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Egy kivant gén novénybe valo bejuttatasara szolgalé vektor azzal jellemezve, hogy a
kivant gént, és marker génként legalabb két morfologiai rendellenességet indukalé gént (MAI)
tartalmaz, vagy mely vektor a kivant gént, legalabb egy MAI gént és egy eltavolithaté elemet
tartalmaz. Egy marker gén hatasatél mentes transzgenikus névény létrehozasara szolgald

eljaras. A kivant gének névénybe valo nagy szamu bejuttatasara szolgald modszer.
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A tudomdny technikai teriilete

A jelen taldlméany egy olyan uj vektorral kapcsolatos, mely vektor egy kivant gén
névénybe vald bejuttatisara szolgdl, a bejuttatds sordn génsebészeti mdédszereket hasznalunk
egy transzgenikus novény kinyerése céljabol, egy olyan transzgenikus novény eléallitasara
szolgal6 modszert biztosit, mely novény mentes egy marker gén hatésatdl; és a jelen talalmany
kapcsolatos egy olyan médszerrel is, mely legaldbb két kivant gén novénybe vald bejuttatdsara

szolgal ezen vektor hasznalata segitségével.

A taldlmany hattere

A gyogyszerként hasznalhaté fizioldgiailag aktiv anyagok termelésében jelenleg a
mikroorganizmusok transzformacidjat és a sejttenyésztést hasznaljak génsebészeti eljarasok
alkalmazdsa segitségével, igy jelentds szerepet tolt be az iparban. A névénynemesités
teriiletén a génsebészet ipari alkalmazisa lemaradt, miutin a novények életciklusa sokkal
hosszabb, mint a mikroorganizmusoké. Azonban, miutan ez a technoldgia lehetévé teszi egy
kivant gén kézvetleniil a termesztendd novénybe valo bejuttatasat, a kovetkezd eldnyokkel jar
a klasszikus nemesitéssel szemben, ami tobbszords keresztezést tesz sziikségessé.

(2) Lehetdség van csupan egy javitando tulajdonsag bejuttatasara.
(b) Lehetdség van a névényektdl eltéré mas fajok (példaul mikroorganizmusok és hasonldk)

tulajdonsagainak bejuttatasara .

(c) Lehetdség van a termesztési periddus jelentds roviditésére.

Igy a n6vény nemesitéshez valo génsebészeti médszereket széleskdriien vizsgaltak.
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A transzgenikus novények létrehozédsa a kovetkezd harom lépést teszi sziikségessé.

(1) A kivant gén novényi sejtbe valé bejuttatasa (ideértve ugyanennek a

kromoszomakba, sejtmagokba és hasonlokba valé bejuttatasat).

(2) Azon sejtekbdl, melyekbe a kivant gént bejutattuk, novényi szévetet szelektalunk.

(3) A szelektalt novényi szovetbdl novényt regeneraltatunk.

Egy olyan transzgenikus szovet szelektalasdhoz, melybe a kivant gént mar bejuttattuk,
kivanatos a szovet - melyben a kivant gén expresszalodik - vizudlis azonositdsa az 0j névény
regeneraltatasa nélkil. Ennek megvaldsitasahoz a kivant gént a névényi sejtbe tipikusan egy
marker génnel egyiitt juttatjuk be, melynek expresszidja konnyen detektilhaté a sejtek
tenyésztésének stddiumaban. Azaz, egy marker gén expresszidjat hasznaljuk a kivant gén
bejuttatidsa indexének. A hagyomaényos marker génekre szolgalé példak kozé tartoznak az
antibiotikum rezistencia gének, mint példaul a kanamicin rezisztencia gén (azaz az NPTII,
neomicin foszfotranszferaz gén), egy higromicin rezisztencia gén (azaz HPT, higromicin
foszfotranszferaz gén), aminosav szintetdz gének, mint egy nopalin szintetaz gén (NOS) egy
oktopin szintetdz gén (OCS) €s egy szulfonil-karbamid rezisztencia gén (azaz ALS, aceto-
acetat szintetaz gén), mely mezdgazdasagi kémiai rezisztenciat biztosit.

Azonban egy marker gén expresszioja komoly problémdkat okozhat ha egy ilyen
transzgenikus novényt €lelmiszerként hasznalunk. Ez azt jelenti, hogy meglehetdsen nehéz azt
biztositani, hogy egy marker gén expresszidja révén termelt géntermék biztonsagos legyen az
emberi test szamara. Kovetkezéképpen, ha egy marker gént tartalmazé transzgenikus ndvényt
élelmiszerként szandékoznak arusitani, részletes viszgalatot kell folytatni a marker gén emberi
testre kifejtett hatasanak meghatarozasa céljabol. Példaul, az 1980-as évek eleje ota
laboratériumi szinten az NPTII gént hasznaljak marker génként. 1994-ben ezen gén termékeét
végiil az US Food and Drog Administration (FDA) elfogadta élelmiszer adalékként. Azota a

marker génként az NPTII gént tartalmazé transzgenikus novényeket élelmiszeripari célokra is
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hasznaljak. Azonban az NPTII gént tartalmazé termékeket fogyaszté emberek koziil még
mindig van olyan, aki aggddik a gén hatasaval kapcsolatban.

Ezenkiviil, a marker gének, melyeket gyakorlatilag felhasznalnak, mint példaul az
NPTII gén, csupan olyan gének, melyek hozzdjarulnak a n6vényi sejtekben levd novekedést
gatld anyagok detoxifikacidjadhoz. Ezért az olyan transzgenikus noévényi szdvetek
szelektalasahoz, melyekbe egy kivant gént bejuttattunk, a szovetet a novekedést gatld anyagot
tartalmazé tenyész tapkozegben szaporitjuk és a marker gén expressziojat, nevezetesen a
ndvekedést gatld anyaggal szembeni szévet rezisztenciat, értékeljiikk és hasznaljuk indexként.
Azonban, még ha a szovet rendelkezik is ilyen rezisztenciaval, egy gatlo anyag jelentlétében
valé tenyésztés eredményezhet a névényi sejtek szamara karos mellékhatasokat, mint példaul
a szaporodasban bekovetkezd csokkenést és a transzgenikus szovet redifferencialodasat.

Ezenkiviil, egy n6évényi sejtben egy marker gén expresszidja a transzgenikus szovet
szelektaldsa utdn komolyan megakaddlyozza a névény ezt kovetd gén bejuttatissal torténd
nemesitését. Azaz ha egy masik gént juttatunk be egy marker gént tartalmazé transzgenikus
ndvénybe, a gén bejuttatdst egy masik marker gén hasznalataval ‘nyomon kell kévetni.
Azonban egy marker gén hatékonysaga névény fajonként valtozik. Ezért el6zetesen egy olyan
tesztre van szikség, melynek sordn az egyes marker génekhez valé koriilményeket
meghatarozzuk (példdul arrol szamoltak be, hogy a HPT gén sokkal hatékonyabb rizsben,
mint az NPTII gén (K. Shimamoto et al., Nature (London), vol.338, p.274, 1989). Ezenkiviil,
meg egyszerlen Ugy, hogy a marker gént megvaltoztatjuk. Azaz egy adott névénybe a gén
bejuttatasok szama magdaban korlatozott a marker gének adott névényben valod felhasznalhato
variacioinak kodszonhetéen. Ezenkiviil, a valéjélv)‘anfel-hasznélhaté marker gének tipusa is a
fent emlitettek szerint kolatozott. Ennek megfeleléen, sziikség van egy olyan modszerre,

melynek segitségével a marker gén eltavolithatdo a kromoszomabdl a transzgenikus novényi
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szovet szelekcidja utdn a marker gén hatasanak sejtb6l, szovetbdl és novénybdl vald kizarasa
céljabol.

Egy marker gén hatdsanak megsziintetésével kapcsolatban két mddszerrél szamoltak
be. Az egyik sordn egy marker gént és a novény egy transzpozonjat juttatjék be a ndvényi
kromoszémaba, majd ezt kdvetden eltavolitjdk onnan a transzpozont kévetden (International
Laid-Open No WO 92/01370). Egy maésodik modszerben a Pl fig hely-specifikus
rekombinacios rendszerét hasznéljak a transzpozon helyett (International Laid-Open No WO
93/01283). Ezen médszereket hasznalva lehetséges egy olyan sejtet nyerni, melyben a marker
gént egy adott ardnyban tavolitjuk el a nvényi kromoszémabodl a gén bejuttatisa utan. Sajnos
annak val6szintisége, hogy a marker gént eltavolitottuk nagyon kicsi.

Ezenkiviil, azok a novényi sejtek, melyekben a marker gént a fenti mddszerekkel
eltavolitottuk a kromoszémabél az olyan sejtek kdzott szérdédnak szét, melyekben a marker
gén még mindig jelen van és expresszalodik. Ez a kétféle sejt vizualisan nem kiilonbéztethetd
meg.

A marker géneket és a kivant gént tartalmazé novényi sejteket kémiai rezisztencigjuk,
tapanyag igényiik és mas hasonlé tulajdonsdgaik alapjan szelektaljuk. Azonban a szelekci6
idején a marker géneket nem tartalmazd sejtek stlyos novekedési gatlast mutatnak és szamos
esetben tonkre is mennek. Ennek megfelelden, ezek a szelekciok nem alkalmazhatok a marker
géneket nem tartalmazo sejtek szelektalasara.

Az olyan novényi sejtek fent emlitett modszerekkel valo nyeréséhez, melyekbdl a
marker gén hidnyzik, de melyek a kivant gént tartalmazzdk a névény szovetet, melyben a
marker gént nem tartalmazd sejtek a marker géneket tartalmazé sejtekkel Gssze vannak
keveredve, szaporitjuk, regeneraltatjuk, majd a szelekciora analizaljuk, példaul Southern
hibridizéciés modszert hasznalva, vagy polimeraz lanc reakcidt hasznalva. Ez a mddszer arra

a feltételre alapul, hogy a regeneralt egyed egy egyediili sejtb6l szarmazik és igy az &sszes
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novényi sejt ugyanolyan tulajdonsagokkal rendelkezik. Igy a marker gént nem tartalmazé
sejtbdl szarmazé egyed csupan ilyen sejtekbdl épiil fel. Sajnos, az ilyen regeneraltatott egyedet
alkoto sejtek nem sziikségképpen egységesek. A marker génes kromoszémdt nem tartalmazé
sejtek és a marker gént tartalmazd sejtek egyiitt léteznek és meglehetdsen szabalytalanul
oszlanak meg még ugyanabban a regeneraltatott ndvény egyedben valamint annak ugyanazon
szovetén beliil is. Igy kiilonosen nehéz olyan egyedet nyerni, mely csupan a marker gént nem
tartalmazé sejtekb6l all olyan allapotban, amikor a tenyésztett szovetet ujra differencialtatjuk
az egyed regeneraltatasa céljabol.

Ezenkiviil, a szelekcid ismert analitikai modszerei egy szdvetet, példaul egy levelet
hasznalnak teszt mintaként (nem pedig a teljes egyedet vagy egy egyediili sejtet).
Kovetkezésképpen csupan az atfogd tendenciat analizaljuk az egy levélben levé marker gén
allapota tekintetében. Ezenkiviil, ebben az esetben altalanos, hogy a marker gén-mentes sejt
és a marker gént tartalmaz6 sejt jelen van ugyanabban az egyedben vagy szovetben. [gy még
ha csupan egy marker gén mentes sejtekbol allo egyedet hozunk is létre nehéz azt szelektalni.
Még ha a marker gén jelenlétét nem is detektaljuk a szovetben, ugyanezen egyed mas
helyeirél szarmazé szovetek tartalmazhatjak a marker gént, vagy egyszerlien azt mutatjak,
hogy a marker gén mennyisége a detektalhatésagi hatar alatt van. [gy lehetetlen meghatarozni,
hogy a teszt minta teljesen marker gén-mentes sejtekbdl éll-e.

A fent emlitett modszereket hasznalva a marker gént nem tartalmazo egyed csupan egy
csira sejtbdl nyerhetd, mint példaul pollenbdl, egy petesejtbdl €s mas hasonlokbol. Ha az
dnmegporzast egy olyan petesejtet hasznalva végezziik el, melybdl hidnyzik a marker gén, egy
marker gén mentes megtermékenyitett petesejtet nyeriink meghatarozott aranyban a klasszikus
oroklédési torvények szerint és ebbdl a megtermékenyitett petesejtbdl egy olyan egyedet
hozunk létre, mely csupdn a megtermékenyitett petesejt tulajdonsagaival azonos

tulajdonsagokkal rendelkez6 sejtekbol all. Hagyomanyos analitikai médszerek, mint példaul a



Southern hibridizacié végezhet6 el ezekkel az egyedekkel. Nevezetesen, ha marker gént nem
tartalmazo sejteket hozunk is létre az itt hivatkozott, leirt mddszer szerint, az ilyen sejtekbél
allo egyed az elsé alkalommal az ilyen sejteket tartalmazo tenyésztett szdvetbdl torténd
novény redifferencialtatassal nyerhetd, majd az F1 vagy késobbi generaciok leszarmazottainak
nyerésével. Az igy nyert egyed a marker gént nem tartalmazé egyedként szelektalhaté.

A marker gén transzgenikus novénybdl vald eltavolitasahoz a JP-A-6-276872 egy a
gén bejuttatasra szolgald technikat ir le, melyben a marker gént egy szeparalt, a kivant gént
tartalmazdé vektortdél kiilonbozé plazmid vektorba inzertdljak. A marker gént tartalmazo
plazmidot eltavolitjak a sejtbdl a gén bejuttatds befejezése utan (a “JP-A” a taldlmany szerinti
hasznalatban Japan kozzétett szabadalmi alkalmazast jelent). Azonban ez a technika egy
keresztezési lépést is tartalmaz a marker gén eltdvolitasaihoz. Ebben a tekintetben ez a
technika a fent emlitett két jelentésben emlitettel azonos.

A fenti modszereket nehéz elvégezni fas novények esetében, melyek hossza
novekedési periddussal rendelkeznek, steril egyedekkel vagy olyan hibridekkel, melyekben
maga F1 is értékes. Ezenkiviil, ha eltavolithato DNS elemeket, mint példaul egy transzpozont
vagy mas hasonl6t hasznalunk, az ezen elemek kromoszémalis DNS-bél, virus vektor DNS-
b6l vagy mas hasonlo olyan elemekbdl, ahol ezek jelen vannak, vald eltavolitasi aranya
tipikusan kiemelkedden alacsony. Ennek megfelelden, sziikséges, hogy ezen elemek
eltdvolitdsa (nevezetesen a marker gén eltavolitasa) konnyen detektalhato legyen, valdjaban,
legalabb a tenyésztett szovet allapotaban. Ha ez nem detektdlhaté a tenyésztett szovet
redifferencialtatisa €s egy késobbi generacid létrejotte eldtt a regenerdltatott egyed

keresztezésén keresztiil a modszer kivihetetlen.

A taldlmany leirasa
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Ennek megfeleléen, a jelen taldlmany egy targya olyan vektor biztositasa, mely egy a
novénybe bejuttatandé gént és egy marker gént tartalmaz, ahol az ilyet tartalmazdé névény
nincs karos hatassal az emberi testre elfogyasztas esetén, akkor sem, ha a marker gén
expresszalodik.

A jelen talalmany egy masik célja egy kivant gén novénybe vald bejuttatasara szolgalo
vektor biztositdsa, ahol a vektor egy olyan marker gént tartalmaz, mely lehetévé teszi a
transzgenikus szovet szelekcidjat a novényi sejt novekedést gatld anyag hasznalata nélkiil,
mely anyag csokkenti a névényi sejt aktivitasat.

A jelen taladlmény egy masik célja egy kivant gén novénybe vald bejuttatdsara szolgald
vektor biztositdsa, ahol a vektor egy marker gént tartalmaz és ugy miikodik, hogy a marker
gén hatdsat megsziinteti a marker gén azon DNS-bdl vald eltavolitasa segitségével, melyben a
marker gén jelen van és funkcional. Ezt a vaktort hasznalva a kivant gén ismételten
bejuttathat6 hatékonyan.

A taldlméany egy tovabbi célja egy olyan moddszer biztositdsa, mely egy ilyen vektor
hasznalatan keresztiil egy transzgenikus novény eldallitasara szolgal, mely vektor a marker
gén hatdsat megsziinteti, anélkiil, hogy az F1 vagy kés6bbi generaciok keresztezéssel
megvaldsitott termesztésének lépésén keresztiil menne, valamint egy olyan lépés biztositdsa,
mely a gének tobbszorés névénybe vald bejuttatasat biztositjdk a fent leirt modszer
hasznélatan keresztiil.

A jelen taldlmany ezen és mas céljat megvaldsitottuk egy olyan vektor hasznélataval,
mely egy kivant gént €s marker génként legalabb egy morfologiai rendellenességet indukdlo
gént (a talalmanyban “MAI”-ként utalunk ra) tartalmaz.

Ezenkiviil, a jelen taldlmany ezen és mas céljai megvaldsitasra keriiltek egy ilyen

vektor hasznalataval, ahol a marker gént expresszidja utan eltavolitottuk a DNS-bdl. A marker



gén expresszidja €s a marker gén funkcidjanak eltiinése azon szévet morfologiai valtozasain
keresztiil detektalhatok, mely szovetbe a marker gént bejuttattuk.

Ezenkiviil, a jelen taldlmany ezen és mas céljait megvalositottuk egy olyan vektor
hasznalataval, mely a kivant gént, marker génként legalabb egy MAI gént és egy eltavolithatd
DNS elemet tartalmaz. A MAI gént Ggy pozicionaltuk, hogy szervesen egyiitt funkcionaljon
az eltavolithatd DNS elemmel. A kivant gént Ugy pozicionaltuk, hogy ne mikddjon egyiitt az
eltavolithaté DNS elemmel.

Ezenkiviil, a jelen taldlméany ezen és egyéb céljai egy olyan mddszerrel valdsithatok
meg, mely egy marker gén hatasatél mentes transzgenikus novény létrehozasara szolgal, a
moédszer a kdvetkezo 1épéseket foglalja magaba:

(A) egy névényi sejtbe egy olyan vektort juttatunk be, mely emlitett vektor a kivant
gént, szelektalhaté marker génként legaldbb egy MAI gént és egy eltavolithato DNS elemet
tartalmaz, ahol az emlitett MAI gént Ggy poziciondltuk, hogy egyiitt funkcional az
eltavolithatd DNS elemmel és ahol az emlitett kivant gént ugy pozicionaltuk, hogy nem
funkcional egyiitt az eltavolithaté DNS elemmel,

(B) az (A) lépésben nyert novényi sejtet szaporitjuk, a szaporitds sordn megjelend
morfolégiailag rendellenes névényi szovetet detektaljuk, és az emlitett morfologiailag
rendellenes szovetet szelektaljuk,

(C) a (B) lépésben szelektalt emlitett morfologiailag rendellenes szdvetet szaporitjuk, a
szaporitas soran megjelend morfologiailag normalis szovetet detektaljuk é€s az emlitett
morfologiailag normalis szovetet szelektaljuk.

Ezenkiviil a jelen taldlmany ezen és mds céljait Gigy valdsitjuk meg, hogy egy olyan
moédszert hasznalunk, mely legalabb két kivant gén novénybe vald bejuttatasara szolgal, é

modszer a kovetkez lépések legalabb kétszeri elvégzését foglalja magaba:
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(A) egy novényi sejtbe egy olyan vektort juttatunk be, mely emlitett vektor a kivant
gént, szelektdlhaté marker génként legaldbb egy MAI gént és egy eltavolithaté DNS elemet
tartalmaz, ahol az emlitett MAI gént gy pozicionaltuk, hogy egyiitt funkcional az
eltavolithatd DNS elemmel €s ahol az emlitett kivant gént Ugy poziciondltuk, hogy nem
funkcional egylitt az eltavolithaté DNS elemmel,

(B) az (A) lépésben nyert novényi sejtet szaporitjuk, a szaporitas sordan megjelend
morfoldgiailag rendellenes novényi szovetet detektdljuk, és az emlitett morfologiailag
rendellenes szovetet szelektaljuk,

(C) a (B) Iépésben szelektalt emlitett morfoldgiailag rendellenes szovetet szaporitjuk, a
szaporitds soran megjelené morfoldgiailag normalis szovetet detektaljuk és az emlitett
morfoldgiailag normalis szovetet szelektaljuk.

Ezenkiviil, a jelen talalmany ezen és mas céljait ugy valdsitjuk meg, hogy egy novényt

regeneraltatunk a fent leirt morfoldgiailag normalis szovet tenyésztésével.
A rajzok rovid leirdsa

1. abra - a Ti plazmid és az A. tumefaciens PO22-es torzs T-DNS-én levd Pstl fragment
restrikcios endonukledz térképének diagrammja.

2. abra - a pIPT2 plazmid szerkezetének diagrammyja.

3. abra - a pIPT2 plazmidboél szarmazé pIPT3 plazmid szerkezetének diagrammja.

4. ébra - A pIPT3 plazmidbdl szarmazo6 pIPT4 plazmid szerkezetének diagrammyja.

5. édbra - A pIPT4 plazmid szerkezetében levé T-DNS-en levd restrikciés endonukleaz
térképe.

6. abra - Egy dohany extrém moédon elagazo fenotipusanak PCR analizises eredményeit

mutatja, mely dohanyba a pIPT4 plazmidot hasznélva egy gént juttattunk be.
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7. dbra - A pNPI102 plazmid szerkezetének diagrammja.

8. 4dbra a pIPT4 és pNPI102 plazmidokbdl szarmazé pNPI103 plazmid szerkezetének
diagrammja.

9. dbra - a pNPI103 plazmidbdl szarmazé pNPI106 plazmid szerkezetének diagrammyja.

10. dbra - a pNPI106 plazmid szerkezetében egy T-DNS régio restrikcids endonukledz
térképe.

11. dbra - a 2-es szamu hajtasrol késziilt fénykép a 2. példdban bemutatott termesztés 2
hoénapja utan.

12. 4bra - a 8-as szamu hajtasrdl késziilt fénykép a 2. példdban bemutatott termesztés 1
hoénapja utan.

13. 4bra - A 2. példa 8-as szamu hajtasa PCR analizisének eredményei.

14. dbra - A 3. példaban a 13-1 és 14-1 szamu hajtasokbdl nyert normdlis egyedek PCR
analizisének eredményei.

15. dbra - A 3. példiban bemutatott dohany extrém modon hajtasos fenotipusabol
differencialtatott normalis hajtasok fényképe.

16. dbra - A 2. példidban bemutatott 7-es szdmd hajtasbol szarmazo levélbdl nyert normalis
egyed PCR analizisének eredményei.

17. dbra - A pNPI128 plazmid szerkezetének diagrammja.

18. abra - A pNPI128 plazmidbol szarmazd pNPI129 plazmid szerkezetének diagrammja.

19. abra - A pNPI101 és pNPI129 plazmidokbdl szarmazo pNPI132 plazmid szerkezetének
diagrammja.

20. abra a pNPI132 szerkezetében a T-DNS régio restrikcids endonukledz térképe.

21. dbra - Az 5. példdban a 15-21 szamu hajtasokbol nyert normalis egyedek PCR
analizisének eredményei mely eredményeket olyan primereket hasznalva nyertiink,

melyekben egy ipt gén jelenlétét detektaltuk.
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abra - Az 5. példdban a 15-21 szamu hajtasokbol nyert normalis egyedek PCR
analizisének eredményei mely eredményeket olyan primereket hasznalva nyertiink,
melyekben egy sor Rs, ideértve az ipt gént is, altal tartott régié elimindcidjat
detektaltuk.

abra - Az 5. példaban a 15-21 szamu hajtdsokbdl nyert normalis egyedek PCR
analizisének eredmeényei, ahol olyan primereket hasznaltunk, melyekben a GUS gén
jelenlétét detektaltuk.

dbra - Az olyan vonalbdl nyert normalis egyedek PCR analizisének eredményei, ahol a
vonal nem képes az 5. példaban bemutatott extrém modon eldgazd fenotipust
létrehozni.

abra - A pNPI702 plazmid szerkezetének diagrammja.

dbra - A pNPI702 szerkezetben levd T-DNS régio restrikcids endonukledz térképet
mutatja.

abra - Egy a 7. példaban bemutatott hibrid rezgdnyar extrém moédon eldgazo6 fenotipusabol
nyert differencidlt normalis hajtasok fényképe.

abra - A pNPI140 plazmid szerkezetében a T-DNS régio restrikcids endonukleaz térképet
mutatja.

abra - A 8. példaban bemutatott tobbszorés gén bejuttatds utdni extrém modon hajtésos

fentotipusbdl differencialt normalis hajtas PCR analizisének eredményet.

A taldlmany végreehajtasanak legmegfelelobb modja
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A taldlmany szerinti hasznalatban a MAI gén egy olyan gén, mely egy ndvény szovetét
morfologiailag rendellenes differencidlédasra indukalja, példaul torpendvésre, az apikalis
dominancia megsemmisitésére, a korona gall betegség létrejottét, a szoros gyokér kialakulasat,
a levelek pondorodését és mas hasonlokat. Az eldnyben részesitett MAI géneket tekintve az
Agrobacterium vagy mas hasonld nemzetség baktériumaibol izolalt, és kiilonbozd
novényekben tumort vagy teratomat (példaul mellékhajtasok és mellék gyokerek képzodése)
példaul a citokinin szintézises gének (példaul az ipt (izopentenil transzferdz) gén (A.C.
Smigocki, L.D. Owen. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol.85, p.5131, 1988),az iaaM (triptofan
monooxigenaz) gén (H.J. Klee et al., GENES and DEVELEOPMENT, vol.1, p.86, 1987), az
5-6s gén (H. Korber et al., EMBO Jpurnal, vol. 10, p.3983, 1991) a 6b gén (P.J.J. Hoyaas et
al., Plant Mol. Biol. Vol.11, p.791, 1988) és a rol gének, mint példaul a rolA, a rolB, a rolC és
a rolD (F.F. White et al., J. Bacteriol., vol.164, p.33, 1985). Ezenkivil, ezek példai magukba
foglaljak az iaal gént (indolecetsav-lizin szintetdz gén), mint Pseudomonas syringae subsp.
savastanoi (A. Spena et al., Mol. Gen. Genet., vol. 227, p.205, 1991), a homeo box géneket és
a kiilonb6z6 ndvényekben levo fitokrom géneket. Elonydsen a citokinin szintézises gént, mint
példaul az ipt gént vagy legalabb egy a rol gének koziil szelektalt gént (még elénydsebben a
rolA-t, rolB-t és rolC-t tartalmazd rol géneket) hasznéljuk. Az ipt gén az Agrobacterium
tumefaciens T-DNS-ében van jelen és az apikalis dominancia megsemmisitését indukalja. A
rolA-t, rolB-t és rolC-t tartalmazo rol gének az Agrobacterium rhizogenes T-DNS-ében
vannak jelen és ezek koziil legalabb az egyik szoros gyokerek képzédését, tdrpeséget, a
levelek csavarodottsdgit és mas hasonlé rendellenességeket okoz a szoros gyokérbol

regeneraltatott novény esetében.
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A jelen taldlmany technikajat alkalmazva, ezen szelektdlhaté marker gének
kombindacidja tervezhetd meg oly moddon, hogy egy specifikus szerkezet, mint példaul egy
mellék hajtas egy mellék gyokér vagy valami hasonld redifferencialédik abban a specifikus
ndvényben, melybe a szelektalhatdé marker gént bejuttatjdk. A jelen taldlmanyban a MAI
gének ilyen kombinacidja haszndlhaté a transzgenikus névény létrehozasdhoz sziikséges
koriilményeknek megfeleléen, mint példdul olyan novény tipussal, melybe a gént be
szandékszunk juttatni.

A MALI gének sejtbe valo bejuttatasaval 1étrehozott morfologiailag rendellenes szdvet
csupan olyan sejtekbdl all, melyek tartalmazzak ezet a gént. fgy szelektalhaté marker génként
ezt a gént hasznalva egy vektort szerkesztiink meg a kivant génnel egyitt. Ha ezt a vektort
bejuttatjuk a névényi sejtbe és a transzgenikus sejtet szaporitjuk, a csupan olyan sejtekbél allo
szovet, mely sejtekbe a szelektalhato marker gént és a tervezett gént bejuttattuk szelektalhato
az ezen sejtbdl létrejott morfologiailag rendellenes szovet vizudlis szelektalasaval.

A jelen taldlmanynak megfeleléen az alkalmas vektorok olyan-DNS szekvenciaval
rendelkeznek, melyek egy idegen gént juttatnak be a gazdasejtbe és mely az idegent gént a
gazda sejtjén beliil expresszdlja.

Ha a jelen taldlmany szerinti vektort hasznaljuk a gén bejuttatdsara, a csupan a
transzformalt sejtbdl allo névényi szovet vizudlisan szelektalhatd a gén bejuttatds folyamata
utdn csupan a sejt tenyésztésével egy dltalanos tenyésztapkozegben, mint példaul MS
(Murashige-Skoog) tapkdzegben kozonséges tenyésztési koriilmények kozétt. Miutan nincs
sziikség specialis anyagokra, példaul sejt novekedést gatlo anyagokra vagy mas hasonlokra a
transzformalt szovet szelekcidjahoz, az eljaras nem csupan egyszerlisodott, de a ndvényi sejt
aktivitdsat nem is csokkentjiik az ilyen anyag hasznalatan keresztiil. Ezenkiviil, a novény
inherens moédon tartalmazza a MAI gént, vagy a MAI gén spontan keriil be a névénybe a

baktériummal vagy mas hasonloval végzett fertdzés eredményeként. Ennek megfeleloen, a
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jelen taldlmany szerinti vektort hasznalva nyert névény nem kiilénbozik a természetesen
eléfordulé novényektdl, melyek rendelkeznek ezzel a morfoldgiai rendellenességgel.

A jelen taldlmany &sszhangban a megfelelé vektorok kozé tartozik egy olyan vektor,
ahol a MAI gént ugy poziciondltuk, hogy az eltavolithaté DNS elemmel egyiitt fejti ki hatasat
és a kivant gént ugy poziciondltuk, hogy az eltavolithatd6 DNS elemmel nem egyiitt fejti ki
hatdsat.

A taldlmany szerinti hasznalat szerint az eltavolithatd DNS elem egy DNS szekvencia
olyan eleme, mely magaban eltavolithaté abbol a DNS-bdl, rr;elyben létezik €s funkcional.
Novényekben egy kromoszomaban jelen levd transzpozont ismerjik ilyen elemként. A
transzpozonok szrekezete, aktivitdsa és viselkedését majdnem teljesen azonositottdk. A
transzpozon miitkodéséhez elvileg két komponensre van sziikség (1) egy enzimre, mely a
transzpozonban jelen lévé génbdl expresszalodik és mely magédnak a transzpozonnak a
kimetszését és transzpozicidjat katalizalja (transzpozaz) és (2) DNS koté szekvenciak, melyek
a transzpozon terminalis régidjaban vannak jelen €s melyen a transzpozaz hat. Ezen elemekkel
a transzpozon kimetszddik abbol a kromoszémabdl, melyben létezik, majd altalaban a DNS
egy Uj pozicidjaban helyezkedik el. Azonban bizonyos aranyban a transzpozon eltiinik
athelyezddés nélkiil. A jelen talalmany a transzpozon ilyen transzpozicids hibait hasznositja.

A transzpozon a két tipus egyike lehet, vagy egy autondém transzpozon vagy egy nem
autonom transzpozon. Az autondém transzpozon a két elemet, a transzpozazt és a DNS kotd
szekvenciat tartalmazza. Az autoném transzpozonban a transzpozaz expresszalodik és a
miikodésben levé DNS koté szekvencidhoz kotddik, ahol a transzpozon autondm moédon
metsz6dik ki a kromoszémabdl. A nem autoném transzpozon visszatartja a terminalis DNS
kotd szekvenciat, melyhez a transzpozdz a mikodéshez kotddik. A nem autonom
transzpozonbaﬁ a transzpozaz gén olyan mutacion megy keresztiil, hogy a transzpozaz nem

expresszalodik, igy a transzpozon nem metszhetd ki autondém modon a kromoszomabdl.
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Azonban, ha egy autoném transzpozonbdl vagy egy fliggetlen transzpozaz génbdl szarmazo
transzpozdzt hozzdadunk a nem autoném transzpozonhoz a nem autoném transzpozon az
autondm transzpozonhoz hasonldéan kezd miikddni.

Az autondm transzpozonokra szolgalo példak kozé tartozik a kukoricabdl izolalt Ac és
Spm (A.Gieri and H. Saedler, Plant Mol. Biol., vol.19, p.39, 1992). Az Ac tigy nyerhet8, hogy
a kukorica kromoszémdjaban levé wx-m7 gén lokuszt Sau3A restrikcids endonukledzzal
emésztjiik (U. Behrens et al., Mol. Gen. genet. vol.194, p.346, 1984). Ez az autondm
transzpozon a leginkdbb elemzett ndvényi transzpozon. Valdjaban, DNS szekvencidjat mar
meghatdroztak (M. Miiller-Neumann et al., Mol. Gen. Genet., vol.198, p.19, 1984).

A nem autoném transzpozonokra szolgald példak kozé tartoznak a Ds és a dSpm,
melyeket Ggy nyertek, hogy sorrendben az Ac és az Spm belsé régioit eltavolitottak (H.-P.
Doring and P. Starlinger, Ann. Rev. Genet., vol. 20, p.175, 1986), valamint a szdmos, a
kukoricatdl eltérd novénybdl, mint példaul oroszidnszaj, kerti folyondar izolalt transzpozonok
(példaul Y. Inagaki et al., Plant Cell vol.6, p.375, 1994). Ha ezeket a transzpozonokat exogén
névények kromoszomdjaba juttatjuk be, ezek a transzpozonok szintén kimetszddnek a
kromoszémabdl és transzpozicionalodnak az aktivitds mutatdsa soran (példaul B. Baker et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol. 83, p.4844, 1996).

A jelen talalméanyban az autoném és a nem autoném transzpozonok is felhasznalhatok.
A nem autondm transzpozonok felhasznalhatok, ha ezekbe egy funkcionald transzpozaz gént
juttattunk be.

Egy masik eltavolithato DNS elem, mely a novényekben nincs jelen, de mely a jelen
taldlmannyal &sszhangban felhasznalhaté egy hely-specifikus rekombinacids rendszerbol
szarmazd elem. A hely-specifikus rekombinaciés rendszer a kovetkezd két elemet
tartalmazza: (1) egy jellegzetes DNS szekvenciaval rendelkezd rekombinécids helyet (mely

megfelel a jelen talalmany eltavolithato DNS elemének) €s (2) egy enzimet, mely specifikusan
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kotddik a DNS szekvencidhoz €s katalizdlja a DNS szekvenciak kozotti rekombindaciot ha két
vagy tobb szekvencia létezik (rekombindz). Ha a két DNS szekvencia azonos irdanyban
orientalddik ugyanazon DNS molekula egy adott intervallumdban, az ezen DNS szekvencidk
altal tartott régid kimetszédik a DNS molekulabdl, példaul egy plazmidként, kromoszémaként
vagy mas hasonlé egységként. Ha a két DNS szekvencia ellentétes orientdcidji ugyanazon
DNS molekulan, az ezen DNS szekvenciak altal tartott régiok invertalédnak.

A jelen talalmany eldnydsen a kordbbi kimetszést alkalmazza. A rekombinécids helyen
beliil a kimetszés és az inverzid is el6fordulhat a homoldg rekombinacié eredményeként a
hely-specifikus rekombinacids rendszeren keresztiil, ami eltér a transzpozonnal hasznalt
mechanizmustél. Ismeretes, hogy a rekombindz gén nem sziikségszerlien van jelen
ugyanabban a DNS molekuldban, melyben a rekombindcids hely létezik. A rekombinaz
génnek csupan arra van sziiksége, hogy ugyanabban a sejtben legyen jelen és expresszalodjon
a két DNS szekvencia altal tartott régio kimetszéséhez vagy invertalasahoz (N.L. Craig, Annu.
Rev. Genet., vol.22, p.77, 1988).

Ezideig, olyan hely-specifikus rekombinacios rendszereket azonositottak, mint példaul
a fag, a baktérium (példaul az E. coli) élesztdgombak és mas hasonlok. Az ezen példak kozé
tartoznak a Cre/lox rendszer, egy pSR1 rendszer, egy FLP rendszer, egy cer rendszer és egy
fim rendszer (példaul N.L. Craig, Annu. Rev. Genet., vol.22, p.17, 1988). Ha a P1 fagbol
(WO 93/01283) szarmazd Cre/lox rendszer hasznalatdval az ezen mikroorganizmusokbdl
szeparalt hely-specifikus rekombinacios rendszert egy olyan organizmusba juttatjuk be mely
attol az organizmusto6l, melyb6l a rendszer szarmazik eltér, akkor ugyanugy muikodik, mint az
eredeti organizmus. Az élesztdgomba (Zygosaccharomyces rouxii) hely-specifikus
rekombinécids rendszere (pSR1 rendszer (H. Matsuzaki et al., J. Bacteriology, vol. 172, p.

610, 1990)) szintén felhasznalhato a jelen taldlmannyal 6sszhangban. Ez a pSR1 rendszer
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szintén megtartja inherens funkcidjat magasabbrendii novényekben (H. Onouchi et al.,
Nucleic Acid res., vol.19, p. 6373, 1991).

A jelen taldlmanyban a morfoldgiai rendellenességet indukalé gén (MAI) egy olyan
pozicidba inzertalhato, ahol ez a gén az eltavolithatd DNS elemmel egyiitt metszhetd ki.
Példaul, ha transzpozont hasznalunk eltdvolithatd DNS elemként, a MAI gén olyan
poziciéban inzertdlhatd, mely nem befolydsolja a transzpozon kimetszését és mely a
transzpozaz gén promoter régidjatél upstream helyezkedik el, de attél a terminalis régiotol,
melyhez a transzpozaz kapcsolédik, downstream helyezkedik el. Ha a pSR1 rendszert
hasznaljuk a MAI gén a rekombindz expresszidjat nem gatlé jellegzetes DNS szekvencidk
altal tartott région beliil barmilyen poziciéban inzertalhatd.

A jelen taldlmdnyban a MAI gén elénydsen az eltavolithaté DNS elemen belil van
jelen. Masrészt viszont a kivant gén pozicidja kiilonosebben nem korlatozott, azonban
elényosen a kivant gén az eltavolithaté DNS elemen kiviil helyezkedik el.

Egy ilyen szerkezetii vektort haszndlva a kivant gén bejuttatdsa utin a MAI gén
bizonyos gyakorisaggal eltavolithaté az eltavolithato DNS elemmel egyiitt abbol a DNS-bél,
melybe bejuttattuk és melyben funkcional. A kivant gén, mely nem elvalaszthatatlanul
funkcional a szelektalhatd marker génnel, ugyanabban a DNS-ben marad. A vektor
felhasznalhat6 egy kivant gén, bizonyos ndvénybe vald tobbszoros bejuttatdsira. Ezenkiviil,
miutan ezen MAI gén funkcid vesztése vizudlisan detektalhatd a tenyésztés soran a
transzgenikus szdvet morfoldgiai valtozasaiként, a csupan ilyen, a kivant gént tartalmazo,
azonban a szelektalhaté marker gént nem tartalmazo sejtbél allo szovet konnyen szelektalhato
specidlis eljaras sziikségessége nélkiil. Kovetkezésképpen még ha egy ilyen sejt valojaban
nagyon alacsony aranyban keletkezik is, megfeleloképpen szelektalhato egy gyakorlatilag
hasznos eljaras létrehozasahoz. Ezenkivill, ezen vektort hasznilva a gén tObbszoros

bejuttatdsa nem csupdn tetszés szerinti szamban ismételhetd meg, de megismételhetd meg
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mielétt egy érett novényt regeneraltatnank. Igy a tobbszords bejuttatds hatékonyan hajthaté
végre. A csupan ilyen sejtekbdl allé egyedi transzgenikus névény eléallitdsahoz a névény az
igy szelektalt szovetbdl regeneraltathatd, a keresztezési 1épés végrehajtasa nélkiil. Az igy nyert
egyedi transzgenikus novény teljesen mentes barmilyen az emberi testre kifejtett karos
hatastél, amit a szelektalhaté marker gén okoz, ahogy azt korabban mar emlitettiik. Ezenkivil,
ezen vektor haszndlata nem igényli a sejt szaporodast gatld anyagok haszndlatat, ami
csokkentheti a sejt aktivitasét a transzgenikus szdvet szelektalasi I€épésében.

A jelen taldlmany vektora barmilyen novényben felhasznalhato, melybe
géngénsebészeti modszerekkel bejuttathatd. A jelen taldlmannyal 6sszhangban a kivant gén
barmilyen olyan gén lehet, mellyel mezégazdasdgi szempontbdl kivald tulajdonsig
biztosithatd és barmely gén mely lehetdvé teszi a gén expressziés mechanizmus €s mas
hasonlék tanulmanyozasat, bar a mezégazdasagi szempontbdl kivald tulajdonsiagok nem
szitkségképpen juttatddnak be.

Egy protein, példaul egy enzim génbél valo termeléséhez egy a struktir gén polipeptid
és szabalyozé szekvencidinak - példaul promoter szekvencia (expresszié inicidcios
szekvencia), egy terminator szekvencia (expresszié terminacids szekvencia) €s mdas hasonlo
szekvenciak - informacidit kédold struktur gén szekvencidra van sziikkség. A névényben
funkcionald, megfeleld promoter szekvencidkra szolgald példak kozé tartoznak a karfiol
mozaik virus 35S promotere (J. T. Odell et al., nature (London), vol.313, p.810, 1985), egy
nopalin szintetaz prométere (W. H. R. Langridge et al., Plant Cell Rep., vol.4, p.355, 1985) és
a ribuléz difoszfat karboxilaz/oxigenaz kis alegység promotere (R. Fluher et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, vol. 83, p. 2358, 1986). A megfelel$ terminator szekvencidkra szolgald
példak kozé tartoznak egy nopalin szintetaz poliadenilacios jele (A. Depicker et al., J. Mol.
Appl. Gen. vol.1, p.561, 1982) és egy oktopin szintetdz poliadenilacios jele (J. Gielen et al.,

EMBO ., vol.3, p.835, 1984). Ennek megfeleléen, ha sziikséges, a jelen talalmany vektoran
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levé gén egy struktir gént és ennek gén expresszids szabalyozd rendszerét tartalmazza. A gén
vagy a gén és a szabalyoz6 szekvencidk kémiai szintézissel vagy cDNS klénozéassal vagy
genom DNS klonozassal nyerhetdk.

A jelen taldlmany vektora indirekt mddon is bejuttathatd a ndvényi sejtbe virusok,
vagy baktériumok segitségével, melyekkel a novényeket fertézziik (I. Potrykus, Annu. Rev.
Plant Physiol. Plant Mol. Biol., vol. 42, p. 205, 1991). A megfeleld virusokra példék a karfiol
mozaik virus, a geminivirus, a dohdny mozaik virus és a rozsnok mozaik virus. A megfelel6
baktériumokra példak az Agrobacterium tumefaciens (a késébbiekben 4. tumefaciens-ként
utalunk rd), az Agrobacterium rhizogenes (a késobbiekben 4. rhizogenes-ként utalunk rd).
Altalaban a kétszikii novényekrdl ismert, hogy az Agrobacterium nemzetségbe tartozd
baktériumokkal fertdzik ezeket. Nemrégiben beszamoltak arrél is, hogy egyszikii novényekbe
géneket jutattak be ezen ndvények ezen génekkel vald fertdzésével (példaul International
Laid-Open No WO 94/00977).

A jelen talalmany vektora kdzvetleniil is bejuttathato a ngvényi sejtbe fizikai és kémiai
médszerrek segitségével, példaul mikroinjektalassal, elektroporacidval, egy polietilén glikolos
modszerrel, egy fuzids modszerrel és egy nagy sebességli ballisztikus penetracioval (1.
Potrykus, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. vol. 42, p. 205, 1991). Mivel az éltalanos
kozvetett Agrobacteriumot hasznalé bejuttatasi médszer nem alkalmazhaté szamos egyszikii
novény esetében é€s az Agrobacteriummal végzett fertdzéssel szemben rezisztens kétsziki
novények esetében a fent leirt kozvetlen bejuttatdsi modszerek hatékonyak ezen ndvények
esetében.

A jelen talalmanyhoz hasznalhaté vektor nem kiilonosebben korlatozott, amig a jelen
taldlmany kovetelményeit kielégiti. Példaul, ha a vektort kdzvetve juttatjuk be a ndvényi
sejtbe, a vektor lehet egy Ti vektor vagy egy virus vektor. A jelen taldlmanyban valo

alkalmazashoz a Ti vektorra példak a Bin19 (M. Bevan et al., Nucleic Acids res., vol. 12, p.
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8771, 1984), a pRAL3940 plazmid (A. Hoekema et al., Plant Mol. Biol. vol. 5, p. 85, 1985), a
pGA492 és a pGA482 plazmidok (G. An et al., Plant Physiol., vol. 81, p.86, 1986), a pL22
plazmid (C. Simoens et al., Nucleic Acids Res., vol. 14, p.8075, 1986), a pAGS111 (P. Van
den Elzen et al., Plant Mol. Biol,, p. 5, vol. 149, 1985), pEND4K (H.J. Klee et al.,
Bio/Techology, vol. 3, p. 637, 1985), a pGV831 plazmid (R. De Blaere et al., Nucleic Acids
res., vol.13, p.4777, 1985) és a pMON200 plazmid (R.T. Fraley et al., Bio/technology, vol.3,
p.629, 1985). A jelen talalmanyban alkalmazhaté virus vektorokra példak a karfiol mozaik
virus vektor (N. Brisson et al., Nature (London), vol.310, p.511, 1984) a gemini vektor (R.J.
Hayes et al., Nature (London), vol.334, p.179, 1988), a rozsnok mozaik virus vektor (R.
French et al., Science, vol. 231, p.1294, 1986), a dohany mozaik virus vektor (N. Takamatsu
et al., EMBO J., vol. 6, p. 307, 1987) és az agroinfekciés vektor (N. Grimsley et al., Nature
(London), vol. 325, p. 177, 1987). Azonban a jelen taldlmanyban hasznalt vektorok nem
korlatozodnak ezekre a vektorokra.

Ezenkiviil, a jelen taldlmanyban hasznalt kivant gén sincs kiilonosebben korlatozva.
Maga a kivant gén temészete nem kritikus fontossagi a jelen taldlmany szempontjabol. A
jelen talalmanyban valé hasznalathoz a kivant gén magdba foglalja a betegség rezisztencia
géneket (példaul a Bacillus thuringiensis endotoxinnal szembeni gént, WO 92/20802) a
herbicid rezisztencia géneket (mutans acetolaktat szintetaz gén, WO 92/08794) a mag
raktarozoé protein gént (példaul a glutelin gént, WO 93/18643) a zsirsav szintézises gént
(példéaul az acil-ACP tioészteraz gént, WO 92/20236) a sejtfal hidrolizises gént (példaul a
poligalakturoniddz gént (D. Grierson et al., Nucl. Acids Res., vol. 14, p. 8595, 1986), az
antocianin bioszintézises gént (példaul kalkon szintetdz gént (H. J. Reif et al., Mol. Gen.
Genet., vol. 199, p. 208, 1985)), az etilén bioszintézises gént (példaul az ACC oxidaz gént (A.
Slater et al., plant Mol. Biol. vol. 5, p. 137, 1985)), az aktiv oxigén-tisztité rendszer gént

(példaul a glutation reduktaz gént (S. Greer és R.N. perham, Biochemistry, vol. 25, p.2736,
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1986)) és a lignin bioszintézises gént (példaul a fenilalanin ammonia-liaz gént, cinnamil
alkohol dehidrogenaz gént, o-metil-transzferaz gént, cinnamat 4-hidroxilaz gént, 4-koumarat-
CoA ligaz gént, cinnamoil CoA reduktaz gént (A.M. Boudet et al., New Phytol., vol. 129, p.
203, 1995)). Azonban a jelen taldlmanyban valé hasznalathoz a kivant gének nem
korlatozédnak csupan ezekre a génekre.

Sét a jelen talalmanyhoz valé a gazda ndvény sincs kiilondsebben korlatozva. A
gazdanovényként haszndlt egynyari ndvények kozé tartoznak a dohany (Tabacum), a
paradicsom (Lycopersicum) az édes burgonya (/mpoea) a burgonya (Solanum), a répa
(Dacus), a salata (Lactuca), a karfiol (Brassica), a képoszta (Brassica), az olajmag repce
(Brassica), a napraforgd (Helianthus), a cukorrépa (Bela), a sparga (Asparagus), a banan
(Musa), a gyapot (Gossypium), a hidfi (drabidopsis), a lucerna (Medicago), a borsé (Pisum),
a szojabab (Glycine), rizs (Oryza), a kukorica (Zea), és a rozs (Secale). A gazdangvényként
hasznalt fas novények kozé tartoznak a nyarfa (Populus), az eukaliptusz (Eucalyptus), az akac
(Acacia) a korte (Pyrus), az alma (Malus), a sz616 (Vitis), a did (Juglans), a szilva (Prunus), a
rozsa (Rosa) és a tiileveliiek (Picea). Azonban a jelen taldlmanyban hasznalatos ndvények
nem korlatozédnak ezen novényekre.

A jelen talalmanyban a MAI gén azért expresszalddik, hogy a sejt belsejét
fizioldgiailag rendellenessé tegye. A fiziologiai rendellenességek kozé tartozik a ndvényi
novekedési hormonok névényi sejtben valo termelése, ami azt eredményezi, hogy a MAI gént
tartalmazd sejt proliferacidja és differencialodasa zavarodott és kiilonb6z6 morfologial
rendellenességeket indukal. Példaul a rendellenes hajtasok aggregalodasa, az apikalis
dominancia megsemmisiilésével (extrém modon hajtasos fenotipus, ESP), sz6ros gyokerek €s
mas hasonlok szarmaztathatok egy olyan sejtbdl, melybe a MAI gént bejuttattuk. Ez a

sres

ez a morfologiailag rendellenes szovet csupan az ezen gént tartalmazo sejtekbdl épiil fel.
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Ennek megfelelen, a vektort szelektalhatd marker génként ezt a gént hasznalva szerkesztjiik
meg a kivant génnel egyiitt és bejuttatjuk egy ndvényi sejtbe, majd pedig a sejtet tenyésztjik, a
csupan olyan sejtekbél 4llé szovet, melyekbe a szelektalhato marker gént és a kivant gént
bejutattuk, szelektdlhato csupan a novényi sejtbél képz6dott morfolégiailag rendellenes szovet
vizualis szelekcidjaval. igy lehetséges a transzgenikus novényeket vizudlisan szelektalni
barmilyen specialis eljarasok - mint példaul a novényi sejt novekedést gatlé anyagok
tapkozeghez val6 hozzaadasa - végrehajtasa nélkiil.

Mig a hagyomanyos szelektdlhato marker gének, mint példaul az NPTII gén nem
juttathatok a novényekbe génsebészet nélkiil, a jelen taldAlmany MAI génje egy olyan gén,
mely elvélaszthatatlanul visszamarad, vagy mely természetes Uton juttathat6 be a novényekbe
baktériumos fertozéssel vagy valami hasonlé modon. Ezért meglehetdsen magasnak tartjdk a
gén termék emberi testtel szembeni biztonsagat.

Tovéabb4, a jelen talalmanyban a MAI gént egy olyan pozicidban inzertaljuk, hogy
elvalaszthatatlanul egyiitt funkcional az eltavolithato DNS elemmel. Ha egy ilyen szerkezetii
vektort bejuttatunk a novénybe, a szelektalhaté marker génkeént hasznalt MAI gén eltavozik a
DNS-b3l az eltavolithatd6 DNS elemmel egyiitt adott gyakorisaggal, ami a funkcid
elvesztéséhez vezet. Ezalatt a kivant gént, mely nem az eltavolithatdé DNS elemmel egyfitt
funkcional visszamarad ugyanabban a DNS-ben és megtartja funkcidjat. fgy ugyanazon
szelektalhaté marker gén expresszidja hasznalhaté egy kivant kén bejuttatasi indexeként Gjra
és ujra. Ennek megfelel6en, ez a vektor a gén egy adott névénybe valé tobbszoros bejuttatasat
eredményezi csupdn a bejuttatando kivant génhez viszonyitott szerkezet megvaltoztatasaval,
analkiil, hogy barmilyen valtozast okoznank a szelektalhato marker gén és mas gének
szerkezetében. Ezért a vektor ismételten felhasznalhaté korlatlan ideig.

Miutin a szelektilhato marker gén funkcidjanak elvesztése, azaz a MAI gén

funkciéjanak elvesztése vizudlisan detektalhato, a szelektalhatd marker gént nem tartalmazd
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¢s a kivant gént magaba foglalo sejtekbdl all6 szovet biztosan és konnyen nyerhet6 ki. Azaz, a
tenyésztés, a vizudlis szelekcid és szepardcié megismételhetd anélkiil, hogy barmilyen
specidlis eljarast alkalmaznank egy ilyen szévet kinyeréséhez. Tovabba, a csupan a fent
emlitett sejtekbSl 4llé6 novény kinyerhetd csupan a kinyert szévetbSl torténd névény
regeneraltatasaval, anélkiil, hogy keresztezési 1épést alkalmaznank. Ezenkiviil, bar a
transzpozont nehéz teljesen eltdvolitani a DNS-bél, mivel ezen elemnek nagy a
traﬁszponélhatéséga, a talalméany megfelelen iiltethetd 4t a gyakorlatba, mivel a szelekcid

igen hatékony.
Példak

A jelen taldlmanyt a kovetkezo példakra vald hivatkozassal illusztraljuk, de a jelen
talalmany nem korlatozodik ezen példakra.

A kovetkezd példakban a kisérleteket a Molecular Cloning (Sambrook et al., Cold
Spring Harbor Laboratory Press, New York, 1989) 2. kiaddsa utasitasainak megfelelden

végezziik el vagy a gyérték utmutatdsanak megfeleléen hacsak mésként nem jeloltiik.
1. példa
[. Egy vektor megszerkesztése
A patogén A. tumefaciens PO22-es torzs T-DNS-ében jelen levé ipt gént (H. Wabico,
Chemical Regulation of Plants, vol.24, p.35, 1989 (lasd az 1. 4brat) a Pstl restrikcios

endonukleazzal kivagjuk és a pIPT1 plazmidot ugy nyerjiik, hogy az ipt gént a pUC7 plazmid

Pstl restrikcios endonukleaz helyére ligaljuk (Molecular Cloning, 2. kiadas, 1. kotet 4.10.).



25

Ebbél a plazmidbél egy nativ prométert és egy nativ poliadenilacids jelet tartalmazé ipt gént
kivagunk a BamHI és Pstl restrikciés endonukleazokkal és a pIPT2 plazmidot (Takara Shuzo
Co., Ltd-t6l szeretiik be) az ipt gén pUCI19 plazmid BamHI-Pstl restrikcids endonukledz
helyeire valo ligalasaval nyerjiik. Ebbdl a plazmidbol a struktir gént és az ipt gén nativ
poliadenildcids jelét az Rsal restrikcidés endonukleazzal kivagjuk és a pIPT3 plazmidot az ipt
gén a pUCI119 plazmid Srﬁal restrikcids endonukledz helyére vald ligalassal nyerjiik.
Ezenkivil, a pIPT3 plazmidba | inzertalt ipt gént a BamHI és Sacl restrikcids
endonukledazokkal kivagjuk és a pIPT4 plazmidot Ggy nyerjiik, hogy a fragmentet a pBI121
vektor plazmid (a Clontech Co.-t6l szeretiik be) BamHi-SacI restrikcids endonukleaz helyére
ligdljuk, mely egy novénybe vald gén bejuttatishoz haszndlhaté. Ha egy novényt a pIPT4
plazmidot tartalmazo A. tumefaciens baktériummal fertdzziik, egy az LB hely és egy RB hely
kozott 1étezd T-DNS régio, itt egy kortilbelil 5 kb hosszusagu régid, mely az NPTII gént és az
ipt gént tartalmazza, integralodik a névény kromoszoémajaba.

Ezt a pIPT4 plazmidot juttatjuk be az E. coli (Escherichia coli) IM109 torzsbe és a
3 Budapesti Szerzédésnek megfeleléen E. coli JM109 (pIPT4) néven, FERM BP-5063
katalégusszamon deponaljuk.

A pIPT4 plazmid megszerkesztés stratégidjanak sémajat a 2-4. abrakon mutatjuk be.
Ennek T-DNS régidja restrikcios endonukleaz térképét az 5. abran mutatjuk be. A 2-4 és 5.
abrakon a bekarikdzott “P” és “T” sorrendben egy nativ promdtert €s az ipt gén egy nativ
poliadenilacids jelét jelzi. A 25S-P a karfiol mozaik virus egy 35S promoterét €s a Nos-P egy
nopalin szintetdz gén egy promoterét jeloli. A T (4. abra) vagy a Nos-T (5. dbra) a nopalin
szintetaz gén egy poliadenilacids jelét jelzi.

Ebben a példaban amint azt az 5. abran is bemutatjuk, szelektdlhatéo marker génként a
MAI génhez az ipt gént - mely hozzajarul egy ESP létrej6ttéhez, az apikélis dominancia

megsemmisitésén Kkeresztiil - hasznaljuk és az NPTII gént hasznaljuk a kivant gén
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modelljeként. Az ipt gén az onkogének egy tagja, melyet a patogén A. fumefaciens megériz.
Egy novényi sejt, melybe ezt az ipt gént bejuttatjuk, olyan differencialddast eredményez, mely
egy ESP képz6déséhez vezet, a citokinin tiltermelésén keresztiil, mely egy névényi hormon.
Ebben a példaban a karfiol mozaik virus 35S promoterét hasznaljuk az ipt gén egy
promoter szekvencidjahoz €s az ipt gén nativ poliadenilacios jelét hasznaljuk terminécids

szekvenciaként.

II. A pIPT4 Agrobacteriumba val6 bejuttatasa

Az A. tumefaciens LBA4404 torzsét (a Clontech Co.-*tol szereztiik be) inokulaljuk 10
ml-es YEB folyékony tdpkozegbe (5 g/l marhakivonatot, 1 g/l élesztokivonatot, | g/l peptont,
5 g/l szacharézt, 2 mM MgSOy-et tartalmaz, pH értéke 7,2 22 C° hémérsékleten, a pH-t 22 C°
hémérsékleten alaklamazzuk hacsak masként nem jeloltik) és 28 C° homérsékleten
tenyésztjiik mig az ODe3g 0,4 - 0,6 értékek kozé esik. Ekkor a tenyészetet 6900 x g értéken
centrifugdljuk 10 percig 4 C° hémérsékleten a sejtek dsszegytjtése céljabol. A sejteket 20 ml
10 mM Tris-HCl-ben (pH 8,0) szuszpendaljuk és a szuszpenziét 6900 x g értéken 10 peric
Gjra centrifugaljuk 4 C° hémérsékleten. Ezt kovetden, az 9sszegytijtott sejteket 200 ul YEB
folyékony tapkozegben reszuszpendaljuk és ezt a szuszpenziot hasznaljuk sejt oldatként a
plazmid bejuttatasahoz.

Egy 15-ml-es kémcsdben (Falcon) 200 ul a plazmid bejuttatasdhoz valé sejt oldatot
keveriink &ssze 6 pg a fenti I-es 1épésben nyert pIPT4 plazmiddal és a keveréket lehitjik oly
modon, hogy a kémcsévet 5 percre etanolba meritjilk, melyet 30-40 percig folyékony
nitrogénben hiitottink le. Az ily mddon lehit6tt oldatot a kémesdvel egyiitt 4llni hagyjuk 29
C° hémérsékletli vizfiirddben 25 percen keresztiil. Ezutan 750 pl YEB folyékony tapkdzeget

adunk hozza és az §sszekevert oldatot 29 C° hémérsékleten tenyésztjiik 29 C° hdmérsékleten
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1 6ran keresztiil, razatds mellett. Ezt a sejt oldatot YEB agar tenyész tapkdzegre szélesztjiik
(1,2 w/v% agart és a fent emlitett tenyész tdpkozeg alkotdrészeivel azonos 6sszetétel) mely 50
mg/liter kanamicint is tartalmaz, majd 28 C° hdmérsékleten tenyésztjiik 2 napon keresztiil. Az
igy nyert sejt telepeket YEB folyékony tdpkozegbe oltjuk és tovabb tenyésztjiik. Ezutan a
plazmidot kivonjuk a sejtekbdl egy alkali modszert hasznalva és a Pstl, BamHI és EcoRI
restrikciés endonukledzokat hasznalva hasitjuk. A plazmid igy nyert fragmentjeit agaroz gél
elektroforézissel analizaljuk és megerdsitjilk, hogy a pIPT4 plazmidot bejuttattuk az A.

tumefaciens LBA4404 torzsébe.

III. Az Agrobacteriumbdl szarmazo pIPT4 plazmid dohdnyba vald bejuttatasa

Uveghazban nevelt érett dohany leveleket (Nicotiana tabacum cv. xanthi a
késébbiekben a dohdny megnevezés alatt ezt a véltozatot értjilkk, hacsak masként nem
jelezziik) 1 v/v% natrium hipoklorit vizes oldataba meritjiik sterilezés céljabol, majd steril
vizzel mossuk haromszor. Eutén a levél kozépsé erét eltavolitjuk a koriilbeliil 8 mm? feliileti
levél korongokbol. Az igy kapott levél karongokat koriilbeliil 1 percre A. tumefaciens
LBA4404 torzs - mely a fent leirt II lépésben eldallitott pIPT4 plazmidot tartalmazza -
szuszpenzidjaba meritjilk, és azzal megfertozziik (ezt a szuszpenziét steril vizzel higitjuk
ODs30=0,25 értékre, az egy éjszakds YEB folyékony tapkozegben vald szaporitds utan). A
fertézott levél korongokat egy steril sziirdpapirra helyezziik a felesleges sejt szuszpenzid
eltavolitasa céljabol. Ezutan, hormon mentes MS agar tapkozegre helyezziik (T. Murashige
and F. Skoog, Physiol. Plant., vol.15, p. 473, 1962 (0,8 w/v% agart adunk hozza)), mely 50

mg/liter acetosziringont tartalmaz, a levelek hata felfelé néz, az inkubalast harom napig
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végezzitk 25 C° hémérsékleten, teljes megyvilagitasban (az explantum, egy novényi szovet €s
egy novény tenyésztését ezen a hémérsékleten és ilyen megvildgitasban végezzik, hacsak
masként nem jeloltiik). Az igy tenyésztett level korongokat ezutan egy hormon mentes MS
agar tapkozegre helyezzik, mely csupan 500 mg/liter carbencillint tartalmaz €s a tenyésztést
folytatjuk. Ennek eredményeként 22 mellék hajtas redifferencialodik. Ezeket a
mellékhajtasokat elkiilonitjiik és tovabb tenyésztjiik a fent leirtakat tartalmazo tapkozegben 6
ESP vonal nyerése céljabol. Ezeket az ESP vonalakat havonta ugyanabba a tapkozegbe
helyezziik és hormon mentes, arbenicillint nem tartalmazd MS agaron is athelyezziik tobb

Srer

észleljik, egy kanamicin rezisztencia tesztet és egy PCR analizist végziink el.

[V. A dohany analizise, melybe a gént bejuttattuk.

A. Kanamicin rezisztencia teszt

A fent leirt [I-as 1épés szerint nyert 6 ESP vonalat Ggy tenyésztjiik, mint a szubkultura
nélkiilit. Az ezen ESP vonalakbol fejlodott leveleket kivagjuk, koriilbeliil 3 mm” feliiletd levél
korongok létrehozasa céljabol. Az igy kapott levél korongokat 200 mg/liter kanamicint
tartalmaz6 MS agar tapkozegre (1 mg/liter benzil adenint és 0,2 mg/liter alfa-naftalén
esetsavat adunk hozza) helyezziik. Ebben a kanamicint tartalmazo tenyész tapkozegben vald 1
honapig tartd tenyésztés utan az ESP vonalak képzodését megfigyeljik az ezen ESP

vonalakbol nyert levél korongokon.

B. PCR analizis
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A fent leirt I1l-as lépésben nyert 6 ESP vonal kromoszoma DNS-ét extrahaljuk és a
bejuttatott géneket PCR modszerrel analizaljuk.

A kromoszéma DNS-t a kdvetkezé modositott CTAB modszert hasznalva extrahaljuk.

El8szor, kortilbeliil 1 g ESP-bdl fejlddott levelet megérliink folyékony nitrogénben egy
hitétt mozsar és mozsartord segitségével, majd 5 ml, 60 C° hémérsékletiire hevitett pufferben
(2 w/iv% CTAB (hexadecil-trimetil-ammoénium bromid), 1,4-M NaCl, 0,2 v/v% béta-
merkaptoetanol, 20 mM EDTA ¢és 100 mM Tris-HCI (pH 8,0)) szuszpendaljuk. Ezt a
szuszpenziét 30-60 percig 60 C° hémérsékleten hevitjik Ovatos razatds mellett, majd
szobahdmérsékletlire hiitjiik. Ehhez a szuszpenziéhoz kloroform és izoamil alkohol (24:1)
keverékét adjuk azonos térfogatban és ezt keverjik Ovatosan. Ezutin a keveréket
centrifugaljuk 1600 x g értéken 5 percen keresztiil a feliluszé eltavolitasa céljabol. Ezt
kovetden, 2/3 térfogat izopropil alkoholt adunk a feliiluszéhoz és Gjra dvatosan keverjiik. A
keveréket 10 percig hagyjuk jégen allni, a kromoszémalis DNS kicsapodéasa céljabol. Ezt a
kromoszdmalis DNS-t 1600 x g értéken 10 percig végzett centrifugalassal gyujtjiik ossze. Az
igy Osszegyljtott kromoszomalis DNS-t 70 v/v% etanolban mossuk, vakuum szaritjuk €s 300
pl TE-ben (10 mM Tris-HCl és 1| mM EDTA) feloldjuk.

Ezalatt az ipt gén PCR moddszerrel vald detektalasdhoz egy sor hasznaland6 primert
(oligonukleotid) szintetizalunk egy DNS szintetizalé (Applied Biosystems Co.) segitségevel.
Amikor ezek az ipt génhez kotddnek a két primer kozotti tavolsag korilbelil 800 bp lesz. Az
ipt gén amplifikalasdhoz 1 pg extrahdlt kromoszomalis DNS-t oldunk fel 50 pl 0,2 uM
primer, 10 mM tris-HCI (pH 8,8 25 C° homérsékleten), 50 mM Kcl, 1,5 mM MgCly, 1 w/v%
Triton X-100, 0,1 mM dNTP és 1,25 egység Taq polimerdz (CETUS CO) elegyében. Miutan
az elegyet 94 C° homérsékletire hevitettikk 1,5 perc alatt, egy harom részes hevitési ciklust

ismétliink - nevezetesen 94 C° hdmérséklet 1 perc, 55 C° hémérséklet 2 pec és 72 C°
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hémérséklet 3 perc - §sszesen 30 percig a reakcid végrehajtasahoz. A kapott reakcid keveréket

agaroz gél elektroforézissel analizaljuk az ipt gén kromoszémalis DNS-ben vald jelenlétére a

s 2%z

s res

oldalon bemutatott értékek a bazisok hosszat jelzik, melyet sav alkotoval detektalunk (ezutan

“sav”-ként utalunk rd) a DNS méret marker elektroforézise soran.

Osszehasonlit6 1. példa

Az analizist 16 hajtds esetében végeziik el, mely hajtdsok nem képesek ESP-t
létrehozni és melyeket az 1. példa Ill-as lépésében az 4. tumefaciens-szel fertézott levélbol
Gjradifferencialodott mellék hajtasokbol nyeriink. Azaz azonos idoben 22 mellékhajtast
tenyésztiink és a 6 ESP vonalat az 1. példa Ill-as lépésében szelektaljuk, azok, melyek
morfologiailag normalis hajtasnak néznek ki (a tovabbiakban “nem-ESP”-ként utalunk rd)
szintén A. tumefaciens mentessé tessziik és kanamicin rezisztencia vizsgalatnak vetjiik ald az
1. példa IlI-as és [V-es lépéseiben leirtakkal azonos médon. Ezenkiviil, a 9 nem-ESP vonalat
PCR analizisnek vetjiik ald. Azonban ezen. nem-ESP vonalak tekintetében a kanamicint
tartalmazo tenyész tapkozegre helyezett levél korongok mind megbarnultak €s 3 hénap utan
elhervadtak. Ezenkiviil, a PCR analizis soran a koriilbelil 800 bp hosszusagii DNS fragment
amolifik4cidja - mely az ipt gén jelenlétét bizonyitja - nem detektéltuk a kilenc vizsgalt vonal
egyiklében sem.

A PCR analizis eredményeit a 6. abran mutatjuk be.
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2. példa

I. Egy vektor megszerkesztése

A pHSG398 plazmidot (Takara Shuzo Co., Ltd.) a BamHI restrikciés endonukleazzal

emésztjiik. Az emésztéssel létrehozott kohézios végeket tompa véglvé tessziik T4 DNS

polimeraz I-gyel (nagy alegység) és a pNPI100 plazmidot ezen terminusok ligalasaval nyerjik.

Azaz a pNPI100 plazmid a pHSG398 plazmid, mely elvesztette a BamHI restrikcids
endonukledz helyet. Mig a pCKR97 plazmidot (T. Izawa et al., Mol. Gen. Genet., vol. 227,
p.391, 1991) a Pstl restrikciés endonukledzzal emésztjiik. A kukorica Ac transzpozonjat
kivagjuk és a pNPI100 plazmid Pstl restrikcids endonukleaz helyére inzertaljuk a pNPI102
plazmid létrehozasa céljabol.

Ezutan az 1. példdban megszerkesztett pIPT4 plazmidbdl egy karfiol mozaik virus 35S
promoétert és a hozzd kapcsolodd ipt gént kivagjuk a HindIIl és Sacl restrikcids
endonukleazokkal. Az igy nyert fragment kohézidos végeit tompa végiivé alakitjuk T4 DNS
polimeraz I-et hasznéalva és a fragmentet a pUC119 plazmid HinclI restrikcidés endonukledz
helyére inzertaljuk a pNPI101 plazmid létrehozasa céljabol. Ebbdl a pNPI101 plazmidbol
ismét kivagjuk a karfiol mozaik virus 35S promotert és az ipt gént a Pstl és EcoRI restrikcios
endonukleazok segitségével és a fragment kohézios végeit tompa véglvé alakitjuk T4 DNS
polimeraz I-et hasznalva. Ezutan, a pNPI103 plazmidot hozzuk létre Ggy, hogy a fragmentet a
pNPI102 plazmid tompa végii BamHI restrikciés endonukleaz helyére ligaljuk. Azaz a
pNPI103 plazmidban a 35S promoter €s a hozza kapcsolodo ipt gént a régi BamHI restrikcios

endonukleazben vagjuk ki az Ac transzpozonon beliil.
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A kivant gént ugy kapjuk meg, hogy kivagjuk a karfiol mozaik virus 35S prométert és
az ipt gént tartalmazé Ac transzpozont a pNPI103 plazmidbol a Pstl restrikcids endonukleaz
segitségével és ezt az Ac transzpozont inzertaljuk a pBI121 vektor plazmid Ssel restrikcids
endonukleaz helyére. Ezt pNPI106 plazmidnak jelljiik.

Ezt a pNPI106 plazmidot szintén bejuttatjuk az E. coli IM109 térzsbe és a Budapesti
Szérzédés szerinf | deponaljuk E. coli JM109 (pNPI106) torzsként FERM BP-5064

katalégusszamon.

s s

cpay

A 10. dbran az Ac-P egy az Ac transzpozonon beliili nativ prométert képvisel. A tobbi jelolés
ugyanaz, mint amiket a 2-5 dbrdakon hasznaltunk.

Amint az a 10. abran lathat6 ez a plazmid szelektalhaté marker génként az ipt génnel
rendelkezik és az NPTII gén és GUS (béta-galaktozidaz) gén a T-DNS régidban levd kivant
gén modelljeként szolgal, nevezetesen, a novény kromoszomajaba integralanddé régidban.
Ezenkiviil, az ipt gén az Ac transzpozonon beliili inzetacioként van jelen. Miutan a GUS gént
tartalmazo sejtek egy specidlis szusztratot alakitanak at egy kék pigment termeléséhez a gén
expresszidja ezen pigment detektalasan keresztiil azonosithaté. gy a GUS gént gyakran

hasznéljak a gén névényben val6 expresszidjanak analiziséhez.

II. A pNPI106 plazmid dohanyba vald bejuttatasa és azon dohany analizise, melybe a gént

bejuttattuk

A. A pNPI106 plazmid dohanyba valé bejuttatasa és a bejuttatott gén expresszidjanak

tesztelése
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Az 1. példa Il-es és IlI-as 1épéséhez hasonlé modon a pNPI106 plazmidot bejuttatjuk
az A. tumefaciens LBA4404 torzsébe és a dohany levél korongokat ezzel az 4. tumefaciens-
szel fertézzik. Az igy megfert6z6tt dohdny leveleket hormon mentes, 50 mg/liter
acetosziringont tartalmazé MS agar tenyész tapkozegben tenyésztjiik, majd hormon mentes
MS agar tenyész tipkozegre helyezzik, mely 500 mg/liter carbenicillint tartalmaz. Két
hénapig tartd tenyésztés utan 63 ESP vonalat kiilonitiink el.

Ezeket az ESP vonalakat ugyanilyen &sszetételli tenyész tapkozegre (hormon mentes
MS agar tenyész tapkozeg 500 mg/liter carbenicillinnel) helyezziik. Egy honappal késébb az
enyhén fejlodott ESP-k hajtasai koziil 9 hajtast (azokat, melyek az ESP-kbdl jottek létre a
tovibbiakban egyszeriien “hajtas”ként szerepelnek) vizudlisan vdlogatjuk ki, melyek
koriilbeliil kétszer vagy hdromszor olyan gyorsan fejlodtek a tobbi hajtishoz képest,
melyekben az oldal hajtasok fejl6dését nem figyeltiik meg, és melyekben az ipt gén hatdsa tgy
tiinik csékkent. Ezen hajtasok leveleit az 1. példa IV-A lépésében végrehajtottal azonos
kanamicin rezisztencia tesztnek vetjik ald és a GUS gén expresszijanak tesztjét (GUS
aktivitasi teszt) Jefferson et al modszere alapjan végezziik el. A levelek levagasa utdn a kapott
hajtdasokat hormon mentes MS agar tenyész tapkozegre helyezziik €s tenyésztjiik. Egy
honappal késobb megfigyeljiik, hogy a hajtasok képesek-e ESP-ket létrehozni, és igy az ipt
gént expresszalni.

Az eredményeket az 1. tdblazatban mutatjuk be.
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1. tablazat

A pNPI106 vektor plazmiddal dohdnyba bejuttatott gén expresszid tesztjének eredményei

Hajtas szam Kanamicin GUS aktivitas | Morfoldgia 1
reziszten-cia hoénap
tenyésztés utan

2. példa 1 + + ESP
2. példa 2 + + ESP
2. példa 3 + - ESP
2. példa 4 + + ESP
2. példa 5 + - ESP
2. példa 6 + - ESP
2. példa 7 + + ESP
2. példa 8 + + normalis
2. példa 9 + + ESP

Oh. 10 - - normalis
2. példa

Oh. 11 - - normalis
2. példa

Oh. 12 - - normalis
2. példa

Megjegyzés 1. A kanamicin rezisztenciaban + a
“rezisztens” €s - a “nem rezisztens”
2. A GUS aktivitasban + az “aktiv” és - az
“Inaktiv”.
3. A “normalis” egy olyan egyedet jelol,
mely dominans ngvekedést okoz az apikalis  hajtasnal

valamint gyékerek képzddését
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Amint az az 1. tablazatbdl egyértelmd, bar a 8-as szamu hajtas levelei rendelkeznek
kanamicin rezisztenciaval és GUS aktivitassal ESP nem képzddik még akkor sem, ha a hajtast
1 hénapig tenyésztjilk. Ez feltehetéen annak koszonhetd, hogy az ipt gén, mely az ESP
képz6dését idézi eld jelen van az inzertalt formaban az Ac transzpozonon belil a pNPI106
plazmidban. Azaz az ipt gén, melyet a dohdny kromoszémajdba bejuttattuk, a szovet
plazmidot tartalmazd A. tumefaciens-szel valé fertézésével a szovet tenyésztés kezdeti
lépésekor expresszalodik kozvetleniil a fertézés utdn, az Ac transzpozonnal egyiitt eltavozik
az Ac hatasa kovetkeztében a késobbi tenyésztés soran. Ezalatt ugyanebben a vektorban az
NPTII gén és a GUS gén oly mddon pozicionalddik, hogy nem hatnak egyiitt az Ac
transzpozonnal igy ezek a gének a novény kromoszémajaban maradnak és expresszalodnak.

Az 1. tiblazatban bar a kanamicin rezisztencia és az ESP képzddési képességet
megfigyeltiik a 3-as, 5-6s és 6-0s szamu hajtasok esetében is csupan a GUS aktivitds negativ.
Ez azt jelenti, hogy ezekben a hajtasokban a pNPI106 plazmid segitségével bejuttatott gének
kéziil csupan a GUS gén nem expresszalodik. Ugy véljiik, ez a hibas integracionak
koszonhetd, mely akkor kovetkezik be amikor ezeket a geéneket olyan novény
kromoszomajaba épitjiik be, mely tartalmazza a pNPI106 vagy hasonlé plazmidok
szerkezetét. Azaz. ha a gént az Agrobacterium tumefaciensszen - a T-DNS région - keresztiil
juttatjuk be nevezetesen az RB és az LB hely kozotti teljes belsd régié normalisan kell
integralddjon a névény kromoszémajaba. Azonban ez a régié néha nem integralodik teljesen,
hanem elszakad és az LB terminusok bizonyos részeit nem tartalmazé hidnyos darabok
inzertalodnak. A pNPI106 plazmid T-DNS régi¢jaban a GUS gén az LB helyhez a
legkzelebb helyezkedik el. Eennek megfeleléen, ugy véljik, hogy a gén bejuttatas soran a
hibas integracio kovetkeztében a GUS gén a kromoszomaba olyan koriilmények kozott

integralodik, hogy a GUS gén darabokra szakad és elvesziti funkciéjat vagy nem a teljes GUS
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gén inzertalodik, igy a GUS gén nem expresszalddik ezekben a hajtasokban ¢s aktivitasa nem
figyelhetd meg.

A 2-es és 8-as szama hajtas fényképe egy honapos tenyésztés utan a 11. és 12. abran
lathat.

A 8-as szamu hajtasbol fejlodott leveleket, valamint a kanamicin rezisztencia tesztet
elvégezve tekintve 2 tenyésztést a teszt utan tovabb folytatjuk. Ot tovabbi hajtast nyeriink

ebbdl a levélbdl és ezek mindegyike nem-ESP.

B. PCR analizis

Az l-es - 9-es szamd hajtasokon (1. tablazat) miutan az ESP képzési képességet
megfigyeltiik, PCR analizist hajtunk végre az 1. példa IV-B Jépésének megfeleld modon. az
ipt gén kromoszomaban valo jelenlétének tovabbi vizsgalata céljabol, feltételezve, hogy az
NPTII génhez és a GUS génhez kapcsoland¢ tervezett primerket 1s felhasznaljuk az 1. példa
[V-B lépésében hasznalt primereken felil. Abban az esetben ha ezeket a primerket hasznaljuk,
ha az ebbe inzertalt Ac transzpozont és az ipt gént (Ac-ipt gen komplex) kimetsszik a
pNPI106 plazmid T-DNS régiojabol egy Kkoriilbeliil 3 kb hosszisagu DNS fragmentet
amplifikalunk a PCR soran. Ennek megfeleloen, az Ac-ipt gén komplex DNS-bol vald
kimetszése detektathato indexként ezt az amplifikaciot hasznalva.

A 8-as hajtas PCR analizisének eredményeit a 13. abran mutatjuk be, ahol a bal
oldalon mutatott értékek ugyanazok, mint a 6. 4bran bemutatottak.

Amint az az eredményekbdl is egyértelmil a 8-as hajtasbol extrahalt kromoszomalis
DNS-ben a koriilbelill 3 kb hosszusagi DNS fragment - mely az Ac-ipt gén komplex
kimetszését biztositja- amplifikicidja megfigyelbetd, mig a koriilbeliil 800 bp hosszusagu

DNS - ami az ipt gén jelenlétét biztositja - amplifikacioja nem figyeleht6 meg. Ez azt jelenti,
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hogy az ipt gént kimetssziik ezen hajtas kromoszémalis DNS-ébél az Ac transzpozonnal
egyiitt és ezek eltiinnek.
Masrészt az 1-es - 7-es és 9-es hajtasokat tekintve a koriilbeliil 3 kb hosszisagii DNS

e

fragment amplifikéciojat nem észleljik egyik kromoszémalis DNS mintaban sem, mig a
koriilbeliil 800 bp hosszisagu DNS fragment amplifikaciojat minden kromoszomalis DNS

mintaban észleljikk. Ennek megfeleléen, agy véljik, hogy ezekben a hajtasokban az ipt gén

még mindig jelen van a kromoszomalis DNS-ben az Ac transzpozonnal egyiitt.

Osszehasonlité 2. példa

A 2. példa II-A Iépésében az A. tumefaciens-szel fert6zott levelek tenyésztésekor az
ESP-kel egyiitt redifferencialédo 3 nem ESP-t elkiildnitjiik €s kanamicin rezisztencia tesztnek
és GUS aktivitasi vizsgalatnak, vizualis megfigyelésnek - egy honapos tenyésztés utan - €s
PCR analizisnek vetjiik al a 2. példa II. 1épésében leirtaknak megfelelden.

Az eredményeket az 1. tblazatban mutatjuk be. Az ezen nem-ESP-kbdl nyert hajtasok
nem rendelkeznek kanamicin rezisztenciaval, GUS aktivitdsal és ESP képzo képességgel.
Ezenkivil, a koriilbelil 800 bp és a koriilbeliil 3 kb  hosszisagi DNS fragment

amplifikaciéjat nem detektaljuk a PCR analizis soran.

3. példa

Ezenkiviil a 2. példéban szelektalt 63 ESP vonal tenyésztését hormon mentes MS agar
tenyésztapkozegben tovabb folytatjuk. Ennek megfelelden, az elkiilonités utan két hénappal
osszesen hét hajtast, a 13-1-es - 13-3-as és a 14-1-es - 14-4-es szamu hajtasokat, melyek

vizualisan azonosithaté normalis hajtisok, azaz melyek apikalis dominancat mutatnak,
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nyerjik a 2 ESP vonalbdl. Ezeket a hajtasokat elkiilonitjiik a fent emlitett &sszetételi
tenyésztapkozegbe valé atiiltetés céljabdl és ezek normalisan névekednek és gydkereznek.
Ezek kozil, a 13-1 és 14-1 szamu egyedeket PCR analizisnek vetjik ald a 2. példa II-B

lépésben leirtaknak megfelel6 modon. Eredményként a koriilbeliil 800 bp hossziisagi DNS

trer

s 1

megfigyeljik. Azt hatdroztuk meg, hogy az ipt gént kimetszettiik ezen egyedek
kromoszomalis DNS-ébdl az Ac transzpozonnal egyiitt és el is tiintek. Az eredményeket a 14.
abrdn mutatjuk be, ahol a bal oldalon bemutatott jelek ugyanazok, mint a 6. dbran
bemutatottak. Ezenkiviil, a GUS gén expresszidjat mind a hét hajtasbol nyert egyed esetében
detektaltuk.

A 15. abra az ESP-bdl valé normalis hajtas differencidlodast mutatja.

4. példa

Az 1. tablazatban a 2. példaban 9 hajtasbol szelektalt 7-es szamu hajtasként bemutatott
hajtasbdl nyert levelet hormon mentes MS agar tenyész tapkdzegen tenyésztjiik koriilbeliil 1
honapig. Egy normalis hajtast szelektalunk vizualisan és kiilonitiink el a tenyésztett levélbol
redifferencialodott 6 mellék hajtas koziil. Ezt a normalis hajtast a fent leirt 6sszetételli tenyész
tapkozegbe iiltetjiik, majd egy normalis fejlodésii és meggyokerezett egyedet nyeriink.
Ezenkiviil, ezt az egyedet PCR analizisnek vetjiik ald a 2. példa II-B lépésében leirtaknak
megfelelden és a koriilbeliil 800 bp hosszisagi DNS fragment eltlinésére, valamint a

hogy az ipt gént kimetszettiik a kromoszomalis DNS-bdl az Ac-vel egyiitt €s el is tiint. Az
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eredményeket a 16. abran mutatjuk be, ahol a bal oldali jelek ugyanazok mint a 6. dbran

S per

5. abra

[. Az élesztégombabdl szarmazé hely-specifikus rekombinaciés rendszer (pSR1 rendszer)

szeparaldsa

Elesztdgombat (Zygosaccharomyces rouxii (az Institute for Fermentation-tdl szereztiik
be) inokuldlunk 5 ml YPAD folyékony tenyész tapkozegbe (10 g/liter élesztdkivonat, 20
g/liter polipepton, 0,4 g/liter adenin és 20 g/liter gliikkoz) és 24 oran keresztil 30 C°
hémérsékleten tenyésztjilk. A tenyész oldatot 6900 x g értéken 3 percig centrifugaljuk 20 C°
hémérsékleten a sejtek Osszegyljtése céljabol (a tovabbiakban a sejteket ugyanilyen
korillmények kozott gyijtjiik 6ssze). Az dsszegylijtott sejteket 2 ml 0,2 M Tris-HCI-t (pH 8,0)
és 5 v/v% merkaptoetanolt tartalmazo oldatban szuszpendaljuk. A sejt szuszpneziot 25 C°
hémérsékleten 30 percig allni hagyjuk 6vatos keverés mellett, majd a sejteket osszegyiijtjiik.
A tovabbiakban az osszegyljtott sejteket 1 ml oldatban (2,5 mg/ml Zaimolyeis-20T
(SEIKAGAKU CORPORATION), 10 w/v% szorbit és 5 w/v% KPOy) szuszpendaljuk. A
szuszpenziét 30 C° hdmérsékleten 90 percig allni hagyjuk és Gjra centrifugaljuk a sejtek
ismételt dsszegytjtése céljabol. Az 6sszegyljtott sejteket 1 ml 0,2 M NaCl-t, 0,1 M EDTA-t,
5 w/v% SDS-t, 50 mM Tris-HCI-t (pH 8,5) tartalmazé oldatban reszuszpendaljuk és 20
Proteinaz K-t adunk hozza 20 mg/ml koncentracio elérése céljabol. Az osszekevert oldatot 60
C° hémérsékleten allni hagyjuk 1 6ran keresztiil .majd ujbol szobahomérsékletre helyezzik €s
fenol és kloroform elegyével extrahdljuk, majd kloroformmal tisztitiuk. Az igy nyert

feliiliszéhoz azonos térfogatl izopropanolt adunk a kromoszomalis DNS és a pSR1 plazmid



40

kicsapatdsa céljabol. A keveréket 6900 x g értéken 10 percig centrifugaljuk 4 C°
homérsékleten a DNS dsszegyjtése céljabdl és az Gsszegyujtott DNS-t 70 v/v% etanolban
mossuk, majd vakuum szaritjuk és 100 ul TE-ben feloldjuk.

Templétként az igy nyert DNS-t (a kromoszomalis DNS és a pSR1 plazmid keveréke)
hasznalva csupan egy hely-specifikus rekombindcidés rendszert amplifikdlunk a PCR
madszerrel, mely a pSRI plazmidban van jelen (a tovabbiakban “pSR1 rendszerként” utalunk
rd). A pSR1 rendszer egy R gént tartalmaz, mely egy rekombindcids gén, valamint az Rs
rekombinacids szekvenciat és ezek DNS szekvencidjat meghatarozzuk (H. Araki et al., J. Mol.
Biol., vol 182, p.191, 1985). A jelen talalmanyban az R gén amplifikaldsahoz egy primert -
melyben egy Xbal restrikciés endonukleaz helyet adtunk a 22 bdzis 5’-pozicidjihoz,
nevezetesen az 5596 - 5617  bazisokhoz a  pSRI plazmid  (5°-
CCTCTAGAATGCAATTGACCAAGGATACTG-3") szekvencidjaban - valamint egy masik
nevezetesen a 4126 - 4147 bazisokhoz a pSR1 (5-
CCGAGCTCTTAATCTTGTCAGGAGGTGTCA-3") -  szintetizdlunk. Masrészt az Rs
amplifikaciéjahoz 30 bazist tartalmazé par primert (mindegyik mind a négy tipust
tartalmazza) szintetizalunk a hasznalathoz. Azaz, az egyik par egy olyan primerbol all,
melyben a pSR1 plazmid szekvencidja 287-316 bazisai koziil harmat helyettesitiink és az Ssel
restrikcids endonukledz helyet bejuttatjuk (5°-
AGGATTGAGCTACTGGACGGGAATCCTGCA-3’) és egy primert, melyben a pSRI1
plazmid szekvencidja 690 - 719 bazisai koziil négyet helyettesitiink és a HindIII restrikcios
endonukledz helyet ¢és a Xhol restrikcios endonukleaz helyet bejuttatjuk (5°-
CAACTCGAGCAATCAAAGCTTCTCGTAGTC-3’). Az ezen primer sorozattal
amplifikdlando Rs-t “Rs1”-nek nevezziik. A masik par egy olyan primerb6l all, melyben a

pSR1 plazmid szekvencidja 287-316 bazisai koziil harmat helyettesitiink €s egy Xhol
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restrikciés endonukledz helyet €s egy EzoRI restrikciés endonukleaz helyet bejuttatunk (5°-
AGGATTGAGCTACTCGAGGGGAATTCTGGA-3’) és egy primert, melyben a pSRI
plazmid szekvencidgja 688-717 bazisai koziil 6tdt helyettesitink és a Ssel restrikcids
endonukledz helyet bejuttatjuk (5’-ACTGGACCAATCCCTGCAGGTCGTAGTCAA -3°).
Az ezen primer sorozattal amplifikdlandé Rs-t “Rs2”-nek nevezziik.

Az R gén és az Rs-ek amplifikalasa céljabol az extrahalt DNS oldat 1 ul mennyiségét
hozzdadjuk az 1. példa IV-B lépésében hasznalt kevert oldat 50 pl mennyiségéhez, mely 0,2
UM primer sorozatot tartalmaz. A hirom részes hevitési ciklust, nevezetesen 95 C°
hémérsékleten 30 masodperc, 55 C° hdmérséklet 30 masodperc és 72 C° hémérséklet 1,5

perc, dsszesen 30-szor ismételjitkk meg a keverékkel. Az igy nyert reakci6 elegyet analizaljuk

“ e,

II. Egy vektor megszerkesztése

A PCR moddszerrel amplifikalt Rsl-et Pstl €s Xhol restrikcios endonukleazokkal
emésztjiik és a pNPI126 plazmidot ugy nyerjiik, hogy ezt az Rsl-et a pSL1180 plazmid (a
Pharmacia Biotech Co.-tdl szereztiik be) Pstl-Xhol restrikcios endonukledz helyére
inzertaljuk.

Ezt kdvetden, a pHSG398 plazmid EcoRI restrikciés endonukleaz helyének és HindIII
restrikcios endonukledz helyének eltavolitasa céljabol egymas utdn emésztjik ezeket a
restrikcids endonukledzokat, az emésztett végeket tompa végiliekké valtoztatjuk T4 polimeraz
[-et (nagy alegység) hasznalva ¢s a tompa végli terminusokat ligaljuk. Ily médon, az ezen

restrikcids endonukledz helyeket nem tartalmazé pNPI121 plazmidot nyerjiik. A pNPI127
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plazmidot gy nyerjik, hogy a PCR mddszerben nyert Rs2-6t Xhol és Pstl restrikcids
endonukledazokkal emésztjiik és ezt az Rs2-6t a pNPI121 plazmid Sall-Pstl restrikcids
endonukleaz helyére inzertaljuk.

A pNPI128 plazmidot ugy nyerjiik, hogy a pNPI126 plazmidbol az Rsl-et kivagjuk a
Smal é€s Spel restrikcids endonukledzokkal és ezt a fragmentet a pNPI127 plazmid Smal-Xnal
revs.trikci(')s endonukleaz helyére inzertaljuk.

A PCR moddszerrel amplifikalt R gént Xbal és Sacl restrikcios endonukleazokkal
emésztjik €s a pHSG plazmid Xbal-Sacl restrikcids endonukledz helyére inzertaljuk. Az igy
nyert plazmidot pNPI124-nek jeloljiik.

Ezutan a pBI221 plazmidot (Clontech Co.) a Pstl restrikciés endonukledzzal
emésztjiik. Az emésztett terminust tompé véglivé tessziik, majd a fent leirt modon ligaljuk.
fgy az Ssel és Pstl restrikciés endonukleaz helyekkel nem rendelkezé pNPII11 plazmidot
nyerjiik. Ezutdn az R gént kivagjuk a pNPI124 plazmidbol Xbal és Sacl restrikcids
endonukledz enzimeket hasznalva és a pNPI111 plazmid Xbal-SAcI restrikciés endonukleaz
helyére inzertdljuk a GUS gén helyettesitése céljabol a pNPI125 plazmid létrehozasara.
Ezutan egy karfiol mozaik virus 35S prométert, a prométerhez kapcsolt R gént €s a nopalin
szintetdz poliadenilacids jelét kivagjuk a HindIII és EcoRI restrikcios endonukleazokkal és a
pNPI128 plazmid HindIII-EcoRI restrikciés endonukleaz helyére inzertaljuk a pNPI129
plazmid nyerése céljabol.

A pNPII01 plazmidot Smal restrikcios endonukledzzal emésztjilk és egy 5°-
foszforilalt HindIII k&tot (Takara Shuzo Co., Ltd) inzertalunk az emésztési helyre a pNPI1122
plazmid elbéllitasa céljabol. Azaz, ez a pNPI122 plazmid egy olyan plazmid, melyben a
pNPI101 plazmid Smal restrikciés endonukleaz helyét HindlII restrikcids endonukledz hellyel
helyettesitiink. Ezenkiviil, a pNPI122 plazmidot PstI restrikcids endonukledzzal emésztjiik és

az emésztett végeket tompa végiivé valtoztatjuk és ligaljuk az Ssel és Pstl restrikcios
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endonukledz helyeket nem tartalmazé pNPI123 plazmid létrehozisa céljabol. Ebbol a
pNPI123 plazmidbél egy karfiol mozaik virus 35S prométert és egy a promoterhez
kapcsolédé ipt gént vagunk ki a HindIII restrikciés endonukledzzal és a pNPI129 plazmid
HindIII restrikcids endonukleaz helyére inzertaljuk a pNPI130 plazmid létrehozasa céljabol.

A kivant vektort gy kapjuk meg, hogy az ipt gént, az R gént, és a hozzijuk kot6dé
karfiol mozaik virus 35S prbmétert és ezen gének mindkét terminusan jelen levé Rs-eket
tartalmazé fragmentet a Pstl restrikciés endonukledzzal kivagjuk és a pBI121 plazmid Ssel
restrikcios endonukledz helyére inzertaljuk. Ezt a plazmidot nevezziik pNPI132 plazmidnak.

Ezt a pNPI132 plazmidot bejuttatjuk az E. coli JMI109 térzsbe és a Budapesti
Szerz6désnek megfeleléen E. coli IM109-ként depondljuk FERM BP-4065 katalégusszamon.

A pNPI132 plazmid megszerkesztéséhez valo stratégiat sematikusan a 17-19. dbran
mutatjuk be. Ennek T-DNS régidja restrikcios endonukleaz térképét a 20. abran mutatjuk be.
A 17 - 19 és 20. dbrdkon a vagott haromszogek az élesztégomba pSR1 plazmidbol szarmazo
Rs rekombinacids szekvenciat és ezen szekvencia iranyat muatatjak. A tébbi jel ugyanaz, mint
a 2-5. 4bran lathato jelek.

Amint az a 20. abrardl nyilvanvalé a pNPI132 plazmid, mint a pNPI106 plazmid,
szelektalhato marker génként az ipt gént tartalmazza és a kivant gén modelljeként a T-DNS
régioban az NPTII gént és a GUS gént. Azonban ebben az esetben a pSR1 plazmid rendszer
két rekombinans szekvencia Rs-e kozotti régid eltavolithato DNS elemként mikodik. Ezért,

az ipt gént Ugy inzertaljuk, hogy két azonos iranyu rekombinans szekvencia tartsa.

I1I. A pNPI132 plazmid dohanyba valo bejuttatasa és az ilyen gént tartalmaz6 dohany

analizise
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Az 1. példa Il-es és Ill-as lépései szerinti modon a pNPI132 plazmidot bejuttatjuk az
A. tumefaciens LBA4404 torzsbe €s a dohany levél korongjait (Nicotiana tabacum cv SR1)
ezzel az 4. tumefaciens-szel fertézziik. Ezutan a fert6zott leveleket 50 mg/liter acetosziringont
tartalmazé homon mentes MS agar tenyész tapkozegben tenyésztjiik, majd 500 mg/liter
carbenicillint tartalmazé homon mentes MS agar tenyész tapkozegben tenyésztjiik.

Egy hoénappal késobb, a tenyésztett leveleket az ugyanilyen Osszetételii tenyész
tapkozegbe iiltetjiik 4t és a tenyésztést tovabbi egy hdnapig folytatjuk. Ezutan 48 ESP-t
kiilonitiink el.

Az ESP vonalakat ujra 4tiltetjiik ugyanilyen Osszetételd tenyész tipkozegbe és a
tenyésztést folytatjuk. Kortilbeliil 1 honappal késébb (nevezetesen az A. tumefaciens-szel vald
fertdzést kovetd 3 hénap utan) vizudlisan normdlis morfoldgidjinak detektalt hajtasokat
hozunk létre a 48 ESP vonal koziil 7 esetében.

Ezeket a hajtdsokat elkiilonitjiik és az ugyanilyen Osszetételii tenyész tipkozegbe
tiltetjiik, majd igy 10 normalis egyedet nyertink.

Ezeket az egyedeket a 2. példa II-B 1épésében szereplé PCR analizisnek megfelelden
vizsgaljuk, feltév;e, hoéy a GUS gén detektdlasahoz valo primer part hasznalunk a 2. példa II-
B lépésében hasznalt primereken feliil. Az ezen primereket hasznalva elvégzett PCR
analizissel egy koriilbeliil 800 bazispar hosszisagi DNS fragmentet amplifikalunk, amikor az
ipt gén jelen van; egy kortilbeliil 3 kb hosszisagii DNS fragmentet amplifikalunk ha az ipt
gént a pNPI132 plazmid T-DNS régidjabol kimetszettiik az RS-ek altal tartott rész
kimetszésén keresztiil (Ezek az eredmények megegyeznek a 2. példa II-B lépése analizisével
nyert eredményekkel) és egy koriilbeltl 1,7 kb hosszisaghi DNS fragmentet ampliﬁkélunk ha
a GUS gén van jelen. Ezeket az eredményeket a 21-23 abrakon mutatjuk be és a 2.

tablazatban. A 21-23 dbrakon a bal oldali értékek ugyanazok, mint a 6. abran szereplok.
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2. tabldzat

Egy dohdnyban - melybe a pNPI132 vektorral juttatjuk be a gént - levd transzgenikus gén

analizisének eredményei

ESP vonal Egyedi névény re ipt re GUS
szama szama 800 bp 3kb 1,7 kb
15 1 - + +

2 - + +
16 1 - + +
17 1 - + +
18 1 - + +
19 1 - + +
2 - + +
20 1 - + +
2 - + +
21 1 - + +

Megjegyzés: + azt jelzi, hogy a megfeleld DNS fragment amplifikalodik és a - azt jelzi, hogy

nem amplifikalodik.

Amint az a 2. tdblazatbol nyilvanvalo, a szelektalhaté marker gén ként szolgalé ipt gén
jelenlétét nem detektaltuk egyik olyan egyedben sem, melyet egyszerien morfologiajuk
vizualis megfigyelése alapjan szelektaltunk, ehelyett az ipt gén kimetszését jelzd DNS

fragment amplifikdcidjat detektaltuk. Ezenkiviil, a kivant génként hasznalt GUS gén jelenlétét

az Osszes egyed esetében detektaltuk.
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Masrészt, a kanamicin rezisztenciat az egyedek termindlis riigyeinek hasznalatavai
vizsgaljuk, melyeket a 48 ESP vonallal majdnem azonos id6ben differencialédé nem-ESP-
kb8l nyeriink és ezek normalis megnyulést és gyOkerezést mutatnak 200 mg/liter kanamicint
tartalmazé homon mentes MS agar tenyész tapkozeget hasznalva. Eredményként azt talaltuk,
hogy 16 egyedbdl 2 kanamicin rezisztens.

Ezt kovetden, ezeket a kanamicin rezisztens egyedeket tovabbi PCR analizises
vizsgalatoknak vetjiik ala, 14 kanamicin érzékeny egyed koziil szelektalt 3 egyeddel egyiitt az
ESP-kbél nyert egyedek esetében alkalmazott médszernek megfeleléen. A 24. dbra azokat az
eredményeket mutatja, ahol a bal oldalon jelslt értékek ugyanazok, mint a 6. abran
bemutatottak.

Amint az a 24. abrabol egyértelmii, a két kanamicin rezisztens egyed az ipt gén és az
RS-ek altal tartott régi¢ kimetszését jelz6 DNS fragment amplifikaci6jat mutatja, valamint a
GUS gén jelenlétét. gy bebizonyitottuk, hogy a pNPII32 plazmidbél szirmazd gének
integralodtak ezekbe a kromoszomakba. Ezzel szemben nem figyeltink meg ilyen
amplifikaciét a harom kanamicin érzékeny egyed esetében. Ezenkiviil, ezen egyedek
barmelyike (nevezetesen sem a kanamicin rezisztens, sem a kanamicin érzékeny egyedek) az
ipt gén jelenlétét jelz6 DNS fragment amplifikdcidjat mutatja.

Ugy becsiiljiik, hogy ezek az ESP-k- képzésére képtelen t6rzsb6l nyert kanamicin
rezisztens egyedek, a kanamicin érzékeny egyedekkel azonosak, olyan sejtekbd! szdrmaznak,
melyek kromoszomdjaba az A. tumefaciens-szel valé fertdzéskor a pNPI132 plazmidot
bejuttattuk. Erre a feltételezésre alapozva nem lehetséges, hogy az ezen vektorbdl szarmazé
gének a kromoszoémaban vannak. Ezenkiviil, nem ésszert, hogy az ipt gént nem, azonban az
NPTII gént (amit az a tény igazol, hogy ezek az egyedek kanamicin rezisztensek), valamint a

GUS gént, mindegyiket teljes formajaban a kromoszomdakban tartalmazo egyedek, olyan
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gyakorisaggal jelennek meg, figyelembe véve, hogy ezek a gének ugyanebbdl a vektorbdl
szarmaznak.

Nevezetesen, ésszerti azt a kévetkeztetést levonni, hogy ezekbe a kanamicin rezisztens
egyedekbe a pNPI132 plazmidot egyszer juttattuk be a kromoszémaba. Azaz, gy becsiiljiik,
hogy a pNPI132 plazmid T-DNS régidjat egyszer bejuttattuk a kromoszéméba az A
tumefaciens-szel valo fertdzés eredményeként, de az ezen vektorhoz hasznalt pSR1 rendszer
kiemelkedéen hatékony funkcidja az ipt gén kimetszését indukdlja az ESP-k keletkezése el6tt
az A. tumefaciens-szel valé fertozést kovetSen. Ennek eredményeként az NPTII gén és a GUS
gén kizarélagosan megmarad a kromoszomaban. Az a tény, hogy a kanamicin rezisztens
egyedek a PCR analizisben az ipt gén és az RS-ek altal tartott régio kimetszését mutatjak
szintén ezt a feltételezeést tdmasztjak ala.

6. példa

L. Egy vektor megszerkesztése

A rolA-t, rolB-t és rolC-t tartalmazé és Gsszesen 7,6 kb hosszusagu Rol géneket,
melyeket a Pbluescriptll SK+ plazmid (Toyobo Co., Ltd.) EcoRI restrikcids endonukledz
helyére inzertdltunk, az EcoRI restrikcids endonukleazzal hasitjuk. Ezt a fragmentet a
pNPI129 plazmid EzoRI restrikciés endonukleiz helyére inzertéljuk a pNPI700 plazmid
létrehozasa céljabol.

Ebbél a pNPI700 plazmidbél a rol géneket, a karfiol mozaik virus 35S promotert és a
promoterhez kapcsolddd R gént és az ezen gének mindkét terminusan jelen levé Rs-eket
kivagjuk az Ssel restrikcids endonukledzzal és a pBI121 plazmid Ssel restrikciés endonukleaz

helyére inzertaljuk a kivant pNPI702 plazmid létrehozasa céljabol.
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Ezt a plazmidot szintén bejuttatjuk az E. coli JM109 térzsbe, és a Budapesti
Szer6zdéssel 6sszhangban E. coli IM109 (pNP1702) mikrobaként deponaljuk FERM BP-5066
katal6gusszamon.

A pNPI702 plazmid megszerkesztése stratégiajat sematikusan a 25. dbran mutatjuk be.
Ennek T-DNS régidja restrikcios endonukleaz térképét a 26. dbran mutatjuk be. A 25. és a 26.
abrdn lathato jelolések azonosak a 2.- 5. abran lathaté jelslésekkel.

Amint az a 26. abrabol nyilvanvalo, a pNPI702 plazmid hasonlé a pNPI132
plazmidhoz, csupén a szelektalhaté marker gént valtoztatjuk ipt génrdl rol génekre. Az ezen
vektorhoz hasznélt rol gének jelen vannak a természetben az 4. rhizogenes T-DNS-ében.
[smeretes, hogy ha a rol géneket bejutattjuk a novényi sejtekbe szords gyokerek képzédnek a
novényi szOvetben és az ezen szérds gydkerekbdl regeneralodott novény morfoldgiai

rendellenességet , példaul torpeséget vagy valami hasonlét mutat.

II. A pNPI702 plazmid dohdnyba valé bejuttatésa és a bejuttatott gént tartalmazd dohany

analizise

Az 1. példa Il-es és Ill-as lépései szerinti médon a pNPI702 plazmidot bejuttatjuk az
A. tumefaciens LBA4404 torzsbe és a dohany levél korongjait ezzel az 4. tumefaciens-szel
fertézziik.

Az ily modon fertézott dohany levél korongokat 50 mg/liter acetosziringont tartalmazo
homon mentes MS agar tenyész tapkozegben tenyésztjiik sotét helyen 3 napig, majd 400
mg/liter ticarcillint tartalmazé homon mentes MS agar tenyész tipkozegben tenyésztjiik.
Koriilbelil 15 nappal késobb a kezdeti tenyésztésbol megfigyeljiik a szérds gyokerek
képzodését. A szOros gyékeréket egymas utan eltavoltijuk és egy hajtas indukald, 0,1 mg/liter

alfa-naftalén-ecetsavat, 2,0 mg/liter benziladenint és 400 mg/liter ticarcillint tartalmazo
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tenyész tapkozegre helyezzitk. Ezutin az Gjradifferencialodott hajtasok kozil 18 hajtast
tartunk normélis morfolégidjunak és vizudlisan szelektaljuk ezeket, majd PCR analizisnek
vetjiik ald a 2. példa II-B lépésében leirtaknak megfeleléen, primereket hasznalva a rol
géneket és az Rs-ek dltal tartott régié kimetszésének detektalasira a korilbelil 3 kb
hossziisagid DNS fragment (mint a 2.-5. példaban és a 2. &sszehasonlito példaban hasznalt
primerek) amplifikdldsan keresztiil és primerket hasznalva a rol gének jelenlétének
detektélasdhoz a koriilbeliil 1,1 kb hosszisdgi DNS fragment amplifikalasan keresztiil. Ennek
eredményeként megerdsitettiik, hogy a rol géneket tartalmazo €s az Rs-ek altal tartott régiot

kimetszettiik a 9 hajtds kromoszomajabol.

7. példa

A 2. példaban megszerkesztett pNPI106 vektort hasznalva egy hibrid nyérfat (Populus
Sieboldii x Populus grandidentata, fas novény) gén bejuttatasnak vetiink ala.

A hibrid nydr (Y63 torzs) steril lombikokban fejlesztett torzsét (Az Akita Jujo
Chemicals Co., Ltd. kisérleti erdejébdl szirmazik) csomd mentes, S mm hosszasagu
szekcidkra vagjuk. Ezutdn vertikélisan két részre vagjuk a mintaként valé hasznalathoz és a
mintakat pNPI106-tartalmi 4. tumefaciens LBA4404-gyel fertézziik az 1. példaban leirtaknak
megfelelden. Fertdzés utdn a térzs szekciokat homon mentes moédositott MS agar tenyész
tapkozegre (2 w/v% szachar6z, €s 0,8 w/v%a agart tartalmaz) helyezziik melyhez 40 mg/liter
acetosziringont adunk és ebben a tapkdzegben tartjuk 3 napig. Ezt kovetden, a szekciokat
ugyanilyen, azonban acetosziringon helyett 500 mg cabenicillint tartalmazo tapkozegre
helyezziik és tovabb szaporitjuk. Az itt alkalmazott modositott MS tapkozeget ugy allitjuk eld,
hogy a szokdsos MS tapkézeg amménia-nitrogén €s a nitrat nitrogén tartalmat sorrendben 10

mM €s 30 mM mennyiségre valtoztatjuk.
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Koriilbeliil két honap elteltével az ezen szekciokbol fejlédott oldal riigyeket
szepardljuk és Gjabb 2 hénapig tenyésztjiik. igy 6 ESP vonalat nyeriink. Ezeket a torzseket
tovabb oltjuk és kériilbeliil 4 hénap utan (azaz koriilbeliil az A. tumefaciens-szel val6 fertézést
kovetd 8 honap utdn) az ESP-kbél fejléds morfoldgiailag normalis hajtasokat figyeliink meg
elsé alkalommal. Ezutén ezeket a hajtasokat 2/3-ra higitott MS “gellan” gumi tapkozegre (2
w/v% szachardzt hés 0,3 w/v% gellan gumit tartalmaz) helyezziik, melyhez 0,05 mg/liter IBA-t
(indolbutirsav) adunk és ebben tenyésztjﬁk. igy 7, gyOkereket fejlesztd normalis egyedet
nyeriink az 6sszesen 2 ESP vonalbél 10 hénap alatt az 4. tumefaciens-szel valo fertézés utan.

Ezutan ezeket az egyedeket PCR analizisnek vetjiik ald az 5. példa III. Iépésében
leirtaknak megfeleloen. Eredményként egyik egyedben sem detektaltunk ipt gént. Masrészt
viszont a GUS gén jelenlété detektaltuk ezek kézill az egyedek koziil kettdben. gy
megerdsitjik, hogy a jelen taldlmény vektora hatékonyan miiksdik fas névényekben is.

Mellékesen a maradék 5 normalis egyedben a GUS gén csupdn egy részét detektaljuk.
Ugy tlinik, hogy az ilyen egyedekben ha a pNPI106 plazmid vektorral bejuttatott Ac
transzpozont kimetsziik a kromoszémabol az ipt génnel egyiitt, az ezek kozelségében
elhelyezkedé GUS gén részt vesz a kimetszésben és szétszakad.

A 27. dbra az ESP-bél differencialodd normalis hajtas allapotat mutatja.
8. példa

Az 5. példaban a pNPI132 4ltal bejuttatott génekkel rendelkezé normalis egyedet
tovabbi gén bejuttatdsnak vetjiik ala a jelen talalmany vektorat hasznalva.

A pNPI132 GUS génjét egy HPT génnel (hygromycin rezisztencia gén) helyettesitjiik.
Az igy kapott vektort (pNPI140, 28. 4bra) hasznalva a fent emlitett normalis egyedeket gén

bejuttatdsnak vetjiik ald az 1. példa Il-es és Ill-as Iépésében leirt médon. {gy 10 ESP vonalat
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nyeriink 40 nappal az ezen vektort tartalmazd A. tumefaciens-szel valé fertézést kovetden.
Ezeket az ESP vonalakat szeparaljuk, azonos Osszetételli tenyésztipkdzegbe (500 mg/liter
carbenicillint tartalmazé homon mentes MS agar tenyész tapkozeg) helyezziik. Ennek
eredményeként a hajtasok differencialodasat, ami vizualisan normalis morfoldgiaju, figyeljiik
meg ezen vonalak egyikében 20 nappal (nevezetesen az 4. tumefaciens-szel val6 fertdzés utan
.2 hénappal) kés6bb.

Az igy differencidlédott normalis hajtasok egyikét PCR analizisnek vetjiik ald az 1.
példa IV-B Iépésében leirt modon. A 29. dbra mutatja az ere'dmén‘y'eket. Meg kell emliteni,
hogy az NPTII génre és a HPT génre valé kotodéshez tervezett primer part hasznalunk a
kromoszémalis DNS-bdl az ipt gén és az Rs-ek altal tartott rég‘ié kimetszéséhez és egy masik
primer part hasznalunk a HPT gén jelenlétének detektaldsihoz (so.rrendben a koriilbelil 4 kb
hosszasagl €és koriilbeliil 1 kb hosszisigi DNS fragmentek amplifikacidjan keresztiil
detektaljuk) az 1. példa IV-B lépésében hasznalt primereken keresztiil. A 29. dbran a bal
oldalon mutatott értékek azonosak a 6. 4brdn bemutatottakkal.

Amint azt a 29. abra vildgosan mutatja, a PCR analizisben a hajtasbol extrahalt
kromoszémalis DNS a kdériilbeliil 4 kb hossziisagi DNS fragment amplifikaciojat mutatja,
mely azt jelzi, hogy az ipt gént kimetszettiik az RS-ek altal tartott régi¢ kimetszésén keresztiil,
és a kortilbeliil 1 kb hossziisagii DNS fragment amplifikaciéjat mutatja, mely a HPT gén
jelenlétét jelzi. Masrészt viszont a korilbelil 800 bp hossziisagn DNS fragment
amplifikdciojat - mely az ipt gén jelenlétét jelzi - nem detektaljuk ugyanebben a DNS-ben.
Ezek az eredmények azt jelzik. hogy az ipt gént, melyet egyszer bejuttattunk ezen hajtas
kromoszomalis DNS-ébe, az Rs-ek altal tartott régié kimetszése révén kimetszettiik és igy
eltlint, mig a HPT gén még mindig a DNS-ben maradt. Azaz a pNPI132 plazmiddal bejuttatott
kivant génnel (azaz az NPTII gén és a GUS gén) rendelkezé egyedbe egy ujabb kivant gént

juttatunk be (azaz a HPTY gént) egy olyan vektort hasznalva, melyben a kivént geénre
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vonatkozo szerkezetet kizarélagosan megvéltoztatjuk (azaz ugyanazt az ipt gént hasznaljuk
szelektalhato marker génként) a tenyésztés, vizudlis szelekcid &s szeparacié ismétlésével.
Ezenkiviil, az eredmények azt mutatjak, hogy lehetdség van egy harmadik, negyedik vagy még
tobb kivant gén bejuttatisara ugyanezen szelektalhato marker gén hasznalatéval.

Amint az a fent leirt példakbol egyértelmii a kapott ESP vonalak mindig rendelkeznek
az ipt génnel kromoszoméjukon beliil, ahogy azt a 6. dbra mutatja. Ezenkiviil az ESP-k,
melyek figyelemre méltd, vizudlisan azonosithaté morfolégiai rendellenességet mutatnak,
kanamicin rezisztencit mutatnak kivétel nélkiil az NPTII gén expresszi6janak készonhetden,
ami a modellként szolgalo kivant gén, és egyiitt juttatjuk be az ipt génnel. Ez azt bizonyitja,
hogy egy ilyen MAI gén teljes mértékben rendelkezésre all szelektalhaté marker génként egy
gén ndévénybe vald bejuttatisahoz és, hogy a jelen taldlmany, szelektalhaté marker génként a
MALI gént tartalmaz6 vektora szintén rendelkezésre all egy gén névénybe valé bejuttatisahoz.

Ha egy gént a pNPI106 vektort - melyben az ipt gén az Ac transzpozon beliil
integralodik - hasznalva bejuttatunk egy névénybe egy olyan hajtast, vagy hasonl6t nyeriink a
szgvetbdl, mely elveszitette ESP-képzd képességét az ipt gén kromoszémabol vald
eltiinésének koszonhetden, mig a kivant gén (NPTII gén és/vagy GUS geén) altal biztositott
tulajdonsdgot megtartja - mely valamikor ESP-t hozott létre a tenyésztés kezdeti stadiumaban
a gén bejuttatasi folyamata utéan kozvetleniil, ahogy azt az 1. tablazat és a 13., 14. és 16. abak
mutatjak. Ezenkiviil, ezen kinyert szovet (azaz hajtés, vagy valami hasonlo, mely elveszitette
ESP képzé képességét) morfologidja vizualisan azonosithaté amint azt az 15. és 27. abrak
mutatjak. Ezenkiviil, ha ezt szelektaljuk, szeparaljuk és tenyésztjiik, egy erdteljesen kifejlodstt
és meggydkerezett egyedet nyeriink, mely normalis morfologiaval rendelkezik. Ezenkiviil, az
ESP-képzd képességet elvesztett hajtasbol nyert szovetbol redifferencialodott szévetek szintén
normalis morfoldgiat mutatnak az ESP képzé képesség nélkiil is. Ez azt bizonyitja, hogy egy

ilyen hajtas vagy hasonlé egyforma sejtekbél all.
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Azonos eredményeket figyeltink meg, ha egy hely-specifikus rekombinacids
rendszerbdl szarmazét haszndlunk eltdvolithaté DNS elemként és ha a rol géneket hasznaljuk
MAI génként. Azaz ha egy gént bejuttatunk egy névénybe egy olyan vektort hasznalva,
melyben a transzpozonnal vagy az 1.-4. és 7. példaban hasznélt vektor transzpozonjaval és ipt
génjével kapcsolatos szerkezetet a megfelel6 fent emlitett rekombinacidés rendszerrel
helyettesitjiik és/vagy az 5. és 6. példaban leirt rol génekkel a morfolégiailag normalis szovet
¢s novény - melyben a MAI gén eltiint a kromoszomabol, mig a kivént gén megmaradt -
nyerhetd abbdl a szovetbdl, mely rendellenes morfologiat mutat kézvetleniil a gén bejuttatasa
utdn (21.-23. 4brdk, 2. tabldzat). Ezenkiviil, az is lehetséges, hogy ugyanabba az egyedbe
tobszor juttassunk be kivant géneket a gén bejuttatds, tenyésztés és vizudlis szelekcid
lépéseinek ismétlésével olyan vektort hasznalva, melyben a kivant génre vonatkozd
szerkezetet kizar6lagosan megvaltoztatjuk, mig ugyanazt az morfolégiai rendellenességet
indukalé gént hasznaljuk szelektalhato marker génként (8. példa, 29. abra).

Ennek megfelel6en, ha egy ilyen vektort alkalmazunk, melyben a MAI gént hasznaljuk
szelektalhaté marker génként és ugy pozicionaljuk, hogy elvalaszthatatlanul funkcionaljon az
eltavolithaté DNS elemmel, egy csupéan olyan sejtekbél 4llo szovetet nyeriink, mely sejtekben
a kivant gén egyediil marad a kromoszémaéban és megtartja funkci6jat, pusztan gy hogy a
kovetkez0 lépéseket végeziik el: (1) a gén bejuttatas utdn azonnal tenyésztjiik a sejteket és
vizualisan szelektdljuk a morfologiailag rendellenes szovetet, mely a tenyésztés soran jelenik
meg, (2) ezt a morfoldgiailag rendellenes szovetet tovabb tenyésztjiik és vizualisan
szelektdljuk tenyésztés soran megjelend morfoldgiailag normalis szovetet. Ezutan a csupan
ilyen sejtekbdl all6 novény nyerhetd a morfologiailag normalis szovetbdl.

Ezenkiviil, ha egy hely-specifikus rekombindcids rendszerbdl szarmazét hasznalunk
eltavolithaté DNS elemként, mivel ennek kimetszése gyorsan bekdvetkezik és meglehetésen

nagy gyakorisiggal, a morfologiailag rendellenes szovetbdl megjelend morfolégiailag
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normdlis szdvet szintén gyorsan detektalhaté és szamos normalis egyed myerhetd ezekbél jo
hatékonysaggal.
A 3. tablazat azt a hatékonysagot mutatja, mellyel normalis egyedeket nyeriink a
morfologiailag rendellenes szovetbdl ha a transzpozont vagy egy a hely-specifikus
rekombindci6s rendszerbél szarmazot haszndlunk eltavolithato DNS elemként a jelen

talalmany vektoraban.
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3. tablazat

Egy eltavolithaté DNS elem tipusatél fliggé normalis egyed nyerésének kiilonbozo

hatékonysaga
Vektor Eltavolit-hato Az ESP Azon vonalak
DNS elem vonalak szama szama,
melyben
normalis egyed
regeneralddik
3. példa pNPI106 Ac 63 2
(transzpozon) (7 egyed)
5. példa pNPI132 A pSR1 48 7
rendszer RS-ei (10 egyed)
altal tartott
régio (hely
specifikus
rekombinacios
rendszer)

Megjegyzés:
1. Az ESP-t a tenyésztés 2 hdnapja utan szelektaltuk
2. A normalis hajtas a 3. példaban a tenyésztés 4 honapja utan detektalhaté, az
5. példaban a tenyésztés 3 honapja utan.
3. Az egyes fent emlitett normalis egyedek egy GUS gént tartalmaznak a kivant
gén modelljeként.
Az 1. - 5. példdban a hormon mentes koriilmények kozott a transzgenikus sejteket
tartalmazo szoévet proliferalodik, differencialodik és oldalhajtidsokat hoz és a ndvény
regeneralodik. Ez feltehetéen az ipt gén hatdsanak tudhatd be, melyet a transzgenikus sejt

kromoszémadjaba juttatunk be szelektalhato marker génkén. Azaz, ezen gén expresszidja révén

a névényi hormon thltermelddik a sejten belill. Kévetkezésképpen, a termelt névényi hormon
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az ipt gént tartalmazo sejtben nem csupan a sejt olyan szovetté, mint példaul az ESP, valé
differencialddasat befolyasolja, hanem a sejtektdl bizonyos tivolsigra levd szomszédos
szovetekét, mialtal a tenyész tdpkozegben a novényi hormon mesterséges hozzdadasaval elért
allapot jon létre.

A jelen taldlmdny vektordban a MAI gént hasznaljuk szelektdlhaté marker génként.
Ezért ha a gén bejuttatdst a novénybe ezzel a vektorral hajtjuk végre a szévet, melybe a kivant
geént bejuttatjuk, szelektalhaté a gén bejuttatdshoz kezelésnek alavetett sejtek tenyésztésével,
kozonséges tenyész tapkozegben, kozonséges tenyésztési koriilményeket hasznalva barmilyen
kémiai anyag szelekcid céljabol torténd hozzdadasa nélkiil, valamint lehetéség van a kapott
morfolégiailag rendellenes szévetet vizualis azonositasira. Ennek megfelelden, az eljaras
egyszerUsitett és a novényi sejt aktivitisa nem csokken a szelekcio alatt.

Ezenkiviil, egy ilyen MAI gén 6roklédik a ndvényben, vagy baktériummal vald
fertbzés segitségével juttathaté a novénybe, vagy valami hasonlé médon. Emiatt még ha a
MAI gén expresszilédik is a novényi sejtben, melybe bejuttattuk, biztonsdgossaga
meglehetdsen magasnak tekinthetd az emberi szervezetbe vald bejutas soran.

Ezenkiviil, ha MAI génként az ipt gént hasznaljuk, a transzgenikus sejtet tartalmazo
szovet szaporodik €s oldal hajtisokat hoz létre ezen gén milkodésének eredményeként,
lehet6vé téve tovabbi ndvényi hormonok tenyész tapkézeghez valé hozzaadasanak elhagyasat,
amit altalaban kotelezének tartanak a névényi sejtek tenyésztésében a proliferaciéhoz és
differencialodashoz.

Ezenkiviil, ebben a vektorban a szelektathato marker génként hasznalt MAI gént olyan
pozicioban jutattjuk be, hogy elvalaszthatatlanul funkcional az eltavolithatdé DNS elemmel,
mialtal, ha a szelektalhato marker gént eltavolitjuk a DNS-bél, melyben ez a gén létezik és
funkcional, a DNS elem kimetszésén keresztiil egy adott ardnyban a gén novényi sejtbe valé

bejuttatdsa utén és clvesziti sajat funkcidjat. Igy, csupan a vektor olyan pozicidjaban levd
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kivant gén, hogy nem funkciondl az eltavolithato DNS elemmel, marad ugyanabban a DNS-
ben és tartja meg funkcidjanak expresszalasara vald képességét. Ennek megfelelden, ebben a
szerkezetben a vektor a génre vonatkozolag tobbszérds, egy bizonyos novénybe vald
bejuttatast okoz csupan az altal, hogy megvaltoztatjuk a kivant gén bejuttatandé részét a
marker gén és mas gének valtoztatdsa nélkiil. Igy a tobbszorss bejuttatas korlatlan szamban
hajthatd végre.

Ezenkiviil, ebben az esetben szelektilhaté marker génként a MAI gén funkci6jdnak
elvesztése vizudlisan detektdlhaté a transzgenikus szovet morfoldgiai véltozasanak
kdszOnhetden ezen gén bejutattasa kovetkeztében. Ezért, a csupan olyan sejtekbél allé szovet,
melyekben a kivant gén a kromoszémaban marad, és meg6zi funkcidjat biztonsagosan és
konnyen szelektalhat. Ennek eredményeként a gén tobbszords bejuttatisa magas
hatékonysaggal hajthato végre és a csupan ilyen sejtekbsl 4llo transz‘gcnikus novény
nevezetesen, a szelektalhaté marker gén hatasatél, valamint barmilyen egészségre vonatkozd
kockazat - amit a szelektdlhatd marker gén terméke okozna - mentes egyed nyerhetd

keresztezési lépés elvégzése nélkiil.

Megjegyzés
A specifikdcioban felsorolt EGY DEPONALT MIKROORGANIZMUSRA

VONATKOZO JELOLESEK a kévetkezok:

1) FERM BP-5063 . oldal . sor
2) FERM BP-5064 . oldal . sor
3) FERM BP-5065 . oldal . sor

4) FERM BP-5066 . oldal . sor
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Egy tervezett gén n6vénybe vald bejuttatdsara szolgald vektor azzal jellemezve,
hogy a vektor a tervezett gént, és marker génként legalabb egy morfolégiai rendellenességet
indukalé gént tartalmaz, ahol az emlitett morfolégiai rendellenességet indukals gén egy

citokinin szintézises gént jelent.

2. Az 1. igénypont szerinti vektor azzal jellemezve, hogy az emlitett citokinin
szintézises gén egy ipt, izopenteniltranszferdz gén, mely az Agrobacterium tumefaciens T-

DNS-ében talalhatd.

3. Egy kivant gén, egy szelektilhatd marker génnel egyiitt novényi sejtekbe valo
bejuttatasira szolgald vektor azzal jellemezve, hogy ha az emlitett szelektalhato marker gén
egyszer expresszalja funkcidjat a novényi sejtben, akkor eltavozik a DNS-bél, ahol létezik az
eltdvolithaté DNS elem viselkedésének megfelelden és az emlitett szelektalhaté marker gén
funkcidja eltiinik és az emlitett szelektalbaté marker gén expresszidja €s funkcidjanak
eltinése a n6vényi sejtekbol - mely sejtekbe az emlitett szelektalhatd marker gént bejutattuk -

szarmazo sz6vetek morfolégiai véltozasai révén detektalhatdk.

4. Egy kivant gén novénybe valé bejuttatasara szolgald vektor azzal jellemezve, hogy a
vektor az emlitett kivant gént, szelektalhaté marker génként legalabb egy morfolgiai
rendellenességet indukalé gént és egy eltavolithato DNS elemet tartalmaz, az emlitett
morfolégiai rendellenességet indukalé gént ugy pozicionaltuk, hogy egyiitt tavozik az
eltavolithaté DNS elemmel egyiitt és ahol az emlitett kivant gént ugy pozicionaltuk, hogy az

az eltavolithato DNS elemmel egyiitt nem tavozik el.



.o Sy 0840 cw  ebee
L) s 0

v . .
.0 . o 0g oo

60

5. A 4. igénypont szerinti vektor azzal jellemezve, hogy az emlitett morfoldgiai

rendellenességet indukalo gén az eltdvolithatd DNS elemen beliil 1étezik.

6. A 4. igénypont szerinti vektor azzal jellemezve, hogy az emlitett eltavolithato DNS

elem egy transzpbzont jelent.

7. A 4. igénypont szerinti vektor azzal jellemezve, hogy az emlitett eltavolithato DNS

elem egy hely-specifikus rekombinaciés rendszerbdl szarmazik.

8. A 4. igénypont szerinti vektor azzal jellemezve, hogy az emlitett morfologiai
rendellenességet indukalé gént az Agrobacterium nemzetségbe tartozd mikroorganizmusbdl

nyerjik.

9. A 4. igénypont szerinti vektor azzal jellemezve, hogy az emlitett morfoldgiai

rendellenességet indukalé gén egy citokinin szintézises gént jelent.

10. A 9. igénypont szerinti vektor -azzal jellemezve, hogy az emlitett citokinin
szintézises gén egy ipt, izopenteniltranszferdz, gén, mely az Agrobacterium tumefaciens T-

DNS-ében talalhato.

11. A 4. igénypont szerinti vektor azzal jellemezve, hogy az emlitett morfoldgiai

rendellenességet indukalo gén legalabb egy a rol gének koziil szelektalt gént jelent.
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12. A 11. igénypont szerinti vektor azzal jellemezve, hogy az emlitett rol gének a
rolA-t, rolB-t és a rolC-t tartalmazé rol géneket jelentik, melyek az Agrobacterium rhizogenes

T-DNS-€ben talalhatok.

13. Egy szelektalhaté marker gén hatdsatol mentes transzgenikus ndvény eléallitasara
szolgalé modszer azzal jellemezve, hogy, az eljaras a kovetkezd l1épéseket foglalja magéba:

(A) egy vektort bejuttatunk egy novényi sejtbe, ahol az emlitett vektor az emlitett
kivant gént, szelektalhaté marker génként legalabb egy mo?folégiai rendellenességet indukdlo
gént €s egy eltavolithatd DNS elemet tartalmaz, ahol az emlitett morfoldgiai rendellenességet
indukalé gént Ugy pozicionaltuk, hogy egyiitt tdvozik az eltavolithatd DNS elemmel és ahol az
emlitett kivant gént Ugy pozicionaltuk, hogy az az eltivolithat() DNS elemmel nem tavozik,

(B) az (A) lépésben nyert novényi sejtet szaporitjuk, a szaporitds soran megjelend
morfolégiailag rendellenes novényi szovetet detektaljuk, és az emlitett morfoldgiailag
rendellenes szovetet szelektaljuk, és

(C) a (B) Iépésben szelektalt emlitett morfoldgiailag rendellenes szovetet szaporitjuk, a
szaporitids sordn megjelend morfologiailag normalis szdvetet detektdljuk €s az emlitett

morfoldgiailag normalis szovetet szelektaljuk.

14. A 13. igénypont szerinti mdédszer azzal jellemezve, hogy az emlitett morfolégiai

rendellenességet indukéld gén az eltavolithaté DNS elemen beliil 1étezik.

15. A 13. igénypont szerinti modszer azzal jellemezve, hogy az emlitett eltavolithato

DNS elem egy transzpozont jelent.
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16. A 13. igénypont szerinti médszer azzal jellemezve, hogy az emlitett eltavolithatd
DNS elem egy hely-specifikus rekombinaciés rendszerbdl szarmazik.

17. A 13. igénypont szerinti mddszer azzal jellemezve, hogy az emlitett morfologiai
rendellenességet indukalé gént az Agrobacterium nemzetségbe tartozé mikroorganizmusbél

nyerjik.

18. A 13. igénypont szerinti modszer azzal jellemezve, hogy az emlitett morfologiai

rendellenességet indukalé gén egy citokinin szintézises gént jelent.

19. A 18. igénypont szerinti mddszer azzal jellemezve, hogy az emlitett citokinin
szintézises gén egy ipt, izopenteniltranszferaz, gén, mely az Agrobacterium tumefaciens T-

DNS-ében talalhato.

20. A 13. igénypont szerinti modszer azzal jellemezve, hogy az emlitett morfologiai
rendellenességet
indukal6 gén legalabb egy a rol gének koziil szelektalt

gént jelent.

21. A 20. igénypont szerinti mddszer azzal jellemezve, hogy az emlitett rol gének a
rolA-t, rolB-t €s a rolC-t tartalmazo rol géneket jelentik, melyek az Agrobacterium rhizogenes

T-DNS-€ben talalhatok.

22. Legaldbb két kivant gén novénybe vald bejuttatasira szolgald moédszer, azzal

jellemezve, hogy az eljaras a kovetkezd lépések legalabb kétszeri elvégzését foglalja magaba:
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(A) egy novényi sejtbe egy olyan vektort juttatunk be, mely vektor a kivant gént,
szelektalhaté marker génként legalabb egy morfologiai rendellenességet indukalé gént és egy
eltavolithatdt DNS elemet tartalmaz, az emlitett morfoldgiai rendellenességet indukald gént
ugy poziciondltuk, hogy egyiitt tdvozik az eltavolithatdé DNS elemmel és ahol az emlitett
kivant gént ugy pozicionaltuk, hogy az az eltdvolithatdé DNS elemmel nem tavozik el,

(B) az (A) 1épésben nyert novényi sejtet szaporitjuk, a szaporitas soran megjelend
morfologiailag rendellenes ndvényi szovetet detektaljuk, és az emlitett morfoldgiailag
rendellenes szovetet szelektaljuk, €s

(C) a (B) lépésben szelektalt emlitett morfoldgiailag rendellenes szévetet szaporitjuk, a
szaporitds soran megjelend morfolégiailag normalis szovetet detektaljuk és az emlitett

morfoldgiailag normalis szovetet szelektaljuk.

23. A 22. igénypont szerinti modszer azzal jellemezve, hogy az emlitett morfologiai

rendellenességet indukdld gén az eltavolithaté DNS elemen beliil létezik.

24. A 22. igénypont szerinti modszer azzal jellemezve, hogy az emlitett eltavolithato

DNS elem egy transzpozont jelent.

25. A 22. igénypont szerinti médszer azzal jellemezve, hogy az emlitett eltavolithatd

DNS elem egy hely-specifikus rekombinacids rendszerbol szarmazik.

26. A 22. igénypont szerinti mddszer azzal jellemezve, hogy az emlitett morfologiai
rendellenességet indukald gént az Agrobacterium nemzetségbe tartozé mikroorganizmusboél

nyerjik.
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27. A 22. igénypont szerinti médszer azzal jellemezve, hogy az emlitett morfolégiai

rendellenességet indukalé gén egy citokinin szintézises gént jelent.

28. A 27. igénypont szerinti mddszer azzal jellemezve, hogy az emlitett citokinin

szintézises gén egy ipt, izopenteniltranszferaz, gén, mely az Agrobacterium tumefaciens T-

DNS-€ében talalhatd.

29. A 22. igénypont szerinti médszer azzal jellemezve, hogy az emlitett morfolégiai

rendellenességet indukalé gén legalabb egy a rol gének koziil szelektalt gént jelent.

30. A 29. igénypont szerinti modszer azzal jellemezve, hogy az emlitett rol gének a
rolA-t, rolB-t €s a rolC-t tartalmazo rol géneket jelentik, melyek az Agrobacterium rhizogenes

T-DNS-€ben talalhatok.

31. Egy szelektalhatdé marker gén hatdsatol mentes transzgenikus ndvény azzal
jellemezve, hogy egy olyan modszerrel éllitjuk eld, mely modszer a kovetkezd Iépéseket
foglalja magaba:

(A) egy novényi sejtbe egy olyan vektort juttatunk be, mely emlitett vektor a kivant
gént, szelektalhaté marker génként legalabb egy morfologiai rendellenességet indukald gént és
egy eltavolithatd DNS elemet tartalmaz, ahol az emlitett morfologiai rendellenességet
indukélé gént ugy pozicionaltuk, hogy egyiitt tavozik az eltidvolithaté DNS elemmel és ahol az
emlitett kivant gént ugy pozicionaltuk, hogy az az eltdvolithaté DNS elemmel egyiitt nem

tavozik el,
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(B) az (A) lépésben nyert novényi sejtet szaporitjuk, a szaporitds soran megjelend
morfolégiailag rendellenes novényi szovetet detektaljuk, az emlitett morfoldgiailag
rendellenes szovetet szelektaljuk,

(C) a (B) lépésben szelektalt emlitett morfoldgiailag rendellenes szévetet szaporitjuk, a
szaporitds sordn megjelené morfolégiailag normaélis szdvetet detektaljuk és az emlitett
morfoldgiailag normalis szovetet szelektaljuk, és

(D) az emlitett morfoldgiailag normalis szévetet névénnyé regeneraltatjuk.

32. Két vagy tobb kivant gént tartalmazé novény azzal jellemezve, hogy olyan
mddszerrel allitjuk eld, mely modszer a kovetkezd [épéseket foglalja magaba:

(A) egy ndvényi sejtbe egy olyan vektort juttatunk be, mely emlitett vektor a kivant
gént, szelektalhat6 marker génként legalabb egy morfolégiai rendellenességet indukal6 gént és
egy eltavolithato DNS elemet tartalmaz, az emlitett morfologiai rendellenességet indukalo
geént ugy pozicionaltuk, hogy egyiitt tavozik az eltavolithaté DNS elemmel és ahol az emlitett
kivant gént 4gy pozicionaltuk, hogy az eltavolithatd DNS elemmel egylitt nem tavozik el,

(B) az (A) lépésben nyert novényi sejtet szaporitjuk, a szaporitds soran megjelend
morfologiailag rendellenes novényi szovetet detektaljuk, és az emlitett morfoldgiailag
rendellenes szovetet szelektaljuk,

(C) a (B) Iépésben szelektalt emlitett morfologiailag rendellenes szovetet szaporitjuk, a
szaporitds sordn megjelend morfologiailag normélis szovetet detektaljuk és az emlitett
morfolégiailag normalis szovetet szelektaljuk,

(D) az (A) - (C) Iépéseket legalabb egyszer elvégezziik, és

(E) az emlitett morfologiailag normalis szdvetet novénnyé regeneraltatjuk.

ifj. Szentpétefi Adfm
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1. sav: DNS méret marker

A/HindIII-¢X174/HacIII
(a TOYOBO CO., LTD gyartja)
2. sa&v: pNPI132 (kontroll)
3. sa&v: nem fertdzétt egyed
4-6 savok: kanamicin érzékeny egyed
7-8 savok: kanamicin rezisztens egyed

Az ipt gént tartalmazé és az Rs-ek altal tartott régid kimetszésének
detektalasara szolgaldé primerek hasznalata

1. sav: DNS méret marker

A/HindIII-$X174/HacIII
(a TOYOBO CO., LTD gyartja)
2. sav: pBI121 (kontroll)
3. sav: nem fertdzott egyed
4-6 savok: kanamicin érzékeny egyed
7-8 savok: kanamicin rezisztens egyed

o~

C) a eus gén létezésének detektélasdra szolgdld primerek hasznalata

sav: DNS méret marker

2322\ A/HindIII-¢$X174/HacIII

2097 \\ (a TOYOBO CO., LTD gyartja)

= \ sa&v: pNPI132 (kontroll)

]3:3\\\ sav: nem fertdzott egyed

027 AN -6 savok: kanamicin érzékeny egyed
. ~ 8 savok: kanamicin rezisztens egyed

if]. Szentpéteri Adsm
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1. sav: DNS méret marker

A/HindIII-¢X174/HacIII
(a TOYOBO CO., LTD gyartja)
v: pNPI132 (kontroll)
v: pNPI139 (kontroll)
v: pNPI140 (kontroll)
.+ 7. savok: a tObbszérds bejuttatds utdni normalis
hajtasok
-r 3. savok: az ipt gén jelenlétének detektaldsira szolgald
primerek hasznalata

2. sa
4. sa
6. sa
3 5

N

4., 5. savok: az ipt gént tartalmazdé és az Rs-ek altal tartott régié
kimetszésének detektalasara szolgildé primerek
hasznalata

6., 7. savok: a HPT gén létezésének detektalasara szolgald primerek
hasznalata
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