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Eljaras fehérjék gazdaszervezetekben tdérténd, betakaritas utani,

szabalyozott termelésére
KIVONAT

A taldlmany egy kivant fehérje eld4llitédsi eljarasara vonat-
kozik egy transzgénikus gazdaszervezetbdl, ahol a fehérjét kddo-
16 gén mindaddig nem expresszalddik, amig a gazdaszervezetet be
nem takaritjak. Az eljards azzal jellemezhetd, hogy: (a) a gaz-
daszervezet a kivant fehérjét koédold gént ugy tartalmazza, hogy
az csak egy kémiai induktor jelenlétében expresszaldédik és (b) a
kémiai induktorral a gazdaszervezetet a betakaritas utdn hozzak
érintkezésbe. A taldlmadny egy olyan gazdaszervezetre 1is vonatko-

zik, amelyik alkalmas az eljaréds kivitelezésére.
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Eljaras fehérjék gazdaszervezetekben tdrténd, betakaritas utani,

szabalyozott termelésére

A talalmany egy kivant fehérje elSallitasi eljarasara vonat-
kozik egy transzgénikus gazdaszervezetbdl, ahol a fehérjét kdédo-
16 gén addig nem fejezd&dik ki, amig a gazdaszervezetet be nem
gytjtik, és az eljaras azzal Jjellemezhetd, hogy az adott gén
csak egy kémiai induktor jelenlétében expresszalddik, amelyet a
gazdaszervezet betakaritasa utdn adagolunk a gazdaszervezetnek,
a kornyezd fazis, kluldndsen gadz- vagy folyadék-fazison keresz-
tul.

A természetben el&forduld fehérjék gyakran csak egéézen kis
mennyiségben hozzaférhetdek, pedig aktiv anyagokként torténd
felhaszndlasuk kildnosen jelentds. Habdr rekombindns gazdarend-
szerekben, példidul Dbaktériumokban, mint példaul Escherichia co-
liban vagy Bacillus subtilisben, stb. gyakran eld&&llithatodak,
gazdasagossagi szempontbdl és mennyiséguik tekintetében el&alli-
tasuk nem hatékony, ezért ilyen esetekben az &ltalédnos felhasz-
nalasuk nem megoldhatdé. Azon célbdél, hogy lehetdévé tegyik egyre
tobb és tobb olyan komplex fehérje termelését, amelyeket nehéz,
illetve egyaltalan nem lehet elddllitani alacsonyabbrendd élélé-
nyekben, a fehérjék teljes bioszintéziséért felelds sajat rend-

szerét tartalmazd magasabb rendd él8lények sejtjeit egyre novek-



v6é szamban szlkséges gazdaként felhasznadlni. Ezekben az esetek-
ben néhany éve rekombinans gazddkként transzgénikus &llatok, no-—
vények, gombak, mohak, algak, stb. kindlkoznak. Bar a jél1 Jjel-
lemzett, elérheté fehérjék szadma a molekuldris kutatdsoknak ko-
szénhetden folyamatosan novekszik, az aldbb ismertetett techno-
légia a felhaszndlas tekintetében jelentds eld8relépést nyujt.

Mindezek mellett az idegen fehérjék termeltetése negativ ha-
tassal is lehet a gazdaszervezet fizioldgiads mikodésére, példaul
gatolja a novekedését, akar teljesen meg is akadalyozva azt. Ra-
adasul elképzelhetd, hogy példaul az orvosi szempontbdl érdekes
aktiv fehérjét termeld transzgénikus novények termesztésekor a
novények novekedésik soran a természetben eldforduld mas élslé-
nyek szamara potencialis veszélyt Jjelentenek. Ezért az idegen
fehérjék betakaritast kovetd termeltetése transzgénikus gazda-
szervezetekben, kiuldéndsen a novénytermelésben illetve kertészet-
ben termelt gazdaszervezetekben, mint a fehérjék gazdasédgos és
kornyezetkiméld kivonasa felé irdnyuld technoldgiai épitd k&,
nagy Jjelentdséggel bir. Mas (bio)kémiai anyagok szintén eldal-
lithatdak transzgénikus gazdaszervezetekben az adott anyag bio-
szintetikus utvonaldban résztvevd enzimfehérjék expresszidjaval.
Ez azonban szintén hordozhat negativ hatasokat a gazdaszervezet-
re vonatkozdlag, példaul novekedésének gatlasa vagy a bioldgiai
biztonsagossag tekintetében. Mivel a (bio)kémiai anyagok gazda-
szervezetekben torténd termeltetése szintén fehérjék, kildndsen
enzimek expresszidjan alapul, erre is ugyanazok a technolégiai
eldirdsok vonatkoznak.

Eddig csupan olyan betakaritads utédn termeld rendszereket ir-

tak le, amelyek a novényi anyag sebzésén alapulnak, mint példaul



a dohéany esetében a levelek szétddrzsolésén. Ennek eredményeként
a kivant fehérje addig nem termelddik, amig a dohanyndvény a
term8f6ldén van, csak a leszedés utédn, a regeneralddasi 1lépés
elétt. Mindemellett ezt nehéz kivitelezni, minthogy egy sebzés-
induké&lhaté prométer a transzgénikus novényekben a mezdgazdasagi
vagy kertészeti termesztés sordn is indukdlédhat, példaul a do-
hany esetében a téaplalkozéas, szél vagy jégesd, itksdzés, gépek
hasznalata stb. okozta sérilés kovetkeztében. Az eldz8 moddszer
tovabbi héatranya, hogy az indukcids stimulus egyenletes eloszla-
sdt a novény egészére vonatkozélag nehéz elérni.

Igy a taldlmany azon a technikai problémén alapul, hogy egy
kivant fehérje olyan betakaritds utédni termeldrendszerét hozzuk
létre, amely nem rendelkezik a technika &llasdban leirt modszer
hatréanyaival, igy mindenek eldtt biztositja, hogy a
génexpresszid megbizhatdan csak a betakaritds utéan valédsulijon
meg, nem szlkséges a novényi szovetek sebzése, és az induktor
eredményesen és egységesen lépjen kapcsolatba a megfeleld
transzgénikus gazdaszervezet sejtjeivel. Ezt a technikai problé-
mat oldjuk meg azzal az eljarassal, amelyet taldlmany szabadalmi
igénypontjaiban hatarozunk meg.

A talalmany szerinti eljdrasban az idegen gén expresszidjat
a gazdaszervezetben egy kémiai anyag indukdlja, amelyet a gazdat
korilvevd fazisba juttatunk be. Ez a fazis gdz- vagy folyadékrfa-
zls lehet, amelyben a kémiai indukcidé bekovetkezhet a gazféazis
Osszetételének megvaltoztatdséaval, eldnydsen egy anaerob induk-
cidéval, szilard vagy folyékony indukdlé (bio)kémiai anyagok ol-
datainak (szuszpenzidinak) porlasztasaval vagy egy 1illékony

anyag hasznalataval. Ezen anyagoknal biztositani kell a reakcié-



kamraban valdé egyenletes eloszlast. Tovabba a folyadékfazisban a

kémiai indukcidé bekovetkezhet szildrd vagy folyadék indukald bi-

okémiai anyagok oldatain keresztil is. A taldlmany szerinti el-

jarassal j6 min&ségl fehérjék vagy mas (bio)kémiai anyagok &l-

lithatdak eléd nagy mennyiségben, igy a talalméany aj

(bio)gydgyaszati és technoldgiai alkalmazast jelent.

A talalmany egy olyan eljarast foglal magdban, amellyel egy
transzgénikus gazdaszervezetbdl egy kivant fehérje eldallithatd,
ahol a fehérjét kdédold gén csak a gazdaszervezet betakaritéasa
utén expresszalédik és az eljarédst az jellemzi, hogy:

(a) a transzgénikus gazdaszervezet a kivant fehérjét kddold gént
ugy tartalmazza, hogy az csak egy kémiai induktor jelenlét-
ében fejezdédik ki; és

(b) a kémiai indukald anyaggal a gazdaszervezet a betakaritést
kovetéen lép kapcsolatba, a gazdaszervezetet korulvevd fazi-
son keresztil, ami &ltalédban gdz- vagy folyadékfazis.

Egy szakterlleten jartas személy jél1 ismeri a talalméany vég-
rehajtasahoz szikséges nukleinsav konstrukcidk el8allitasanak
médszereit, és ezek a mddszerek altaladnos standard munkdkbél is
hozzaférhetdek [példaul Sambrook és munkatarsai mlve, Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, 2. kiadas, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, (1989)]. A nukleinsav
konstrukcidék elsésorban vektorba kldénozott formdban férhetdek
hozza, a vektor leginkabb egy plazmid, egy kozmid, egy virus,
egy bakteriofag vagy méas, a géntechnoldgidban kézdnséges vektor.
Ezen vektoroknak tovabbi funkciondlis egységeik lehetnek, ame-
lyek stabilizaljak a vektotokat a gazdaszervezetben, mint példa-

ul egy bakteriadlis replikdcidés origd vagy a 2-mikronos-DNS a



Saccharomyces cerevisiaeben. A vektorok az agrobaktériumokban
taldlhaté T-DNS "jobb border" és "bal border" szekvencidit szin-
tén tartalmazhatjak, ezzel biztositva a stabil integréacidét a no-
vény genotipusaba. Termindcids szekvencidk szintén jelen lehet-
nek, amelyek a transzkripcidé helyes befejezését segitik és poli-
A szekvenciat adnak a transzkriptumhoz. Ezeket az elemeket a
szakirodalomban mar leirtak [Gielen és munkatdrsai, EMBO J. 8,
23-29 (1989)], és kivant esetekben megvaltoztathatdk.

Magasabbrendd noévényekben az idegen gén inszercidjadhoz nagy
szamu kloénozd vektor &ll rendelkezésre, amelyek tartalmaznak egy
E. coli replikacidés szignalt és egy, a transzformalt baktérium-
sejtek szelekcidjahoz szilkséges marker gént. Ilyen vektorok pél-
daul a pBR322, pUC sorozatok, M13mp sorozatok, pACY184, stb. Az
idegen DNS a vektorba a megfeleld restrikcids helyen
inszertalhaté be. Az igy kapott plazmidot haszn&ljuk az E. coli
sejtek transzformaldsara. A transzformadlt E. coli seijteket a
megfeleld tapkozegben tenyésztjik, ezutdn a sejteket elkildnit-
jik, lizaljuk, hogy a plazmidhoz hozzaférjunk. Elemzd mbédszerek-
ként &ltalaban restrikcidés analizist, gélelektroforézist és to-
vabbi biokémiai és molekuldris bioldgiai mddszereket haszndlunk
a kapott plazmid DNS Jjellemzésére. Mindegyik manipulécidét kdve-
téen a plazmid DNS hasithatd és a DNS fragmentumok més DNS szek-
venciakhoz kapcsolhatdék. Minden plazmid DNS szekvencia ugyanabba
vagy mas plazmidokba kldénozhatéd.

Szamtalan mdédszer létezik a DNS beillesztésére, példaul no-
vényli gazdasejtekbe. Ezek a technikdk a novényi sejtek transz-
formalasabdél allnak Agrobacterium tumefaciens vagy Agrobacterium

rhizogenes baktériumok (mint transzformdldé agensek) T-DNS-ének



felhaszndlésaval, protoplaszt fuzidval, injektéléassal, DNS~-
elektroporéaciodval, DNS-inszertdlasdval Dbiolisztikus mdédszerek
segitségével valamint tovabbi lehetd&ségekkel.

A DNS beinjektalasadhoz és az elektroporacidjihoz a novényi
sejtekben nincs specidlis kovetelmény a haszndlanddé plazmiddal
kapcsolatban. Lehetdség van egyszerl plazmidok, mint példaul pUC
szarmazékok felhasznaldsara. Mindamellett, ha az ilyen transz-
formalt sejtekbdl teljes novényt regenerdltatnak, szelektdlhatéd
markernek jelen kell lennie. A kivant gén ndvényl sejtbe toérténd
inszertalasanak médjatél figgden tovabbi DNS szekvencidk lehet-
nek szikségesek. Példaul, ha a transzformdlashoz Ti vagy Ri
plazmidot haszndlunk, legaldbb a Ti és Ri plazmidok T-DNS-ének
jobboldali borderszekvenciajat, de gyakran a bal- és jobboldali
borderszekvenciakat is szegélyezd régidként az inszertalandd gé-
nek mellé kell koétni.

Amennyiben agrobaktériumot haszndlunk a transzformacidhoz,
elényods, ha az inszertalandd DNS-t specidlis plazmidba
klénozzuk, kilondsen intermredier vagy binaris vektorba. Az
intermredier vektorok a T-DNS-sel homoldg szekvencidiknak ko-
szénhetéen homoldg rekombindciéval az agrobaktériumok Ti vagy Ri
plazmidjédba tudnak integralddni. Ez a plazmid tovabba tartalmaz
egy vir régiét, amely a T-DNS transzferéhez sziikséges. Az inter-
medier vektorok nem képesek replikdlddni az agrobaktériumokban.
Az intermedier vektorokat segitd plazmid felhasznalasaval lehet
Agrobacterium tumefaciensbe juttatni. A bindris vektorok mind az
E. coliban, mind az agrobaktériumokban képesek replik&lédni.
Ezek szelekcidés markergént és egy linker vagy polilinker régidt

tartalmaznak, amelyet a T-DNS jobb és bal hatdrszekvenciaja vesz



koril.

Ezek kozvetlenul agrobaktériumokba juttathatdédk. A gazdaként
szolgald agrobaktériumnak tartalmaznia kell egy vir régiét hor-
dozé plazmidot. A vir régié szikséges a T-DNS nodvényi sejtbe ju-
tasahoz. Tovabbi T-DNS is jelen lehet. Az ilyen médon transzfor-
malt agrobaktériumot novényi sejtek transzformdldsdra hasznal-
juk.

A DNS noévényi sejtbe juttatdsdhoz a novényi explantdtumokat
Agrobacterium tumefaciens vagy Agrobacterium rhizogenes baktéri-
ummal eredményesen tenyészthetjik egylitt. Ezutdn a fertdzdtt no-
vényi anyagbdél, mint példaul levéldarabkakbdl, szarszegmensek-
b&l, gydkerekbdl, protoplasztokbdl vagy szuszpenzidban tenyész-
tett novényi sejtekbdl, amelyeket a megfeleld médiumban tartot-
tunk (amely médium antibiotikumot taftalmazhat a transzformalt
sejtek szelekcidjahoz), ismét teljes ndvény regenerdltathatd. Az
igy kapott novény ezutadn tesztelhetd a bejuttatott DNS jelenlé-
tére. Tovabbi lehetéségek is ismertek idegen DNS bejuttatasara
biolisztikus mddszer felhasznaldsaval vagy protoplaszt-fuzidval.

Egysziki novények transzformadldsdnak alternativ lehetdéségei
a biolisztikus médszer, a protoplasztok elektromosan vagy kémiai
uton indukalt DNS felvétele, a részlegesen permedbilissid tett
sejtek elektroporaciéja, a DNS makroinjektdldsa a viragzatba, a
DNS mikroinjektaldsa mikrospdéradkba és eldembridkba, a csirazéd
pollen altali DNS-felvétel és az embridk DNS felvétele duzzasz-
tadssal [bsszefoglalésa: Potrykus, Physiol. Plant, 269-273.
(1990)]. Bar a kétszikdi  novényekre fejlesztették ki az
Agrobacterium tumefaciens Ti plazmidjén keresztul torténd

transzformacidét, tobb tanulmédny ramutat, hogy egysziki névények



transzformadcidéja is lehetséges agrobaktériumokon alapuld vekto-
rok segitségével.

A talalmany szerinti eljédrdsban felhaszndlhaté transzgénikus
gazdaszervezetek elvben barmely fajhoz tartozé noévények lehet-
nek, azaz mind egyszikliek, mind kétsziklek. A haszonnévényeket
részesitjik eldényben, kiUlondsen ilyen novény példadul a buza, az
arpa, a rizs, a kukorica, a cukorrépa, a burgonya, a kaposztafé-
1ék, a pillangbés viraguak vagy a dohany. A kivant fehérje
expresszaltatdsahoz vagy a kémiai indukald anyaggal toérténd ke-—
zeléshez kivanatos novényi részek elvileg barmely névényi részre
vonatkozhatnak, 1igy feltétlenil ezeknek a ndvényeknek a szapori-
td anyagara és a begydjtott terményre, példaul termésre, magvak-
ra, szarcsomdkra, gumdkra vagy hagymdkra, gyoktdrzsekre, magon-
cokra, dugvanyokra, stb.

Tovabba barmely fehérje, kildéndsen egy diagnosztikai fehér-
je, egy teréapias fehérje és/vagy egy anyagfehérje termeltethetd
a talalmany szerinti eljarassal. A fehérje barmely él&lénybsl
szarmazhat, kiloéndsen emberbdl vagy &llatbdél. A fehérje vad ti-
pusu vagy médositott formédban egyardnt jelen lehet. Lehet fuzids
protein vagy egy fehérjefragmens.

Egy eldényds megvaldésitasi médban, a kémiai indukdld anyaggal
valdé érintkeztetést a taldlmény szerinti eljaras (b) 1lépésében
hajtjuk végre a gazdaszervezetet korulvevd gadzfadzison keresztil.
Ezt eldny6sen a gazdaszervezetet korulvevd gazfdzis moédositdsa-
val érjik el, példaul a gazfédzis hordozdként szolgdl az indukci-
6s stimulushoz azaltal, hogy az indukalé oldatot ide porlasztjuk
be vagy azt illékony indukdldé anyaggal 4arasztja el. A gazfazis

moédositasa a gazdaszervezetben eldénydsen egy specidlis indukcidt



eredményez, példaul az érintett promdterét. Csupén fizikai okok-
bdél, a diffdzidés effektust kihasznadlva, az indukcidés stimulus
homogén eloszlésa érhetd el egy bizonyos idé eltelte utan. E ho-
mogén eloszlas elérési ideje jelentdsen lerdvidithetd, ha a gaz-
fazist a reakcidkamraban aktivan keverjiuk. Igy kiilondsen az egy-
massal szorosan hataros sejtanyagok esetében, mint példaul a no-
vényi leveleknél, alga- és mohaszoveteknél, egyenletes és gyors
penetracidé érhetd el. Kiuldnosen az igen kompakt szdvetek, mint
példaul a burgeonyagumd esetében, a taldlmany szerinti gyors szo-
vetl penetracid nagy eldényt jelent.

A szakterileten jaratos személy szdmdra ismertek a megfeleld
gaznemi induké&ld anyagok csakugy, mint a gadzfazis lehetd legeld-
nydsebb  mdédon torténd megvaltoztatasanak kdérilményei. Az
Anaerocoult rendszer (Merck, Darmstadt, Germany) anaerob kdrnye-
zetet 4llit eld az oxigén megkodtésével és széndioxid kibocsatéas-
sal. Ebben a rendszerben a kukoricabdél szarmazd GapC4 promdtert
a széndioxid atmoszféra anaerob médon indukdlja [Bilow, L. és
munkatarsai, Molecular Plant-Microbe Interactions, 182-188
(1999)]. Ugyanezt a hatdst lehet elérni ipari nitrogén bejuttatéa-
saval. Egy tovabbi példat képvisela "patogenezissel kapcsolatos
fehérje" prométerek, mint példaul az L-fenilalanin amménium 1lidz
prométerek, a kalkon szintaz vagy "hidroxiprolinban gazdag
glikoprotein" prométerek etilénnel torténd indukcidja [Ecker, J.
R. és Davis, R. W., Proc. Natl. Acad. Sci USA 84, 5202-5206
(1987)].

Aki a szakterilleten jaratos, ismeri a porlasztidsra alkalmas
oldékony induktrokat és a porlasztadshoz sziikséges legmegfeleldbb

koérilményeket. Irodalmi  hivatkozasokbdél ismert egy kiméra
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transzkripcidés-indukcids rendszer, amelyet a szolubilis
dexametazon indukal [Plant J. 11, 605-612 (1997); Kunkel és mun-
katarsai Nature Biotechnol. 17, 916-918 (1999)]. A kukorica Incwl
prométerét a D-glukdéz aktivalja [Chen, W. H. és munkatérsai,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96, 10512-10517 (1999)]. Sok
"patogenezissel kapcsolatos fehérje" promdéterét szalicilsav ak-
tivalja [Gaffney és munkatarsai, Nature 261, 754-756 (1993)]. Egy
illékony induktor a metil-szalicilédt, amely novényi felvételekor
szalicilattéa alakul, mely, ahogy fentebb leirtuk, szintén indu-
kaloé hatassal bir [Shulaev, V. és munkatédrsai, Nature 385, 718-
721 (1997)]. Az oldatok, példidul prométer indukdld (bio)kémiai
anyagok porlasztasanak megvan az az eldénye, hogy technikailag
egyszerlen kivitelezhetd, az indukdld anyag egyenletesen oszlik
el a szovetek koril valamint egyenletesen diffundal azokba. Egy
gyorsan létrejovs, egyenletes eloszlads elsésorban a gazfazis
erbételjes kevertetésével érhetd el. Tovabbad a kapott koncentra-
cidkilonbségek egy egyszerli és hatékony egyensulya érheté el,
igy szabalyozott eljarasi korilményeket lehet biztositani. Egy
kiilénésen eldényds megvaldésitdsi médd szerint az RH5992 mezdgazda-
sagi vegyszert (tebufenozid, Rohm és Haas, Croyden, U.K.) hasz-
ndljuk porlasztéasra. Az RH5992 egy kiméra transzkripciéds
aktivator fehérjén keresztil hat az indukdlandd prométer induk-
toraként [Gatz és Lenk, Trends in Plant Science, 3, 352-358
(1998)]. A prométert specifikusan az RH5992 kapcsolja be, e nél-
kil a komponens nélkil az inaktiv. Ebben az esetben az induktor
az indukalandé szoveteket példaul egy folyamatos légaramlat se-
gitségével egységesen beboritja. A promdéter aktiv indukcidéjat a

szovetek felszinérél a sejtekbe vald diffuzidé eredményezi. A
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szakterlleten jartasak ismerik az eldrasztdshoz szikséges illé-
kony induktorokat és az &ltaluk induk&lhatdé promdtereket. Legin-
kdbb a metil-szalicildtot kell megemliteni, amely a névénybe
torténd felvételekor szalicilattd alakul, amely, ahogy mar fen-
tebb emlitettik, induk&ldé hatassal bir (Shulaev, V. és munkatdr-
sai, fentebbb). Az illékony indukdldé anyagok masik példaja az
etanol, amely az Aspergillus nidulansbél szarmazd alcA promdtert
aktivalja transzgénikus dohdnynovényben [Caddick, M. X. és munka-
tarsai, Nature Biotechnology, 16, 177-180 (1998)]. Az aktiv el-
arasztashoz folyékony vagy sziladrd (illékony) induktor sziikséges
egy megfeleld légnemd hordozé médiummal a illékony gazfazis ki-
alakitasahoz. Ezenkivul célszerd a gazfazist folyamatosan kever-
tetni, hogy az indukdldé anyag egyenletes eloszlast mutasson.

Egy kilodontsen eldnyds megvaldsitasi mdéd szerint a kémiai in-
dukaldé anyaggal vald kontaktust a taldlmédny szerinti eljaréas (b)
lépésben valdésitjuk meg a gazdaszervezetet korulvevd folyadékfa-
zison keresztil. Ezt elsésorban a szilard vagy folyékony induka-
16 (bio)kémiai anyagok oldatain keresztiil lehet elérni. Ezzel
kapcsolatban a szolubilis induktorok porlasztédsra tett fenti
megallapitésokra hivatkozunk. Kedvezd lehet, ha a kémiai induk-
tor anyagot virus szuszpenzidkon keresztil juttatjuk a gazda-
szervezetbe, mint példdul a dohany esetében a dohany mozaik vi-
russal (TMV), azaz azzal egyutt fertdézzik.

A talalmény szerinti eljards egy kuldndsen eldényds megvald-
sitasi médja szerint a kivant fehérjét kddold gént egy indukal-
haté prométerhez kotjuik. A szakteriileten jartasak ismerik az er-
re a célra alkalmas megfeleld prométereket és induktorokat (lég-

neml, folyékony vagy szildrd, illékony anyagok). Ezek kdzé az
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alabbi, mar leirt rendszerek tartoznak: a fentebb emlitett GapC4
prombéter / CO, rendszer (Bilow és munkatdrsai, fentebb), a kuko-
ricabdél szarmazd Adhl prométer / anaerobidzis rendszer [Ellis és
munkatarsai, EMBO J. 6, 11-16 (1987)], a fenilalanin amménium
liaz prométerek, kalkon szintéz prombéterek vagy
"hidroxiprolinban gazdag glikoprotein" prométerek / etilén rend-
szer (Ecker, J. R. és Davis, fentebb), a kiméra transzkripcids
indukcidés rendszer / dexametazon (Plant J., fentebb), a kukori-
cabdél szarmazé Incwl promdter / szachardéz vagy D-glikdéz (Chen és
munkatarsai, fentebb), sok "patogenezissel kapcsolatos fehérje”
prométer / szalicilsav vagy metil-szalicilat (Gafney és munka-
tarsai, fentebb; Shulaev és munkatéarsai, fentebb), az
Aspergillus nidulansbél szarmazé alcA prombdéter a transzgénikus
dohanyban / etanol (Caddick és munkatarsai, fentebb).

A promdéter eldénydsen egy olyan promdéter, amely inaktiv aerob
korilmények koézoétt, mint példdul az Adhl prombéter GapC4
prométere, és az indukcidé a gazfdzis olyan mdbddositasaval joén
létre, mint a dezoxidacidé. Ebben az esetben az anaerob médon in-
dukd&lhaté GapC4 promdéter (DE 195 47 272 szaml német kdzzétételi
irat) kiulondsen eldényds, példaul betakaritott transzgénikus no-
vényi szoveteknél, mint példdul a burgonyagumdékndl. A legtobb
novényi promdéter anaerob korilmények kozott nem mikodik, mig a
GapC4 prométer aerob koridlmények kozott kapcsol ki, és egyszeri
dezoxidé&cidéval bekapcsolhatéd (Bilow és munkatdrsai, fentebb). Ez
példaul ugy érhetdé el, hogy nitrogént vagy széndioxidot jutat-
tunk a reakcidkamraba. Igy néhany 6ra alatt egy teljesen anaerob
kérnyezet &allithatdé eld a promdéter indukcidjdhoz illetve az ide-

gen fehérje termeléséhez még akkor is, ha teljesen ép burgonya-
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gumbékrél van is szbd.

A talalmany szerinti eljaras egy masik, eldényds megvaldsita-
si mébdja szerint a kivant fehérjét kdédold gént a transzkripcid
és/vagy transzlacidé funkcionadlis gatlasdnak kompenzacidéjaval in-
dukaljuk. Az arpabdl szarmazé HRT fehérje (represszor) jé példa
a transzkripcidé gatlasara. A represszor az A&rpa o-amildzéanak
"gibberellin fitohormon valasz elem" nevli promdéteréhez kot
[Raventos, D. és munkatarsai, J. Biol. Chem. 273, 23313-23320
(1998)]. Ha ez a represszor a transzgénikus ndévényben aerob ko-
rilmények kozott a CaMV 35S promdter kontrollja alatt kifejezd-
dik, a kivént fehérje és annak promdétere koézé inszertdléddott
célszekvencidhoz kot. Ha anaerob koriulményeket teremtiink, 35S
prométer nem mikdédik, a represszor neoszintézise 1ledll, ennél
fogva a fentebb emlitett gén a meglévd represszorok degradacid-
javal aktivaloédik.

A transzlacids gatlas egyik példdja a ferritin transzkriptum
transzlacidéjanak gatlasa a buzacsira kivonatban egy patkdnymaj-
b6l szarmazd 90 kDa-os represszor expresszidjaval, mely
represszor a ferritin mRNS 5' nem transzlaldédd régidjdhoz kots-
dik. A ferritin mRNS-t a kivant fehérjét kbédold cDNS szekvencia
elé inszertaljuk, és a represszort a transzgénikus névényben ki-
fejezzik.

A represszor aktivitasat egy induktor vagy egy inhibitor
kozvetlenil is szabdlyozhatja. Példaul a borsdéban taldlhatd PS-
IAA4/5 és PS-IAA6 promdterek szabdlyozott transzkripcidés aktiva-
cidéjat indolecetsav vagy cikloheximid hozzdadasaval lehet elérni
ugy, hogy amig ezek az aktivatorok jelen vannak, transzkriptum

nem képzdédik [Koshiba, T. és munkatdrsai, J. Mol. Biol. 253, 396-
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413 (1995)]. A tet operator transzlacidés repressziéjat a
transzgénikus Arabidopsis nodvényekben példaul tetraciklinnel
kozvetlenil kompenzadlni lehet [Ulmasov, B. és munkatdrsai, Plant
Mol. Biol. 35, 417-424 (1997)].

Egy kuldndsen eldnyds megvaldsitasi médd szerint a taldlmény
szerinti eljaras azzal jellemezhetd, hogy a kivant fehérjét ké-
doldé gént funkcionalisan egy promdéterhez kotjik oly médon, hogy
egy, az alabbiakban jellemezhetd nukleinsav inszertalddjék a
prométer és a gén ko&zé: (a) megakadalyozza a gén transzkripcio-
jat és/vagy transzlaciéjat; és (b) indukcid segitségével eltavo-
lithaté, ami génexpresszidt erdményez. Igy a kivant gén transzk-
ripcidéja vagy transzlacidéja nem indukdlt 4&llapotban gatolt, és
ezaltal a gén altal kdédolt idegen fehérje sem képzddik. A taldl-
many szerinti eljaras egy még eldnydsebb megvaldsitdsi moddja
szerint az inszertdlt nukleinsavat egy represszalt és indukalha-
té rekombinadz vaghatja ki. A rekombindzt kdédold gén ebben az
esetben vagy kiuldn inszertumként taldlhaté meg a gazdandvényben
vagy magan az inszertdlt nukleinsavon helyezkedhet el. 1Igy a
helyspecifikus rekombinacid, ezzel egylitt a nukleinsav kivagoda-
sa csak a rekombindz (bio)kémiai anyaggal vagy genetikai induk-
torral torténd aktivalasa utédn torténik meg. Ennek eredményekép-
pen a kivant gén kozvetlenil a prométer mdgé kertil, ami a
transzkripcidét és transzlaciét 1inicidlja, 1igy megkezdédik az
idegen fehérje bioszintézise. A rekombindzt aktivald induktorral
kapcsolatban a prométer indukdlé rendszerekkel kapcsolatban tett
megallapitasokra hivatkozunk. Féként azt emlithetjik meg, hogy a
rekombinaz gént virus is hordozhatja, példaul a TMV, és addig

nem aktivalddik, amig gazdaszervezet nem fertdz&dik meg.
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A talalmany szerinti eljardshoz leginkdbb az LBD rekombinaz
(WO 95/00555 sza&mu nemzetkdzi kozzétételi irat) rendszert része-
sitjik elényben. Ez a promdéter és az expresszalni kivant gén ko-
zé az alabbi médon inszertdlddik:
5'-prométer--R-- LBD rekombinaz --R--az expresszalni kivant gén-
~terminator-3'

(R = LBD rekombindz rekombindcidés helye)

A rekombinazt az LBD doménnel torténd fuzid inaktivalja. A
novényi anyagot betakaritasa utan induktorral, példaul
6sztradiollal inkubaljak, ez az idegen fehérje termelését akti-
valja az LBD doménhez kotsdve. Ennek  eredményeképpen a
rekombinaz aktivalddik és a rekombindzt kdédold cDNS fragmens en-—
nél fogva kivagdédik mindkét rekombindcidés helyénél, 1igy az
expresszalni kivant gén kozvetlenil a promdéter mogé keriil. EzEal-
tal az expresszalni kivant gén transzkripcidéja és transzlacidja
lehetdévé valik, és az idegen fehérje szabdlyozott korilmények
kb6zbtt termelddik.

A taldlmany szerinti eljdrds egy masik eldnyds megvaldsitasi
médja azzal Jjellemezhetd, hogy a kivant fehérjét kdédold gén
expresszidéjat ugy érjuik el, hogy kompenzaljuk a transzkripciés,
poszt-transzkripciéds, transzléaciéds vagy poszt-transzlacids
represszor hatasat, a represszort a koétott nukleinsavtdl vagy az
indukdlandé fehérjeszekvenciatdl egy kilsd stimulussal kiilonitiik
el. A transzkripcidé és/vagy transzlacid funkciondlis gatléasanak
kompenzdcidéjara tett fenti megdllapitédsokra hivatkozhatunk.

Végil, a taldlmany egy olyan eljarasra vonatkozik, amelyben
a kilonboz8 fent emlitett indukcids mechanizmusokat kombindljuk,

példaul egy kétkomponenses rendszerként. Kovetkezésképpen az
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idegen gén expresszidéjanak egy még szigorUbb szabdlyozasa valéd-
sul meg, példaul a transzgénikus novényekben, és igy még nagyobb
mértékd bioldégiai biztonsag érhetd el, ugyanakkor a noévény élet-
tana szempontjabdl negativ hatdsokat potencidlisan ki lehet ki-
szo6bolni. Példaul egy gaznemli anyaggal indukdlhatdé prométer,
mint példaul a kukoricdbdél szarmazd, anaerob koérilmények hatdsa-
ra bekapcsoldé GapC4 prométer, vagy egy represszoron alapuld
rendszer, egy masik rendszerrel, mint példaul egy rekombinadcién
alapuldé rendszerrel kombindlhaté azért, hogy a megfeleld idegen
gén transzkripcidéja, amely mikoédése az induk&lhatdé prométertdl
fligg, csak akkor legyen lehetséges, ha a prombéter és a gén sza-
bdlyozott rekombindcidval rekombinadlddott. Példaul, a fentebb
emlitett LBD rekombinaz rendszert (WO 95/00555 szami nemzetkdzi
kozzétételi irat) haszndlhatjuk fel rekombindcids rendszerként,
amely az LBD rekombindz fehérjét kdédold cDNS 5' rekombindcids
helyb8l és a rekombinaz 3' rekombindcidés helybd8l &ll. Ebben a
kétkomponensd rendszerben aerob korilmények koézdtt a promoédter
inaktiv. A rekombindz az LBD doménnel vald fuzid kodvetkeztében
szintén inaktiv. Igy kettds represszié jon létre. Az idegen gén
nem expresszalddik mezd&gazdasdgi illetve kertészeti korilmények
kozott, még akkor sem, ha valamelyik represszor rendszer nem
teljesen gatolt valamely kornyezeti stimulus miatt. Ezt a nega-
tiv hatast a masodik represszids rendszer kozombositi. A ndvényi
anyag betakaritasa utdn LBD domén-kotd induktort adunk hozza az
idegen fehérje termelése céljabdl, tovadbbd a reakcidkamréban
anaerob koérilményeket allitunk el8. Ez egyrészrdl aktivalni fog-
ja a rekombinazt, ennél fogva a rekombindzt kédold cDNS fragmens

kivagddik mindkét rekombinacids helynél, és igy az
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expresszalandd gén kozvetlenil az anaerob promdéter mellé keril.
Ezutdn anaerob korilmények létrehozadsaval lehetdvé valik az
expresszalandé gén transzkripcidéja és transzlacidja, és az ide-
gen fehérje szabalyozott korilmények kozott termelddik.

A talalmany tovabbi targyat képezik azok a gazdaszervezetek,
amelyek a kivan fehérjét kdédold gént ugy tartalmazzadk, hogy az
csak kémiai induktor jelenlétében expresszalddjék. A gazdaszer-
vezetek féként azok, amelyek mutatjdk a fentebb emlitett
transzgénikus tulajdonsagokat. Ezzel kapcsolatban a korabbi meg-
dallapitédsainkra hivatkozhatunk.

A kovetkezd példak a taldlmadny megmagyardzasara szolgalnak.

1. példa. Az scFv anaercb, betakaritas utani termelése burgonya-
ban

PCR reakcidé segitségével az anaerob mdédon indukalhatd GapC4
prométert (DE 195 47 272 sza&ml német kozzétételi irat) ugy mddo-
sitottuk, hogy 5' végén egy HincII és egy Ncol hasitd helyet
tartalmazzon. A PCR reakcidhoz a kovetkezd primerpart alkalmaz-
tuk:
HincII-pGapC4 primer: CATGTCAACACATAAGGAAGAAGAGGTAGAAAG
pGapC4-Ncol primer: CATGCCATGGATCGATGACGGGGTTGGCGAGTGTG

Artsaenko és munkatarsai [Molecular Breeding 4, 313-319.
(1998)] &ltal leirt cDNS-t, amely az endoplazmatikus retikulumban
talalhaté scFv antitestet kdédolja, 1linker-ligdlas segitségével
[S' végen CATGCCATGGCATG-vel, (5'-foszforildlt oligonukleotid)];
3' végen GCTCTAGAGC-vel (5'-foszforildlt oligonukleotid) médosi-
tottuk ugy, hogy az 5' végen egy NcoI, a 3' végen pedig egy Xbal
restrikciés hely legyen. A pRT100 plazmidbdl [Tépfer és munkatar-

sai, Nucleic Acids Research 15, 5890 (1987)] HincII és Xbal rest-
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rikcidés hasitést alkalmazva kivagtuk a CaMV 35S promébtert. He-
lyére a két fentebb leirt, a GapC4 promdétert illetve a scFv an-
titestet kd&édold nukleinsav fragmenst inszertdltuk. HindIII en-
zimmel torténd részleges emésztést kdvetden az expresszids ka-
zettat izolaltuk, és a pSR 8-30 bindris vektorba [Diring és mun-
katarsai, Plant Journal 3, 587-598 (1993); Porsch és munkatar-
sai, Plant Molecular Biology, 37, 581-585 (1998)] inszertaltuk.
igy kaptuk meg a pSR 8-30/Gap-scFv(ox) vektort.

Ezt a vektort haszndltuk E. coli SM10 (Koncz és Schell,
Molecular and General Genetics 204, 383-396 (1986)] transzforma-
lasara. A transzformansokat Agrobacterium GV 3010 toérzzsel
(Koncz és Schell, fentebb) egy éjen at 28°C-on inkubdltuk [Koncz
és munkatarsai, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84, 131-135
(1987). A szelekcidét karbenicillin jelenlétében végeztiik, ehhez
a fenti expresszids vektorokban a bla génnek jelen kellett len-
nie. Agrobacterium tumefaciens szelekcids kldénjait tettik egy
Dessirée fajtaju burgonyanovény olyan levagott leveleihez, ame-
lyet a kozépsd levélerezetnél tobbszor megkarcoltunk, majd a le-
veleket két napig sotétben 28°C-on inkubdltuk. Ezutan az
agrobaktériumokat lemostuk, novényi novekedési faktorokat ada-
goltunk a burgonya levelekhez, hogy igy Uj hajtasok regeneraldd-
janak. Kanamicin (100 mg/ml) téptalajhoz valé hozzdadasaval a
nem transzformalt sejteket elpusztitottuk. A nodvekedd sarjakat
levagtuk, és ezek novekedési faktorok nélkil, kanamicin Jjelen-
létében gyokeret eresztettek a médiumba. A burgonya névényeket
ezutdn a szokdsos mbédon tenyésztettik.

A scFv antitest expresszidéjat ugy detektdltuk, hogy levagott

levelanyagot vagy intakt vagy levagott gumdanyagot Anaerocoult
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rendszer (Merck, Darmstadt, Germany) segitségével induk&ltunk,
ahogy azt Bilow és munkatdrsai (1999, fentebb) leirtdk. 40 oéra
elteltével a leveleket Osszegyldjtottik, és elddrzsoltik. Az
expresszalt scFv antitestet a monoklonadlis 9E10-IgG (Cambridge
Research Chemicals, Northwich, Chesire, U.K.) ellenanyag segit-
ségével a keletkezd c-myc Tag alapjan detektdltuk, vagy L fehér-
je (Clontech, Palo Alto, CA, U.S.A.) vizsgalatdval Western
blotton vagy ELISA-n. E célbdél a burgonya teljes fehérjéjét izo-
laltuk és a megfeleld detektdld mddszereket alkalmaztuk.

Az expresszidra pozitiv transzgénikus burgonya novényeket
uveghazban (cserépben vagy melegdgyba) vagy szabadfsldédn mezdé-
gazdasagi vagy kertészeti korilmények kozoétt neveltik. A burgo-
nyagumbékat szokdsos médon betakaritottuk és té&roltuk. A scFv an-
titest betakaritas utani termeltetése céljabdl a gumdkat acél
(vagy mlanyag) reakcidtartalyokba helyeztiik, amelyek aljan egy
gazbebocsatd, tetejuikon egy gazelvezetd szelep volt. Az edényben
a levegdt gyorsan ipari nitrogénnel (vagy széndioxiddal) helyet-
tesitettik. A reakcidkamrdban a gézfazis 4&llandd Osszetételét
lassi gazdrammal (6éranként 1 m® géz/m2 teriilet) biztositottuk. 40
6éra multan a burgonyagumdkat kiemeltilk a reakcidkamréakbdl, homo-
genizaltuk &ket, a szildrd fazist centrifugdléassal eltavolitot-
tuk, és a feliluszé vizes fazist hasznaltuk az scFv antitest
kromatografias tisztitdsdhoz. A dezoxidacid eldtti és utdni al-
lapot 0&sszehasonlitasakor kimutathatdé volt, hogy mieldtt az oxi-
gént lecseréltik, nem volt scFv antitest termelés, ennek szigni-
fikéns termelése csak a gadzfazis cseréje utdn kovetkezett be.

2. példa. Rekombinacidé kozvetitett betakaritas utani termelés

transzgénikus burgonyaban
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Az Artsaenko és munkatarsai (1998) &ltal leirt cDNS-t, amely
az endoplazmatikus retikulumban taladlhatdé scFv antitestet kédol-
ja, az 1. példadban leirt linker-1ligdléds segitségével mddositot-
tuk ugy, hogy egy Ncol hasitasi helye legyen az 5' végén és egy
Xba hasitédsi helye a 3' végén. Ezt a nukleinsav szekvenciat
PRT100 plazmidba inszertaltuk a polilinker régiénal. Igy a
pRT100/scFv (ox) plazmidot kaptuk. A pRT100/scFv(ox) plazmid Ncol
hasitasi helyére egy szintetikus nukleinsavat inszertdltunk,
amely két FRT rekombinacidés helyet [Buchholz és munkatéarsai,
Nucleic Acid Res. 24, 3118-3119 (1996)] tartalmaz. Igy kaptuk meg
a pRT 100/FRT-scFv(ox) plazmidot. Az FLP-rekombindz LBD fehérjét
(WO 95/00555) kdédold cDNS-t PCR adaptdlt NcoI-Xbal fragmensként
inszertaltuk a pRT100 Ncol hasitédsi helyre, szensz orientaciéban
a CaMV 355 (Odell és munkatarsai, Nature 313, 810-812. (1985)]
prométer mogé (pRT 100/FLP plazmid). Erre a célra az alédbbi pri-
mert hasznaltuk:

NcoI-PLP-LBD-primer: CATGCCATGCCACAATTTGATATATTATGTTAAAAC
FLP-LBD-Xbal primer: GCTCTAGATCAGACTGTGGCAGGGAAACCCTC

A pRT 100/FLP plazmidbdl szadrmazd expresszids kazettdt rész-
legesen emésztett PstI fragmensként inszertaltuk a két FRT re-
kombinacidés hely ko6zé. eredményként a pRT 100/rec-scFv(ox)
plazmidot kaptuk.

HindIII enzimmel valdé hasitast kovetden a pRT 100/rec-
scFv (ox) plazmidbdl szarmazd expresszids kazettat izoldltuk, és
pSR 8-30 bindris vektorba [Diring és munkatdrsai, Plant Journal
3, 587-598 (1993); Porsch és munkatéarsai, Plant Molecular

Biology, 37, 581-585 (1998)] inszert&ltuk. Igy kaptuk meg a pSR

8-30/rec-scFv(ox) vektort. A transzgénikus burgonyansvényeket az
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1. példédban leirt médon nyertik.

Az scFv antitest expressziéjdnak kimutatédsa céljabdél in
vitro termesztett burgonyandvényeket 107 M koncentraciséju
0sztradiollal (Sigma Chemicals, St Louis, MO, U.S.A.) reagéltat-
tuk tapkozegen,és két napig tenyésztettik. Ezutdn a ndvényanya-
got begyljtéttik és elddrzsoltik. Az expresszalt scFv antiteste-
ket ismét c-myc Tagon (1ld. eldébb) vagy L-fehérjén keresztil Wes-
tern blottal vagy ELISA-val mutattuk ki. E célbdél a burgonyabdl
a teljes fehérje anyagot izol&ltuk és hasznaltuk fel a megfeleld
moédszerekben.

Az expresszidra pozitiv vonalak burgonyandévényeit kivettiik a
klonalis in vitro kulturédkbdl, és ilveghdzba tltettiik &t. Ezeket
az egyedi novényeket ekkor még nem kezeltik osztradiollal azért,
hogy rekombindcidé ne torténjen. A szabadfoldi termesztés szintén
normal mezdgazdasagi korilményeknek megfelelden tortént. A bur-
gonyagumbkat betakaritottuk és a szokdsos mdédon tdroltuk. Az
scFv antitest betakaritds utani termeléséhez a gumdékat 10°° M
koncentracidéju Osztradiol porlasztott oldataval kezeltilk a reak-
cidkamrdkban. Ennek technikai megoldasat az 1. példa tartalmaz-
za. 40 oOra mulva a gumdkat kiemeltiik a reakcidkamrabdl, homoge-
nizaltuk, a szildrd fézist centrifugédléssal eltavolitottuk, és a
vizes fazisbdl az scFv antitestet kromatografidsan tisztitottuk.
Az Osztradiol kezelés eldétti és utédni mintdk osszehasonlitasakor
kimutattuk, hogy scFv antitest termelése a kezelést megeldézden
nem volt, szignifikdns mennyiségl anyagot csak a kezelést kove-

téen lehetett kimutatni.
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Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras egy kivant fehérje elddllitasara egy transzgénikus
gazdaszervezetbdl, amelyben az e fehérjét kdédold gén a gazda-
szervezet Dbetakaritasaig nem expresszalddik, azzal Jjellemezve,
hogy

(a) a transzgénikus gazdaszervezet a kivant fehérjét kdédold
gént ugy tartalmazza, hogy az csak egy kémiai induktor jelenlét-
ében expresszalddjon; és

(b) az induktor anyaggal vald érintkeztetést a gazdaszerveze-
tet koridlvevd fazison keresztil azutdn valdsitjuk meg, hogy a
gazdaszervezetet betakaritottuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy a
fazis egy gazféazis.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemezve, hogy a
fazis egy folyadékfazis.

4. A 2. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy a
(b) lépésben a gazdaszervezetet korulvevd gazfazist egy induktor
oldatanak (szuszpenzidjanak) beporlasztdsaval vagy egy illékony
induktorral torténd elarasztidssal médositjuk.

5. A 3. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemezve, hogy a
(b) lépésben egy virus szuszpenzidéval fertdzink.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a kivant fehérjét kdbédold gént funkciondlisan
egy indukalhaté promdéterhez kapcsoljuk.

7. A 2., 4. és 6. igénypontok barmelyike szerinti eljéaras,

azzal jellemezve, hogy a gazfazist dezoxidacidéval mdédositjuk, és
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egy aerob korulmények kozott inaktiv promdtert alkalmazunk.

8. A 7. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
prométer a GapC4 promodter.

9. A 2., 4. és 6. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a (b) lépésben a kémiai induktor anyaggal
valdé érintkezést az RH5992 induktor porlasztdsadn keresztil vald-
sitjuk meg.

10. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eljéaras, azzal
jellemezve, hogy a kivant fehérjét koédold gén expresszidjat a
transzkripcidé és/vagy a transzlacidé funkciondlis gatlasanak kom-—
penzacidjaval indukaljuk.

11. A 10. igénypont szerinti eljards azzal jellemezve, hogy a
kivant fehérjét kdédolé gén funkciondlisan egy indukalhaté
prométerhez kapcsolddik ugy, hogy a prométer és a gén kozé egy
nukleinsavat van inszertalva, amely az aldbbi tulajdonsagokkal
jellemezhetd:

(a) megakadalyozza a gén transzkripcidjat és/vagy transzlaci-
6jat; és

(b) indukcidé utéan kivaghatd, és ez a gén expresszidjat ered-
ményezi.

12. A 11. igénypont szerinti eljards azzal jellemezve, hogy a
nukleinsav egy olyan nuklainsav, amely induk&lhatdé rekombindzzal
vaghatd ki.

13. A 12. igénypont szerinti eljards azzal jellemezve, hogy a
kivdganddé nukleinsav és a rekombindz a LBD rekombindz rendszer
tagjai.

14. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal

jellemezve, hogy a kivant fehérjét kédold gént a transzkripciés,
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poszt-transzkripciéds, transzlaciés vagy poszt-transzlacids
represszor hatédsédnak kompenzdldsaval expresszaljuk.

15. Az 1-14. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy, az a 6., 10., 11. és 12. igénypontokban megha-
tarozott eljarasok kozil legaldbb ketté kombinacidja.

16. Az 1-14. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a transzgénikus szervezet egy haszonnoévény.

17. A 16. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy
a haszonnévény buza, éarpa, kukorica, cukorrépa, cukornad, burgo-
nya, egy kaposztaféle, egy pillangds virdgu noévény vagy dohény.

18. Az 1. igénypont szerinti gazdaszervezet, amely a kivant
fehérjét kdédold gént ugy tartalmazza, hogy az csak egy kémiai

induktor jelenlétében expresszalddik.

A meghatalmazott:
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