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A talalmany targyat dicamba-herbicidet lebontani képes transzgenikus organizmusok képezik, példaul olyan transzgenikus
névények, amelyek dicambara toleransakka lettek alakitva. A talalmany targyat képezik dicamba-lebonté enzimek is,
valamint dicamba-lebonté enzimeket kédolé DNS-molekulak és DNS-konstrukciok.

A talédlmany targyat képezik tovabba eljarasok gyomndvények elpusztitasara, dicambatolerans transzgenikus névények
termesztésére szolgald szantéfoldon, és eljarasok dicamba eltavolitasara olyan anyagokbdl, amelyek szennyezésként
tartalmazzak azt (bioremediacid). A talalmany targyat képezik tovabba eljarasok transzformansok szelektélasara
dicamba-toleranciara vagy a dicamba-lebontas eredményeként keletkezé 3,6-diklér-szalicilsav fluoreszcenciajanak
detektalasara alapozva.
A talalmany szerinti megoldas alkalmas uj, hatékony névénytermesztési eljarasok kidolgozésara és a kdrnyezet bioldgiai
regeneralasara.
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Eljarasok és anyagok dicamba-lebontd, transzgenikus organizmusek sléalls-

{3sdra

3 képenik, példaut QEy&ﬂ transzgenikus ndvények, amelyek dicambara tolerdnssd lettek alakitva,

A talalmdny thrgyvat képezik dicamba-lebontd enzimek i3, valamint dicamba-lebontd enzimeket
kadold DNS-molekuldk és DINS-konstrukaidk, A taldlmény tdrgyat képesik tovabba eljardsok
gyorendvények elpusziitasara, dicamba-tolerdns transegenibus ndvények termesziésére saol-
&l srdntditidon, és eljardsok dicamba eltdvolitdsdra olvan anyagokbdl, amelyek szemyezés-

10 ként tantalmaszak azt (bloremedideid). A ldlmény tdargyvét képezik tovdbba efjirdsck
transzforméansok srelektaldsdra dicamba-tolerancidra vagy a dicamba-lebontas eredményeként
kaletkezd 3,6-diklor-szalicilzsav Hupreszcenaijioak detektilasira alapozva.

Herbucideket rutinszeriien alkalmeaznak g mezdgazdasagl termelésben. Hatekonysagu-
kat gyakran az alapidn hatdrozrdk meg, bogy milyen mértdkben képesek elpusstitans a haszon-

15 novények termesatésére seolgdld sedotoltldon ndt gyomokat, €8 az értdkestthetd haszonnsd-
vénynek & harbicidre mutatott tolerancidia slapidn. Ha az értekesithetd haseonndvény nem tole-
rans a herbicidre, a herbicid tOnkreiessi az erickesithetd haszonndvény termdképessdgdt vagy
teljesen elpusztitia azt. Ezzel ollontétben, ha a herbicid nem elég erds, 10l sok gyom névekedé-
sét tesed lchetdvé a hasronndvények termesztdsdre szolgdld szantéféldon, amely viszont csik-

20 kentt az érickesithetd haszonndvény terméképességst. Exdrt kivanatos olyan, gazdasigilag ;e*
lentds navények elSallivasa, amelyek herbicidekre tolerdusak. A viz és mezdpazdasip teriletek
kirnyezetl mindségdnek megdvasa céliabal is kivanatos, hogy kifeflessatink herbicidek lebonté-
séra szolgdld technologidkat azokra az esetekre, ha ax véletlentl kidmlik, vagy azokra az ese-
tedore, ha o f8ld vagy a viz virtndl nagyobb mértekben szemnyezddik.

Herbicideket és mas xenofdh vegyiletehet inaktivald enzimeket kédold géneket mar

2
‘M

sokféle prokariota s eukaridta organizmushdl zoldltak. Néhdny esetben czeket a géneket ge-
netikailag manipulaiiak novényekben vald sikeres expresszio celjabdl Ezzel a megkdzelitéssel

olyan ndvémyeket fejlesziettek ki, amelyek herbicidekre toleransak, kozelebbrél 2,4-diklor-

O

fenovi-scetsavra {Willmitzer, Bio/Technology 7, B11-816 (1989}, bromoxynilre [Stalker és

30 mtsal, Science 242, 418-423 (1988}, kereskedaimi nédv: Buotal], ghifordtra [Comal &5 misat.,

Nature 317, 741-744 {1985); kereskedatmi név: Round-Up] ¢s fosafino-triciare {De Block €5

mtsal, EMBO L 6, 2513-2518 (1987}, kereskedelmi név: Bastal.
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A “dicgmba™ {kereskedelnt név: Banvel} herbicidként alkalmazsdk egynyvan és gve-
15, seéles lomblevel gyomolk ¢s néhany fifele-gyom kuirtdsdra, amelyek kukorica, cirok, gabo-
nafdlek kozon, legeldn, kasedlon, szabad logelén, cukorndd, spérga, gvep €5 magert termesz-
teft fi kozott ndnek, azok megielendse =0t vagy wtdn [Mad “Crop Protection Reference”,
18303-1821. oid,, Chemical & Pharmaceutival Fress, Inc, New York, NY, 11 Madas {1995)L

Sajnos a dicamba 10bb, kereskedelmileg fontos haszonndvényt kirosithat {példaul babot, sé-

iababet, gyapotot, borsdt, burgonvét, napraforgdt, paradicsomat, dohényt &s gvimalosfikat),

diszfikat ¢s diszntvényeket, & mas srdles lomblevelit ndvényt, ha érintkezdsbe kergl azokkal
{hivatkozés ugyanott), A dicamba kémiailag stabil, ¢s néha tartdsan 3 karnyezetben maradhat

Dicamba 2 benzoesav-herbicidek aszialyaba tartozik. Feltételezések szerint benzoe-
sav-herticidekre, beleérive dicambiara tolerdns ndvényeket 1-amino-ciklopropan-1-karbonsav
{ACC) szintetdzt kodold antiszense gén, ACC oxidér antiszense gén, ACC deamindz-gén vagy
ezek kombinacidianak ndvénvbe vald bedpitesével iohet elGallitant flasd 2,165,036, sz. kanada
szabadalmi leirds, ktzzétéve 1996, jmus 16} Azonban ebben a szabadalmi leirdsban nincse-
nek bemuotatva olvan kiséletr adatok, amelyek igazolidk e21 a toleranciat.

Ismeretesek dicambdt metabolizald baktérivmok [lasd 5,445 962, sz, USA-beli szaba-
dalmi lefras, Krueger ¢s misai, I Agric. Food Chem. 37, 534-538 (198%9); Cork és Krueger,
Adv. Appl Micrebial, 38, 1-66 {19891} Cork es Khalil, Adv. Appl Microbiol 40, 289-320
{19951 Felidtelerének szerint szen bakidriumokbdl dicarnba metabolizrausiént felelds, specifi-
kus géneket lehet izolalnd, €y dicamba-rezisstens ndvények és mas organizmusok eldaliitasdra

lehet azokat alkalmaznit {lasd ugyanott, Yang &s mitsat, Anal. Brochem. 219, 37-42 (190431

Azonban a jelen talalmany kidolgorzasa el még nem azonositettak vagy izoldltak ilyen géne-
ket

A falslmdny targya izoldlt és logaldbb részlegesen tisatitott dicamba-lebontd O-deme-
tiliz, izoldlt &s lopalibh részlegesen tisziitoft dicamba-lebontd oxigendz, fzoldlt &s legalabh
résziegesen tisztitott dicamba-lebontd ferredoxin, valamint izoldlt és legalabb részlegesen tisz-
titott dicamba~lehontd reduktiz, valamenny! a lentebb definidltak €s leirtak szerint.

A raldlmdny tirgydt képezi olyan tzoldl DNS-molekula is, amely dicamba-lebontd oxi-
gendzt kodols DNS-szekvencidt tantalmaz, olyas izoldlt DNS-melekula, amely dicamba-
fehonid ferredoxint kodolé DINS-szekvencidt tartalmaz €5 olvan izclalt DNS-melekada, amely
dicamba-lehontd reduktizi kédold DNS-seekvencial tartabmaz. A talidmény tdrgyat képest to-
vibld clvan DNR-konstrukeid, amely dicambaclebontd oxigendzt kédold DNS-szekvencidd,

dicamba-lebontd farredoxint kédold DNS-szekvenciat vagy dicamba-lebontd reduktdst kodold
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3
DNS-szelbvenciat tartaimas Ggy, hogy az egyves kodold DNS-szekvencidk expresseids szabaly-
¢ szekvenciakhoz mﬁkfjdékégssen vanmak kaposolva. A taldlmdny targyval képez tovabbg
obyan DNS-konstrakeld, amely dicamba-lebontd oxigenzt kédold DNS-szekvenciat, dicamba-
febontd ferredoxint kodold DINS-szekvencidt és dicamba-lebontd redukigzt kodold DNS-szek-
venciat tartalmaz Ggy, hogy az egyves kodold DINS-szekvencidk expresszids szabdlyed szekven-
ciikhoz mikodobépesen vannak kapesalva,

A telddmidny targydt dpesd tovabbhd a fentebb definiglt barmelvik DNS-konstrukeid,
amely olvan DNS-szekvenciat is tartalmaz, amely 3 dicamba-lebontd enzimetkedt ndvényi sejt
vagy mikroorgantzmus organellumathoz (kloroplasstisehoz ésfvagy mitokondriumboz) képes
célba juttaind.

A taldlmdoy targyat képedd tovabba olyan transzgentkos gazdasejt, amely dicamba-
lebonts oxigendzt kadold DINS, dicamba-febontd ferredoxint kddole DNS< vagy dicamba-
lehontd redukidst kddold DNS-t tartalmaz gy, hogy aw egyes DNS-ek expresszids saabglved
szekvencidkhoz mikodSkepesen vannak kapmoh*a Tovabba, a taldlmany térgvat képest olyan
transzgenikus gazdasejt, amely dicamba-lebontd oxigendzt kodold DINS+t és dicamba-lebontd
ferredoxint kddold DS, dicamba-lebontd reduktdzt kadold DNS-4 vagy dicamba-lebontd
ferredoxint kadold DMt 85 dicamba-lebonté redukiast kddaldé DNS-t tartalmaz Ggy, hogy sz
pgyes DNS-ek expresszits szabalyzd szekvencigkhoz mikéddképesen vannsk kaposolva. A
talalmdny néhdny elbnyés megvaldsitdst médja szerint, & DNY olvan tranzitpeptidet kédeld
DINS-szekvencidt is tartalmazhat, amely 8 dicamba-iebontd enzmfekiet ndveényi sejt vagy nuk-
roovgasizmus organellomathor (Koroplasetisehor év'vagy mitokondriumboz) képes célba jut-
tatni. A transzgentkus gazdaseit lehet ndveényt sejt vagy prokanidta vagy sukanidta mikrovrga-
nizmas.,

A taldlmany targvit képesd egy vagy t0bb, olyan sejtet tartalmazd transzgenikus nd-
vény vagy novényl rész, amely dicamba-lebontd oxigendzt kddolé DNSt, dicamba-lebontd
ferredoxint kodald DNS-t vagy dicamba-lebontd reduktdst kodold DNS- tartalmaz Ggy, bogy
az coves DNS-ek expresszios szabélyzo szekvencidkhoz mitktdSképesen vannak kapesolva. A
talalmany targyat képezi tovabba egy vagy tobb olyan sejtet tartalmazd transzgenikus nbvény
vagy névényi rész, amely dicamba-lebonté oxigendzt kédold DNS-t és dicamba-lebontd
forredoxint kodold DNS-t, dicamba-lebontd reduktdzt kidold DNS-t, vagy dicamba-lebonto
ferredoxint kodald DNS-t é3 dicamba-lebontd redoktdzt kodolo DINS tartalmaz gy, hogy az
egves DINB-gk expresszios szabilyed szebvencidkhor mikodéhépesen vannak kaposolva. A

talalmény bizonyos olényos megvaldsitdst mddjal szerint, a DNS tovibbi olyan tranzitpeptidet
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kadold DNS-szekvencidt tanalmaz, amely u dicamba-lebomt¢ enzimelke} névényt seft
organcilumathor képes célba juttati. A transzgenikus ndvény vagy névinyi rése eluydsen
dicambiéra tolerdns, vagy dicamba-tolosancidjdnak meérieke megndvekedett dicamba-lebontd
enzim{ek) expresszidjinak eredmeényekeént.

A {alalmany targydt képeai elidris is gyomok elpusaztitiséra transzgenthus, dicamba-
tolerins ndvények termesstésére szolgdld széntdfoldon. Az coljardsban akkora mennyiségl
dicambgt alikaimazunk @ ssAntotoldon, amely hatékony gyomok elpussiitdsira.

A talalmény tdrgvat képesik eljdrisok dicambat tartalmazd anyag debontaminglasira. A
taldldny egy eldnyos megvaldsitasi médja szerint, az elidrdshan hatdsos mennyissgl, iranszge-
nikus dicamba-lehontd mikroorganizmust alkalmazunk az anyagon, A taldlmdny egy masik eld-
nyds megvaldsitast modia szerint, az shidrashen hatdsos mennyiségl dicamba~-lebonté -
demetilazt alkalmazonk, vagy hatdsos mennyiségll dicamba-ebomsd oxigenz, dicamba-lebontd
ferredoxin és dicambe-lebontd redukidz kombindcisidt alkalmarauk a2 anyagon,

A taldlmdny térgyar képezi efjdrds transaformalt novényl sejtek &s transzformalt nove-
ek szelekcididra is, szelekaiés markerként dicamba-tolerancidt alkalmazva. A taldlmany egy
elonyds megvaldsitast madia szerint, az sfidrashan egy ndvemyt sejtpopulacidbdl legalibb né-
hany novényi sejtet transzformalunk, gy azok dicambira tolerdnsak, és az eredményill kapott
névényl sejtpopuldciot dcambdt tartalmazd, tonygsatésl taptalajon nbvesaive a dicamba ke~
ceniracitiat vgy vilasztjuk meg, hogy & tra anszformdll ndvényl seitek ndvekedienck ¢s & nem-
transeformalt novényi sojtek ne novekediensk. A talilminy epy mdsk eldnyds megva&é&itési
modja szerint, az efjdrasban dicarbit atkalmazunk clyan novényl populacidban, amelyrdl fel-
térelezetk, hogy tartalmaznak transzformélt novényeket, és ax alkalmazott dicamba mennyise-
gét Ggy vilasztiuk meg, hogy transzformélt novények adveke odjenck, & nen-transsformélt né-
vények novekeddse gitolva legyen.

Végil, o taldlmany tirgydt képeai oljdras transsformalt caxdaseitek, intakt organtzmu-

ok & organizmus-részek seelektildsdra vagy szkrinelésére. Ax eligrasban cléallitnk olyan

v,

gazdaseit-populicidl, intaky organiamusokat vagy organizmus-részeket, amelyekrdl feltdtelez-
#itk, hogy tartabmaznak transeformilt gazdasejteket, ntake organizomusokal vagy Organizins-
részeket, és meghatirozanie 3, 6-dikidr-szalicilsavaak tulgjdontthatd fluorsszoencia jeleniétét

vagy ménékst. A 3, 6-dikldr-szalicisav transeformalt gazdasejtekben, intakt organtewmusokban

orsanizmus-részekben kepzddik a dicamba lebontdsinak eredményekent, de nem kepzo-

pe

YREY <

dik nem-transsformakt gaxdasejtekben, intakt organizmusokban vagy organzmus-részekben.
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A javasolt elelbtrontranseport védata dicaroba O-demetildzre. Blektronseddlitas

=

torienik a NADH-rd! egymas kbvetben redukibepe-re, ferredoxinpr-re &8 azntin oxigenispe-
re. Az oxigén és g dicamba-saubsetrat reakeididt oxigendznye katalizalia, mikoeben 3 S-dikioe-
szaliciisay keletkezik. ox, oxidaly red, redukalt.

2. gbra, Dicamba O-demetilizban ¥vé ferredoxin-komponens levezetett aminosav-
szekvencidinak  Gssechasonlitdsa  forredoxinok  adrenodoxin-csalédiagiainak  aminosav-
szekvencidiaval. Jelolések a 2. dbrany foar di6 = Psendomonas maliophilia DL-6-bS! sedemazd
dicamba O-demetilyz ferredoxin-komponense (S, azonositdssdnd szekvencia), for6 rhoca =
Rhodobacter copsidatashdl szarmazd forredoxin (10, azonositészamd szekvenciay, for caner =
Canlobacter crescenushdl szarmazd ferredoxin {11, azonossitdszan szekvencial, thee rhoer

= Rbodococeus eryihropolishdl szirmazd ferredoxin {12, azonossitészimn spekvencia], putx
peepu = Psendomonas putidabd] szarmazéd ferredoxin (13 azonositdszémi szekvencia), terp
pesp = Pendomonas fafbol szdrmazs ferredoxin (14, azonositdszdmiy szekvencia). A 2. dbrdn
tovahba az 1-3. srdmozas a hakterialis ferredosinek adrencdoxin-csalédianak hrom konzer-
vativ motivamat jei{}}i.
szekvencidgjanak Osszchasonditise FAD-figed piridin-nukdeotid reduktézok csalddiagjainak
aminosav-szekvencigidval, Jelolések a 3. dbrdn vedl dis = P, maliophilic DI-6-b6l szdrmazd
dicamba O-demetitaz reduktdz-komponense (7. azonositészdmi sxekvencia);, red? di6 = P
mattopiilio DI-6-bol szérmazd dicambs O-demetilaz reduktéz-komponense (9. szonositdsza-
wi szekvencia), AJOO2606 = Splingomonas fajbdl szdrmazd reduktdz (15, azonositdszaml
szekvencia); thed thoer = R ervthrapolisbdl ssdrmazd redulidz (16, azonositdszio saekven-
cia); cama psepu = P putidabol ssAvmazéd reduktds (17, azonositdszamt szekvencia); tera
psesp = Pseudomonas fajbdl szrmazd reduktaz (13, azonositoszémt szekvencia). A 3. dbraan

tovabha az 1-5. szamozés a FAD-figed piridin-nuklectid reduktizok Ot konzervatly motive-

mt jelali

Kordbban végzett vizsgalatokban kinmutatték [Cork ds Kreuger, Advan Appl
Microbiol 36, 1-36 $5 Yang § misal, Anal Biochem. 218, 3742 (1994}, hogy &
Prendomonas mafiophilia talaibaktécium DI-6-t0rzse képes megssiintetnd a dicamba herbicid-
aktivitasat egvetion reakeidiépéshen, amelyben & dicamba {‘:‘sg6~d_ikiéﬁ’f“‘,—me{mivbﬁn:mesav} 36~
dikldr-seaticiisavvd {3,6-DOSA)Y alakul. A 3,6-DCSA nem rendelkezik herbicid-akuivitassal
Wimutatték, hogy nem it ki semmilyen kdros hathst névényskre. Tovabba a 3,6*{){ZSA~S

kamyven lebontia & talaihan Kvd normal bakiériumdra.
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A Jefrasban ismertetelt kisérletek igarolifk Yang ée munkatérsat {lsd ugvanot] H-
potézisét, amely szarit Q-demetildz felelds & dicamba 3,6-IDCSAwa alakftésadn P
maltaphific DI-6-térzs alkabmazéss esetdén, &3 kimutantdk, hogy az O-demetilaz egy hdrom
komponensbdi alld enzimrendszer, amely redubidzbd], farredoxinbd] ds oxgenazbdl all. Az 1.
és 3. példaban részletesen letrjuk & £ sulffopfnliabdl szdrmazd O-demetiliz és harom kompo-
nensenek izolalisdt, tartitasat & jullemzésdt. A dicamba O-demetiliz hdrom komponense dltal
katalizalt reakald reakoidvariatat beonstatjuk ax 1. dbrdn. Az 1. dbcdn bemutatoliak szering,
elekironok vindorolnak a NADH-rd! reduktazhal és ferredoxinbol allo rovid slektrontovabbitd
Tancon a terounalis oxigendzig, amely katalizalia a dicamba oxidacioiat 3 6-DUNA eldallitva,

A taldimany olsd oldnyds megvaldsitast madja szerint, a talilmany tdegvét izoldlt és
legalibb résrlegesen tisztitolt, dicamba-lehontd enzimek képerik. A letrAshan gz izoldl” kife-

jexés azt jelentl, hogy aw enzimeket legalabb azokbdl a septekbdl eltdvoliguk, amelyekben ter~

melddiek {azaz abbdl & seitlishtombdl, amely tartalmazza azt). A leivdsban Jlegalébb részlege-

sen tiszrfton” kifelesds axt jelenti, hogy azokat legalabb részlegesen elkilonitiik a sejthizdtum
més komponenseitdl. Elinvosen ax enzimekel elegend$ annyira megtisztitani, hogy ax enzim-
prepardtumok legalabb kortlbeliil 70%-0san homogének legyenck,

A taldldny targvat kilondsen izoldll & logaldbb részlegesen tisatitot dicamba-
febontd O-demetiléz képeai. A leirisban 8, dicamba-lebontéd O-demetilae” kifejezds dicamba-
lebontd oxigendz, dicarmba-lebontd ferredoxin &8 dicamba-lebontd reduktiz kombindcidjat je-
lenti, valamennyit lentebdy definiafjuk.

A talalmany tdrgyat képezs jzoldlt és logalabd részlegesen tisztitott dicamba-lebontd
oxigends is. A leirdsban a , dicamba-lebontéd oxigends” F. maliophifia DI-G-10rshdl tisztiioy
oxigendst jelent, és olyan oxigendzokat, amelyek az emiftett £ maliophificbdl szérmazd oxige-
ndzzal legalabb koritbelti] 65%-ban homolog (&3 eldnvisen azonos), &s elényosebben legalatb
komibeliil 75%-ban homoldg (85 eldnySsen azonos), és eldnyisebben legaldbb kinilbelil
R5%-ban homoldg {(és elSnyésen azonos), sét, még eldnyiscbben legalibb korittbetit! 93%-ban
homolog aminosav-szekvencidval rendelkeanek, valamint amelyek képesek részt venni dicamba
iebontdsdban,  Dicamba-lebontd oxigendeok” kosg tantoznak olyan mutdns oxigendeok, ame-
tyek P maltophifichd! szérmazd oxigendz sminosav-szekvenciijaval rendelkezaek, amelyekben
P mabiophitiobdl szarmazd oxigendz seekvencidgidhor képest egy vagy 16bb aminosav hozzé-
adésa, deléciGia vagy szubszliticiom  tortént liven oxigendzok lehetuek az oxigendz
enzimatikusan aktly fragmensel, valamint olvan oxigendzok, amelysk P maftophifiabdl szér-

mazd oxigendzzal egy adott mértékben homoldgok vagy azonosak, Dicamba-lebontd oxige-
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ndzok aktivitdsdt az 1 &8 3. példaban lefrtak szennt lehet meghatdrozm.

A taldlmany tirgyat képeri tovabby izolalt és legalibb résxlogesen tsstitott dicamba-
lebontd ferredoxin, A leirisban g dicamba-lebontd ferredoxin” P maltophific DH-G-18rasbél
fesztitott ferredoxing jelent, & Qﬁiyaﬁ ferredoxinokat, amelvek az emitett £ moltopdiliabdl
ssarmazsd ferredoxinnal legalabb korthelil 65%-ban homoldg (€5 eldnydsen azonos), & eld-
nyésehben jegalébb koridbelll 78%-ban homolog {£s elnyisen azonos), & eldnyisebben leo-
galabb kornlbehd 85%-ban homoldg (s elbuydsen azonos), sbt, g eldnviscbben legaldbb
korithelii! 95%-ban homoldg aninosav-szekvencigval rendelkeznek, valamint amelyek képesek
részt verny dicamba lebontdsdban. | Dicamba-lebonto ferredoxinok” kiwe tartornak olyan mu-
tany ferredoxinek, amelyek P maltophifiabal szdrmaed forredoxin aminosav-szekvencigiaval
rendelernek, de amelvekben a P, maltophiliohdl szdrmazd ferredoxin szekvencidgiahoz képest
agy vagy tobl aminosav hozzdadisa, deléetjs vagy szubsztittoida tortént. Uyen ferredoxinck
ieheinek a ferredoxin enzimatikusan alatlv fragmensed, valamint olyan ferredoxinek, amelyek P
malophifiobdl szdrmazd oxgendzzal egy adoll mérickben homolégok vagy azonosak.
Dicamba-lebontd ferredoxinek aktivitdsdt ax 1 &5 3. példiban leirtak seerint lehet meghatéroz-
.

Végal, a talabminy targyat képezi woldlt és legalahd résziegesen Hsutitolt dicamba~
fehontd reduktiz. A leirishan g, dicamba-lebontd redukids” P maltophilic DI-6-t6r2sbdl tise-
titoit reduktdat jelent, és olvan reduktizokat, smelyek az emiftett £ madiophilichdl szarmazd
redulctazzal legaldbb kortibelil 65%-ban homoldg {¢s eldnvisen azonos), €s eldnydsebben le-
galabb karulbelil 75%-ban homoldg (& cldnydsen azonos), €5 eldnyOscbben legalabb koril
beltl §5%-ban homoldg (8s eldnydsen azones), 8, méy eldnyisebben legpalabb koniltbelil
45%-ban homoldy anunosgv-szekvenciival rendelkeznek, valamint amelyek képesek résat ven-
nt dicamba lebontésdban. | Dicamba-lebonté reduktdzok” kdzé tartoznak olyen nwtans
redektazok, amelyek P maliophifichdl ssdrmazd reduktéz aminosav-szekvencidjdval rendel
keaek, de amelvekben a P owaliopliliochdl szérmazd redukitz szekvencidjdhor képest egy
vagy tibb aminosay hoszdadase, delécioiz vagy szubszintiicidia tirtént. Hyen reduktdzok lehet-

nek a reduktidz enzimatikusan altlv fragmensed, valamint olyan reduktazok, amebek P

Dicamba-lebontd reduktazok aktivitgsdt ax 1. éx 3. pélitdban leirtak szering fehet n'}eghsﬁtémmi.
Amnosav-szekvencizhomologia  méridékene ohatarosasars szolgald midseerek
A k homolag irigkenek meghetérozasara szolgdld mdadsesrek
szakember szamédra lsmertek Peéldael Genstics Computing  Group {GOG)  ssoftver-

somagiimak PASTA-programist (University of Wisconsin, Madison, Wi} lebet alkalmazn
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killgnbozd fehérje-adatbazisokbol, példanl Swiss Protern Database”~bol szdmmazs szekven-
cidk Oeszehasoniitasira,

A taldimany szerinti dicamba-lebontd enzimeket az 1. & 3. példdban lefriak szernt de-
fet zolalnt és tisztitant P mafiophiliabol vagy was organizemusokbdl Alkalmas, més organize
musok fehetnek péidaut P swliophilic DE-G-tdrzstdl kilonbdzd baktdriumok, Szdmos dlven
habtérinmidrzs ismeretes, példaut sok tmlatbakiérinm, velamint ddesvizi bakitérium, fasd peldant
5,445 462 sz, USA-belt szabadalmt leiras; Krueger és mitsal, J. Agric. Food Chem. 37, 534~
33% (1989} Cork és Krueger, Adv. Appl Microbiol. 38, 1-66 {1991} Cork és Khalil, Adv.
ametyek dicamba-t haszndlnak seéoforrdsként) talathardk sok balttérium-nemzetségben, példiul
Pseudomonas, Sphingomonas, Aeromonas, Santhomonas, Alcaligenis és Moraxella. Mas,
dicamba-lebontd baktériumtoraacket ezekher a t6rzsekhez hasonldan, seakember &tal smert
médszerekkel lehet izolalni,

A taldbumdny szerintl dicamba-lebomté enzimeket azonban eldnydsen rekombindns
DINS-technikak (lasd fontebb) alkalmazisaval allijuk el6. Kaldndsen mutans enzimeket allitunk
218 flven madon, amelyek P maltophilicbd! szdrmand snzim olyan aminosav-szelvencigjaval
rendelkeznek, amelyben a £ malfophifiabd! sedrmazd enzim szekvencidjdhoz képest egy vagy
tobb aminosav hozzdadasa, deléoiin vagy szubsziiticidia tértént, példaul oligonukieotid-
irdnyitott mutagenezis, linkerpdszided  mutagenezis, polimerdz  lancreakeidt alkalmazd
mutagenezis és hasontok afkalmazdsdval Lisd Ausubel és munkatirsai (szerk), ,Current
Protocels In Molecular Biology” (Wiley Interscience, 1990), és McPherson {szerk ), , Directed
Mutagenesis, A Practical Appreach” {IRL Presg, 1991},

A taldimany egy mdsodik eldnyos megvalosithsd média srerint, o wldlmany targyst ke~
pezik a taldlmény szerinti dicamba-lebontd enzimeket kodold, izolalt DNS-molekuldk. A le-
frashan az izolalt” kiftjezds azt jelenti, hogy a DNS-molekulat eltdvolitottuk természates kor-
nyezetébél, vagy nem természetesen elfiforduld DNS-melekula, Hyen DNS-molekuldk eldali-
tésdra szolpald médszerek szakember szimdra fsmertek. Lasd példiul Mandatis és munkatbrsa,
Molecular Cloning: A Laboratory Marual™, Cold Spring Harbor, NY (1982}, Sambrook €s
munkatdrsal, Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor, NY {1989},

A taldlmany szerinti DNS-molekulik lehetnek példaul izoldlt cDNS-ek vagy genony
clénok, és lehetoek RNS-molekaldk. P maffophilio DI-6-10rzsbd! szérmazd, dicamba-lebontd
enzimeket kddold kidnok azovositdsdt €3 izoldldsat a 2. &3 4-3. példaban irjuk le. Dicambe-

lehonts enzimeket kadold tovabbi kldnokat hasonld mbdsrerskkel lehet eldaliitant. Az xoldht
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kldnokat vagy azok részeit probakeént lebet alkalmazni tovabbi Ménok azonositasira és woldlé-
séra olyan organizmusokbol, amelyek eltdraek azoktdl a organizmusoktdl, amelyskbdt az ere-

detileg tzoldlt kldnok szévmastak. Alkalmas prganizmusok lehetnek dicamba-lebontd baktdri-
umok. A fentebl leirtak szerint, £ mafiophitic DI-6-torzson kivil szdmos bakeériumtdras is-
merstes, amely képes dicambat lebontant. Lasd peldaul 5,445,962, sz USA-beli szabadalmi le-
iras; Krueger ¢x misai, J. Agric. Food Chem. 37, 534- 538 {1989, Cork & Krueger, Ady.
Appl Microbiol. 38, 1-66 (1991); Cork és Khalil, Adv. Appl. Microblol. 40, 289320 {1995},
A taldhmany szerinti DNS-molekulakat kémiailag is lehet szinte etizAlnd az fzolalt kidnok
erelvenciainak felhasznalisival. Tyven technikdk szakember szimara tsmertek. DNS-saekven-
cigkat peldanl  foszfoaridit-kémial  eljacissal  lehet szintetizalnd  automatizalt  DNS-
srintetizatorhan, A kémial szintézisnek szdmos elbnye van A kémial srintézis kiléndsen azért
Kivanatos, mert a gazdaszervezet {amelyben a DNS-szekvenciat expresszafjuk) alal eldnyben
cészesitett kodonokat fehet alkalmazni az expresszio optimalizilésira. Nem seitkséges mmden
kidont megvilioziatni ahhoz, hogy javitolt expresszict kaphunk, de elonydsen legalgbb a gaz-
daszervezetben ritkin haszndlt kddonokat megviéltaztatjuk a gazdaszervezet alial elényben vé-
szesitert kodonokra, Nagymértékd expresszidhoz juthatunk, ha a kddonok legalabb konulbelit
S0%-at, legeldnyosehhen legaldbb konifhelil 80%-at megvéltoziativk a gazdaszervezet dltal
elényben részesitett kodonokra, Sok gazdaszervezst kddonpreferencidgja ismert. Lasd példaul
SMaximizing Gene Expression”, 223-85, ald. {Reonikoff & Gold, szerk., 1988), PCT WO
731115 sz s POT WO 97/11086. sn nemzetkdz kazzéretel fratok, EP 546643 EP

o
553494, sz. eurdpal ki zététel ratok & 3089052 5___563&862., 5,567 600, 5,552,289 &s
5.017.692. sz USA-beli szabadalmi lelrdsok. Maés gawd eitek kadonpreferencidjit szakember

sital lsmert médszerskkel lehet levezetnl, Keénal seintdris slkalmazasaval a DNS-molekula

Vagy dtala kodolt fehérie szekvencijat is konoyen meg lebet valtoztaini, peldaul ax
expresszid optimalizalass off abal (példaul mBNS szekunder struktira eliminalasa céliabdd,

amely hatdssal van a transrkripoidra vagy transzlaciara), egvedi resteikeids helyek kedvezd he-
yekre vald bevitelo oéiabdl, protede-hasiichelyek deletalasy odliabdl stb.

A taldlmany egy hanmadik eldnyas megvaldsitdst modja szerint, a tolalmdny targyét
képesik dicamba-lebontd enzimet kodold DING-t expresszios szabdlyzd szekvenciakhoz kap-
csolva tartalmazd, vagy t6bb olyan kodold DNS-szekvencidt tar talniasd DNS-konstrukeid,
amelyek dicamba-lebontd enzimet kodalnak, és az egves DNS-szekvencidk mikodbképesen
vanngk kaposelva expresszids szabalyrd szekvencidkhoz, A lefrdsban a ,f,:D?NS*}§§3§?$‘§F‘tik(}i(§i€“

olyan mesterségesen elédlitott (nem természeisen eldiorduld) DINS-molekuddkat jelentenck,
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amelyek DNS gazdaseitekbe vald bevitelére alkalmasak, €s a kifejezdsen értiink kunéragéneket,
expresszios kazettdkat és vekiorokat,
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A lelrashan nikdSdoképesen K kifejerés DNS-szekvencidk kaposolatary utal
{példaut a szekvencidk sorrendpére, a szekvenciak orientdcididrs &x a kilonbozd szelovencidk
oottt viszonvlagos tavolsigra) oly mddon, hogy & kddelt Rhéngk expresszalddesk.
Expresszids seabdlyed szekvencidk és kidold szekvencidk mitkdddképes dsszekaposolasira
szolgdld elidrasok svakomber szédmidra 0! ismertek. Lésd példanl Mantatie €8 munkatarsa,
Molecular Cloning: A Laboratory Mamual”, Cold Spring Harbor, NY {1982); Sambrook és
munkatdrsas, Motecular Cloning: A Laboratory Manual”™, Cold Spring Harbor, NY {1988}

Expresszios szabalyzd szekvenciak”™ olyan DNS-szekvencifk, amelyek bérmilyen
modon részt veszask prokaridiak és aukaridtak transzknpeidjinak vagy transzlacicianak sza-
balvzasaban, Alkalmas expresseids szabélysd szekvencidk, valamint elballitasukra és alkalma-
zasukra szolghld elifrasok sxakember altal jo ismertek.

Az expresszids szabdlved szekvencidk mindenképpen tartalmaznak promdtert. A
promater lehet barmilyen DNS-seekvencia, amely transzhripoiés akiivitast mutat 3 kivalasatott
gazdusejtben vagy pazdaszervezetben. A promdter lebet indukdihatd vagy konstitutiv. Lehet
természetesen oidforduld, dlthat hilonbozd természetesen eldfordulé promoterek részahd]
vagy lehet részlegesen vagy ieljesen santetthus. Promdterek tervezéséhes nydit segitséget &
prométerszerkezet vizsgalata, példaul Hadey €s Reynolds dltal, Nucleic Acids Res. 15, 2343~
61 (1987). A promdter transzkripaidy start-helyvhez vald viszonylagos helyzetét is lehet opti-
malizalni [lasd példdul Roberts &5 mtsai,, Proc. Natl, Acad. Sci. USA 76, 760-4 (1879} Szak-
ember szémara prokarictakban és enkanidtikban alkalmazkatd sok promdter smeretes.

Novényekben alkalmazhatd koustititiv prométerek Jebetnek példdull névényi vinu-
sokbdl szdrmazd promdterek, példaul karfiolmozaik-virusbdl szirmazd 338-promdter [Odell
és mitsal, Nature 313, 810-812 {108%)], Ridi mogyordban eldforduld kordzises ostkokat oko-
76 caulimovirushdl szirmazd, teljes hosszisdglh transakriptum-promdter dupla enbanseer-
dosadnnel [Maiti $s Shepherd, BRRC 244, 440-444 (19983], Chlorella-virushdt szérmazd
metiltranszforiz-gének promaterel {5,563 328, sz, USA-belt szabadalmi leirds) ¢ Sorafidaria-
mozaikvirnshol szarmazd, telies hosszdsigh transekripeids promoéter (5,378,019, sa. USA-belt
srabadalmi lefrds); olvan pénekbdl szérmazd promdtorek, mimt rizshdl szérroazd aktn
[MoEBlroy és misat, Plant Cell 2, 163-171 (1990}, ubikitin {Christensen &s mitsar, Plant Mol
Biol 12, 619832 {1989 és Chrigtensen &s misai, Plant Mol Biol 18, 675.68% (19523},

oEMU [Last ¢s misal, Theor. Appl. Gewet. 81, 581588 {1991}, MAS [Vehen &s nsa,
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EMBO J. 3, 27232730 (19843, kukonedbdl ssdrmazd Hi3-luszton {Lepitit €8 mitsal., Mol
Gen, Genet. 231, 276-383 {1991} es Aranassova és misat, Plant Jownal 2 €3), 291.300
{1992)], Hrassico nopushdl szirmazd ALS3 (WO 97/41228. sz, nemetkoni kézzétérell frat);
éx kiloobded Agrobacierivm-géoekbdl ssdrmazd promdterek {(lasd 4,771,002, §5,102.796
5,182,200 8¢ 5,438,147 sx. USA-belt sxabadalmi lefrdsok}).

Mwényekben alkalmazhatd mdukilhatéd promdélerck lehetneke av ACE-rendszerbéd
szarmazd promoter, amely réare ad vélaszt [Mett S5 mtsar, PNAS 90, 45674571 {19933, ku-
koricabd! szarmard In2-gén promdctere, amely benzol-szulfonamid-herbicidre, safeners-re ad
valaszt [Hershey &s wisar, Mol Gen. Geneties 227, 229237 (1991} ¢&s Gatz €5 wmisar, Mol

Gen Oenetics 243, 32-38 {1994)] & Tni(-bdl szdrmazd Tet-represszor promdtere {Gaiz és

mitasat, Mol Gen, Genet. 227, 228-237 {19913} Kilontsen clényds indukdlbatd prombter no-
véryekben vald alkabmazdsra az a promdter, amely olvan indukald dgensre ad valasat, amelyre
névények normalisan nem adnak valaszt. Hyen tipust indukdthatd promdter peldiud ssteroid-
hormon  génighdl  szémmpzd  indukdthatd promdter, amelysek  tramsekripoids  aktvitdsa
giz‘ikekfmiks}sziemid hormonnal indukdthatd {Schena és mitsat, Proo. Natl Acad, Sa. USA
332104, srdomd eurépai. kdzzététell irathan, POT WO 83721334 ¢8 POT WO 97/06208. szami
nemzethdz kizzétdteli iratokban,

Baktériumokban alkalmazhatd prométerek peldanl Buaoifus sfearothermophibobdl
szarmazd maltogén amildz-pén promdtere, Hacilluy ficheniformisbdl sedrmazd alle-amildz-gén

promotere, Bacilius amnvloliguefaciensbél szdrmoazd BAN anulds-gén prométere, Bacillus

subrilishdl szdrmazd  alkalibus  protedz-gén  omdters, Sacillus  pumilebdl  szarmazd

aytoziddz-gén promdtere, lambda-fig Py 8 Py promdterst € Sscherichin colibdl szdrmazd
lac-, trp~ &8 tac-promoterek, Lasd BCT WO 96/23898, &5 PCT WO 742320, szdmd nemzet-
ket kozeétdtel wratokat.

Eleszid-gazdasejtekben alkalmaxhats promoterek példanl desarderedetlt ghkolitius
gének promdtersi, atkohel dehidrogendx gének promdterst, TPH-promdter é8 ADHZ-4¢-
promdter. Lasd POT WO 96/23898, szédm nerozetkii kfzadtdielt ratol,

Fonalgs gombikban alkalmszhatd prométerek pldaul ADHZ-prométer, tpid-
promdter, Adspergifius orvaeebdl sphvmazd TAKA amilézt kidold gének  prowmdtersy
Rivzomucor miekeibdl szirmard axzpartat-proteds promodtere, dspergilfus migerb8l szdrmazd
neutralis alfa~-amilie promdtece, 4. migerb8l szdnmazd stabil alfs-amilde promdtere, 4. wigerbl

vagy Jspergiilus owamorhd! srirmazd glitkcamildz promedtare, R mivheibdl szérmwaed lipéz
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promotere, A orpzaehdl szirmazd alkalibus proteds promdtere, 4. oryeoebd! ssdrmazd

tridzfosefit teomerdz promQtere és dspergilius nidilansbdl seirmazd acetamidiz promdiere.

(-9

Lasd POT WO 96/23898. sedmi nemesthd 2 kpzzétételi irato
Fmids sejtekben alkalmazhatd promoterek példaul az SV4AQ-promoter, metallotionetn-
gén promdéiere, ragosalobdt szarmazd emidtumor-virushdl szdrmazé promoter, Rous-sxarkoma
virushd! szarmazd prom&uer s adenovires-2-b&l swarmead, 1, kését promdter. Lasd PCT WO
DE/23BOR. &5 POT WO 97/42320. srdmi nemzetkdsl kdzzétételi iratokat.
Rovarsejtekben  alkalmazhatd pmméi‘erek példaul  pobiheddn-promdter, PId-
promdter, dutographa californicabdl axé polihedrozis-virus bastus fehésje promdteres,

baculovirusbel ssdrmazd, azoonall koval gén-1 promdtere €s baculovirushd! szédrmazd, 39K-

jel késleltetett korai gén prométers Lasd PUT W {3 96/23808. swanm) nomsetként kbzzdidiel

ratot.

Végill, mas promdterek részeibdl folépitett promotereket, ée résclegesan vagy teljesen
szintetikus promdtereket is lehet alkelmaznt [laed példan! Ni ¢és misar, Plant I 7, 661676
{1995} &5 PCT WO 95/14098. szdmb nemeethdnl kbzzététell iratot, amelyekben ziyen noveé-
nyekben alkalmazhatd promodtershet imak lel.

A promdter tartalmazhat epy vagy t6bh enhanszerelemet, vagy ugy lehet mddositva,
hogy sgy vagy tobh enhanseerslemet tartalmaz. A promoter eldnydsen t0bb enbansserelemet
tartalmaz. Enhanszerelemeket tartalmazd prom&ierek nagyobb méridkd wansskripeiot bstost-
tanak olyan promdterskhez képest, amelysk nem tartalmazzak azokat. Novényekben alkalmaz-
haté  enhanszerslemek  példasl  karfiolmozaik-vimsbé!  széemazd  358-enbanszerelem
(5,106,739, és 5,164,316, szimb USA-heli szabadalmi lefrdsok) és Serofulwria-mozaikvinushol
seirmazd enhanszerelem {Maiti és mtsat, Transgenic Res. &, 143-138 (1997)]. Mas sgjtekben
alkalmazhatd enhanszerelemek is ismoretesek. Lasd PCT WO 96/23R98. szamd nemzetkin
kizzétételi iratot, &s “Enhancers And Bukaryotic Expression™ {(Cold Spring Harbor Press, Cold
Rpring Harbor, NY, 1983},

Hatékony expressaidy oflidbdl a kodeld seekvencidt eldoybsen 3'-végh pem-
transelléde szekvencidhoz is kaposoliuk mitkaddképesen. A 3'-végl vem-transalalodd srele-
vencia transzkripeiés €s/vagy transzlécids termindciés szekvenciikat tartalmaz. 3'-wégh nem-
ranszilédd régickhoz bakterialis, novényt vagy mis eukaridta sejtek génjeinek szegélyead ré-
gioibal juthatunk, Prokariotékban vald stkalmazdsra a 3'-végi nem-transzlalodd régio transzk-
ripeids termindeios szekvencidt tartalmaz. Novéayekben és més eukaridtikban vald alkalma-

sisra a 3 -véel nem-tranazlalods régld transzkeipoids ternunacidn szekvenciat és pohadenililas

=
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szekvencidt tartalmaz. Novényebben alkalmaziate 3-vég nem-transzlilods szekvencizk pél-

daud karflolmozaik-virusbdl szhrmasd 35S-génbdl, fazeohn {'magi taﬁa‘iékt&panyag&‘ahérja}

géniebdd, borsdbd! szarmazd, ribulcz-bifosetit karboxildz kis glegységének EV-gérgpéhdl, szdja-
babbdl szdrmazd, 78 tartalékiapanyag-feherje pénsjeibdl, Okmpm« sitetaz-génbd! &s nopalin

szintetaz-genbd! szirmaxd szekvencidk,
Novényekben és mas eukaridtikban vyt nem-transzldlddo seekvencidkat is atkal-
mazank. Az 5-végl nemeiranszlalodd ssekvencis az @ mRNS-rész, amely az 5 -végt CAP-

helytd! a transzlicids indoihcids kodonig terjed. Bz a mRNS-régié a transzlicids intctacidhoz

szitkséges eukariGtakban, &5 sverepet jitsvik a génexpresszit szabdlvzasdban. Novenyekben al-

kalmazhatd S'-végl nem-transelalddo régick példdul lucerna-roozatkvirushdl, uborkamozaik-

virushSt szarmazd burckfehérje génidhdl ds dohdnymozatk-virushdl szdrmaznak.

A fentebb emiitettek s;f.erim'i, a DNS-konstrukeid lehet vektor, A veltor tartalmazhat
gy vagy 19bb olvan replikdcids vendszert, amely lehetdve teszl annak repliledeidiat pazdasei-
tekben, Onreplikacidra képes vektorok lehetnek plazmidek, kozmidok és virusvektorok. Mas
csethen g vektor lehet integralodd veltor, amely lehetdvd teszi, hogy a taldbmdny szennti
divamba-lebomd enzimet k&dold szekvencia ntegralidijon a pazdassit kromosedmaiaba. Kiva-
natos, hogy a vektor egyedi restrikeids helyekke! rendeikerzék a DNS-szelovenciy mnszertalasa
céligbol. Ha a velitor nem rendetkertk egvedi restrikeios helyekkel, midositant lehet azt rest-
rikeios helyek bevitele vagy elimindlasa céfiabdl, amely méy alkalmasabbé tesad azt & tovabbi
maniputacickhoz.

A talalmdny szerintl DNS-konstrukcidkat kilonbdzd gazdaseitek transeformalisirg
lehet alkalmaznt (Jasd lentebb). Genetikal markert (“szelektalhatd markent™) kell alkalmaznt
transeformalt gardaseitek seclektalasa céljabol. A szelektalhatd markerek tipikusan lehetévé
feseik @ transzformdll sefiek kinyerdsét nepatty szelekcitval {azaz olvan sejtek ndvekedésdnek
gatiasaval, amelvek nem tartalmaznak seelektdlhatd markert) vagy a szelektalhaté marker altal
kddolt terradkre vald szhrineléssel.

A legelieriedtebben alkalmazott szelektdlhatd markergén ndvénytranssformacio esetéyn
Ta%-b zolalt, neomicin fosrforranseferds-X {optll} génje, amelyet ha ndvényt ssabalyzd
seigndlok verdrelnek, kanamicin-rezisstenciat hatdroz meg {Fraley ¢s mtsat, Froe, Natl, Acad,
Sci URA 80, 4803 {1983)] Hgy mastk eltepiodion alkalmazott szelektdlhatd markergén a
higromicin foszfotranszferaz gé{gie, amely higromicin~antibiotikumra hatéroz meg rexsalenciat

[Vanden-Elzen és nusal, Plant Mol Biol 3, 299 (198531

Tovdsbi, antibotikum-rexisziencidt meghativozd, bakteridls eredetl szelekigthato
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markergéoek példdul gentamicin soetitransaferdz, sreptomicin foszfotransaferds, aminoghti-
kozid ¥ -adeniltranssferaz és bleomicin rexisztencia-determindns {Hayfmd g8 mitsar, Plamt
Physiol. §6, 1218 {1988} Jones ¢s misal, Mol Gen Genet. 218, 86 (1987); Svab ¢s misai.,
Plant Mof. Biol. 14 197 {1960}, Hille &5 misai, Plant Mol Biol 7, 171 (198a)], Mas, szelek-

vithatd markergsnek herbicidrerisziencidt hatdroznak meg, pelddul glifozat, glofozimdt vagy
bromoxynil ellen {Comal & misal, Natare 317, 741-744 (1985); Gordon-Kamay €s misal,
Plant Cell 2, 603818 (1990) és Stalker és misai., Science 242, 419-423 (1988},

Novényiranszformacidra  szolgald, nem bakteriilis eredetl, més seelektdlhatd
markergének i3 ismeretesek. Hyen gének példiul egérbd! searmazd dibidrofoldt reduktde, no-
vényi S-enol-piravii-sikimat-3-foszfit szintetdz &s ndvényl acetol laktat ssintetdaz {Eichholtz s
misai. Somatic Cell Mol Genet. 13, 67 (1987 Shah és misai, Science 233, 478 (1986
Charest &s misat., Plant Cell Rep. &, 643 (19904,

Feltételezhetden transzformalt sejtek sekrinelésérs sltalénosan alkalmazott gének pél-
daul B-glitkoronidas (GUSY, B-galakioaiddz, luciferdz ¢s koramfenikol acetiltransferiz génje
[Jefforson, R A, Plant Mol Biol Rep. §, 387 (1987 Teeri és misat, EMBO §§, 343
{1989); Koncs €5 musal, Proc. Nath Acad, 5o USA 84, I3 1 {1987}, De Block és misat,
EMBO 3, 1881 {19843, z0id fluoreszcens fehérje {(GFP) génje [Chalfie & misai, Scisnce
263, 802 {1594); Haselhoff és misal, TIG 11, 328-319 {1995} &3 PCT WO OT/41228 sadmaiy
nemzetkaz kizrététel irat]. Viszonylag ritka transzformicids események azonositisdra szol-
gald mésik megkozelitéshen olyan gént alkalmazunk, amely Few mavsban amtocianin-
pigpenticios folyamatsor domindns konstitutiv szabdlyzdjat tartalmazza [Ludwig $s misat,
Science 247, 449 {1980)]

Prokariotikban és enkaridtikban alkalmazhaid, névényekben albalmazottaktdl eltér§,

e 303

alicalmay szelektalhatd markerek szintén j6l ismertek. Lasd péidand PCT WO 96/23898 & PCT
WO 9742320, sz nemzetkdz kosmdtétell iratokat. Példaul  amtibiotikumerexiszienciit
{ampicillinre, kanamiciwre, tetracikhinre, kKioramfenikolra, necmicinre vagy higrontcinre} alkal-
mazhatunk sselekidihatd markerként.

A talélmany szerinti megoldds masik vonatkozfsa szerint dicamba-tolerancidt slkal-
marhatunk szelekiathatd markerként novényekee vagy ndvényt seftekre. A | tolerancia” azt je-
Jentl, hogy transzformalt ndvényl seitek képesek novekednd, he akkora mennyvisép dicambdt
tartalmast tenvéentd tiptalgira helyeszik azokat, amely megakadélyouza nem-transeformalt
seitek néivekedeését. A tolerancig” axt i jelentt, hogy transeformalt novinyek képesek néve-

kedm az kovetden is, hogy akkora mennyiaegi dicambaval kezeliik szokat, amely nem-
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transeformalt névénvek ndvekedéser gatolia

Transzformalt ndvény sejtek seelekcididre szolgdld elidrisok srakember szémara 6!
ismertek. Riwiden deszefoglabva, nivényi seftek populicidpiban (példdud egy explantitumban
vagy embriondlis ssuszpenzids tenveszethen) legaldbb néhdny ndvényt sejtet transzformalunk
dicamba lebomtasdt leherdve tevd DNS-konstrukeidval vagy DNS-konstrabcidk kombindoidia~
val. Az eredményi! kapott ndvényt seitpopulicidt olvan tenyéxetd taptalajra belyezaitk, amely-
ben gy vélaszijuk meg a8 dicamba koncentricidial, hogy a transzformall névényi sejtek ndve-
kediensh, mig g nem-transzformall nédvényt setek ne névekedjensk. A megfeleld dicamba-
koncentraciokat empirikusan hatdrozzuk meg szakember dhal ismert mddon.

Trasseformall novénvek swelekcidiara szolpals madszerek srvakember spdméra 0 is-
mertek. Réviden dsszefoglabva, dicambaval kersliok egy olvan ndvénypopuldaidt, amelyrdl
feltételerziik, hogy 2 dicambs lebontdsht lehetdvé tevd, DNS-konstrukoidt vagy DNS-
kounstrukcidk kombindcididt tartalmazza, A dicambs mennyisdedt Ggy valasstjuk meg, hogy g
transzformalt ndvényd seitek ndvekediensk, és 3 nem-transeformalt ndvényi seitek novekeddss
gatolva legven, Az infubicid mertéke elegendd kell, hogy legven arra, hogy a transzformdlt &s a
nem-transaformalt ndvénvek konnyen megktidubdztethetdk legvenek egymiastdl {(azax az
inhibictonak statisetibusan szignifikdosnak kell lennie} Hyen mennyisdgeket empirikusan lehet

meghataroent szakember &ltal ismert mddon.

Tovabba, 3,6-DCSA képaddését, nunt a dicarnba lgbontasanak eredménydt lehet fel-

aszndlni szelekeidra és szkrineléare. 3,6-DUSA képaédése kdnnven mephatdrozhatd ezen ve-

gyvulet fluoreszoencifjanak megligyelesével, amely transaformall gasdasejtek, intakt organiz-

musok €3 organizimas-részek {peldaul mikroorganizmusok, ndvénysk, ndvényi részek €8 ndveé-
nyi seitek) szelekcidjat ée sekeinelését teant lehetévd. Ebben a vonatkozashan 2 taldimdény sze-
rintt megoldas lehetévé tesel ranseformalt gavdaseptek, ntakt orgamizmusok €8 orgamenmus-
réunrelk swelekoididt és selrinelését ugvantgy, mint 2 zold fuoreszeens fohérie esetén (ldsd
5,162,227 és 5,491,084, szam USA-bell swabadalnu lefrasokat &5 PCT WO 8627675, WO
Y1099, WO 97/41228. & W 97742320, sedmis nemeetkonl kizzdtéiell ratokat, melveket
a kitanitds részének tekimunk) Féleg a szokdsos spektrometrids modszerebkel lehet 3.6
DS At detekiflnt transzformah gasdasejtekben, ntakt orgasizmusckban &8 organizmus-
részekben, Példaw! mikroszkdpra sairGhkombanaciot lehet cesatlakoztatnd Suoresscencia ger
jesztdséher &y deteltalisthor. Kézildmpdt lehet alkabuazni inboratriumi vagy terepen végzett
munkdhoz (lasd 1 példat), Fluoresevens abitivilasra alapuld seftoszidlyorist is fehet alkalmas-

ni. 3,6-DCSA geriesztésl hullambossza 313-313 nm, 2 maximalls emissad hulldmbosaxa 424
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Organtemusok | részet”: szervek, szdvetek vagy barmilven mas rész. | Novéayt részek”
lehetnek magok, pollen, embridk, virhgok, gyiimolossk, sadak, levelek, gydkerek, szérak,
explaniatumok sty

Dicamba-toleranciara vagy dicarnba-lebontasra alapuls szelekoidt alkadmashatonk
dicamba-tolerans névények vagy dicamba-lebontd mikroorganizmusok eldilitasdban, amely
esetekben mas szelektalhatc marker alkalmazasara nincs seiiksdg Dicamba-tolerancidra vagy
dicamba-lebontasra alapuld szelekeidt alkalmazhatunk olvan transegenikus ssitek vagy orga-
nizmusok eldoallitisa sordn, amelyek mis bdrdéses géneket sxpresszalnak. Sok thyen gén fsme-

retes, amelyek kereskedelmi érigkkel rendetkesd fehdnéhet kddolnak, valamint ndvényeken ja-

~i ~
27412

vitott merdgardasagl tulajdonségokal meghatirosd gének (lisd példdnl PCT W 122

i

azamd nemzetkdzi kozzerétel ratat, melvet telies egészében a kitanités résednek tekmntiink).

A taldlondny szesinti DINS-konstroketdkat kulonbozd pazdasejtek, példdud prokanideik
£s eukaridtak transeformdlisirs lehet albalmasni. Dicamba-lebontd enzimefkelt 8¢ a szelekidl
haté markert kédold DNS~szebvencidk (ha kilon seelektalhatd markert alkalmazunk) lehetnek
ugvamazon vagy kiflonbdzd DINS-konstrukcidkon. Eldnvasen egyetlen DINS-koastrukcion,
transzhkripoids egységként vannsk ethelvesve Ggy, hogy valamennyt kodold szebvencia egylitt
expressealddik, A kérdéses gén(ek) €5 a dicamba~lebontd enzimedke)t kodold DNS-seekvencia
{DNS-szekvenciak) (ha szelektathatd markerként dicamba-tolerancidt vagy dicamba-lehontast
alkalmazunk) lehetnek ugvanazon vagy XUlonbéed DNS-konstrukcidhan is. Iven DNS-
konstrokeiokat a fentebb lefrtak srerint dllftunk oid,

Alkalmas gazdaseitel lehetnek prokandta és sukanidta mikroorgamemusck (példaul
haktérivmok, példanl Agrodacterinm fumefocienst és Kscherichio colit, Sesstdk, példaud
Saechuromyces cerevisiae fs mas gombik, példdul dspergiffus fajok), ndvényt seitek, rovear-
sefick ée emits seftek. A gardaseit eldnydsen olvan seft, amely normalisan nem képes dicambiét
lebontant. A taldlmény seerinti megoldést adkalmazbathedk olvan gaedusejtel dicamba~-lebomast
mdrtckének fokozasira, amelyek norméhsan képesek dicambdt lehontant,

Tehat a taldlmany sperinti | transzgentkus” septek &5 crgantzmusok kdzd olvan sejiek
¢s organizmusok tartoznak, amelyek normdlisan nem képesek dicambdt lebontani, de amelyek

& talddmdny sperint transzformalva képesek febontam ext a herbicidet A taldlmény szerinn

Jfranszgentkus”™ seitek és organtzmusck kazé tarteznak olyan seitek €s organizmusok is, ame-

yel normalisan képesek dicambat lebontani, de amelyek a taldbmany ssenint transzformélbve

tibb ilven herbicidet képesek lebontani vagy a herbividet hatékanyabban képesek lebontant.
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Prokariata €s cukaritla gazdaseptek transzformilasira szolgdld clidrisok szakember
szamara 1ot ismertek. Lasd peldaul Mantatts és munkatarsal, | Molecular Cloning: A Laboratory
Manual”, Cold Spring Harbor, NY (1982}, Sambrook €s muookatdrsat, Molecular Clomng &
Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor, NY {1988},
Példaa! seamos elifrast fojloszattek ki ndvények wanseformacididang, beledrtve tuold-

¢s Heikat transzformicids elidrasokal. Lasd példdad Miki és munkatirssi, |, Procedures for

(ﬁf"

Inroducing  Forelgn DNS inte Plants”,  Methods in Plant Molecular Biology and
Biotechoology™ chot konyvben, Glick, B. R ¢és Thompson, I E. sserk. {CRC Press, Inc,,
Boca Raton, 1993), 67-88. old. Tovabba rendeltesdsre dllnak ndvényt sejt vagy szivael
transzformalisira s ndvények regeneraldsara szolgald vektorok és in vitew tenvésatést eljard~
sok, Lasd példdnd Gruber &s munkatarsal, Veotors for Plant Transformation”,  Methods in

fant Molecular Biclogy and Biotechnolopy™ cimtt kdnyvben, Glick, B, R, és Thompsen, § B
szerk. (CRC Press, Inc., Boca Raton, 1993}, 838119 old. A 6. peldaban leirunk gy konkrét
példat novények transeformiidsdra, a taldlmany sverinti megoldés alkalmazdséval.

A legelterjediehben alkalmazolt efjards expresszios vektor ndvényekbe vald bevitelére
Aprobovterivmot alkalmazd terméseetes transzformiciora alapul {lasd példdnl Horsch és
msal, Science 227, 1229 {1985 4. swmefaciens s 4. rhizogenes ndvényi patogén talapbak-
térivmok, amelyek genetikailag képesek ndvényi seiteket transeformaint. A, fumefnciensbd] &
A rhizogenesb8l szarmazd Ti- és Ri-plazmidok, sorrendben, & ndvény genetikai transzformala-
saért felelds géneket hordomnak [lasd peldiud Kado, €. L, Orit. Rev. Plant Sci 10, 1 (199131
Agrobavterium-vekiorrendszerek €s Agrodacierimm-kozvetitett géntransefort slkalmazd eljdrd-
sckat szémos hivatkozasban lefrnak, példast Miki &s munkatirsal, mint fent; Moloney és mun-
katarsad, Mant Cell Reports 8, 238 (1989} &5 4,940,838, &3 5,464,763, se. USA-belt szabadal-
i letrdsok.

Novénytranszformacidra dtalénosan alkalmazhatd mbddszer mikrordsrecske-kdzveti-
tett transeformacid, amelyben DNS-t mikrorészecskék felszinén tovabbitunk. Az expresszids
vektort biolisztikus berendezéssel vissziik be ndvényt setwvetekbe, amely akkora sebességre

gyorsitia fol a mikroréazecakeket, amely elegendd a névényi seitfalakon és membranokon vald

atjutashoz [Stanford ds misal, Part. Sct Techool § 27 (1987}, Sanford, . €., Trends Biotach,
6, 299 {1088); Sanford, 1 O Physicl, Plant 78, 206 (1990) Klat mutsal., Biotechnology 18,
268 {199251,

DINS noveényekbe tizikal vald oélba juttatdsdra szolgdld masik modszer celsgtek ulira-

hangos kezelése {sronikdlasa) [Zhang €5 misar, Bio/Technology 8, 996 {1996)]. Més mddszer
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szerint liposzdnr~ vagy seferoplasat-fizior alkalmanmk expresszids vektorok névényekbe vald
bevitelére {{}QS;”RZ-{}:%S Ss misai, EMBOJ 4, 2731 (1985}, Christon &3 mesal, Froc. Nath Acad.
Soi. USA 84, 3962 {1987]. Protoplasstok kdzvetlen DNS-felvétalét s leintak Calleos kicsa-
pay, polvimb-atkohal vagy ;xoig*ipq\r wtin atkalmazdsdval [Hain és misal, Mol Gen. Genet

188, 161 (1985} ¢és Draper ¢ wtsat., Plant Cell Physicl, 23, 451 {1982)] Protoplaszick és
epése seftel és spovetek slekuropordctdiat i leirtak [Dronn S5 wtsal, “Abstracts of Vith
International Congrass on Plant Cell and Tissue Culture IAPTCT, A2-38, 53, old. {1990
D' Halluin és mitsar, Plant Cell 4, 14931505 (18Q2); Spencer és nusal., Plant Mol Biol 24,
S1-61 {1994)].

A tdalmény szevnti megoldassal barmilven tipusy transegewibus, dicamba-tolerans
ndvdnyt éire lehet hoent, Kitlondsen wéles lomblevelft novényeket {(péidaul babok, sxdjabab-
ok, gvapot, borsdk, burgonvak, sapraforgdk, peradicsomok, dobdny, gyimélesfak éx disana-

vények és f8k) lehet fgy travszformalnl, amelyekedl jelenleg tsmerstes, hogy & dicamba kérosita
azokat, igy a herbicidre tolerdnssd valnek Mas ndvényeket {példid kukories, cirok, gabona-
felék, cukormad, sparga és fivek} s lehet transeformalng, amelyeket ielenleg dicambiéra toleran-
saknak tekintind, fgv megndveljik a herbicid rdnviban wutatott tolerancigjukat. Konkrétan,
barmilven kétsaikt vagy egvszikll ndvényt lehet transzformfln a taldhmdny szerintt DNS.
konstrukciokkal, A Ltolerdns” kiftjezds ast jelentt, hogy & transzformall ndvények akkors
mennyiseal dicantta jelenlétében képesek ndvekedni, amely gatolja a nem-transeformal nove-
nyek ndvekeddset.

Eldre lathatd, hogy a taldhoany seerinti, dicamba-lebontd oxigendzok a transzgenikus
gardasejtekben ¢s organizmusokbarn taldlhatéd endopén redultarokhkal & ferredoxinokkal
sgviitt képesek mitkodn dicamba lebostasaban, Novényt Kloroplasztiscok kiltnéisen gazdagok
redultdzokban és ferredoxinokban, Eonel megitlelen, a taldiminy egy ¢lbnyds megvaldsitast
mddia seerint, ranszgentkus, dicamba-tolering névdények elGallitasira olvan peptidet {példaul
travziipeptidety kadold ssekvenciat alkalmasusk, amely a2 dicambe-lebomtd oxigendzt a
kloroplasstiseba juttatia { kloroplasetiszba juttaté szekvencia™) A kloroplasstiszba psttatd
szekvencigt kédold DNS eldnydsen g dicsnba-lebontd oxigendst kbdold szekvenciatdl szints-

zisirannyal szemben {§ -irdnvban} helyerkedik ef, do e lehet ast helvezat 2 kodold szekven-
ciatdl szintézisiranvban (37-irdnvban} is, vagy g kddold seekvencidtd! mind szintézisirannyal
szemben, mind ssintériziranyban. Barmilyen alkalmas Koroplasziiszba futtattd szekvencidt le-
het alkalmazal, Kloroplasztissba juttatd ssehvencia példdud kukoricdbdl szdrmazd cabem?-

szigndlszekvencia {Mod Becker ¢ misal, Plant Mol Biol 20, 48 (1992) &s PCT WQ
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Y41228. sTAm nemzetkozi kozediétel rat], borsébdl szérmazd ghutation reduktdz szignal-
szekvencia {Creissen és misal, Plant 1 2, 129 (1991} és PCT WO 97/41228. szdmu pemzethd-

~,

7 kozrésdteli irat] és borsobdl szirmeed ribuldz-1,5-bifoszft karboxilaz kis alegységének
srigndlazekovencigia (19, azonositdsaény szekvencia [Flubr €8 misal, EMBO ] §, 2083.2071
(1986)]. A taldlmény egy altermativ eldnyds megvaldsitasl mddia srevint kdzvetlonil tramsefor-
milunk koroplasztiszokat olyan konstrukoioval, amelyek Moroplasstisesban mkoddkdpes
promotert tartalmaz, gy & kloroplasziissban kapunk oxigendz-expresszitt [lasd pdldaul WQ
GR/24487. szamn nemzetkozi kozzétdtell irator 8¢ 5,545,818, szamt USA-belt szabadalmi le-
irast] Terméseotesen, ha a kivilasziont transzgenikus gazdasejt vagy organizamus nem fermel
clegendd endogén reduktdzt, ferredoxint vagy mindkettdt, 2 pazdaseitel vagy organizmust
transeformaini lehet Ggy, hogy az sgyik vagy mindkét enzimet, valamint oxigendzt termelien,
A talalminy masik elényds megvaltsitdsi modia seerint, a taldlmany trgya ehidras
syommdvények kiirtdsdra olyan szdntofoldon, ahol transzgenikus, dicamba-tolerans ndvinyek
novekednek. Az eljardsban hatdsos mennyiségh dicanmbét futtarmk a szantoftldre a2 gvomok
kiirtdsa céliabal. Dicamba alkalmazdsira szolgdld modszerek és kilonbdad tipush gvomek ki-
irtdsdra hatdsos mennviséglh dicamba mennyiségel ismerstesek {tasd “Crop Protection
Reference”, 1803-1821. old., Chemical & Pharmaceutical Press, Inc. Mew ¥ ork, NY, 11 kia-
das (1995
A taldlméany mésik oldnyts megvaldsitast modja szedint, & taldlmany tarpya eljrds egy
aryaghan, példaul talajban, vizhen vagy dicamba-gy&rtd tzemben keletkesett hulladékban levd
dicamba lebontdséra. Hlyen lebontast a taldlmény szerinti dicamba-iebontd enzimekkel lehet vé-
geani. Az enzimeket olyan mikroorganizmusokbdl satituk, ame yek terméseetes mddon
expressedliak azokat (I8sd ax 1. vagy 3. példdt) vagy azokat termeld transzgentkus gaxdasei-
tokbé! lehet tisetitani. Ha ilyen enzimeket alkalmazunk sz eljdrasokban, akkor a megfeleld
kofaktorokat is biztositant kell (Jasd 1 pdldat). A hatdsos mennyisépeket szakember dltal is-
mert médon, empirikusan lehet meghatdroent (tasd 1. példat). Mas mddseer seerim, fransegeni-
kus prokaridta s eukaridta mikroorganizmusokat lebet alkalmazni dicanmba lebontdsars ilven
anvagokban Transzgenikus prokaddta €s eohandta sukroorganizmusokat & fontebb lelrtak
srerint lehet eldallitant, és s hatdsos mennyiségebet szakember altal ismert médon, empirikusan
fehet meghatarosnt,
Dricamba nagy mennyiségekben, folyamatosan jut 8 kdrnyezetbe. A dicamba el liminala-
sa nagyreszt g fold ialajdban és vizetben €l mikroorganizmusokban taldlhatd enzimrendszer

hatasatdl fige Az, hogy megéisik az emiftett enzimrendszerek, peldaul dicamba-lebonté O-
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demetifazok €8 harom komponensénel mikddéeét, fontos g terménzetes és genetikallag médo-
sitott mikroorganizmusok kiakndzdsdént tett evdfeszitésekhez, amelyeket bioremedidcitra és
seennyesett talal, viz é8 més anvagok helyveallitdsdra alkalmasunk. Tehdt a taléimany szerinti
dicamba-lebontd enzimeket, DNS-molekuldbat, DNS-konstrukoidkat stb, kutatdst ssekosként

i

alkalmazhatiuk a dicamba-lebortds &s bioremedidcios kutatdsaban.

Végd, a taldlmény seevintl dicambaclebont¢ enzimeket dicamba meghatirorisira
seolgald vissgdlati eljgrasckban alkalmamnk. A véthetden dicambit tartalmasd mintdt Ossze~
keverpitk Jdicamba-lebontd O-demetildzzal vagy dicamba-lebomié oxigends, dicamba-lebomtd
ferredoxin €5 dicanba~-lebontd redukids kombindcidjaval. Megteleld vizepalatt elidrdsokat az 1
és 3. pilddban irunk le. Féleg 2 3,6-DCSA képeddéadre visszavezethetd fluoreszoencia detek-
tildsa vagy mérése sz lohetdve kinnyen elvégezhetd vizsgalatt eljdedst.

i pelda

Prendomongs maltophilic DI-6-tireeh8] spdrmazd dicambe O-demetildz komponenseinek

tisziiidsn &s jellemadse
ANYAGOK £8 MODSZERFEL:

Bakidrium S ndvesydsi ESrillmények. Pseudomonss maliophilic Di-6-tdraset

dicambaval tartdsan szenmyvezett talajbd! olditunk [Kreuger €5 mitsat, §. Agric. Food Chem,
37, 534-338 (19891 A baktérnmot Dr. Donglas Cork bocsdtotta rendelkesesiinkre (HHoms
Institute of Technology, Chicage, 1), és redukél Mond-tdpkdzegben tartottuk font [Kruger,
I P, PhDD thesis, Hlinody Institute of Technology, Chicage, L (1989}, melyvet dicambival (2
meiml), vagy glitkdzzal (2 wg/ml) é8 Casamino™-savakkal {2 mp/ml) sgéssitettiink ki A
szénforrdsokal saiirésse! sterilizaltuk & a tépkdzegher antokddvozids wtdn adiuk hoxzd. Saildrd
téptalait 1 vegves-%s Gelrite {Scott Laboratories, West Warwick, R.L} hozzdadasaval allitot-
tunk el

Vegyszerck és reagensek. Dicanbdy, 3.6-DCSA & [MCl-dicambit (U-fenil-"*C
42,4 wl¥mmol, radiokdmiai tisztasdga 98%-nal nagyobb} a Sandoz Agro, lne. cégtdt (Des
Mamnes, L} sserertiik be Az oldbatdsdy fokozdss oélidbdl a dicamba- &8 3 3,6-DUSA-
térzsoidatokat KOH-val titraltuk pH 7.0-re. Valamennyt vegyszert 2 Sigma Chemical Co. {8t
Louls, MO) cégtdl szerestiink be, hacsak masképpen nem jelsiink. Superose 12, Mono @, Q-
Sephamse {Fast Flow} s Phenyl-Sepharpse {CL-4B} cszlopokat illetve tdlteteket as FPLC-

Liésziiékher (magyvhatékonysiglh folvadéh-kromatograthoz) a Pharmacta oégtdl (vibwankes,

W) cfgtdl szereztitk be. Ampholvte pH 4-6-¢t €5 ampholyte pH 4-2-et a Serva (Hewdelberg,

her)

¥

Nénetorszag) cégtdl arereztik be Akeilanudot, B-merkaptoetanolt, N NN N'-etrametil-
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etiféndiamint (TEMED} & ammoniunv-perszulfatot (APS) a Bio-Rad Laboratories {(Heroules,
CAY cégtdl szergztiik be, Vikonyrdteg-kromatografids lemescken {TLC) szilivagd! volt {250
win vastagsagn) UV 254 indikdtorral eeeket §. T, Barker Chemical Co. ofptdl (Phillipsburg,
NI} szereztik be,

Engimakivitdst vigsgdld elfdrdvok. Dicamba O-demetitaz-aktivitast [PC13,8-DCSA
kialakulgsaval meéstink [MCh-dicambabal, Roviden deszefoglalva, ax enzim-komponensek ke-
verdkethen gz akiivitast 30°C-on ménttk, egy Mandard 300 glees reakoidkeverdk 28 mb kaki-
um-foszfit-puffert {(pH 7.0}, 10 M MpClh-ot, 0,5 mM NADH« (béta-nikotinanud-adenin-
dinuklectid, redukalt forma), 0,5 M vas(I-szulfitot, 50 uM hideg dicambat, 2,5 uM Ch

dicarobat (a radivaktiy dicamba végsd specifikus aktivitasa 1,9 mCimmol volt), és kildabsed
mennyiseeh seitiizitumot vagy részlegesen tisutitolt enzimet tarfalmazott. Ax uiolsd tsztiigsi
iépésekben valamennyt enzimakuivitast vizsgdld eliarast fossfar-pufferben végestink, mivel szt
talatiuk, bogy a dicamba O-demetiliz akiivitds pH-optimurea 8 foszfat-pufferek kozépsd tar-
tomanyaban volt, és fosaBii-pofferben magasabb envimakitivitdst figyeltink meg, mint Tris-
HCl-pufferben  [tris-(hidroxi-metil}-ammometdn-hadroklond] pH 7 0-en. A reakeidkat a
szubszirgt, a dicamba hozzsadasdval mduottuk. Meghatarozott ddpontokban g reakeidkat 50

$ t%-038 kénsav hozzdgdésival dlitottuk le. A dicambat & dicamba-metgboltokat azutén
kdtszer extrahaliuk egy térfogat dtorrel, &8 az extraktumokat szérazrs paroltuk. Az extrakcids

e e

elidras Kiermelése (4tlag + standard devideid) 7% £ 29 volt dicambdra és 85% + 3% 3,6~
DCSA-ra [Yang s misal , Anal Biochem. 219, 3742 (199431

{0 -dicambat és [PC1-ieloh metsbalitokat vékonyréteg-kromatografidval {TLC) vi-
fasziottnk e Az Sterrel extrahdlt dicambat éx metabolitiair 50 pd terben vettik feol a TLC-
lapra vald felvitel eldtt. & TLC-her hasendlt oldOszer-rendszer koroforme-etanob-ccetsav
{51005 térfogataranyban) volt. Az elvilasztott reskoidtermekeket gy tetttk lathatdwd &
mérhetdvé, bogy a TLC-lemezcket foszfor-srnyire helyestitk 24 oOra hosszdig, €s azutdn
Phosphormager SF Molecudar Dynamics, Sunnyvale, CA} késsiilékben sekrineltiik azokat. A
TLC-apokon lévd foltok radioskiivitisinak wennyiséget tgy hataroztuk meg, hogy egy adott
foltbd] sedrnvazd Osszes pixel szdmdt viszonvitottuk ugvanezen & lemezen lévd, iwment mennyi-

%gﬁ (HC-dicamba foltianak pixelszamdhor. Bgy egyséy aktivitast akkora enzimmennyiség-

ként definialunk, amely 1 nmel 3 8-DUS A dllit ol percenkent 30°C-on. A speoifikus akuivitg-

sokat a vizsgdlafi elidrdsban alkalmazolt reakcidkeverdkben vd Osse-fehénekoncentricidrg

SR

vomatkostaitok.
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A dicamba demetildz reduktiz komponensének akiivitdsat 2 6-dikidr-fenolindofencl
(DCIP) redukcididnak mérésével hataroztuk meg Hitachi U-2000 spekirofotométerhen. A re-
akoié 0,5 wM NADH-, 0.2 M FAD-ot {Hlavin-adenin-dinukieotid), 50 pM DCIP-et, 20 oM
Tris-puifers (pH 8,0) & 100-100 gl encimmimat tartabmazott 1 ml Sssardrfogathan. Az
abszorhancia valtozdsat SO0 nmesn seobabdméraskleten meértitk. A spacifibus aktivitést 4 redu-
k&l DICIP 800 nn-en mért, 21,0 mM lem™ extinkeids koellicienséhd! sxdmitottuk ki, A speci-
fikus aktivitdst wmol percenként redukdlt DCTP-ként fojezttk Wi 1 g fehdajére vonatkoziatva,

Tovabhid i sine DCIP-vizsgdlatt eljfrast alkalmaztunk a reduktds-aktivitds detekiala-
sara &s lokalizdlasara az izoclekiromos fokuszald (IEF) geéleken sivalasziott fehérjeprepariiu-
mokban, Miutén a fohérjéket IEF-pélen elekiroforetizaliuk, a sdvokat kivagtuk a gelbdl, ¢s5 20
ml, bideg, 20 mM Tris-HC-pufferrel (pH 8,0) mostuk. Alacsony obvadisponth agardat felol-
dottunk 19 mi, 20 oM Tris-HChputferben (pH 3,0} vald melegitdssel, 1,3 vegyes-2% végkon~
centracidhan. Amikor az agards lehiilt szobahmeérséklst kizelébe, kisgdsaftetttk 0.2 mM
FAD-al, S0 uM DCIP-vel és 0,5 mM NADH-val. A vizsghlati eljaras reakcidkeverékét tveg-
femezre omottik és hagytuk megszildrdulnt. A gélt a megsailardolt reakoidkeverek tetejére
helveetik, $s 13 percre hagytuk, hogy felvegye a szobahdmérsékletet. Ha a pélszelet reduktaz-
aktivitdssal rendelkesd fehérét tartalmarott, & redukélt DCIF szintelen sdvia alakult ki a DCIP
kék hatterdber.

Sejfizdrmmok. A ssiteket addig névesztettik rizdgépen (250 rpm, 30°C-on), amig
550 nm-en mért optikal denzitdsuk 1,3-1,3 lett folyadekban, csdkkentett koridot tartalmazd,
ghikdx 85, Casamino”-savak keverdkdt tartalmard tipkozegben. A sejicket centrifughlassal el-
kilonitetiink, kétszer mostuk hideg 100 oM MgCh-ban, € (ra centrifogdlmk. A seitpasatdt
vagy rogron folhasznaltuk, vagy gyorsan lefagyasziotivk folyékony mirogénben, €s -80°C-on
taroituk. Az enzim tisztitasekar 235 ¢ fagvasstott sejtet felolvasatottunk, €s SO mi tzoldlo put-
ferben folozusependaiiuk, amely 25 mM Tris-puffert {(pH 7,0}, 10 mM MgCh-ot €5 0.5 mM
EDTA~ tartalmazott. Fentb-metil-szulfonti-floonidot &s diiotrenoll adiunk hozzd, 0,5 mM & 1
s végkoncentricidhan, sorrendben. 10 mg lizozim € | mp Dnde horzdadasa utdn a sejteket
10 perclg kevertettitk jégen ¢s szonikélassal {swonikator: XL2020-modell, Heat Systems)

szetértik azokat iégen, a szontkdtont kozepes teljesitményre AllRottek {.setting 57}

szonikalas 20 masodpercig tartott &5 40 mésodpere szliinet volt. Ax igy kapott sejthzétumot 50

wi-re Bighottuk fzol8lé pufferrel, és cenirifugdtink 76.000 x g-n, 1 Gra hosszéig, 4°Coon. A

feltiterdt hasenahiuk tszia sefilizdtum-forrdskent.
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Engimgispiids. Valamemwyl eljdrast 4°C-on végestik, hacsak maskSppen nem jeldhik
Szilard ammdniem-szulfito: ssan adagoltunk 90 mil térfogatl, tiseta sefilizdtumba 40 vegyes-

3% telitettadgip, dllandd Kevertetds kdzber. 15 perc kevertelds utin g kevercket 15400 x g-n

centrifugaliuk 15 perelg, €s 2 osapadékot kidobtuk, Tovibi szilérd ammbniume-seuifitor ada-
goltunk 70 vegves-¥ telitettségip, & felilftszd allandd kevertetdse kézben. 15 perc kevertetés
utan g keverdket a fortebb leint kdrtlmények kéztar contrifugaltnk, A felulisadt kidobtuk, €5 a
sapadékot minimaliy térfogaty A-pafferben (20 mM TRIS pH €0, 2.5 mM MgCh, 4,3 mM

EDTA, S téefogat-Y% ghicerin és 1 oM ditiotreitol) feloldotiuk.

C."

A 40%-70% ammdnium-szuliit-telitettségndl Kicsapddott anyagot azutén FPLO-
készithékbe katore Phenyl-Sepharose-oszlopra {2,5 x 10 om) vittiik, és csdkkend anwnduinm-
szulfit-gradienssel (10 vegyes-Yordl & vegyes-Yo-ra) ehudliuk. Az oszlopot eldsdleg 10 vegyes-
3% ammdnium-szuifitol tartalmazd A-pufferrel eludltuk. Az dramlasi sebesséy 1 mifperc volt. A
fehérickoncentracidkat folyamatosan kdveltiik Asw-uil az oszlop eludlisa kbzben Az osziopot

128 ol 10 vegyes-%%6 aramdnium-szaliitol tar talmazd A-pufferrel mostuk, mire Ase-ndl slap-

A

vonalat kaptunk. A megkéddstt fehéridket 210 mi dssztérfogatly, A~pufferben lévé, cstickend

P

ammdnium-szulft-gradienssel (10 vegyes-%a-rdl ¢ vegyes¥e-ra) eludlink. 2 mb-es frakeidkat
gyviitomiok. Az egyes fakeiokbdl 10 uhes alikvotokat vettink, ¢s standard dicamba O-
demetildz-aktivitast mérd vizsgdlatl eijirishor (lasd fontebb) adtuk, kivéve azt, hogy neme
radioaktiv dicambat alkalmastunk sadastratként. A dicamba O-demetiliz-aktivitast dgy de-
tektaltuk, hogy kéz UV-ldmpaval {312 nmy, Fotodyse) sdiét-szobdban kivetnik a dicamba at-
alakuldsat 8 magymértékben fuoreszeens regkoidtermekkeé (3,6-DUSA~vA}.

Fz ax eljaras lehetdvé tette a dicamba O-demetiliz fetbontisdt hirom résare {,pool”-
ra}, amelyek az elvalasziont komponenseket (eloldsuk 1, I s HL komponens) tartalmaztak.
Valamennyt komponens ssszencidlis volt 3 dicamba O-demetiliz alitivitashoz (ldad lentebb). Ha
ax egyik komponens skiivitdsat vizaghliok, a masik két komponenst feleslegben adiuk hozzd.
Egy tipust aktivitast tartatmazd frakeiokat egyesitettitk (1 komponens, 128145, frakeidk; I
komponens, nem kotddat 12-33. frakcigk; B komponens, 62-92. frakeidk).

{0} 4z b kompenens fisgtiidsa. Az L komponens aktivitdsét tartalmazd frakeidkat (o
Phenyl-Sepharose-oszioprdt (¢ M ammdniunv-szulfiimil eldlédolt, 128-145. frakeidk) egyesi-
tettik, melvek csszidrfogata 34 mi volt, Az cgyestieft wintdkat 10 mi-re toményitettik centri-
fagdlassal, Centriprep-10 {Amicon} herendezds alkalmazasival, ¢ azutdn Q-Sepharose (Fast
Fiow} FRLC-oszlopre (Pharmacia) vintk (2,5 x 6 cm), melyet A-pufferrel shvilibraltunk é 80

al A-pufferrel mostunk. Az oszlopra kotodatt fehdrjéhet 100 mi, A-poafferben iev@, linedris
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Kl-gradienssel {0101 9,6 M-ig) slodltak, | mbpere dramidst sebességgel 1,5 percenkémt
szeditink frakeidkat, Az U kowmponens sktivitasat voutatd frakeidkat (29-37) egvesitettiik, A-
putferrel szemben dalizdlnik egy éseakin a1 2°Coon, és MonoQ HR 5/% FPLC antoncserddd
oszlopra vittgk A-pufferben. A febdridhet 1 mbpere dramidsl sebességgel eludituk 530 mi, ng-
vekvé kmcmts*ézciéj;ix {0-0,5 M) KClhgradiens alkalmazisivall Az I komponens aktivitasit
mutatd frakoickat {19-25) egyesiteitlik &8 centrifugdlissal 0.4 mire tomeényitettik Centrivon-
10 berendezés slkalmazdsival A Gmdnvitett mintdt azutdn kromatogrifidmel vetettik aa
Superose 12 FPLC-osziopon (1,6 x 50 omy), (2 miipere dramlast sebességgel, 100 mM KClt
tartalmazd A-poifer alkalmasdsival Az 1 komponens aktivitdsdat wmutatd, 7-10. fakoidkat
cgyesitettik &s centrifugilissal voményitetiitk Centricon-10 berendezés alkalmazasival,
A részlegesen tisstitont 1 komponenst hideg, 1 vegyes-Ye-0s glicinnel higitottuk s to-
vabbi haromszor cenirifugdlassad toményitertik Centricon-10 bevendezés alkalmardadval kisd-
céliabdl, IEF-elektrofordaisre vald eldidszitésher A KisGzott mintdt azutdn 6 vegyes-%o-os
{EF.gélre {pH 4-6) vittlik, ¢s elektroforézisnek vetettiik ald 1.3 Sra hosszéig 4°Coon (lasd fone

tehh). Elehtrofordzis utan 3 gélt 25 mM hideg foszfit-pufferrel {pH 7,0} mostuk 5 percig, és

azutdn a gélsdvokat tartalmazd szeleteket kis darabokbét alid kockakra {6 mm x 4 mm) vag-

tuk. A fehériét Ggy clualink a kockdkra vagott geldarabokbdl hogy pipetiabegpyel felapritot-
tuk azokat 10 @l 25 oM Possfit-puffer (pH 7.0) jelenlétében. Az egves szegmensekbdt szérma-
=0 febérpdt Ssszekevertik felestegben ivé I & I komponenssel, &5 dicamba O-dematiléz-
aktivitdsra vizsgalink, Az L bomponens akiivitdsat smutatd gélszegmenst (amelynek szing vord-
sesharna is volt) 12,5 vegyes-% nétrium-dodecil-snulfitot tartalmazd  poliaknilamid-gélre
{SDS-PAGE} vittik a minta tisztasdganak ellendrzdse oéljabdl

(i) A IL komponens fisgtitdse. A Phenyl-Sepharose oselopkromatografidbd! kapoett
. komponenst A-pufferrel szemben dializéltuk egy §szakdn &, 4°C.on, és FPLC Q-
Sepharose-oszlopra (2,5 x 6 em) vitsik. A mintseludlas koriiménvel azonosak voltak a fen-
tebh, I komponensre lefrtakkal, kivéve, hogy ax ehicids gradiens 0-1 M KO valt A-puffechen.
A T kompones aktivitdsat moetatd fekoidkat (30-37. Gakeaidk) egyesitetttik, A-pufferrel szem-
ten diatizaltuk, 0.4 mi-re Ondnvitertik, és Supeross 12 FPLC-oszlopra (1,6 x 50 om) vittik.
A mintafelvitel és az eldcld eljfrisa sronos volt a fontebb, 1 komponensre leirtakkal A L
komponens abtivitdsdt mutatd {3-6.) frakeidkat egyesitettiik, azonos terfogatd A-pufferrel hi-
gitottuk g8 MonoQ FPLC-osdopra vittik. & =>‘}e;}c§w ax osdoprol ugyanolyan KC-gradiens

alkalmasisdval cludltuk, munt az { komponens esetén. A 20-25. frakcidk mutatték a {1 kone
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ponens aktivitasat. A részlegesen tisztitott L komponenst tovabh tsztitottuk IEF-elektrotoré-
zissel {(pH 4-8), ’ﬁgyamiyan ki’);s'i’;iﬂ}éﬁy@k&t altkalmazva, munt az L komponensre leirtak esetén
A 1L komponens aktivitasdt mutato gélzegmenst 12,5 vegyes-Yo-o8 SDS-PAGE-ra vittiik to-
vabbi analizis celidra

i A T komponens Ssgiitdsa. Phenyb-Sepharose oszlopkromatografidbdl kapott
L komponenst A-pufferrel szemben dinlizdluk egy szakin at, 4°C-on, & FPLC Q-
Kepharose-osziopra (2,5 x & ooy} vittk. A kormtimények azonosak voltak a feniebb, I kompo-
nensre foirtakkal, A I kompones aktivithadt mutatd frakeidkat (258-38. frakeidk) B-pufferrel
{10 mb TRIS pH 7.5, 2,5 mM MgCl, 05 mM EDTA, § tdrfogat-% glicerin és 1 mM
ditiotreitol] szemben dializéltuk 85 5 mb-re toményirentk. | Blue dye affinity matrix” {Uibacron
Blue 3GA, type 3000 (Sigma}] 1okoiink gy FPLC-oszlopba {1 x 5 om}, és eld-shvilibrdlnuk
20 sd Bopufferrell A téméunyitett HL komponenst a “Blue dye™ oszlopra vittik, & 20 mi B-
pufferrel mostuk 0,2 m/pere dramidst sehességgel, ameddig ar oszloprd] lefolyd A elérte az
alapvonal szintiét. A kot fehérjet aamntdn § mM NADHwal glualuk B-pufferben. Reduktdz-
aktivitast fartalmazd frakoidkat Ggy deteldaltuk, hogy dicamba O-demetiiar akiivitdsra vies-
gabtunk feledeghen jelonddyd T és 1L komponensekkel, valamint Ggy 15, hogy ax egyes fakaidk
képesek voltak-¢ DOIP-et redukdlng NADH jelenlétdben. A mindkét vizsgédlar szerint erfieljes
vedukiaz~-aktivitassal rendstkesd fhakoidkat epyesitetttl, 100 mbM Kot targbmazd A-
;mﬁ’ér:‘é sremben dializaltuk, és febvintth Superose 12 FPLC-osziopra. Ugvanolyan kdnilmeé-
ek kdzdn végesttk a Ruttatdst, mint avt az I komponensre lefrtuk. DCTP-redokeidt katali-
salo fehériér tartalmazd frakcidkar egvesiettik, A-pufferrel szemben diglizébuk s FPLO.
MoneQ-osslopra vittik. A fehériéket ugyanolyan koriimények kdzdtt elualtuk, nunt ast az 1
komponcnsre  letrtak. Résrlegesen taxtitoit I komponenst tovabb fisstifotink IEF-
géielektroforézissel (pH 4-6). Az [EF-gélben, reduktdz-akitvitassal rendellezd febdrcket Ggy
detektaltuk, hogy DCIP-reduksidt vizsgdltunk agardz-gélre fektetve, a fontebb lelnak szerint.
A 11 komponens akiivitasal mutatd gélszegmenst 12,5 vegves-S%-os SDS-PAGE-ra vittik {o-
viabln analizis céljabol
Amino-termindlis mninosavazekvenciik meghatdrapiza, Az IEF-gélekbd kivagtuk
& fehérjecstkokat, és 12,3 vegyes-Yo-os SDS-poliakrilamid-gel mintafelvivé helyotbe helvezitik
Elektroforésis wtdn g tisetfloft fohéndket tartslmard  gélszeleteket PVDF-membranra
{polivinilidén-diffuorid, Millipore} blottoltuk “Trans-Blot cell” (Bio-Rad, Richmond, CA) be-
vendezes alkalmazgsdval, 25 Veon, 18 dra hosszdig. A blotiold pufler 10 mdM-os CAPS-at [3-

{ciklohexib-amino)-1-propéassuifonsay, pH 10.0] tanalmazd 20 -%-0s metanclos oldat volt.



el
583

3G

°
e I

XAy
‘Ot \'vé

e
A srekvendlast Applied Biosystems Inc. cégtéd beszerzett, 420 H-joll kéwilékben végertik
Edman-lebontast alkalmesva [Edman & Henschen, S B, Needleman {szerk)} “Protein
sequence determination”, 2. kiadas, Springer-Yerlage {1875}, New Yorkl
Fehdrjckoncentvicld mephatdrogdsn, A fehérjekoncentracidkat Bradford mddszere

[Anal. Biochem. 72, 248-254 {1976)] szenint hatéroztuk meg, standardként marbaszérum-

athbomint alkalmastunk
SDA-PAGE. Narum-dodecl-szulfitot tartalmazd gélelekiroforésist {SDE-PAGE)
Laspwnit { Nature 227, 080-683 (1970} modositott modszers szennt hajtottuk végre, 83 x 85 x

IR

s

0,75 nunees, 12,5 vegyes-So-03 SD8-géleket az alabbisk szeruyt készitetttk o fortatd gél 2.5
mi 40 vegves-So-os akrilamidfbisz-akriamid-oldat (37.5:1), 1 mi foltatd puffer-oldat [3 M
Tris-HCH {pH 8,8), 0.8 vegyes-% SDS], 4.5 mi H0, 5 wl TEMED &3 40 @l 18 vegyes-o-0s
APS; mintagdh 0.5 mi 40 vegyes-Yo-os akrifamid/isz-akrilamid-oldat, 0.5 mi mintagét-putfer-
oldat {1 M Trs-HCH(pH 6,8}, 0,8 vegyesS SDS], 3 md HQ, § o TEMED &5 12,5 pl 10 ve-
Ty

2

yee-Ye-0s APS. Az elektrofordzis-puffer Gsswetétele: 25 mM Trs-HO {(pH &3}, 0,2 M gliom
és 8,1 vegyes-%: SDS. A nuntapuffer 0,25 ml suintagél-putfert, 0,6 md 20 vegyes-%2 SDS-, 0.2

wil f-merkaptoetanolt és 0,93 sd 0,1 vegyes-% brémdenolkdket tartglmazatt SO térfogat-Ye-os
shicerinhen, Az elektroforézizt 30 V-on vegeztik , Bio-Rad Mini Gel” késailékben, ameddig 2
nyomkéverd festék 05 orere volt a gél andd flé esd vigdtdl A fehéneket 0.1 vegyes-o
Coonassie Briliant Blue R-250-¢! festetttih meg, amely iropropanol, viz s ecetsav 361 tér-
fogat-ardnyg keverdkében volt. A festéitelentidst metanol, viz € ecetsav 78310 térfogat-
avdnvd keverékében végestitk A fehériestandardek {(iboo BRL} az alabbiak voltak: miozin
{214,2 kIva}, foseforilés-B (111,4 kDa), marhassérum-albumin {74, 23 kDa), ovalbumin (45,
kD), seénsay anhidraz (28,5 kDa), f-laktoglobulin (18,3 kDa) ¢s lwomim (15,4 kDa).
Molekwularimey meghatirogise. A pephidek molekulatdmegdt (MY denaturdld k-
rishndnyek koot becsitik meg SDS-PAGE-gnalizis alkabmazasdval A L, I & HL natlv
komponensek wolekulatomegeit geélsziirdssel hatdroztuk meg Soperose 12 HR 130 FPLC-
oszlopon (Pharmacia), 0.2 wifperc dramidst sebességgel, 100 mM KCl-ot tartalmazd A-
puefferben. A kalibralo fehériék a Bio-Rad cégl szdrmazd gélsziirb-standardek voltak: marhé-
bal szarmazd tireoglobulin (6870 kDa), marhibdl szdomazd gamme globulin (158 kDa), osick
bl szdnmazd ovalbumin (44 kDa), 10631 szdrmast nioglobin (17 kDa) &8 B-12-vitamin {133
kDas A Superose 12 oszlop kisdrdst térfogatat Blue Dextran (M, 2.000.000, Signa} alkalma-

zasaval hatdroztuk meg.
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FEF, Tzoelekiromos HHkussdla (IEF) gélelektrofordzint vertikahs, mint-gél késsihék-
ben (HMOV-100 modell, CB.S. Scientific Ce,, Del Mar, CA} hajrottuk végre. IEF-géleket {70
x 90 x I ram) & vegves-Se-os poliakrilemiddal készitetttnk az aldbbt komponensek osszekeve-
résével: 1.6 mi 30 vegyes-Yeeon skrifanddibisz-akeilamid {‘\ 51, 0.8 g glicenin, 432 wmi
ampholyte pH 4-8 {Serva}, 0,08 mil ampholyte pH 48 {Serva), 3.2 ml HpQ, 10 wl TEMED ¢&s
80 14 10 vegves-Ye-08 APR A katdddpuffer 100 mM B-alenin €5 3z anddpuffer 100 mM ecetsav
vodt, Koritbelal 1-10 pl 1 vegves¥-os glicinben lévd fehénemintakat Gsszekevertitk azones
térfogant mintapuffervel [SO térfogat-%i-os glicerin, 1,6 térfogat-I5-05 ampholyte pH 4.9, 2.4
térfogat-S4-os ampholyte pH 4-61 A mimakat ¢ gél katdd feldli végendt vittik fel, €5 200 Veon
vandoroitattak azckat 1,5 dra hosszédlg €3 400 Veon tovabbi 1,5 draig A fehérjcket Coomassia
Briliant Bhee R-250 alkalmazésival festettiik meg, fentebl, az SDS-poliakrilamid-gélekre fo-
irtak szerint, Az IEF-markerek {Sigma) 2 kdvetkezdk voltak: amiloghikouidax, pl 3,6, plikds
oxiddz. pl 4,2; tripssin-inhibitor, pl 4,8; B-lakioglobulio-A, pl 5,1 szénsav anhidriz-Ii, pl 5,4;
seénsay anhidedaz-IL, pl 3,9 és szénsav antudedz-f, pl 6,6,

Kinetikat analizis. Dicamba O-demetildz &tal katalizdlt demetiléldsi reakeid kinetikd-

jat kezdeti reakcidsebességek analiziléstval tanulmdnyoztuk, dlandé enzimkoncentrici jelen-

i6tében &3 a szubszirdt {dlcamba) konventricidjat ndvelve. A reskeidkeverdkek 25 mM kilium-
foszfit-puifert (pH 7,0), 10 mM MgClot, 0.5 mM NADH-, 0.5 mM FeSOq-et, 25 pg résele-

gesen fisztitott Ch-metildz-enzimet (3 40 vegyes-Yb & TU vegyes-% kiwntti telitettodg kbzon
kicsapadots ammdnium-saulfii-frakeiot tiszta seftlizfrombol), kidonbézd koncentracidp (0,5~
50 uM) dicambat és kilonhozd koncemricio [Cl-ficambit (U-fenit-'C, 42,4 mCifmmol
tantalmaztak 300 ul dsszéefogatban. Azokban a vizsgélati eljdrasokban, ahol 0,53 uM és 1 M
kozo dicamba-koncentrécidkat alkalmastunk, 2 reakecidtdrfogatot 900 plre adveltllk, hogy
slegendd mennyiségl radicaktiv dicambs és wetabolitjal dlanak rendelkezésre o detektalas fe-
hettvé tételét hiztostiva. Bzekben a kisérletekben a reakoiban v més komponensek
mennyissest meghdromszoroziuk. A {MCl-dicamba konverzidjat {'C}-3,6-DCSA-va kalonba-
6 idGpontokban hatdroziuk meg, valamennyt alkalmazott dicamba-koncentricic eseién,
Phospharimager SF atkalmazasival, amely radioaktivitdsra képes pasztdent foszfor-ernydkon,

amelyeket TLC-lemezek hatisdnak tettik ki 24 dra hosszdig. Bgy egység skinvitast akkora en-
zimmennyiségként definidlunk, amely 1 nmol 3,6-DCSA-t allit o6 percenként 30°C-on. Az
egyes reakoidk kezdet sebességét a reakeidsebesséy w6 Biggvdnydhen febvett gorbéidn hata-

roxtunk meg 2z egves szubsuirdtkoncentriciok esetén. Az adatokat Michaelis-Menten-kinetika
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szerint modelleziok, €5 a K €8 Vi Sttékeket Linoweaver-Burk-gbrbék lleszidsdével hatéroz-
fuk meg SigmaPlot® (Jandel Soentifie, Corte Madera, CA) slkalmazdsdval

Okidpenigdny. Bldretes kisdrietekben Clark-oxigénelekirdd alkalmazdsaval meértitk az
oxigénfogyasetast standard dicamba O-demetiiar vizsgélati elidrdshan, ssubsatrdiként dicambat
atkalmasva. A dicambs O-demetilde dal katalizalt, dicamba O-demetilélds oxigdéuigénydack
ipazedisa celigbed reakaidkat végeatiink anaerch kapwaban, amely 1 ppmendl kevesebl oxigént
tartalmazott. Az oxigén kiszoritésdt a reakcidkeverdkbdt 4°C-on vigenttk, Enzimet nem tar-
talraazd reakcidkeverckeket egy reakeidedénybe helveztiink, és gumirozott kupakkal lesdrtuk
Az oxigén kiszoritasghor av edényt evakudliuk kétszer vékuummal €5 minden egves alkalom-
mwal pifrogént dramoltattunk &t rajta. A harmadik evakoalds utin az edényen 90% nitrogént és
10% hidrogént tartalmazd gazkeverdket daramoltattunk &t Az snzinwoldatbd! ebher hasonldan
kihajtottuk az oxigént (Ggyeltiink arra, hogy ax enzimoldatol ne bubordkoliassuk). A reakeio-
keverskeket £s az enzimoldatot egyarint anaerob kamrdba (95% wmirogént €s 5% hidrogént
tartalmand atmoszféra) vittik & Kétssdz mikroliter tissta seftlizétumot injektaltunk a gumiro-
zoit kupakon 3t egy mikrofecskendével, &x gyengeden Gsszekevertitk 260 il oxigénmentes re-
akcidkeverdkkel, A reagkeidkat 30°Con végeatik,

A reakeidtermékeket TLC-lemezeken vizsgaltuk, ami azt mutatta, hogy a ['C}3.6-
DUSA-képzddés sehesadge [°C)-dicambabd! anaerob konilmények kozott szignifikansan ki-
sebb volt, mint g reakciosebesséy ngyanemyl snzimmennyiséget alkalmazva acrob kiridme-
nyek kaedtt. Asaerob kdrllmeénvek kizint Wisedlag nem volt dicamba falakulds 3,6-DCSA-
vi 1 Ordn belill, Viszont parhuzamos reakoidkeverdket véve az anaerod kamrabdl 3¢ perc mibl-

va €3 levegdvel inkobalva a dicanthes O-demetildz-enzinkomplex egyik komponense szignifi-
kéns mennyiseghen oxigendz vol.

Megjegyezhetiik, hoay a [VCl-dicamba i vitro konverzidia [7°C}-3,6-DOSA-vE ha-
sontd modon irténik, mint a kordbban leirt i vive konverzid {Cork € Kreuger, Adv. Appl

Microbiol 36, 1-66 (1991); Yang &5 mitsal, Anal Riochem 218, 3742 {1994)]. Ezekben a ki

sérietekben a DUSAC reakoidtermekként azonositottak TLC-vel és kapillans elekirofordzissel

egyvarant, & DOSA megeydezden aronostiottdk a dicamba-lebontds az elsd 1 termékekent

w,

mind in wive, mind in vigee giskronatografiz Ss idmegspektrometria alkalmazasdval.
Kemponens- &5 hofakicrigények. A dicamba O-demetilis hdrom kowmponensének
phesyl-sepharose oszlopkromatografidval végzett elst sivilasziise utén a részlegesen tisztiion

prepasdinmokat egyenkdnt tovabbi tisztitdsnak vetettiik ald {Q-Sepharose osziopon (2,5 x &
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om}. A muntakat (-Sepharose (Fast Flow) FPLC-oszlopra {(Pharmacia) vittitk A-pufferben, &
100 mi 0-0.0 M KC-gradienssel {ar oxigenda-komponenare) vagy 0-1,0 M KClh-gradienssal (a

-~

ervedoxin s a reduktde komponensekre) clodltuk, 1.5 mb-es frakciokat ssedve, Az spyes osz-
{opokrdl szarmazd, megfeleld egvesitett frakodkat mmgmawmzmé sl w 29-37. Hakodkat,
ferredoxin-tisztitashdl a 30-37. frakcidkat vagy z reduktde-tisziitdshbol & 26-38. frakeiokat)
hasznddtuk a komponens- és kofaktongéoyek meghatdrozasan.

A hdrom komponenst O-demetifdz-akiivitasea vizsgilnk kilonbozd kombinacidkban,
a komponensek igénveinek meghatdroziss céljabdl

A kofaktorigények meghativordsa cffdbét ax O-demeiilaz-aktivitast vizsgsltuk a hi-
rom komponens és | Cl-dicamba keverékének alkalmazasaval, 30 percig, 30°C-on. A reak-
citkeverdkben lévd {optimalizalt ardnyt biziositva), részlegesen tisstitolt fehérle menmnviséget:
B85 pg oxigends, 35 ug forredoxin és 50 py reduktiz. Az alkalmazott kofakiorok koncentracidi
a reakcidkeverekben: 0,5 mM NADH, 0.2 mM FAD, §,5 mM Fe8Q,, 10 od MgCh, €.5 mM
NADPH €5 0.2 maM FMN,

EREETE?ME’%*’EEK

I kowponess. A dicamba O-demetiliz Phenyl-Sepharose-osziophor legerGsebben ko~
13d8 komponense {cleinte T komponensnek, azt kdvetden oxigendznak jeloltik) i8] megkiiion-
bhoztethetSen vordsesharna seind volt. Ex vas-kén Kaszter{eke)t vagy hem-csoportolkay tar-
talmazd fehérje {fehdénjél) potencidlis jeleniétdt jelat. A Phenyl-Sepharose-ossloprdd szérmazd,
I komponens aktivitdsdval rendelicesd frakoidkat tovabbi tisetitdsnak vetettik alg Q-Sepharose
{Fast Flow) ¢s Mono(-kromatogralidval, £s azutdn Superose 12+t alkalmard, mérethizérison
alapuld slvalasztdsmak vertettik ald. Az I komponensnek megfeleld fohéngét azutan IEF-gélen
tisztitottuk tovibb,

Az IEF-gdl legjelentSsebb osilgabdl (Jatsadlagos pl koridbelltd 4,6) szdrmmazd fehérjét
Kivigtuk #s SDS-PAGE-val megtisstitottuk @ megmaradt kisebb szonnyerdddsektdl A IEF-gl
végrell tisztitdasal utdn, az [ komponsnsnek megleleld fohére tisatasdga 90%-nal nagyobb
volt, mebvet Coomassie Bloe-val megfestett SD&-poliakrilamid-gél dersitomeinds analizisével
hatdarpzaunk meg.

Meghataroztuk a koriibelil 40000 Dalion ltssélagos molekulntdmegll, domindns
fehére N-terminglis aminosgv-szekvenci§ist, Az smnosav-szekvendlas eredmdényel azt motat-
tak, hogy az N-ternunalis rdgic olsd 29 aninosavia ax aldbbi szekvencia (8 zardjelben levd cxo-

portok a legvaldszintibh csoportoky:
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{1. azonosiidardmé szekvenaa).

Kilonbazd adatbdzisokban Ivd szekvenciikkal vald dsszehasonlits kevés homold-
giit mutatolt, vagy sgyiltalén nem nwstatott homoldgist mis, leint moncoxigendzok vagy
dioxigenazok amino-terminalis szekvencidival.

i1 komponens. Fhemd-Sepharose osslopher ners kétSdowt fehége-frakeict I kome

ponensnek  jelohitk. Mivel er a sdrgds szind frakeid helyettesithetd volt Cloadridinm

pastenricanmbdl szarmasd Rorredoxinnal {de lassibb reakcidsehességeel), amikor a vizsgdlati

gliarasokban az 1. és I komponensekkel kombinacidhan végestik, probaképpen ferredoxin-
tartabi frakoiskent jelolik. A Closeridinmbd ssdrmazd ferredoxin egyértelmien mikadstt a
I komponens helvett, de azt véve, hogy a 1L komponens igen szennyerett volt exekben a ki~
sérietekben, a Closiridinembol sedrmazd envim batdhonysdga szignifikénsan alacsonyabl volt,
mint 8 DE-S-tbrzshdl szdrmazd feltétclezelt forredoxin. Konkrét esetben, S5 yg részlegesen
tsatitont I komponenst dsszskevertink feleslegben hozzdadott L &s IH. komponenssel, amely
a dicamba 3 8-DCSA-vA alakuldsit korilbelt] 5 nmolmin mg™ sebesséppel katalizalta, mig
100 pg Clostridinmbdl szdvmazd, nagyméndkben tsstitolt ferredoxin caak 0,6 wvol min™ mg™
aktivitast eredményezstt.

Q-Repharose (Fast Flow) kronmtografidt, Supercse 12 gélsaiirést ¢ MonnQ-
kromatografiat magdban foglald taztitay Kpésekkel konilhelil egy milligramm tisztitof fehérr
jéhez tottunk 25 gramun kiladuldst nedves sejtbol Eat a frakeiot hasondd médon tisatitottuk,
mint az oxigends-komponenst elekiroforézis alkalmazasdval, IEF-pdlen ¢s ast kovetden az ak-
tty IEF-frakeid 8SDS-polakeiamid-gélen végrett elektroforézisdvel.

AL komponens akiivitdsanak anshizise s [EF-gél ssepmenseirdt elught fehédékben
azt mutatta, hogy koribbelil pl 3,0-a rendelkezd fraketd tartabmazta aw skilv fehdéneét & 1L
komponensben. Ezen gé?smietré} ehedliuk 2 feheriét és SDS-PAGE-ra vittik. A gél Coomassie
Blue-val vald meglestése egy szembeting fohérjecsihot koriilbelil 28.000 Dalton molekula-
thmegti} hozott ol az elkendddlt, alacsony molekulatomegit fehének koot

. komponens. A dicamba O-demetilés 1 komponense kotdddtt a Pheayl-

epharose-osziophor magas sromdniom-szuliit koncentracidban, 88 konilbelil 4 vegyes-¥%

{f;

ammbniume-szulfit-koncentraciondl  eludiddatt. Eazt a vilagossirga  frakcidt prébaképpen
redukidst tartslmazd frakcioként azonositottuk az alapidn, hogy képes volt eouddlt citokrom-c-

¢ 8y DU redukdim NADH plonidicben, &s mivel helvetiesithetd volt sertésszivbd] ssdrmand

S

>
o
3
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citokrdme-c reduktazzal (Type |, Sigma) L 5 L komponenst tartalmazd vizsgdlati sligrasok-
ban. Ebben a reakciGsorozatban 30 pg résrlegesen tisziftott HE komponens alkalmasisdval ko-
ritthelitl 5 nmol.min™ my™' reakeidsshasséget érttink 2l ha azt feluslegben 18vd L és 11 kompo-
nenssel kevertik dssze. A nagymértékben Haztitott citokrdmec redulnés korutbelil 2,5
nmolmin” mg specifikus aktivitdst mustatott a reskoidban, amely aktivitds joval az alatt volt,
ansit & 1 kowponens mutatott, he figyelembe vesszitk ezen viesgdlati eligrdsokban alkalma-
wott, nyers L komponens seennyszett dllapotdt. Tovdbbd, a TL komponens rvedukide-
aktivitdst maatodt, ha citokrdme-covel vagy 2,6-dikiSr-fenol-indofenolial {DOPIPY inkubaltuk
NADH jeleniétében. Sem gz I komponens, sem g 11 komponens nem mutatoft akiivitast ebben

<

& ké redukidst vizsgdld elidrashan.

A frakeid tovabbi kromatografias tisztitdsa Q-Sepharose~t (Fast Flow), blue dye
affioity matrix”~ot, Superose 12+t 85 MonaQ-tédtetet tartalneed osziopokon kis mennyviséptt
fehérjet eredmeényezett a redukids-aktivithssal rendetkezd frakeidkban, A IH komponensnek
megleleld fehérje Uastasdga kortibelil T0%eox volt, melyst az aliv fehériefrakald denzitomet-
rihs analizisével hatdrozitunk meg SDS-PAGHE-n vald sivilaszias és Coomassie Blue-val vald
festes utan.

A I komponens fovabbi tisztithsa kozben azt taldltuk, hogy & MoneQ-oszloppsl
végzett pds wtdn két kilinbded febiégefrakeid tartalmazott reduktae-aktivitast, ha ast a ferre-
doxin- és oxigends-komponensekkel egyitt vizsgdltuk. Ezen két frakeid tovabbi tisztitasa IEE-
géien végrett elektroforézissel kideritette, bogy a két frakeid redukidz aktivitdsa jo! meghiltn-
hiziethetden shiérs iroclekiromos ponttal rendelheazik. Exr gy wutattudk ki, hogy az IEF-
gélbSt sedrmazd, két redubtdz-frakeidt tantalimasd egyes shvokat kivigtuk, &s a kivagott sze
leteket DOCIP-reakcidkeversket tartalmasd, alacsony olvadaspontt agardz-parara tetiik
Mindkst gélszeleten azonositottunk reduktdz-akiivitast s DCIP NADH-fuged redukeidis dltal,
amelvben az szintelen, redukalt formaba alakult. A 33, frakcidban vd redukide kartlbelnl 5,6
fatszolagos plovel rendelkezett, mig 2 27, frakeitbd! sparmazd reduktaz kortlbelitl 4.8 latazd-
tagos pl-vel rendetkezett.

Az IEF-gélhd! szarmaed, mindkdt reduktde-akiivitas instabil valt, &5 kis mennyiségben
volf jelen. Valdban, csak a MonoQ-oszloprd] glualt 35, frakcidbd! szarmazd reduktazban ma-
radt clegendd fehérjekoncentricid & aktiviths a tovébb tisatitdshoz €5 jellemzéshez. Bzt a
redultde-aktivitdst tartalowed IEF-polszelothdl & fehénét eludhtuk és SDS-PAGE-val slvi-
Jasstottuk & szennyezd fehérjdkedl Ezen a gdlen egy klemelkedd fehéne tdmege karidbelitl

45,000 Dalton. Méretkivdrdsra alapuld kromatografia azt mutatts, hogy & Il komponens mo-
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lekulatomege koridbeld 50,000 Dalton nativ dllapotaban,

Bicamba O-demetildy biokémial jellemydse. Dicamba O-demetilaz-aktivitast in vitro
mkubélasok alatt mértlink 20% €5 30°C kozottt himdrséklet-tartomanyban &5 ktwilbelil 6 85 9
Loxt pHeon, Az gkibvitds éles maximoma volt 30°C-ndl, valamint sxélesen elovljiva 5,5 63 7,8
kozottt pH-értdheken. Az enzimaktivitds az alkalmazont pH-poffer dpusatal figg. Peldaut pH
Tl-en az althvitds kortibeldl 40%6-al alacsonyabb Trisfartabmd pufferben, wint fosefie
tartalmd pufferben,

A K~ 88 Va-Srigkeket dicamba O-demetilazra két parhuzamos kisérlethd! szarmazd
adatokra  dlesstett Michaelis-Menten- ¢s  Lmeweaver-Burk-porlwdkbdl hatirostuk meg,
SigmaPlow® alkalmazasaval A dicamba K, -értdkst kinilbehil 8,9 + 3,9 uM-nak becsiiltiik é5 a
reakeld Veeeertdkét koraibelil 108 + 12 nmoliperc/mg-nak beeaititik

A hirom komponenst dicamba O-demetilds-aktivitdsrs vizsgaltuk kilonbdzé kombi-

nacidkban, BEgyik komponens sem mutatott sktivitAst, ha egymagdban vizsgiltuk, Valdban,
seignifikans mennyiséel O-demetilaz-aktivitast caak akkor lehstett deteksdini, ha mindhdrom
komponenst kombinaltuk, Az L & I komponens keverdke kis mennyiségl enzimaktivitast
mutatolt, amely valdszintileg a I kowponens frakeidi dltal szennyerdsként fartadmazott 1L
komponens nyomokban vald jelenlétének tdajdonithato.

A NADH és a NADPH egvarant hozzdiarult az enzim aktivitdsahnz, 3 NADH jelenté-
sen hatékonyabban, mint & NADFH. Mg® szikséges volt az enzimaktivitéshoz, Fe®', Savin-
adenin-dinukleotid (FAD) és flavin-mononakleotid (FMN) kis stimuddld hatdst mutatolt, vagy
exvialtalin nem stinouialta az enzimaktivitast, résdegesen tisztitont fehérjepreparftumokkal vég-
zett kisérletekben. A legruagasabb aktivitdst NADH, Fe™, Mg® s FAD kombindcidjgval kap-
tuk,

DISERUSSZIO

Fsendomonas maliophifie D-6-t6reabdl szénmazd dicamba (demetildz egy hiron-
komponenst oxigendz [Wang, X4, PR thests (1996}, University of Nebraska-Lingeln, Lin-
cola, NEI, amely g dicaraba nevit herhicid 3 8-dikldr-szalictisavvd {3,6-DUSY; 2-hidroxi-3,6-
dikior-szalicilsay) vald Atalakulisirt felelts, Tisstitdst véadatot tervestiink, amely lchetdvé
tette mindhdrom komponens bomogsn vagy kdzel homogén dllapotba vald Gsziitasat,

& hiroms komponens 2lsd elvalasztasa Phenyl-Sepharase-oszlopos végeett kromatog-
rafia voll. A résedegesen tisztitott komponensek enzimaktivitdsat és mas jellenedy lehetdve

tottsk a komponensek feltdtelezett aronositdst reduktizként, forredoxinként &s oxigendzkent,
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arnely ahhoz hasonld Ssszetétel, amelyet szdmos més, korabban tanuiményvezon heme-tanalmd
¢s hemet nem {artalmaxd, tébbkm@anmsﬁ exigendz esetén taldltak [Batie és mtsa
“Chemistry and blochemisiry of Havoenzymes” cimd konyvben, I kdtet, 543-365. old, seerk.

¥ Mualler, CRC Press, Booa Ratog; E’-{axayama és motsat, Annu, Rev, Microbicl 48, 565-001

Biochem. Biophys. Acta 1382, 177-179 {19835} A ?hei’}y§~SG}.}}E&YO‘;}Q*{}Sﬂ{}p!{ﬂ fzolglt HL
komponens mind a citokréme¢, mind a DCIP-festek NADH-fggd redukeidiat katalizilta, To-
vabbi ax a képessége, hogy elosegitt a dicamba konvertalasat 3,6-DOSA-vA, he 1 €3 I kom-
ponenssel kowbinalink, részben helvettesithetd citokréme-¢ reduktizzal. A {L komponens he-
tyettesithetd Clostridinm pasienrioenbSl sedrmazd fervedoxin hozzdadisaval az 1. és 1L kom-
ponenst tartalmazd reakeidkban. Ax O-demetilalist reakeick elbsegitdséher a molekuliris oxi-
gér abszoky szitkaégessdge axt jelzi, hogy ¢ fennmaradt komponens oxigendz.

{hcigendrpe. & dicamba {d-demetildz 1. komponensét {oxigendzme-nek jeloliik} ho-
mogenitasig taztitottuk, és Notermindlis aminosav-szekvendlasnak vetettiik ald. Az sredményil
kapott, 29 aminosavbdl &l szekvencia nem mutatott szignifikans homolbgiat semmilyen mds,
kulonbdzd adatbankokban rendeikesdsre alle Khérjeseekvenciaval Azonban ebbdél az amine-
sav-azekvenalishd!l szfrmazd informaciok lehetdvé tetiek olyan degenerdlt coligonukleotid-
probak tervezdstt, amelyeket sikeresen alvalmartunk az I komponens génjénck detektalisra
és klonozasara (dsd 2. példat). Tovabbd, szen kidn nukleotidszekvencidiabdl sedrmazd amine-

sav-seekvencia dsszehasontitasa az adath@zisokban Iévd fehérieszekvenciaklal erds homologiat

mutatott mds oxigendzokkal (lasd 2. példaty.

Az oxigendzye latszdlagos wolekalattmepe SDS-poliakrilamid-gélekben valé nugra-
cidia alapian koridbelul 40.000 Daltonnak becsithetd. Tisztitott oxigende-preparatumok osak
sgy £ sdvot mutattak Coomassie Blue-val festett SDS-poliakrilamid-géleken, & ebben g ootk
baw v fehérje Bdman-lebontdsa csak egy Netornunalis fyjta jolenlétét mutalta. A natlv oxige-
néizow méretkizardson alapuld oszlopon vald viselkedeésére alapuld beoslések szerint a moleknla
merete koriibelid 90.000 Dalton. Ezen valamennyt evedradsyy alapian feltételezsiik, hogy 3 na-
tiy oxigendz homodimerkdnt fordal €l

Szamos, tobbkomponensit rendszer oxigendz/hidroxiléz komponense {of)-tipust

$199

alegysg-elrendertdést mudal, amelyben 3 nagyobb o-slegyseg mérete korttheldl 30000

Dralton, €5 a kisebb B-alegység molekul ai‘.{izmgﬁ kartdbelal 20,000 Dalion {ﬁa.\ syma &5 nsat,
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demetifdz oxigendz-komponense egyetten, kiwtlbelt! 40 kDa molekulatémeglh alegyséppel
rendelkezik, amely valdseindleog dimerkent fordul olé nativ dllapotdban. Bz az {o-tipusi
alegység-elrenderddés hasonld abhor, amit méas, jO! jellemzett oxigende esotén talaltak, példaul
Preudomas sp. CBS-torsshil szirmaed, 4-kior-fentl-acetdt 3 4-dioxigends [Markus &8 mitsal

I Biol Chemy 261, 1288312888 (1984}, Prewdomonas cepaciabdt sedrmazd faldt-doxige-

ndzr [Batte és misai, 1 Biol Chem 262, 1510-1518 (1987, Comamonay fesfosterombél
szarmazd d-szoifobenzodt 3 4-diosagends [Locher é musai, Biochem. J. 274, §33.842
{1991}, Preudomonas putida 35-bdl szdrmaxé 2 -1, 2-dibidro-kinolin  8-moneoxigendr
177179 (189S})], Preuwdomonas

~ORG
[Rosche ¢s mtsai, Biochem. Biophys, Acts 12323,
pseudoloaligenesbdl svirmard d-karbounil-difersl éter-dioxigengz [Dehmel €5 mitsal, Arch
Microbicl 163, 35-41 {(1995)] és Fseudrmmonay putidabdl szdrmazd 3-kidr-benzodt 3,4-dioxi-

andr [Makatsu és misar, Microbiology {Reading) 141, 483-495 {1995} esstén.

[

Fervedoxingg., A dicambs O-demetilar H komponenset {ferredodingg) néhany ose-

}Qg}k.rs}mamgréﬁés iépessel és JEF alkalmazasdval tisztitottuk, SDS-PAGE-val végzett utolsd

.....

lathatd,

Meghataroztuk a 28000 Dalton ltszdlagos molehulstomegtt fehérje WN-terminalis
aminosav-szekvencidiat. Bz av aminosav~-szekvencia lehetbvé {ette degenendlt oligonukleotid-
prabak eldallitdsat, és excket a prébakat alkalmaztuk a fehégdt kddold genowmt kidn izoldldsars.
Bar a kidn dltal termelt fehérje ferredoxin {ferredoxinemm.} valt, ezt kovetden meghatarostuk,
hogy nem aktly dicamba-lebontashan, ha dicamba O-demetildz masik két komponensével ko
bindljuk {ax adatokat nem mutatjuk be).

Mas hizonvitékok aldtdreasatidk sxt ¢ kivetkezietest, bogy a Rorredoxinggn, nem a
dicamba (demstiliz ferredoxin-bomponense volt. Az elsd, hopy & febiérie maolekulatomege
(38 kDa) jelentdsen  magasabd, mint  baktéoiomokbdt  szdrmazd  1obbkomponensd
oxigendzokban telathatsd, mas ferredoxinek molekulatémege {azaz 813 kDa) [Batie #5 nusai,
“Chemistry and blochemistry of favoenzymes” cinxt kdnyvben {ssevk. ¥, hMiller), H1 kotat,

$43-565. old., CRC Press, Beca Raton; Hargvama €5 misai, Anou. Rev, Microbiol 46, 585-

501 (31992)1.

Masodszor, ferredoxinggp,~bot szarmazd, 20 aminosavbal dlié Nterminalis srekvencia
Lilonbsed fehdrje-asdatbazisokban v, mds aminosav-saekvencidkkal vald Ssszehasontitisa
[Genetics Computing Group {GCG) szoflvercsomagidt alkalmanva {E iversity of Wisconsin,

Madison, Wil nagyméntékd homologiat (80-85% azonossdy a logvalossinlbb N-termindlis
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farredoxinuen-szekvencidhor viszonyitva) mutatott ki szémos kétklaszierss, baktenialis ferve-
doxinnal {Peendomonay stuteerihdl, Prewdomonas putidabdl, Rhodobacter capsudansbdl &

rotobacter vinelandiibol szarmazd ferredoxinokkal),

A négy, ferredodinugp.-al 2rds homologiat mutatd diklassteres forredoxin {3Fe-48)-
blaszterrel rendelkezik, melyet egy [MFe-d8 klaszter kdvet a fehéne Netermindhisénal Ez
alapjan feltdielensiik, hogy a ferredestmunn. jolentdsen kilonbdzik g [2ZFe-28}-klaszterekkel
rendetkezd ferredosin-komponensektol, melyek rendszerint hemet nem tartalmazé, t19bbkom-
ponenstt oxigendzokkal asszocuiltak [Haravams €8 mitsar, Anne. Rev. Microbiol 48, 565-681
{1992}, Mason és Cammack, Annu, Rev, Microbiol, 46, 277-305 (1992}, Rosche és misai,
Biochem. Blophys Acta 1232, 177179 (199531

Reduktidzae. A dicamba O-demetilay L komponens {redulidspc-nek jeloltik) tisz-
titdsa volt a legnehezebb a hirom komponens kéztl. Ez részben a latszdlagos instabilitasnak ¢s
a DI-6-t6rzs Hzdtumatban vald alacsony slofordulast gyakonisdgnak volt milsjdonithard, Minde-
zek ellenére clegend® mennviségl fehérdt tisztitottunk abbow, hogy megbecsifjiink egy kdze-
S molskulattmeget, amely 45.000 Dalton volt. Bz hasonld volt 2 wmédrsthizdrison alapuld
kromatogréfiaval meghatdrozott molekuiatomeghez, amely 50.000 Dalion volt, és ez alapin
feltéielentik, bogy a redulidsne natly formaiaban monomerkent fordul =6 A redoktiz-
komsponens tsziitasdt tovabb bonyolitotia, hogy a MounoQ-oszlopon végrett kromatografia és
az IEF a tsztitott redukidz-preparatumokst felbontotta két, latsadlag eltérd pl-értékkel rendel-
kezd skitvitdsta. & MonoQ-oszloprdd szanmazd mindkdt frakedd mikoddképes volt ferredo-
xinme-el &y oxigendzne—el vald kombindcidban dicamba O-demetilaz-aktivitas étrehozasdra,
Két hasonld flavoprotein taldthatd Sphingomanas fajhoz tartozd RW i-tdrasben, amelyek min-

degyike sgyvforman (6 mikadik redukide-bomponensként & hdromkomponenst dibenzoturén

4, da-dioxigendzban, melyet a kozelnthban frtak le [Binz & Cook, I Bacterioll 17
6475 {19973]. Erdekes, hogy mindkst reduktdz 44.000 Dalton molekulatémegt volt, amely
nagyon hasonldan a redukidzye 45.000 Dalton molekulatOmegéher. Tobb komponenst figyel-
tek meg a farkashab (oaillagfunt) gvtkdrosomdiban eiftorduld leghemoglobin reduktiz eseén
i3 izoelektromos fokuszaldst technikdt alkalmazva {Tuponov &s misat,, Biokidoiya (angnl kia-

dasy 162, 378379 {19821 Ebben az esotben az IEF alkalmazdsdval négy, elkiilonithetd kome

ponenst mutattak ki, amelyek NADH-Riggd reduktaz-aktivitassal rendelkentek. A kérdes meg-

cldasa celiabdl, vagyis hogy vajon csak egy reduktizme Iétentk, amely k&t forméban fordul ¢

p=

o8

vagy két, kulonbozd redukidr etk a Di-6-torasben, egy javitott elidras kifejlesztésere van

szitkség a fehérje nagvobb menoyiséghen vald izoldlasira ésfvagy a kérdeses pén{ek)
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kidnozdsara &s szekvendldsara (Jasd 3. 85 5. példat).

,
&
<

Ecambe (Mdemetilay fulajdonsdgai. A fontebb loint egvedi komponensek fazikat és
biokennal tulajdonsagam kivitl, ax enzimaktivas analizisével Mmutattuk, hogy az O-demetiidz~
rendsrer erds affinitdst (K= kb, 10 M) rmdat seubseiratis rdnvaban, €8 ViaoSttdke koril
beltd 100-110 nmol/pere/myg. Ahogyan az mérsdhelt 1ddidrast zondban gyliitent alaibakidrium
eseten varhatd volt, a maximals enzimakovitast 30°C homérséklet kil figyeltitk meg. Mig az
ensimrendszer pH-optimuma 6,5-7.5 pHtartomdayban volt, egy adott enzimpreparitummal
mért aktivitast erdsen hefolvdsolta sz alkalmazott pH-pulferrendszer tipusa. Tris-puffer jelen-
letdben mért enzimakiivitds lepaldbb $40%6-al alacsonvabb volt, mint foszfat-putferben mérve
ugyanazon a pH~u.

A dicamba O-demetilae harom kowponense dltal katalizalt reakoid vazlatst az 1, dbrén
mutatiuk be. Aw elektronok a NADH-rdt jutnak reduktazbd! és ferredoxinbol 416 rowid aleks-
romtovébbitd lincon a termindliy oxigendzig, amely katalizdlia a dicamba oxidacdigt. A
dicamba O-demetiléz & szémos tGbbkomponensl dioxigende k=0t hasonldsdgok alapjan
feltdtelezziik, hogy a dicamba O-demetlde potencidlizan rejtett dioxigende-akiivitdssal rendel-
kezhet, Azonban nyiivanvald, hogy ez ax enzim nem tartozik @ dicxigendsok osetalydba, ame-
Ivek Oyt hasftanak, €s egy atom oxigént épitenek be 3 Be-szubastratha s mas, kis swerves
szubsatratha, példant o-ketoghutardtbs {Fukomort és Hausinger, §. Biol. Chem. 268, 24311
24317 {1993)). Valdhan, nagymértdkben tisztitott reduktdvpnge, ferredoxinge €8 oxigendene

kombinacidia csak O, NADH-t, Mg~ -, Fe' -t és dicambét ipdnyel az aktivitashoz,

2. példa
Pyendomonny maliophilia DI-0-t8rzsbél szdrmazé dicamba O-demetildzhan 6vd oxige-

izt kédalé kién azonositdsa s szebvendldsa

Az 1. példaba lefrtak swerind meghatdroxtuk az i}xiger;ézmc MN-terovindlis aromosav-
szekvencidianak elsd 29 aminosavidt {r sdrdielbe tett csoportek g legvaldszindbbek):

Thr Phe Val Arg Aan Als Trp Tyr Val Ala Ala Leu Pro Gl Glu Leu Ser Glu Lys
Pro Leu Gly Arg Thr He Leu Asp (Asp vagy Thry (Pro)

{1. axoncaitdszamb ssekvencial.

Ez a ssekvencia lehetdvé tette degeneralt ohgomikleotid-prabak tervesésédt, amelyeket
az Operon cég (Alameda, CA) szintetizélt. Konkrétan, 32 prébabal alld keverdker alkalmaz-

tunk, amely probak mindegyike 17 rukleotsd hosszisaga voll, €8 az Osszes leheiséges
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nuklsotideszskvenciit tartalmants, wmely 3 fentells vastag betlivel kiemelt aminosav-szekvenciat

ag-kémt Cyst alkalmastunk)  kddolhaga Az oligonukleotid-probik  37-végiikén
digoxigenimnel (DIG) voltak jeltive a Boehringer Mannheim ofg (Indianapolis, IN} altal meg~
adott utasitasok szerint,

A DIG-jelalt prébakat eldsrtr £ maltoplilioc DI-6-bA] sedrmazd genomd DNS-hez
hibridizaliattuk, amelyet killdnbdzd kombingcidih restrikoids enzimekkel emdsziettink, 1%¢-0s
agardz~-gdtben megfiuttattuk, & pylon-salrdre blottoltuk. Ezen eredmények alapidn, méret sze~
rint frakoionglt genomi kényvtarat sltottank el pBloesoript 1T KS+ vekyorban, s Sscherichia
codi DHSe kompetens sejtekbe tramscdorméluk. A genomt kSnywtde 122 kb méretlt
XholWHindHi-fragmenseket tantalmasott. & DiGelélt oligonuldectid-probakat egy sorozat
nylon-szirékre felvitt bakteriumkldnhoz hibridizéltattuk. A pozitiv koloniakbd! plazoud-DINS
izotaltunk #x szubkidnostuk. Valsmeonyt seubkidn mindkét sedldt srekvendltuk az Umiversity
of Nebraska-Lincoln” DNS-szelovendld herenderdsén, A DIG-jeltl prébak ubridizdhiatasat &
detektaldsdt 2 Boshringer Mansheim odg slidrass seerint végezitk.

Azonosiottuk az oxigendzpe-ef kodold genomi BNS-ont, Az epdsy oxigendune-et
kddonld nubdentidssekvencidt &6 a levezeiett amingsav-szekvencidt 2. & 3. azonostidszdmi
szekvenciaként mutatiuk be, lontebb a szekvencialistaban.

A kién nukleotidszekvencidiabdl ssirmazd aminpsav-szekvenciz €5 & ,,Swiss Protein
Diatabase”-ban 1évd fehénjeszebvencidk dsszehasonlitdasiaval homoldgiat mutattunk ki mas oxi-
gendzokkal. A homaoldgidt GUG-szoftvercsomag FAST A-progranyanak alkalmazésaval baté-
roziuk meg. A legnagvobb méntdkdl homoldgidt vanilldt demetitde (Prewdomonas sp., 19151

szamit ATCC-térzebdl srdrmasd) oxigendz-komponensével falaltunk, amely 33,8%-08 azonos-

sagot mutato.

3. péida

Peeudomonas maltophilic DI-6-18rsb8l szdrmazé dicomba O-demetilde 18bbi kompo-

pensének tiertitiag &s jellemzése

Baktériumienyészetek & tiszta sojtfizdtumok olfdllitdsa. Pseudomonas maltophiia DI-6-
térzset beoltottunk hat, egyenként kéthterss Erlenmeyer-lombikba, amelyek egy hter, szénfor-
rasként 2,0 mpfml ghikdzzal 63 2,0 mg/mi | Casamine”-aminosavakkal kiegészitett, csékkentett
Klorid-tartalme tapkdzeget fartalmaziak (Kreuger, IF P, Ph.D. thesis, 1988, Hlinois Institute

of Technology, Thicago). A tenyészeteket orbitalis razdgépen (225 rpm, 30°C-on) inkubdluk,

.....

I3

Amikor & tonydszet Aspo-érdke 1,5 €8 2,0 izttt volt, a sejteket elktidnitettik centrifugildssal,
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Beckman Avantt J-251 centrifugiban, JLA-TQ.500 rotor alkalnmzasaval, 4000 g-n, 20 percig.
A letlepedett sejtebat -R0°C-on throltnk. & fagyasetott sejieket {felszusependaltuk 40 wi, 100
¥ MgCh-ban, tirg lecentrifugdituk a fentebb leirtakkal azonos béridmények koedtt, &8 azu-
tan felseuszpendalink feltard puffarben (100 oM 3-{N-morfolinol-propanszulionsay {MOPS],
pH 7.2, 1w ditiotreitol, 5% glicerin), 2 ml feltérd puffert adtunk 1 gramus nedves sejthez.
Hozzdadtenk 80 ul Heosimot | gramww sejthes, hskiériume-extraktumokban alkalmazhatd
protedz-indibitorkokidlial egyiitt {Sigma FS&{S.‘S}, amelybdl § mit adtank 20 gramm pedves
seithez. Végll hozzaadtunk fomb-metil-szulfonit-fuondot (1009 cranolban oldoett, 0,1 M
torzsoldatbal) 200 wit SO mi feltard pufferbe. A sejteket ulirahangos feltdrdban (Somes and
Materials Inc., Model VOX 600} roncsoltuk szét, 2,0 masodperces kezelésekkel, kdzben 3,0
mésodperces nyugalmi iddszakokkal, Gsszesen 30 perclg, 50%-os amplithddndl. A Hzalt sejte-
ket lecentrifugdital 75 percig, 536.000 g-n, JA-25.50 ratorban, Beckman Avanti J-251 centrifue
géban, 4°C-on. A felidusedt (tiszta seft-lizdtumot} dekantdltuk, és hozsdadtunk glicermt 15%
véghoncenracidhan -80°C-0n vald taroldshox

Pcamba O-demetiliz komponenseinek kexdeti fsutitdsa, Korilbelid 2.7 gramm fe-
heriét tartalmasd, Hiszia seftlizdtumot felvittink Pharmacia XK 26/60-oselopra, amely 25 ml
DEAB-Sepharose Fast Flow taltetet tartalmazott, smsly 1 mM ditiotreitolt és 15 (946 ghcerimt
tartalmand, 30 mi MOPS {pH 7.2) pufferrel (A-pufler) volt shvilibrddva. Az osddopont ,Bio-
CADY perflizits kromatoprafids munksdilomashoz (USDA NRICGP Grant #9504266) csatla-
koztattuk, és 5.0 mb/perc dramidsi sebességet altkalmaziunk Miutan sz anvagot felvittitk az
osziopra, A-pufferrel mostok, amig & 280 nwe-sn leolvasott abszorbancia 8,1 ald cstkkent.
Phcamba O-demetildr mindhdrom komposense kttddott @ DEAE-oszlophoz dven kériilmd-
nyek kézdtt. Az oszlopet 0-500 mM NaCl-gradienssel mostuk, A-pufferben. Ennek eredmé-
nyeként a ferredoxin 400 md NaClndl sludlodott, e 2530 mM NaCl-ndl egytitt eludlodott a
redukids €3 az oxigenas-kamponens.

Ferredoxinge Hsrtitase. A DEAE-Sepharose oszioprdl elndll, forredoxinge-tartalmd
frakoiokat egyvesitettak, &s kioserdlttk a pufert 5 térfl% glicerint és 200 mM NaCl4 tartalmazd
50 md MOPS-ra {(pH 7.2) (B-pufferre). Azutan betoményhtettiik koriltbelil 2 mlbre Amicon
ramsnyitd-celldban, YM IO nembran slkalmazdséval, ¢ Centriconl® toményitdhen. A mintdt
sxutdn felvittitk eldtalon Pharmacia HiPrep 26/60 Sephaeryl 5-100 oszlopra, anselyet eldadleg

‘«g‘uﬁwfd ekvilibraltunk, €3 0,3 mipere dramiasi sehességet alkalmaztunk Pharmacia FPLC-

berendezdshen. Az aktivitdst tartalmard frakcidkat sgyesiiettiik, &a Kicserehiiik 2 puffert 1 mM
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ditictreitoly és 5§ terf 9% glicerimt rartalmuzd SO mM MOPS-pufferre (pH 7.2) (C-pufferre}. A

frakoidkat betdményitettitk konifbelil 2 rabre, &5 azutdn felvittik Pharmacia Mono Q HR §/5-
oszlopra, melyet C-pufferrel ekvilibraltonk. Az osziopon (2,0 M lnedris MaCl-gradiens-

elicidt alkalmaztunk C-pufferben. Ferredoxin-aktivitast tartalmasd frakeidkat febégetarialom-
ra vizsgaltuk és -R0°Con tarolmk.

Redaktisne Ssytitdse. A DEAE-Sepharose oszloprd! az elsd tinzitast [épéshen elualt,
oxigendz/redukida-komponenseket tartalmazd fakcidkat egyesitettik, és hozzdadtunk asund-
ninm-seuifitor 1.5 M végkoncentricidban. 4°C-on inkubahtuk 1,5 ors hosszdig, €5 a mintdkat
75 percig centrifugdlivk 56.000 g-u, 4°C-on, JA-25.30 rotorban, Beckman Avanti I-251 cent-
rifugahan. A felidbszdval dolgoztunk tovibb, & felvittik 25 mi Phenyl-Sepharose 6 Fast Flow
toltetet tartalmazs Pharmacia XK 26/20-oszlopra 5,0 mifpere dramldst sebessdy alkalmazési-
val, ax osslopot elézbleg 1,5 M ammodnium-szulfatot tartalmazd A-pufferrel ekvilibraltuk. A
reduktaz-konponenst tartalmazé frakeidkat egyesitettitk, ¢s a puffert kicseréltitk B-pufferre, és
betomsnyitettik korulbelill 2 mi-re Amicon toményitd-celliban, YMID-membeén a?kaﬁ'mazésé—
val, és Uentricont( toményitdhen. A 2 mi mintat felvintik oldtolidn Phanmacia HiPrep 26/60
Sephacryl §-100 oszlopra, amelyet elbzbleg 8~psiﬁéi‘rei ehvilibraltunk, és 0,5 mliperc dramléss
sehességet wkalmaztunk, A reduktiz-aktivitdst tartalmazd frakcidkat sgyesitettitk, €s a puffert
kicseréhik C-pufferre, &s betomenyttertik kiridbelit 2 mibre. A 2 mi mintat felvinik sloeoloote
Pharowacia Mono Q HR 5/5-osalopra, melvet C-pufferrel ekvilibraltunk. Az ocszlopon 0-2,0 M
linearis NaCl-gradiens-elaciot alkalmaztonk C-pufferben, 0.3 mi/pere dramlési sebesaéggel A
reduktdr-aktivitast tartalmazd frakoickat fehénetanalomra vizsgahuk & -80°Cron tiroltuk,

Grors enzimvizspdlon ofjdeds. A hivom komponens aktivitdsat kidon-kilén kovettik
olyan reakeidkban, amember‘ *Cjelolt dicambat alkalmaztunk olyan reakcidkeverékben, ahol a
tovabbi két komponenes foleslegben volt. Az egyes reakcidkban a puffer-oldat az alabbiakat
tartalmasta; 24 mM kdlium-foszfit-puffer (KP) (pH 7.0}, 0,48 ;M NADH, 0,48 mM Fel{),
65 9.6 M MaCh, amelvbdl 200wl fehédrje-mintdhoz adagoltunk 30 yl  master” dicamba-
keverskkel egvitt (a master’” keverdk dssrotdtele: 3624 @l stertl viz, 12,0 1l 50 mM dicamba
$s 25,6 wh HC-dicamba-térzsoldat [1,28 pCily 311 ol dssxtérfogatban, ahola B¢ dicamba spe-
cifilous aktivitasa 4,12 uCiiml volt, 60 pere mbdva, a reakeidkat 50 pl, 3 &% kénsav és 500
wl ster  hozzhadésival allitottuk le. A reakciGeosdvekel vortexen megkevertettik, es
mikrocentrifugiban (Eppendorf, 5415C modelly 14.000 x g-n, 2 perag centrifuglivk. Az en-

wimaktivitds gyors vizudlis becsléséher az egves reakoidestveket kénl UV-lampa (Fotodyne
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{nc, 3-0000 wodelly ald helyeatth a DUSA reakeidtermék fluoresecencigjanak detektalisa

celightl Az enzimaktivitds pontosabb, Ellovantitativ mérésether, a reakeidterndkeket vékony-

s

réteg-kromatografia alkalmazasaval elvalaszionuk az 1 példaban leirtak szering.

1er r

Fehérjekoncenivdoid mephatdrogdsal. A tisziltast elidvds kilonbted feisatban kapott
frakcidkban Bradford vizsgalati elidras alalmardsdval hataroziak meg a fehéde-koncentracidt

{standarad eliards; Bio-Rad; lad 1 peldat).

4. pelila

Ferredoxinme-ct kodole Kdn aronostidsa & seelvendldsa

A tisztitont ferredoxin-fehéndhdl {(a tsetitas letrasat lasd a2 3. példdban) kapott N-
termindlis srekvencia 29 aminosav hosszusagd volt {a feheérigk srekvendldsdt ax | University of
Mebraska-Lincoln Protein Core Facility™-ben végeatiik, stondard Edman-lehontési eligras al-
halmazasaval, Masd az 1 példiban lefvtakat) A szekvenciat Gsszehasonlitottuk a Genbank-
adatbéricsal, any azt nuataita, hogy 35% azonossag van 26 aminosavbol alid, atfedd szakaszon
egy Psanwdomonas fabdl sedrmasd  terpredostinmal, amely egy [2Fe-28]-forredoxin ax
adrenodoxin-casladban, & szekvencia-informacidt hirom degenerdlt oligonukleotid (két elére-
mend €8 egy reverz) tervezéadre hasamdltuk fel A k&, 1T-tagl elbremend lancinditd
oltgonukleotid a tisztitott ferredoxin-fehérichd!l nyert, N-termindlis aminosav-szekvencidra ala-
pult, A& 17-tagd reverr locinditd ofigonuklsotid hat kordbbaw  szekvenalt, bakteridhis
adrenodoxin-tipusts ferredoxin Cermundlis végdher kdzeli, hat aminosavbd] allé, konzervativ
szekvencidrs alapult. A Hncinditd oligonukleotidokat ,egymiasba illesztett” { nested™) PCR.-
reakeichan alkalmartuk egy 191 by meretd termék amplifikalasara P maltopdific ossz-DINS-
bdl A termdket | pGEM-T Fasy” vebtorba (Promega, Madison, Wi} kénowtek  és
szekvenaiuk, A DNS-szekvendlast az  Unbversity of Nebraska-Lincoln DNA Sequencing Core
Facllity™-ben végestitk, standard dideroxi-medidlt Bnotermindeilds elidrds alkalmazasdval. A
klon levezetett aminosav-szekvencidiinak analinieével igazoltuk, hogy sgyesik a dHsstiiont

ferredoxin-fehénehdl kordbban kapott, M-termindlis &s belsd aminosgv-szekvenciaval. Tovab-

b, & leszdrmastatoll  aminosav-seckvencia 48%-ban azonos wolt teljes hosszindgdban

Rhodobucter copsularusbdl szarmazd [2Fe 28 farredoxinnal. A kidnozoft fragmenst megie-
oltik  digoxigeninnel (DIGY (Roche Dinguostics), standard PCR-elidrds  alkabmaziséval
{DIG/Gentus-rendszer  hasendlatt utasitdsa szernt), s Southern-blotial hibridizéltatuk 4

maffophifiohdl szdrmazd Oss2-DNS-her, melyet elézlleg szamos szdmuos resirikeids enzivymel

Sy

emésztettiink. A gént kdridvevd restrikoids hasitchelyek térképét & prébihoz hibridizilddon
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restrkoits fragmensek mérete alapidn dllitottuk Sssze. Ex a kezdeti kisérlet azt noutatta, hogy &

gent egy Xhol/Pstl-fragmens tartalmazta, amely koritbelil 1 kb hosszisiat volt. Azutin £

LM ‘J

sraftophifcbal sedrnrezd Gasz NS Xbol- &5 Psil-envimekkel emdsztettink, &s a restrikoids

frapmenseket gétben elvilasztottuk. A 05 és 1,5 kb méret koustti fragmenseket kivigtuk a

A

geibdl, s g pBluescript I KS+ vektorba {Stratagene, Inc.} lgalink, & DHSq-seitekhe (Gibeo
BRL, Inc ) transzformdltuk. A méret svermt frakoiondlt kdnyvidrat tartabmazd baktériumkold-
nidkat THG-jelol probival sekrivelttk, és azonositontunk sgy 900 bp méret Xhol/Pstie
fragmenst. Szekvenciz-analizissel kimutattuk, hogy ez a kidn tefies hossaiisagn, 318 bp méretit
ferredoxin-gént (4. szonositoszami szebvencia) tartalmazott, amely 105 aminosavbol &llo,
16 114 kDa méret fehéridt (S, azonositdszdmd szekvencia) kodolt. A kidnozott géabdl levere-
tett ammosav-szekvencia egyerstt a tisziftoft ferredoxin-fehénébol kordbban kapotlt, N-
termindlis €5 belsd aminosav-szekvencidval. Tovablhy, a leveretett aminosav-szekvencia teljes

hosszusigéban homoldg volt a bakterialis [2Fe-2Serredoxinok adrenodoxin-csaladjanak

wbbt  tagidval, 42%-o0s  azonossigot taldhunk Rhodebacter copswlatushél  szérmazd

ferredoxinnal ¢s 353%-0s asonossdgot taldhunk Peendomonashél! sedrmazd Ferredoxinnal (lasd

15
2. abrét). A tobbi havom ferredoxin Cuulobacier crescentushdl, Rhodococcus ervihropolishdl
és Feondomonas puficdatdl szarmazott. Fhbex a cealadhor tartezd fehénjsk sgvetlen 2Fe-28
| vas-kén-klasztert kétnek &s hfrom konzervativ motivummal rendelkesnek. Ax 1. motbvum hi-
rom konzervativ cissteint tartalmaz, amelyek 2Fe-28-ligandumok. A 2. motivum negativan
200 wolott aminosavakbd alle aseternt tartalmaz. A 3. motivun tarialmazea g 2Fe-38-Idassterhen
levd, negyedik konzervativ cissteint,
5. péida
Reduktdane-st kodelé Kén azonositdss €5 segkvendldsa
25 Keét reduktés-gént klonoztunk a 4. pllddban leirt megkdeelitéds alkalmazdsaval, a

X

ferredoxin-gen kidnozasa céliabdl A tisetitolt redukias-fehérichd {a viszthds leirdsat ed 2 3.
példaban} kapott N-terminalis szekvencia 25 aminosav hosseisdgd volt. A szekvencidt dssxe
hasonlitotiuk g Genbank-adathasissal, any ant prutatta, hogy 90% azonossdg van 20 aminosav-
bl alls, arfedd szakaszon diokin dioxigendz (Sphingomonas sp. RW1-bS! kordbban izolalt ha-
3¢ rombkomponenst enzim} citckrom P430-tipast reduktdz-komponensével. A tisstiton fehérje
tripszives emészidsevel 10 aminosavbol alld, belsé szekvencidhor jutottunk. A belsd szekven-
cin 87 Se-ban azonos volt Sphingomonas sp. RWI-bd! sedrmazd, ugyanibven oitokrdm P45G-

tipnstt reduktéz 62-69 aminosavaival, Bzt oz szebvenciz-tnformacidt harom  degeserdlt
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olignnukleotid (két elvement és sy roverz) ferverdadre hasanaltuk fel. A két, 17-tagy eldre-
mend lancindity oligonukleotid az N-termunalis aminosav-szekvencidrs alapult, é8 a 174agh
reverz  lancinditd  ofigomekientid 2 belsd aminosav-szekvencidra alapult A lancindité
oligpuukicotidokat | sgymasha Hleswstet” {,nested™} PCR-reakoidban alkalmazink egy 180 bp
méretth termék amplifikdlasira P, malfoplilia 6sse-DNS-BEL A terméket | pGEM-T Easy”
vektorba kidnostuk és szekvendliuk A koo leverstett aminnsav-szehvencidjanak analizisével
igazoltuk, hogy egvezik a tsztitodt reduktde-fohdrjdba! korabban kapott, N-terminalis és belsd
aminosav-szekvencidval, Tovibbd, & lesz@rmaziatont aminosav-szekvencia 30%-ban azonos
volt telles hosszisigiban Sphingomonas sp. RWl-térzsbél szdrmazd dioxin dioxigends
citokrom P-450-tipusts reduktdz komponensevel.

A kionozott fagmenst megjelsltik digoxigeninnel (DIG), £5 Southern-blottal hibridi-
zaltattuk P madtophilicbd! szhrmazd Gssz-DNS-hee, melyet eldzileg szamos szamos restrikel-
s enzimme] emésziettiink. A Southern-blot azt mutatta, hogy a DIGjelalt proba két kidonbs-
=8 16kuset ismert fol P maliophifiabdl ssdrmand 838z-DNS kilénbdzd restrikeids emésztést
termékekben. A megfigvelés alapian feltdiclenatk, hogy két reduktdz-gén van P, maliophilia
genomganak kultnbézé helyzetetben. Lehetadges, hogy a két gén azonos és duplén fordul eld,

mely két azonos redulndz-fehériét kodol Alternativ médon, ax egvk gén révidebb fehénét
kédol, amelynek nincs aktivitdss, vagy teljes hosszaisdgh fehériét kddol, amelynek alacsony ak-
tivitasa van az alialunk alkalmazott O-demetilds vizsgalali eljdrasban. Mivel olyan gén
kidnozasa szitkséges, amely optimalis akthitassal rendelkenik, a DIG-jeltlt probat alkalmaztuk
mindkét reduktdz-pén azonositasara.

Ha P. maliophiliabd] ssarmaxt 6552-DNS-t Kpunl- és FeoRl-enzimekkel emésziettimk,
a DIG-jelolt proba egy vestrikeids fragmenshez Wbridizdlodott, amely kostdbeldl 4.0 kb
hossehisdgh volt, és epy masik, nagyobb fragmenshez, amely korilbeldl 20 kb méretit volt. A
4.0 kb méretit KpnlEcoRI-fragmensben évd gént korldvevd, szimos resiriketds hasitohely
érképét a probahor hibridiediddett restrikeids fragmensek mérete alapién dlfitottak Ossze. A
restrikoids térkép azt mutatta, hogy a8 ?§’§38§ gént enmek 3 4,0 kb méretl fragmensnck kel tar-
talmazta. Bzt kévetfen P maliophifiabdl & Sesz-DINS-t Kpnl- és EcoRb-enzimekkel
emésrtettink, 85 a restrikoids fragmenseker gétben elvilasatottuk. A 3,0 €8 3.0 kb hossaisag
ezttt Sragmenseket kivagtuk o gétbdl, €s a pBluescript I K&+ vektorhe Bgdluk, €8 DHSce-
sejtekbe transzforméaliuk. A mdéret szerint frakclonalt konyviarat tartalmazd baktérmumkoldna-
kat DMG-jelolt probéval sekrineliik, és azonositottunk egy 4.3 kb wéreth Kpul/EcoRI-

fragmenst. Szekvenciz-analizissel Mmutattuk, hogy ex a kidn teljes hossslisigh, 1224 bp mé-
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retii redukidz-gént (6. azonosttoszamn szebvencia} tartalmazots, és 408 aminosavho! allo, 43,7

kD3 méretlh fehdjet (7. azonositbszdmd szekvencia) kédolt. A Klénozott génbdl levezetett

ammnsav-szelvencla egyesett o tisziitott reduktdz-fehdiiehd! korabban kapott, N-termindlis és
belsd aminosav-srekvencidval. Tovabbd, a levezctont aminosav-seekvencis teljes hosseisagi-
ban homolog volt legaldbb négy mastk, FAD-Riggd piridin-nuldeotid reduktdzsal, 69%-0s azo~
nossdgot talaltunk Sphmpomonas sp. RWI-toraabdl szdmmasd, dioxin dioxigendz citokrdm
PasO-tipust reduktiz-komponensdvel, €8 36% azovossigor taldltunk Psewdomonas faihdl
szarmazd terpredoxin reduktdzzal (Mded 3. dbedt). A mésik két FAD-figgd piridin-nukleotid

szarmazott. FAD-figgd piridin-nukiectid

redokide 8 erpthropolishét & P pudidabdl

redukidzok csalddidhos tartozd fohének ot konzsrvatly mothvummal rendefkeznek. Az 1. 653

J

motivum hdrom konzervatdy glicint tartalmaz, &s megfelel az ADP-kétéhelynek FAD-ra és
NAD{P)-re, sorredben. Az 5. mothvam megfelel 8 FAD-flavin-csoport k6tdhelvének.

A masodrk gén klonozdsa ofligbdl, P maliophifiabdl szirmasd Sasz-DNS-t Kpnl- &

EcoRI-enzimekkel emésztetttnk, & az eredméoyiil kapott restrikeids frapmenseket apardz-
3 F 2 &
gelben elvalasstottuk. Korglbelil 20 kb meérvetd fragmenseket kivigtok a gélbél, és sstmos

restrikeids enzimumel emésatettiik, €s azutan Southers-tlottal a DIG-jelslt probdhoz hibridizdl

tatiuk. A masodik gént korivevd restrikcids hasitdhelvek (érképét a probihor hibridizalodoit
restrikeias fragmensek mérate alapjdn allitottuk dssxe. Haek a kisérletek ant mutattak, hogy &
teligs hosszdsdgh gént sgy Apal-fragmensnek kell tartalmazmia, amely korilbelid 3,0 kb
hossaisagn. Bzt kévetden P, maliophiliabdl sedrmazd 93sz-DNS-t Apal-enzimmel emésatet-

tink, és a restrikeids frapmenseket gelben elvilasztottuk. A 2,0 és 4.0 kb hossaiisdg kozott

fragmenseket kivagtuk a gélbdl, ée a pBluesaript [T K&+ vektorba ligaluk, 85 DHSa-seitekbe
transzformaltuk. A& méret szerint Hakoiondlt knyvidrat tartalmazd hakidriumkoléniakat DIG-
jelalt prabaval sziorineltik, ¢s azoncsitottunk egy 3,0 kb méreth Apal-fragmenst. Szekvencia-
3,0 kb méretth kion telies hossztsagh, 1227 bp méreth nviton

allo, 439

analizisse! kimutattuk, hogy ex a
leolvasast fazist (8. azonositdszdmit szekvencia) tartalmasolt, €s 409 aminosavbdl
kDa méreth fehérdt (9. azonositdszimi seshvencia) kddolt. A masodik redukiéz-gén altal ko~

dolt aminosav-szekvencia maydoem azonos volt {88, 8%-0s azonossag) az elsd gén szekvenci-
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& pelde

Novénvek transzformaldxa

Abbdl 3 colbdl, hogy a dicamba {demetiléz héram komponensét egyenként olvan ka-

zettikba helyesztk, amelyek alkalmasak ndveényi expresszidra, az glabbi iépéseket végeanik.

54

Lancindito oligonuideotidokat tervertiink mindhdrom gén 8 -végén I8vd Neol-hasitchely s 3'-
végén kv Xbal-hasitohely irehozass céfjabdl, PCR-amplifikicidval Az eredményil kapott
PCR-termékeket szekvendlissal validdluk, &s azutan az egyes géneket egvenkém kidnoztuk
pRTLZ-velktorba (Dr. Tom Clemente biztositotta, Plant Transformation Oore Research
Facility, University of Nebraska, Lincoln, Nebraska) Ez a vektor dohdnvban markst” okozd
I vimsbdl (obacce efch viras”, TEV) szérmazd, 144 bp meéreth trassslicids enhanszer-
vegendl. Az oxigendz-, redukidz- és ferredoxin-géneket azutdn sgyenkdm  kldnoztuk
Xhol/Xbal-fragmenshént pKLP36-jelli ndvényl expresszids vekiorba (Indu Maiti biztositotta,
University of Kentucky, Lexington, Kentucky) [Maiti és Shepard, Biochem. Biophys, Res.
15 Commun 244, 440-444 (1998)]. Ex 5 Mnaris veltor Rldi mogyordban eldforduld, klordaist
okozd virusbd! szérmazd telies hossmisagh promotert (PCISV FLi36) tartalmaz dupla
enhanszer-doménnel konstitutly expressxio cdljabol névénvekben, és horsobal szarmazd rhel
3végl szekvencidt a transshnpoid hatdkony termindcididhoz [Maiti és Shepard, Biochem.
20 mazd konstrukcickat lehet eléallitani a hérom gén szamos, kilénhdzd sorrendben éx ortentéci-
ohar vald kombinacidianak alkalmazdsaval
Az aldbbt modssercket alkalmartuk oxigends-, ferredoxin- & reduktis-konstrukcidk
Agrobacterivm  fonefaciensbe vald bevitelére egyenként, € az  epves  konstrukeidk
drabidopsisba €5 dohdnyba vald travszforndlasirg. A hérom konstrukeidt 4. mmefociens
25 CE8CI-tdrzshe vittik modositont hdromeszilés koresziesést eljdrdssal, melyet ratinszeriien al-
kalmaznak a "Plant Transformation Core Research Facility”-ben. Eszerinmt as egves konstruk-
citkat tartalmard, Escherichia voli sejteket 4. tomefaciens sejtek $s B, coli sejtek keverdkével
inkubdliuk, amelyek pRKZO13-eld helper plazmidet tartalmeztak (placemid-mobilizaldshoz).
Axutdn ax sgyes konstrukeiokat tartalmezd 4. honefiaciens sejteket alkalmartuk dohdny és
30 Arabidopsis transeformélaséra a2 “Plant Transformation Core Research Facllity” segitségevel.

i

Dohdny esetén, levél-explantgtumsokat inkub&lunk az egyes konstrukcidkat tartalmazd, 4

2
Y

generdltuk [Horsch €8 mitsar | Science 227, 12291231 (1885)]. A dohdny transeformdeids elja-
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rhsdt részletesen az alibbiakban famertetiitk.
Doharv-explontdtomok lodliiidsa
Kortidvelt] 7,5-10 ow-es leveleket vilogattunk 1 hdnapos ndvényvekrdl (3 oxoson két le

vel), Bz 30-40 expﬁamézumhov volt elegendd. A leveleket nagy fabpohirba helyemtiik, és
dHO-val fedrik 20-30 percig. A vizet letntattik, és a leveleket 10% Chiorax™-el plusz
Tween 20" -al fedtik (1 csepp SO mi-re). A leveleket 15 percig hagytak azeatni, &8 IN-5X
mostuk steri! dHO-val, A levéllemer kitlsd szEl8t, 2 oadocsal &5 a levélnyélled {petiolus} levig-
tuk, 3 KGxépsd erezetet laviguk, $5 2 maradék sedvetet L% x 0,5 om mérettt darabokra vég-
tuk, Az explant@tumokat eiftenyésztentik, talcinként 30-at, adaxialis oldadobkal felfelé, 1 na-
pig a beolias eldtt,

Agrobucterivm-olinaag eldallscsg

2 ml dgrobacterium-tenyészetst inditottunk megfeleld antibictikumokkal kiegdszitett,

P-tapkazegben (10 g pepton, 10 gA NaCl ¢ 5 g desardkivonat, pH 7,0). Hagytuk, hogy

a seifstrlisdg eldrie a mavmumot & 2 ml tenyészetet szubkultordba vittik 50 mi YEP-

tapkazegben, ¢ hagytuk ndvekedsd &R dra hosszalg (28°Coon, llandd rézatds kézhen). A

sgjtehet centrifugilassal elkilonitettik (3000-400 rpm). A baktérivm-tiledékeket felszuszpen-
dabtuk ODgee=0,3-1,0-re, egyiti-tenydsziesl tapkdzeghen,

Az elallitott dgrobacterium-inokulumot dtvittitk Petri-csészélbe. Az eldtenydsatant
explantdtumokat 30 percig inokuldlnk. Az explantdtumeokat steril selicdpapirra blottoltuk, és
0,8% agarral saifarditott egyiti-lenyésstést tépkozegbe helvestik {10 explantatum csdszén-
kent), amelyet befedtiink sterdl selirbGpapirral (egvintt tenydsztett ndvények az adaxislis oldaluk-
kal felfelé). Az explantdtumokat 3 napig tenyésetettitk egyiitt. Az epvitt-tenyésstésl idhszak
utan az explantétumokat rivid ideig mostuk regenerdcios tipkdzegben,

A mosott explantdtumokat sterll saindpapirra bioticlink, 8 sztvetet (10 explantitum
esgszenkent} atvittik 0,8% agarral szilarditott regenericids tipkazeghe, amely mdy szelakeios
agenst {130 mpfl kanamicint} tartalmazoit. Ax explantatumokat adaxidlis oldalukkal felfeld te-

yeseigttk. A szivetet kéthetente atvittik friss regenericios apkizepbe, és a sarjakat kivag-
ik > 3 omy, € szubknitirdba vittite gyokereztetd tdpkozegbe. A gydkeres sariakat anstin
ialagba telepitettik
Reagensek:

Elionvéraidsd sdpkdaer (PMG:

MS-sék BS-vitaminokkal, 3% szachardz kiegészitve 1 mg/l BAP-gl, 1 mg/l NAA-val

és 8 ugd pUPAval (p-kidrfenoxi-ecatsavval), pH 5.7 (Megjegyeés: minden novekeddst sza-

b
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balyzot sterifre szfirink ).

Egvisi-terydsodsd fdnkdzeg fCM):

110 MS/BS-tapkazeg, 3% szachardzzal, 1.0 wgfd BAP-gl, 0,1 mpf NAA-val 6 8

s/l pOPAval kigpénative.
Regenerdaios rpkizer (RM:

MEBS-tipkazeg, 1,0 mg/ BAP-al, 0.1 mgd NAA-val 85 3% szachardzzal kegdssit-

v, pH 5,7, Carbenoillin (300 mgf) &s cefotaxime (100 mgM) antibiotikumokat alkadmanunk.

Gydkerezterdsi ionkizeg:

MS-s6k teljes ordssépt BS-vitaminokkal, kisgéezitve 0,1 mg/ NAA-val és 194 szacha-
rozzal. A tapkdzeget 0,8% agar szildrdifja. Az antibiotikumok koncentracidja (ha 75 mgd Lnpt
-t slkabmazuek) SO0 mg/t carbenicillin &5 100 mg/ cefotaxime.

Kivilasztottunk tiz-tiz sarjat mindharom transaformacits kisérdethdl, gyskerestetd tap-
kozegbe helyertitk néhdny hétre, &y amutdy cserepekbe etttk fiveghazhan, drabidopsis ese-
tén egy oserép viragzd ndvenyt inkubdliunk 4. fumefaciens seitek szuszpenzididval, amelyek az
egyes konstrukciokat tartakmzték, €5 azutdn a névényeket hag}fmk' %b’i:nagmni {Bechtold és
és Bend, Plant I 16, 735-743 (1998} Magokat fogtunk, és csiraztatuk azokat kanamicint
tartalmand tipkozegben. Miutdn a oxrantvényvek kiclegitd mértéhben gyokémendszert fejlesz-
tettek, néhdny novényt kivalasztottunk az egyes transzformacits kisérietekbdl, és atiletik
ceerépbe tenydsztd kamrdban,

A transzformilt ndvényekben, az egyes gének expresszidinak kiertékeldséher néhany
transeformalt ndvenyb$l szarmazd levelek Hzdtumar febvitith Westsrn-blotra, $s probakén
olyvan poliklonalis ellenanyagokat atkabmaztonk, amelyek a dicambg O-demetildz hirom kom-
ponsrsdt detekidhtak. Az egyes enzimek ndvényi extraktumothan vald akitvitasanak meghati-
rozdsa odljabol olvan megkozelitést alkabmaztunk, amelyben az oxigends-, forredoxine vagy
reduktas-fehérdket copresszdldy, tramsziormdt ndvényekbdl szdrmast levelek lzatumait kom-~
bingltuk feleslegben évd, £ maltophilin DI-6-t6rzsbdl tisztitott, (-demetiliz tovabbi kompo-
nenseivel. Fxt g keverdket teszteltik dicamba O-demetildz-slaivitdsra standard 0 -jeldlt
dicamba vizagalatt eljarassal (lasd az 1 88 3. példdban leirtakat) és HPLC vizsgalal eliarisban,
amelyben nem-radioaktiv dicamba~t alkalmaziunk ssubszirdthent (dicamabs és 3,6-DUSA ki
{onbozd pontokban elualddik a HFLO-rd! ¢s ménm lehet).

A péntermékek koroplasztiseban vald expresseididnak teszielése céliabdl olvan konst-

rukedkat aliftottunk old, amelvekben az oxigendz, ferredoxin éx reduktdz $'végénsl sgy
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tranzitpeptid-szekvencia volt. Tven meghdrelitdst sikercsen alkalmaziak szolfonib-karbamid-
herbiotdtolerancia dohdnyndvényekbe vald beviteldre [(FKeefe éy mitsal, Plant Physiol. 105,
473-478 {1994}]. Konkrétalban borsobdd szarmazd, sibulbe-1,5-bifoszfit karboxilaz kis alegy-
ségének tranzitpeptid-(szigndiseekvencidiat (1% avonositészamt nukleinsav-szekvencia) gén-
technoldgialag bevitttk oxigendz-, ferrodonin- vagy reduktaz-gént tartalmard, intermedier
pRTLZ-vektorba, amelvhen mindegyik smiat expresszids szabdhzd szebvencididt tartalmazia
{ldad fentebb) Bzt Ggy végerzttk, hogy a tranzitpeptid mindkét végén létrehoztunk Neol-
hasttohelyeket, ldncmditd oligonuklectdokkal és PCR-eljardssal. Az Neol-hasitéhely elsegiti a
tranzitpepiid bevitelét a TEV-vezetOszekvencia és a riporiergeén {oxigendz, reduktdz vagy
ferredoxin} kéze ar pRTLZ-veltorban, Awsutén ar egédsy kazettdt (TEV-vezetdszekvencia,
tranvitpeptid €8 viportergény kivagtuk a pRTL2-vekiorbdl Xhol/Xbal-fragmensként, és bevit-
tik PCISVEL3S-promotert és rhe8 3 -termindtort tartalmazd, pKLP36-jelil bindris vekiorba,

Uy teszteltitk annak a valdsziniséget, hogy a bakteridlis ferredoxin-gén kédonhasznsla-
ta nem volt teljesen optimualis ndvény: sejtekben hatdkony transzlaciona, bogy ugyvanolyan ami-
nosav-szekvencidy kodold, suimetikus forredoxin-gent seidetizaltunk, ming a P malioplelia
D-6-1trz2xb$ acdrmazd ferredoxin amioosav-szekvencidja, de kéisaik{ ndvényekre optimali-
zalt kidon-eltérgaekked, 3 szintézist az Entelechon, OmbH cégnél végerték (Regensburg, Né-
metorszag). Job dokumentdlt, hogy a kddonbasandlatban 10rtént viltostatasok esszencidlisak
bakterialis B¢ toxin-gének optimalis expresszidighoz nivényt sejtekben [lasd példanl Dichn &s

mitsal, Genetic Engineering 18, 33-89 {19963}

7 pilda

Navénvek permetesése

Transegemkus dohdoy-neények dicamba-rezisziencidjanak teszielése céljabdl, a &
példaban, femtebb loint To-generaciSbé! sedrmaed magokat csirztatiunk, és 10-12-leveles alla-
potig ndwvesatettik. A Department of Agronomy” segitaépével ezeket a ndvényeket egyeniete-
sen { alandd folvadéherdliitasl sebessdgpel™) permeteztik {Burnside, Weed Science 17, 102+
104 (1969}], ehterjedten alkalmazott permetend-herendesds alkalmazasdval, amely az 1ISCO oég
gvartmanya volt, A permetesd TEEIET szdrofejel &5 emydvel rendelkezett, kortlbell 3.0
kmidra seallitast sebességet & 42 psi nyomast alkalmaztunk. A szdrdfel konitbelil 203 e
volt a ndvények levelel BI04, Dicamba-t (kereskedelny forgalomban vd termék Clanty) ki
ionbdzd koncentracichan permeteztiink & névényekre nem-~ionos felitletaktiv anvaggal keverve,

0,41 hektaronkeént {1 acre) kOrtdbeltd 90,86 hter wennyiségben, nagynyomdsh levegd alkalma~



(¥4

20

]
LA

~ 48 -
zashval
Az eredeti névénypusztiths mdriekdt lefrd porbe felvétele céliabdl, vad tipust dohiny-

novényekel kezelttink ndvekvd koncentracidin dicamba~-val O &8 0,55 kg'hekidr (azaz 05
lba/acre} kiszém tartomanyban. Megéllapiiottuk, hogy a vad tipush ndvények 100%-ban érzé-
kenyek voltak 0,55 kg/hektdr mennyis °g.l dicambém, maid az a‘sxigeﬂémgém ﬁg}smagéi}an vagy
dicamba-val, 0,55 kgf?mktér s 8.3 kgi&ekﬁér kgzot mefzfzyiségben Az <>>:§genéz—gén§<m‘;s§m§c~
1ot tartalmazd, de tranzitpeptidet kadold szekvencidt nem tartalmasd, transzgenikus ndvények
rexjaztensek voltak dicarmba-ra (azax sovekedtek €5 egészadpesek voltak) legalibb 2,73
kg/hektar mennyiseglt dicamba-keseldsre. Az oxigendz-génkonstrukeidt tranzitpeptidde! tar-
talmazd, transzgenikus dohdnyndvények ndvekediek s spdsasdgesek voltak méy akkor is, ha
5,5 kg/bektar mennyiségh dicamba-val permeteztik azokst, Tebdt, az oxigendz-gént tranzit-
pephidet kodeld szekvencidval vagy andlkl tartalmazd, transzgenikus ndvények megielendss
hasonld volt a kezeletlen kontroll ndvényekehew abban az esetben, ha maximum a jelzett
mennyiségh dicamba-val kexeltik azokat, mig vgyanckkora mennviségll dicamba-val kezelt,
nem-trauszgenikus adévények csblkkent mértckben novekedtsk, ethervadiak és sllyos nekrdzist
routatak,

Egy hasondd kisérletben a harom génkonstrukeidt (oxigends-, ferredoxin- 8s redubtas-
géneket) tarialmasd, transzgenihus ndvenysket permeteztiink 0,138 ky/hektdr dicambaval. A
harom génkonstrukedt tantalmazo, transzgemius ndvénvek ndvekediek &s egdszsépesek val-
tak, ha iyen dicamba-koncentracié alkalmazdsival permetextiik azokat, mig ugyanilven
mennyiségll dicamba-val kezelt nem-transzgenikos névények csdkkent ménidkben ndvekedtek,
ethervadiak ¢s stlvos nekrozist mutattak. Mivel az oxigendz-konstrukeidt tartalmazd nivények
tolerdnsak voltak dicamba-ra 2,75 kp/hekedr dicamba alkalmazisa esetén s, elére Mthatd, hogy
a hdrom génkomstrukoidt tartalmazd transzgenibus névények hasonlGan rezisztensek 2,75
kpsheloar, st még tobb dicarmba alkabmazise esetén is.

Erek az srodmédnyek cgydriclmiten aldthmasstidk, hogy a talolmany szerinti, dicamba-~
lebontd oxigendzzal vagy & hvom génkonstrukeidval transeformdll, transzgenikus ndvények

swerzett revisztencidval rendelkeznek dicamba-ra,
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A szekvenvialistdban talithatd kotetlen szbvegek fordiidsai

Loszekvencia: 28 pozicid: az Xaa tegvaldssindbben: Asp vagy The

28 pozicd ax Xaa legvalésziniibben: Pro
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DB-molekala, amely 8 kdvetkesd eminosav-szekvenciak bimmelyiksvel rendeliezd, dicantba-febants

forredoying k3dalé INSsaskvencidt tartebman:

ay az 5. gzonositdezdmd sasks :n{:isi% (SEG IO RO 5) wrtalmand smigossv-asckvenciy;

by aminosav-seskvencia, amely 5. azonositészdmd szekvencin {SEQ I RO: 5) cozimatikasan akifv fage

e &

of a3, szonoshdsziied saekvencideal tegalébb mintegy 85%-ban azoocs andnosav-szekvencia, amely

givamba-leboutd ferradoxin-ahtivitdesal rondetkezik,

2 Az 1 dgénypond soerint DNE-molekuda, amely 8. szonesitdszanst (SEQ I NG: §) amdosav-szekven-
2158 dicamba-lehontd ferredoxint kodold DNS-grekvencist turtalmay,

3. Az 1. sgéaypont szerinti DNS-molekula, smaly tavalmazen a2 4. azonosfidsadmt mibdeinsav-seekvenciat
{SEQ Ny 8y

4, DNB-molekala, amely 2 Kvetkezd aninosae-szekvenciak birmelvikével rendelkezd, dicambe-lebontd
redukidet kédold DNS-arckvencitt tarialman

a} 7. vagy 9. avonositosséng seekvenciival {SEC D NO: 7 vagy 91 rendelierd antitosv-aeckvencix

b anunosev-seekvencia, amely a2 a) ponthan leirt aminosav-seekvencis snxinatiiussn sktiv fagmense; &

¢} az 8} ponthan leint aminosav-szekvencibval logalabb mintegy R3%-han avonos amincsav-szekvenciy,

amely dicamba-lebontd reduktie-akividssal rendeikezik,

&, A4 ipdnypout szering DNS~molekufa, amely 7. azosociidszdnm aminossv-szelovencidid (SEQ ID NO:

7} dicambs-lebontd redukidzt kddnld DNS-sankvencidt tartalmaz,

& A 4. sgénypont szerintl DNS-molckuls, amety 9. azonosftdsadmt aniuosav-szekvenciaie (SEQID
3} divamba-lebontd redekidst kédold DNS~szekvenciat tartsbnaz,

7 A 4. igénypont szerintt DR -wmolekule, amely 6. vagy B, azonositdszémé muldeinsav-szekvenciat (SEQ
0 NGy 6 vagy 8% tartadmas.

8. DS-bonsirnketd, amely legalibb ogy exprosszids seabidlyzd szekvencidkhoe mikddiképesen kapesolt,
-7 igéaypemei{ barmelyike szerinti DNS-melekaldt artalmaz,

% A ¥ igénypont szerintl DNS-konsteabadsd, amelvhen & sukletossv-saekvenciy kéiseikd ndvényekben ope
imadizalt exprosszidea kivitlasatott kddonoikal rendelvesik.

18, Doamba-lebonté O-maiilazt kodold TINS-Sonstrokeds, smely sxprosezids seabdlysd saehvencidkhoz
mitkdddkdpesen Kaposaly, a kivetkezdket kédols DNS-srekvencidt tartalmaz

EIARE

a3 a kdvethead aminosav-seekvencidk birmetyiliét tatalmazd, dicamba-lshontd ax
i3 8 3, szoncaitdsedml sackvenciy (SR I NG 3

- P z

B} aminosav-szekvencia, smely a 3. szonositdszded szekvencia (SEQ ID NO: 3) cuxinuatikusan skt
fragmense; vagy

HiY a 3 azonovitdsadnad seelovenciivad (SEG I NG 3) logaldbb ruintepy 88%%-han ancaos aminosav-
szekvencia, anely dicombe-lebontd owigende-abtivitissal rondelienik;

i} @ 3. anonositdeshml srekvencidtcl (SEQ 1D NO: 3) egy seubsztithoidban, egy addichdban vagy egy

sxubsziiticithan & ogy addiciéban klitobdzd aminosav-szakvencia;
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B} » kivetkerd aminosav-szekvenoial bésm&i}dkéi. tarialmacd, dicanba-lnbomd ferredoxing;
8 2z 5. wronosiidenimi azelvencit artalmand wodigosav-sackveneis (SEQ I RO S
it} aminosav-szekvencia, smely az 5. azouositSazdned szebvanciz {(SEQ 1D KOG 5}- enzimatibusan sktiv
&\i?}(‘h&i‘, wagy
) vz & szonosiidszdnmi szckvoncifval lopalabb snintegy $5%-ban sonos aminovav-szekvencis, aveely
dicamba-leboutd forredoxin-abtivitiesal rendaibezik; &

o} 8 kltvatkezd amivosav-szekvencith birmelyikdt tantalmasd, divambe-dohontd redukidst;

tha 7o vagy 5. azonositdembond wekvenoidval {SEQ 0 KOu 7 vagy ) rendalhezd aminosav-szekvencia;
i1} aminossy-sackvencia, amely #x {} pontban feint amisosav-szekvencis snximatibussn aktiy fragmense;
1} a2 1} pontban lefrt ansdmosav-szekvencidval Tegalshl mintepy 85%-ban szonos sminoswv-saekvencia,
amdly dicamba-debontd redukida-akuvitéasal rendelkezile

15 A & igdnypont ssedioti DNS-konsirakels, amely honstrukard olyan tranzitpeptidet kédold sakicnsav-
szekvenciit de sartalroae, amely a doamba-lehontd axigendzt sdvéav soit organciinmaihioz képes cdlba juttant,

2. A TL igéoypont szorintt DNS-konstakedd, amelyben 3 waneipepdidet 2 19, azonoshdsadoat szekvancia
{SERQ ID NO: 19} kédola

3, A 812, igénypontok barmelyile srerintt DNEEonstrakeid, amely vekror,

4. A 13 igdnypont ssedoti DNS-konstrukedsd, abel & veltor tantalmaz névény promidtert,

15, Transegenikus gaxdaseiy, amely 8-13, ipdaypontok barmelvike sreninti DNS-bonstrukeidt tartalmaz.

e, A 15 fgduypont seevingi anszgenibus gardaselt, amelyben a DNS-konatndoid o kdvetkeaodt kddold
DINS-szekvencillt tartalmaz: 3 3, avoncsiidazdnmé aminosav-szekvencigval {(8BQ 1D NO: 3} vendelkezd dicamba-
febonid oxigendat; az 5. szonositdszdnal amincsav-szekvencidval (SEG 1T NO: 53 rendelhentt dicamba-debantd
forradoning, 8¢ a 7. vagy 9. wronoafidvzdml aminossy-szslvencitval (SEQ D NGy 7 vagy ) reondeikend
Soantba-tebontd redukidet,

17, ACTS vagy 16, igdnypont seorindl transapenikus gaedasel, amedy ndvéng se

8. A 15 vagy . igénypont sxering franszgenikus pazdascit, aoely mikmtxgam;mms,

BRA B ipdvpontok blrmebvile sperintt DNS-konstrukeid alkalmaziss tanszgenikus ndoény clédiiig-

{4
=
&

26, A 19, ipdmypont szevint slkalmuazds, ahol & DNS-bosstrukoid a kivetkeaSket kddold DNSszekvencidt
frtalman a 3. axonoxiGezdme anduosav-szekvencidval (SEQ 1D KO: 3) rergdetkasd, dicamba-iobontd oxigendat;

ax 5. azonosiidszdant aminosav-szekvencidval {SEQ IDND: 5) rendelkezd, dicamba-Jebowsd forvadoning; €53 7

-~
3

vagy 8. 3zoscsitdsedmd avdrosav-saekvenciival (SEQ ID B 7 vagy §) rendetkesd, dicamba-fobontd redudatdat,

238z IR vagy 20 ipdnypond seevintl slkabmaeds, amely seerit diveenbdra tolerdns, kétseikdl vagy cgysei-

Ké ndvényt difiunk eld
22, Fhards gyomndvényel Kifrdsdrs » 19-21, igdoyponiol brmelyilie szerint «t8alitot transzgentos nd

Snyt tartaimerd sxdusdfidin, azzaf felfemearve, hogy 2 seAndiBidan wlilhard gyomok kilvtdsihor hatdsos menys
;}\-‘iségﬁ\ divambit hsttatank & széntdfiddre,

v
23, Bliavis dicawbhdt fartalmand anyag dekontandinidsdrs, aread jelfemezve, hogy 18 fgSnypomt szerintt

dicamba-lebontd, transependus reikrocrganizust afkadmarunk 2z anysgon skkora meonyisépben, amely haté
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24, Ehdrds ranszformedlt nhvsnyt sejick saeloktdlisacs, aread jelfomsrve, hogy

1} verziink egy ndvinw sapipopudipidy

¢

1) a ndvinyl seiipopuidcidban 16vd ndvinyt seitel Jegaidbl gy rés2ét ranszformaljuk a 814, igdnypontok

bérnrelyike szerinti DNS-konstoulicibval; d¢

#i} ax fgy Kapott nivényt sejipopulisidt dicambit tartalmazs tenvdsztdst Bptalajon ndvesatidk, amelyben a

dopmba koncenirdciGist gy éiis’tju‘k be, hogy & §14. §.gény9@n ok bdrmelyvile szering DMNS-konstrukeiéval

tranwaforedl advényi seftek névebedienek, 3 nom-transziormdll ndvényi sejtek padip ne ndvekediensk

28, Bhdras ransformalt advdnyek scelekidlistm, awal jellomenve, hogy

1} vesziink egy olyan ndvényl populdcidy, melynek feltehetden van olyan tagla, smely 2 814, igSuypoutok

barmelyike szonnti DNS komstrideidval lott tranceformsiva; &

3} akkora mennylsdgl dicanhst alkalmammk a szelekudind Kivént nSvényd populdcidy, amelwmek jelenise

fhen 3 §-14. igénvponiok hrmelyike szevintt DNS-konstrukeidval trangeforndlt ndvénank ndveleduek, 8

neor-tansefonmilt advények ntvebeddse podiy pitol.

& Elidrds wanszformill gazdesejtel, mtdkt ndvinyek vagy ndvényrészek szolekidiisfra vagy sskrinalésdre,
azzal jellemenve, hogy

x

1} olyan gazdasejreket, intakt ndvényeket vagy ndvényrészeket antalmazd populicidt vesmiink, mehvuek tug-

Yl

wi felehetben tartaloaanak 8-13. igdwyponted birnwelyvike azevint DNS-konstabebival travsaformslt gae-
fi.a&e;t»xv 1, intakt ndvényeket vagy sdvdnyrdsrekey, nudlial aack bépesek dicambit lebontani;
1} = gandaseiteket, intakt ndvdioveket vagy ndvduyrdareket tanalmuzd populdcist dicambaval érinthesteitk;
&
1) meghatdroeaul 3 3,6-diddr-sealiclswnak laidonithasd Tuoresicencia jelondSeds vapy odrtskdt, amely
3 6-dilddr-azalicilsay a transeforndlt gardaseitekben, intakt ndvényekben vagy ndvémrdszekben képaidik
dicambe lebooatdsdnak srodmdnyeként.
27, lzoldl &5 loguldbd rédsrlogesen tsathiont dicamba-lebontd ferredoxiny, muely & kdvetiezd aminosav-

szekvencidk hdrmelyibét tartabmazza:

of

a} az &, azonositdsramh seakvencids (SEIY HY MO 5} tartalmazd srainosev-seekvenaiag

by smincsav-szekvendia, amely az . ancnositdsedntd spelvanoia (B0 D NG § sondswatiusan skt

Hragmense; &8

o} ax 8. gronositdezdmd ssehvencisval {SEQ I NO: 5) legalibh mintepy 85%-ban azonos aminosav-

sxekvencia;

ahot az a}, B) & ) pontok szerintl aminesav-szekvenciik mindegyike rendelkenik forradoxin enzimakiivie
tdseal.

8. A 27 sgdoypond srerint divawbe-iebontd ferredoxin, amely $. szonosidszingtd amincwav-srcbvenaitt
{SEQ D NG §) tartalmae,

29, Tzoldlt & logalébb részlogesen tsstitof, dicambulebomd redukide, amely sz dAbLL amincsave
ssebvenciak birmelyikét tanalmeea:

2 a 7. vage 9. azonosiidesimd szelvenciival (SEQH HY D 7 vagy ) rendeikent sndinoswv-szekvencia;

B aminosav-szekvencia, amely az o) ponthan Tefit aminosav-srekvencia enchoatikusan akiiv fragmense;
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€ 5% ay ;\";mban et aninosv-saskvenctival lepalthd wdntegy TH%-ban aronog aminosgv-soekvencia;
ahol 3z @, b} 85 ¢} postok szering aminossv-szskvencidk nrindegyvike rendelierik reduktiy srzimaktivitds

sal.

3. A28 ipdnypont szerint divambaclchontd redukidz, amely arialmazza 3 7. azvosnosiitszing aninosav-
srakvencidt (SEG DR T

31 A 28. igfaypont vzediat divambu-lebontd redubitds, amely tartalmszes 3 2, (B8Q ID NO: §) azonosité-
szémd eminosav-szekvensidt,

32, Ehjdedx divambit tarialeaed anyag dekontamingliséra, aszed jeflemerve, hogy 27, igéoypant szering
dicamba-ichontd ferredoxing, 28, igénypont szerint dicamba-lebontd redukidzt vagy 10, indnypomt seeriat DINS-

X

konstrakeid altal kidolt, divamba-lebontd O-demetiiet aikalmazunk ax anyagon av anyapban dithatd dicamba

¥

logalabh egy réavének lebontdadra hatdhony menmyiségben,

A meghaiclmazot:
DAMURIA

Szabudalmi S5 Jopd Troda K,

e
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smabudalnad Sgyeiedi
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