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A talalmany targyat mikrobidlis eredetii rovarslo szerek képezik.

A taldlmany targyat kozelebbr6l rovarold hatasu fehérjét kodolo
DNS-fragmensek képezik, valamint eljardsok hibrid mikroorganizmusok
eldallitasara a talalmany szerinti DNS-fragmensek alkalmazasaval, mely
mikroorganizmusok nagyobb rovar¢lé hatassal rendelkeznek, és rovardld
hatasukat szélesebb gazdaspektrummal fejtik ki. A taldlmany targyat keépe-
zik a talalméany szerinti DNS-fragmenseket tartalmazé vektorok, a vektorok-
kal transzformalt gazdasejtek, valamint a taldlméany szerinti gazdasejteket

tartalmazo6 rovar6l6 hatasa készitmények is.
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A talalmany targyat mikrobidlis eredetii rovarold szerek képezik.

A talalméany targyat kozelebbrol rovardld hatast fehérjét kodolo
DNS-fragmensek képezik, valamint eljarasok hibrid mikroorganizmusok
cloallitasara a talalmany szerinti DNS-fragmensek alkalmazasaval, mely
mikroorganizmusok nagyobb rovar6lo hatassal rendelkeznek, és rovardlo
hatasukat szélesebb gazdaspektrummal fejtik ki.

A talalmany targyat képezik a talalmany szerinti DNS-fragmenseket
tartalmazé vektorok, a vektorokkal transzformalt gazdasejtek, valamint a
taldlmany szerinti gazdasejteket tartalmazo rovar6l hatasia készitmények is.

A talalmény szerinti megoldas alkalmas novények megvédésére rovar-
fertdzésekkel szemben.

Az utébbi években a kutatok érdeklddése jelentés mértékben fordult a
Bacillus thuringiensis felé (B.t.), valamint a B.1. alkalmazasa irant, novények
rovarfertdzésének biologiai eljarassal torténd megakadalyozasara. Ezek a
rovarok szamara patogén baktériumok sporuldcié alkalméval egy toxikus
kristalyt termelnek, melyet parasporalis kristalynak neveznek.

A kiilonféle gazdaspektrumi B.t. torzseket kilonbozo szerotipusokba
vagy alfajokba osztalyozzik, lagellaris antigénjeik alapjan. A legtobb B.1.

térzs aktiv a pikkelyes szarnytak rendjének bizonyos tagjaival szemben,
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példaul pillangdk és lepkek larvaival szemben, de néhany torzs toxikus a
kétszaryuak és fedelesszarnytak rendjeinek tagjaival szemben is, példaul
szunyoglarvakkal és bogarlarvakkal szemben. Néhany toxikus kristalyt ter-
meld torzs esetén mindeddig semmilyen toxikus aktivitast nem mutattak ki.

A B.t. kristalyos zarvanya a larva kozépbelében feloldodik, ¢€s felsza-
badul egy vagy tobb rovardl6 hatasu kristalyfehérje, mas néven S-endo-
toxinok, melyek molekulatomege 27 és 140 kD kozotti. A legt6bb kristaly-
fehérje protoxin, amely a rovar kozépbelében proteolitikusan kisebb toxikus
polipeptiddé alakul at. Altalaban a szakirodalomban a kristalyfehérjéket
Cry-al, és a kristalyfehérjéket kodolo géneket cry-al jelzik.

Jelenleg mar tobb mint 40 eredetti cry-gént jellemeztek. A cry-gének
egy csoportositasi rendszerét Hofte €s Whitely publikalta [Microbiol. Rev.,
53, 242 (1989)], amely rendszerben a géneket négy osztalyra és néhany al-
osztalyra osztjak, a kodolt fehérjek szerkezeti és gazdaspektrumbeli hason-
16sagai alapjan. A négy f6 osztly a pikkelyesszarnytiakra specifikus (I), a
pikkelyesszarnyuakra ¢s kétszarnyuakra specifikus (II), a fedelesszarnytiak-
ra specifikus (I11), valamint a kétszarnyuakra specifikus (IV) géneket foglal-
ja magéaba.

A pikkelyesszarnyuakra specifikus gének (cryl) 130-140 kD moleku-
Jatomegii fehérjéket kodolnak, melyek a B.t. sporulacidja folyaman
bipiramidalis kristalyos zarvanyokban halmozddnak fel. A cryl-géneket az
egyéb cry-génektdl a szekvencidjukban talalhatd homologia alapjan (>50%
aminosavazonossag) lehet megkilonboztetni. Ezek kozil a gének kozil ha-
rom, a crylA(a), a cryIA(b) és a crylA(c) kozott az aminosavazonossag tobb
mint 80 %-os, ezért ezeket egy kilon alcsoportnak tekintik. A legtijabban
felfedezett cryIB-, crylC- és crylD-gének kilonboznek egymastol és kiilon-
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boznek a crylA-génektdl is. A CrylA, CrylB és CryIC-fehérjéket eddig 11
szerotipushoz tartoz6 29 tdrzsbol izolalt kristalykészitményekben mutattak
ki, 35 monoklondlis ellenanyag alkalmazasaval [Hofte és mtsai.: Microbiol.
Rev., 53,242 (1989)].

A pikkelyesszarnytiakra €s kétszarynakra specifikus gének osztalya
56 kD molekulatomegii fehérjéket kodol6 géneket tartalmaz, mely fehérjék
kocka alaku zarvanyokat képeznek. Az elsé cryll-gent B.t. subsp. kurstaki
HD-263-t6rzsbol klonoztak meg, és Bacillus megateriumban expresszaltak.
A CrylIA-fehérjét termeld sejtek toxikusak voltak a Heliothis virescens €s
Lymantria dispar pikkelyesszarnyu fajokkal szemben, csakiigy mint a két-
szamyt Aedes aegypti faj larvaival szemben.

A fedelesszarnytiakra specifikus osztalyhoz tartoz6 gének olyan gén-
termékeket kodolnak, melyek a fedelesszamyuakhoz tartozo fajokkal szem-
ben hatékonyak, és a kodolt fehérjék molekulatomege koriilbelul 70 kD.
Miar legalabb harom fedelesszarnyuakra specifikus B.1. -torzset leirtak: B.t.
tenebrionis, B.t. san diego, valamint B.1. EG2158. Ezek a torzsek romboid
formaju kristalyokat termelnek, mely kristalyok egy f6 fehérjét tartalmaznak.

A crylV-gének kétszarytakra specifikus osztalya kétszarnyuakra
specifikus kristalyfehérje gének meglehetdsen heterogén csoportjabol all. A
cytA-gént és négy masik gént a B israelensisben talalhato 72
Megadaltonos (mD) izolaltak. A cryIVA-, crylVB-, crylVC- és crylVD-
gének sorrendben 135, 128, 78 ¢€s 72 kD molekulatomegi fehérjéket kodol-
nak. Ezek a fehérjék a cytA-gén 26 kD-os termékével egyiitt tojasdad krista-
lyos komplexé szervezodnek. A B.t. morrisoni PG-14-torzsében szintén ta-
laltak azonos vagy hasonlo fehérjedsszetételi kristalykomplexet. A B.t.

israelensisbdl vagy rekombinans E. colibol vagy rekombinans bacillus-
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torzsekbol eldallitott crylV-osztalyhoz tartozé kristalyfehérjéket tartalmazo
preparatumok  kiillonbozd mértékben toxikusnak bizonyultak bizonyos

moszkitofajok larvaival szemben.

Mibta Hofte és Whitely elkészitették eredeti osztalyozasi rendszeri-
ket, szamos Wj cry-gent megklonoztak €s nukleotidsorrendjiikket meghataroz-
tak. Yamamoto ¢és Powell egy ujabb osztalyozasi rendszert publikal
["Bacillus thuringiensis Crystal Proteins", 3-42. old. az "Advanced
Engineered Pesticides” cimt konyvben, szerk. Leo Kim (1993)].

A kiilonbozd kereskedelmi forgalomban beszerezhetd B.t. készitmé-
nyeket altalanosan hasznaljak kiilonbozd termesztett novények, arnyékolo
fak, valamint disznovények megvédésére kiilonféle rovarfajokkal torténd
fertézés ellen, és ezeket a készitményeket a kémiai rovarirtd szerek fethor-
dasara alkalmas eszkozokkel juttatjak a novényekre. A permetlevek felhor-
dasara alkalmas eljarasok szakember szdmara jol ismertek.

A hibrid baktériumokat tartalmazo6 készitményeket felvihetjiik permet,
por vagy csalétek formajaban egyedill, vagy kombinacioban parazitakkal,
ragadozokkal vagy egyéb veédekezo eljarasokkal kombinalva, példaul alkal-
mazhatunk kémiai rovarirtoszereket, sugarzassal indukalt sterilizalast, ké-
miai sterilizaloszereket, feromonokat, és hasonlokat. A stresszkeltd anyagok
6s modszerek alkalmazésa fokozhatja a talalmany szerinti hibrid baktériu-
mok patogenitasat, vagy aktivalhatja az azokkal torténd kronikus fertdzo-
dést.

A B.t transzformalasra vonatkozasaban ismert eljarasok tobbek ko-
z6tt a protoplasztfuzio, a protoplaszt transzfekcio, a transzdukcid, az

elektroporacio és a konjugacidszerl eljarasok.
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A B.t. transzformalasara gyakorta alkalmaznak elektroporaciot, az
eljaras egyszerlisége, gyorsasaga ¢s hatékonysaga kovetkeztében. 1989-ben
kifejlesztettek egy B.t. ingazovektort ("shuttle vektor") is. Ennek az ingazo
vektornak az alkalmazhatosagat elészor ugy demontstraltak, hogy egy B.t.
kristalytoxin gént egy kristaly minusz (Cry) B.t.-torzsbe vitték at, melynek
elnevezése cryB volt, és a kapott transzforméns expresszalta a 130 kD mo-
lekulatomegii kristalyfehérjét.

A nativ B.t. plazmidokbol legijabban szamos kl6nozo €s expresszids
vektort fejlesztettek ki, példaul olyan ingazo vektorokat, melyek tartalmaz-
24k a B.t israelensis 3,65 Md-os plazmidjat valamint a pBR322-t; B.t.
kurstaki HD263-, HD73- és HD1-torzsekbdl szarmaz6 plazmidokat; vala-
mint B.t. israelensisbOl szarmazé plazmidokat €s E. coli vektorokat. Egy
ilyen ingazo vektort hasznaltak fel arra, hogy egy fedelesszarnyuakkal
szemben aktiv toxin gént egy B.t. israelensis torzsbe juttassanak, €s ily mo-
don kiszélesitsék annak rovarellenes spektrumat, hogy aktiv legyen mind
kétszarnyuakkal, mind pedig fedelesszarnytakkal szemben.

Az emlitett technologiaval kapcsolatosan komoly probléma a nativ €s
exogén plazmidok kozotti instabilitas vagy inkompatibilitas. Gyakran elo-
fordul, hogy egy vagy tobb nativ B.1. -plazmid nem képes egyiitt fennmaradni
egy exogén plazmiddal (plazmidokkal), melyet a baktériumba juttattak, €s
ezért a nativ plazmid szegregacio tjan gyorsan elvész. Ez a probléma akkor
jelent gondot, ha a nativ plazmidok tartalmaznak egy vagy tobb cry-gent,
melyek fontos, hogy a transzgenikus B.t.-torzs megdrizzen. Ezt a problémat
meg lehet szintetni oly modon, hogy a B.t.-plazmidnak eltavolitjuk azt a
részletét, amelyik a rekombinans (vagy exogén) és nativ plazmidok kozotti

inkompatibilitast okozza.
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A kiilonbozd kutatdsok szamos eljarast foltartak, melyek alkalmasak
arra, hogy exogén DNS-t stabilan baktériumsejtekbe juttassunk. Egy B.i.
eredetii nativ-kompatibilis vektort hasznaltak arra, hogy egy fedelesszarnyu-
akkal szemben aktiv cryllIA-gént egy B.t. kurstaki-torzsbe juttassanak, és
az igy eléallitott transzgenikus torzs nagy mértékben aktivnak bizonyult fe-
delesszarnyuakkal szemben, és vad tipust pikkelyesszarnyuakkal szembeni
aktivitdsat is megtartotta. Transzformalhatunk baktériumokat olyan
plazmidokkal is, melyek képtelenek autoném maodon replikalodni, €s szelek-
talhaté markergént hordoznak, amennyiben az alkalmazott plazmid tartalmaz
egy olyan DNS-szegmenst, amelyik a gazdasejt kromoszomajanak egy
részletével homolog. A fenti példa vonatkozdsdban kimutattak, hogy egy
plazmid képes kolcsonhatasba 1épni a gazdasejttel egyszeres "crossover”
mechanizmus szerint, melyben a bejuttatott plazmid és a homoloég gazda-
szekvenciak vesznek részt. Eredményill egy kromoszoméba integralodott
plazmidot kapunk, melyet a homolég DNS-szegmens direkt ismétlédései
szegélyeznek. Az ilyen inszercidk mutagén természetlick, amennyiben a
duplikalodott szegmens mindkét vége azonos transzkripcios egységen beliil
talalhato.

Delecluse ¢s mtsai. homolog rekombinaciot alkalmaztak a cytA ro-
varellenes hatdsi fehérjét kodold gén inaktivalasara, B.t. israelensisben
[Delectuse és mtsai.: J. Bacteriol. 173, 3374 (1991)]. Eléallitottak egy rész-
leges cytA-szekvenciat tartalmazé integracids vektort, és homoldg rekombi-
naciot idéztek el6 a B.t. israelensis 72 mD-os sajat plazmidjan talalhato6
cytA-génnel. Az elmondottakon til Calogero €s mtsai. eléallitottak egy B.
subtilis integraciés vektort, amely tartalmazta a B.t. kurstaki HD73-torzs

teljes crylA(c) kodolo régidjat [Calogero S. és mtsai.: Appl. Env. Microbiol.
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55, 446 (1989)]. A plazmidvektorrél kimutattdk, hogy expresszaltatja a
HD73-crylA(c)-génjét. A PCT/US91/05930 szamii szabadalmi bejelentes-
hez csatolt talalmanyi leiras (WO/93/03619) olyan rekombinans B... bakté-
riumot tar fel, amely tartalmaz egy rovarellenes gént hordozé ingazé vektort,
és a leiras feltarja a rekombinans baktérium eldallitasara vonatkozo eljarast
is.

Mindazaltal sem az ismertetett altalanos modszerek, sem a hivatko-
zott publikaciok nem tartalmaznak semmiféle utalast arra, hogy a transzfor-
malt B.t. baktériumok stabilitdsanak problémajat meg lehet-¢ oldani
kromoszémalis integracid utjan.

A talalmany szerinti eljaras kidolgozasakor célul tiiztik ki, hogy
kristalygének stabil fennmaradasat ¢s expresszalasat oly modon, hogy a gé-
neket B.t.-torzsek kromoszomajaba integraljuk. A taldlmany targyat képezi
tovabba egy eljaras szélesebb gazdaspektrumi és/vagy 1j specifitasa B.z.-
torzsek kialakitasara. Kozelebbrdl a taldlméany targyat képezi egy eljaras
olyan B.t.-torzsek eléallitasara, melyek erés spodoptera ellenes aktivitasuak,
ugyanakkor megtartjék pikkelyes szamyiakkal szembeni aktivitasukat is.

A talalmany targyat képezi egy DNS-szegmens, amely tartalmaz egy
vagy tobb rovarold hatasu fehérjét kodolé DNS-szekvenciat, melyek kepe-
sek replikalédni és expresszalodni B.t.-torzsekben, valamint tartalmaz egy
olyan DNS-szekvenciat, amely eldsegiti a DNS-szegmens B.t.
kromoszomalis DNS-be torténd integralodasat, homolég rekombindcid ut-
jén.

A taldlmany targyat képezi tovabba egy olyan DNS-szegmens, amely
tartalmaz egy vagy tobb rovar6ld hatdsu fehérjét kodolo DNS-szekvenciat,
melyek képesek replikalodni és expresszalodni B.t.-torzsekben, valamint egy
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olyan DNS-szekvenciat, amely képes véletlenszeriien a B.t. genomba integ-
ralédni.

A taldlmany targyat képezi tovabba egy hibrid vektor, amely tartalmaz
egy plazmidot vagy ingéz6 vektort, valamint a talalmany szerinti DNS-
szegmenst, amely funkciondlisan hozza van kapcsolva a plazmid vagy vek-
tor szekvencidkhoz.

A talalmany targyat képezik tovabba hibrid B.t. gazdasejtek, melyek
kromoszomajéaba a talalmany szerinti DNS-szegmens legalabb egy rovarol
hatasu fehérjét kodolo DNS-szekvenciaja be van integralodva.

A talalmany targyat képezi tovabba egy eljaras a talalmany szerinti
DNS-szegmens eldallitasara, mely eljaras szerint: eldallitunk egy DNS-
szekvenciat, amely homol6g egy kromoszémalis B.t. DNS-szekvenciaval,
majd ehhez a szekvencighoz legalabb egy rovarold hatasu fehérjét kodolo
DNS-szekvenciat kapcsolunk funkcionalisan, oly médon, hogy amennyiben
B.t.-sejteket transzformalunk a DNS-szegmenssel vagy egy hibrid vektorral,
amely funkcionalisan kapcsolva tartalmazza a DNS-szegmenst, a rovarold
hatasu fehérjét kodol6 DNS-szekvencia expresszalodik.

A talalmany targyat képezi tovdbba egy eljaras transzformalt B.t. gaz-
dasejtek eldallitisara, mely eljaras szerint: i) eldallitunk egy DNS-
szekvenciat, amely képes véletlenszeriien a B.t. kromoszomalis DNS-be in-
tegralodni; ii) funkciondlisan hozzékapcsoljuk az eldallitott DNS-
szekvenciat egy vagy tobb rovarold hatasu fehérjét kodolo DNS-
szekvenciahoz, amelyek képesek teplikalodni és expresszalodni B.r.-
sejtekben; iii) izolaljuk a DNS-szegmenst; iv) Bacillus thuringiensis gazda-
sejteket transzformalunk a DNS-szegmenssel, amely DNS-szegmens képes

véletlenszeriien a B.t. gazdasejtek kromoszomédjaba integralodni; ¢s
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v) transzformalt gazdasejtekként azokat a gazdasejteket izolaljuk, melyek-

ben a rovar6ld hatasu fehérjét kddolo DNS-szekvencia expresszalodik.

Szintén a taldlmany targyat képezi egy eljaras olyan hibrid B.7. gazda-
sejtek elballitasara, melyek legaldbb egy exogén rovar6ld hatasu peptidet
expresszalnak, mely eljaras szerint B.t. gazdasejteket a talalmany szerinti
DNS-szegmenssel vagy a fent leirt hibrid vektorral transzformalunk, enged-
jiikk hogy homolog rekombinécié torténjen, és a rovarold hatasu fehérjét ko-
dol6 DNS-szekvencia stabilan beépiiljon a B.t. sejt kromoszomdjaba, és
izolaljuk a transzformalt gazdasejtet.

A talalmany targyat képezi egy széles gazdaspektrumil rovarold hata-
st készitmény, amely tartalmazza a talalmény szerinti hibrid gazdasejteket,
valamely hordozét, és adott esetben tartalmaz egyéb rovar6ldé hatasu hato-
anyagokat is. A taldlmany szerinti megoldas egy elényds megvalositasi
modja szerint a B.t. sejtek rovarold spektruma szélesithet oly moédon, hogy
B.t. sejteket a fent leirtak szerint rovar6lé hatasu fehérjét kodolo DNS-
szekvenciaval transzformalunk, amely expresszalhaté marad.

A talalmany targyat képezi tovabba egy eljaras novények megvédésé-
re rovarok okozta karosodas ellen, mely eljaras szerint a novényt vagy a ta-
lajt a novény kozelében a talalmany szerinti rovar6ld hatasa készitmény ha-
tasos mennyiségével érintkeztetjiik.

A taldlmany szerinti megoldast az aldbbiakban részletesebben kivan-
juk szemléltetni a bemutatott példak, rajzok és szekvenciak segitségével.

Az 1. dbréan a pSB210-plazmid vazlatat lathatjuk, amely gram-negativ
replikacids origoét tartalmaz.

A 2. dbran a pSB147-plazmid szarmaztatasat valamint csaladfajat 1at-

hatjuk.
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A 3. 4dbran a pSB210.1-plazmidot lathatjuk, amely tartalmazza a
pSB210-szekvencidkat.

A 4. 4bran a pSB210-2-plazmidot lathatjuk, amely tartalmazza a
pSB210.1-szekvencidkat.

Az 5. dbran a pSB210.3-plazmid térképét lathatjuk.

A 6. abran a pSB147-plazmid térképét lathatjuk.

A 7. dbran a pSB136-plazmid el6allitasanak vazlatat lathatjuk.

A talalmany szerinti megoldas szempontjabol lényeges szekvenciakat
a 2. és 5. tablazatban foglaljuk ossze, valamint a 3., 5. és 11. példaban.

A taldlméany szerinti megoldas .elérelépést jelent a technika allasa
szerinti B.t. torzsekhez képest a rovar6ld hatas spektruméanak Kiszélesitése
vonatkozasaban. Olyan hibrid B.z. torzsek, melyek egynél tobb rovardld ha-
tasu fehérjét kodold gént tartalmaznak, és ezaltal sz€lesebb gazdaspektrum-
mal rendelkeznek, eléallithatok oly médon, hogy idegen eredetii rovar6ld
hatési fehérjét kodold gént juttatunk ismert baktériumtorzsek kromoszoma-
jaba. Az elmondottak értelmében a taldlmany targyat képezi egy eljaras B.t.
torzsek gazdaspektrumanak szélesitésére, mely eljaras szerint noveljik a
torzs altal termelt killonbozo rovardld hatasu kristalyfehérjék szamat.

A rekombinans B.t. torzsekbe bejuttatott plazmidok a sejtek sajat
plazmidjainak instabilitasat okozhatjak, és az is lehetséges, hogy a bejutta-
tott plazmidok maguk is instabilak lesznek. Ez a folyamat gyakran azt ered-
ményezi, hogy megsziinik a sejtekben talalhatd kristalyfehérje-gének
expresszitja. A talalmany szerinti megoldas ezt a problémat azaltal kiiszo-

boli ki, hogy a kristalyfehérje-gént a gazdasejt kromoszémajaba juttatjuk be,
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expresszi6 céljabol, anélkil, hogy a gazdasejt sajat plazmidjain talalhat6
kristalyfehérje-gének expresszidjat megzavarnank.

Az elmondottak értelmében a taldlmany targyat képezi egy DNS-
szegmens, amely tartalmaz egy vagy tobb rovardlé hatasu fehérjét kodolo
DNS-szekvenciat, valamint egy olyan DNS-szekvenciat, amely homolog
valamely B.t. eredetii kromoszomalis DNS-szekvenciaval, mely rovar6ld
hatasa fehérjét kodolo DNS-szekvencia beépil az emlitett B.2. sejt kromo-
szomajaba, azzal egyiitt replikalodik és expresszalodik.

Rovarold hatasu fehérjét kédolo DNS-szekvencia lehet barmely DNS-
szekvencia, amely olyan rovarold hatast fehérjét kodol, amely B.z. bakteri-
umsejtekben expresszalhato. A taldlmany szerinti megoldas szempontjabol
alkalmas rovar6lé hatasu fehérjét kodold DNS-szekvenciak tobbek kozott -
anélkiil, hogy igényiinket az ismertetettekre korlatoznank -: a crylA(a)-,
crylA(b)-, crylA(c)-, cryIB-, cryIC-, cryD-, crylE-, crylF-, cryllA-, crylIB-,
cryllIA-, cryllIB-, cryllIC-, cryIVA-, cryIVB-, crylVC-, crylVD- €s cytA-
jelii gének, barmely alfajbol és/vagy B.t. torzsbél, valamint barmely B.
larvae vagy B. papillae torzsbol szarmazé rovarold hatdsu fehérjét kodolo
gén, valamint minden egyéb rovarold hatast fehérjét kodolo gen, melyr6l
ismeretes, hogy Bacillus fajokban expresszalhato vagy mas gram-pozitiv
baktériumokban. Szintén alkalmas DNS-szekvencidk tobbek kozott az olyan
rovarolé hatasu fehérjéket kodold szekvencidk, mint példaul az o-amilaz
inhibitor, proteinaz inhibitor és barmely mas baktériumbol szarmazo toxint
kédold szekvencia.

A taldlmény szerinti DNS-szegmens alkalmas homolég DNS-
szekvenciaként tartalmazhat barmely olyan DNS-szekvenciat, amely lénye-

gében homolég barmely B.t. fajbol vagy torzsbdl - mint példaul a fenti 1.
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tablazatban felsorolt torzsekbdl - szarmazo barmely kromoszomalis DNS-
fragmenssel. A homolog DNS-szekvencia lehetévé teszi és iranyitja a talal-
many szerinti DNS-szegmens gazdasejt DNS-be torténd integralodasat, ho-
molég rekombinaci6 utjan. Amennyiben a talalmany szerinti DNS-
szegmenst cirkuldris kovalensen zart DNS-szegmensként juttatjuk be a gaz-
dasejtbe, a homolog rekombinacio egyszeres "cross-over" eseménykeént tor-
ténhet meg a gazdasejt DNS-e és a homolog DNS-szekvencia kozott.
Amennyiben a talalmany szerinti DNS-szegmenst linearis DNS-szegmens
formajaban juttatjuk be, a homolog rekombinacié kétszeres "cross-over"
eseménykeént torténhet meg, a gazdasejt DNS-¢ €s a kivant rovar6ld hatasa
fehérjét kodold DNS-t szegélyezd homolog DNS-szekvencidk kozott. Az
elmondottak értelmében a homolog DNS-szekvencidk alkalmazhatok egy
vagy kettd szegélyezd DNS-szekvencia formajaban. A taldlméany szerinti
DNS-szegmens elédllithato tovabba kettdsszalis €s egyszali formdban is.
Az egyszali format eldallithatjuk a kettésszali forma hovel vagy vegysze-
rekkel torténd denaturalasa utjan, a szakirodalombol ismert eljarasok alkal-
mazasaval. A kettdsszalu format eldallithatjuk a kivant szekvencia restrikci-
6s enzimekkel torténd emésztése itjan, majd azt kovetd ligalassal, szakiro-
dalombol ismert eljarasok alkalmazésaval.

A fenti homolég DNS-szekvencia a bakteridlis kromoszoma egy olyan
fragmensével homoldg, melynek mérete korilbelil 5 bazistol korilbelil
20 kb-ig terjedhet. Elényosen a szekvencia korilbelal 500 bazis és koriilbe-
liil 10 kb kozotti méretti fragmenssel homolog. A homolég szekvencia elo-
nydsen homolog lehet a B.t. foszfolipaz-C-enzimet kédolo korilbeliil
2250 bézis hosszisagu fragmensével. Kiilonosen elényosek azok a homolog

DNS-szekvenciak, melyek a B.. gazdasejtek kromoszomajanak rovarol6 fe-
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hérjét kodolo endogén génjeitdl eltérd szekvencidkkal homologok. Ameny-
nyiben a DNS-szegmens olyan DNS-szekvenciat tartalmaz, amely a rovar-
616 hatasu fehérjét koddolo bakterialis szekvencidnak mind az 5'- mind pedig
a 3'-végi szegélyezd szekvencidjaval homolog, a fent elmondottak értelmé-
ben szakember képes lesz meghatdrozni a rovar6ld hatasu fehérjét kodold
régi6 mindkét végén talalhaté homolég régié méretét. Ennek a megkozeli-
tésmodnak az alkalmazasival egyetlen Uj gén hozzédadasa is szélesitheti a
gazdasejt rovarold spektrumat.

A taldlmény szerinti DNS-szegmens tartalmazhat tovabba egy gram-
negativ bakt€riumbdl szarmazé replikécios origédt is. Replikacios origoként
tobbek kozott alkalmazhatunk barmely olyan replikécids origot, amely a ko-
vetkezd gram-negativ nemzetségekhez tartozd baktériumfajok vagy torzsek
koziil egyben vagy tobben mikodoképes: Neisseria, Veillonella, Brucella,
Pasteurella, Hemophilus, Bordetella, Escherichia, Erwinia, Shigella,
Salmonella, Proteus, Enterobacter, Serratia, Azotobacter, Rhizobuim,
Nitrosomonas, Nitrobacter, Thiobacillus, Pseudomonas, Acetobacter,
Photobacterium, Zymomonas, Aeromonas, Vibrio, Desulfovibrio és
Spirillum. Amennyiben a talalméany szerinti DNS-szegmenst gram-negativ
baktériumban - példaul E. coli-ban - klénozzuk meg, majd a klonozott
szegmenssel Bacillus thuringiensist transzformalunk, csak azok a rovarold
hatasu fehérjét kodol6 DNS-szekvencidk fognak fennmaradni, melyek integ-
ralédtak a gazdasejt kromoszémajaba. Mivel a gram-negativ eredetii
replikacios orig6 nem miikodoképes B.t. gazdasejtekben, a B.t. gazdasejt az
elébbiek szerint bejuttatott taldlméany szerinti DNS-szegmenst nem fogja

replikalni, és a rovar6lé hatasi fehérjét kodold szekvenciat nem fogja
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expresszalni, csak akkor, ha a DNS-szegmens a gazdasejt kromoszomajaba
integralodik.

A talalmany szerinti DNS-szegmens tartalmazhat tovabba egy szelek-
talhaté markergént, amely gram-pozitiv baktériumoktol eltérd egysejtii €16-
lényekben expresszalhatd, olyan szelektalhatd markergént, amelyik
expresszalhatd gram-pozitiv baktériumban, és/vagy olyan szelektalhato
markergént, amely expresszahatd gram-negativ és gram-pozitiv baktérium-
ban is. A gram-pozitiv baktériumtdl eltéré egysejtii gazdaszervezetben
expresszalhaté szelektalhaté markergént ugy definialjuk, hogy az lehet bar-
mely DNS-szekvencia, amely képes egy gram-pozitiv gazdaszervezett6l el-
térd egysejtii gazdaszervezetben barmilyen fenotipust létrehozni, amely al-
kalmas az adott DNS-szekvenciadt hordozo gazdaszervezet kimutatisara
vagy kivalasztasara. A gram-pozitiv baktériumban expresszéalhatd szelektal-
hatd6 markergént Ggy definidljuk, hogy az lehet barmely olyan DNS-
szekvencia, amely képes egy gram-pozitiv baktéridlis gazdaszervezetben
olyan fenotipust létrehozni, amely alkalmas az adott DNS-szekvenciat hor-
doz6 gram-pozitiv gazdaszervezet kimutatdséra, vagy kivalasztasara. A
gram-negativ €s a gram-pozitiv baktériumban egyarant expresszalhato sze-
lektalhatd markergént Ggy definidljuk, hogy az lehet barmely olyan DNS-
szekvencia, amely képes gram-pozitiv és gram-negativ bakteridlis gazda-
szervezetben olyan fenotipust 1étrehozni, amely alkalmas az adott DNS-t
hordozdé gazdasejtek kimutatdsara, vagy kivalasztdsara. Alkalmas
markergének példajaként megemlitjiik azokat a markergéneket, melyek
expresszioja gyogyszerrezisztenciat, vegyszerekkel szembeni rezisztencit,
aminosav auxotrofidt vagy prototréfiat, vagy egyéb fenotipusos variaciot

idéz el6, amely alkalmas arra, hogy altala a mutans vagy rekombinans €16-
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lényt kivalasszuk vagy kimutassuk. A szelektdlhato markergén jelenléte
megkonnyiti a klonozast és/vagy a taldlmany szerinti DNS-szegmens fenn-
tartasat gram-negativ baktériumokban, €s elésegiti a talalmany szerinti DNS-
szegmenst hordozé rekombinans B.t. baktériumok szelektalasat és/vagy ki-
mutatéasat.

A talalmény targyat képezi tovabba egy olyan DNS-szegmens, amely
tartalmaz legaldbb egy rovar6ld hatasu fehérjét kodolo DNS-szekvenciat,
amely képes B.t. bakterialis gazdasejtekben replikdlodni €s expresszalddni,
valamint egy olyan DNS-szekvenciat, amely képes véletlenszeriien a B.t.
gazdaszervezet genomi DNS-¢be integralodni. A talalméany szerinti megol-
dasban alkalmazhatd véletlenszeriien integralddni képes DNS-szekvencidk
lehetnek tobbek kozott inszercios szekvenciak, vagy transzpozon szekvenci-
ak, melyek képesek dnmagukat és a funkcionalisan hozzajuk kapcsolt DNS-
szekvencidkat beinszertalni vagy bemasolni a B.t. gazdasejt kromoszomalis
vagy plazmid DNS-ének véletlenszeriien elhelyezkedd pozicidiba. Ilyen
szekvenciak példaiként megemlithetjiik a transzpozonokat, mint példaul az
alabbiakban bemutatott Tn917-transzpozont, a Tnl1545- és a Tn916-
transzpozonokat, melyek mindegyikének leirasa megtalalhat6 Camilli €és
mtsai. kozleményében, [Camilli és mtsai.: J. Bacterial 172, 3738 (1990)], és
megemlithetink a technika 4lldsa szerint ismert mas gram-pozitiv
transzpozonokat is. Bar a technika 4llasa szerint véletlenszertien integral6do
DNS-szekvencidk vagy DNS-egységek ismeretesek, a taldlmany szerinti
megoldasban elsdként alkalmazunk ilyen szekvencidkat rovardlé hatasu gé-
nek gram-pozitiv baktériumokba torténd inszertalasara.

A talalmany szerinti transzpozon szekvencidt tartalmazé DNS-

szegmenst elénydsen plazmid vektor hordozhatja. Alkalmas plazmidok pél-
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daul a pTV51Ts- és a pLTV1-jelti plazmidok, melyeket az alabbiakban is-
mertetiink mas plazmidokkal egyiitt. A taldlmany egy elonyds megvalositasi
modja  szerint  hoémérsékletérzékeny  plazmidokat hasznalunk a
transzpozonokat beépiilve tartalmazé gazdasejtek szelektéalasa céljabol. Az
olyan plazmidok, mint példaul a pTV51Ts és a pLTV1, nem képesek egy
bizonyos hémérséklet folott replikalodni. Az elmondottak értelmében egy
hémérsékletérzékeny plazmidon taldlhaté DNS-szegmens nem permissziv
hémeérsékleten csak abban az esetben fog a gazdasejtben fennmaradni, ha az
adott DNS-szegmens a gazdasejt genomjaba integralodott. A transzpozicios
hatékonysagot fokozhatjuk, amennyiben a transzpozonban talalhat6
markergénre szelektalunk, példaul egy gyogyszerrezisztenciat, aminosav-
auxtrofoiat vagy prototrofiat, vagy hasonlokat kodolo génre.

A taldlmany egy elényds megvaldsitasi modja szerint a talalmany
szerinti DNS-szegmenst t6bbszoros transzpozicios események eléidézésére
hasznaljuk, egyetlen B.t. gazdasejten beliil. Amennyiben hdémérséklet-
érzékeny plazmidvektorokat alkalmazunk, oly mdédon érhetjikk el, hogy a
DNS-szegmens a gazdasejt genomi DNS-ébe tobbszérdsen beinszer-
talédjék, hogy gyors homérsékletemelést alkalmazunk. Amennyiben olyan
transzpozon-elemeket alkalmazunk, melyek valamely hatdanyaggal szem-
beni rezisztenciat kodolo markergéneket hordoznak, akkor ha az adott hato-
anyag nagyobb mennyiségével érintkeztetjik a gazdascjteket, a tobbszoros
transzpozicids események valdszinlisége megnd. Amennyiben a gazdasejte-
ket mitomicin C-vel érintkeztetjiik, a transzpozicids gyakorisag szintén fo-
kozodik. Eljarhatunk Ggy is, hogy a gram-pozitiv gazdasejtet egy egész sor
killonbozé transzpozon elemmel transzformaéljuk, mely transzpozon elemek

mindegyike egyedi szelekcids markergént hordoz.



. (14
e o '.‘. ‘..‘
v oo ™ o

(4

vese

.
4 v e Y
See o0 oo :.

-17-
A taldlmany egy megvalositasi modja szerint a taldlmany szerinti

transzpozon-elem tartalmaz minden olyan szabalyozé szekvenciat, amely
sziikséges ahhoz, hogy a rovar6ld hatast fehérjét kodolo beinszertalodott
DNS-szekvencia expresszalodjék a gazdasejtben. A talalmény mas megva-
l6sitasi modjai szerint eljarhatunk ugy is, hogy a transzpozon-elemet ugy
tervezziikk meg, hogy egy operont vagy génfuziot hozzon létre, amelyben a
rovar6ld hatasu fehérjét kodold szekvencia a gazdasejt DNS-ének transz-
kripcids és/vagy transzlacids szabdlyozasa ald helyezédik. Operonokat €s
génfuziokat elballithatunk a Youngman-féle TN917-kozvetitette operon €s
génfuzios eljarasok alkalmazasaval 79-103. old. (1973)], valamint egyéb
szakirodalombol ismert eljarasok alkalmazasaval.

A talalmany szerinti transzpozon-elemet folhasznalhatjuk olyan
transzformalt B.t. gazdasejtek eloallitasara, melyek legalabb egy exogén ro-
var6l6 hatast fehérjét expresszalnak, oly modon, hogy a taldlmany szerinti
transzpozon-elemhez funkcionélisan hozzékapcsolunk legalabb egy rovarold
hatasu fehérjét kodolo DNS-szekvenciat, amely képes B.t.-sejtekben
replikalodni és expresszalddni, ily modon egy DNS-szegmenst allitunk €l6,
¢s amennyiben B.t.-sejteket transzformalunk az eléallitott DNS-
szegmenssel, a rovarold hatasa fehérjét kédol6 DNS-szekvencia beintegra-
l6dik a B.t.-sejt kromoszoémajaba, ahol expresszalodhat, Bacillus
thuringiensis gazdasejteket transzformalunk a kialakitott DNS-szegmenssel,
és hagyjuk, hogy a DNS-szegmens véletlenszeriien beintegralodjék a B.t.
sejt kromoszomajaba, majd a transzformalt gazdasejteket izolaljuk. A B.t.
genomba véletlenszeriien integralédni képes transzpozon-elemet vagy DNS-
szekvenciat eldallithatjuk a technika allasa szerint ismert eljarasok alkalma-

zasaval, ilyen eljarasok példaul a restrikcios enzimes emésztés, a ligdlas, a
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klénozas, és/vagy a kémiai szintézis. A rovarold hatasu fehérjét kodolo gént
vagy DNS-szekvenciat hasonlo, a technika 4llasa szerint ismert eljarasok al-
kalmazasaval allithatjuk eld, és ugyanezen eljarasok alkalmazasaval funkci-
ondlisan hozzakapcsolhatjuk valamely véletlenszeriien integralédni képes
DNS-szekvenciahoz.

A transzformalast  végrehajthatjuk  példaul  transzfekcio,
elektroporacio, transzdukci6 vagy konjugécié alkalmaziséval. A transzfor-
malt gazdasejteket a benniik taldlhaté szelektalhatd markergénre torténd
szelektalassal izolalhatjuk. A taldlmany egy elényos megvalositasi modja
szerint a véletlenszeriien integralodni képes DNS-szekvencia tartalmazza a
tM917-transzpozont.

A B.t.-sejtek rovarold spektrumat kiszélesithetjilk oly méddon, hogy
fenntartjuk a sejtek endogén rovaroldé hatast fehérjét kodoldé DNS-
szekvenciainak expresszidjat, s egy vagy tobb exogén rovar6lé hatasu ko-
dol6 gént funkcionalisan hozzékapcsolunk egy olyan transzpozon elemhez,
amely képes a B.t.-sejtek kromoszdmaiba integralodni.

A taldlmany szerinti DNS-szegmenst el6allithatjuk hibridplazmid
formajaban is. Szakember szamara kézenfekvo, hogy a hibridplazmid eldalli-
tasara felhasznalhato barmely olyan plazmidszekvencia, amely alkalmas ar-
ra, hogy a talalmany szerinti DNS-szegmenst hordozza. Kiilondsen alkalma-
sak a talalmany szerinti megoldasban torténd felhasznalasra a kovetkezd
plazmidok: pSB210.1, pSB210.2, pSB210.3, pSB136 és pSB147, mely
plazmidokat az alabbiakban az 1., 6. és 11. példdkban részleteziink, de
alkalmazhatuk egyéb plazmidokat is.

A talalmany szerinti DNS-szegmenst eldallithatjuk gram-pozitiv bak-

tériumokban mitkodéképes hibrid ingdzdvektor formajaban is. Erre a célra
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alkalmas minden olyan vektor, amely képes 6nalléan replikalédni gram-
negativ baktériumokban, élesztékben vagy barmely egyéb egysejtii gazda-
szervezetben, amellett, hogy gram-pozitiv baktériumokban is képes
replikalédni.

Az ilyen ingazdvektorok a technika alldsa szerint jOl ismertek. Az
ingazovektorok alkalmassagat eloszor uigy demonstréltdk, hogy egy B.t.
kristalytoxin-gént egy kristaly-minusz-B.t. torzsbe vittek at, melynek elneve-
zése cryB volt. A kapott transzforméans sejtek expresszaltak a 130 kD kris-
talyfehérjét. Az elmondottakon tul Lereclus és mtsai. elddllitottak egy masik
ingazdvektort, amely magéaban foglalta a pHT1030-jeli B.r. eredetii
plazmidot, valamint a pUC18-plazmidot, és az el6allitott ingazdvektor al-
kalmazasaval egy B.t. 407-jelii torzsbdl izolalt crylA(a)-gént atvittek a cryB-
torzsbe [Lereclus, D. és mtsai.. FEMS Microbiol. Lett. 49, (1988)]. Ameny-
nyiben a vektort a 407-torzs cry-szarmazékaba juttattdk be, a toxin-gén
expresszidjanak mértéke jelentdsen fokozodott a vad-tipust toérzsben tapasz-
talhaté expresszidhoz képest, ami lehetséges, hogy a gén megnovekedett
képiaszamanak kovetkezménye volt. Miteva és mtsai. eldallitottak egy olyan
ingazovektort, amely magaban foglalta a 3,65 Mdaltonos B.t. israelensis
plazmidot, és a pBR322-plazmidot [Miteva, V.I. és mtsai.. Arch. Microbiol.
150, 496 (1988)]. Leirtak olyan ingazovektorokat is, melyek egyrészt a B.t.
kurstaki eredetli HD263, HD73, HD1 és B.t. israelensis eredetli B.t.
plazmidokat, masrészt pedig E. coli vektorokat tartalmaztak. Egy ilyen
ingazovektort felhasznaltak arra, hogy egy fedelesszarnyuakkal szemben
aktiv toxingént egy B.t. israelensis torzsbe juttassanak, €s ily moédon a bak-

térium rovardld spektrumat kisz€lesitették, €s az aktiv lett mind kétszamyt-
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akkal, mind pedig fedelesszarnyuakkal szemben [Crickmore, N. és mtsai.:
Biochem. J. 270, (1990)].

A taldlmany targyat képezik tovabba B.t. gazdasejtek, melyek tartal-
maznak legalabb egy talalmany szerinti rovar6l hatasu fehérjét kodolé DNS
szekvenciat, stabilan beépiilve kromoszomajukba. Alkalmas B.t. gazdasejtek
tobbek kozott az 1. tablazatban bemutatott B.t. alfajok és azok kiilonbozd
torzsei, valamint az alabb bemutatott B.t. térzsek, csakigy mint barmely mas
B.t. alfaj vagy torzs, mely a technika allasa szerint ismeretes. A leirasban
hasznalt értelemben a "gazdasejt" kifejezés vonatkozik a B.t. baktérium ve-
getativ €s spora formajéra is. A taldlmény szerinti DNS-szegmens gazdasejt
kromoszdémajaba torténd stabil beépiilését ugy értelmezzik, hogy a DNS-
szegmens sok nemzedéken keresztiil fennmarad a gazdasejt kromoszomaja-
ban, a B.t. gazdasejtek sporulacios €s csirazasi fazisaiban is.

A talalmany egy elényds megvalositasi modja szerint a transzformalt
B.t. gazdasejtek egynél t6bb expresszalhatd exogén rovardld hatast fehérjét
kodolé DNS-szekvencidt tartalmaznak, stabilan kromoszémajukba integra-
lédva. A tobbszorosen eléforduld kodold szekvencidk a fent leirt rovar6ld
hatast fehérjéket kodolod szekvencidk barmely kombindaciojat tartalmazhat-
jak, és tartalmazhatjak egyazon rovarold hatasu fehérjét kodold szekvencia
modja szerint a talalmény szerinti gazdasejt képes kettd vagy tobb kiilonbo-
z0 rovarolo hatasu fehérjét expresszalni.

Szakember szamara nyilvanvald, hogy a taldlmany szerinti DNS-
szegmens felhasznalhaté barmely exogén DNS-szekvencia B.r. gazdasejtek
kromoszémajaba torténd stabil beépitésére. A leirasban hasznalt értelemben

az exogén DNS-kifejezés jelent barmely olyan DNS-t, amely egy B.t. gazda-
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sejt kromoszomalis DNS-ét megvaltoztatja, amennyiben a gazdasejt kromo-
szomajaba integralodik. A kivant DNS-szekvencist bejuttathatjuk B.t. sej-
tekbe a taldlmany szerinti rovarold hatasa fehérjét kodold DNS-szekvencidk
esetén leirtakhoz hasonlan. Az elmondottak értelmében a talalmény targyat
képezik olyan B.r. gazdasejtek, melyek kromoszémajéba a gazdaseijt altal
replikalhato6 és expresszalhaté exogén DNS-szekvencia van beépiilve.

A taldlmany szerinti DNS-szegmenst el6allithatjuk oly médon, hogy
eldallitunk egy B.r. baktériumb6l szarmazé kromoszomalis DNS-
szekvencidval homolég DNS-szekvenciat, és ehhez funkcionalisan hozza-
kapcsolunk legalabb egy rovarsld hatasu fehérjét kodolo DNS-szekvenciat,
oly médon, hogy amennyiben egy Bacillus thuringiensis baktériumot a
DNS-szegmenssel transzfektalunk, a rovarslé hatdst fehérjét kodolo DNS-
szekvencia expresszalodjék.

A homolég DNS-szekvenciat eldallithatjuk oly médon, hogy B.t.
baktériumokbol készitett ismert genomi konyvtarakat sziirdvizsgalatnak ve-
tunk ala. Amennyiben a kivant B.z. baktériumbél elallitott genomi kényvtar
nem hozzaférhetd, a technika allasa szerint ismert eljarasok alkalmazasaval
el6allithatunk ilyet. Genomi konyvtarak sziirévizsgalatéara alkalmas eljarasok
szintén ismeretesek a technika allasa szerint. Amennyiben a kivant szek-
venciat azonositottuk, azt a genombol restrikcids enzimes emésztéssel ki-
hasithatjuk. Amennyiben a DNS- vagy peptidszekvencia ismeretes, a techni-
ka allasa szerint ismert eljarasok alkalmazasaval a kivant DNS-fragmenseket
megszintetizalhatjuk. Eljarhatunk ugy is, hogy amennyiben nem 4ll rendel-
kezésiinkre ismert DNS- vagy peptidszekvencia, genomi eredetii restrikcids

fragmenseket hasznalunk homoldg fragmensek véletlenszerii klénozasahoz.
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A rovarol6 hatasu fehérjét kodold DNS-szekvenciat funkcionalisan
hozzakapcsolhatjuk a homolég DNS-szekvencighoz oly moédon, hogy
amennyiben homolég rekombinécié utjan a rovarsld hatasi fehérjét kodolo
DNS beintegralodik a gazdaseit kromoszdméjéaba, a rovar6ld hatasu fehérjét
kodolé DNS képes legyen Bacillus thuringiensis sejtekben expresszalédni.
A taldlmany egy megvalsitasi moédja szerint a DNS-szegmens tartalmaz
olyan szabélyoz6szekvenciakat, melyek képesek a rovar6lé hatasa fehérjét
kddolé DNS transzkripcidjat és transzlacidjat B.t. gazdasejtekben eldidézni.
Az ilyen szabélyozoszekvenciak tartalmazhatnak tobbek k6z6tt promotert,
operatort, represszort és/vagy enhanszer szekvencidkat, transzkripcios
iniciaciés €s terminacios helyeket, riboszomakots helyeket, transzlacios
start- s stopkédonokat, és/vagy egyéb technika allasa szerint ismert szaba-
lyozoszekvencidkat. A rovarslé hatdsu fehérjét kodolé DNS-szekvencia
példaul funkcionalisan hozza lehet kapcsolva olyan szabalyozoszekvencidk-
hoz, melyek abban a bakterialis gazdasejtben szabalyozzak a rovarsld hata-
st fehérjét kodolo DNS expresszidjat, amelybdl az szarmazik.

A talalmany targyat képezik olyan DNS-szegmensek is, melyek ugy
vannak tervezve, hogy operon vagy genflizidkat hozzanak létre a gazdasejt
DNS-én beliil. Operonfiizié esetén a DNS-szegmens tartalmazhat olyan sza-
balyozéelemeket, melyek képesek a rovarsld hatdsa fehérjét kodolo mRNS
transzlacidjat vezérelni. A homolég DNS-szekvencist tervezhetjuk ugy,
hogy az a rovar6l6 hatést fehérjét kodolé DNS-szekvenciat a gazdasejt
DNS-én beliil oly modon integralja be egy operonba, hogy a gazdasejt kro-
moszoémajaba torténd beintegralodast kovetden, hogy a gazdasejt szabalyo-
z6 szekvenciai iranyitsak a rovarsld hatasu fehérjét kodolé DNS-szekvencia

«, 0,

transzkripciojat és transzlaciojat. Operon- és génfuzidk eldallitasara alkal-
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mas eljarasok leirasat megtalalhatjuk tobbek kozott Sambrook és mtsai. ké-
zikonyvében [Sambrook és mtsai.: "Molecular Cloning A Laboratory
Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, NY (1989)].

Megalkotasa utan a taldlmany szerinti DNS-szegmenst a technika 4l-
lasa szerint ismert eljarasok alkalmazaséaval izolalhatjuk, ilyen eljarasok pél-
daul a centrifugalas vagy az agaroz gélelektroforézis.

A taldlmany szerinti DNS-szegmens el6allitisa sordn beépithetiink
tovabba egy szelektalhaté markergént is, amely lehet olyan gén, amely
gram-pozitiv  gazdasejtektdl eltéré egysejti gazdasejtekben  képes
expresszalodni, lehet olyan gén, amely gram-pozitiv gazdasejtekben képes
expresszalddni és lehet olyan gén is, amelyik képes expresszalodni mind
gram-pozitiv mind pedig gram-negativ gazdasejtekben. Valamely egysejti
¢lélényben miikodoképes szelektalhatd markergént abbol a célbél haszna-
lunk, hogy a DNS-szegmenst abban az él61ényben klonozzuk és tisztitsuk.

A taldlméany szerinti szelektalhato markergéneket funkcionalisan hoz-
zakapesolhatjuk a DNS-szegmenshez oly modon, hogy a markergént a
DNS-szegmens mellé illesztjik vagy pedig a gram-pozitiv szelekcids
marker-gént beinszertaljuk a DNS-szegmensbe oly modon, hogy amennyi-
ben a DNS-szegmens a B.t. gazdasejt kromoszomajaba integralodik, a sze-
lektalhaté markergén ne befolyasolja karosan a rovarsld hatasi fehérjét ko-
dol6 DNS-szekvencia B.t. gazdasejtben torténd expresszidjat. Az elmondot-
takon tul fontos még, hogy a gram-pozitiv szelekcids markergén kapcsolasa
ne befolyédsolja karosan a klénozasra hasznalt gazdasejtben torténd szelek-
ci6 céljat szolgalé markergén miikodését (nem gram-pozitiv gazdasejt al-
kalmazisa esetén), és a markergénnek a B.r. gazdasejtben expresszalhatonak

kell lennie. A taldlmany egy elényos megvaldsitasi modja szerint a gram-
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pozitiv szelekcids markergén hordozza az expresszidjdhoz sziikséges vala-
mennyi szabéalyozoelemet is. A gram-pozitiv szelektalhatéd markergént ugy is
megvalaszthatjuk, hogy az a korabbiakban leirtakhoz hasonloan a gazdasejt
DNS-¢ben talalhaté operonban vagy valamely génnel fiizionalva miikodjék.

A talalmany szerinti eljaras tartalmazhat egy tovabbi 1épést is, amely
szerint a fent leirt DNS-szegmenshez funkcionalisan egy replikacios origot
kapcsolunk, amely miikodéképes a klonozashoz hasznalt egysejtii organiz-
musban. Ez az organizmus lehet rovarsejt, CHO-sejt, gram-negativ baktéri-
um, ¢€lesztd €s hasonlok. A fent leirt replikcids origot funkciondlisan hoz-
zakapcsolhatjuk a taldlmany szerinti DNS-szegmenshez oly médon, hogy a
replikacios origét a DNS-szegmensen beliil gy helyezziik el, hogy az ne
gatolja a DNS-szegmens egyetlen tovabbi elemének miikodését sem, példaul
a rovar0lé hatasi fehérjét kodolo DNS-en és az azzal homolég DNS-
szekvencidkon Kiviil.

Olyan B.r. gazdasejtet, amely kromoszéméjaban stabilan beépiilve
tartalmaz egy olyan DNS-szegmenst, amely legalabb egy rovarolé hatasu
fehérjét kodol, az alabbiak szerint allithatunk elé:

1) eléallitunk egy talalmany szerinti DNS-szegmenst;

i) egy B.t. gazdasejtet a DNS-szegmenssel transzformélunk;

iii) lehetévé tesszik, hogy homolog rekombinacio Jatszodjék le, és a
rovar6l6 hatasu fehérjét kodolo DNS-szekvencia stabilan beépiiljon a gazda-
sejt kromoszomajaba; és

iv) izoldljuk a transzformalt gazdasejtet.

B.t. gazdasejteket a DNS-szegmenssel transzformalhatunk szakember

altal jol ismert, a technika allasahoz tartozo eljarasok alkalmazasaval, pél-
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daul elektroporédciéval, transzfekcioval, transzdukciéval és konjugacidval,
vagy a felsorolt eljarasok kombinaciojaval.

A talalmany targyat képezi tovabba egy széles spektrumu rovarsld
hatasu készitmény, amely rovardlésben hatdsos mennyiségben talalmany
szerinti hibrid gazdasejteket, valamint hordozoét tartalmaz.

A talalmany szerinti készitmény 1 gramm hordozéra vonatkoztatva
kortilbelil 10° és 10" kozotti szamu hibrid mikroorganizmust, elénydsebben
pedig korilbelil 10" és 10" kozotti szamu mikroorganizmust tartalmaz.
Mindazaltal méas mikroorganizmus mennyiségek is alkalmazhatok. A talal-
many szerinti készitményben a B.7. gazdasejtek jelen lehetnek akar vegeta-
tiv, akar spora formaban. Alkalmas hordozok a technika 4llasa szerint jol
ismertek, és szakember képes kivalasztani a taldlméany szerinti megoldasban
alkalmazhaté hordozokat. A hordozok tipikusan inert vegyiletek vagy ké-
szitmények, melyek nem lépnek kolcsonhatasba sem a rovarsld hatasa ké-
szitményben talalhatd gazdasejtekkel, sem a kezelni kivant névényekkel.
Mindazaltal alkalmazhatok olyan hordozok is, melyek a ndvények altal vagy
a talajlako ¢lélények altal metabolizalhatok, és ezért biodegradabilisak. A
rovar6ld hatasu készitmény hatékonysaga és hatasanak hosszantartésaga fo-
kozhat6 olyan hordozok hozzaadéasaval, mint példaul szétszorodast elésegitd
hatéanyagok, ragasztoanyagok, nedvesité hatéanyagok, és hordozoként al-
kalmazhatunk példaul kukoricalisztbdl készitett adalékanyagot, Loco®
(amin-sztrearat) permetlé adalékanyagokat, Plyac®-t, Triton B-1956-o0t,
L-100- és H-35-jelii polibuténeket, kukoricaolajat, Triton B-1946-ot, vala-
mint Cellosize QP 4400-et, borsavat, feliiletaktiv olajokat, Pinolén®-t, va-
lamint egy€b technika 4llasa szerint ismert adjuvansokat. A hatéanyagokat a

technika allasa szerint ismert eljarassal keverjiik és formulazzuk, és a talal-
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many szerinti készitmény por, folyadék vagy aeroszol formajaban szereljik
ki. A hibrid gazdasejtet legelénydsebben alacsony hémérsékleten adjuk a
készitményhez, és a sejteket csak felhasznalas elétt olvasztjuk fel.

A taladlméany szerinti rovarold hatdsu készitmények tartalmazhatnak
tovabba egyeb rovarold hatdsu vegyiileteket is. Ismeretes, hogy a B.t. tar-
talma készitmények szémos vegyi rovarold szerrel kompatibilisek, ilyen sze-
rek Osszefoglaldsat megtalalhatjuk példaul Herfs és Pflanzenkrankh kozle-
meényében [Herfs, W., és Pflanzenkrankh, Z.: Pflanzenschutz 72, 584
(1965)]. Az elmondottak értelmében a taldlmény szerinti rovarold hatast ké-
szitmények tartalmazhatnak egy vagy tobb rovar6ld hatasu hatoanyagot, a
Herfs-féle kozleményben felsoroltak koziil, vagy tartalmazhatnak a technika
allasa szerint ismert B.t. gazdasejteket, vagy ezek hibridjeit, melyeket a ta-
lalmany szerinti megoldassal 6sszhangban allitottunk el®.

A taldlmany targyat képezi tovabba egy eljaras nvények rovarkartol
torténd megvedésére, mely eljaras szerint a talalmany szerinti rovarsld haté-
st készitmeény hatékony mennyiségét a novényre vagy a novény koriili talaj-
ba juttatjuk.

A kereskedelmi forgalomban beszerezheté mikroorganizmus-tartalmi
rovardld készitmények alkalmazasi eljarasai, melyek a technika 4llésa sze-
rint jOl ismertek, alkalmasak a talalmany szerinti rovarolé hatdsu készitmé-
nyek alkalmazisara is. Tipikusan a taldlméany szerinti készitményeket ugy
alkalmazzuk, hogy holdanként koralbelil 10%-10'® hibrid mikroorganizmust
Juttatunk ki, elénydsebben pedig holdanként koriilbeliil 10'3-10" hibrid mik-
roorganizmust juttatunk ki. A talalmany szerinti készitményeket legelénys-
sebben a novények permetezése utjan alkalmazzuk, és alkalmazhaté ismételt

kijuttatas is.
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Az alabbi peldakkal a talalmany szerinti megoldast kivanjuk részlete-

sebben szemléltetni anélkiil azonban, hogy igényiinket az ismertetettekre
korlatoznank, hacsak masképpen nem jelezziik.

1. példa
Plazmidok elé4llitasa

A kompetens E. coli DH5a (Gibco BRL) és GM2163 (New England
Biolabs) sejteket Alexander eljdrdsa alapjan allitottunk elé [Alexander,
D.C.: Meth. Enzymol 154, 41-63. (1987)]. A plazmidokat az E. coli sejtek-

b6l Bimboim és Doly eljarasa szerint izolaltuk [Birnboim és Doly: Nucl.
Acids. Res. 7, 1513 (1979)].

A pSB210.2-plazmidot - amely tartalmazza a crylC-gént, a
B. substilis ermC-génjét, amely eritromicin rezisztenciat koédol, valamint a
foszfolitaz C régiot, melyet Lechner irt le, és amely integracios célpontként
szerepel [Lechner és mtsai.: Mol. Microbiol. 3, 621 (1989)] - egy haromlé-
péses eljarassal allitottuk eld. Eldszor az 1. abran lathatd pSB210-plazmidot
allitottuk el6, a 2. abran lathato pSB140-plazmidbol, melyet a 2. példaban
ismertetiink részletesebben, oly médon, hogy a plazmid EcoRI és HindIII
hasitohelyei koz¢é egy tobbszoros klénozohelyet (MCS) épitettiink be. Az
MCS-t ugy allitottuk el8, hogy 6sszeillesztettiik a KK14- &s KK 14B-jelt
oligonukleotidokat, melyek szekvencigjat az alabbi 2. tablazatban adjuk
meg, amely oligonukleotidokat az Applied Biosystems-t6] beszerzett
oligonukleotid tisztité kromatografids eszkozokkel tisztitottunk meg, a

gyarto utasitasai szerint.
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2. tablazat
Az oligonukleotidok szekvenciai

Megjelolés  Szekvencia (§' — 3) Hibridizalodo gén Szekv.az.sz.
Phos] GGAACGCTACATACTAGTGATAGAGTAG phospholipase C 1
Phos4 GCTTGTACACCGCAACTGTTTTCGCATG phospholipase C 2
KK14B AGCITGCGGCCGCGTCGACCCCGGGCCATGGGGGCCG MCS) 3
KK14 AATTCGGGCCCCCATGGCCCGGGGTCGACGCGGCCGCA MCS) 4
GalPl CCACAGTTACAGTCTGTAGCTCAATTACC crylC 5
GalP2 CCGCTACTAATAGAACCTGCACCA crylC 6
NHS20 CAATACATTATCCATGGAAAATTCCTCCTTAAATATCATG  cryllA 7
NHS39 GAGCAATGAAAGAGTTAGGGCCCTGTTITAAGGTGTCATG crylDA 8
NHS42 GAGTGAATTATGGGGG cryllA 9
NHS43 ATTTTGTATTAAACGG crylIB 10
cryllAl ACTATTTGTGATGCGTATAATGTA crylA 11
crylIA2 AATTCCCCATTCATCTGC cryllA 12
PG2 GAAATCGGCTCAGGAAAAGG ermC 13
PG4 CCTTAAAACATGCAGGAATTGACG ermC 14
PG5 CTATTGGTTGGAATGGCGTG ermC 15
TYIAA GAGCCAAGCAGCTGGAGGAGTTTACACC crylA(a) 16
TYIAC TCACTTCCCATCGACATCTACC crylA(c) 17
TYIUN12 ATCACTGAGTCGCTTCGCATGTTTGACTTTCTC cryl-type5 18
TY6 GGTCGTGGCTATATCCTTCGTGTCACAGC cryl-type 19
TY13 ACAGAAGAATTGCTTTCATAGGCTC cryl-type 20
TY14 GAATTGCTTTCATAGGCTCCGTC cryl-type 21
Tet3 CAACAAACGGGCCATAAGCTTGTATAAG tet 22
Tetd GCCGTCTGTAACGGTACCTAAGG tet 23
CPO1.Rev CACCCAGTTTGTACTCGCAGG tet 24

2. lépésben a fos-C-gént épitettik be a pSB210-plazmidba. A
fos-C-régiot PCR-eljarassal amplifikdltuk HD73-6ssz-DNS-rél, a fenti 2.
tablazatban ismertetett Phosl- és Phos4-jeli lancindité oligonukleotidok al-
kalmazasaval. A PCR-terméket a pUC18-plazmid Smal-helyére klonoztuk,
és igy allitottuk el a pSB139-plazmidot. A fos-C célpontrégiot a pSB139-
plazmidbol izolaltuk egy 2,2 kb hosszisagn tompavégiivé alakitott
Kpnl/BamHI-fragmensként, mely fragmenst gélbdl tisztitottuk és a
pSB210-plazmidba ligaltuk, mely plazmidot elézdleg Mscl- és BamHI-
enzimekkel emésztettiik, majd "Geneclean" reagenskészlet (Biol01) alkal-
mazasaval tisztitottunk, a gyartd utasitdsai szerint. A kapott plazmidot,

melynek szerkezetét a 3. abran lathatjuk, pSB210.1-plazmidnak neveztiik el.
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A utolsé lépésben a kialakitott plazmidba beépitettiink egy kristaly-

gént. A pSB210.2-plazmid tartalmazza a cryl-C-gént egy 4,2 kb-os
Apal/Notl-fragmensen, amely a pSB619-plazmidbdl szarmazik, mely
plazmidot részletesen az alabbi 3. példdban ismertetjik. A pSB619-
plazmidot Apal- és Notl-enzimekkel emésztettilk, majd izolaltuk az 4,2 kb-
os Apal/Notl-fragmenst. A 4,2 kb-os Apal/Notl-fragmenst az el6zdleg
Apal- és Notl-enzimekkel elhasitott pSB210.1-plazmidba ligéltuk, és ily
moédon kialakitottuk a pSB210.2-jelii plazmidot, melynek szerkezetét a 4.
abra szemlélteti. A pSB210.3-plazmid tartalmazza a pSBO013-plazmidbdl
egy 6 kb-os fragmensként izolalt cryIC-gént (a plazmidot részletesebben a 4.
példaban ismertetjiik), a fragmenst Apal- és Notl-enzimekkel végrehajtott
emésztés utdn izoldltuk. A 6 kb-os Apal/Notl-fragmenst elektroelicidval
tisztitottuk, és a pSB210.1-plazmidba ligaltuk, melyet el6zbleg Apal- és
Notl-enzimekkel hasitottunk, ily médon eldéllitva a pSB210.3-plazmidot,
melynek szerkezetét az 5. dbran mutatjuk be. A pSB3210.3-plazmid abban
kiilonbozik a pSB3210.2-plazmidtol, hogy ebben a crylC-gént a cryllA-
promoter mogé helyeztikk, a pSB3210.2-plazmidban pedig a cryIC-gén a
nativ cryIC-prométer szabdlyozdsa alatt all. Mindkét plazmidban a cryIC-
gént a crylAC-termindtor koveti. A pSB147-plazmidot az alabbi 5. példaban
leirtak szerint allitottuk el6. Ez a plazmid integracios célpontként tartalmaz-
za a foszfolipaz-C régiot, tartalmazza tovabba a cryllA-operont, valamint az
ermC-gént, amely eritromicin rezisztenciat kddol. Az elektroporacios kisér-
letekben olyan plazmid-DNS-t hasznéltunk, melyet GM2163-jelii dam’,
dem’, E. coli torzsbél izolaltunk [Woodcock, D.M.: Nucleic Acids Res. 17,
3469 (1989)].
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2. példa
A pSB140-plazmid eldallitdsa
A pSB901-plazmidot az ermC-gén izolalasa céljabol allitottuk el6,

mely gén eritromicin rezisztenciat koédol. A pSB901-plazmidot ugy allitottuk
eld, hogy a Monod és mtsai. altal leirt [Monod és mtsai.: J. Bacteriol. 167,
138 (1981)] pIMI13-jelit Bacilus subtilis plazmidb6l az ermC-gént egy
HindIII/Clal-fragmensként izolaltuk. Az ermC-gént tartalmazé HindIII/Clal
fragmenst HindIIl és Accl enzimekkel hasitott pUC18-plazmidba ligaltuk.
ADbbAI a célbol, hogy a pBR322-plazmidban talalhat6 tetr-gént a pSB901-
plazmidbdl szérmazo ermC-génre cseréljik, a pBR322-plazmidot meg-
emésztettik Aval-enzimmel, és a linearizalt vektort az E. coli DNS-
polimeraz-I-enzim Klenow-fragmensével kezeltiik €s igy tompavégiivé tettiik
azt. A Klenow-fragmenssel végzett kezelést kévetdéen a pBR322-plazmidot
HindIlI-enzimmel emésztettiik, és az emésztés eredményeként kapott nagy
fragmenst elvalasztottuk a tetr-gént tartalmazo fragmenstél. A pSB901-
plazmidot elészor Smal- majd HindIlI-enzimekkel emésztettiik, és izolaltuk
az ermC-gént tartalmazé Smal/HindIlI-fragmenst. Az ermC-gént tartalmazé
fragmenst ezutdn Osszeligaltuk a pBR322 nagyobbik HindIII-fragmensével,
ily modon eléallitva a pSB140-plazmidot. A pSB140-plazmid elballitasanak
vazlatat a 2. 4brén lathatjuk.

3. példa
A pSB619-plazmid eldallitdsa
A 8 kb-os EcoRI-DNS-fragmensként izolalt crylC-gént a Lambda

ZAP-II-vektor EcoRI helyére klénoztuk, mely vektort a Stratagene cégtél
szereztiik be. Az emlitett gént oly modon izolaltuk, hogy az USDA intézettd]
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beszerzett Bacillus thuringiensis aizawai HD229 t6rzsb6l készitett plazmid
peparatumot EcoRI-enzimmel emésztettik, majd a kapott fragmenseket
gélelektroforézissel elvalasztottuk egymastol, és a koriilbeliil 8 kb hosszisa-
gu fragmenseket izolaltuk a gélb6l. A crylC-gént elballithatjuk a Honee és
mtsai. altal leirt klénozasi eljaras alkalmazasaval is [Honee, G., van der
Salm, T., és Visser, B.: Nucl. Acids. Res. 16, 6240 (1988)]. A cryIC-klont
két egymastol elkilonitett 1épésben emésztettikk, az elsé 1épésben HindIII-
¢s Kpnl-enzimmel emésztettink, a 2. Iépésben pedig Kpnl- és EcoRI-
enzimekkel. Az emésztés eredményeként kaptunk egy 2,6 kb-os
HindIII/KpnI-fragmenst, amely tartalmazta a cryIC-szekvencia N-terminalis
részét a promoterrel egyiitt, valamint kaptunk egy 2,3 kb-os Kpnl/EcoRI-
fragmenst, amely tartalmazta a C-terminalis szekvenciat és a terminatort. A
cryIC-gént ugy rekonstrualtuk, hogy a 2,6 kb-os HindIII/KpnI-fragmenst a
2,3 kb-os Kpn/EcoRI-fragmenshez ligdltuk a Pharmacia cégt6l beszerzett
pTZ19R-vektorban. A crylC-gén transzlacids starthelyére genetikai manipu-
laci6 utjan bejuttattunk egy egyedi Ncol-hasitohelyet, a stop kodont kovetd-
en pedig egy tovabbi EcoRI-helyet juttattunk be. Ezek a restrikcids
hasitohelyek lehet6vé tették, hogy a cryIC-gén teljes kodolo régidjat egyet-
len folytonos fragmensen izolalni tudjuk. A cryIC-promoétert és a teljes ko-
dol6 régiot tartalmazé 3,8 kb-os HindIII/EcoRI-fragmenst ezutdn a
pBluescript-vektorba klonoztuk, a pCR-eljarassal eléallitott 350 bp
cryIA(C)-terminatorral egyiitt.

A crylA(C)-terminatort oly médon allitottuk el PCR-eljaras alkalma-
zasaval, hogy a cryIA(C) publikalt szekvencidja alapjan szintetizalt két
alabbi lancindité oligonukleotidot alkalmaztuk:
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els6 lancinditd: GTCTCATGCAAACTCAGG, szekvenciaazonositd szam: 25,

masodik lancindité: CTCTGGCGCTCCATCTAC, szekvenciaazonositd szam: 26.

A PCR-reakcioban templatként egy B.t. kurstaki HD73-t6rzsbol
klénozott crylA(C)-gént hasznaltunk. A  PCR-eljarassal el8allitott
terminatort a pBluescript KS+ (Stratagene) vektor Xbal-helyére klonoztuk,
miutan a vektort Klenow-fragmenssel tompavégiivé alakitottuk, a terminatort
a T3-promoterrel azonos orientacidban klénoztuk. A cryl(C)-promotert €s
kédold régidt tartalmazé HindIlI/EcoRI-fragmenst ezutdn a pBluescript
KS+-vektor HindIII- és EcoRI-helyeire klénoztuk. A crylA(C)-gén
klonozasat és szekvenalasat Adang és mtsai. irtak le [Adang, M.J., Staver,
M.J., Roucheleau, T.A., Leighton, J., Barker, R.F. és Thompson, D.V.:
Gene 36, 289 (1985)]. A kapott plazmid konstrukciot pSB619-nek neveztiik

el.

4. példa
A pSBO013-plazmid el6allitdsa
A B.t. kurstaki HD-1-torzsét az USDA intézettdl szereztik be. A

HD-1-t6rzsbdl az "ASAP" reagenskészlet alkalmazasaval izolaltunk ossz-
DNS-t, a Boehringer Mannheim cég hasznalati utasitdsa szerint. A B.t.
kurstaki HD-1-6ssz-DNS-bl kiindulva PCR-reakciéval eldallitottuk a teljes
cryllA-operont tartalmazé 1800 bp DNS-fragmenst, a PCR-reakciéban
lancinditoként az NHS39- és NHS20-jelii kinazozott oligonukleotidokat al-
kalmaztuk, mely oligonukleotidok szekvenciéjat a fenti 4. tablazatban mutat-
tuk be. A PCR-reakcidban Vent-polimerazt alkalmaztunk, a gyarto utasitasai
szerint (New England Biolaps, Beverly, MA). A PCR-reakci6 termékeit gél-
bl 1zolaltuk, és HindIII-enzimmel emésztett pTZ19R-vektorba ligaltuk. A
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ligalasi reakcié termékét kompetens E. coli DH5a-sejtek transzformalasara
hasznaltuk. A transzformansokat 75 pg/ml ampicillint (amp) és 40 mmol/l
Xgal-t tartalmazé LB-lemezeken szelektaltuk. A transzformansokat talalhaté
plazmidokat Apal- és Ncol-enzimes emésztéssel vizsgaltuk, és a pTZ19R-
plazmid tobbszoros klonozo helyén az 1800 bp-os PCR-fragmens orienta-
ciojat Aflll-enzimmel végzett emésztés utjan hataroztuk meg. Egy
plazmidnak, amely az 1800 bp-os fragmenst a kivant orientacioban tartal-
mazta, a pSBOO9 nevet adtuk.

a pSB070 egy pSB619-hez hasonl6 plazmid, amely a cryIC kddolo
1égio helyett a cryllIA kédol6 régiot tartalmazza. A pSB070-plazmid elsalli-
tasa soran ugy jarhatunk el, hogy a B.t. tenebrionisbol vagy B.t san
diegobdl szarmazé cryllIA-gént a Hermstadt, C. és mtsai. altal leirtak sze-
rint megklonozzuk [Herrnstadt, C., Gilroy, T.E., Sobieski, D.A., Bennett,
B.D. ¢s Gaertner, F.H.: Gene 57, 37 (1987)].

A cryllIA-gént tartalmazé 3 kb-os HindIlI-fragmenst a pTZ18R-
plazmidba (Pharmacia) klénoztuk. Izolaltunk egy olyan plazmidot, amelyben
a crylllA-geén kodol6 régidjanak C-termindlis vége az EcoRI-helyet tartal-
mazé tobbszoros klénozé helyhez volt ligdlva. Abbél a célbol, hogy a
cryllIA-gént a pSB070-plazmidba klénozzuk, az ATG-kédon felhasznalasa-
val genetikai manipulacié tjan egy egyedi Nco-helyet alakitottunk ki, a
transzlaciés start helynél. Miutan az Ncol-helyet kialakitottuk, a cryllIA-
kddold régiot a pTZ18R-plazmidbol Neol- és EcoRI-enzimekkel végrehaj-
tott emésztéssel kihasitottuk, majd a pSB619-plazmidba klonoztuk, amely-
bl eléz6leg a cryIC-kodolo régiot eltavolitottuk.

Mind a pSB009-plazmidot - amely pTZ19R-plazmidba klénozva tar-
talmazta a cryllA-operon fragmenst -, mind pedig a pSB070-plazmidot -



---------

=34 -
amely tartalmazta a cryllIA-kodolo régiot a cryIC-promoterrel €s a CryIAC-
terminatorral egyiitt - megemésztettik mind Apal- mind pedig Ncol-
enzimekkel. 1zolaltuk a pSB070-plazmid 5667 bazisparos fragmensét, va-
lamint a pSB009-plazmid 1800 bazisparos fragmensét, amely tartalmazta a
crylIA operont. Ezeket a fragmenseket 6sszeligéltuk. A ligdtummal kompe-
tens E. coli DH5a-sejteket transzformdltunk, majd a klénokat 75 pg/ml
ampicillint tartalmaz6 LB-lemezeken szelektéaltuk, 37 °C-on, egy éjszakan
keresztiil. 12 kloénbol plazmidot izolaltunk, és azokat a kivant operont egy-
séget tartalmazd izoldtum azonositdsa céljabol AflII- és Notl-enzimekkel
emésztettiik. A megfeleld plazmidot pSB010-nek neveztiik el.

A crylC-gént a pSB010-plazmid cryIIA operon egységébe klonoztuk.
A pSB619-plazmidot ugy allitottuk el6, ahogy azt a fenti 3. példaban leirtuk.
A teljes hosszusagt crylC kodolo régiot ugy allitottuk eld, hogy a pSB619-
plazmidot Ncol-, EcoRI- és Bglll-enzimekkel emésztettikk, és izolaltuk a
3900 bazisparos Ncol/EcoRI-fragmenst. Az operon egységet tartalmazd
vektort a pSB010-et megemésztettik Ncol- és EcoRI-enzimekkel, majd
izolaltuk. A 3900 bazisparos crylC-fragmenst Osszeligdltuk a pSB010-
vektor megfeleld Ncol/EcoRI-fragmensével. A ligdtummal DH5a-sejteket
transzformaltunk, ¢és a klonokat 75 pg/ml ampicillint tartalmazé LB-
lemezeken szelektaltuk. 12 klonbol szarmazd plazmid DNS-t analizaltunk
restrikcids emésztésekkel (AflIl + EcoRI és AfIII + Bglll). A plazmidot,
amely tartalmazta a teljes hosszusagi cryIlC-gént, a crylIA operontdl
3'-iranyban, pSB013-nak neveztiik el.
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5. példa
A pSB304-plazmid elballitdsa
A pSB304-plazmidot ugy allitottuk €l6, hogy a B.t. galleriae HD232-

torzsbdl szarmazd cryllA-operont megklonoztuk. A B.t. galleriae HD232-
torzset az USDA intézettdl szereztiik be. Az operon megklonozésa soran
ugy jartunk el, hogy a B.t. galleriae HD232-sejtekbdl izolalt DNS-t HindIII-
enzimmel emésztettik, ¢és a korilbelil 5 kb méreti fragmenseket
gélelektroforézissel tisztitottuk. A gélbdl tisztitott fragmenseket HindIlI-al
emésztett pTZ18R-plazmidba (Pharmacia) ligaltuk, majd a ligatumot E. coli
DH5a-sejtekbe transzfektaltuk. A cryllA-operont tartalmaz6 klonokat
cryllA-specifikus oligonukleotiddal (CCCATGGATAATGTATTGAATAG
TGGAAG, szekvenciaazonosité szdm: 27) végrehajtott hibridizacioval azo-
nositottuk. Egy olyan plazmidot valasztottunk ki, amely a cryIIA- és a lacZ-
géneket azonos orientacioban tartalmazta. A kivalasztott klonbol plazmid-
DNS-t izolaltunk, és a cryllA-operon nem kivanatos 5'-végi szekvencidit
tartalmazé BamHI-fragmenst a plazmidbol eltavolitottuk, és igy allitottuk el
tovabbi informéciokat taldlhatunk Widner és mtsai. kozleményében

[Widner, W.R. és Whiteley, H.R.: J. Bacteriol. 171, 965 (1989)].

6. példa
A pSB147-plazmid el6allitasa

A pSB140-plazmidot a 2. példaban leirtak szerint llitottuk eld. A ko-
vetkezd 1épésben a pSB140-plazmidba beépitettik a cryllA-operont. A
cryllA-operont a fenti 5. példdban leirtak szerint el6éllitott pSB304-
plazmidbol izolaltuk. A pSB304-plazmid a B.t. galleriae HD232-t6rzsbol



-36 -
szarmazd cryllA-operont tartalmazza, egy pTZ18R-plazmidba épitett
BamHI/HindIII-fragmensen megklénozva. A pSB30- és pSB140-
plazmidokat EcoRI- és HindIlI-enzimekkel megemésztettikk. Izolaltuk a
nagyméreti pSB140-fragmenst, majd a cryllA-operont tartalmazé
EcoRI/HindIII-fragmenst &sszeligaltuk a nagyméretii pSB140-fragmenssel,
ily médon eldéllitva a pSB141-plazmidot.

A kovetkez6 1épésben beépitettiink a vektorba egy integralddasi cél-
szekvenciat. A célszekvencia egy olyan DNS-fragmens volt, amely tartal-
mazta az USDA intézettdl beszerzett B.t. kurstaki HD73-t6rzsb6l szarmazo
foszfatidil-inozitol-specifikus foszfolipaz-C-gént (plc). Ezt a DNS-fragmenst
a HD73-torzsbél izolalt 6ssz-DNS-t templatként hasznalva, polimeraz lanc-
reakcio segitségével Aallitottuk eld. A B.t. kurstaki HD73-t6rzsbdl az
"ASAP" reagenskészlet alkalmazaséaval izoldltunk ¢ssz-DNS-t a Boehringer
Mannheim cég elbirasai szerint.

Az ATCC 10792 nyilvantartasu szamu B.t. térzs plc-régidjanak DNS-
szekvencigjat a "GenBank" adatbazisbol kerestiik ki (nyilvantartasi szam:
X14178), mely szekvenciat Lechner és mtsai. irtak le [Lechner, M. és
mtsai.. Mol. Microbiol. 3, 621 (1989)]. A  szobanforgd
2254 bazisparhossziisagl szekvenciarészlet a pcl-génen kiviill tartalmazott a
géntél 5'-iranyban egy 454 bazispar hosszusagu szekvenciarészletet, vala-
mint egy 810 bazispar hosszusagu szekvenciarészletet a géntdl 3'-iranyban.
A két PCR-lancindit6 oligonukleotidot, a 2. tablazatban ismertetett Phos1 és
Phos4 lancindité oligonukleotidokat ugy terveztiik, hogy azok képesek le-
gyenek a plc-gént szegélyezé régiokkal hibridizalédni. Ezen lancinditd
oligonukleotidok alkalmazasaval a HD73-6ssz-DNS-templaton polimeraz
lancreakciot hajtottunk végre, és ily modon egy 2,2 kb-os DNS-fragmenst
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allitottunk elo, amely tartalmazta a HD73-torzs plc-régidjat. Az el6allitott
PCR-terméket az E. coli DNS-polimeraz-I Klenow-fragmensével kezeltik,
majd egy Smal-enzimmel hasitott pUC18-vektorba klénoztuk, ily modon
eléallitva a pSB139-plazmidot.

A pSB139-plazmidot megemésztettiik Kpnl- és BamHI-enzimekkel,
majd a plc-régiot elvalasztottuk a vektorszekvencidktél. A pSB141-
plazmidot szintén hasitottuk Kpnl- és BamHI-enzimekkel, és a kapott
fragmenseket Osszeligaltuk az izolalt plc-régiot tartalmazd fragmenssel. A
kapott konstrukci6, a pSB141.5-plazmid tartalmazta a pSB141-plazmid
pBR322-eredetii részét, valamint a pSB139-plazmidbdl szérmazo6 ple-régiot.

A kovetkezo 1épésben a pSB141- és pSB141.5-plazmidot hasznéltuk
fel egy olyan plazmid eldallitasara, amelyik tartalmazta az ermC-gént, a plc-
régiét, valamint a cryllA-operont. A pSB141.5-plazmidot megemésztettiik
BamHI-enzimmel. A pSB141-plazmidot megemésztettik BamHI-enzimmel
és a cryllA-operont és az ermC-gént tartalmazo fragmenst izolaltuk. A
crylIA/ermC-BamHI-fragmenst  0sszeligaltuk a linearizalt pSB141.5-
plazmiddal, eldéllitva ily modon a pSB147-plazmidot. A pSB147-plazmid
térképe a 6. abran lathatd, és a pSB147-plazmid el64allitasanak vézlatat a 2.

abra mutatja be.

7. példa

Hibrid plazmid bejuttatasa B.t.-sejtekbe elektroporacio utjan

A kristalygéneket gy épitettiik be a B.t.-sejtekbe, hogy a megfeleld
plazmidokat elektroporaci6 utjan juttattuk a  sejtekbe  (elektro-
transzformécid). A plazmidok nem tartalmaztak gram-pozitiv replikacios

origdt, amely sziikséges lett volna a sejtekben torténd replikacidjukhoz.
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Ehelyett a plazmidok tartalmaztak egy olyan DNS-régiét, amely a kromo-
sz6maba torténd integralodas soran célszekvenciakét funkciondlt, a Phos-C-
régiot; tartalmaztak tovabba egy szelektalhat6 markergént, amely a sejtek-
nek erythromycin-rezisztenciat biztositott. A nagy koncentracioban sejtekbe
elektroporalt plazmidot egyszeri "cross-over" eseménnyel kényszeritettiikk a
kromoszémaba, mely esemény a célszekvencia megkett6z6dését eredmé-
nyezi.

A HD73-t6rzsbol a fent leirt eljaras alkalmazédsival, a pSB147- és
pSB210.2-plazmidok felhasznéalasaval kromoszomalis integransokat allitot-
tunk el. A tobbi vizsgalt térzs azonban az elektroporacidval szemben el-
lenallénak bizonyult, és ezért nem lehetett olyan nagy hatékonysaggal
transzformalni 6ket, hogy a kromoszomalis integraciét eld tudjuk idézni.
Kompetens sejteket ugy allitottunk el6, hogy 100 ml 0,5 moél/l szachardzt
tartalmazo agy-sziv infuzios taptalajt (BHIS, Difco) eldobhaté fehér kaccsal
beoltottunk a megfeleld sejtekkel, a leoltast friss, egy éjszakan &t inkubalt
LB-lemezekrol végeztikk. A sejteket tereldidomot is tartalmazd 1 l-es te-
nyészt6lombikokban tenyésztettiik 37 °C-on, 300 ford/perc-cel razatva oket,
600 nm-en mérve OD=0,2 értékig, amely pont elérése utdn a sejteket jégen
tartottuk. Valamennyi mosdoldatot Iehiitve alkalmaztuk. A sejteket ezutan
250 mi-es steril lombikokba wittik 4, majd 7 percen keresztiil
6000 ford/perc-cel kiiilepitettiik dket. a sejteket tartalmazé tledéket ezutan
Ix1 térfogat, majd 2x0,1 térfogat kovetkezd Osszetételii oldattal mostuk:
0,5 mol/l szachar6z, S mmol/l HEPES, pH=7. Az iledéket ezutan 10 ml
végtérfogatban HEPES-szacharéz oldatban felszuszpendaltuk. Az integralo-
dé plazmidok elektroporalasa céljabol frissen eldallitott kompetens sejteket
haszn4ltunk.
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200 pl kompetens sejthez plazmid-DNS-t kevertiink. A HD73-sejtek
esetén a kovetkezd pulzusparamétereket alkalmaztuk: kV=1,25, uF=3 ¢s
Q=w. A pulzusvégrehajtdsa utan a sejteket 125 ml-es lombikban 1€v6 5 ml
BHIS-taptalajba vittiik at, és 30 °C-on 3 o6ran keresztiil 250 ford/perccel ra-
zattuk Oket regeneralas céljabol. Azon mintdk esetében, melyeknél a vekto-
rok integralodasat kivantuk elémi, a sejteket 7000 ford/perccel 5 percen at
végzett centrifugalassal kiiilepitettik, majd a kitilepitett sejteket 10 pg/ml
eritromicint tartalmaz$ LB-taptalajra szélesztettik.

Az eletroporacios eljards hatékonysagat kontrollplazmidként a
pSB098-plazmid-DNS-sel ellendriztik. A pSB098 egy olyan ingazo6 vektor,
amely egyrészt a pTZ19R-plazmidot (Pharmacia), mdasrészt pedig a
pBC16.1-plazmidot tartalmazza. A pBC16.1 egy B. cereus eredeti vektor,
melyet Kreft készitett [Kreft, J.. Mol. Gen. Genet. 162, 59 (1978)]. A
pTZ19R- és pBC16.1-plazmidokat megemésztettik EcoRI-enzimmel. A
linearizalt plazmidokat egy plazmidda ligaltuk, és igy allitottuk el6 a
pSB098-jelii plazmidot, mely plazmidban az ampicillin €s tetraciklin rezisz-
tencidkat kivalto gének ellentétes polaritasuak.

A HD73-t6rzsbdl elédllitott kompentens sejteket dam-, dem-
GM2163-t6rzsbol izolalt plazmid-DNS alkalmazasaval
elektrotranszformaltuk. A transzformacios kisérletek eredményeit az alabbi
3. tablazat foglalja 6ssze. A bemutatott adatokon til a HDI-51-torzset

transzformaltuk még a 210.1-plazmiddal (kisérleti adatokat nem kozliink).



. . .
ooooooooo

- 40 -
3. tablazat

A B. thuringiensis kurstaki HD73-torzs transzforméciés hatékonységa

Plazmid Mennyiség Mennyiség Transzfektansok  Hatékonysag

(ng) (ub) szdma (transzformans/
g pSB098 DNS)
HD73-torzs
pSB210.2 9 10 3 3.5x10°
pSB147 15 10 8 2x10°

A tablazat utols6 oszlopaban megadott hatékonysag értéket minden
kisérletben ugy allapitottuk meg, hogy elektroporacio6 utjan 0,51 pg pSB098
DNS-t juttatunk be, és kiszamitottuk, hogy pg-DNS-enként hany koldnia-
formalé egységet kaptunk. A kapott érték alapjan becsiilhetd volt, hogy a
sejtek hogyan reagaltak az adott elektroporaciés koriulményekre. A
pSB210.3-plazmiddal nem sikeriilt transzformanst el6allitanunk.

A B.t. kurstaki HD73-térzset az USDA intézettdl szereztik be (a
bacillus thuringensis tenyészetek beszerezheték a "U.S.Department of
Agriculture" intézettél, "USDA/ARS Agricultural Reviews and Manuals:
ARM-S-30", 1982. oktober).

Az  eloallitott  transzformansokat, melyeket a  leirasban
rekombinansoknak vagy transzfektansoknak is neveziink, PCR-eljarassal
ellendriztiik, hogy tartalmazzak-e a bejuttatni kivant géneket. A pSB210.2
szekvenciakat tartalmazé HD73-rekombindnsokat (HD73::pSB210.2) a
cryIC-gén jelenléte vonatkozasaban a galpl- és galp2-jelii lancindito
oligonukleotidok alkalmazéasaval ellendriztik, az ermC-gén jelenléte vonat-

kozéasaban pedig a PG2- és PG4-jelii lancindito oligonukleotidok alkalmaza-
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saval. A 8 vizsgalt HD73::pSB147-klén koziil a crylIA-I és crylIA-II lanc-
indité oligonukleotidok alkalmazaséaval kett6r6l kimutattuk, hogy megtalal-
haté benne a cryllA-gén, és a PG2- és PG4 lancinditok alkalmazisaval ki-
mutattuk az ermC-gén jelenlétét is. A lancindito oligonukleotidok szekven-
cidit a fenti 2. tablazatban adjuk meg. Plazmidprofil vonatkozasaban a

HD73::pSB210.2 rekombinans azonosnak bizonyult a sziiléi HD73-t6rzzsel.

8. példa

Fagok eldallitdsa hibrid-plazmid fagfejbe térténd csomagolisara

CP51-fagot B. cereus 569-torzs fertdzott sporaival atitatott sziirGpapir-
korongon, Thorne eljarasa szerint kaptunk, (1978) lasd fent. A torzset oly
modon élesztettik fel, hogy 25 ml, 0,4 % glicerint tartalmazd NBY-
tapfolyadékot [literenként 8 g “Difco Nutrient broth”, 3 g “Difco yeast
extract” (élesztdkivonat)] (NBYG) a korongok egyikével beoltottunk, és
37 °C-on, 16 éraig tenyésztettiink. A tenyészetet 6sszegyiijtottik, a sejttor-
meléket 10 000 ford/perc-cel iilepitettiik, a faglizatumot 0,45 pm &tereszto-
képességi sziirén atnyomva sterilizaltuk, és 16 °C-on téaroltuk.

A lizatum titerét az 569-t6rzs fag-mentes izoldtuméaval szemben végzett
vizsgalattal meghataroztuk. A lizdtumot 1 % peptonban 10-szer és 100-szor
higitottuk. Koriilbeliil 10°, 569-torzsbol szarmaz6 sejtet elegyitettiink 100 pl
faghigitassal, és azt 2 ml TBAB (“Difco Tryptose blood agar Base”)
lagyagarhoz adtuk. Ezt olyan “Phage Assay Plate” (PA) lemezekre
(literenként: 8 g “Difco Nutrient broth”, 59 g NaCl; 0,2 g MgSO4x7H,0,;
0,05 g MnSO4xH,0; 0,15 g CaCl,x2H,0; pH 5,9-6,0) rétegeztik felul, me-
lyeket egy éjszakan at, szobahOmérsékleten szaritottunk. A lemezeket egy
éjszakan at, 30 °C-on inkubdltuk, és a plakkokat megszamoltuk.

A fagfertozésre valo fogékonysag tesztelésére az egyes vizsgalt tor-
zsekbdl (SA11, SA12, S287 és HD73) koriilbelil 10° sejtet oltottunk felsd
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rétegként PA-lemezekre. Az agar felszinét egy fag-torzstenyészetbe martott
oltokaccsal ovatosan megerintettuk, €s a lemezeket 30 “C-on Inkubaltuk. A

kovetkezd napon mind a négy torzs esetében feltisztulas volt megfigyelhetd

a sejtrétegen.

9. példa
Fagok szaporitasa

Friss, egy ¢éjszakan 4t tenyésztett lemezrél szarmazd
HD73::pSB210.2-sejtekkel egy 20 mm-es csében, 6 ml LB-taptalajt oltot-
tunk be. A tenyészetet 37 °C-on, 4-6 oOréig tenyésztettilk, optikai denzitasat
meghataroztuk, és a sejteket LB-vel 3x10° sejt/ml koncentraci6ig higitottuk.
NBYG-lemezeket 4 ml térfogati NBY-lagyagarral felilrétegeztiink, mely-
hez elézbleg 0,5 ml, 4x10° plakképzd egységet (PFU) tartalmazé CP51-
fagtorzstenyészetet, valamint vagy 1 x10° vagy 3x10° sejtet adtunk. A leme-
zeket egy éjszakan at, 30 °C-on inkubaltuk, és a fagokat 5 ml PA-
tapfolyadékba Osszegytjtottiik. A felsé agarréteget a PA-tapfolyadékba ka-
partuk és 18 mm-es milanyagcsovekbe tettiik. A sejttormeléket kiiilepitettiik.
A lizatumot, melyet CP210.2-ként jeloltink, 0,45 pm ateresztoképességii
sz{ir6n atnyomva sterilizaltuk, és 15 °C-on taroltuk.

A titer meghatarozasa céljabol a HD73-torzsbél 5x10° CFU-t
(telepképzd egységet) elegyitettink a CP210.2-lizitum 102 és 107
higitasainak 100 pl-ével, és 2 ml NBY-lagyagarral, fels6 rétegként PA-
lemezekre Ontottik. Egy éjszakén at tarto, 30 °C-on végzett inkubalast kove-
téen a 107 higitast tartalmaz6 lemezen 1200 plakk volt megfigyelhetd, az
ennek alapjan kiszamitott titer 1,2x10° PFU/ml volt.



_43.
10. példa

A transzdukciénal alkalmazott feltételek meghatarozasa

A fagok kezelésénél alkalmazott eljarasok Thorne altal leirt modszeren
alapultak (1978), lasd fent. Az egyes B.t-torzsek esetében a mililiterenkénti
telepképzd egységek (CFU) szamat és a fagtorzstenyészetek mililiterenkénti
plakk-képz6 egységben kifejezett titerét sorozathigitdsok alkalmazasaval
hataroztuk meg.

A CP51-fagtorzstenyészet titerét az aldbbiak szerint hatdroztuk meg.
0,1 ml térfogatia, 1 % Peptonban higitott fagot és koriilbelil 2x107 B. cereus
569-t6rzsb6l szarmazo spérat adtunk 2 ml PA-lagyagarhoz, €s a beoltott
lagyagart PA-agarlemzekre feliilrétegeztiik. A felilrétegezett lemezeket 30
°C-on, 16-20 6ran at inkubéltuk. A plakkokat megszamoltuk, és a
fagtorzsenyészetek PFU/ml-ben kifejezett titerét az alkalmazott higitasok
sa szerinti standard modszerekkel hataroztuk meg. Az eredményeket az

alabbi, 4. tablazatban foglaltuk 6ssze.

4. tablazat
A B.t.-sejtek telepképzd egységei szamanak (CFU) és a

fagtorzstenyészet titerének (PFU) meghatarozasa

CFU CFU/ml
B. cereus 569-torzs 5x107
B. thuringiensis-torzs

HD73 8,6x10°
SA11 és SA12 2,6x10°
S287 1,1x10’
PFU PFU/ml
CP51: 8x10°

CP210.2: 1,2x10%
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11. péida

A pSB136-plazmid eléallitasa

A pSB136-plazmid (lasd, a 7. 4brédn) egy integracios vektor, amely

megkonnyiti a cryIC-génnek a B.t. kromoszomajaba torténd inszertalasat. A
pSB136-vektor tartalmazza a cryIC-gént, egy integracids célszekvenciat,
egy tetraciklin-rezisztenciagént és a pBR322-vektor egy részét. A B.L.
aizawai HD229 crylC-gént és a pBC16-1 B. cereus plazmid tetraciklin-
rezisztenciagént (tet") klonoztuk. Az integracios célszekvencia egy, a B.t.
kurstaki HD1 cryB kromoszomajabol szarmazd, ismeretelen funkcioval ren-
delkez6 DNS-fragmens volt.

A pSB136-plazmid alkalmazhat6 a cryIC-génnek barmely olyan B.t.-
torzs kromoszdmajaba troténd beépitésére, amely mér eleve nem tetraciklin-
rezisztens. Az integraci6 végbemenéséhez azonban, a recipiens-torzsnek
rendelkeznie kell az integracios célszekvenciaval homolég szekvencidkkal,
és a torzset hatékonyan kell traszformalni (1 pg transzforméciohoz hasznalt
DNS-re >=10* transzformansnak kell jutnia).

Kompetens E. coli-DH5a-sejteket Alexander eljarasa szerint allitottunk
eld [Alexander (1978), lasd fent]. A transzform4ciot a technika allasa szerint
jolismert modszerekkel, “Library Efficiency DHSa Competent Cells™ sejtek
(Gibco, BRL, Life Technologies, Inc., Gaithersburg, MD) alkalmazasaval
végeztiik.

A transzformansokat 75 pg/ml ampicillint tartalmazé LB-taptalajon
szelektaltuk. A restrikcidés enzimekkel végzett emésztéseket, ligalasokat,
etanol-precipitaciot, fenol-extrakcidkat, kinaz-reakciokat és a DNS T4
DNS-polimerazzal, borju intesztindlis foszfatdzzal és az E. coli DNS-
polimeraz-I Klenow-fragmensével tortén6 kezelését Maniatis €s munkatarsai

altal leirt eljarasok szerint végeztik [Maniatis T. és mtsai.: “Molecular
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Cloning: A Laboratory Manual”, “Cold Spring Harbor Laboratory”, Cold
Spring Harbor, NY (1982)].

A Stahly és munkatarsai altal leirt B.t. kurstaki HD1-cryIB egy olyan
HD1-torzs, amelyikbdl a plazmidot eltavolitottdk (“plazmid cured”) [Stahly
D.P. és mtsai.: Biochem. Biophys. Res. Comm. 84, 581 (1978)]. A B.t.
kurstaki HD1-crylB-t6rzsb6l 6ssz-DNS-t izolaltunk az alabbi modszer sze-
rint. 200 ml 2xTY-tapfolyadékot B.t.-torzzsel oltottunk be és 30 °C-on, egy
éjszakan at inkubaltuk 200 ford/perc-cel, tereldidommal torténd keveres
mellett. 200 ml 2xTY-tapfolyadékot a fenti tenyészet 2 ml-ével oltottunk be,
és 300 ford/perc-cel, tereldidommal torténd keverés mellett, 30 °C-on
inkubaltuk. Amikor a tenyészet optikai denzitdsa 600 nm-en meérve az
OD=0,8-1 értéket elérte, a sejteket 10 000 ford/perc-cel, 5 percig, 4 °C-on
végzett centrifugalassal osszegytjtottik. A sejteket TES-pufferrel mostuk
(TE+100 mmol/l NaCl) és 18 ml, 25 %-os szachardzt, 25 mmol/l Tris-HCI-t
(pH 8), valamint 25 mmol/l EDTA-t tartalmazé pufferben szuszpendaltuk. A
szacharéz-oldathoz 2 ml térfogata, 10 mg/ml lizozimet adtunk €s Ovatosan
elkevertiik. Az elegyet 37 °C-on, 30-60 percig inkubéltuk és protoplasztok
jelenlétére vizsgaltuk. Az elegyhez 2,2 ml 20 %-os SDS-t adtunk, dvatosan
elkevertiik, és 15 percig, 50 °C-on inkubéaltuk. Ehhez 5,5 ml 5 mo6l/1 NaCl-t
adtunk, ovatosan elkevertiik, és 5 percig 50 °C-on, majd egy éjszakan at 4
°C-on inkubaltuk. Az elegyet 4 °C-on, 10 000 ford/perc-cel, 10 percig centri-
fugaltuk, és a feliiluszot 2 cs6be ontottiik. A csovekhez 28 ml (Osszesen 56
ml) hideg EtOH-t adtunk, évatosan elkevertiik, egy éjszakéan at -20 °C-on
inkubaltuk, majd 13 000 ford/perc mellett, 30 percig centrifugaltuk. A
precipitatumot kinyertiikk és 70 %-os EtOH-ban mostuk. A precipitatumot
ezutan 10 ml (6sszesen 20 ml) 1 moél/l NaCl-t tartalmazd TE-pufferben ol-
dottuk, és egy éjszakan at, 4 °C-on inkubéltuk. Ezt kovetden, a két csé tar-

talmat egy csobe tettilk. A cs6hoz 200 pl, 1 mg/ml koncentracidji RN-4zt és
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1200 ul, 10 mg/ml koncentracidji proteindz-K-t adtunk, és az elegyet centri-
fugaltuk. A vizes réteget osszegylijtottik, és 20 ml fenol/kloroform eleggyel
még kétszer mostuk. A vizes réteghez 20 ml kloroformot adtunk és centrifu-
galtuk. A vizes réteget Osszegyljtottik és egy éjszakan at, 2000 ml TE-
pufferrel szemben dializaltuk.

A Kklénozasra felhasznalt plazmid-DNS-t E. coli sejtekbdl izolaltuk al-
kalikus lizalassal [Birmboim H.C. és Doly J.: “A Rapid Alkaline Extraction
Procedure for Screening Recombinant Plasmid DNA”, Nucl. Acids Res. 7,
1513-1523 (1979)] vagy a Quiagen Inc. cégtdl beszerzett Quiagen-oszlopok
alkalmazasaval.

A pSB136-plazmid elééllitasa négy részbdl allt (utalunk a 7. dbrara).
Az elsd lépésben, a pBR322-plazmidb61 a tetraciklin-rezisztenciagént,
(amely E. coliban mitk6doképes), Bacillusban mitkkodoképes tet-génnel he-
lyettesitettikk. Ezutan, a plazmidhoz egy integracios célszekvencidt adtunk,
amely a HDI1-cryB-genombol izolalt, ismeretlen funkcidval rendelkezd
DNS-fragmens volt. A harmadik 1épésben a plazmidhoz egy Notl-linkert
adtunk a cryIC-gén klonozasanak megkonnyitésére. Az utols6 klonozasi 1€é-
pésben, a crylC-gént hozzaadtuk az integracids vektorhoz. Valamennyi fenti
1épést az alabbiakban részletesen ismertetiink.

A pSB206-plazmidot oly mddon Aallitottuk ¢l6, hogy a pBCl6-
plamidbol szarmazé tet-gént [Bernhard K. és mtsai.: J. Bacteriol. 133, 897
(1978)] pUC18-plazmidba klénoztuk. A pBC16-1-plazmidot Kreft és mtsai.
eljarasa szerint [Kreft J.és mtsai.. Mol. Gen. Genet. 162, 59 (1978)], a
pBC16-plazmidbdl allitottuk el egy EcoRI-fragmens eltavolitasaval. A tet'-
gént a pBC16-1-plazmidbol polimeraz-lancreakcios eljaras alkalmazéasaval,
a fenti, 4. tdblazatban ismertetett Tet3 €s Tet4 lancinditdé oligonukleotidok
felhasznalasdval izolaltuk. A Tet3 lancindité oligonukleotid a tet-gént6l 5 °-

iranyban egy HindIIl hasitdsi helyet iktatott be, a Tet4 lancindité
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oligonukleotid pedig a tet’-géntol 3 ’-iranyban egy Kpnl hasitasi helyet ikta-
tott be. A PCR-terméket pUCI8-plazmidba inszertadltuk a tobbszords
klénozasi helyen talalhaté HindII hasitasi helyre.

A pSB206-plazmidot a tet’-gén eltdvolitasa c€ljabdl Smal- és HindllI-
enzimekkel emésztettilkk. Hogy a tet’-gént a pBR322-plazmidbol eltavolit-
suk, ezt a plazmidot Aval-enzimmel emésztettiikk, tompa végek kialakitésa
céljabol E. coli DNS-polimeraz 1. Klenow-fragmensével kezeltiikk, majd
HindIIT-enzimmel emésztettiik. A kivant fragmenseket tisztitottuk, és a
pBR322-vektort a pSB206-plazmidbol szarmazé tet’-génnel ligaltuk, hogy
megkapjuk a pSB131-plazmidot.

Ezt kovetden, a pSB131-plazmidhoz egy integracids célszekvenciat
adtunk. Az integracios célszekvencia forrasa a HD1-cryB-genombdl izolélt,
1,1 kb nagysagu DNS-fragmens volt. Ezt a fragmenst pUC18-plazmidba
klonoztuk, és a konstrukciét pSB132-plazmidnak neveztiikk. A HD1-cryB-
genombol az 1,1 kb nagysagi DNS-fragmenst az aldbbiak szerint izolaltuk.
HD1-cryB-torzsbdl szarmaz6 0ssz-DNS-t Haelll vagy EcoRV restrikcios
enzimekkel emésztettiink, a két emésztett elegyet 6sszekevertiik és 0,8 %-0s
agarozgélen elektroforézisnek vetettiink ald. Harom méretnek megfeleld
frakciokat vagtunk ki a gélbdl: (1) 0,5-0,9 kb; (2) 0,9-1,8 kb; és (3) 1,8-2,7
kb méreteknek megfeleld frakciokat.

Az (1.) és (2.) DNS-frakciokat tisztitottuk. A (2.)-frakcidbdl szarmazé
DNS-t Smal-enzimmel emésztett pUC18-plazmidba ligaltuk, és a kapott
klonokat EcoRI/HindIII emésztéssel karakterizaltuk. A pSB132-plazmid egy
1,1 kb nagyséagu inszertet tartalmazott.

Ezutan, az 1,1 kb cyrB-fragmenst pSB132-plazmidb6l pSB131-
plazmidba wvittiik 4. A pSB132-plazmidot EcoRI-enzimmel emésztettiik,
E. coli DNS polimeraz 1. Klenow-fragmensével végzett kezeléssel feltoltot-
tik ¢és Hindlll-enzimmel emésztettik. A pSB131-plazmidot Sspl- és
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HindlIlI-enzimekkel hasitottuk, és a pSB132-plazmidbol szarmazo tisztitott,
1,1 kb nagysagu fragmenssel ligaltuk, igy alakitottuk ki a pSB134-
plazmidot.

A pSB134-plazmidhoz egy Notl-linkert adtunk, hogy a cryIC-gén hoz-
z4adasat megkonnyitsiik. A Notl-linker a kovetkezd szekvenciaval rendel-
kezett: pAGCGGCCGCT (New England Biolabs #1125, 28. azonosito sza-
mu szekvencia). A pSB134-plazmidot BamHI-enzimmel emésztettik €s E.
coli DNS-polimeraz I. Klenow-fragmensével végzett kezelé€ssel tompa ve-
geket alakitottunk ki. Ezt kovetéen 200:1 mol-arany mellett a Notl-
linkereket a linearizalt pSB143-plazmidba ligaltuk, és a kapott konstrukciot
pSB134.5-plazmidnak neveztiik.

Az utolsé 1épésben a crylC-gént hozzdadtuk a pSB134.5-plazmidhoz.
A crylC-gén a pSB619-plazmidbdl szarmazott, melyet a 3. példaban, a fen-
tieckben irtunk le. A pSB619-plazmid hordozza a B.t. aizawai HD229-
torzsbdl szarmazo crylC-gént, melyet annak nativ promoétere e€léz meg €s a
B.t. kurstaki HD73 crylA(c)-termindtor-szekvencidja kovet. A cryIC-gént a
promoterrel €s terminatorral egyiitt egy, Bluescript KS(+)-plazmidban talal-
hat6 Apal/Notl-egységként klonoztuk. A cryIC-gén izolalasa c€ljabol, a
pSB619-plazmidot Apal-enzimmel emésztettik, T4 DNS-polimerazzal fel-
toltottikk, és Notl-enzimmel emésztettik. A pSB134.5-plazmidot EcoRI-
enzimmel emésztettiik, E. coli DNS-polimeraz 1. Klenow-fragmensével vég-
zett kezeléssel feltoltottiikk, majd Notl-enzimmel emésztettik. a cryIC-
egységet a pSB619 vektor-részétél megtisztitottuk, és pSB134.5-plazmidba
ligdltuk, igy alakitottuk ki a pSB136-plazmidot.
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12. példa
A cryIC-gén bejuttatdsa B.t. kurstaki HD1-cryB- és HD73-torzsekbe
A pSB136-plazmidot a 11. példadban fent leirtak szerint éllitottuk eld.

Ez a plazmid tartalmazza a pBC16.1-plazmidbol szarmazo tet-gént, vala-
mint integracidos célszekvenciaként a HD1-cryB-kromoszéma ismeretlen
funkcioval rendelkez6 DNS-fragmensét. Ezeket a fragmenseket a pBR322-
plazmidba ligéltuk.

Kompetens B.t. kurstaki HD1-cryB- és HD73-sejteket a 6. példaban
fent leirt BHIS-eljaras szerint allitottunk el6. Az elektromos pulzus kozlését
kovetden regeneralds céljabol a sejteket 3 orara, 37 °C-ra, 5 ml BHIS-
tapfolyadékba vittiik at. A HD1-cryB-sejtek esetében a kovetkezd pulzuspa-
ramétereket alkalmaztuk: kV=1,05, pF=25 és Q=w. A HD73-sejtek eseté-
ben a kovetkezd pulzusparamétereket alkalmaztuk kV=1,25, uF=3 és Q=w.
Az elektroporacidt kovetden a teljes tenyészetet kiiilepitettik, kis tréfogatu
tapfolyadékban felszuszpendaltuk és szelektiv taptalajra szélesztettik. A
transzform4cid hatékonysagénak meghatarozasara standardként pSB098-
plazmid-DNS-t alkalmaztunk, a hatékonysagot valamennyi kisérletben 1 pg
pSB098-plazmidra juté telepképz6 egységek (CFU) szaméval adtuk meg.

A HDI1-cryB-sejtek esetében, amikor a sejteket 7,5 pg pSB136-
plazmiddal elektroporaltuk, egy tetraciklin-rezisztens telepet kaptunk. A
sejtek altalanos transzforméciés hatékonysaga 6x10° CFU/ug volt (pSB098-
plazmid alkalmazasa mellett). Err6l az uj, rekombinans CryB::pSB136-
torzsrol a 13. példaban az aldbbiakban leirtak szerint, PCR-analizissel kimu-
tattuk, hogy tartalmazza a tetraciklin-rezisztenciagént, valamint a cryIC-
gent.

A CryB::pSB136-torzset CYS-tapfolyadékban tenyésztettik a
sporulacidig. Ez a tenyészet mililiterenként 4x10® sporat tartalmazott, 6ssze-

hasonlitasképp, ugyanabban a kisérletben a HD1-CryB-t6rzs mililiterenként
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5%10® sporat tartalmazott. A tetraciklin-rezisztenciagén a sporulacio €s a ve-
getativ alakka torténd alakulas soran 98 %-ban stabilnak bizonyult.

A HD73-sejtek esetében, amikor a sejteket 15 ng pSB136-plazmiddal
elektroporaltuk, két telepet kaptunk, egy olyan kisérlet soran, melyben a
sejtek altalanos transzformdacids hatékonysaga 2x10® CFU/ pg DNS volt.
Mindkét telep, melyeket HD73::pSB136-nak neveztiink, az aldbbi 13. pél-
daban leirt PCR-analizis alapjan pozitivnak bizonyult a crylC-génre €s a

tetraciklin-rezisztenciagénre.

13. példa
A CryB::pSB136 és a HD73::pSB136 rekombinans térzsek PCR-

vizsgalata
A CryB::;pSB136 és a HD73::pSB136 rekombinans térzsekben a bejut-

tatott cryIC-gén, valamint tetraciklin-rezisztenciamarker jelenlétét PCR-
eljarassal igazoltuk. Friss, egy éjszakan 4t tenyésztett lemezrdl vett sejteket
10 percig, 8 ul térfogati, 1x Taq polimeraz pufferben a sziikséges lancinditd
dNTP-elegyet (1,6 pl, 1,25 mmoél/1 koncentracidju torzsoldatbol) tartalmazo
oldatban forraltunk. A sejttérmeléket kitilepitettiik, és a cs6hoz 2 ul, 1x Taq
polimeraz pufferben 0,05 egység Taq polimerdzt adtunk. A tetraciklin-
rezisztenciagén jelenlétének kimutatasdra két lancinditd oligonukleotid
kombinaciot alkalmaztunk. A Tet3 és Tet4 kombindciojaval egy korilbeliil
1,4 kb fragmenst kaptunk, a Tet3, valamint CP01.Rev kombinacidja pedig
egy kortilbeliil 0,35 kb nagysagu fragmenst eredményezett. A cryIC-gén ki-
mutatdsara a galP1 és galP2 lancindité oligonukleotidokat alkalmaztuk, €s
azokkal egy 0,8 kb nagysagi fragmenst kaptunk. A lancindité
oligonukleotidok szekvencidit a fenti 2. tdblazatban ismertetjiik.
14. példa
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A cryIC- és cryllA-gének bejuttatasa B.t. kurstaki HD73-térzsbe

A pSB304-plazmidot az 5. példaban fent leirtak szerint allitottuk el6. A
crylIA-gént a pSB304-plazmidbél egy NotI-EcoRI-fragmensként izolaltuk.
A pSB134.5-plazmidot a 10. példaban fent leirtak szerint allitottuk eld. A
crylIA NotI-EcoRI-fragmenst a pSB134.5.2-plazmidbdl Notl ¢és EcoRI-

enzimmel emésztett pSB134.5-plazmidba ligaltuk.

Kompetens HD73-sejteket a 6. példaban fent leirt BHIS-eljaras szerint
allitottunk eld. Az elektromos pulzus kozlését kovetden a sejteket 3 oran at,
37 °C-on, 5 ml BHIS-tapfolyadékban regeneraltuk. A HD73-sejtek esetében
a kovetkezd pulzusparamétereket alkalmaztuk kV=1,25, pF=3 és Q2=c0. Az
elektroporaciot kovetéen a teljes tenyészetet kitlepitettiik, kis térfogata
tapfolyadékban felszuszpendaltuk és szelektiv taptalajra szélesztettik. A
transzformacié hatékonysaganak meghatarozasara a 12. példaban leirtakhoz
hasonléan, standardként pSB098-plazmid-DNS-t alkalmaztunk, és a transz-
form4aciés hatékonysagot 1 pg pSB098-plazmid-DNS-re jutd telepképz6
egységek (CFU) szamdval adtuk meg.

A HD73-sejtek 20 pg  pSB134.5.2-plazmiddal  végzett
1x10° CFU/ pg DNS volt. A transzforméansok kozil a 15. példaban aldbb
leirt PCR-analizissel kettd bizonyult pozitivnak a tetraciklin-rezisztenciara
és cryllA-génekre. A két transzformanst HD73::pSB134.5.2-t6rzsnek nevez-
tiik.

15. példa
A HD73::pSB134.5.2 rekombindns torzs PCR-vizsgélata
A HD73::pBS134.5.2-rekombinénsokban a bejuttatott crylIA-gén, va-

lamint tetraciklin-rezisztenciamarker jelenlétét a 13. példaban leirtak szerint,

PCR-eljarassal igazoltuk. A cryllA-génre torténd vizsgalathoz a crylIAl €s
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crylIA2 lancindité oligonukleotidokat alkalmaztuk, ezekkel egy 0.57 kb
nagysagu fragmenst kaptunk. A lancindité oligonukleotidok szekvencidit a

fenti 4. tablazatban adtuk meg.

16. példa

B.t.-torzsek transzdukcidja

Abbdl a célbdl, hogy egy torzs kromoszoémajaba integralddott kristaly-
gént olyan torzs kromoszomajaba vigytink at, amelyik elektroporacioval nem
konnyen transzformalhatd, generalizalt transzdukciot végeztiink. Ezekben az
esetekben DNS-donorként egy integralddott kristalygént tartalmazé torzset,
a HD73::;pSB210.2-torzset hasznaltunk tobb B.t.-torzs, tobbek kozott SA11-
, SA12- és S287-torzsek transzdukaléasara.

A generalizalt transzdukcios eljarast széles korben alkalmazzék geneti-
kai informacid cseréjére, az eljarast Margolin E. coli és S. typhimurium
esetében alaposan jellemezte, és az Thorne szerint, esetenként Bacillus
thuringiensisnél is alkalmazhatd6 [Margolin: “Escherichia coli and
Salmonella  typhimurium”, Cell. and Mol. Biol.,, (1987); Thorne:
“Transduction in Bacillus thuringiensis”, Applied and Enviromental
Microbiology, 35, 1109 (1978)].

A generalizalt transzdukcids eljarasnal alkalmazott CP51-fagot, melyet
talajbdl izolaltak és Bacillus cereus kromoszomalis térképének meghatéro-
zasara szolgald kisérletekben haszndltak, C.B Thorne-t6l kaptuk [Thorne
C.B.: “Transducing Bacteriophage for Bacillus cereus”, J. of Virol., 2, 657
(1968); ¢és “Transduction of Bacillus cereus and Bacillus anthracis”,
Bacteriological Reviews 32, 358 (1968)]. Thorme és munkatarsai a fagot
egyéb Bacillus-térzsekkel szemben is tesztelték, tobbek kozott
B. thuringiensis torzsekkel szemben [lasd fent, Thorne (1978)].
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A SAll-, SA12-, S287 és HD73-torzsekbodl szarmazo6 sejteket a
8. példaban leirt eljaras szerint tenyésztettiink., és korilbelil 107 CFU/ml-re
higitottunk.

A HD73::pSB210.2 rekombinéns torzs 2. szdmu izolatumat alkalmaz-
tuk CP51-fagok szaporitaséra. Az igy kapott, CP210.2-nek nevezett lizatum
titerét meghataroztuk, és azt mililiterenként 1,2x10° plakk-képz6 egységben
(PFU/ml) allapitottuk meg. Egy LB-lemez felszinére steril HA-filtert helyez-
tink (Millipore), majd a filterre 100 pl térfogatban az egyes CP210.2-
faglizatumokat €s sejteket pipettdztunk, majd a folyadékot steril drot-
szélesztOkaccsal dvatosan szétoszlattuk. A lemezeket 3 oran at, 37 °C-on
inkubéltuk. A filtereket erytrhromycint (10 pg/ml) tartalmaz6é LB-lemezekre
vittiikk at, 37 °C-ra visszatettiik, és 36 oraig szaporodni hagytuk. A lemez-
transzdukcids kisérletek eredményeit az alabbi, 5. tablazatban foglaltuk 6sz-

Sz¢€.

5. tablazat
Transzdukcios kisérletek eredményei

Torzs Kioltott CFU Fert6zés Ery'-telepek  Hatékonysag

multiplicitasa
HD73 1x10° 10 2 1,6x107
SAIl 4x10° 3 4 3x107
SA12 4x10° 3 2 1,6x107
S287 1x10° 40 3 2x10°8

A hatékonysagot egy plakk-képz6 egységre juté erythromycin-
rezisztens telepek szamaval fejeztiikk ki. A HD73-, SA11- és SA12-torzsek
esetében 1,2x107 plakk-képzd egységet oltottunk ki. Az S287-t6rzs esetében
4x10” PFU-t oltottunk ki.



17. példa

Rekombinans torzsek vizsgalata polimeraz-lancreakcioval
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Valamennyi rekombinédns torzs PCR-vizsgalatat a 13. példaban leirtak

szerint, teljes sejtek felhasznaldsaval végeztilkk. Az erythromycin-rezisztens

telepeket, melyeket a “CP”-roviditéssel jeloltiink, PCR-eljarassal analizaltuk

a géntartalomra nézve, és 6sszehasonlittuk a vad-tipusu torzzsel. Az ered-

ményeket az alabbi 6. tdblazatban Osszegeztiik.

6. tablazat

Transzdukalt torzsek géntartalma PCR-analizis alapjan

Torzs [A(a)
SA1IWT +
SA11CP1 +
SA11CP2 +
SA11CP3 +
SA11CP4 +
SA12WT +
SA12CP1 +
SA12CP2 +
S287WT +
S287CP1 +
S287CP2 +

WT=vad-tipust

[A(¢c)

ITA

+

+

IC

+

ermC

A rekombindnsok megtartottdk a sziil6i térzsekben talalhatd kristaly-

gén-készletet. Csak a rekombinéns térzsek bizonyultak pozitivnak a bejutta-
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tott cryIC- és ermC-génekre specifikus lancindité oligonukleotidokkal vizs-
galva. A crylA(b)-génekre torténd vizsgalat alkalmaval, elészor a TY6 €s
TY14 probakat alkalmaztuk (lasd fent, a 2. tablazatban), de ez a par bizo-
nyos mértékii keresztreakciot adott a pSB210.2 kontroll plazmiddal, amelyik
csak a cryIC-gént tartalmazza. A késobbi kisérletek sordn, a TY14 lancindi-
t6 oligonukleotidot a 2. tablazatban fent leirt TY 13-mal helyettesitettiik.

18. példa

Vad-tipusu és rekombinans B.t.-torzsekb6l szarmazd plazmidok §ssze-

hasonlitdsa

A rekombinans B.t.-t6rzsekbOl szdrmazdé plazmidokat Birnboim €s
Doly alkalikus lizalasos eljarasaval [lasd fent, (1979)] izolaltuk, melyet az
alabbiak szerint modositottunk. A torzseket tetraciklin-tartalmu LB-
lemezekre szélesztettiik, és egy éjszakan at, 30 °C-on tenyésztettik, majd
friss SA-lemezekre [1xSpizizen-s6, 1 % kazaminosavak, 5 % glikoz,
0,0005 mmol/l MnSO4 H,0) oltottuk at, és 4-4 6raig, 37 °C-on tenyésztet-
tik. Az egyes torzsek esetében 2-3 kacsnyi sejtet szuszpendaltunk jégen,
100 ul TESL-pufferben [100 mmol/l Tris (pH=8), 10 mmol/l EDTA, 20 %
szacharéz, 2 mg/ml lizozim], és 15 percig, 37 °C-on inkubaltuk. Az elegyhez
200 pl lizis-oldatot (0,2 normél/l NaOH, 1 % SDS) adtunk, azt a csovek
ovatos dontogetésével Osszekevertikk, és 5 percig, szobahOmérsékleten
inkubaltuk. A csdvekhez 150 pul jéghideg kalium-acetat oldatot adtunk, és az
elegyet a csovek dontogetésével osszekevertiik. Ezutdn az oldatot 20 percig,
15 000 ford/perc-cel, 4 °C-on centrifugaltuk. A feluliszot sz€les lumenti, el-
dobhato transzfer-pipettaval kinyertiik, majd 1 ml, 100 %-os etanolhoz ad-
tuk és a cs6 dontogetésével osszekevertik. Ezt kovetden az elegyet 20 per-
cig, 15000 ford/perc-cel, 4 °C-on centrifugéltuk. A feluliiszot leszivassal

eltavolitottuk, majd az iiledéket 1 ml, 70 %-os etanolban szuszpendaltuk, a
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csO dontogetésével Osszekevertik, majd 5 percig, szobahdémérsékleten
centrifugdltuk. A felliliszot leszivéassal eltavolitottuk, majd az iledéket
2 percig, “Speedvac”-késziilékben vakum alatt széritottuk. A szaritott tle-
déket 20 ul TE-pufferben szuszpendaltuk, korilbelil 15 percig jégen
inkubaltuk, majd a cs6 oldaldnak titogetésével dvatosan dsszekevertiik.

A DNS-t IxTAE-pufferben, 0,8 %-os agar6zon, U=70V és A=32
mAmp mellett, 3 o6raig elektroforetizaltuk. A rekombinansok plazmid-
profiljar6l megallapitottuk, hogy az megegyezik a megfeleld vad-tipusu
sziil6i torzsekben talalhatoval, ezaton igazoltuk, hogy a rekombindnsok nem

hordoznak nem kivant plazmidokat.

19. példa

Vad-tipusi és hibrid B.z.-torzsek kromoszomalis DNS-ének ¢sszeha-

sonlitasa

A HD73-torzsben létrehozott integransokban, az SAll- és SAl2-
torzsekben létrehozott transzdukalt térzsekben, valamint a HD73-térzsben
talalhaté kromoszémalis DNS-t DNS-DNS hibridizacios kirérletekben anali-
zéaltuk. A pSB139-plazmidbol harom hibridizacids-probaként alkalmazott
fragmenst izolaltunk:

(a) egy éaltalanos foszfolipaz C (fos-C) hibridizacids-probat, amely az
ismert fos-C-szekvenciat a BamHI hasitasi helyt6l a Clal hasitasi helyig,
1800 bazispar hosszusagban fedi 4t;

(b) egy bal Eco (E) hibridizaciés-prébat, amely 850 bazispar hosszii-
sagu szekvenciat fed a4t a BamHI hasitési helyt6l az EcoRI hasitasi helyig;

(c) egy jobb Eco (Er) hibridizaciés-probat, amely egy
1427 bazisparbol all6 EcoRI-fragmens.
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A vad-tipusa HD73-t6rzsb6l kromoszdémalis DNS-t a 11. példaban leir-
tak szerint izolaltunk, 2xTY-tapfolyadékban (literenként 5 g élesztokivonat,
5 g tripton, 2,5 g NaCl) el6allitott tenyészetbol vett 100 ml mintakbol.

A vad-tipustt SA11-, SA12- és HD73-torzsekb6l, valamint a megfeleld
transzdukalt torzsekb6l kromoszomalis DNS-t izolaltunk a Boehringer
Mannheim cégtdl hozzaférhetd ASAP-reagenskészlet alkalmazasival, a
gyartd utasitasai szerint. A kromoszomalis DNS-t EcoRI- vagy Apal-
enzimmel teljesen emésztettik, EtBr-ot tartalmazd TBE-pufferben, 0,8 %-o0s
agardzgélen szétvalasztottuk, tisztitottuk, denaturaltuk, neutralizaltuk, majd
Sambrook és munkatarsai eljarasa szerint [Sambrook €s mtsai.: “Molecular
Cloning: A Laboratory Manual”, “Cold Spring Harbor Laboratory Press”
(1989)] kapillaris-blot eljarassal, 20xSSC-pufferben, egy €jszakan at, “Hy-
Bond” nylon-membranokra vittiik a. A DNS-t 0,4 m6l/1 NaOH-dal, 20 per-
cen at végzett kezeléssel a mebranokra fixaltuk. Southern-hibridizaciot vé-
geztiink az “Amersham ECL”-reagenskészlet alkalmazéaséaval, a gyart6 utasi-
tasai szerint.

A HD73- és HD73::pSB210.2-térzsekbdl szarmazo, EcoRI-enzimmel
emésztett DNS nagy méretii fos-C-probaval végzett DNS-hibridizacios ana-
lizise kimutatta a pSB210.2 intergracids vektorbdl szdrmazd, varakozasnak
megfeleld 2,4 és 4,3 kb nagysagu bels6 fragmensek jelenlétét, de nem mutat-
ta ki hatarozottan az integracios hely vagy a szegélyez6 régiok valamelyik
oldalan taladlhaté kromoszomalis régidkat. A belsé vektor-csikok €s a ké-
sGbbiekben szegélyez6 régidknak bizonyult csikok intenzitdsdban megfi-
gyelhetd nagy eltérés arra utalt, hogy valoszintileg tobbszorods integralodasi
esemény kovetkezett be. Ugyanannak a filternek az E; -hibridizacios proba-
val végzett tovabbi analizise nem csak a vart, bels6 EcoRI-fragmensek, ha-
nem az integransok és a vad-tipusu mintdk kromoszomalis DNS-ében egy

1,8 kb nagysagu csik jelenlétét is kimutatta. Ezek az eredmények azt mutat-
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jak, hogy a fos-C-génben talalhaté EcoRI hasitasi helytél 5’-irdnyban, attol
1,8 kb tavolsagra egy EcoRI hasitasi hely talalhat6. Az Egx-probaval torténd
hibridizacié az integransokbdl szarmazé mintdkban kimutatta a belsé
fragmensek jelenlétét, és mind az integransokbdl szdrmazod, mind a vad-
tipusu DNS-ben egy koriilbeliil 9 kb nagysagu csik jelenlétét, azonositva ez-
zel a fos-C belsé EcoRI hasitasi helyétél 3 ’-irdnyban talalhato kovetkezod
EcoRI hasitasi helyet.

A fos-C EcoRI hasitasi helyt6l 5°- és 3’-iranyban, mind a vad-tipust,
mind az integrans toérzsekben kimutatott azonos EcoRI csikok jelenléte bi-
zonyitja, hogy a beépiilés a vartank megfeleléen, a foszfolipdz C-génnek

megfelelé kromoszoémalis régidban tortént.

Az elozbével megegyezd, de Apal-enzimmel emésztett DNS-mintak ha-
sonl6 médon végzett Southern-blot analizise megerdsitette, hogy tobbszords
integracio kovetkezett be. Egy olyan izolaltumb6l szarmazd kromoszomalis
DNS analizise soran, amelyikben csak egyetlen integracios esemény jott Iét-
re, csupan két csikot latnank, mindkettd a pSB210.2 integracios-vektorban
talalhat6 Apal hasitasi helytél a kromoszémaban talalhat6 integracios helytol
5°- vagy 3’-irdnyban taldlhat6 vad-tipusi Apal hasitasi helyig terjed6 szek-
vencianak felelne meg. Tobbszoros integracios esemény ugyanezeket az 5°-
vagy 3’-iranyban talalhaté csikokat eredményezi, ezenkiviil, egy tovabbi
belso csikot, amely megfelel két tandem mddon integralddott vektorral bejut-
tatott Apal hasitasi helyek kozti DNS-nek.

Southern-blot-analizis egy 10,4 kb nagysagu fragmens jelenlétére muta-
tott, amely megfelel az integralddott plazmid teljes hosszanak, ami arra utal,
hogy a régioban tobbszords integralodasi esemény tortént. Amennyiben
azonban ketténél tobb integracios esemény kovetkezett be, a szegélyez6

Apal kromoszomalis fragmensek nem voltak megfigyelhetok, és nem voltak
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meghatarozhatok. Az SA11CP1, SA11-CP2, SA12CP1 és SA12CP2 transz-
dukalt térzsekbdl szarmazo, EcoRI-enzimmel emésztett DNS E; és Er hib-
ridiz4cios probakkal végzett Southern-blot-analizise ugyancsak 2.4 és 4,3 kb
nagysagu belsé EcoRI-csikok jelenlétét mutatta, igazolva, hogy a transzdu-
kalé részecskék altal hordozott DNS a kivant, integraldédott fos-C-helyrdl
szarmazott. Ezek a bels6 csikok nem voltak lathatok a vad-tipusi SA1- és
SA12-DNS-cket tartalmazé savokban. A probéak ugyancsak ugyanolyan mé-
retli, nevezetesen 1,8 kb és koriilbelill 9 kb nagysaga szegélyezd csikokhoz
hibridizél6dtak, mint a vad-tipusu HD73- és HD-51-t6rzsekben, valamint a
megfelel6 integransokban. Az SA11-, SA12-, HD73- és HD-51 torzsek ha-
sonlo fos-C-régioval rendelkeznek. A “cross-over’-események pontos sza-

ma ezekkel a probakkal nem hatarozhaté meg.

20. példa

A hibrid B.t.-torzsek stabilitdsa és életképessége

Analizéltuk a rekombinans SA11CP1- és SA12CP2-torzsek stabilitasat.
A bejuttatott gének stabilitdsat oly moédon hatédroztuk meg, hogy a torzseket

antibiotikum-szelekcié nélkiil tenyésztettiik a sporuldciéon és a vegetativ
alakka torténo alakulason keresztiil.

A rekombindns SA11CP1- és SA12CP2-, valamint a vad-tipusu SA11-
és SAl12-torzseket LB-lemezekre szélesztetiik, és egy éjszakan at, 30 °C-on
inkubaltuk. Mindegyik lemezr6l egyetlen telepet haszndltunk egy-egy
500 ml térfogatu, tereldidomot is tartalmazo tenyészt6lombikban talalhato,
100 ml CYS tenyésztd tapfolyadék beoltdsara. A tenyészeteket 30 °C-on,
300 ford/perc-cel keverve tenyésztettik. Amikor a teyészetek 600 nm-en
mérve OD=0,8 értéket értek el, azokat 1:10 aranyban higitottuk. A tenyésze-
tek szaporodasat féloranként monitoroztuk, hogy novekedési gorbéket ve-

gyunk fel. A log-fazisbol a stacioner fazisba torténé atlépést kovetden a te-
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nyészeteket tovabbi 48 6ran at tenyésztettikk. Mindegyik sporulalédott te-
nyészetbdl 1:10 higitast készitettink, és a higitasokat 65 °C-on, 45 percig
hokezeltiik.

Feltételeztiik, hogy a tenyészetek mililiterenként koriilbeliil 10° sporat
tartalmaznak. A mintdkat higitottuk és LB-lemezekre oltottuk. A
rekombindns toérzsek esetében vegetativ formava alakult sporak szamat 6sz-
szehasonlitottuk a vad-tipusu torzs esetében kapott szammal. Otven-szaz
telepet tartalmazd lemezrdl replika-lenyomatot készitettiink erythromycint
tartalmazd LB-taptalajra és antibiotikum-mentes LB-taptalajra, majd a leme-
zeket egy €jszakan at, 30 °C-on inkubaltuk. Meghataroztuk a szelektalhatd
markert tartalmazé telepek szaménak szézalékos aranyat az életképes tele-
pek szaméval szemben.

Az wjonnan bejuttatott gének 100 %-ban stabilnak bizonyultak a
sporulacié é€s vegetativ formava torténd alakulds sordn, amint azt az
erythromycinnel szemben mutatott folyamatos rezisztencia, valamint a PCR-
eljarassal kimutatott cryIC- és ermC-gének jelenléte alapjan megallapitottuk.
Spontan 1étrejott erythromycin-rezisztens telepet nem taldltunk. Az elsé 8
6raban ezeknek a rekombinansoknak CY S-taptalajban mutatott szaporodasi-
sebessége 1ényegében megegyezett a megfeleld sziildi toérzsével. A SAll-
(vad-tipusu) és a rekombinans SA11CP1-torzs esetében a spordk szama
mililiterenként 9,3x107 és 1,5x108, az SA12- (vad-tipust) és a rekombinans
SA12CP2-torzs esetében a sporak szama mililiterenként 3,5x107 és 3,4x107
volt. A bejuttatott géneknek nem volt hatranyos hatasa a rekombinans tor-

zsek életképességére.

L
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21. példa

Géntermék expresszalddasa hibrid B.t.-torzsekben

A gén-expresszalodas tesztelésére a rekombinans és sziil6i torzsekbdl
10 ml CYS-taptalajban (literenként 10 g kaziton, 5 g gliikoz, 2 g élesztoki-
vonat, 1 g KH,PO,, 1 ml 50 mmoél/l MgCl,, 1 ml 50 mmél/l MnCl, 1 ml
50 mmol/l ZnSO,, 1 ml 50 mmol/l FeCls, 1 ml 200 mmol/l1 CaCl,) készitett
tenyészetet 36 oran at, 30 °C-on tenyésztettink. 50 pl térfogatd mintakat
azonos tréfogat 2x mintafelvivo pufferrel elegyitettiink [0,125 mmol/l Tris-
HCI (pH=8), 4 % SDS, 0,005 % “Bromophenol Blue”, 20 % (térfogat-%)
glicerin, 4 % (térfogat-%) b-merkaptoetanol], és azonnal 5 percig forraltunk.
2.5, 5 és 10 pl térfogati mintakat 10 %-os akrilamid-gélre (Novex) vittiink
fel, és 1,5 6ran at, U=125 Volt mellett elektroforetizaltuk.

A Dbejuttatott  kristalygének expresszaloddsa SDS-poliakrilamid-
gélelektroforézissel valamennyi rekombinans torzs esetében egyértelmilen
kimutathatd volt. A HD73::pSB147-t6rzs esetében a vad-tipusu torzsben
kimutathatd 130 kDa nagyséagu csikon feliil, egy koriilbelil 65 kDa nagysa-
gl 1j csikot lattunk. A 65 kDa megfelel a crylIA-protein varhatd méretének.
A HD73::;pSB210.2-, SA11CP1-, SA11CP2-, SA11CP3-, SA11CP4-,
SA12CP1-, SA12CP2-, S287CP1- és S287CP2-torzsek esetében egy to-
vabbi csik volt megfigyelhetd 135 kDa-nal, amely a CryIC-protein varhat6
méretének megfeleld méret, ez nem volt 1athat6 a vad-tipusa HD73-, SA11-,
SA12- és S287-t6rzseknél. A rekombinans térzsek tovabbra is expresszaltak
a vad-tipusu sziiléi torzsek altal expresszat egyéb Cry-tipusu proteineket,
melyet 130 kDaltonnak megfelelden futé csikként mutattunk ki.
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22. példa

Biol6giai vizsgalati eljards hibrid B.t.-torzsek letalitasanak vizsgalatara

A legtobb biologiai vizsgalat céljara a mintakat 500 ml térfogatu, tere-
16idomot is tartalmazd tenyészt6lombikokban, 100 ml “Fish meal”-
taptalajban (literenként 5,5 % “Fish meal” (halliszt), 4 % keményitd, 0,1 %
NH,CI, 0,125 % KH,PO,, 0,05 % MgSOy4, 0,001 % FeSO4, 0,001 % MnCl,)
tenyésztettiik 30 °C-on, 72 6ran at, 300 ford/perc mellett. Az 1087. szamu
biologiai vizsgalathoz a mintékat szintén 500 ml térfogatu, tereldidomot is
tartalmazé tenyésztélombikokban, 100 ml “Fisch Meal-téptalajban, 30 °C-
on tenyésztettilk, de ebben az esetben friss ferdeagarr6l szarmazé kacsnyi
sporaval beoltott és 6 oran at 30 °C-on tenyésztett 100 ml “Fish meal” kiin-
dulasi tenyészetbdl készitett 5 %-os inokulumot haszniltunk. Az SAll-
mintakat (kontroll) és a megfelelé rekombinansokat 41 6ras tenyésztés eltel-
tével, az SA12-mintédkat (kontroll) és a megfeleld rekombinénsokat 47 6rés
tenyésztés elteltével kitlepitettiik. Valamennyi mintat megvizsgaltunk prote-
in-expressziora oly médon, hogy azokat 1:10 ardnyban vizzel higitottuk,
majd a CYS-tenyészetekhez hasonldan, a 18. példdban fent leirtak szerint
kezeltiik. Az 6sszegylijtést kovetden a tenyészeteket 4 °C-on taroltuk.

A “Fish meal”-tapfolyadékban tenyésztett rekombinans SA11-, SA12-
¢és S287-torzseket Trichopulsia ni és Spodoptera exigua larvékkal szemben
vizsgaltuk az aldbbi eljards szerint. A rekombindns torzsekbdl szarmazo
mintakat mesterséges rovar-taplalékkal kevertiik, amely 132 g/l buzacsirat,
28 g/l kazeint, 11 g/ vitamin-keveréket (Moorehead & Co. Van Nuys, CA),
8,8 g/l sokeveréket (BioServ, Frenchtown, NJ), 2,3 g/l szorbinsavat, 1,1 g/l
metil-parabent, 13 g/l agart és 1,5 ml/l formalint tartalmazott. A keveréket
25 °C-on inkubalt, harmadik larvaszakasz késoi fazisaban levd larvakkal

etettiik. A mortalitast 4 nap elteltével feljegyeztiik, és az LCsp-et (a larvak
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50 %-anak pusztulasat okozé koncentraciét) a technika alldsa szerint ismert
probit-analizissel meghataroztuk.

Valamennyi rekombinans toérzs nagyobb aktivitast mutatott a S. exigua-
val szemben, mint azok a vad-tipusi torzsek, melyekbdl szarmaztak. A
Spodoptera exigua larvakkal szemben 1,6-2,2-szeres aktivitas-fokozodas
volt kimutathato.

A cryIC-gént tobb kilonbozd Bacillus thuringiensis torzs kromoszo-
majanak ismert helyére juttatuk be, elektrotranszformacios, valamint
faglizatummal végzett transzdukcios technikdk alkalmazasaval. A
transzdukcioval eldallitott rekombinans torzsek esetében a crylC-gén
expresszalédasat SDS-PAGE-eljarassal mutattuk ki, és a CryIC-protein
hozzajarult a S. exuiga larvdkkal szemben mutatott bioaktivitashoz. A
cryIC-gén kromoszomaba torténd bejuttatdsa nem valtotta ki az eredetileg
meglevd plazmidok instabilitasat, €s a sporulécio, valamint a vegetativ alak-

ka torténd alakulds soran onmagat stabilan fenntartotta.

23. példa

B.t.-ben a pLTV1 replikacidjanak gatlasahoz sziikséges hdmérséklet

meghatdrozasa

A B. subtitlis PY1177(pLTV1)-torzset Dr. Phil Youngman-t6l kaptuk,
a torzset Camilli és munkatarsai irtdk le [Camilli és mtsai.: J. Bacteriol. 172,
3738 (1990)]. A PY1177-t6rzsbdl Birnboim és Doly eljardsa szerint [lasd
fent, (1979)] pLTV1-DNS-t izolaltunk. A 7. példdban fent ismertetettek

szerint, elektroporacios technika alkalmazasiaval a pLTV1-DNS-sel B.t.

kurstaki  HD73-t6rzset  transzformaltunk, és a  transzformanst
HD73+pLTV1-térzsnek neveztik.
Azt a hémérsékletet, amely a pLTVI1-plazmid B.t. kurstaki HD73-

torzsben torténd replikacidjanak megakadalyozasdhoz sziikséges, két egy-
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mast kovetd, killonbozd hémérsékleten végzett hokezeléssel hataroztuk
meg, melyek koziill Bohall eljarasa szerint [Bohall N.A.: J. Bacteriology 167,
716 (1986)] az els6t folyékony taptalajban, a masodikat szilard taptalajon
végeztik. 10 ml LB-tet)(-taptalajt tartalmazé tenyésztélombikot egyetlen
HD73+pLTV1-teleppel oltottunk be. Ezt az elsddleges tenyészetet 30 °C-on,
tereldidommal keverve, 300 ford/perc mellett, 600 nm-en mérve
OD=0.,4 érték eléréséig tenyésztettiik. A sejteket centrifugaldssal kinyertik,
a tetraciklin eltavolitdsa céljabdl (antibiotikum-mentes) LB-taptalajjal mos-
tuk, és 10 ml antibiotikum-mentes LB-ben szuszpendaltuk. A felszuszpen-
dalt sejtekkel 10 ml, 30, 37, 40 és 42 °C-ra elomelegitett LB-tenyészetet ol-
tottunk be (1 %). A beoltast kdvetden, a tenyészeteket a megfelelé homér-
sékleten tartottuk 600 nm-en mérve OD=0,6-0,8 érték eléréséig. Ezutan a
tenyészeteket 10%-107 faktorral higitottuk, és a higitasokbol 100 ul térfogatt
mintakat LB-ery,os-lemezekre szélesztettink. Mindegyik lemezt egy €jsza-
kan at, a megfeleld elsédleges tenyészet inkubalasi hOmérsékletén
inkubaltuk. Egy éjszakdn at tartd inkubalast kovetéen, az LB-eryggs-
lemezeken taldlhato telepekrdl négy kiillonbozd LB-lemezen, k6zelebbrol,
antibiotikum-mentes-, LB-eryio-, LBcmiz- €S LBieio-lemezeken replika-
lenyomatot készitettink. A lemezeket egy éjszakan at, 30 °C-on inkubaltuk,
és a kovetkezd napon antibiotikum-érzékenységre osztalyoztuk.

Azoknak a kisérleteknek az eredményei, melyekben az els6dleges te-
nyészetet tetraciklint tartalmazd LB-tdpfolyadékban tenyésztettiik, a kovet-
kez6ek voltak. A pLTV1 replikacidjara permissziv, 30 °C-os hémérsékleten,
a vizsgalt telepek 20 %-a bizonyult erythromycinre, kloramfenikolra és
tetraciklinre érzékenynek, ami a replikacié gatlasanak kovetkeztében a
plazmid elvesztésére utalt. 37 °C-on tenyésztve, a telepek 98 %-a volt érzé-
keny mindharom antibiotikumra. 40 °C-on a telepek 94 %-a volt érzékeny

mindhdrom antibiotikumra, €s 42 °C-on a telepek 100 %-a bizonyult érzé-
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kenynek mindharom antibiotikumra. Azokban a kisérletekben, melyekben a
folyékony elsddleges tenyészetek nem tartalmaztak tetraciklint, ugyanazon
hémérsékletek mellett végbement a hokezeléssel kivaltott plazmid-vesztés.
A permissziv, 30 °C-os hémérsékleten a tetraciklin-mentes tenyészetek ese-
tében 38 %-os plazmid-vesztés volt megfigyelhetd, (ami szignifikdnsan ma-
gasabb, mint a 30 °C-on inkubalt, LB+tet-tenyészeteknél megfigyelt 20 %-os
plazmid-vesztés). A 37 °C-on, 40 °C-on ¢s 42 °C-on inkubalt tetraciklin-
mentes tenyészetekben a plazmid-vesztés 94 %, 90 % és 90 % volt. Arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy 37 °C-on és ennél magasabb hémérsékleten,
a kisérletben alkalmazott feltételek mellett a pLTV1-plazmid replik4cidja
gatolt volt. Mivel a plazmid még a repliké4ciora permissziv, 30 °C-os hémér-

sékleten is elveszhet, a pLTV1-plazmid bizonyos mértékig instabilnak tlinik.

24. példa

A pLTV1-plazmid altal hordozott Tn917-transzpozon transzpozicidja

szamdara megfeleld feltételek meghatarozasa B.z.-ben

Olyan telepek kinyerésére, amelyekben transzpozicié tortént, harom
napot igénybevevd, harom lépésbdl alld eljarast alkalmaztunk. Ezt az elja-
rast eloszor HD73+pLTV1-torzzsel teszteltikk. E16szor, 10 ml, ery;-, cms- €s
tets-tartalmu folyékony LB-taptalajt egyetlen, pLTV1-plazmidot tartalmazo
HD73-teleppel oltottunk be, és 30 °C-on, tereldidommal keverve,
300 ford/perc mellett, 600 nm-en mérve OD=0,7 érték eléréséig tenyésztet-
tink. Az elsddleges tenyészetet ezutan centrifugaltuk, és a kitilepitett sejte-
ket az antibiotikum eltavolitasa céljabol 10 ml LB-taptalajban mostuk. Két
masik tenyésztélombikban, mind ery;-t, mind cmg-ot tartalmazé (de
tetraciklint nem tartalmaz¢) 100-100 ml LB-taptalajt 100 pl, mosott elsddle-
ges tenyésztettel oltottunk be. Az egyik tenyészt6lombikot 30 °C-on
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(permissziv hémérsékleten), mig a masikat 37 °C-on (nem-permissziv ho-
mérsékleten) tenyésztettitk 300 ford/perc-cel, egy €jszakan at.

Egy éjszakan at tarto tenyésztést kovetden a tenyészeteket higitottuk,
és LB-taptalajra, valamint ery;,cms-LB-taptalajra oltottuk. A lemezeket egy
éjszakan at ugyanazon a hémérsékleten inkubaltuk, mint amin a megfeleld,
masodlagos tenyészteteket tartalmazé lombikokat inkubéltuk. Ezt a maso-
dik, egy éjszakan at tartd hokezelést kovetden a 37 °C-on tenyésztett
ery;,cms-LB-lemezekrol kiilonalld telepeket replika-lenyomat technikéval
LB-lemeztaptalajra,  ery,,cms-LB-taptalajra,  ery;o-LB-lemeztaptalajra,
cm;-LB-lemeztaptalajra és tet;o-LB-lemeztaptalajra oltottunk, annak megal-
lapitasa c€ljabol, hogy a telepek hany szazaléka rezisztens erythromycinre
és kloramfenikolra, de érzékeny tetraciklinre, ami transzpoziciés esemény
megtorténtére utal.

A kapott ery‘cm'tet’-telepeket HD73::pLTV1-térzsnek neveztiik.

A vartnak megfeleléen, a fenti kisérletekbdl szarmazdé pLTV1-
plazmidot hordoz6 HD73-telepek csaknem 100 %-dban megtortént a
pLTV1-plazmidbdl a lacZ-gén transzpozicidja. Az ery'cm'tet™~HD73-telepek
LACNHS1 és LACNHS2 lancindité oligonukleotidokkal végzett PCR-
analizise azt mutatta, hogy a pLTV1-plazmidb6l szdrmaz6 LacZ-gén vala-
mennyi esetben jelen volt. A TY6 éé TY7 lancindité oligonukleotidok al-
kalmazasaval végzett tovabbi PCR-anaklizis szerint, 40 transzpozicion 4t-
ment telep koziil 38 megtartotta a nativ crylA(c)-gént. A lancindito

oligonukleotidok szekvenciait az alabbi, 7. tdblazatban adjuk meg.
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7. tablazat

Oligonukleotid-szekvenciak

azonositd szamu
szekvencia
LACNHSI GGCTTTCGCTACCT 29
GGAGAGACGCGCC
CGC
LACNHS2 CCAGACCAACTGG 30
TAATGGTAGAGAC
CGGC
TY6 GGTCGTGGCTATAT 31
CATTCGTGTCACAG
C
TY7 CCACGCTATCCAC 32
GATGAATGTTCCTT
C
NHS21 GATATTTTAGCTCA 33
TGATCTTTTCCTCC
TATTAAC
NHS37 CATTACGCATTTGG 34
AATACC

A pSB050-plazmidot abbol a célbol alakitottuk ki, hogy a cryllA-
operont a B.t. gallerie HD232-t6rzsb6l a HD73-genomba vigyiik at. A B.t.
gallerie HD232-torzset az USDA intézett6l kaptuk. A HD232-tdrzsbol
szarmazo teljes cryllA-operont egy 4 kb nagysagai BamHI-HinclI-
fragmensként izoldltuk az 5. példdban ismertetett pSB304-plazmidbol. A
pLTV1-plazmidot Smal és BamHI restrikcios enzimekkel hasitottuk, hogy
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egy 20,6 kb fragmenst kapjunk, a fragmenseket ligaltuk egymassal, igy
alakitottuk ki a pSBO050-plazmidot. A ligaciés termékkel dam-,dcm-
GM2163 E. coli-torzset traszfektaltunk. A kivant konstrukciot tartalmazé
kiilonallo6 GM2163-telepeket €l8szor LB,mp7s-lemezeken szelektaltunk, majd
a telepeket replika-lenyomat technikédval egy sor kiilénbozé agarlemezre ol-
tottuk at, melyek vagy nem tartalmaztak antibiotikumot, vagy amp;s-, cmy-,
eryjo- vagy teto-tartalmi lemezek voltak. Otvenot vizsgalt telep koziil ot
volt rezisztens tetraciklinre, ampicillinre és erythromycinre, ami azt jelentet-
te, hogy a megfelelé fragmens lett ligdlva. Az 6sszes tobbi telep érzékeny-
nek bizonyult tetraciklinre, ami a pLTV1-plazmid hidnyéra utalt. A rezisz-
tens telepeket a LACNHSI és LACNHS2 lancindité oligonukleotidok ko-
zott elhelyezkedd 1400 bp fragmens PCR-amplifikacidjaval tovabb vizsgal-
tuk. A fenti lancindité oligonukleotidok szekvenciajat a fenti, 7. tablazatban
mutattuk be, azok megfelelnek a pLTV1-plazmid 4ltal tartalmazott lacZ-
génben taldlhat6 szekvencidknak. A fenti, 7. tabldzatban bemutatott szek-
venciakkal rendelkezé NHS37, valamint NHS21 lancindité oligonukleotidok
alkalmazasaval végzett PCR-amplifik4cié az erythromycin-gént6l a cryllA-
operon €lsd nyitott leolvasasi keretének végéig tartd régiot eredményezett. A
rezisztens telepekbdl szarmazé DNS-t Bglll-enzimmel végzett restrikcios
analizissel vizsgéltuk, és azokat a telepeket, amelyek a vart PCR-eredményt
adtak, valamint 2 kb, 5,3 kb és 16 kb Bglll-fragmenseket eredményeztek
ugy tekintettiik, hogy tartalmazzék a pSB050-elnevezésii plazmidot.

sejtek 5 pg, GM2163-torzsbdl izolalt pSB050-DNS-sel végzett elektro-
poracidjaval értiik el az alabbi paraméterek alkalmazasaval: kV=12, uF=3
és QQ=w0. A sejteket permissziv, 30 °C-os hdmérsékleten, BHIS-taptalajban,
tereldidommal végzett keveréssel, 300 ford/perc mellett 3 6raig hagytuk re-

generalddni. A sejteket ezutdn koncentraltuk, 10 pg/ml tetraciklint tartalma-
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z6 LB-lemezekre oltottuk, és egy éjszakan at, 30 °C-on inkubdltuk. A

tetraciklin-rezisztens HD73-telepekben a pSB050-plazmid jelenlétét PCR-
analizissel, a LACNHS1 és LACNHS2 lancindit6 oligonukleotidok (melyek
1400 bp terméket eredményeznek), valamint az NHS37 és NHS21 lancindi-
to6 oligonukleotidok (melyek 600 bp terméket eredményeznek) felhasznala-
saval igazoltuk a Perkin Elmer-Cetus altal ajanlott feltételek alkalmazasaval.
Ezeket az izolatumokat HD73+pSB050-nek neveztiik.

26. példa
A CrylIA bejuttatasa a B.t. HD73-t6rzs 50 MDalton plazmidjaiba a

Lt

crcr

HD73-térzs nagy méretli, rezidens plazmidjadba. A HD73+pSB050-
izolatumokat nem  permissziv  hémérsékleten  inkubdltuk, majd
kloramfenikol- ¢és erythromycin-rezisztencidra, valamint tetraciklin-
érzékenységre szelektaltuk. A kapott ery’cmtet’-telepeket HD73::050-nek
neveztik, arra utalva, hogy a transzpoziciés esemény megtortént. A
traszpozicidé megtorténtét az NHS37 és NHS21 lancindité oligonukleotidok
kozti, a vartnak megfelelé 600 bp nagysagu fragmens (az ery-géntdl a
cryllA-génig terjed6 fragmens), valamint LACNHS1 és LACNHS2 lancindi-
to oligonukleotidok kozotti 1400 bp nagysaga termék PCR-
tuk a TY6 ¢és TY7 lancinditdé oligonukleotidokkal végzett PCR-
amplifikacidéval, mely lancindité oligonukleotidok szekvenciait a fenti, 7.

tablazatban kozoljuk.
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27. példa
A CryIA(c)- és CryllA-gének expresszdloddsa a transzpozicion atesett
HD73::050 B.t.-térzsben
A HD73+pBS050- és a HD73::50-t6rzsek 1000-szeres nagyitas mellett

végzett mikroszkdpos vizsgalata azt mutatta, hogy mindkét torzs két kris-
talytipust termel. A HD73+pBS050- és a HD73::50-sejtekben mind a HD73-
torzsre jellemz6 bipiramidalis CrylA(c)-kristalyok, mind a kuboid CrylIA-
kristalyok megfigyelhetéek voltak. A vad-tipusi HD73-sejtekben ilyen
kuboid kristalyok nem voltak lathatok.

A HD73::050-torzsben a CrylA(c)- ¢és a CryllA-proteinek
expresszalodasat SDS-PAGE-analizissel vizsgéltuk. Sporulalodott tenyé-
szetb6l (40-50 oOras tenyészetbdl) vett 100 pl mintat kitlepitettiink,
10 mmol/l EDTA-ban szuszpendéltunk, jégen, 1:1-ardnyban, 2x SDS-
mintafelvivd pufferrel elegyitettiink, és harom percig forraltunk. A mintakat
elére kiontott, 10 %-os Novex-gélen futtattuk, és “Coomassie blue” festék-
kel megfestettiik.

Az SDS-PAGE-analizis kimutatta a 135 kDa CrylA(c)- és a 65 kDa
CryllA-proteinek jelenlétét. Ezt Western-blot-analizissel is megerdsitettiik,
két kiilon blotton, CrylA(c)- vagy CryllA-proteinekkel szemben elballitott

specifikus antiszérumok alkalmazésaval.

28. példa
Spéraszamok és a B.t.- HD73::050-t6rzs stabilitdsa

A tenyészetek relativ “egészségi allapotanak™ daltalanos jellemzésére
1 ml tenyészetben talélhatd spérdk szamat osszehasonlitottuk a kovetkezd
B.t.-torzsekb6l szarmazoé mintdkban: a vad-tipusi HD73-torzsb6l és a
HD73+pLTVI1-, a HD73+pSB050- és a HD73::050-hibridtérzsekbdl szar-

maz6 mintdkban. A sporuldlodott tenyészeteket 45 percig, 65 °C-on kezel-
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tilk, hogy a megmaradt vegetativ sejteket eloljikk. Tovafutd higitasokbol vett
mintékat szélesztettiink LB-agarlemezekre, és a telepeket a kovetkezd napon
megszamoltuk. A HD73::050-térzsben a transzponalédott DNS stabilitasat
oly modon hatdroztuk meg, hogy a fenti spérahigitasokat 10 pg/ ml
tetraciklint, 1 pg/ml erythromycint és 7 pg/ml kloramfenikolt tartalmazoé LB-
agarlemezekre vagy antibiotikum-mentes LB-agarlemezekre szélesztettikk. A
szelekcid mellett kindvd telepek szdmét dsszehasonlitottuk a szelekeid nél-
kiil kinétt telepek szamaval. A HD73::050-torzs esetében a sporaszam kicsit
alacsonyabb volt, mint a vad-tipusi HD73-torzs esetében. A spOraszam
mililiterenként 1-2x10® kozé esett. A legtobb HD73::050 (azaz, 97-100 %)
megtartotta a megfeleld ery’cmtet® antibiotikum-rezisztenciat, ami arra utal,
hogy a transzponalddott régio nem valt instabilld és a transzpoziciot kovetd-
en nem hasitodott ki a DNS-boL.

29. példa
A HD73::050 B.t.-torzs plazmidprofilja
Meghatéroztuk a HD73::050-t6rzs plazmidprofiljat, annak megallapita-

sa céljabol, hogy a transzpozicids esemény a HD73-t6rzs kromoszémajaban
vagy nagy méretii plazmidjaban tortént. Az alkalmazott plazmid-eléallitasi
eljaras Birnboim €s Doly kis mértékben modositott, alkalikus lizalasos elja-
rasa volt [Birnboim H.C. és Doly (1979), lasd fent], amelyet a korabbiak-
ban, a 18. példdban ismertettink. A HD73::050- és a vad-tipusu HD73-
torzsekbdl szarmazd DNS-készitmények plazmidprofil-analizise azt mutatta,
hogy a transzpozon két, az eredeti HD73-t6rzsben jelenlevd, SO MDalton
nagysagi plazmidba inszertalodott. A géleken a plazmid-csikok molekula-
tomegének megnovekedése volt megfigyelhetd, amely novekedés megfelelt
a transzpondlodott DNS molekulatomegének. Egyes HD73::050-
izolatumokban a crylA(c)-gént hordozd, nagy kopiaszamu, 50 MDalton
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nagysagi plazmid volt a transzpozicié célpontja. Mds izolatumokban az ala-
csonyabb kopiaszamii, SO MDalton nagysagi plazmid volt a transzpozici6
célpontja. A HD73-torzsben eredetileg jelenlevd egyéb plazmidok koziil

egyik esetében sem volt megfigyelheté a molekulatomeg megvaltozasa.

30. példa
A HD73::050 és a HD73::.pLTV B.t.-torzsekben végbement transzpo-

zicid Southern-blot-analizise

A vad-tipusi HD73-, a HD73::pLTV1-¢s a HD73::050-t6rzsekbol

0ssz-DNS-t allitottunk el az ASAP-reagenskészlet alkalmazasaval, a
“Boehringer Mannheim” utasitasai szerint. A DNS-t egy éjszakan at, feles-
legben adagolt BamHI- és EcoRI-enzimekkel emésztettiik, 18 oran at
20 cm-es, 0,8 %-os TBE-agarozgélen elektroforetizaltuk, majd kapillaris-
blot eljarassal egy éjszakan at, 20xSSC-pufferben, a Bio-Rad cégtdl hozza-
férhet6 “Zeta-Probe”-membranra vittiik 4. A membranokat az “Amersham
ECL”-reagenskészlethez mellékelt utasitasok szerint kezeltiik és hibridizal-
tattuk a probaval. A membranra atvitt DNS hibridizaltatdsara probaként a
25. példaban fent ismertetett, 1400 bp LacZ-gén PCR-terméket alkalmaztuk.
A HD73::050-DNS-nek megfeleld csikokat dsszehasonlitottuk a vad-tipust
HD73-t6rzsbol szarmazd DNS-nek megfeleld csikokkal.
Southern-blot-analizissel ~kimutattuk, hogy a transzpozon az
50 MDalton nagysaga plazmidok eltérd helyeire épiilt be. Elényben részesi-
tett transzpozicios hely nem volt megfigyelhetd. A pLTV1 restrikcids térké-
pe szerint a HD73::pLTV1-torzs 9 kb vagy anndl nagyobb, a probaval hib-
ridizdlédé BamHI-fragmenseket tartalmazott. Az ilyen méretii csikok a
pLTVI1-plazmid egyik 50 MDalton nagysagu plazmidba transzponalddott
részének felelnek meg. Hasonloképp, a HD73::pLTV1-DNS 14 kb vagy na-
gyobb, a proébaval hibridizadlodé EcoRI-fragmenseket tartalmazott. A
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Southern-analizis soran, valamennyi esetben a vartnak megfeleld méreti
hibridizalodott csikok voltak megfigyelhetok. Egyik hibridizalédott csik sem
volt azonos méretli, megerdsitve, hogy a pLTV1 transzpozicidja véletlensze-
rii helyeken jott 1étre a HD73-genomban.

A HD73::050-izolatum Southern-blot-analizise sordn a vartnak megfe-
leléen, BamHI-emésztést kovetéen, 12 kb vagy anndl nagyobb
fragmenseknek megfeleld csikokat lattunk, EcoRI-emésztést kovetéen 17 kb
nagysagu vagy annal nagyobb fragmenseknek megfelelé csikokat figyeltiink
meg. A HD73::)pLTV1- és HD73::050-torzsek esetében a hibridizalodott
csikok mérete kozott megfigyelhetd eltérés a HD73::050-tdrzs transzpona-
meger6sitik, hogy a cryllA-gén véletlenszeri médon inszertalodott a HD73-

térzs genomjéba.

31. példa
A B.t. HD73::050-t6rzs letalitdsa
HD73::50- és vad-tipusi HD73-t6rzsekbdl szarmazo friss, egy €jsza-

kan &t tenyésztett telepeket kiilon-kiilon, 500 ml, Yamamoto 4altal leirt CYS-
taptalajba oltottunk, centrifugalassal 6sszegyiijtottiink, és 55 6ran at, tereld-
idommal keverve, 300 ford/perc mellett, 30 °C-on tenyésztettiink
[Yamamoto T.: “ACS Symposium Series” 432, 46-60 (1990)]. A sejteket
1/20 térfogat A-pufferben szuszpendaltuk [S mmol/l Tris (pH=8,0), 0,025 %
Triton] ¢és a sejtlizitumot 8 %-0os Novex SDS-PAGE-géleken
pasztazassal hataroztuk meg. A-pufferben tizenkilenc, egyenként kétszeres
higitasokat készitettiink, és valamennyi higitasban, ppm-ben kifejezve meg-
hataroztuk a CryIA(c)-protein mennyiségét. A proteinek ismert mennyiségét

rovartaplalékhoz kevertiik, és azt harmadik larvaallapot kés6i fazisaban levo
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Trichoplusia ni és Spodoptera exigua larvakkal megetettik, a larvakat
4 napig, 25 °C-on inkubdltuk, majd mortalitadsukat feljegyeztiik.

A Dbiologiai vizsgalat eredményei azt mutattdk, hogy a HD73::050-
hibridt6érzs nagyobb aktivitassal rendelkezik, mint a vad-tipust HD73-torzs.
A T. ni esetében kapott eredmények szerint, a vad-tipusit HD73-torzs eseté-
ben az LCsy (az a koncentraci6, ami a larvdk felének pusztulasat okozta)
3,5 ppm volt, mig a HD73::050-t6rzs esetében meghatarozott LCso=2 ppm
volt. A S. exigua vizsgélataval kapott eredmények szerint, a vad-tipust
HD73-torzs esetében az LCsq=475 ppm volt, mig a HD73::050-t6rzs eseté-
ben meghatarozott LCs;=225 ppm volt.

A talalmany lényege az alabbi, 1. és 2. pontok szerint foglalhat6 Ossze,
és oltalmi igényiinket a csatolt igénypontokban definialjuk.

1. A taldlmany targyat képezi egy DNS-szegmens, amely tartalmaz:

(a) egy vagy tobb, rovarold hatasu fehérjét kodol6 DNS-szekvenciat,
amelyik képes Bacillus thuringiensis sejtekben replikalodni  és
expresszalddni, valamint Bacillus thuringiensis kromoszomalis DNS-ben
jelenlevé szekvencidval homoldg szekvencidt, mialtal a homolég DNS-
szekvencia a fenti DNS-szegmensnek a kromoszomdba torténd
inszertalodasat iranyitja, és midltal az emlitett, rovar6l hatésu fehérjét ko-
dol6 DNS-szekvencia Bacillus thuringiensis kromoszoémalis DNS-ébe
inszertalddik; vagy

b) egy vagy tobb, rovar6ld hatasu fehérjét kddolé DNS-szekvenciat,
amelyik képes Bacillus thuringiensis  sejtekben replikalodni  és
expresszalodni, valamint Bacillus thuringiensis kromoszémalis DNS-ébe
véletlenszerii médon integralddni képes DNS-szekvenciat, midltal az emlitett
DNS-szegmens a rovar6lé hatasu fehérjét kodolé DNS-szekvenciaval egyiitt

stabilan integralédik a kromoszémalis DNS-be.
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2. A taldlmany targyat képezi egy eljaras Bacillus thuringiensis gazda-
sejtek eldallitdsara, mely eljaras szerint:

a) Bacillus thuringiensis kromoszomalis DNS-ével homolég DNS-
szekvenciat vagy Bacillus thuringiensis kromoszémalis DNS-ébe véletlen-
szerli modon integralédni képes DNS-t allitunk el6;

b) a fenti DNS-szekvenciahoz funkciondlisan egy vagy tobb, rovar6ld
hat4su proteint kodolé DNS-szekvenciat kapcsolunk;

¢) A DNS-szegmenseket kinyerjiik;

d) Bacillus thuringiensis torzset transzformalunk, mialtal a DNS-
szegmens beépiil a kromoszomalis DNS-be; és

e) transzformalt gazdasejtet izoldlunk, amelyikben a rovar6ld hatasu
proteint kodolé DNS-szekvencia stabilan integralédott a gazdasejt
kromoszémalis DNS-ébe és képes a gazdasejtben replikdlddni és

expresszalddni.



-76 -
SZEKVENCIALISTA

AZ 1. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL

A SZEKVENCIA JELLEMZOTL:
HOSSZA: 28 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy
TOPOLOGIAJA: linearis
MOLEKULATIPUS: genomi DNS
HIPOTETIKUS: nem
ANTISZENSZ: nem

AZ 1. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GGAACGCTAC ATACTAGTGA TAGAGTAG

A 2. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 28 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 2. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
GCTTGTACAC CGCAACTGTT TTCGCATG

28

28

.........
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A 3. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 37 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAIJA: lineéris

MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 3. AZONOSITO SZAMU SZEK VENCIA LEIRASA:
AGCTTGCGGC CGCGTCGACC CCGGGCCATG GGGGCCG

A 4. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:

HOSSZA: 38 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 4. AZONOSITO SZAMU SZEK VENCIA LEIRASA:
AATTCGGGCC CCCATGGCCC GGGGTCGACG CGGCCGCA

37

38
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AZ 5. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
HOSSZA: 29 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy
TOPOLOGIAJA: lineéris
MOLEKULATIPUS: genomi DNS
HIPOTETIKUS: nem
ANTISZENSZ: nem

AZ 5. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CCACAGTTAC AGTCTGTAGC TCAATTACC

A 6. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
A SZEKVENCIA JELLEMZOT:

HOSSZA: 24 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAIJA: line4ris

MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 6. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
CCGCTACTAA TAGAACCTGC ACCA

29

24
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A 7. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
HOSSZA: 40 bazispar
TIPUSA: nukleinsav
HANY SZALU: egy
TOPOLOGIAJA: lineéris
MOLEKULATIPUS: genomi DNS
HIPOTETIKUS: nem
ANTISZENSZ: nem
A 7. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA:
CAATACATTA TCCATGGAAA ATTCCTCCTT AAATATCATG 40

A 8. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 39 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 8. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
GAGCAATGAA AGAGTTAGGG CCCTGTTTAA GGTGTCATG 39



-80 -
A 9. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 16 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 9. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
GAGTGAATTA TGGGGG 16

A 10. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 16 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linedris

MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 10. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

ATTTTGTATT AAACGG 16
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A 11. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 24 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 11. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
ACTATTTGTG ATGCGTATAA TGTA

A 12. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 18 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 12. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
AATTCCCCAT TCATCTGC 18

ooooooooo
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A 13. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
A SZEKVENCIA JELLEMZOL

HOSSZA: 20 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 13. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GAAATCGGCT CAGGAAAAGG 20

A 14. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 24 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 14. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CCTTAAAACA TGCAGGAATT GACG

ccccccccc
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A 15. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 20 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAIJA: lineéris

MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 15. AZONOSITO SZAMU SZEK VENCIA LEIRASA:

CTATTGGTTG GAATGGCGTG 20

A 16. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATALI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOL:

HOSSZA: 28 bézispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 16. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GAGCCAAGCA GCTGGAGGAG TTTACACC

.........
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A 17. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
HOSSZA: 22 bazispar
TIPUSA: nukleinsav
HANY SZALU: egy
TOPOLOGIAJA: linearis
MOLEKULATIPUS: genomi DNS
HIPOTETIKUS: nem
ANTISZENSZ: nem

A 17. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

TCACTTCCCA TCGACATCTA CC 22

A 18. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 33 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linedris

MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 18. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

ATCACTGAGT CGCTTCGCAT GTTTGACTTT CTC

33

.........
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A 19. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:

A SZEKVENCIA JELLEMZOT:

HOSSZA: 29 bézispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 19. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
GGTCGTGGCT ATATCCTTCG TGTCACAGC 29

A 20. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 25 bazispar

T{PUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 20. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
ACAGAAGAAT TGCTTTCATA GGCTC 25
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A 21. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOL:
HOSSZA: 23 bazispar
TIPUSA: nukleinsav
HANY SZALU: egy
TOPOLOGIAJA: lineéris
MOLEKULATIPUS: genomi DNS
HIPOTETIKUS: nem
ANTISZENSZ: nem
A 21. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
GAATTGCTTT CATAGGCTCC GTC 23

A 22. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 28 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 22. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
CAACAAACGG GCCATAAGCT TGTATAAG 28



-87-
A 23. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATALI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 23 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 23. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
GCCGTCTGTA ACGGTACCTA AGG

A 24. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 21 bézispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 24. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LE[RASA:
CACCCAGTTT GTACTCGCAG G 21

ooooooooo
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A 25. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
A SZEKVENCIA JELLEMZOT:
HOSSZA: 18 bazispar
TIPUSA: nukleinsav
HANY SZALU: egy
TOPOLOGIAIJA: lineéris
MOLEKULATIPUS: genomi DNS
HIPOTETIKUS: nem
ANTISZENSZ: nem

A 25. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GTCTCATGCA AACTCAGG 18

A 26. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
A SZEKVENCIA JELLEMZOL:

HOSSZA: 18 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 26. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CTCTGGCGCT CCATCTAC 18

.........
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A 27. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
A SZEKVENCIA JELLEMZOL:

HOSSZA: 29 bézispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 27. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CCCATGGATA ATGTATTGAA TAGTGGAAG

A 28. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
A SZEKVENCIA JELLEMZOT:

HOSSZA: 10 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 28. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

AGCGGCCGCT 10

---------

29
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A 29. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
A SZEKVENCIA JELLEMZOL:
HOSSZA: 30 bazispar
TIPUSA: nukleinsav
HANY SZALU: egy
TOPOLOGIAIJA: linearis
MOLEKULATIPUS: genomi DNS
HIPOTETIKUS: nem
ANTISZENSZ: nem

A 29. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GGCTTTCGCT ACCTGGAGAG ACGCGCCCGC

A 30. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:

HOSSZA: 30 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linedris

MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 30. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CCAGACCAAC TGGTAATGGT AGAGACCGGC

30

30
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A 31. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATALI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
HOSSZA: 29 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy
TOPOLOGIAJA: linearis
MOLEKULATIPUS: genomi DNS
HIPOTETIKUS: nem
ANTISZENSZ: nem

A 31. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GGTCGTGGCT ATATCATTCG TGTCACAGC

A 32. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 28 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 32. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CCACGCTATC CACGATGAAT GTTCCTTC

ooooooooo

29

28
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A 33. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 35 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 33. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
GATATTTTAG CTCATGATCT TTTCCTCCTA TTAAC

A 34. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
A SZEKVENCIA JELLEMZOL:

HOSSZA: 20 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

A 34. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
CATTACGCAT TTGGAATACC 20

35
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Linearis vagy cirkularis DNS-szegmens, amely tartalmaz legalabb
egy rovar6ld hatasu fehérjét kodold6 DNS-szekvenciat, amely képes Bacillus
thuringiensis sejtekben replikalodni €s expresszalddni, azzal jellemezve,

hogy a linearis DNS-szegmensben a rovarold hatdsu fehérjét kodolo
szekvenciatol mind 5'-, mind 3'-irdnyban elhelyezkedd régidk tartalmaznak
olyan nukleotidszekvencidkat, melyet homoldgok valamely Bacillus
thuringensis kromoszoémalis DNS-ben talalhaté szekvenciaval, és ezaltal a
rovar6ld hatasu fehérjét kodolo DNS-szekvencia képes a baktérium
kromoszomalis DNS-€be integralédni, vagy

a cirkularis DNS-szegmensben a rovar6ld hatasu fehérjét kodold
szekvenciatol 5'- vagy 3'-iranyban elhelyezkedd régio tartalmaz egy olyan
nukleotidszekvenciat, amely a Bacillus thuringiensis kromoszomadlis DNS-
ben jelenlevd valamely szekvencidval homoldg, és ezaltal a rovarold hatasa
fehérjét kodolé DNS-szekvencia képes a baktérium kromoszomalis DNS-
¢ébe integralodni.

2. Az 1. igénypont szerinti DNS-szegmens, azzal jellemezve, hogy
gram-negativ baktériumokban miikodoképes replikacios origot és szelektal-
hat6 markergént tartalmaz.

3. Hibrid vektor, azzal jellemezve, hogy 1. vagy 2. igénypont szerinti
DNS-szegmenst tartalmaz.

4. Bacillus thuringiensis gazdasejt, azzal jellemezve, hogy az €l6z0

igénypontok barmelyike szerinti DNS-szegmenst tartalmaz.
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5. Rovardld hatasu készitmény, azzal jellemezve, hogy a 4. igény-
pont szerinti gazdasejt rovardléshez hatékony mennyiségét €s hordozot tar-
talmaz.

6. Eljaras transzformalt Bacillus thuringiensis gazdasejt eléallitasara,
azzal jellemezve, hogy

1) a 3. igénypont szerinti vektort vagy az 1. vagy 2. igénypont szerinti
DNS-szegmenst Bacillus thuringiensis torzsbe juttatjuk, és

i1) a kapott transzformansok koziil izolaljuk azokat, melyekben a ro-
varold hatasu fehérjét kodoldé DNS-szekvencia stabilan a gazdasejt
kromoszdémalis DNS-ébe integralodott, és ott képes expresszalodni és
replikalodni.

7. A 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a transz-
formalt gazdasejteket transzdukaljuk és recipiens Bacillus thuringiensis
sejteket allitunk el6, oly moédon, hogy

i) a 6. igénypont szerinti Bacillus thuringiensis gazdasejteket transz-
dukal6 faggal érintkeztetjik;

1i) lehet6vé tessziik, hogy a fag a gazdasejtben replikalédjék, mialtal a
gazdasejt kromoszomalis DNS-ébe integralédott egy vagy tobb rovarsld
hatasa fehérjét kodold6 DNS-szekvencia beépiil a fagba; és

1ii) a rovarold hatasu fehérjét kodolo DNS-szekvenciat a fagbol
recipiens Bacillus thuringiensis sejtekbe juttatjuk, oly méddon, hogy a ro-
vardlé hatast fehérjét kodolo DNS-szekvencia stabilan beépiiljon a
recipiens sejtek kromoszémalis DNS-€be, és ott expresszalodjék,

8. A 6. vagy 7. igénypontok szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
Bacillus  thuringiensis gazdasejtként és recipiens sejtként Bacillus

thuringiensis kurstaki sejteket alkalmazunk.



vk

-95.
9. A6, 7. vagy 8. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jel-
lemezve, hogy a rovardld hatasu fehérjét kodolé DNS-szekvencia a cryIC-

szekvencia, vagy azzal homolog szekvencia.

A meghatalmazott:

DANUBIA i
almi és Védjogy irodakit

—
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col Smal,Sall Noti HindlIl-

Hincll

Hincll

Xbal
BamHlI

Accl

1. abra
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cryllA operon

ER=EcoRl
Kp=Kpnl
Hé=HindID
BmsBamHl
SmaSmal

A zardjelbe tett hasitéhelyeket
a kl6nozas soran megszintet-
tuk

2. abra
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Hincll

Hincll
BamHl

pSB210,1
(6,25kb)

EcoRl

Accl
Hindlll

Hindlll(2640)

3. abra
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EcoRl
Apal
Accl
Ncol
Hincll | Accl
Hincll

crviC
Accl
pBR322
Hindlll
pSB210,2 '
(10,5kb)
Hindlll PLC Accl
Hindilll o
in ermC
' 7 Notl BamHl
EcoRl ) Hindlll
BamHi Hincll

4. abra
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pSB210,3

pSB210,1 w/cryiC

(A pSB013 Apal/Notl-fragmense;
cryllA-prométer)

EcoRl

Hincll

» Neol

cryiC w/ ervilA

Accl
promoter

pSB210,3
(12kb)

Hindlll
Hindlli Hindlil
in
Ncol Pstl
EcoRl Pstl

Hincll

Hindlll

Notl

5. abra
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BamHI

EcoRI
HindIIl

HindI

Kpnl
EcoRl

pBR322

6. abra
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ER=EcoRI
KpeKpnl
HouHindIl
BmeBamHI
SmaSmal
SsnSspl

A ziréjelbe tett hasitohelyeket
a klénozas sordan megszintet-
tuk

7. abra
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