожна з плазмідних конструкцій містила специфічну 
послідовність, що кодує люциферазу, яка керується конститутивною EXP. Рослинний 
вектор pMON19437 містить експресійну касету з конститутивню EXP, що містить промотор, 
функціонально зв'язаний 5'-кінцем з лідерною послідовністю, яка функціонально зв'язана 5'-
кінцем з інтроном (EXP-CaMV.35S-ENH+Zm.DnaK:1:1, SEQ ID №: 47), функціонально зв'язаним 5 

5'-кінцем з послідовністю люциферази світляка (Photinus pyralis) (LUCIFERASE:1:3, SEQ ID №: 
45), функціонально зв'язаною 5'-кінцем з 3' НТО від гена нопалин синтази Agrobacterium 
tumefaciens (Т-AGRtu.nos-1:1:13, SEQ ID №: 49).Рослинний вектор pMON63934 містить 
експресійну касету з конститутивню EXP, що містить промотор, функціонально зв'язаний 5'-
кінцем з лідерною послідовністю, яка функціонально зв'язана 5'-кінцем з інтроном (EXP-10 

CaMV.35S-enh+Lhcb1, SEQ ID №: 48), функціонально зв'язаним 5'-кінцем з послідовністю 
люциферази реніли морської (Renilla reniformis) (CR-Ren.hRenilla Lucife-0:0:1, SEQ ID №: 46), 
функціонально зв'язаною 5'- кінцем з 3' НТО від гена нопалин синтази Agrobacterium 
tumefaciens (Т-AGRtu.nos-1:1:13, SEQ ID №: 49). 

[0083] Протопласти з листків сої були перетворені з використанням способу 15 

трансформації, заснованому на застосуванні поліетиленгліколю (ПЕГ), який добре відомий у 
цій галузі техніки. Кожен протопласт був трансформований плазмідним конструктом 
pMON19437, плазмідним конструктом pMON63934, і одним з плазмідних конструктів, 
представлених у Таблиці 2. Після трансформації трансформовані протопласти листків сої 
інкубували протягом ночі в повній темряві. В слід за цим проводилося вимірювання GUS і 20 

люциферази шляхом розміщення аліквоти препарату лізованих трансформованих клітин у 
двох різних малих лотках. Один лоток використовувався для вимірювання GUS, а другий – 
для виконання подвійного аналізу люциферази з використанням системи аналізу 
репортерного гена подвійної люциферази (Promega Corp., Madison, WI; см., например, 
Promega Notes Magazine, №: 57, 1996, p.02).  25 

[0084] Одна або дві трансформації були виконані для кожного плазмідного конструкта 
представленого в Таблиці 2. Середні значення експресії для кожної 3' НТО були визначені від 
декількох зразків з кожної трансформації. Заміри зразків проводили з використанням чотирьох 
повторів для кожної трансформації плазмідним конструктом, або ж, три повтору для кожного 
плазмідного  конструкта на один з двох експериментів з трансформації. Середнє значення 30 

рівнів експресії GUS і люциферази наведені в Таблиці 3. У цій таблиці значення люциферази 
світляка (наприклад, при експресії pMON19437) представлені  в стовпці "FLuc" і значення  
люциферази реніли морської (наприклад, при експресії pMON63934) представлені в стовпці 
"RLuc". 

 35 

Таблиця 3 
 

Значення аналізів GUS та люциферази в трансформованих протопластах з листків сої 
 

Плазмідний конструкт Опис 3' НТО 
SEQ 
ID 
№: 

GUS FLuc RLuc 

pMON81345 T-Gb.FbL2-1:1:1 41 795 2332,5 3701 

pMON81347 T-Gh.E6-4A-0:2:1 38 73 584,3 802 

pMON83002 T-Gb.H6-1:2:1 39 91 1142,8 1995 

pMON109593 T-Mt.Pt1-1:2:2 22 4783 3619 12341 

pMON116803 T-Mt.AC140914v20-1:2:1 2 15053 4801,7 15876 

pMON116812 T-Mt.Lhcb2-1:2:1 13 9771 4202,3 10976 

pMON116813 T-Mt.PSII-T_B-1:2:1 21 7482 3347,3 8395 

pMON116815 T-Mt.AC145767v28-1:1:2 1 30469 6428 17764 

pMON116826 T-Mt.Lox-1-1:2:1 14 22330 3580,5 9984 

pMON116827 T-Mt.Gpi-1:2:1 11 269 343,7 478 

pMON116830 T-Mt.Scp-1:2:1 27 3909 4683,7 10180 

pMON122852 T-Mt.Methm-1:2:1 15 33403 11049 28226 

pMON122853 T-Mt.Prx-1:1:1 19 12833 11198 22722 

pMON122854 T-Mt.Gapdh-1:2:1 10 14811 8775,5 25229 

pMON122855 T-Mt.FBA-1:1:5 8 40383 17826 50299 

pMON122856 T-Mt.Zfp-1:2:1 30 21870 16141,3 56362 

pMON122857 T-Mt.AC139600v16-1:2:1 3 24386 6782,7 15024 
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Продовження таблиці 3 
 

pMON122858 T-Mt.MP21-1:2:1 16 30753 12929,8 40571 

pMON122859 T-Mt.Oxr-1:2:1 17 14499 5586,7 15222 

pMON122862 T-Mt.Sui1-1:1:2 29 27768 14680 35263 

pMON122864 T-Mt.Pip1-1:2:1 18 40579 15837,7 36515 

pMON122865 T-Mt.AC153125V10-1:2:1 4 34867 17285,5 52519 

pMON122866 T-Mt.Sali3-2-1:2:1 26 33664 11923 27663 

pMON122867 T-Mt.Hsp20-1:2:1 12 7088 9885,3 19590 

pMON122868 T-Mt.Expr1-1:2:1 7 14539 7563,5 22320 

 
[0085] Крім того, для порівняння відносної активності кожного 3' НТО, значення GUS 

були представлені як відношення GUS до активності люциферази та нормовані до кращого 
значення експресії без 3' НТО люцерни, тобто Т-Gb.FbL2-1:1:1 (SEQ ID №: 41). У Таблиці 4 
наведені співвідношення GUS/люцифераза і нормалізовані співвідношення. Також в цій 5 

таблиці значення люциферази світляка позначені "FLuc", значення люциферази реніли 
морської представлені як "RLuc" 

 
Таблиця 4 

 
Значення експресії GUS/FLuc і GUS/RLuc у трансформованих протопластах  

із листків сої, нормалізовані по відношенню до T-Gb.FbL2-1:1:1 (SEQ ID №: 41) 
 

Опис 3' НТО 
SEQ 
ID 
№: 

GUS/FLuc GUS/RLuc 

GUS/FLuc 
нормалізо- 
вано до T- 

Gb.FbL2- 1:1:1 

GUS/RLuc 
нормалізовано 
до T- Gb.FbL2- 

1:1:1 

T-Gb.FbL2-1:1:1 41 0,34 0,21 1,00 1,00 

T-Gh.E6-4A-0:2:1 38 0,12 0,09 0,37 0,42 

T-Gb.H6-1:2:1 39 0,08 0,05 0,23 0,21 

T-Mt.Pt1-1:2:2 22 1,32 0,39 3,88 1,80 

T-Mt.AC140914v20-1:2:1 2 3,13 0,95 9,20 4,41 

T-Mt.Lhcb2-1:2:1 13 2,33 0,89 6,82 4,14 

T-Mt.PSII-T_B-1:2:1 21 2,24 0,89 6,56 4,15 

T-Mt.AC145767v28-1:1:2 1 4,74 1,72 13,91 7,98 

T-Mt.Lox-1-1:2:1 14 6,24 2,24 18,30 10,41 

T-Mt.Gpi-1:2:1 11 0,78 0,56 2,30 2,62 

T-Mt.Scp-1:2:1 27 0,83 0,38 2,45 1,79 

T-Mt.Methm-1:2:1 15 3,02 1,18 8,87 5,51 

T-Mt.Prx-1:1:1 19 1,15 0,56 3,36 2,63 

T-Mt.Gapdh-1:2:1 10 1,69 0,59 4,95 2,73 

T-Mt.FBA-1:1:5 8 2,27 0,80 6,65 3,74 

T-Mt.Zfp-1:2:1 30 1,35 0,39 3,98 1,81 

T-Mt.AC139600v16-1:2:1 3 3,60 1,62 10,55 7,56 

T-Mt.MP21-1:2:1 16 2,38 0,76 6,98 3,53 

T-Mt.Oxr-1:2:1 17 2,60 0,95 7,61 4,43 

T-Mt.Sui1-1:1:2 29 1,89 0,79 5,55 3,67 

T-Mt.Pip1-1:2:1 18 2,56 1,11 7,52 5,17 

T-Mt.AC153125V10-1:2:1 4 2,02 0,66 5,92 3,09 

T-Mt.Sali3-2-1:2:1 26 2,82 1,22 8,28 5,67 

T-Mt.Hsp20-1:2:1 12 0,72 0,36 2,10 1,68 

T-Mt.Expr1-1:2:1 7 1,92 0,65 5,64 3,03 

 
[0086] Як показано в Таблиці 4, експресія GUS була збільшена за допомогою обраних 3' 10 

НТО люцерни, в порівнянні з 3' НТО з Gossypium hirsutum або Gossypium barbadense. 
Наприклад, експресія GUS була в 2,1 - 18,3 рази вища, при використанні отриманих з 3' НТО 
люцерни на підставі співвідношень GUS/FLuc, нормованих по відношенню до Т-Gb.FbL2-
1:1:1, кращих експресій 3' НТО, отриманих з Gossypium hirsutum або Gossypium barbadense. 
Так само, експресія в GUS була 1.61 - 10.48 рази вища, при використанні отриманих з 3' 15 
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НТО люцерни на підставі співвідношень GUS/FLuc, нормованих по відношенню до Т-Gb.FbL2-
1:1:1. 

Приклад 3 
Аналіз впливу 3' НТО на конститутивну експресію GUS у стабільно трансформованих 

рослинах сої 5 

[0087] Рослини сої були трансформовані за допомогою векторів, зокрема плазмідних 
конструктів, для встановлення впливу окремих 3' НТО Medicago truncatula на експресію. 
Зокрема, рослини сої трансформували векторами, які містять конститутивну послідовність EXP, 
яка керує експресією трансгена β-глюкуронідази (GUS) функціонально зв'язаного з 3' НТО 
люцерни. Ці рослини сої, які трансформовані за допомогою 3' НТО від люцерни порівнювали 10 

з трансформованими рослинами сої, в яких експресія трансгена GUS керувалася 
конститутивним промотором, і трансген GUS був функціонально зв'язаний з 3' НТО, яка 
отримана з Gossypium barbadense. 

[0088] Рослинні вектори, використані в експериментах були сконструйовані з 
використанням способів клонування відомих в цій галузі техніки. Отримані вектори, містили 15 

ліву граничну ділянку від А. tumefaciens; першу трансгенну експресійну касету для відбору 
трансформованих рослинних клітин, які проявляють стійкість до антибіотика спектиномицину 
(що керується промотором Actin 7 арабідопсису); другу трансгенну експресійну касету для 
аналізу активності 3' НТО, що містить групу регуляторних елементів експресії EXP-CaMV.35S-
enh+Ph.DnaK:1:3 (SEQ ID №: 42), функціонально зв'язану 5'-кінцем з кодуючою послідовністю 20 

для GUS, яка містить інтрон, що вирізається (GUS-2, SEQ ID №: 44), який функціонально 
зв'язаний 5'-кінцем з 3' НТО, що отримана з Medicago truncatula або Gossypium barbadense; і 
праву граничну ділянку від А. tumefaciens. Вектори, які містять 3' НТО, яка отримана з 
Medicago truncatula: pMON109593, pMON116803, pMON116812, pMON116813, pMON116815, 
pMON116826, pMON116827, pMON116830, pMON122850, pMON122851, pMON122852, 25 

pMON122853, pMON122854, pMON122855, pMON122856, pMON122857, pMON122858, 
pMON122859, pMON122861, pMON122862, pMON122863, pMON122864, pMON122865, 
pMON122866, pMON122867, і pMON122868 . Вектор, який містить 3' НТО, що отримана з 
Gossypium barbadense – pMON102167. 

[0089] Таблиця 5 представляє плазмідні конструкти з відповідною 3' НТО і SEQ ID №, які 30 

використовуються для трансформації рослин в експериментах, представлених у Прикладі. 
 

Таблиця 5 
 

Плазмідні конструкти, які використовуються для трансформації рослин і опис 3' НТО 
 

Плазмідний конструкт Опис 3' НТО 
SEQ ID 

№: 

pMON102167 T-Gb.E6-3b:1:1 40 

pMON109593 T-Mt.Pt1-1:2:2 22 

pMON116803 T-Mt.AC140914v20-1:2:1 2 

pMON116812 T-Mt.Lhcb2-1:2:1 13 

pMON116813 T-Mt.PSII-T_B-1:2:1 21 

pMON116815 T-Mt.AC145767v28-1:1:2 1 

pMON116826 T-Mt.Lox-1-1:2:1 14 

pMON116827 T-Mt.Gpi-1:2:1 11 

pMON116830 T-Mt.Scp-1:2:1 27 

pMON122850 T-Mt.RpL3-1:2:1 25 

pMON122851 T-Mt.RD22-1:2:1 24 

pMON122852 T-Mt.Methm-1:2:1 15 

pMON122853 T-Mt.Prx-1:1:1 19 

pMON122854 T-Mt.Gapdh-1:2:1 10 

pMON122855 T-Mt.FBA-1:1:5 8 

pMON122856 T-Mt.Zfp-1:2:1 30 

pMON122857 T-Mt.AC139600v16-1:2:1 3 

pMON122858 T-Mt.MP21-1:2:1 16 

pMON122859 T-Mt.Oxr-1:2:1 17 

pMON122861 T-Mt.Apx-1:1:2 5 
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pMON122862 T-Mt.Sui1-1:1:2 29 

pMON122863 T-Mt.EF1a-1:1:2 6 

pMON122864 T-Mt.Pip1-1:2:1 18 

pMON122865 T-Mt.AC153125V10-1:2:1 4 

pMON122866 T-Mt.Sali3-2-1:2:1 26 

pMON122867 T-Mt.Hsp20-1:2:1 12 

pMON122868 T-Mt.Expr1-1:2:1 7 

 
[0090] Рослини сої були трансформовані з використанням агробактеріальних способів 

трансформації, відомих в цій галузі техніки. Експресія GUS була кількісно виміряна за 
допомогою гістологічних зрізів відібраних тканин. Для гістохімічного аналізу GUS повноцінні 5 

зрізи тканин інкубували з GUS-забарвлюючим розчином Х-Gluc (5-бромо-4- хлоро-3-індол-b-
глюкуронід) (1 мг/мл) протягом відповідного періоду часу, промивали і візуально 
досліджували на наявність синього забарвлення. GUS активність якісно визначається 
шляхом прямого візуального огляду або огляду під мікроскопом, використовуючи вибрані 
органи і тканини рослин. R0 покоління рослин було проаналізовано на наявність експресії в 10 

Vn5 корені, Vn5 молодому листі, Vn5 зрілому листі, R1 зрілому листі, R1 черешку, R1 
квітці, зародку жовтого боба (приблизно R8 стадія розвитку), сім’ядолі жовтого боба 
(приблизно R8 стадія розвитку), R3 незрілій насінині, R3 бобі, і R5 сім’ядолі. 

[0091] Кількісні зміни в експресії GUS пов'язані з експресією обумовленої pMON102167, 
який містить 3' НТО, яка отримана з Gossypium barbadense,було також проаналізовано, як 15 

продемонстровано в Таблицях 6-13. Для цього кількісного аналізу загальний білок 
екстрагували з обраних тканин трансформованих рослин. Один мікрограм  загального білка 
був використаний з флюорогенним субстратом 4-метилумбреліферил-β-D- глюкуронід (МУГ) 
у загальному реакційному об'ємі 50 мкл. Продукт реакції, 4- метилумбреліферил (4-МУ), 
максимально флуоресціює за умов високого рН, коли гідроксильна група іонізована. 20 

Додавання лужного розчину карбонату натрію одночасно зупиняє аналіз та регулює рН для 
підрахунку флуоресцентного продукту. Флуоресценцію вимірювали зі збудженням при 365 нм, 
емісією при 445 нм, використовуючи Fluoromax-3 (Horiba; Кіото, Японія) з Micromax Reader, із 
шириною щілини, що встановлена на збудження на 2 нм та 3 нм на емісію. 

[0092] Таблиці 6 і 7 демонструють середнє значення кількісних рівнів експресії, які 25 

виміряно у тканинах рослин покоління R0. Тканини, які не аналізували показано як порожні 
клітинки в обох таблицях. 

 
Таблиця 6 

 
Середнє значення кількісних рівнів експресії GUS у Vn5 корені, Vn5 молодому листі, 

Vn5 зрілому листі, R1 зрілому листі, R1 черешку, і R1 квітці рослин покоління R0 
 

Плазмідний 
конструкт 

Опис 3' НТО 
SEQ ID 

№: 
Vn5 

Корінь 

Vn5 
Моло-

дий 
лист 

Vn5 
Зрілий 
лист 

R1 
Зрілий 
лист 

R1 
Чере-
шок 

R1 
Квітка 

pMON102167 T-Gb.E6-3b:1:1 40 400,90 551,61 605,29 350,93  412,30 

pMON109593 T-Mt.Pt1-1:2:2 22 740,77 654,50 946,25 579,76 342,11 215,37 

pMON116803 
T-Mt.AC140914 
v20-1:2:1 

2 1306,76 2269,95 2187,61 344,78 480,47 243,11 

pMON116812 T-Mt.Lhcb2-1:2:1 13 649,15 785,16 1103,30 644,76 297,30 294,38 

pMON116813 
T-Mt.PSII-T B-
1:2:1 

21 382,80 891,91 1026,78 262,82 253,94 179,31 

pMON116815 
T-Mt.AC145767 
v28-1:1:2 

1 3817,28 1939,40 3250,38 1393,65 1001,37 876,08 

pMON116826 T-Mt.Lox-1-1:2:1 14 1093,15 1626,41 2030,11 3315,25 1376,39 1980,93 

pMON116827 T-Mt.Gpi-1:2:1 11 839,31 1263,82 1172,16 617,58 457,17 235,01 

pMON116830 T-Mt.Scp-1:2:1 27 240,31 187,07 330,49 113,50 20,79 41,73 

pMON122850 T-Mt.RpL3-1:2:1 25 479,50 673,20 687,00 388,10 524,10 202,68 
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pMON122851 T-Mt.RD22-1:2:1 24 897,98 287,52 667,63 325,50 1056,16 407,35 

pMON122852 T-Mt.Methm-1:2:1 15 852,05 1003,70 456,38 883,30 560,70 184,02 

pMON122853 T-Mt.Prx-1:1:1 19 858,88 591,51 362,40 841,82 459,48 220,29 

pMON122854 T-Mt.Gapdh-1:2:1 10 957,90 910,53 343,90 583,62 570,15 198,11 

pMON122855 T-Mt.FBA-1:1:5 8 1293,27 396,14 338,26 167,55 113,14 94,21 

pMON122856 T-Mt.Zfp-1:2:1 30 254,48 250,56 154,27 425,90 223,53 115,33 

pMON122857 
T-Mt.AC139600 
v16-1:2:1 

3 1035,43 1014,18 579,85 1631,94 921,34 421,81 

pMON122858 T-Mt.MP21-1:2:1 16 408,94 299,07 282,34 315,48 562,46 308,11 

pMON122859 T-Mt.Oxr-1:2:1 17 3228,98 1315,58 2092,77 849,69 406,58 98,10 

pMON122861 T-Mt.Apx-1:1:2 5 974,70 433,60 510,50 263,00 103,70 117,70 

pMON122862 T-Mt.Sui1-1:1:2 29 1131,24 710,62 604,88 342,22 182,58 219,67 

pMON122863 T-Mt.EF1a-1:1:2 6 667,00 281,00 398,30 171,40 323,10 281,30 

pMON122864 T-Mt.Pip1-1:2:1 18 448,00 203,00 240,00 401,00 369,00 355,00 

pMON122865 
T-Mt.AC153125 
V10- 1:2:1 

4 385,42 160,51 298,16 239,01 104,64 32,62 

pMON122866 T-Mt.Sali3-2-1:2:1 26 2274,70 1176,10 1490,54 976,91 753,02 45,26 

pMON122867 T-Mt.Hsp20-1:2:1 12 753,94 544,73 395,30 675,68 668,83 255,68 

pMON122868 T-Mt.Expr1-1:2:1 7 1151,60 608,21 692,82 235,62 87,40 157,45 

 
Таблиця 7 

 
Середнє значення кількісних рівнів експресії GUS у зародку жовтого боба,  

сім’ядолі жовтого боба, R3 незрілій насінині, R3 бобі, і R5 сім’ядолі рослин покоління R0 
 

Плазмідний 
конструкт 

Опис 3' НТО 
SEQ ID 

№: 

Зародок 
жовтого 

боба 

Сім’ядо 
ля 

жовтого 
боба 

R3 
Незріла 
насінина 

R3  
боб 

R5 
сім’ядоля 

pMON102167 T-Gb.E6-3b:1:1 40 47,86 49,45 67,45 433,54 101,34 

pMON109593 T-Mt.Pt1-1:2:2 22 18,56 170,11 28,63 406,13 71,91 

pMON116803 
T-Mt.AC140914v20- 
1:2:1 

2 100,42 181,62 209,92 467,72 190,51 

pMON116812 T-Mt.Lhcb2-1:2:1 13 74,53 120,30 163,76 526,08 407,40 

pMON116813 T-Mt.PSII-T B-1:2:1 21 127,65 279,84 78,12 282,34 50,92 

pMON116815 
T-Mt.AC145767v28- 
1:1:2 

1 358,03 1192,69 989,47 2309,72 566,93 

pMON116826 T-Mt.Lox-1-1:2:1 14 280,48 577,87 231,15 2868,17 341,60 

pMON116827 T-Mt.Gpi-1:2:1 11 118,18 127,74 10,96 37,22 27,80 

pMON116830 T-Mt.Scp-1:2:1 27 57,11 72,33 23,96 271,88 98,36 

pMON122850 T-Mt.RpL3-1:2:1 25 265,30 489,70 57,40 487,50 264,40 

pMON122851 T-Mt.RD22-1:2:1 24 95,88 189,41 121,12 1045,20 72,23 

pMON122852 T-Mt.Methm-1:2:1 15 153,46 320,64 53,24 686,92 518,51 

pMON122853 T-Mt.Prx-1:1:1 19 46,64 146,53 38,64 360,48 103,28 

pMON122854 T-Mt.Gapdh-1:2:1 10 165,11 160,40 66,44 464,75 245,85 

pMON122855 T-Mt.FBA-1:1:5 8 172,21 381,32 111,57 496,04 306,13 

pMON122856 T-Mt.Zfp-1:2:1 30 46,37 44,66 87,51 775,69 57,17 

pMON122857 
T-Mt.AC139600 
v16- 1:2:1 

3 142,78 243,74 45,58 615,99 452,09 

pMON122858 T-Mt,MP21-1:2:1 16 102,11 260,98 137,76 667,18 169,16 

pMON122859 T-Mt.Oxr-1:2:1 17 192,92 539,13 74,44 950,85 43,69 

pMON122861 T-Mt.Apx-1:1:2 5 53,50 217,70 37,90 95,30 174,50 

pMON122862 T-Mt.Sui1-1:1:2 29 195,81 502,37 62,10 135,60 500,71 

pMON122863 T-Mt.EF1a-1:1:2 6 136,80 270,20 127,20 387,10 150,00 

pMON122864 T-Mt.Pip1-1:2:1 18 140,00 220,00 87,00 398,00 102,00 



UA   119965   C2 

21 

 

Продовження таблиці 7 
 

pMON122865 
T-Mt.AC153125 
V10- 1:2:1 

4 20,55 56,64   11,83 

pMON122866 T-Mt.Sali3-2-1:2:1 26 126,53 334,27   59,33 

pMON122867 T-Mt.Hsp20-1:2:1 12 136,36 242,52 77,11 509,01 73,23 

pMON122868 T-Mt.Expr1-1:2:1 7 201,21 186,14 208,37 1264,62 203,90 

 
[0093] В таблицях 6 і 7 продемонстровано, що експресія, що керується однаковими EXP 

відрізнялася в тканинах стабільно трансформованих рослин сої, що містять різні 3' НТО 
люцерни, порівняно з 3' НТО, які отримано з Gossypium barbadense. 5 

[0094] Таблиці 8 і 9 демонструють кратні зміни експресії в тканинах стабільно 
трансформованих рослин сої, що містять різні 3' НТО люцерни, порівняно з 3' НТО, які 
отримані з Gossypium barbadense. 

 
Таблиця 8 

 
Кратність змін експресії у Vn5 корені, Vn5 молодому листі, Vn5 зрілому  

листі, R1 зрілому листі і R1 квітці трансформованих рослин сої покоління R0 
 

Плазмідний 
конструкт 

Опис 3' НТО 
SEQ ID 

№: 
Vn5 

Корінь 

Vn5 
Молоди 
й лист 

Vn5 
Зрілий 
лист 

R1 
Зрілий 
лист 

R1 
Квітка 

pMON102167 T-Gb.E6-3b:1:1 40 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 

pMON109593 T-Mt.Pt1-1:2:2 22 1,85 1,19 1,56 1,65 0,52 

pMON116803 T-Mt.AC140914v20-1:2:1 2 3,26 4,12 3,61 0,98 0,59 

pMON116812 T-Mt.Lhcb2-1:2:1 13 1,62 1,42 1,82 1,84 0,71 

pMON116813 T-Mt.PSII-T B-1:2:1 21 0,95 1,62 1,70 0,75 0,43 

pMON116815 T-Mt.AC145767v28-1:1:2 1 9,52 3,52 5,37 3,97 2,12 

pMON116826 T-Mt.Lox-1-1:2:1 14 2,73 2,95 3,35 9,45 4,80 

pMON116827 T-Mt.Gpi-1:2:1 11 2,09 2,29 1,94 1,76 0,57 

pMON116830 T-Mt.Scp-1:2:1 27 0,60 0,34 0,55 0,32 0,10 

pMON122850 T-Mt.RpL3-1:2:1 25 1,20 1,22 1,14 1,11 0,49 

pMON122851 T-Mt.RD22-1:2:1 24 2,24 0,52 1,10 0,93 0,99 

pMON122852 T-Mt.Methm-1:2:1 15 2,13 1,82 0,75 2,52 0,45 

pMON122853 T-Mt.Prx-1:1:1 19 2,14 1,07 0,60 2,40 0,53 

pMON122854 T-Mt.Gapdh-1:2:1 10 2,39 1,65 0,57 1,66 0,48 

pMON122855 T-Mt.FBA-1:1:5 8 3,23 0,72 0,56 0,48 0,23 

pMON122856 T-Mt.Zfp-1:2:1 30 0,63 0,45 0,25 1,21 0,28 

pMON122857 T-Mt.AC139600v16-1:2:1 3 2,58 1,84 0,96 4,65 1,02 

pMON122858 T-Mt.MP21-1:2:1 16 1,02 0,54 0,47 0,90 0,75 

pMON122859 T-Mt.Oxr-1:2:1 17 8,05 2,39 3,46 2,42 0,24 

pMON122861 T-Mt.Apx-1:1:2 5 2,43 0,79 0,84 0,75 0,29 

pMON122862 T-Mt.Sui1-1:1:2 29 2,82 1,29 1,00 0,98 0,53 

pMON122863 T-Mt.EF1a-1:1:2 6 1,66 0,51 0,66 0,49 0,68 

pMON122864 T-Mt.Pip1-1:2:1 18 1,12 0,37 0,40 1,14 0,86 

pMON122865 T-Mt.AC153125V10-1:2:1 4 0,96 0,29 0,49 0,68 0,08 

pMON122866 T-Mt.Sali3-2-1:2:1 26 5,67 2,13 2,46 2,78 0,11 

pMON122867 T-Mt.Hsp20-1:2:1 12 1,88 0,99 0,65 1,93 0,62 

pMON122868 T-Mt.Expr1-1:2:1 7 2,87 1,10 1,14 0,67 0,38 

10 
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Таблиця 9 

 
Кратність змін експресії у зародку жовтого боба, сім’ядолі жовтого боба, 

R3 незрілій насінині, R3 бобі, і R5 сім’ядолі трансформованих рослин сої покоління R0 
 

Плазмідний 
конструкт 

Опис 3' НТО 
SEQ 
ID 
№: 

Зародок 
жовтого 

боба 

Сім’ядоля 
жовтого 

боба 

R3 
Незріла 
насінина 

R3 
боб 

R5 
сім’ядоля 

pMON102167 T-Gb.E6-3b:1:1 40 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 

pMON109593 T-Mt.Pt1-1:2:2 22 0,39 3,44 0,42 0,94 0,71 

pMON116803 
T-Mt.AC140914v20-
1:2:1 

2 2,10 3,67 3,11 1,08 1,88 

pMON116812 T-Mt.Lhcb2-1:2:1 13 1,56 2,43 2,43 1,21 4,02 

pMON116813 T-Mt.PSII-T B-1:2:1 21 2,67 5,66 1,16 0,65 0,50 

pMON116815 
T-Mt.AC145767v28-
1:1:2 

1 7,48 24,12 14,67 5,33 5,59 

pMON116826 T-Mt.Lox-1-1:2:1 14 5,86 11,69 3,43 6,62 3,37 

pMON116827 T-Mt.Gpi-1:2:1 11 2,47 2,58 0,16 0,09 0,27 

pMON116830 T-Mt.Scp-1:2:1 27 1,19 1,46 0,36 0,63 0,97 

pMON122850 T-Mt.RpL3-1:2:1 25 5,54 9,90 0,85 1,12 2,61 

pMON122851 T-Mt.RD22-1:2:1 24 2,00 3,83 1,80 2,41 0,71 

pMON122852 T-Mt.Methm-1:2:1 15 3,21 6,48 0,79 1,58 5,12 

pMON122853 T-Mt.Prx-1:1:1 19 0,97 2,96 0,57 0,83 1,02 

pMON122854 T-Mt.Gapdh-1:2:1 10 3,45 3,24 0,99 1,07 2,43 

pMON122855 T-Mt.FBA-1:1:5 8 3,60 7,71 1,65 1,14 3,02 

pMON122856 T-Mt.Zfp-1:2:1 30 0,97 0,90 1,30 1,79 0,56 

pMON122857 
T-Mt.AC139600v16-
1:2:1 

3 2,98 4,93 0,68 1,42 4,46 

pMON122858 T-Mt.MP21-1:2:1 16 2,13 5,28 2,04 1,54 1,67 

pMON122859 T-Mt.Oxr-1:2:1 17 4,03 10,90 1,10 2,19 0,43 

pMON122861 T-Mt.Apx-1:1:2 5 1,12 4,40 0,56 0,22 1,72 

pMON122862 T-Mt.Sui1-1:1:2 29 4,09 10,16 0,92 0,31 4,94 

pMON122863 T-Mt.EF1a-1:1:2 6 2,86 5,46 1,89 0,89 1,48 

pMON122864 T-Mt.Pip1-1:2:1 18 2,93 4,45 1,29 0,92 1,01 

pMON122865 
T-Mt.AC153125V10-
1:2:1 

4 0,43 1,15   0,12 

pMON122866 T-Mt.Sali3-2-1:2:1 26 2,64 6,76   0,59 

pMON122867 T-Mt.Hsp20-1:2:1 12 2,85 4,90 1,14 1,17 0,72 

pMON122868 T-Mt.Expr1-1:2:1 7 4,20 3,76 3,09 2,92 2,01 

 
[0095] У таблицях 8 та 9 продемонстровано, що експресія в тканинах трансформованих 

рослин сої, які містять різні 3' НТО люцерни відрізнялася при порівнянні з рослинами сої, 
трансформованими з використанням pMON102167, що містять 3' НТО отримані з 5 

Gossypium barbadense. Наприклад, дві 3' НТО люцерни T-Mt.AC145767v28-1:1:2 (SEQ ID №: 1) 
і T-Mt.Lox-1-1:2:1 (SEQ ID №: 14) приводили до посиленої експресії конститутивної EXP, EXP-
CaMV.35S-enh+Ph.DnaK:1:3 (SEQ ID №: 42) у всіх тканинах. Інші 3' НТО люцерни приводили 
до посиленої експресії конститутивної EXP в одних тканинах, знижуючи її в інших. Наприклад 
3' НТО T-Mt.Sali3-2-1:2:1 (SEQ ID №: 26 призводила до 2,19-8,05-разового посилення 10 

експресії в Vn5 корені, Vn5 молодому листі, Vn5 зрілому листі, R1 зрілому листі, зародку 
жовтого боба і сім’ядолі жовтого боба, при цьому знижуючи експресію в R1 квітці і R5 сім’ядолі. 
До того ж 3' НТО T-Mt.AC140914v20-1:2:1 (SEQ ID №: 2) призводила до 1,88-4,12 -разового 
посилення експресії в Vn5 корені, Vn5 молодому листі, Vn5 зрілому листі, зародку жовтого 
боба і сім’ядолі жовтого боба R3 незрілій насінині і R5 молодому листі, при цьому знижуючи 15 

експресію в R1 зрілому листі, R1 квітці і зберігаючи експресію на відносно незмінному рівні в R3 
бобі. Крім того 3' НТО T-Mt.Oxr-1:2:1 (SEQ ID №: 17) забезпечувала 2,19-10,90 -разове 
посилення експресії в Vn5 корені, Vn5 молодому листі, Vn5 зрілому листі, R1 зрілому листі, 
зародку жовтого боба, сім’ядолі жовтого боба і R3 бобі, при цьому знижуючи експресію в R1 
квітці і R5 сім’ядолі і зберігаючи експресію на відносно незмінному рівні в R3 незрілій насінині. 20 
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[0096] Деякі трансформовані рослини сої, що містять різні 3' НТО люцерни 
використовувалися для отримання покоління R1. Таблиці 10 і 11 демонструють середнє 
значення експресії GUS у досліджених тканинах. Таблиці 12 і 13 демонструють кратні зміни 
експресії щодо 3' НТО, які отримані з Gossypium barbadense. 

 5 

Таблиця 10 
 

Середнє значення експресії GUS у Vn5 корені, Vn5 молодому листі, Vn5 зрілому 
листі, R1 зрілому листі, R1 черешку, і R1 квітці трансформованих рослин сої покоління R1 

 

Плазмідний 
конструкт 

Опис 3' НТО 
SEQ 
ID №: 

Vn5 
Корінь 

Vn5 
Молодий 

лист 

Vn5 
Зрілий 
лист 

R1 
Зрілий 
лист 

R1 
Чере- 
шок 

 
R1 

Квітка 

pMON102167 T-Gb.E6-3b:1:1 40 934,22 992,31 1210,30 856,01 570,64 603,61 

pMON116813 T-Mt.PSII-T B-1:2:1 21 1462,92 1169,79 1495,65 1159,28 647,86 506,70 

pMON116815 
T-Mt.AC145767v28-
1:1:2 

1 5555,77 5146,48 4447,42 2654,13 2825,41 2584,82 

pMON122859 T-Mt.Oxr-1:2:1 17 3726,08 3090,41 3862,55 2666,68 1160,66 1041,40 

pMON122866 T-Mt.Sali3-2-1:2:1 26 3438,35 2856,04 2510,49 2012,63 1087,69 919,57 

 
Таблиця 11 

 
Середнє значення експресії GUS у зародку жовтого боба, сім’ядолі жовтого боба, 

R3 незрілій насінині, R3 бобі, і R5 сім’ядолі трансформованих рослин сої покоління R1 
 

Плазмідний 
конструкт 

Опис 3' НТО 
SEQ 
ID №: 

Зародок 
жовтого 

боба 

Сім’я-
доля 

жовтого 
боба 

R3 
Незріла 
насінина 

R3 
боб 

R5 
сім’ядоля 

pMON102167 T-Gb.E6-3b:1:1 40 85,27 174,11 298,03 567,48 85,11 

pMON116813 T-Mt.PSII-T B-1:2:1 21 468,66 537,77 171,00 976,84 342,29 

pMON116815 
T-Mt.AC145767v28-
1:1:2 

1 1314,44 2134,97 1039,30 4506,45 1842,61 

pMON122859 T-Mt.Oxr-1:2:1 17 730,81 1098,62 245,45 1947,45 423,40 

pMON122866 T-Mt.Sali3-2-1:2:1 26 686,08 988,27 488,62 1068,10 757,12 

 
[0097] Таблиці 10 і 11 демонструють, що експресія, яка керується однаковими EXP 

відрізняється в різних тканинах стабільно трансформованих рослин сої, що містять різні 3' НТО 
люцерни порівняно з 3' НТО, отриманими з Gossypium barbadense. Таблиці 12 і 13 10 

демонструють кратність змін експресії в тканинах стабільно трансформованих рослин сої, що 
містять різні 3' НТО люцерни по відношенню до тканин, які трансформовані із застосуванням 
pMON102167, який містить 3' НТО, що отримані з Gossypium barbadense. 

 
Таблиця 12 

 
Кратність змін експресії у Vn5 корені, Vn5 молодому листі, Vn5 зрілому листі, 

R1 зрілому листі, R1 черешку, і R1 квітці трансформованих рослин сої покоління R1 
 

Плазмідний 
конструкт 

Опис 3' НТО 
SEQ  
ID 
№: 

Vn5 
Корінь 

Vn5 
Моло-

дий 
лист 

Vn5 
Зрілий 
лист 

R1 
Зрілий 
лист 

R1 
Чере-
шок 

R1 
Квітка 

pMON102167 T-Gb.E6-3b:1:1 40 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 

pMON116813 T-Mt.PSII-T B-1:2:1 21 1,57 1,18 1,24 1,35 1,14 0,84 

pMON116815 
T-Mt.AC145767 
v28- 1:1:2 

1 5,95 5,19 3,67 3,10 4,95 4,28 

pMON122859 T-Mt.Oxr-1:2:1 17 3,99 3,11 3,19 3,12 2,03 1,73 

pMON122866 T-Mt.Sali3-2-1:2:1 26 3,68 2,88 2,07 2,35 1,91 1,52 

 15 



UA   119965   C2 

24 

Таблиця 13 
 

Кратність змін експресії у зародку жовтого боба, сім’ядолі жовтого боба, 
R3 незрілій насінині, R3 бобі, і R5 сім’ядолі трансформованих рослин сої покоління R1 

 

Плазмідний 
конструкт 

Опис 3' НТО 
SEQ  
ID 
№: 

Зародок 
жовтого 

боба 

Сім’ядол 
я жовтого 

боба 

R3 
Незріла 
насінина 

R3  
боб 

R5 
сім’я-
доля 

pMON102167 T-Gb.E6-3b:1:1 40 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 

pMON116813 T-Mt.PSII-T B-1:2:1 21 5,50 3,09 0,57 1,72 4,02 

pMON116815 
T-Mt.AC145767v28-
1:1:2 

1 15,42 12,26 3,49 7,94 21,65 

pMON122859 T-Mt.Oxr-1:2:1 17 8,57 6,31 0,82 3,43 4,97 

pMON122866 T-Mt.Sali3-2-1:2:1 26 8,05 5,68 1,64 1,88 8,90 

 
[0098] Таблиці 12 і 13 демонструють, що деякі 3' НТО люцерни приводили до посиленої 

експресії конститутивної EXP EXP-CaMV.35S-enh+Ph.DnaK:1:3 (SEQ ID №: 42) по 
відношенню до рослин, які трансформовані з використанням pMON102167, що містить 3' НТО, 
отримані з Gossypium barbadense покоління R1. Наприклад, 3' НТО, T- Mt.AC145767v28-1:1:2 5 

(SEQ ID №: 1) забезпечує посилення експресії GUS у 3,10-21,65 рази у всіх досліджених 
тканинах. 3' НТО, T-Mt.Sali3-2-1:2:1 (SEQ ID №: 26) забезпечує посилення експресії GUS у 
1,52-8,90 рази у всіх досліджених тканинах. 3' НТО, T-Mt.Oxr- 1:2:1 (SEQ ID №: 17) 
забезпечує посилення експресії в більшості тканин, проте призводить до її зниження в R3 
незрілій насінині, відносно до рослин, які трансформовані з використанням T-Gb.E6-3b:1:1 (SEQ 10 

ID№: 40). 
[0099] Вищезазначені експерименти демонструють, що 3' НТО люцерни приводили до 

посиленої експресії конститутивної елементів EXP EXP-CaMV.35S-enh+Ph.DnaK:1:3 (SEQ ID №: 
42) різними шляхами, в залежності від обраної 3' НТО. У багатьох випадку спостерігалося 
посилення експресії в деяких тканинах рослин, трансформованих із застосуванням 15 

рослинних експресійних векторів, що містить 3' НТО люцерни, порівняно з рослинами, 
трансформованими за допомогою pMON102167, що містить 3' НТО, отриману з Gossypium 
barbadense. Однак ефект посилення спостерігався не у всіх тканинах рослини, і в деяких 
випадках застосування 3' НТО люцерни експресія послаблювалася в одних тканинах і 
посилювалася в інших. Таким чином, застосування конкретної 3' НТО люцерни дозволяє 20 

добитися "тонкої настройки" профілю експресії конкретного трансгена і може бути 
використана в поєднанні з різними елементами експресії, такими як промотори, лідери і 
інтрони функціонально зв'язаними з молекулою ДНК, що транскрибується, для забезпечення 
оптимальної експресії в конкретних тканинах, при одночасному зниженні експресії в 
тканинах, які є менш бажаними для конкретної молекули ДНК, що транскрибується. 25 

Приклад 4 
Аналіз впливу 3' НТО на експресію GUS у насінні стабільно трансформованих рослин сої 
[00100] Рослини сої були трансформовані за допомогою векторів, зокрема плазмідних 

конструктів, для встановлення впливу окремих 3' НТО люцерни на експресію. Зокрема, 
рослини сої трансформували векторами, які містять конститутивну послідовність EXP,яка керує 30 

експресією трансгена β-глюкуронідази (GUS) функціонально зв'язаного з 3' НТО люцерни. Ці 
рослини сої, трансформовані за допомогою 3' НТО від люцерни порівнювалися з 
трансформованими рослинами сої, в яких експресія трансгена GUS управлялася 
експресійними послідовностями EXP насіння, і трансген GUS функціонально зв'язан з 3' НТО, 
яка отримана з Gossypium barbadense 35 

[00101] Рослинні вектори, використані в експериментах були сконструйовані з 
використанням методів клонування відомих в цій галузі техніки. Отримані вектори, містили 
ліву граничну ділянку від А. tumefaciens; першу трансгенну експресійну касету для відбору 
трансформованих рослинних клітин, що проявляють стійкість до антибіотика спектиноміцину 
(яка керується промотором Actin 7 арабідопсису); другу трансгенну експресійну касету для 40 

аналізу активності 3' НТО, що містить групу регуляторних елементів експресії EXP-
Gm.Sphas1:1:1 (SEQ ID №: 50), що забезпечує експресію в насінні, функціонально зв'язану 5'-
кінцем з кодуючою послідовністю для GUS, яка містить інтрон, що вирізається (GUS-2, SEQ ID 
№: 44), який функціонально зв'язаний 5'-кінцем з 3' НТО, що отримана з Medicago truncatula 
або Gossypium barbadense; і праву граничну ділянку від А. tumefaciens. Вектори, які містять 45 

3' НТО отриману з Medicago truncatula: pMON116832, pMON116834, pMON116835, 



UA   119965   C2 

25 

pMON116841, pMON122869, pMON122870, pMON122871, pMON122872, pMON122873, 
pMON122874, pMON122875, pMON122876, pMON122878, pMON122879, pMON122880,  
pMON122881, pMON122882, pMON122883, pMON122885, pMON122887, pMON122888, і 
pMON126122 . Вектор, який містить 3' НТО отриману з Gossypium barbadense – pMON83028. 

[00102] У таблиці 14 наводяться плазмідні конструкти з відповідною 3' НТО і SEQ ID № і 5 

покоління, для яких проводяться кількісні аналізи. 
 

Таблиця 14 
 

Плазмідні конструкти, які використовуються для трансформації рослин сої та відповідні 3' НТО 
 

Плазмідний 
конструкт 

Опис 3' НТО 
SEQ ID 

№: 
Покоління, для яких 

надаються дані 

pMON83028 T-Gb.E6-3b:1:1 40 R1 

pMON116832 T-Mt.AC140914v20-1:2:1 2 R0 

pMON116834 T-Mt.PSII-T_A-1:2:1 20 R0 

pMON116835 T-Mt.AC145767v28-1:1:2 1 R0 

pMON116841 T-Mt.PSII-T_B-1:2:1 21 R0 

pMON122869 T-Mt.RpL3-1:2:1 25 R0 

pMON122870 T-Mt.RD22-1:2:1 24 R0 

pMON122871 T-Mt.Methm-1:2:1 15 R0 

pMON122872 T-Mt.Prx-1:1:1 19 R0 

pMON122873 T-Mt.Gapdh-1:2:1 10 R0 

pMON122874 T-Mt.FBA-1:2:1 9 R0 

pMON122875 T-Mt.Zfp-1:2:1 30 R0 і R1 

pMON122876 T-Mt.AC139600v16-1:2:1 3 R0 

pMON122878 T-Mt.Oxr-1:2:1 17 R0 

pMON122879 T-Mt.Apx-1:1:2 5 R0 і R1 

pMON122880 T-Mt.Sui1-1:1:2 29 R0 і R1 

pMON122881 T-Mt.EF1a-1:1:2 6 R0 і R1 

pMON122882 T-Mt.Pip1-1:2:1 18 R0 

pMON122883 T-Mt.AC153125V10-1:2:1 4 R0 

pMON122885 T-Mt.Expr1-1:2:1 7 R0 

pMON122887 T-Mt.Pt1-1:2:2 22 R0 

pMON122888 T-Mt.Pt2-1:2:2 23 R0 

pMON126122 T-Mt.Expr1-1:2:1 7 R0 

 
[00103] Трансформування рослини сої та аналіз GUS проводилися як описано в Прикладі 3. 

Таблиці 15 і 16 демонструють кількісні середні значення GUS для стабільно 10 

трансформованих рослин сої покоління R0. 
 

Таблиця 15 
 

Середнє значення експресії GUS у зародку жовтого боба, сім’ядолі жовтого боба, 
R3 незрілій насінині, R3 бобі, і R5 сім’ядолі трансформованих рослин сої покоління R0 

 

Плазмідний конструкт 
SEQ  
ID 
№: 

Зародок 
жовтого 

боба 

Сім’ядоля 
жовтого 

боба 

R3 
Незріла 
насінина 

R3  
боб 

R5 
сім’ядоля 

T-Mt.AC140914v20-1:2:1 2 572 1045 9 6 8 

T-Mt.PSII-T_A-1:2:1 20 210 371 7 6 61 

T-Mt.AC145767v28-1:1:2 1 1445 4264 11 8 47 

T-Mt.PSII-T_B-1:2:1 21 218 774 15 16 60 

T-Mt.RpL3-1:2:1 25 683 1087    

T-Mt.RD22-1:2:1 24 3164 6809 30 15 24 

T-Mt.Methm-1:2:1 15 459 2136 7 6 74 

T-Mt.Prx-1:1:1 19 109 794 9 6 42 

T-Mt.Gapdh-1:2:1 10 241 745 6 5  
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Продовження таблиці 15 
 

T-Mt.FBA-1:2:1 9 622 772 10 6 100 

T-Mt.Zfp-1:2:1 30 192 193 2 2 31 

T-Mt.AC139600v16-1:2:1 3 319 2150 8 6 157 

T-Mt.Oxr-1:2:1 17 995 3220 5 4 235 

T-Mt.Apx-1:1:2 5 41 272 10 9 10 

T-Mt.Sui1-1:1:2 29 120 546 15 116 16 

T-Mt.EF1a-1:1:2 6   10 9 17 

T-Mt.Pip1-1:2:1 18 670 614 8 9 5 

T-Mt.AC153125V10-1:2:1 4 2079 4192 8 6 62 

T-Mt.Expr1-1:2:1 7 385 1092 11 5 299 

T-Mt.Pt1-1:2:2 22 142 630 14 14 426 

T-Mt.Pt2-1:2:2 23 440 513 2 1 10 

T-Mt.Expr1-1:2:1 7 527 1122 15 6 154 

 
Таблиця 16 

 
Середнє значення експресії GUS у Vn5 корені, Vn5 молодому листі, Vn5 зрілому 

листі, R1 зрілому листі, R1 черешку, і R1 квітці трансформованих рослин сої покоління R0 
 

Плазмідний конструкт 
Оп 

ис 3' 
НТО 

SEQ  
ID 
№: 

Vn5 
Корінь 

Vn5 
Молодий 

лист 

Vn5 
Зрілий 
лист 

R1 
Зрілий 
лист 

R1 
Чере-
шок 

R1 
Квітка 

T-Mt.AC140914v20-1:2:1 2 23 4 6 4 4 4 4 

T-Mt.PSII-T_A-1:2:1 20 29 5 8 6 3 3 3 

T-Mt.AC145767v28-1:1:2 1 10 3 4 0 0 0 0 

T-Mt.PSII-T_B-1:2:1 21 8 5 5 5 5 6 6 

T-Mt.RpL3-1:2:1 25 60 26 22 7 8 9 9 

T-Mt.RD22-1:2:1 24 21 2 3 12 11 11 11 

T-Mt.Methm-1:2:1 15 8 4 4 0 0 0 0 

T-Mt.Prx-1:1:1 19 5 5 5 0 0 0 0 

T-Mt.Gapdh-1:2:1 10 20 8 6 8 6 8 8 

T-Mt.FBA-1:2:1 9 9 3 3 18 15 17 17 

T-Mt.Zfp-1:2:1 30 41 13 14 7 5 6 6 

T-Mt.AC139600v16-1:2:1 3 7 5 5 0 0 0 0 

T-Mt.Oxr-1:2:1 17 7 3 8 0 0 0 0 

T-Mt.Apx-1:1:2 5 31 16 19 1173 294 357 357 

T-Mt.Sui1-1:1:2 29 29 20 19 10 5 4 4 

T-Mt.EF1a-1:1:2 6 8 3 3 16 19 19 19 

T-Mt.Pip1-1:2:1 18 15 7 6 8 4 3 3 

T-Mt.AC153125V10-1:2:1 4 16 5 3 0 0 0 0 

T-Mt.Expr1-1:2:1 7 22 8 10 6 3 3 3 

T-Mt.Pt1-1:2:2 22 8 6 5 5 6 6 6 

T-Mt.Pt2-1:2:2 23 34 11 11 6 6 6 6 

T-Mt.Expr1-1:2:1 7 15 6 8 5 4 4 4 
 

[00104] Як видно з таблиць 15 і 16, більшість 3' НТО люцерни впливали на експресію 
конститутивної EXP насінини EXP-Gm.Sphas1:1:1 (SEQ ID №: 50), за винятком T-Mt.Apx-1:1:2 
(SEQ ID №: 5), яка посилювала експресію GUS в R1 зрілому листі, R1 сім’ядолі, і R1 5 

квітці. Деякі 3' НТО люцерни забезпечували високу експресію в зародку жовтого боба і 
сім’ядолі жовтого боба, такі як T-Mt.AC145767v28-1:1:2 (SEQ ID №: 1), T- Mt.RD22-1:2:1 (SEQ 
ID №: 24) і T-Mt.AC153125V10-1:2:1 (SEQ ID №: 4). Тому ці 3' НТО будуть ідеальні для 
посилення експресії промотора в насінні на пізніх етапах формування насіння. 3' НТО T-
Mt.Expr1-1:2:1 (SEQ ID №: 7) забезпечує високий рівень експресії як у R5 сім’ядолі, так і в 10 

сім’ядолі жовтого боба порівняно з іншими 3' НТО, що може бути вигідно для забезпечення 
експресії в широкому часовому відрізку розвитку насінини. У деяких випадках 3' НТО, такі як 
T-Mt.FBA-1:2:1 (SEQ ID №: 9), T-Mt.Zfp-1:2:1 (SEQ ID №: 30), T-Mt.Pip1-1:2:1 (SEQ ID №: 18), і 
T-Mt.Pt2-1:2:2 (SEQ ID №: 23) забезпечують більш рівномірний рівень експресії в насінині, як 
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у зародку жовтого боба, так і в сім’ядолі жовтого боба. 
[00105] Рослини покоління R0, містять T-Mt.Zfp-1:2:1 (SEQ ID №: 30), T-Mt.Apx- 1:1:2 

(SEQ ID №: 5), T-Mt.Sui1-1:1:2 (SEQ ID №: 29), і T-Mt.EF1a-1:1:2 (SEQ ID №: 6) дали насіння, яке 
було висаджено для вивчення покоління R1. Таблиця 17 демонструє порівняння середніх 
значень кількісних аналізів цих, рослин покоління R1, які містять 3'НТО люцерни і рослин, 5 

трансформованих із застосуванням pMON83028, яка містить 3' НТО T-Gb.E6-3b:1:1 (SEQ ID 
№: 40), що отримана з Gossypium barbadense. 

 
Таблиця 17 

 
Середнє значення  експресії GUS у зародку жовтого боба, сім’ядолі 

жовтого боба, і R5 сім’ядолі трансформованих рослин сої покоління R1 
 

Плазмідний 
конструкт 

Опис 3' НТО 
SEQ ID 

№: 

Зародок 
жовтого 

боба 

Сім’ядоля 
жовтого боба 

R5 
Сім’ядоля 

pMON83028 T-Gb.E6-3b:1:1 40 102 362 7 

pMON122875 T-Mt.Zfp-1:2:1 30 56 153 498 

pMON122879 T-Mt.Apx-1:1:2 5 205 645 777 

pMON122880 T-Mt.Sui1-1:1:2 29 462 1241 355 

pMON122881 T-Mt.EF1a-1:1:2 6 415 1059 11 

 
[00106] Як видно з Таблиці 17, 3' НТО люцерни впливає на експресію інакше, ніж T-Gb.E6-10 

3b:1:1 в зародкових і сім'ядольних тканинах. Наприклад, T-Mt.Apx-1:1:2 (SEQ ID №: 
5) і T-Mt.Sui1-1:1:2 (SEQ ID №: 29) посилюють експресію EXP в насінні в зародку жовтого 

боба, сім’ядолі жовтого боба, і R5 сім’ядолі, у порівнянні з T-Gb.E6-3b:1:1. T- Mt.EF1a-1:1:2 
(SEQ ID №: 6) підсилює експресію в зародку жовтого боба і сім’ядолі жовтого боба, але не 
в R5 сім’ядолі. T-Mt.Zfp-1:2:1 (SEQ ID №: 30) знижує експресію на пізніх етапах розвитку 15 

зародку жовтого боба і сім’ядолі жовтого боба, однак посилює в R5 сім’ядолі. 
[00107] Таким чином, кожен конкретний 3' НТО люцерни диференціально впливає на 

розвиток насіння, коли він функціонально зв'язаний з промотором насіння. Ці відмінності у 
впливі на експресію можуть бути використані для забезпечення більш точного та 
індивідуального підходу регуляції експресії в насінні і може ідеально підходити для "тонкої 20 

настройки" профілю експресії конкретно молекули ДНК, що транскрибується, для 
забезпечення експресії в насінні. 

Приклад 5 
Аналіз впливу 3' НТО на конститутивну експресію GUS у стабільно трансформованих 

рослинах сої 25 

[00108] Рослини сої були трансформовані за допомогою векторів, зокрема плазмідних 
конструктів, для встановлення впливу окремих 3' НТО люцерни на експресію. Зокрема, 
рослини сої трансформували векторами, які містять 2 різних конститутивнх послідовності EXP, 
які керують експресією трансгена β-глюкуронідази (GUS) функціонально зв'язаного з 3' НТО 
люцерни. Ці рослини сої, що трансформовані за допомогою 3' НТО від люцерни 30 

порівнювалися з трансформованими рослинами сої, в яких експресія трансгена GUS 
функціонально зв'язана з 3' НТО отриманої з Gossypium barbadense. 

[00109] Рослинні вектори, використані в цих експериментах були сконструйовані з 
використанням способів клонування відомих в цій галузі техніки. Отримані вектори, містили 
ліву граничну ділянку від А. tumefaciens; першу трансгенну експресійної касету для відбору 35 

трансформованих рослинних клітин, що проявляють стійкість до антибіотика спектиномицину 
(яка керується промотором Actin 7 арабідопсису); другу трансгенну експресійної касету для 
аналізу активності 3' НТО, що містить елементи експресії EXP- EXP-CaMV.35S-
enh+Ph.DnaK:1:3 (SEQ ID №: 42) або EXP-DaMV.FLT:1:2 (SEQ ID №: 51), функціонально 
зв'язану 5'-кінцем з кодуючою послідовністю GUS, яка містить інтрон, що вирізається (GUS-2, 40 

SEQ ID №: 44), який функціонально зв'язаний з 5'-кінцем 3' НТО, яка отримана з Medicago 
truncatula або Gossypium barbadense; і праву граничну ділянку від А. tumefaciens. Вектори, які 
містять 3' НТО отриману з Medicago truncatula: pMON118768, pMON153701 і pMON116803. 
Вектори, які містять 3' НТО отриману з Gossypium barbadense: pMON121042 і pMON102167. 

[00110] Таблиця 18 демонструє плазмідні конструкти, з відповідними елементом EXP, 3' 45 

НТО і SEQ ID №, що використані для трансформації рослин сої, представлених в цьому 
Прикладі. 
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Таблиця 18 

 
Плазмідні конструкти, які використовуються для  

трансформації рослин сої, відповідні EXP і 3' НТО 
 

Плазмідний 
конструкт 

Опис EXP 
EXP 

SEQ ID 
№: 

Опис 3' НТО 
3' НТО 
SEQ ID 

№: 

pMON121042 EXP-DaMV.FLT:1:2 51 T-Gb.E6-3b:1:1 40 

pMON118768 EXP-DaMV.FLT:1:2 51 T-Mt.Sali3-2-1:2:1 26 

pMON153701 EXP-DaMV.FLT:1:2 51 T-Mt.AC140914v20-1:2:1 2 

pMON102167 EXP-CaMV.35S-enh+Ph.DnaK:1:3 42 T-Gb.E6-3b:1:1 40 

pMON122866 EXP-CaMV.35S-enh+Ph.DnaK:1:3 42 T-Mt.Sali3-2-1:2:1 26 

pMON116803 EXP-CaMV.35S-enh+Ph.DnaK:1:3 42 T-Mt.AC140914v20-1:2:1 2 

 
[00111] Трансформування рослини сої та аналіз GUS проводився як описано в Прикладі 3. 

Таблиці 19 і 20 демонструють кількісні середні значення GUS для стабільно 
трансформованих рослин сої покоління R0. 5 

 
Таблиця 19 

 
Середнє значення експресії GUS у Vn5 корені, Vn5 молодому листі, Vn5 зрілому листі, 

R1 зрілому листі, R1 черешку, і R1 квітці трансформованих рослин сої покоління R0 
 

Опис EXP Опис 3' НТО 
Vn5 

Корінь 

Vn5 
Молодий 

лист 

Vn5 
Зрілий 
лист 

R1 
Зрілий 
лист 

R1 
Черешок 

R1 Квітка 

EXP-DaMV.FLT:1:2 T-Gb.E6-3b:1:1 780,79 688,93 509,35 320,02 379,69 467,94 

EXP-DaMV.FLT:1:2 T-Mt.Sali3-2-1:2:1 4782,43 1009,59 1208,48 363,55 1425,76 1398,80 

EXP-DaMV.FLT:1:2 
T-Mt.AC140914v20- 
1:2:1 

3792,66 725,38 1106,9 1831,99 4792,28 739,97 

EXP-CaMV.35S- 
enh+Ph.DnaK:1:3 

T-Gb.E6-3b:1:1 400,90 551,61 605,29 350,93  412,30 

EXP-CaMV.35S- 
enh+Ph.DnaK:1:3 

T-Mt.Sali3-2-1:2:1 2274,70 1176,10 1490,54 976,91 753,02 45,26 

EXP-CaMV.35S- 
enh+Ph.DnaK:1:3 

T-Mt.AC140914v20- 
1:2:1 

1306,76 2269,95 2187,61 344,78 480,47 243,11 

 
Таблиця 20 

 
 

Середнє значення експресії GUS у зародку жовтого боба, сім’ядолі 
жовтого боба, і R5 сім’ядолі трансформованих рослин сої покоління R0 

 

Опис EXP Опис 3' НТО 

Заро-
док 

жовто-
го боба 

Сім’ядоля 
жовтого 

боба 

R3 
Незріла 
насінина 

R3 
боб 

R5 
сім’ядоля 

EXP-DaMV.FLT:1:2 T-Gb.E6-3b:1:1 104,58 115,16 340,02 859,14 64,18 

EXP-DaMV.FLT:1:2 T-Mt.Sali3-2-1:2:1 1582,51 832,99 84,88 1157,18 247,75 

EXP-DaMV.FLT:1:2 
T-Mt.AC140914v20-
1:2:1 

961,14 1050,82 456,55 2455,53 861,1 

EXP-CaMV.35S- 
enh+Ph.DnaK:1:3 

T-Gb.E6-3b:1:1 47,86 49,45 67,45 433,54 101,34 

EXP-CaMV.35S- 
enh+Ph.DnaK:1:3 

T-Mt.Sali3-2-1:2:1 126,53 334,27   59,33 

EXP-CaMV.35S- 
enh+Ph.DnaK:1:3 

T-Mt.AC140914v20-
1:2:1 

100,42 181,62 209,92 467,72 190,51 
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[00112] Як представлено в Таблицях 19 і 20, 3' НТО люцерни T-Mt.Sali3-2-1:2:1 (SEQ 

ID №: 26) і T-Mt.AC140914v20-1:2:1 (SEQ ID №: 2) впливають на експресію конститутивного 
елемента EXP EXP-DaMV.FLT:1:2 (SEQ ID №: 51) інакше, ніж 3' НТО T- Gb.E6-3b:1:1 (SEQ ID 
№: 40) отриманий з Gossypium barbadense. У багатьох  зразках тканин спостерігалося 5 

посилення експресії при використанні 3' НТО люцерни. Що стосується 3' НТО люцерни T-
Mt.AC140914v20-1:2:1, посилення спостерігалося в більшості тканин рослин, також містять 
елемент EXP EXP-CaMV.35S-enh+Ph.DnaK:1:3 (SEQ ID №: 42). Таблиці 21 і 22 демонструють 
кратність відмінностей в кількісній експресії GUS, по відношенню до експресії, забезпеченої 
pMON121042 (T-Gb.E6-3b:1:1 (SEQ ID №: 40)), що містить 3' НТО , отриману з Gossypium 10 

barbadense. 
 

Таблиця 21 
 

Кратність змін експресії у Vn5 корені, Vn5 молодому листі, Vn5 зрілому листі, 
R1 зрілому листі, R1 черешку, і R1 квітці трансформованих рослин сої покоління R1 

 

Опис EXP Опис 3' НТО 
Vn5 

Корінь 

Vn5 
Моло-

дий 
лист 

Vn5 
Зрілий 
лист 

R1 
Зрілий 
лист 

R1 
Чере-
шок 

R1 
Квітка 

EXP-DaMV.FLT:1:2 T-Gb.E6-3b:1:1 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 

EXP-DaMV.FLT:1:2 T-Mt.Sali3-2-1:2:1 6,13 1,47 2,37 1,14 3,76 2,99 

EXP-DaMV.FLT:1:2 T-Mt.AC140914v20-1:2:1 4,86 1,05 2,17 5,72 12,62 1,58 

EXP-CaMV.35S- 
enh+Ph.DnaK:1:3 

T-Gb.E6-3b:1:1 1,00 1,00 1,00 1,00  1,00 

EXP-CaMV.35S- 
enh+Ph.DnaK:1:3 

T-Mt.Sali3-2-1:2:1 5,67 2,13 2,46 2,78  0,11 

EXP-CaMV.35S- 
enh+Ph.DnaK:1:3 

T-Mt.AC140914v20-1:2:1 3,26 4,12 3,61 0,98  0,59 

 
Таблиця 22 

 
Кратність змін експресії у зародку жовтого боба, сім’ядолі жовтого 

боба, і R5 сім’ядолі  трансформованих рослин сої покоління R1 
 

Опис EXP Опис 3' НТО 
Зародок 
жовтого 

боба 

Сім’я-
доля 

жовтого 
боба 

R3 
Незріла 
насінина 

R3 боб 
R5 

сім’я-
доля 

EXP-DaMV.FLT:1:2 T-Gb.E6-3b:1:1 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 

EXP-DaMV.FLT:1:2 T-Mt.Sali3-2-1:2:1 15,13 7,23 0,25 1,35 3,86 

EXP-DaMV.FLT:1:2 T-Mt.AC140914v20-1:2:1 9,19 9,13 1,34 2,86 13,42 

EXP-CaMV.35S- 
enh+Ph.DnaK:1:3 

T-Gb.E6-3b:1:1 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 

EXP-CaMV.35S- 
enh+Ph.DnaK:1:3 

T-Mt.Sali3-2-1:2:1 2,64 6,76   0,59 

EXP-CaMV.35S- 
enh+Ph.DnaK:1:3 

T-Mt.AC140914v20-1:2:1 2,10 3,67 3,11 1,08 1,88 

 
[00113] Вищезазначені експерименти демонструють, що кожен 3' НТО люцерни має різний 15 

ефект на рівень експресії кожного з конститутивних елементів EXP, зв'язаних з 
pMON121042 (T-Gb.E6-3b:1:1 (SEQ ID №: 40)), що містить 3' НТО, отриману з Gossypium 
barbadense. Наприклад, експресія EXP-DaMV.FLT:1:2 підсилювалася в 1.14-15.13 разів у Vn5 
корені, Vn5 молодому листі, Vn5 зрілому листі, R1 зрілому листі, R1 черешку, R1 квітці, в 
зародку жовтого боба, сім’ядолі жовтого боба, R3 бобі і R5 сім’ядолі, однак зменшувалася 20 

в R3 незрілій насінині при використанні T-Mt.Sali3-2-1:2:1. Цей же EXP, при комбінуванні з 
T-Mt.AC140914v20-1:2:1 приводив до 1.34-13.42-кратного посилення експресії в Vn5 корені, 
Vn5 зрілому листі, R1 зрілому листі, R1 черешку, R1 квітці, в зародку жовтого боба, 
сім’ядолі жовтого боба, R3 бобі, R3 незрілому зерні і R5 сім’ядолі, проте зберігав ті ж 
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значення, що і T-Gb.E6-3b:1:1 (SEQ ID №: 40) в Vn5 молодому листі. Експресія в зародку 
жовтого боба була близько в 2 рази вища ніж у сім’ядолі жовтого боба при використанні T-
Mt.Sali3-2-1:2:1 (15,13-проти 7,23-кратне посилення), в той час як експресія була практично 
однаковою в цих двох тканинах при використанні T- Mt.AC140914v20-1:2:1 (9,19- проти 9,13-
кратне посилення). Що стосується елемента EXP EXP-CaMV.35S-enh+Ph.DnaK:1:3, комбінація 5 

з T-Mt.AC140914v20-1:2:1 продемонструвала менше посилення експресії в багатьох зразках 
тканин, у порівнянні з тими самими 3' НТО, комбінованими з EXP-DaMV.FLT:1:2. В R1 квітках 
спостерігалося зниження експресії щодо T-Gb.E6-3b:1:1, коли EXP-CaMV.35S-
enh+Ph.DnaK:1:3 комбінувався з T-Mt.AC140914v20-1:2:1. Комбінування EXP-CaMV.35S-
enh+Ph.DnaK:1:3 з T-Mt.Sali3-2-1:2:1 забезпечувало посилення експресії в Vn5 корені, Vn5 10 

молодому листі, Vn5 зрілому листі, R1 зрілому листі, R1 черешку, в зародку жовтого боба 
і сім’ядолі жовтого боба, однак знижував експресію в R1 квітці і R5 сім’ядолі по відношенню 
до T- Gb.E6-3b:1:1 (SEQ ID №: 40). 

[00114] Кожна з двох 3' НТО люцерни T-Mt.Sali3-2-1:2:1 і T-Mt.AC140914v20-1:2:1 
впливала по-різному на експресію різних конститутивних елементів EXP EXP- DaMV.FLT:1:2 і 15 

EXP-CaMV.35S-enh+Ph.DnaK:1:3 по-різному. У більшості тканин спостерігалося посилення 
експресії в порівнянні з T-Gb.E6-3b:1:1 (SEQ ID №: 40), однак в деяких тканинах спостерігалося 
зниження експресії. Таким чином, при використанні різних 3' НТО люцерни можливо більш 
точно контролювати експресію в рослині і “тонко налаштовувати” експресію специфічних 
молекул ДНК, що транскрибуються, щоб забезпечити оптимальну експресію, де потрібно 20 

експресія молекул ДНК, що транскрибуються в той же час знижуючи експресії в тканинах, 
де це може негативно вплинути на рослину. 

Приклад 6 
3' НТО Medicago truncatula T-Mt.AC145767v28-1:1:2 призводить до посилення транскрипції 

при комбінуванні з різними EXP в стабільно трансформованих рослинах сої 25 

[00115] Рослини сої були трансформовані за допомогою векторів, зокрема плазмідних 
конструктів, для встановлення впливу 3' НТО люцерни T-Mt.AC145767v28-1:1:2 (SEQ ID №: 1) 
на експресію. Зокрема, рослини сої трансформували векторами, які містять кілька різних 
EXP, з конститутивним профілем експресії, що контролює експресію трансгена β- 
глюкуронідази (GUS) функціонально зв'язаного з 3' НТО люцерни T-Mt.AC145767v28- 1:1:2 30 

(SEQ ID №: 1). Ці рослини сої, трансформовані за допомогою 3' НТО від люцерни 
порівнювалися з трансформованими рослинами сої, в яких експресія трансгена GUS 
керувалася конститутивним промотором, і трансген GUS функціонально зв'язаний з 3' НТО 
отриманої з Gossypium barbadense. 

[00116] Рослинні вектори, використані в цих експериментах були сконструйовані з 35 

використанням способів клонування, відомих у цій галузі техніки. Отримані вектори, містили 
ліву граничну ділянку від А. tumefaciens; першу трансгенну експресійну касету для відбору 
трансформованих рослинних клітин, які виявляють стійкість до антибіотика спектиноміцину  
(що  керується  промотором Actin 7 арабідопсису); другу трансгенну експресійну касету для 
аналізу активності 3' НТО T-Mt.AC145767v28-1:1:2 (SEQ ID №: 1), що містить EXP: EXP-40 

Mt.AC145767v28:1:1 (SEQ ID №: 35), EXP-CaMV.35S- enh+Ph.DnaK:1:3 (SEQ ID №: 42), EXP-
BSAcVNV.FLT:1:2 (SEQ ID №: 52), EXP- CERV.FLT:1:2 (SEQ ID №: 53), EXP-DaMV.FLT:1:2 
(SEQ ID №: 51), EXP-CUCme.eEF1a:1:1 (SEQ ID №: 54), або EXP-Mt.Ubq2:1:2 (SEQ ID №: 31) 
функціонально зв'язану 5'-кінцем з кодуючою послідовністю для GUS, яка містить інтрон, що 
вирізається (GUS-2, SEQ ID №: 44), яка функціонально зв'язана 5'-кінцем з 3' НТО, що 45 

отримана з Medicago truncatula або з 3' НТО T-Gb.E6-3b:1:1 (SEQ ID №: 40) або T-Gb.FbL2-1:1:1 
(SEQ ID №: 41), що отримана від Gossypium barbadense; і праву граничну ділянку від А. 
tumefaciens. Вектори, які містять T-Mt.AC145767v28-1:1:2 (SEQ ID №: 1): pMON118798, 
pMON116815, pMON118769, pMON153709, pMON118771, pMON153707 і pMON155502. 

Зокрема вектор pMON118798 містить нативний EXP-Mt.AC145767v28:1:1, який складається 50 

з промотора, функціонально зв'язаного з лідером, клонованим з того ж локусу гена, що і 3' 
НТО T-Mt.AC145767v28-1:1:2 (SEQ ID №: 1). Вектори, які містять 3' НТО отриману з 
Gossypium barbadense: pMON102167, pMON113874, pMON121030, pMON121042, pMON140827 
і pMON125841. 

[00117] В таблиці 23 наводяться плазмідні конструкти, які містять відповідний елемент 55 

EXP, 3' НТО і SEQ ID № використані для трансформації рослин сої, представлені в цьому 
Прикладі. 
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Таблиця 23 

 
Плазмідні конструкти, використані для трансформації рослин сої і відповідні EXP та 3' НТО 

 

Плазміднй 
конструкт 

Опис EXP 
EXP 

SEQ ID 
№: 

Опис 3' НТО 
3' НТО 
SEQ ID 

№: 

pMON118798 EXP-Mt.AC145767v28:1:1 35 T-Mt.AC145767v28-1:1:2 1 

pMON102167 
EXP-CaMV.35S-
enh+Ph.DnaK:1:3 

42 T-Gb.E6-3b:1:1 40 

pMON116815 
EXP-CaMV.35S-
enh+Ph.DnaK:1:3 

42 T-Mt.AC145767v28-1:1:2 1 

pMON113874 EXP-BSAcVNV.FLT:1:2 52 T-Gb.E6-3b:1:1 40 

pMON118769 EXP-BSAcVNV.FLT:1:2 52 T-Mt.AC145767v28-1:1:2 1 

pMON121030 EXP-CERV.FLT:1:2 53 T-Gb.E6-3b:1:1 40 

pMON153709 EXP-CERV.FLT:1:2 53 T-Mt.AC145767v28-1:1:2 1 

pMON121042 EXP-DaMV.FLT:1:2 51 T-Gb.E6-3b:1:1 40 

pMON118771 EXP-DaMV.FLT:1:2 51 T-Mt.AC145767v28-1:1:2 1 

pMON140827 EXP-CUCme.eEF1a:1:1 54 T-Gb.FbL2-1:1:1 41 

pMON153707 EXP-CUCme.eEF1a:1:1 54 T-Mt.AC145767v28-1:1:2 1 

pMON125841 EXP-Mt.Ubq2:1:2 31 T-Gb.FbL2-1:1:1 41 

pMON155502 EXP-Mt.Ubq2:1:2 31 T-Mt.AC145767v28-1:1:2 1 

 
[00118] Трансформування рослин сої та аналіз GUS проводився як описано в Прикладі 3. 

Таблиці 24 і 25 демонструють кількісні середні значення GUS для стабільно 
трансформованих рослин сої покоління R0. Клітинки, позначені як "ндр" позначають тканини, 5 

які проаналізовані, однак експресія в них була нижче рівня детекції. Таблиці 26 і 27 
демонструють кратність змін експресії кожного елемента EXP, функціонально зв'язаної з T-
Mt.AC145767v28-1:1:2 у порівнянні з T-Gb.E6-3b:1:1(SEQ ID №: 40). 

 
Таблиця 24 

 
Середнє значення експресії GUS у Vn5 корені, Vn5 молодому листку, Vn5 зрілому листку,  

R1 зрілому листку, R1 черешку, і R1 квітці трансформованих рослин сої покоління R0 
 

Опис EXP Опис 3' НТО 
Vn5 

Корінь 

Vn5 
Моло-

дий 
листок 

Vn5 
Зрілий 
листок 

R1 
Зрілий 
листок 

R1 
Чере-
шок 

R1 
Квітка 

Vn5 
Ко-
рінь 

EXP-Mt.AC145767 
v28:1:1 

T-Mt.AC145767 
v28- 1:1:2 

59,00 71,00 32,00 34,00 33,00 23,00 ндр 

EXP-CaMV.35S- 
enh+Ph.DnaK:1:3 

T-Gb.E6-3b:1:1 400,90 618,03 551,61 605,29 350,93  412,30 

EXP-CaMV.35S- 
enh+Ph.DnaK:1:3 

T-Mt.AC145767 
v28- 1:1:2 

3817,28  1939,40 3250,38 
1393,6 

5 
1001, 

37 
876,08 

EXP-
BSAcVNV.FLT:1:2 

T-Gb.E6-3b:1:1 111,12  19,96 19,46 17,47 88,14 64,38 

EXP-
BSAcVNV.FLT:1:2 

T-Mt.AC145767 
v28- 1:1:2 

6514,58 1081,72 477,98 419,52 227,72 
1380, 

90 
581,97 

EXP-CERV.FLT:1:2 T-Gb.E6-3b:1:1 378,02  344,15 480,25 177,64 285,15 130,87 

EXP-CERV.FLT:1:2 
T-Mt.AC145767 
v28- 1:1:2 

6711,26  1618,72 3262,73 
2995,0 

9 
5071, 

90 
3608, 

75 

EXP-DaMV.FLT:1:2 T-Gb.E6-3b:1:1 780,79  688,93 509,35 320,02 379,69 467,94 

EXP-DaMV.FLT:1:2 
T-Mt.AC145767 
v28- 1:1:2 

9322,50 3655,79 5870,15 3923,47 
2313, 

08 
3610, 

84 
2131, 

16 

EXP-
CUCme.eEF1a:1:1 

T-Gb.FbL2-1:1:1 189,24 153,52 59,60 37,44 103,01 130,60 130,38 

 10 
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Продовження таблиці 24 
 

EXP-
CUCme.eEF1a:1:1 

T-Mt.AC145767 
v28- 1:1:2 

2300,06  160,99 216,21 744,44 
1628, 

65 
405,97 

EXP-Mt.Ubq2:1:2 T-Gb.FbL2-1:1:1 800,93  202,73 275,48 143,60 
1195, 

97 
482,13 

EXP-Mt.Ubq2:1:2 
T-Mt.AC145767 
v28- 1:1:2 

855,00  293,68 1118,76 254,25 875,67 398,10 

 
Таблиця 25 

 
Середнє значення експресії GUS в зародку жовтого боба, сім'ядолі жовтого боба, 

R3 незрілому насінні, R3 бобі і R5 сім'ядолі трансформованих рослин сої покоління R0 
 

Опис EXP Опис 3' НТО 

Заро-
док 

жовтого 
боба 

Сім’я-
доля 

жовтого 
боба 

R3 
Незріле 
насіння 

R3 
боб 

R5 
Сім’я-
доля 

EXP-Mt.AC145767v28:1:1 
T-Mt.AC145767v28-
1:1:2 

31,00 27,00 ндр ндр 26,00 

EXP-CaMV.35S-
enh+Ph.DnaK:1:3 

T-Gb.E6-3b:1:1 47,86 49,45 67,45 433,54 101,34 

EXP-CaMV.35S-
enh+Ph.DnaK:1:3 

T-Mt.AC145767v28-
1:1:2 

358,03 1192,69 989,47 2309,72 566,93 

EXP-BSAcVNV.FLT:1:2 T-Gb.E6-3b:1:1 28,31 62,63 24,08 115,00 11,35 

EXP-BSAcVNV.FLT:1:2 
T-Mt.AC145767v28-
1:1:2 

547,47 207,69 128,15 927,48 65,67 

EXP-CERV.FLT:1:2 T-Gb.E6-3b:1:1 68,57 70,12 64,42 264,62 34,43 

EXP-CERV.FLT:1:2 
T-Mt.AC145767v28-
1:1:2 

1474,35 4242,09 2441,01 7209,69 900,82 

EXP-DaMV.FLT:1:2 T-Gb.E6-3b:1:1 104,58 115,16 340,02 859,14 64,18 

EXP-DaMV.FLT:1:2 
T-Mt.AC145767v28-
1:1:2 

2806,65 1814,87 518,90 3720,59 401,66 

EXP-CUCme.eEF1a:1:1 T-Gb.FbL2-1:1:1 200,28 291,26 58,21 131,17 114,29 

EXP-CUCme.eEF1a:1:1 
T-Mt.AC145767v28-
1:1:2 

1029,69 1883,48 209,77 1122,51 521,64 

EXP-Mt.Ubq2:1:2 T-Gb.FbL2-1:1:1 129,84 83,45 400,15 875,75 72,66 

EXP-Mt.Ubq2:1:2 
T-Mt.AC145767v28-
1:1:2 

  247,18 1324,98 352,81 

 
Таблиця 26 

 
Кратність змін експресії в Vn5 корені, Vn5 молодому листку, Vn5 зрілому листку, 

R1 зрілому листку, R1 черешку, і R1 квітці трансформованих рослин сої покоління R1 
 

Опис EXP Опис 3' НТО 
Vn5 

Корінь 

Vn5 
Моло-

дий 
лист 

Vn5 
Зрілий 
лист 

R1 
Зріли 
й лист 

R1 
Череш 

ок 

R1 
Квітка 

EXP-CaMV.35S- 
enh+Ph.DnaK:1:3 

T-Gb.E6-3b:1:1 1,00 1,00 1,00 1,00  1,00 

EXP-CaMV.35S- 
enh+Ph.DnaK:1:3 

T-Mt.AC145767 
v28- 1:1:2 

9,52 3,52 5,37 3,97  2,12 

EXP-BSAcVNV.FLT:1:2 T-Gb.E6-3b:1:1 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 

EXP-BSAcVNV.FLT:1:2 
T-Mt.AC145767-
v28- 1:1:2 

58,63 23,94 21,56 13,03 15,67 9,04 

EXP-CERV.FLT:1:2 T-Gb.E6-3b:1:1 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 

EXP-CERV.FLT:1:2 
T-Mt.AC145767 
v28- 1:1:2 

17,75 4,70 6,79 16,86 17,79 27,57 
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Продовження таблиці 26 
 

EXP-DaMV.FLT:1:2 T-Gb.E6-3b:1:1 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 

EXP-DaMV.FLT:1:2 
T-Mt.AC145767 
v28- 1:1:2 

11,94 8,52 7,70 7,23 9,51 4,55 

EXP-CUCme.eEF1a:1:1 T-Gb.FbL2-1:1:1 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 

EXP-CUCme.eEF1a:1:1 
T-Mt.AC145767 
v28- 1:1:2 

12,15 2,70 5,77 7,23 12,47 3,11 

EXP-Mt.Ubq2:1:2 T-Gb.FbL2-1:1:1 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 

EXP-Mt.Ubq2:1:2 
T-Mt.AC145767 
v28- 1:1:2 

1,07 1,45 4,06 1,77 0,73 0,83 

 
Таблиця 27 

 
Кратність змін експресії в зародку жовтого боба, сім'ядолі жовтого боба,  

R3 незрілому насіння, R3 бобі, і R5 сім'ядолі трансформованих рослин сої покоління R1 
 

Опис EXP Опис 3' НТО 
Зародок 
жовтого 

боба 

Сім'я-
доля 

жовтого 
боба 

R3 
незріле 
насіння 

R3  
боб 

R5 
сім'я-
доля 

EXP-CaMV.35S-
enh+Ph.DnaK:1:3 

T-Gb.E6-3b:1:1 1,00 1,00 1,00 1,00 1.00 

EXP-CaMV.35S-
enh+Ph.DnaK:1:3 

T-Mt.AC145767v28-
1:1:2 

7,48 24,12 14,67 5,33 5,59 

EXP-BSAcVNV.FLT:1:2 T-Gb.E6-3b:1:1 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 

EXP-BSAcVNV.FLT:1:2 
T-Mt.AC145767v28-
1:1:2 

19,34 3,32 5,32 8,07 5,78 

EXP-CERV.FLT:1:2 T-Gb.E6-3b:1:1 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 

EXP-CERV.FLT:1:2 
T-Mt.AC145767v28-
1:1:2 

21,50 60,50 37,89 27,25 26,16 

EXP-DaMV.FLT:1:2 T-Gb.E6-3b:1:1 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 

EXP-DaMV.FLT:1:2 
T-Mt.AC145767v28-
1:1:2 

26,84 15,76 1,53 4,33 6,26 

EXP-CUCme.eEF1a:1:1 T-Gb.FbL2-1:1:1 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 

EXP-CUCme.eEF1a:1:1 
T-Mt.AC145767v28-
1:1:2 

5,14 6,47 3,60 8,56 4,56 

EXP-Mt.Ubq2:1:2 T-Gb.FbL2-1:1:1   1,00 1,00 1,00 

EXP-Mt.Ubq2:1:2 
T-Mt.AC145767v28-
1:1:2 

  0,62 1,51 4,86 

 
[00119] Як представлено в таблицях 24 і 25, 3' НТО люцерни T-Mt.AC145767v28-1:1:2 

(SEQ ID №: 1) підвищувало експресію шести конститутивних елементів EXP, у порівнянні з T-5 

Gb.E6-3b:1:1(SEQ ID №: 40), але в різних випадках залежно від конкретного елемента EXP і 
тканини. Елемент EXP EXP-Mt.AC145767v28:1:1, коли використовувався для контролю GUS, 
функціонально зв'язаний з його нативної НТО T-Mt.AC145767v28-1:1:2 експресувався дуже 
слабо у всіх проаналізованих тканинах і був не виявлений в R3 незрілому насіння, R3 бобі і 
R1 квітці. Деякі тканини рослин, які містять елемент EXP EXP-Mt.Ubq2:1:2 і 3' НТО T-10 

Mt.AC145767v28-1:1:2 демонстрували зниження експресії, порівняно з комбінацією EXP-
Mt.Ubq2:1:2 і T-Gb.FbL2-1:1:1. Це зниження експресії спостерігалося в R3 незрілому насінні, 
R1 квітці і R1 черешку, на відміну від Vn5 молодого листка і R5 сім'ядолі, де експресія 
зростала більше ніж у чотири рази. У Vn5 корені не спостерігалися зміни експресії з EXP-
Mt.Ubq2:1:2 і будь-3' НТО. 15 

[00120] Групи регуляторних елементів експресії EXP-CERV.FLT:1:2 і EXP-DaMV.FLT:1:2 
забезпечували найвищий рівень експресії. Як продемонстровано у таблиці 26 і 27 ці два EXP 
підвищувалися у всіх тканинах з T-Mt.AC145767v28-1:1:2 у порівнянні з тими ж EXP, 
комбінованими з T-Gb.E6-3b:1:1(SEQ ID №: 40). Група регуляторних елементів експресії EXP-
CERV.FLT:1:2 посилювалася в 60,50 раз в сем'ядолі жовтого боба і менше в зародках жовтого 20 

боба (21,50 рази), в той час як група регуляторних елементів експресії EXP-DaMV.FLT:1:2 
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найбільш посилювалася в зародку жовтого боба, на відміну від сім'ядолі жовтого боба (26,80 
раз проти 15,76 разів відповідно). Ці відмінності в експресії і стимуляції дають можливість 
забезпечити спеціалізовану експресію трансгена на пізній стадії розвитку насінини. Група 
регуляторних елементів експресії EXP-BSAcVNV.FLT:1:2 експресується найбільшою мірою в 
R3 бобі і Vn5 корені при комбінуванні з T-Gb.E6- 3b:1:1 (див. Таблиці 25 і 26). Експресія 5 

EXP-BSAcVNV.FLT:1:2 в цих двох тканинах помітно зростала при комбінуванні з T-
Mt.AC145767v28-1:1:2, особливо в Vn5 корені. Крім того експресія EXP-BSAcVNV.FLT:1:2 
зростала до 58,63 раз при комбінуванні з T-Mt.AC145767v28-1:1:2 у порівнянні з тією ж EXP, 
комбінованою з T-Gb.E6-3b:1:19 (SEQ ID №: 40). 

[00121] Загалом, 3' НТО Medicago truncatula T-Mt.AC145767v28-1:1:2 (SEQ ID №: 1) 10 

посилювала експресію шести різних конститутивних EXP, які були отримані з ДНК геному 
рослин і генома вірусів рослин. Крім того, ця 3' НТО посилювала експресію EXP EXP-
Gm.Sphas1:1:1 (SEQ ID №: 54) у насінні, порівняно з більшістю інших 3' НТО, отриманих з 
люцерни. Відповідно, ця 3' НТО підходить для забезпечення підвищеної експресії 
промотору або комбінації функціонально зв'язаних елементів експресії в конструкті. 15 

Приклад 7 
Аналіз EXP-Mt.Ubq2:1:2 (SEQ ID №: 31) у стабільно трансформованих рослинах сої 
[00122] Рослини сої були трансформовані за допомогою векторів, зокрема плазмідних 

конструктів, які містять конститутивну групу регуляторних елементів експресії EXP- Mt.Ubq2:1:2 
(SEQ ID №: 31), функціонально зв'язану з кодуючою GUS послідовністю. Ці трансформовані 20 

рослини потім аналізували на експресію GUS у стабільно трансформованих рослинах. 
[00123] Рослинні вектори, використані в цих експериментах були сконструйовані з 

використанням способів клонування, відомих в цій галузі техніки. Отримані вектори, містили 
ліву граничну ділянку від А. tumefaciens; першу трансгенну експресійну касету для відбору 
трансформованих рослинних клітин, які виявляють стійкість до антибіотика спектиноміцину 25 

(що керується промотором Actin 7 арабідопсису); другу трансгенну експресійну касету для 
аналізу активності EXP-Mt.Ubq2:1:2 (SEQ ID №: 31), яка містить EXP-Mt.Ubq2:1:2 
функціонально зв'язану з 5'-кінцем кодуючої послідовністі для β- глюкуронідази (GUS), яка 
містить інтрон, що вирізається (GUS-2, SEQ ID №: 44), яка зв'язана 5'-кінцем з 3' НТО T-
Mt.AC145767v28-1:1:2 (SEQ ID №: 1), отриманої з Medicago truncatula або з 3' НТО T-Gb.E6-30 

3b:1:1 (SEQ ID №: 40) або T-Gb.FbL2-1:1:1 (SEQ ID №: 41), отриманої від Gossypium 
barbadense; і праву граничну ділянку від А. tumefaciens. 

[00124] Отримані вектори використовували для трансформації рослин сої як описано в 
Прикладі 3. Таблиці 28 і 29 демонструють кількісні середні значення експресії GUS в 
різних тканинах та на різних етапах розвитку для стабільно трансформованих рослин сої. 35 

 
Таблиця 28 

 
Середнє значення рівня експресії GUS в листку, корені і квітці 

стабільно трансформованої рослини сої, що містить EXP-Mt.Ubq2:1:2 (SEQ ID №: 31) 
 

Плазмідний 
конструкт 

Опис 3' НТО 
Vn5 

Корінь 

Vn5 
Моло- 

дий 
листок 

Vn5 
Зрілий 
листок 

R1 
Зрілий 
листок 

R1 
Черешок 

R1 
Квітка 

pMON125840 T-Gb.E6-3b:1:1 252,58 126,69 86,01 49,05 108,41 83,23 

pMON125841 T-Gb.FbL2-1:1:1 800,93 202,73 275,48 143,6 1195,97 482,13 

pMON155502 T-Mt.AC145767v28-1:1:2 855 293,68 1118,76 254,25 875,67 398,1 
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Таблиця 29 

 
Середнє значення рівня експресії GUS у бобі, тканинах насінини  

стабільно трансформованої рослини сої, що містить EXP-Mt.Ubq2:1:2 (SEQ ID №: 31) 
 

Плазмідний 
конструкт 

Опис 3' НТО 
Зародок 
жовтого 

боба 

Сім'яд 
оля 

жевтог о 
боба 

R3 
Незріла 
насінина 

R3 боб 
R5 

сім'ядоля 

pMON125840 T-Gb.E6-3b:1:1 2,22 111,19 3,21 24,31 50,98 

pMON125841 T-Gb.FbL2-1:1:1 400,15 875,75 72,66 129,84 83,45 

pMON155502 T-Mt.AC145767v28-1:1:2 247,18 1324,98 352,81   

 
[00125] Як було продемонстровано в таблиці 28 і 29 EXP-Mt.Ubq2:1:2 (SEQ ID №: 31) 

здатний контролювати конститутивну експресію молекули ДНК, що транскрибується у стабільно 
трансформованих рослинах сої. Також різні 3' НТО проявляли різну ступінь експресії в 5 

кожній тканини. Наприклад, комбінування EXP-Mt.Ubq2:1:2 з T-Gb.E6-3b:1:1 призводило до 
низької експресії у всіх проаналізованих тканинах, порівняно з іншими двома 3' НТО T-
Gb.FbL2-1:1:1 іт- Mt.AC145767v28-1:1:2. Однак, незалежно від того, яка 3' НТО 
використовувалася, EXP- Mt.Ubq2:1:2 виявляла конститутивну експресію в діапазоні від 
середньої до високої, ступінь якої може бути змінена шляхом вибору 3' НТО, яка буде 10 

функціонально поєднана з EXP. 
Приклад 8 
Енхансери, отримані від регуляторних елементів 
[00126] Енхансери можуть бути похідними промоторних елементів, запропонованих в 

цьому документі, таких, які представлені в SEQ ID №: 32 і 36. Енхансерний елемент може мати 15 

один або більше цис-регуляторних елементів, які, у разі, коли вони функціонально зв'язані 
через 5' чи 3' кінець з промотором, або через 5' чи 3' з додатковим енхансерним елементом, 
який функціонально зв'язаний з промотором, можуть підвищувати або модулювати 
експресію ДНК, яка транскрибується або забезпечити експресію ДНК, яка транскрибується в 
конкретному типі клітин або органі рослини, або на конкретній тимчасовій точці в розвитку 20 

чи циркадному ритмі. Енхансери створюють шляхом видалення ТАТА-боксу або 
функціонально подібних елементів і нижчезазначених послідовностей, що дозволяє ініціювати 
транскрипцію з промоторів, у тому числі їхніх фрагментів. 

[00127] Енхансерні елементи можуть бути отримані з промоторних елементів, описаних у 
цьому документі, та клоновані з використанням способів, відомих в цієї області техніки, таким 25 

чином, щоб вони були функціонально зв'язані через 5' - 3' кінець з промоторним елементом 
або функціонально зв'язані через 5' - 3' кінець з додатковими енхансерними елементами, 
які функціонально зв'язані з промотором. В альтернативному варіанті енхансерні елементи 
клонують, використовуючи способи, відомі в цій області техніки, таким чином, щоб вони 
були функціонально зв'язані з однією або більше копій енхансерного елемента, який 30 

функціонально зв'язаний через 5' - 3' кінець з промоторним елементом або функціонально 
зв'язаний через 5' - 3' кінець з додатковими енхансерними елементами, які функціонально 
зв'язані з промотором. Надалі, енхансерні елементи також можуть бути клоновані таким 
чином, щоб вони були функціонально зв'язані через 5' - 3' кінець з промоторним елементом, 
отриманим з організму іншого роду, або функціонально зв'язані через 5' - 3' кінець з 35 

додатковими енхансерними елементами, отриманими з організмів іншого роду або організму 
того ж роду, які функціонально зв'язані з промотором, отриманим з організму того або 
іншого роду, в результаті чого утворюється химерний регуляторний елемент. Експресійний 
вектор з геном GUS для трансформації рослин, створений з використанням способів, 
відомих в цій області техніки, подібно до генетичних конструкцій, описаних у попередніх 40 

прикладах, в яких підсумкові рослинні експресійні вектори містять праву граничну область  
A. tumefaciens, першу трансгенну селекційну касету, яка надає стійкість до антибіотика або 
гербіциду, і використовується для вибору трансформованих рослинних клітин; і другу касету 
трансгена, в якому енхансерний елемент, функціонально зв'язаний з промотором, створюючи 
химерний промоторний елемент, який функціонально зв'язаний з 5' лідером, який 45 

функціонально зв'язаний 5' кодуючою послідовністю GUS, яка містить інтрон, який вирізається 
(GUS-2, SEQ ID №: 44), функціонально зв'язаний з 3' НТО, такий як Т-Gb.E6-3b: 1: 1 або будь-
який з описаних вище з Medicago truncatula; і правою граничною ділянкою з A. tumefaciens. 
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[00128] Експресія гена GUS під контролем регуляторного елемента, який містить один або 
більше енхансерів, оцінюється при випробуваннях рослин зі стабільною трансформацією або 
з транзієнтною експресією для визначення впливу енхансерного елемента на експресію 
молекули ДНК, яка транскрибується. Модифікації одного або більше енхансерних елементів 
або дуплікація одного або більше енхансерних елементів здійснюється на основі емпіричних 5 

досліджень та підсумкової регуляції експресії генів, що спостерігається при використанні 
композиції кожного регуляторного елемента. Зміна відносних позицій одного або більше 
енхансерів в підсумковому регуляторному або химерному регуляторному елементі може 
впливати на транскрипційну активність або специфічність регуляторного або химерного 
регуляторного елемента і визначається емпірично для визначення найкращих енхансерів 10 

для бажаного профілю експресії трансгена у межах рослини кукурудзи або рослини іншого 
роду. 

Приклад 9 
Аналіз впливу 3'НТО на експресію конститутивної GUS у стабільно трансформованих 

рослинах кукурудзи 15 

[00129] Рослини кукурудзи були трансформовані бінарними плазмідними конструктами 
для оцінки впливу 3' НТО Т-Mt.Oxr-1: 2:1 люцерни (SEQ ID №: 17) на експресію по 
відношенню до двох 3' НТО часто використовуються в рослинах кукурудзи. Зокрема, 
рослини кукурудзи, були трансформовані векторами, які містять EXP, що вставлені в 
конститутивний профіль експресії контролю експресії трансгена β-глюкуронідази (GUS), який 20 

функціонально зв'язаний з 3' НТО Т-Mt.Oxr-1: 2: 1 люцерни (SEQ ID №: 17). У таких 
трансформованих рослинах кукурудзи, порівняно з трансформованими рослинами кукурудзи, 
були GUS функціонально зв'язані або з 3' НТО Т-AGRtu.nos-1: 1: 13 (SEQ ID №: 49) або 3 
'НТО Т-Os.LTP : 1 (SEQ ID №: 56). 

[00130] Бінарні плазмідні конструкції, які використовуються в цих експериментах, були 25 

побудовані з використанням способів клонування, відомих в цій галузі техніки. Отримані 
вектори містять праву граничну область А. tumefaciens; перша експресійна касета для 
аналізу 3' НТО послідовності, що включає конститутивну групу регуляторних елементів 
експресії EXP-FMV.35S-enh+Ta.Lhcb1+Zm.DnaK:1:2 (SEQ ID №: 56), функціонально зв'язану 
з 5' кодуючою GUS послідовністю, що містить інтрон, який вирізається (GUS-2, SEQ ID №: 30 

44), який функціонально зв'язаний з 5' однієї з трьох наступних 3' НТО: T- Mt.Oxr-1:2:1 (SEQ 
ID №: 17), T-AGRtu.nos-1:1:13 (SEQ ID №: 49) або T-Os.LTP:1 (SEQ ID №: 56); друга експресійна 
касета трангена, використовувана для відбору трансформованих рослинних клітин, що надає 
стійкість до гліфосату (контроль промотору актину 1 рису); і ліва гранична область А. 
tumefaciens. Отримані плазміди були використані для трансформації рослин кукурудзи. 35 

[00131] Гістохімічні аналіз GUS був використаний для якісного аналізу експресії 
трансформованих рослин. Ділянки цілої тканини інкубували з GUS забарвлюючим розчином 
X- Gluc (5-бром-4-хлор-3-індол-бета-глюкуронід) (1 мг/мл) протягом відповідного періоду часу, 
промивали і перевіряли візуально по синьому забарвленню. GUS активність якісно 
визначалася шляхом прямої візуальної перевірки або перевірки під мікроскопом, 40 

використовуючи вибрані органи і тканини рослини. R0 рослини були перевірені на експресію в 
коренях і листках, а також у пиляку, стовпчиках маточки, насінні і зародках, що розвиваються, 
через 21 день після запилення (21 ДПЗ). 

[00132] Для кількісного аналізу, загальний білок екстрагували з обраних тканин 
трансформованих рослин кукурудзи. Один мікрограм загального білка був використаний з 45 

флюорогенним субстратом 4-метилумбеллиферил-β-D-глюкуронідом (MUG) у загальному 
обсязі реакції 50 мкл. Продукт реакції, 4-метилумбеллиферон (4-MU), максимально 
флуоресціює при високих значеннях рН, де гидроксильна група іонізується. Додавання 
лужного розчину карбонату натрію одночасно зупиняє реакцію і доводить рН, для 
кількісного виміру флуоресцентного продукту. Флуоресценцію вимірювали при довжині хвилі 50 

збудження 365 нм, випромінювання - 445 нм з використанням Fluoromax-3 (Horiba; Кіото, 
Японія) з Micromax Reader, з встановленою шириною щілини: 2 нм - на збудження і 3 нм - на 
випромінювання. 

[00133] В таблиці 30 представлена виміряна середня кількісна експресія GUS, яка 
демонструє різний вплив кожного 3' НТО на конститутивну експресію EXP. 55 
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Таблиця 30 

 
Середня експресія GUS у трансформованих рослинах 

кукурудзи, трансформованих різними 3' НТО 
 

Плазмідний конструкт 

Стадія 
развитку 

Тканина 
pMON128881 T-

Mt.Oxr-1:2:1  
(SEQ ID №: 17) 

pMON119693 T-
Os.LTP:1  

(SEQ ID №: 56) 

pMON132035 T-
AGRtu.№:13  

(SEQ ID №: 49) 

V4 
Листок 205 232 222 

Корінь 126 134 44 

V7 
Листок 277 534 293 

Корінь 110 135 110 

VT 

Листок 314 429 194 

Корінь 198 1043 291 

Квітка /Пиляк 527 486 308 

R1 
Початок/ Стовпчик 
маточки 

169 1258 319 

R3 
Зародок 21ДПЗ 179 72 101 

Ендосперм 21ДПЗ 516 207 243 

 
[00134] Як видно в таблиці 30, кожен 3' НТО мав різний вплив на конститутивну експресію, 

контрольовану EXP-FMV.35S-enh+Ta.Lhcb1+Zm.DnaK:1:2 (SEQ ID №: 56). Наприклад, 3' НТО 
Т-Os.LTP: 1 (SEQ ID №: 56) виявилося підсилює експресію в VT кореня і R1 5 

початку/стовпчиках маточки відносно двох інших 3'НТО. 3' НТО Т-Mt.Oxr- 1:2:1 (SEQ ID №: 
17) виявилося підсилює експресію в насінні R3, як в 21ДПЗ ендосперму, так і 21ДПЗ зародків 
по відношенню до Т-AGRtu.nos-1:1:13 (SEQ ID №: 49) і Т-Os.LTP: 1 (SEQ ID №: 56). Експресія 
в квітці/пиляку також вище при використанні Т-Mt.Oxr-1:2:1 (SEQ ID №: 17) порівняно з 
двома іншими 3' НТО. Відмінності в експресії, що спостерігаються для кожного з 3' НТО 10 

демонструють корисність кожного 3' НТО в модуляції експресії. Таким чином, ці експерименти 
показують, що вибір 3' НТО можна використовувати в трансгенних касетах для тонкої 
настройки експресії певної молекули ДНК, яка транскрибується. Цей експеримент 
демонструє здатність 3' НТО, отриманих з дводольних, такий як тре-Mt.Oxr-1:2:1, впливати на 
транскрипцію однодольних видів, таких як кукурудза. 15 

Приклад 10 
Аналіз інтронного посилення GUS активності з використанням протопластів рослинного 

походження 
[00135] Загалом, інтрон, обраний на підставі експериментування і порівняння з експресією 

контрольного безінтронного вектора для емпіричного вибору інтрона і конфігурації в межах 20 

розташування елементів перенесення ДНК (Т-ДНК) вектора для оптимальної експресії 
трансгена. Наприклад, при експресії гена стійкості до гербіциду, такого як CP4 (патент США 
№ 39247), який надає толерантність до гліфосату, бажано отримувати експресію трансгена у 
репродуктивних тканинах, а також у вегетативних тканинах, для запобігання втрати врожаю 
після застосування гербіциду. Інтрон, функціонально зв'язаний з конститутивним промотором, 25 

в даному випадку буде обрано за його здатністю посилювати експресію стійкості до гербіциду, 
що надається трансгеном, зокрема, в репродуктивних клітинах і тканинах трансгенної 
рослини і, таким чином, забезпечувати як вегетативну, так і репродуктивну толерантність 
трансгенної рослини  при обприскуванні гербіцидом. У більшості генів убіквітину 5' НТО 
складається з лідера, який має послідовність інтрона, вбудовану в нього. Тому, регуляторні 30 

елементи, отримані з таких генів, аналізували з використанням усієї 5' НТО, що містить 
промотер, лідер і інтрон. Для досягнення різних профілей експресії або модулювання рівня 
експресії трансгена, інтрон з такого регуляторного елемента може бути видалений або 
заміщений гетерологічним інтроном. 

[00136] Інтрони, представлені в цьому документі SEQ ID №: 34, ідентифікували з 35 

використанням геномних ДНК контигів порівняно з експресованими кластерами тегових 
послідовностей або кДНК контигів, для ідентифікації послідовностей екзонів і інтронів в межах 
геномної ДНК. На додаток, 5' НТО або лідерні послідовності також використовуються для 
визначення інтрон/екзон сплайсингових зчленувань одного або більше інтронів в умовах, коли 
послідовність гена кодує лідерну послідовність, яка переривається одним або більше 40 
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інтроном. Інтрони клонували з використанням способів, відомих в цій області техніки, у 
вектор для трансформації рослин так, щоб були функціонально зв'язаними з 3'-
регуляторним елементом і фрагментом лідера і функціонально пов'язаними з 5'- або другого 
фрагмента лідера, або кодуючими послідовностями, наприклад, як показано в експресійних 
касетах, представлених на фіг. 1. 5 

[00137] Так, наприклад, перша можлива експресійна касета (конфігурація експресійної 
касети 1 на фіг. 1) складається з промотора або химерного промоторного елемента [A], 
функціонально зв'язаного з 5' лідером [B], функціонально зв'язаного з 5'-тестованим інтронним 
елементом [C], функціонально зв'язаного з кодуючою ділянкою [D], яка функціонально 
зв'язана з 3' НТО елементом [E]. В альтернативному варіанті, друга можлива експресійна 10 

касета (конфігурація експресійної касети 2 на фіг. 1) складається з промотора або химерного 
промоторного елемента [F], функціонально зв'язаного з 5'- першим лідерним елементом або 
фрагментом першого лідерного елемента [G], функціонально зв'язаного з 5'- тестованим 
інтронним елементом [H], функціонально зв'язаного з 5'- другим лідерним елементом або 
другим фрагментом першого лідерного елемента [I], функціонально зв'язаного з кодуючою 15 

ділянкою [J], яка функціонально зв'язана з 3' НТО елементом [K]. Додатково, третя можлива 
експресійна касета (конфігурація експресійної касети 3 на фіг. 1) складається з промотора 
або химерного промоторного елемента [L], функціонально зв'язаного з 5'- лідерним 
елементом [M], функціонально зв'язаного з 5'- першим фрагментом елемента кодуючої 
послідовності [N], функціонально зв'язаного з 5'-інтронним елементом [O], функціонально 20 

зв'язаного з 5'- другим фрагментом елемента кодуючої послідовності [P], яка функціонально 
зв'язана з 3' НТО елементом [Q]. Особливо, конфігурація експресійної касети 3 розроблена 
для забезпечення сплайсингу інтрона таким способом, щоб отримати повну відкриту рамку 
зчитування без зсуву рамки між першим і другим фрагментом кодуючої послідовності. 

[00138] Як обговорювалося раніше, може бути кращим уникнення використання 25 

нуклеотидної послідовності AT або нуклеотиду А безпосередньо перед 5'-кінцем сайту 
сплайсингу (GT) і нуклеотиду G або нуклеотидної послідовності TG, відповідно, 
безпосередньо після 3'-кінця сайту сплайсингу (AG), для усунення потенційних небажаних 
стартових кодонів, що формуються під час процесингу інформаційної РНК в кінцевий 
транскрипт. Послідовність ДНК поблизу 5'- і 3'-кінцевих сайтів сплайсингових зчленувань 30 

інтрона, таким чином, може бути модифікована. 
[00139] Інтрони тестували на ефект посилення через можливість посилювати експресію 

при аналізі транзиентної експресії або стабільної експресії в рослині. Для аналізу 
інтронного посилення транзиентної експресії, сконструювали базовий рослинний вектор з 
використанням способів, відомих в цій галузі техніки. Інтрон клонували в базовий рослинний 35 

вектор, який містить експресійну касету, яка складається з конститутивного EXP, що 
включає промотор і лідер такі як EXP-CaMV.35S-enh+Ph.DnaK:1:3 (SEQ ID №: 42), 
функціонально зв'язаним з 5'- тестованим інтронним елементом (наприклад один SEQ ID №: 
34), функціонально зв'язаних з кодуючою послідовністю GUS, яка або містить інтрон, що 
вирізається (GUS-2, SEQ ID №: 44), який функціонально зв'язаний з 3' НТО з (T-Gb.E6-3b:1:1, 40 

SEQ ID №: 40). Клітини протопластів, отримані з тканини рослини сої або іншого роду, 
трансформували базовим рослинним вектором і контрольними векторами з геном 
люциферази, як описано раніше вище в прикладі 2, і аналізували в них активність. Для 
порівняння відносної здатності інтрона посилювати експресію, значення  GUS виражали як 
відношення активності GUS до активності люциферази і порівнювали їх з рівнями тих, що 45 

отримували за допомогою генетичної конструкції, що містить конститутивний промотор, 
функціонально зв'язаний з відомим стандартом інтрона, таким як фактор елонгації 4A10 гена 
I-Nt.eIF4A10-1:1:1 (SEQ ID №: 57) Nicotiana tabacum, а також генетичної конструкції, що 
містить конститутивний промотор, але без інтрона, функціонально зв'язаного з промотором. 

[00140] Для аналізу в стабільно трансформованих рослинах інтронів, представлених у 50 

SEQ ID №: 34, розроблено експресійний вектор з геном GUS для трансформації рослин 
аналогічний генетичних конструкцій, описаних у попередніх прикладах, в яких підсумкові 
рослинні експресійні вектори містять праву граничну ділянку A. tumefaciens, першу 
експресійну касету для тестування інтрона, що складається з конститутивного EXP такого як 
промотор і лідер EXP-CaMV.35S-enh+Ph.DnaK:1:3 (SEQ ID №: 42), функціонально зв'язаним з 55 

5'-тестованим інтронним елементом (SEQ ID №: 34), функціонально зв'язаний з кодуючою 
послідовністю GUS, яка або містить інтрон, що вирізається (GUS-2, SEQ ID №: 44), 
функціонально зв'язаний з 3' НТО Gossypium barbadense (T-Gb.E6-3b:1:1, SEQ ID №: 40). 
Клітини протопластів, отримані з тканини рослини сої або іншого роду, трансформували 
базовим рослинним вектором і контрольними векторами з геном люциферази, як описано 60 
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раніше в прикладі 2 вище, і аналізували в них активність. Для порівняння відносної здатності 
інтрона посилювати експресію, значення GUS виражали як відношення активності GUS до 
активності люциферази і порівнювали їх з рівнями тих, що отримували за допомогою 
генетичної конструкції, що містить конститутивний промотор, функціонально зв'язаний з 
відомим стандартом інтрона, таким як фактор елонгації 4A10 гена I-Nt.eIF4A10-1:1:1 (SEQ ID 5 

№: 57) Nicotiana tabacum, а також генетичної конструкції, що містить конститутивний промотор, 
але без інтрона, функціонально зв'язаного з промотором. 

[00141] Слід зазначити, що інтрон, представлений як SEQ ID №: 34, може бути 
модифікований різними способами, такими як видалення фрагментів у межах послідовності 
інтрона, яке може зменшувати експресію, або дуплікація фрагментів з інтроном, яка може 10 

посилювати експресію. На додаток, послідовності ДНК в межах інтрона, які можуть впливати 
на специфічність експресії або в конкретних типах клітин, або в тканинах і органах, можуть 
бути дуплікоівні або змінені або видалені, з метою вплинути на експресію і характери 
експресії трансгена. На додаток, інтрони, запропоновані в цьому документі, можуть бути 
модифіковані для видалення будь-яких потенційних стартових кодонів (ATG), які можуть стати 15 

причиною непередбачених транскриптів, експресованих з неправильно сплайсованих інтронів, 
як ті, що відрізняються, подовжені або укорочені білки. Після того, як інтрон був емпірично 
перевірений або змінений на підставі проведеного дослідження, інтрон використовується для 
посилення експресії трансгена у стабільно трансформованих рослинах, які можуть 
представляти собою однодольні або дводольні рослини будь-якого роду, за умов, що інтрон 20 

забезпечує посилення трансгена. Інтрон також може бути використаний для посилення 
експресії в інших організмах, таких як водорості, гриби або клітини тварин, за умов, що інтрон 
забезпечує посилення або послаблення, або специфічність експресії трансгена, з яким 
функціонально зв'язаний. 

[00142] З ілюстрацій і опису принципів винаходу фахівцям цієї області техніки буде 25 

очевидно, що форма і деталі цього винаходу можуть бути модифіковані без відступу від цих 
принципів. Ми заявляємо всі модифікації, які знаходяться в межах суті та обсягу формули 
винаходу. Всі публікації та опубліковані патентні документи, цитовані в цьому документі, 
включені через посилання в тому ступені, якби кожна окрема публікація або заявка на патент 
конкретно і індивідуально вказувалися як включені через посилання. 30 
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ФОРМУЛА ВИНАХОДУ 
 

1. Рекомбінантна молекула ДНК, яка містить послідовність ДНК, вибрану з групи, що 5 

складається з: 
а) послідовності ДНК зі щонайменше 95 відсотками ідентичності послідовності до будь-якої 

з SEQ ID NO: 1-30; 
б) послідовності ДНК, яка містить будь-яку з SEQ ID NO: 1-30; та 
в) окремого фрагмента будь-якої з SEQ ID NO: 1-30, причому цей фрагмент має ген-10 

регуляторну активність; 
при цьому зазначена послідовність ДНК функціонально зв'язана з гетерологічною 

молекулою ДНК, яка транскрибується. 
2. Рекомбінантна молекула ДНК за п. 1, яка відрізняється тим, що вказана послідовність 

ДНК має щонайменше близько 97 відсотків ідентичності послідовності до послідовності ДНК 15 

будь-якої з SEQ ID NO: 1-30. 
3. Рекомбінантна молекула ДНК за п. 1, яка відрізняється тим, що вказана послідовність 

ДНК містить будь-яку з SEQ ID NO: 1-30. 
4. Рекомбінантна молекула ДНК за п. 1, яка відрізняється тим, що гетерологічна 

полінуклеотидна молекула, яка транскрибується, містить ген, який представляє агрономічний 20 

інтерес. 
5. Рекомбінантна молекула ДНК за п. 4, яка відрізняється тим, що ген, який представляє 

агрономічний інтерес, обумовлює у рослин толерантність до гербіцидів. 
6. Рекомбінантна молекула ДНК за п. 4, яка відрізняється тим, що ген, який представляє 

агрономічний інтерес, обумовлює у рослин стійкість до шкідників. 25 

7. Клітина трансгенної рослини, яка містить рекомбінантну молекулу ДНК, яка містить 
послідовність ДНК, вибрану із групи, що складається з: 

а) послідовності ДНК із щонайменше 95 відсотками ідентичності послідовності до будь-якої 
з SEQ ID NO: 1-30; 

б) послідовності ДНК, яка містить будь-яку з SEQ ID NO: 1-30; і 30 

в) окремого фрагмента будь-якої з SEQ ID NO: 1-30, причому цей фрагмент має ген-
регуляторну активність; 

при цьому зазначена послідовність ДНК функціонально зв'язана з гетерологічною 
молекулою ДНК, яка транскрибується. 

8. Клітина трансгенної рослини за п. 7, яка відрізняється тим, що вказана клітина 35 

трансгенної рослини являє собою клітину однодольної рослини. 
9. Клітина трансгенної рослини за п. 7, яка відрізняється тим, що вказана клітина 

трансгенної рослини являє собою клітину дводольної рослини. 
10. Трансгенна рослина або її частина, яка містить рекомбінантну молекулу ДНК, яка 

містить послідовність ДНК, вибрану з групи, що складається з: 40 

а) послідовності ДНК із щонайменше 95 відсотками ідентичності послідовності до будь-якої 
з SEQ ID NO: 1-30; 

б) послідовності ДНК, яка містить будь-яку з SEQ ID NO: 1-30; і 
в) окремого фрагмента будь-якої з SEQ ID NO: 1-30, причому цей фрагмент має ген-

регуляторну активність; 45 

при цьому вказана послідовність ДНК функціонально зв'язана з гетерологічною молекулою 
ДНК, яка транскрибується. 

11. Рослина-нащадок трансгенної рослини за п. 10, яка відрізняється тим, що рослина-
нащадок містить молекулу рекомбінантної ДНК за будь-яким з пп. 1-4. 

12. Трансгенна насінина із трансгенної рослини за п. 10, яка відрізняється тим, що 50 

трансгенна насінина містить молекулу рекомбінантної ДНК за будь-яким з пп. 1-4. 
13. Спосіб отримання трансгенної рослини, який включає: 
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а) трансформацію клітини рослини рекомбінантною молекулою ДНК за п. 1 для отримання 
трансформованої клітини рослини; і 

б) регенерацію трансгенної рослини із трансформованої клітини рослини. 
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