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KIVONAT

A taldlmany targya eljaras egy in vitro reakci6 kataliza-

lasara, amely abban all, hogy

(1) transzgenikus — magvaiban egy enzim megnovelt
mennyiségét tartalmazé — ndvényekbdl magvakat
nyernek,

(ii) az emlitett magvakat hozzdadjak egy szubsztratot
tartalmazé reakcidelegyhez és

A leirds terjedelme 34 oldal (ezen beliil 17 lap abra)

(iii) az enzimet reagaltatjdk a reakcidelegyben 1évé
szubsztrattal.

A taldlmany targyat képezik tovabba ilyen magokat
termeld transzgenikus novények, ehhez expresszios
konstrukcidk eléallitasara szolgald eljarasok, és a ma-
gok alkalmazésa allatok tapértékfelvételének fokozdsa-
ra szolgalo eljarasban.
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A talalmany targya eljaras fontos enzimek el8allitasara
transzgenikus novények magvaiban, valamint az igy
eléallitott magvak felhaszndlasara az ipari folyamatok
soran, anélkiil, hogy az enzimet extrahdlni és/vagy izo-
lalni kellene.

Szédmos ipari folyamatban alkalmaznak enzimeket.
Ezek kozé tartoznak a detergens, textil, tej, élelmiszer
¢s uditd, tap és egyéb iparok.

Az enzimeket jelenleg ipari méretekben vagy fer-
mentacios eljardsokkal allitjak eld, vagy névényi, illet-
ve allati forrasokbol izolaljak. A mikrobidlisan termelt
enzimek ko6zé tartoznak a proteazok, amilazok,
cellulazok, pektinazok, fitizok és méasok. Ez enzimek
eléallitasa fermentacios eljarassal nagyon hatékony, és
tébb mint 10 gramm per liter taptalajtermels-képessé-
get lehet elérni.

Annak a lehet&ségét vizsgaljuk, hogy értékes fe-
hérjék elballitasara transzgenikus névények hasznalha-
tok-e. A pillanatnyilag ismert példak az interferon els-
allitasa dohanyban (Goodman et al., 1987), enkefali-
nok el6allitdsa dohanyban (Brassica napus és Arabi-
dopsis thaliana) (Vandekerchkove et al., 1989), anti-
testek eldallitasa dohanyban (Hiatt et al., 1990), vala-
mint humén szérum-albumin el8éllitdsa burgonydban
(Sijmons et al., 1990).

A gyakorlatban egyre novekv8 szami novényfaj
transzformacidja, foleg a kétszik( fajoké (példaul a do-
hany, burgonya, paradicsom, Petiinia, Brassica) rutin
eljardssa valt a szakteriileten jartas szakemberek szama-
ra (Klee et al., 1987; Gasser and Fraley, 1989). Az
idegen gének novényekben vald expresszidjanak straté-
gidja jol megalapozotta valt (Gasser and Fraley, 1989).
Novényi gének szabalyozo szekvencidit azonositottak,
amelyeket felhasznaltak olyan kiméra gének készitésé-
re, amelyeket expresszdlni lehet névényekben és nové-
nyi sejtekben.

A génkonstrukciok nvényekbe valé bevezetéséhez
szamos technoldgia ismert, példaul az Agrobacterium
tumefacienssel vagy Agrobacterium rhizogenes-szel va-
16 transzformaéci6. Ezt a stratégiat alkalmazva szdmos
novényi szovetet hasznaltak fel, a valasztas nagymér-
tékben fliggott a novényfajtol és szovettenyészetben va-
16 elérhetdségétdl. A sikeres példék kozé tartoznak a
protoplasztok, mikrospérak vagy pollenek, valamint az
explantumok, gy mint a levelek, szarak, gyockerek,
hipokotilok és kotilok transzformaciéi. Emellett hasz-
ndljak a DNS direkt bejuttatdsi modszerét proto-
plasztokba és novényi sejtekbe vagy szovetekbe, példa-
ul a mikroinjektalast, elektroporaciot, részecskebomba-
zast és kozvetlen DNS-felvételt (Gasser and Fraley,
1989).

Fehérjéket a ndvényi magvakban szamos kiilonbszd
expresszios rendszerrel eld lehet allitani. Példaul, egy
konstitutiv promoter, igy mint a karfiol mozaikvirus
(CaMV) (Guilley et al., 1982) 35S promotere azt eredmé-
nyezi, hogy az expresszalt fehérje felhalmozddik a mag-
vakban, tobbek kozott a transzgenikus névényekben. Egy
masik modszer szerint a magvak tartalék fehérjéit kodold
gének promotereit alkalmazhatjuk. A mag tartalék fehér-
jék erBsen szovetspecifikus és allapotspecifikus médon
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expresszalodnak (Higgins, 1984; Shotwell and Larkins,
1989), azaz a gének csak a magvakban expresszalodnak,
és csak a mag fejlédése soran.

Egy mag tartalék fehérjét (osszefoglalva: Higgins,
1984; Shotwell and Larkins, 1989) dgy hatirozunk
meg, mint barmely olyan fehérje, amely jelentds
mennyiségben (a mag 6sszfehérjének egészen a 90%-
ig) akkumulélodik a fejl3dé magban, és amely a csir-
zés sordn hidrolizal, ezzel tapanyagforrast szolgaltat a
paldntak korai novekedéséhez. A fehérjék egy sejten
beliili térrészben talalhatok, ezeket nevezik fehérjetes-
teknek, vagy tarol6 vakudlumoknak. Ez a fehérjetest
protedz inhibitorokat tartalmaz, és egy protedzmentes
kornyezetet biztosit. A tartalék fehérjéket lebontd
protedzok a csirdzds utan 3-6 nappal valnak aktivva
(Larkins, 1981).

Szamos tartalék fehérje gént izolaltak és jellemez-
tek, valamint az 5” és 3’ hatarol6 régidkat is jellemezték
(0sszefoglalas: Casey and Domoney, 1987). A globuli-
nokra és albuminokra példak lehetnek a széjabab
glicinin és konglicinin génjei (Fischer and Goldberg,
1982; Harada et al., 1989), a bors6 legumin és vicilin
génjei (Lycett et al., 1984; Higgins et al., 1988), a 118
l6bab gén (Baumiein et al., 1986), a 7S phaseolin gén a
Phaseolus-bol (Doyle et al., 1986), a cruciferin és napin
gének a Brassica-bél (Ryan et al., 1989; Scofield and
Crough, 1987; Radke et al., 1988), a heliantin gén a
napraforgobdl (Vonder Haar et al., 1988; Jordano et al.,
1989), valamint a 2S albumin és cruciferin gének az
Arabidopsis thaliana-bol (Vandekerckhove et al., 1989;
Pang et al., 1988). Mas példak talalhatdk a prolamino-
kat és glutelineket kédol6 génekben (Casey and
Domoney, 1987). Altalaban, a tartalék fehérjéket
multigéncsalanok kédoljak.

A magvak tartalék fehérjéi génjeit dohany, petinia
és repce novényekbe vitték at (Okamura et al., 1986,
Beachy et al. 1984; Sengupta-Gopalan et al., 1985;
Higgins et al., 1988; Ellis et al., 1988; Barker et al.,
1988; Vandekerckhove et al., 1989; Altenbach et al.,
1989). A borsé bétaphaseolin 5’ szabalyozé régidjat
hasznaljuk a béta-gliikuronidaz (Bustos et al., 1989), a
fitohemagglutinin (Voelker et al., 1989), a luciferdz
(Riggs et al., 1989), és a zein (Hoffman et al., 1987)
expresszidjanak a szabalyozasara (Bustos et al., 1989)
dohényban. Az Arabidopsis thaliana 2S albumin génjé-
nek a promoterét hasznaltédk egy ugyanabbdl a fajbol
szarmaz6 moédositott 2S albumin expresszidjanak sza-
balyozéséra dohanyban, Brassica napus-ban és Ara-
bidopsis thaliana-ban (Vandekerchkove et al., 1989).
A fentickben emlitett géneket szbvetspecifikus és fejlé-
désileg szabalyozhaté médon expresszaltak, azaz mag-
ban a mag fejlédése soran. Mindegyik kozleményben
valtozott az expressziés szint, de a mag 6sszfehérje
1,7%-4t kitevd szintet is elérte (Voelker et al., 1989).
Ugy talaltik, hogy a cDNS a heterolég expresszidban
helyettesitheti a genomialis DNS intronjait, a funkci6-
képes és stabil mRNS alapjaiként (Chee et al., 1986).
Ezek az eredmények azt igazoljak, hogy egy, a névényi
molekularis biologia teriiletén jartas szakember képes
stratégidkat tervezni egy adott gén mag-specifikus
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expresszalasara egy kivalasztott névényfajban, amely
megkozelithetS a transzformacios technologidval.

A kétszikiiek magvainak a fejlédése sordn az Gsszes
fehérje-szintézis nagy része a tarold parenchyma sejtek
fehérje-testeinek a vakuodlumaiba iranyul. Ennek a fo-
lyamatnak a szabalyozasara a fehérjék altalaban pre-
kurzorok formajéban szintetizalédnak. A prekurzor fe-
hérjék hidrofob szignal-peptideket tartalmaznak, altala-
ban az N-terminélison, amelyek egy adott 1épésben le-
hasadnak. Nagyszamu tartalék fehérje szignal-peptidet
irtak el (Doyle et al., 1986; Pang et al., 1988; Vonder
Haar et al., 1988; Iturriaga et al., 1989; Dorel et al.,
1989; Voelker et al., 1989; Hattori et al., 1985; Lycett et
al., 1983; Smith and Raikhel, 1989).

A szignal-peptidek altalanos alkalmazhatésaga
heterolog expresszios rendszerekben (példaul Sijmons
et al., 1990; Vitale and Bollini, 1986; Slightom et al.,
1986; Della-Cippa et al., 1987) alatamasztani latszik azt
az elméletet, hogy ha egy szignal-peptidet fuzionaltat-
nak egy heterolog ,,utas-fehérjével”, ez felhasznalhatd
az utas-fehérje transzportalasara és mddositasara. A re-
ferenciak azt sugalljak, hogy kiilénb6z6 ,utas-fehérjék”
lehetnek jeloltek egy ilyen expresszids rendszerben.

Azonban a névényeknek mint bioreaktoroknak az
alkalmazasanak a vonzé mivolta és életképessége elle-
nére a rendszer a mai napig nehézségekkel kiizd. A fen-
tiekben emlitett példaknal a névényt alkalmazzak bio-
reaktorként, és a kivalasztott fehérjét azutan a transz-
genikus névényi anyagbol izolaljak, azaz abbdl a sz6-
vetbdl, amely a kivélasztott fehérjét a legmagasabb
koncentracioban tartalmazza. A kivalasztott fehérjének
azokboél a magvakbdl valé izolalasa, amelyekben 6rok-
I6tt modon is termel6dik, komplikacidkat okoz, vala-
mint koltségnovekedést (Krebbers and Vende-
kerchkove, 1990).

Ennek a problémanak egy lehetséges megoldasa az
lehet, hogy elkeriiljik annak sziikségességét, hogy az
expresszalt fehérjét a ndvény anyagabol kelljen extra-
hélni. A DD 275, 704 szamu keletnémet szabadalmi le-
irasban a héstabil B-glikanaznak transzformalt arpa nem
csiraz6 magvaiban valé expresszalasara alkalmas konst-
rukcidt irjék el, valamint a magvak alkalmazasat a sor-
gyartdsban. Azonban a kismagvi gabonanévények ma-
nipulalasandl egy alland6 probléma a gabonandvények
protoplasztjainak transzformalasa mellett a transzfor-
malt ndvények regeneralasa is, amelyet nem imak le a
szabadalmi leirasban. fgy tehat nem lehetséges enzimtar-
talmi magvak el6allitasa a publikicidban leirt eljarassal.

A jelen talalmany targya legalabb egy kivélasztott
enzimet megndvelt mennyiségben tartalmazo magvakat
termeld transzgenikus novények elballitdsa, amely
magvakat kiilonb6z6 ipari eljarasokban lehet hasznalni,
vagy élelmiszerekben, illetve tapokban az emésztési re-
akciok katalizatoraiként anélkiil, hogy elStte az emlitett
enzimeket extrahdlnank és/vagy izolalnank.

A taldlmany DNS konstrukcidk elddllitdsara is vo-
natkozik, novények transzformalasara, amelyek képesek
szamos, szamunkra érdekes enzimet expresszalni a mag-
vakban. A konstrukcidk olyan szignal-szekvencidkat tar-
talmaznak, amelyeket funkcionilisan az expresszalando
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enzimet kédolé DNS szekvenciahoz kapcsolunk. Ezek a
konstrukciok olyan szabalyozd szekvencidk irinyitasa
alatt allnak, amelyek képesek a kivalasztott enzimeknek
a magvakban valé expressziojat szabalyozni.

A jelen taldlmany targya tovabba a transzgenikus no-
vények magvainak alkalmazasa enzimek stabil és jol ke-
zelhet6 tartalékforméjaként, in vitro reakcid katalizalasra,
melynek sordn a transzgenikus magokat egy szubsztratot
tartalmazé reakciéelegyhez hozzaadjuk, és az enzimet a
reakcidelegyben 1évé szubsztrattal hagyjuk reagilni;
vagy egy allat tapértékfelvételének javitdsara, melynek
soran az allattal megetetend6 takarmanyhoz vagy taphoz
keverjiik a transzgenikus magokat. Az enzimek kiszari-
tott koérnyezetben vannak, amelynek alacsony a
protedzaktivitasa, ezért védettek a lebomlas ellen.

Emellett a magvak felhasznalasa enzimek tarolasara
egy stabil hordozét szolgéltat, amely konnyen csoma-
golhatd, szallithat6, és az aktudlis felhasznalas soran
konnyen kezelhet6.

Az enzimek stabilak maradnak a magvakon beliil, és
igy felhasznalhatdk a tiszta enzim helyettesitésére. Ez
az elény, dsszekapcsolva a magtermeld novények no-
vesztésének alacsony koltségével, ezeknek az enzimek-
nek egy gazdasagos forrasat jelenti. Tehat a jelen talal-
many lehet6vé teszi a kiilonb6z6 enzimek termelésével,
tarolasaval és felhasznalasdval kapcsolatos koltségek
csokkentését.

Az dbrak ismertetése:

1. abra A fitaz cDNS klonozasa.

2.ébra A pMOG?23 bindris vektor.

3.ébra A Brassica napus-bol szdrmazd cruciferin
magbeli tartalékfehérje genomalis szekven-
cija.

A kiilonbozé konstrukcidkban alkalmazott
szintetikus oligonukleotid duplexek.

A pMOG429 plazmid. A pMOG23 binaris
vektor, amely az érett fitdz enzimet kodolé
c¢DNS részt tartalmazza, a cruciferin szignal
peptidet kddolo DNS szekvencia utan.

A fitazt tartalmazd 6rolt magvak hozzaadasa-
nak hatdsa a szerves foszfor fitazbdl vald fel-
szabadulasara.

A Bacillus licheniformis a-amildz génjének
genomialis szekvencidja, amit a pROM54 vek-
toron talalhato.

A pMOG29 plazmid. A pUC18 plazmid,
amely egy expresszids kazettat tartalmaz no-
vényekben valé konstitutiv expresszid célja-
bol, valamint egy dohany szignal-peptidet.

A pMOG227 plazmid. Bindris vektor, az érett
o-amilaz enzimet kodolo gén egy részét tartal-
mazza egy szignal-peptidet kodolé dohdny-
szekvencia utan beépitve, egy konstituiv
expressziot biztositd expresszios kazetta utan
beépitve.

Az Aspergillus fitdz dozishatas Osszefliggése
egy in vitro emésztési modellben.

Az Aspergillus fitaz és dohanymagban taldlha-
to fitaz dozishatds Gsszefiiggése egy in vitro
emésztési modellben.

4. abra

5. abra

6. abra

7. 4bra

8. abra

9. dbra

10. abra

11. abra
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12. abra Olyan oligoszacharid mintdzatok Gsszehason-
litisa, amelyeket burgonyakeményitd emész-
tésével kapunk,

A) Bacillus licheniformis a-amildzt kodo-
16 génnek transzformalt dohdnymagvak
felhasznalasaval,

B) Bacillus licheniformis ¢t-amilaz fel-
hasznalasaval, és

C) Bacillus amyloliquefaciens ¢-amilaz
felhasznalasaval.

13. dbra Olyan oligoszacharid mintidzatok osszehason-
litdsa, amelyeket kukoricakeményitd emészté-
sével kapunk,

A) Bacillus licheniformis a-amilazt kodo-
16 génnel transzformalt dohdnymagvak
felhasznalasaval,

B) Bacillus licheniformis o-amilaz fel-
hasznaldsaval, és

C) Bacillus amyloliquefaciens o-amilaz
felhasznalasaval.

A taldlmany szerint elBallithaté érdekes enzimek
k6zé barmely olyan enzim beletartozik, amelyet egy
ipari folyamatban fel lehet hasznalni.

Az érdekes, kivalasztott enzimek k6zé barmely en-
zim beletartozhat, amely heterolog azon névény szama-
ra (azaz nem természetes a novényfaj szamara), amely-
ben elGallitjuk. Szintén ide tartoznak azok az enzimek,
amelyek homolégok azon névények szamara (azaz ter-
mészetesek a novény szamaéra), amelyekben elGéllitjuk,
ha rekombinins DNS technikdval nagy mennyiségben
expresszaljuk.

Ezeket az enzimeket a hidrolazok koziil valasztjuk,
lehetnek protedzok, celluldzok, hemi-cellulazok, fosz-
fatazok, lipazok, pektinazok, amilazok, lizozimek, pullu-
lanazok és kitinazok; lehetnek liazok, példaul pektinliz;
és lehetnek izomerazok, példaul gliikkdz-izomeraz.

Az elényben részesitett enzimek k§zé tartozik a fitaz,
az o-amilaz, cellobiohidrolaz, endo-glikanaz, endo-
xilanaz, endo galaktanaz, o-galaktozidaz, arabinandz,
szerinproteazok, kimozin, papain, gasztrikus lipazok,
pektin-liaz és giikdz-izomeraz.

Az ipari folyamatok soran az extrahalt és/vagy izo-
lalt enzimeket egy olyan reakcidelegybe teszik bele,
akar in vivo, akar in vitro, amely legalabb egy szubszt-
ratot tartalmaz, és amelyben az enzimek képesek a
szubsztrat(ok) olyan reakcidit katalizalni, hogy a kivant
hatast vagy terméket kapjuk.

Az ilyen ipari folyamatok kozé tartoznak, de nem
csak ezekre korlatozodnak, az in vitro eljarasok, mint
példaul a fitdzok alkaimazdsa a szodjafeldolgozédsban
vagy egy ipari eljarasban, mint példaul a nedves 6rlés-
ben inozit vagy inozit-foszfatok fitatbol valo eldallita-
sara. Hemicellulazok, és cellulazok is hasznalhato, alta-
ldban sejtfallebontd enzimekként. Hasonlé modon, az
o-amilazok is hasznalhatok a siitGiparban, a siitott ter-
mékek konzisztencidjinak javitdsara; az o-amiléz,
amilogliikozidaz, xilandzok, és/vagy a glikéz-izomeraz
hasznalhaté a keményitd elfolyositasara; a lignindzok
és/vagy a xilanazok hasznalhatok a papiriparban; a
gliilkanazok, pektindzok és/vagy cellulazok hasznalha-
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tok az élelmiszer és iiditGiparban, példaul a fermentéci-
6s vagy erjesztési iparokban.

Az enzimeknek az el6zékben emlitett in vitro el-
jarasokbeli hatasa mellett a magvakban tarolt enzimek
is hasznalhaték in vivo emésztési reakcidkban.
Ilymddon az enzimek megkdnnyitik a tdpanyagok fel-
szabadulasat az élelmiszerekbdl, amelyek egyébként az
azokat megemésztd allatok szamara nem lennének
konnyen hozzaférhetdk.

Az ilyen in vivo eljirasokban haszniland6 enzimek
kozé tartoznak (anélkiil, hogy ezekre korlatoznank ma-
gunkat) a fitazok, cellulazok, hemi-cellulazok, pekti-
nazok és amildzok. Az enzimek az élelmiszerek javitott
emésztéséhez vezetnek. Az enzimek mint emésztési se-
gédanyagok alkalmazhatok embereken, példaul olyan
betegségekben, mint a cisztas fibrozisban, vagy a
pankreatikus elégtelenségek egyéb eseteiben. A mag-
vakban levé lipazok, proteazok és cellulazok felhasz-
nalhatok gyogyaszati segédanyagként, hogy enyhitsék
az ilyen betegségekhez kapcsolodd emésztési problé-
mékat.

A jelen talalmany szerint a kivant enzimet
transzgenikus ndvények magvaiban allitjuk eld. Az igy
kapott magvakat hasznaljuk azutan olyan ipari folyama-
tokban, amelyeknek sziikségiik van a benniik lev6 mag-
vakra, anélkiil, hogy elGtte el8szor extrahdlnank
és/vagy izolalnank az enzimet.

A szakteriileten jartas szakember szdmara nyilvéan-
vald, hogy az ipari felhasznalasu enzimeket tartalmazo
magvakat kozvetleniil felhasznalhatjuk az ilyen eljara-
sokban vagy az ilyen felhasznalas céljara elGszor feldol-
gozzuk, példaul a kivant konzisztenciara valé Srléssel.
Barmelyik eset fordul is el6, a teljes vagy 6rolt magva-
kat amint vannak, ugy bevihetjilk a kivant eljarasba,
anélkiil, hogy tovabb extrahdlnank és/vagy izoldlnank
az enzimet, és anélkiil is, hogy az enzim aktivitasa csok-
kenne.

A transzgenikus névények kozé, amint az a jelen
talalmany szovegkoémyezetében meghatarozhaté, bele-
tartoznak a ngvények és utoédaik, amelyeket genetikailag
modositottak, hogy magvaikban legalabb egy, szamunk-
ra érdekes enzim termelését megndveljik. A szamunkra
érdekes enzimek termelését ezaltal a vad tipust novény-
variansban megtalalhaté szint folé lehet novelni.

A jelen taldlmany szévegkornyezetében az ,.egy en-
zimet megnovekedett mennyiségben tartalmaz6é mag-
vak” szakkifejezés specifikusan egy statisztikailag je-
lent6s szamiit magra vonatkozik, amely magok egy en-
zimb0] statisztikailag megndvekedett atlagmennyiséget
tartalmaznak, azonos szami nem moddositott magvak-
ban levs enzim atlagmennyiségével 8sszehasonlitva.

Azok kozé a nvények kozé, amelyek magvaikban a
jelen talalméany szerint a szdmunkra érdekes enzimeket
termelik, beletartoznak (anélkiil, hogy ezekre korlatoz-
nank magunkat) a Nicotiana (példaul tabacum), Brassica
(példaul napus vagy oleracea), Arabidopsis Glycine
(példaul max), Zea (példaul mays), Amaranthus,
Hordeum (példaul vulgarum) és Pisum (példaul
sativum), Juglans (példaul regia), Arachis (példaul
hypogeae), Medicago (példaul sativa), Phaseolus (példa-
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ul vulgaris), Pisum (példaul sativam), Triticum (példaul
aestivum), Panicum L., Helianthus (példdul annus),
Avena (példaul sativa) és Oryza (példaul sativa).

A valasztott faj elénydsen magas éves magtermelés-
sel kell hogy rendelkezzen évenként, valamint a maga
kémiai és fizikai tulajdonsagainak osszeegyeztethetGk-
nek kell lenniiik azzal az ipari folyamattal, amely célja-
ra az enzimet eldallitottuk. Néhdny esetben példaul,
amikor ezeket a magvakat a sziil3 novény transzforma-
lasa utdn élelmiszerekbe kell betenni, akkor olyan no-
vényfajt kell valasztani, amely olyan magvakat termel,
amelyeknek alacsony a tannin és egyéb, a tapanyagok-
ban nem eléfordulhaté faktortartalma. Mas esetekben a
transzgenikus magvaknak az a tulajdonsaga, hogy meg-
adott konzisztenciara 6rolhetSk, a valasztas kritériuma
lehet, ha a magvakat adalékanyagként hasznaljuk, pél-
daul lisztekben. Egy megvaldsitisi mod szerint, a sza-
munkra érdekes enzimeket tartalmazé magvakat koz-
vetleniil lehet alkalmazni a kivélasztott eljarasban (pél-
daul tapokban) gy, ahogy vannak, atalakitas nélkiil,
amelyet sziikség esetén megel6z egy héjtalanitis
és/vagy szaritds a begy(jtés utan.

A legmegfelel6bb novényfaj megvalasztisa model-
lezési kisérleteken alapulhat. A szdmunkra érdekes en-
zimet a vad tipusa magvakkal egyiitt adhatjuk ahhoz az
ipari eljarashoz, amely céljaira végiil a transzgenikus
magvakat el6allitjuk.

A fentiekben emlitett magtermel6 novények geneti-
kai moédositdsa arra iranyul, hogy egy- a szimunkra
fontos enzimet kédolé gént tartalmazd expresszios
konstrukciot juttassunk be a kivalasztott névénybe. Ez
az expresszids konstrukcio tartalmazhat egy, a novény
szamara heterolog gént, amely az olyan promoter és
termindtor régidk szabalyozasa alatt 4ll, amelyek ké-
pesek a szamunkra fontos enzimet kodolé gén
expresszidjat irdnyitani a névény magvaiban. Emellett
egy olyan gént is kell tartalmaznia, amely a novény
szaméra homolodg, és egy olyan szabalyozo6 régio ira-
nyitasa alatt all, amely képes a szamunkra érdekes en-
zim tiltermelését szabalyozni. A tiltermeléssel a sza-
munkra érdekes enzim termelését a vad tipusd névény-
varidnsban meglevénél magasabb szinten szindéko-
zunk megvaldsitani.

Szamos technika ismert a szamunkra fontos enzimet
koédolo expresszios konstrukcidt tartalmazé DNS szek-
vencidnak a kivalasztott novénybe valo bejuttatdsira.
Ezek kozé a technikak kozé tartozik (anélkiil, hogy
ezekre korlatozndnk magunkat) a protoplasztok transz-
formaldsa a kalcium/polietilén-glikol médszerrel, az
elektroporaci6 és mikroinjektalds, vagy a (boritott) ré-
szecskékkel valé bombazas (Potrykus, 1990).

Ezek mellett az ugynevezett kozvetlen DNS-transz-
formaciés médszerek mellett szamos, vektorokon ala-
pul6 transzformécids rendszer is széles kérben elterjedt,
példaul a virdlis vektorokon [azaz a karfiol mozaik vi-
ruson (CaMV)] és bakteridlis vektorokon (azaz az
Agrobacterium fajba tartozé plazmidokon) alapuld
transzformdcié (Potrykus, 1990). A szelektalas és/vagy
atvizsgdlds utdn a transzformalt protoplasztokat, sejte-
ket és novényi részeket teljes novényekkel regeneral-
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hatjuk, a szakteriileten ismert médszerek alkalmazasa-
val (Horsch, R. B. et al., 1985). A transzformécios és
vagy regeneracios technikdk megvélasztasa a jelen ta-
lalméany szempontjabdl nem kritikus.

A kétsziklieknél a jelen talalmany egy elényos kivi-
teli alakja tartalmazza egy binaris vektorrendszer alkal-
mazasat (Hoekema et al., 1983, Schilperoort et al.,
1984), amelyben olyan Agrobacterium térzseket alkal-
mazunk, amelyek a virulencia géneket tartalmazé vir
plazmidot hordozzik, valamint egy kompatibilis
plazmidot, amely az atviend6 génkonstrukciét tartal-
mazza. Ez a vektor mind Escherichia coli-ban, mind
Agrobacteriumban képes szaporodni, és a Bin19 binaris
vektorbél szarmazik (Bevan, 1984), amelyet a szabada-
lom szempontjabodl lényegtelen moédon valtoztattunk
meg. Az ebben a példéban alkalmazott binaris vektorok
a T-DNS baloldali és jobboldali hatarolé szekvenciai
kozott egy, kanamicin rezisztenciat kddolé azonos
NPTII-gént tartalmaznak (Bevan, 1984), valamint egy
tobbszords klonozo helyet, ahova a kivant génkonstruk-
cidkat kl6énozni lehet.

Az egyszikd novények transzformalasa és regenera-
lasa nem egy standard eljaras. Az gjabb tudoményos
eredmények azonban azt mutatjak, hogy elvileg az egy-
szikGek transzformalhatdk, és a transzformalt sejtekbdl
transzgenikus novények regeneralhatok. Az ezen névé-
nyekre kidolgozott reprodukélhatd szovettenyészts
rendszerek fejlédése, a genetikai anyagnak a novények-
be valo bejuttatasira kidolgozott hatékony médszerek
megkonnyitették a transzformaciot. Jelenleg az egyszi-
kiiek transzformalasara valaszthaté mddszerek k6zé tar-
tozik az explantumok vagy szuszpenzios sejtek mikro-
projektil bombazasa, valamint a protoplasztok kozvet-
len DNS felvétele vagy elektroporaciéja. Példaul
transzgenikus rizsnévényeket sikeresen allitottak €l5 a
bakteridlis hph (higromicin rezisztenciat kédold) gén
szelekcids markerként vald alkalmazasaval. A gént
elektroporacioval jutattik be (Shimamoto et al., 1989).
Transzgenikus kukoricanovényeket tigy allitottak el8,
hogy a Streptomyces hygroscopicus bar génjét, amely
foszfinotricin-aciltranszferazt kodol (ez az enzim
inaktivalja a foszfinotricin nevii herbicidet) kukorica
szuszpenzids tenyészet embriogén sejtjeibe juttattak be
mikrorészecske bombazassal (Gordon-Kamm et al.,
1990). A genetikai anyag bejuttatisat mas egysziki no-
vények, példaul buza és arpa aleuron protoplasztjaiba
mar kozolték (Lee et al., 1989). A buzantvényeket
embriogén szuszpenzids tenyészetbdl szelektaltak, oly-
mddon, hogy csak az idés kompakt és nodularis
embriogén kallusszoveteket szelektaltdk az embriogén
szuszpenzios tenyészet 1étrehozasahoz (Vasil et al.,
1990). Az ezekre az egyszik(i novényekre kidolgozott
transzformacids rendszereknek a kombinaldsa lehetdvé
teszi a jelen taldlmany alkalmazasat egyszik(i nové-
nyekre. Ezek a médszerek alkalmasak kétszikiek
transzformaldsara €s regeneralasara is.

A rekombinans gének névényekben vald
expresszidja olyan részleteket is magaban foglal, mint a
gén transzkripcidja a novényi polimerazokkal, a mRNS
transzlacidja stb., amelyek a rekombinians DNS szakte-
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riileten jartas szakemberek szamara ismertek. Az alab-
biakban csak a jelen talalmany kellé szintii megértésé-
hez sziikséges részleteket targyaljuk.

Azokat a szabalyozé szekvenciakat hasznalhatjuk a
jelen taldlmanyban, amelyekrdl ismert, vagy ugy talal-
tdk, hogy magvakban a rekombinans DNS megfeleléen
magas expresszidjat okozzak (a specifikus alkalmazas
céljara, amint azt az alabbiakban targyaljuk). Az ilyen
szabdlyozo szekvencidk olyan promoterek, amelyek ak-
tivak a magvakban folyd transzkripcié szabéalyozisa-
ban. Ezek kozé tartoznak, anélkiil, hogy csak rajuk kor-
latoznank magukat, a magspecifikus génekbdl szdrma-
z6 promoterek, f6leg a tartalék fehérjék génjei, példaul
a Brassica napus (Ryan et al., 1989) cruA promotere,
vagy a konstitutiven expresszalodo gének promoterei,
példaul a CaMV (karfiol mozaikvirus) 35S promotere
(Guilley et al., 1982). A tobbi szabalyoz6 szekvencia a
terminator szekvencia és poliadenilezési szignal, bele-
értve minden, névényben igy mikodé szekvenciat; a
példak kozé tartozik az Agrobacterium tumefaciens
nopalin szintetdz génje 3 hatarolé génje, illetve a
Brassica napus curA génjének 3’ hatarold régioja.
A szabalyozo szekvenciak tartalmazhatnak enhanszer
szekvenciakat is, példaul olyanokat is, amelyeket a
CaMV 358 promoterében talaltak, és mRNS stabilizalo
szekvencidkat, amilyen példdul a lucerna mozaikvirus
(AIMV) RN4 leader szekvencidja (Brederode et al.,
1980), vagy barmely mas, az emlitett médon miik6dé
szekvencia.

A szamunkra érdekes fehérje olyan kornyezetben
lehet, amely a fehérje optimalis stabilitdsat biztositja a
mag érése soran. A sejt-kompartment megvalasztasat,
példaul azt, hogy legyen az a citoszol, endoplazmatikus
retikulum, vakuélum, fehérje-test vagy periplazmatikus
tér, hasznalhatjuk a jelen taldlmanyban arra, hogy egy
ilyen stabil kornyezetet hozzunk létre, a szamunkra fon-
tos fehérje biofizikai paramétereit6] fiiggben. Az ilyen
paraméterek k6zé tartoznak, anélkiil, hogy ezekre kor-
latoznank magunkat, a pH optimum, a proteazokra valé
érzékenység, vagy az el6nyds kompartment molarita-
sara valo érzékenység. Jollehet eldnydsek a homolog
szignal-szekvenciak, heterolég szignélszekvencidk is
hasznéalhaték. Kiilongsen elényosek a mag tartalék fe-
hérjéinek szignalszekvencidi.

A mag tartalék fehérjéit négy {6 osztalyba csoporto-
sithatjuk, az oldhatosagi jellemz6k alapjan:

1. Albuminok — oldhatok vizben, és két f6 osztalyba
csoportosithatok (128 és 2S). A 128 csoportba tartoznak
a borsobdl és kiilonbozé babokbdl szarmazhatnak példa-
ul, a 28 albuminok szarmazhatnak a Brassica napus-bdl,
Arabidopsis thaliana-bél, Ricinus communis-bol (rici-
nus-bab), Bertholletia excelsa (Brazil di), borsd, gyokér
¢s napraforgéndvényekbdl.

2. Globulinok — séoldatokban old6dnak, tartozhatnak
a 7-8S csoportba, mint példaul a fazeolinok a Phaseolus-
bél, a vicillinek borsdbél, a konglicininek a széjababbdl,
a zabvicillinek zabbdl, és a 7S globulinok mas fajokbdl,
vagy tartozhatnak a 11-14S osztalyba, példaul a legu-
minok bors6bdl, a glicininek szdjababbdl, a helianitinek
napraforgobdl, a kruciferinek repcébdl vagy tartozhat-
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nak mas fajokbodl, példaul Arabidopsis-bol vagy babbdl
szarmaz6 11-14S fehérjék kozé.

3. Prolaminok — oldédnak vizes alkoholokban, pél-
daul a zeinek a kukoricabdl, a hordeinek az arpabdl, a
buzabdl izolalt gliadinok és a cirokbol izolalt kafirinek.

4. Glutelinek — savas vagy ligos oldatokban oldod-
nak, és bazabdl izolalhatok.

Jollehet vannak kivételek, a kétszikiiek magvaiban
levé f5 tartalék fehérjék globulinok, az egyszikiiekében
lev8k prolaminok és glutelinek.

A jelen talalmany szerinti megfelelé6 DNS konstruk-
cidok minden elemét (promoterek, szabalyozd, stabiliza-
16, szignal vagy terminacids szekvencidk) modosithat-
juk, ha sziikséges, hogy befolyasoljuk a szabalyozas
jellegét, a szakteriileten jartas szakember szdmaéra is-
mert mddszerrel. A magban sziikséges rekombindns fe-
hérje mennyiségének (az ,expresszios szint”) elég ma-
gasnak kell lennie ahhoz, hogy a transzgenikus magokat
minor adalékanyagokként alkalmazzuk (térfogat, suly
vagy koltség alapon) a jelen taldlmany Osszes elonyds
kiviteli alakjaban.

Szamos moddszer alkalmazhat6 transzgenikus nové-
nyek elballitasara, amelyeknek a magvai egynél tébb,
szamunkra érdekes enzimet tartalmaznak. Ezek kozé
tartoznak, anélkiil, hogy korlatoznank magunkat:

a) Egy vagy tobb, szdmunkra érdekes enzimet
expresszalé transzgenikus névény keresztezése.

b) Egy novény transzformaldsa egy olyan DNS
fragmenttel vagy plazmiddal, amely a szamunkra érde-
kes enzimeket kodold tobbszorés gént tartalmazza, a
sziikséges szabalyozo szekvencidkat alkalmazva.

¢) Novény szimultin transzformaldsa kiilonb6z6
DNS fragmentekkel vagy plazmidokkal, amelyek koziil
mindegyik tartalmaz egy szamunkra érdekes enzimet
kodold gént, a sziikséges szabalyozd szekvencidkkal
egyiitt.

d) N6vények egymads utani transzformalasa, mind-
egyik alkalommal olyan DNS fragment vagy plazmid
alkalmazasaval, amelyek kiilénb6z6, szamunkra fontos
enzimet kodold gént tartalmaznak a sziikséges szaba-
lyozé szekvenciakkal egyiitt.

e) Az el6z6kben emlitett modszerek kombinalasa.

Az eljaras, amelyet arra a célra alkalmazunk, hogy
olyan magvakat kapjunk, amelyek egynél tébb, sza-
munkra fontos enzimet tartalmaznak, nem kritikus a
jelen talalmany targya szempontjabol.

Enzimek megndvekedett mennyiségét tartalmazoé
magvakat eléallithatunk més, a szakteriileten jartas
szakemberek szamara ismert, az el6z6ekben emlitett
rekombinans eljarastol eltérd mddszerrel, azzal a felté-
tellel, hogy az eljards olyan magvakat eredményez,
amelyek a vad tipusi magvakkal Osszehasonlitva
megnovekedett mennyiségii enzimet tartalmaznak.
Ilyen magvak elgallithaték példaul szomaklonalis vari-
acids technikak alkalmazasaval. Tovabbd, az ilyen tech-
nikdkat alkalmazhatjuk énmagukban vagy olyan neme-
sitési technikakkal egyiitt, amelyek a citoplazmatikus
himsterilitasi technikat (Cms), vagy a mag himsterilitasi
technikat (Nms) alkalmazzak (Mariani et al., 1990).
A technikakat, példaul a szomaklonalis varidciot és ke-
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resztezést, a Cms és Nms felhasznaldsaval végezve,
kombinalhatjuk a fentiekben emlitett rekombinans
modszerekkel, abbdl a célbdl, hogy tovabb noveljiik a
magvakban jelenlevd enzimek relativ mennyiségét.
A magvakban levé enzimek mennyiségének megnéve-
lésére alkalmazhat6 nem-rekombinéns médszereknél az
1983. 4prilis 7-én beadott 4378655 szami amerikai
egyesiilt allamokbeli szabadalmi bejelentésre hivatko-
zunk, mint az ilyen technikdk leirasanak forrasara. R4
kell mutatni, hogy szamos publikécio létezik, amelyek a
citoplazmatikus himsterilitast kihasznalé nemesitési
technikat irjék le, amelyet P. LeClerq fedezett fel 1986-
ban, valamint a megfeleld domindns fertilitast helyredl-
lit6 (Rf) géneket, amelyeket M. L. Kimmer et al. fedez-
tek fel 1970-ben. Ujabban a mag himsterilités alkalma-
z4sat irtak el (Mariani et al., 1990). A névények neme-
sitésére vonatkozo, sokkal altaldnosabb leiras taldlhato
az alabbi kiadvanyokban: James R. Welsh ,,Funda-
mentals of Pland Genetics and Breeding”, 1981; vala-
mint J. M. Poehlman ,.Breeding Field Crops”, 1959.

A jelen talalmany egy el6ényds megvaldsitasi forma-
ja szerint egy kétszalu, fitdzt kodold kétszalih cDNS-t
allitunk elé Aspergillus ficuum-bdl izolalt mRNS alap-
jan (van Gorcom et al., 1991). A DNS konstrukcidt a
Brassica napus kruciferin nevi 12S tartalék fehérjéje
szabalyozd szekvencidjanak iranyitisa ald helyezziik.
A konstrukciét ezutan egy binaris vektorba, példaul a
pMOG23-ba klénozzuk (Escherichia coli K.12 DH5a
torzsben letétbe helyezve a Centraal Bureau voor
Schimmelcultures, Baarn, the Netherlands, 1990. januar
29-én, CBS 102.90 leltari szam alatt). Ezt a vektort be-
juttatjuk Agrobacterium tumefaciensbe, amely egy
gyengitett Ti plazmidot tartalmaz. Az ezt a konstrukciét
tartalmaz6 baktériumsejteket egyiitt tenyésztjiik do-
hanybol vagy Brassica novényekbdl szdrmazé szove-
tekkel, majd a transzformalt novényeket antibiotikumo-
kat tartalmazd taptalajon szelektaljuk, és arra indukal-
juk, hogy az adott taptalajon differencialodott nové-
nyekké regeneralodjanak. A keletkezé novények olyan
magvakat termelnek, amelyek tartalmazzik és
expresszaljak a DNS konstrukcidt.

A jelen talalmany egy masik megvalositisi modja
szerint a fitdzt kodolé DNS konstrukcidt a karfiol mo-
zaikvirus (CaMV) 35S promoterébdl szarmazé szaba-
lyozd szekvencia irdnyitasa ala helyezziik. A konstruk-
cibt ezutan egy bindris vektorba szubklénozzuk. Ezt a
vektort bejuttatjuk Agrobacterium tumefaciensbe,
amely egy legyengitett Ti plazmidot tartalmaz. Az ezt a
konstrukciét tartalmazé baktériumsejteket egylitt te-
nyésztjiikk dohdnybol vagy Brassica novényekbdl szar-
mazé szdvetekkel, majd a transzformalt ndvényi sejte-
ket antibiotikumokat tartalmaz6 taptalajon névesztjik,
majd arra indukaljuk, hogy ezen a tiptalajon differenci-
alodott novényekké regeneralodjanak. A kapott nové-
nyek tartalmazzék ¢s konstitutiven expresszaljak a DNS
konstrukcidt.

A transzgenikus magvak fitdz enzim aktivitisat sza-
mos kiilonbdz6 médszerrel meg lehet hatarozni, €z nem
kritikus a jelen taldlminy szempontjdbol, példaul
ELISA vizsgalattal, Western blottal vagy direkt enzim-
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vizsgalattal, kolorimetrids technikak vagy nativ gélvizs-
galatok alkalmazasaval.

Az igy eléallitott fitazt tartalmazé magvakat fel le-
het hasznalni az ipari folyamatokban, példaul nem kéré-
dzd allatok esetében tapadalékként, a szoja feldolgoza-
saban, vagy az inozit illetve inozit-foszfét fitatbol valo
elGallitdsaban. Ha sziikséges vagy kivéanatos, akkor a
magvakat felhasznalas elétt el6szor meg lehet 6rolni a
kivant konzisztencia eléréséig, az ipari folyamat termé-
szetétdl fiiggben, anélkiil, hogy extrahdlnink és/vagy
izolalnank a fitazt. A szakteriileten altalanos jartassag-
gal rendelkezd szakember meg tudja hatarozni, hogy
ezekre a 1épésekre sziikség van-e.

A magvakban eldallitott fitdzt alkalmazni lehet a
kukorica vagy cirok aztatisa soran. A magvakat meg
lehet 8rolni, mieldtt az aztatott kukoricahoz adnank.
A magvakbdl felszabaditott fitaz miikodhet a fitinen,
amely szamos kukoricakészitményben jelen van.
A fitin lebomlasa az aztatott kukoricdban elényds a
kukoricalekvar kereskedelmi értéknovekedése szem-
pontjabol, mivel ezt allati tapként vagy mikrobialis
fermentaciok tapanyagaként lehet hasznélni. Emellett,
a fitin lebontasa megeldzheti a kukoricalekvar tomé-
nyitése, szallitasa és tarolasa soran fellépd lerakoda-
sok felhalmoz6dasat a szilir6kon, csovekben, reakto-
rokban stb. (Vaara et al., 1989). A fitiz mikodése
felgyorsithatja a nedves kukorica 6rlésében szerepet
jtszd Aztatasi folyamatokat és elvélasztisi folyama-
tokat.

A jelen taldlmany egy masik megvaldsitasi modja
szerint a Bacillus licheniformisbol szarmazé ¢-amilazt
kodolo genomidlis DNS fragmentet a CaMV 35S
promoter és enhancer szekvencia szabalyozasa ala he-
lyezziik. Az AIMV-bdl szdrmazé RNA4 mRNS-t sta-
bilizal6é leader szekvenciat is beépitjiik, valamint az
Agrobacterium tumefaciens nopalin szintetdz génje
terminator és poliadenilezési szignalszekvenciajat.
A teljes konstrukciot ezutdn egy binaris vektorba
klénozzuk. Ezt a vektort egy legyengitett Ti plazmidot
tartalmazé Agrobacterium tumefaciensbe juttatjuk be.
Az ezen a konstrukciét tartalmazd baktérium-sejteket
egyiitt tenyésztjik dohanybdl szdrmazd szévetekkel,
majd a transzformalt névényeket antibiotikumokat tar-
talmazé taptalajon szelektaljuk, és arra indukaljuk,
hogy ezen a taptalajon differencialédott novényeké re-
generalodjanak. A keletkez6 névények olyan magvakat
termelnek, amelyek tartalmazzak és expressziljak a
DNS konstrukciét.

A transzgenetikus magvak a-amildz aktivitasat a je-
len taldlminy szempontjabol nem kritikus modszerek-
kel lehet meghatarozni, példéul kozvetlen enzimvizsga-
latokkal, kolorimetrias technikékat alkalmazva vagy na-
tiv gélvizsgalatokat.

A magvakat hasznéalhatjuk az o-amildz forrasaként,
amelyet kdzvetleniil hasznalhatunk az ipari folyamatok-
ban, példaul a keményitd szirupok el8allitasaban. El5-
nydsen, a magvakat el8szér megbroljiik, majd a teljes
(megérolt) keveréket hasznalhatjuk az eljardsban, amit
a szakteriileten atlagos jartassaggal rendelkez6 szakem-
ber meghatarozhat.
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Az alabbi példakat ugy adjuk meg, hogy a szakterii-
leten 4tlagos jartassaggal rendelkez6 szakember teljes
leirast kapjon arrdl, hogy kell a taldlméanyt alkalmazni,
és nem szandékozunk a taldlmany oltalmi kérét korla-
tozni. Eréfeszitéseket tettiink, hogy a hasznalt szamok
pontosak legyenek (példaul mennyiségek, hémérséklet,
pH stb. vonatkozasaban), de kisérleti hibakat és eltéré-
seket figyelembe kell venni. Ha kiilén nem jeloljiik,
akkor a hémérsékletet Celsius fokban adjuk meg, a nyo-
mas pedig kézel atmoszférikus.

1. példa

Poli-A+ RNS izolalasa Aspergillus ficuumbol

Az Aspergillus ficuum NRL 3135 [DSM 932
(1983)] torzset az alabbi Osszetétell taptalajon no-
vesztjilk: 22,72 g/l kukoricaliszt (amildzzal kezelve
pH=7-en, 85 °C-on 15 percig), 9,36 g/l glikéz, 2,9 g/
kélium-nitrat, 0,142 g/l kilium-klorid, 0,142 g/l magné-
zium-szulfat-7 viz és 56,8 mg/ml vas (II)-szulfat—7 viz.
Hat nap elteltével a micéliumokat begytjtjiik.

0,5 g szaraz micéliumot cseppfolyos nitrogénben le-
fagyasztunk, majd meggrliink. Ezt kévetGen az anyagot
Ultra Turrax-szal homogenizaljuk (teljes sebesség,
1 perc) 0 °C-on 3 M litium-klorid, 6 M karbamid 6ssze-
tételii oldatban, majd éjszakan at 4 °C-on tartjuk,
Auffray és Rougeon leirasa szerint (1980). Az Osszes
cellularis RNS-t dgy nyerjikk ki, hogy 16000xg-vel
centrifugaljuk a szuszpenziét, majd kétszer extrahaljuk
egymas utan fenol:kloroform:izoamilalkohol (50:48:2)
aranyu elegyével. Az RNS-t etanollal kicsapjuk, majd
1 ml TRIS-HCI (pH=7,4), 0,5% SDS elegyben oldjuk.
A poli A* szelekcidhoz az 6ssz-RNS-t tartalmazdé min-
tat 5 percre 65 °C-ra melegitjitk, 0,5 M natrium-klorid
koncentracidt allitunk be, majd ezt kévetben oligo (dT)-
cellul6z oszlopra vissziik fel. Miutan néhanyszor mos-
tuk 10 mM TRIS (pH=7,0), 1 mM EDTA és 0,1 mM
natrium-klorid 6sszetételi oldattal, a poli A RNS-t
elualas utan (10 mM TRIS pH=7,0, 1 mM EDTA
eluélészer) dsszegyjtjik.

2. példa

A fitazt kodolo cDNS készitése és klonozdsa

A cDNS elsd lancanak szintéziséhez 5 pg poli A*
RNS-t, amelyet az 1. példa szerint izolaltunk, 16,5 pul
vizben oldunk, és az aliabbi komponenseket adjuk hoz-
za: 2,5 Wl RNasin-t (30 E/ul), 10 ul puffert (6sszetétele:
50 mM TRIS-HCI pH=7,6, 6 mM magnézium-klorid,
40 mM kalium-klorid), 1 ul 1 mélos kélium-klorid,
5ul 0,1 mM DTT, 0,5 pl oligo (dT);,-y3 (2,5 mg/ml),
5ul 8 mM dNTP keverék, 5 ul BSA (1 mg/ml) és
2,5 ul Moloney MLV reverz transzkriptaz (200 E/ml).
Az elegyet 30 percig 37 °C-on inkubéljuk, majd a reak-
ciot 10 ul 0,2 M EDTA és 50 ul viz hozzaadasaval allit-
juk le. Ezutan extrahaljuk, 110 pul kloroformot alkal-
mazva, majd miutdn 5 percig centrifugiltuk, 5 M am-
moénium-acetatot és 440 pl abszolat etanolt adunk hoz-
z4 (—20 °C-on). A kicsapast szarazjég/etanol oldatban
végezzilk, 30 percig. Miutan lecentrifugaltuk (10 perc,
0 °C), a cDNS/mRNS csapadékot megszaritjuk, 20 ul
vizben oldjuk.
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A fitazt kodolé cDNS izolalasat polimeraz lanc-
reakcioval (PCR) végezziik, két fragmentben. A két
fragmentet kombinaljuk, a génen beliil taldlhato
BamHI restrikcios hasitési hely alkalmazasaval, igy
allitjuk elé a teljes hosszisagu ¢cDNS-t. A fitiz
¢DNS klénozasanak stratégiajat az 1. dbran mutat-
juk be.

A fitdz gén szekvenalasa (van Gorcom et al., 1990)
egy BamHI restrikcids hasitasi helyet mutat az inicia-
cids kodon utan koriilbeliil 800 bazisparral. Az emlitett
BamHI hasitasi hely koriili BamHI nukleotid szekven-
cia, valamint a fitdz gén start kodonjat megel6z6 nuk-
leotid szekvenciat és a stop kodonjat kévetd nukleotid
szekvenciat hasznaljuk a PCR-ben hasznalt oligonuk-
leotid szekvenciak tervezéséhez.

A polimeraz lanc2Uakciot a Taq polimeraz szallité-
ja (Cetus) eldirasai szerint végezziik, 1,5 pl, az elsé lanc
szintézisének reakciotermékét tartalmazé oldatot és 0,5-
0,5 ug oligonukleotidot tartalmazé oldattal. Az
amplifikélast egy DNS amplifikalé berendezésben vé-
gezzilk (Perkin Elmer/Cetus). 25 ciklust végziink
(2 perc °C, 2 perc 55 °C, 3 perc 72 °C), majd a reakcio-
elegyet fenol és kloroform extrakcioval fehérjemente-
sitjiik. A DNS-t kicsapjuk, feloldjuk egy pufferben
(0sszetétele: 10 mM TRIS pH=7,0, 0,1 mM EDTA),
majd ezt kovetden a megfeleld restrikcios enzimekkel
emésztjiik.

A fehérje N-terminalis részét kodolé fragment
amplifikalasahoz az alabbi két oligonukleotidot hasz-
naljuk:

Oligol: 5> GGGTAGAATTCAAAAATGGGCGTC
TCTGCTGTTCTA 3°

Oligo2: 5’ AGTGACGAATTCGTGCTGGTGGAGA
TGGTGTCG 3’

Az amplifikalt fragmentet EcoRI restrikcids enzim-
mel emésztjikk, majd a pTZ18R (a Pharmacianal vasa-
rolhato) plazmid EcoRI hasitisi helyére klénozzuk.
A restrikcios hely térképezése és a nukleotid szekvencia
meghatarozasa igazolja, hogy a fragment megfeleld.
A kapott plazmid jele pGB925.

A masodik fragment amplifikalasahoz az alabbi két
oligonukleotidot hasznaljuk:

Oligo3: 5’ GAGCACCAAGCTGAAGGATCC 3’
Oligo4: 5° AAACTGCAGGCGTTGAGTGTGATTG
TTTAAAGGG 3’

Az amplifikalt fragmentet BamHI és PstI restrikcios
enzimekkel emésztjiik, majd ezt kovetéen BamHI és
Pstl restrikcids enzimekkel emésztett pTZ18R plazmid-
ba kldnozzuk. A restrikcids térképezés és szekvenalas
az mutatja, hogy a helyes fragmentet izolaltuk. A kapott
plazmid jele pGB926.

Abbol a célbol, hogy teljes hossziisigii cDNS-t
izolaljunk, a pGB925 plazmidot EcoRI és BamHI
restrikcids enzimekkel emésztjiik, majd a fitazt kodo-
16 DNS-t izolaljuk. Ezt a fragmentet klénozzuk a
pGB926 plazmidba, amelyet el6zéleg EcoRI és
BamHI restrikcios enzimmel emésztettiink, igy kap-
juk a pGB927 plazmidot. A pGB927 plazmid tartal-
mazza a fitazt k6dol6 teljes hosszisagn cDNS-t, mére-
te koriilbeliil 1,8 kb.
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3. példa

A pMOG23 bindris vektor készitése

Ebben a példaban a pMOG?23 binéris vektor készité-
sét irjuk le (Escherichia coli K12 DH5« torzsben, letét-
be helyezve a Centraal Bureal voor Schimmel-cultures-
nél, 1990. januér 29-én, CBS 102.90 letéti szam alatt).

A pMOG23 binéris vektor (2. dbra) a Bin 19 vektor
szarmazéka (Bevan, M., 1984). A pMOG23 eldallitasa-
hoz a Bin 19 vektort oly médon valtoztatjuk meg, hogy
az nem lényeges a jelen taldlmany szempontjabol, a
molekularis biologia szakteriileten jartas szakember
szamara ismert mddszereket alkalmazva.

Elséként a bal oldali hatarolé szakaszt (LB) és a
jobb oldali hatarolé szakaszt (RB) cseréljik ki, a
neomicin-foszfotranszferaz II gén (NPTII gén) alapjan.
Masodszor, az NPTII orientacidjat forditjuk meg, ezzel
az LB iranyaban kapunk transzkripciot. Végezetiil, a
Bin 19-ben levd polilinkert helyettesitjiik egy olyan
polilinkerrel, amely az alabbi restrikcids enzim felisme-
rési helyeket tartalmazza: EcoRI, Kpnl, Smal, BamHI,
Xbal, Sacl, Xhol és HindIII.

4. példa

Az Aspergillus ficuum fitaz cDNS-ének klonozasa
egy olyan expresszios konstrukcioban, amely
konstitutiv expressziot biztosit névényekben

Az Aspergillus ficuum fitaz génjét atalakitjuk, és
egy olyan expresszids konstrukciéban klénozzuk,
amely konstitutiv expressziét biztosit a karfiol mozaik-
virus 35S promotere utdn. Az expresszids konstrukcid
tartalmazza a novényi eredetii szignalpeptid-szekvencia
kodolé informaciojat.

A fitdz cDNS-t a pMOG29 plazmidban levé (az a)
pontban irjuk le) expressziés szerkezetbe klénozzuk.
Ezt kévetben a teljes konstrukciot a pMOG23 bindris
vektorba épitjiik be, majd atvisszilkk Agrobacterium
tumefaciens LBA4404 torzsbe.

A) A pMOG29 expresszios vektor készitése

A ROK1 expresszios konstrukciét (Baulcome et al.,
1986) egy EcoRI/HindIll fragment formajaban klo-
nozzuk pUC18-ba. Ez a konstrukcid tartalmazza a kar-
fiol mozaikvirus (CaMV) 35S promoterét egy
EcoRI/BamHI fragment formajaban, valamint a nopalin
szintetdz (nos) transzkripciés terminatort egy
BamHI/HindIII fragment formajaban. A promoter
fragment a CaMV 35S promoter —800-t6]1 a +1-es
nukleotidig terjedé szekvenciajat tartalmazza. A benne
1év6 +1 pozicid a transzkripcids iniciaciés hely (Guilley
et al., 1982). Az Ncol restrikcids hely elétt, a —512-es
pozicidban levd szekvenciat deletaljuk, majd ezt a he-
lyet egy EcoRI hasitasi helyre valtoztatjuk. Ezt ugy
hajtjuk végre, hogy a pUC18-ban levs expresszids
konstrukciét Ncol-gyel hasitjuk. Az egyszali végeket
Klenow polimerazzal téltjiik fel, majd EcoRI linkerrel
ligaljuk. A kapott plazmidot EcoRI restrikciés enzim-
mel hasitjuk, ennek eredménye az eredeti Ncol hasitdsi
hely el6tt levé 35S promoter szekvencidkat hordozé
EcoRI fragment deléciéja. A BamHI/HindIII
fragmentet, amely a nos terminatort tartalmazza, egy
szintetikus DNS fragmenttel helyettesitjiik (az A dup-
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lex oligonukleotid, 4. abra), amely a lucerna mozaikvi-
rus (AIMV) RNA4 leader szekvencidjat tartalmazza
(Brerode et al., 1980). Ezt Gigy hajtjuk végre, hogy el6-
sz6r BamHI, majd HindIII restrikcids enzimmel hasit-
juk, majd ligaljuk a szintetikus DNS fragmentet.
A BamHI restrikcios helyet és az el6tte levé harom
nukleotidot helyspecifikus mutagenezissel tavolitjuk el.
A kapott plazmidba a nos termindtor szekvenciat tartal-
maz6 BamHI/HindIIl fragmentet ujra bevissziik. A B-
gliikuronidazt kodolé gént (eredete a pRAJ
275 plazmid; Jefferson, 1987) egy Ncol/BamHI
fragment formajaban ligdljuk, igy kapjuk a pMOG
14 plazmidot. A szakirodalombdl ismert, hogy a
—343 és —90 bazisok kozotti szekvencia duplikdlédasa
megndveli a —35S promoter aktivitasat (Kay et al.,
1987). Ahhoz, hogy egy promoter fragmentet egy dup-
la, Ggynevezett enhancer szekvenciaval kapjuk meg, a
kovetkezd, a szakteriileten jartas szakember szdmadra is-
mert 1épéseket hajtjuk végre. A pMOGI14 plazmidbdl
az enhancer fragmentet egy Accl/EcoRI fragment for-
majaban izolaljuk, majd ezt koévetéen Klenow
polimerazzal tompavégivé tesszikk. A kapott
fragmentet egy EcoRI restrikciés enzimmel hasitott és
tompavégiivé tett pMOG14 plazmidba juttatjuk be, oly
modon, hogy a tompavégiivé tett EcoRI és Accl hasitasi
helyek egy uj EcoRI hasitasi helyet hoznak létre. A ke-
letkez8 plazmid (pMOG18) és 35S promotert egy dupla
enhancer szekvencidval egyiitt tartalmazza, egy
expresszios konstrukcioban levé AIMV RNA4 leader
szekvenciaval és a nos termindtorral egyiitt egy
EcoRI/HindIII fragmenten. Végezetiil, a p-gliikuro-
nidazt kodolé Ncol/BamHI fragmentet a B szintetikus
DNS fragmenttel helyettesitjiik (4. 4dbra), amely a
PROB12 c¢DNS-b6l szarmazik (Cornelissen et al.,
1986). Ez a B fragment a Samsun NN dohany PR fehér-
jéje PR-S szignal peptidjét kodolja. Egy nukleotid meg-
valtoztatasaval egy Sphl hasitasi helyet hozunk létre a
szignal peptidet kodolé DNS szekvenciaban. Ez a val-
toztatds nem valtoztatja meg a koédolt PR-S szignal
peptid aminosav szekvencidjat. A kapott plazmid jele
pMOG29 (8. abra).

B) Az Aspergillus ficuum fitdz génjének klonozdsa
a binaris vektorban

A C jeld duplex oligonukleotidot (4. dbra) az Sphl
és BamHI restrikcios enzimekkel emésztett
pMOG29 plazmidba klénozzuk, igy kapjuk a
pMOG407 plazmidot. Az oligukleotid duplex tartal-
mazza a PR-S szignal-peptid utolsé két aminosavat ko-
dolé szekvenciat, majd ezt kéveten az érett fitdz elsd
hat aminosavat kédol6 informéciokat.

A pGB927 plazmidot, amely a teljes hosszisigl
fitiz cDNS-t tartalmazza, részlegesen emésztjilkk Xhol,
és teljesen megemésztjik Pstl restrikcios enzimmel. Az
érett fitdz 6. aminosavatdl kezdédden az érett fitdzt ko-
dolé DNS szakaszt tartalmazé Xhol/Pstl fragmentet
Xhol és Pstl restrikcids enzimekkel linearizalt
pMOG407 plazmidba klénozzuk, igy kapjuk a
pMOG407 plazmidot. A teljes konstrukciét, amely a ki-
méra fitdz gént tartalmazza, egy EcoRI/HindIII
fragment formajaban beépitjiik az EcoRI és HindIII
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restrikcids enzimekkel linearizalt pMOG23 binaris vek-
torba. A kapott pMOG413 binaris plazmidot mobilizal-
juk, egy haromsziilGs keresztezés soran, az Escherichia
coli K-12 RK2013 torzzsel (ez tartalmazza a
pRK2013 plazmidot) (Ditta et al., 1980), Agrobac-
terium tumefaciens LBA4404 torzsbe, amely a T DNS
novénybe valo transzferéhez sziikséges virulencia géne-
ket hordozé plazmidot tartalmazza.

5. példa

Kiméra fitaz gén tranziens expresszidja dohdny
protoplasztokban

Dohany protoplasztokat transzformalunk a konstitu-
tiv CaMV fitaz promoter szabalyozasa alatt 4116 kiméra
fitaz gént tartalmazoé plazmid DNS-sel. 72 6ra elteltével
a kezelt protoplasztokat megvizsgaljuk a bevitt fitaz
gén tranziens expresszidja szempontjabol, a fitdzaktivi-
tas-vizsgélatot alkalmazva.

A sterilen novesztett 1-2 honapos dohanynové-
nyekbdl (Nicotiana tabacum SR1) protoplasztokat ké-
szitlink. A teljes eljarast Rodenburg és munkatarsai
kozlik (1989). A transzformalashoz 5x 105 protoplasztot
elektropordlunk 40 pg pMOG417 plazmid DNS-sel. Az
elektroporacid utan a protoplasztokat iilepitjiik, és 3 ml
feltiliszot éjszakdn 4t dializalunk f6loslegben levd viz-
zel szemben. A dializatumot fagyasztva szaritjuk, majd
300 ul 25 mM natrium-acetit pufferben (pH=S5,5)
szuszpendaljuk. A vizsgalatot ezutan olymddon hajtjuk
végre, amint az a 10. példaban részletesen le van irva,
azzal az egyetlen eltéréssel, hogy a 250 mM glicin HCl
puffer (pH=2,5) helyett 25 mM natrium-acetat
(pH=5,5) puffert hasznalunk.

Ezekben a kisérletekben egy fitaz egységet ugy defi-
nialunk, mint azt az enzimmennyiséget, amely 1,5 mM
natrium-fitat oldatbol egy perc alatt 37 °C-on, pH=5,5-
6n 1 pmol foszfatot szabadit fel.

A kezeletlen protoplasztokban nincs kimutathatéd
aktivitds. A pMOG417 plazmiddal elektroporalt
protoplasztok 0,26 PFU (fitaz egység, lasd a 10. példat)
aktivitadst mutatnak a feliiliszéban levd fehérje milli-
grammjara szamitva.

6. példa

Egy kiméra fitaz gén stabil expresszicja
dohanynévényekben, a CaMV 35S promoter
szabalyozdsa alatt

A dohanyt Ggy transzformaljuk, hogy névényi szo-
vetet egytitt tenyésztiink Agrobacterium tumefaciens
LBA4404 torzzsel, amely a CaMV 35S promoter sza-
balyozésa alatt levé kiméra fitdz gént hordozé
pMOG423 binaris vektort tartalmazza. A transzforma-
ci6 végrehajtasdhoz dohany (Nicotiana tabacum) levél-
korongokat tenyésztiink egyiitt Horsch és munkatarsai
modszerével (1985). A transzgenikus novényeket azok-
bal a hajtasokbdl regeneraljuk, amelyek szelekcids tap-
talajon ndnek (100 mg/liter kanamicin), meggydkerez-
tetjiik Sket, és talajra vissziik at 8ket. A fiatal novények-
nek vizsgaljuk az NPTII aktivitasat (kanamicin rezisz-
tencia) érettségig felneveljik Sket, hagyjuk, hogy on-
magukat beporozzék, és magokat termeljenck.
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Abbol a célbol, hogy meghatarozzuk a transzgenikus
magvakban taldlhato fitdz mennyiségét, korilbeliil
50 mg-os mennyiséget vesziink, és jéghideg mozsarban
eldorzsoljik 1 ml 25 mM nétrium-acetit pufferben
(pH=5,5). A centrifugalds utan a feliiliszét a tranziens
vizsgalatoknal leirt modszerrel vizsgaljuk meg. 32 fiig-
getleniil transzformalt dohanynévényben a magban levé
oldhaté 6sszfehérje 0,4%-at kitevé maximalis fitaz
expresszios szintet figyelhettiink meg. A transzformalat-
lan névényekben nincs megfigyelhet§ fitaz aktivitas.

Két transzgenikus névényvonalat a 423.25-6st és a
413.32-est valasztjuk ki azon az alapon, hogy jol
expresszalodik benniik a fitdz a magvakban (kériilbeliil
0,4%).

7. példa

Az Aspergillus ficuum fitdaz cDNS-ének klonozasa
egy magspecifikus expresszios konstrukcioban

Egy expresszids konstrukciét allitunk el6, olymo-
don, hogy magspecifikus expressziot kapjunk, a
Brassica napus kruciferin 128 tartalék fehérjéjének gén-
jébdl szarmazé szekvenciakat alkalmazva (cruA; Ryan
et al., 1989). Ezeket a szekvencidkat hasonlé magspeci-
fikus génekbdl szarmazoé szekvencidkkal helyettesithet-
jiik, ezzel a jelen talalmany targyaval azonos célt érhe-
tiink el.

A fitdz cDNS-t klénozzuk az expresszios konstruk-
cidba. Végiil az egész konstrukciot bejuttatjuk Agro-
bacterium tumefaciensbe, amelyet a transzformalashoz
hasznalunk. Barmely egyéb, szamunkra fontos fehérje
génjének vagy cDNS-ének kldénozasa esetében a
klénozast lényegében ugyanugy végezziik, mint ahogy
az el6z6kben a fitaz cDNS-re leirtuk.

Az ebben a péidaban emlitett Gsszes Escherichia
coli transzformalashoz az Escherichia coli K-12 DH5a
torzset hasznaljuk.

A) Az expresszios konstrukcio elédllitasa

A magspecifikus expressziéhoz hasznalt expresszios
konstrukcié készitéséhez a Brassica napus cv. Jet Neuf
kruciferin A (cruA) gén promoter ¢s terminator szekven-
cidjat PCR technolégia alkalmazasaval megszintetizal-
juk izolalt genomialis DNS-r6l, mint templatrél
(Mettler, I. J., 1987). Ez a gén magspecifikus expressziot
mutat, kédol6 valamint hatarold szekvenciait meghata-
roztak (Ryan et al., 1989).

Két oligonukleotid készletet szintetizalunk. Az
egyik lehetdvé teszi a cruA 5° hatarol6 régio, valamint a
szignal peptid kédolé szekvencia egy részének amplifi-
kalasat egy EcoRI/Ncol fragment formajaban:

5" GTTCGGAATTCGGGTTCCGG 3’ és 5°
AACTGTTGAGCTGTAGAGCC 3’

A masik, a 3’ hatdrold szekvencianak egy Bg11I/HindIII
fragment formajaban valo amplifikalasahoz:

5’ CTTAAGATCTTACCCAGTGA 3’ ¢és 5
CGGAGAAGCTTGCATCTCGT 3’

Az oligonukleotidokat ugy terveztiik meg, hogy al-
kalmas restrikcios hasitasi helyeket tartalmazzanak a
végiikon, hogy ezzel lehetévé valjon az expresszios
konstrukcié kézvetlen Osszeallitasa, a fragmentek rest-
rikciés enzimekkel valé emésztése utdn.
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A cruA gén 5’ fragmentjét, amely magaban foglalja a
szignal peptidet kodold szekvencia 54 nukleotidjat, az
EcoRI és Ncol restrikciés enzimekkel hasitott
pMOG445 vektorba klénozzuk (E duplex oligonukleo-
tid, 4. abra, a pUC18 vektorba klonozva, Sstl és EcoRI
restrikcios enzimekkel linearizalva), igy kapjuk a pMOG
424 vektort. A D szintetikus duplex oligonukleotidot,
amely tartalmazza a Brassica napus kruciferin szignal
szekvencidjanak utolsé 5 kodold triplettjét, az érett fitdz
1-6 aminosavat kodold szekvenciat, és egy tobbszoros
kl6nozo6 helyet, az Ncol és HindIII restrikcios enzimekkel
hasitott pMOG424 vektorba klonozzuk. A kapott vektor
jele pMOG425. A 3’ cruA PCR fragmentet egy
BglII/HindIlI fragment forméjaban klénozzuk BGI1II és
HindIII restrikciés enzimekkel emésztett pMOG425
plazmidba, igy kapjuk a pMOG426 vektort.

B) Az Aspergillus ficuum fitdz génjének klonozdsa a
bindris vektorban

A pGB497 plazmidot, amely az Aspergillus ficuum
fitdz gén teljes hosszusaga kddold szekvencigjat tartal-
mazza, részlegesen emésztjiik Xhol enzimmel, és telje-
sen megemésztjiik Pstl restrikcids enzimmel. Az
Xhol/Pstl fragmentet, amely a 6-os aminosavtol kezd6-
déen tartalmazza az érett fitdzt kédolé DNS szekvenci-
at, a pMOG426 vektorba klénozzuk, amelyet Xhol és
Pstl restrikcids enzimmel emésztettiink. A keletkez6
pMOG428 vektorbdl a teljes, a kiméra fitaz gént tartal-
maz0 konstrukciot egy EcoRI/HindIII fragment forma-
jaban beépitjik a pMOG23 bindris vektorba, amelyet
EcoRI és HindIII restrikciés enzimekkel linearizaltunk.
A kapott, pMOG429 binaris vektort (5. abra), az
Escherichia coli K—12 RK2013 t6rzzsel (amely a
pRK2013 plazmidot tartalmazza) (Ditta et al., supra)
egy haromsziilés keresztezés soran mobilizaljuk, az
Agrobacterium LBA4404 torzsbe (Hoekema et al.,
1983, supra), amely egy olyan plazmidot hordoz, amely
tartalmazza a T DNS névényekbe val6 atviteléhez sziik-
séges virulencia géneket.

8. példa

A fitaz stabil magspecifikus expresszidja
dohanymagvakban, a kruciferin promoter
szabalyozasa alatt

Az Agrobacterium LBA4404 térzset, amely a
pMOG429 binaris vektort tartalmazza, benne a fitaz
cDNS a kruciferin promoter szabalyozasa alatt, hasz-
néaljuk a transzformacids kisérletekben. A dohany
(Nicotiana tabacum SR1) transzformalasat gy hajtjuk
végre, hogy a levélkorongokat egylitt tenyésztjik
Horsch és munkatarsai eljarasa szerint (1985).
A transzgenikus ndvényeket olyan hajtasokrol szelek-
taljuk, amelyek szelekcids taptalajon nének (100 mg/li-
ter kanamicin). A fiatal névényekben vizsgaljuk az
NPTII aktivitast (kanamicin rezisztencia), teljes érettsé-
gig felneveljiik, hagyjuk hogy énmagukat beporozzik,
majd termeljenek magvakat. Az egyes transzformén-
sokbdl szarmaz6 magvakat egyesitjikk, majd a magmin-
ta egy részében megvizsgaljuk a fitaz aktivitast. Azok-
bol a klénokbodl, amelyek a legmagasabb expresszids
szintet mutatjak a transzformalatlan kontroll magvak-
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hoz viszonyitva, a megmaradé magvakat kanamicinen
(200 mg/liter) csiraztatjuk, szelektaljuk 6ket, és azok-
nak a névényeknek a nagy mennyiségben val6 el8allita-
sara hasznaljuk, amelyek a legnagyobb mennyiségben
képesek a fitaz elGallitisara a magvaikban. Ezeket lehet
azutan hasznalni, példaul az emésztési kisérletekben.

A transzgenikus magvakban talalt fitaz aktivitis meg-
hatarozasahoz koriilbeliil 50 mg magot vesziink, és egy
jéghideg dorzscsészében eldorzsoljiik 1 ml 25 mM nétri-
um-acetat pufferrel (pH=5,5). A centrifugalas utan a fe-
liilisz6t a tranziens vizsgdlatndl leirt modon vizsgaljuk.
55 fuggetleniil transzformalt dohanyndvényben az osszes
oldhat6 magfehérjére vonatkoztatva 0,15%-0s maximalis
fitdz expresszios szintet figyeltiink meg. A fitazaktivitas
nem volt kimutathaté a transzgenikus névények szara-
ban, gyokereiben és agaiban. Fitizaktivitis nem mutatha-
to ki a transzformalatlan névényekben sem.

9. példa

Repce transzformaldsa

Ebben a példaban a repce olyan transzformalasat
irjuk le, melynek soran a novényi szdvetet egyiitt te-
nyésztjiik a kiméra fitdz gént hordoz6 binaris vektort
tartalmazd Agrobacterium tumefacienssel. A transzge-
nikus nvényeket az antibiotikum rezisztencia alapjan
lehet szelektalni. A transzgenikus névényekben vizs-
galhatjuk a fitaz aktivitasat. A magas szinten expressza-
16kat alaposabban vizsgaljuk, és a tovabbi kisérletekben
alkalmazzuk.

Ugyanazt a bindris vektorban levé kiméra fitaz
konstrukciot (pMOG429) mobilizaljuk Agrobacterium
tumefaciens LBA4404 torzsbe, ahhoz hasonlé mddon,
mint amit a 7. példaban leirtunk. Ezt a torzset hasznal-
hatjuk repce (Brassica napus cv. Westar) transzformala-
sara. Ebbdl a célbol 5-6 hetes, éppen viragzas el6tt all6
novénybdl vett, felilleten sterilezett szardarabokat ve-
sziink, 24 6ra hosszat elkondicionaljuk MS taptalajban
(Fry et al., 1987) 1 mg/liter BAP-pal, majd 48 o6ra
hosszat egyiitt tenyésztjilkk Agrobacteriummal, ugyanazt
a taptalajt tartalmazé friss lemezeken. A transzgenikus
novénykezdemények azokrol a hajtasokrdl regeneralha-
tok, amelyek nének szelekcids taptalajon (500 mg/liter
karbenicillin, 40 mg/liter paromomicin), majd tovabb
elemezziik a 8. példaban dohanyra leirt médon.

10. példa

A fitazaktivitds vizsgdlata

A 413.25-as Nicotiana tabacum névényvonalbol
szdrmazd 25 mg magot megdroliink, amelyben 6ssze-
sen koriilbeliil 0,25 PTU van. (PTU= fitazegység. Egy
egység fitazaktivitast gy definidlunk, mint azt az en-
zimmennyiséget, amely 1,5 mM nétrium-fitatbél
1 umol/perc sebességgel (37 °C, pH=2,5) szabadit fel
szervezetlen foszfatot.

A mego6rolt magokat 50 ml dssztérfogata 250 mM
glicin/HCI pufferben (pH=2,5) inkubéljuk, amely
0,86 g natrium-fitatx11 H20-t tartalmaz. Jollehet az
Aspergillus fitdz mind 2,5-6s, mind 5,5-6s pH optimum
mellett expresszal, az alacsonyabb pH-t valasztjuk,
hogy a novény fitazaktivitasat kizarjuk.
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A kapott elegyet 15 illetve 60 percig inkubaljuk
37 °C-on. A reakciét ugy éllitjuk el, hogy az inkubalt
reakcidelegybdl 5 ml-t tesziink 5 ml 10%-0s TCA-ba
(triklor-ecetsav). Ezutan 10 ml indikator reagenst
[3,66 g vas(Il)-szulfat -7 viz, 50 ml ammoénium-
molibdat oldatban 2,5 g (NH4)*Mo7024x4H20 és 8 ml
koncentralt kénsav, 250 ml-re higitva desztillalt vizzel]
adunk a leallitott enzimoldathoz. A kék szin intenzitasat
spektrofotometridsan mérjitk 700 nm-en.

A T=0 idGpontban mért szervetlen foszfattartalom
szolgal kontrollként.

A mérések a felszabaditott foszfat mennyiségét jel-
zik, a 0—1 mM koncentracidtartomanyban levé foszfat
kalibracios gorbe alapjan

11. példa

A megdorolt Nicotiana tabacum magvak
inkubdldsa tapokkal

Egy tipikus kisérletben 0,25 g oldoszerrel extrahdlt
sz6jalisztet inkubalunk 25 mg 6r6lt Nicotiana tabacum
magvakkal (413.25-6s sejtvonal), amely koriilbeliil
0,25 PTU-t tartalmaz a fentiek szerint meghatérozva,
azzal az eltéréssel, hogy natrium-fitatot adunk hozza.
Ebben az esetben a hozzaadott inkubél6 anyag 410 ml
puffer és 90 ml viz elegye.

A foszfat felszabadulasat fitatbol olddszerrel extra-
halt széjalisztben, a 6. abran mutatjuk be. Hozzaadott
6r6lt mag nélkiil nincs megfigyelhet6 aktivitas.

Egy latszolag azonos kisérletben hasonlé eredmé-
nyeket kapunk kukorica glutén tappal is, mint szubszt-
ratummal. Az eredményeket a 6. abran mutatjuk be.

Nincs megfigyelhetd aktivitas az 6rolt magok tavol-
Iétében, illetve akkor, ha a hozzaadott magok nem tar-
talmaznak fitdzaktivitast.

12. példa

A fitazt tartalmazo transzgenikus magvak in vitro
vizsgdlata olyan kérillmények kozott, amelyek a
szarnyasok emésztGrendszerét szimuldljak

Hogy felbecsiiljiik a transzgenikus dohanymagvak-
ban termelt fitdz hatékonysagat, az Aspergillusbol szér-
mazo fitaz aktivitasat olyan modellben hatirozzuk meg,
amely a szdrmyasok emésztérendszerében talalhatd ko-
rilményeket utdnozza.

Egy standard szarnyastapmintat eldszor 1g/15 ml
viz koncentracioban inkubdlunk 60 percig 39 °C-on,
hogy ezzel szimulaljuk az allatokban el6forduld koriil-
ményeket a terményben. Ezt koveten 5 ml pepszinol-
datot (Merck: 5,28 g/l, pH=3,0, soésavval beallitva)
adunk hozza, a pH értéket sésavval pH=3,0-ra allitva,
majd az inkubalast tovabbi 90 percig folytatjuk ugyan-
ezen a hémérsékleten, hogy a gyomorban el6fordulé
koriilményeket szimulaljuk.

Az inkubéciés periédus sordn mintdkat vesziink,
hogy meghatarozzuk a tapban levé fitatbdl felszabadult
foszfat mennyiségét.

A gomba fitdz hatdsa nyilvanval6é a 10. abrabol.
A fitaz dozisat 250 PTU/kg taprél 1000 PTU/kg tapra
névelve, a tdpmintdbdl megnovekedett mennyiségi
foszfat szabadul fel.
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Ha egy transzgenikus dohanymagmintat (413.25
vagy 413.32 vonalak, dorzscsészében eldorzsolve alkal-
mazunk a gomba fitaz helyett, hasonlé mértékben fosz-
fat felszabadulést figyelhetiink meg (11. dbra). Kontroll
dohanymagot is vizsgdltunk, amely nem tartalmaz
fitazt. A vak kontrollal 6sszehasonlitva nem volt foszfat
felhalmozas megfigyelhetd.

Az 50 g transzgenikus dohanymag/kg tappal kapott
eredményeket Osszehasonlitva azokkal, amelyeket az
500-750 PTU/kg tappal kaptunk, azt az eredményt kap-
juk, hogy 1 kg dohdnymag koriilbeliil 12 PTU-nak felel
meg ebben az in vitro szarnyas emésztési modellben.

13. példa

Vizsgalatok dllatokban

A vizsgalatokat broilerekkel végezziik, hogy igazol-
juk a novényi magvakban expresszalddott fitaz hatékony-
sagat, valamint barmely, a dohanymagvakbol szarmazo
negativ hatas hianyat a zootechnikai eredményekre.

A fitazt expresszalé dohanymagvakat és kontroll mag-
vakat begytjtjikk. A magvakat 100 grammos részletekben
meg0roljik (Retch-mill ZM1) és a szitalashoz egy olyan
szitat alkalmazunk, amelynek a pérusmérete 500 um, és
vigyazunk arra, hogy a magvakat hiitve tartsuk.

Egynapos broiler kakasokat (Hybro) tartunk kétalla-
tos ketrecekben (0,45 m2). Az elsé két napban a terem-
hémeérséklet 32 °C, majd az elsG héten 4 °C-kal csok-
kentjiik. Minden ezt kéveté héten a hdmérséklet 2 °C-
kal csokkentjiik. A broilereket egy 6ra megvilagitas és
hérom oOra sotétséget valtogatva tenyésztjiik.

Az allatokat New Castle betegséggel szemben egy-
napos korukban vakcinaljuk, Clone 30 vakcina alkalma-
zasaval. A kisérletek soran a broilereket a kisérleti tappal
etetjiik, tetszés szerinti mennyiségben. A novekedési €s
a tap/sulynovekedés aranyt a kisérleti idészakban mér-
jik. Az dsszes foszfor latszolagos hozzaférhet6ségét ha-
romnapos peridédusokban mérjiikk, amelynek soran a tap-
fogyasztast szarazanyag-felvétellel mérjiik, az tirtiléket
pedig teljes egészében osszegyijtjiik.

A foszfor latszélagos hozzaférhetGségét ugy hata-
rozzuk meg, mint azt a kiilonbséget, ami a felvett fosz-
for és a kitiritett foszfor mennyisége kozott van.

Az alabbi, fitdz hozzdadasa nélkiili kontrollétrendet
alkalmazzuk:

Ca Ossz-foszfor | Fitat-foszfor
Etrendek (%) (%) (%)
1 0,60 0,45 0,30
2 0,75 0,60 0,30
3 0,90 0,75 0,30

Foszfatot nem adunk az 1-es étrendhez (alapétrend).

Kalciumot és foszfort vizmentes dikalcium-foszfat és
monoammonium-foszfat 5:1 aranya elegyével visziink
be a 2-es és 3-as étrendekbe. Az §sszes kisérleti étrendet
az alapétrend kiegészitésével allitunk el6 (1. Téblazat).

A 4-es kisérleti étrend tartalmaz mikrobialis eredetii
fitazt 400 TPU/kg tap mennyiségben, Van Gorcom és
munkatarsai altal leirt médon el§allitva (1991).
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Az 5-6s kisérleti étrend hasonlit a 4-eshez, de 6r6lt .
. . . Adalék k M :
nem transzgenikus dohinymagvakat adunk a tap- anyago ennyiség (&/k)
keverékhez, ezzel a 3 kg/90 kg tap végsé aranyt allit- Napraforgoliszt 80.0
va be. (oldészerrel extr.) ’
A 6-0s kisérleti étrend is hasonl6 a 4-eshez, de 3kg 5 Szoiali
. , | - h ) z0jaliszt 350.0
transﬂz%emkus dohanybol szarmflzo (41’3.25 vonal), (oldészerrel ext. 48% fehérie) ,
meg6rolt magot adunk 90 kg taphoz, igy kapjuk a . .
400 PTU/kg tap végkoncentraciot. z0ja0ta) 85
A kisérletet 176 broilerrel végezziik 16 ketrec- Vitaminok* 5,0
csoportban (11 per ketreccsoport) 24 napos korig. Ake- 10 | Asvanyi anyagok* 15.0
zeléseket (étrendek) kétszer megismételjiik, és az egyes MeészkG 10
sorokban levd ketrecekhez véletlenszerien rendeljitk Z ’
hozza. Szintetikus metionin 1,0
A foszfor felhasznélhatésagat 21-24 napos kortol Cr,0; 0,5
mérjik. 15 10010
A foszfor felhasznalhatdsagat és a 4-es, 5-0s €s 6-0s ’
étrenden tartott allatok novekedése a fitaz hozzaadasa-
nak pozitiv hatdsat mutatja (2. tdblazat). A 4-es, 5-0s és ME (MJ/kg) 13,1
6-os étrendek Osszehasonlitisa azt mutatja, hogy a Lizin 12.9
dohanymagvak belekeverése az étrendbe osszefér a 20 Metionit cisztor o1
mikrobialis fitdz miikodésével haszonallatok, példaul ctionin+cisztein d
broilerck emésztési rendszerében, és nem mutat negativ Kalcium 6,0 (6,0-6,6)**
hatast a zootechnikai eredményekre. Ossz-foszfor 4,5 (4,7-4,7)%*
1. tdbldzat o5 Szerves fitikus foszfor 3,0(3,1-3,1)**
Broilerekkel végzett kisérletek alapétrendjének osszeté- * Az egy kg tappal bevitt mennyiség: 12000 IU A vitamin; 2 000 [U
tele D, vitamin; 5 IU E vitamin; 1,5 mg K; vitamin; 1 mg tiamin, 5 mg
riboflavin; 1 mg piridoxin; 30 mg nikotinsav; 7,5 mg D-pantoténsav;
Adal¢kanyagok Mennyiség (g/k) 0,015 mg B, , vitamin; 0,5 mg folsav; 350 mg kloin-klorid; 75 mg
N - 30 etoxiquin; 9,5 g CaCO;; 2,5 g NaCl; 0,25 g FeSO,; 0,24 g MnSO,;
Sérga kukorica 280 45 mg CuS0y,; 60 mg ZnSO,; 105 mg KI elegy.
Cirok (alacsony tannintartalom) 200,0 ** () Az 1-¢s illetve 2-es kisérletekhez elemezve.
2. tdbldzat
A fitiz hatisa az dsszes foszfét és kalcium latszélagos felhasznalhatésagara, a P tartalom a tragyaban és a broilerek
teljesitménye
Felhasznalhatdsag A P mennyiség
. 4 %) 21-24. ©
Etrendek (Z::P) Hozzgaj;t)tt) fitdz ) nap atragyaban (g) NOV(' ())_24
8 & per kg tap felv. g
P Ca
1 6/4,5 0 49,8 47,2 2,7 338
2 7/5,6 0 45,6 48,9 3,8 592
3 9/1,5 0 44.6 46,9 49 683
4 mint az 1. 400 60,5 58,6 2,1 620
5 mint az 1. 0 48,5 48,0 2,7 340
6 mint az 1. 400 60,2 59,3 2,1 615
14. példa kédold szakaszt. Végs6 lépésként az egész konstrukcidt
A Bacillus licheniformis o-amilaz génjének egy bindris vektorban kl6nozzuk, Agrobacterium tumefa-
klonozasa egy expresszics kazettaban, konstituiv 55 ciens LBA4404 torzsbe visszilk at, amelyet a szamunkra
expresszio céljabol érdekes névény transzformaldsara hasznilunk. Barmely
Ebben a példaban a Bacillus licheniformis o.-amilaz més cDNS-t vagy gént ahhoz hasonlé modon klo-
génjét alakitjuk at, és egy olyan expresszids vektorban nozhatunk, mint az 0-amilaz génre az el6z8kben leirtunk.
klénozzuk konstitutiv expresszié céljabol, amely tartal- A példdban emlitett dsszes transzforméciét Escheri-
maz még egy novényi eredetli szignalpeptid szekvenciat 60 chia coli K-12 DH5a torzzsel végezzik.
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A) Bacillus licheniformis o-amilaz génjének
dtalakitdsa

A Bacillus licheniformisbol szarmazé o-amilaz gént
(7. abra), amely a pPROMS54 Bacillus vektorban taldlha-
t0 (letétbe helyezve a Centraal Bureau voor Schimmel-
culture-ndl, 1985. november 5-én, CBS 696.85 letéti
sorszam alatt), XBal és Bcll restrikciés enzimekkel
emésztjilk. Az Xbal/Bcll fragmentet Xbal ¢s BamHI
restrikciés enzimekkel linearizalt pUC18 vektorba
klénozzuk, igy kapjuk a pMOG318 plazmidot. Egy
Sall/BamHI fragmentet szintetizalunk PCR technikaval,
a pMOG318-at hasznélva templatként, a BamHI hasitasi
helyet egy nem pontosan illeszkedd indité6 molekulaval
hozva létre (lasd 7. abra). A Sall/BamHI PCR
fragmentet a pIC-19R plazmidba klénozzuk (Marsh et
al.,, 1984), amelyet Sall és BamHI restrikcids enzimek-
kel emésztettiink, igy kapjuk a pMOG319 plazmidot.
A pMOG318-bol szarmaz6 Sall fragmentet, amely tar-
talmazza az a-amilaz gén 5’ végét (a pUC18-ban megle-
v6 Sall hasitasi hely felhasznalasaval) a Sall restrikcios
enzimmel linearizalt pMOG319 plazmidba klénozzuk.
Ennek eredménye a pMOG320 plazmid, amely a teljes
o-amilaz gént tartalmazza.

B) pMOG29 vektor elédllitasa

A pMOG29 vektort a 4 (A) példaban leirt médon
allitjuk el8.

C) Az a-amildz gén klonozdsa Bacillus
licheniformisbdl a bindris vektorban

a pMOG320 plazmidot Hgal és BamHI restrikcids
enzimekkel emésztjilk. A Hgal/BamHI fragmentet,
amely a 9. aminosavtol kezd6édéen kédolja az érett
d-amilazt, egy hirom fragmentes ligalassal, a szintetikus
F duplex oligonukleotiddal egyiitt (4. abra) Sphl és
BamHI  restrikcios  enzimekke! linearizalt
pMOG29 plazmidba ligaljuk, ennek eredménye a
pMOG321 plazmid. Az oligonukleotid duplex tartal-
mazza a PR-S szignalpeptidje utolsé 2 aminosavanak
savat kodold informaciot. A teljes konstrukcidt, amely a
kiméra at-amiléz gént tartalmazza, az EcoRI és HindIII
restrikcids enzimekkel linearizalt pMOG23 binéaris vek-
torba épitjik be egy EcoRI/HindIII restrikcids fragment
formajaban. A kapott binaris plazmidot (pMOG227, 9.
abra) mobilizaljuk, egy haromsziil6s keresztezéssel,
Escherichia coli RK2013 K-12 torzset alkalmazva erre a
célra (amely tartalmazza a pRK2013 plazmidot) (Ditta et
al., 1980), Agrobacterium LBA4404 térzsbe, amely tar-
talmazza a T DNS-nek névényekbe valo atviteléhez
szilkséges virulencia géneket.

15. példa

A bacillus licheniformis a-amilaz stabil
expresszioja dohanyban

Ebben a példaban a dohanyt transzformaljuk, oly
médon, hogy a novényi szdvetet egylitt tenyésztjiik
olyan Agrobacterium tumafacienssel, amely egy kiméra
a-amilaz gént hordoz6 binaris vektort tartalmaz.
A transzgenikus névényeket az antibiotikum reziszten-
cia alapjan szelektaljuk. A transzgenikus névények
magvaiban vizsgaljuk az o-amilaz aktivitast. A maga-
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san expresszalodokat alaposabban elemezziik, és a to-
vabbi kisérletekben ezeket hasznaljuk.

Az Agrobacterium LBA4404 torzset (pM0G227)
hasznéljuk a transzformdacids kisérletekben. A dohany
(Nicotiana tabacum SR1) transzformalast ugy végezziik
el, hogy a levélkorongokat egyiitt tenyésztjiik Horsch és
munkatarsai modszerével (1985). A transzgenikus né-
vényeket regeneraljuk azokbodl a hajtasokbol, amelyek
szelekcios taptalajon (100 pg/ml kanamicin) nének.
A fiatal névényekben megvizsgaljuk a NPTII aktivitast,
érettségig felneveljiik, hagyjuk, hogy 6nmagukat bepo-
rozzék és magot hozzanak. Az egyes transzforman-
sokbol szarmazé magvakat egyesitjiik, és a magminta
egy részében vizsgaljuk az o-amilaz aktivitas jelenlétét.
A legmagasabb expresszids szinttel rendelkezd
kl6nokbdl (a nem transzformalt kontroll magokhoz vi-
szonyitva) a maradék magokat kanamicin jelenlétében
(200 mg/l) csirdztatjuk (ezek transzgenikusak az o-
amilazra nézve is), és a magvaikban legmagasabb szin-
ten oi-amildzt termelni képes névények tomeges elGalli-
tasara hasznaljuk. A megfigyelt maximalis o-amilaz
szint a mag Osszes oldhatd fehérjéjére vonatkoztatva
0,4%. Ezeket a magvakat lehet azutan az emésztési ki-
sérletekben alkalmazni.

16. példa

A magvakban levé a-amildz alkalmazdsa
keményité elfolyositdsdra

A Bacillus licheniformis a-amilazt, dohany-
magvakban expresszdlva, alkalmazzuk keményitS el-
folyositasara az alabbiak szerint: 100 g-t gydjtiink
mind az o-amilazt expresszalé, mind a kontroll do-
hanymagvakbdl. A magvakat egy malomban meg6rol-
jik (Retch-mill ZM1), és egy 250 pm) pdérusméretii
szitdn atszitaljuk, és lgyeliink arra, hogy a magvak
hiitve maradjanak. Az a-amilaz tartalmuk meghataro-
zasa céljabol a megdrolt magvakat 10 térfogat 0,5 M
glicin (pH=9,0), 10 mM kalcium-klorid &sszetételd
pufferrel extrahaljuk, 30 percig 0 °C-on. A feliiliiszot
hasznaljuk az o-amilaz tartalom Phadebas mddszerrel
torténé meghatarozisara (Pharmacia Diagnostics). Az
egységekre mint TAU-ra hivatkozunk (termostabil o-
amildz egység).

Az elfolydsitési vizsgalatokat az alabbiak szerint vé-
gezziik: keményit6szorpo6t [Osszetétele: 3,3 kg kukori-
ca- vagy burgonyakeményitd, D. S. (szarazanyag) 88%
(2,904 kg keményitd); 5,45 1 viz; a szérp D. S. értéke
33% lesz; a pH értékét 6,5-re allitjuk 0,5 M kénsavval
vagy 1 M nétrium-hidroxid-oldattal. Vagy 6rolt magva-
kat vagy mikrobidlis o-amildzt adunk hozza olyan
mennyiségben, amely megfelel 4,4 T. A. U./g D. S.-
nek] melegitiink 100 °C-ra, amilyen gyorsan csak lehet,
és ezt a hémérsékletet 10 percig fenntartjuk. A szorp
hémérsékletét ezutan 95 °C-ra csokkentjiik, majd 2 éra
hosszat ezen a hémérsékleten tartjuk. Ezutan a mintakat
kénsavval pH=3,5-re savanyitjuk, majd forrasban levé
vizfiird6be helyezziik 10 percre, hogy ledllitsuk az en-
zimaktivitast, miel6tt a DE (dextr6z ekvivalensek) és
hidrolizis mintdzatot HPLC-vel meghatarozzuk.
A HPLC elemzéshez BIORAD HPX-42A oszlopot
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hasznilunk, dsvényianyag-mentesitett vizet hasznalva
elualdszerként.

A burgonya- és kukoricakeményité hidrolizisével
kapott oligoszaccharid mintazatot

A) transzformaélt novényi magok;

B) MaxamylR (Bacillus licheniformis o-amilaz, a
Gist-Brocades termeke, Delft, Hollandia); és
C) DexloRCL (Bacillus amyloliquefaciens a-

amildz a Gist-Brocades-t6])

felhasznélasaval eléllitva hasonlitottuk dssze (12. és
13. 4dbra). A transzformalt névényi magvakkal és
MaxamylIR-rel kapott oligoszaccharid mintizat azonos,
mégis mindegyik kiilonbézik att6l, amelyet DexloR-rel
kapunk, megerésitve, hogy Bacillus licheniformis a-
amildz termelédik a novények magvaiban. A novényi
magvakkal kapott DE értékek (3. tablazat) a kereskedel-
mileg elfogadhat6 tartoményban vannak (DE>12, ¢l3-
nydsen De216) (Reilly, 1985).

3. tablazat

Kukorica- és burgonyakeményit6 hidrolizisével kapott
Dextréz ekvivalens (DE) értékek

Burgonya- Kukorica-
keményité DE keményité DE

MaxamyRWL7000 18 16
Transzformalt

dohanymagvak 16 13
Nem transzformalt 0 0
domanymagvak

DexloRCL 15 18

Jéllehet a jelen talalmanyt specifikus megvaldsitasi
modjaira valé hivatkozdssal irtuk le, a szakteriileten
jartas szakemberek szamara vildgosnak kell lennie,
hogy kiilénb6z6é valtoztatasok hajthatok végre, és az
egymassal egyenértékl dolgok helyettesitheték egy-
massal anélkiil, hogy eltéménk a jelen taldlmany oltal-
mi korétél és szellemétdl. Emellett szamos médositas
hajthaté végre, hogy egy adott helyzethez, anyaghoz,
novényhez, maghoz, eljirishoz vagy a taldlmany tar-
gyénak, szellemének és oltalmi kérének eljarasi 1épé-
sé¢hez vagy lépéseihez alkalmazkodjunk. Az 6sszes
ilyen modositas a megadott igénypontok oltalmi kéré-
be tartozik.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras egy in vitro reakcid katalizaldsara, azzal
Jellemezve, hogy
(i) transzgenikus — magvaiban egy enzim megnévelt

mennyiségét tartalmazé — ndvényekbdl magvakat

nyeriink,

(i1) az emlitett magvakat hozzaadjuk egy szubsztratot
tartalmazoé reakcidelegyhez és

(i) az enzimet reagaltatjuk a reakcidelegyben 1évé
szubsztrattal.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az enzim egy heterolég enzim a nem transz-
genikus, vad tipusti névény szamara.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a magvakat a reakcidelegyhez valdé hozziadas
elétt megdroljiik.

4. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az Orlést a magvaknak a reakcidelegyhez vald
hozzaadasa utan végezziik.

5. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az enzim egy hidrolaz enzim.

6. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a hidroldz enzim egy protedz, celluldz, hemi-cel-
lulaz, foszfataz, lipaz, pektindz, amilaz, lizozim, pellu-
lanaz vagy kitinaz.

7. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az enzim egy lidz.
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8. A 7. igénypont szerinti eljaréds, azzal jellemezve,
hogy a liaz egy pektinliaz.

9. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az enzim egy izomeraz.

10. A 9. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az izomeraz egy gliikéz izomeraz.

11. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy az enzim egy fitdz, alfa-amilaz, cellobio-
hidrolaz, endo-glukanaz, endo-xilanaz, endo-galakta-
naz, alfa-galaktoziddz, arabinandz, szerin-protedz, ki-
mozin, papain, gasztrikus lipaz, pektin-lidz vagy glikéz
izomeraz.

12. Eljaras egy allat tapértékfelvételének javitasara
adott takarméanyb6l vagy tapbol, azzal jellemezve, hogy
(i) transzgenikus — magvaiban egy enzim megnovelt

mennyiségét tartalmazé — névényekbdl magvakat

nyeriink, ¢és
(ii) ezeket a magvakat az allattal megetetend6 taphoz
vagy takarméanyhoz adjuk, amikor is az enzim képes

a takarmanyban vagy tapban egy emésztési reakciot

katalizalni, amely emésztési reakcié eredményekép-

pen a tapban 1év6, a takarmanyt vagy tipot emésztd
allat szaméra hasznosithaté komponensek mennyi-
sége megno.

13. A 12. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy az enzim egy fitdz, cellulaz, hemicellulaz, pek-
tinaz vagy amilaz.

14. Eljaras egy in vitro reakcio katalizalasara, azzal
Jjellemezve, hogy
(i) transzgenikus — magvaiban legalabb egy enzim

megndvelt mennyiségét tartalmazé — névényekbdl

magvakat nyeriink,

(ii) az emlitett magvakat hozzaadjuk egy vagy tobb
szubsztratot tartalmazo reakcidelegyhez, és

(iii) az enzimet reagaltatjuk a reakcidelegyben 1évé egy
vagy tobb szubsztrattal.

15. Eljaras transzgenikus — magvaiban legalabb egy
enzim megndvelt mennyiségét tartalmazoé — ndvény eld-
allitasara, azzal jellemezve, hogy
(i) el6allitunk egy pMOG expresszids szerkezetet,

kontrollja alatt egy enzimet k6dolé DNS-t tartal-

maz,
(ii) transzformalunk egy névényi sejtet az emlitett
expresszios szerkezettel, €s
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(iii) regeneraljuk a novényt, amely a magvaiban az em-
litett enzim megnovelt mennyiségét tartalmaz-
za kozvetlen felhasznéldshoz egy ipari eljarasban.
16. A 15. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-

ve, hogy a pMOG413 konstrukciét tartalmazé

expresszios szerkezetet allitjuk eld.

17. A 15. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a pMOG429 konstrukciét tartalmazoé
expresszids szerkezetet allitjuk eld.

18. A 15. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a pMOG227 konstrukci6ét tartalmazo
expresszios szerkezetet allitjuk eld.

19. Eljaras egy pMOG413 konstrukci6 eldallitasara,
azzal jellemezve, hogy
(1) emésztjilk a pGB927 plazmidot Xhol és Pstl enzi-

mekkel,

(i1) klénozzuk az  Xhol/Pstl  fragmenst a
pMOG407 plazmidba az Xhol/Pstl helyeknél, eldal-
litva igy a pMOG417 konstrukcidt, és

(ii1) behelyezziik a teljes pMOG417 konstrukcidt egy
EcoRI/HindIII fragmensként a pMOG23 binaris
vektorba, midltal egy kiméra fitdz gént tartalmazé
pMOG413 konstrukciéhoz jutunk.

20. Eljaras egy pMOG429 konstrukcié elBallitasara,
azzal jellemezve, hogy
(i) emésztjiik a pGB927 plazmidot Xhol és Pstl enzi-

mekkel,

(i) klénozzuk az  Xhol/Pstl  fragmenst a
pMOGA426 plazmidba az Xhol/Pstl helyeknél, el64l-
litva igy a pMOG428 konstrukciot, és

(iii) behelyezziik a teljes pMOG428 konstrukcidt egy
EcoRI/HindIII fragmensként a pMOG23 binaris
vektorba, miéltal egy kiméra fitdz gént tartalmazo
pMOGA429 konstrukciohoz jutunk.

21. Eljaras egy pMOG227 konstrukcio eldéllitasara,
azzal jellemezve, hogy
(i) emésztjik a pGB320 plazmidot Hgal és Baml enzi-

mekkel,

(i1) klonozzuk a Hgal/BamHI fragmenst egy hdrmas
ligalassal, a szintetikus F duplex oligonukleotiddal
egylitt a pMOG29 plazmidba az Sphl/BamHI he-
lyeknél, eléallitva igy a pMOG321 konstrukciot, és

(iii) behelyezziik a teljes pMOG321 konstrukcidt egy
EcoRI/HindIIl fragmensként a pMOG23 binaris
vektorba, mialtal egy kiméra alfa-amildz gént tartal-
maz6 pMOG227 konstrukcidéhoz jutunk.
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A kiadasért felel: Tor6esik Zsuzsanna osztalyvezetd
Windor Bt., Budapest
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