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INDUKALHATO EXPRESSZIOS RENDSZER NOVENYEKBEN
VALO ALKALMAZASRA
KIVONAT

A taldlmany mezégazdasagilag elfogadhaté hidrolizalhaté észte-

rek, példaul () 4ltalanos képleti vegyletek, amelyekben R' és R”

" jelentése a bejelentésben meghatarozott, alkalmazasaval foglalkozik
egy névényi gén expressziojanak szabdlyozasaban, ahol az emlitett

szabalyozasra egy aktivalast igényld indukalhaté prométer hat és egy

exogén vegyi anyag, amely valamely alkoholbdl allhat, jelenléte. Az

emlitett mezégazdasagilag elfogadhatd észter hidrolizise eredmé-

nyezi azkemlitett alkohol termelését. A taldiméany tovabbi targyai

ezeknek az észtereknek a kiszerelései.
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INDUKALHATO EXPRESSZIOS RENDSZER
NOVENYEKBEN VALO ALKALMAZASRA

A taldlmany expresszidés rendszerre vonatkozik névényekben
valdé alkalmazasra, kulénésen olyan expressziés rendszerre, amely
exogén kémiai szert hasznosit szabalyozé mechanizmusként, vonat-
kozik tovabba bizonyos kémiai anyagok, mint emlitett szabalyozo
szerek alkalmazasara.

-A gén expresszidt a fehérje kodolo terulettdl ,felfelé” (5
(upstream) levd terlletek szabalyozzak, amelyeket altalaban
Joromoter’-eknek neveznek. Egy prométer lehet konstitutiv,
szdvetfajlagos, fejlédéssel programozhatd vagy indukalhato.

A termény ndvények manipuldldsa a jellemzdk (példaul terme-
léekenység vagy mindség) javitdsa érdekében magaban foglalja ide-
gen vagy endogén gének expresszidjat noévényi szovetekben. Az
ilyen genetikai manipulécio ennél fogva eszk6zok hozzaférhetéségére
épll a gén expresszidé szabdlyozasara, ahogyan szikséges, igy pél-
daul olyan megfelelé prométerek hozzaférhetéségére és alkalmazasa-
ra, amelyek hatékonyak névényekben. Elényos sokféle kulonbozéd
promoter széles valasztékaval rendelkezni gy, hogy a legalkalma-
sabb prométert valaszthassuk ki egy adott génhez, konstrukcidhoz,
sejthez, szévethez, névényhez vagy kérnyezethez. Prombéterek szé-
les tartomanyardl ismeretes, hogy m(ikédéképes névényekben.

Kllondsen alkalmasak bizonyos esetekben azok a prométerek,
amelyek kilsé kémiai induktor alkalmazasaval indukalhaték. Ez Iehe-

tové teszi, hogy az adott gén expresszio a névény kindvésének vagy
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fejlédésének megfeleld stadiumaiban szabalyozhaté legyen egy ké-
miai anyag jelenlétével vagy tavollétével, amely a névényekre vagy
magokra alkalmazhaté példaul permetezéssel vagy mas ismert mag
beburkolé technikakkal. Ezeket Ugy is ismerjik, mint gén ,kapcsold”
promdtereket.

A gén, amely indukalhaté promoéter szabélyozasa alatt all, lehet
az a gén, amely létrehozza maganak a fenotipusnak a kivant jellem-
z6it, vagy az indukalhatd promoéter szabalyozhatja egy represszor fe-
hérje expressziéjat, amely gatolja egy cél gén expresszidjat példaul
kélcs6nhatasba Iépve egy operator szekvenciaval a cél géntdl folfelé,
igy megakadalyozva a gén expresszidjat (ahogyan ez példaul ismere-
te a bakteridlis tet és lac operator/represszor rendszerekben). Egy
masik alternativa szerint az indukalhaté promoéter szabalyozasa alatt
alld gén olyan fehérjét expresszalhat, amely kélcsénhatasba Iép egy
masik fehérjével, hogy gatolja annak aktivitasat, mint példaul a bar-
naz/barsztar rendszerben, ahol a barnaz gatolja vagy elpusztitja a
sejteket barsztar tavollétében.

Az ilyen tipusu gén kapcsoldk sokféle alkalmazasra ismerete-
sek. Ezek kozt talalhaté a reverzibilis himsterilitas kialakitas, amely
vonas nagy meértékben kivanatos a hibrid névények kialakitasaban,
ahogyan ez le van irva példaul a WO 90/08830 szamu PCT kozzété-
teli iratban. Az ilyen promoterek tovabbi alkalmazasai kézott talalha-
tok a csiraplazma védelem, ahol az adott terménynévények, elsésor-
ban transzgenikus névények elszigetelése és a vadon termd nové-
nyek szabalyozasa szlikséges, és az id6 el6tti kicsirazas megakada-
lyozasa szlkséges, ahogyan ez le van irva a WO 94/03619 szamu
PCT kbzzétételi iratban.

Tébb organizmusnak van olyan mechanizmusa, amely lehetévé

teszi, hogy az organizmus metabolizélja a vegyi anyagokat, mint pél-
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daul az alkoholokat vagy kétonokat alkohol dehidrogenaz enzim ter-
melése révén. Ezen rendszerek promoterei hasznosak lehetnek gén
kapcsolasokban, amikor a prométerek indukalhaték lehetnek a cél
alkohol vagy keton jelenléte réveén.

Egy ilyen példat talalhatunk egy A. nidulans gomba organiz-
musban, amely az alcA gén altal kodolt alkohol dehidrogenaz |
(ADH1) enzimet csak akkor expresszalja, amikor ez kulénbdzd alko-
holok vagy ketonok jelenlétében névekszik. Az indukcié egy, az alcR
geén altal kdédolt szabalyozé fehérje révén kozvetitdédik és konstitutivan
expresszalodik. Az induktor (alkohol vagy keton) jelenlétében a sza-
balyozé fehérje aktivalja az alcA gén expresszidjat. A szabalyozé fe-
hérje stimulalja magat az expressziot induktor jelenlétében. Ez azt
jelenti, hogy ADH1 enzim nagy szintjei termelddnek indukalé korul-
menyek kdézétt (vagyis amikor alkohol vagy keton van jelen). Kovet-
kezésképpen az alcA gén és terméke, az ADH1, nem expresszalodik
induktor tavollétében. Az alcA expresszidja és az enzim termelése is
represszalddik glikoz jelenlétében.

Igy az alcA gén prométer egy indukalhatdé prométer, amelyet az
alcR szabalyozo feheérje aktival egy induktor (vagyis a fehérjefalkohol
vagy fehérje/keton kombinacid) jelenlétében. Az alcR és alcA géne-
ket (amelyekben a megfeleld promoéterek benne foglalhatnak)
kldbnozzuk és szekvencidjukat elemezzik [Lockington R. A. és mun-
katarsai: Gene 33, 137-149 (1985); Felenbok B. és munkatarsai:
Gene 73 385-396 (1988); és Gwynne és munkatarsai: Gene 51, 205-
216 (1987)].

Az alkohol dehidrogenaz (adh) géneket vizsgaltak bizonyos né-
vény fajokban. A kukoricaban és mas gabonanévényekben ezek
anaerob koérlimények kdzétt kapcsolnak. Az adh gének kapcsold te-

rulete a kukoricabdl tartalmaz egy 300 bp-s szabalyoz6 elemet,
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amely az ahaerob kériimények kozétti expresszidhoz szilkséges.
Nem talaltak azonban ekvivalenst az alcR szabalyozé fehérjével
semmiféle névényben. Ezaltal az alcR/aicA tipusu gén szabalyozo
rendszer nem ismeretes névényekben. Az alcR konstitutiv
expresszibja ndvényi sejtekben nem eredményezi az endogén adh
aktivitds aktivalasat.

A WO 93/21334 szamu PCT kézzétételi irat leirja olyan
transzgenikus névények kialakitasat, amelyek magukban fogialnak
liyen rendszert gén kapcsoloként. Ez a dokumentum specidlisan leir
egy kémiailag indukalhaté névényi gén expresszids kazettat, amely
tartaimaz egy els6 prométert operativan hozzakapcsolva egy olyan
szabalyozd szekvencidhoz, amely egy szabaiyozd fehérjét kédol, és
egy indukalhaté prométert, amely operativan kapcsolédik egy cél
génhez, ahol az indukalhatd prométert a szabalyozé fehérje aktivaija
egy hatékony exogén induktor jeleniétében, ezaital az induktor alkal-
mazasa a cél gén expressziojat idézi el6. Kuléndsen az aicR/alcA
rendszer hasznosithaté ezekben a konstrukcidékban. Exogén kémiai
induktorokat, amelyek ebben az esetben alkalmazhatok, irnak ie
Creaser és munkatérsai [J. Biochem. 225, 449-454 (1 984)], koztuk a
butan-Z2-ont (etil-metil-keton), cikiohexanont, aktont. butan-Z-oft, 3-
oxo-vajsavat, propan-2-olt és etanoit.

Mezbégazdasagi céiokra 4altaldban alkoholokat alkaimaznak
exogen kemiai induktorként. Az ilyen kémiai anyagok azonban gyak-
ran iliékonyak és ezért nehéz kezelni ezeket mezbgazdasagi vonat-
kozasban, mivel nagy mennyiségl vegyi anyag vész el a permetezés
soran.

A talaimany biziositia mezbgazdasagilag elfogadhato
hidroiizaihatd észterek alkalmazasat névényi gének expressziojanak

szabalyozasaban, ahol az emlitett szabalyozas valamely indukaihaté
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promoter hatasara, amely az aktivalashoz szikséges, és valamely

ooooo

exogén kémiai anyag, amely alkoholt tartalmazhat, jelenlétére megy
véghe, ahol az emlitett mez6gazdasdgilag elfogadhaté észter hidroli-
zise az emlitett alkohol kialakulasat eredmeényezi. |

A mezogazdasagilag kulondsen elfogadhatd észterek az olyan

(1) altalanos képletl vegytiletek,

o ()

ahol a kepletben

R’ jelentése kis szénatomszamu alkil-, kis szénatomszamu
alkenil- vagy kis szénatomszamu alkinilcsoport; es

R™  jelentese valamely szerves csoport ugy, hogy az R’°COOH
valamely mezdgazdasagilag elfogadhato sav. Az (1) altalanos
képletli vegyuletek hidrolizise (1) altalanos képletl alkoholokhoz

vezet

HO-R
.

A ,mezbgazdasagilag elfogadhatd” kifejezés, ahogyan itt hasz-
naljuk, azt jelenti, hogy a vegyuleteket lehet alkalmazni egy adott ta-
lajhoz vagy terményhez anélkll, hogy a talajkarosodas elfogadhatat-

lan szintjeit okoznak, vagy a terményekben fitotoxicitast okoznanak.
A ,kis szénatomszadmu alkil” kifejezés, ahogyan itt hasznaljuk,

magaban foglalja az 1-6 szénatomos alkilcsoportokat, elényésen az



1-4 szénatomszamos alkilcsoportokat, amelyek lehetnek egyenes-
vagy elagazd szénlancuak. A ,kis szénatomszamu alkenil” vagy ,kis

szénatomszamu alkinil” kifejezések, ahogyan itt hasznaljuk, maguk-
ba foglaljak a 2-6 szénatomos alkenil- illetve 2-6 szénatomos alkinil-
csoportokat, elénydésen 2-4 szénatomos alkenil- és 2-4 szénatomos
alkinilcsoportokat, amelyek lehetnek egyenes- vagy elagazé szénlan-
cuak.

A mezdgazdasagilag elfogadhatt észterek, példaul az (1) altala-
nos keépletl eszterek a taldlmany szerinti felhasznalasban megfelel6-
en at vannak helyezve a cél névénybe, amelyben a gén szabalyozé
rendszer helyben van, ésfvagy hidrolizalédnak vagy kérnyezeti ké-
rulmenyek kozétt, vagy valamely alkalmas katalitikus rész, példaul
enzim vagy katalitikus antitest jelenlétében olyan sebességgel, amely
alkalmas arra, hogy az aktivalé alkohol elegendd mennyisége kelet-
kezzek a megfeleld idépontban a névény szikséges részében. Ezek
a tényezbk valtozhatnak a kezelendd névényfaj természetétdl, az
expresszalandd géntél és az észter alkalmazdsanak Utemezésétdl
figgden.

Az észterek, példaul az (I) altalanos képletli észterek annyiban
elénydsek, hogy kénnyebb kezelni ezeket, mint a megfelelé alkoholo-
kat. Arra jéttink ra, hogy ezek a vegylletek képesek kialakitani a ki-
vant hatast a gén aktivalas szempontjabdl.

A vegyuleteket alkalmazhatjuk megfeleld idétartamnal a kivant
gén aktivalas elétt, hogy lehetévé valjék a hidrolizis véghezvitele, és
ennek ésszerlien fliggnie kell olyan tényezéktsl, mint példaul a né-
vény névekedési stadiuma, amelynél az aktivalés sziikséges. Ha a
hidrolizis sebessége viszonylag lassu, az alkalmazas idépontja lehet

korabbi annak biztositasara, hogy a megfelelé hidrolizis végbemen-
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jen addig az idépontig, amikor a névény énnél a névekedési stadium-
nal van, amelynél a gén aktivalas sziikséges. Amikor ez nehézkes, ki
lehet vélasztani gyorsabban hidrolizalé észtereket.

Egy masik megolddas szerint egynél tébb észter eltérd
hidrolizalé sebességekkel alkalmazhat6 egy egyedi kezeléshez. A
kllénbdzé hidrolizis sebességli észterek kombinacidinak kivalaszta-
saval egy aktivalé alkohol hatékony ,lassu kibocsatasa” érhets el Ugy,
hogy a gén expresszié6 meghosszabbithatd egy kivant idétartamon at.
Ez azt jelenti, hogy egy kémiai anyag ismételt alkalmazasait el lehet
kerllni és igy ,egy-lovéses” kezelések valnak lehetévé.

A (ll) altaldnos képlet(i alkoholokra példak lehetnek a metanol,
etanol, propan-1-ol, propan-2-ol, butan-2-ol és but-3-en-2-ol.

A (ll) altaldnos képletl alkoholok elsésorban olyan kis
szénatomszamu alkoholok, ahol az alkilcsoport 1-4 szénatommal bir
és lehet elagazé szénlancu vagy linearis. Az elényés csoportok R'-re
magukban foglaljak az etil-, n-propil- és n-butilcsoportokat.

Kalonosen elényés példa a (Il) altalanos képletli vegyuletekre
az etanol.

Az R? pontos természete csaknem lényegtelen, feltéve, hogy
ez egy mezbgazdasagilag elfogadhatd savat hoz létre megfeleld se-
besseggel egy adott cél névényben, amelyhez ezt alkalmazzuk. A
hidrolizis sebességét rutin eljarasokkal hatarozhatjuk meg, példaul
olyanokkal, amelyeket Mitchell G. és munkatérsai irnak le [Pestic.
Sci. 44, 49-58 (1995)], elényosen vizsgalva a teljes névényi rendsze-
ren keresztil. Az, hogy mi tekintheté megfelelének egy adott eset-
ben, sokféle tényezotél fugg, ide értve a szabdlyozandd gén
expresszid természetét, az adott ndévényt, amelyben a gén

expresszalodik, és mas kllsé feltételeket. A hidrolizis sebességének
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olyannak kell lennie, hogy lehetévé tegye a kivant hatast, példaul a
reverzibilis himsterilitds a kémiai induktor alkalmazasa utan megfeleld

idépontban észlelhetd legyen.

Az R°-t azonban ugy kell kivalasztani, hogy a létrejové (lll) alta-

lanos keépletli savnak

@)

Rz/lLO/H | (i

legyen bizonyos hasznos mezdégazdaségi hatasa. Ez elsésorban az
lehet, hogy ez maga az indukalhatd prométer induktoraként teve-
kenykedhessen. gy példaul arra jottek ra, hogy sokféle sav, ideértve
a 3-hidroxi-vajsavat, 2-hidroxi-vajsavat, piroszdlésavat és 3-oxi-
vajsavat, tevékenykedhet az alcR/alcA rendszer induktoraként (lasd
Creaser eés munkatarsai eléz6ekben idézett munkajat).

Az R’-re megadhato peldak kozott talalhatok a kivant esetben
helyettesitett alkil-, kivant esetben helyettesitett cikloalkil-, kivant
esetben helyettesitett alkenil-, kivant esetben helyettesitett alkinil-,
kivant esetben helyettesitett aril- és kivant esetben helyettesitett

heterociklilcsoportok.
Ahogyan itt hasznaljuk, az ,alkil” kifejezés magaban foglal
egyenes- vagy elagazé szénlancu alkillancokat, amelyek maximum

10 szénatomot, elényésen 1-6 szénatomot tartalmaznak. Az ,alkenil”

és ,alkinil” kifejezések telitetlen egyenes- vagy elagazé szénlancokat

(X ] X3 (22 K]



foglalnak magukban, amelyek maximum 10, elényésen 2-6 szénato-
mot tartalmaznak. Az aril” kifejezés magaban foglalja a fenil- vagy

naftilcsoportokat. A ,heterociklus” kifejezés magaban foglal maximum
10, elénydésen maximum 7 atomos gylriket, amely gylritagok kézul
maximum 3 oxigén-, kén- vagy nitrogénatom talalhatd. Ezek a gyurlik
lehetnek egyedi gylr(ik vagy lehetnek fuzionalt gylrirendszerek, és
ezek lehetnek arémas vagy nem aromas termeészetlek. A ,halogén”
kifejezés magaban foglalja a klor-, fluor-, brom- és jédatomokat. Az
Lalkoxi” kifejezés az elézdekben meghatarozott alkilcsoportra utal,
amely egy oxigénatomon keresztil kapcsolodik.

Megfeleld R® csoport egy kivant esetben helyettesitett 1-10
szénatomos alkilcsoport, amely lehet linearis vagy elagazé szénlancu.
Az elényods R’ alkilcsoportok linearisak és 3-8 szénatomot, elsésor-
ban 5 szénatomot tartalmaznak.

Az alkil-, alkenil- és alkinil- R? csoportok kivant esetben jelen-
levé egy vagy tobb szubsztituense kézétt taldlhatdk a halogénatomok,
tovabba a nitro-, ciano-, oxo-, kivant esetben helyettesitett aril-, kivant
esetben helyettesitett heterocikli-, OR®, C(O)R*, S(O)nR>,
OCOR®,  -NR'C(O),R®-, =NOH-, NR°R%,  C(O)NR°R®-,
C(O)NR®NR°R®-, -CH=NOR?®, P(O)R'R® vagy P(O)OR’OR:.
NR’CONR’R®-, -N=CR°R®-, S(0).NR’R®-, -NR’S(0O),R*- és -N=
NR3-csoportok ahol R®, R* R® R® R’ és R® jelentése egymastdl
flggetlenll hidrogenatom vagy alkil-, alkenil-, aril-, vagy hetero-
ciklilcsoport, amelyek barmelyike kivant esetben helyettesitve lehet
egy funkcidés csoporttal, és aril- és heterociklusos csoportok eseté-
ben helyettesitve lehet alkil-, alkenil- vagy alkinilcsoportokkal is; vagy

R® és R® egyutt azzal az atommal, amelyhez rogzitve vannak, gydrt
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képezhetnek, amely lehet karbociklusos és heterociklusos; p értéke 1
vagy 2, és m értéke 0, 1, 2 vagy 3.

Ahogyan itt hasznaljuk, a ,funkcios csoport” kifejezés magaban
foglal halogénatomokat, tovébba ciano-, nitro-, oxo-, hidroxi-,
=NOR™-, C(O),R""-, OR™'-, $(0)m R"-, NR™R™-, C(O)NR™R™-,
OC(O)NR™R™-, -CH=NOR""-, -NR"*C(0),R""-, -NR"'CONR™R™-, -
N=CR':-R™-, §(0),NR"’R"™- vagy -NR'?S(0).,R""-csoportokat, ahol
R" R™ és R™ Jelentése egymastol fuggetlentl hidrogénatom vagy
kivant esetben helyettesitett hidrokarbilcsoport, vagy R™ és R"
egyutt azzal az atommal, amelyhez régzitve vannak, kivant esetben
helyettesitett gydirlt képeznek, amely kivant esetben tartalmazhat
tovabbi heteroatomokat is, példaul oxigén- vagy nitrogénatomot vagy
S(0) RM-csoportot; p értéke egész szam, mégpedig 1 vagy 2, m ér-
teke egész szam, mégpedig O, 1, 2 vagy 3, és R™ jelentése hidro-
génatom vagy alkilcsoport.

Az R" R™ vagy R™ hidrokarbil csoportokhoz kivant esetben
tarsuld megfeleld helyettesiték magukban foglaljak a halogénatomo-
kat, tovabba a perhalogén-alkil (példaul trifluor-metil)-, merkapto-,
hidroxi-, alkoxi-, oxo-, heteroaril-oxi-, alkenil-oxi-, alkinil-oxi-, alkoxi-
alkoxi-, aril-oxi (ahol az arilcsoport kivant esetben helyettesitve lehet
halogénatommal vagy nitro- vagy hidroxicsoporttal)-, ciano-, nitro-,
amino-, mono- vagy dialkil-amino-, alkil-amido- vagy S(O)pRM—csopor—
tokat, ahol m értéke, illetve R' jelentése az elézéekben meghataro-
zott.

Az R? alki-, alkenil- vagy alkinilcsoportok kivant esetben jelen
levd szubsztituenseire példak lehetnek a halogénatomok, mint a klér-,
fluor- vagy brématomok; tovabba az oxocsoport; alkoxi-karbonil
(kllénésen kis szénatomszamu alkoxi-karbonil) — csoport; cianocso-

port; kivant esetben amino- vagy mono- vagy dialkil-amino- vagy alkil
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(példaul metil)- csoporttal helyettesitett fenilcsoport; OR® csoport,
amelyben R’ jelentése alkil- vagy heterociklilcsoport kivant esetben
halogénatommal vagy alkilcsoporttal helyettesitve: S(O)nm R”-Csoport,
amelyben m értéke O vagy 2, és R’ jelentése alkilcsoport vagy ki-
vant esetben alkilcsoporttal helyettesitett fenilcsoport:; NR5R6-vagy
C(O)NR5R6—Csoport, ahol R® jelentése hidrogénatom vagy metil- vagy
metoxi-etilcsoport és R°® jelentése alkil (példaul metil)-, fenil- vagy
benzilcsoport kivant esetben helyettesitve halogénatommal, példaul
fluor- vagy klératommal, vagy alkilcsoporttal, példaul metilcsoporttal,
trifluor-metilcsoporttal vagy alkoxi-karbonilcsoporttal, ahol az alkil rész
hordozhat egy tovabbi alkoxi-karbonilcsoportot, vagy R® jelentése
heterociklil (példaul tiazinil)-csoport kivant esetben alkil- és/vagy
acetilcsoporttal helyettesitve; -NR4C(O)pR3-osoport, ahol p értéke 2,
R jelentése alkilcsoport és R* jelentése kivant esetben alkoxi-
karbonilcsoporttal helyettesitett alkilcsoport (példaul etoxi-karbonil -
alkilcsoport); -NR3S(O)mR4-csoport, ahol R® jelentése hidrogénatom,
R? jelentése kivant esetben halogénatommal, példaul kidratommal
helyettesitett fenilcsoport, és m értéke 2; C(O)NR’NR®R®-csoport,
ahol R® és stelentése hidrogénatom és R°® jelentése kivant esetben
halogén, példaul klératommal vagy alkoxicsoporttal, peldaul
metoxicsoporttal helyettesitett fenilcsoport; S(O)mNRsRG-csoport,
ahol m értéke 2, R’ jelentése hidrogénatom és R® jelentése kivant
esetben egy vagy tébb alkoxi-karbonilcsoporttal helyettesitett
alkilcsoport;  heterocikliicsoport, példaul furil-, piridil-,  piridinil-,
pirazinil- vagy triazinilcsoport, amelyek barmelyike kivant esetben
helyettesitve lehet halogénatommal vagy alkil-, trihalogén-metil-, fenil-,
halogén-fenil-, ciano- vagy oxocsoporttal.

Kulénésen eldnyds helyettesitéi az R” alkil- alkenil- vagy

alkinilcsoportjainak az alkoxi-karbonilcsoport, amelyben az alkoxicso-
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port kis szénatomszamu alkoxicsoport; az alkoxicsoport, és kiléné-
sen ket alkoxicsoport dialkil-acetal formajaban; cianocsoport; vagy
kivant esetben helyettesitett heterocikliicsoport. Az elényés helyet-
tesitdk magukban foglaljak, a korlatozas szandéka nélkil, a kis
szénatomszamu alkoxi-karbonilcsoportokat és dialkil-acetalokat. Az
alkoxi-karbonilcsoportok és a dialkil-acetalok kulénésen akkor érde-
kesek, amikor a helyettesité alkilcsoportja azonos az R’-gyel az ()
altalanos képletl vegylletben, mivel hidroliziskor ezzel tébb (Il) alta-
lanos képletl induktor vegyi anyag szabadul fel.

Az R? elényds arilcsoportja fenilcsoport.

Az R? cikloalkil-, aril- és heterociklilcsoportok kivant esetben
jelen levé szubsztituenseire, tovabba az R® kordbban emlitett
alkil-, alkenil-, vagy alkinilcsoportjain jelen levé aril- vagy hetero-
ciklilcsoportok szubsztituenseire példak lehetnek a halogénatomok:
tovabba a halogén-alkilcsoportok; cianocsoport, nitrocsoport; amino-
vagy mono- vagy dialkil-aminocsoportok; hidroxicsoport; alkoxi- és
tioalkil-, alkil-, vagy alkil-oxi-karbonilcsoport, ahol ezen csoportok
barmelyikének alkil réesze kivant esetben helyettesitve van egy vagy
tébb halogénatommal vagy alkoxi-, ciano-, alkoxi-karbonil-, amino-,
mono- vagy dialkil-amino-, aril-, vagy karboxilatcsoportokkal vagy
ezek soival vagy észtereivel, cikloalkilcsoporttal vagy heterociklil-
‘csoporttal.

Kuldnssen alkalmas helyettesiték R? aril- vagy heterociklil-
csoportokhoz az alkoxicsoportok, elsésorban a kis szénatomszamu
alkoxicsoportok, példaul metoxicsoport, az alkilcsoportok, elsésorban
a kis szénatomszamu alkilcsoportok, az alkoxi-karbonilcsoportok, el-
sOsorban a kis szénatomszamu alkoxi-karbonilcsoportok, és a halo-

génatomok.
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Az (1) altalanos kepletl vegyuletek egy adott csoportjat képezik

az (lA) altalanos képletl vegylletek

0]

R'O/{JJ\O/R1 ]n

(1A)
ahol a kepletben R’ jelentése az (l) altalanos képletnél az elézéekben
megadott, n értéke egész szadm 2-t6l 4-ig, és R jelentése alkil-,
alkenil-, vagy alkinilcsoport, amelyek barmelyikébe kivant esetben
heteroatom lehet beékelve, cikloalkil-, heterociklil- vagy arilcsoport,
vagy R 0 jelentése n vegyértékd cikloalkil- vagy arilcsoport.

Az R" jelentése els6sorban n vegyértékl alkil- vagy aril-
csoport.

{alonosen elonyds (1) altalanos kepletli vegylletek példaul:
etil-2-n-pentil-3-oxo-butanoat (49. vegydlet):
trietil-2-karboxi-heptan-1,7-dioat (53. vegyulet); és
etil-2,4-dimetoxi-benzoat (60. vegydilet).

Az (1) altalanos keépletli vegyuletek példai etilészterek, ahogyan

ezt az 1. tablazatban bemutatjuk.

1. TABLAZAT
Vegyilet|  Keplet Vegyulet “Keplet
_s_zélmg__ szama
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Az (I) altalanos képletli vegylletek vagy ismert vegylletek,
vagy ismert vegyuletekbdl allithatdk el6 hagyomanyos eljarasokkal.

Az (1) altalanos keplet(i vegyuletek hidrolizalhatok a cél névény-
ben vagy kémiai Uton, vagy enzimesen egy, a cél névényben termé-
szetben eléforduld enzim révén, vagy egy olyan enzim révén, amely
genetikai manipulacio révén lett bevezetve a névénybe és
expresszalodott a névényen belll, vagy egy alkalmas katalitikus anti-
test vagy egy Kkatalitikus antitest katalitikusan aktiv része révén,
amelyek genetikai manipulaciéval vannak bevezetve a névénybe és
expresszalédnak a névényen beldl.

Az alkalmas enzimek k6zétt elsésorban megemlitjik, a korlato-
zas szandéka nélkul, az észterazokat és lipazokat.

A megdfelelé katalitikus antitestek standard technikakkal alakit-
hatok ki egy tetraéderes észter hidrolizis atmeneti allapot analdgiai-
bol, mint példaul a kléramfeniko! elégydgyszerének észter hidrolizi-
sénél, amikor megfelel6 foszfonatokat alkalmaznak [Ole K. és munka-
tarsai: J. Mol. Biol. 281, 501-511 (1998)], vagy kokain detoxikalasa-
hoz alkalmaznak metil észter hidrolizissel [Mets B. és munkatarsai:
Proc. Nat. Acad. Sci. USA 95, 10176-10181 (1998)].

A talalmany szerinti vegyuletek metabolizmusat tovabb vizsgal-
juk és ezeknek a vizsgalatoknak az eredményeit az ez utan kévetke-
z6 kiviteli példakban ismertetjik. A nélkil, hogy valamely mechanikus
megfontolasra korlatoznank, ugy véljik, hogy példaul ez egyik repre-
zentativ talalmany szerinti vegyulet, az 53. vegyiilet, az alabbi reak-

ciovazlattal dsszhahgban metabolizalddik:
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Ennek a metabolizmusnak a terméke az etanol, amely kémiai
induktorként miikédhet, amint ezt az eléz6ekben ismertettik.

Egy tovabbi szempontja szerint a taldlmany eljarast nydjt egy
cel géen expresszidjanak szabalyozasahoz valamely névényben, ahol
az emlitett névény valamely kémiailag indukalhaté névényi gén
expresszidos kazettdval van transzformélva; ez a kazetta tartalmaz
egy els6 promatert miikodSképesen Gsszekapcsolva egy szabalyozd
szekvenciaval, amely egy szabalyozé fehérjét kodol, és tartalmaz egy
indukalhato prométert miikédéképesen Gsszekapcsolva egy cél gén-
nel, ahol az indukalhatd promoéter a szabalyozé fehérjével aktivalodik
valamely alkohol, példaul az elézéekben meghatarozott (Il) altaldnos
képletl valamely vegyulet jelenlétében; az emlitett eljaras magaban
foglalja egy olyan észter alkalmazasat az emlitett névényhez, amely
hidrolizal kialakitva az emlitett alkoholt; ilyen péld&ul valamely, az el6-
z0ekben meghatérozott (1) altalanos képletli vegytlet, igy létrejon a
cél gén expresszidja.

A megfeleld szabdlyozd szekvencia az alcR fehérjét kddolja,
ahogyan az elézéekben leirtuk, és az indukalhaté prométer az alcA

promoter szekvencia.
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Ahol sziikséges vagy kivanatos, a névényeket transzformalhat-
juk ugy, hogy az expresszaljon vagy tulexpresszaljon valamely enzi-
met vagy katalitikus antitestet vagy ennek katalitikusan aktiv frag-
mentumat, amely hidrolizalja az () altalanos képletli vegyuletet (lI)
altalanos keépletl vegylletet alakitva ki.

Az olyan enzimek, amelyek inaktivak promoéterek vagy mas ré-
szek tavollétében, amelyeket a névényekbe kell manipulalni, elénys-
sek lehetnek bizonyos koérllmények kozott, mivel ezek csak a cél
transzformalt magban hatékonyak.

A nukleinsav szekvenciak, amelyek a hidrolitikus enzimet, anti-
testet vagy antitest fragmentumot kédoljak, belefoglalhaték egy olyan
konstrukcidba, amely tartalmazza a szabalyozo fehérjét és/vagy a cél
gent miukodoképesen hozzakapcsolva az indukalhatd prométerhez,
vagy ezek egy klldn konstrukcidban lehetnek jelen, amelyeket a no-
vény egyutt-transzformalasara hasznalunk fel. Az ilyen rendszerek
azonban ujak.

lgy a taldlmany egy tovabbi szempontja szerint névényi gén
expresszids rendszert biztosit, amely tartalmaz

(i) egy elsé prométert mikodoképesen hozzakapcsolva egy
szabalyozé szekvencidhoz, amely egy szabalyozé fehérjét kodol;

(if) egy indukalhaté prométert miikédoképesen hozzakapcsolva
egy cél génhez, ahol az indukalhaté prométer a szabalyozd fehérje
révén van szabalyozva egy elézéekben meghatarozott (1) altalanos
képletli hatékony exogén induktor jelenlétében, amely altal az induk-
tor alkalmazasa a cél gén expresszidjat idézi eld; és

(i) egy szekvenciat, amely egy fehérjét kodol, ahol ez a fehér-
je hatassal van egy észter, példaul egy (l) altalanos képletli vegyulet
hidrolizisére a megfeleld alkoholla egy tovabbi promoéter szabalyozasa

alatt, amely lehetévé teszi ennek expresszidjat névényi szévetben.

o« 0 ] .
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A cél gén tartalmazhat barmely gént, amelyet szlikséges egy
névénybe bevezetni, hogy modositsa annak jellemzgit, ahogyan az
elézéekben kérvonalaztuk. A cél gén lehet egy endogén névényi gén
vagy egy kulsd gén, és lehet egy egyedi gén vagy gének sorozata. A
cél gén szekvencia kédolja egy funkcionalis fehérje legalabb egy ré-
szét vagy egy antiszensz szekvenciat.

Barmely transzformacids eljaras, amely alkalmas a cél névény-
hez vagy névényi sejtekhez, alkalmazhato, ide értve a fertézést
rekombinans Ti plazmidokat tartalmazé Agrobacterium tumefaciens-
sel, az elektroporacidt, sejtek és protoplasztok mikroinjektalasat, a
mikrobombazasos transzformalast és a pollencsé transzformalast. A
transzformalt sejteket azutan adott esetekben regeneraini lehet teljes
ndévenyekké, amelyekben az uj mag anyag stabilan be van épitve a
genomba. Mind transzformalt egyszikl, mind transzformalt kétszik(
névények nyerheték ezen az uton.

A genetikailag mddositott noévények, amelyek kialakithatok,
magukban foglaljak a szantéféldi névényeket, gabonaféléket, gyu-
molcséket és zoldségeket, példaul kanolat, napraforgét, dohanyt, cu-
korrépat, gyapotot, szdjat, kukoricat, buzat, arpat, rizst, cirokot, pa-
radicsomot, mangoét, észibarackot, almat, kortét, epret, banant, diny-
nyét, burgonyat, répat, salatat, kaposztat és hagymat.

A taldlmany tovabba névényi sejteket nyujt, amelyek egy talal-
many szerinti gén expressziés rendszert tartalmaznak. A gén
expresszios rendszer transzformécioval stabilan be lehet épitve a n6-
vény genomjaba. A taldlmany tovabba névényi szovetet vagy névényt
nyujt, amely ilyen sejteket tartalmaz, nyujtja tovabba az ebbdl szar-
mazo névenyeket vagy magokat.

Az ebben az eljarasban alkalmazott (1) altalanos képletli vegyu-

letekre elényds példak azok, amelyeket az elézéekben leirtunk.
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A taldlmany szerinti mezdgazdasdgilag elfogadhato észtereket,
példaul (I) altalanos képletli vegylleteket megfelelden alkalmazzuk
mezOgazdasagilag elfogadhaté kompozicié formajaban valamely higi-
toval vagy hordozéval kombinalva. Az ilyen kompozicidk a taldlmany
egy tovabbi szempontjat képezik.

A mezdgazdasagilag elfogadhaté észterek koncentracidja a ki-
szerelésben elénydésen mintegy 5 % (témeg/tdmeg) koncentracié
vagy kevesebb. Elonyds a mintegy 2 % (tdmeg/tdmeg) és mintegy
5 % (tomeg/tdmeg) kézti koncentracio.

A megfeleld hordozdk vagy higitdk nyilvanvaldak azok szamara,
akik a szakterlleten jaratosak, és kulénbozoéek lehetnek az alkalma-
zott (1) altalanos képletli vegyuletek természetétsl fuggéen. igy pél-
daul ahol az (I) altalanos képletli vegyulet valamely olaj, ez igényelheti
valamely emulgeald anyag jeleniétét abbdl a célbdl, hogy lehetéség
legyen ennek permetezésére vizes oldatban. Az emulgeald szerek jol
ismertek a szaktertleten, |6 példa ezekre egy részben hidrolizalt
polivinilacetat (PVA) vagy Tween.

Szerves olddszerek vagy higitok, példaul aceton, szintén lehet-
nek jelen.

igy egy elényés kompozicié tartalmaz egy mezdgazdasagilag
elfogadhaté észtert, példaul valamely (I) altalanos képletl vegytiletet,
valamely emulgedlé szert, péeldaul PVA-t, és valamely higitét, példaul
vizet. Az alkotérészek relativ mennyiségét nagy mértékben meghata-
rozza a kdlénbdzd alkotérészek kolcsdnos keverhetésége. Az emul-
gedlé anyag alkalmasan azonban a kompozicidban 1-5 %
(tbmeg/tdmeg), elénydsen mintegy 2,5 % (témeg/tdmeg) koncentra-
ciéban van jelen.

A talalmany szerinti kiszerelésre példak lehetnek az alabbiak:
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1. kiszerelés

1,5 % taldlmany szerinti vegyulet (példaul 53. vegydulet);
2,5 % PVA;
a tovabbi rész viz.

2. kiszerelés

1,5 % taldlmany szerinti vegyulet (példaul 53. vegyllet);
5 % aceton;

0,05 % Tween-20;

a tovabbi rész viz.

3. kiszerelés

3,0 % talalmany szerinti vegyulet (példaul 53. vegyulet);
2,5 % PVA;

a tovabbi rész viz.

4. kiszerelés

3,0 % talalmany szerinti vegyulet (példaul 53. vegydulet);
5 % aceton/H,0;

0,05 % Tween-20:

a tovabbi rész viz.

Alternativ kompoziciok, amelyek alkalmazhatok, hasonléak ah-
hoz, amelyek le vannak irva a jelen feltalalok faggbben levd,
9902236.0 szamu brit szabadalmi bejelentésében. Ezek a kompozi-
ciok els6sorban az alabbiakat tartalmazzak:

(@) valamely mezdgazdasagilag elfogadhaté észter, példaul

(1) ltalanos képletli vegytilet:;
(b)  egy polietoxilezett 10-20 szénatomos alkohol vagy egy

trisziloxan-polietoxilat; és
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(c) valamely higitd.

A (c) higito alkotérész lehet példaul viz.

Az el6z6ekben leirt kiszerelés (b) alkotérésze elénydsen egy
polietoxilezett oleil-, lauril-, sztearil- vagy cetil-alkohol. Elényésebb egy
olyan polioxietilén-oleil-alkohol, amelynek atlagos molaris etilén-oxid
tartalma a 0 és 35 kozti tartomanyban, még elénybsebben a 2 és 20
kodzti tartomanyban van. A legelénydsebbek egy polioxietilén-(2)-oleil-
alkohol, egy polioxietilén-(10)—oleil-alkohol és egy polioxietilén-(20)-
oleil-alkohol. A (b) alkotdrész azonban mindenekeldtt egy polioxietilen-
(20)-oleil-alkohol (a zardjelben levé szam jelzi az atlagos etilén-oxid
tartalmat molekulanként). Az ilyen termékek kereskedeimi forgalom-
ban kaphatdk példaul BRIJ 92, BRIJ 97 és BRIJ 98 néven.

A kiszerelés (b) alkotérésze elonyésen mintegy 0,5 %
(tdmeg/tdbmeg) vagy kisebb koncentracidéban van jelen. Elényésen a
(b) alkotérész mintegy 0,2 % (tdmeg/témeg) és mintegy 0.5 %
(témeg/tdmeg) kozti koncentracidban van jelen.

Egy alternativ kiviteli formaban a kiszerelés (b) alkotérészként
egy hidrogén- vagy metil-végzddés( trisziloxan-polietoxilatot foglal
magaban. A (b) alkotérész elsdsorban metil-végzédési trisziloxan-
polietoxilat. A metil-végz6édésU trisziloxan-polietoxilat elényésen mole-
kulanként 4 és 12 koézti, eldnydsen 8 atlagos molaris etilén-oxid tarta-
lommal bir. Az ilyen termékek kereskedelmi forgalomban kaphaték
SILWET 77 néven (a SILWET a Witco cég markaneve).

A metil-végzddésl trisziloxan-polietoxilat el6nyésen mintegy 0,5
% (tdmeg/témeg) vagy kisebb koncentraciéban van jelen. A koncent-
racio elényésen a mintegy 0,2 % (tdmeg/tomeg) és mintegy 0,5 %
(tdmeg/tdmeg) koz6tt van.

A kiszerelés (c) alkotérésze eldnyésen mintegy 90 %

(tomeg/tdmeg) és mintegy 98 % (t6meg/témeg) k6z6tt van jelen.
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A tovabbi adalékanyagok, amelyek a kiszerelésben jelen lehet-
nek, kézétt taldlhaték diszpergdld anyagok, antibakterialis vegytiletek,
nedvesitd anyagok; és beparlédas elleni anyagok is hozzaadhatdk a
kiszereléshez.

A taldlmanyt a tovabbiakban kiviteli példakkal szemléltetjik
részletesebben.

1. példa

Kémiai anyagok vizsgalata talajon nétt névényeken

Egy elozetes atvizsgalast kdvetben talaj nélkuli oldaton a vegy-
leteket felhasznaljuk olyan vizsgalatban, amelyet 4 hetes alc CAT
homozigéta dohany vonal 30 névényén hajtunk végre ~ 4 cm-s (~
11/2") cserepecskeékben Gveghazban. Levélmintakat vesziink a nové-
nyekbdl, mint ,nem indukalt” kontrolibdl. A levéldarabkakat meg6rol-
juk 200 pl 250 mmol/literes triszben (pH 8,0), centrifugaljuk és a fe-
luliszot kiemeljik és 4°C hémérsékleten taroljuk egy éjszakan at. A
vegyuletet feloldjuk 50 % aceton - 50 % dH,O keverékben 0,05 %
Tween-20-szal egyltt, 200 mg/ml-es oldatot képezve. Ezt azutan
felhigitjuk 1/10 aranyban 2 %-os oldattd, hacsak masképpen nem
jelezzik, 5 ml oldatot alkalmazunk a 2 névény mindegyikének talaja-
ba, mint replika kezeléseket gyokéréntszéssel. 22 éra és 44 6ra mdl-
va levélmintakat veszink, extrahaljuk ugy, ahogyan az el6z8ekben
leirtuk, és a feltiliszékat 4°C hémérsékleten taroljuk. A mintakat CAT
fehérjére elemezziik mennyiségileg a Boehringer Mannheim ceg CAT
ELISA készletét alkalmazva, mig a teljes fehérje szintet Bradford
meghatarozassal hatarozzuk meg. Az eredményeket a 2. tdblazatban
mutatjuk be, ahol az 1. CAT érték 0-5000 ng/g érték, a 2. érték az
50001-10000 ng/g érték, a 3. érték a 100001-15000 ng/g érték kimu-
tatasanak felel meg.
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2. TABLAZAT (FOLYTATAS)

Vegyllet szama

CAT pontérték

0 6ra

22 oéra

44 dra

(2,5 ml)

26

0

28

30

32

33

(2,5 ml)

35

36

38

39

40

(2,5 ml)

41

42

43

44

45

46
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5 ml kiszerelés

2,5 ml kiszerelés
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5 % etanol

-
o

5 % butan-1-ol

dH,0

0
0
0
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2. példa

Talajon nétt névények tovabbi kezelése

Ebben a kisérletben vegylleteket feloldunk 50 % aceton - 50 %
dH,O keverékben 0,05 % Tween-20-szal, 200 mg/ml-es oldatként.

Ezeket 1,5 %-os és 0,1 %-os oldatta higitjuk. Levélmintakat tavoli-

tunk el a csemetékbdl mint ,nem indukalt” kontrollokat. A levéldara-
bokat megdréljuk 200 pl 250 mmél/literes trisz-ben (pH 8,0), centri-
fugaljuk, a feltliszét kinyerjik és 4°C hdmérsékleten egy éjszakan at
taroljuk. 5 ml oldatot alkalmazunk 2 névény mindegyikénél a talajhoz,
mint replika kezeléseket gyokérontdzéssel. 22 dra és 65 6ra mulva
levélmintakat vesziink a kezelt két névény mindegyikébdl, extrahaljuk
Ggy, ahogyan az 1. példaban leirjuk, és a fellliszdkat 4°C hémérsék-
leten taroljuk. A mintakat CAT fehérjére mennyiségileg elemezzik a
Boehringer Mannheim cég CAT ELISA készletének felhasznalasaval,
és a teljes fehérje szintet Bradford meghatarozassal hatarozzuk meg.
A vizsgalt vegyulleteket és az eredményeket a 3. tablazatban mutat-
juk be, ahol a CAT pontértekek a 2. tablazatra vonatkoztatott értéke-
ket képviselik.
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3. TABLAZAT

Vegyllet szama CAT fehérje pontérték

1,5 % gyokér é6ntdzés O 6ra 22 6ra 65 dra

17 0 3

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

61

62

63

64

65

etanol

butan-1-ol

kiszerelés

1
2 1
1 3
2 1
3 8
1 2
1 1
2 1
2 5
1 0
1 1
1 1
1 2
1 1
1 1
0 1
3 6
3 5
0 0
0 0
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3. példa

A kapcsolas expresszidja id6beli lefolyasanak meghatarozasa

Abbdél a célbdl, hogy meghatarozzuk az alc kapcsolas
expresszidjanak iddbeli lefolyasat az észterekbdl indukcié utan, sza-
mos vegylletet alkalmazunk a talajba vagy 5 hetes alc CAT homozi-
géta vonal 30 névényének leveleire Uveghazban ~ 4 cm-es (~ 1 1/2”)
cserepecskékben. A vegytileteket feloldjuk 50% aceton - 50 % dH,O
keverékben, amely 0,05 % Tween-20-at is tartalmaz, vagy
150 mg/ml-es, vagy 50 mg/ml-es oldatot képezve. Ezeket azutan
1/10 aranyban higitjuk 1,5 %-os vagy 0,5 %-os oldatta. Levélminta-
kat veszlink a csemetékbdl, ezek a ,nem indukalt” kontrollok. A le-
véldarabokat lefagyasztjuk szarazjég/etanolban és —-70°C hémérsék-
leten taroljuk. 5 ml oldatot alkalmazunk vagy gydkér ontézésként
vagy levélpermetként legfeljebb 8 névénynél. Levélmintakat vesziink
ktlénboz6 idépontokban, lefagyasztjuk ezeket szarazjég/etanol ke-
verékben és —70°C hémérsékleten taroljuk. Amikor minden mintat
kinyertlink és taroltunk, ezeket 200 nl 250 mmédl/literes triszben (pH
8,0) extrahaljuk, centrifugéljuk, a feliluszét kinyerjik és 4°C hémer-
sékleten egy éjszakan at taroljuk. A mintakat CAT fehérjére elemez-
zUk mennyiségileg egy Boehringer Mannheim CAT ELISA készlettel,
mig a teljes fehérje szintet Bradford meghatarozassal hatarozzuk
meg. A vizsgalt vegyuleteket és az eredményeket a 4; 5; 6; 7; 8; 9;
és 10. tablazatban mutatjuk be. A CAT egységek Ggy vannak feltin-
tetve, mint az 1. példaban, az egyes egymast kévetd szamok egy né-
vekvd 5000 ng/g tartomanyt képviselnek. Az arnyékolt formaban be-
mutatott eredmeényeket egy elklléndlt, de hasonld kisérletben kapjuk

meg.
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4. TABLAZAT

Ora 51. vegyulet CAT pontérték
0 0,5 % 49 permet (S) 0
5 05%49 S
10 05%49 S 0
26 05%498 0
48 05%49 S 0
o8 05% 498 0

144 05%49S 0

193 05%49S 0
0 15%49 S 0
5 15% 49 S 0
10 15% 49 S 0

26 15% 49 S 0
48 15%49S 1
o8 1,5% 49 S 0

144 1,5% 49 S 0

193 15% 49 S 0
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4. TABLAZAT (FOLYTATAS)

Ora 51. vegyilet CAT pontérték
0 0,5 % gyokérontszés (R) 0
5 05%49R 0
10 05%49R 1
26 05% 49R 2
48 0,5% 49R 1
o8 05% 49R 4
144 0,5% 49 R 4
193 0,5% 49 R 0
0 1.5% 49 R 0
10 15%49R 1
22 6ra 1,5% gyokér 1
26 1,5% 49 R 1
48 1.5% 49 R 3
65 ora 1.5 % gyokér 3
98 15%49R 4
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5. TABLAZAT

Ora 57. vegyulet CAT pontérték
=0 0,5 % 30 permet (S) 0
=5 05% 308 0
t=10 05%30S 0
t=26 05%30S 1
t=48 05%30S 1
=0 1.5% 30 S 0
=5 1.5%30S 0
=10 1,5%30S 0
t=26 1.5%30S 0
t=48 15%30S 0
=0 0,5 % 30 gyokérontézés (R) 0
=5 05%30R 0
t=10 05%30R 1
t=26 05%30R 2
t=48 0,5% 30R 2
t=98 05%30R 4
=0 1.5%30R 0
t=10 1.5%30R 1
22 dra 1,5 % gyokér 2
t=26 1,5% 30R 1
t=48 1,5% 30 R 2
65 dra 1,5 % gyokér 5
t=98 1,5% 30R 3
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6. TABLAZAT
Ora 53. Vegyulet CAT pontérték
0 0,5 % 51 permet (S) 0
5 05%518S 0
10 05%518S 1
26 05%518S 1
48 05%518 1
98 05%51S 1
144 05%51S 1
193 05%518S ¢]
0 1.5%518 0
5 15%518S 1
10 1.5%518S 2
26 1.5% 518 1
48 15%518S 1
o8 1.5% 518 1
144 15%51S 0
193 1.5%51S 1
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6. TABLAZAT (FOLYTATAS)

Ora 53. Vegyuilet CAT pontérték
0 0,5 % 51 gyokérontozés (R) 0
5 - 05%51R 1
10 0,5%51R 1
26 05%51R 1
48 05%51R 1
o8 05%51R 3
144 05%51R 2
193 05%51R 0
0 15%51R 0
10 1.59% 51 R 1
22 6ra 1,5 % gyokér 4
26 1.5%51R 4
48 1.5% 51 R 8
656ra 1,5 % gyoskér 8
o8 1,5% 51 R 5
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7. TABLAZAT

Ora 60. vegyulet CAT pontérték |
=0 0,5 % 57 gyokérontszés (R) 0
t=10 0,5% 57 R 1
t=26 05%57R 1
t=48 05%57R 2
t=08 0,5% 57 R 5
t=144 05%57R 8
=0 15 % 57 R 0
t=10 15 % 57 R 1
22 6ra 1,5 % gyodkér 1
t=26 15 % 57 R 1
t=48 1,5 % 57 R 1
65 6ra 1,5 % gyokér 1

t=98 1,5 % 57 R 4 |
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8. TABLAZAT
Ora [ 52. vegyilet CAT pontérték

=0 0,5 % 50 permet (S) 0
t=10 0,5%50S 0
t=06 0,5 %50 S 0
| t=48 0,5%50S 1
t=08 0,5%50S 0
t=144 05%50S 0
t=193 05%50S 0
t= 15%50S 0
t=10 1,5%508 0
t=26 15%508 0
t=48 1,5 % 50 S 0
t=08 1,5 % 50 S 0
t=144 1,5%50 S 0

t=193 15% 50 S 0




39 NSNS R I

8. TABLAZAT (FOLYTATAS)

Ora 52. vegylilet CAT pontérték
=0 0,5 % 50 gyokérontozés (R) 0
t=10 05%50R 1
t=26 0,5% 50 R 1
t=48 05%50R 2
t=98 0,5%50R 1
t=144 05%50R 1
=193 05%50R 1
=0 1.5% 50R 0
t=10 1.5% 50 R 0
22 6ra 1,5 % gyokér 2
=26 1,5% 50 R 1
t=48 1.5% 50R 2
65 6ra 1,5 % gyokér 1
t=08 1.5%50R 1
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9. TABLAZAT
Ora Ethanol CAT pontérték
0 EtOH 0,5 % permet (S) 0
5 EtOHO05% S 2
10 EtOHO5% S 2
26 EtOH0,5% S 2
48 EtOH0,5% S 1
98 EtOH 05 % S 1
144 EtOH05% S 1
193 EtOHO05% S 1
0 EtOH15% S 0
5 EtOH15% S 2
10 EtOH15% S 4
26 EtOH1,5% S 5
48 EtOH1.5% S 4
o8 EtOH15% S 2
144 EtOH15% S 2
193 EtOH15% S 1
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9. TABLAZAT (FOLYTATAS)

Ora Ethanol CAT pontérték
0 EtOH 0,5 % gyokérontézés 0

5 EtOH 0,5 % R 2

10 EtOH 05 % R 4

26 EtOH 0,5 % R 6

48 EtOH 0,5 % R 4

98 EtOHO0,5% R 4

144 EtOH 0,5 % R 4

193 EtOH 0,5 % R 3

0 EtOH1,5% R 0]

10 EtOH1,5% R 4

26 EtOH 1,5 % R 9

48 EtOH 1,5 %R 7

98 EtOH1,5%R 6 |
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10. TABLAZAT
Ora dH,0 CAT pontérték
0 dH,0 Gyodkérontézés (R) 0
5 dH,O R 0
10 dH,OR 0]
26 dH,O R 0
48 dH,O R 0
98 - dHOR 0
144 dH,O R 0
193 dHO R 0
Kiszerelés

ora

0 Permet (S) 0
5 S 0
10 S 0
26 S 0
48 S 0
98 S 0
144 S 0
193 S 0
0 Gyokérontozés (R) 0
5 R 0
10 R 0
26 R 0
48 R 1
98 R 1
144 R 1
193 R 0




43 5 . ... ‘IO..qi. (2 X1

........

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az indukcid idébeli le-
folydsa valtoztathatd a taldimannyal 6sszhangban levé észterek al-
kalmazasaval az alkoholokkal ésszehasonlitva. igy az észterek meg-

felel6 kivalasztasa kedvezé indukcids profilhoz vezet.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Mez8gazdasagilag elfogadhato, y-butirolaktontdl eltéré hidrolizal-

hatd észter alkalmazadsa névényi gén expresszidéjanak szabalyozasa-
ban, ahol az emlitett szabalyozasra egy indukalhaté prométer hat,
amely az aktivalashoz egy exogén kémiai anyag, amely alkoholt tar-
talmazhat, jelenlétét igényli, ahol az emlitett mez6gazdasagilag elfo-
gadhato észter hidrolizise az emlitett alkohol keletkezésehez vezet.

2. Az 1. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a mezégazdasagilag

elfogadhato hidrolizalhato észter valamely (1) altalanos képlet(i vegyu-

let
B on f

ahol a képletben R’ jelentése kis szénatomszamu alkilcsoport, R?
jelentése valamely szerves csoport, amely hidroliziskor valamely
R°-COOH A4ltalanos képletli, mezdgazdasagilag elfogadhaté savat
alakit ki; és az emlitett promoter igényli egy (ll) altaldnos képletd al-

kohol jelenlétét

_R
HO i)

ennek aktivalasahoz.

3. A 2. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a (ll) altalanos képlett
vegyulet kis szénatomszamu alkil-alkohol, ahol az R’ alkilcsoport 1-4
szénatommal bir és lehet elagazd szénlancu vagy egyenes szénlan-
cu.

4. A 2. vagy 3. igénypont szerinti alkalmazas, ahol R* jelentése
kivant esetben helyettesitett alkil-, kivant esetben helyettesitett

cikloalkil-, kivant esetben helyettesitett alkenil-, kivant esetben helyet-
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tesitett alkinil-, kivant esetben helyettesitett aril- vagy kivant esetben
helyettesitett heterociklilcsoport.

5. A 4. igénypont szerinti alkalmazas, ahol R” jelentése kivant
esetben helyettesitett 1-10 szénatomos alkilcsoport.

6. Az 5. igénypont szerinti alkalmazas, ahol R® valamely alkoxi-
karbonilcsoporttal vagy dialkil-acetallal van helyettesitve.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti alkalmazas, ahol az (1)
altalanos képletli vegyllet etil-2-n-pentil-3-oxobutanoat; trietil-2-
karboxi-heptan-1,7-dioat; vagy etil-2,4-dimetoxi-benzoat.

8.  Eljaras cél gén expresszidojanak szabalyozasara valamely noé-
vényben azzal jellemezve, hogy az emlitett ndévényt valamely kémiai-
lag indukalhaté névényi gén expresszids kazettaval transzformaljuk,
amely kazetta tartalmaz egy elsé prométert miikédéképesen hozza-
kapcsolva egy szabalyozé fehérjét kddoldé szabalyozé szekvenciahoz,
tovabba egy indukalhaté prométert miikédéképesen hozzakapcsolva
egy cél génhez, ahol az indukalhaté prométert a szabalyozé fehérje
aktivalja egy alkohol jelenlétében, ahol az emlitett eljaras keretében
egy y-butirolaktontdl eltéré, mezdgazdasagilag elfogadhatd hidro-
lizélhaté észtert alkalmazunk az emlitett névényhez, amely az észter
hidrolizisekor kialakitja az emlitett alkoholt és igy a cél gén
expressziojat idézi el6.

9. A 8. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a szaba-
lyozé szekvencia a leirdsban ismertetett alcR fehérjét kodolja és az
indukalhaté promoéter az alcA prométer szekvencia.

10. A 8.vagy 9. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a
névényt ugy transzformaljuk, hogy ez expresszaljon, vagy
tulexpresszaljon valamely enzimet, katalitikus antitestet vagy ennek
katalitikusan aktiv fragmentumat, amely az észtert hidrolizalja az
emlitett alkoholt alakitva ki.
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11.  NOvényi gén expressziés rendszer, amely az alabbiakat tartal-
mazza:

(i) egy elsd promdtert mikoéddképesen dsszekapcsolva egy
szabalyozé fehérjét kddold szabalyozd szekvenciaval;

(i) egy indukdlhaté prométert miikédéképesen Osszekap-
csolva egy cél génnel, ahol az indukalhaté prométert a szabalyozd
fehérje aktivalja valamely hatékony exogén induktor alkohol jelenlé-
tében, ezaltal az alkohol alkalmazasa a cél gén expresszidjat idézi
el; és

(i) olyan fehérjét kédoldé szekvenciat, amely hatassal van
egy észter hidrolizisére egy tovabbi prométer szabdlyozasa alatt,
amely lehetbvé teszi ennek expresszidjat névényi szbvetben.

12.  Novényi sejt, amely a 11. igénypont szerinti gén expresszids
rendszert tartalmazza.

13. Novényi szévet vagy névény, amely 12. igénypont szerinti sej-
teket tartalmaz, és ezekbdl szarmazé névények vagy magok, ame-
lyek tartalmaznak egy 11. igénypont szerinti gén expressziés rend-
szert.

14. Mezbgazdasagi kompozicid, amely valamely 1. igénypont sze-
rinti, mezGgazdasagilag elfogadhaté észtert tartalmaz valamely higi-
téval vagy hordozéval egyutt.

156. A 14. igénypont szerinti kompozicio, ahol a mezégazdasagilag
elfogadhaté észter valamely 2. igénypont szerinti, (1) altaldanos képlet(i
vegyllet.

16. A 14. vagy 15. igénypont szerinti kompozicié, amely tartalmaz
tovabba valamely emulgeéld szert is.

17. A 16. igénypont szerinti kompozici6, amelyben az emulgealé
szer PVA.

o0

LR}
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18. Eljaras cél gén expresszidjanak szabalyozasara valamely né-
vényben azzal jellemezve, hogy az emlitett névényt valamely kémiai-
lag indukalhatd névényi gén expresszidés kazettaval transzformaljuk,
amely kazetta tartalmaz egy elsé prométert mikdéddképesen hozza-
kapcsolva egy szabalyoz6 fehérjét kodolé szabalyozé szekvenciahoz,
tovabba egy indukalhaté prométert mikédéképesen hozzakapcsolva
egy cél génhez, ahol az indukalhaté prométert a szabalyozé fehérje
aktivalja egy alkohol jelenlétében, és ahol a névény tovabba ugy van
transzformalva, hogy expresszaljon vagy tulexpresszaljon egy enzi-
met, katalitikus antitestet vagy ennek katalitikusan aktiv fragmentu-
mat, amely hidrolizal egy észtert alkoholt alakitva ki, ahol az emlitett
eljaras keretében egy mezégazdaséagilag elfogadhaté hidrolizalhato
esztert alkalmazunk az emlitett névényben, amely észter hidroliziskor

kialakitja az emlitett alkoholt és igy a cél gén expresszidjat idézi eld.

A meghatalmazott:

Dr. Jalsovszky Gydrgyné
doyved:
1093 Budapaest. KQz:a}dér u. 24.
Tol.; 218-4148 Rax: 218-4506

4

\Ad
~ e o ®

0 o ~
o ®
4D SO

-
, * »
v9 v e’ & em



	Bibliographic data
	Abstract
	Description
	Claims

