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(57) Реферат: 

Винахід стосується способу ідентифікації варіантного сайта розпізнавання для 
сконструйованого засобу, що рідко розщеплює, для індукції двониткового розриву, здатного до 
введення рідкого двониткового розриву в припустимий сайт розпізнавання, причому зазначений 
спосіб включає (a) приведення в контакт геномної ДНК із сконструйованим засобом, що рідко 
розщеплює, для індукції двониткового розриву, здатним до введення двониткового розриву в 
розпізнавання зазначену геному ДНК, де двонитковий розрив приводить у результаті до 
утворення нуклеотидного липкого кінця; (b) лігування першого адаптера із зазначеним 
нуклеотидним липким кінцем; (c) розрізання лігованої ДНК, отриманої на стадії (b), і лігування 
щонайменше одного другого адаптера з розрізаним нуклеотидним кінцем для забезпечення 
ампліфікації та секвенування фрагментів геномної ДНК, що оточують двонитковий розрив; (d) 
вирівнювання нуклеотидних послідовностей фрагментів ДНК, отриманих в (с), з еталонною 
геномною послідовністю ДНК, та (e) ідентифікацію варіантного сайта розпізнавання, що містить 
зміну щонайменше по одній нуклеотидній основі в порівнянні з припустимим сайтом 
розпізнавання зазначеного сконструйованого засобу для індукції двониткового розриву. Винахід 
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також стосується способу ідентифікації варіантного сайта розпізнавання з покращеною 
активністю розщеплення для сконструйованого засобу, що рідко розщеплює, для індукції 
двониткового розриву, здатного до введення рідкого двониткового розриву в припустимий сайт 
розпізнавання. 
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Дана заявка заявляє пріоритет на підставі заявки на патент США із серійним номером 
61/777238, поданої 12 березня 2013 року, яка включена в даний документ як посилання у всій 
своїй повноті. 

ГАЛУЗЬ ВИНАХОДУ 
Даний винахід відноситься до галузі молекулярної біології. Більш конкретно, даний винахід 5 

відноситься до способів ідентифікації й застосування варіантних сайтів розпізнавання для 
сконструйованих засобів, що рідко розщеплюють, для індукції двониткового розриву. 

ПЕРЕДУМОВИ ВИНАХОДУ 
Технологія рекомбінантних ДНК уможливила вбудовування чужорідних послідовностей ДНК 

у геном організму, таким чином, змінюючи фенотип організму. Найбільше широко 10 

використовувані способи трансформації рослин являють собою інфікування за допомогою 
Agrobacterium і бомбардування частинками в ході балістичної трансформації, при якій трансгени 
інтегруються в геном рослини випадковим чином і з непрогнозованим числом копій. Таким 
чином, мають місце спроби контролю інтеграції трансгенів у рослини. 

Були розроблені способи введення або модифікації послідовності ДНК у геномі ряду 15 

організмів, і вони можуть включати методики сайт-специфічної інтеграції, які ґрунтуються на 
гомологічній рекомбінації (патент США № 7102055, виданий 05 вересня 2006 року) або 
сконструйованих ендонуклеазах, таких як мегануклеази, нуклеази "цинкові пальці" або TALEN 
(публікація патенту США 2009-0133152 A1, опублікованого 21 травня 2009 року).  

Хоча ці системи забезпечили корисні методики для цілеспрямованої вставки 20 

послідовностей, які представляють інтерес, залишається потреба в ідентифікації більшої 
кількості сайтів розпізнавання для засобів, що рідко розщеплюють, для індукції двониткового 
розриву та в ідентифікації сайтів розпізнавання з підвищеною активністю щодо засобів, що рідко 
розщеплюють, для індукції двониткового розриву. 

КОРОТКИЙ ОПИС ВИНАХОДУ 25 

Передбачаються композиції та способи, у яких використовуються варіантні сайти 
розпізнавання для сконструйованого засобу, що рідко розщеплює, для індукції двониткового 
розриву, здатного до введення рідкого двониткового розриву в припустимому сайті 
розпізнавання.  

Передбачаються способи ідентифікації варіантного сайту розпізнавання для 30 

сконструйованого засобу, що рідко розщеплює, для індукції двониткового розриву, здатного до 
введення рідкого двониткового розриву в припустимому сайті розпізнавання. Один спосіб 
включає: a) контакт геномної ДНК із сконструйованим засобом, що рідко розщеплює, для 
індукції двониткового розриву, здатним до введення двониткового розриву у вказану геномну 
ДНК, де двонитковий розрив у результаті призводить до утворення нуклеотидного липкого кінця, 35 

b) лігування першого адаптера із вказаним нуклеотидним липким кінцем, c) розрізання лігованої 
ДНК, отриманої на стадії (b), і лігування щонайменше одного другого адаптера з розрізаним 
нуклеотидним кінцем для забезпечення ампліфікації і секвенування фрагментів геномної ДНК, 
що оточують двонитковий розрив, d) вирівнювання нуклеотидних послідовностей фрагментів 
ДНК, отриманих в (c), з еталонною послідовністю геномної ДНК; та e) ідентифікацію варіантного 40 

сайту розпізнавання, що містить заміну щонайменше по одному нуклеотиду (або нуклеотидній 
основі) в порівнянні з припустимим сайтом розпізнавання вказаного сконструйованого засобу, 
що рідко розщеплює, для індукції двониткового розриву. Інший спосіб включає спосіб 
ідентифікації варіантного сайту розпізнавання для сконструйованого засобу, що рідко 
розщеплює, для індукції двониткового розриву, здатного до введення рідкого двониткового 45 

розриву в припустимому сайті розпізнавання, причому вищезазначений спосіб включає: a) 
контакт геномної ДНК із сконструйованим засобом, що рідко розщеплює, для індукції 
двониткового розриву, здатним до введення двониткового розриву у вказану геномну ДНК, де 
двонитковий розрив у результаті призводить до утворення тупого кінця; b) створення 
нуклеотидного липкого кінця з тупого кінця з (a); c) лігування першого адаптера з нуклеотидним 50 

липким кінцем з (b); d) розрізання лігованої ДНК, отриманої на стадії (c) і лігування щонайменше 
одного другого адаптера з розрізаним нуклеотидним кінцем для забезпечення ампліфікації й 
секвенування фрагментів геномної ДНК, що оточують двонитковий розрив; e) вирівнювання 
нуклеотидних послідовностей фрагментів ДНК, отриманих в (d), з еталонною геномною 
послідовністю ДНК і f) ідентифікацію варіантного сайту розпізнавання, що містить заміну 55 

щонайменше по одній нуклеотидній основі в порівнянні з припустимим сайтом розпізнавання 
вказаного сконструйованого засобу для індукції двониткового розриву. 

Сконструйований засіб, що рідко розщеплює, для індукції двониткового розриву можна 
вибрати із групи, що складається з мегануклеази, нуклеази "цинкові пальці", TAL-ефекторної 
нуклеази, транспозази, ендонуклеази Cas і сайт-специфічної рекомбінази. Нуклеотидний липкий 60 
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кінець може являти собою 3'- або 5'-нуклеотидний липкий кінець. 
Крім того, передбачаються способи ідентифікації варіантного сайту розпізнавання з 

підвищеною активністю розщеплення для сконструйованого засобу, що рідко розщеплює, для 
індукції двониткового розриву, здатного до введення рідкого двониткового розриву в 
припустимому сайті розпізнавання. Про підвищену активність сконструйованого засобу, що 5 

рідко розщеплює, для індукції двониткового розриву свідчать a) вищий відсоток (%) 
розщеплення варіантного сайту розпізнавання в порівнянні з відсотком (%) розщеплення 
припустимого сайту розпізнавання, де сайти розпізнавання розташовані на геномній ДНК; b) 
вищий відсоток (%) розщеплення варіантного сайту розпізнавання в порівнянні з відсотком (%) 
розщеплення припустимого сайту розпізнавання, де сайти розпізнавання розташовані на 10 

плазмідній ДНК; c) вища оцінка в аналізі на дріжджах для варіантного сайту розпізнавання в 
порівнянні з припустимим сайтом розпізнавання; або d) будь-яка комбінація з (a), (b) і (c).  

Також передбачаються способи націлювання вставки полінуклеотиду, який представляє 
інтерес, на конкретний хромосомний сайт у геномі рослини, причому зазначений спосіб 
включає: a) трансформацію рослинної клітини або рослини фрагментом ДНК, що містить 15 

полінуклеотид, який представляє інтерес, де зазначений геном зазначених рослинної клітини 
або рослини містить щонайменше один варіантний сайт розпізнавання, вибраний із групи, що 
складається з SEQ ID NO: 15, 16, 17, 18, 19, 20 і 21 або SEQ ID NO: 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 
31, 32, 33, 34 і 35; і b) забезпечення наявності мегануклеази, здатної забезпечити двонитковий 
розрив у варіабельному сайті розпізнавання з (a); і c) відбір зазначеної рослинної клітини або 20 

рослини, що містять зазначений полінуклеотид, який представляє інтерес, інтегрований у 
зазначений варіантний сайт розпізнавання. 

Різні композиції включають рослину, насіння або рослинну клітину, що містить у своєму 
геномі варіантний сайт розпізнавання для сконструйованого засобу, що рідко розщеплює, для 
індукції двониткового розриву, здатного до введення рідкого двониткового розриву в 25 

припустимому сайті розпізнавання. 
КОРОТКИЙ ОПИС ГРАФІЧНИХ МАТЕРІАЛІВ І ПЕРЕЛІКУ ПОСЛІДОВНОСТЕЙ 
Даний винахід може бути зрозумілим повною мірою з наступного детального опису й 

доданих графічних матеріалів і переліку послідовностей, які утворюють частину даної заявки. 
Описи послідовностей і перелік послідовностей включені в якості додатка в даний документ, 30 

відповідають правилам, які регулюють розкриття нуклеотидних і амінокислотних послідовностей 
у патентних заявках, як викладено в §1.821-1.825 розділу 37 C.F.R. Описи послідовностей 
містять трьохбуквені коди амінокислот, як визначено в §§1.821-1.825 розділу 37 C.F.R., які 
включені в даний документ як посилання. 

Фігура 1. (A) Сигнатура піка для геномного сайту розпізнавання у зразку, обробленому 35 

мегануклеазою. Нанесені на карту дані послідовності починаються із сайту розщеплення й 
повертаються до нього. Напрямок нанесених на карту зчитувань вказується у вигляді 
накопичень і показане стрілками. (B) Порожній контроль не містить сигнатури, яка відповідає 
збагаченню або піку, як спостерігалося для обробленого зразка. 

Фігура 2. Перекриття 4 основ у сигнатурі піка сайту розпізнавання відповідає липкому кінцю, 40 

створеному мегануклеазою, і визначає послідовність геномного варіантного сайту 
розпізнавання. Пунктирна лінія визначає липкі кінці, отримані при розщепленні сайту 
розпізнавання. 

Фігура 3. Відсотковий склад основ у ДНК орієнтованих геномних варіантів сайтів 
розпізнавання. Переважно сторонні нуклеотиди обведені, тоді як основи припустимого сайту 45 

розпізнавання заштриховані. (A) Склад основ ДНК 30 геномних варіантних сайтів розпізнавання 
мегануклеазою Lig3-4. Припустимий сайт розпізнавання LIG3-4 (SEQ ID NO:13) показаний внизу 
фігури 3A. (B) Склад основ ДНК 254 геномних варіантних сайтів розпізнавання мегануклеазою 
MHP14+. Припустимий сайт розпізнавання MHP14+ (SEQ ID NO:14) показаний знизу фігури 3B. 

Фігура 4. A) Вирівнювання припустимого сайту розпізнавання для мегануклеази LIG3-4 і 50 

варіантних сайтів розпізнавання LIG3-4. Переважно сторонні нуклеотиди (підкреслені) вводили 
в припустимий сайт розпізнавання LIG3-4 окремо (що призводило до створення варіантних 
сайтів розпізнавання -11C, -7C, -2G, -1T, +8T, що відповідають SEQ ID NO: 15-19) і в комбінації 
(що призводило до створення варіантних сайтів розпізнавання, що відповідають SEQ ID NO:20-
22). B) Вирівнювання припустимого сайту розпізнавання для мегануклеази MHP14+ і варіантних 55 

сайтів розпізнавання MHP14+. Переважно сторонні нуклеотиди (підкреслені) вводили в 
припустимий сайт розпізнавання MHP14+ окремо (що призводило до створення варіантних 
сайтів розпізнавання -3A, -2G, -1T, +2A, +7T, +8G, +11G, +11A, що відповідають SEQ ID NO: 23-
30) і в комбінації (що призводило до створення варіантних сайтів розпізнавання, що 
відповідають SEQ ID NO: 31-35). 60 
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Фігура 5. Порівняння активності розщеплення плазмідної ДНК між припустимим сайтом 
розпізнавання та припустимими сторонніми нуклеотидами, поміщеними окремо в припустимий 
сайт розпізнавання для (A) мегануклеази Lig3-4 і (B) мегануклеази MHP14+. Відсоток активності 
розщеплення припустимого сайту розпізнавання позначений пунктирною лінією. У якості 
контролю також аналізували щонайменше дві основи, відмінні від відсоткового складу основ 5 

ДНК у геномних варіантних сайтах розпізнавання. 
Фігура 6. Порівняння активності розщеплення плазмідної ДНК між припустимим сайтом 

розпізнавання й переважно сторонніми нуклеотидами, поміщеними в комбінації в припустимий 
розпізнавання для (A) мегануклеази Lig3-4 і (B) мегануклеази MHP14+. 

Фігура 7. Порівняння графіків ампліфікації ПЛР у реальному часі з бібліотек геномних 10 

варіантних сайтів розпізнавання для мегануклеази, створених або з фосфорильованими, або з 
нефосфорильованими біотинильованими адаптерами, що містять повністю вироджений 4-
нуклеотидний 3'-липкий кінець. 

На фігурі 8 показана діаграма, яка представляє систему скринінгу дріжджів, і яка 
застосовується для визначення мегануклеазної активності дріжджів. Фрагменти гена, що 15 

відповідають першим 1000 нуклеотидам кодуючої послідовності Ade2 дріжджів (5ꞌ-фрагмент 
Ade2) і останнім 1011 нуклеотидам кодуючої послідовності Ade2 дріжджів (3ꞌ-фрагмент Ade2), 
роз'єднували за допомогою фрагмента, що містить ген дріжджів ura3 (Ura3) та сайти 
розпізнавання мегануклеазою для I-SceI. 

На фігурі 9 показана числова шкала й відповідне утворення білих секторів у колоніях 20 

дріжджів, які застосовуються для кількісного визначення мегануклеазної активності. Оскільки 
фенотип утворення секторів є якісним показником мегануклеазної активності, було задіяно 
числову систему кількісних показників 0-4. Кількісний показник 0 означає, що білі сектори не 
спостерігалися (було відсутнє розрізання мегануклеазами); кількісний показник 4 означає 
повністю білі колонії (повне розрізання сайту розпізнавання); кількісні показники 1-3 означають 25 

проміжні фенотипи утворення білих секторів (і проміжні ступені розрізання сайту розпізнавання). 
Фігура 10. (A) Порівняння активності розщеплення плазмідної ДНК між припустимим сайтом 

розпізнавання MHP14+ (SEQ ID NO: 14), варіантним сайтом розпізнавання MHP14+ (SEQ ID NO: 
11), який зустрічається в природних умовах у геномі маїсу (мічений варіантний сайт 
розпізнавання маїсу), та варіантними сайтами розпізнавання MHP14+ (SEQ ID NO: 31-35), які не 30 

є ендогенними для генома маїсу. (B) Порівняння відносного числа копій варіантного сайту 
розпізнавання MHP14+ з SEQ ID NO:11 і припустимого сайту розпізнавання MHP14+ (SEQ ID 
NO: 14) у зрілих зародках маїсу. 

Фігура 11. (A) являє собою карту плазміди PHP57712, (B) являє собою карту плазміди 
PHP62552. 35 

ПОСЛІДОВНОСТІ 
SEQ ID NO: 1 являє собою нуклеотидну послідовність, що кодує одноланцюговий 

поліпептид злиття на основі мегануклеази LIG3-4. 
SEQ ID NO: 2 являє собою амінокислотну послідовність поліпептиду злиття на основі 

мегануклеази LIG3-4. 40 

SEQ ID NO: 3 являє собою нуклеотидну послідовність, що кодує одноланцюгову 
мегануклеазу MHP14+. 

SEQ ID NO: 4 являє собою амінокислотну послідовність мегануклеази MHP14+. 
SEQ ID NO: 5 являє собою нуклеотидну послідовність біотинільованого 

дефосфорильованого адаптера, сконструйованого з повністю виродженим 4-п.о. 3'-липким 45 

кінцем. 
SEQ ID NO: 6 являє собою нуклеотидну послідовність відновлюючого праймера A. 
SEQ ID NO: 7 являє собою нуклеотидну послідовність відновлюючого праймера B. 
SEQ ID NO: 8 являє собою нуклеотидну послідовність Illumina-сумісного адаптера. 
SEQ ID NO: 9 являє собою нуклеотидну послідовність маркерної послідовності. 50 

SEQ ID NO: 10 являє собою комплементарну нуклеотидну послідовність маркерної 
послідовності з SEQ ID NO: 9. 

SEQ ID NO: 11 являє собою нуклеотидну послідовність 5'-3' послідовності, показаної на 
фігурі 2. 

SEQ ID NO: 12 являє собою нуклеотидну послідовність 3'-5' послідовності, показаної на 55 

фігурі 2. 
SEQ ID NO: 13 являє собою нуклеотидну послідовність припустимого сайту розпізнавання 

для мегануклеази LIG3-4 (також показано на фігурі 3A і фігурі 4). 
SEQ ID NO: 14 являє собою нуклеотидну послідовність припустимого сайту розпізнавання 

для мегануклеази MHP14+ (також показано на фігурі 3B і фігурі 4). 60 
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SEQ ID NO:15-22 являють собою нуклеотидні послідовності варіантних сайтів розпізнавання 
для мегануклеази LIG3-4. 

SEQ ID NO:23-36 являють собою нуклеотидні послідовності варіантних сайтів розпізнавання 
для мегануклеази MHP14+. 

SEQ ID NO: 36 являє собою нуклеотидну послідовність гена Ade2 дріжджів. 5 

SEQ ID NO: 37 являє собою нуклеотидну послідовність припустимого сайту розпізнавання 
для мегануклеази MS26.  

SEQ ID NO: 38 являє собою нуклеотидну послідовність плазміди PHP57712. 
SEQ ID NO: 39 являє собою нуклеотидну послідовність плазміди PHP62552 
ДОКЛАДНИЙ ОПИС ВИНАХОДУ 10 

Даний винахід тепер буде більш докладно описаний нижче в даному документі з 
посиланням на додані графічні матеріали, на яких показані деякі, але не всі варіанти здійснення 
даного винаходу. У дійсності, даний винахід можна здійснювати в багатьох різних формах і його 
не слід розглядати як обмежене варіантами здійснення, викладеними в даному документі; 
скоріше дані варіанти здійснення представлені для того, щоб дане розкриття відповідало 15 

вимогам чинного законодавства. Однакові числа відносяться до однакових елементів по всьому 
документу.  

Фахівцю в даній області, до якої відноситься даний винахід, спаде на думку безліч 
модифікацій та інших варіантів здійснення даного винаходу, викладеного в даному документі, 
при використанні ідей, представлених у вищенаведеному описі та супутніх графічних 20 

матеріалах. Таким чином, слід розуміти, що даний винахід не повинен обмежуватися 
конкретними розкритими варіантами здійснення, і мається на увазі, що в прикладену формулу 
винаходу включені модифікації та інші варіанти здійснення. Хоча в даному документі 
використовуються спеціальні вирази, вони використовуються тільки в загальному та описовому 
сенсі, а не з метою обмеження.  25 

Всі публікації та заявки на патент, згадані в даному описі, орієнтовані на рівень фахівця в 
даній області, до якої відноситься даний винахід. Всі публікації та заявки на патент включені в 
даний документ у вигляді посилання тією самою мірою, як якби кожна окрема публікація або 
заявка на патент конкретно й окремо була включена у вигляді посилання. 

Форми однини, які використовуються в даному документі та у докладеній формулі винаходу, 30 

включають посилання на множину, якщо з контексту явно не випливає інше. Таким чином, 
наприклад, посилання на "рослину" містить у собі безліч таких рослин; посилання на "клітину" 
містить у собі одну або кілька клітин та їх еквіваленти, відомі фахівцям у даній області техніки, і 
так далі. 

Якщо не зазначено інше, всі технічні та наукові терміни, які застосовуються в даному 35 

документі, мають таке ж значення, яке звичайно розуміється середнім фахівцем в області 
техніки, до якої належить даний винахід. Хоча будь-які способи й матеріали, подібні або 
еквівалентні описаним у даному документі, можна застосовувати на практиці для тестування 
даного винаходу, у даному документі описані конкретні приклади придатних матеріалів і 
способів. 40 

У контексті даного розкриття використовується ряд термінів і скорочень. Пропонуються 
наступні визначення. 

Як використовується в даному документі, терміни "цільовий сайт", "цільова послідовність", 
"геномний цільовий сайт" і "геномна цільова послідовність" використовуються в даному 
документі взаємозамінно й відносяться до послідовності полінуклеотиду в геномі рослинної 45 

клітини або дріжджової клітини, яка містить сайт розпізнавання для засобу для індукції 
двониткового розриву. 

"Штучний цільовий сайт" являє собою цільову послідовність, яка була введена в геном 
організму, такого як рослина або дріжджі. Така штучна цільова послідовність може бути 
ідентичною за послідовністю до ендогенної або нативної цільової послідовності в геномі 50 

організму, але може розташовуватися в іншому положенні (тобто неендогенному або 
ненативному положенні) у геномі організму. 

Терміни "ендогенна цільова послідовність" і "нативна цільова послідовність" 
використовуються взаємозамінно в даному документі для позначення цільової послідовності, 
яка є ендогенною або нативною стосовно геному хазяїна (такого як рослина або дріжджі) і 55 

перебуває в ендогенному або нативному положенні цієї цільової послідовності в геномі хазяїна 
(такого як рослина або дріжджі).  

Термін "засіб для індукції двониткового розриву", який використовується у даному документі, 
відноситься до будь-якої нуклеази, яка робить двонитковий розрив у цільовій послідовності. 
Одержання двониткового розриву в цільовій послідовності або інший ДНК можна назвати в 60 
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даному документі "розрізанням" або "розщепленням" цільової послідовності або іншої ДНК.  
Термін "засіб, що рідко розщеплює, для індукції двониткового розриву", який 

використовується у даному документі, відноситься до будь-якої нуклеази, яка робить 
двонитковий розрив у цільовій послідовності, але в рідких випадках ріже (на відміну від 
рестрикційних ферментів, наприклад) у геномі організму. Засоби, що рідко розщеплюють, для 5 

індукції двониткового розриву, включають без обмеження ендонуклеази, такі як мегануклеази 
(заявка на патент США 2332 і BB1990), нуклеази "цинкові пальці" (Kim, Y. G., J. Cha, et al. (1996). 
"Hybrid restriction enzymes: zinc finger fusions to Fok I cleavage), ендонуклеази Cas (заявка WO 
2007/025097, опублікована 1 березня 2007 року) і TALEN (Christian, M., T. Cermak, et al. 2010. 
Targeting DNA double-strand breaks with TAL effector nucleases. Genetics 186(2): 757-61). 10 

Розщеплення ендонуклеазами, що рідко розщеплюють, звичайно призводить до утворення 
"липких" кінців з 3'-липкими кінцями для мегануклеаз LAGLIDADG (Chevalier, B. S. and B. L. 
Stoddard. 2001. Homing endonucleases: structural and functional insight into the catalysts of 
intron/intein mobility. Nucleic Acids Res 29(18): 3757-74) і 5'-липкими кінцями для нуклеаз "цинкові 
пальці" (Smith, J., M. Bibikova, et al. 2000, Requirements for double-strand cleavage by chimeric 15 

restriction enzymes with zinc finger Dna-recognition domains. Nucleic Acids Res 28(17): 3361-9). 
TALE-нуклеази на основі Fokl (TALEN) характеризуються функціональною схемою, подібної до 
нуклеаз "цинкові пальці", причому ДНК-зв’язуючий домен "цинкові пальці" замінений на домен 
TALE (Li, T., S. Huang, et al. 2011. TAL nucleases (TALNs): hybrid proteins composed of TAL 
effectors and Fokl Dna-cleavage domain. Nucleic Acids Res 39(1): 359-72; Christian, M., T. Cermak, 20 

et al. 2010). Розщеплення ендонуклеазами Cas, такими як ендонуклеази Cas9, може призводити 
до тупих кінців. 

"Ендонуклеаза" відноситься до ферменту, який розщеплює фосфодіефірний зв'язок у 
полінуклеотидному ланцюзі.  

Ендонуклеази включають рестрикційні ендонуклеази, які розщеплюють ДНК у конкретних 25 

сайтах без ушкодження основ. Рестрикційні ендонуклеази включають ендонуклеази типу I, типу 
II, типу III і типу IV, які додатково включають підтипи. У системах типу I і типу III ферментативні 
активності як метилази, так і рестриктази обꞌєднані в єдиний комплекс. 

Рестрикційні ендонуклеази типу I і типу III розпізнають специфічні сайти розпізнавання, але, 
як правило, розщеплюють у положенні, відмінному від сайту розпізнавання, яке може бути 30 

розташованим на відстані сотень пар основ від сайту розпізнавання. У системах типу II 
рестрикційна активність не залежить від будь-якої метилазної активності, і розщеплення 
зазвичай відбувається в конкретних сайтах (або точках) у межах сайту розпізнавання або біля 
нього. Більшість ферментів типу II розрізають паліндромні послідовності, однак ферменти типу 
IІa розпізнають непаліндромні сайти розпізнавання й роблять розщеплення за межами сайту 35 

розпізнавання; ферменти типу IІb роблять розрізання послідовностей двічі, причому обидва 
сайти перебувають за межами сайту розпізнавання; і ферменти типу IІs розпізнають 
асиметричний сайт розпізнавання й роблять розщеплення з одного боку і на певній відстані від 
сайту розпізнавання, яка становить приблизно 1-20 нуклеотидів. Ферменти рестрикції типу IV 
цілеспрямовано діють на метильовану ДНК. Ферменти рестрикції додатково описані й 40 

класифіковані, наприклад, у базі даних REBASE (веб-сторінка на rebase.neb.com; Roberts et al., 
(2003) Nucleic Acids Res 31:418-20), Roberts et al., (2003) Nucleic Acids Res 31:1805-12; і Belfort et 
al., (2002) в Mobile DNA II, pp. 761-783, Eds. Craigie et al., (ASM Press, Washington, DC). 

"Сконструйований засіб, що рідко розщеплює, для індукції двониткового розриву" 
відноситься до будь-якого засобу, що рідко розщеплює, для індукції двониткового розриву, який 45 

є сконструйованим (модифікованим або похідним) у порівнянні з його нативною формою для 
специфічного розпізнавання необхідного сайту розпізнавання та індукції двониткового розриву в 
ньому. Таким чином, сконструйований засіб, що рідко розщеплює, для індукції двониткового 
розриву, можна одержати з нативної, що зустрічається в природних умовах, нуклеази, або його 
можна штучно створити або синтезувати. Нуклеаза може модифікуватись всього лише по 50 

одному нуклеотиду. У деяких варіантах здійснення сконструйований засіб, що рідко розщеплює, 
для індукції двониткового розриву індукує двонитковий розрив у сайті розпізнавання, при цьому 
сайт розпізнавання не являвся послідовністю, яка повинна була бути розпізнаною нативним 
(несконструйованим або немодифікованим) засобом, що рідко розщеплює, для індукції 
двониткового розриву. Одержання двониткового розриву в сайті розпізнавання або інший ДНК 55 

можна назвати в даному документі "розрізанням" або "розщепленням" сайту розпізнавання або 
іншої ДНК. 

"Мегануклеаза" відноситься до хомінг-ендонуклеази, яка, подібно до рестрикційних 
ендонуклеаз, зв'язується з конкретним сайтом розпізнавання й розрізає його, однак сайти 
розпізнавання для мегануклеаз звичайно є більшими, маючи розмір приблизно 18 п.о. або 60 
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більше. У деяких варіантах здійснення даного винаходу мегануклеаза була сконструйована (або 
модифікована) для розрізання конкретної ендогенної послідовності розпізнавання, де ендогенна 
цільова послідовність перед розрізанням за допомогою сконструйованого засобу для індукції 
двониткового розриву, не була послідовністю, яка повинна була бути розпізнаною нативною 
(несконструйованою або немодифікованою) ендонуклеазою.  5 

"Поліпептид c мегануклеазною активністю" відноситься до поліпептиду, що 
характеризується мегануклеазною активністю і, отже, здатний робити двонитковий розрив у 
розпізнаваній послідовності.  

Мегануклеази були розподілені на чотири сімейства на основі консервативних мотивів 
послідовностей, при цьому сімейства являють собою сімейства LAGLIDADG, GIY-YIG, H-N-H і 10 

His-Cys-бокс. Ці мотиви залучені у координацію іонів металів і гідроліз фосфодіефірних зв'язків. 
НЕeази прикметні своїми довгими сайтами розпізнавання й тим, що допускають деякі 
поліморфізми послідовностей у їх ДНК-субстратах. Правила номенклатури мегануклеаз схожі 
на правила для інших рестрикційних ендонуклеаз. Мегануклеази також характеризують за 
префіксом F-, I- або PI- для ферментів, які кодуються автономними відкритими рамками 15 

зчитування, інтронами та інтеїнами, відповідно. Наприклад, мегануклеази від Saccharomyces 
cerevisiae, які кодуються інтронами, інтеїнами та автономними генами, позначаються I-SceI, PI-
SceI і F-SceII, відповідно. Домени, структура та функції мегануклеаз відомі; див., наприклад, 
Guhan and Muniyappa (2003) Crit Rev Biochem Mol Biol 38:199-248; Lucas et al., (2001) Nucleic 
Acids Res 29:960-9; Jurica and Stoddard, (1999) Cell Mol Life Sсi 55:1304-26; Stoddard, (2006) Q 20 

Rev Biophys 38:49-95; і Moure et al., (2002) Nat Struct Biol 9:764. У деяких прикладах 
застосовують, варіант, який зустрічається в природі та/або сконструйовану мегануклеазу-
похідне. Відомі способи модифікації кінетичних характеристик, взаємодій з кофакторами, 
експресії, оптимальних умов і/або специфічності відносно сайту розпізнавання та скринінгу 
відносно активності, див., наприклад, Epinat et al., (2003) Nucleic Acids Res 31:2952-62; Chevalier 25 

et al., (2002) Mol Cell 10:895-905; Gimble et al., (2003) Mol Biol 334:993-1008; Seligman et al., 
(2002) Nucleic Acids Res 30:3870-9; Sussman et al., (2004) J Mol Biol 342:31-41; Rosen et al., 
(2006) Nucleic Acids Res 34:4791-800; Chames et al., (2005) Nucleic Acids Res 33:e178; Smith et 
al., (2006) Nucleic Acids Res 34:e149; Gruen et al., (2002) Nucleic Acids Res 30:e29; Chen and 
Zhao, (2005) Nucleic Acids Res 33:e154; WO 2005105989; WO 2003078619; WO 2006097854; WO 30 

2006097853; WO 2006097784 і WO 2004031346. 
У даному документі можна застосовувати будь-яку мегануклеазу, у тому числі, без 

обмежень, I-SceI, I-SceII, I-SceIII, I-SceIV, I-SceV, I-SceVI, I-ScevII, I-CeuI, I-CeuAIIP, I-CreI, I-
CrepsbIP, I-CrepsbIIP, I-CrepsbIIIP, I-CrepsbIVP, I-TliI, I-PpoI, PI-PspI, F-SceI, F-SceII, F-SuvI, F-
TevI, F-TevII, I-AmaI, I-AnII, I-ChuI, I-CmoeI, I-CpaI, I-CpaII, I-CsmI, I-CvuI, I-CvuAIP, I-DdiI, I-DdiII, I-35 

DirI, I-DmoI, I-HmuI, I-HmuII, I-HsNIP, I-LlaI, I-MsoI, I-NaaI, I-NanI, I-NcIIP, I-NgrIP, I-NitI, I-NjaI, I-
Nsp236IP, I-PakI, I-PboIP, I-PcuIP, I-PcuAI, I-PcuVI, I-PgrIP, I-PobIP, I-PorI, I-PorIIP, I-PbpIP, I-
SpBetaIP, I-ScaI, I-SexIP, I-SneIP, I-SpomI, I-SpomCP, I-SpomIP, I-SpomIIP, I-SquIP, I-Ssp6803I, I-
SthPhiJP, I-SthPhiST3P, I-SthPhiSTe3bP, I-TdeIP, I-TevI, I-TevII, I-TevIII, I-UarAP, I-UarHGPAIP, I-
UarHGPA13P, I-VinIP, I-ZbiIP, PI-MtuI, PI-MtuHIP, PI-MtuHIIP, PI-PfuI, PI-PfuII, PI-PkoI, PI-PkoII, PI-40 

Rma43812IP, PI-SpBetaIP, PI-SceI, PI-TfuI, PI-TfuII, PI-ThyI, PI-TliI, PI-TliII, або будь-які їхні активні 
варіанти або фрагменти. У конкретному варіанті здійснення сконструйована ендонуклеаза 
походить від I-Cre-I, що має послідовність, наведену під SEQ ID NO: 15, 21 або 26, або її 
активного варіанта або фрагмента. 

TАL-ефекторні нуклеази являють собою новий клас нуклеаз, специфічних для 45 

послідовностей, які можна застосовувати для одержання двониткових розривів у конкретних 
цільових послідовностях у геномі рослини або іншого організму. Tal-ефекторні нуклеази 
створюють шляхом злиття нативного або сконструйованого ефектора, подібного активатора 
транскрипції (TAL), або функціональної частини такого, з каталітичним доменом ендонуклеази, 
такої як, наприклад, FokІ. Унікальний модульний ДНК-звꞌязуючий домен TАL-ефектора створює 50 

можливість розробки білків з потенційною специфічністю розпізнавання будь-якої заданої ДНК. 
Таким чином, ДНК-звꞌязуючі домени TАL -ефекторних нуклеаз можна конструювати для 
розпізнавання конкретних цільових сайтів ДНК і, таким чином, застосовувати для отримання 
двониткових розривів в необхідних цільових послідовностях. Див. WO 2010/079430; Morbitzer et 
al. (2010) PNAS 10.1073/pnas.1013133107; Scholze & Boch (2010) Virulence 1:428-432; Christian et 55 

al. Genetics (2010) 186:757-761; Li et al. (2010) Nuc. Acids Res. (2010) doi:10.1093/nar/gkq704; і 
Miller et al. (2011) Nature Biotechnology 29:143-148; всі з яких включені в даний документ як 
посилання.  

Як використовується в даному документі, вираз "ген Cas" відноситься до гена, який, як 
правило, з'єднаний, зв'язаний або розташований поблизу або поруч із фланкуючими локусами 60 
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CRISPR.  
CRISPR-локуси (короткі паліндромні повтори, регулярно розташовані групами) (також відомі 

як SPIDR - дисперговані повтори) складають сімейство нещодавно описаних локусів ДНК. 
CRISPR-локуси складаються з коротких та висококонсервативних повторів ДНК (зазвичай від 24 
до 40 п.о., що повторюються від 1 до 140 разів, також позначуваних як CRISPR-повтори), які є 5 

частково паліндромними. Повторювані послідовності (зазвичай специфічні стосовно виду) 
відділені варіабельними послідовностями постійної довжини (зазвичай від 20 до 58, залежно від 
CRISPR-локусу (WO 2007/024097, опублікована 1 березня 2007 р.). 

CRISPR-локуси вперше були ідентифіковані в E. coli (Ishino et al. (1987) J. Bacterial. 
169:5429-5433; Nakata et al. (1989) J. Bacterial. 171:3553-3556). Подібні розсіяні короткі 10 

повторювані послідовності були ідентифіковані в Haloferax mediterranei, Streptococcus pyogenes, 
Anabaena і Mycobacterium tuberculosis (Groenen et al. (1993) Mol. Microbiol. 10:1057-1065; Hoe et 
al. (1999) Emerg. Infect. Dis. 5:254-263; Masepohl et al. (1996) Biochim. Biophys. Acta 1307:26-30; 
Mojica et al. (1995) Mol. Microbiol. 17:85-93). CRISPR-локуси відрізняються від інших SSR 
структурою повторів, які були названі короткими рівномірно розділеними повторами (SRSR) 15 

(Janssen et al. (2002) OMICS J. Integ. Biol. 6:23-33; Mojica et al. (2000) Mol. Microbiol. 36:244-246). 
Повтори являють собою короткі елементи, які зустрічаються в кластерах, які завжди рівномірно 
розділені варіабельними послідовностями постійної довжини (Mojica et al. (2000) Mol. Microbiol. 
36:244-246).  

Терміни "ген Cas", "CRISPR-асоційований (Cas) ген" використовуються в даному документі 20 

взаємозамінно. Вичерпний огляд щодо сімейства білків Cas представлений в Haft et al. (2005) 
Computational Biology, Plos Comput Biol 1(6): e60. doi:10.1371/journal.pcbi.0010060. Як описано в 
даному документі, описано 41 сімейство CRISPR-асоційованих (Cas) генів, крім чотирьох 
сімейств генів, відомих раніше. Показано, що CRISPR-системи належать до різних класів, з 
різними патернами повторів, наборами генів і сукупностями видів. Число генів Cas у певному 25 

CRISPR-локусі може різнитися між видами.  
Термін "ендонуклеаза Cas", який використовується в даному документі, відноситься до білка 

Cas, що кодується геном Cas, причому зазначений білок Cas здатний до введення двониткового 
розриву в цільову послідовність ДНК. Ендонуклеаза Cas розмотує ДНК-дуплекс поблизу 
геномного цільового сайту й розщеплює обидві нитки ДНК після розпізнавання цільової 30 

послідовності направляючою РНК, але тільки якщо правильний прилягаючий до протоспейсера 
мотив (PAM) приблизно орієнтований на 3'-кінці цільової послідовності.  

Термін "направляюча РНК" , який використовується у даному документі відноситься до 
синтетичного злиття двох молекул РНК, crРНК (РНК CRISPR), що містить варіабельний 
направляючий домен, і tracrРНК. В одному варіанті здійснення направляюча РНК містить 35 

варіабельний направляючий домен з послідовностей від 12 до 30 нуклеотидів і фрагмент РНК, 
який може взаємодіяти з ендонуклеазою Cas.  

Вираз "варіабельний направляючий домен" відноситься до нуклеотидної послідовності 5-
прим мотиву послідовності GUUUU в направляючій РНК, яка є комплементарною одному 
ланцюгу двониткового цільового сайту ДНК у геномі рослинної клітини, рослини або насіння. В 40 

одному варіанті здійснення варіабельний направляючий домен має довжину від 12 до 30 
нуклеотидів. 

В одному варіанті здійснення направляюча РНК та ендонуклеаза Cas здатні утворювати 
комплекс, який дозволяє ендонуклеазі Cas вводити двонитковий розрив у цільовий сайт ДНК.  

Термін "сайт розпізнавання", який використовується у даному документі, відноситься до 45 

послідовності ДНК, у якій індукується двонитковий розрив у геномі клітини за допомогою засобу, 
що рідко розщеплює, для індукції двониткового розриву. Терміни "сайт розпізнавання", 
"послідовність розпізнавання" використовуються в даному документі взаємозамінно. Сайт 
розпізнавання може бути ендогенним сайтом у геномі хазяїна (такого як дріжджі або рослина), 
або в якості альтернативи, сайт розпізнавання може бути гетерологічним відносно хазяїна 50 

(дріжджів або рослини), і, таким чином, не зустрічатися в природі в геномі, або сайт 
розпізнавання може перебувати в гетерологічному положенні в геномі у порівнянні з тим 
положенням, у якому він перебуває в природі.  

Термін "ендогенний сайт розпізнавання", який застосовується у даному документі, 
відноситься до сайту розпізнавання засобом, що рідко розщеплює, для індукції двониткового 55 

розриву, який є ендогенним або нативним стосовно генома хазяїна (такого як рослина або 
дріжджі) і розташований в ендогенному або нативному положенні для такого сайту 
розпізнавання в геномі хазяїна (такого як рослина або дріжджі). Довжина сайту розпізнавання 
може варіювати, при цьому включені, наприклад, сайти розпізнавання, що мають довжину, що 
складає щонайменше 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 60 
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32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 
59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70 або більше нуклеотидів. Крім того, є можливість того, 
що сайт розпізнавання може бути паліндромним, тобто послідовність однієї нитки читається так 
само у зворотному напрямку на комплементарній нитці. Сайт однониткового 
розриву/розщеплення може знаходитись в межах послідовності розпізнавання, або сайт 5 

однониткового розриву/розщеплення може знаходитись за межами послідовності 
розпізнавання. В іншому варіанті розщеплення може відбуватися в положеннях нуклеотидів 
безпосередньо навпроти один одного з одержанням розрізу з тупими кінцями, або, в інших 
випадках, розрізи можуть бути несиметрично розташованими з одержанням однониткових 
виступаючих кінців, також названих "липкими кінцями", які можуть бути 5'-липкими кінцями або 10 

3'-липкими кінцями.  
Термін "припустимий сайт розпізнавання", який використовується у даному документі, 

відноситься до послідовності розпізнавання, на яку було спрямовано сконструйований засіб, що 
рідко розщеплює, для індукції двониткового розриву, такий як сконструйована мегануклеаза, 
для специфічного розпізнавання та індукції двониткового розриву. В одному варіанті здійснення 15 

засіб, що рідко розщеплює, для індукції двониткового розриву являє собою сконструйовану 
мегануклеазу LIG3-4 (SEQ ID NO: 2), яка була розроблена для розпізнавання припустимої 
послідовності розпізнавання SEQ ID NO: 13 (публікація заявки на патент США 2009-0133152 A1, 
опублікована 21 травня 2009 року). В іншому варіанті здійснення засіб, що рідко розщеплює, 
для індукції двониткового розриву являє собою сконструйовану мегануклеазу MHP14+ (SEQ ID 20 

NO: 4), яка була розроблена для розпізнавання припустимої послідовності розпізнавання SEQ 
ID NO: 14 (у заявці на патент США 13/427138, поданої 22 березня 2012 року). 

Термін "варіантний сайт розпізнавання", який використовується у даному документі, 
відноситься до варіантної нуклеотидної послідовності, яка містить зміну щонайменше по одній 
нуклеотидній основі у порівнянні з припустимим сайтом розпізнавання, на який було 25 

спрямовано сконструйований засіб, що рідко розщеплює, для індукції двониткового розриву, 
такий як мегануклеаза, для специфічного розпізнавання та індукції двониткового розриву. Така 
"зміна" включає, наприклад: (І) заміщення щонайменше одного нуклеотиду, (ІІ) делецію 
щонайменше одного нуклеотиду, (ІІІ) вставку щонайменше одного нуклеотиду або (ІV) будь-яку 
комбінацію з (І)-(ІІІ). Активні варіанти й фрагменти сайту розпізнавання можуть 30 

характеризуватися щонайменше 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 
%, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % або більшою 
ідентичністю послідовності стосовно даної послідовності розпізнавання, при цьому активні 
варіанти зберігають біологічну активність і, отже, здатні розпізнаватись та розщеплюватись 
ендонуклеазою. Варіантні сайти розпізнавання можуть містити щонайменше один (1) і аж до 2, 35 

3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 або 20 переважно сторонніх нуклеотидів. В 
одному варіанті здійснення варіантні сайти розпізнавання є неендогенними стосовно генома 
хазяїна, такі варіантні сайти розпізнавання включають без обмеження варіантні сайти 
розпізнавання маїсу, показані на фігурі 4 (SEQ ID NO: 15-22 і SEQ ID NO: 23-35). В іншому 
варіанті здійснення варіантні сайти розпізнавання присутні в геномі хазяїна (називаються 40 

геномними варіантними сайтами розпізнавання) або є ендогенними стосовно генома хазяїна, як 
наприклад, геноми рослин або дріжджів. У деяких варіантах здійснення варіантні сайти 
розпізнавання можна ввести в геном рослини за допомогою мутагенезу ендогенної геномної 
послідовності. Способи сайт-специфічного мутагенезу геномної ДНК відомі на технічному рівні 
та включають способи, описані, наприклад, у патенті США № 5565350, патенті США № 5731181 45 

і патенті США № 6870075. Інші способи включають застосування нуклеаз "цинкові пальці", як 
наприклад, ті способи, які описані в публікації патентного документа США 20050208489. 

"Геномний варіантний сайт розпізнавання" відноситься до варіантного сайту розпізнавання 
засобом, що рідко розщеплює, для індукції двониткового розриву, такого як мегануклеаза, який 
є ендогенним стосовно генома організму (такого як рослина або дріжджі). Одним прикладом 50 

варіантного сайту розпізнавання, який є ендогенним стосовно генома маїсу, є SEQ ID NO: 11. 
Терміни "переважно сторонні нуклеотиди" або "перевага сторонніх нуклеотидів" можна 

використовувати взаємозамінно, і вони відносяться до нуклеотидів, які розташовані в тому ж 
положенні відносно нуклеотидів припустимого сайту розпізнавання, але є більш 
розповсюдженими в ідентифікованих геномних варіантних сайтах розпізнавання (див., 55 

наприклад, поширеність для +8T (80 %) у порівнянні з припустимим сайтом розпізнавання +8C 
(13 %) на фігурі 3A). У більшості випадків переважно сторонній нуклеотид, коли його поміщають 
у припустимий сайт розпізнавання, розщеплюється в більшому відсотку випадків, ніж 
припустимий сайт розпізнавання (див., наприклад, +8T (96 % розщеплення) у порівнянні з +8C 
(80 % розщеплення на фігурі 5A).  60 
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В одному варіанті здійснення припустима послідовність розпізнавання сконструйованою 
мегануклеазою LIG3-4 містить SEQ ID NO: 13, тоді як варіантний сайт розпізнавання 
сконструйованою мегануклеазою LIG3-4 містить SEQ ID NO: 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 або 22. В 
іншому варіанті здійснення припустима послідовність розпізнавання сконструйованою 
мегануклеазою MHP14+ містить SEQ ID NO: 14, тоді як варіантний сайт розпізнавання 5 

сконструйованою мегануклеазою MHP14+ містить SEQ ID NO: 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 
32, 33, 34 або 35. 

"Локус варіантного сайту розпізнавання" являє собою положення на хромосомі, яка містить 
варіабельний сайт розпізнавання. Переважно, локус варіантного сайту розпізнавання перебуває 
в межах 0, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 або 1000 пар основ від варіантного 10 

сайту розпізнавання.  
Термін "мегануклеазна активність", який використовується у даному документі, відноситься 

до здатності мегануклеази робити двонитковий розрив у бажаній послідовності розпізнавання і, 
таким чином, до збереження активності відносно індукції двониткового розриву. Одержання 
двониткового розриву в послідовності розпізнавання або іншій ДНК може називатися в даному 15 

документі "розрізанням" або "розщепленням" послідовності розпізнавання або іншої ДНК.  
Є відомі аналізи мегануклеазної активності, і в них, як правило, вимірюють загальну 

активність і специфічність мегануклеази на ДНК-субстратах що містять сайти розпізнавання. Ці 
ДНК-субстрати включають без обмеження геномну ДНК і плазмідну ДНК. Наприклад, 
мегануклеазну активність можна виміряти in vitro, як описано в даному документі в прикладі 3 і 20 

прикладі 9. Коротко, процедури розщеплення в динаміці можна виконувати при 37 °C, 28 °C і 23 
°C (або будь-якій температурі в діапазоні між 37 °C, 36 °C, 35 °C, 34 °C, 33 °C, 32 °C, 31 °C, 30 
°C, 29 °C, 28 °C, 27 °C, 26 °C, 25 °C, 24 °C ³ 23 °C) íа плазмідній або геномній ДНК, що містить 
сайт розпізнавання мегануклеазою, і % розщеплення в кожному зразку (який також називають 
% розщеплення або % втрати сайтів розпізнавання мегануклеазою, що є показником 25 

мегануклеазної активності) можна визначити за допомогою ПЛР у реальному часі.  
Мегануклеазну активність також можна виміряти з використанням скринінг-аналізу на 

дріжджах, який описаний у даному документі (фігури 8 і 9 і приклад 16). Коротко, клітини 
дріжджів з функціональним геном Ade2 є білими, тоді як такі, у яких відсутнє функціонування 
Ade2, проявляють червоне забарвлення у зв'язку з накопиченням метаболіту на більш 30 

ранньому етапі біосинтезу аденіну, що в результаті призводить до утворення червоних колоній з 
білими секторами. Ступінь утворення білих секторів, що інколи поширюється на цілі колонії, 
вказує на величину активності розрізання, властивої мегануклеазам. Оскільки фенотип 
утворення секторів є якісним показником мегануклеазної активності, було задіяно числову 
систему кількісних показників 0-4. Як показано на фігурі 3, кількісний показник 0 означає, що білі 35 

сектори не спостерігалися (було відсутнє розрізання мегануклеазами); кількісний показник 4 
означає повністю білі колонії (повне розрізання сайту розпізнавання); кількісні показники 1-3 
означають проміжні фенотипи утворення білих секторів (та проміжні ступені розрізання сайту 
розпізнавання). 

Додатково мегануклеазну активність можна вимірювати in planta шляхом визначення 40 

частоти мутацій у цільовому сайті (TS). Частота мутацій у цільовому сайті визначається в такий 
спосіб: (кількість трансгенних об'єктів із модифікацією в цільовому сайті/загальну кількість 
трансгенних об'єктів)*100 %. 

Терміни "підвищена" або "збільшена" активність застосовуються в даному документі 
взаємозамінно. "Підвищена" або "збільшена" мегануклеазна активність включає будь-яке 45 

статистично значиме підвищення активності вихідного поліпептиду з мегануклеазною 
активністю, обумовлене за допомогою кожного з аналізів активності, описаних у даному 
документі. 

Мегануклеаза може бути надана полінуклеотидом, що кодує ендонуклеазу. Такий 
полінуклеотид, що кодує ендонуклеазу, можна модифікувати для заміни кодонів, які мають вищу 50 

частоту використання в рослині в порівнянні з послідовністю полінуклеотида, який зустрічається 
в природі. Наприклад, полінуклеотид, що кодує мегануклеазу, можна модифікувати для заміни 
кодонів з вищою частотою використання в рослині маїсу або сої в порівнянні з послідовністю 
полінуклеотида, що зустрічається в природі. 

Терміни "контрольна мегануклеаза" або "еталонна мегануклеаза" можна використовувати 55 

взаємозамінно, і вони відносяться до будь-якої мегануклеази, з якою порівнюють варіантну 
мегануклеазу. Контрольні мегануклеази можуть включати, без обмежень, вихідні або відповідні 
мегануклеази або будь-які мегануклеази дикого типу типу I-crei. 

Нумерація полімеру на основі амінокислот або нуклеотидів, такого як будь-яка мегануклеаза 
по даному винаходу, відповідає нумерації обраного полімеру на основі амінокислот або 60 
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нуклеїнової кислоти, якщо положення даного мономерного компонента (амінокислотного 
залишку, включеного нуклеотида і т. д.) полімеру відповідає положенню того ж залишку в 
обраному еталонному поліпептиді або полінуклеотиді.  

Як використовується в даному документі, "ділянка генома, що представляє інтерес" являє 
собою сегмент хромосоми в геномі рослини, введення полінуклеотиду, що представляє інтерес, 5 

або ознаки, що представляє інтерес. Ділянка генома, що представляє інтерес, може включати, 
наприклад, один або декілька полінуклеотидів, що представляють інтерес. Як правило, ділянка 
генома, що представляє інтерес, по даному винаходу містить сегмент хромосоми, розмір якого 
становить 0-15 сантиморганід (cМ).  

Термін "полінуклеотид, що представляє інтерес", який використовується в даному документі, 10 

"у ділянці генома, що представляє інтерес", являє собою будь-яку, кодуючу та/або некодуючу 
частину ділянки генома, що представляє інтерес, в тому числі, без обмеження трансгена, 
нативного гена, мутованого гена і генетичного маркера, такого як, наприклад, маркер 
однонуклеотидного поліморфізму (SNP) і маркер простої повторюваної послідовності (SSR). 

Як використовується в даному документі, "фізично зчеплений", "у фізичному зчепленні" і 15 

"генетично зчеплений", використовуються для позначення будь-яких двох або більше генів, 
трансгенів, нативних генів, мутованих генів, змін, цільових сайтів, маркерів і подібного, які є 
частиною однієї молекули ДНК або хромосоми. 

Як застосовується в даному документі, "виділений" полінуклеотид або поліпептид або його 
біологічно активна частина є по суті або практично вільними від компонентів, що звичайно 20 

супроводжують полінуклеотид або поліпептид, або взаємодіючих з ними, які існують в його 
природному середовищі. Таким чином, виділений або очищений полінуклеотид або поліпептид 
є по суті вільним від іншого клітинного матеріалу або культурального середовища при 
одержанні за допомогою методик рекомбінантних молекул або по суті вільними від хімічних 
попередників або інших хімічних речовин при хімічному синтезі. В оптимальному випадку 25 

"виділений" полінуклеотид не містить послідовностей (в оптимальному випадку послідовностей, 
що кодують білок), які в природних умовах фланкують полінуклеотид (тобто послідовностей, 
розташованих на 5'- і 3'-кінцях полінуклеотида) у геномній ДНК організму, з якого отриманий 
полінуклеотид. Наприклад, у різних варіантах здійснення виділений полінуклеотид може містити 
нуклеотидну послідовність розміром менш ніж приблизно 5 т.о., 4 т.о., 3 т.о., 2 т.о., 1 т.о., 0,5 т.о. 30 

або 0,1 т.о., яка в природних умовах фланкує полінуклеотид у геномній ДНК клітини, з якої 
отриманий полінуклеотид. Поліпептид, який по суті вільний від клітинного матеріалу, включає 
препарати поліпептидів, які мають менш ніж приблизно 30 %, 20 %, 10 %, 5 % або 1 % (по сухій 
вазі) забруднюючого білка. Якщо поліпептид по даному винаходу або його біологічно активна 
частина отримані рекомбінантним шляхом, то, в оптимальному випадку, у культуральному 35 

середовищі представлено менш ніж приблизно 30 %, 20 %, 10 %, 5 % або 1 % (по сухій вазі) 
хімічних попередників або хімічних речовин, які не є білком, який представляє інтерес.  

Як застосовується в даному документі, полінуклеотид або поліпептид є "рекомбінантними", 
якщо вони є штучними або сконструйованими або отримані зі штучних або сконструйованих 
білка або нуклеїнової кислоти. Наприклад, полінуклеотид, що вставляється у вектор або будь-40 

яке інше гетерологічне положення, наприклад, у геном рекомбінантного організму, так, що він не 
пов'язаний із нуклеотидними послідовностями, які в природних умовах фланкують 
полінуклеотид, як це виявляється в природі, є рекомбінантним полінуклеотидом. Поліпептид, 
що утворився в результаті in vivo або in vitro експресії рекомбінантного полінуклеотида, є 
прикладом рекомбінантного поліпептиду. Аналогічно, послідовність полінуклеотида, яка не 45 

зустрічається в природі, наприклад, варіант гена, що зустрічається в природі, є рекомбінантною. 
"Підпослідовність" або "фрагмент" означає будь-яку частину повної послідовності.  
Порівняння послідовностей 
Для опису взаємостосунків послідовностей двох або більше полінуклеотидів або 

поліпептидів використовують наступні терміни: (a) "еталонна послідовність", (b) "вікно 50 

порівняння", (c) "ідентичність послідовностей" і (d) "відсоткова ідентичність послідовностей". 
(a) Як застосовується в даному документі, "еталонна послідовність" є заданою 

послідовністю, яка застосовується в якості основи для порівняння послідовностей. Еталонна 
послідовність може бути частиною певної послідовності або всією такою; наприклад, у вигляді 
сегмента кДНК повної довжини або послідовності гена або всієї кДНК, або послідовності гена, 55 

або білкової послідовності.  
(b) Як застосовується в даному документі, "вікно порівняння" відноситься до суміжного й 

певного сегмента послідовності поліпептиду, де послідовність поліпептиду у вікні порівняння 
може включати додавання або делеції (тобто гепи) у порівнянні з еталонною послідовністю (яка 
не містить додавань або делецій) для оптимального вирівнювання двох поліпептидів. Зазвичай 60 
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довжина вікна порівняння становить щонайменше 5, 10, 15 або 20 суміжних амінокислот, або 
вона може становити 30, 40, 50, 100 або більше. Фахівці в даній області розуміють, що для того, 
щоб уникнути високого ступеня подібності відносно до еталонної послідовності внаслідок 
включення гепів у послідовність поліпептиду, як правило, вводиться штраф за відкриття гепа, і 
його вираховують із кількості збігів.  5 

Способи вирівнювання послідовностей для порівняння добре відомі на технічному рівні. 
Таким чином, визначення відсоткової ідентичності послідовності між будь-якими двома 
послідовностями можна виконати з використанням математичного алгоритму. 
Необмежувальними прикладами таких математичних алгоритмів є алгоритм по Myers and Miller 
(1988) CABIOS 4:11-17; алгоритм локального вирівнювання по Smith et al. (1981) Adv. Appl. Math. 10 

2:482; алгоритм глобального вирівнювання по Needleman and Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443-
453; спосіб пошуку локального вирівнювання по Pearson and Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. 
85:2444-2448; алгоритм по Karlin and Altschul (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 872264; 
модифікований по Karlin and Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5877. Для 
порівняння послідовностей можна використовувати комп'ютерні реалізації даних математичних 15 

алгоритмів, щоб визначити ідентичність послідовностей. Такі реалізації включають без 
обмежень CLUSTAL у програмі PC/Gene (доступна від Intelligenetics, Маунтін-В'ю, Каліфорнія); 
програму ALIGN (версія 2.0) і GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA і TFASTA в GCG Wisconsin Genetics 
Software Package, версія 10 (доступні від Accelrys Inc., 9685 Scranton Road, Сан-Дієго, 
Каліфорнія, США). Вирівнювання за допомогою цих програм можуть бути виконані з 20 

використанням параметрів за замовчуванням. Програма CLUSTAL добре описана в Higgins et 
al. (1988) Gene 73:237-244 (1988); Higgins et al. (1989) CABIOS 5:151-153; Corpet et al. (1988) 
Nucleic Acids Res. 16:10881-90; Huang et al. (1992) CABIOS 8:155-65; і Pearson et al. (1994) Meth. 
Mol. Biol. 24:307-331. Програма ALIGN заснована на алгоритмі з Myers and Miller (1988), 
згаданому вище. При порівнянні амінокислотних послідовностей у програмі ALIGN можна 25 

застосовувати таблицю ваги замін залишків PAM120, штраф за продовження гепа 12 і штраф за 
відкриття гепа 4. Програми BLAST по Altschul et al (1990) J. Mol. Biol. 215:403; засновані на 
алгоритмі Karlin and Altschul (1990), згадані вище. Пошуки нуклеотидних послідовностей в 
BLAST можна виконувати за допомогою програми BLASTN при параметрах вага вирівнювання = 
100, довжина слова = 12 з одержанням нуклеотидних послідовностей, гомологічних 30 

нуклеотидній послідовності, що кодує білок згідно із даним винаходом. Пошуки білкових 
послідовностей в BLAST можна виконувати за допомогою програми BLASTX при параметрах 
вага вирівнювання = 50, довжина слова = 3 з одержанням амінокислотних послідовностей, 
гомологічних білку або поліпептиду згідно із даним винаходом. Пошуки білкових послідовностей 
в BLASTP можна виконувати з використанням параметрів за замовчуванням. Див. 35 

blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. 
Вирівнювання послідовностей і розрахунки відсоткової подібності можна виконувати за 

допомогою програми Megalign з комплекту біоінформаційних обчислювальних програм 
LASARGENE (DNASTAR Inc., Медісон, Вісконсин) або за допомогою програми AlignX з 
комплекту біоінформаційних обчислювальних програм Vector NTI (Invitrogen, Карлсбад, 40 

Каліфорнія). Множинне вирівнювання послідовностей виконують із використанням способу 
вирівнювання Clustal (Higgins and Sharp, CABIOS. 5:151-153 (1989)) з параметрами за 
замовчуванням (ШТРАФ ЗА ВІДКРИТТЯ ГЕПА=10, ШТРАФ ЗА ПРОДОВЖЕННЯ ГЕПА=10). 
Параметри за замовчуванням для парного вирівнювання й розрахунків відсотку ідентичності 
білкових послідовностей за допомогою програми Clustal є наступними: РОЗМІР ІДЕНТИЧНОЇ 45 

ДІЛЯНКИ=1, ШТРАФ НА ВНЕСЕННЯ ДЕЛЕЦІЇ=3, ДОВЖИНА СЕГМЕНТА=5 і ЧИСЛО 
БЕЗПЕРЕРВНО СПІВПАДАЮЧИХ ДІЛЯНОК=5. Для нуклеїнових кислот ці параметри є 
наступними: ШТРАФ ЗА ВІДКРИТТЯ ГЕПА=10, ШТРАФ ЗА ПРОДОВЖЕННЯ ГЕПА=10, 
KTUPLE=2, ШТРАФ ЗА ВІДКРИТТЯ ГЕПА=5, ВІКНО=4 і ЗБЕРЕЖЕНІ ДІАГОНАЛІ=4. "Значна 
частина" амінокислотної або нуклеотидної послідовності включає достатню частину 50 

амінокислотної послідовності поліпептиду або нуклеотидної послідовності гена для 
забезпечення припустимої ідентифікації цього поліпептиду або гена шляхом оцінки 
послідовності фахівцем у даній області техніки вручну або шляхом автоматизованого за 
допомогою комп'ютера порівняння та ідентифікації послідовностей за допомогою алгоритмів, 
таких як BLAST (Altschul, S. F. et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1993)) і BLAST з гепами (Altschul, 55 

S. F. et al., Nucleic Acids Res. 25:3389-3402 (1997)). BLASTN відноситься до програми BLAST, що 
порівнює запитувану нуклеотидну послідовність із нуклеотидними послідовностями з бази 
даних. 

"Ген" відноситься до фрагменту нуклеїнової кислоти, який експресує специфічний білок, 
включаючи регуляторні послідовності, що передують (5'-некодуючі послідовності) та ідуть після 60 
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(3'-некодуючі послідовності) кодуючої послідовності. Термін "нативний ген" означає ген, який 
існує в природі, зі своїми власними регуляторними послідовностями. "Химерний ген" або 
"рекомбінантна експресуюча конструкція", застосовуються взаємозамінно, відносяться до будь-
якого гена, який не є нативним геном, що включає регуляторні та кодуючі послідовності, які 
разом не зустрічаються в природі. Відповідно, химерний ген може містити регуляторні 5 

послідовності та кодуючі послідовності, які отримані з різних джерел, або регуляторні 
послідовності та кодуючі послідовності, які отримані з одного джерела, але розташовані в 
порядку, відмінному від такого, що зустрічається в природі. "Ендогенний ген" відноситься до 
нативного гена в його природному розташуванні в геномі організму. "Чужорідний" ген 
відноситься до гена, що не виявляється в нормі в організмі хазяїна, але який введений в 10 

організм хазяїна за допомогою переносу гена. Чужорідні гени можуть включати нативні гени, 
введені в організм, який не є нативним, або химерні гени. "Трансген" є геном, який ввели в 
геном за допомогою способу трансформації. 

"Кодуюча послідовність " відноситься до послідовності ДНК, яка кодує конкретну 
амінокислотну послідовність. 15 

"Регуляторні послідовності" відносяться до нуклеотидних послідовністей, розташованих 
вище (5'-некодуючі послідовності), в межах або нижче (3'-некодуючі послідовності) кодуючої 
послідовності, і таких, що впливають на транскрипцію, процесинг або стабільність РНК або 
трансляцію повꞌязаної кодуючої послідовності. Регуляторні послідовності можуть включати без 
обмеження промотори, лідерні послідовності трансляції, інтрони та послідовності розпізнавання 20 

поліаденілювання. 
"Виродженість кодонів" відноситься до відхилення в генетичному коді, що дозволяє робити 

зміну нуклеотидної послідовності без впливу на амінокислотну послідовність поліпептиду, який 
кодується. Відповідно, даний винахід відноситься до будь-якого фрагмента нуклеїнової кислоти, 
що містить нуклеотидну послідовність, яка кодує всі амінокислотні послідовності, викладені в 25 

даному документі, або їх значну частину. Фахівцеві в даній області техніки добре відомо про 
"зсув частоти використання кодонів", що проявляється конкретною клітиною-хазяїном відносно 
використання нуклеотидних кодонів, що визначають дану амінокислоту. Таким чином, при 
синтезі фрагменту нуклеїнової кислоти для підвищеної експресії в клітині-хазяїні бажано 
розробити такий фрагмент нуклеїнової кислоти, щоб його частота використання кодонів була 30 

близькою до частоти використання переважних кодонів клітини-хазяїна. 
Як використовується в даному документі, "ідентичність послідовності" або "ідентичність" по 

відношенню до двох послідовностей полінуклеотидів або поліпептидів відноситься до залишків 
двох послідовностей, які є однаковими при вирівнюванні зі знаходженням максимальної 
відповідності в зазначеному вікні порівняння. Якщо відсоток ідентичності послідовностей 35 

застосовують відносно білків, то враховують, що положення залишків, які не є ідентичними, 
часто відрізняються по консервативних амінокислотних замінах, де амінокислотні залишки 
замінені на інші амінокислотні залишки з подібними хімічними властивостями (наприклад, 
зарядом або гідрофобністю). Якщо послідовності відрізняються консервативними замінами, то 
відсоток ідентичності послідовності можна підвищити для того, щоб внести поправку на 40 

консервативну природу заміни. Кажуть, що послідовності, які відрізняються такими 
консервативними замінами, характеризуються "подібністю послідовностей" або "подібністю". 
Засоби для здійснення такого коректування добре відомі фахівцям у даній області. Як правило, 
це передбачає оцінку в балах консервативної заміни скоріше в якості часткової, ніж повної 
розбіжності, що, таким чином, збільшує відсоток ідентичності послідовностей. Таким чином, 45 

наприклад, якщо ідентичній амінокислоті присвоюється бал 1, а неконсервативній заміні 
присвоюється бал нуль, то консервативній заміні присвоюється бал від нуля до 1. Оцінку в 
балах консервативних замін розраховують, наприклад, як реалізовано в програмі PC/GENE 
(Intelligenetics, Маунтін-В'ю, Каліфорнія). 

Як застосовується в даному документі, "відсоток ідентичності послідовностей" означає 50 

значення, визначене шляхом порівняння двох вирівняних послідовностей у вікні порівняння, де 
частина послідовності полінуклеотиду у вікні порівняння може включати додавання або делеції 
(тобто, гепи) у порівнянні з еталонною послідовністю (яка не включає додавання або делеції) 
для оптимального вирівнювання двох послідовностей. Відсоткове значення розраховують 
шляхом визначення кількості положень, у яких ідентичний залишок нуклеїнової кислоти або 55 

амінокислотний залишок зустрічається в обох послідовностях, з одержанням кількості 
положень, що співпали, ділення кількості положень, що співпали, на загальну кількість 
положень у вікні порівняння та множення результату на 100 з одержанням відсоткової 
ідентичності послідовностей. 

Полінуклеотидні конструкції 60 
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У даному документі передбачаються молекули полінуклеотидів або нуклеїнових кислот, які 
містять варіантні сайти розпізнавання для засобів, що рідко розщеплюютьрозщеплюють, для 
індукції двониткового розриву або будь-яких їхніх активних варіантів або фрагментів. Терміни 
"полінуклеотид", "послідовність полінуклеотида", "послідовність нуклеїнової кислоти" і 
"фрагмент нуклеїнової кислоти" застосовуються в даному документі взаємозамінно. Ці вирази 5 

охоплюють нуклеотидні послідовності і т. п. Використання терміна "полінуклеотид" не має на 
увазі обмеження даного винаходу полінуклеотидами, що містять ДНК. Фахівці в даній області 
зрозуміють, що полінуклеотиди можуть містити рибонуклеотиди та комбінації рибонуклеотидів і 
дезоксирибонуклеотидів. Такі дезоксирибонуклеотиди та рибонуклеотиди містять у собі як 
молекули, що зустрічаються в природі, так і їх синтетичні аналоги. Полінуклеотиди по даному 10 

винаходу також охоплюють усі форми послідовностей, у тому числі без обмежень однониткові 
форми, двониткові форми, шпильки, структури типу "стебло-петля" і т. п. 

Крім того, передбачаються рекомбінантні полінуклеотиди, що містять різні засоби, що рідко 
розщеплюють, для індукції двониткового розриву, такі як сконструйовані мегануклеази. Терміни 
"рекомбінантний полінуклеотид", "рекомбінантний нуклеотид", "рекомбінантна ДНК" і 15 

"рекомбінантна ДНК-конструкція" використовуються в даному документі взаємозамінно. 
Рекомбінантна конструкція містить комбінацію штучних або гетерологічних послідовностей 
нуклеїнових кислот, наприклад, регуляторних і кодуючих послідовностей, які не зустрічаються 
разом у природі. Наприклад, касета для переносу може містити сайти рестрикції та 
гетерологічний полінуклеотид, що представляє інтерес. В інших варіантах здійснення 20 

рекомбінантна конструкція може містити регуляторні послідовності та кодуючі послідовності, які 
отримані з різних джерел, або регуляторні послідовності, та кодуючі послідовності, які отримані 
з одного джерела, але розташовані в порядку, відмінному від такого, що зустрічається в 
природі. Таку конструкцію можна застосовувати саму по собі або можна застосовувати в 
комбінації з вектором. Якщо використовують вектор, тоді вибір вектора залежить від способу, 25 

який будуть використовувати для трансформації клітин-хазяїв, що добре відомо фахівцям у 
даній області. Наприклад, можна застосовувати плазмідний вектор. Фахівцеві в даній області 
добре відомі генетичні елементи, які повинні бути присутніми у векторі для успішної 
трансформації, відбору та розмноження клітин-хазяїв, що містять який-небудь із виділених 
фрагментів нуклеїнових кислот, які забезпечуються у даному документі. Фахівцеві в даній 30 

області також буде зрозуміло, що у різних незалежних трансформантів будуть проявлятися різні 
рівні та патерни експресії (Jones et al., EMBO J. 4:2411-2418 (1985); De Almeida et al., Mol. Gen. 
Genetics 218:78-86 (1989)), і таким чином, для того, щоб одержати лінії, що проявляють бажаний 
рівень і патерн експресії, слід провести скринінг декількох трансгенних об'єктів. Такий скринінг, 
окрім іншого, можна виконувати за допомогою Саузерн-аналізу ДНК, Нозерн-аналізу експресії 35 

мРНК, аналізу експресії білка за допомогою імуноблотингу або фенотипового аналізу. 
Полінуклеотиди, що кодують мегануклеази, які розкриті в даному документі, можуть бути 

представлені в касетах експресії для експресії в рослині, що представляє інтерес. Касета може 
містити в собі 5'- і 3'-регуляторні послідовності, функціонально пов'язані з полінуклеотидом, що 
кодує мегануклеазу або її активний варіант або фрагмент. Мається на увазі, що термін 40 

"функціонально зв'язаний" означає функціональний зв'язок між двома або більше елементами. 
Наприклад, функціональний зв'язок між полінуклеотидом, що представляє інтерес, і 
регуляторною послідовністю (тобто промотором) являє собою функціональний зв'язок, який 
забезпечує експресію полінуклеотида, що представляє інтерес. Функціонально зв'язані 
елементи можуть бути суміжними або несуміжними. При використанні для позначення з'єднання 45 

двох ділянок, що кодують білок, під функціонально зв'язаним мається на увазі, що кодуючі 
ділянки знаходяться в одній рамці зчитування. Касета може додатково містити щонайменше 
один додатковий ген, який підлягає введенню в організм шляхом котрансформації. 
Альтернативно, додатковий (додаткові) ген(и) можуть бути представлені в декількох касетах 
експресії. Така касета експресії забезпечується безліччю сайтів рестрикції та/або сайтів 50 

рекомбінації для того, щоб вставка полінуклеотиду, який кодує мегануклеазу або її активний 
варіант або фрагмент, зазнала регуляції транскрипції з боку регуляторних ділянок. Касета 
експресії може додатково містити гени маркерів,які селектуються.  

У напрямку транскрипції 5'-3' касета експресії може містити ділянку ініціації транскрипції й 
трансляції (тобто промотор), полінуклеотид, що кодує мегануклеазу або її активний варіант або 55 

фрагмент, і ділянку термінації транскрипції й трансляції (тобто ділянка термінації), які є 
функціональними у рослин. Регуляторні ділянки (тобто промотори, ділянки регуляції 
транскрипції та ділянки термінації трансляції) та/або полінуклеотид, що кодує мегануклеазу або 
її активний варіант або фрагмент, можуть бути нативними/аналогічними по відношенню до 
клітини-хазяїна або один до одного. Альтернативно, регуляторні ділянки та/або полінуклеотид, 60 
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що кодує мегануклеазу або її активний варіант або фрагмент, можуть бути гетерологічними по 
відношенню до клітини-хазяїна або один до одного.  

Використовувана в даному документі "гетерологічна" стосовно послідовності означає, що 
послідовність походить із чужорідного виду або, якщо вона походить із того ж виду, то істотно 
модифікована по складу та/або положенню в геномі у порівнянні з її нативною формою в 5 

результаті навмисного втручання людини. Наприклад, промотор, функціонально пов'язаний з 
гетерологічним полінуклеотидом, походить із виду, відмінного від виду, з якого отриманий 
полінуклеотид, або, якщо він походить із того ж/аналогічного виду, то один або обидва з них є 
значною мірою модифікованими в порівнянні з їхньою вихідною формою та/або положенням в 
геномі, або промотор не є нативним промотором для функціонально зв'язаного полінуклеотиду.  10 

Незважаючи на те, що експресія послідовностей за допомогою гетерологічних промоторів 
може бути оптимальною, можна застосовувати нативні промоторні послідовності. Такі 
конструкції можуть змінювати рівні експресії полінуклеотиду, що кодує мегануклеазу, у рослині 
або рослинній клітині. Таким чином, фенотип рослини або рослинної клітини можна змінювати.  

Ділянка термінації може бути нативною відносно ділянки ініціації транскрипції, може бути 15 

нативною відносно функціонально зв'язаного полінуклеотиду, що кодує мегануклеазу або її 
активний варіант або фрагмент, може бути нативною відносно рослини-хазяїна, або може бути 
отримана з іншого джерела (тобто чужорідного або гетерологічного відносно промотора, 
полінуклеотида, що кодує мегануклеазу або її активний варіант або фрагмент, рослини-хазяїна 
або будь-якої їхньої комбінації). Підходящі ділянки термінації доступні з Ti-плазміди A. 20 

tumefaciens, наприклад, ділянки термінації генів октопінсинтази й нопалінсинтази. Див. також 
Guerineau et al. (1991) Mol. Gen. Genet. 262:141-144; Proudfoot (1991) Cell 64:671-674; Sanfacon 
et al. (1991) Genes Dev. 5:141-149; Mogen et al. (1990) Plant Cell 2:1261-1272; Munroe et al. (1990) 
Gene 91:151-158; Ballas et al. (1989) Nucleic Acids Res. 17:7891-7903; і Joshi et al. (1987) Nucleic 
Acids Res. 15:9627-9639. 25 

За необхідності полінуклеотиди можна оптимізувати для підвищення експресії в 
трансформованій рослині. Тобто полінуклеотиди можна синтезувати з використанням кодонів, 
кращих для рослини, для поліпшення експресії. Див., наприклад, Campbell and Gowri (1990) 
Plant Physiol. 92:1-11; відносно розгляду використання кодонів, кращих для хазяїна. З технічного 
рівня доступні способи синтезу генів, кращих для рослин. Див., наприклад, патенти США №№ 30 

5380831 і 5436391; і Murray et al. (1989) Nucleic Acids Res. 17:477-498, включеної в даний 
документ як посилання. 

Відомі додаткові модифікації послідовності для посилення експресії гена в клітинного 
хазяїна. Вони включають виключення послідовностей, що кодують фальшиві сигнали 
поліаденілювання, сигнали сайту сплайсингу екзонів та інтронів, транспозоноподібні повтори та 35 

інші подібні добре вивчені послідовності, які можуть згубно впливати на експресію гена. Вміст G-
C у послідовності можна коректувати до рівнів, середніх для даного клітинного хазяїна, що 
розраховується з урахуванням відомих генів, які експресуються у клітині-хазяїні. Якщо можливо, 
послідовність модифікують для того, щоб уникнути утворення прогнозованих шпилькових 
вторинних структур мРНК. 40 

Касети експресії можуть додатково містити 5'-лідерні послідовності. Такі лідерні 
послідовності можуть сприяти посиленню трансляції. Трансляційні лідерні послідовністі відомі в 
даній області та включають лідерні послідовністі пікорнавірусів, наприклад, лідерну 
послідовність EMCV (5'- некодуюча ділянка геному вірусу енцефаломіокардиту) (Elroy-Stein 
(1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:6126-6130); лідерні послідовності потівірусів, наприклад, 45 

лідерну послідовність TEV (вірусу гравіювання тютюну) (Gallie et al. (1995) Gene 165(2):233-238), 
лідерну послідовність MDMV (вірусу карликової мозаїки кукурудзи) (Virology 154:9-20) і мРНК 
білка, що зв'язує важкий ланцюг імуноглобуліну людини (BiР) (Macejak et al. (1991) Nature 
353:90-94); нетрансльовану лідерну послідовність мРНК білка оболонки вірусу мозаїки люцерни 
(РНК-4 AMV) (Jobling et al. (1987) Nature 325:622-625); лідерну послідовність вірусу тютюнової 50 

мозаїки (TMV) (Gallie et al. (1989) в Molecular Biology of RNA, ed. Cech (Liss, New York), pp. 237-
256) і лідерну послідовність вірусу хлоротичної плямистості маїсу (MCMV) (Lommel et al. (1991) 
Virology 81:382-385. Див. також Della-Cioppa et al. (1987) Plant Physiol. 84:965-968.  

При отриманні касети експресії з різними фрагментами ДНК можна проводити маніпуляції 
так, щоб одержати послідовності ДНК у належній орієнтації та, при необхідності, у належній 55 

рамці зчитування. Із цією метою для з'єднання фрагментів ДНК можна використовувати 
адаптери або лінкери, або можна задіяти інші маніпуляції для забезпечення підходящих сайтів 
рестрикції, видалення надлишкової ДНК, видалення сайтів рестрикції і т. п. З цією метою можна 
задіяти мутагенез in vitro, репарацію за допомогою праймерів, рестрикцію, відпал, повторні 
заміни, наприклад, транзиції і трансверсії. 60 
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Для експресії різних послідовностей мегануклеаз, розкритих у даному документі, можна 
застосовувати ряд промоторів, у тому числі нативний промотор послідовності полінуклеотиду, 
що представляє інтерес. Промотори можна вибирати, виходячи з необхідного результату. Такі 
промотори включають, наприклад, конститутивні, кращі для тканин або інші промотори для 
експресії в рослинах. 5 

Конститутивні промотори включають, наприклад, коровий промотор промотору Rsyn7 та інші 
конститутивні промотори, розкриті в WO 99/43838 і патенті США № 6072050; коровий промотор 
35S CaMV (Odell et al. (1985) Nature 313:810-812); актиновий промотор рису (Mcelroy et al. (1990) 
Plant Cell 2:163-171); убіквітиновий промотор (Christensen et al. (1989) Plant Mol. Biol. 12:619-632; 
і Christensen et al. (1992) Plant Mol. Biol. 18:675-689); pEMU (Last et al. (1991) Theor. Appl. Genet. 10 

81:581-588); MAS (Velten et al. (1984) EMBO J. 3:2723-2730); промотор ALS (патент США № 
5659026) і т. п. Інші конститутивні промотори включають, наприклад, описані в патентах США 
№№ 5608149; 5608144; 5604121; 5569597; 5466785; 5399680; 5268463; 5608142 і 6177611.  

Націлюючись на підвищену експресію мегануклеаз у конкретній тканині рослини можна 
використовувати кращі для тканин промотори. Кращі для тканини промотори включають описані 15 

в Yamamoto et al. (1997) Plant J. 12(2):255-265; Kawamata et al. (1997) Plant Cell Physiol. 
38(7):792-803; Hansen et al. (1997) Mol. Gen Genet. 254(3):337-343; Russell et al. (1997) 
Transgenic Res. 6(2):157-168; Rinehart et al. (1996) Plant Physiol. 112(3):1331-1341; Van Camp et 
al. (1996) Plant Physiol. 112(2):525-535; Canevascini et al. (1996) Plant Physiol. 112(2):513-524; 
Yamamoto et al. (1994) Plant Cell Physiol. 35(5):773-778; Lam (1994) Results Probl. Cell Differ. 20 

20:181-196; Orozco et al. (1993) Plant Mol Biol. 23(6):1129-1138; Matsuoka et al. (1993) Proc Natl. 
Acad. Sci. USA 90(20):9586-9590; і Guevara-Garcia et al. (1993) Plant J. 4(3):495-505. За 
потребою, такі промотори можна модифікувати з одержанням слабкої експресії. 

Промотори, які активні переважно в листках, відомі з технічного рівня. Див., наприклад, 
Yamamoto et al. (1997) Plant J. 12(2):255-265; Kwon et al. (1994) Plant Physiol. 105:357-67; 25 

Yamamoto et al. (1994) Plant Cell Physiol. 35(5):773-778; Gotor et al. (1993) Plant J. 3:509-18; 
Orozco et al. (1993) Plant Mol. Biol. 23(6):1129-1138; і Matsuoka et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 90(20):9586-9590.  

Для експресії послідовностей, що кодують мегануклеази, або їх біологічно активні варіанти і 
фрагменти, можна застосовувати синтетичні промотори. 30 

Касета експресії може також містити ген маркера який селектується для відбору 
трансформованих клітин. Гени маркерів, які селектуються, використовуються для відбору 
трансформованих клітин або тканин. Маркерні гени включають гени, що кодують стійкість до 
антибіотиків, як, наприклад, такі, що кодують неоміцинфосфотрансферазу II (NEO) і 
гігроміцинфосфотрансферазу (HPT), а також гени, що надають стійкість до гербіцидних сполук, 35 

таких як гліфосат, глюфосинат амонію, бромоксиніл, сульфонілсечовини, дикамба й 2, 4-
дихлорфеноксиацетат (2,4-D). Додаткові маркери, які селектуються, включають фенотипові 
маркери, такі як β-галактозидаза і флуоресцентні білки, такі як зелений флуоресцентний білок 
(GFP) (Su et al. (2004) Biotechnol Bioeng 85:610-9; і Fetter et al. (2004) Plant Cell 16:215-28), 
блакитний флуоресцентний білок (CYP) (Bolte et al. (2004) J. Cell Science 117:943-54; і Kato et al. 40 

(2002) Plant Physiol 129:913-42) і жовтий флуоресцентний білок (Phiyfp від Evrogen, див. Bolte 
et al. (2004) J. Cell Science 117:943-54). Про додаткові маркери, які селектуються, див., у цілому, 
в Yarranton (1992) Curr. Opin. Biotech. 3:506-511; Christopherson et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 89:6314-6318; Yao et al. (1992) Cell 71:63-72; Reznikoff (1992) Mol. Microbiol. 6:2419-2422; 
Barkley et al. (1980) в The Operon, pp. 177-220; Hu et al. (1987) Cell 48:555-566; Brown et al. (1987) 45 

Cell 49:603-612; Figge et al. (1988) Cell 52:713-722; Deuschle et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Aci. 
USA 86:5400-5404; Fuerst et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:2549-2553; Deuschle et al. 
(1990) Science 248:480-483; Gossen (1993) Ph.D. Thesis, University of Heidelberg; Reines et al. 
(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:1917-1921; Labow et al. (1990) Mol. Cell. Biol. 10:3343-3356; 
Zambretti et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:3952-3956; Baim et al. (1991) Proc. Natl. Acad. 50 

Sci. USA 88:5072-5076; Wyborski et al. (1991) Nucleic Acids Res. 19:4647-4653; Hillenand-Wissman 
(1989) Topics Mol. Struc. Biol. 10:143-162; Degenkolb et al. (1991) Antimicrob. Agents Chemother. 
35:1591-1595; Kleinschnidt et al. (1988) Biochemistry 27:1094-1104; Bonin (1993) Ph.D. Thesis, 
University of Heidelberg; Gossen et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:5547-5551; Oliva et al. 
(1992) Antimicrob. Agents Chemother. 36:913-919; Hlavka et al. (1985) Handbook of Experimental 55 

Pharmacology, Vol. 78 (Springer-Verlag, Berlin); Gill et al. (1988) Nature 334:721-724. Такі 
розширення включені в даний документ як посилання. Наведений вище перелік генів маркерів, 
які селектуються, не призначений для обмеження. У даному винаході можна застосовувати 
будь-який ген маркера, який селектується. 

Спосіб введення 60 
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Засіб, що рідко розщеплює, для індукції двониткового розриву, таке як мегануклеаза, можна 
вводити за допомогою будь-яких засобів, відомих з технічного рівня. Наприклад, 
передбачаються клітина, дріжджі або рослина, що мають припустимий або варіантний сайт 
розпізнавання у своєму геномі. Можна забезпечувати транзієнтну експресію мегануклеази, або 
поліпептид сам по собі можна безпосередньо доставляти в клітину. Альтернативно, 5 

нуклеотидна послідовність, здатна до експресії мегануклеази, може бути стабільно інтегрована 
в геном рослини. При наявності відповідного припустимого або варіантного сайту розпізнавання 
і мегануклеази, донорну ДНК можна вводити в геном трансформованої рослини. 
Альтернативно, різні компоненти можна поєднувати шляхом статевого схрещування 
трансформованих рослин. Таким чином, послідовність, що кодує мегануклеазу, і/або 10 

припустимий або варіантний сайт розпізнавання можна поєднувати один з одним у ході 
статевого схрещування із забезпеченням присутності кожного компонента системи в одній 
рослині. Мегануклеаза може перебувати під контролем конститутивного промотору або 
промотору, що індукується. Такі промотори, які представляють інтерес, обговорюються 
докладніше в іншому місці в даному документі. 15 

Для введення послідовності, яка представляє інтерес, такої як кожен із засобів, що рідко 
розщеплює, для індукції двониткового розриву, у рослину або частину рослини, можна 
застосовувати різні способи. Мається на увазі, що "введення" означає надання рослині, 
рослинній клітині або частині рослини полінуклеотиду або поліпептиду таким чином, що 
послідовність потрапляє всередину клітини рослини. Способи по даному винаходу не залежать 20 

від конкретного способу введення послідовності в рослину або частину рослини, за винятком 
того, що полінуклеотид або поліпептиди потрапляють всередину щонайменше однієї клітини 
рослини. З технічного рівня відомі способи введення полінуклеотиду та/або поліпептидів у 
рослини, у тому числі без обмежень способи стабільної трансформації, способи транзієнтної 
трансформації та способи трансформації, опосередкованої вірусами. 25 

Мається на увазі, що "стабільна трансформація" означає, що нуклеотидна конструкція, яка 
вводиться в рослину, інтегрується в геном рослини й може бути успадкована його нащадками. 
Мається на увазі, що "транзієнтна трансформація" означає, що полінуклеотид вводиться в 
рослину й не інтегрується в геном рослини або в рослину вводиться поліпептид. 

Протоколи трансформації, а також протоколи введення поліпептидів або послідовностей 30 

полінуклеотидів у рослини можуть змінюватися залежно від типу рослини або рослинної 
клітини, тобто однодольної або дводольної рослини, яку цілеспрямовано трансформують. 
Підходящі способи введення поліпептидів і полінуклеотидів у рослинні клітини включають 
мікроін'єкцію (Crossway et al. (1986) Biotechniques 4:320-334), електропорацію (Riggs et al. (1986) 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:5602-5606, Agrobacterium-опосередковану трансформацію (патент 35 

США № 5563055 і патент США № 5981840), прямий перенос генів (Paszkowski et al. (1984) 
EMBO J. 3:2717-2722) і балістичне прискорення частинок (див., наприклад, патент США № 
4945050; патент США № 5879918; патент США № 5886244 і № 5932782; Tomes et al. (1995) в 
Plant Cell, Tissue and Organ Culture: Fundamental Methods, ed. Gamborg and Phillips (Springer-
Verlag, Berlin); Mccabe et al. (1988) Biotechnology 6:923-926); а також трансформацію за 40 

допомогою Lec1 (WO 00/28058). Також див. Weissinger et al. (1988) Ann. Rev. Genet. 22:421-477; 
Sanford et al. (1987) Particulate Science and Technology 5:27-37 (цибуля); Christou et al. (1988) 
Plant Physiol. 87:671-674 (соя); Mccabe et al. (1988) Bio/Technology 6:923-926 (соєві боби); Finer 
and Mcmullen (1991) In Vitro Cell Dev. Biol. 27P:175-182 (соя); Singh et al. (1998) Theor. Appl. 
Genet. 96:319-324 (соя); Datta et al. (1990) Biotechnology 8:736-740 (рис); Klein et al. (1988) Proc. 45 

Natl. Acad. Sci. USA 85:4305-4309 (маїс); Klein et al. (1988) Biotechnology 6:559-563 (маїс); 
патенти США №№ 5240855, 5322783 і 5324646; Klein et al. (1988) Plant Physiol. 91:440-444 
(маїс); Fromm et al. (1990) Biotechnology 8:833-839 (маїс); Hooykaas-Van Slogteren et al. (1984) 
Nature (London) 311:763-764; патент США № 5736369 (злаки); Bytebier et al. (1987) Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 84:5345-5349 (Liliaceae); De Wet et al. (1985) в The Experimental Manipulation of 50 

Ovule Tissues, ed. Chapman et al. (Longman, New York), pp. 197-209 (пилок); Kaeppler et al. (1990) 
Plant Cell Reports 9:415-418 і Kaeppler et al. (1992) Theor. Appl. Genet. 84:560-566 
(опосередкована ниткоподібними кристалами трансформація); D'Halluin et al. (1992) Plant Cell 
4:1495-1505 (електропорація); Li et al. (1993) Plant Cell Reports 12:250-255; і Christou and Ford 
(1995) Annals of Botany 75:407-413 (рис); Osjoda et al. (1996) Nature Biotechnology 14:745-750 55 

(маїс, за допомогою Agrobacterium tumefaciens); всі включені в даний документ у якості 
посилання. 

У конкретних варіантах здійснення послідовність засобу, що рідко розщеплює, для індукції 
двониткового розриву, таку як послідовність мегануклеази, або її активний варіант або 
фрагменти можна доставляти в дріжджову клітину або рослину за допомогою різних способів 60 
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транзієнтної трансформації. Такі способи транзієнтної трансформації включають, без обмежень, 
введення білка мегануклеази або його активних варіантів і фрагментів безпосередньо в 
дріжджову клітину або рослину. Такі способи включають, наприклад, мікроін'єкцію або 
бомбардування частинками. Див., наприклад, Crossway et al. (1986) Mol Gen. Genet. 202:179-
185; Nomura et al. (1986) Plant Sci. 44:53-58; Hepler et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. 91: 2176-5 

2180; і Hush et al. (1994) The Journal of Cell Science 107:775-784, всі включені в даний документ 
як посилання.  

Як правило, такі способи включають вбудовування нуклеотидної конструкції по даному 
винаходу в молекулу ДНК або РНК. Зрозуміло, що послідовність мегануклеази можна початково 
синтезувати як частину вірусного поліпротеїну, який потім можна піддавати процесингу шляхом 10 

протеолізу in vivo або in vitro з одержанням необхідного рекомбінантного білка. Крім того, 
мається на увазі, що промотори по даному винаходу також охоплюють промотори, які 
використовуються для транскрипції вірусними РНК-полімеразами. Способи введення в рослини 
полінуклеотидів, у тому числі молекул вірусної ДНК або РНК, та способи експресії білка, що 
ними кодується, відомі з технічного рівня. Див., наприклад, патенти США №№ 5889191, 15 

5889190, 5866785, 5589367, 5316931; і Porta et al. (1996) Molecular Biotechnology 5:209-221; 
включені в даний документ як посилання. 

З технічного рівня відомі способи цілеспрямованої вставки полінуклеотиду в конкретне 
положення в геномі рослини. В одному варіанті здійснення вставку полінуклеотиду в необхідне 
положення в геномі виконують із використанням системи сайт-специфічної рекомбінації. Див., 20 

наприклад, WO 99/25821, WO 99/25854, WO 99/25840, WO 99/25855 і WO 99/25853, всі включені 
в даний документ як посилання. Коротко, полінуклеотид по даному винаходу може знаходитись 
в касеті для переносу, фланкованої двома нерекомбіногенними сайтами рекомбінації. Касету 
для переносу вводять у рослину, що має у своєму геномі стабільно вбудований цільовий сайт, 
фланкований двома нерекомбіногенними сайтами рекомбінації, які відповідають сайтам касети 25 

для переносу. Забезпечують підходящу рекомбіназу, і касета для переносу інтегрується в 
цільовий сайт. Полінуклеотид, який представляє інтерес, таким чином, інтегрується в конкретне 
хромосомне положення в геномі рослини. Інші способи націлювання полінуклеотидів викладені 
в WO 2009/114321 (включеної в даний документ як посилання), у якому описані "оригінальні" 
мегануклеази, які одержуються для модифікації геномів рослин, зокрема, геному маїсу. Див. 30 

також Gao et al. (2010) Plant Journal 1:176-187.  
Із клітин, які були трансформовані, можна виростити рослини відповідно до традиційних 

способів. Див., наприклад, Mccormick et al. (1986) Plant Cell Reports 5:81-84. Ці рослини можна 
потім вирощувати та запилювати за допомогою або тієї ж самої трансформованої лінії, або 
інших ліній, та ідентифікувати отриманих в результаті нащадків, які характеризуються 35 

конститутивним проявом вказаної необхідної фенотипової характеристики. Можна виростити 
два або більше поколінь, щоб переконатися в тому, що експресія необхідної фенотипової 
характеристики стабільно підтримується та успадковується, а потім зібрати насіння, щоб 
переконатися в тому, що була досягнута експресія необхідної фенотипової характеристики. 
Таким чином, у даному винаході передбачене трансформоване насіння (яке також називають 40 

"трансгенним насінням"), що має полінуклеотид по даному винаходу, наприклад, касету 
експресії по даному винаходу, стабільно вбудовану в його геном. 

Як використовується в даному документі, "праймери" являють собою виділені 
полінуклеотиди, які гібридизуються з комплементарною ниткою цільової ДНК шляхом 
гібридизації нуклеїнових кислот з утворенням гібриду праймера та цільової нитки ДНК, які потім 45 

подовжують вздовж нитки цільової ДНК за допомогою полімерази, наприклад, ДНК-полімерази. 
Пари праймерів по даному винаходу відносять до їхнього використання в ампліфікації цільового 
полінуклеотиду, наприклад, за допомогою полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) або інших 
традиційних способів ампліфікації нуклеїнових кислот. "ПЛР" або "полімеразна ланцюгова 
реакція" являє собою методику, застосовувану для ампліфікації конкретних сегментів ДНК (див. 50 

патенти США №№ 4683195 і 4800159; включені в даний документ як посилання).  
Зонди і праймери мають достатню довжину в нуклеотидах, щоб зв'язуватися із цільовою 

послідовністю ДНК і забезпечувати специфічне виявлення та/або ідентифікацію полінуклеотиду, 
що кодує поліпептид з мегануклеазною активністю або його активний варіант або фрагмент, 
описані в іншому місці в даному документі. Зрозуміло, що умови гібридизації або умови реакції 55 

для досягнення даного результату можуть визначатися оператором. Ця довжина може бути 
будь-якою довжиною, яка є достатньою довжиною для того, щоб бути застосованою в бажаному 
способі виявлення. Такі зонди і праймери можуть здійснювати специфічну гібридизацію із 
цільовою послідовністю в умовах гібридизації високої жорсткості. Зонди і праймери, згідно з 
варіантами здійснення даного винаходу, можуть мати повну ідентичність суміжних нуклеотидів у 60 
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послідовності ДНК відносно цільової послідовності, хоча за допомогою традиційних способів 
можна розробити зонди, що відрізняються від цільової послідовності ДНК, та зберігають 
здатність до забезпечення специфічного виявлення та/або ідентифікації цільової послідовності 
ДНК. Відповідно, зонди і праймери можуть мати приблизно 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % або більшу ідентичність послідовностей або 5 

комплементарність стосовно цільового полінуклеотиду.  
Способи одержання й застосування зондів і праймерів описані, наприклад, в Molecular 

Cloning: A Laboratory Manual, 2.sup.nd ed, vol. 1-3, ed. Sambrook et al., Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. 1989 (далі, "Sambrook et al., 1989"); Current Protocols in 
Molecular Biology, ed. Ausubel et al., Greene Publishing and Wiley-Interscience, New York, 1992 (з 10 

періодичними оновленнями) (далі, "Ausubel et al., 1992"); і Innis et al., PCR Protocols: A Guide to 
Methods and Applications, Academic Press: San Diego, 1990. Пари праймерів для ПЛР можна 
одержувати з відомої послідовності, наприклад, шляхом застосування комп'ютерних програм, 
призначених для цієї мети, таких як засіб аналізу праймерів для ПЛР у Vector NTI версії 10 
(Invitrogen); Primerselect (DNASTAR Inc., Медісон, Вісконсин) і Primer (версія 0.5.COPYRGT., 15 

1991, інститут біомедицинських досліджень Уайтхеда, Кембрідж, Масачусетс). Додатково, 
послідовності можна піддавати зоровому скануванню, а праймери ідентифікувати вручну із 
застосуванням керівництва, відомого фахівцеві в даній області. 

Дріжджі та рослини 
Передбачаються дріжджі, рослини, рослинні клітини, частини та насіння рослин, а також 20 

зерно що мають варіантні послідовності розпізнавання для засобів, що рідко розщеплюють, для 
індукції двониткового розриву, таких як мегануклеази, які розкриті в даному документі. У 
конкретних варіантах здійснення дріжджі, рослини та/або частини рослин мають стабільно 
вбудовану щонайменше одну гетерологічну варіантну послідовність розпізнавання, розкриту в 
даному документі, або її активний варіант або фрагмент. Таким чином, забезпечуються дріжджі, 25 

рослини, рослинні клітини, частини та насіння рослин, що містять щонайменше одну варіантну 
послідовність розпізнавання з кожним з SEQ ID NO: 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 або будь-якою їх комбінацією, або їх біологічно активний 
фрагмент та/або варіант. У конкретних варіантах здійснення варіантні послідовності 
розпізнавання проявляють підвищену активність розщеплення по відношенню до засобу, що 30 

рідко розщеплює, для індукції двониткового розриву.  
Використовуваний в даному документі вираз "рослина" включає рослинні клітини, 

протопласти рослинних клітин, тканинні культури рослинних клітин, з яких можна регенерувати 
рослини, рослинні калюси, скупчення рослинних клітин і рослинні клітини, які є інтактними в 
рослинах або частинах рослин, таких як зародки, пилок, сімꞌябруньки, насіння, листки, квітки, 35 

гілки, плоди, зерна, колоски, качани, листкові обгортки, стебла, коріння, кінчики корінь, 
пильовики й т. п. Припускається, що зерно означає зріле насіння, отримане комерційними 
рослинниками для цілей, відмінних від вирощування або відтворення виду. Нащадки, варіанти 
та мутанти регенерованих рослин також включені в обсяг даного винаходу, за умови, що ці 
частини містять введені полінуклеотиди. 40 

Трансформована рослина або трансформована рослинна клітина, які забезпечуються в 
даному документі, являють собою такі, у яких генетична зміна, така як трансформація, 
торкнулася гена, який представляє інтерес, або являють собою рослину або рослинну клітину, 
які походять від рослини або клітини, змінених таким чином, і які містять зміну. "Трансген" є 
геном, який ввели в геном за допомогою способу трансформації. Відповідно до цього, 45 

"трансгенна рослина" являє собою рослину, яка містить трансген, незалежно від того, чи ввели 
трансген у дану конкретну рослину шляхом трансформації або схрещування; таким чином, 
нащадки початково трансформованої рослини охоплені визначенням. "Контроль", або 
"контрольна рослина", або "контрольна рослинна клітина" забезпечують точку відліку для 
вимірювання змін фенотипу досліджуваної рослини або рослинної клітини. Контрольна рослина 50 

або рослинна клітина можуть включати, наприклад, (a) рослину або клітину дикого типу, тобто, з 
тим же генотипом, що і у вихідного матеріалу для генетичної зміни, з якого в результаті 
одержали досліджувану рослину або клітину; (b) рослину або рослинну клітину з тим же 
генотипом, що і у вихідного матеріалу, але які трансформували за допомогою нульової 
конструкції (тобто за допомогою конструкції, яка не експресує трансген, такий як конструкція, що 55 

містить маркерний ген); (c) рослину або рослинну клітину, які являють собою нетрансформовані 
сегреганти серед нащадків досліджуваної рослини або рослинної клітини; (d) рослину або 
рослинну клітину, які є генетично ідентичними досліджуваним рослині або рослинній клітині, але 
які не зазнають впливу умов або подразників, які будуть індукувати експресію трансгена; або (e) 
досліджувану рослину або рослинну клітину як такі в умовах, в яких конструкція не 60 
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експресується. 
З рослинних клітин, які трансформували для експресії мегануклеази, забезпечуваної в даної 

документі, можна виростити цілі рослини. Регенерація, розвиток і культивування рослин із 
трансформованих протопластів з однієї рослини або з різних трансформованих експлантів 
добре відомі в даному технічному рівні. Див., наприклад, Mccormick et al. (1986) Plant Cell 5 

Reports 5:81-84; Weissbach and Weissbach, в Methods for Plant Molecular Biology, (Eds.), 
Academic Press, Inc. San Diego, Calif., (1988). Даний спосіб регенерації та вирощування, як 
правило, включає етапи відбору трансформованих клітин, культивування цих 
індивідуалізованих клітин протягом звичайних стадій розвитку зародка до стадії вкоріненого 
саджанця. Трансгенні зародки та насіння регенерують подібним чином. Отримані в результаті 10 

вкорінені трансгенні пагони згодом висаджують у відповідне середовище для вирощування 
рослин, таке як ґрунт. Бажано, щоб регенеровані рослини були самозапильними для одержання 
гомозиготних трансгенних рослин. В інших випадках пилком, отриманим із регенерованих 
рослин, перехресно запилюють вирощені з насіння рослини агрономічно важливих ліній. У свою 
чергу, пилок від рослин даних важливих ліній використовують для запилення регенерованих 15 

рослин. Можна виростити два або більше поколінь, щоб переконатися в тому, що експресія 
необхідної фенотипової характеристики стабільно підтримується та успадковується, а потім 
зібрати насіння, щоб переконатися в тому, що була досягнута експресія необхідної фенотипової 
характеристики. Таким чином, композиції, представлені в даному документі, забезпечують 
трансформоване насіння (яке також називають "трансгенним насінням"), що має полінуклеотид, 20 

забезпечуваний у даному документі, наприклад, цільовий сайт, стабільно вбудований у його 
геном. 

Варіантні послідовності розпізнавання та їх активні варіанти і фрагменти, розкриті в даному 
документі, можна використовувати для трансформації будь-яких видів рослин, у тому числі, без 
обмежень, однодольних і дводольних. Приклади видів рослин, що представляють інтерес, 25 

включають без обмежень кукурудзу (Zea mays), Brassica sp. (наприклад, B. napus, B. rapa, B. 
juncea), зокрема, ті види Brassica, які є придатними в якості джерел рослинної олії, люцерну 
(Medicago sativa), рис (Oryza sativa), жито (Secale cereale), сорго (Sorghum bicolor, Sorghum 
vulgare), просо (наприклад, пенісетум рогозовидний (Pennisetum glaucum), просо культурне 
(Panicum miliaceum), щетинник італійський (Setaria italica), просо пальчасте (Eleusine coracana)), 30 

соняшник (Helianthus annuus), сафлор (Carthamus tinctorius), пшеницю (Triticum aestivum), сою 
(Glycine max), тютюн (Nicotiana tabacum), картоплю (Solanum tuberosum), різновиди арахісу 
(Arachis hypogaea), бавовник (Gossypium barbadense, Gossypium hirsutum), солодку картоплю 
(Ipomoea batatus), маніок (Manihot esculenta), кавове дерево (Coffea spp.), кокосову пальму 
(Cocos nucifera), ананас (Ananas comosus), цитрусові дерева (Citrus spp.), шоколадне дерево 35 

(Theobroma cacao), чайний кущ (Camellia sinensis), банан (Musa spp.), авокадо (Persea 
americana), інжир (Ficus casica), гуаву (Psidium guajava), манго (Mangifera indica), маслину (Olea 
europaea), папайю (Carica papaya), кеш'ю (Anacardium occidentale), макадамію (Macadamia 
integrifolia), мигдаль (Prunus amygdalus), різновиди цукрового буряка (Beta vulgaris), цукровий 
очерет (Saccharum spp.), різновиди вівса, ячмінь, овочі, декоративні рослини та хвойні рослини.  40 

Овочі включають різновиди томату (Lycopersicon esculentum), латук (наприклад, Lactuca 
sativa), різновиди зеленої квасолі (Phaseolus vulgaris), різновиди лімської квасолі (Phaseolus 
limensis), різновиди гороху (Lathyrus spp.) і представників роду Cucumis, таких як огірок (C. 
sativus), канталупа (C. cantalupensis) і диня мускусна (C. melo). Декоративні рослини включають 
азалію (Rhododendron spp.), гортензію (Macrophylla hydrangea), гібіскус (Hibiscus rosasanensis), 45 

троянди (Rosa spp.), тюльпани (Tulipa spp.), нарциси (Narcissus spp.), петунії (Petunia hybrida), 
гвоздику (Dianthus caryophyllus), пуансетію (Euphorbia pulcherrima) і хризантему. 

Хвойні рослини, які можна використовувати при практичному здійсненні даного винаходу, 
включають, наприклад, види сосни, такі як сосна ладанна (Pinus taeda), сосна Еліота (Pinus 
elliotii), сосна жовта (Pinus ponderosa), сосна скручена широкохвойна (Pinus contorta) і сосна 50 

промениста (Pinus radiata); псевдотсугу Мензіса (Pseudotsuga menziesii); тсугу канадську (Tsuga 
canadensis); ялину білу (Picea glauca); секвойю вічнозелену (Sequoia sempervirens); справжніі 
ялиці, такі як ялиця миловидна (Abies amabilis) і ялиця бальзамічна (Abies balsamea), і туї, такі 
як туя гігантська (Thuja plicata) і каллітропсис нутканский (Chamaecyparis nootkatensis), а також 
тополю та евкаліпт. У конкретних варіантах здійснення рослини по даному винаходу є 55 

культурними рослинами (наприклад, кукурудза, люцерна, соняшник, Brassica, соя, бавовник, 
сафлор, арахіс, сорго, пшениця, просо, тютюн і т. д.). В інших варіантах здійснення рослини 
кукурудзи й сої є оптимальними, а ще в декількох інших варіантах здійснення оптимальними є 
рослини кукурудзи.  

Інші рослини, що представляють інтерес, включають зернові рослини, які забезпечують 60 
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насіння, яке представляє інтерес, олійні рослини й бобові рослини. Насіння, яке представляє 
інтерес, включає насіння зернових культур, таких як кукурудза, пшениця, ячмінь, рис, сорго, 
жито і т. д. Олійні рослини включають бавовник, сою, сафлор, соняшник, Brassica, маїс, 
люцерну, пальму, кокосову пальму і т. д. Бобові рослини включають боби й різновиду гороху. 
Боби включають гуар, ріжкове дерево, пажитнік, сою, різновиди звичайної квасолі, вігну 5 

китайську, золотаву квасолю, лімську квасолю, стручкову квасолю, різновиди сочевиці, 
турецький горох і т. д. 

Необмежувані приклади композицій і способів, розкритих у даному документі, є наступними. 
1) Спосіб ідентифікації варіантного сайту розпізнавання для сконструйованого засобу, що 

рідко розщеплює, для індукції двониткового розриву, здатного до введення рідкого двониткового 10 

розриву в припустимому сайті розпізнавання, причому зазначений спосіб включає: 
a) приведення в контакт геномної ДНК із сконструйованим засобом, що рідко розщеплює, 

для індукції двониткового розриву здатного до введення рідкого двониткового розриву в 
припустимому сайті розпізнавання в зазначену геномну ДНК, де двонитковий розрив призводить 
у результаті до утворення нуклеотидного липкого кінця; 15 

b) лігування першого адаптера із зазначеним нуклеотидним липким кінцем;  
c) розрізання лігованої ДНК, отриманої на стадії (b), і лігування щонайменше одного другого 

адаптера з розрізаним нуклеотидним кінцем для забезпечення ампліфікації та секвенування 
фрагментів геномної ДНК, що оточують двонитковий розрив;  

d) вирівнювання нуклеотидних послідовностей фрагментів ДНК, отриманих в (c), з 20 

еталонною геномною послідовністю ДНК; і  
e) ідентифікацію варіантного сайту розпізнавання, що містить зміну щонайменше по одній 

нуклеотидній основі в порівнянні з припустимим сайтом розпізнавання зазначеного 
сконструйованого засобу, що рідко розщеплює, для індукції двониткового розриву. 

2) Спосіб згідно з варіантом здійснення 1, де сконструйований засіб, що рідко розщеплює, 25 

для індукції двониткового розриву, вибирають із групи, що складається з мегануклеази, 
нуклеази "цинкові пальці", Tal-ефекторної нуклеази, транспозази та сайт-специфічної 
рекомбінази. 

3) Спосіб згідно з варіантом здійснення 1, де нуклеотидний липкий кінець являє собою 3'-
нуклеотидний липкий кінець. 30 

4) Спосіб згідно з варіантом здійснення 1, де нуклеотидний липкий кінець являє собою 5'-
нуклеотидний липкий кінець. 

5) Спосіб згідно з варіантом здійснення 1, де перший адаптер, лігований з нуклеотидним 
липким кінцем, являє собою нефосфорильований по 5' адаптер. 

6) Спосіб згідно з варіантом здійснення 1, де геномну ДНК вибирають із групи, що 35 

складається із прокаріотичної ДНК, еукаріотичної ДНК і синтетичної ДНК. 
7) Спосіб згідно з варіантом здійснення 6, де еукаріотичну ДНК виділяють із рослини, 

дріжджів або тварини. 
8) Спосіб згідно з варіантом здійснення 7, де рослину вибирають із групи, що складається із 

сої, соняшника, бавовнику, люцерни, каноли, тютюну, картоплі, Arabidopsis, сафлору, маїсу, 40 

рису, сорго, ячменю, пшениці, проса, вівса, цукрової тростини, газонної трави й проса 
прутоподібного. 

9) Спосіб згідно з варіантом здійснення 1, де засіб для індукції двониткового розриву 
одержують із I-СreІ. 

10) Спосіб ідентифікації варіантного сайту розпізнавання з покращеною активністю 45 

розщеплення для сконструйованого засобу, що рідко розщеплює, для індукції двониткового 
розриву, здатного до введення рідкого двониткового розриву в припустимому сайті 
розпізнавання, причому зазначений спосіб включає: 

a) приведення в контакт геномної ДНК із сконструйованим засобом, що рідко розщеплює, 
для індукції двониткового розриву, здатним до введення рідкого двониткового розриву в 50 

припустимому сайті розпізнавання, де двонитковий розрив призводить у результаті до 
утворення нуклеотидного липкого кінця; 

b) лігування першого адаптера із зазначеним нуклеотидним липким кінцем; 
c) розрізання лігованої ДНК, отриманої на стадії (b), і лігування другого адаптера з 

розрізаним нуклеотидним кінцем для забезпечення ампліфікації та секвенування фрагментів 55 

геномної ДНК, що оточують двонитковий розрив; 
d) вирівнювання нуклеотидних послідовностей фрагментів ДНК, отриманих в (c), з 

еталонною геномною послідовністю ДНК; і 
e) ідентифікацію варіантного сайту розпізнавання, що містить зміну щонайменше по одній 

нуклеотидній основі в порівнянні з припустимим сайтом розпізнавання зазначеного для 60 
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сконструйованого засобу, що рідко розщеплює, для індукції двониткового розриву; 
f) аналіз активності сконструйованого засобу, що рідко розщеплює, для індукції 

двониткового розриву, у варіантних сайтах розпізнавання з d); 
g) ідентифікацію варіантного сайту розпізнавання, який призводить у результаті до 

підвищеної активності сконструйованого засобу, що рідко розщеплює, для індукції двониткового 5 

розриву, в порівнянні з активністю в припустимому сайті розпізнавання. 
11) Спосіб згідно з варіантом здійснення 10, де про підвищену активність сконструйованого 

засобу, що рідко розщеплює, для індукції двониткового розриву, свідчить:  
a) вищий відсоток (%) розщеплення варіантного сайту розпізнавання в порівнянні з 

відсотком (%) розщеплення припустимого сайту розпізнавання, де сайти розпізнавання 10 

розташовані на геномній ДНК;  
b) вищий відсоток (%) розщеплення варіантного сайту розпізнавання в порівнянні з 

відсотком (%) розщеплення припустимого сайту розпізнавання, де сайти розпізнавання 
розташовані на плазмідній ДНК;  

c) вища оцінка в аналізі на дріжджах для варіантного сайту розпізнавання в порівнянні з 15 

припустимим сайтом розпізнавання; або 
d) будь-яка комбінація (a), (b) і (c). 
12) Спосіб введення в геном клітини варіантного сайту розпізнавання для сконструйованого 

засобу, що рідко розщеплює, для індукції двониткового розриву, здатного до введення рідкого 
двониткового розриву в припустимому сайті розпізнавання, причому зазначений спосіб включає: 20 

a) забезпечення наявності донорної ДНК, що містить варіантний сайт розпізнавання для 
сконструйованого засобу, що рідко розщеплює, для індукції двониткового розриву, здатного до 
введення рідкого двониткового розриву в припустимому сайті розпізнавання, де зазначений 
сконструйований засіб, що рідко розщеплює, для індукції двониткового розриву, також здатний 
до введення двониткового розриву в зазначений варіантний сайт розпізнавання; 25 

b) забезпечення наявності рослинної клітини; 
c) приведення в контакт рослинної клітини з донорною ДНК; і 
d) ідентифікацію щонайменше однієї рослинної клітини з (c), що містить у своєму геномі 

зазначений варіантний сайт розпізнавання.  
13) Спосіб згідно з варіантом здійснення 12, де сконструйований засіб, що рідко розщеплює, 30 

для індукції двониткового розриву, вибирають із групи, що складається з мегануклеази, 
нуклеази "цинкові пальці", Tal-ефекторної нуклеази, транспозази, ендонуклеази Cas і сайт-
специфічної рекомбінази. 

14) Виділений полінуклеотид що містить варіантний сайт, розпізнавання з покращеною 
активністю розщеплення для сконструйованої мегануклеази, здатної до введення двониткового 35 

розриву в припустимому сайті розпізнавання, де зазначений варіантний сайт розпізнавання 
містить нуклеотидну послідовність із заміною щонайменше 1 нуклеотидної основи в порівнянні з 
припустимим сайтом розпізнавання SEQ ID NO: 14.  

15) Виділений полінуклеотид згідно з варіантом здійснення 1, де зазначений варіантний сайт 
розпізнавання містить послідовність зі змінами щонайменше 2, 3, 4, 5, 6 або 7 пар основ у 40 

порівнянні з SEQ ID NO: 14. 
16) Виділений полінуклеотид згідно з варіантом здійснення 14, де зазначений варіантний 

сайт розпізнавання містить: 
a) аденін (A) у положенні, що відповідає нуклеотидному положенню 9 в SEQ ID NO: 14; 
b) гуанін (G) у положенні, що відповідає нуклеотидному положенню 10 в SEQ ID NO: 14; 45 

c) тимін (T) у положенні, що відповідає нуклеотидному положенню 11 в SEQ ID NO: 14; 
d) аденін (A) у положенні, що відповідає нуклеотидному положенню 13 в SEQ ID NO: 14; 
e) тимін (T) у положенні, що відповідає нуклеотидному положенню18 в SEQ ID NO: 14; 
f) гуанін (G) у положенні, що відповідає нуклеотидному положенню 19 в SEQ ID NO: 14; 
g) гуанін (G) або аденін (A) у положенні, що відповідає нуклеотидному положенню 22 в SEQ 50 

ID NO: 14; або 
h) будь-яку комбінацію з a)-g). 
17) Виділений полінуклеотид згідно з варіантом здійснення 14, де зазначена варіантна 

послідовність розпізнавання обрана із групи, що складається з SEQ ID NO: 23, 24, 25, 26, 27, 28, 
29, 30, 31, 32, 33, 34 і 35.  55 

18) Виділений полінуклеотид згідно з варіантом здійснення 14, де про покращену активність 
розщеплення свідчить: 

a) вищий відсоток (%) розщеплення варіантного сайту розпізнавання в порівнянні з 
відсотком (%) розщеплення припустимого сайту розпізнавання SEQ ID NO:14, де сайти 
розпізнавання розташовані на геномній ДНК;  60 
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b) вищий відсоток (%) розщеплення варіантного сайту розпізнавання в порівнянні з 
відсотком (%) розщеплення припустимого сайту розпізнавання, де сайти розпізнавання 
розташовані на плазмідній ДНК;  

c) вища оцінка в аналізі на дріжджах для варіантного сайту розпізнавання в порівнянні з 
припустимим сайтом розпізнавання; або 5 

d) будь-яка комбінація (a), (b) і (c). 
19) Рекомбінантний фрагмент ДНК, що містить виділений полінуклеотид згідно з варіантом 

здійснення 14.  
20) Клітина, що містить рекомбінантний фрагмент ДНК згідно з варіантом здійснення 19. 
21) Клітина згідно з варіантом здійснення 20, де клітина являє собою клітину дріжджів або 10 

рослинну клітину. 
22) Трансгенна рослина або насіння, що містить рослинну клітину згідно з варіантом 

здійснення 21.  
23) Трансгенна рослина згідно з варіантом здійснення 22, де зазначена рослина обрана із 

групи, що складається з маїсу, пшениці, рису, ячменю, цукрової тростини, сорго, жита, проса 15 

прутовидного, сої, Brassica, соняшника, бавовнику або люцерни. 
24) Виділений полінуклеотид що містить варіантний сайт, розпізнавання з покращеною 

активністю розщеплення для сконструйованої мегануклеази, здатної до введення двониткового 
розриву в припустимий сайт розпізнавання, де зазначений варіантний сайт розпізнавання 
містить нуклеотидну послідовність із заміною щонайменше 1 нуклеотидної основи в порівнянні з 20 

припустимим сайтом розпізнавання SEQ ID NO: 13.  
25) Виділений полінуклеотид згідно з варіантом здійснення 24, де зазначений варіантний 

сайт розпізнавання містить послідовність зі змінами щонайменше 2, 3, 4 або 5 пар основ у 
порівнянні з SEQ ID NO: 13. 

26) Виділений полінуклеотид згідно з варіантом здійснення 24, де зазначений варіантний 25 

сайт розпізнавання містить: 
a) цитозин (C) у положенні, що відповідає нуклеотидному положенню 1 в SEQ ID NO: 13 
b) цитозин (C) у положенні, що відповідає нуклеотидному положенню 5 в SEQ ID NO: 13; 
c) гуанін (G) у положенні, що відповідає нуклеотидному положенню 10 в SEQ ID NO: 13; 
d) тимін (T) аденін (A) у положенні, що відповідає нуклеотидному положенню 11 в SEQ ID 30 

NO: 13; 
e) тимін (T) у положенні, що відповідає нуклеотидному положенню 19 в SEQ ID NO: 13; 
f) будь-яку комбінацію з a)-e). 
27) Виділений полінуклеотид згідно з варіантом здійснення 24, де зазначена варіантна 

послідовність розпізнавання обрана із групи, що складається з SEQ ID NO: 15, 16, 17, 18, 19, 20 35 

і 21.  
28) Виділений полінуклеотид згідно з варіантом здійснення 24, де про покращену активність 

розщеплення свідчить: 
a) вищий відсоток (%) розщеплення варіантного сайту розпізнавання в порівнянні з 

відсотком (%) розщеплення припустимого сайту розпізнавання SEQ ID NO:13, де сайти 40 

розпізнавання розташовані на геномній ДНК;  
b) вищий відсоток (%) розщеплення варіантного сайту розпізнавання в порівнянні з 

відсотком (%) розщеплення припустимого сайту розпізнавання, де сайти розпізнавання 
розташовані на плазіидній ДНК;  

c) вища оцінка в аналізі на дріжджах для варіантного сайту розпізнавання в порівнянні з 45 

припустимим сайтом розпізнавання; або 
d) будь-яка комбінація (a), (b) і (c). 
29) Рекомбінантний фрагмент ДНК, що містить виділений полінуклеотид згідно з варіантом 

здійснення 24.  
30) Клітина, що містить рекомбінантний фрагмент ДНК згідно з варіантом здійснення 29. 50 

31) Клітина згідно з варіантом здійснення 30, де клітина являє собою клітину дріжджів або 
рослинну клітину. 

32) Трансгенна рослина або насіння, що містить рослинну клітину згідно з варіантом 
здійснення 31.  

33) Трансгенна рослина згідно з варіантом здійснення 32, де зазначена рослина обрана із 55 

групи, що складається з маїсу, пшениці, рису, ячменю, цукрової тростини, сорго, жита, проса 
прутовидного, сої, Brassica, соняшника, бавовнику або люцерни. 

34) Спосіб націлювання вставки полінуклеотиду, що представляє інтерес, у специфічний 
хромосомний сайт у геномі рослини, причому зазначений спосіб включає: 

a) трансформацію рослинної клітини або рослини фрагментом ДНК, що містять 60 
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полінуклеотид, що представляє інтерес, де зазначений геном зазначених рослинної клітини або 
рослини містить щонайменше один варіантний сайт розпізнавання, обраний із групи, яка 
складається з SEQ ID NO: 15, 16, 17, 18, 19, 20 і 21; і  

b) забезпечення наявності мегануклеази, здатної робити двонитковий розрив у 
варіабельному сайті розпізнавання з (a); і 5 

c) відбір зазначених рослинної клітини або рослини, що містять зазначений полінуклеотид, 
що представляє інтерес, інтегрований у зазначений варіантний сайт розпізнавання. 

35) Спосіб згідно з варіантом здійснення 34, де забезпечення наявності зазначеної 
мегануклеази включає інтеграцію в геном зазначених рослинної клітини або рослини 
нуклеотидної послідовності, що кодує мегануклеазу SEQ ID NO: 1. 10 

36) Рослина або рослинна клітина, отримані за допомогою способу згідно з варіантом 
здійснення 34.  

37) Спосіб націлювання вставки полінуклеотиду, що представляє інтерес, у специфічний 
хромосомний сайт у геномі рослини, причому зазначений спосіб включає: 

a) трансформацію рослинної клітини або рослини фрагментом ДНК, що містить 15 

полінуклеотид, що представляє інтерес, де зазначений геном зазначених рослинної клітини або 
рослини містить щонайменше один варіантний сайт розпізнавання, обраний із групи, що 
полягає з SEQ ID NO: 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 і 35;  

b) забезпечення наявності мегануклеази, здатної робити двонитковий розрив у 
варіабельному сайті розпізнавання з (a); і 20 

c) відбір зазначених рослинної клітини або рослини, що містять зазначений полінуклеотид 
,що представляє інтерес, інтегрований у зазначений варіантний сайт розпізнавання. 

38) Спосіб згідно з варіантом здійснення 37, де забезпечення наявності зазначеної 
мегануклеази включає інтеграцію в геном зазначених рослинних клітин нуклеотидної 
послідовності, що кодує мегануклеазу SEQ ID NO: 3 25 

39) Рослина або рослинна клітина, отримані за допомогою способу згідно з варіантом 
здійснення 37. 

40) Спосіб ідентифікації варіантного сайту розпізнавання для сконструйованого засобу, що 
рідко розщеплює, для індукції двониткового розриву, здатного до введення рідкого двониткового 
розриву в припустимому сайті розпізнавання, причому зазначений спосіб включає: 30 

a) приведення в контакт геномної ДНК із сконструйованим засобом, що рідко розщеплює, 
для індукції двониткового розриву, здатного до введення двониткового розриву в припустимому 
сайті розпізнавання, де двонитковий розрив призводить у результаті до утворення тупого кінця; 

b) створення нуклеотидного липкого кінця з тупого кінця з (a); 
c) лігування першого адаптера з нуклеотидним липким кінцем з (b);  35 

d) розрізування легованої ДНК, отриманої на стадії (c), і лігування щонайменше одного 
другого адаптера з розрізаним нуклеотидним кінцем для забезпечення ампліфікації та 
секвенування фрагментів геномної ДНК, що оточують двонитковий розрив;  

e) вирівнювання нуклеотидних послідовностей фрагментів ДНК, отриманих в (d), з 
еталонною геномною послідовністю ДНК; й  40 

f) ідентифікацію варіантного сайту розпізнавання, що містить зміну щонайменше по одній 
нуклеотидній основі в порівнянні з припустимим сайтом розпізнавання зазначеного 
сконструйованого засобу для індукції двониткового розриву.  

41) Спосіб згідно з варіантом здійснення 40, де сконструйований засіб, що рідко розщеплює, 
для індукції двониткового розриву, являє собою ендонуклеазу Cas. 45 

42) Спосіб згідно з варіантом здійснення 41, де ендонуклеаза Cas здатна до утворення 
комплексу з направляючою РНК, де зазначений комплекс дозволяє ендонуклеазі Cas вводити 
двонитковий розрив у зазначену геномну ДНК. 

43) Спосіб згідно з варіантом здійснення 40, де геномну ДНК вибирають із групи, що 
складається із прокаріотичної ДНК, еукаріотичної ДНК і синтетичної ДНК. 50 

44) Спосіб згідно з варіантом здійснення 43, де еукаріотичну ДНК виділяють із рослини, 
дріжджів або тварини. 

45) Спосіб ідентифікації варіантного сайту розпізнавання з покращеною активністю 
розщеплення для сконструйованого засобу, що рідко розщеплює, для індукції двониткового 
розриву, здатного до введення рідкого двониткового розриву в припустимому сайті 55 

розпізнавання, причому зазначений спосіб включає: 
a) приведення в контакт геномної ДНК із сконструйованим засобом, що рідко розщеплює, 

для індукції двониткового розриву, здатного до введення двониткового розриву в зазначену 
геномну ДНК, де двонитковий розрив призводить у результаті до утворення тупого кінця; 

b) створення нуклеотидного липкого кінця з тупого кінця з (a); 60 
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c) лігування першого адаптера з нуклеотидним липким кінцем з (b); 
d) розрізання легованої ДНК, отриманої на стадії (c), і лігування щонайменше одного другого 

адаптера з розрізаним нуклеотидним кінцем для забезпечення ампліфікації та секвенування 
фрагментів геномної ДНК, що оточують двонитковий розрив; 

e) вирівнювання нуклеотидних послідовностей фрагментів ДНК, отриманих в (d), з 5 

еталонною геномною послідовністю ДНК; й 
f) ідентифікацію варіантного сайту розпізнавання, що містить зміну щонайменше по одній 

нуклеотидній основі в порівнянні з припустимим сайтом розпізнавання зазначеного 
сконструйованого засобу, що рідко розщеплює, для індукції двониткового розриву; 

g) аналіз активності сконструйованого засобу, що рідко розщеплює, для індукції 10 

двониткового розриву у варіантних сайтах розпізнавання з f); й 
h) ідентифікацію варіантного сайту розпізнавання, який призводить у результаті до 

підвищеної активності сконструйованого засобу, що рідко розщеплює, для індукції двониткового 
розриву в порівнянні з активністю в припустимому сайті розпізнавання. 

46) Спосіб згідно з варіантом здійснення 45, де сконструйований засіб, що рідко розщеплює, 15 

для індукції двониткового розриву являє собою ендонуклеазу Cas. 
47) Спосіб згідно з варіантом здійснення 46, де ендонуклеаза Cas здатна до утворення 

комплексу з направляючою РНК, де зазначений комплекс дозволяє ендонуклеазі Cas вводити 
двонитковий розрив у зазначену геномну ДНК. 

ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА 20 

ПРИКЛАД 1 
Створення сконструйованих мегануклеаз, що рідко розщеплюють 
A. Мегануклеаза LIG3-4 і припустима послідовність розпізнавання для LIG3-4 
Ендогенний геномний цільовий сайт маїсу, що містить припустиму послідовність 

розпізнавання для LIG3-4 (SEQ ID NO: 13), вибирали для розробки засобу, що рідко розщеплює, 25 

для індукції двониткового розриву (SEQ ID NO: 1), як описано в публікації заявки на патент США 
2009-0133152 A1 (опублікованої 21 травня 2009 року). Припустима послідовність розпізнавання 
для LIG3-4 являє собою полінуклеотид розміром 22 п.о., що має наступну послідовність: 
ATATACCTCACACGTACGCGTA (SEQ ID NO: 13). 

B. Мегануклеази MHP14+ і сайт розпізнавання для MHP14 30 

Ендогенний геномний цільовий сайт маїсу, що містить припустиму послідовність 
розпізнавання для MHP14+ (SEQ ID NO: 14), вибирали для розробки засобу, що рідко 
розщеплює, для індукції двониткового розриву (SEQ ID NO: 3), як описано в заявці на патент 
США 13/427138, поданої 22 березня 2012 року). Припустимий сайт розпізнавання для MHP14+ 
являє собою полінуклеотид розміром 22 п.о., розташований і , що має наступну послідовність:  35 

(SEQ ID NO: 14) CAAACAGATTCACGTCAGATTT. 
ПРИКЛАД 2 
Продукування білка мегануклеази в E. coli 
З метою одержання очищеного білка для in vitro аналізів активності розщеплення 

мегануклеазою геномної і плазмідної ДНК, фрагменти ДНК, відповідні до відкритих рамок 40 

зчитування мегануклеази Lig3-4 (SEQ ID NO: 2) і мегануклеази MHP14+ (SEQ ID NO: 4), 
поміщали у вектор експресії pQE80 (Qiagen), трансформували в клітини E. coli BL21-Gold 
(Agilent Technologies) і вирощували протягом ночі на твердому середовищі LB, що містить 100 
ppm (частин на мільйон) карбеніциліну. Колонії ресуспендували в 2 мл середовища 2XYT і 250 
мкл клітинної суспензії використовували для інокуляції в 50 мл культури 2XYT, доповненої 100 45 

ppm карбеніцилину. Культури вирощували при 37 °C протягом 1-1,5 години або до досягнення 
OD600 0,8, а потім експресію білка індукували додаванням 0,5 мл 100 мМ IPTG. Культури 
охолоджували до кімнатної температури та забезпечували можливість експресії білка протягом 
2 годин. Клітини осаджували центрифугуванням протягом 10 хвилин при 5000 rcf (одиниць 
відцентрового прискорення). Супернатант зливали, осад ресуспендували в 1 мл буфера 1 (50 50 

мМ Tris- HCl (ph 8,0), 500 мМ NaСl, 10 мМ імідазол) і переносили в 1,5 мл мікроцентрифужну 
пробірку. Клітини руйнували шляхом ультразвукової обробки у два етапи 1/8" 
мікронаконечником з 20 імпульсами (робочий цикл 50, потужність 4) на аналоговому обладнанні 
для ультразвукової обробки Branson 450 Analog Sonifer і центрифугували при 20000 rcf 
протягом 15 хвилин при 4 °C. Супернатант роз розводили в 4 мл буфера 1 і завантажували на 55 

одноразову колонку, що містить 0,3 мл нікель-вмісної смоли Nickel- NTA Superflow resin 
(Qiagen). Колонку промивали 5 мл буфера 2 (50 мМ Tris- HCl (ph 8,0), 500 мМ NaСl, 60 мМ 
імідазол) і білок елюювали 0,6 мл буфера 4 (50 мМ Tris- HCl (ph 8,0), 500 мМ NaСl, 250 мМ 
імідазол) у колонку Vivaspin (GE). Для концентрування зразків колонки vivaspin центрифугували 
при 14800 rcf протягом приблизно 6 хвилин або до того, як меніск перебував між 75 і 50. Заміну 60 
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буфера здійснювали з використанням колонки для знесолення Zeba Spin Desalting Column 
(Pierce), попередньо врівноваженої буфером для зберігання (25 мМ Tris- HCl (ph 8,0), 100 мМ 
NaСl, 10 мМ MgСl2, 5 мМ EDTA, 50 % гліцерин). Після заміни буфера бичачий сироватковий 
альбумін додавали до кінцевої концентрації 100 нг/мкл й очищений білок зберігали при -20 °C 
до застосування. 5 

ПРИКЛАД 3 
In vitro аналізи розщеплення геномної ДНК 
Для створення матеріалу для захоплення геномних варіантних сайтів розпізнавання in vitro 

аналізи проводили з 114 нМ очищеного білка мегануклеази, виділеного, як описано в прикладі 
2, і 6,07 мкг очищеної геномної ДНК маїсу при 32 °C протягом 80 хвилин у кінцевому обсязі 80 10 

мкл при наявності буфера для розщеплення (50 мМ Tris- HCl (ph 7,9), 100 мМ NaСl, 10 мМ 
MgСl2, 1 мМ DTT, 5 мМ EDTA). Через 80 хвилин усю реакцію зупиняли рівним обꞌємом стоп-
буфера (100 мМ Tris- HCl (ph 8,0), 600 мМ Nacl, 2 % SDS, 100 мМ EDTA, 1 мг протеїнази K на 
мл) та інкубували при 50 °C протягом 30-45 хвилин. Реакційну суміш із зупиненою реакцією 
очищали за допомогою екстракції фенолом/хлороформом й осаджували етанолом при 15 

наявності 0,2 М NaСl. Осаджену геномну ДНК двічі промивали 70 % етанолом, висушували та 
ресуспендували в 34 мкл води. 

Концентрацію білка мегануклеази визначали візуально в гелях Nu- PAGE (Life Technologies) 
шляхом розрахунку інтенсивності смуги та наступного її порівняння з такою для зразків відомої 
концентрації в серійному розведенні, й концентрацію геномної ДНК визначали з використанням 20 

флуориметричного аналізу з барвником Хехста. 
Для підтвердження розщеплення (що представляє собою % втрати сайтів розпізнавання 

мегануклеазою) у передбачуваному геномному сайті розпізнавання проводили ПЛР у 
реальному часі на 1 мкл очищеної геномної ДНК із аналізом TaqМan, що охоплює сайт 
розпізнавання мегануклеазою. % розщеплення або втрати сайтів розпізнавання мегануклеазою 25 

розраховували за допомогою способу ∆∆Сt щодо внутрішнього контролю в аналізі TaqМan з 
використанням порожнього контролю як каліброваного стандарту. 

ПРИКЛАД 4 
Уловлювання геномних варіантних сайтів розпізнавання та одержання бібліотек для 

глибокого секвенування Illumina 30 

У даному способі використовується підхід з новим адаптером, спеціально підібраним для 
уловлювання розщеплених хомінг-ендонуклеазою I-СreІ або сконструйованою I-СreІ геномних 
варіантних сайтів розпізнавання, послідовність яких невідома й відрізняється за складом від 
припустимого сайту розпізнавання, який відрізняється від способів з використанням 
рестрикційних ферментів для здійснення секвенування зі зменшеним представленням, глибоке 35 

секвенування ДНК, пов'язане з рестрикцією (RAD-tag або RADseq), повногеномне секвенування 
(WGS) або генотипування за допомогою секвенування (GBS). 

Оскільки хомінг-нуклеаза I- СreІ утворює 4-нуклеотидний 3'-липкий кінець в центрі свого 
сайту розпізнавання довжиною 22 п.о. (+2, +1, -1, -2) при розщепленні (Thompson et al. (1992) 
Gene 119:247-51; і Durrenberger et al. (1993) Mol. Gen. Genet. 236:409-14), і, як було 40 

продемонстровано, розщеплює свій сайт розпізнавання в контексті різних комбінацій 
центральних 4 пар основ (+2, +1, -1, -2) (Molina et al. (2012) Nucleic Acids Res. 40:6936-45), 
створювали адаптери, що містять 4-нуклеотидний 3'-липкий кінець, що містить усі можливі 
комбінації нуклеотидів ДНК (G, T, A або C) липкого кінця в еквімолярному розподілі. Таким 
чином, забезпечення ефективного лігування і повної комплементарності всім можливим липким 45 

кінцям, створеним при розщепленні сайту розпізнавання в геномі, який піддавався 
розщепленню хомінг-ендонуклеазою I-СreІ або сконструйованою I-СreІ. 

Подібні стратегії можна використовувати для інших засобів, що рідко розщеплюють, для 
індукції двониткового розриву, таких як нуклеази "цинкові пальці" і нуклеази TALEN, які 
розщеплюють ДНК неспецифічним каталітичним доменом FokІ, створюючи липкі кінці з 50 

варіабельними довжиною та нуклеотидним складом у спейсерній ділянці між ними (Smith et al. 
(2000) Nucleic Acids Res. 28:3361-69; і Li et al. (2011) Nucleic Acids Res. 39:359-72). Для 
вловлювання геномних варіантних сайтів розпізнавання нефосфорильовані біотинільовані 
адаптери синтезували та очищали за допомогою HPLC (Integrated DNA Technologies, Inc.), що 
містить повністю вироджений 4-нуклеотидний 3'-нуклеотидний липкий кінець, комплементарний 55 

4-нуклеотидному 3'-липкому кінцю, створеному при розщепленні сайту розпізнавання 
мегануклеазою (SEQ ID NO: 5), і лігували приблизно з 2 мкг розщепленої мегануклеазою 
геномної ДНК (отриманої, як описано в прикладі 3) в 100 мкл реакційної суміші з лігазою T4 
(NEB) (представляючи перший адаптер у способі для ідентифікації варіантного сайту 
розпізнавання для сконструйованого засобу, що рідко розщеплює, для індукції двониткового 60 
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розриву). Зразки, що містять ліговану ДНК, потім завантажували в мікропробірки для 
ультразвукової обробки та довільним чином розрізали до середнього розміру піка 300 п.о. 
шляхом ультразвукової обробки в системі Covaris E220. Налаштування були наступними: 10% 
робочий цикл, 140 пікова потужність падаючої хвилі й 200 циклів на розрив. Фрагменти з 
довжиною в діапазоні від 200 до 500 п.о. фракціонували за допомогою електрофорезу в 5 

агарозному гелі з подальшою екстракцією з гелю з використанням набору для екстракції з гелю 
Qiagen Gel Extraction Kit відповідно до рекомендацій виробника. 

Небіотинільовані кінці піддавали репарації з використанням набору для репарації End-It End 
repair kit (Epicentre) в 75 мкл реакційної суміші та очищали на колонці (Qiagen). Подовження 3'-
липкого кінця на один A здійснювали шляхом інкубування репарованої ДНК при 37 °C протягом 10 

30 хвилин в 50 мкл реакційної суміші, що містить ATP, 1× буфер Кленова (NEBnext) і 15 одиниць 
фрагменту Кленова (без екзонуклеазної активності). Зразки потім очищували за допомогою 
колонки (Qiagen) і лігували в індексовані TruSeq-сумісні адаптери Illumina (які представляють 
собою другий набір адаптерів у способі для ідентифікації варіантного сайту розпізнавання для 
сконструйованого засобу, що рідко розщеплює, для індукції двониткового розриву) в 50 мкл 15 

реакційної суміші, що містить 0,3 мМ індексований адаптер, 1× буфер для лігування Quick 
ligation buffer і 5 одиниць ДНК лігази T4 (NEB) при кімнатній температурі. Після лігування зразки 
інкубували при 65 °C протягом 15 хвилин і обꞌєм доводили до 100 мкл. Магнітне уловлювання за 
допомогою стрептавідину здійснювали з використанням стрептавідинових гранул Dynabeads M-
280 (Invitrogen). Усього 100 мкл ресуспендованих Streptavidin-Dynabeads (M-280) двічі 20 

промивали в TE і ресуспендували в 100 мкл 2X B&W буфера (10 мМ Tris-HCl, 1 мМ EDTA, 100 
мкл 0,5 M EDTA, 2 M NaСl). Зразки інкубували при 30 °C протягом 30 хвилин, супернатант 
видаляли і гранули промивали 4 рази 1 мл 1X B&W буфера. Кінцевий збагачений зразок 
ресуспендували в 30 мкл буфера EB. 

Фрагменти вилучали із гранул за допомогою 12-циклової ПЛР із використанням майстер-25 

міксу Phusion (NEB) в 50 мкл реакційної суміші при наявності 0,4 пмоль праймера A для 
вилучення (5'GTTGACATGCTGGATTGAGACTTC; SEQ ID NO: 6) і праймера B для вилучення 
(5'CAAGCAGAAGACGGCATACGA; SEQ ID NO: 7) відповідно до інструкцій виробника, за 
винятком того, що використовували температуру відпалу 66 °C і час подовження 30 секунд. 
Вилучену ДНК розщеплювали SbfІ (NEB) і очищували двічі з гранулами Agencourt AMPure XP 30 

Beads (SPRI) відповідно до інструкцій виробника. Зразок лігували з Illumina-сумісним адаптером 
з SbfІ-сумісним липким кінцем (SEQ ID NO: 8). Супернатант очищували двічі з використанням 
гранул Agencourt AMPure XP Beads, спочатку з використанням співвідношення зразка до гранул 
1:1,8, а потім 1:1. Кінцеві зразки ресуспендували в 50 мкл буфера EB. Проводили другу 
ампліфікацію зі стандартним коктейлем ПЛР праймерів TruSeq PCR (Illumina) з використанням 35 

температури відпалу 60 °C, з наступним дворазовим очищенням з використанням гранул 
Agencourt AMPure XP Beads при співвідношенні зразка до гранул 1:1,8, а потім 1:1. Кінцевий 
зразок ресуспендували в 20 мкл. Зразки оцінювали на біоаналізаторі, піддавали відносному 
кількісному аналізу з використанням qPCR із праймерами для qPCR Illumina і збирали в пул. 
Перед секвенуванням пули піддавали селекції по розміру з використанням лабораторного чіпа 40 

для кристалографії Xchip (Caliper) відповідно до інструкцій виробника. 
ПРИКЛАД 5 
Нефосфорильовані адаптери підсилюють збагачення розщепленими мегануклеазою 

геномними сайтами розпізнавання 
Для оцінки ефекту, який фосфорилювання здійснює на здатність першого адаптера (який 45 

описано в прикладі 4) до вловлювання та збагачення відносно розщеплених мегануклеазою 
геномних сайтів розпізнавання, були отримані бібліотеки як з фосфорильованими, так і 
нефосфорильованими адаптерами. Після нормалізації концентрації ДНК бібліотек їх оцінювали 
відносно збагачення розщепленим припустимим сайтом розпізнавання за допомогою ПЛР у 
реальному часі з аналізом TaqMan, що безпосередньо межує з припустимим сайтом 50 

розпізнавання. Як показано на фігурі 7, обидві бібліотеки демонстрували збагачення в 
порівнянні з порожнім контролем, але на графіках ампліфікації з бібліотеки, отриманої з 
нефосфорильованим адаптером, логарифмічна ампліфікація досягалася на набагато більш 
ранньому циклі ампліфікації, ніж з бібліотеки, отриманої з фосфорильованим адаптером. При 
використанні стандартних кривих, отриманих з геномної ДНК маїсу, бібліотеку, отриману з 55 

нефосфорильованим адаптером, оцінювали як приблизно в 900 разів більш збагачену відносно 
лівої половини припустимого сайту розпізнавання, ніж бібліотеку, отриману з фосфорильованим 
адаптером.  

ПРИКЛАД 6 
Глибоке секвенування Illumina і підрізання після обробки 60 



UA   123532   C2 

27 

Після вловлювання й збагачення відносно геномних варіантних сайтів розпізнавання та 
одержання ДНК, як описано в прикладі 4, створення кластерів і секвенування ріда спареного 
кінця здійснювали на приладі Illumina cВot і геномному аналізаторі Genome Analyzer IІх 
відповідно, згідно з інструкціями виробника. Приблизно 30 % ( про./про.) контролю phiХ ДНК 
(Illumina) додавали до розчину бібліотеки ДНК перед виділенням кластерів. Очікувалося, що 5 

довільний склад основ фрагментів phiХ ДНК компенсує будь-яке відхилення в складі основ 
поблизу сайту для мегануклеази. Набори команд на 100 циклів для спарених кінців 
використовували на геномному аналізаторі Illumina Genome Analyzer. Послідовності та оцінки 
якості одержували за допомогою програмного забезпечення Illumina pipeline версії 2.9 для 
аналізу зображення та розпізнавання основ. У ході розпізнавання основ дані контролю phiХ 10 

використовували для одержання оцінок погрішності та повторного калібрування 
неопрацьованих оцінок якості для інших зразків. Після первинного розпізнавання основ 
здійснювали додаткову фільтрацію за допомогою програмного забезпечення Illumina, при якій 
ріди виключали, якщо оцінка шуму перевищує граничні значення, визначені при розпізнаванні 
основ за допомогою Illumina pipeline. За перетворенням результатів розпізнавання основ у 15 

формат FASTQ (з використанням програмного забезпечення Illumina CASSAVA) слідувала 
додаткова фільтрація, при якій ріди підрізали та фільтрували відповідно до відповідної оцінки 
якості для кожної основи (де основи з якісною оцінкою нижче 10 підрізали з 3'-кінця ріда). 

ПРИКЛАД 7 
In silico збагачення та нанесення на фізичну карту даних про послідовність відносно 20 

геномного стандарту 
Для додаткового збагачення стосовно розщеплених мегануклеазою і легованих з адаптером 

фрагментів геномної ДНК набір рідів з експерименту по секвенуванню фільтрували з 
використанням оригінального сценарію, який шукає пари рідів або одиночні об'єкти, де 
щонайменше один член з пари (або одиночний об'єкт) містить маркерну послідовність, 25 

GCAGGACGT (SEQ ID NO: 9), на початку ріда або її комплементарну послідовність, 
ACGTCCTGC (SEQ ID NO: 10), в кінці ріда. Пари або одиночні об'єкти рідів, що збігаються із 
цією послідовністю, записували в новий файл для використання на фазі нанесення на карту, 
тоді як інші відкидали. 

Для возз'єднання обох половин розщепленого геномного сайту розпізнавання набір 30 

збагачених рідів наносили на фізичну карту відносно цільового стандартного геному з 
використанням програми bowtie версії 0.12.7 (Langmead B, Trapnell C, Pop M, Salzberg SL. 
Ultrafast and memory-efficient alignment of short DNA sequences to the human genome. Genome 
Biol 10:R25.) для ідентифікації положень у геномі, гомологічних рідам. Налаштування 
вирівнювання для специфічності коректували індивідуально в кожному конкретному випадку 35 

залежно від характеристик цільового геному та від подібності цього геному з даними вихідного 
генотипу. Отримані в результаті вирівнювання потім використовували для виявлення піка та 
ідентифікації варіантних послідовностей розпізнавання, які присутні в геномі. 

ПРИКЛАД 8 
Виявлення піка та ідентифікація геномного варіантного сайту розпізнавання та композиція 40 

З використанням геномних вирівнювань, отриманих у прикладі 7, виявлення піка виконували 
з використанням алгоритму MAC (модельний аналіз Chip-Seq) для виявлення піка в Genedata 
Expressionist Refiner 7.5 (Genedata) з параметрами, перерахованими в таблиці 1. 

 
 Таблиця 1 

 
Налаштування в алгоритмі MAC (модельний аналіз Chip- Seq) 

 для виявлення піка в Genedata Expressionist Refiner 7.5 (Genedata) 
 

Експериментальна група Зразки для ChiP з контролем 

Спосіб MACS 

Мінімальна кратність збагачення 10 

Максимальна кратність збагачення 1,00Е+09 

Ширина полоси 200 п.о. 

Порогове значення P 1,00Е-05 

 45 

Хромосомні ділянки зі значним збагаченням у порівнянні з порожнім контролем 
експортували в excel. Ділянкам з найбільшою відмінністю між обробленими зразками та 
порожнім контролем віддавали перевагу, і їх підтверджували як збагачені в порівнянні з 
порожнім контролем, і такі, що мають сигнатуру піка, яка є результатом розщеплення геномної 
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ДНК, у функціональному компоненті Genome Browser в Genedata Expressionist Refiner 7.5. Як 
показано на фігурі 1, сигнатури піка для сайту розпізнавання містять дані про послідовність, що 
походять і розходяться із сайтом розщеплення, причому центр, що перекривається, відповідає 
липкому кінцю, створеному засобом для індукції двониткового розриву. Виходячи з липкого 
кінця, визначеного за сигнатурою піка, можна ідентифікувати точну послідовність варіантного 5 

сайту розпізнавання, який присутній в геномній ДНК, як показано на фігурі 2. Для визначення 
правильної орієнтації послідовностей геномного варіантного сайту розпізнавання, їх 
вирівнювали з припустимим цільовим сайтом як у змістовій, так і в антизмістовій орієнтації, при 
цьому найбільш відповідну орієнтацію використовували як послідовність сайту розпізнавання. 
Невелика частка геномних варіантних сайтів розпізнавання, що однаково добре відповідають 10 

обом орієнтаціям. Їх залишали в змістовій орієнтації. Орієнтовані геномні варіантні сайти 
розпізнавання вирівнювали та відсотковий склад нуклеотидів ДНК розраховували для кожного 
окремого положення сайту розпізнавання та порівнювали з припустимим сайтом розпізнавання. 
Як показано на фігурі 3, деякі положення в сайтах розпізнавання проявляли перевагу до 
сторонніх нуклеотидів; перевага по відношенню до нуклеотиду, відмінного від того, на який 15 

відбувається націлювання в припустимому сайті розпізнавання. 
ПРИКЛАД 9 
In vitro аналізи розщеплення плазмідної ДНК 
Активність розщеплення мегануклеазою in vitro також можна аналізувати з використанням 

плазмідної ДНК. Для порівняння активності розщеплення мегануклеазою у припустимих і 20 

варіантних сайтах розпізнавання гібридизовані олігонуклеотиди (синтезовані Integrated DNA 
Technologies, Inc.), які містять припустимий або варіантний сайт розпізнавання з липкими 
кінцями EcoRІ HindІІІ, клонували в сайти рестрикційних ендонуклеаз HindІІІ і EcoRІ у плазміді 
pBluescript SK+ (Stratagene, зараз компанія Agilent Technologies) і аналізували in vitro активність 
розщеплення ДНК, як описано в прикладі 3, з наступними модифікаціями. Хронометровані 25 

розщеплення здійснювали з 0,25 нМ субстрату-лінеаризованою плазмідою, що містить один 
припустимий або варіантний сайт розпізнавання, з 25 нМ очищеного білка мегануклеази. In vitro 
аналізи проводили при 37 °C, 28 °C і 23 °C для найкращої оцінки активності розщеплення в 
заданому варіантному сайті розпізнавання. Реакційні суміші після зупинки реакцій очищали за 
допомогою колонки для очищення ПЛР продуктів Qiagen PCR purification column відповідно до 30 

інструкцій виробника та очищену ДНК розводили в 200 разів перед кількісним визначенням 
активності розщеплення або % втрати сайтів розпізнавання за допомогою qPCR. 

ПРИКЛАД 10 
Ідентифікація варіантних сайтів розпізнавання та вплив переваг до сторонніх нуклеотидів на 

активність розщеплення мегануклеазою 35 

Для оцінки впливу, який переваги до сторонніх нуклеотидів здійснюють на активність 
розщеплення мегануклеазою, переваги до сторонніх нуклеотидів вводили в припустимий сайт 
розпізнавання окремо та у комбінації (див. фігуру 4), у такий спосіб створюючи варіантні сайти 
розпізнавання. Приклади таких варіантних сайтів розпізнавання показано в таблиці 2 для 
мегануклеази LIG3-4 і в таблиці 3 для мегануклеази MHP14+. 40 
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Таблиця 2. Перелік варіантних сайтів розпізнавання мегануклеази LIG3-4. Нуклеотиди, 

поміщені в клітини з білою заливкою, вказують на модифікацію в порівнянні з нуклеотидом з 
відповідним розташуванням в припустимому сайті розпізнавання (SEQ ID NO:13). 

 5 
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Таблиця 3. Перелік варіантних сайтів розпізнавання мегануклеази MHP14+. Нуклеотиди, 

поміщені в клітини з білою заливкою, вказують на модифікацію в порівнянні з нуклеотидом з 
відповідним розташуванням в припустимому сайті розпізнавання (SEQ ID NO:14). 5 

 

 
 
Варіантні сайти розпізнавання потім клонували в сайти для рестрикційних ендонуклеаз 

HindІІІ і EcoRІ у векторі pBluescript SK+ і мегануклеазну активність аналізували шляхом 10 

визначення % розщеплення або % втрати сайтів розпізнавання на субстратах-плазмідній ДНК, 
як описано в прикладі 9.  

При введенні окремо в їхні відповідні припустимі сайти розпізнавання Lig3-4 і MHP14+ 
переваги до сторонніх нуклеотидів надавали активність розщеплення плазмідної ДНК рівну або 
більшу, ніж припустимий сайт розпізнавання (див. фігуру 5A і 5B). Хоча нуклеотиди, що не 15 

переважають, не розщеплювалися добре (див. фігуру 5A і 5B). Цікаво, що навіть переваги до 
сторонніх нуклеотидів у межах центральних 4 основ (+2, +1, -1, -2), як повідомлялося, не були 
безпосередньо пов'язані з підвищеною активністю розщеплення хомінг-ендонуклеазою I-СreІ 
(Jurica et al. (1998) Mol. Cell 2:469-76; Grizot et al. (2011) Nucleic Acids Res. 39:6124-36, і Ulge et 
al. (2011) Nucleic Acids Res. 39:4330-9)). Одним виключенням із цього була слабка активність 20 

розщеплення для аденіну в положенні +2 для мегануклеази MHP14+. Проте, якщо всі переважні 
нуклеотиди для MHP14+ оцінювали в комбінації, як показано на фігурі 6B (сайти розпізнавання -
3A, -2G, -1T, +2A, +7T, +8G, +11G і -3A, -2G, -1T, +2A, +7T, +8G, +11A), спостерігали активність 
розщеплення, значно вищу, ніж така у припустимому сайті розпізнавання. Також, якщо +2A 
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видаляли, як у сайті розпізнавання -3A, -2G, -1T, +7T, +8G, +11G, було присутнє невелике 
підвищення активності розщеплення (див. фігуру 6B), вказуючи на те, що розщеплення по 
аденіну в положенні +2 є контекст-специфічним і залежить від розпізнавання або конформації 
нуклеотидних основ, що прилягають до нього.  

У комбінації, переваги до сторонніх нуклеотидів виявляють адитивний вплив на 5 

ефективність розщеплення, причому найкращі комбінації розщеплюються приблизно в 5-6 разів 
ефективніше, ніж припустимий сайт розпізнавання (фігура 6). Багато з варіантних сайтів 
розпізнавання можна навіть розщеплювати при температурах до 23 °C у випадку, коли тільки 
невелика активність розщеплення спостерігалася в припустимому сайті розпізнавання (фігура 
6A і B). Деякі комбінації переважних сторонніх нуклеотидів в 4 центральних основах (+2,+1,-1,-2) 10 

і в безпосередньо прилягаючих положеннях (+3,-3) впливали на величину набутої активності 
розщеплення в порівнянні з припустимим сайтом розпізнавання. 

Узяті в сукупності, дані авторів даного винаходу вказують на те, що способи, описані в 
даному документі, можна застосовувати для виведення переважних контактів основ ДНК, 
утворених мегануклеазою в окремих положеннях уздовж її ДНК-зв’язувальної поверхні контакту, 15 

забезпечуючи ретельну оцінку специфічності розщеплення, забезпечуючи новий підхід до 
вивчення специфічності мегануклеази в контексті геномної ДНК. Способи авторів даного 
винаходу також дозволяють ідентифікацію варіантних сайтів розпізнавання, які розщеплюються 
більш ефективно, ніж припустимий сайт розпізнавання. 

ПРИКЛАД 11 20 

Застосування варіантних сайтів розпізнавання у рослини або тварин 
Варіантні сайти розпізнавання, ідентифіковані в прикладі 10, з покращеною активністю 

розщеплення в порівнянні з припустимим сайтом розпізнавання (-7C, 8T (Lig3-4); -11C, -7C, -2G, 
-1T, +8T (Lig3-4); -11C, -7C, -1T, +8T (Lig3-4); -3A, -2G, -1T, +2A, +7T, +8G, +11G (MHP14+); -3A, -
2G, -1T, +2A, +7T, +8G, +11A (MHP14+); -3A, -2G, -1T, +7T, +8G, +11G (MHP14+); -2G, -1T, +2A, 25 

+7T, +8G, +11G (MHP14+); -2G, -1T, +7T, +8G, +11G (MHP14+), що відповідають SEQ ID NO: 13-
35), або будь-який інший варіантний сайт розпізнавання, ідентифіковані за допомогою способу, 
описаного в даному документі, можна трансформувати в геном будь-якої рослини або тварини 
та піддати цілеспрямованому впливу для мутагенезу або вставки гена. Оскільки активність 
розщеплення в цих сайтах розпізнавання є підвищеною в порівнянні з припустимим сайтом 30 

розпізнавання, також можна підвищити і частоти модифікації сайту, в тому числі делеції, 
вставки або будь-якої комбінації цих двох модифікацій. Варіантні сайти розпізнавання також 
можна розташувати окремо або в комбінації на трансгенних касетах експресії, забезпечуючи 
можливість зміни, вирізання або вставки трансгенних частин. 

ПРИКЛАД 12 35 

Застосування до інших реактивів, що рідко розщеплюють, для індукції двониткового розриву 
Оскільки олігонуклеотиди як з 5'-, так і з 3'-виродженими кінцями можна синтезувати в 

широкому діапазоні специфічних для користувача конфігурацій і значень довжини (Integrated 
ДНК Technologies, Inc) і гібридизувати з утворенням двониткових ДНК адаптерів з 5'-, або з 3'-
виродженим липким кінцем, встановлені в даному документі способи можуть бути застосовні до 40 

будь-якого реактиву, що рідко розщеплює, для індукції двониткового розриву, який створює 
липкий кінець із основ ДНК при розщепленні. Вони будуть включати, але не обмежуються 
іншими хомінг-ендонуклеазами, нуклеазами "цинкові пальці" і TALEN. 

ПРИКЛАД 13 
Трансформація незрілих зародків маїсу 45 

Трансформація може бути здійснена за допомогою різних способів, про які відомо, що вони 
є ефективними в рослинах, включаючи опосередковану частинками доставку, опосередковану 
Agrobacterium трансформацію, опосередковану PEG доставку та електропорацію.  

a. Опосередкована частинками доставка 
Трансформацію незрілих зародків маїсу за допомогою опосередкованої частинками 50 

доставки проводили в такий спосіб. Склади середовищ представлені нижче. 
Качани очищували від листкової обгортки та піддавали поверхневій стерилізації в 30 % 

відбілювачі Clorox разом з 0,5 % миючого засобу Micro протягом 20 хвилин, та ополіскували 
двічі стерильною водою. Незрілі зародки виділяли й поміщали рубчиком униз (щитком нагору), 
25 зародків на планшет, у середовище 560Y на 4 години і потім вирівнювали в межах 2,5-см 55 

зони-мішені в препараті для бомбардування. Альтернативно, виділені зародки поміщали в 560L 
(середовище для ініціювання) і поміщали в темряву при температурах, що варіюють у діапазоні 
від 26 °C до 37 °C, на 8-24 години перед поміщенням в 560Y на 4 години при 26 °C перед 
бомбардуванням, як описано вище.  

Плазміди, що містять ген засобу, що індукує двонитковий розрив, і донорну ДНК, 60 
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конструювали за допомогою стандартних методик молекулярної біології та піддавали спільному 
бомбардуванню із плазмідами, що містять контролюючі розвиток гени ODP2 (фактор 
транскрипції ODP2 з доменами AP2 ( відповідальний за розвиток сім’язародку білок 2); 
US20090328252 A1) і Wushel (US2011/0167516). 

Плазміди і ДНК, що представляє інтерес, осаджували на гранулах золота розміром 0,6 мкм 5 

(середній діаметр) за допомогою водорозчинного катіонного ліпіду Tfx™-50 (№ по кат. E1811, 
Promega, Медісон, Вісконсин, США) у такий спосіб. Розчин ДНК готували на льоду із 
застосуванням 1 мкг плазмідної ДНК і необов'язкових інших конструкцій для спільного 
бомбардування, таких як 50 нг (0,5 мкл) кожної плазміди, що містить контролюючі розвиток гени 
ODP2 (фактор транскрипції ODP2 з доменами AP2 ( відповідальний за розвиток сім’язародку 10 

білок 2); US20090328252 A1) і Wushel. До попередньо змішаної ДНК додавали 20 мкл 
підготовлених часток золота (15 мг/мл) і 5 мкл TFX-50 у воді та обережно перемішували. Частки 
золота осаджували в мікроцентрифузі при 10000 об./хв. протягом 1 хв. і супернатант видаляли. 
Отриманий у результаті осад обережно ополіскували за допомогою 100 мл 100 % EtОН без 
ресуспендування осаду й промивний EtОН обережно видаляли. Додавали 105 мкл 100 % EtОН і 15 

частки ресуспендували шляхом нетривалої ультразвукової обробки. Потім 10 мкл наносили на 
центральну частину кожного макроносія і їм дозволяли висохнути приблизно за 2 хвилини до 
бомбардування. 

Альтернативно, плазміди і ДНК, що представляє інтерес, осаджували на гранулах 
вольфраму розміром 1,1 мкм (середній діаметр) за допомогою процедури осадження хлоридом 20 

кальцію (CaСl2) шляхом змішування 100 мкл підготовлених часток вольфраму у воді, 10 мкл (1 
мкг) ДНК у буфері Tris- EDTA (1 мкг загальної ДНК), 100 мкл 2,5 M CaСl2 і 10 мкл 0,1 M 
спермідину. Кожен реактив додавали послідовно до суспензії часток вольфраму з 
перемішуванням. Кінцеву суміш піддавали нетривалій ультразвуковій обробці та забезпечували 
інкубацію при постійному перемішуванні на вихровій мішалці протягом 10 хвилин. Після періоду 25 

осадження пробірки центрифугували протягом нетривалого часу, рідину видаляли, а частки 
промивали 500 мл 100 % етанолу з наступним центрифугуванням протягом 30 секунд. Рідину 
знову видаляли і до кінцевого осаду часток вольфраму додавали 105 мкл 100 % етанолу. Для 
бомбардування генною гарматою частки вольфраму із ДНК піддавали нетривалій 
ультразвуковій обробці. 10 мкл часток вольфраму із ДНК наносили на центральну частину 30 

кожного макроносія, після чого нанесеним часткам дозволяли висохнути приблизно за 2 
хвилини до бомбардування. 

Планшети зі зразками бомбардували на рівні № 4 за допомогою гелієвої генної гармати 
Biorad. Усі зразки одержували однократний постріл при 450 фунт/кв. дюйм, при цьому загальна 
кількість аліквот, взятих з кожної пробірки з підготовленими частками із ДНК, становила десять. 35 

Після бомбардування зародки інкубували в 560P (підтримуючому середовищі) протягом 12-
48 годин при температурах, що варіюють у діапазоні від 26 °C до 37 °C, а потім поміщали в 
умови температури 26 °C. Через 5-7 днів зародки переносили в селективне середовище 560R, 
що містить 3 мг/літр біалафосу, і субкультивували кожні 2 тижні при 26 °C. Через приблизно 10 
тижнів відбору калюсні клони, стійкість яких була виявлена в результаті відбору, переносили на 40 

середовище 288J для ініціювання регенерації рослин. Після дозрівання соматичних зародків (2-
4 тижні) добре розвинені соматичні зародки переносили в середовище для проростання та 
переносили в освітлювану кімнату для культивування. Через приблизно 7-10 днів саджанці, що 
розвиваються, переносили в безгормональне середовище 272V у пробірки на 7-10 днів, поки 
саджанці добре вкореняться. Рослини потім переносили у вставки в лотках (еквівалентні 45 

горщику на 2,5 дюйма), що містять ґрунтову горщикову суміш, і вирощували протягом 1 тижня у 
вегетаційній камері, згодом вирощуючи протягом додаткових 1-2 тижнів у теплиці, переносячи 
потім у горщики Classic 600 (1,6 галона) і вирощуючи до зрілості. За рослинами стежили та 
оцінювали в балах по ефективності трансформації та/або модифікації регенеративних 
здібностей.  50 

Середовище для ініціювання (560L) містить 4,0 г/л основних солей N6 (SIGMA C-1416), 1,0 
мл/л вітамінної суміші Еріксона (1000X SIGMA-1511), 0,5 мг/л тіаміну-HСl, 20,0 г/л сахарози, 1,0 
мг/л 2,4-D і 2,88 г/л L-проліну (доведених до об’єму за допомогою D-I H2O після доведення pН 
до 5,8 за допомогою KOH); 2,0 г/л Gelrite (доданого після доведення до об’єму за допомогою D-I 
H2O) і 8,5 мг/л нітрату срібла (доданого після стерилізації середовища та охолодження до 55 

кімнатної температури). 
Підтримуюче середовище (560P) містить 4,0 г/л основних солей N6 (SIGMA C-1416), 1,0 

мл/л вітамінної суміші Еріксона (1000X SIGMA-1511), 0,5 мг/л тіаміну-HСl, 30,0 г/л сахарози, 2,0 
мг/л 2,4-D і 0,69 г/л L-проліну (доведених до обꞌєму за допомогою D-I H2O після доведення pН 
до 5,8 за допомогою KOH); 3,0 г/л Gelrite (доданого після доведення до об’єму за допомогою D-I 60 
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H2O) і 0,85 мг/л нітрату срібла (доданого після стерилізації середовища та охолодження до 
кімнатної температури).  

Середовище для бомбардування (560Y) містить 4,0 г/л основних солей N6 (SIGMA C-1416), 
1,0 мл/л вітамінної суміші Еріксона (1000X SIGMA-1511), 0,5 мг/л тіаміну-HСl, 120,0 г/л сахарози, 
1,0 мг/л 2,4-D і 2,88 г/л L-проліну (доведених до об’єму за допомогою D-I H2O після доведення 5 

pН до 5,8 за допомогою KOH); 2,0 г/л Gelrite (доданого після доведення до об’єму за допомогою 
D-I H2O) і 8,5 мг/л нітрату срібла (доданого після стерилізації середовища та охолодження до 
кімнатної температури).  

Селективне середовище (560R) містить 4,0 г/л основних солей N6 (SIGMA C-1416), 1,0 мл/л 
вітамінної суміші Еріксона (1000X SIGMA-1511), 0,5 мг/л тіаміну-HСl, 30,0 г/л сахарози й 2,0 мг/л 10 

2,4-D (доведених до обꞌєму за допомогою D-I H2O після доведення pН до 5,8 за допомогою 
KOH); 3,0 г/л Gelrite (доданого після доведення до об’єму за допомогою D-I H2O) і 0,85 мг/л 
нітрату срібла та 3,0 мг/л біалафосу (обидва з яких додані після стерилізації середовища та 
охолодження до кімнатної температури). 

Середовище для регенерації рослин (288J) містить 4,3 г/л солей по MS (GIBCO 11117-074), 15 

5,0 мл/л вихідного розчину вітамінів по MS (0,100 г нікотинової кислоти, 0,02 г/л тіаміну-HCL, 
0,10 г/л піридоксину-HCL і 0,40 г/л гліцину, доведених до обꞌєму за допомогою очищеної D-I 
H2O) (Murashige and Skoog (1962) Physiol. Plant. 15:473), 100 мг/л міоінозиту, 0,5 мг/л зеатину, 60 
г/л сахарози й 1,0 мл/л 0,1 мМ абсцизової кислоти (доведених до обꞌєму очищеною D-I H2O 
після доведення pН до 5,6); 3,0 г/л Gelrite (доданого після доведення до обꞌєму за допомогою D-20 

I H2O), а також 1,0 мг/л індолілоцтової кислоти й 3,0 мг/л біалафосу (доданих після стерилізації 
середовища та охолодження до 60 °C).  

Безгормональне середовище (272V) містить 4,3 г/л солей по MS (GIBCO 11117-074), 5,0 
мл/л вихідного розчину вітамінів по MS (0,100 г/л нікотинової кислоти, 0,02 г/л тіаміну-HСl, 0,10 
г/л піридоксину-HСl і 0,40 г/л гліцину, доведених до обꞌєму за допомогою очищеної D-I H2 ПРО), 25 

0,1 г/л міоінозит і 40,0 г/л сахарози (доведених до об’єму за допомогою очищеної D-I H2 після 
доведення pН до 5,6); і 6 г/л бактоагару (доданого після доведення до об’єму за допомогою 
очищеної D-I H2О), її стерилізували та охолоджували до 60 °C. 

b. Опосередкована Agrobacterium трансформація 
Опосередковану Agrobacterium трансформацію проводили по суті відповідно до описаного в 30 

Djukanovic et al. (2006) Plant Biotech J 4:345-57. Коротко, незрілі зародки у віці 10-12 днів 
(розміром 0,8-2,5 мм) вирізали зі стерилізованих зерен і поміщали в рідке середовище (4,0 г/л 
основних солей N6 (Sigma C-1416), 1,0 мл/л вітамінної суміші Еріксона (Sigma E-1511), 1,0 мг/л 
тіаміну-HСl, 1,5 мг/л 2,4-D, 0,690 г/л L-проліну, 68,5 г/л сахарози, 36,0 г/л глюкози, pН 5,2). Після 
збору зародків середовище заміняли на 1 мл Agrobacterium у концентрації 0,35-0,45 OD550. 35 

Зародки маїсу інкубували з Agrobacterium протягом 5 хв. при кімнатній температурі, потім суміш 
виливали на планшет із середовищем, що містить 4,0 г/л основних солей N6 (Sigma C-1416), 1,0 
мл/л вітамінної суміші Еріксона (Sigma E-1511), 1,0 мг/л тіаміну-HСl, 1,5 мг/л 2,4-D, 0,690 г/л L-
проліну, 30,0 г/л сахарози, 0,85 мг/л нітрату срібла, 0,1 нM ацетосірингону і 3,0 г/л Gelrite, pН 5,8. 
Зародки інкубували рубчиком униз у темряві протягом 3 днів при 20 °C, потім інкубували 40 

протягом 4 днів у темряві при 28 °C, потім переносили на нові планшети із середовищем, що 
містить 4,0 г/л основних солей N6 (Sigma C-1416), 1,0 мл/л вітамінної суміші Еріксона (Sigma E-
1511), 1,0 мг/л тіаміну-HСl, 1,5 мг/л 2,4-D, 0,69 г/л L-проліну, 30,0 г/л сахарози, 0,5 г/л буфера 
MES, 0,85 мг/л нітрату срібла, 3,0 мг/л біалафосу, 100 мг/л карбеніциліну й 6,0 г/л агару, pН 5,8. 
Зародки піддавали субкультивуванню кожні три тижні до ідентифікації трансгенних об'єктів. 45 

Соматичний ембріогенез індукували шляхом переносу невеликої кількості тканини в 
середовище для регенерації (4,3 г/л солей по MS (Gibco 11117), 5,0 мл/л вихідного розчину 
вітамінів по MS, 100 мг/л міоінозиту, 0,1 мкМ ABA, 1 мг/л IAA, 0,5 мг/л зеатину, 60,0 г/л сахарози, 
1,5 мг/л біалафосу, 100 мг/л карбеніцилину, 3,0 г/л Gelrite, pН 5,6) та інкубації в темряві 
протягом двох тижнів при 28 °C. Весь матеріал з видимими пагонами та коріннями переносили в 50 

середовище, що містить 4,3 г/л солей по MS (Gibco 11117), 5,0 мл/л вихідного розчину вітамінів 
по MS, 100 мг/л міоінозиту, 40,0 г/л сахарози, 1,5 г/л Gelrite, pН 5,6, та інкубували під штучним 
освітленням при 28 °C. Через тиждень сіянці переміщали в скляні пробірки, що містили те ж 
саме середовище, і вирощували до відбору зразків з них та/або пересадження їх у ґрунт. 

ПРИКЛАД 14 55 

Транзієнтна експресія BBM підсилює трансформацію 
Параметри протоколу трансформації можуть бути модифіковані для підтвердження того, що 

активність BBM є транзієнтною. Один такий спосіб включає осадження плазміди, що містить 
ВВМ, способом, який дозволяє проходити транскрипції та експресії, але запобігає наступному 
вивільненню ДНК, наприклад, за допомогою застосування хімічної сполуки PEI. 60 
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В одному прикладі плазміду з BBM осаджували на частках золота за допомогою PEI, тоді як 
трансгенну касету експресії (UBI:moРАТ~GFPm:PinІІ; moРАТ являє собою оптимізований для 
експресії в маїсі ген PAT), яка підлягає інтеграції, осаджували на частинках золота за 
допомогою стандартного способу із застосуванням хлориду кальцію.  

Коротко, частинкки золота покривали за допомогою PEI у такий спосіб. Спочатку частинки 5 

золота промивали. Тридцять п'ять мг частинок золота із середнім діаметром 1,0 (A.S.I. № 162-
0010) відважували в мікроцентрифужну пробірку, і додавали 1,2 мл абсолютного EtОН, і 
перемішували вихровою мішалкою протягом однієї хвилини. Пробірку інкубували протягом 15 
хвилин при кімнатній температурі,а потім центрифугували з високою швидкістю, 
використовуючи мікроцентрифугу, протягом 15 хвилин при 4 °C. Надосадову рідину зливали, і 10 

додавали свіжу аліквоту етанолу (EtОН) на 1,2 мл, перемішували вихровою мішалкою протягом 
однієї хвилини, центрифугували протягом однієї хвилини, і надосадову рідину знову зливали (це 
повторювали двічі). Додавали свіжу аліквоту EtОН на 1,2 мл, і цю суспензію (частинки золота в 
EtОН) зберігали при -20 °C протягом декількох тижнів. Для покриття частинок полиетиленіміном 
(PEI; Sigma №P3143) 250 мкл суміші промитих частинок золота/ЕtOН центрифугували, і EtОН 15 

зливали. Частинки промивали один раз в 100 мкл ddН2 О для видалення залишкового етанолу, 
додавали 250 мкл 0,25 мM PEI з наступною імпульсною ультразвуковою обробкою для 
суспендувания частинок, і потім пробірку занурювали у ванну із сухим льодом/ЕtOН для 
миттєвої заморозки суспензії, яку потім ліофилізували протягом ночі. На даній стадії сухі покриті 
частинки можуть зберігатися при -80 °C протягом щонайменше 3 тижнів. Перед використанням 20 

частинки ополіскували 3 рази за допомогою аліквот 2,5 мМ буфера HEPES на 250 мкл, pН 7,1, з 
1x імпульсною ультразвуковою обробкою та наступним швидким перемішуванням вихровою 
мішалкою перед кожним центрифугуванням. Потім частки суспендували в кінцевому об’ємі 250 
мкл буфера HEPES. Аліквоту частинок на 25 мкл додавали в невикористані пробірки перед 
прикріпленням ДНК. Для прикріплення непокритої ДНК частинки піддавали імпульсній 25 

ультразвуковій обробці, потім додавали 1 мкг ДНК (в 5 мкл води) з наступним перемішуванням 
шляхом втягування й випуску піпеткою кілька разів за допомогою Pipetteman та інкубували 
протягом 10 хвилин. Частки центрифугували протягом нетривалого часу (тобто 10 секунд), 
надосадову рідину видаляли, і додавали 60 мкл EtОН. Частки осадженої за допомогою PEI ДНК-
1 промивали двічі в 60 мкл EtОН. Частинки центрифугували, надосадову рідину зливали й 30 

частки ресуспендували в 45 мкл води. Для прикріплення другої ДНК (ДНК-2) застосовували 
осадження за допомогою TFX-50. 45 мкл суспензії частинки/ДНК-1 піддавали нетривалій 
ультразвуковій обробці, і потім додавали 5 мкл 100 нг/мкл ДНК-2 і 2,5 мкл TFX-50. Розчин 
поміщали на ротаційний струшувач на 10 хвилин, центрифугували при 10000 g протягом 1 
хвилини. Супернатант видаляли й частинки ресуспендували в 60 мкл EtОН. Розчин наносили на 35 

макроносії, і частинки золота, до яких були послідовно прикріплені ДНК-1 і ДНК-2, доставляли в 
клітини щитка незрілих зародків Hi-ІІ на стадії 10 DAP, використовуючи стандартний протокол 
для PDS-1000. У цьому експерименті плазміда із ДНК-1 містила касету експресії UBI:RFP:pinІІ, а 
плазміда із ДНК-2 містила касету експресії UBI:CFP:pinІІ. Через два дні після бомбардування 
спостерігали транзієнтну експресію флуоресцентних маркерів як CFP, так і RFP у вигляді 40 

чисельних червоних і синіх клітин на поверхні незрілого зародка. Зародки потім поміщали в 
неселективне культуральне середовище, і їм дозволяли рости протягом 3 тижнів перед 
оцінюванням у балах стабільних колоній. Після цього 3-тижневого періоду спостерігали 10 
багатоклітинних, стабільно експресуючих синіх колоній у порівнянні з лише однією червоною 
колонією. Це показало, що осадження за допомогою PEI можна застосовувати для ефективного 45 

введення ДНК для транзієнтної експресії, при цьому суттєво знижуючи ступінь інтеграції, 
осадженої за допомогою PEI ДНК , що вводиться і, таким чином, ослаблюючи регенерацію 
трансгенних об'єктів, експресуючих RFP. Таким чином, осадження за допомогою PEI можна 
застосовувати для забезпечення транзієнтної експресії BBM і/або WUS2. 

Наприклад, частинки спочатку покривали UBI:BBM:pinІІ за допомогою PEI, потім покривали 50 

UBI: moРАТ ~TFP за допомогою TFX-50, а потім вводили в клітини щитка на поверхні незрілих 
зародків за допомогою бомбардування. Осадження, опосередковане PEI, обумовлює високу 
частоту зустрічі клітин із транзієнтною експресією на поверхні незрілого зародка та надзвичайно 
низькі частоти регенерації стабільних трансформантів (у порівнянні зі способом з 
використанням TFX-50). Таким чином, припускається, що осаджена за допомогою PEI касета з 55 

BBM експресується транзієнтно й стимулює сплеск ембріогенного росту на поверхні тканини, 
яка бомбардується (тобто поверхні щитка), але ця плазміда не буде інтегруватися. 
Припускається, що плазміда з PAT~GFP, звільнена від частинок золота, на яких вона була 
осаджена за допомогою Ca++, інтегрується та експресує маркер, який селектується, із 
частотою, яка обумовлює суттєво покращену регенерацію трансгенних об'єктів. У якості 60 
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контрольної обробки осаджені за допомогою PEI частки, що містять UBI:GUS:pinІІ (замість 
BBM), змішували із частками з PAT~GFP, осадженими за допомогою Ca++. Незрілі зародки 
після обох обробок переміщали в культуральне середовище, що містить 3 мг/л біалафосу. 
Припускають, що GFP+ калюси, стійкі до біалафосу, будуть спостерігатися через 6-8 тижнів з 
набагато вищою частотою у випадку обробки PEI/BBM у порівнянні з контрольною обробкою 5 

(PEI/GUS). 
У якості альтернативного способу плазміду з BBM осаджували на частинках золота за 

допомогою PEI і потім вводили в клітини щитка на поверхні незрілих зародків, і наступна 
транзієнтна експресія гена BBM викликала швидку проліферацію в ході росту ембріогенного 
калюсу. Протягом даного періоду індукованого росту експланти обробляли Agrobacterium, 10 

використовуючи стандартні способи для маїсу (див. приклад 1), з доставкою T-ДНК у клітину за 
допомогою введення трансгенної касети експресії, такої як UBI: moРАТ ~GFPm:pinІІ. Після 
спільного культивування експлантам дозволяли регенерувати в нормальному культуральному 
середовищі, і їх потім переміщали в культуральне середовище, що містить 3 мг/л біалафосу. 
Припускають, що GFP+ калюси, стійкі до біалафосу, будуть спостерігатися через 6-8 тижнів з 15 

набагато вищою частотою у випадку обробки PEI/BBM у порівнянні з контрольною обробкою 
(PEI/GUS). 

Може бути необхідним "активізувати" ріст калюсу шляхом транзієнтної експресії BBM і/або 
полінуклеотидних продуктів WUS2. Це може бути виконано шляхом доставки 5'-кепованої 
поліаденільованої РНК BBM і WUS2, касет експресії, що містять ДНК BBM і WUS2, або білків 20 

BBM і/або WUS2. Всі ці молекули можуть бути доставлені за допомогою біолістичної генної 
гармати. Наприклад, 5'-кепована поліаденільована BBM і/або WUS2 РНК може бути легко 
створена in vitro, застосовуючи набір Ambion's mМessage mМachine. РНК піддавали спільній 
доставці разом із ДНК, що містить полінуклеотид, який представляє інтерес, і маркер, який 
використовується для відбору/скринінгу, як наприклад, Ubi: moРАТ ~GFPm:PinІІ. Припускається, 25 

що клітини, які отримують РНК, негайно почнуть ділитися швидше, і більша частина цих клітин 
буде мати інтегрований агрономічно важливий ген. Може бути додатково підтверджено, що ці 
трансгенні об'єкти являють собою трансгенні клональні колонії, тому що вони будуть також 
експресувати білок злиття PAT~GFP (і, таким чином, будуть проявляти зелену флуоресценцію 
при відповідному освітленні). Рослини, регенеровані з даних зародків, можуть потім зазнати 30 

скринінгу щодо наявності полінуклеотиду, який представляє інтерес. 
ПРИКЛАД 15 
Одержання та трансформація в модельній системі культур соматичних зародків сої 

векторами експресії в сої і регенерація рослин 
Умови культивування 35 

Ембріогенні суспензійні культури сої (сорт Jack) підтримували в 35 мл рідкого середовища 
SB196 (нижче) на ротаційному струшувачі при 150 об./хв. і 26 °C з люмінесцентними лампами 
холодного білого світла з фотоперіодом 16:8 годин день/ніч при інтенсивності світла 60-85 
мкЕрг/м2/с. Культури пересівали від одного разу на 7 днів до одного разу на два тижні шляхом 
інокуляції приблизно 35 мг тканини в 35 мл свіжого рідкого SB196 (кращий інтервал між 40 

пересіваннями становив 7 днів). 
Ембріогенні суспензійні культури сої трансформували за допомогою плазмід експресії для 

сої за допомогою способу бомбардування частинками (Klein et al., Nature, 327:70 (1987)) із 
застосуванням обладнання DuРont Biolistic PDS1000/HE (гелієва модифікована установка) для 
всіх трансформацій. 45 

Ініціація ембріогенних суспензійних культур сої 
Здійснювали ініціацію культур сої двічі на місяць із інтервалом 5-7 днів між кожною 

ініціацією. Стручки з незрілими насіннями від доступних рослин сої збирали через 45-55 днів 
після посадки. Насіння видаляли зі стручків і поміщали в стерилізований контейнер Magenta. 
Насіння сої стерилізували шляхом струшування протягом 15 хв. в 5 % розчині Clorox з 1 50 

краплею мила "Ivory" (тобто 95 мл автоклавованої дистильованої води плюс 5 мл Clorox і 1 
краплею мила, ретельно змішане). Насіння промивали з використанням 2 1-літрових флаконів зі 
стерильною дистильованою водою і насіння розміром менше 4 мм поміщали на окремі 
предметні скельця мікроскопу. Зрізали гострий кінець насіння та видавлювали сім'ядолі з 
насінної оболонки. Коли культури були підготовлені для проведення трансформації, сім'ядолі 55 

переносили на плашки, що містять середовище SB1 (25-30 сім'ядоль на плашку). Планшети 
обертали волокнистою стрічкою й підтримували при 26 °C з освітленням флуоресцентними 
лампами холодного білого з фотоперіодом день/ніч 16:8 годин при інтенсивності світла 60-80 
мкЕрг/м2/с протягом восьми тижнів із заміною середовища кожні 4 тижні. Коли культури були 
підготовлені для експериментів у модельній системі, сім'ядолі переносили на плашки, що 60 
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містять середовище SB199 (25-30 сім'ядоль на плашку), на 2 тижні, а потім переносили на SB1 
на 2-4 тижні. Умови освітлення і температури були такими ж, як описано вище. Після 
інкубування на середовищі SB1 вторинні зародки вирізали й поміщали в рідке середовище 
SB196 на 7 днів. 

Одержання ДНК для бомбардування 5 

Для бомбардування використовували або інтактну плазміду, або фрагмент ДНК плазміди, 
що містить гени, які представляють інтерес, і маркерний ген, що селектується. Фрагменти з 
плазмід експресії в сої одержували шляхом виділення розщеплених плазмід у гелі. У кожному 
випадку 100 мкг плазмідної ДНК використовували в 0,5 мл специфічної суміші ферментів, 
описаної нижче. Плазміди розщеплювали AscІ (100 одиниць) у буфері NЕВuffer 4 (20 мМ Tris-10 

ацетат, 10 мМ ацетат магнію, 50 мМ ацетат калію, 1 мМ дітіотриетол, pН 7,9), 100 мкг/мл BSA і 5 
мМ бета-меркаптоетанолі при 37 °C протягом 1,5 години. Отримані фрагменти ДНК розділяли 
за допомогою електрофорезу в гелі на 1 % агарозі SeaРlaque GTG (BioWhitaker Molecular 
Applications) і фрагменти ДНК, що містять касети з генами, вирізали з агарозного гелю. ДНК 
очищали від агарози з використанням ферменту GELase, який розщеплює, згідно із протоколом 15 

виробника. 
50 мкл аліквоту, що містить 3 мг золотих частинок (3 мг золота), стерильної дистильованої 

води додавали до 30 мкл розчину ДНК у концентрації 10 нг/мкл (або інтактної плазміди, або 
фрагменту ДНК, отриманого, як описано в даному документі), 25 мкл 5 M CaСl2 і 20 мкл 0,1 M 
спермідину. Суміш струшували 3 хвилини на струшувачі Vortex при рівні 3 і центрифугували 20 

протягом 10 секунд на настільній мікроцентрифузі. Супернатант видаляли з наступним 
промиванням 400 мкл 100 % етанолу та ще одного короткого центрифугування. 400 мкл 
етанолу видаляли і осад ресуспендували в 40 мкл 100 % етанолу. П'ять мкл суспензії ДНК 
розподіляли на кожен диск-носій в обладнанні для біолістичного бомбардування Biolistic 
PDS1000/HE. Кожна 5 мкл аліквота містила приблизно 0,375 мг золота на бомбардування 25 

(наприклад, на диск).  
Для трансформацій у модельній системі протокол був ідентичним за винятком декількох 

незначних змін (тобто 1 мг золотих частинок додавали до 5 мкл 1 мкг/мкл розчину ДНК, 
використовували 50 мкл 2,5 M CaСl2 і осад в остаточному підсумку ресуспендували в 85 мкл 100 
% етанолу, у такий спосіб забезпечуючи 0,058 мг золотих частинок на бомбардування).  30 

Одержання тканин і бомбардування ДНК  
Приблизно 150-200 мг семиденних ембріогенних суспензійних культур поміщали в порожню 

стерильну 60 x 15 мм чашку Петрі, чашку накривали пластмасовою сіткою. Забезпечували 
розрідження в камері до зниженого тиску 27-28 дюймів ртутного стовпа й тканину бомбардували 
одним або двома пострілами на плашку, причому тиск розривам мембрани встановлювали на 35 

1100 фунт/дюйм2. Тканину поміщали приблизно в 3,5 дюймах від 
затримуючого/обмежувального екрану. Умови трансформації в модельній системі були 
ідентичними за винятком використання 100-150 мг ембріогенної тканини, тиск розриву 
встановлювали на 650 фунт/дюйм2 і тканину поміщали приблизно в 2,5 дюймах від 
затримуючого екрану. 40 

Відбір трансформованих зародків  
Відбір трансформованих зародків проводили або з використанням гігроміцину (коли ген 

гігроміцин-В-фосфотрансферази (HPT) використовували в якості маркера, який селектується) 
або хлорсульфурона (коли ген ацетолактат-синтази (ALS) використовували в якості маркера, 
який селектується). 45 

Після бомбардування тканину поміщали у свіже середовище SB196 і культивували, як 
описано вище. Через шість-вісім днів після бомбардування SB196 заміняли свіжим SB196, що 
містить або 30 мг/л гігромицину, або 100 нг/мл хлорсульфурону залежно від використовуваного 
маркера, який селектується. Селективне середовище оновлювали щотижня. Через чотири-
шість тижнів після відбору спостерігали ріст зеленої трансформованої тканини з 50 

нетрансформованих некротичних ембріогенних кластерів.  
Дозрівання зародків  
Для отримання трансформантів виділену зелену тканину видаляли та інокулювали в 

багатолункові планшети для утворення за допомогою клонального розмноження нових 
трансформованих ембріогенних суспензійних культур. Трансформовані ембріогенні кластери 55 

культивували протягом чотирьох-шести тижнів у багатолункових планшетах при 26 °C в SB196 
під флуоресцентними лампами холодного білого світла (Phillips cool white Econowatt 
F40/CW/RS/EW) і лампами Agro (Phillips F40 Agro) (40 Вт) з фотоперіодом 16:8 год. при 
інтенсивності освітлення 90-120 мкЕрг/м2с. Після цього періоду часу зародкові кластери 
видаляли у твердому агаровому середовищі, SB166, протягом одного-двох тижнів, а потім 60 
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субкультивували в середовище SB103 на 3-4 тижні для дозрівання зародків. Після дозрівання 
на планшетах в SB103 окремі зародки видаляли із кластерів, сушили та піддавали скринінгу 
відносно змін у складі їх жирних кислот, як описано в прикладі 7.  

Для трансформацій у модельній системі дозрівання зародків забезпечували в рідкому 
середовищі для тканинного диференціювання та дозрівання сої (рідке середовище SНaМ; 5 

Schmidt et al., Cell Biology and Morphogenesis 24:393 (2005)) з використанням модифікованої 
процедури. Коротко, після 4 тижнів відбору в SB196, як описано вище, зародкові кластери 
видаляли в 35 мл SB228 (рідкого середовища SНaМ) в 250 мл колбу Ерленмеєра. Тканину 
підтримували в рідкому середовищі SНaМ на ротаційному струшувачі при 130 об./хв. і при 26 °C 
з освітленням флуоресцентними лампами холодного білого з фотоперіодом день/ніч 16:8 годин 10 

при інтенсивності світла 60-85 мкЕрг/м2/с протягом 2 тижнів до дозрівання зародків. Зародки 
вирощували протягом 2 тижнів у рідкому середовищі SНaМ були еквівалентними за розміром та 
вмістом жирних кислот зародкам, культив  

Прописи середовищ  
SB 196 - рідке середовище для проліферації FN Lite (на літр) 15 

MS FeEDTA - 100x матковий розчин 1                               10 мл 
MS сульфат - 100x матковий розчин 2                               10 мл 
Галогеніди FN Lite - 100x матковий розчин 3                     10 мл 
P, B, Mo FN Lite - 100x матковий розчин 4                         10 мл 
Вітаміни B5 (1 мл/л)                                                            1,0 мл 20 

2,4-D (кінцева концентрація 10 мг/л)                                  1,0 мл 
KNO3                                                                                    2,83 г 
(NH4)2SO4                                                                             0,463 г 
Аспарагін                                                                             1,0 г 
Сахароза (1 %)                                                                    10 г 25 

pН 5,8 
                                        Маткові розчини FN Lite 
Номер маткового розчину                                1000 мл        500 мл 
1 MS Fe EDTA, 100x матковий розчин 
Na2 EDTA*                                                  3,724 г        1,862 г 30 

FeSO4-7H2O                                               2,784 г        1,392 г 
*Додають у першу чергу, потім розчиняють у флаконі з темного скла при перемішуванні 
 
2 MS сульфат, 100x матковий розчин 
MgSO4 -7H2O                            37,0 г         18,5 г 35 

MnSO4 -H2O                              1,69 г          0,845 г 
ZnSO4 -7H2O                             0,86 г          0,43 г 
CuSO4 -5H2O                             0,0025 г      0,00125 г 
3 Галогеніди FN Lite, 100x матковий розчин 
CaСl2-2H2O                                 30,0 г          15,0 г 40 

KI                                                0,083 г        0,0715 г 
CoСl2 - 6H2O                               0,0025 г      0,00125 г 
4 P, B, Mo FN Lite, 100x матковий розчин 
KH2PO4                                       18,5 г          9,25 г 
H3BO3                                          0,62 г         0,31 г 45 

Na2MoО4-2H2O                            0,025 г       0,0125 г 
                          Щільне середовище SB1 (на літр) 
1 упаковка солей MS (Gibco/ BRL - № у каталозі 11117-066) 
1 мл вітамінів B5, 1000X матковий розчин  
31,5 г глюкози 50 

2 мл 2,4-D (кінцева концентрація 20 мг/л) 
pН 5,7 
8 г агару TC 
                         Щільне середовище SB199 (на літр) 
1 упаковка солей MS (Gibco/ BRL - № у каталозі 11117-066) 55 

1 мл вітамінів B5, 1000X матковий розчин 
30 г сахарози 
4 мл 2,4-D (кінцева концентрація 40 мг/л) 
pН 7,0 
2 г Gelrite 60 
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                        Щільне середовище SB 166 (на літр) 
1 упаковка солей MS (Gibco/ BRL - № у каталозі 11117-066) 
1 мл вітамінів B5, 1000X матковий розчин  
60 г мальтози 
750 мг гексагідрату MgСl2 5 

5 г активованого вугілля 
pН 5,7 
2 г gelrite 
                       Щільне середовище SB 103 (на літр) 
1 упаковка солей MS (Gibco/ BRL - № у каталозі 11117-066) 10 

1 мл вітамінів B5, 1000X матковий розчин 
60 г мальтози 
750 мг гексагідрату MgСl2 
pН 5,7 
2 г gelrite 15 

                        Щільне середовище SB 71-4 (на літр) 
1 флакон солей Gamborg's B5 із сахарозою (Gibco/BRL - № у каталозі 21153-036) 
pН 5,7 
5 г агару TC 
                        Матковий розчин 2,4-D 20 

Одержують попередньо приготованим від Phytotech № у каталозі D 295 - концентрація 1 
мг/мл. 

                         Матковий розчин вітамінів B5 (на 100 мл)  
Аліквоти зберігають при -20 °C 
10 г міоінозиту 25 

100 мг нікотинової кислоти 
100 мг піридоксину-HСl 
1 г тіаміну 
Якщо розчин не розчиняється досить швидко, застосовують низький рівень нагрівання за 

допомогою гарячої плити для нагрівання.  30 

SB 228 - середовище для тканинної диференціації та дозрівання сої (SНaМ) (на літр) 
DDI H2O                                                        600 мл 
Макросолі FN-Lite для SHaM, 10X              100 мл 
Мікросолі MS, 1000x                                    1 мл 
MS FeEDTA, 100x                                        10 мл 35 

CaCl, 100x                                                    6,82 мл 
Вітаміни B5, 1000x                                       1 мл 
L-метіонін                                                      0,149 г 
Сахароза                                                       30 г 
Сорбіт                                                            30 г 40 

Доводять обꞌєм до 900 мл 
pН 5,8 
Автоклавують 
Додають в охолоджене середовище (<30 °C): 
*глутамін (кінцева концентрація 30 нМ) 4 % 110 мл 45 

*Примітка: Кінцевий обꞌєм буде становити 1010 мл після додавання глутаміну. 
Оскільки глутамін розкладається відносно швидко, його краще додавати безпосередньо 

перед застосуванням середовища. Закінчення строку придатності відбувається через 2 тижні 
після додавання глутаміну; базове середовище можна зберігати довше без глутаміну. 

                     Макросолі FN-Lite для SHAM, 10X - матковий розчин № 1 (на літр) 50 

(NH4)2SO4 (сульфат амонію)                                     4,63 г 
KNO3 (нітрат калію)                                                    28,3 г 
MgSo4*7H2O (гептагідрат сульфату магнію)              3,7 г 
KH2PO4 (фосфат калію, одноосновний)                    1,85 г 
Доводять до об'єму  55 

Автоклавують 
                     Мікросолі MS, 1000X - матковий розчин № 2 (на 1 літр) 
H3BO3 (борна кислота)                                                6,2 г 
MnSO4*H2O (моногідрат сульфату марганцю)           16,9 г 
ZnSO4*7H2О (гептагідрат сульфату цинку)                8,6 г 60 
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Na2MoО4*2H2О (дигідрат молібдату натрію)              0,25 г 
CuSO4*5H2О (пентагідрат сульфату міді)                  0,025 г 
CoСl2*6H2О (гексагідрат хлориду кобальту)              0,025 г 
KI (йодид калію)                                                          0,8300 г 
Доводять до об'єму 5 

Автоклавують 
                     Fe EDTA, 100X - матковий розчин № 3 (на літр) 
Na2EDTA* (EDTA натрію)                                           3,73 г 
Fe SO 4*7H2О (гептагідрат сульфату заліза)             2,78 г 
*EDTA повинен повністю розчинитися перед додаванням заліза. 10 

Доводять до об'єму  
Розчин є світлочутливим. Флакон(и) повинні бути загорнуті у фольгу щоб уникнути світла. 
Автоклавують 
                    Ca, 100X - матковий розчин № 4 (на літр) 
CaСl2*2H2О (дигідрат хлориду кальцію)                     44 г 15 

Доводять до об'єму 
Автоклавують 
                     Вітаміни B5, 1000X - матковий розчин № 5 (на літр) 
Тіамін*HСl                            10 г 
Нікотинова кислота              1 г 20 

Піридоксин*HСl                    1 г 
Міоінозит                              100 г 
Доводять до об'єму 
Зберігають замороженим 
                     4 % Глутамін - матковий розчин № 6 (на літр) 25 

DDI вода, підігріта до 30 °C              900 мл 
L-глутамін                                          40 г 
Поступово додають при перемішуванні та застосуванні слабкого нагрівання.  
Не перевищують температуру 35 °C. 
Доводять до об'єму 30 

Стерилізують фільтруванням 
Зберігають замороженим* 
*Примітка: підігрівають розморожений матковий розчин на бані температурою 31 °C для 

повного розчинення кристалів. 
Регенерація соматичних зародків сої в рослини 35 

Для отримання цілих рослин з ембріогенних суспензійних культур тканину потрібно 
регенерувати. Забезпечували дозрівання зародків, як описано вище. Після субкультивування на 
середовищі SB103 протягом 3 тижнів окремі зародки можна вилучити з кластерів і піддати 
скринінгу щодо змін у складі їх жирних кислот, як описано в прикладі 7. Слід зазначити, що на 
цій стадії можна піддати скринінгу будь-який фенотип, який виявляється, і який є результатом 40 

експресії генів, які представляють інтерес. Він включає без обмеження зміни в профілі жирних 
кислот, профіль білків і їх склад, склад вуглеводів, швидкість росту, життєздатність або 
здатність до нормального розвитку в рослину сої. 

Зрілі окремі зародки висушували шляхом поміщення їх у порожню невелику чашку Петрі (35 
x 10 мм) приблизно на 4-7 днів. Планшети обертали волокнистою стрічкою (створюючи 45 

невелику камеру з регульованою вологістю). Висушені зародки висаджували в середовище 
SB71-4, де їх залишили проростати за тих самих умов культивування, що описані вище. 
Пророщені саджанці видаляли із середовища для проростання та ретельно промивали водою, 
а потім висаджували в середовище Redi-Earth в 24-лунковий пакувальний підніс, накривали 
прозорим пластиковим куполом. Через 2 тижні купол видаляли і рослини піддавали 50 

загартовуванню протягом додаткового тижня. Якщо саджанці виглядали загартованими, їх 
пересаджували в 10" горщик із середовищем Redi-Earth у кількості до 3 саджанців на горщик. 
Після 10-16 тижнів зріле насіння збирали, лущили та аналізували відносно жирних кислот. 

ПРИКЛАД 16 
Система для скринінгу по відношенню до мегануклеазної активності на основі дріжджів 55 

Створювали штами дріжджів для скринінгу в якості хазяїв для скринінгу по відношенню до 
мегануклеазної активності. Ген дріжджів Ade2 (Genetika 1987 Jul-23(7):1141-8) (SEQ ID NO: 36) 
використовували як маркерний ген з видимим проявом, а також як маркер, який селектується, 
на схемі, зображеній на фігурі 7. Фрагменти гена, що відповідають першим 1000 нуклеотидам 
кодуючої послідовності, Ade2 (5ꞌ-фрагмент Ade2) і останнім 1011 нуклеотидам кодуючої 60 



UA   123532   C2 

40 

послідовності, Ade2 (3ꞌ-фрагмент Ade2), руйнували за допомогою  
Між 5ꞌ-фрагментом Ade2 і 3ꞌ-фрагментом Ade2 знаходились 305 нуклеотидів дуплікованих 

послідовностей. Отримані в результаті конструкції використовували для заміщення гена Ade2 
(положення нуклеотидів 566193-564480 у хромосомі 15) штаму дріжджів BY4247. Отримані в 
результаті штами дріжджів для скринінгу VER8145, VER8189 і HD1327 можна охарактеризувати 5 

як BY4742 MАТa his3delta1 leu2delta0 lys2delta0 ura3delta0 Gal2+. Якщо розрізання 
мегануклеазою відбувається між дуплікованими послідовностями, може відбуватися 
гомологічна рекомбінація, у результаті чого утворюється функціональний ген Ade2.  

Утворення функціонального гена Ade2 можна застосовувати в якості критерію відбору: якщо 
дріжджові клітини ростуть на середовищі з нестачею аденіну, то до росту здатні тільки ті з них, 10 

які мають функціональний ген Ade2.  
Утворення функціонального гена Ade2 також можна використовувати як критерій скринінгу. 

Клітини дріжджів з функціональним геном Ade2 були білими, тоді як такі, у яких відсутнє 
функціонування Ade2, проявляли червоне забарвлення у зв'язку з більш раннім 
нагромадженням метаболіту в шляху біосинтезу аденіну, що в результаті призводить до 15 

утворення червоних колоній з білими секторами, показаному на фігурах 8 і 9. Ступінь утворення 
білих секторів, що іноді поширюється на цілі колонії, вказує на величину активності розрізання, 
властивої мегануклеазам. Оскільки фенотип утворення секторів є якісним показником 
мегануклеазної активності, задіяли числову систему кількісних показників 0-4. Як показано на 
фігурі 9, кількісний показник 0 означає, що білі сектори не спостерігалися (було відсутнє 20 

розрізання мегануклеазами); кількісний показник 4 означає повністю білі колонії (повне 
розрізання сайту розпізнавання); кількісні показники 1-3 означають проміжні фенотипи 
утворення білих секторів (і проміжні ступені розрізання сайту розпізнавання). 

ПРИКЛАД 17 
Аналіз варіантних послідовностей розпізнавання для мегануклеази LIG3-4 і MHP14+ у маїсі 25 

Для демонстрації активності розщеплення ідентифікованих у даному документі варіантних 
сайтів розпізнавання in planta варіантний сайт розпізнавання, який зустрічається в природі, 
(SEQ ID NO: 11) для мегануклеази MHP14+ ідентифікували в маїсі та активність його 
розщеплення in planta (вимірювана по частоті мутагенезу сайту розпізнавання) і активність 
розщеплення in vitro порівнювали з активністю розщеплення припустимого сайту розпізнавання 30 

для MHP14+. 
Для визначення активності розщеплення сайтів розпізнавання in planta плазмідну ДНК, що 

містить касету експресії для мегануклеази MHP14+, доставляли в зародки маїсу за допомогою 
бомбардування частинками для забезпечення можливості виникнення двониткового розриву з 
наступною ПЛР у реальному часі, яку здійснювали з аналізами TaqМan, які охоплюють сайти 35 

розпізнавання. Відносне число копій розраховували за допомогою способу ∆∆Сt відносно 
внутрішнього контролю в аналізі TaqМan з використанням нетрансформованих зародків в якості 
калібруючого стандарту. Зародки з відносним числом копій менше 0,8 вважали розщепленими 
та/або мутованими. Активність розщеплення мегануклеазою in vitro аналізували, як описано в 
прикладі 9 на плазмідній ДНК. 40 

Активність розщеплення плазмідної ДНК in vitro у варіантному сайті розпізнавання SEQ ID 
NO:11 була приблизно в 3 рази ефективнішою, ніж у припустимому сайті розпізнавання з SEQ 
ID NO: 14, залежно від температури реакційної суміші (див. фігуру 10A). Подібну тенденцію 
спостерігали in planta, причому 35 % зрілих демонстрували розщеплення в ендогенному 
варіантному сайті розпізнавання, що підтверджувалося мутагенезом, хоча тільки 15 % 45 

демонстрували розщеплення (мутагенез) у припустимому сайті розпізнавання (див. фігуру 10B). 
Подібний аналіз можна здійснювати для варіантних сайтів розпізнавання для LIG3-4, 

описаних у даному документі або для будь-яких інших ідентифікованих варіантних сайтів 
розпізнавання. Очікується, що частоти модифікації сайту, у тому числі делеції, вставки або 
будь-які комбінації цих двох модифікацій, будуть підвищуватися для інших варіантних сайтів 50 

розпізнавання з покращеною активністю розщеплення, ідентифікованих у прикладі 10 (-7C, 8T 
(Lig3-4); -11C, -7C, -2G, -1T, +8T (Lig3-4); -11C, -7C, -1T, +8T (Lig3-4); -3A, -2G, -1T, +2A, +7T, 
+8G, +11G (MHP14+); -3A, -2G, -1T, +2A, +7T, +8G, +11A (MHP14+); -3A, -2G, -1T, +7T, +8G, 
+11G (MHP14+); -2G, -1T, +2A, +7T, +8G, +11G (MHP14+); -2G, -1T, +7T, +8G, +11G (MHP14+), 
що відповідають SEQ ID NO: 13-35) або будь-якого іншого варіантного сайту розпізнавання, 55 

ідентифікованого за допомогою способу, описаного в даному документі, які будуть штучно 
вбудовувати в геном. 

ПРИКЛАД 18 
Аналіз варіантних послідовностей розпізнавання для мегануклеази LIG3-4 і MHP14+ у сої 
Для тестування припустимих і варіантних сайтів розпізнавання для мегануклеаз LIG3-4 і 60 
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MHP14+ у дводольній рослині, такій як соя, послідовності сайтів розпізнавання маїсу можна 
клонувати в ДНК конструкції для трансформації та вводити в сою за допомогою біолістичної 
трансформації, як описано в прикладі 15.  

Порівняння декількох сайтів розпізнавання, розташованих в одному тому ж локусі 
Для порівняння активності розщеплення (ефективностей розрізання) у різних 5 

послідовностей розпізнавання можна розташувати кілька послідовностей розпізнавання в одній 
ДНК конструкції та ввести різні конструкції, що містять кілька сайтів розпізнавання переважно в 
тому самому геномному локусі для виключення ефектів розташування. Трансформаційна 
система на основі FLP/ FRT-опосередкованої сайт-специфічної інтеграції є цінним інструментом 
для досягнення вищевикладеної мети шляхом розташування різних донорних ДНК конструкцій у 10 

раніше охарактеризованих цільових сайтах (Plant Physiology, Li et al., 2009; заявка на патент 
США №12/634775). Після того, як сайти розпізнавання інтегрувалися в геном сої, трансгенні 
трансформанти з однією копією можна ідентифікувати, характеризувати та вибирати в якості 
нових матеріалів для наступної трансформації відповідними мегануклеазами для оцінки 
активності розщеплення (ефективності розрізання) кожного сайту розпізнавання відповідною 15 

йому мегануклеазою. Оскільки кілька сайтів розпізнавання введені в той самий геномний сайт, 
ефективність розрізання відповідними мегануклеазами можна порівняти.  

Із цією метою припустимий сайт розпізнавання для LIG34 (SEQ ID NO:13), а також 
припустимі сайти розпізнавання для MHP14+ (SEQ ID NO:14) і MS26 (SEQ ID NO: 37) клонували 
в донорну конструкцію для SSI PHP57712 (SEQ ID NO: 38) між геном маркера, який 20 

селектується, GM-ALS і касет з генами ознак надекспресії DGAT2 (діацилгліцерол-
ацилтрансферази) для надекспресії для високого вмісту масла, штучної мікроРНК для 
косупресії FAD3 ( ω-3-десатурази) для високого вмісту ненасичених жирних кислот і косупресії 
GAS (галактинол-синтази) за допомогою шпильки для високого рівня доступної енергії (фігура 
11 A). Трансгенні трансформанти з донорною ДНК PHP57712, інтегрованою в декілька раніше 25 

охарактеризованих геномних сайтів, одержували за допомогою біолістичної SSI трансформації 
сої частинками, як описано вище. Трансгенні трансформанти із чистими вставками генів ознак і 
послідовностей розпізнавання для мегануклеази відбирали, і їх будуть використовувати для 
наступного раунду трансформації мегануклеазами LIG34, MS26 і MHP14+ для дослідження 
активності розщеплення трьох припустимих сайтів розпізнавання.  30 

Порівняння припустимих сайтів розпізнавання у порівнянні та варіантних сайтів 
розпізнавання, розташованих у тому самому локусі 

Варіантний сайт розпізнавання для LIG3-4 (SEQ ID NO:22) і варіантний сайт розпізнавання 
для MHP14+ (SEQ ID NO:35), а також припустимий сайт розпізнавання для MS26 (SEQ ID NO: 
37) клонували в іншу донорну конструкцію SSI PHP62252 (SEQ ID NO: 39) (фігура 11 B) і 35 

трансформували в деякі з тих же геномних сайтів сої за допомогою SSI трансформації. 
Трансгенні трансформанти із чистими вставками генів ознак і послідовностей розпізнавання для 
мегануклеази будуть відбирати і будуть використовувати для іншого раунду трансформації 
мегануклеазами MS26, MHP14+ і LIG34 для дослідження активностей розщеплення сайтів 
розпізнавання. Оскільки всі сайти розпізнавання введені в ті самі геномні сайти, ефективності 40 

розрізання різних сайтів розпізнавання можна порівняти більш змістовно. Активність 
розщеплення варіантних сайтів розпізнавання для LIG3-4 і MHP14+ (SEQ ID NO: 22 і 35) можна 
порівняти з активністю розщеплення їх припустимим сайтам розпізнавання (SEQ ID NO: 13 і 14), 
як описано в прикладі 17. 

ПРИКЛАД 19 45 

Спосіб націлювання вставки полінуклеотиду, який представляє інтерес, у специфічний 
хромосомний сайт у геномі рослини 

Нуклеотидну послідовність, що містить варіабельну послідовність розпізнавання засобом 
для індукції двониткового розриву, вводили в геном цільового організму, досягаючи цільового 
сайту (який містить варіабельну послідовність розпізнавання) для вставки нуклеотидних 50 

послідовностей, які представляють інтерес. Можна потім отримати бібліотеку стабільних рослин 
або культивованих тканин, яка містить варіабельний сайт розпізнавання в різних положеннях по 
всьому геному рослини. 

Одним прикладом таких варіантних сайтів розпізнавання є SEQ ID NO: 15, 16, 17, 18, 19, 20 і 
21, які можуть розщеплюватися мегануклеазою LIG3-4, яка кодується SEQ ID NO: 1. Іншим 55 

прикладом варіантних сайтів розпізнавання є SEQ ID NO: 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 
33, 34 і 35, які можуть розщеплюватися мегануклеазою MHP14+, яка кодується SEQ ID NO: 3. В 
одному варіанті здійснення SEQ ID NO: 15, 16, 17, 18, 19, 20 і 21 і SEQ ID NO: 23, 24, 25, 26, 27, 
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 і 35 не є ендогенними відносно геному маїсу або рослини. 

Після того, як були отримані стабільна рослина або культивована тканина, фрагмент ДНК, 60 
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який містить полінуклеотид, який представляє інтерес, вводили в стабільно трансформовану 
рослину або тканини з наявністю білка, що індукує двонитковий розрив, такого як білок 
мегануклеази. Цей процес призводить в результаті до вставки полінуклеотиду, який 
представляє інтерес, у варіабельну послідовність розпізнавання. 

Вважається, що трансформована рослина може містити кілька цільових сайтів, наприклад, 5 

без обмеження кілька сайтів розпізнавання, які можуть розщеплюватися засобом для індукції 
двониткового розриву, а також сайти рекомбінації, такі як сайти FRT або сайти LOX. Приклади 
сайтів розпізнавання відомі в даній технічній галузі та включають сайти FRT (див., наприклад, 
Schlake and Bode (1994) Biochemistry 33:12746-12751; Huang et al. (1991) Nucleic Acids Research 
19:443-448).  10 

ПРИКЛАД 20 
Вловлювання геномних варіантних сайтів розпізнавання ендонуклеазою Cas і створення 

бібліотек для глибокого секвенування Illumina 
Для вловлювання в геномній ДНК варіантних сайтів розпізнавання для засобів, що рідко 

розщеплюють ДНК, для індукції двониткового розриву, у яких більша частина розщеплених 15 

продуктів дасть в результаті тупі кінці, як наприклад, для ендонуклеаз Cas (Gasiunas et al. (2012) 
Proc. Natl. Acad. Sci.USA 109:E2579-86, Jinek et al. (2012) Science 337:816-21), можна 
використовувати приєднання аденіну до 3'-кінців розщепленого(их) варіантного(их) сайту(ів) 
розпізнавання в геномній ДНК. Адаптери, що містять комплементарний 3'-тиміновий липкий 
кінець можна потім використовувати для селективного лігування з тупими кінцями, які 20 

утворюються в результаті розщеплення ендонуклеазою Cas, і збагачення ними. 
Для створення матеріалу для вловлювання геномних варіантних сайтів розпізнавання 

будуть проводити in vitro аналізи розщеплення, та очищення будуть проводити, по суті, як 
описано в прикладі 3, за винятком того, що замість білка мегануклеази будуть використовувати 
очищений білок ендонуклеази Cas і компонент(и)-нуклеїнові кислоти, необхідні для утворення 25 

функціонального комплексу ендонуклеази Cas, здатного до розщеплення цільового сайту ДНК. 
Реакції in vitro можна проводити в різних буферах, при різних температурах або з різними 
значеннями довжини(довжин) інкубації для одержання ідеальних умов розщеплення 
ендонуклеазою Cas. 

3'-липкий кінець з одного аденіну будуть потім приєднувати до розщеплених ендонуклеазою 30 

Cas тупих кінців при інкубуванні з розщепленою in vitro геномною ДНК при 37 °C протягом 30 
хвилин в 50 мкл реакційної суміші, що містить ATP, 1× буфер Кленова (NЕВnext) і 15 фрагмента 
Кленова ( без екзонуклеазної активності) і очищати. Нефосфорильовані або фосфорильовані 
біотинільовані адаптери, синтезовані та очищені за допомогою HPLC, що містять 3'-тиміновий 
нуклеотидний липкий кінець, комплементарний 3'-аденіновому нуклеотидному липкому кінцю, 35 

можна потім лігувати із приблизно 2 мкг розщепленої ендонуклеазою Cas подовженою аденіном 
3' геномною ДНК в 100 мкл реакційної суміші з лігазою T4 (NEB). Отримані в результаті ліговані 
з адаптером, розщеплені ендонуклеазою Cas припустимі та варіантні сайти розпізнавання 
можна потім збагачувати, секвенувати й ідентифікувати, подібно описаним у прикладах 4, 6,  
7 і 8. 40 

 
 
 



UA   123532   C2 

43 

 
 
 



UA   123532   C2 

44 

 
 



UA   123532   C2 

45 

 
 



UA   123532   C2 

46 

 
 



UA   123532   C2 

47 

 
 



UA   123532   C2 

48 

 
 



UA   123532   C2 

49 

 
 



UA   123532   C2 

50 

 
 
 



UA   123532   C2 

51 

 
 



UA   123532   C2 

52 

 
 



UA   123532   C2 

53 

 
 



UA   123532   C2 

54 

 
 



UA   123532   C2 

55 

 
 



UA   123532   C2 

56 

 
 



UA   123532   C2 

57 

 
 



UA   123532   C2 

58 

 
 
 



UA   123532   C2 

59 

 
 



UA   123532   C2 

60 

 
 



UA   123532   C2 

61 

 
 



UA   123532   C2 

62 

 
 



UA   123532   C2 

63 

 
 
 



UA   123532   C2 

64 

 
 



UA   123532   C2 

65 

 
 



UA   123532   C2 

66 

 
 



UA   123532   C2 

67 

 
 



UA   123532   C2 

68 

 
 



UA   123532   C2 

69 

 
 



UA   123532   C2 

70 

 
 



UA   123532   C2 

71 

 
 
 



UA   123532   C2 

72 

 
 

ФОРМУЛА ВИНАХОДУ 
 

1. Спосіб ідентифікації варіантного сайта розпізнавання для сконструйованого засобу, що рідко 5 

розщеплює, для індукції двониткового розриву, здатного до введення рідкого двониткового 
розриву в припустимий сайт розпізнавання, причому зазначений спосіб включає 
a) приведення в контакт геномної ДНК із сконструйованим засобом, що рідко розщеплює, для 
індукції двониткового розриву, здатним до введення двониткового розриву в розпізнавання 
зазначену геному ДНК, де двонитковий розрив приводить у результаті до утворення 10 

нуклеотидного липкого кінця; 
b) лігування першого адаптера із зазначеним нуклеотидним липким кінцем; 
c) розрізання лігованої ДНК, отриманої на стадії (b), і лігування щонайменше одного другого 
адаптера з розрізаним нуклеотидним кінцем для забезпечення ампліфікації та секвенування 
фрагментів геномної ДНК, що оточують двонитковий розрив; 15 

d) вирівнювання нуклеотидних послідовностей фрагментів ДНК, отриманих в (с), з еталонною 
геномною послідовністю ДНК; та 
e) ідентифікацію варіантного сайта розпізнавання, що містить зміну щонайменше по одній 
нуклеотидній основі в порівнянні з припустимим сайтом розпізнавання зазначеного 
сконструйованого засобу для індукції двониткового розриву. 20 

2. Спосіб за п. 1, де сконструйований засіб, що рідко розщеплює, для індукції двониткового 
розриву вибирають із групи, що складається з мегануклеази, нуклеази "цинкові пальці", TAL-
ефекторної нуклеази, транспозази і сайт-специфічної рекомбінази. 
3. Спосіб за п. 1, де нуклеотидний липкий кінець являє собою 3'-нуклеотидний липкий кінець. 
4. Спосіб за п. 1, де нуклеотидний липкий кінець являє собою 5'-нуклеотидний липкий кінець. 25 

5. Спосіб за п. 1, де перший адаптер, лігований з нуклеотидним липким кінцем, являє собою 
нефосфорилований по 5' адаптер. 
6. Спосіб за п. 1, де геномну ДНК вибирають із групи, що складається із прокаріотичної ДНК, 
еукаріотичної ДНК і синтетичної ДНК. 
7. Спосіб за п. 6, де еукаріотичну ДНК виділяють із рослини, дріжджів або тварини. 30 

8. Спосіб за п. 7, де рослину вибирають із групи, що складається із сої, соняшнику, бавовнику, 
люцерни, каноли, тютюну, картоплі, Arabidopsis, сафлору, маїсу, рису, сорго, ячменя, пшениці, 
проса, вівса, цукрової тростини, газонної трави та проса прутоподібного. 
9. Спосіб за п. 1, де засіб для індукції двониткового розриву отримують із I-CreI. 
10. Спосіб ідентифікації варіантного сайта розпізнавання з покращеною активністю 35 

розщеплення для сконструйованого засобу, що рідко розщеплює, для індукції двониткового 
розриву, здатного до введення рідкого двониткового розриву в припустимий сайт розпізнавання, 
причому зазначений спосіб включає 
a) приведення в контакт геномной ДНК із сконструйованим засобом, що рідко розщеплює, для 



UA   123532   C2 

73 

індукції двониткового розриву, здатним до введення двониткового розриву в розпізнавання 
зазначену геному ДНК, де двонитковий розрив приводить у результаті до утворення 
нуклеотидного липкого кінця; 
b) лігування першого адаптера із зазначеним нуклеотидним липким кінцем; 
c) розрізання лігованої ДНК, отриманої на стадії (b), і лігування другого адаптера з розрізаним 5 

нуклеотидним кінцем для забезпечення ампліфікації та секвенування фрагментів геномної ДНК, 
що оточують двонитковий розрив; 
d) вирівнювання нуклеотидних послідовностей фрагментів ДНК, отриманих в (с), з еталонною 
геномною послідовністю ДНК; та 
e) ідентифікацію варіантного сайта розпізнавання, що містить зміну щонайменше по одній 10 

нуклеотидній основі в порівнянні з припустимим сайтом розпізнавання зазначеного 
сконструйованого засобу, що рідко розщеплює, для індукції двониткового розриву; 
f) аналіз активності сконструйованого засобу, що рідко розщеплює, для індукції двониткового 
розриву у варіантних сайтах розпізнавання з (d); та 
g) ідентифікацію варіантного сайта розпізнавання, який приводить в результаті до підвищеної 15 

активності сконструйованого засобу, що рідко розщеплює, для індукції двониткового розриву в 
порівнянні з активністю в припустимому сайті розпізнавання. 
11. Спосіб за п. 10, де про підвищену активність сконструйованого засобу, що рідко розщеплює, 
для індукції двониткового розриву свідчить 
a) вищий відсоток (%) розщеплення варіантного сайта розпізнавання в порівнянні з відсотком 20 

(%) розщеплення припустимого сайта розпізнавання, де сайти розпізнавання розташовані на 
геномній ДНК; 
b) вищий відсоток (%) розщеплення варіантного сайта розпізнавання в порівнянні з відсотком 
(%) розщеплення припустимого сайта розпізнавання, де сайти розпізнавання розташовані на 
плазмідній ДНК; 25 

c) вища оцінка в аналізі на дріжджах для варіантного сайта розпізнавання в порівнянні з 
припустимим сайтом розпізнавання; або 
d) будь-яка комбінація (а), (b) і (с). 
12. Спосіб націлювання вставки полінуклеотиду, який представляє інтерес, у специфічний 
хромосомний сайт у геномі рослини, причому зазначений спосіб включає 30 

a) трансформацію рослинної клітини або рослини фрагментом ДНК, що містить полінуклеотид, 
який представляє інтерес, де зазначений геном зазначених рослинної клітини або рослини 
містить щонайменше один варіантний сайт розпізнавання, вибраний із групи, що складається з 
SEQ ID NO: 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 і 35; 
b) забезпечення мегануклеази, здатної утворювати двонитковий розрив у варіабельному сайті 35 

розпізнавання з (а); і 
c) відбір зазначених рослинної клітини або рослини, що містить зазначений полінуклеотид, який 
представляє інтерес, інтегрований у зазначений варіантний сайт розпізнавання. 
13. Спосіб за п. 12, де забезпечення зазначеної мегануклеази включає інтеграцію в геном 
зазначених рослинних клітин нуклеотидної послідовності, що кодує мегануклеазу SEQ ID NO: 3. 40 

14. Рослина або рослинна клітина, отримана за допомогою способу за п. 12. 
15. Спосіб ідентифікації варіантного сайта розпізнавання для сконструйованого засобу, що рідко 
розщеплює, для індукції двониткового розриву, здатного до введення рідкого двониткового 
розриву в припустимий сайт розпізнавання, причому зазначений спосіб включає 
a) приведення в контакт геномної ДНК із сконструйованим засобом, що рідко розщеплює, для 45 

індукції двониткового розриву, здатного до введення двониткового розриву в зазначену геномну 
ДНК, де двонитковий розрив приводить у результаті до утворення тупого кінця; 
b) створення нуклеотидного липкого кінця з тупого кінця з (а); 
c) лігування першого адаптера з нуклеотидним липким кінцем з (b); 
d) розрізання лігованої ДНК, отриманої на стадії (с), і лігування щонайменше одного другого 50 

адаптера з розрізаним нуклеотидним кінцем для забезпечення ампліфікації та секвенування 
фрагментів геномної ДНК, які оточують двонитковий розрив; 
e) вирівнювання нуклеотидних послідовностей фрагментів ДНК, отриманих в (d), з еталонною 
геномною послідовністю ДНК; та 
f) ідентифікацію варіантного сайта розпізнавання, що містить зміну щонайменше по одній 55 

нуклеотидній основі в порівнянні з припустимим сайтом розпізнавання зазначеного 
сконструйованого засобу для індукції двониткового розриву. 
16. Спосіб за п. 1 або п. 15, де сконструйований засіб, що рідко розщеплює, для індукції 
двониткового розриву являє собою ендонуклеазу Cas. 
17. Спосіб за п. 16, де ендонуклеаза Cas здатна до утворення комплексу з направляючою РНК, 60 
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де зазначений комплекс дозволяє ендонуклеазі Cas вводити двонитковий розрив у зазначену 
геномну ДНК. 
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