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Eljaras fitaz kifejezésére transzgenikus névényekben, valamint eljaras

ilyen névények eldallitasara és felhasznalasara

KIVONAT

A taldlmany targya eljarés fitaz kifejezésére transzge-
nikus névényekben vagy ndvényi szervekben, vala-
mint eljaras ilyen ndvények elGallitasara. Novényeket
olyan DNS expresszios konstrukcidkkal transzformal-
nak, amely konstrukciok egy mikrobidlis eredeti
fitizt kodolé gént tartalmaznak olyan szabalyozd
szekvencidk mogé épitve, amelyek képesek a fitaz ki-

A leirads terjedelme 24 oldal (ezen beliil 10 lap dbra)

fejez6dését vezérelni konstitutiven és/vagy szdvetspe-
cifikusan.

A taldlmany szerint elGallitott transzgenikus nové-
nyek vagy novényi szervek killénbodzé ipari folyama-
tokban alkalmazhatdk, akar kézvetleniil, példaul allati
tapokban, akar kdzvetve, az expresszalt fitazt extrahal-
va és sziikség esetén felhaszndlas el6tt tisztitva.
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A taldlmany tdrgya eljaras fitdz el6allitasara transzgeni-
kus névényekben, eljaras ilyen novények elBallitdsara,
valamint az igy elGallitott fitdz felhasznalasara ipari fo-
lyamatokbarn.

A foszfor minden szervezet névekedéséhez nélkii-
lozbetetlen elem. Az allatdllomany tartisa soran a tapot
ki kell egésziteni szervetlen foszforral, hogy j6 noveke-
dési teljesitményt kapjunk az egygyomru allatoknal
(példaul sertések, csirkék, halak).

Ezzel ellentétben nincs sziikség szervetlen foszfat
hozziadaséra a kér6dzé allatok tapjaihoz. A benddben
Jjelenlevé mikroorganizmusok olyan enzimeket termel-
nek, amelyek katalizaljak a fitat (mio-inozit-hexakisz-
foszfét) inozitta és szervetlen foszfattd alakulasat.

A fitat tartalék-foszforforrasként jelentkezik majd-
nem az 0sszes, novénybdl szarmazd tapban [a téma
részletes osszefoglaldsa: Phytic acid, chemistry and
applications, E. Graf (ed)., Pilatus Press; Minneapolis,
MN, USA, (1986)]. Az osszes did, lisztes magvak, gu-
mok, olajos magvak, sporak és pollenek 1-3%-a fitat.
A fitinsav komplex soit fitinnek nevezik. A fitinsavat
karos tipkomponensnek tartjak, mivel kelatot képez az
dsvanyi anyagokkal, példdul a kalciummal, magnézi-
ummal, cinkkel, vassal, és képes a fehérjékkel is reagal-
ni, ezzel csokkentve a fehérjék és a taplalkozasi szem-
pontjabol fontos asvanyi anyagok biologiai hozzaférhe-
tOségét.

A fitat foszfor keresztiilhalad az egyszeri gyomrt
allatok emésztSrendszerén, és a tragyaba kivalasztodik.
Jollehet a fitat bizonyos mértékben hidrolizal a gyomor-
ban, az igy felszabadult szervetlen foszfatnak nincsen
tapértéke, mivel a szervetlen foszfat csak a vékonybél-
ben szivodik fel. Ennek az a kdvetkezménye, hogy a
tapérték szempontjabol fontos foszfat jelent6s mennyi-
ségét nem hasznositjak az egyszerd gyomru allatok, an-
nak ellenére, hogy megtalalhaté a tapban.
vetkezményei is vannak. Az intenziv allattartds hatal-
mas mértékben megndvekedett az elmilt évtizedben.
Ennek az a kdvetkezménye, hogy a keletkez6 tragya
mennyisége is megnétt, és a vildg kilonbozd részein
kérnyezeti problémakat okozott. A tragyabol szarmazo
foszfat akkumulalodasa a felszini vizekben okozza
részben az eutrofizaciot.

A mikroorganizmusok altal termelt enzimek, ame-
lyek a fitat inozitra és szervetlen foszfatra valé atalaku-
lasat okozzak, széles korben fitiz néven ismertek.
A fitdztermelé mikroorganizmusok kozé tartoznak a
baktériumok, példaul a Bacillus subtilis [V. K. Paver
and V. J. Jagannathan, J. Bacteriol., 151, 1102 (1982)],
és a Pseudomonas [D. J. Cosgrove, Austral J. Biol. Sci.,
23, 1207 (1970)]; éleszt6k, példaul a Saccharomyces
cerevisiae [N. R. Nayini and P. Markakis, Lebensmittel
Wissenschaft und Technologie, 17, 24 (1984)]; vala-
mint a gombak, példiul az Aspergillus terreus [K.
Yamada, Y. Minoda and S. Yamamoto, Agric. Biol.
Chem., 32, 1275 (1986)]. Kiilonb6z6 mas Aspergillus
fajokrél ismert, hogy fitazt termelnek, ezek koziil az
Aspergillus ficuum 4ltal termelt fitazrél megallapitot-
tak, hogy a legmagasabb specifikus aktivitassal rendel-
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kezik, valamint a hdstabilitasa jobb, mint a mas mikro-
organizmusok altal termelt fitazoké [van Gorcom et al.,
89202436.5 szamu Eurdpai szabadalmi bejelentés, pub-
likaciés szdma 0420358, 1989. szeptember 27.].

A fitadzok szdmos névényfajban jelen vannak [lasd
Loewus, F. A, In: Plant Biology, 9: ,,Inositol metabo-
lism in plants” (eds. D. J. Morré, W. F. Boss, F. A.
Loewus) 13]. Gellatly, K. S. and Lefebvre, D. D., Plant
Physiology (supplement), 93, abstract 562) emlitik a
burgonyagumokbél izolalt és jellemzett fitiz cDNS
klént. Gibson, D. M. et al.,, és Christen, A. A. et al., (J.
Cell Biochem., /12C, 1.407-es, illetve 1.402-es absztrak-
tok) emlitik az endogén fitdz szintézisét a széjabab
magvak csirdzasa soran. A névényi fitdzok azonban
rendszerint nem termelddnek elegend3 mennyiségben
ahhoz, hogy az ipari folyamatokban felhasznathatok le-
gyenek.

Azt az elképzelést, hogy mikrobialis fitazt kell adni
az egyszerl gyomru &llatok taplalékahoz, mar korabban
leirtak [Ware, J. H., Bluff, L. and Shieh, T. R.,
3297548 szdmu amerikai egyesiilt allamokbeli szaba-
dalmi leiras; Nelson, T. S., Shiech, T. R., Wodzinski, R.
J. and Ware, J. H., J. Nutrition 101, 1289 (1971)].
A mai napig azonban ezt az elképzelést nem lehetett
kereskedelmileg kiaknazni, mivel a mikrobidlis enzi-
mek eléallitasi koltsége magas [Y. W. Han, Animal
Feed Sci. and Technol., 24, 345 (1989]. Gazdasagi
okok miatt a szervetlen foszfort tovabb adagoljak az
egyszer( gyomru allatok taplalékahoz.

A fitazok egy¢éb ipari felhasznalasat is megtalaltak.
Egy ilyen alkalmazas példaul egy olyan ipari eljaras,
amely soran a keményit6t lisztes magvakbol, példaul
kukoricabol és bazabol allitjak el6. A mellékterméke-
ket, amelyek példaul a kukorica glutint tartalmazzak
egy ilyen nedves Orlési eljarasbol, dllati taplaléknak ad-
Jjak el. Az é4ztatasi eljaras soran fitazt adhatunk a rend-
szerthez. A kérilmények (T=50 °C, pH=5,5) idedlisak a
gomba fitazok szamara (lasd példaul a 0321 004 szam,
az Alko Ltd. cégnek megadott Eurdpai szabadalmi beje-
lentést). Eldnydsen, az emlitett eljaras melléktermékei-
bdl szarmazd allati tapanyagok fitat helyett foszfatot
fognak tartalmazni.

Az a vélemény is kialakult, hogy a fitdzokat a szdja-
feldolgozasban is lehet alkalmazni (lasd Finase TM en-
zimek, Alko, az Alko Ltd. altal kiadott termékinforma-
cios brostra, Rajamiki, Finnorszag). A szdjaliszt nagy
mennyiséget tartalmaz a taplalkozas szempontjabol ka-
ros fitatbdl, ami ezt a fehérjeforrast alkalmatlanna teszi
arra, hogy csecsemék taplalasara, halak, borjak, és
egy¢b nem kérddzo allatok etetésére hasznaljak. Ennek
az értékes fehérjének az enzimes javitisa megnoveli
ennek az anyagnak a tapértékét, valamint a kereskedel-
mi értékét.

Annak a lehetGségét vizsgaljuk, hogy értékes fehérjék
eléallitasara transzgenikus novények haszndlhatok-e.
A pillanatnyilag ismert példak az interferon elGallitisa
dohanyban [Goodman, R. M., Knauf, V. C., Houck, C.
M. and Comai, L., PCT/WO 87/00 865 (1987)], enkefali-
nok eldallitésa dohanyban (Brassica napus és Arabidop-
sis thaliana) [Vandekerchkove, J., Van Damme, J., Van



1 HU 215 164 B 2

Lijsebettens, M., Botterman, J., Deblock, M., DeClerq,
A., Leemans, J., Van Montagu, M. and Krebbers, E.,
Bio/Technol., 7, 929 (1989)], antitestek el8allitdsa do-
hanyban [Hiatt, A., Cafferkey, R. and Boedish, K,
Nature, 342, 76 (1990)}, valamint human szérum-albu-
min elballitisa dohényban és burgonyéaban [Sijmons P.
C., Dekker, B. M. M., Schrammeijer, B., Verwoerd, T.
C., van den Elzen, P. J. M. and Hoekema, A.,
Bio/Technol., 8, 217 (1990)].

A gyakorlatban egyre novekv6 szami ndvényfaj
transzformacioja, féleg a kétszikii fajoké (példaul a do-
hany, burgonya, paradicsom, Petiunia, Brassica) rutin
eljarassa valt a szakteriileten jartas szakemberek szama-
ra [Klee, H., Horsch, R. and Rogers, S., Annu. Rev.
Plant Physiol., 38, 467, (1987); Gasser, C. S. and
Fraley, R. T., Science, 244, 1293 (1989)]. Az idegen
gének nvényekben vald expresszidjanak stratégiaja jol
megalapozotta valt [Gasser, C. S. and Fraley, R. T.,
Science, 244, 1293 (1989)]. Novényi gének szabalyozd
szekvenciait azonositottak, amelyeket felhaszndltak
olyan kiméra gének készitésére, amelyeket expresszalni
lehet névényekben €s névényi sejtekben.

A gén-konstrukciok novényekbe valé bevezetésé-
hez szamos technol6gia ismert, példdul az Agro-
bacterium tumefacienssel vagy Agrobacterium rhizo-
genes-szel vald transzformacio. Ezt a stratégiat alkal-
mazva szamos ndvényi szdvetet hasznaltak fel, a va-
lasztas nagymértékben fliggétt a novényfajtol és szovet-
tenyészetben valo elérhetdségét6l. A sikeres példak ko-
z¢ tartoznak a protoplasztok, mikrosporak vagy polle-
nek, valamint az explantumok, igymint a levelek, sza-
rak, gyokerek, hipokotilok és kotilok transzformacioi.
Emellett hasznaljak a DNS direkt bejuttatasi modszerét
protoplasztokba és ndvényi sejtekbe vagy szovetekbe,
példaul a mikroinjektalast, elektroporaciot, részecske
bombazast és kozvetlen DNS-felvételt [Gasser, C. S.
and Fraley, R. T., Science, 244, 1293 (1989)].

Fehérjéket a novényi magvakban szamos kiilonboz6
expresszids rendszerrel el6 lehet allitani. Példaul, egy
konstitutiv promoter, tigymint a karfiol mozaikvirus
(CaMV) [Guilley, H., Dudley, R. K., Jonard, Balazs, E.
and Richards, K. E., Cell, 30, 763 (1982)] 35S
promotere azt eredményezi, hogy az expresszalt fehérje
felhalmozodik a magvakban, tobbek kozoétt a transz-
genikus novényekben. Egy masik modszer szerint sz6-
vet-specifikus és allapot-specifikus modon expressza-
16dé fehérjék génjeinek promotereit hasznalhatjuk
[Higgins, T. J. V., Annu. Rev. Plant Physiol., 35,
191 (1984); Shotwell, M. A. and Larkins, B. A., In: The
Biochemistry of plants, /5, (Academic Press, San Diego:
Stumpf, P. K. and Conn, E. E., eds), 297 (1989)], azaz a
gének csak a kivalasztott szvetben expresszilédnak, és

Az nyilvanvald, hogy a fitaz gazdasagos ipari méretd
el6allitasa jelentSs elonyt jelentene, tobbek kozétt az
allati tapokat készitd iparagnak. Ezért a talalmany célja
eljaras kidolgozdsa a fitaz gazdasagosabb eldallitisara
rekombinans DNS technikak alkalmazasaval olyan
transzgenikus ngvények vagy novényi szervek eléallita-
sara, amelyek a fitazt megnovelt mennyiségben képesek
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kifejezni, és amelyeket azutan gy, ahogy vannak, hozza
lehet adni az allatok taplalékahoz vagy tapjdhoz, abbol a
célbol, hogy az allatok kozvetleniil elfogyasszak. Egy
masik modszer szerint a taldlmany szerint el6dllitott
transzgenikus novényekben vagy ndvényi szervekben
expresszalodott fitazt ki lehet extrahalni, és ha sziiksé-
ges, akkor a kivant alkalmazas céljara tisztitani lehet.

A talalmany targya eljards megndvekedett mennyi-
ségll fitazt tartalmazo transzgenikus novények vagy
névényi szervek eldallitasara, melynek soran egy nove-
nyi gazdaszervezetet olyan expresszids konstrukciéval
transzformalunk, amely egy fitazt kodold, mikrobialis
forrasbol szarmazoé DNS-szekvenciat tartalmaz a fitaz
novényben vald expresszidjat vezérld szabalyozo szek-
vencidkhoz miikod6képesen kapcsolva, majd a transz-
formalt névényt a fitdzt kddolo DNS-szekvencia kifeje-
zOdését biztosité koriilmények kozott novesztjitk. Az
expresszios konstrukci6 olyan szabalyozd szekvencia-
kat tartalmaz, amelyek konstitutiven és/vagy
szovetspecifikus modon iranyitjak a fitaz expresszidjat
a novényekben, a novénytdl vagy annak részétél figgd
modon.

A taldlmany tovabba a fenti expressziés konstrukcid
el6allitasara is vonatkozik, amely abban all, hogy a fitazt
koédoldo DNS-szekvenciat mikoddképesen hozzakap-
csoljuk egy olyan szabalyozo6 szekvencidhoz, amely ké-
pes a fitaz konstitutiv vagy szdvetspecifikus expresszio-
jat egy novényi gazdaszervezetben iranyitani.

A taldlmany targyét képezi tovabba egy vektor eldal-
litasara szolgalo eljaras, melynek soran az ilyen expresz-
szios konstrukciot egy alkalmas vektorba inszertaljuk.

A talalmény tovabba a fenti vektorral transzformalt
baktériumtérzs el6allitasara is vonatkozik.

A taldlmany targyat képezi egy fitaz elBallitasara
szolgal6 eljarés is, amely abban all, hogy

(i) egy névényi gazdaszervezetet egy olyan
expresszios konstrukcidval transzformalunk, amely a
mikrobialis eredetd, fitazt kédolé DNS-szekvenciat
olyan szabalyozo szekvencidkhoz kapcsolva tartalmaz-
za, amely képes a novényi gazdaban megndvekedett
mennyiségl fitaz expressziojat vezérelni, majd a transz-
formalt névényt a fitdzt kédolé DNS-szekvencia
expresszidjat a novényi szovetben biztositd koriilmé-
nyek kozott novesztjik; és

(i1) a fitazt a transzgenikus névényi szdvetbdl
extrahaljuk.

A talalmany szerint eléallitott transzgenikus nové-
nyek vagy novényi szervek, valamint az expresszalt
fitaz szamos ipari folyamatban alkalmazhatok, példaul
allati taplalékban vagy tapokban az allatok novekedésé-
nek elGsegitésére; vagy a fitat inozitta és szervetlen
foszfatta vald atalakitasara és ezaltal a fitat szintjének
csokkentésére az allati tragyaban. Az erre szolgalo elja-
rasok és tapkészitmények elballitasa is a talalméany tar-
gyat képezik.

Az abrak ismertetése:

1. 4bra: A fitdz cDNS klénozasanak stratégiaja.

2. dbra: 16j4
nak nukleotid szekvenciaja, valamint az eb-
b6l szarmaztatott fitdz fehérje aminosav
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sorrendje; az érett fitdz fehérje kezdetét
+1 jelzi.

3.4bra: A pMOG23 bindris vektor.

4. 4bra: A klonozasnal alkalmazott szintetikus
oligonukleotid duplexek.

5.4bra: A pMOG?29 plazmid. A pUCI18 plazmid,
amely egy expresszios kazettat tartalmaz no-
vényekben vald konstitutiv expresszid célja-
bol, valamint egy dohany szignal-peptidet.

6.4bra: A fitazt tartalmazd Orolt magvak hozzdada-
sanak hatdsa a szerves foszfor fitatbol valo
felszabadulasara.

7.4bra: Az Aspergillus fitaz dozis-hatas osszefiigge-
se egy in vitro emésztési modellben.

8.abra: Az Aspergillus fitiz és dohanymagban talal-

hato fitdz dozis-hatds §sszefliggése egy in
vitro emésztési modellben.

A taldlmany szerint olyan transzgenikus novényeket
vagy novényi szerveket allitunk el6, amelyek fitazt ter-
melnek. Ezt ugy érjik el, hogy a névénybe egy fitaz
aktivitassal rendelkez6 fehérjét kodold DNS szekvenci-
at juttatunk be.

A taldlmany szerint olyan DNS expresszios konst-
rukciokat allitunk eld, amelyek képesek egy fitazt
kodolé génnel stabilan transzformalni egy ndvényt.
Ezek a konstrukcidk tartalmaznak egy fitazt kodold
DNS szekvenciat, amelyet miikodSképesen olyan sza-
balyozo szekvencidkhoz kapcsolunk, amelyek képe-
sek a fitaz expresszidjat szabalyozni. Ezek a szabalyo-
z6 szekvenciak tartalmazhatnak olyan szekvencidkat
is, amelyek a transzkripciét a névényekben vagy
konstitutiven, és/vagy szovetspecifikus modon vezér-
lik, a novénytSl vagy annak kivalasztott részétdl fiig-
gben.

A taldlmény szerinti expressziés konstrukciok be-
épithet6k egy vektorba, elénydsen egy plazmidba, ame-
lyet a kivélasztott névényi gazdaszervezet baktériumok
altal kozvetitett transzformalasara hasznalunk. Az
expresszios konstrukciot ezutan elénydsen integraljuk a
novényi gazdaszervezet genomjaba.

A talilmany szovegében a ,fitaz” kifejezés alatt
olyan enzimcsaladot értiink, amelynek tagjai katalizil-
jak a szervetlen foszfor felszabadulasat kiilonb6zd mio-
inozit-foszfatokbol. Nyilvanvalo, hogy az Osszes, fitdz
aktivitassal rendelkez fehérjét ide értjitk.

A fitdzt kodolo DNS szekvenciat szamos killonbozé
forrasbol elballithatjuk, azaz mikrobialis, novényi vagy
allati forrasbol. A talalmany szerinti eljarasban alkal-
mazott DNS szekvenciat mikrobialis forrasbél allitjuk
el6, példaul az Aspergillus fonalas gombabol. A legeld-
ny6sebb DNS szekvencidkat Aspergillus ficuum-bol,
Aspergillus niger-b6l, Aspergillus awamori-bdl és
Aspergillus nidulans-bol llitjuk eld.

Egy fitaz fehérjét kodolé gén vagy cDNS kléno-
zéasat kiilonboz6 mddszerekkel végezhetjik. Az egyik
modszer a fitdz fehérje tisztitasa, ezt koveti az N-termi-
nalis, valamint szdmos bels6 aminosavszekvencia meg-
hatarozésa, és a fitazt termel szervezet egy genomialis
vagy c¢DNS koényvtaranak atvizsgaldsa, az aminosav
szekvencian alapul6 proba alkalmazaséaval.
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Ha a gén szekvencidjanak csak egy része is ismert,
akkor ezt az informéciét felhasznalhatjuk a megfeleld
¢DNS klonozasara, példaul a polimeraz lancreakcié
(PCR) alkalmazasaval [PCR Technology: Principles
and Applications for DNA Amplification, (1989), H. A.
Ehrlich, ed., Stockton Press, New York].

Az nyilvanval6 a szakteriileten jartas szakember
szAmara, hogy az el6z6ekben ismertetett klonozott fitaz
gént hasznalhatjuk heteroldg hibridizalasi kisérletek-
ben, amelyek célja a fitazt kodolo gének izoldlasa mas
mikroorganizmusokbol.

Egy masik szempont, hogy a fentiekben ismertetett,
klénozott fitaz gént felhasznalhatjuk Ggynevezett ,,ma-
sodik generacids” fitaz gének eléllitdsanal kiinduldsi
anyagként. A ,masodik generacios” fitdzok olyan
fitizok, amelyeket mutagenezis technikakkal megval-
toztattunk (példaul helyspecifikus mutagenezissel), és
tulajdonsagaik eltémek a vad tipust fitdzokétol, vagy
rekombindns fitdzok, példaul amelyeket talalmanyunk
szerint allitunk el6. Megvaltoztathatjuk példaul a hé-
mérséklet vagy pH-optimumot, a specifikus aktivitast
vagy a szubsztrat affinitast Ggy, hogy jobban illeszked-
jen egy meghatarozott eljarasban valé alkalmazéshoz.

A fitazt kodold cDNS izolalasa lehetdvé teszi olyan
expresszios konstrukcio készitését, amely képes a fitaz
termelését iranyitani a kivalasztott n6vényi gazdaszerve-
zetben rekombinans DNS technikdk alkalmazisaval,
példaul a szabélyozé elemek, ugymint a promoterek,
szekrécios jelek vagy ezek kombinacidinak cseréjével.

A fitazt konstitutiven elé lehet allitani a transz-
genikus novényekben mindegyik fejlédési allapotban.
A hasznalt novénytdl vagy névényi szervtdl fliggben az
enzimeket fejlédési allapot-fiiggd moédon expresszal-
hatjuk, példaul a gumoképzédés soran, vagy a gyti-
molcs fejlédése soran. Emellett, a felhaszndlastol fiig-
gben, az enzimeket szovetspecifikusan is expresszal-
hatjuk, példaul névényi szervekben, példaul gyiimolcs-
ben, gumokban, levelekben vagy magvakban.

A transzgenikus noévények koz¢, amint azt a talal-
many szévegében meghataroztuk, azok a novények (va-
lamint az emlitett ndvények részei és sejtjei) €s utddaik
tartoznak, amelyeket genetikailag moédositottunk
rekombinans DNS technikak alkalmazasaval, hogy a
kivalasztott névényben vagy névényi szervben a fitaz
expressziojat okozzuk vagy megnéveljitk.

A talidlmanyi leiras szovegében a ,,megnévekedett
mennyiségi fitdz” specifikusan egy statisztikusan szig-
nifikans mennyiségli novényi szdvetre vonatkozik,
amely atlagban statisztikusan szignifikins médon na-
gyobb mennyiségfi fitdz enzimet tartalmaz, mint a nem-
modositott névényi szovet azonos mennyisége.

A taldlmanyi leiras szovegében a kivalaszthatd no-
vények kozé tartoznak, de nem korldtozzuk magunkat
ezekre, az ehetd virdgokat tartalmazo termények, példa-
ul a karfiol (Brassica oleracea), az articsoka (Cynara
Scolymus), gyiimélesok, példaul az alma (Malus, pél-
daul domesticus), banan (Musa, példaul acuminata), bo-
gyosok (Gigymint a ribizli, Ribes, példdul a rubrum), a
cseresznyék (példaul az édes cseresznye, Prunus példa-
ul avium), uborka (Cucumis, példaul sativus), sz8lé
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(Vitis, példaul vinifera), citrom (Citrus limon), dinnye
(Cucumis melo), diok (igymint a dio, Juglans, példaul
a regia; a foldimorogyd, Arachis hypogeae), narancs
(Citrus, példaul maxima), barack (Prunus, példaul
persica), korte (Pyra, példaul Communis), szilva
(Prunus, példaul domestica), eper (Fragaria, példaul
moschata), paradicsom (Lycoperrsicon, példaul
esculentum), levelek, ugymint a lucerna (Medicago,
példaul sativa), kaposztafélék (példdul a Brassica
oleracea), cikdria (cichoreum, példaul endivia), poré-
hagyma (Allium, példaul porrum), salata (Lactuca, pél-
daul sativa), spenét (Spinacia, példaul oleraceae), do-
hany (Nicotiana, példaul tabacum), gyokerek, ugymint
a nyilgyokér (Maranta, példaul arundinacea), répak
(Beta, példaul vulgaris), sargarépa (Daucus, példaul
carota), kasszava (Manihot, példaul esculenta), tarloré-
pa (Brassica, példaul rapa), retek (Raphanus, példaul
sativus), jam (Doscorea, példaul esculenta), édesburgo-
nya (Ipomoea batatas) és magvak, ugymint babok
(Phaseolus, példaul vulgaris), borsé (Pisum, példaul
sativum) szdjabab (Glycin, példaul max), buza
(Triticum, példaul aestivum), arpa (Hordeum, példaul
max), kukorica (Zea, példaul mays), rizs (Oryza, példa-
ul sativa), repcemag (Brassica napus), koéles (Panicum
L.), napraforgé (Helianthus annus), zabok (Avena
sativa), gumok, ugymint a karalabé (Brassica, példaul
oleraceae), burgonya (Solanum, példaul tuberosum) és
a hasonlok.

A novényfaj megvalasztasit elsddlegesen a novény
vagy névényi rész célzott felhasznalasa, valamint a né-
vény transzformalhatdsaga hatarozza meg.

Szamos technika ismert a szamunkra fontos enzimet
kodold expresszios konstrukciot tartalmazé DNS szek-
vencidnak a kivalasztott névénybe vald bejuttatdsara.
Ezek kozé a technikak kézé tartozik (anélkiil, hogy
ezekre korlatoznank magunkat) a protoplasztok transz-
formalasa a kalcium/polietilén-glikol modszerrel, az
elektroporicio és mikroinjektalas, vagy a (boritott) ré-
szecskékkel valo bombazas [Potrykus, 1. Bio/Technol.,
8, 535 (1990)].

Ezek mellett az Ggynevezett kdzvetlen DNS-transz-
forméciés modszerek mellett szamos, vektorokon ala-
puld transzformacios rendszer is széles korben elterjedt,
példdul a viralis vektorokon [azaz a karfiol mozaik vi-
ruson (CaMYV)] és bakteridlis vektorokon (azaz az
Agrobacterium fajba tartozé plazmidokon) alapulé
transzformacié (Potrykus, 1990). A szelektalas és/vagy
atvizsgalas utdn a transzformalt protoplasztokat, sejte-
ket és novényi részeket teljes novényekké regeneralhat-
juk, a szakteriileten ismert modszerek alkalmazaséaval
[Horsch, R. B., Fry, J. E., Hoffmann, N. L., Eichholtz,
D., Rogers, S. G. and Fraley, R. T., Science, 227,
1229 (1985)]. A transzformacios és/vagy regeneracios
technikak megvalasztasa a jelen taldlmany szempontja-
bdl nem kritikus.

A kétszikiieknél a jelen talalmany egy elényos kivi-
teli alakja tartalmazza egy binaris vektorrendszer alkal-
mazasat [(Hoekema, A., Hirsch, P. R., Hooykaas, P. J. J.
and Schilperort, R. A., Nature, 303, 179 (1983);
Schilperoort, R. A. Hoekema, A. and Hooykaas, P. J. J.,
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European Patent Application No. 0120516 (1984)],
amelyben olyan Agrobacterium torzseket alkalmazunk,
amelyek a virulencia géneket tartalmazé vir plazmidot
hordozzak, valamint egy kompatibilis plazmidot, amely
az atviendd gén-konstrukciét tartalmazza. Ez a vektor
mind Escherichia coli-ban, mind Agrobacteriumban ké-
pes szaporodni, és a Binl9 binaris vektorbol szarmazik
[Bevan, M. Nucl. Acids. Res. 12, 8711 (1984)], amelyet
a talalmany szempontjabol lényegtelen modon valtoztat-
tunk meg. Az ebben a példaban alkalmazott binaris vek-
torok a T-DNS baloldali és jobboldali hatarolo szekven-
ciai kozott egy kanamicin rezisztenciat kodoldé azonos
NPTII-gént tartalmaznak [Bevan, M. Nucl. Acids. Res.
12, 8711 (1984)], valamint egy tobbszoros klonozo he-
lyet, ahova a kivant génkonstrukcidkat klonozni lehet.

Az egyszikili névények transzformalasa és regenera-
lasa nem egy standard eljards. Az Gjabb tudomanyos
eredmények azonban azt mutatjak, hogy elvileg az egy-
sziklek transzformalhatok, és a transzformalt sejtekbdl
transzgenikus novények regeneralhatok. Az ezen nové-
nyekre kidolgozott reprodukdlhaté szovettenyésztd
rendszerek fejlddése, a genetikai anyagnak a ngvények-
be val6 bejuttatasara kidolgozott hatékony moédszerek
megkonnyitették a transzformaciot. Jelenleg az egyszi-
kiek transzformalasara valaszthaté modszerek k6zé tar-
tozik az explantumok vagy szuszpenzios sejtek
mikroprojektil bombazisa, valamint a protoplasztok
kozvetlen DNS felvétele vagy elektroporacioja. Példaul
transzgenikus rizsnovényeket sikeresen allitottak el a
bakterialis hph (higromicin rezisztenciat kédolé) gén
szelekcios markerként valé alkalmazasaval. A gént
elektroporaciéval juttatak be [Shimamoto, K., Terada,
R., Izawa, T. Fyjimoto, H., Nature, 338, 274 (1989)].
Transzgenikus kukorica névényeket ugy allitottak eld,
hogy a Streptomyces hygroscopicus bar génjét, amely
foszfinotricin-acil-transzferazt kodol (ez az enzim
inaktivalja a foszfinotricin nevii herbicidet) kukorica
szuszpenzios tenyészet embriogén sejtjeibe juttattak be
mikrorészecske bombazassal [(Gordon—-Kamm, W. J.,
Spencer, T. M., Mangano, M. L., Adams, T. R., Daines,
R. J., Start, W. G., O’Brien, J. V., Chambers, S. A.,
Adams Jr., W. R., Willets, N. G., Rice, T. B., Mackey,
C. J., Krueger, R. W., Kausch, A. P. and Lemaux, P. G,
The Plant Cell, 2, 603 (1990)]. A genetikai anyag bejut-
tatasat mas egyszikii novények, példaul buza és arpa
aleuron protoplasztjaiba mar kozolték [Lee, B.,
Murdoch, K. Topping, J., Kreis, M. and Jones, M. G.
K., Plant Mol. Biol., /3, 21 (1989)]. A blzansvényeket
embriogén szuszpenzids tenyészetbdl szelektaltak, oly
maddon, hogy csak az id6s kompakt és noduléris
embriogén kallusszoveteket szelektaltak az embriogén
szuszpenzids tenyészet létrehozasdhoz [Vasil, V.,
Readway, F. and Vasil, I. K., Bio/Technol, 8,
429 (1990)). Az ezekre az egysziki novényekre kidol-
gozott transzformacids rendszereknek a kombindlasa
lehet&vé teszi a jelen taldlméany alkalmazasat egyszikd
novényekre. Ezek a modszerek alkalmasak kétszikiiek
transzformalasara és regeneralasara is.

A fitaz konstrukcidk ndvényekben vald expresszioja
olyan részleteket is magaban foglal, mint a gén transz-
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kripcidja a névényi polimerazokkal, a mRNS transzla-
cidja stb., amelyek a rekombinans DNS szakteriileten
jartas szakemberek szdmara ismertck. Az alabbiakban
csak a talalmany kell6 szint(i megértéséhez sziikséges
részleteket targyaljuk.

Azokat a szabalyozd szekvencidkat hasznalhatjuk a
talalmanyban, amelyekr6] ismert, vagy gy talaltak, hogy
a fitaz expressziojat okozzak. A szabalyozd szekvencidk
megvalasztasa fiigg a megcélzott terménytdl és/vagy a
megcélzott szervt6l. Ezeket a szabalyozo szekvenciakat
névényekbdl vagy névényi virusokbdl allithatjuk eld,
vagy kémiailag szintetizalhatok. Ezek a szabalyoz6 szek-
vencidk ndvényi transzkripcié szabalyozasaban aktiv
promoterek, akar konstitutiv, akar szovetspecifikus mo-
don, a hasznalt novénytdl vagy noévényi résztél fiiggéen.
Ezek kozé a promoterek kozé tartoznak a konstitutiven
expresszalodo gének promoteret, példaul a CaMV (karfi-
ol mozaikvirus) 35S promotere [Guilley et al., Cell, 30,
763 (1982)], a levéispecifikus expresszié promoterei, pél-
ddul a biszfoszfat-karboxilaz kis alegység génjéé
[Coruzzi et al., EMBO I, 3, 1671 (1984)], a gyokérspeci-
fikus expresszié promoterei, példaul a glutamin-szintetdz
gén promotere [Tingey et al., EMBO I, 6, 3565 (1987)],
a magspecifikus expresszi6 promoterei, példaul a
kruciferin A promoter Brassica napusbdl [Ryan et al.,
Nucl. Acids. Res. 17, 3584 (1989)], a gumospecifikus
expresszid promoterei, példaul az I-es osztalyh patatin
promoter burgonyabdl [Rocha—Sosa et al., EMBO I, 8,
23 (1989); Wenzler et al., Plant Mol. Biol., 12,
41 (1989)], vagy a gyiimolcsspecifikus expresszié pro-
moterei, példaul a poligalakturonidéz (PG) promoter pa-
radicsombél [Bird et al.,, Plant Mol. Biol., /],
651 (1988)].

A tobbi szabalyozé szekvencia, tgymint a
terminator szekvencia €s poliadenilezési szignal, bele-
értve minden, névényben igy miksds szekvenciat, a
szakember szdmara ismert. A példak k6zé tartozik az
Agrobacterium tumefaciens nopalin szintetdz génjének
3’ hatarol6 régidja [Bevan, M., Nucl. Acids. Res. /2,
8711 (1984)].

A szabalyozd szekvenciak tartalmazhatnak enhan-
szer szekvenciakat is, példaul olyanokat is, amelyeket a
CaMV 358 promoterében taldltak, és mRNS stabilizald
szekvencidkat, amilyen példaul a lucerna mozaikvirus
(AIMV) RN4 leader szekvencigja (Brederode et al.,
1980), vagy barmely mas, az emlitett médon miikodd
szekvencia.

A fitazt olyan kdrnyezetben kell expresszalni, amely
az expresszalt fehérje optimélis stabilitdsat biztositja.
A sejt-kompartment megvalasztasat, példaul azt, hogy
legyen az a citoszol, endoplazmatikus retikulum,
vakudlum, fehérjetest vagy periplazmatikus tér, hasz-
nalhatjuk a talalminyban arra, hogy egy ilyen stabil
komyezetet hozzunk létre, a fitaz biofizikai paraméte-
reit6l fiiggden. Az ilyen paraméterek kozé tartoznak,
anélkiil, hogy ezekre korlatoznank magunkat, a pH op-
timum, a protedzokra vald érzéketlenség vagy az eld-
nyds kompartment molaritisdra valo érzékenység.

A sejt citoplazmajaban valé expresszio eléréséhez
az expresszalt enzim nem tartalmazhat szekrécios

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

szignalpeptidet, vagy barmely mas célszekvenciat.
A kloroplasztokban vagy mitokondriumokban valé
expresszio céljabdl az expresszalt enzimnek egy ugyne-
vezett tranzit-peptidet kell tartalmaznia, hogy ezekbe a
sejtszervekbe bejussanak. Azok a célszekvencidk, ame-
lyeket hozza lehet kapcsolni ezekhez, mar ismertek
[Smeekens et al., TIBS, /3, 73 (1990); van den Broeck
et al., Nature, 373, 358 (1985); Schreier et al., EMBO
J., 4, 24 (1985)]. Ha az enzim aktivitasara a
vakudlumban van sziikség, akkor egy szekrécids szig-
nalnak is jelen kell lennie, valamint egy specifikus cél-
z6 szekvencianak, amely ezeket az enzimeket ezekbe a
vakudlumokba iranyitja [Tauge et al., Plant Phys. 86,
506 (1988)]. Ugyanez igaz a magvakban levd fehérje-
testekre is. A szamunkra fontos enzimet kodoldo DNS
szekvenciat ugy kell moédositani, hogy az enzim a sejten
beliil a megfeleld helyen tudja kifejteni a hatasat.

A fitaz extracellularis expresszidjanak eléréséhez a
talalmany szerinti expresszios konstrukcio egy szekré-
cids szignalszekvenciat hasznal. Jollehet a ndvényfaj
szamara homolég (nativ) szigndlszekvencidk elényo-
sek, a heterolog szignalszekvencidk, azaz a més no-
vényfajbdl szdrmazd vagy mikrobidlis eredetiiek is
hasznalhatdk. Az ilyen szignalszekvencidk ismertek a
szakteriileten jartas szakemberek szamara. A talalmany
szerinti eljaras soran alkalmazhaté, megfelelé szigndl-
szekvencidkat leirtak mar [Walter, P. and Blobel, G.,
Biochem. Soc. Symp., 47, 183 (1986); Von Heijne, G.,
J. Mol. Biol,, 189, 239 (1986); and Sijmons, P. C.,
Dekker, B. M. M., Schrammeijerr, B., Verwoerd, T. C.,
van den Elzen, P. J. M. and Hoekema, A., Bio/Technol.,
8, 217 (1990)].

A talalmany szerinti megfeleld DNS konstrukciok
minden elemét (promoterek, szekretdld, stabilizald, célzo
vagy termindcids szekvenciak) modosithatjuk, ha sziiksé-
ges, hogy befolyasoljuk a szabélyozés jellegét, a szakte-
riileten jartas szakember szamara ismert modszerrel.

A talalmany szerint elBallitott fitaztartalm( nové-
nyeket fethasznalhatjuk arra, hogy magasabb fitaz-
tartalmu névényeket vagy novényi szerveket allitsunk
el6. Lehetséges példaul, hogy szomaklondlis variicids
technikdkkal vagy keresztezési technikakkal allitsunk
el6 ilyen névényeket. Egy szakember szdmara jol is-
mertek az ilyen technikak.

A talalmany egy elényos megvalositasi formaja sze-
rint egy kétszalq, fitazt kodolo kétszala cDNS-t allitunk
elé Aspergillus ficuum-bol izolalt mRNS alapjan (van
Gorcon et al., 1991). A DNS konstrukcidt a Brassica
napus kruciferin nevl 128 tartalék fehérjére szabalyozd
szekvencigjanak iranyitisa ala helyezziik. A konstruk-
ciét ezutén egy binaris vektorba, példaul a pMOG23-ba
klonozzuk (Escherichia coli K—12 DHS5a torzsben letét-
be helyezve, Centraal Bureau voor Schimmelcultures,
Baarn, the Netherlands, 1990. januar 29-én CBS
102.90 letéti szam alatt). Ezt a vektort bejuttatjuk
Agrobacterium tumefaciensbe, amely egy gyengitett Ti
plazmidot tartalmaz. Az ezt a konstrukci6t tartalmazo
baktérium sejteket egyiitt tenyésztjilk dohdnybol vagy
Brassica novényekbdl szdrmazé szovetekkel, majd a
transzformalt novényeket antibiotikumokat tartalmazo
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taptalajon szelektaljuk, és arra indukaljuk, hogy az
adott taptalajon differencialodott novényekké regenera-
lodjanak. A keletkez6 novények olyan magvakat ter-
melnek, amelyek tartalmazzak és expresszaljak a DNS
konstrukciét.

A taldlmany egy masik megvaldsitasi modja szerint a
fitazt kddolé6 DNS konstrukcidt a karfiol mozaikvirus
(CaMV) 35S promoterébdl szarmazo szabalyozé szek-
vencia irdnyitisa ald helyezziik. A konstrukciot ezutin
egy binaris vektorba szubklénozzuk. Ezt a vektort bejut-
tatjuk Agrobacterium tumefaciensbe, amely egy legyen-
gitett Ti plazmidot tartalmaz. Az ezt a konstrukciot tar-
talmazo baktériumsejteket egyiitt tenyésztjiik dohanybdl
vagy Brassica novényekbdl szarmazé szovetekkel, majd
a transzformalt novényi sejteket antibiotikumokat tartal-
mazo taptalajon novesztjiik, majd arra indukaljuk, hogy
ezen a taptalajon differencialodott novényekké regenerd-
lédjanak. A kapott ndvények tartalmazzik és konsti-
tutiven expresszaljak a DNS konstrukciot.

A fitdz aktivitast szamos kiilonbozé modszerrel
megmérhetjiik, ezek megvalasztasa nem kritikus a jelen
taldlmany szempontjabol. A transzgenikus névényi szo-
vetek fitdz aktivitisat megmérhetjilk példaul ELISA
mddszerrel, Western blot médszerrel, vagy kozvetlen
enzimmérési modszerrel, kolorimetrias technikdk vagy
nativ gél vizsgalati modszerek alkalmazasaval.

A fitazt tartalmazo névényt vagy novényi szervet,
amint azt a jelen talalmany szerint eléallitottuk, sza-
mos, fitizmikodést igénylé ipari folyamatban alkal-
mazhatjuk.

A talalmany szerint elallitott, fitazt tartalmazo no-
vényeket vagy noévényi szerveket fel lehet haszndlni az
ipari folyamatokban, példaul nem kérddzé allatok ese-
tében tapadalékként, a szdja feldolgozasiban vagy az
inozit, illetve inozit-foszfat fitatbol vald elballitasaban.
Mais fitattartalmi szubsztratot hasznalé ipari folyamat
is van, példaul a keményitSipar és a fermentacios ipar.
A fémionok fitat altal okozott kelacidja okozhatja azt,
hogy ezek az asvanyi anyagok nem hozzéaférhetk a
termelé mikroorganizmusok szdmadra. A fitdt enzima-
tikus hidrolizise megeldzi ezt a problémat.

A novényekben elbéllitott fitazt alkalmazni lehet a
kukorica vagy cirok aztatasa sordn. A névényi szovetet
meg lehet 6rolni, mieldtt az aztatott kukoricdhoz ad-
nank. A magvakbol felszabaditott fitdz mikodhet a
fitinen, amely szdmos kukorica-készitményben jelen
van. A fitin lebomlasa az aztatott kukoricaban el6nyos a
kukoricalekvar kereskedelmi értéknovekedése szem-
pontjabol, mivel ezt allati tdpként vagy mikrobidlis fer-
mentaciok tdpanyagaként lehet hasznédlni. Emellett, a
fitin lebontasa megelGzheti a kukoricalekvar toményité-
se, szallitasa és tarolasa soran fellép6 lerakddasok fel-
halmozddasat a szilir6kon, csdvekben, rektorokban stb.
(Vaara et al., 1989). A fitdz mikodése felgyorsithatja a
nedves kukorica Grlésében szerepet jatszd aztatasi fo-
lyamatokat és elvalasztasi folyamatokat.

A novényeket vagy novényi szerveket alkalmazhat-
juk kozvetleniil, azaz minden tovabbi feldolgozas nél-
kiil, illetve el8szor szokasos modon feldolgozva, azaz a
kivant konzisztenciara 6rélve a feldolgozas el6tt.
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Egy masik médszer szerint a fitdzt kivonhatjuk a
novénybdl vagy ndvényi szervbdl, és ha sziikséges, ak-
kor felhasznalas el6tt szokdsos extrahalasi és tisztitasi
technikakkal tisztithatjuk.

A fitazok eldallitasa olyan ndvényekben, amelyek
kompatibilisek a szandékolt felhasznalasi teriilettel,
kényelmet nyajt, és a mikrobidlis eredetd fitdzokhoz
képest csdkkenti a termelési koltségeket, ezzel lehetd-
vé teszi a gazdasagos alkalmazasat példaul allati ta-
pokban, és ez végiil a szervetlen foszfattal versenyké-
pes ar/in vivo teljesitményt eredményez. Tovabbi
elény, hogy lényegesen csokken a tragya foszfortar-
talma.

Nyilvanvalé, hogy a fitazok alkalmazasa, a szervet-
len foszfattal versenyképes ar mellett, megnéveli a tap-
készit6 ipar lehetdségeit a magas tapértéki tapok el6al-
litasa soran. Ha példaul a tapot fitdzzal egészitjik ki,
akkor nem kell szervetlen foszfatot hozzaadni, és a kii-
16nboz0, fitattartalmu anyagok mennyiségét megnovel-
hetjiik.

Az alabbi példakat gy adjuk meg, hogy a szakterii-
leten atlagos jartassaggal rendelkezé szakember teljes
leirast kapjon arrdl, hogyan kell a taldlmanyt alkalmaz-
ni, és nem szandékozunk a taldlmany oltalmi korét
csupan a példakra korlatozni. Eréfeszitéseket tettiink
arra, hogy a hasznalt szamok pontosak legyenek (pél-
daul a mennyiségek, hdmérséklet, pH stb. vonatkoza-
saban), de kisérleti hibakat és eltéréseket figyelembe
kell venni. Ha kiilon nem jeloljiik, akkor a hGmérsékle-
tet Celsius fokban adjuk meg, a nyomds pedig kozel
atmoszferikus.

1. példa:

Poli-A* RNS izolalasa Aspergillus ficuumbol

Az Aspergillus ficuum NRRL 3135 torzset az alabbi
Osszetétel taptalajon novesztjiik: 22,72 g/l kukorica-
liszt (amilazzal kezelve pH=7-en, 85 °C-on 15 percig),
9,36 g/l glikodz, 2,9 g/l kalium-nitrat, 0,142 g/ kalium-
klorid, 0,142 g/l mangan(il)-szulfat-7 viz és
56,8 mg/ml vas(I)-szulfat—7 viz. Hat nap elteltével a
micéliumokat begytijtjiik.

0,5 g szaraz micéliumot cseppfoly6s nitrogénben le-
fagyasztunk, majd megdrliink. Ezt kévetGen az anyagot
Ultra Turrax-szal homogenizaljuk (teljes sebesség,
1 perc) 0 °C-on 3 M lizium-klorid, 6 M karbamid
gsszetételii oldatban, majd éjszakan 4t 4 °C-on tartjuk
Auffray és Rougeon leirdsa szerint (1980). Az osszes
cellularis RNS-t ugy nyerjiik ki, hogy 16000 x g-vel
centrifugdljuk a szuszpenziét, majd kétszer extrahaljuk
egymads utan fenol:kloroform:izoamil-alkohol (50:48:2)
aranyu elegyével. Az RNS-t etanollal kicsapjuk, majd
1 ml TRIS-HC! (pH=7,4), 0,5% SDS elegyben oldjuk.
A poli A* szelekcidhoz az 6ssz-RNS-t tartalmazé min-
tat 5 percre 65 °C-ra melegitjiik, 0,5 mM nétrium-klo-
rid koncentrdciot allitunk be, majd ezt koveten
oligo(dT)-celluléz oszlopra vissziik fel. Miutan néhany-
szor mostuk 10 mM TRIS (pH=7,0), 1 mM EDTA és
0,1 mM nétrium-klorid 6sszetételi oldattal, a poli A*
RNS-t eludlas utin (10 mM TRIS pH=7,0, 1 mM
EDTA eludloszer) §sszegytjtjik.
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2. példa:

A fitazt kédolo ¢DNS készitése és kionozdsa

A cDNS elsé lancénak szintéziséhez 5 ug poli A+
RNS-t, amelyet az 1. példa szerint izolaltunk, 16,5 ul
vizben oldunk, és az aldbbi komponenseket adjuk hoz-
za: 2,5 pl Rnasin-t (30 E/ul), 10 pl puffert (8sszetétele:
50 mM TRIS-HCI pH=7,6, 6 mM magnézium-klorid,
40 mM kélium-klorid), 2 pl 1 mM kalium-klorid, 5 ul
0,1 mM DTT, 0,5 pl oligo(dT)12-18 (2,5 mg/ml), 5 ul
8 mM dNTP keverék, 5 ul BSA (1 mg/ml) és 2,5 ul
Moloney MLV reverz transzkriptiz (200 E/ml). Az ele-
gyet 30 percig 37 °C-on inkubaljuk, majd a reakci6t
10 u1 0,2 mM EDTA és 50 pl viz hozzaaddsaval allitjuk
le. Ezutan extrahaljuk 110 pl kloroformot alkalmazva,
majd miutdn S percig centrifugaltuk, 5 M amménium-
acetatot és 440 ul abszolut etanolt adunk hozza
(—20 °C-on). A kicsapast szarazjég/etanol oldatban vé-
gezziik 30 percig.

Miutdn lecentrifugaltuk (10 perc, 0 °C), a
c¢DNS/mRNS csapadékot megszaritjuk, és 20 ul vizben
oldjuk.

A fitazt kodolo cDNS izolalasat polimerdz lancreak-
cidval (PCR) végezziik, két fragmentben. A két frag-
mentet kombindljuk, a génen beliil taldlhaté BamHI
restrikcios hasitasi hely alkalmazasaval, igy allitjuk el
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a teljes hosszusagli cDNS-t. A fitdz cDNS klénozasa-
A fitdz gén részleges szekvenalasa (van Gorcom et
al,, 1991) egy BamHI restrikcids hasitasi helyet mutat
az iniciacios kodon utan kériilbeliil 800 bazisparral. Az
emlitett BamHI hasitasi hely koriili BamHI nukleotid
szekvenciat, valamint a fitdz gén start kodonjat megel6-
z6 nukleotid szekvencidt és a stop kodonjat kovetd
nukleotid szekvenciat hasznaljuk a PCR-ben hasznalt
oligonukleotid szekvenciak tervezéséhez.

A polimeraz lancreakciot a Taq polimeraz szallitéja
(Cetus) eldirasai szerint végezzik 1,5 pl, az elsé lanc
szintézisének reakciotermékét tartalmazé oldattal és
0,5-0,5 pug oligonukleotidot tartalmazé oldattal. Az
amplifikalast egy DNS amplifikalé berendezésben vé-
gezziik (Perkin Elmer/Cetus) 25 ciklust végziink
(2 perc 94 °C, 2 perc 55 °C, 3 perc 72 °C), majd a reak-
cidelegyet fenol és kloroform extrakcidval fehérje-
mentesitjiik. A DNS-t kicsapjuk, feloldjuk egy puffer-
ben (dsszetétele: 10 mM TRIS pH=7,0, 0,1 mM
EDTA), majd ezt kovedten a megfeleld restrikcids enzi-
mekkel emésztjiik.

A fehérje N-terminalis részét kodold fragment
amplifikaldsdhoz az alabbi két oligonukleotidot hasz-
naljuk:

Oligol: 5’GGGTAGAATTCAAAAATGGGCGTCTCTGCTGTTCTA 3’
Oligo2: 5’AGTGACGAATTCGTGCTGGTGGAGATGGTGTCG 3’

Az amplifikélt fragmentet EcoRlI restrikcids enzim-
mel emésztjitk, majd a pTZ18R (a Pharmacidndl vasa-
rolhatd) plazmid EcoRI hasitisi helyére klonozzuk.
A restrikcids hely térképezése és a nukleotid szekvencia
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meghatarozasa igazolja, hogy a fragment megfeleld.
A kapott plazmid jele pGB925.

A masodik fragment amplifikalasahoz az alabbi két
oligonukleotidot hasznaljuk:

Oligo3: 5’GAGCACCAAGCTGAAGGATCC 3
Oligo4: 5> AAACTGCAGGCGTTGAGTGTGATTGTTTAAAGGG 3’

Az amplifikalt fragmentet BamHI és Pstl restrikcids
enzimekkel emésztjiik, majd ezt kovetGen BamHI és
Pstl restrikcids enzimekkel emésztett pTZ18R plaz-
midba klonozzuk. A restrikcids térképezés és szek-
venalds azt mutatja, hogy a helyes fragmentet izolaltuk.
A kapott plazmid jele pGB926.

Abbol a célbdl, hogy teljes hosszisagi cDNS-t izo-
laljunk, a pGB925 plazmidot EcoRI és BamHI restrik-
cids enzimekkel emésztjiik, majd a fitazt kodolo DNS-t
izolaljuk. Ezt a fragmentet klénozzuk a pGB926 plaz-
midba, amelyet elézéleg EcoRI és BamHI restrikcios
enzimmel emésztettiink, igy kapjuk a pGB927 plaz-
midot. A pGB927 plazmid tartalmazza a fitazt kodold
teljes hosszlisagit ¢cDNS-t, mérete koriilbelil 1,8 kb,
A fitaz fehérjét kodolé cDNS régié szekvencijjat, vala-
mint az ebbdl szdrmaztatott aminosavszekvenciat a 2.
abran mutatjuk be.

3. példa:

A pMOG?23 bindris vektor készitése

Ebben a példaban a pMOG23 binaris vektor készi-
tését irjuk le (Escherichia coli K12 DHSa torzsben, le-
tétbe helyezve a Centraal Bureal voor Schimmel-
cultures-nél, 1990. januar 29-én, CBS 102.90 letéti
szam alatt).
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A pMOG23 binaris vektor (2. 4bra) a Bin19 vektor
szérmazéka (Bevan, M., 1984). A pMOG23 elBallitasa-
hoz a Binl9 vektort oly médon valtoztatjuk meg, hogy
az nem lényeges a jelen talalmany szempontjabél, a
molekuléris bioldgia szakteriileten jartas szakember
szamadra ismert modszereket alkalmazva.

Els6ként a baloldali hatarol6 szakaszt (LB) és a jobb-
oldali hatarol6 szakaszt (RB) cseréljiik ki, a neomicin-
foszfotranszferaz I gén (NPTII gén) alapjan. Masodszor,
ban kapunk transzkripciot. Végezetiil, a Bin19-ben levé
polilinkert helyettesitjiik egy olyan polilinkerrel, amely az
alabbi restrikcids enzim felismerési helyeket tartalmazza:
EcoRI, Kpnl, Smal, BamHI, Xbal, Sacl, Xhol és HindIII.

4. példa:

Az Aspergillus ficuum fitaz cDNS-ének klonozdsa

egy olyan expresszios konstrukcioban, amely

konstitutiv expressziot biztosit névényekben

Az Aspergillus ficuum fitdz génjét atalakitjuk, és
egy olyan expresszids konstrukcidban klonozzuk,
amely konstitutiv expressziét biztosit a karfiol mozaik-
virus 358 promotere utan. Az expresszios konstrukcio
tartalmazza a novényi eredetli szignal-peptid szekven-
cia k6dolé informéacidjat.
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A fitdz cDNS-t a pMOG29 plazmidban levé (az a)
pontban irjuk le) expressziios szerkezetbe klonozzuk.
Ezt kovetden a teljes konstrukciot a pMOG23 bindris
vektorba épitjilkk be, majd atvissziikk Agrobacterium
tumefaciens LBA4404 torzsbe.

a) A pMOG29 expresszios vektor készitése

A ROK1 expresszios konstrukciét [Baulcombe et
al., Nature, 321, 336 (1986)] egy EcoRI/HindIII
fragment formajaban klénozzuk pUC18-ba. Ez a konst-
rukcid tartalmazza a karfiol mozaikvirus (CaMV) 358
promoterét egy EcoRI/BamHI fragment formajaban,
valamint a nopalin szintetaz (nos) transzkripcids
terminatort egy BamHI/HindIII fragment formajaban.
A promoter fragment a CaMV 35S promoter —800-t6] a
+1-es nukleotidig terjedé szekvencidjat tartalmazza.
A benne lev6 +1 pozicio a transzkripcios iniciacids hely
(Guilley et al., 1982). Az Ncol restrikcids hely el6tt, a
—512-es pozicidban levé szekvenciat deletdljuk, majd
ezt a helyet egy EcoRI hasitasi helyre valtoztatjuk. Ezt
ugy hajtjuk végre, hogy a pUC18-ban levd expresszios
konstrukciot Ncol-gyel hasitjuk. Az egyszali végeket
Klenow polimerazzal toltjiik fel, majd EcoRI linkerrel
ligaljuk. A kapott plazmidot EcoRI restrikcids enzim-
mel hasitjuk, ennek eredménye az eredeti Ncol hasitasi
hely el6tt levé 35S promoter szekvencidkat hordozo
EcoRI fragment deléciéja. A BamHI/HindIII frag-
mentet, amely a nos terminatort tartalmazza, egy szinte-
tikus DNS fragmenttel helyettesitjiik (az A duplex
oligonukleotid, 4. abra), amely a lucerna mozaikvirus
(AIMV) RNA4 leader szekvencidjat tartalmazza
(Brerode et al., 1980). Ezt ugy hajtjuk végre, hogy el6-
szér BamHI, majd HindIII restrikcids enzimmel hasit-
juk, majd ligdljuk a szintetikus DNS fragmentet.
A BamHI restrikciés helyet, és az el6tte levd harom
nukleotidot helyspecifikus mutagenezissel tavolitjuk el.
A kapott plazmidba a nos terminator szekvenciat tartal-
mazé BamHI/HindIII fragmentet Gjra bevissziik. A B-
glikuronidazt kodoldé gént [eredete a pRAJ
275 plazmid; Jefferson, R. A., Plant Mol. Biol.
Reporter, 5, 387 (1987)] egy Ncol/BamHI fragment
formajaban ligaljuk, igy kapjuk a pMOG14 plazmidot.
A szakirodalombol ismert, hogy a -343 és —90 bazisok
kozotti szekvencia duplikaléddasa megnoveli a —35S
promoter aktivitasat [Kay, R., Chan, A., Dayly, M. and
McPherson, J., Science, 236, 1299 (1987)]. Ahhoz,
hogy egy promoter fragmentet egy dupla, Ggynevezett
enhanszer szekvencidval kapjunk meg, a kovetkezd, a
szakteriileten jartas szakember szamara ismert lépéseket
hajtjuk végre. A pMOG14 plazmidbél az enhanszer
fragmentet egy Accl/EcoRI fragment formajéban izo-
laljuk, majd ezt kovet6en Klenow polimerazzal
tompavéglivé tessziik. A kapott fragmentet egy EcoRI
restrikciés enzimmel hasitott és tompavégilvé tett
pMOG14 plazmidba juttatjuk be, oly médon, hogy a
tompavéglivé tett EcoRI és Accl hasitasi helyek egy uj
EcoRI hasitasi helyet hoznak létre. A keletkezd plazmid
(pPMOG18) a 35S promotert egy dupla enhanszer szek-
vencidval egyiitt tartalmazza, egy expresszios konstruk-
cioban levé AIMV RNA4 leader szekvencidval €s a
nos terminatorral egyiitt egy EcoRI/HindIIl fragmen-
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ten. Végezetiil, a §-glikuronidazt kodolé Ncol/BamHI
fragmentet a B szintetikus DNS fragmenttel helyettesit-
jiikk (4. abra), amely a PROB12 cDNS-b6l szdrmazik
[Cornelissen, B. J. C., Hooft van Huijsduijnen, R. A. M.
and Bol, J. F., Nature, 321, 531 (1986)]. Ez a B
fragment a Samsun NN dohany PR fehérjéje PR-S
szignal peptidjét kodolja. Egy nukleotid megvaltoztata-
saval egy Sphl hasitasi helyet hozunk létre a szignal
peptidet kodolé DNS szekvencidban. Ez a véltoztatas
nem valtoztatja meg a kodolt PR-S szignal peptid ami-
nosav szekvenciajat. A kapott plazmid jele
pMOG29 (5. 4bra).

b) Az Aspergillus ficuum fitaz génjének klonozasa

a binaris vektorban

A C jeli duplex oligonukleotidot (4. abra) az Sphl és
BamHI restrikcids enzimekkel emésztett pMOG29 plaz-
midba klénozzuk, igy kapjuk a pMOG407 plazmidot.
Az oligonukleotid duplex tartalmazza a PR-S szigndl-
peptid utols6 két aminosavat kodold szekvenciat, majd
ezt kovetben az érett fitdz els6 hat aminosavat kodolo
informacidkat.

A pGB927 plazmidot, amely a teljes hosszisagi
fitdz cDNS-t tartalmazza, részlegesen emésztjikk Xhol,
és teljesen megemésztjiik Pstl restrikcios enzimmel.
Az érett fitaz 6. aminosavatol kezd6dden az érett fitazt
kodolo DNS szakaszt tartalmazo Xhol/Pstl fragmentet
Xhol és Pstl restrikciés enzimekkel linearizalt
pMOG407 plazmidba klénozzuk, igy kapjuk a
pMOG417 plazmidot. A teljes konstrukciot, amely a
kiméra fitadz gént tartalmazza, egy EcoRI/HindIII
fragment formdjaban beépitjiik az EcoRI és HindIIl
restrikcidés enzimekkel linearizalt pMOG23 bindris
vektorba. A kapott pMOG413 binaris plazmidot mobi-
lizaljuk, egy haromsziilés keresztezés soran, az
Escherichia coli K-12 RK2013 torzzsel (ez tartalmaz-
za a pRK2013 plazmidot) [Ditta, G., Stanfield, S.,
Corbin, D., Helinski, D. R., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 77, 7347 (1980)], Agrobacterium tumefaciens
LBA4404 torzsbe, amely a T DNS novénybe valo
transzferéhez sziikséges virulencia géneket hordozé
plazmidot tartalmazza.

5. példa:

Kiméra fitaz gén tranziens expresszidja dohdny

protoplasztokban

Dohany protoplasztokat transzformalunk a konstitu-
tiv CaMV fitaz promoter szabalyozasa alatt 4116 kiméra
fitdz gént tartalmazo plazmid DNS-sel. 72 ora elteltével
a kezelt protoplasztokat megvizsgaljuk a bevitt fitaz
gén tranziens expresszidja szempontjabol, a fitaz-
aktivitas vizsgalatot alkalmazva.

A sterilen novesztett 1-2 hénapos dohdnynové-
nyekbdl (Nicotiana tabacum SR1) protoplasztokat ké-
szitiink. A teljes eljarast Rodenburg és munkatarsai
kézlik [Rodenburg, K. W., DeGroot, M. J. A,
Schilperort, R. A., Hooykaas, P. J. J., Plant Mol. Biol,,
13, 711 (1989)]. A transzformalashoz 5x10° proto-
plasztot elektroporalunk 40 pg pMOG417 plazmid
DNS-sel. Az elektroporici6 utan a protoplasztokat iile-
pitjiik, és 3 ml feliiliszot éjszakan at dializdlunk f6los-
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legben levd vizzel szemben. A dializatumot fagyasztva
szaritjuk, majd 300 ul 25 mM nétrium-acetat pufferben
(pH=5,5) szuszpendaljuk. A vizsgalatot ezutan oly mé-
don hajtjuk végre, amint az a 10. példdban részletesen le
van irva, azzal az egyetlen eltéréssel, hogy a 250 mM
glicin-HCl puffer (pH=2,5) helyett 25 mM natrium-
acetat (pH=5,5) puffert hasznalunk.

Ezekben a kisérletekben egy fitdz egységet ugy defi-
nialunk, mint azt az enzimmennyiséget, amely 1,5 mM
natrium-fitat oldatbol egy perc alatt 37 °C-on, pH=5,5-
6n 1 uM foszfatot szabadit fel.

A kezeletlen protoplasztokban nincs kimutathato6
aktivitds. A pMOG417 plazmiddal elektropordlt
protoplasztok 0,26 PTU (fitaz egység, lasd a 10. példat)
aktivitdst mutatnak a feliluszéban levé fehérje
milligramjara szamitva.

6. példa:

Egy kiméra fitaz gén stabil expresszidja

dohdanynévényekben, a CaMV 35S promoter

szabalyozadsa alatt

A dohanyt ugy transzformaljuk, hogy névényi sz6-
vetet egyiitt tenyésztiink Agrobacterium tumefaciens
LBA4404 térzzsel, amely a CaMV 35S promoter sza-
bilyozasa alatt levé kiméra fitaz gént hordozé
pMOG413 binaris vektort tartalmazza. A transzforma-
ci6 végrehajtasdhoz dohany (Nicotiana tabacum) levél-
korongokat tenyésztiink egyiitt Horsch és munkatérsai
moédszerével (1985). A transzgenikus névényeket azok-
b6l a hajtasokbol regeneraljuk, amelyek szelekcids tap-
talajon nének (100 mg/liter kanamicin), meggyokerez-
tetjiik Sket, és talajra vissziik at 6ket. A fiatal névények-
nek vizsgaljuk az NPTII aktivitasat (kanamicin rezisz-
tencia), érettségig felneveljik 6ket, hagyjuk, hogy 6n-
magukat beporozzak és magokat termeljenek.

Abbdl a célbdl, hogy meghatirozzuk a transzgeni-
kus magvakban talalhato fitdz aktivitds mértékét, koriil-
beliil 50 mg-os mennyiséget vesziink, és jéghideg mo-
zsarban eldorzséljik 1 ml 25 mM néatrium-acetat puf-
ferben (pH=5,5). A centrifugalds utan a feliliszot a
tranziens vizsgalatoknal leirt modszerrel vizsgaljuk
meg. 32 fiiggetleniil transzformélt dohdnynévényben
2 PTU/mg osszes oldhat6 fehérje maximalis aktivitast
figyeltiink meg az extraktumokban. Ez megfelel 1,7%
oldhatd 6sszfehérjének. Ezeknek a transzformalt do-
hinyndvényeknek a magvaiban az 9sszes oldhaté mag-
fehérje 0,4%-4t kitevé maximalis fitazaktivitas figyel-
het6 meg. A transzformalatlan novényekben nincs meg-
figyelhetd fitazaktivitas.

Két transzgenikus ndvényvonalat a 413.25-8st és a
413.32-est valasztjuk ki, azon az alapon, hogy jol
expresszalddik benniik a fitdz.

7. példa:

Az Aspergillus ficuum fitdz cDNS-ének klénozdsa

egy magspecifikus expresszios konstrukciéban

Egy expresszios konstrukciot allitunk eld, oly moé-
don, hogy magspecifikus expressziét kapjunk, a
Brassica napus kruciferin 128 tartalék fehérjéje génjé-
bél szarmazé szekvencidkat alkalmazva (cruA; Ryan et
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al., 1989). Ezeket a szekvencidkat hasonlé magspeci-
fikus génekbdl szarmazé szekvencidkkal helyettesithet-
jiik, ezzel a jelen taldlmany targyaval azonos célt érhe-
tiink el.

A fitaz ¢cDNS-t klénozzuk az expressziés konstruk-
cidba. Végiil az egész konstrukciot bejuttatjuk Agro-
bacterium tumefaciensbe, amelyet a transzformalashoz
hasznalunk. Barmely egyéb, szamunkra fontos fehérje
génjének vagy c¢DNS-ének klénozdsa esetében a
kl6nozast lényegében ugyanugy végezziik, mint ahogy
az el6zb6ekben a fitaz cDNS-re leirtuk.

Az ebben a példaban emlitett 6sszes Escherichia
coli transzformalashoz az Escherichia coli K-12 DH5a
torzset hasznaljuk.

a) Az expresszios konstrukcio eléallitasa

A magspecifikus expresszidhoz hasznélt
expresszids konstrukcid készités¢hez a Brassica napus
cv. Jet Neuf kruciferin A (cruA) gén promoter és
terminator szekvencidjat PCR technologia alkalmazasa-
val megszintetizaljuk izolalt genomialis DNS-rdl, mint
templatrol [Mettler, 1. J., Plant Mol. Biol. Rep., 54,
346 (1987)]. Ez a gén magspecifikus expresszidt mutat,
kddolo, valamint hatarolé szekvenciait meghataroztak
(Ryan et al., 1989).

Két oligonukleotid készletet szintetizilunk. Az
egyik lehet6vé teszi a cruA 5’ hatarold régio, valamint a
szignal peptid kodold szekvencia egy részének amplifi-
kalasat egy EcoRI/Ncol fragment formajaban:

5’ GTTCGGAATTCGGGTTCCGG 3’ és

5> AACTGTTGAGCTGTAGAGCC 3’

A masik, a 3’ hatarol6 szekvencianak egy BglII/HindIII
fragment formajaban valé amplifikalasahoz:

5" CTTAAGATCTTACCCAGTGA 3’ és

5’ CGGAGAAGCTTGCATCTCGT 3’

Az oligonukleotidokat ugy terveztilk meg, hogy al-
kalmas restrikcids hasitasi helyeket tartalmazzanak a
végiikon, hogy ezzel lehetdvé véaljon az expresszids
konstrukcié kozvetlen osszeallitasa, a fragmentek rest-
rikcios enzimekkel valé emésztése utan.

A cruA gén 5° fragmentjét, amely magaban foglalja
a szignal peptidet kodolo szekvencia 54 nukleotidjat,
az EcoRI és Ncol restrikcios enzimekkel hasitott
pMOG445 vektorba klénozzuk (E duplex oligonukleo-
tid, 4. abra, a pUC18 vektorba klénozva, Sstl és EcoRI
restrikcios enzimekkel linearizalva), igy kapjuk a
pMOG424 vektort. A D szintetikus duplex oligonuk-
leotidot, amely tartalmazza a Brassica napus kruciferin
szignal szekvencidjanak utolsé 5 kdédold triplettjét, az
érett fitdz 1-6 aminosavat kodold szekvenciat, és egy
t6bbszoros klonozd helyet, az Ncol és HindlIII restrik-
ci6s enzimekkel hasitott pMOG424 vektorba
klonozzuk. A kapott vektor jele pMOG425. A 3’ cruA
PCR fragmentet egy BgllI/HindIII fragment formaja-
ban kldnozzuk BglIl és HindIII restrikciés enzimekkel
emésztett pMOG425 plazmidba, igy kapjuk a
pMOG426 vektort.

b) Az Aspergillus ficuum fitaz génjének klonozdsa

a bindris vektorban

A pGB497 plazmidot, amely az Aspergillus ficuum
fitaz gén teljes hosszusaga kodold szekvencidjat tartal-
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mazza, részlegesen emésztjikk Xhol enzimmel, és telje-
sen megemésztjilk Pstl restrikcidos enzimmel. Az
Xhol/Pstl fragmentet, amely a 6-os aminosavtol kezdd-
dden tartalmazza az érett fitazt kodolé DNS szekvenci-
at, a pMOG426 vektorba klénozzuk, amelyet Xhol és
Pstl restrikciés enzimmel emésztettink. A keletkezé
pMOG428 vektorbdl a teljes, a kiméra fitaz gént tartal-
maz6 konstrukciét egy EcoRI/HindIIl fragment forma-
Jjaban beépitjiik a pMOG23 bindris vektorba, amelyet
EcoRI ¢és HindIII restrikcids enzimekkel linearizaltunk.
A kapott, pMOG429 binaris vektort (5. abra), az
Escherichia coli K-12 RK2013 térzzsel (amely a
pRK2013 plazmidot tartalmazza) (Ditta et al., supra)
egy haromszilds keresztezés soran mobilizaljuk, az
Agrobacterium LBA4404 torzsbe (Hoekema et al.,
1983, supra), amely egy olyan plazmidot hordoz, amely
tartalmazza a T DNS novényekbe valé atviteléhez sziik-
séges virulencia géneket.

8. példa:

A fitaz stabil magspecifikus expresszidja

dohanymagvakban, a kruciferin promoter

szabalyozasa alatt

Az Agrobacterium LBA4404 torzset, amely a
pMOG429 binaris vektort tartalmazza, benne a fitaz
c¢DNS a kruciferin promoter szabalyozasa alatt, hasznal-
juk a transzformacios kisérletekben. A dohany
(Nicotiana tabacum SR1) transzformalasat ugy hajtjuk
végre, hogy a levélkorongokat egyiitt tenyésztjik
Horsch és munkatarsai eljarasa szerint (1985).
A transzgenikus novényeket olyan hajtasokrol szelektal-
juk, amelyek szelekcids taptalajon nének (100 mg/liter
kanamicin). A fiatal névényekben vizsgéljuk az NPTII
aktivitast (kanamicin rezisztencia), teljes érettségig fel-
neveljiikk, hagyjuk, hogy énmagukat beporozzak, majd
termeljenck magvakat. Az egyes transzforméansokbol
szdrmazd magvakat egyesitjilkk, majd a magminta egy
részében megvizsgaljuk a fitaz aktivitasat. Azokbodl a
klonokbdl, amelyek a legmagasabb expresszids szintet
mutatjak a transzformalatlan kontroll magvakhoz viszo-
nyitva, a megmarad6 magvakat kanamicinen (200 mg/li-
ter) csiraztatjuk. A kapott S2 magvakbdl kapott adatok
alapjan az NPTII-re homozigdta (és igy a fitazra is ho-
mozigota) magvakat szelektaljuk, és azoknak a nové-
nyeknek a nagymennyiségben valo eldallitasara hasznal-
juk, amelyek a legnagyobb mennyiségben képesek a
fitaz eléallitasdra a magvaikban. Ezeket lehet azutdn
hasznalni, példaul az emésztési kisérletekben.

A transzgenikus magvakban talalt fitazaktivits
meghatarozasahoz koriilbeliil 50 mg magot vesziink, és
egy jéghideg dorzscsészében eldorzsoljik 1 ml 25 mM
natrium-acetat pufferrel (pH=5,5). A centrifugalas utan
a feliiliszot a tranziens vizsgalatnal leirt modon vizs-
galjuk. 55 fiiggetleniil transzformalt dohanynévényben
az 6sszes oldhaté magfehérjére vonatkoztatva 0,15%-o0s
maximadlis fitdzexpresszids szintet figyeltink meg.
A fitazaktivitds nem volt kimutathaté a transzgenikus
novények szaraban, gyokereiben és agaiban. Fitdz-
aktivitas nem mutathaté ki a transzformalatlan nové-
nyekben sem.
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9. példa:

Repce transzformalasa

Ebben a példaban a repce olyan transzformalasat
irjuk le, melynek soran a ndvényi szovetet egyiitt te-
nyésztjiik a kiméra fitaz gént hordozé binaris vektort
tartalmazé Agrobacterium tumefacienssel. A transz-
genikus novényeket az antibiotikum rezisztencia alap-
jan lehet szelektdlni. A transzgenikus névényekben
vizsgalhatjuk a fitdz aktivitdsat. A magas szinten
expresszalokat alaposabban vizsgaljuk, és a tovabbi ki-
sérletekben alkalmazzuk.

Ugyanazt a binaris vektorban levé kiméra fitiz
konstrukciot (pMOG429) mobilizdljuk Agro-
bacterium tumefaciens LBA4404 torzsbe, ahhoz ha-
sonld médon, mint amit a 7. példaban leirtunk. Ezt a
torzset haszndlhatjuk repce (Brassica napus cv.
Westar) transzformadlasara. Ebb6l a célbol 5-6 hetes,
éppen virdgzas eldtt allo novényekbdl vett, feliileten
sterilezett szardarabokat vesziink, 24 6ra hosszat €l§-
kondicionaljuk MS taptalajban [Fry et al., Plant Cell
Reports, 6, 321 (1987)] 1 mg/liter BAP-pal, majd
48 ora hosszat egyiitt tenyésztjilk Agrobacteriummal,
ugyanazt a taptalajt tartalmazo friss lemezeken.
A transzgenikus novénykezdemények azokrdl a hajta-
sokrol regeneralhatok, amelyek nének szelekcios tap-
talajon (500 mg/liter karbenicillin, 40 mg/liter
paromimicin), majd tovabb elemezziik a 8. példaban
dohanyra leirt médon.

10. példa:

A fitazaktivitas vizsgdlata

Olyan mennyiségli transzgenikus névénybdl szar-
mazo6 anyagot 6roliink meg, amelyben Gsszesen koriil-
beliil 0,25 PTU van. (PTU = fitaz egység. Egy egység
fitazaktivitast ugy definidlunk, mint azt az enzim-
mennyiséget, amely 1,5 mM natrium-fitatbol
1 pmol/perc sebességgel (37 °C, pH=2,5) szabadit fel
szervetlen foszfatot.

A meg0rélt novényi anyagot 50 ml 6ssztérfogati
250 mM glicin/HCI pufferben (pH=2,5) inkubaljuk,
amely 0,86 g natrium-fitdt x 11 H,O-t tartalmaz.
Jollehet az Aspergillus fitdz mind 2,5-6s, mind
5,5-6s pH optimum mellett expresszal, az alacso-
nyabb pH-t vélasztjuk, hogy a névény fitazaktivitasat
kizarjuk.

A kapott elegyet 15, illetve 60 percig inkubaljuk
37 °C-on. A reakcidt ugy allitjuk le, hogy az inkubalt
reakcidelegybdl 5 ml-t tesziink 5 ml 10%-o0s TCA-ba
(triklor-ecetsav). Ezutan 10 ml indikdtor reagenst
[3,66 g vas(Il)-szulfat—7 viz, 50 ml ammoénium-
molibdat oldatban (2,5 g (NH#)6Mo7024 x 4H,0 és
8 ml koncentralt kénsav, 250 ml-re higitva desztil-
lalt vizzel)] adunk a leallitott enzimoldathoz. A kék
szin intenzitasdt spektrofotometridsan mérjik
700 nm-en.

A T=0 id6pontban mért szervetlen foszfattartalom
szolgal kontrollként.

A mérések a felszabaditott foszfat mennyiségét jel-
zik, a 0—1 mM koncentracio-tartomanyban levé foszfat
kalibracios gorbe alapjan.
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11. példa:

A megdrélt Nicotiana tabacum névényi anyag

inkubdldsa tapokkal

Egy tipikus kisérletben 0,25 g oldoszerrel extrahalt
szojalisztet inkubalunk 25 mg 6r6lt Nicotiana tabacum
névényi anyaggal, amely koriilbeliil 0,25 PTU-t tartal-
maz a fentiek szennt, azzal az eltéréssel, hogy natrium-
fitdtot adunk hozza. Ebben az esetben a hozziadott
inkubalé anyag 410 ml puffer és 90 ml viz elegye.

A foszfat felszabadulasat fitatbol olddszerrel extra-
halt szdjalisztben, a 6. dbran mutatjuk be. Hozzaadott
8rolt mag nélkiil nincs megfigyelhetd aktivitas.

Egy latszolag azonos kisérletben hasonlé eredmé-
nyeket kapunk kukorica glutén tappal is, mint szubszt-
ratummal. Az eredményeket a 6. 4bran mutatjuk be.

Nincs megfigyelhet§ aktivitids az 6rélt novényi
anyag tavollétében, illetve akkor, ha a hozzaadott nové-
nyi anyag nem tartalmaz fitdzaktivitast.

12. példa:

A fitazt tartalmazo transzgenikus novényi anyag in

vitro vizsgdlata olyan koriilmények kizott,

amelyek a szdrnyasok emésztérendszerét

szimuldljak

Hogy felbecsiiljiik transzgenikus dohanyndvényben
termelt fitaz hatékonysagat, az Aspergillusbol szarmazé
fitaz aktivitasat olyan modellben hatarozzuk meg,
amely a szdmyasok emésztdrendszerében taldlhato ko-
riilményeket utinozza.

Egy standard szarnyastap mintat el6szor 1 g/15 ml
viz koncentracioban inkubalunk 60 percig 39 °C-on,
hogy ezzel szimulaljuk az allatokban eléfordulé koriil-
ményeket a terményben. Ezt kévetéen 5 ml pepszinol-
datot (Merck: 5,28 g/l, pH=3,0, sdsavval beallitva)
adunk hozzi, a pH értéket sosavval pH=3,0-ra allitva,
majd az inkubalast tovdbbi 90 percig folytatjuk ugyan-
ezen a héméréskleten, hogy a gyomorban el6fordulo
koriilményeket szimulaljuk.

Az inkubdacids periodus soran mintdkat vesziink,
hogy meghatarozzuk a tapban levé fitatbol felszabadult
foszfat mennyiségét.

A gomba fitazhatdsa nyilvinvalé a 10. dbrabol.
A fitaz dozisat 250 PTU/kg taprél 1000 PTU/kg tapra
névelve, a tipmintabdl megndvekedett mennyiségd
foszfat szabadul fel.

Ha egy transzgenikus dohdnynévényi anyagot, akar
magvakat, akar leveleket (413.25 vagy 413.32 vonalak,
dorzscsészében megdrolve) alkalmazunk a gomba fitaz
helyett, hasonlé mértékben foszfét felszabadulast figyel-
hetiink meg (11. 4bra). Kontroll dohanynovénytis vizsgal-
tunk, amely nem tartalmaz fitazt. A vak kontrollal dssze-
hasonlitva nem volt foszfatfelhalmozas megfigyelhetd.

Az 50 g transzgenikus dohanymag/kg tappal kapott
eredményeket Osszehasonlitva azokkal, amelyeket az
500-750 PTU/kg tappal kaptunk, azt az eredményt kap-
juk, hogy 1 g dohanymag kériilbeliil 12 PTU-nak felel
meg ebben az in vitro szérnyas emésztési modellben.
Levelekb6l szirmazé anyag vizsgalataval az deriilt ki,
hogy 1 g (nedves stily) dohanylevél koriilbeliil 25 PTU-t
tartalmaz.
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13. példa:

Vizsgdlatok dllatokban

A vizsgalatokat broilerekkel végezziik, hogy iga-
zoljuk a novényi magvakban expresszalodott fitaz ha-
tékonysagat, valamint barmely, a dohanymagvakbdl
szarmazé negativ hatas hianyat a zootechnikai eredmé-
nyekre.

A fitizt expresszalé dohanymagvakat és kontroll
magvakat begy(jtjik. A magvakat 100 grammos rész-
letekben megdroljiik, és egy olyan szitat alkalmazunk
(Retch—mill ZM1), amelynek a pérusmérete 500 pm, és
vigyazunk arra, hogy a magvakat hitve tartsuk.

Egynapos broiler kakasokat (Hybro) tartunk kétalla-
tos ketrecekben (0,45 m?). Az elsé két napban a szoba-
hémérséklet 32 °C, majd az els6 héten 4 °C-kal csok-
kentjiik. Minden ezt kovetd héten a hdmérsékletet 2 °C-
kal csokkentjiik. A broilereket egy 6ra megvilagitas és
harom Ora sotétséget valtogatva tenyésztjik.

Az allatokat New Castle betegséggel szemben egy-
napos korukban vakcinaljuk, Clone 30 vakcina alkal-
mazasaval. A kisérletek soran a broilereket a kisérleti
tappal etetjiik, tetszés szerinti mennyiségben. A nove-
kedési és a tap/silyndvekedés aranyt a kisérleti 1d6-
szakban mérjikk. Az sszes foszfor latszélagos hozzé-
férhetGségét haromnapos periodusokban mérjiik, amely
sordn a tapfogyasztast szarazanyag felvétellel mérjik,
az tirilléket pedig teljes egészében Osszegytjtjik.

A foszfor latszélagos hozzaférhetSségét tgy hata-
rozzuk meg, mint azt a kiilénbséget, ami a felvett fosz-
for és a kiiiritett foszfor mennyiséget k6zott van.

Az alabbi, fitiz hozzaaddsa nélkiili kontroll étrendet
alkalmazzuk:

. Ca Ossz-foszfor | fitat-foszfor
Etrendek %) ) %)
| 0,60 0,45 0,30
2 0,75 0,60 0,30
3 0,90 0,75 0,30

Foszfatot nem adunk az 1-es étrendhez (alap étrend).
Kalciumot és foszfort vizmentes dikalcium-foszfat és
monoammonium-foszfat 5:1 aranyt elegyével visziink
be a 2-es és 3-as étrendekbe. Az osszes kisérleti étrendet
az alapétrend kiegészitésével allitjuk el6 (1. tablazat).

A 4-es kisérleti étrend tartalmaz mikrobialis eredetd
fitazt 400 PTU/kg tap mennyiségben, Van Gorcom ¢€s
munkatarsai altal leirt médon el6éllitva (1991).

Az 5-6s kisérleti étrend hasonlit a 4-eshez, de 6rolt
nem-transzgenikus dohidnymagvakat adunk a tapkeve-
rékhez, ezzel a 3 kg/90 kg tap végsé aranyt allitva be.

A 6-0s kisérleti étrend is hasonl6 a 4-eshez, de 3 kg
transzgenikus dohanybdl szarmazé (413.25 vonal) 6rolt
magot adunk 90 kg taphoz, igy kapjuk a 400 PTU/kg
tap végkoncentraciot.

A kisérletet 176 broilerrel végezziik 16 ketrec-
csoportban (11 per ketreccsoport) 24 napos korig. A ke-
zeléseket (étrendek) kétszer megismételjiik, és az egyes
sorokban levd ketrecekhez véletlenszerden rendeljik
hozza.
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A foszfor felhasznalhatosagat 21-24 napos kortol
mérjik Adalékanyagok Mennyiség (g/k)
’ A foszfor fell,lasznalh?tosagaf ésa 4-§s, 5-0s és §-Qs Napraforg6liszt (oldészerrel extr.) 80,0
étrenden tartott allatok novekedése a fitdz hozzaadasa- —
nak pozitiv hatasat mutatja (2. tablazat). A 4-es, S-0sés 5 | Szdjaliszt (olddszerrel extr., 48% fe- 350.0
6-os étrendek osszehasonlitisa azt mutatja, hogy a hérje)
dohinymagvak belekeverése az étrendbe Osszefér a Szojaolaj 58,5
mikrobialis fitaz mikodésével haszonallatok, példaul .
. S i ) N Vitaminok* 5.0
broilerek emésztési rendszerében, €s nem mutat negativ .
hatast a zootechnikai eredményekre. 10 | Asvanyianyagok* 15,0
- J(’)llehet' a taldlmanyt specifikus megvalositasi .rnéd— Mészkd 1.0
jaira valé hivatkozasokkal irtuk le, a szakteriileten jartas — —
szakemberek szamara vilagos, hogy kiilonbozd véltoz- Szintetikus metionin 1,0
tatdsok hajthatok végre, és az egymassal egyenértékil Cr,0, 0,5
dolgok helyettesithetSk egymassal anélkiil, hogy eltér- 15 10010
nénk a jelen taldlmany oltalmi korétsl és szellemétol. ’
Emellett szimos médositas hajthato végre, hogy egy ME (MJ/kg) 13,1
adott helyzethez, anyaghoz, névényhez, maghoz, elji- Lizin 12.9
rashoz, vagy a taldlmany targyanak, szellemének és ol- Motionimroisatel
talmi korének eljarasi 1épésehez vagy lépéseihez alkal- 20 | Metioninteisztein 21
mazkodjunk. Az dsszes ilyen moédositds a megadott Kalcium 6,0 (6,0-6,6)**
igénypontok oltalmi korébe tartoznak. Ossz-foszfor 4.5 (4,7-4.7)4*
1. tablazat Szerves fitikus foszfor 3,0 (3,1-3,1)**
Broilerekkel végzett kisérletek alapétrendjének o5 . A ] .
Ssszetétele * Az egy kg tappal bevitt mennyiség: 12000 IU A vitamin; 2000 1U
D, vitamin; 5 IU E vitamin; 1,5 mg K; vitamin; | mg tiamin; 5 mg
Adalékanyagok Mennyiség (2/k) riboflavin; 1 mg piridoxin; 30 mg nikotinsav; 7,5 mg D-pantoténsav;
0,015 mg B,, vitamin; 0,5 mg foisav; 350 mg kolin-klorid; 75 mg
Sarga kukorica 28,0 etoxiquin; 9,5 g CaCO;; 2,5 g NaCl; 0,25 g FeSO,; 0,24 g MnSOy;
£ 30 ) '
Cirok (alacsony tannintartalom) 200,0 45mg CUSO“;, 60 mg ZnSOy; 105 mg Kl elegy.
** () Az 1-es, illetve 2-es kisérletekhez elemezve.
2. tablazat

A fitaz hat4sa az 6ssz foszfat és kalcium latszolagos felhasznélhatoségéra,
a P tartalom a tragyaban ¢és a broilerek teljesitménye

i Felhasznalhatosag (%) A P mennyisége N
i Ca/P Hozza,ad(m 21-24. nap a tragyaban Nov.
Etrendek fitaz ) 0-24
(g/kg) (g) per kg tap
(Urkg) ) ®
P Ca €lv.
1 6/4,5 49.8 472 2,7 338
2 7/5,6 45,6 48.9 3,8 592
3 9/7,5 44,6 46,9 4.9 683
4 mint az 1. 400 60,5 58,6 2,1 620
5 mint az 1. 0 48.5 48,0 2,7 340
6 mintaz 1. 400 60,2 593 2,1 615

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras megnévelt mennyiség fitazt tartalmazo
transzgenikus ndvények vagy névényi szervek eldalli-
tasara, azzal jellemezve, hogy egy novényi gazdaszer-
vezetet olyan expresszids konstrukcioval transzforma-
lunk, amely egy fitazt k6dold, mikrobialis forrasbol
szarmazé DNS-szekvenciat tartalmaz a fitdz noévényi
gazdaszervezetben valé expresszidjat vezérlé szaba-
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lyoz6 szekvencidkhoz miikod6képesen kapesolva, €s a
transzformalt ndvényt a fitazt kodolé DNS-szekvencia
expresszidjat biztosité korilmények kozott no-
vesztjiik.

Els6ébbsége: 1990. 09. 21.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az expresszids konstrukcié a fitiz konstitutiv
expressziOjat irnyité szabalyozo szekvenciét tartalmaz.
ElsGbbsége: 1990. 09. 21.
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3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az expresszios konstrukcié a fitiz szovet-specifi-
kus expresszidjat vezérli.

Els6bbsége: 1990. 09. 21.

4. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a fitazt kédol6 DNS-szekvencia egy fonalas-
gombabol szarmazik.

ElsGbbsége: 1990. 09. 21.

5. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a fitazt kodolo DNS-szekvencia egy Aspergillus-
bol szarmazik.

Elsébbsége: 1990. 09. 21.

6. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a fitazt kddolé DNS-szekvencia egy Aspergillus
ficuum, Aspergillus niger, Aspergillus awamori vagy
egy Aspergillus nidulans fajbol szarmazik.

Els6bbsége: 1990. 09. 21.

7. Eljaras expresszios konstrukcio eldallitasara, az-
zal jellemezve, hogy egy mikrobialis fitazt k6dolo
DNS-szekvenciat miikod6képesen osszekapcsolunk
egy novényi gazdaszervezetben a fitdz konstitutiv
expresszi6jat biztosito szabalyozo szekvencidval.
ElsGbbsége: 1990. 09. 21.

8. Eljaras vektor elballitisdra, azzal jellemezve,
hogy egy alkalmas vektorba beépitiink egy 7. igénypont
szerint elBallitott expresszids konstrukciot.

Elsébbsége: 1990. 09. 21.

9. A 8. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a pMOG29 vektort allitjuk eld.
Elsébbsége: 1990. 03. 23.

10. Eljaras baktériumtédrzs el6allitaséra, azzal jelle-
mezve, hogy egy megfeleld baktériumtorzset egy 8.
igénypont szerint eldallitott vektorral transzformalunk.
Els6bbsége: 1990. 09. 21.

11. Eljaras expresszios konstrukeio eldéllitdsara, az-
zal jellemezve, hogy egy mikrobialis fitazt kédolo
DNS-szekvenciat miikodéképesen osszekapcsolunk
egy ndvényi gazdszervezetben a fitaz szovetspecifikus
expresszidjat biztositd szabalyozo szekvenciaval.
Elsgbbsége: 1990. 09. 21.

12. Eljaras vektor eldéllitisara, azzal jellemezve,
hogy egy alkalmas vektorba beépitlink egy 11. igény-
pont szerint eléallitott expressziés konstrukciot.
Elsébbsége: 1990. 09. 21.

13. Eljaras egy baktériumtorzs eldéllitisira, azzal
Jjellemezve, hogy egy megfeleld baktériumtdrzset egy
12. igénypont szerint eldallitott vektorral transzforma-
lunk.

Elsébbsége: 1990. 09. 21.
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14. Eljaras transzgenikus névény vagy novényi szerv
eldallitasara, azzal jellemezve, hogy egy névény vagy
novényi szerv genomjaba bejuttatunk egy 7. vagy 11
igénypont szerint elallitott expresszios konstrukciot.
ElsGbbsége: 1990. 09. 21.

15. Eljaras fitdz kinyerésére egy névénybdl vagy
névényi szervbdl, azzal jellemezve, hogy a fitazt szoka-
sos eljarassal az 1-6. vagy 14. igénypontok barmelyike
szerint eldallitott transzgenikus ndvénybdl vagy nové-
nyi szervbdl nyerjiik ki.

ElsGbbsége: 1990. 09. 21.

16. Eljaras fitdz atalakitasara inozittd és szervetlen
foszfatta, azzal jellemezve, hogy egy 15. igénypont sze-
rint eldallitott fitiz enzimet fitatot tartalmazé
szubsztratra alkalmazunk.

ElsGbbsége: 1990. 09. 21.

17. Eljaras allati tapkészitmény eldallitisara, azzal
Jjellemezve, hogy szokasos allati tipot egy 15. igénypont
szerint el6allitott fitazzal 6sszekeveriink.

ElsGbbsége: 1990. 09. 21.

18. Eljarés allati tApkészitmény el6éllitdséra, azzal
Jjellemezve, hogy szokdsosan alkalmazott dllati tapot
egy, az 1-6. igénypontok barmelyike szerint eldallitott
fitdz-tartalmi transzgenikus névénnyel vagy novényi
szervvel osszekeveriink.

Els6bbsége: 1990. 09. 21.

19. Eljaras allatok névekedésének elésegitésére, az-
zal jellemezve, hogy az allatokat egy 17. vagy 18.
igénypont szerint elBallitott hatékony mennyiségi tap-
készitménnyel etetjiik.

ElsGbbsége: 1990. 09. 21.

20. Eljaras allati tragyaban a fitat szintjének csok-
kentésére, azzal jellemezve, hogy az allatokat egy 17.
vagy 18. igénypont szerint eldallitott, a tapban 1évé
fitatot inozittd és szervetlen foszfattid atalakitd, haté-
kony mennyiségii tapkészitménnyel etetjiik.
ElsGbbsége: 1990. 09. 21.

21. Eljaras fitaz el8allitasara, azzal jellemezve, hogy

(i) egy ndvényi gazdaszervezetet olyan expresszids
konstrukcidval transzformalunk, amely egy mikrobidlis
eredetd fitazt kodolo DNS-szekvenciat tartalmaz — a né-
vényi gazdaszervezetben megnovelt mennyiségii fitiz
expresszidjat vezérl — szabalyozé szekvencidkhoz mi-
koddképesen kapcsolva, majd a transzformalt novényt a
fitazt kddol6 DNS-szekvencia expresszidjat a novényi
szovetben biztosito koriilmények kozott novesztjiik; és

(ii) a transzgenikus novényi szovetbdl a fitazt ki-
nyerjiik.

ElsGbbsége: 1990. 09. 21.
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2. ABRA (2/1 1lap)

ATGGGCGTCTCTGCTGTTCTACTTCCTTTGTATCTCCTGTCTGGAGTCACCTCCGGACTG
M G VS AVLLPLYULULSGVTSGL

GCAGTCCCCGCCTCGAGAAATCAATCCAGTTGCGATACGGTCGATCAGGGGTATCAATGC

AV PASRNAIQSSCDTUVDAQGYNQC
-1 +1

TTCTCCGAGACTTCGCATCTTTGGGGTCAATACGCACCGTTCTTCTCTCTGGCAAACGAA
F S ETSHULWGQYAPTFTFSLANE

TCGGTCATCTCCCCTGAGGTGCCCGCCGGATGCAGAGTCACTTTCGCTCAGGTCCTCTCC
S viISPEVZPAGTCRUVTTFAQVILS

CGTCATGGAGCGCGGTATCCGACCGACTCCAAGGGCAAGAAATACTCCGCTCTCATTGAG
R H G A RYUP T DS KOG K KTY S ALTIE

GAGATCCAGCAGAACGCGACCACCTTTGACGGAAAATATGCCTTCCTGAAGACATACAAC
E I Q Q NATTT FDGIE XYATFULIZ KTYN

TACAGCTTGGGTGCAGATGACCTGACTCCCTTCGGAGAACAGGAGCTAGTCAACTCCGGC
Yy S LG6GADDULTU®PYFSGEHZ QEULUVNSG

ATCAAGTTCTACCAGCGGTACGAATCGCTCACAAGGAACATCGTTCCATTCATCCGATCC
I K F YQRYESTLTRNTIVEPTFTIRS

TCTGGCTCCAGCCGCGTGATCGCCTCCGGCAAGAAATTCATCGAGGGCTTCCAGAGCACC
S ¢S SRV I ASGEKI KT FIETGTFAQST

AAGCTGAAGGATCCTCGTGCCCAGCCCGGCCAATCGTCGCCCAAGATCGACGTGGTCATT
K L KDPRAQPGQSSUPIKTIDUVVI

TCCGAGGCCAGCTCATCCAACAACACTCTCGACCCAGGCACCTGCACTGTCTTCGAAGAC
S EAS S SNNTULDZPGTTCTVFED

AGCGAATTGGCCGATACCGTCGAAGCCAATTTCACCGCCACGTTCGTCCCCTCCATTCGT
S ELADTVEANTFTA ATV FUVPSTIHR R

CAACGTCTGGAGAACGACCTGTCCGGTGTGACTCTCACAGACACAGAAGTGACCTACCTC
Q RLENDTULSG GV TULTUDTEUVTYTL

ATGGACATGTGCTCCTTCGACACCATCTCCACCAGCACCGTCGACACCAAGCTGTCCCCC
M D MCSV FDTTISTSTVDTIZKTLSP
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2. ABRA (2/2 lap)

TTCTGTGACCTGTTCACCCATGACGAATGGATCAACTACGACTACCTCCAGTCCTTGAAA
F ¢CDL F THDEWTINYDYULAQSTLK

AAGTATTACGGCCATGGTGCAGGTAACCCGCTCGGCCCGACCCAGGGCGTCGGCTACGCT
K Y YGHGAGNZPULG?PTA QGV GY A

AACGAGCTCATCGCCCGTCTGACCCACTCGCCTGTCCACGATGACACCAGTTCCAACCAC
N E LI ARULTHSUPVHDDTSSNH

ACTTTGGACTCGAGCCCGGCTACCTTTCCTCTCAACTCTACTCTCTACGCGGACTTTICG
T L D S S P ATV FUPULNSZSTULYADTFS

CATGACAACGGCATCATCTCCATTCTCTTTGCTTTAGGTCTGTACAACGGCACTAAGCCG
i D NGI I S I LVF ALGLYNGTIZKP

CTATCTACCACGACCGTCGAGAATATCACCCAGACAGATGGATTCTCGTCTGCTTGGACG
L S TTTUVENITIQTDSGT FS S AWT

GTTCCGTTTGCTTCGCGITTGTACGTCGAGATGATGCAGTGTCAGGCGGAGCAGGAGCCG
VPFASRLYVEMM~OQCOQAEN QEP

CTGGTCCGTGTCTTGGTTAATGATCGCGTTGTCCCGCTGCATGGGTGTCCGGTTGATGCT
L VRV LVUNDU RV VYV PLUHGT CU®PVDA

TTGGGGAGATGTACCCGGGATAGCTTTGTGAGGGGGTTGAGCTTTGCTAGATCTGGGGGT
L. G R CTIRDS SV FUVRG GLS SV FARSGS®G

GATTGGGCGGAGTGTTTTGCTTAG
D WAETCT F A *
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