P93 02463 o

57.774/SM

KIVONAT

Inszekticid peptidek

FMC Corporation, PHILADELPHIA, Pennsylvania,
NPS Pharmaceuticals, Inc., SALT LAKE CITY, Utah,

AMERIKAI EGYESULT ALLAMOK

A nemzetkdzi bejelentés napja: 1992. 02. 27.

ElsSbbsége: 1991. 03. 01. (662,373)
AMERIKAI EGYESULT ALLAMOK

A nemzetkdézi bejelentés szédma: PCT/US92/01503

A nemzetkdzi kdzzététel szdma: WO 92/15195

A taldlmény tdrgydt képezik Diguetia pdkméregbdl izoldlhatd
inszekticid hatédsd peptidek. A tald&lmény tovédbbi targya eljaras e
peptidek elS&llitdsdra és inszekticidekkénti alkalmazdsukra,

tovédbbéd az ilyen inszekticid hatésu peptidekét k6dold DNS.



. PO 0% KGZZETETELL [ sl
PELDANY .~

57.774/SM ¢
S.B.G. & K. /%

Budapesti Nem»etkozi
Szabadaimi Iroda
H-1061 Budapsst, Daisziuhéz u. 10,
Telefon: 153-3733, Fax: 153-3664

Inszekticid peptidek

FMC Corporation, PHILADELPHIA, Pennsylvania,
NPS Pharmaceuticals, Inc., SALT LAKE CITY, Utah,

AMERIKAI EGYESULT ALLAMOK

Feltaldldék: KRAPCHO Karen Joanne, SALT LAKE CITY,
VANWAGENEN Bradford Carr, SALT LAKE CITY,
JACKSON John Randolph Hunter, SALT LAKE CITY,

Utah, AMERIKAI EGYESULT ALLAMOK

A bejelentés napja: 1992. 02. 27. -

Elsébbsége: 1991. 03. 01. (662,373)
AMERIKATI EGYESULT ALLAMOK

A nemzetkdézi bejelentés szdma: PCT/US92/01503

A nemzetkdzi kdzzététel szédma: WO 92/15195



A talalmany inszekticid hatédsu peptidekre vonatkozik. Koze-
lebbr8l a taldlmany - tobbek kdzdtt - Diguetia pdkméregbdl izo-
lalhaté, inszekticid hatésy peptidekre, az ilyen inszekticid ha-
t4si peptideket kédold DNS-re, e peptidek elddllitési eljdrésaira
és gerinctelen k&rtev8k elpusztitdsdnak eljarésaira vonatkozik.

Az utobbi években a lakossadg mindinkdbb megismeri a szinte-
tikus inszekticidek haszndlatdval j&rd kdrnyezetl veszélyeket és
az eml8sdkre gyakorolt toxikus hatédsokat. Ennek eredményeként
ezen rovardld szerek felhasznédlésa gyorsan csdkkent. Nem valto-
zott azonban az igény a rovarkar elleni védekezés irant. Ez arra
dsztdndzte a kutatdkat, hogy 1j eljdrdsokat fejlesszenek ki a
rovarkdrok elleni védekezésre.

A legszélesebb kdérben haszndlt mikrobialis peszticidek a
Bacillus thuringiensisb&81 (a tové&bbiakban B.t.) szarmaznak. Ezt a
baktéridlis szert szémos fajta levélevd hernyd, japan bogér
(Japanese beetles) és szuUnyog irtésé&ra hasznaljak. A 4,797,279
sza&mi amerikai egyestilt &llamokbeli szabadalmi leiréds olyan
hibrid baktériumsejtet ismertet, amely tartalmazza a B.t. kur-
staki delta-endotoxint kédolé gént és a B.t. tenebrionis delta-
endotoxint kédold gént, valamint ezek elSallitdsat. A B.t. hibri-
dek hatékonyak olyan rovarkdrtevdkkel szemben, amelyek fogékonyak
a B.t. kurstaki tdrzsekre, valamint az olyan rovarkartevdékkel
szemben, amelyek a B.t. tenebrionis tdrzsekre fogékonyak. Ezeknek
a hibrideknek &ltaldban olyan hasznos inszekticid tulajdonsagaik
vannak, amelyek felilmiljék azokat, amelyeket az eredeti toérzsek
(szUildk) fizikai elegyeinél tapasztaltak az inszekticid aktivités
szintje vagy az aktivitéds spektruma vagy mindketté tekintetében.

Az ilyen mikroorganizmusokat tartalmazd inszekticid kompozicidkat
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igy alkalmazhatjuk rovarir;ésra, hogy a hibrideket rovardldészer-
ként hatékony mennyiségben adagoljuk a rovaroknak vagy azok
kdérnyezetébe.

A B.t. baktérium egy masik szérmazékat ismerteti a 0,325,400
Al szamd nyilvanossagra hozott eurdpai szabadalmi bejelentés. Ez
a taldlmany egy hibridtoxin génre vonatkozik, amely toxikus a
pikkelyessz&rnyui lepkékre (lepidoptera). A taldlmény specifikusan
egy olyan hibrid delta-endotoxin génre vonatkozik, amely B.t.
var. kurstaki HD-73 toxin gén részt és a B.t. var. kurstaki HD-1
tdrzsb8l szarmazd toxin gén részt tartalmaz. Ismertetik a hibrid
toxin gént (DNS-t), amely a lepidoptera rovarokkal szembeni
aktivitdsu fehérjét kddol.

A B.t. baktériumot inszekticid tulajdonsdgai alapjan a
0,340,948 sza&mi nyilvanossdgra hozott eurdpai szabadalmi beje-
lentés szerinti taldlmanyban is felhaszndltdk. Az a taldlmény
olyan hibrid peszticid toxinokra vonatkozik, amelyeket egy B.t.
gén rovarbél felhdmsejt felismer8 régidjénak a diftéria toxin B
lancéhoz valé fuzidjaval termeltek, hogy olyan hibrid B.t.
toxint &llitsanak eld, amely hatékony a lepidopterékkal szemben.
Javasoltdk a hibrid B.t. gén inszertdldsat egy ndévénybe vagy
klénozdsat egy baculovirusba abbdl a célbdl, ﬁogy egy olyan
toxint termeljenek, amelyet ki lehet nyerni. Alternativ médon a
hibrid B.t. gént tartalmazd gazdét_lehet rovardlészerként fel-
haszndlni ugy, hogy kézvetlenll adagoljdk a célba vett rovar
kdrnyezetébe.

Az inszekticid hatdsu vegylletek kutatdsdban azt talaltak,
hogy a skorpidéméreg inszekticid tulajdonségokkal rendelkezd

vegyluletek forrdsa lehet. Két rovarszelektiv toxint, melyeket a
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Leiorus quinfuestriatus quinquestriatus skorpié mérgébdl izolal-
tak, a Zlotkin et al., "An Excitatory and a Depressant Insert
Toxin from Scorpion Venom both Affect Conductance and Possess a
Common Binding Site", Arch. Biochem. and Biophysics, 240: 877-887
(1985) dolgozat ismertet. A kémiai és farmakoldgiai tulajdonsa-
gaikra vonatkozdé vizsgdlatokban feltdrtdk, hogy az egyik toxin
légy larvak gyors, serkentd, ésszehuzd paralizisét okozta, a
mésik toxin lassu, depresszidns, ernyedt paralizisét idézte elS.
Mindkettd ndtrium konduktancidt idézett eld.

A 2,005,658 sza&mi kanadai szabadalmi leirds olyan rovaréld
hatdsli fehérjét ismertet, melyet a Leiorus quinquestriatus
hebraeus Buthinae, Buthidae skorpidébél &llitottak eld. A taldl-
mény szerint a mérget liofilizdltdk és frakcidkra vélasztotték
szét. Azt a frakcidt, amelynek a legnagyobb a toxicitésa lar-
vakkal szemben és a legkisebb a toxicitédsa egerekkel szemben,
tovébb tisztitottdk, és a végterméket "LghP35" néven azonosi-
tottak.

Grishin "Toxic components from Buthus eupeus and Lucosa
singoriensis venoms", Shemyakin Institute of Bioorganic Chemis-
try, USSR Academy of Sciences, Moscow 117988, GSP-1, USSR koézle-
ményében a Buthus eupeus skorpié mérgébSl izoldlt négy olyan
toxint ismertet, amelyek rovarokra mérgez8ek. Ugyancsak ismerteti
a Lucosa singoriensis tarantellapdk mérgébdl nyert toxikus kompo-
nens izoldlasat és jellemz8it. A nyers méreg nem volt toxikus
rovarokkal szemben.

A rovarold hatdsu kulénféle kompozicidkkal ésszefiggd kuta-
t4ssal és fejlesztéssel &sszhangban, a kutatdék eljarasokat dol-

goztak ki inszekticid hatdsi gének el8dllitésdra és azoknak a
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célba vett kartevSkbe vald bevitelére. A 4,879,236 szadmi amerikai
egyesiilt &dllamokbeli szabadalmi leiréds eljéarést ismertet egy
baculovirus promoterrel &sszekapcsolt szelektdlt génnek egy
baculovirus genomba valé beépitésére abbdél a célbdl, hogya olyan
rekombindns baculovirus expresszids vektort &llitsanak el§, amely
alkalmas a szelektdlt gén kifejezésére rovarsejtben. Az eljards
magdban foglalja a baculovirus DNS hasitaséat abbdl a célbdl, hogy
egy olyan DNS-fragmentumot hozzanak létre, amely egy polihedrin
gént vagy annak egy részét tartalmazza, beleértve egy polihedrin
promotert. Rekombindns transzfer vektor elSallitédsa céljabdl a
DNS-fragmentumot inszertdljék egy klénozé hordozdba, majd egy
szelektdlt gént inszertdlnak ebbe a mdédositott kldnozéd hordozdéba
ugy, hogy azt a polihedrin promoter iré&nyitja. A rekombindns
transzfer vektort ezutdn érintkezésbe hozzdk a vad tipusi bacu-
lovirus DNS-sel Ugy, hogy létrehozzadk a szelektdlt gén homoldg
rekombindciéjét és inkorpordcidjdt a baculovirus genomba. Az
Autographa californica (AcMNPV) baculovirust és &sszekapcsolt po-
lihedrin promoterét alkalmasnak taldltdk egy olyan virus expresz-
szids vektor elB8allitdsara, amely eukaridta gazdase]tben egy
szelektalt gén kiemelkedSen nagy mértékd expresszidjédra képes.

A feltaldldk azt javasoljdk, hogy az expresszids vektort fel
lehetne haszndlni rovarkdr elleni védekezésre kidolgozott rend-
szerben ugy, hogy szelektdlnak egy gént, amely egy specifikus
rovarra vagy a rovarok egy spektrumdra mérgezé fehérjét termel,
és ezt a gént az AcMNPV expresszids vektorba klénozzak. Azt
javasoljék, hogy a vektort fel lehetne vinni a védeni kivant
névényre vagy allatra. A rekombindns virus megtémadhatnd a bélfal

sejtjeit azutén, hogy a rovar lenyelte azokat, és megkezdddik



replikdcidéja. Alternativ javaslat szerint a gént inszertdljék a
baculovirus genomba ugy, hogy az egyeslilne a polihedrin struktir
szekvencidval olymédon, hogy a polihedron burkolat disszocialna a
rovarbélben 1év3 lugos kdzeg hatésdra, és a mérgezd termék fel-
szabadulna.

Tovdbbi eljarast ismertet inszekticid gének elddllitdsdra és
pevitelikre a védeni kivant célanyagba Cutler "Electroporation:
Being Developed to Transform Crops: Success with Model Crop
confirmed", AG Biotech. News Vol. 7(5): 3 és 17 (1990) kdzlemé-
nye. Ez a dolgozat azt ko6zli, hogy DNS-t elektroporédcids keze-
léssel kdzvetlenil be lehet vinni sarjadé pollenbe, és ezt a pol-
lent vissza lehet vinni a virdgra, hogy olyan magok alakuljanak
ki, amelyek majd transzformdlt ndévényekké fejl8dnek. Ezt az
eljarast sikeresen alkalmaztdk doh&nyndvényekben, és sikeres
lehet kukorican és alfalfén is. Ezt az eljarast kdénnyebben lehet
kivitelezni mint a protoplasztok elektropordcidjat, mert a végss
cél a virdgok beporzéasa, és "dolgoztassuk a viragokat" inkéabb,
mint regenerdljuk a novényt. Az eljards abban &ll, hogy pollent
gydjtenek, csirdztaté kdzegben 30-60 percen at csiraztatjéak,
ezutdn a pollentémlS elkezd kihajtani a pollenszemb8l, hozzdad-
jdk a kivant DNS-t a pollent tartalmazd folyadék szuszpenzidbhoz,
elektromos sokkot alkalmaznak, hogy kinyiljanak a pollentémlében
1é6v8 pérusok, kimossék a feleslegben 1év6é DNS-t, majd az atala-
kitott pollent egy névény bibéjére viszik fel, és megvarjak, amig
kialakulnak a magok. Ez egyszerd médszer lehet barmely gén bevi-
telére haszonndvényekbe.

Tovébbi beviteli rendszert ismertet a 4,861,595 szami ame-

rikai egyesitilt &llamokbeli szabadalmi leirds. A taldlmany kezelt,



lényegében intakt mikrdbasejtekre, mint fehérjevegylleteknek
dllatokba és emberekbe valé beviteli rendszerére vonatkozik. A
mikrébasejtek kezdetben intracellulérisan termelnek fehérjét egy
homoldég gén révén. A fehérjét termeld mikrobat kémiai vagy fizi-
kai Gton kezelik, mig a sejt lényegében érintetlen marad. A keze-
1ési eljaréds olyan nemproliferativ, kezelt mikrébasejtet eredmé-
nyez, amelyben a sejten bellli vegyllet aktivitdsa szignifikansan
nem csékken. Minthogy a sejt nem replik&ldédik, és stabil sejtfala
van, amely majd lebomolhat az &llati vagy emberi szervezet emész-
t8rendszerének kivant szakaszéban, lehetévé valik a bezart ter-
mékek id8zitett vagy célzott kibocsdjtésa a taldlmény szerint.
Megfeleld kezelés utdn magat a fehérjét termeld mikrdébasejtet
haszndljédk beviteli rendszerként, igy a termelt vegyulet tisz-
titadsa nem szlkséges. Barmely fehérje, polipeptid, aminosav

vagy vegyulet, beleértve a rovardld szereket is, amelyeket mikro-
bidlis Gton eld&llithatnak, kiinduldsi anyag lehet a talalmény
szerint.

A DNS-technoldégia felhaszndlédsi lehetdségét olyan szinteti-
kus gén inkorporacidjara, amely a skorpiéméregben taldlt neuro-
toxint kédol, a Carbonell et al., "Synthesis of a gene coding for
an insect-specific scorpion neurotoxin and attempts to express it
using baculovirus vectors", Gene 73:409-418(1988) kdzlemény
ismerteti. A cikk leirja annak lehet8ségét, hogy DNS-technolégiat
haszndljanak fel egy olyan szintetikus gén inkorpordcidjara a
baculovirus genomba a baculovirus peszticidek fejlesztése célja-
b6él, amely szintetikus gén a Buthus eupeus skorpid mérgében
taldlt neurotoxint kdédolja. Harom kifejezési eljdrdst tanulma-

nyoztak, melyekben a polihedron promoter alapi ACMNPV expresszids



rendszert haszndltdk, a toxin termelésére. A 36 kodonos gén kife-
jezése egyedil a toxin igen csekély termelését eredményezte. Némi
sikert értek el, ha a toxinhoz egy szigndl peptidet kapcsoltak.
Jelentds mennyiségd fehérjét termeltek, ha a toxin gént &Osszekap-
csoltdk a polihedron gén N-terminusdhoz. A termelés azonban tiz-
szer-husszor kevesebb volt anndl, mint amit magdndl a polihed-
ronndl megfigyeltek. Ugy vélték, hogy az expresszid korlatozasa
nem a transzkripcié szintjén, hanem a transzkripcidé utdni szinten
- beleértve a transzldciét és a fehérjestabilitést - volt. A
toxintermékek bénitd hatdsdt nem észlelték.

A 0,431,829 sza&mi nyilvanossdgra hozott eurdpai szabadalmi
bejelentés olyan transzgénikus névényeket ismertet, amelyek
sejtjeikben hatékonyan fejezik ki egy ragadozé rovar rovarspeci-
fikus toxinjat elegendd mennyiségben ahhoz, hogy mérgezést okoz-
zanak szelektiv médon olyan rovaroknak, amelyek elfogyasztjak a
ndvényi sejteket. Az adott ismertetett toxint az Androctonus
australis skorpidé mérgébdl izolalték.

A kutatdk ugyancsak tudtak izoldlni pdékméregbdl extrahalt
toxinokat. Geren a "Neurotoxins and Necrotoxins of Spider
Venoms", J. Toxicol.-Toxin Reviews 5(2):161—170>(1986) kdzlemé-
nyében attekintést ad neurotoxinokra és neukrotoxinokra vonatko-
26 munkakrdl, és felveti, hogy a pdkméreg molekuldk specifikus
inszekticidek modelljeiként szolgdlhatnak.

A 4,925 664 sza&mi amerikai egyesilt &llamokbeli szabadalmi
leirds ismerteti sziv- és neuroldgiai betegségek kezelési eljara-
sait az Agelenopsis aperta és Hololena curta pdkokbdl szarmazd
mérgek alkalmazdsdval. A toxinok specifikus kalciumcsatorna vagy

serkentd aminosav receptor blokkolékként is hatékonyak, ami ro-



varok és rokon kartevék ellen alkalmazhatdk.

A 0,395,357 sza&mi nyilvédnossdgra hozott eurdpai szabadalmi
bejelentés az Agelenopsis aperta pdk mérgébdl izoldlt poliamino-
kat és polipeptideket ismertet. A poliaminok antagonizdljdk a
serkentd aminosav neurotranszmittereket. A polipeptidek és az
egyik poliamin blokkoljék a kalciumcsatorndkat kulénféle szer-
vezetek é18 sejtjeiben. Javasojék a kalciumcsatorna blokkoldk
felhaszndlasdt a gerinctelen kdrtevék elleni védekezésben.

A 0,374,940 sz&ml nyilvénosdgra hozott eurdpai szabadalmi
bejelentés ismerteti a Hololena curta pdk mérgébSl izoldlt toxi-
nokat. A polipeptidek felhaszn&lhatdk rovardlé szerekként és
gydgyszerekben is, példdul kalciumcsatorna és glutamdt antago-
nistéakként.

Bowers, et al., "Identification and purification of an
irreversible presynaptic neurotoxin from the venom of the spider
Hololena curta", Proc. Natl. Acad. Sci. 84:3506-3510 (1987)
kHzleménylikben egy fehérjeszer(i neurotoxint ismertetnek, amelyet
a Hololena curta pdk mérgéb8l izoldltak, leirjdk tovébba annak
neuromuszkuldris transzmisszidét gdtld hatdsdt Drosophilia 1arvak-
ban. A szerz8k uUgy vélik, hogy a toxin blokkoljé a preszinaptikus
kalciumcsatorndkat a Drosophilia mozgatdneuronokban.

Quistad et al. a "Paralytic and Isecticidal toxins from the
Funnel Web Spider, Hololena Curta", Toxicon 29(3):329-336 (1991)
kdzleményben egy peptidet és tiz curtatoxint ismertetnek, amelye-
ket a Hololena curta mérgébll tisztitdssal &llitottak els, leir-
jak tovdbba& a hatdst, ha ezeket pikkelyesszdrnyu lepke (lepidop-

tera) larvakba injektdlték.



Stapleton et al. a "Curtatoxins: Neurotoxic insecticidal
polipeptides isolated from the funnel-web spider Hololena curta",
J. Biol. Chem. 265(4):2054-2059 (1990) koézleményben hérom poli-
peptid neurotoxint ismertetnek, amelyeket a Hololena curta pdk
mérgéb8l izoldltak, leirjék tovadbbd annak hatdsdt az Acheta
Domestica tucsdkre.

Quicke és Usherwood "Extended Summaries Pesticides Group and
Physicochemical and Biophysical Panel Symposium Novel Approaches
in Agrochemical Research" Pestic. Sci. 20:315-317 (1987) kbézlemé-
nyében leirja, hogy azok a toxinok, amelyek parazita darazsak
mérgeiben és néhdny kerekhdlds pdk (orb-web spider) mérgeiben
vannak jelen, gyors bénuldst okoznak, ha azokat rovarokba injek-
tdljédk. A szerz8k feltételezik, hogy a pdktoxinok a receptor
dltal szabalyozott (gated) kationszelektiv membrancsatornak
blokkoldi, amelyek kdélcsédnhatédsba lépnek a séska vazizomzaténak
nyitott csatorndjaval, amelyet a glutamdt receptorok szabalyoz-
nak. A kézlemény az Argiope és az Araneus pdkok mérgében 1évés
kis molekulatémegd toxinokra, valamint a Joro-pdék, a Nephila
clavata méregmirigyeibdl izoldlt toxinra vonatkozik.

Egy mésik tanulmdny, amely az izoldlt poékmérgek tulajdonsa-
gaira vonatkozik, feltédrja a tdlcsérpdkok (funnel-web spiders)
mérgeibdl izoldlt kis molekulatdmegd faktorok azon képességét,
hogy reverzibilisen két8dnek a kalciumcsatorndkhoz. A WO 89/07608
sz&mi szabadalmi bejelentés leirja, hogy ezek az aktiv, kis
molekulatdmegd faktorok reverzibilisen koétddnek a kalciumcsator-
ndkhoz elegendd specificitédssal és affinitédssal ahhoz, hogy meg-
szlintessék a kalcium konduktancidt a neuronokban, és lehetdvé

tegyék a kalciumcsatorna szerkezetek izoldldsdt és tisztitédsat.



11 . LX) ste ae ‘e

Ugy taldltdk, hogy ezek a mérgek emlésdkre toxikusak.

A pdktoxinok més alkalmazdsait tdrgyalja Jackson és Parks
"Spider Toxins: Recent Applications in Neurobiology", Ann. Rev.
Neurosci. 12:405-414 (1989) k6zleménye. A cikk leirja, hogy
nagyon heterogének a rendszertanilag kulénbdéz8 &dllatok toxinjai.
A szerzlk felismerték, hogy a kisérletekb8l a kalciumcsatorndk
fajtaspecifikus tulajdonsdgaira lehet koévetkeztetni, és a pdk-
mérgek kalciumcsatorna antagonistdk lehetnek. Azt taldltdk, hogy
a targyalt pékmérgek hatnak a gerincesekre. A cikk arra is rému-
tat, hogy a pdkmérgek rovarspecifikus toxinok lehetséges forrésai
a mez&8gazdasdgi felhaszn&lésban.

Adams et al. "Isolation and Biological Activity of Synaptic
'Toxins from the Venom of the Funnel Web Spider, Agelenopsis
Aperta" c. cikkben, amely az Insect Neurochemistry and Neuro-
physiology 1986, (Borkovec és Gelman szerk., Humana Press, New
Jersey, 1986) miben jelent meg, leirjak, hogy olyan Osszetett
peptid toxinokat izoldédltak az Agelenopsis aperta pdkbdl, amely
antagonizdlja a szinaptikus transzmisszidét rovarokban.

A 4,855,405 sza&md amerikai egyesllt a&llamokbeli szabadalmi
leirds egy receptor inhibitort ismertet, amelyet a Joro poék
méregmirigyeibdl nyertek, leirja tovabbéd annak el8allitési
eljardsat. A vegyllet rovardld hatédsu, ha rovarok a folyékony
vagy szildrd hordozdban 1lévd vegyllettel érintkezésbe kerilnek.

A 4,918,107 sz&mi amerikail egyesilt &llamokbeli szabadalmi
leirds targya egy olyan vegyllet, amely glutamdt-receptor inhi-
bitor hatéast, a taldlmany tdrgya tovdbbad eljdrds e vegyllet elds-
dllitdsdra, valamint az e vegylletet tartalmazdé inszekticid

kompozicidé. A vegylletet folyékony vagy szildrd hordozdanyaghoz



adagoljédk, diszpergdldszert adnak hozzéa, és kdzvetlenil adagoljék
a védeni kivant novényre vagy &allatra. Kis dézis hatékony inszek-
ticidként és nagyon csekély az emldsdkkel és halakkal szembeni
toxicitésa, tovébba a kdérnyezetre csekély a kdros hatésa.

A baculovirusok bioinszekticidkénti alkalmazdsa ugyancsak
ismert. A vad tipusd baculovirusok legnagyobb hianvossédga bio-
inszekticidként az, hogy lassan hatnak. A larvak, amelyek emész-
t8rendszerébe a vad tipusu baculovirusok bejutnak, &ltaldban
5-7 napon bellil pusztulnak el. A fert8zd6tt 14rvak ezen iddnek
jelentds része alatt tovdbb tépldlkoznak, és jelentds terméska-
rosodds léphet fel.

Annak kévetkeztében, hogy egyes szintetikus inszekticidekkel
kapcsolatban dsszetett problémak merilnek fel, beleértve a toxi-
citést, a kdrnyezeti veszélyeket, valamint a hatékonysdagnak a
rezisztencia miatti csékkenését, folyamatosan fenndll az igény uj
eljdrdsok kidolgozdsdra a gerinctelenek elleni védelem céljaira.
Ezen Uj eljarasok magukban foglaljak géntechnoldégiai Gton eld-
dllitott olyan baculovirusok kifejlesztését is, amelyek olyan
fehérjetoxinokat fejeznek ki, melyek sokkal gyorsabban tudjék
mozgdsképtelenné tenni a gazdaszervezetet mint ﬁaga a baculovirus
fertbzés.

A taldlmany térgyat képezi egy 04j, lényegében tisztitott, és
Diguetica pdkméregbdl izoldlhatd inszekticid hatésu peptid,
valamint annak mezdgazdasdgilag vagy kertészetileg elfogadhatd
séi.

A taldlmény szerinti inszekticid hatdsd peptidek tudomdsunk
szerint nagy mértékben szelektivek a gerinctelenekre, klUldéndsen a

rovarokra. Tovabbad kimutattuk, hogy a taldlmdny szerinti inszek-



------

ticid hatédsu peptidek igen hatékony inszekticidek a mezdgazdasé-
gilag jelentSs kartevdkkel szemben, és igy - tudomdsunk szerint

jelentds hozzadjdruldst képviselnek a gerinctelen rovarok elleni

kizdelemhez.

A taldlmany tdrgyat képezi tovabbad egy uj, lényegében
izoldlt DNS szekvencia, amely lényegében Diguetia pékméregbdl
izolalhatd, inszekticid hatdsi peptidet kdédol.

A taladlmény tovébbi tédrgya Uj, rekombindns expresszids
vektor, amely egy olyan DNS-szekvencidt tartalmaz, amely lénye-
gében Diguetia pdkméregbdl izoldlhatd, inszekticid hatési pepti-
det kédol, ahol a vektor képes kifejezni a kdédold szekvenciat
transzformdlt sejtekben.

A taldlmény tovébbi tdrgya Uj rekombindns gazdasejt, melyet
lényegében Diguetia pdkméregbdl izoldlhatd, inszekticid hatésu
peptidet kédoldé DNS-szekvencidval végzett transzformacidval vagy
transzfekcibéval &llitunk eld olymdédon, hogy lehetdvé tesszik,
hogy a gazdasejt kifejezze a peptidet.

A taldlmény targya tovdbbad Uj rekombindns baculovirus
expresszids vektor, amely képes kifejezni lényegében Diguetia
pokméregbdl izoldlhatd inszekticid hatéast peptidet k6dolé DNS-
-szekvenciidt egy gazddaban vagy egy gazda rovarsejtben.

A taldlmdny tovabbi targya G eljdrds lényegében Diguetia
pOkméregb8l izoldlhatd inszekticid hatésu peptid elddllitéséra,
valamint az eljdrdssal elfdllitott peptid. Az eljdréds a kodvet-
kezd lépésekbdl &ll: rekombindns gazdasejteket tenyésztink, ahol
a gazdasejtbe transzformdlt vagy transzfektdlt rekombinans ex-
presszids vektornak a lényegében Diguetia pdkméregbdl izold&lhatd

inszekticid hatédsd peptidet kédold DNS-szekvencidja van, és ez a



vektor képes kifejezni a fenti kédold szekvencidt transzformalt
sejtekben; majd kinyerjik az inszekticid hatésu peptidet a rekom-
bindns gazdasejt-tenyészetbdl.

A taldlmany tovabbi tdrgya 0j transzgénikus ndévény, amely
lényegében Diguetia pdkméregbdl izold&lhatd inszekticid hatésu
peptidet kédold DNS-szekvencidt tartalmaz bevive a névénynek vagy
a névény 8sének a sejtvonaldba ugy, hogy a fenti DNS-szekvencia
expresszidjénak jellegzetessége O6roklddik a névény egymdst kovetd
generdcidi &ltal szexudlis szaporodds vagy aszexudlis szaporodas
révén.

A taldlmany tovédbbi tédrgya 0j eljdrds gerinctelen kartevdk
elleni védelemre, melyre az jellemz8, hogy a kartevdket lényegé-
ben Diguetia pdékméregb8l izoldlhatd inszekticid hatésd peptid
vagy annak mez8gazdasdgilag vagy kertészetileg elfogadhatd séi
hatékony mennyiségével érintkezésbe hozzuk.

A taldlmdny tovédbbi téargya Gj eljards gerinctelen kartevdk
elleni védelemre, melyre az jellemz8, hogy a kdrtevSket érint-
kezésbe hozzuk olyan rekombindns baculovirussal, amely képes
kifejezni lényegében Diguetia pokméregb8l izoldlhatd inszekticid
hat&sd peptid és mezdgazdasagilag vagy kertészetileg elfogadhatd
s6i hatékony mennyiségét.

A taldlmany tovabbi targya Uj inszekticid kompozicid, amely
lényegében Diguetia pdkméregbdl izoldlhatd inszekticid hatésu
peptid vagy annak mez8gazdasdgilag vagy kertészetileg elfog-
adhaté séi inszekticidként hatékony mennyiségét tartalmazza
mez8gazdasagilag vagy kertészetileg elfogadhatd hordozdanyagban.

A taldlmdny tovabbi targya Uj antitest, amely lényegében

immunreaktiv a lényegében Diguetia pdkméregbdl izolélhatd inszek-



ticid haté&su peptiddel és mez8gazdasdgilag vagy kertészetileg
elfbgadhaté sbéival.

A taldlmdny tovébbi tdrgya Uj eljdrds a lényegében Diguetia
pokméregbSl izoldlhatéd inszekticid hatdsd peptid jelenlétének
kimutatdsdra a taldlmény szerinti antitestek alkalmazdasaval,
melyet az jellemez, hogy kinyerjuik a pokmérget; érintkezésbe
hozzuk a pékmérget az antitestekkel, amelyek detektdlhatd jelzs-
anyaghoz vannak kapcsolva; majd detektdljuk a peptidhez kétodHLt
jelzett antitesteket.

A taldlmény tovébbi tdrgya Uj eljaréds a taldlmaény szerinti
antitestek alkalmaz&sdra lényegében Diguetia pdkméregbSl izoldal-
haté inszekticid hatési peptid tisztitaséra, melyre az jellemzs,
hogy az antitestet szildrd hordozdéra kapcsoljuk; a peptidet tar-
talmazdé oldatot érintkezésbe hozzuk a szildrd hordozdhoz kapcsolt
antitesttel, ahol az oldatban jelenlévd peptid az antitesthez
kapcsoldédik; eltdvolitjuk a szildrd hordozdéra kapcsolt antitesthez
kapcsolt peptidet; majd a peptidet 6sszegyldjtjuk és tisztitjuk.

A taldlmdny tovédbbi tdrgya Uj DNS-prdba, amely a lényegében
Diguetia pdkméregbdl izoldlhaté inszekticid hatdsu peptidet ké-
dold DNS-szekvencidbdl szarmazik.

A taldlmdny tovdbbi tdrgya Uj eljdrds lényegében Diguetia
pékméregbdl izoldlhatd inszekticid hatésu peptidet kédold nuk-
leinsav jelenlétének kimutatdsara, melyre az jellemz8, hogy
kinyerjuk a pdk nukleinsavakat; a nukleinsavakat érintkeztetjuk a
taldlmdny szerinti DNS-prdébdval, és detektdljuk a nukleinsavhoz
kétodétt prdbat.

Az 1. 8bra a teljes Diguetia canities méreg RP HPLC eredmé-

nyét mutatja be 0,1% TFA acetonitrilre vonatkoztatott gradiens



alkalmazdsaval, mutatva a komponensek hdrom csoportjat, amelyeket
"mace"-ban teszteltink. A 2. frakcié képviseli a TBW-aktiv
komponenseket.

A 2. &bra a DK 9.2 frakcidval végzett vizsgdlatokat mutatja,
a DK 9.2-t 1 uM-ndl teszteltik szinaptikus transzmisszién (kival-
tott populdcids spike) a Schaffer kollaterdlis-CAl piramis sej-
teken 1év8 szinapszisokndl a patké&ny hippokampusz szeleteken. A
bemutatott adatok az idfben &tlagolt populdcids spike regiszt-
ratumokat reprezentadljdk (a) 5 perc alatt a DK 9.2 adagoldst
megeléz8en és (b) a DK 9.2 adagoldst koévetd 15-20 perces inter-
vallumban. Ezek a regisztratumok megegyeznek, ami azt jelzi, hogy
ennél a koncentrdaciéndl a DK 9.2-nek nem volt olyan aktivitdsa a
patkdny koézponti idegrendszerére, amit ki lehet mutatni ezzel a
vizsgdlattal.

A 3. &bra a pWR9 - a pre DK 9.2-t kédold gént hordozd
baculovirus transzfer vektor - térképe.

A 4. &bra egy folyamatos virus (be)tdpldlési vizsgdlat, ahol
a virust Gjszlilétt gyapottok bagolylepkébe (tobacco budworm)
visszik be (1000,000 PIB/g té&plalék).

Az 5. a&bra mutatja be a TTX azon képességéi, hogy megakada-
lyozza vagy megforditja a DK 9.2 frakcid altal kivélasztott

burstingeket.

A. Definicidk

A leirasban a "lényegében Diguetia pdékméregbdl izoldlhatd
inszekticid hatdsu peptid" meghatdrozds olyan inszekticid hatésu
peptidekre, valamint a peptidek inszekticid hatést fragmenseire

vonatkozik, amelyek barmely forrédsbdél szarmaznak, ugyanakkor



lényegében izoldlhatdk lettek volna Diguetidkbdl a szakember
szédmara ismert bdrmely eljaradssal. Ilyen forrédsok lehetnek
példdul a rekombindns eljédrdédssal termelt inszekticid hatéasu
peptidek.

A leirdsban az "expresszids vektor" meghatéarozds olyan
vektorokra vonatkozik, amelyek képesek a bennik 1lévé DNS-szek-
vencidk kifejezésére, ahol az ilyen szekvencidk operdbilisan
(mikddési egységben) vannak kapcsolva mds szekvencidkhoz, amelyek
képesek az & kifejezéslkre. Ez magdban foglalja, bér nincs mindig
explicite kinyilvédnitva, hogy ezeknek az expresszids vektoroknak
replikdlhatéknak kell lenniuk a gazdaszervezetekben akdr episzd-
makként akdr a kromoszéma DNS integréns részeként. Természetesen
a replikdlhatésdg hidnya ténylegesen mikddésképtelenné (inopera-
bilissd) teszi 8ket. Osszegezve, az "expresszids vektor" egy
funkciondlis definiciét jelent, és e meghatérozdsba beleértendd
barmely DNS-szekvencia, amely képes a benne tdrolt meghatdrozott
DNS-k&éd kifejezésére, amint a meghatdrozast az adott szekvenciédra
alkalmazzuk. Altaldban a rekombindns DNS-technikdban alkalmazhaté
expresszids vektorok gyakran "plazmidok" formd&jédban vannak, amik
olyan gydrds kétfonalas DNS molekuldkat jelentenek, amelyek
vektor formdjukban nem kapcsoldéddnak a kromoszémdhoz. A "plazmid"
és "vektor" elnevezéseket egymdssal felcserélhetden haszndljuk,
mivel a plazmid a vektor leggyakrabban haszndlt formdja. A talal-
many azonban magdban foglalja az expresszids vektorok olyan més
formdit is, amelyek egyenértékd funkcidt tdltenek be, és amelyek
a szakember szdmdra ismertté valtak.

A "rekombinds gazdasejtek" olyan sejteket jelentenek, ame-

lyek rekombindns DNS-eljdrasokkal létrehozott vektorokkal vannak



transzformalva.

A Diguetidae pdkok csaladja jelenleg egyetlen genusbdl, a
Diguetia genusbél &ll. Diguetia fajok &ltalédban az Egyeslilt
Allamok délnyugati részein (beleértve Kalifornidt) és Mexikdéban
taldlhatdék. Ezek a kis pdkok kiterjedt, szabdalytalan hdldkat
szének szamos fajta ndévényen és cserjén, igy kaktuszokon is. A
kilénféle Diguetia specieszek, mint a legtdbb pdk, &ltaldnos
ragadozodok, azonnal elfogyasztjdk a legtdbb tipusl rovarzsdkmanyt,
amellyel szembekerulnek.

Bar a taldlmé&nyt nem kivadnjuk barmely elméleti kdévetkezte-
tésre korlatozni, azok a szokatlan tunetek, amelyeket akkor
tapasztalunk, ha a taldlmany szerinti inszekticid hatédsy peptide-
ket rovarokba injektédljuk, nagyon hasonlitanak ahhoz a szimpté-
méhoz, amelyeket akkor észlelink, ha veratridint, egy Nat-csa-
torna aktivéalé alkaloida vegylletet vagy a Buthidae csalédba és
a Buthus genuszba tartozd skorpidk toxinjait - ismert preszinap-
tikus Nat-csatorna aktivdtorokat - injektdlunk rovarokba. Ugy
véljuk, hogy ezek az inszekticid hatéasd peptidek az izom- és/vagy
az idegmembrédnok részleges depolarizacidéjat okozhatjdk, esetleg
hatva a Na*- vagy K'-csatornékra. Kézelebbrdl feltételezzik,
hogy ezek az inszekticid hatédsi peptidek ismétlSd8 burst kisulé-
seket induké&lnak azokban az idegekben, amelyek érzékenyek tetro-
dotoxin &ltali blokkolasra. Igy esetleg az idegmembranok fesziilt-

ségérzékeny natriumcsatorndi ezen peptidek hatédshelyei.

B. A peptidek izoldldsa Diquetia méregbsl
A pokmérget barmely ismert mddszerrel eltavolithatjuk a

Diguetidkbdl, Ggymint a pdkmirigy eltavolitdséval a fejtorbdl. A



pokméreg és az izolalt tox;pok‘szennyezédésének elkertilésére
azonban a pokmérget eldnydsen ugy nyerjuk, hogy a pokokat elek-
tromosan stimuldljuk, igy eldidézzik a méreg kibocsatdsdt, majd
ezt koédvetden szivatdst végzink, hogy 6sszegyldjtsik a kibocsdjtott
mérget, és magakaddlyozzuk a méregnek a testnedvekkel (visszafo-
lydssal vagy hemolimfédval) vald elszennyez8dését, amint azt a
4,925,664 sz&mi amerikai egyesilt &llamokbeli szabadalmi leirés
ismerteti.

Ha a pokmérget elektromos fejési technikéval kinyertik,
peptid (toxin) komponenseire frakciondlhatjuk nagyteljesitményd
folyadékkromatografia (HPLC) vagy gélsziréses kromatogrdfia vagy
mads alkalmas frakciondld eljaréds alkalmazaséval. Ezeken felll
gyakran kivédnatos, hogy a pékméreg végsS frakciondldsd&t HPLC-vel
végezzuk.

fgy a pédk elektromos fejési eljardsat gélsziréses kromatog-
rédfidval és/vagy nagyteljesitményd (nagynyomdsu) folyadékkroma-
tografidval és mé&s rokon eljarésokkal, ugymint hidrofdb kdlcsdn-
hatéds kromatografidval egylttesen alkalmazva lényegében tiszti-
tott pdéktoxinokat nyerhetlnk. M&s egyenértékd eljdrésokat azonban
ugyancsak alkalmazhatunk a taldlmany targykérén belil pdktoxinok
izoldlasara. Az igy izoldlt toxinokat aminosav szekvencidjukra
és inszekticid aktivitésukra nézve ismert eljardsokkal vizsgdl-

hatjuk.

C. Inszekticid hatdsu peptidek
A taldlmény térgyat képezik - az egyik aspektus értelmében -
a lényegében Diguetia pdkméregbSl tisztitott és izoldlhatd in-

szekticid hatdsu peptidek és azok inszekticid hatésu fragmensei,



valamint ezek mezégazdaségilag vagy kertészetileg elfogadhatd sébi.

Ha egy inszekticidként hatésos, peptidtartalmi frakcidét a
leirds szerint izol&ltunk és tisztitottunk, az aminosav szekven-
cidt barmely ismert médon meghatdrozhatjuk, dgymint N-termindlis
aminosav szekvendldssal és automata aminosav szekvencia analizé-
torral.

A kinyilvdnitdsbdl érthetd, hogy varhatdan tovébbi inszek-
ticid hatdsu peptidek tartoznak a taldlmény tdargykdrébe. Vagyis
agy véljlik, hogy méds inszekticid hatdsd peptidek is izoldlhatdk
a Diguetidkbdl a leirdsban részletezett hdrom peptiden felll. A
tovdbbiak a Diguetidkbdél izolalhatd inszekticid hatdsu fehérjék
csalddjéra vonatkoznak. Ugy tdnik, hogy a Diguetidkbdél izol&lt
inszekticid hatési peptidek csalddjdnak tagjai a kovetkezd kodzds
jellemz&dkkel rendelkeznek.

1) nagység: mindegyik molekula témege a koérldlbeldl 6200 és
kérilbelll 7200 dalton tartomdényban van, és kérulbelil 55 - ké-
rulbelll 65 aminosav hosszUsdgl lancot képez;

2) megtartott amino-terminus: a SEQ ID NO: 1, 3 és 5 azono-
sitdsi jel szerint definidlt peptidek elsé 6t aminosavja mege-
gyezik; i

3) a SEQ ID NO: 1, 3 és 5 azonositdsi jel szerint definidlt
peptidek szekvencia homologidja tdbb mint 40%;

4) a SEQ ID NO: 1, 3 és 5 azonositdsi jel szerint definidlt
peptideknek koérulbeludl 7 vagy 8 ciszteincsoportja van:

5) a gének csoportosulédsa: Ugy tdnik, hogy ezen toxinok
kdézll todbb mint egynek a génjei a genomid&lis DNS egyltt elhelyez-
kedS szakaszait képezi, azt jelezve, hogy ezek a gének mind

egyetlen 8sgéntdl szd&rmazhattak.



Specialisabban hdrom inszekticid hatésl peptidet izolaltunk
és jellemeztink. El8szdr a DK 9.2 jeldt izoldltuk, és ugy taldl-
tuk, hogy aminosav szekvencidja - az izoldlt cDNS-bS1l leforditva
- a SEQ ID NO: 1 azonositdsi jeld szekvenciénak felel meg. A
tOmegspektrometrids adatok két izozimra utalnak, amelyek konzer-
vativ szubsztiticidét tartalmaznak a 26-helyzetben. Az egyik izozim
treonint tartalmaz a 26-helyzetben, és a masik glutamint a 26-
-helyzetben. A glutamint tartalmazd izozim mintegy 27 atom tdmeg-
egységgel nagyobb mint a treonint tartalmazé izozim. A tovébbi-
akban a DK 9.2-re vonatkozd barmely hivatkozds ugy tekintendd
mint az egyik és/vagy mindkét izozimra vonatkozé referencia. A DK
9.2 frakcidét mintegy 6371-6397 dalton molekulatémeg jellemzi to-
megspektrometrids meghatdrozds szerint, tovdbbd egyetlen csuics-
kénti vandorlds forditott fdzisd HPLC vizsgdlatban. Masodik
frakciéként a DK 11 jeld frakcidt izoldltuk, és mintegy 6700 vagy
mintegy 6740 dalton molekulatémeggel jellemeztlk tdémegspektromet-
rids meghatdrozéds szerint, a frakcidé forditott fadzisu HPLC megha-
tdrozédsban egyetlen cslUcsként vandorol. KoézelebbrSl ezt az aktiv
HPLC frakcidét ugy azonositottuk az izoldlt cDNS-bSl leforditva,
hogy a SEQ ID NO: 3 azonositédsi jeld aminosaVszékvenciéja van.
Végll ennek az inszekticid haté&sy fehérjecsalddnak a harmadik
tagjdt, a DK 12 jeld frakcidt izoldltuk és jellemeztik mintegy
7100 vagy mintegy 7080 dalton molekulatdmeggel témegspektromet-
rids meghatdrozds szerint, és Ggy taldltuk, hogy a frakcidé for-
ditott fdzisU HPLC meghatdrozdsban egyetlen csltcsként vandorol.

Kb6zelebbrS8l kisérletileg kimutattuk, hogy ennek az aktiv frak-
cidénak az aminosavszekvencidja a SEQ ID NO: 5 azonositdsi jeld

szekvencidnak felel meg. A hdrom izoldlt peptid, amely megfelel a



SEQ ID NO: 1, 3 és 5 azonositési jeld szekvenciénak, lényegében
azonos inszekticid aktivitdssal rendelkezik. VArhatd, hogy mas
peptidek, amelyek mintegy 55-60 aminosavbdél &llnak és szekvencia
homoldégidjuk a SEQ ID NO: 1, 3 vagy 5 jeld szekvencidkkal 40%-
ndl nagyobb, és kézelitbleg 7 vagy 8 ciszteincsoportot tartalmaz-
nak, lényegében azonos inszekticid aktivitdst mutatnak. Ilyen
peptidek létezhetnek a természetben vagy rekombindns DNS-techno-
l6giai eljérésokkal a szakember szamdra ismert mdédon eld&dllitha-
ték. Az ilyen peptideket, akdr természetesen fordulnak eld, akar
rekombinéns eijéréssal allitjuk eld B8ket, ugy tekintjuik, hogy a

taldlmény tdrgykdrébe tartoznak.

D. A taldlmény szerinti inszekticid hatésd peptidek kdédold

szekvencidinak azonositédsa

A taldlmadny egy masik aspektusa szerint a taldlmany térgyat
képezi valamely, lényegében Diguetia pdkméregb8l izolé&lhatd
inszekticid hatdsu peptidet kdédold, lényegében izoldlt DNS-szek-
vencia.

A fentiekben leirt médon kapott parcidlis aminosavszekvencia
adatok alkalmaz&saval izoldlhaték és azonosithaték azok a gének,
amelyek feleld8sek a pdkbdl izoldlhatd fehérjék termeléséért.
Szamos médszer &1l rendelkezésre valamely peptid termeléséért
felelds gén kinyerésére. Példaképpen emlitjlik Fuqua, S. et al.,
"A simple PCR method for detection and cloning low abundant
transcript", Biotechnique, vol. 9, No. 2 (1990 aug.); Frohman,
M.A., "RACE: Rapid amplification of c¢DNA ends", PCR protocols,
szerk. Innis et al., Academic Press, San Diego, CA, (1990)

kdézleményeket, valamint a 4,703,008 szé&md, "DNA Sequences



Encoding Erythroprotein" cimi amierikai egyestlt &llamokbeli
szabadalmi leirdst, ez utdbbira referenciaként hivatkozunk.
Roviden O6sszefoglalva, egy olyan DNS-molekuldt szintetizé-
lunk, amely a meghatd&rozott aminosavszekvencidt kdédolja vagy
amely a komplementer DNS-fonalat képvisell egy olyan DNS-molekula
szdmara, amely a meghatdrozott aminosavszekvenciat kdédolja. Ezt a
szintetikus DNS-molekuldt ezutédn felhaszné&lhatjuk a DNS-szekven-
cia homolégia vizsgdlatdra olyan sejtkldédnokban, amelyek rekombi-
nadns DNS-molekulékat tartalmaznak, és e rekombindns DNS-molekulédk
részben olyan DNS-szekvencidkbdél &llanak, amelyek egy szervezet
ﬁgyminﬁ egy pdk genomidlis DNS-ébSl szarmaznak, vagy egy szerve-
zet, Ugymint egy pdk szdéveteibdl vagy sejtjeibdl izoldlt mRNS-
-molekula cDNS képidibdédl szdrmaznak. Altaldban tizendt (15) vagy
tObb nukleotidbdél &116 DNS-molekuldk szUkségesek egy homoldg DNS
egyedi azonositds&hoz, ez a sz&m legaldbb 6t (5) aminosav egyedi
meghatdrozasat igényli a szekvenciédban. Mebecsillhetjik, hogy a
kilénbdz8 DNS-molekuldk szdma, amelyek a meghatdrozott aminosav-
szekvenciat kdédoljdk, igen nagy lehet, mivel minden aminosavat
legfeljebb hat (6) egyedi bazissorrenddi trinukleotid DNS-szekven-
cia vagy kodon kédolhat. Ezért gyakorlatilag lehetetlen, hogy
minden lehetséges szintetikus DNS-prébat kUldéndlldan teszteljunk,
és szamos ilyen DNS-molekula pooljait haszndljuk egylttesen
prébaként. Az ilyen poolok el8dllitdsa, amelyeket "degeneralt"
prébaknak neveznek, Jjél ismert a szakember szé&mdra. Az is megbe-
csilhetd, hogy mig a prdébaelegyben csak egy DNS-molekuldnak lesz
pontosan homoldg szekvencidja a kérdéses génnel, a poolban 1lévd
szdmos szintetikus DNS-molekula lehet képes az adott gén egyedi

azonositdsdra, mivel csak nagyfokl homoldégia szlkséges. Ezért a



kérdéses gént sikeresen izg;élhatjuk olyan szintetikus DNS-prdéba
poolokkal, amelyek nem tartalmaznak minden lehetséges DNS-proéba
szekvencidt. Altaldban olyan kodonoknak, amelyeket ritkan hasz-
nosit a szervezet, nem kell képviselve lennitk a prébapoolban.
Ténylegesen elBallithatunk egy egyetlen szekvencidjl DNS-prdébat
igy, hogy az csak azokat a DNS kodonokat tartalmazza, amelyeket a
leggyakrabban hasznosit a szervezet mindegyik aminosavra nézve,
badr felbecsilhetd, hogy ez a megkdzelités nem mindig sikeres.

A génszekvencia azonositéséra szo0lgdldé egyik eljdréds szerint
a polimerdz lé&ncreakcidt (Polymerase Chain Reaction, PCR) alkal-
mazzuk. Lasd példdul a 4,683,195 és a 4,683,202 szamu amerikai
egyeslilt 4llamokbeli szabadalmi leirdsokat, amelyek teljes ter-
jedelmiukben referenciaként szerepelnek a leirdsban. Lényegében a
PCR lehetdvé teszi egy kivélasztott DNS-szekvencia elSallitédsat,
ha a szekvencia két termindlis része ismert. Primereket, vagy
oligonukleotid prébdkat nyerlink, amelyek megfelelnek a kérdéses
szekvencia mindkét végének. A PCR alkalmazdsdval ezutdn elS&llit-
juk a DNS-szekvencia kézponti részét.

Egy ilyen PCR-t alkalmazé médszer szerint egy egyedi pdkmér-
get k6dolé gén elBallitdsédra RNS-t izoldlunk a pdékbdl, és tisz-
titjuk. Ezutdn egy dezoxi-timidildt-farkd oligonukleotidot hasz-
nalunk primerként, hogy forditva &tirjuk a pdék RNS-t cDNS-sé. Egy
szintetikus DNS-molekuld&t vagy szintetikus DNS-molekuldk elegyét
készitjlk el ezutdn, amint azt a degenerdlt prébaknédl a fentiekben
leirtuk. Ezt tudja kédolni a méregfehérje aminotermindlis amino-
savszekvencidjat, amint azt elézetesen meghatédroztuk. Ezt a DNS-
-elegyet egylttesen haszndljuk a dezoxitimidilat farkd oligonuk-

leotiddal a PCR reakcidé meginditésdra. Mivel a PCR reakcid megin-



ditas&hoz haszndlt szintetikus DNS-elegy specifikus a kivént
mRNS-re nézve, csak a kivant cDNS fog ténylegesen amplifik&lddni.
A keletkezett termék egy olyan amplifikdlt cDNS-t képvisel, amely
szédmos ismert kldénozd vektor barmelyikéhez ligdlhatd. Ennek nem
ellentmondva megbecsllhetd, hogy peptidek "csalddjai" fordulhat-
nak elé pékmérgekben, amelyek aminosavszekvencidja hasonld, és
hogy ilyen esetekben vegyes oligonukleotid primer szekvencidk
alkalmazdsa egy vagy tdbb olyan rokon cDNS-molekula amplifik&-
cibéjat eredményezi, amely ezeket a rokon peptideket kédolja. A
rokon peptideket kédold gének ugyancsak a taldlmény tdargyat
képezik, minthogy a rokon peptideknek ugyancsak hasznos inszekti-
cid aktivitédsa van.

Végll az elSallitott cDNS-szekvencidt megfeleld vektorba
klénozhatjuk szokéasos eljérédsokkal, majd analizdlhatjuk és megha-
tdrozhatjuk a nukleotid bézisszekvencidt. Azokat a DNS-szekven-
cidkat, amelyek inszekticid hatésu fehérjéket kdédolnak, példaul
a SEQ ID NO: 2 és 4 azonositédsi jeld szekvencidk mutatjék be.
Ezeknek a PCR termékeknek a kdézvetlen aminosav transzlacidja
kimutatja, hogy ezek megfeleltek az érett fehérjét kédold teljes
szekvenciédnak.

Az érett DK 9.2-t kédold cDNS-en feldl a DK 9.2-t kdédold
szekvencidval ellentétes irdnyd cDNS-szekvencidt klénozzuk és
meghatdrozzuk a bazissorrendet (SEQ ID NO: 7). A teljes mRNS
transzl&cidja kimutatta, hogy a DK 9.2 prekurzor fehérjeként
szintetizA&lédik, amely egy szigndl peptidb8l, propeptidbdl és az
érett toxinbél &ll. Ugy véljik, hogy a szigndl peptid funkcidja
lényeges a szintetizdlt polipeptid szekrécidjanak az elérésében.

Valamely szigndl szekvencia fontos szerepet jétszik egy Gjonnan



szintetizdlt fehérje megfeleld lokalizécidéjénak a biztositasdban.
Altalédban "topogén szigndlokat" biztositanak [Blobel, G. Proc.
Nat. Acad. Sci., USA 77, 1496-1500 (1980)], amelyek kulénféle
rendeltetési helyekre juttatjédk célba a kapcsolt fehérjeszekven-
clat a sejten belll vagy azon kivil. Ez kUléndsen fontos olyan
elvdlasztott (szekretdlt) fehérjék esetén, amelyeknek a sejteken
kivil van a célhelye. Ez hasznos a rekombinédns fehérje eldalli-
tédsban is, mivel kénnyebb lehet egy kifejezett fehérjét a sejten
kivali kdzegbS8l tisztitani mint lizisnek aldvetni a sejteket és
egy teljes sejtextraktumbdl tisztitani. Feltételezzik, hogy a DK
9.2 prekurzor fehérjéjét kédoldé cDNS altal kédolt szigndédl peptid
17 aminosavbdél &ll a kdévetkezd szekvencia szerint:

Met-Lys-Val-Phe-Val-Val-Leu-Leu-Cys-

~-Leu-Ser-Leu-Ala-Ala-Val-Tyr-Ala

A szingdl peptiden felll a DK 9.2-t kédold szekvencidtdl
felfelé (ellentétes irdnyban) 1lévé mRNS transzldcidja egy propep-
tidet mutatott ki. A propeptidszekvencia funkcidéja ismeretlen. A
propeptid egy 21 aminosavbdl 4116 peptid, amely szekvencidja a
kévetkezd

-Leu-Glu-Glu-Arg-Leu-Asp-Lys-Asp-Ala-Asp-Ile-

-Met-Leu-Asp-Ser-Pro-Ala-Asp-Met-Glu-Arg-

Ezek a prekurzor peptidek vagy prepro szekvencidk nagymér-
tékben hozzdjadrulnak a DK 9.2 vagy mas rekombinans fehérjék sta-
bilitdsdhoz, expresszidéjdhoz és &sszehajtogatdddsdhoz (folding)
in vivo és/vagy in vitro expresszid sorédn. Az is véarhatd, hogy
ezek a szekvencidk vagy ezek részei hasznosnak bizonyulhatnak més
molekuldk expresszidjdban, példdul egy gén felépitésben. A taldl-

mény részeként adatokat szolgdltatunk annak bizonyitdsdra, hogy



mas szigndl és/vagy propeptid szekvencidkat alkalmazhatunk a

rekombindns DK 9.2 kifejezésére.

E. Rekombindns expresszid

A taldlmdny tovébbi tédrgya rekombindns expresszids vektor,
amely egy olyan DNS-szekvencidt tartalmaz, amely a lényegében
Diguetia pdkméregbdl izoldlhaté inszekticid hatdsu peptideket
kédol. A vektor képes a kédold szekvencia kifejezésére transzfor-
mdlt sejtekben. Ugyancsak a taldlmany térgyat képezik olyan re-
kombindns gazdasejtek, amelyek lényegében Diguetia pdkméregbdl
izoldlhatd, inszekticid hatési peptidet kédold DNS-szekvenciaval
vannak transzformélva vagy transzfektdlva olymédon, hogy a gazda-
sejt ki tudja fejezni a peptidet.

A kivéant fehérjét kédold megfelelS DNS-szekvencia biztosi-
tédsa lehetdvé teszi a fehérje elBdllitédsat a szakember széméra
mér ismert rekombinédns eljédrdsok alkalmazdsdval. A kédold szek-
vencidt megkaphatjuk egy nativ fehérjeforrdsbdl szdrmazd cDNS
vagy genom-szekvencia visszairdsdbdl (retrieving) vagy elSallit-
hatjuk szintetikusan a gén nukleotid szekvencidjébdél meghatdro-
zott pontos aminosav szekvencia felhaszndlé&saval. Ha a kédolé
DNS-t szintetikusan &llitjuk eld, kihasznédlhatjuk a tervezett
gazda ismert kodon preferencidit.

A szlkséges kontrollszekvencidkat, Ugymint promotereket és
eldnydsen er8sitdszekvencidkat (enhancereket) és termindciébs
kontrollelemeket tartalmazd expresszids rendszerek koénnyen
hozzaférhet8k és ismertek szamos gazda esetére. Lasd pl. Sambrock
et al., Molecular Cloning a Laboratory Manual, Second Ed. Cold

Spring Harbor Press (1989).



gy a kivant fehérjéket elé lehet dllitani mind prokaridta
mind eukariéta rendszerekben, ami sok fehérje esetében a termelt
formak spektrumdt eredményezi.

A legkdzdnségesebben haszndlt prokaridta rendszer az E. coli
marad, bar varhatd, hogy més rendszerek, ugymint a B. subtilis és
a Pseudomonas szintén haszndlhatdék. A prokaridta rendszerek ese-
tén alkalmas kontrollszekvencidk magukban foglaljdk mind a kons-
titutiv mind az indukdlhatd promotereket beleértve a lac promo-
tert, a trp promotert, hibrid promotereket, uUgymint a tac pro-
motert, a lambda fadg Pl promotert. Altaldban az idegen fehérjéket
ezekben a gazdasejtekben mint fizids vagy mint érlelt fehérjéket
d4llithatjuk eld8. Ha a kivant szekvencidkat érlelt fehérjékként
4l1itjuk eld, a termelt szekvencidt megeldzheti egy metionincso-
port, amely nincs szUkségszerlen hatékonyan eltdvolitva. Ennek
megfelelSen e bejelentésben igényelt peptideket és fehérjéket
megeldzheti egy N-termindlis Met, ha azokat baktériumokban
allitjuk eld. ElS84llithatunk tovabbé olyan konstrukcidkat,
melyekben a peptidet kdédold szekvencidt megeldzi egy mikddési
egységben 1évd (operdbilis) szigndl peptid, ami a fehérje szek-
récidéjat eredményezi. Ha prokaridta sejtekben termeliink ebben a
tekintetben, a szigndl szekvencidt a szekrécidt koévetden eltdvo-
1itjuk.

Sz&mos eukaridéta gazdasejt is rendelkezésre all madr rekom-
binédns idegen fehérjék elS&dllitdsdra. Mint a baktériumokndl,
eukaridta gazdasejteket transzformdlhatunk olyan expresszids
rendszerekkel, amelyek a kivant fehérjét kodzvetlenlul termelik,
de &ltalédnosabban szigndl szekvencidk &llnak rendelkezésre a fe-

hérjeszekrécid megvaldsitdsdra. Az eukaridta rendszerek tovabbi



elénye, hogy képesek olyan intronokat el84llitani, amelyek a
magasabbrendd szervezetek fehérjéit kdédold genomidlis szekven-
cidkban fordulhatnak elS. Az eukaridéta rendszerek szamos datala-
kité (processzdld) mechanizmussal is rendelkeznek, amelyek példa-
ul glikozilezést, egyes aminosavcsoportok oxidacidéjat vagy szér-
mazékkéd alakitésédt, konformécids szabdlyozdst, stb. eredményez-
nek.

A kézdnségesen haszndlt eukaridta rendszerek kod6zé tartoznak
az élesztdk, rovarsejtek, emléssejtek, maddrsejtek és magasabb-
rendi ndvények sejtei. Ez a felsorolds nem teljes. Hozz&férhetdk
olyan alkalmas promoterek, amelyek kompatibilisak és operédbilisak
mindezen gazdasejtekben vald alkalmazésra, hozzaférhetdk tovébba
termindcids szekvencidk és erdsitdszekvencidk is, mint példaul a
baculovirus polihedrin promoter. Mint a fentiekben, a promoterek
konstitutivak vagy indukd&lhatdk lehetnek. Példdul emlds rendsze-
rekben az MTII promoter nehézfémionok adagoldsédval induké&lhatd.

A kivant gazdasejt szaméra alkalmas kifejezd rendszerek
létrehozdsdnak részletei a szakember szdmdra ismertek. A fehérje
rekombinédns el8dllitdsa céljdbdl az 8t kddoldé DNS-t megfelelden
ligdljuk a kivalasztott kifejez8 rendszerben, majd a rendszert
transzformdljuk a kompatibilis gazdasejtbe, amelyet azutédn te-
nyésztink, és olyan korulmények kézdtt tartunk fenn, amelyek
kdzdétt az idegen gén kifejezddik. A taldlmany szerinti, igy els-
4llitott inszekticid hatédsu fehérjét a tenyészetbdl vagy a
sejtek lizisével vagy a tépkdézegb8l nyerjik ki megfelelben
megvédlasztott és ismert eljdréasokkal.

Feltételezzlk, hogy a primer aminosav-szekvencia kisebb

médositédsal olyan fehérjéket eredményeznek, amelyek lényegében



egyenértékd vagy megnévelt.qktivitésﬁak a leirasban példaképpen
bemutatott fehérjékhez viszonyitva. Ezek a mdédositédsok lehetnek
el8re megtervezettek, igy létrejdhetnek hely irédnyitotta mutage-
nézis révén, vagy lehetnek esetlegesek, ugymint kialakulhatnak az
olyan gazdasejtekben végbemend mutdcidk révén, amely sejtek a
taldlmény szerinti peptideket termelik. Mindezen médosuldsok a
taldlmény targykdrébe tartoznak, amig az inszekticid aktivités
megmarad. Egy fehérjében végbemend "mutdcid" megvaltoztatja annak
primer szerkezetét (a kdézdnségesen elSforduld vagy specifikusan
leirt fehérjére vonatkoztatva) a fehérjét kédold DNS nukleotid-
szekvencidjdban létrejoétt valtozdsok kodvetkeztében. Ezek a muté-
cidk specifikusan magukban foglaljak az allél variédnsokat. Egy
fehérje primer szerkezetében delécidk, addicidk vagy szubsztita-
cidk eredményezhetnek mutdcids valtozésokat. A "delécidt" olyan
polipeptidként hatdrozhatjuk meg, amelybdl egy vagy tdébb léancon
belili aminosavcsoport hidnyzik. Az "addicidét" olyan polipeptid-
ként hatdarozhatjuk meg, amelynek a ldncé&n belll egy vagy todbb
tovébbi aminosavcsoport van a vad tipushoz viszonyitva. A
"szubsztitucidét" egy vagy tébb aminosavcsoportnak méds csoportok-
kal valé helyettesitése eredményezi. A fehérje "fragmens" olyan
polipeptid, amely olyan primer aminosavszekvenciabdél all, amely
azon fehérje primer szekvencidjanak egy részével azonos, amelyre
a polipeptid vonatkozik.

Elénydsek azok a "szubsztitlcidk", amelyek konzervativak,
vagyis ahol egy csoportot egy azonos &ltaldnos tipusd masik
csoporttal helyettesitink. Jé1 simert, hogy a természetben elS-
f8orduld aminosavakat savas, bézikus, semleges és polaris vagy

semleges és nempoldros és/vagy aromds alosztdlyokba sorolhatjuk.
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Altaldban elényds, ha a nativ formatél eltérd kédolt peptidek
ké6djai olyan aminosavak szubsztitudlt kodonjait tartalmazzék,
amelyek ugyanabba a csoportba tartoznak mint az az aminosav,
amelyet helyettesitenek.

fgy &4ltalédban a Lys, Arg és His bazisos aminosavak egyméssal
felcserélhetd8k; az Asp és Glu savas aminosavak felcserélhetdk; a
Ser, Thr, Cys, Gln és Asn semleges poldros aminosavak felcserél-
heték; a Gly, Ala, Val, Ile és Leu nempoldros alifds aminosavak
egymdsra nézve konzervativok (de méreteik miatt a Gly és az Ala
kézelebb dllnak egymdshoz és a Val, Ile és Leu kdzelebb &llnak
egymashoz), tovdbbd a Phe, Trp és Tyr aromds amincsavak egymdssal
felcserélhetdk.

Mig a Pro nempoldros semleges aminosav, nehézségeket okoz

konformécids hatdsai miatt, és a Pro-val végzett szubsztitdcid
vagy a Pro helyettesitése nem elényds, kivéve ha azonos vagy
hasonld konformdcidét eredményez. A konzervativ mdédon cserélhetd
poldros aminosavak k&ézé tartozik a Ser, Thr, Gln és Asn; valamint
kisebb mértékben a Met. Ezen felll, bar kuldénbdzd kategdridkba
vannak besorolva, az Ala, Gly és Ser egymds kozott felcserélhe-
tének latszik, és a Cys ezen felll beleillik ebbe a csoportba
vagy besorolhatd a poldros semleges aminosavak kézé. Kalénbdzd
csoportokba tartozé aminosavak kodonjaival végzett néhény helyet-
tesités szintén hasznos lehet.

Minthogy a taldlmdny szerinti fehérjék rekombindns anyagai
rendelkezésre &llnak, ezeket a fehérjéket elddllithatjuk rekom-
bindns eljardsokkal valamint automata aminosavszintetizatorokkal.
Minthogy kulénféle gazdasejtek szamos poszt-transzldcids jellem-

z8t eredményeznek, a természetesen eldforduld fehérjékre nézve is



kulénféle médosulatokat kappnk. Egy "médositott" fehérje a
transzl4acié utdni olyan térténések eredményeként kulénbdzik a
médositatlan fehérjétdl, amelyek megvaltoztatjdk a glikozile-
zésil, amidéldsi vagy lipidadlési sémét vagy a fehérje primer
szekunder vagy tercier szerkezetét. A "mdédositott" fehérjék
természetesen a taldlmany szerint igényelt oltalmi kdérébe tar-
toznak.

Meg kell tovébba jegyezniunk, hogy ha a leirédsban szerepld
fehérjéket, ugymint a SEQ ID NO: 1 jeld fehérjét szintetikusan
a4ll1itjuk eld, olyan aminosavakkal is végezhetlnk szubsztitdcid-
kat, amelyet a gén nem kédol. Az alternativ csoportok kézé tar-
toznak példéul a HZN(CHZ)nCOOH dltaldnos képletd uraminosavak,
amelyekben n értéke 2-6. Ezek neutrdlis, nem-poldros aminosavak,
mint a szarkozin (Sar), terc-butil-alanin (t-BuAla), terc-butil-
-glicin (t-BuGly), N-metil-izoleucin (N-MeIle) és norleucin
(Nleu). Fenil-glicin helyettesitheti példéaul a Trp-t, Tyr-t vagy
Phe egy aromds semleges aminosavat; a citrullin (Cit) és
metionin-szulfoxid (MSO) polarisak de neutrdlisak, a ciklohexil-
-alanin (Cha) semleges és nempoldros, a ciszteinsav (Cya) savas,
és az ornitin (Orn) bézikus. A prolincsoportok konformaciét -
meghatdrozdé tulajdonsagait ugy érhetjuk el, ha ezek kd6zUl egyet

vagy toébbet hidroxi-prolinnal (Hyp) helyettesitink.

F. Transzgénikus névénvek

A taldlmdny tovébbi tdrgydt képezik az olyan transzgénikus
ndévények, amelyek lényegében Diguetia pdkméregbdl izoldlhatd
inszekticid hatési peptidet kédold DNS-szekvencidt tartalmaznak

bevive a névény sejtvonaldba Ggy, hogy a DNS-szekvencia expresz-



szidjdnak jellegzetessége Q;éklédik a novény egymast kovetd
genéréciéi altal szexudlis szaporodds vagy aszexudlis szaporodas
révén.

A taladlmény szerinti inszekticid hatdsi peptideket ké&dold
géneket géntechnolégiai eljarédsokkal vihetjuk be a ndévényekbe,
ami vArhatéan hasznos modja a rovarkdrtevék elleni védelemnek,
minthogy a ndévényi sejt termeli a peptidet. Ezért lehetséges
olyan névény elddllitdsa, amely jobban tdri a rovarkdrtevdket
mint a természetes valtozat.

Az inszekticdi hatési peptid gént kédold régid, amelyet a
névény transzformaldsdra hasznalunk, a gén teljes hossza vagy
parcidlis aktiv szakasza lehet. Szlkséges azonban, hogy a pepti-
det k6dold genetikai szekvencia ki legyen fejezve, és termelddjék
funkciondlis peptidként a létrehozott névényi sejtben. Ogy vél-
jik, hogy mind a genomidlis DNS-bSl, mind a cDNS-bS1 szarmazd
DNS, valamint szintetikus DNS - melyek inszekticid hatasu peptidet
kédolnak - hasznalhatd transzformécidra. Tovdbbd felépithetiunk
géneket parcidlisan cDNS-klénbdél, parcidlisan genomidlis klénbdl
és parcidlisan szintetikus génbSl és ezek kildnfele kombindcidi-
bél. Ezen felll a peptid gént kédold DNS tartalmazhat olyan ré-
szeket, amelyek kuldnféle, az izoldlt peptid forréasatdl eltérd
specieszekbdl szdrmaznak.

Ugy véljik tovabb&, hogy az inszekticid hatdsu peptidet
kombindlhatjuk mas vegylilettel vagy vegyuletekkel, hogy nem vart
inszekticid tulajdonsagokat hozzunk létre a transzformalt névény-
ben, amely a vegylleteket kifejezS, kiméra géneket tartalmaz.
Ezen mé&s vegylletek lehetnek protedz inhibitorok példaul, amelyek

ordlisan toxikusak rovarokra vagy a Bacillus thuringiensisbdl
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szdrmazd polipeptidek. A B:ﬂthuringiensis fehérje vdltozésokat
idéz eld a rovarbél sejtmembrénjédnak k&lium permeabilitésdban, és
feltételezhetdn kis pdrusokat hoz létre a membrdnban. MAas pdrus-
képz8d fehérjéket is alkalmazhatunk az inszekticid hatédsi pepti-
dekkel kombin&cidéban. Az ilyen pdrusképzd fehérjékre példdk a
magaininok, a cecropinok, az atticinok, a meiittin, gramicidin S,
ndtriumcsatorna fehérjék és szintetikus fragmensek, a Staphylo-
coccus aureus a-toxinja, az apolipoproteinek és fragmenseik, az
alamethicin és szamos szintetikus amphipathikus peptid. A lekti-
nek, amelyek a sejtmembrénokhoz kétédnek, és noévelik az endoci-
tézist, a fehérjék egy masik olyan osztdlydba tartoznak, amelye-
ket a taldlmény szerinti inszekticid hatédsdi peptidekkel kombina-
cidéban haszndlhatunk arra, hogy genetikailag mdédositsunk ndévénye-
ket rovarokkal szembeni rezisztencia érdekében.

A peptid gén promotere vadrhatdan felhaszndlhatd a kiméréas
genetikal szekvencia kifejezésében, azonban varhatdéan méds promo-
terek is hasznosak lehetnek. Hatékony ndévényi promoterek, amelyek
hasznosak lehetnek, a tultermeld promoterek. Egy ilyan promoter-
nek, mikddési egységben 1évd (operdbilis) koétésben a peptidre vo-
natkozé genetikai szekvenciaval, képesnek kell lennie a peptid
kifejezésének elbsegitésére Ugy, hogy a transzformdlt ndévénynek
nagyobb legyen a tlirdképessége a rovarkartev8kkel szemben. Azok a
tiltermeld ndévényi promoterek, amelyek vadrhatdan felhasznédlhatdk
a taldlmdny szerint, ismertek.

A kimérés genetikai szekvencia - amely egy promoterhez ope-
rédbilisan koétdtt inszekticid hatédsd peptid génjét tartalmazza -
egy alkalmas klénozé vektorba ligdlhaté a kivant névény transz-

formacidéja érdekében. Altaldban olyan plazmid vagy virus (bakte-



riofdg) vektorokat hasznélgpk, amelyek a gazdasejttel kompatibi-
lis specieszbdl szdrmazd replikdcids és kontroll szekvencidkat
tartalmaznak. A klénozd vektor tipikusan egy replikécids origét,
valamint olyan specifikus géneket hordoz, amelyek képesek feno-
tipusos szelekcids markereket létrehozni a transzformdlt gazda-
sejtekben, tipikusan antibiotikumokkal szembeni rezisztencidt. A
transzformdld vektorokat ezen fenotipusos szelekcids markerek
révén szelektdlhatjuk a gazdasejtekben vald transzformdcid utén.

A varhatdan hasznos gazdasejtek kdzé tartoznak a prokariéb-
tdk, beleértve a baktérium gazdasejtek, ugymint az E. coli,
Salmonella ryphimurium és Serratia marcescens; valamint az
eukaridta gazdasejtek, ugymint élesztdk vagy fonalas gombak.

A klénozdé vektort és a vektorral transzformdlt gazdasejtet
dltaldban felhaszndljuk arra, hogy néveljik a vektor képiaszamét.
A megndévelt kdpiaszédmmal a peptid gént tartalmazd vektorokat
izoldlhatjuk, és példdul felhaszndlhatjuk arra, hogy a leirasban
megadott genetikai szekvencidkat bevigylk a ndévényi vagy més
gazdase]jtekbe.

Az idegen géneket kifejezd névények elBallitdsi eljarasai
ismertek. Novényi szdveteket transzformdlhatunk példdul ndévények,
névényi szdHvetek vagy sejtek A. tumefacienssel végzett kodzvetlen
fert8zésével vagy egylUttes tenyésztésével; exogén DNS-nek proto-
plasztokba vald kézvetlen géndtvitelével; PEG-gel inkubalva;
mikroinjektdldssal és mikroldvedék bombédzéssal.

Igazoltunk egy olyan eljdrdst, amely szerint dohényban
elektropordcidéval végeztek transzformdcidt, az eljdrést az Ag
Biotechnology News, Vol. 7 p. 3 és 17. (1990. szept/okt.) kézle-

mény ismerteti. Az eljdrds szerint névényi protoplasztokat keze-



link elektropordcidval az inszekticid hatdsu peptid genetikai
konstrukciot tartalmazd plazmidok jelenlétében. Nagy térerSsségd
elektromos impulzusok reverzibilisen permedbilissé teszik a
membrénokat lehetdvé téve a plazmidok bevitelét. Az elektroporéa-
ciéval kezelt nodvényi protoplasztok Ujjdalakitjdk a sejtfalat,
osztédnak, és noévényi callust képeznek. Az expresszadlt inszekti-
cid hatési peptiddel transzformdlt ndévényi sejteket a fenotipusos
markerek felhaszndldséval szelektdlhatjuk, amint azt a fentiekben
leirtuk. Az exogén DNS-t barmely formd&ban hozzdadhatjuk a proto-
plasztokhoz, ilyen példdul a csupasz linedris, gydr(s vagy szu-
perspridl DNS, a liposzdémdba za&rt DNS, szferoplasztokban 1évd
DNS, mé&s noévényi protoplasztokban 1évé DNS, sdékkal képzett DNS-
-komplex és hasonldk.

Minden olyan névényi sejtet, amelyet Agrobacteriummal lehet
transzformdlni és a teljes ndvényeket, amelyeket a transzformdlt
sejtekbdl regenerdltunk, szintén transzformédlhatunk a taldlmény
szerint, hogy transzformdlt teljes ndévényeket &llitsunk eld,
amelyek tartalmazzdk az Aatvitt, inszekticid hatédsd peptid gént.
Rizsndévényben végzett transzformdcidét igazolt D.M. Raineri et
al., "Agrobacterium-mediated transformation of rice (Oryza
sativa 1.)", Biotechnology, Vol 8., pp. 33-38 (1990. januar)
kézleménye.

Egy mésik eljdrads az inszekticid hatd&su peptid génnek néve-
nyi sejtbe valdé bevitelére ndévényi sejtnek olyan A. tumefaciensz-
szel végzett fertdzése, amely az inszekticid hatédsi peptid génnel
transzformdlva van. Megfeleld k6rulmények kozdétt - amelyek ismer-
tek - tenyésztjlik a ndévényi sejteket, hogy hajtésok és gydkerek

alakuljanak ki, és késBbb transzformdlt névénnyé fejlédjenek. Az



inszekticid hatésd peptid genetikus szekvencidt bevihetjik a
megfeleld névényi sejtekbe példdul az A. tumefaciens Ti plazmid-
jdval. A Ti plazmidot az A. tumefacienssel végzett fertdzés uUtjén
visszlik &t a névényi sejtekre és az stabilan integrdldédik a ndvé-
nyi genomba.

A Ti plazmidoknak két olvan régidja van, amelyek feltételez-
het8en esszencidlisak a transzformdlt sejtek termelésére. Ezek
egyike, amelyet transzfer DNS-nek (tDNS) neveznek, tumorképzddést
indukal. A mé&sik, a virulens régidnak nevezett régid, esszencia-
lis a tumorképzd8déshez de a tumor fenntartdsdhoz nem. A tDNS-
-régidnak - amely &tvivédik a névényi genomba - megndévelhetjik a
méretét egy enzim genetikai szekvencidjénak az inszertdlédsaval,
anélkill, hogy ez a transzferald képességét befolydsolnd. Ha a
tumort okozé géneket eltdvolitjuk, udgvhogy ezek mir nem lépnek
kdlcsdénhatdsba, a médositott Ti plazmidot ezt koévetden vektorként
haszndlhatjuk a talédlmdny szerinti génkonstrukcidknak megfeleld
névényi sejtekbe vald atvitelére.

A genetikai anyagot polietilén-glikol (PEG) alkalmazdséaval
is bevihetjuk a névényi sejtbe. A PEG csapadék komplexet képez a
genetikai anyaggal, amelyet a sejt felvesz.

DNS-t &tvihetiink noévényi sejtekbe izoldlt protoplasztokba,
tenyésztett sejtekbe és szdvetekbe vald injektdldssal is, tovébba
a névénykezdemények és noévények merisztémaszdveteibe vald injek-
tédldssal. Transzgénikus novényeket és azok utddait ismert, szoka-
sos eljérédsokkal nyerunk.

Egy mésik eljédrds idegen DNS-szekvencidknak névényi sejtekbe
valé bevitelére abban &l1, hogy a DNS-t olyan részecskékhez kap-

csoljuk, amelyeket azutdn erd alkalmazdsdval beviszunk a névényi



sejtekbe egy belévészerkezgt ("géndgya") haszndlatdval. Bérmilyen
névényi szdvetet vagy szervet haszndlhatunk célanyagként az elja-
rédsban, ezek k&ézé tartoznak az embridk, aprikdlis és mas merisz-
témdk, rigyek, szomatikus és szexudlis szdvetek in vivo és in
vitro, a célanyagok azonban nem korl&tozddnak ezekre. A transz-
génikus sejteket és kalluszokat ismert eljdrédsokkal szelektdljuk
ezt kévetden. A megcélzott sejteket szokdsos, ismert eljdrésokkal
induk&ljuk, hogy szomatikus embridkat vagy regenerdlt hajtasokat
képezzenek transzgénikus névények létrehozésdra. A megfeleld
eljdrdst a felhaszndlt névényfajta szerint vadlaszthatjuk meg.
Transzgénikus kukoricanédédvényeket &llitottak eld ugy, hogy nagy-
sebességd mikroldvedékeket haszndltak géneknek embriogén sejtek-
be valdé bevitelére, 1ld. "Inheritance and expression of chimeric
genes in the progeny of transgenic maize plants", Biotechnology,
Vol. 8. pp. 833-838 (1990. szept).

A regeneralt névény lehet kimér a beéplilt idegen DNS-re
valé tekintettel. Ha az idegen DNS-t tartalmazd sejtek akar
mikrospdrdkkd, akdr makrospdrédkkad fejldédnek, az integréalt DNS
adtvivédik a szexudlisan létrejott utddokra. Ha az idegen DNS-t
tartalmazdé sejtek a novény szomatikus sejtjei, nem-kiméra transz-
génikus névényeket &llitunk el$ a vegetativ (aszexudlis) szapo-
ritds szokdsos eljdrédsaival akdr in vivo a rugyekbll és dugvéa-
nyokbdél (szdardarabokbdl), akdr in vitro a szokdsos ismert eljé-
rdsok szerint. Az eljardsokat a felhaszndlt névényfajténak meg-
feleléen vdalaszthatjuk meg.

A névényl sejt vagy a névény transzformdcidja utén azokat a
névényi sejteket vagy ndévényeket, amelyeket Ggy transzformdltunk,

hogy a peptid kifejez8dik, egy megfeleld fenotipusos markerrel



szelektélhatjuk. A fenotipggos markerek ko6zé tartozik - tdbbek
k6zé6tt - az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia. Ismertek mas
fenotipusos markerek is, amelyek alkalmazhatdék a taldlmény sze-
rinti eljédrésban.

A kUldnbdzd transzformdcids rendszerek valtozatossdga miatt
elvben minden tipusu névényt transzformdlhatunk Ggy, hogy kife-
jezzen egy, a taldlmadny szerinti inszekticid hatdsu peptidet.

Mind tébb bizonyiték van arra, hogy gyakorlatilag minden
ndvény regenerdlhatd tenyésztett sejtekb8l vagy szdvetekbdl, igy
- tobbek kézdétt - a f6bb gabonafajtdk, a cukorndd, a cukorrépa, a
gyapot, gyumdlcsfédk és més fék, a hlvelyesek és a z6ldségfélék.
Korlatozott ismereteink vannak jelenleg arrdél, hogy ezek a noéové-
nyek mind transzformdlhatdék-e Agrobacteriummal. Azok a fajok,
amelyek az Agrobacterium természetes ndévénygazddi, transzformdl-
hatdk lehetnek in vitro. Az egyszikd névények, és kuldndsen a
gabonafélék és fifélék az Agrobacteriumnak ﬁem természetes gaz-
ddi. Az arra irdnyuld kisérletek, hogy Agrobacterium alkalmazé-
saval transzformdljadk ezeket, eddig sikertelenek voltak. Mind
tdbb bizonyiték van mdr arra, hogy bizonyos egyszikliek transz-
formédlhaték Agrobacteriummal. Uj kisérleti megkdzelitések alapjan
ismertté valt, hogy gabonafajtdk és flifajtdk is transzformdlhatdk
lehetnek.

Az Agrobacteriummal transzformdlhaté tovdbbi névényfajok
k6zé tartoznak a kdvetkezdk: Ipomoea, Passiflora, Cyclamen,
Malus, Prunus, Rosa, Rubus, Populus, Santalion, Allium, Lilium,
Narcissus, Ananas, Arachis, Phaseolus és Pisum.

A regenerdacidé a noévények fajtdja szerint valtozik, de alta-

laban elész8r egy szuszpenzidt adllitunk el az inszekticid hatésu
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peptid gén tObbszdrés képié;t tartalmazd transzformdlt protoplasz-
tokbdl. Ezutdn embridképzddést indukdlhatunk a protoplaszt szusz-
penzidbdl a természetes embridkénti érés és csirdzds stadiumaig.

A téptalaj &ltaldban kildénbdzé aminosavakat és hormonokat tartal-
maz. A hajtésok és gydkerek normdlis esetben szimultdn fejlédnek.
A hatékony regenerdlas a téptalajtél, a genotipustdl és a tenyé-
szet eldéletétdl flugg. Ha ezt a hdrom valtozét szabdlyozni tud-
juk, a regenerdlds teljesen reprodukdlhatd és megismételhets.

A transzformdlt novényi sejtekb8l kifejlédétt nédvényekbSl
dnmegtermékenyitéssel beltenyésztett ndvényeket termelhetlink. A
beltenéysztett ndvény olyan magokat terem, amelyek tartalmazzak
az inszekticid hatésu peptid génjét. Ezeket a magokat elultet-
hetjlik, hogy olyan ndévényeket termeljunk, amelyek kifejezik az
inszekticid hatdsu peptidet. A beltenyészeteket példaul felhasz-
ndlhatjuk rovartdrd hibridek kifejlesztésére. Ebben az eljaras-
ban egy rovartdrd beltenyészet vonalat keresztezlnk egy masik
beltenyészet vonallal a hibrid elfdllitésa céljabdl.

Diploid névények esetén tipikusan az egyik szulét transzfor-
maljuk az inszekticid hatdsu peptid (toxin) genetikai szekven-
cidval, és a mdsik szUld vad tipusi. A szUld8k keresztezése utéan
az els® generdcids hibridek (Fl) 1/2 toxin/vad tipus:1/2
toxin/vad tipus megosztdst mutatnak. Ezekb8l az elsS generdacids
hibridekbdl (Fq) termeljik énmegtermékenyitéssel a mésodik gene-
rdcidés hibrideket (Fj,). Az F, hibridek genetikai megoszléasa 1/4
toxin/toxin:1/2 toxin/vad tipus:1/4 vad tipus/vad tipus. A
toxin/toxin genetikai felépitésd Foq hibrideket wvélasztjuk ki

rovartdrd névényekként.



A leiréasban a variéns_glyan fenotipusos valtozasokat jelent,
amelyek stabilak és Orékléd8k, beleértve azokat az 6rokldds val-
tozatokat, amelyek szexudlisan vivddnek &t a noévények utddaira,
feltéve, hogy a varidns még kifejez egy, a taldlmény szerinti
inszekticid hatdsu peptidet. A leirdsban a muténs olyan médosu-
ladst jelent, amely a kdérnyezeti tényezdk, Ugymint sugdrzas
eredménye vagy olvan genetikai mdédosulds eredménye, amelyben egy
jellemz8 vonds meiotikusan viv8dik &t az o6rodklés jél ismert tdr-
vényei szerint. A mutédns névénynek azonban még ki kell fejeznie a
taldlmény szerinti peptidet.

Altalédban az idedlis inszekticid hatdsu fehérje, amelyet egy
transzgénikus névényben vald kifejezésre kivéalasztottunk, olyan,
amelyet a célba nem vett rovarokkal és a gerincesekkel szembeni
veszélytelenség jellemez. Az expresszids rendszereket Ugy va-
lasztjuk meg, hogy az expresszid mértéke lehetdvé tegye az in-
szekticidkénti hatékonysdgot. Igy annak a téchnikai kivitelezhe-
t8sége, hogy olyan transzgénikus, mezdgazdasdgilag jelentds
névényeket nyerjlink, vdrhatdéan egy tovabbi fegyvert ad a farmerek
kezébe, hogy azt egy integrédlt kartevékezelési rendszerben alkal-
mazzak termények rovarkdrdnak csokkentésére kdérnyezetvédelmi:

szempontbél megbizhatd mddon.

G. A peptidek alkalmazdsa inszekticidekként

A taldlmdny szerinti inszekticid hatdsi peptidek gerinctelen
kdrtevék, ugymint a Liepdoptera rendbe tartozd kdrtevdék elleni
kizdelemben haszndlhatdk Ggy, hogy a kartev8ket érintkezésbe
hozzuk a taldlmdny szerinti valamely peptid hatékony mennyiségé-

vel. Alkalmas médon rovarok az eldnyben részesitett kartevdk.



Ismertek az eljérésoki kdrtevéknek valamely peptiddel valéd
érintkeztetésére a kartevdk elleni klzdelemben. Példdul szinte-
tikusan kapszuldzhatjuk a fehérjét a kdrtevd8be vald ordlis bevitel
céljdbsél. A taldlmdny szerinti fehérjéket kifejezd rekombindns
gazdasejteket, ugymint Pseudomonas fluorescenst, hével elpusztit-
hatjuk, és a kartev8knek adagolhatjuk ordlis bevitel és kiirtés
céljabdl.

Természetesen azokat a médszereket, amelyekkel a taldlmény
szerinti fehérjéket haszndljuk gerinctelen k&rtevdk elpusztita-
sdra, mds kartevéirtdsi mdédszerekkel kombindcidban is alkalmaz-
hatjuk. Példdul a fentiekben leirt transzgénikus névényeket és
E. colit géntechnoldégiai Gton &talakithatjuk Ggy, hogy mas ge-
rinctelen toxinokat fejezzenek ki a kiirtandd kartevd tipusitdél
és méds lényeges valtozdktdl fuggden.

Ezért elSallithatunk olyan inszekticid kompozicidkat, ame-
lyek a taldlmény szerinti valamely peptid és mezbgazdasdgilag
vagy kertészetileg elfogadhaté séja inszekticidként hatékony
mennyiségét tartalmazzdk mezdgazdasdgilag vagy kertészetileg

elfogadhaté hordozdanvagban.

H. Az iszekticid hatdsi peptidekkel szembeni antitestek

A taldlmdny tovabbi targydt képezik a taldlmény szerinti
inszekticid hatdsl peptidekkel szembeni antitestek. A leirés
koévetkezb részében hivatkozunk az immunoldégidban jértas szakem-
ber szdmdra ismert kUlénbdzd eljadrdsokra a leirdsban ismertetett
antitestekkel reaktiv peptidek detektdlidsdra és tisztitédséra.

Az antitest . "képes megkdétni" egy molekuldt, ha képes speci-

fikusan reagdlni a molekuldval, hogy ezdltal a molekuldt az anti-
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testhez kdsse. Az “epitép"‘elnevezés egy peptid antigén azon
részére vonatkozik, amelyet egy antitest fel tud ismerni, és meg
tud kétni. Egy antigénnek egy vagy egynél tdobb epitdpja lehet. Az
"antigén" képes arra indukdlni egy &llati szervezetet, hogy olyan
antitestet termeljen, amely az adott antigén egy epitdépjéhoz
képes k6td8dni. A fentiekben hivatkozott specifikus reakcid azt
jelenti, hogy az antigén igen szelektiv mdédon 1lép reakcidba a
neki megfeleld antitesttel és nem lép reakcidba azzal a sokféle
antitesttel, amelyek termelését mas antigének eldidézhették.

Az "antitest" (Ab) vagy "monoklondlis antitest" (Mab) kife-
jezés a leirédsban olyan intakt molekuldkra vagy azok fragmentu-
maikra (Ggymint példaul Fab és F(ab'), fragmensekre) vonatkozik,
amelyek képesek egy antigént megkdtni. A Fab és a F(ab')z frag-
menseknek hidnyzik az intakt antitestek Fc fragmense, gyorsabban
Urulnek a keringésbdl és kisebb mértékd lehet nemspecifikus
szdvetkdHtéslik egy rovar antitestre nézve.

A taldlmdny szerinti antitesteket a szdmos eljaras barme-
lyikével eld4llithatjuk. Az ilyen antitestek el8411itdsi eljaréa-
sal jél ismertek és a szakirodalomban teljes mértékben ismertet-
ve vannak. Lasd pl. a Sambrook et al., "Molecular Cloning a -
laboratory manual", mdsodik kiadds, Cold Spring Harbor Press,
Vol. 3, Ch. 18 (1989). Példaul olyan sejteket, amelyek kifejezik
az inszekticid hatdsu peptidet vagy annak egy fragmensét, beadha-
tunk egy &llatnak abbdl a célbdl, hogy polikloné&lis antitesteket
tartalmazdé szérumok termelését indukd&ljuk, amelyek képesek meg-
kétni az inszekticid hatédsu peptidet. Altaldban egy inszekticid
hatési peptidfragmenst 4llitunk eld és tisztitjuk, hogy lényegé-

ben megszabaditsuk a természetes szennyezdktd8l, vagy szinteti-



zdlunk egy inszekticid hatésﬁ peptidfragmenst ismert médon. Akar
a tisz-titott fragmenst akdr a szintetizdlt fragmenst, akar a
tisztitott természetes fragmens és/vagy szintetizdélt fragmens
kombindciséjat bevihetjik egy &llatba abbdl a célbdl, hogy nagyobb
fajlagos aktivitdsl poliklondlis antiszérumokat termeljunk.

Monoklon&lis antitesteket az ismert hibridéma eljdrdssal
dllithatunk eld. Az ilyen eljdrdsok altaldban magukban foglaljéak
egy dllat immunizdldséat egy inszekticid hatédsu peptid antigénnel.
Az ilyen &llatok splenocitdit extrahd&ljuk és fuziondljuk egy meg-
feleld mieloma sejtvonallal. Barmilyen alkalmas mieloma sejtvonal
haszndlhaté a taldlmany szerint. Fazid utdn a keletkezett hibri-
déma sejteket szelektiven tartjuk fenn alkalmas téptalajban, majd
korlédtozé higitéssal klénozzuk. Az ilyen szelekcidval nyert
hibridémia sejteket ezutdn vizsgdljuk, hogy azonositsuk a kléno-
kat, amelyek kivdlasztjdk az inszekticid hatdsi peptid antigén
megkbdtésére képes antitesteket.

Ha a peptidforrds nem tiszta, a hibriddéma sejteknek csak egy
része termel a peptid megkdtésére képes antitesteket (a tdbbi
hibridéma sejt olyan antitestet termel, amely a peptid szennyezs-
it képes megkdtni). Ennélfogva szlkséges lehet a hibriddma sejtek
screenelése azokra nézve, amelyek olyan antitesteket képesek
kivalasztani, amelyek képesek a peptid megkdtésére. Ilyen scree-
nelést eldnydsen ugy végzlink, hogy peptid-(vagy méreg) mintat a
hibriddéma sejtek mindegyik csoportjdbdl szekretdlt monoklondlis
antitest jelenlétében inkubd&lunk és azonositunk bédrmely hibriddma
sejtet, amely olyan antitestet szekretdl, amely képes semlegesi-
teni vagy csékkenteni a méregnek rovarokat megbénitd képességét.

Ha egy ilyen hibridéma sejtet azonositottunk, ismert mdédszerekkel



kldénozéssal szaporithatjuk'g peptidspecifikus antitest termelése
céljabdl.

Ahhoz, hogy egy nativ vagy rekombindns rovarszelektiv toxint
antitest affinitds kromatogrdfidval tisztitsunk, olyan antitestet
kell alkalmaznunk, amely képes megkdtni az inszekticid hatésu
peptidet. Egy ilyen antitest &ltaldban monoklondlis antitest. Ha
kinyertink egy peptidspecifikus monoklondlis antitestet, immobi-
liz&lhatjuk 1gy, hogy egy szildrd hordozdéhoz kapcsoljuk, és fel-
haszndlhatjuk természetes méregbS8l vagy més forrédsokbdl szdrmazd
peptid tisztitédsadra immunaffinitéds kromatogrédfia alkalmazésaval a
szakember szamdra jol ismert mdédszerekkel Osszhangban. Ilyen
médszerekkel nagyfokl tisztasdgot érhetink el, és ezdltal olyan
peptidet &llithatunk el8, amely lényegében nem tartalmaz termé-
szetes szennyez&anyagokat. A leirdsban a "lényegében természetes
szennyez8anyagot nem tartalmazd" peptidrSl akkor van sz, ha az
olyan formdban van jelen, amely mentes az olyan vegylletektdl,
amelyekhez természetes vagy normdlis médon térsul (vagyis méas
fehérjékt8l, lipidektdl, szénhidrétoktdl, stb.).

Ha a peptidet megtisztitottuk, felhaszndlhatjuk egy &llat
(Ggymint egér vagy nyul) immunizdl&sdra abbdl a célbdl, hogy
kivaltsuk a peptidspecifikus poliklondlis antitest termelddését.

Alkalmas méretd, &ltaldban 10-50 nukleotidbdél &116 DNS-proé-
békat &llithatunk eld a lényegében Diguetia pdékméregbdl izolélha-
td, inszekticid hatdsd peptideket kédold DNS-szekvencidkbdl.
Ilyen prébakat alkalmazhatunk a lényegében Diguetia pdékméregbdl
izoldlhatd inszekticid hatdéstl peptidet kédold DNS jelenlétének
kimutatédsdra ugy, hogy a mérget érintkeztetjlik a DNS-prdébdval és

detektdljuk a DNS-hez konjugdlt prdébdt a szekember szamdra ismert



médon.

I. Géntechnikai uton el8dllitott inszekticid mikrdébék

Az inszekticid hatédst peptidek énmagukban vagy més rovar-
toxinokkal kombindcidéban varhatdan felhaszndlhatdk arra, hogy
mikrobdknak, Ugymint baculovirusoknak és hibrid baktériumoknak
toxikus tulajdonsdgot adjanak vagy ndveljék azok toxikus tulaj-
donséagat.

Sz&mos olyan baculovirust regisztrdltak mdr tébb orszagban,
amelyeket peszticidként hasznédlnak. Ezek k&zé tartoznak azok,
amelyek megfert8zik a Heliothis wvirescenst (gyapottok bagolylep-
két), az Orgyia pseudotsugatat (vordésfenyd kisszdévémolyt), a
Lymantia dispart (k6é6zd6nséges gyapjasepkét), az Autographa cali-
fornicat (lucerna aranybagolylepkét), a Neodiprion sertifert
(fenySrontéd darazsat), és a Lanspcyresia pomonelldt (almamolyt).
Legaldbb egy inszektszelektiv toxin bevietele a genomba varhatdan
szignifikénsan megnéveli az ilyen peszticidek hatékonysdgat.

A taldlmdny szerinti alkalmazdsra kUldéndsen alkalmas rekom-
bindns expresszids vektor varhatdan egy baculovirus expresszids
vektor, ugymint olyan tipusu, mint amilyet a 4,879,236 szamu
amerikai egyestlt &llamokbeli szabadalmi leirds ismertet, amely
leirds e bejelentés tekintetében teljes terjedelmében referen-
ciaként szerepel. Tovébbi referencia: Carbonell et al. "Synthesis
of a gene coding for an insect-specific scorpion neurotoxin and
attempts to express it using baculovirus vectors" Gene, 73:409-
418 (1988). A vektor varhatdan olyan rendszerben hasznos, melyben
egy, a lényegében Diguetia pdkméregbdl izoldlhatd, inszekticid
hatdsu peptidet kdédold DNS-szekvencidt baculovirusba klénozha-

tunk, Ugymint Autographa californica (AcMNPV) expresszidés vektor-
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ba, amint azt a 4,879,236 sz&mi amerikai egyesilt &llamokbeli
szabadalmi leirds és Miller et al., Science, 219, 715-721 (1983)
kézleménye ismerteti. A rekombindns expreszszids vektord virust
ezutan felvihetjlik a noévényre vagy az dllatra, amelynek a rovar
egy kartevéje, és ha a virus a kartevd emésztS8rendszerébe jut, a
rekombindns virus megtédmadja a bélfal sejtjeit, és replikdlddni
kezd. A replikdcié soréan az inszekticid hatést fehérje génje
kifejezbdik, ami révidebb idS alatt vezet a rovar megbénitésdhoz
vagy elpusztitdsdhoz, mintha a rovarba a vad tipusdi AcMNPV virus
jutott volna be.

Egy varhatdan ugyancsak hasznos hibrid virust ismertet a
0,340,948 sza&mi eurdpai szabadalmi bejelentés. A taldlmény sze-
rinti DNS-t kifejez6 hibrid virus véarhatdan olyan virust ered-
ményez, amelynek megvaltozott rovargazda hatésterilete wvan.
Példdul fizids fehérjéket kifejezhetlnk egy olyan hibrid gén
egyetlen polipeptid termékeként, amely hibrid gén a taldlmany
szerinti DNS-bSl és egy specifikus rovar bélsejt felismerd fehér-
jébdl all, hogy az inszekticid hatdsy peptidet a gazda rovar cél-
anyaghoz irdnyitsuk.

Kuldénféle prokariéta és eukaridta mikrébdkat transzformal-
hatunk abbdl a célbdl, hogy kifejezzlink egy inszekticid hatasu
proteint kédold hibrid toxin gént clyan médszerrel, amelyet a
0,325,400 szdml eurdpai szabadalmi bejelentés ismertet.

Olyan hibrid baktériumsejtek, amelyeknek a taldlmdny szerin-
ti fehérjét kédold gént tartalmazd plazmidjuk van, vérhatdan
felhaszndlhatdk a taldlmany szerinti eljdrdsban. A rovarokat ugy
pusztitjuk el, hogy a hibrideket felvisszik a rovarokra. L&asd

réldaul a 4,797,279 szédml amerikai egyesilt &llamokbeli szaba-



dalmi leiréast, amely teljes terjedelmében referenciaként szerepel
e béjelentés tekintetében.

A kovetkezd kdzlemények mas olyan példdkat ismertetnek
baculovirusok alkalmazdsara, amelyek megfeleléek a taldlmany
szerinti felhaszndldsra: Tomalski et al., "Insect paralysis by
baculovirus-mediated expression of a mite neurotoxin gene",
Nature, 352:82-85 (1991), valamint Stewart et al., "Construction
of an improved baculovirus insecticide containing an insect-
specific toxin gene", Nature, 352:85-88 (1991); McCutchen, et
al., "Development of a recombinant Baculovirus expressing an
insect selective Neurotoxin: Potential for Pest Control", Bio-

technology, 9:848-351 (1991).

J. Kereszthibridizdcid: DNS-szekvencidk mint rokon vegyu-

letek prébéai

Alkalmas méretd DNS-prébadkat szdrmaztathatunk a taldlmany
szerinti DNS-szekvencidkbdl. Ezeket a prdébdkat a taldlmlny sze-
rinti inszekticid hatdsi peptideket kédold nukleinsavak jelenlé-
tének kimutatdsdra haszndlhatjuk més forrdsokbdl szdrmazd nuk-
leinsavakkal végzett hibridizécidéval. Olyan oligonukleotid pré-
bdkkal végzett screenelés, amely prébdk kédoljédk a szigndl szek-
vencidt, a cDNS-fragmenseket vagy akdr a teljes cDNS-t csdkken-
tett szigorUsidgu (reduced stringency) koérulmények koédzdtt, lehe-
tévé teszi, hogy hozzé&férjuink més aktiv peptidekhez, amelyek
funkciondlisan homolégok a leirésban szerepld toxincsaladdal.
Azonos genusba tartozd, de eltérd speciesd pdkok, rokon genusba
tartozd pdkok, és azonos genusba tartozd, de kuldénbdzd helyr&l

szdrmazé pdkok olyan nukleinsavak forrdsai, amelyek jé jeldltek a



taldlmény szerinti DNS-szekvenciébél szarmaztatott nukleotid
pébékkal végzett kereszthibridizécidéra. A forrdsok felsorolésa

azonban nem korlitozd jellegu.

K. Az A promoter szekvencia azonositdsa

A taldlmény tovabbi targya olyan promoter szekvencia, amely
a DK 9.2 szintézisét szabdlyozza a pdkokban. A DK 9.2-t kdédold
gén szerkezetét Ugy vizsgdltuk, hogy egy genomkényvtarat screen-
eltink érlelt toxin cDNS-sel mint prébdval. A genomidlis DNS
analizise a transzkripcié kezdetét8l (feltételezhetSen a cDNA
5'-végétsl) felfelé kimutatta egy vélelmezett promoter jelenlé-
tét. A promoter régid 421 bazispdrjéanak DNS-szekvencidjat a SEQ
ID NO: 8 azonositdsi jellel elldtva mutatjuk be. Ez a vélelmezett
promoter sok olyan esszencidlis kontrollszigndlt tartalmaz,
amelyek &ltaldban jelen vannak a transzldcid kiinduld helyétdl
k&dzvetlenul felfelé. (A promoter kontrollszigndlokra vonatkozd
adttekintés: McKnight et al., 1982. Transcriptional Control
Signals of an Eucaryotic Protein-Coding Gene. Science 217:316.)
Egy kanonikus TATA box van a javasolt transzkripcids kiindulési
helyt81l szdmitott -30 helyzetben, és fontosnak tinik az RNS--
-szintézis kiinduld helyének a szabdlyozdsdban. Tovabb felfelé
(visszafelé) két disztdlis palindrémés szekvencia van, amelyek
egyike tartalmazza a consensus CAAT boxot, amelyrdl feltételezhe-
t8, hogy fontos az RNS polimerdz II enzim kOtése szempontjabol.
Vélhet8leg ez a promoter, vagy e promoter régidéi hasznosak szamos
gén transzkripciéjdban és expresszidjdban ndévényi, allati vagy

bakteridlis sejtek, példdul rekombindns konstrukcidk esetén.



Példak

A kdévetkezd példdkat adjuk meg a taldlmdny targydt képezd
kompozicidk és eljdrasok bemutatdsdra, ezek azonban nem korlé-
tozzak az igényelt oltalmi kért.

Anyagok és mdédszerek

Pokokat azonositdsukkal egylitt a Spider Pharm, Inc. of Black
Canyon City, AZ cégtdl szereztlink be. Diguetia canities pdkokbdl
kinyertik a mérget olyan médszerrel, amely biztositja, hogy meg-
eldzzik a méreg elszennyez8dését a testnedvekkel {visszafolyéssal
vagy hemolimfaval).

Toxinok tisztitdsa - A nyers mérget (-80°C-on téaroljuk)
megolvasztjuk, alaposan Osszekeverjuik és 0,1%-os trifluor-ecet-
savban (TFA) oldjuk kromatografdlast megelSzden. A nyers mérget
forditott fézisu folyadékkromatografiaval (RPLC) frakcion&ljuk
Beckman System Gold 126 olddszer és 168 fotodidda-rendszer dektor
modulok alkalmazésdval. Acetonitrilt vagy izopropanolt haszndlunk
TFA-val kombindcidban mint ionpdr képz8 reagenst. A kovetkezd
oszlopokat hasznaljuk tisztitdsra azonos matrixi védSoszlopokkal:
Dynamax 300 A RP Cyg oszlop (25 cm x 4,6 mm belsd atmérd, 5 pm
részecske), valamint Vydac 300 A Cqg félpreparativ oszlop (25 cm
x 10 mm belsd &tmérd, 5 um részecskeméret). A csucs detektdlést
220 nm-en végezzik, és GILSON 208 mikro-frakcidszedbvel gydjtjuik
a frakcidkat. Minden frakcidt liofilizd&lunk (szdraz &allapotig) a
frakciondlést koévetben, és -80°C-on térolunk.

Fast Atom Bombardment Mass Spectrometry (FAB-MS) - A tdmeg-
spektrumokat a University of Illinois VG készllékein vettuk fel

ZAB-SE témegspektrométer készllékeken standard FAB koérulmények



kézétt (Xenon géz, feloldas 1000, gyorsité feszlltség 8 kV,
forras hémérséklet 40°C). A mintédkat (kortlbeldl 1 pug) 25% vizes

TFA-t (1,0%) tartalmazé 4 ul tioglicerinben analizdltuk.

1. példa

Inszekticid peptidet tartalmazd frakcidk kezdeti frakciond-

ldsa és azonositédsa Diquetia canities teljes méregbdl

25 pl liofilizdlt teljes mérget, melyet Diguetia canitiesbdl
az el8bb leirtak szerint nyerink 0,1%-os trifluor-ecetsavban (TFA)
oldunk, majd forditott fazist folyadékkromatogrdfidval frakciona-
lunk félpreparativ Vydac RPCqg oszlopon, az eludlast 3,5 ml/perc
dramldsi sebességgel végezzik. Linedris eludldészer gradienst
alkalmazunk, 85:15 aranyd vizes 0,1% TFA:50% acetonitril, 0,1%
TFA eleggyel kezdink és kériulbelll 50:50 ardnyu eleggyel fejezzik

be 180 perc mulva.

I/a té&blazat
A Diguetia canities teljes méreg néhdny frakcidjanak

retencids ideje

Frakcid Retencids id6 (kértlbelidl perc)
1 3.2
4 29.6
6 48.2
8 57.1
9 62.8
10 66.4
11 68.7
12 71.4
13 77.1
16 126.1



17 _ 131.4

Mindegyik frakciét betdményitjiuk ugy, hogy liofilizaljuk az
eluensbdl majd vizb8l liofiliz&ljuk. A maradékot -80°C-on tarol-
juk. Mindegyik frakcidét 25 pl pufferolt fiziolégiai sdoldatban
oldjuk az inszekticid hatds értékelésére. Néhany frakcid in-
szekticid hatasat Heliothis virescens (gyapottok bagolylepke,
tobacco budworm, "TBW") rovarokkal végzett vizsgdlatokkal igazol-
tuk (I/b tébléazat).

TBW larvékat - minden frakcidra 6t-6t darabot - 3 ul vizs-
galt oldattal injektdlunk 50 pul-es Hamilton-fecskendSt hasznalva,
amely egy 33-as mérStlvel és egy PB 600-as ismétlé mikroadagolod-
val van ell&tva. Az injektdlast ugy végezzik, hogy a tdt a hasi
rész oldalirényu koézépvonaldba (a lédbkezdemények egyikének kbze-
lébe) kis hajléasszogben illesztjik be annak érdekében, hogy elke-
ruljik a belsd szervek karosodédsat. Az injektéléast kévetden min-
degyik rovart egy elkulénitett konténerbe helyezzik, amely mes-
terséges téapldlékot tartalmaz. A megfigyeléseket periddikusan
végezzik; a bénuldst az injektdlést kévetd 24-edik orédban mérjuk.
Atlagsulyként 0,3 g-ot szamituk a gyapottok bagolylepkékre a
dézis meghatédrozdséndl. A kontroll rovarok csoportjat csak a.
pufferolt sdéoldattal injektdljuk.

A bénulds fokozatosan alakult ki és egy kifejezett izomgdrcs
szakasz elSzte meg. Sulyos esetekben ezek a gdrcsdk az injekciodt
kdvetd 15-30 percen belil jelentkeztek, és fokozatosan erdsoédtek,
amig a larvak teljesen mozgdsképtelenekké valtak. A remegés néha
tobb mint 48 éran &t fennmaradt az injektdlds utén. Ez néha akkor
is el&fordult, ha szubletdlis ddézist adagoltunk, és a larvak
esetleg felépiltek. A remegés sulyossdga a toxicitds legmegbizha-

tébb indik&tora; azok a larvak, amelyek a teljes bénulds és/vagy



test O6sszehuzdédés éllapotébg jutottak, nem épliltek fel.

I/b tdblazat
Diguetia canities teljes méreg RPLC frakcidk toxicitésa TBW-re

(7.5 WVE/g rovar)**

% bénuléas” % bénulés”
Frakcid kezdeti 24 éra
1 0 0
4 0 0
6 0 0
8 100 100
9 100 100
10 100 100
11 100 100
12 100 100
13 0 0
16 0 0
17 0 0
Kontroll 0 ) 0

A bénuldst azzal az 4llapottal definidljuk, amikor a rovar nem
képes visszatérni eredeti helyzetébe, ha a h&tdra vagy az ol-
dalédra fordult.

WVE (whole venom equivalent): teljes méreg ekvivalens barmely
toxin azon mennyisége, amely norm&lisan jelen van a teljes,
lefejt méreg egy mikroliterében: 5 WVE egy 25 upul-es elvilasz-

tdsbdél a kinvert maradék 20%-a.
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2. példa

A Diguetia canitiesbdl nyert 9 jeld frakcid tisztitdsa

A TBW-vel szemben aktiv 9 jeld frakcidé f& komponenseit a
homogenitds eléréséig tisztitjuk (mindegyik egy léathatd sévot ad
SDS-PAGE elektroforézissel, kdzelitdSleg a 6500 dalton molekula-
tomeg tartomdnyban) egy tovabbi kromatografélassal Vydac RPCqg
(25 cm x 10 mm belsd aAtmérd) oszlopon, linedris 1,0%/min) o0ldé-
szergradienst alkalmazva, ahol az oldészerek izopropanol/0,1%
TFA, 3,5 ml/min-nél, a detekt&lést 220 nm-en végezzuk.

A cslics detektdlasdt és a frakcidszedést az 1. példaban
leirtak szerint végezzik. Két frakcidt gydjtlink: az elsbét 21,81
percnél eludljuk (9.1 frakcidé) és a mésodikat 22,39 percnél (9.2
frakcid).

A 9.1 és 9.2 frakcidkat az eluensbdl végzett liofilizélés-
sal, ezt kévetden vizbSl végzett liofilizalassal téményitjuk be,
igy kapjuk meg a 9.1 és a 9.2 maradékokat. A liofilizdlt frakcidk
tisztasdgdt legaldbb 99%-osnak becsiultik. Ugy szamitottuk, hogy a
9.2 maradék, melyet 25 pl teljes méregbdl nyertink, kérilbeldl 6
ug tiszta fehérjét tartalmaz. A 9.2 maradékot inszekticid hatésa-
ra nézve gyapottok bagolylepkével szemben azbl."példéban leirtak
szerint vizsgdljuk Ugy, hogy mind az &6t rovart 6,3 pg maradékkal
- melyet pufferolt sdéoldatban oldottunk - injektd&lunk, és 5
rovart kontrollként csak a pufferolt sdéoldattal. A rovarokat 24
és 48 6ra mulva vizsgaljuk. 24 6ra milva minden olyan rovar,
amelyet a 9.2 maradék oldataval kezeltlink megbénult, és ezt ké-
vetden elpusztult, mig a kontroll rovarok &llapota normé&lisnak

tdnt. Nem volt valtozds az injektdldst kovetd 48 Sra milva.



A polipeptid FAB-MS analizise 637112 molekulatdémeget jel-
zett. Az N-termindlis aminosavszekvencia analizis a 9.2 maradék-
ra nézve egy olyan parcidlis aminosavszekvencidt eredményezett,
amely lényegében a SEQ ID NO: 1 azonositdsi jeld szekvencia 1-33.
aminosavjainak felel megq.

A 9.2 Diguetia toxin LDg, értéke H. virescens (TBW) esetén
kdrilbeltil 1,0 mmol/g. A szimptdémék hasonldak azokhoz, amelyek a

teljes toxin beadédsédval jarnak, amint azt az 1. példéban leirtuk.

3. példa

A Diguetia canitiesb8l nvert 11 jeld frakcid tisztitdsa

A 2. példdban leirtakhoz hasonld mdédon tisztitjuk a Diguetia
canitiesb81 nyert teljes méregbSl az 1. példa szerint kapott 11
jeld mintdt forditott fazisu folvadékkromatografidval, és egy
frakcidét kapunk. Ezt a frakcidét betdéményitjik Ugy, hogy liofili-
zd1ljuk az eluensbd8l majd liofilizdljuk vizbdl, és igy a 1ll-gyel
jelzett maradék jeletkezik. Ennek a maradéknak az inszekticid
hatdsdt gyapottok bagolylepkén vizsgdljuk, 5,0 WVE/g mennyiség-
gel a 2. példdban leirtak szerint. 24 &éra eltelte utén a 11 mara-
dékkal kezelt rovarok 80%-a megbénult, és 48 6ra milva az ezen
peptiddel kezelt rovarok 60%-a mutatott bénuldst. A kontroll
rovarok &llapota normdalisnak tdnt.

Ennek a polipeptidnek a FAB-MS analizise 6740+2 molekulatd-
meget eredményezett. Az N-termindlis aminosavszekvencia analizis
a 11 maradékra olyan parcidlis aminosavszekvencidt adott, amely
lényegében a SEQ ID NO: 3 azonositdsi jeld szekvencia 1-29.

aminosavjainak felel megq.
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4. példa

A Diguetia canitiesbdl nyert 12 jeld frakcid tisztitésa

A 2. példéban leirtakhoz hasonld médon tisztitjuk a Diguetia
canitiesb8l nyert teljes méregb8l az 1. példa szerint kapott 12
jeld frakciét, és egy frakcidét kapunk. Ezt a frakcidt betdéményit-
jik Ggy, hogy liofilizdljuk az eluensbdl majd liofilizdljuk viz-
b6l, és igy a 12-vel jelzett maradék keletkezik. Ennek a maradék-
nak az inszekticid hatédsdt gyapottok bagolylepkén vizsgdljuk a
2. példdban leirtak szerint. 24 o6ra eltelte utdn a 12. maradékkal
keletkezett rovarok 100%-a megbénult, és 48 6ra milva 80% muta-
tott bénuldst. A kontroll rovarok dllapota normélisnak tdnt.

Ennek a polipeptidnek a FAB-MS analizise 7080+2 molekula-
témeget eredményezett. Az N-termindlis aminosavszekvencia-anali-
zls a 12 maradékra olyan parcidlis aminosavszekvenciat adott,
amely a SEQ ID NO: 5 azonositdsi jeld szekvencidnak felel meg.

Az anyag korlatozott mennyisége nem tette lehetdvé a toxi-
citds pontos kalibrdldsdt; eredményként a 9.2 maradékot 39%-kal
és 67%-kal nagyobb dézisokndl (nmél/g) teszteltlk mint a 11,
illetve a 12 maradékot. Szédndékunkban &allt a ddézisokat Ugy megva-
lasztani, hogy lefedjék a minimdlis letdlis ddzistél a semmilyen
hatdst sem mutatd dézisig terjedd tartomdnyt, de ezt minden eset-
ben nem tudtuk elérni. Az eredmények azonban azt mutattdk, hogy
ezeknek a peptideknek egészen hasonld a toxicitédsa. A 9.2 maradék
taldn valamivel hatékonyabb mint a tdébbi, de a kuldénbség vald-
szinfleg kisebb mint egy 3-as faktor. Ezeknek a peptideknek (9.2,
11 és 12 maradék) a minimdlis 100%-os letdlis ddézisa ugy tlnik,
hogy a 3,0-5,0 nmél/g tartomdnyban van. Ez kedvezd a kereskede-

lemben kaphatd inszekticidekkel vald 6sszehasonlitésban; a teflu-
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benzuron topikdlis LDgg (SAW) érteke példaul 1,0 nmél/g.

5. példa

A Digquetia canities méregbdl izoldlt 9.2 és 11 maradékokat

kédold gének izoldlésa

1. lépés: RNS izoldléas

A pékokat kulsS forrdsbol gydjtottik, és Diguetia canities-
ként azonositottuk. Az é16 pdkokat megfagyasztottuk és a fejtort
eltavolitottuk folyékony nitrogénnel hitve. Extrah&dltuk az RNS-t
a fejtorokbdél Chomczynski és Sacchi, Analytical Biochemistry 162,
156 (1987) eljdrédsa szerint. Poliadenilezett messenger-RNS-t
(mRNS-t) tisztitottunk oligo d(T) celluldéz (Pharmacia LKB, Svéd-
orszag) kromatogréfia alkalmazdséval.

2. lépés: cDNS szintézis

A kUlddédnc (messenger) RNS-t fofditottan dtirtuk cDNS-sé
patkdny (murine) leukémia virus reverz transzkriptazzal (Bethesda
Research Laboratories, MD) a gyartd eldirdsa szerint. A 20 pl
rakcidelegy tartalmazza az enzim puffert, mint a cDNS szintézis
készlet (Boehringer, Mannheim, IN) részét, tovébba 50 ng mRNS-t,
2 egység RN&z H-t, 30 ng d(T)Not I primert (Promega, Madison,
WI), 1 mM minden dezoxinukleozid-trifoszfatot és 100 ug reverz
transzkriptdzt. A reakcidelegyet 37°C-on inkub&ljuk 1 &rén at,
majd az inkubdcidét 10 percen &t folytatjuk 42°C-on. A reakcidele-
gyet etanollal kicsapjuk és 20 pl vizben reszuszpendaljuk.

3. lépés: Primer szintézis

Degenerdlt primer DNS-szekvencia elegyet hozunk létre, amely
a SEQ ID NO: 1 azonositési jeld szekvencia 1-8. aminosavjait ko-

dolja néhény Drosophila kodon preferencia hasznédlatédval a degene-



......

rédcié csokkentésére. Ezt a primert a University of Utah, Howard
Hughes Medical Institute-ban szintetiz&ltdk.

4. lépés: Amplifikécid (sokszorozas)

A DNS-nek primer &ltal irdnyitott enzimes amplifikécidjat
termostabilis DNS-polimerdzzal el8szdr Saikki et al., Science,
239:487 (1988) irta le. A mi esetlnkben 5 pl Diguetia fejtor
cDNS-t haszndlunk templatként polimerdz léncreakcidban, amelyet a
Gene AmpTM DNS amplifiké&cids készletben (Perkin Elmer Cetus, CA)
1év6 reagensekkel végzink. Az amplifikdcids reakcidelegy tartal-
mazza az értelmes (sense) és néma (antisense) primereket 2 uM
koncentréciéban, 100 uM-t mindegyik dezoxinukleotid-trifoszfdtbdl
és 4 egység termostabilis rekombindns TagI polimerdzt. A reakciodt
DNA Thermal Cycler berendezésben végezzlik (Perkin Elmer Cetus
gydrtmény). A 9.2 maradékot kédold gén szelektiv amplifikacidjat
hasonlé NHZ-terminélis aminosavszekvencidjl rokon toxinok csaldd-
jdbdl szigoru temperdlési (annealing) hémérsékleten (58°C) érjuk
el. Ilyen kérulmények koézdtt egyfonalas DNS amplifikdlddik, amely
kdrilbeltl 275 bdzispdr hosszi, amint azt agardz gél elektroforé-
zissel meghatdrozzuk. Ha kevésbé szigori temperdlési kérilménye-
ket hasznalunk, tdébb mint 6t amplifikalt terméket mutathatunk ki
agar6z gél elektrofordzissel, amelyek nagysdga koériulbelll 200-360
bazispdr tartomdnyba van. Ezek a kuloénféle PCR termékek, amelye-
ket kis szigorusdgnal nyertiink valészinlleg olyan polipeptideket
kédolnak, amelyek aminosavszekvencidjuk, megkdzelitd méretlk és
inszekticid hatdsuk tekintetében koézel dllnak a 9.2 maradékhoz.
Varhatdan az ilyen polipeptidek k&ézé tartoznak a 11 és 12 maradé-
kok, mivel ezen polipeptidek N-termindlis szekvencidja nagyon

hasonlit egymdshoz és a 9.2 maradékhoz, amint azt a SEQ ID NO: 1,
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3 és 5 azonositds jeld szekvencidk mutatjék.

5. lépés: a PCR termékek klénozésa

Mind a nagy szigorisdagd (high stringency), mind a kis szigo-
rusdgl (low stringency) reakcidk PCR-termékeit tisztitjuk, hogy
eltavolitsuk a be nem éplilt primereket, ehhez Centricon-100
(Amicon) molekula nagysdg szerinti szeparéald egységet hasznalunk.
A megmaradt termékeket ezutdn Not I{(MBR, Milwaukee, WI), restrik-
cidés enzimmel emésztjlk, amely a lefelé haladd (3' vég) primeren
bellil hasit, és ragadds véget eredményez. A vektort - pKS
(Stratagene, Ladolla, CA) - kétszeresen emésztjik EcoR V (US
Biochemical) és Not I enzimekkel, hogy olyan helyeket hozzunk
létre, amelyek irdnyitott kldénozésra specifikusak. A vektort és
az inszercidés elemet (insert) ligdljuk, és Aatalakitjuk DHS5aF'
komplexszé. Kiemelt telepeket (colony lifts) screenellink a 32p-
-vel jelzett belsS prdébaval, és a jeldlt telepeket tovébb jelle-
mezzuk, a miniprep DNS szekvendldsdval (US Biochemical's Seque-
nase Version 2.0) ugy, hogy a bels§ prébat haszndljuk primerként.

A két klén cDNS inszercids elemeinek teljes DNS-szekvencia-
J&t a SEQ ID NO: 2 és 4 azonositédsi jeld szekvencidk mutatjdk be.
Csak az eldbbit nyertik olyan klénokban, amelyeket a szigoru PCR
reakcidban nyertink, mig mindkét tipusy cDNS inszercids elemet
megtaldljuk olyan klénokban, amelyeket a kis szigorisdgd PCR
reakcidk termékeibdl nyertink. A SEQ ID NO: 2 azonositéasi jeld
szekvenciaval kédolt polipeptid aminosavszekvencid&jat a SEQ ID
NO: 1 azonositdsi jeld szekvencia mutatja be. Ennek a polipeptid-
nek az N-termindlis szekvencidja megegyezik azzal, amit a 9.2
maradékra meghatdroztunk. Ennek a polipeptidnek a szédmitott

molekulatémege 6377,9 dalton. Feltételezve, hogy a nativ polipep-
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tidben minden cisztein intramolekuldris diszulfid kétések (cisz-
tein) formédjdban van, a szamitott molekulatémeg 6369,7 dalton.
Ezért ez a polipeptid azonosnak tdnik azzal a polipeptiddel,
amelyet a 9.2 maradékbdél izoléltunk, és amelynek molekulatdmege
témegspektrometrids meghatdrozds szerint 6371+2. A SEQ ID NO: 4
azonositdsi jeld szekvencia &ltal kédolt polipeptid aminosavszek-
vencidjat a SEQ ID NO: 3 jeld szekvencia mutatja be. Ennek a
polipeptidnek az N-termindlis szekvencidja azonos azzal, amit a
11 maradékra meghatdroztunk. Ezért Ugy tdnik, hogy ez a polipep-

tid ugyanolyan mint a 11 maradékban izoldlt polipeptid.

6. példa

Eml8s toxicités

5 pul teljes méreg - amit az eldbbiek szerint nyertink D.
canitiesbdl - haldlos volt egerekre intraperitonedlis (IP) injek-
cié formdjédban hdrom kliléndlld tesztben. A kezelt egereket kez-
detben nem lehetett megkildédnbdztetni a kontrollcsoporttdl, amely
séoldatot kapott. Az injektdldst kdévetd mintegy 10-15 perc mulva
a kezelt egerek mérsékelten hiperaktivvd valtak, jellegzetes
ugrédld jardst mutattak; ezt koordinélatlanség, nehéz 1égzés és
gbrcsdk révid periddusa kdvette. A haldl a szimptdmdék elsd meg-
jelenésétSl szadmitva 2 percen belul kdvetkezett be.

A 9.2, a 11 és a 12 maradékokat intraperitonedlisan injek-
tdltuk egerekbe koérulbelul 4,2 mg/kg, 0.9 mg/kg, valamint 1,2
mg/kg dézisokban, és semmilyen hatdst sem tapasztaltunk 24 Aréan
bellil egyik peptid esetén sem.

A 9.2 maradékbdl négy egér (kb. 28 g) agykamrdiba injektdl-

tunk koérulbelil 30 pug dézisban &llatonként (kb. 1 mg/kg). Semmi-



lyen hatast sem tapasztaltppk 48 6rdn at az injektdcid beaddsa
utédn. Egy mésik egérnek (IP) 125 ug (4,2 mg/kg)-ot adtunk be a
9.2 maradékbdl és nem tapasztaltunk hatést.

A méreg gerincesekkel szembeni toxicitésdnak jellemzésére a
teljes méreg forditott fé&zisu folyadékkromatogré&fidval kapott
6sszegyldjtott frakcidit teszteltik egerekben (1. &bra). A 2
frakcidé tartalmazta a gyapottok bagolylepkével (TBW)-vel szembeni
aktivitédsl komponenseket. 25 pul teljes méreggel (WVE) ekvivalens
dézisokndl az 1 és 2 frakcidk intraperitonedlis injekcidi nem
voltak hatéssal; a 3 frakcid ugyanazt a hatdst idézte eld mint a
teljes méreg. Ezek az eredmények az inszekticid hatékonysdg és a
gerincesekre gyakorolt (toxikus) aktivitds egyértelmi szétvalasat

mutatjdk a Diguetia canities méreg komponenseiben.

7. példa

Elektrofizioldgiai adatok

DK 9.2-t vizsgdltunk 1 puM-ndl szinaptikus transzmisszidén
(kivaltott populédcids spike) a Schaffer kollaterdlis-CA 1 piramis
sejteken 1év8 szinapszisokndl a patkdny hippokampusz szeleteken.
Az adatok - amelyeket a 2. &bra mutat be - reprezentdljdk az ids
szerint dtlagolt populdcids spike mérési adatokat (a) a DK 9.2
adagoldst megelfz8 5 percre és (b) a DK 9.2 adagoldst koévetd 15-20
perces intervallumra. Ezek a regisztrdlt adatok fedik egyméast,
azt jelezve, hogy ennél a koncentraciéndl a DK 9.2-nek nincs
olyan aktivitédsa a patkdny kézponti idegrendszerben (CNS-ben),
amit ki lehet mutatni ebben a vizsgdlatban. A vizsgdlattal kimu-
tathatdé kulénféle emldés ioncsatorndkra és neurotranszmitter re-

ceptorokra gyakorolt szdmos hatds (T.V. Dunwiddie, The Use of In
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Vitro Brain Slices in Neurppharmacology, in Electrophysiological
Techniques in Pharmacology, szerk. H.M. Geller, Alan R. Liss,
Inc. New York, 1986). Kuldndsen az olyan molekuldk, amelyek meg-
akadalyozzadk a ndtriumcsatorndk inaktivaldédéasat, uUgymint bizonyos
skorpidé toxinok, a populédcids spike valasz utolsd fazisanak
kifejezett szélesedését okozzadk (Kaneda M., Myama Y, Ikemoto Y.
és Akaike N., Scorpion toxin prolongs an inactivation phase of
the voltage-dependent sodium current in rat izolated single
hippocampal neurons, Brain Res. 487:192-195, 1989; Alan L.
Mueller, Natural Product Sciences, Inc., publikdlatlan megfigye-
lése). Ezzel szemben a DK 9.2 rovarprepardtumokban (h&zilégy)
100-szor kisebb koncentrdcidékban hatédsos és olyan mdédon, ami arra
utal, hogy megakaddlyozza a rovarok natriumcsatorndinak az inak-

tivadlédasat.

8. példa

A DK 9.2 prekurzordt kédold, a szintézigsel ellentétes

irdnvd (upstream) cDNS-szekvencidk

Annak érdekében, hogy megkapjuk a DK 9.2-t kédold cDNS fel-
felé (a szintézissel ellentétesen) irdnyuld szekvencidit, egy
olyan belsd oligonukleotidot szintetiz&lunk, amely megfelel a
159-178 sza&ml nukleinsavcsoportoknak azon DNS-szekvencia néma
(antisense) sz&lan, amelyet a SEQ ID NO: 2 azonositdsi jellel
adunk meg. Ennek a primernek az 5' végén egy Eco RI restrikcids
hely van. Tiz mikroliter egyfonalas mregmirigy cDNS-t farkazunk
ennek 3'-végén dezoxiguanozin csoporttal termindlis dezoxinukle-
otid transzferdz enzim (Bethesda Research Laboratories) felhasz-

nalasdval. Egy 20 upul-es reakcidelegyet, amely 14 u enzimet és



500 uM AGTP-t tartalmaz, 37°C-on 15 percen at inkubdalunk. A
mintdt etanollal kicsapjuk, és 20 pl vizzel reszuszpenddljuk.

A génspecifikus primert8l felfelé 1évd DNS szekvencidkat
amplifikdljuk régzitett PCR eljaréds felhaszndlédsdval, amely ha-
sonlé ahhoz, amelyet a szintézis irénydban mikdédsd (downstream)
érlelt toxin cDNS-szekvencidkndl haszndlunk. Az amplifikéciés
reakcidelegy tartalmazza az értelmes primert [d(C)-farkl primert]
és a néma (antisense) primert 2 uM koncentrécidéban, 100 pM-t
mindegyik dezoxinukleotid trifoszfdtbdl és 4 egység termostabilis
rekombindns Taq polimeré&zt. A hémérsékletprofil a kdévetkezd: 2
perc 94°C-on, 2 perc 37°C-on, 1 perc 37°C-on. Ezt a ciklust két-
szer megismételjik, majd dtkapcsolunk egy azonos profilra, amely
magdban foglal egy emelt, 54°C-os temperdldsi hémérsékletet a
masodik lépésnél.. Ezt a ciklust 32-szer ismételjuk meg.

Az rdégzitett RCR 380 bp-t eredményezett, amint azt igazoltuk
egy 4%-os agardz gélen etidium-bromid jelenlétében végzett mérés-
sel. Ezt a reakcidterméket feltdltjlik a végeknél az E. coli DNS
Polimerdz I vagy (Klenow) fragmensének {(Molecular Biology Re-
sources, Madison; WI) az alkalmazasdval, és etanol hozzéadasédval
kicsapjuk. A terméket reszuszpendaljuk, és Eéo RI restrikciés
enzimmel emésztjuk. Az emésztett fragmenst kindljuk (kinate) 1 mM
ATP jelenlétében T4 kindz enzimmel, ezt kovetSen ligdljuk Eco RI-
és Eco RV-emésztett pBluescriptsKS vektorrd&. A szubkldénokat
kettd8s fonalui DNS-szekvendlassal analizdljuk Sequenase 2.0 (USB)
alkalmazdsaval.

Az érett peptid toxintdol felfelé 1évd régidban talélhatd
cDNS szekvencidk transzldcidéja feltdrta, hogy DK 9.2-t szinte-

tizdlhatunk mint prekurzor fehérjét. A "menetirdnnyal ellentétes"
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(felfelé irdanyuld, upstream) szekvencidt a SEQ ID NO: 6 azonosi-
tédsi jeld szekvencia mutatja be. A kdédolt prekurzor fehérje
szigndl szekvencidbdél és propeptid régidbdél (SEQ ID NO: 7) &ll,
amelyeket eltédvolitunk, hogy megkapjuk az érett peptid toxint,
amely a pdkméregb8l izoldlhatéd. Ugy véljik, hogy a szigndl és a
propeptid szekvencidk szikségesek a DK 9.2 termelésében és el-
védlasztédsdban a pdkokndl.

9. példa

Rekombindns baculovirus konstrukcid

Lepidoptera szigndl szekvencidt [Jones et al., Molecular
Cloning Regulation and Complete Sequence of a Hemocyanin-Related
Juvenile Hormone-Supressible Protein From Insect Hemolymphys, J.
Biol. Chem. 265:8596 (1990)] épitunk fel két szintetikus olgio-
nukleotidbdl rossi et al. [J. Biol. Chem. 257:9226 (1982)] sze-
rint. Két 48mert tisztitunk ion-cseréld kromatogrdfidval. Az a két
oligonukleotid a komplemen-ter szekvencia tizenegy bazisparjéat
osztja meg a 3'-véguikdédn. Ha a szekvencidkat a négy dezoxiribonuk-
leotid foszfatdz és a DNS-poli- merdz I Klenow-fragmensének a
jelenlétében temperdaljuk, egy kettds fonall terméket szintetizé-
lunk. A reakcidtermékeket tisztitjuk hidroxil-apatit kromatogré-
fidval és a kettd8s fonalu DNS- -molekuldkat AatII-vel emésztjuk,
a restrikcidés enzimeket, amelyek alkalmasak arra, hogy ezt a
szekvencidt a DK 9.2 cDNS-tdl felfelé inszertdljédk, a pKS-DK9c-be
klénozzuk. A szubkldénokat screeneljik a szigndlszekvencia insze-
rcidjéra nézve, és DNS-szekvendldssal értékeljuk.

A DNS-szekvendlds keretén bellli fuzidt igazolt a két CDNS-
szekvencia kézétt. A teljes szintetikus génkonstrukcidt kivagjuk,

és kldénozdsra adaptdljuk pBlueBac, egy baculovirus transzfer



------

vektor Nhel helyébe ([Vialard, J., et al, J. Virology 64:3-50
(1990)]. Szubkldénokat szekvendlunk a konstrukcidé korrekt inszer-
tdldsdnak az igazoldsdra. A WR9 plazmid DNS-szekvendldsa igazolta
a szintetizdlt "caterspider" gén (preDK 9.2) beéplulését a pBlueBac
baculovirus transzfer vektorba (3. abra). A pBlueBac vektor
el8segiti a screenelési eljédrést, mivel a mi rekombinéns génink-
nek a baculovirusba vald beépllését (inszercidjat) a B—galaktozi?
daz ko-expresszidja (egylttes kifejez&dése) kiséri, és ez szin-
valtozdssal detektdlhatd, ha az indikaldé taptalajon tenyésztjik.
PreDK 9.2-t kédold rekombindns baculovirusokat &llitottunk
eld ugy, hogy Spodoptera frugiperda Sf9 térzs (ATCCHCRL1711)
sejteket transzfektdltunk 1 pg AcCMNPV virus DNS és 2 pg plazmid
DNS elegyével Summers és Smith eljarédsa szerint (l1d. "A Manual of
Methods for Baculovirus Vectors and Insect Cell Culture Proce-
dures" Texas Agricultural Experiment Bulletin No. 1555, 1988). A
transzfekcidé utén négy nappal a sejt felliluszé higitédsait foltok-
ként 100 mm-es lemezekre visszlUk fel, amely lemezeket 5 x 106 Sf9
sejttel beoltottunk és lefedtink agardézt tartalmazéd Bluo-gal-lal
(Gibso BRL, Gaithersburg, MD) mint szubsztrdtummal. A rekombindn-
sok 5-6 napon belil detektdlhatdk voltak halvénjkék szinlik alap-
jadn. A foltokat pasztér pipettdval felvettilk, és 1 ml tépoldattal
eludltuk. Azt az eluenst haszndltuk T-25 lombikba oltott Sf9 sej-
tek Ujrafertb6zésére. A fertSzést kdHvetd hdrom nap milva hat kaldén-
b6z6 izoldtumbdl kis térfogatu felliluszdt gydjtédttink, és virus
DNS elf&llitdsdra haszndltuk fel. PCR amplifikdcié - a polihedrin
gént korlulvevd régidbdl szédrmazd virus specifikus primerek alkal-
mazésdval - azt igazolta, hogy a hat virus izoldtumbdél 6t megfe-

leld méretd inszertet tartalmazott és nem tartalmazott vad tipust
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szennyezddést. A rekombinans virusok bedllitott titerd tbrzsolda-

tait 4llitottuk ezutdn eld in vivo és in vitro vizsgdlatokra.

10. példa

A rekombindns DK 9.2 biolégiai aktivitdésa

A rekombindns 9.2 maradékot (DK 9.2) szérumot tartalmazé
sejttenyészet téptalajbdl tisztitjuk, és bioldgial aktivitéaséat
larva-&llapotl TBW larvakban teszteljik. A dbézisokat a tesztoldat
A 280 abszorpcids adata alapjén szdé&mitjuk. 16 u/g ddézisndl a
rekombindns anyag kifejezett izomgdrcsdket okozott az injektdlast
kévetd 2 6rén belll. A l4rvadk fele (hatbél hdrom) megbénult és
sulyosan ésszezsugorodott 48 6ra mulva, mig a madsik hdrom lérva
még mindig gyenge vagy kbézepes izomgdrcsdket mutatott. A 8 pg/g
d6zis szintén hdrom larvat bénitott meg hat larva koézul. Az

adatok igazoljédk, hogy a rekombinédns DK 9.2 biolégiailag aktiv.

11. példa

Rekombindns baculovirus - In vivo teszt

A. DK. 9.2 rekombindns nukledris polihidrdézis virus

(VACDK 9.2) bioldégiai aktivitédsa

1) Viruskészitmények titrédlésa

A virus térzsoldatok titerét a plakk vizsgdlati eljdréssal
(plaaue assay method) hatdrozzuk meg (Luria et al., "General
Virology", 1978, pp. 21-32; John Wiley and Sons, New York). A
titert az egységnyi térfogatra szamitott plakk képzd egység
(plagque forming units, PFU) formdjédban fejezzik ki, mig a
dézisokat PFU/l&rva egységekben. Egy PFU egy érett virion (virus)

funkciondlis ekvivalense olyan prepardtumban, amelyben minden
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virion képes sikeresen megfertSzni egy gazdasejtet (Luria et al.,
ibid). Példdul 103 gazdasejtet tud megfertdSzni egy olyan virus-
késztimény minden mikrolitere, amely 106 PFU/ml (vagyis 103
PFU/ul) tartalmi.

2. Bioldégiai vizsgdlatok

A DK 9.2 rekombindns nukledris polihidrdézis wvirus (rNPV),
VAcCDK 9.2 bioldgiail aktivitésadt ddézis-valasz vizsgdlatok soro-
zatdval teszteljik. Ezekben a vizsgdlatokban TBW larvadkat (atla-
gos toémegUk koérulbeldl 250 mg) injektdlunk szdvettenyészet tépta-
lajbén 1év8 vACDK 9.2 kUlénbdzd ddzisaival vagy egyedil szdvette-
nyészet téptalajjal (n = 10). Amint azt az 1. példdban a toxin
injektdlasi kisérleteknél leirtuk, a kezelt larvékat egyedi kon-
ténerekben tartjuk, tédplalékkal latjuk el, és periddikusan megfi-
gyeljlik. A II. téblazat két ilyen virus injektéléasi vizsgélat
egyesitett eredményeit szemlélteti. 5000 PFU/larva és ennél na-
gyobb dézisokndl a DK 9.2 toxicités tipikus szimptémai (izomre-
megések és gércsok) a fertdzést kodvetden kodértlbeltl 24 6ra milva
kezdtek megjelenni, és a vizsgdlt rovaroknak legaldbb a fele
mozgasképtelenné valt (vagyis megbénult vagy részlegesen megbé-
nult) 48 &rdn belul. A lekisebb vizsgdlt dézis, 50 PFU/l&arva, 48
6rén belll idézett eld remegéseket és gbrcsdket, és a larvdknak

legaldbb 70%-4t mozgdsképtelenné tette 96-120 ora alatt.

B. A VACDK 9.2 bioldégiai aktivitds vad tipusi NPV-vel

Osszehasonlitva

Tovabbi vizsgdlatokat végeztink a vAcDK 9.2 hatékonysdgdnak
meghatdrozasdra vad tipusu szUlévirusénak, az Autographa califor-

nica NPV (wt-AcMNPV) a hatékonysédgdval Osszehasonlitva. E vizsgéa-



latok célja annak a meghatarozasa volt, hogy a vAcDK 9.2-vel
megfertdzétt 1ladrvak révidebb idé alatt vdlnak-e mozgdsképtele-
nekké mint az azonos d6zisl wt-AcMNPV-vel megfertfzdtt larvak.

1. Injektédldsos vizsgdlatok

A VACDK 9.2 és a Wt-AcMNPV bioldégiai aktivitasat injekta-
ldsos vizsgélatok sorozatdval hasonlitjuk 6ssze. Utolsd larva-
dllapotban 1lév8 gyapottok bagolylepke (tobacco budworm, Heliothis
virescens) larvékat, V-betls aranybagolylepke (cabbage looper,
Trichoplusia ni) larvédkat és délszaki gyombagolylepke (beet
armyworm, Spodoptera exigua) l&rvékat injektdlunk 5 X 10°
PFU/larva dézisban VAcDK 9.2-vel vagy wt-AcMNPV-vel; a kontroll
larvakat szovettenyészet tdptalajjal injektdljuk. A III. tébla-
zatban &Osszefoglalt eredmények azt mutatjdk, hogy a VvAcDK 9.2

lényegében sokkal hatékonyabb mint a wt-AcMNPV mindhdrom fajta

esetén.

2. BEtetési vizsgdlatok

Abbdl a célbdl, hogy megvizsgdljuk a tépldlékkal bejuttatott
VACDK 9.2 aktivitéséat, eld kellett &llitanunk ezt a polihedrin-
negativ (pol-) rekombindnst ordlisan fert8z8 forméban. Ezt a
VACDK 9.2-nek a wt-AcMNPV-vel vald ko-okkluzidjaval végezzik el,
a szakirodalomban ordlisan fert8z8 pol-rekombindns NPVs el6&lli-
tdsdra ismertetett eljadrdsok szerint (pl. Kuroda et al., 1989, J.
Virology 63(4):1677-1685 és Price et al., 1989, Proc. Natl. Acad.
Sci 86:1453-1456). SF-9 sejteket fertdzink egyidejlileg vAcDK
9.2-vel és wt-AcMNPV-vel 10, illetve 2 fertbzési sokszorozdsndl
(multiplicity of infection, MOI). Egyidejldleg az SF-9 sejtek egy
masodik csoportjat egyedlil wt-AcMNPV-vel fertdzzuk (MOI=2). A

fert8zés utdn &6t nappal désszegyldjtjuik az inklizids testeket a



sejtek Osszezlzdsaval és d;ﬁferenciélis centrifugadléassal (pl.
Wood, 1980, Virology 104:392-399). Az inklizids testeket hema-
citométeren megszamoljuk. Azok a sejtek, amelyek vAcDK 9.2-vel

és wt-AcMNPV-vel egylttesen voltak megfertdzve, kevesebb és
kisebb inklizids testeket hoztak létre mint azok, amelyeket egye-
dul wt-AcMNPV-vel fertdztink meg. A polihedrdlis inklazid (PIB)
hozama a vegyes fert8zésb8l 4,6 PIB/sejt volt, mig a tiszta
Wwt-ACMNPV-fert8zésbd1l a hozam 33,3 PIB/sejt volt.

A Ko-okkluddlt VAcDK 9.2 és a wt-AcMNPV bioldgiai hatdsanak
vizsgdlata és dOsszehasonlitdsa céljdbdél diéta inkorporacids
vizsgdlatot végeztunk. Vegyes vagy vad tipusi PIB-et inkorporal-
tunk nem-agar alapi rovartdplélékba iOSPIB/g tapléalék koncentré-
cidéban. A taplélékot kis konténerekbe osztottuk szét, amelyeket
ezutdn UJjszuldétt TBW larvdk leptek el (1 per konténer, n=20).
Kontroll lé&rvéknak azonos mennyiségli kezeletlen téplélékot ad-
tunk. A larvékat hagytuk, hogy ad libitum fogyassz&k a taplalé-
kot, és periddikus megfigyeléseket végeztlink a szimptémdk kiala-
kuldsénak kovetésére. Az eredményeket a II. tédblazatban foglal-
tuk O6ssze. Semmilyen hatdst sem észleltlink az elsdé 48 dérdban, de
72 6ra milva a vegyes PIB-bel té&plalt larvaknak tobb mint 50%-a
megbénult. A vad tipusd virusnak nem volt hatdsa eddig az id8-
pontig. 96 o6ra milva a rekombindns virussal kezelt l&rvaknak
té4bb mit 90%-a megbénult mig a vad tipusu virussal kezelt lar-
vadknak cak a 10%-a pusztult el vagy haldoklott. 120 déra mulva a
rekombiné&ns virussal kezelt 14rvak 100%-a elpusztult vagy haldok-
lott, mig ezzel &sszevetve a Wt-AcMNPV-vel kezelt lirvédk 75%-a
volt ebben az &llapotban. Igy tehdt az etetési vzsgdlatban, ugy

mint az injektdldsos vizsgdlatokban a VACDK 9.2-vel kezelt larvak
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szignifikédnsan roévidebb idéAalatt valtak mozgdsképtelenekké mint

a Wt-AcMNPV-vel kezelt l&arvék.

II. tédblazat
Dézis-vadlasz vizsgdlatok TBW-n VACDK 9.2-vel

% bénulés

Dézis 24 ora 48 o6ra 72 oéra 96 ora 120 dra
(PFU/l4rva)
5.1 x 10° 0 80 100 100 100
5.1 x 104 0 35 95 100 100
5.1 x 103 0 25 75 90 100
5.1 x 102 0 0 55 85 100
5.1 x 101 0 0 20 65 95

Kontroll 0 0 0 0 0
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12. példa

A DK9.2-t kédold gén promotere

A DK9.2-t ké6dold gén szabdlyozd elemeinek az elSdllitéséra
genomkonyvtarat készitettiink. DNS-t &llitottunk eld pdkokbdl
Herrmann és Frischauf (in "Methods in Enzymology" Vol. 152,
Academic Press, Inc. 1987, pp. 180-183) eljarésat adaptélva. A
DNS-t részelgesen emésztettink Sau 3A-val, és 10%-38% szachardz
siriség gradiensben 2500 rpm-en 16 &rdn &t centrifugdltuk TLS-55
rotorral (Beckman Co., Ltd.) 35-45 kb-U 6ésszegydjtoétt (pooled)
DNS-frakcidkat &llitottunk eld Xho I-emésztett kozmid vektorba
vald beékelésre (inszertdléasra) a parcidlis feltdltési (fill-in)
médszert alkalmazva. A litigdcids elegy egynegyedét becsomagoltuk
fagrészecskékbe Gigapack goldTM (Stratagene, La Jolla, CA), és
transzformdacidé utdn a pdk DNS 3x109 bp-jét meghaladd ekvivalensét
kaptuk. A koéonyvtdrat huszondt 150 mm-es petrilemezre vittik fel,
és nylon szlirSkre helyeztik (emeltlk) radiojelzett DNS-sel vég-
zett vizsgalatra.

A Diguetia genomkdényvtér kiemelt telepeit sorozatokban
screeneltuk a DK 9.2-t kédold radiojelzett cDNS-sel, valamint az
amino-terminust, a karboxi-terminust és a belsd prdébdt kdédold
vég-jelzett oligonukleotidokkal. Egy kozmid, a c¢cDK2, valamennyi
prébdval hibridizalt. Eco RI-emésztett kozmid DNS egy southern
foltja (southern blot) azt jelezte, hogy egy 3,0 kb fragmens
hibridizdlddik mind a belsd, mind a C-termindlis prébakkal. A
cDK2 kozmid kettds fonall szekvencdldsa a fentiekben azonositott
h&rom primer alkalmazdsdaval dsszhangban volt a DK 9.2 génjének az
izoldlasdval és arra a lehetdségre utalt, hogy e csaldd més gén-

jel lehetnek jelen a DNS ugyanazon szomszédos darabjén, mivel



az amino-termindlis oligonpkleotid (amelynek nagy fokli a homold-
gidja minden Diguetia inszekticid hatésdi peptiddel), tébb helyen
indit a DNS-kozmidon.

A DK 9.2-t kédold gén promoter régidjénak az elbdllitédsa
érdekében olyan oligonukleotidot szintetizdltunk, amely megfelel
az értelmes szdédlon 1év8 pre/szigndl szekvencidnak. Az ezen primer
és mads génspecifikus primerjeink koézd6tti PCR amplifikédcid fel-
térképezte, hogy a szigndl szekvencia tébb mint 3000 bp az amino-
-termindlis exontdél felfelé. Ezutdn a néma szdalon (antisense
strand) 1évd primert haszndltunk fel a genomikus DNS szekvené-
lédsé&ra abban a régidban, amely a szigndl peptidet kédold cDNS
5'-végét8l kdzvetlenul felfelé van.

A DNS-szekvendlds a genomikus DNS-en 1évS szigndl szekven-
cidtdl felfelé egy mdsik intronra utal, amely a kezdd
metionin kodontél a -11 bp-ndl van. A prekurzor DK 9.2 cDNS 5'-
-régidjanak megfeleld oligonukleotid primert szintetizdltunk, és
egy PCR reakcidé inditdsdra haszndltuk annak meghatdrozdsdra, hogy
milyen nagységu kdzblilsé szekvencia van a transzkripcids és a
transzlacids starthelyek kézdtt. Egy 1000 bazispdrd amplifikacids
termék igazolta az intron Jjelenlétét és tette léhetdvé nagysaga-
nak becslését. A genomikus DNS szekvendlédsa felfelé a transzkrip-
cids starthelyig (feltételezhetéen ez elvivalens a cDNS 5' végé-
vel), jelezte egy promoter jelenlétét. A promoter régid DNS-
-szekvencidjédt a SEQ ID NO: 8 azonositdsi jeld szekvencia mutatja
be. Ez a vélelmezett promoter sok olyan esszencidlis szabdlyozd
szigndlt tartalmaz, amely més eukaridta promoterben jelen van a
transzléacids starthelyt8l kozvetlenll felfelé 1évd régidban. Ez a

promoter vagy e promoter szakaszai felhaszndlhatdé(k) més eukari-



6ta gének transzkripciéjdra/transzlacidjdra baktériumokban, viru-

sokban, ndévényekben vagy édllatokban.

13. példa

A DK 9.2 hatdsmédjdra vonatkozd neurofizioldgiai vizsgdlatok

Neurofizioldgia vizsgdlatokat végeztink a DK 9.2 hatédsméd-
jé&nak felderitésére. A rovarliarva neuromuszkularis junkcidibdl
(ideg-izom &ttevddéseibdl) és periféridlis idegébdl kapott adatok
azt mutatjdk, hogy a DK 9.2 ismétlSd5 burst kisUléseket indukal
azokban az idegekben, amelyek érzékenyek a tetrodotoxin altali
blokkolésra. Igy a toxin hatdsdnak helye valészinfleg az ideg-
membrédn feszlltségérzékeny nadtriumcsatorndja. Tovdbbi vizsgdlatok
azt mutattdk, hogy a DK 9.2 kdvetkezetesen izgatja a periféridlis
idegeket 10 nM-os kUszdbkoncentréciéndl. Ezen felll legaldbb 50-
-szer olyan hatékony mint a Leiurus quinquestriatus skorpid 4-es
eml8s toxinja.

A kisérleti 4llatok ebben a vizsgdalatban a hdzilégy, Musca
domestica harmadik l&rvadllapotban 1év8d larvai voltak. A larvakat
rovartlkkel roégzitettik és dorsalisan (hatoldalon) felnyitottuk
medidlis szagittdlis metszéssel. A testeket sik alakura tdztuk,
és eltavolitottuk a zsigereket, hogy felszinre hozzuk a testfal
izomzatot. A periféridlis idegeket atmetszettiik, ahol kilépnek az
agybol, és az agyat eltdvolitottuk. A preparitumot elédrasztottuk
egy rovar sdéoldattal, amely a kovetkezd komponensekbdl &4ll1 (mM):
NaCl(140), KC1(5), CaClp(0,75), MgCl,(4), NaHCO3(5) és HEPES(S)

pH=7,2.



Ingerld szivéelektrédp; csatlakoztatunk barmely alkalmas
idegtdrzshdz, hogy regisztrdljuk a neuromuszkuldris transzmisszi-
6t. A stimuldléds kuszdébét (interklszébdt) lassan emeltik, amig a
6 vagy 7 izomrost &sszeh(Gzdéddsédt meg nem figyeltik. Ezutén ezt a
rostot atszlrtuk egy regisztrdld intracelluldris mikroelektrdéd-
dal, amely egy intracelluldris el8erd8sit8héz van Kkapcsolva,
amelyet arra haszndlunk, hogy kévesse a serkentd posztszinap-
tikus potencidlokat (Excitatory Post Synaptic Potentials, EPSP)
valaszképpen az ideg stimuléléséra.

A periféridlis izomrostokban fellépd névekvd elektromos
aktivitds regisztrédlésdra a szivdéelektrddot egy AC elberdsitéhdz
kapcsoltuk. A jeleket 100-szorosra erdsitettik, és a kimenetet
0,3 és 1 kHz-nél szlrtlik. Minden regisztrdlt jelet digitalizal-
tunk egy MacLab komputerizalt miszerrendszerrel kiirds és anali-
zis céljébdl.

A DK 9.2 hatésédnak vizsgédlatdra irédnyuld kezdeti kisérle-
tekben a neuromuszkuldris junkcid prepardtumot haszndltuk. A
periféridlis idegre adott egyetlen inger egyetlen EPSP-t eredmé-
nyezett a testfal izomban. DK 9.2 jelenlétében egyetlen inger az
EPSP nagyfrekvencidji kisllését eredményezte. Az inger &altal
kivaltott kislléseken felll spontédn burst-kisllések ugyancsak
megjelentek, és tdbb percen &t fennmaradtak. A burst idétartama
dltaldban egy mésodpercen tul tartott, és az EPST-k frekvenciaja
egy burst-alatt >30 Hz volt. A burst kisllések jelenléte a test-
fal izomzatdnak élénk OsszhUzddédsdt okozta, ami megnehezitett
az intracellulédris méréseket, mert az elektrdd kildksdott az
izombél a burst &ltal eldidézett kontrakcid folyamdn. Ezzel

Osszhangban a legtdbb kisérletet olyan sdéoldatban végeztiuk, amely



......

nagy koncentracidban (300 mM) tartalmazott szacharézt, ami elnyom-
ja a kontakcidét, de nem érinti az elektromos aktivitast. Hasonld
eredményeket kaptunk akar normél akdr nagy szachardz tartalmi
séoldatokat haszndltunk.

A DK 9.2 kezelés utdn megfigyelt burst kisulések hasonldak
voltak azokhoz, amelyeket skorpié a-toxinok jelenlétében figyel-
tink meg, tehat olyan fehérjék jelenlétében, amelyekr8l ismert,
hogy koélcsénhatésba lépnek az idegmembranck feszlltségérzékeny
natrium csatorndival. Ennélfogva a burst kisuléseknek blokkol-
hatéknak-kell lennitik a specifikus ndtrium csatorna blokkold
tetrodotoxin (TTX) &ltal. A TTX azon képességét, hogy megakada-
lyozza vagy megforditsa a DK 9.2-indukalt burstinget, az 5. abra
mutatja be. Az 5A abra szerint az EPSP-t gyorsan blokkolta 1 pM
TTX, amely a preparatumot érzéketlenné tette az azt kévetd
kezeléssel szemben, amit 100 nM DK 9.2-vel végeztiink. Hasonld
kisérletet mutat be az 5B &bra, amely esetén burstinget idézett
eld DK 9.2, és azt megforditotta TTX ezt kovetd adagolésa. Ebben
a kisérletben a bursting kezdete kimozditotta az elektrédot az
izombdl, ami a preparatumok felszUrasat eredményezte, amikor arra
tettiink kisérletet, hogy helyredllitsuk a regisztrédlast. Ha meg-
taldltuk az alkalmas regisztrédlédsi helyet, a burstinget kérul-
belul 2 percen &t kovettik és a készitméy az aktivitas megsziné-
sét mutatta a TTX-kezelést k6vetd néhany masodpercen belul.

Annak érdekében, hogy megkeruljik az dsszhiizédd izombdol vég-
zett intracelluldris regisztrdaléssal egyluttjard problémakat, a
fenti kisérleteket megismételtik ugy., hogy extracelluldris regisz-
tracisot végeztink rovarlarva periférids idegekbdl. Ezek a regisz-

tratumck novekvé szenzoros ideg aktivitédsbdél &llnak a mozgatd



idegek spontan ellentétesepvvezeté aktivdlédséval egyutt. 70 nM-
nél a DK 9.2 ndvekedést okoz az ideg kisllésben, amelyre nincs
hatassal, ha ezt kévetden sdéoldattal kezeljik, de gyorsan blok-
kolta 0,4 uM TTX. Ezen fellll TTX adagolésa DK 9.2 elétt megaka-
dédlyozza a bursting megjelenését.

Tovdbbi vizsgédlatokat végeztlink a rovar idegeknek a DK 9.2-
-vel szembeni érzékenységének meghatdrozédsara, tovébbé abbdl a
célbdl, hogy ésszehasonlitsuk annak hatékonysdgdt egy standard
skorpié toxinéval. DK 9.2-t teszteltunk a periférias idegprepa-
rdtumon 1 nM-ndl kezdve, és a koncentrdcidét mintegy otpercenként
emeltik, amig névekedést figyeltlnk meg az aktivitdsban. Ebben a
prepardtumban 1 nM és 5 nM DK 9.2 inaktiv volt, de 10 nM aktivi-
tdst idézett el a prepardtumban egy rdévid késedelem utén. A IV.
tédblédzatban dsszefoglaljuk 6t idegprepardtummal nyert eredménye-
inket, amely prepardtumokat arra haszndltunk fel, hogy meghaté-

rozzuk a DK 9.2 hatékony kiszdb koncentracidjadt a rovar idegre

nézve.
IV. tédblazat
DK 9.2 hatékony kuszébkoncentracidjénak meghatdrozésa

Koncentracid Kezelések szama Vdlasz széma %
Valasz

1 nM 2 0 0

2 nM 1 0 0

5 nM 3 1 33

10 nM 3 3 100




A kisérletek utolséd c§pportja hasonlé médon hatdrozta meg a
rovarideg érzékenységét a Leiurus quinquestriatus skorpid 4-es
toxinjéva szemben (LQTX4). Prepardtumokat (n = 4) kezeltink
klil6nbdz6 koncentrdcidban LgTX4-gyel, ahol 500 nM koncentrdcidig
nem tapasztaltunk hatdst. Ez a tapasztalat 6sszhangban van olyan
korédbbi vizsgdlatokkal, amelyek azt mutattdk, hogy az LgTX4 spe-
cifikus az emldés ndtrium csatorndkra. A prepardtumok ezt kévetd
kezelése DK 9.2-vel 10-30 nM-t igényelt ahhoz, hogy vdlaszt
kapjunk. A DK 9.2 hatékony kiszdbkoncentrdcidéjdnak csekély emel-
kedése talédn az inaktiv LgTX4 4ltali gyenge blokkold hatés ered-
ménye. Ezek a kisérletek azt mutatjdk be, hogy a DK 9.2 legaldbb

50-szer aktivabb a rovar idegekre nézve mint az LgTX4.

V. tablazat

A leirdsban szerepld szekvencidk azonositésa

Azonositési széam Leiréas
(SEQ ID NO)

1 A DK 9.2 aminosavszekvenciéja
2 A DK 9.2-t kdédold cDNS-szekvencia
3 A DK 11 aminosavszekvencidja
4 A DK 1l-et kédold cDNS-szekvencia
5 A DK 12 aminosavszekvenciédja
6 A DK 9.2-t kédold teljes cDNS-szekvencia
7 A prekurzor DK 9.2 szigndl/leader szekven-

cidnak megfeleld aminosavszekvencia

8 A DK 9.2 promoter régidéjédnak DNS-szekvencidja



SZEKVENCIAK

Azonositdsi jel: SEQ ID NO:1:

Szekvencia jellemz8k:

(A) Hossz: 56 aminosav

(B) Tipus: aminosav

(C) Topoldégia: ismeretlen

Szekvencia leirds: SEQ ID NO:1:

Ala Lys Asp Gly Asp Val Glu Gly Pro Ala Gly Cys Lys Lys Tyr
5 10 15

Asp Val Glu Cys Asp Ser Gly Glu Cys Cys Xaa Lys Gln Tyr Leu
20 25 30

Trp Tyr Lys Trp Arg Pro Leu Asp Cys Arg Cys Leu Lys Ser Gly
35 40 45

Phe Phe Ser Ser Lys Cys Val Cys Arg Asp Val

50 55

Azonositdsi jel: SEQ ID NO:2:
Szekvencia jellemzdk:

(A) Hossz: 275 bazispir

(B) Tipus: nukleinsav

(C) Sz&lszerkezet: kettds

(D) Topoldgia: ismeretlen
Szekvencia leirds: SEQ ID NO:2:
GCC AAG GAC GGC GAC GTC GAG GGG CCT GCG 30
Ala Lys Asp Gly Asp Val Glu Gly Pro Ala

1 5 10



------

GGC TGC AAG AAA TAC GAC GTAVGAG TGC GAC 60
Gly Cys Lys Lys Tyr Asp Val Glu Cys Asp

15 20
AGT GGA GAG TGC TGC MMS AAG CAG TAC CTG 90
Ser Gly Glu Cys Cys Xaa Lys Gln Tyr Leu

25 30
TGG TAC AAG TGG CGA CCC CTG GAT TGC CGA 120
Trp Tyr Lys Trp Arg Pro Leu Asp Cys Arg

35 40
TGC CTA AAG AGC GGT TTC TTC AGC AGC AAG 150
Cys Leu Lys Ser Gly Phe Phe Ser Ser Lys

45 50
TGC GTT TGC AGA GAC GTG TAGATTTGAA ATGAAATTCG 188

Cys Val Cys Arg Asp Val

55
TGTTCTTTTT TGGTTGTAGA TGACCTAATG AAACAACTGA 228
CATGAATAAA ACAAAATTGA ATGAATTGAA AAAAAAAAAA 268
AAAAAGC 275

Azonositési jel: SEQ ID NO:3:

Szekvencia jellemzdk:

(A) Hossz: 58 aminosav

(B) Tipus: aminosav

(D) Topoldgia: ismeretlen

Szekvencia leirds: SEQ ID NO:3:

Ala Lys Asp Gly Asp Val Lys Gly Pro Ala Gly Cys Met Lys Tyr

5 10 15



81

Lys Ser Gly Asp Cys Arg Gly Lys Thr Cys Cys Asp Gln Gln Tyr

20

Leu Trp Tyr Lys Trp Arg Asn Leu Ala

35

25

30

Cys Arg Cys Phe Thr Val

40

Glu Val Phe Lys Lys Asp Cys Trp Cys Asn Asp Ile Ser

50

Azonositési jel: SEQ ID NO:4:

Szekvencia jellemzdk:

(A) Hossz: 204 bazispér
(B) Tipus: nukleinsav

(C) Szdlszerkezet: kettds
(D) : Topoldégia: ismeretlen

Szekvencia leirés:

GCC
Ala
1

AGC

Ser

TAC

Tyr

Lys

AAG

Lys

GGA

Gly

Lys

50

GAT

Asp

GAC

Asp

TGG
Trp
35

GAC

Asp

AGCATCTCCT

GGC

Gly

TGC
Cys
20

CGG

Arg

TGC

Cys

GAT
Asp
5

AGA

Arg

Asn

TGG

Trp

GTC

Val

GGC

Gly

CTT

Leu

TGC

Cys

AAG GGA

Lys

Lys

GCA

Ala

AAC
Asn

55

SEQ ID NO:4:

Gly

ACT

Thr

TGC
Cys
40

GAC

ASp

CCT

Pro

TGC
Cys
25

AGG

Arg

ATC

Tle

55

GCT
Ala
10

TGC

Cys

TGC

Cys

AGT

Ser

GGC

Gly

GAC

Asp

TTC

Phe

TGC

Cys

CAA

Gln

ACG

Thr

ATG

Met

CAG

Gln

GTC
val

45

AAG

Lys

TAC

Tyr

30

Glu

45

TAC
Tyr
15

CTC

Leu

GTG

Val

AAG

Lys

TGG

Trp

TTC

Phe

TAATTCCACA TGAAGAAGTA



......

Azonositési jel: SEQ ID NO§§:

Szekvencia jellemzdk:

(A) Hossz: 62 aminosav

(B) Tipus: aminosav

(D) Topoldégia: ismeretlen

Szekvencia leirds: SEQ ID NO:5:

Ala Lys Asp Gly Asp Phe Glu Gly Pro Pro Gly Xaa Leu Lys Met

1 5 10 15

Gly Glu Leu Xaa Lys Gly Gly Thr Xaa Xaa Thr Lys Val Tyr Lys
20 25 30

Tyr Trp Lys Trp Arg Lys Leu Glu Cys Leu Gly Lys Asn Asp Gly
35 40 45

Trp Phe Lys Lys Lys Phe Ile Cys Asp Glu Arg Xaa Asn Pro Xaa
50 55 60

Xaa Xaa

Azonositédsi jel: SEQ ID NO:6:

Szekvencia jellemzék:

(A) Hossz: 359 bazispéar

(B) Tipus: nukleinsav

(C) Szdlszerkezet: kettds

(D) Topoldgia: ismeretlen

(xi) Szekvencia leirés: SEQ ID NO:6:

ATATTACAAG CCGCTCCAGT AGCCGAAGAA GCCTAAGCCA AGACCCAGG TCCGCCACA
ATG AAG GTT TTT GTT GTA CTG TTG TGC TTG TCTé6 CTG GCA GCA GTT TAC
Met Lys Val Phe Val Val Leu Leu Cys Leu Ser Leu Ala Ala Val Tyr

-35 -30 -25



------

GCC TTG GAG GAA AGA CTA GAC“AAA GAC GCC GAC ATC ATG CTT

Ala Leu Glu Glu Arg Leu Asp Lys Asp Ala Asp Ile Met Leu
-20 -15 -10

CCA GCC GAC ATG GAA AGA GCG AAG GAC GGT GAC GTG GAA GGG

Pro Ala Asp Met Glu Arg Ala Lys Asp Gly Asp Val Glu Gly

GGC TGC AAG AAA TAC GAC GTA GAG TGC GAC AGT GGA GAG TGC
Gly Cys Lys Lys Tyr Asp Val Glu Cys Asp Ser Gly Glu Cys
15 20
AAG CAG TAC CTG TGG TAC AAG TGG CGA CCC CTG GAT TGC CGA
Lys Gln Tyr Leu Trp Lyr Lys Trp Arg Pro Leu Asp Cys Arg

30 35 40

AAG AGC GGT TTC TTC AGC AGC AAG TGC GTT TGC AGA GAC GTG

Lys Ser Gly Phe Phe Ser Ser Lys Cys Val Cys Arg Asp Val
45 50 55

TAGATTTGAA TTCCAAC

Azonositési jel: SEQ ID NO:7:

Szekvencia jellemzdk

(A) Hossz: 38 aminosav

(B) Tipus: aminosav

(C) Topoldégia: ismeretlen

Szekvencia leiras:

Met Lys Val Phe Val Val Leu Leu Cys Leu Ser Leu Ala Ala
-35 -30 -25

Val Tyr Ala Leu Glu Glu Arg Leu Asp Lyé Asp Ala Asp Ile

-20 -15

GAT

AsSp

CCT

Pro

TGC
Cys

25
TGC

Cys

TCA

Ser

GCG
Ala
10

MMS

Xaa

CTA

Leu



ese

Met Leu Asp Ser Pro Ala Asp Met Glu Arg

-10

Azonositasi jel: SEQ ID NO: 8:
Szekvencia jellemzdk:

(A) Hossz: 421 bazispér

(B) Tipus: nukleinsav

(C) Szélszerkezet: kettds

(D) Topoldgia: ismeretlen

Szekvencia leiréds: SEQ ID NO:8:

TTTAGCAGCC CAAGGCTACA GAGCTGCCGC

TGCCCACGCT CAAACCACAT ACACTCTTTC

TGCATTCTAA AAGCACGTTT TACTGCAGCT

AGTATGTTTC CTACAGAATT CCACCGAAGC

CGCTCAGTTT TTTTTGAATC GGAATATGTA

CTCCTTCGAC AAGCAATCGC TTTATCGGAA

GTGGCTCCAG AAACAACGAA AACATTCATT

T

-1

ACAGGTAAAC

CCCAACTTTT

GCTCAGACTG

ATTGTTCGTG

ATATCTGCAG

TACCTGCATG

CCTGTATATA

CTGAACTACA

TTTTTGGTAA

TCTGCTGCTG

GTACGACGCA

CGACACTTAT

ACATAACTGA

AGTATCGGAG

CAATGCCCCA

AGACAGTTGT

GTCGAGGCAG

GTAAGCATGA

TGAAATGTTT

CAAAACACAT

GAGTGCTGTA



SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Lényegében tisztitot, inszekticid hatédsd, Diguetia
pOkméregbdl izol&lhatd peptid vagy annak mezégazdasdgilag vagy
kertészetileg elfogadhatd sdja.

2. Az 1. igénypont szerinti peptid, azzal jellemezve, hogy a
pokméreg Diguetia canitiesbdl szarmazik.

3. Az 1. igénypont szerinti inszekticid hatésd peptid,
melyet tdédmegspektrometrids meghatdrozds szerint kérilbelll 6371-
-6397 dalton molekulatoémeg és forditott fé&zisd nagyteljesitményd
folyadékkromatogrdfidval egyetlen cslcs mozgdsa jellemez, vala-
mint annak mez8gazdasadgilag vagy kertészetileg elfogadhatd séi.

4. Az 1. igénypont szerinti inszekticid hatdsd peptid,
melyet a SEQ ID NO:1 azonositési jel szerint definidlt szekven-
clédval lénvegében azonos aminosavszekvencia jellemez.

5. Az 1. igénypont szerinti inszekticid hatésu peptid,
melyet témegspektrometrids meghatdrozds szerint koérulbeldl 6740
dalton molekulatdmeg és forditott fédzisu nagyteljesitményd
folyadékkromatografidval egyetlen csics mozgdsa jellemez, vala-
mint annak mezbgazdasdgilag vagy kertészetileg elfogadhatd séi.

6. Az 1. igénypont szerinti inszekticid hatésu peptid,
melyet a SEQ ID NO: 3 azonositdsi jel szerint definidlt szek-
vencidval lényegében azonos aminosavszekvencia jellemez.

7. Az 1. igénypont szerinti inszekticid haté&si peptid,
melyet tomegspektrometrids meghatdrozds szerint kéridlbelll 7080

dalton molekulatdmeg és forditott fazisU nagyteljesitményd



folyadékkromatografiaval egyetlen csucs mozgdsa jellemez,
valamint annak mez&8gazdasdgilag vagy kertészetileg elfogadhatd
séi.

8. Az 1. igénypont szerinti inszekticid hatésu peptid,
melyet a SEQ ID NO:5 azonositdsi jel szerint definidlt szekven-
cidval lényegében azonos aminosavszekvencia jellemez.

9. Lényegében izoldlt DNS-szekvencia, melyet lényegében
Diguetia pdékméregb8l izoldlhatdé inszekticid hatésl peptidet
kédold DNS-szekvencia jellemez.

10. A 9. igénypont szerinti DNS, azzal jellemezve, hogy a
pékméreg Diguetia canitiesbdl szédrmazik.

11. A 9. igénypont szerinti lényegében izol&lt DNS-szekven-
cia, melyet a SEQ ID NO:2 azonositédsi jel szerint definid&lt DNS-
-szekvencia jellemez.

12. A 9. igénypont szerinti lényegében izol&lt DNS-szekven-
cia, melyet a SEQ ID NO:4 azonositdsi jel szerint definidlt DNS-
-szekvencia jellemez.

13. A 9. igénypont szerinti lényegében izoldlt DNS-szekven-
cia, melyet a SEQ ID NO:6 azonositdsi jel szerint definidlt DNS-
-szekvencia jellemez. )

14. Rekombindns expresszids vektor, melyet lényegében
Diguetia pdékméregbdl izoldlhatd, inszekticid hatdsu peptidet
k6dold DNS-szekvencia jellemez, azzal jellemezve, hogy a vektor
képes kifejezni a kédold szekvencidt transzform&lt sejtekben.

15. A 14. igénypont szerinti rekombindns expresszids vektor,
azzal jallemezve, hogy a pdkméreg Diguetia canitiesbll szarmazik.

16. A 14. igénypont szerinti rekombindns expresszids vektor,

azzal jallemezve, hogy a DNS-szekvencia olyan inszekticid hatésu



peptidet koédol, melyet témggspektrometriés meghatdrozds szerint
kérulbelul 6371-6397 dalton molekulatomeg és forditott fazisu
nagyteljesitményd folyadékkromatografidval egyetlen csucs mozgdsa
jellemez.

17. A 14. igénypont szerinti rekombinédns expresszids vektor,
azzal jellemezve, hogy a DNS-szekvencia lényegében kédolja a SEQ
ID NO:1 azonositdsi jel szerint definidlt peptidet.

18. A 14. igénypont szerinti rekombindns expresszids vektor,
azzal jellemezve, hogy a DNS-szekvencia olyan inszekticid hatésu
peptidet kdédol, melyet tdmegspektrometrids meghatérozéas szérint
kdriilbelll 6740 dalton molekulatdmeg és forditott fazisd nagytel-
jesitményd folyadékkromatografidval egyetlen cslcs mozgdsa jelle-
mez.

19. A 14. igénypont szerinti rekombindns expresszids vektor,
azzal jellemezve, hogy a DNS-szekvencia lényegében kédolja a SEQ
ID NO:3 azonositdsi jel szerint definidlt peptidet.

20. A 14. igénypont szerinti rekombindns expresszids vektor,
azzal jellemezve, hogy a DNS-szekvencia olyan inszekticid hatést
peptidet kdédol, melyet tdémegspektrometrids meghatdrozéds szerint
kd6rilbelil 7080 dalton molekulatémeg és forditott fdzisU nagytel-
jesitményd folyadékkromatogrdafidval egyetlen cstcs mozgédsa jelle-
mez.

21. A 14. igénypont szerinti rekombindns expresszids vektor,
azzal jellemezve, hogy a DNS-szekvencia lényegében kédolja a SEQ
ID NO: 5 azonositdsi jel szerint definidlt peptidet.

22. A 14. igénypont szerinti rekombindns expresszids vektor,
azzal jellemezve, hogy a DNS-szekvencia lényegében a SEQ ID NO:2

azonositési jel szerint definidlt szekvencia.



23. A 14. igénypont szerinti rekombinéns expresszids vektor,
azzal jellemezve, hogy a DNS-szekvencia lényegében a SEQ ID NO:4
azonositdsi jel szerint definidlt szekvencia.

24. A 14. igénypont szerinti rekombindns expresszids vektor,
azzal jellemezve, hogy a DNS-szekvencia lényegében a SEQ ID NO:6
azonositdsi jel szerint definidlt szekvencia.

25. A 14. igénypont szerinti rekombindns expresszids vektor,
azzal jellemezve, hogy a transzformd&lt sejtek rovarfertdzésre
érzékeny noévények sejtjei.

26. Transzgénikus novény, melyet lényegében Diguetia pdkmé-
regbh8l izol&lhatd inszekticid hatdsu peptidet kédold DNS-szekven-
cia jellemez, amely DNS-szekvenciat a névény vagy annak Sse
csiravonalédba vittiunk be olymédon, hogy a DNS-szekvencia expresz-
sziéjénak jellegzetességei a névény kodvetkezd generdcidiban
szexudlis szaporodds vagy aszexudlis szaporodds révén ordklédnek.

27. Rekombindns baculovirus expresszids vektor, amely képes
kifejezni lényegében Diguetia pékméregbdl izoldlhatd inszekticid
hatdst peptidet kédold DNS-szekvencidt gazdéban vagy gazda rovar-
sejtben.

28. A 27. igénypont szerinti rekombindns baculovirus ex-
presszids vektor, azzal jellemezve, hogy az expresszids vektor
egy baculovirus genom - amelyet a DNS-szekvencia egy polihedrin
gént inszertdlva jellemez - és baculovirus polihedrin promoter
transzkripcids kontrollja alatt &ll.

29. Rekonbindns gazdasejt, amely DNS-szekvenciaval - melyet
lényegében Digetia pdkméregbdl izoldlhatd inszekticid hatésu

peptidet ké&dold DNS-szekvencia jellemez - transzformdlva vagy



transzfektédlva van olyan mégon, amely lehetévé teszi, hogy a
gazdasejt kifejezze a peptidet.

30. A 29. igénypont szerinti rekombinéns gazdasejtek, azzal
jellemezve, hogy a pékméreg Diguetia canitiesbdl szdrmazik.

31. A 29. igénypont szerinti rekombindns gazdasejtek, azzal
jellemezve, hogy a DNS-szekvencia olyan inszekticid hatésu
peptidet kédol, melyet toémegspektrometrids meghatdrozds szerint
kdrilbelll 6371-6397 dalton molekulatémeg és forditott féazisu
nagyteljesitményd folyadékkromatogrdfidval egyetlen csics mozgdsa
jellemez.

32. A 29. igénypont szerinti rekombindns gazdasejtek, azzal
jellemezve, hogy a DNS-szekvencia lényegében kédolja a SEQ ID
NO:1 azonositési jel szerint definidlt peptidet.

33. A 29. igénypont szerinti rekombindns gazdasejtek, azzal
jellemezve, hogy a DNS-szekvencia olyan inszekticid hatéasu
peptidet kédol, melyet toémegspektrometrids meghatdrozés szerint
kérilbelil 6740 dalton molekulatémeg és forditott fé&zisd nagytel-
jesitményd folyadékkromatogrdfidval egyetlen csics mozgdsa jelle-
mez.

34. A 29. igénypont szerinti rekombindns gazdasejtek, azzal
jellemezve, hogy a DNS-szekvencia lényegében kédolja a SEQ ID
NO:3 azonositédsi jel szerint definidlt peptidet.

35. A 29. igénypont szerinti rekombindns gazdasejtek, azzal
jellemezve, hogy a DNS-szekvencia olyan inszekticid hatasu
peptidet kédol, melyet toémegspektrometrids meghatdrozés szerint
kdrilbellil 7080 dalton molekulatdmeg és forditott fédzisl nagytel-
jesitményd folyadékkromatogrdfidval egyetlen csics mozgéasa jelle-

mez.



36. A 29. igénypont s;erinti rekombinans gazdasejtek, azzal
jellemezve, hogy a DNS-szekvencia lényegében kédolja a SEQ ID
NO:5 azonositdsi jel szerint definidlt peptidet.

37. A 29. igénypont szerinti rekombindns gazdasejtek, azzal
jellemezve, hogy a DNS-szekvencia lényegében a SEQ ID NO:2
azonositasi jel szerint van definidlva.

38. A 29. igénypont szerinti rekombindns gazdasejtek, azzal
jellemezve, hogy a DNS-szekvencia lényegében a SEQ ID NO:4 azo-
nositési jel szerint van definidlva.

39. A 29. igénypont szerinti rekombindns gazdasejtek, azzal
jellemezve, hogy a DNS-szekvencia lényegében a SEQ ID NO:6 azo-
nositédsi jel szerint van definidlva.

40. Eljérés inszekticid hatést peptidek el84&dllitésédra, azzal
jellemezve, hogy

(a) rekombindns gazdasejteket tenyésztink, azzal jellemezve,
hogy a gazdasejtekbe transzformdlt vagy transzfektélt rekombinéns
expresszids vektornak lényegében a Diguetia pdkméregbdl izoldlha-
td inszekticid hatdsy peptidet kédold DNS-szekvencidja van, azzal
jellemezve, hogy a vektor képes kifejezni a kédold szekvencidt
transzformdlt sejtekben; és

(b) kinyerjuik az inszekticid hatési peptidet a rekombindns
gazdasejt-tenyészetbdl.

41. Rekombinédns Uton elfallitott peptidek, melyeket a 40.
igénypont szerinti eljaréssal 4llitunk eld.

42. A 40. igénypont szerinti eljdréds, azzal jellemezve, hogy
a DNS-szekvencia olyan inszekticid hatdst peptidet kdédol, melyet

tOmegspektrometrids meghatdrozds szerint koértlbelll 6371-6397



dalton molekulatdémeg és forditott fazist nagyteljesitményd
folyadékkromatografiaval egyetlen csics mozgdsa jellemez.

43. A 40. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemezve, hogy
a DNS-szekvencia lényegében kédolja a SEQ ID NO:1 azonositési jel
szerint definidtl peptidet.

44. A 40. igénypont szerinti eljdrés, azzal jellemezve, hogy
a DNS-szekvencia olyan inszekticid hatédsy peptidet kédol, melyet
témegspektrometrids meghatdrozads szerint koérilbelll 6740 dalton
molekulatdémeg és forditott fazisl nagyteljesitményd folyadékkro-
matogrdfidval egyetlen csics mozgdsa jellemez.

45. A 40. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemezve, hogy
a DNS-szekvencia lényegében kédolja a SEQ ID NO:3 azonositdsi jel
szerint definidlt peptidet.

46. A 40. igénypont szerinti eljérds, azzal jellemezve, hogy
a DNS-szekvencia olyan inszekticid hatésG peptidet kédol, melyet
témegspektrometrids meghatdrozas szerint koérllbelull 7080 dalton
molekulatdémeg és forditott fazisu folyadékkromatografidval egyet-
len cslcs mozgdsa jellemez.

47. A 40. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemezve, hogy
a DNS-szekvencia lényegében kédolja a SEQ ID NO:2 azonositdsi jel
szerint definidlt peptidet.

48. A 40. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy
a DNS-szekvencia lényegében a SEQ ID NO:2 azonositdsi jel szerint
vagy definialva.

49. A 40. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemezve, hogy
a DNS-szekvencia lényegében a SEQ ID NO:4 azonositdsi jel szerint

van definialva.



50. A 40. igénypont sgerinti eljards, azzal jellemezve, hogy
a DNS-szekvencia lényegében a SEQ ID NO:6 azonositédsi jel szerint
van definidlva.

51. Eljérés gerinctelen k&rtev8k elleni védekezésre, azzal
jellemezve, hogy a kartevéket lényegében Diguetia pdkméregbdl
izolalhaté inszekticid hatésly peptid vagy annak mezdgazdasdgilag
vagy kertészetileg elfogadhatd sdéja hatékony mennyiségével érint-
kezésbe hozzuk.

52. Az 51. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemezve,
hogy a pdékméreg Diguetia canitiesbdl szdrmazik.

53. Az 51. igénypont szerinti eljaréds, azzal jellemezve,
hogy ka&rtewvdkként rovarok ellen védekezunk.

54. Az 51. igénypont szerinti eljdaréds, azzal jellemezve,
hogy ka&rtevdékként Lepidopterdk ellen védekeziunk.

55. Eljaréds gerinctelen kartevSk elleni védekezésre, azzal
jellemezve, hogy a kartevdket érintkezésbe hozzuk olyan rekombi-
nans baculovirussal, amely képes kifejezni Diguetia pdkméregbdl
izolalhatd peptid hatékony mennyiségét.

56. Inszekticid kompozicid, azzal jellemezve, hogy az 55.
igénypont szerinti peptid vagy annak mez&8gazdasdgilag vagy kerté-
szetileg elfogadhaté sdéja inszekticidként hatékony mennyiségét
mezdgazdasdgilag vagy kertészetileg elfogadhatd hordozdanyagban
tartalmazza.

57. Antitest, amely lényegében immunreaktiv a Diguetia
pokméregbdl izoldlhatd peptiddel.

58. Az 57. igénypont szerinti antitest, azzal jellemezve,

hogy a pdékméreg Diguetia canitiesbdl szdrmazik.



59. Eljaréas lényegébeg a Diguetia poékméregbdl izolalhatd
inszekticid hatdsl peptid jelenlétének kimutatdsdra az 57. igény-
pont szerinti antitestek alkalmazasaval, azzal jellemezve, hogy

(a) kinyerjuik a pdékmérget;

(b) érintkezésbe hozzuk a pdékmérget az antitestekkel,
amelyek detektdlhatd jelzb8anvaghoz vannak kapcsolva; és

(c) detektdljuk a peptidhez konjugéalt jelzett antitesteket.

60. Az 59. igénypont szerinti eljérds, azzal jellemezve,
hogy a pdkméreg Diguetia canitiesbdl szdrmazik.

61. DNS-prdéba, amely lényegében a Diguetia pdékméregbdl izo-
l4lhaté inszekticid hatést peptidet kédolé DNS-szekvenciabdl
szdrmazik.

62. Eljards lényegében a Diguetia pdkméregb8l izolalhatd
inszekticid hatédsi peptidet kédold nukleinsav jelenlétének kimu-
tatdsdra, azzal jellemezve, hogy

(a) kinyerjuk valamely pdékbdl a nukleinsavat;

(b) érintkeztetjlk a nukleinsavat a 61. igénypont szerinti
DNS-prébéaval; majd

(c) detektdljuk a nukleinsavhoz konjugdlt proébéat.

63. Eljaras lényegében a Diguetia pdkméregbdl izolalhatd
inszekticid hatdsi peptid tisztitédsdra az 57. igénypont szerinti
antitestek alkalmazésédval, azzal jellemezve, hogy

(a) az antitesteket szild&rd hordozdéhoz konjugdljuk;

(b) egy, a peptidet tartalmazd oldatot érintkeztetink a
szilard hordozdéhoz kapcsolt antitesttel, mimellett az oldatban
1év8 peptid az antitesthez kacsolédik;

(c) eltavolitjuk a szildrd hordozdéhoz konjugdlt antitesthez

kapcsolt peptidet; és



(d) o6sszegydjtjik az eltadvolitott peptidet.

64. Prepro szekvencia, melyet olyan aminosavszekvencia
jellemez, amely lényegében szekvencia homoldég a SEQ ID NO:7
azonositasi jel szerint definidlt aminosavszekvencidval vagy
annak egy részével, azzal jellemezve, hogy a prepro szekvencia
vagy annak egy része irdnyitja egy érlelt peptid szekrécidjat
és/vagy Osszehajtogatdddsat (folding).

65. Génkonstrukcid - melyet olyan aminosavszekvencia
jellemez, amely lényegében szekvencia homoldédg a SEQ ID NO:7
azonositédsi jel szerint definidlt aminosavszekvencidval vagy
annak egy részével - mikédési egységben (operatively) kapcsolva
egy peptidhez.

66. Promoter szekvencia, melyet olyan szekvencia jellemez,
amely lényegében szekvencia homolég a SEQ ID NO:8 azonositdsi jel
szerint definidlt szekvencidval vagy annak egy részével, azzal
jellmezve, hogy a promoter szekvencia irényitja egy gén
kifejezését egy rekombindns konstrukcidban.

67. Rekombinédns konstrukcié - melyet olyan szekvencia jelle-
mez, amely lényegében homoldg a SEQ ID NO:8 azonositédsi jel
szerinti szekvencidval vagy annak egy részével - mikddési egység-
ben (operatively) kapcsolva a kifejezend5 génhez.

68. Inszekticid hatdsu peptid, azzal jellemezve, hogy a
peptid

(a) koérulbeldl 55-ké6rulbelll 65 aminosavbdl &ll;

(b) tdébb mint 40%-os szekvencia homoldégidjd a SEQ ID NO:1,
SEQ ID NO:3 vagy SEQ ID NO:5 azonositasi jel szerint definidlt

szekvencidkkal; és



(c) koézelitSleg 7 vagy 8 ciszteincsoportot

69. A 68.

a peptid forrédsa Diguetia pdkméreg.
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