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A jelen taldlmany olyan DNS molekuldkat ir le, melyek egy elagazast
megsziinteté enzim bioldgiai aktivitdsaval rendelkezé névényi proteineket kodolnak.
Ezenkivil, leirasra keriiinek olyan transzgenikus novényi sejtek és névények is,
melyek csokkentett vagy megndvekedett elagazast megsziinteté enzim aktivitassal
rendelkeznek, valamint az emlitett sejtekbdl és névényekbsl médositott kemenyit

izolalhato.
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A jelen talalmany egy elagazast megszinteté enzim (R enzim) enzimatikus
aktivitasaval rendelkez6 novényekbdl szarmazé proteineket kédolé DNS
molekulakkal kapcsolatos. A jelen talalmany tovabba kapcsolatos a ndvényekben

szintetizalt amilopektin elagazasanak moédositasara szolgalo eljarassal is, valamint



olyan novényekkel és ndvényi sejtekkel, melyekben mddositott elagazasi foku
amilopektin szintetizaloédik egy tovabbi elagazast megsziinteté enzim aktivitdsanak
vagy egy endogén elagazast megsziintet§ enzim aktivitds gatlasa expresszidjanak
kdszdnhetben, valamint az emlitett névényi sejtekbdl és novényekbdl nyerheté
keményitével.

A keményité fontos szerepet jatszik egy sor névény raktdrozé anyagaként,
valamint reproduktiv, kereskedelmi szempontbél hasznos nyersanyagként és
jelentésége egyre né. A keményitd ipari alkalmazasahoz szilkség van arra, hogy a
keményit6é megfeleljen a feldolgozé ipar kbvetelményeinek a keményité szerkezetét,
formajat és/vagy egyéb fiziko-kémiai paramétereit tekintve. A lehetd legtobb terlileten
valé hasznositashoz a keményit6 a lehet6 legtébb formaban kell kinyerhet legyen.

Mig a poliszacharid keményité kémiailag egységes alkotérészekbdl all, a
glik6z molekulakbdl, ez kilénb6z6 molekula formak komplex keveréke, mely
kGlonbségeket mutat a polimerizacié foka és az elagazasok jelenlétét tekintve.
Megkulonboztetheté az amiléz keményité, az amilopektin keményitéb6l szarmazé
alfa-1,4 glikozidosan kapcsolodd glikéz molekuldk egy alapjaban véve elagazas
mentes polimere, egy elagazé polimer, melynek elagazasai a tovabbi alfa-1,6
glukézidos kotések eredményei.

A kifejezetten keményit6 termelésre hasznalt novényekben, példaul a
kukoricaban vagy a burgonyaban, mind a két keményité forma jelen van 25 rész
amiléz : 75 rész amilopektin ardnyban. Az amilopektinen tal a kukorica példaul egy
masik elagazo poliszacharidot tartalmaz, az Ugynevezett fitoglikogént, ami az
amilopektints! abban tér el, hogy magasabb az elagazasi foka és kiilonboz6 az
oldekonysaga (lasd példaul Lee et al., Arch. Biochem. Biophys. 143 (1971), 365-374;
Pan and Nelson, Plenat Physiol. 74 (1984), 324-328). A jelen talalmanyban az

amilopektin kifejezésen fitoglikogént értiink.



A keményit6 alapvetd vegyllete uniformitasanak tekintetében ipari
alkalmazasahoz a keményit§ termelS névényektél elvarjak, hogy példaul vagy csak
amilopektin alkotérészeket vagy csak amildéz alkotérészeket tartalmazzanak. Mas
alkalmazasokhoz a névénnyel szemben kdvetelmény, hogy kiilénbdz6é elagazasi
fok amilopektin formakat szintetizaljon.

llyen novények hozhatdk létre példaul nemesitéssel vagy mutagenezises
technikakkal. Bizonyos ndvény fajokrdl, példaul a kukoricardl, ismert, hogy a
mutagenezis felhasznalhatd csupan amilopektint termel6 valtozatok létrehozasara.
Burgonya esetében kémiai mutagenezissel egy genotipust hoztak létre egy haploid
vonalhoz, mely nem termel amilézt (Hovenkamp-Hermelink, Theor. Appl. Genet. 75
(1987), 217-221).A haploid vonalak azonban vagy az ezekbdl szarmazé homozigéta
diploid vagy tetraploid vonalak nem megfelel6ek mezb6gazdasagi célokra. A
mutagenezises technikak azonban, nem alkalmazhatok a tetraploid vonalak
esetében, melyek viszont a mezdgazdasag szamara érdekesek, mivel a négy
kulénbdzé genotipus jelenléte miatt egy géen Osszes koépidjanak inaktivalasa
technikailag nem megvalésithaté. Ezért, burgonya esetében mas technikakat kell
alkalmazni, példaul a névények specifikus génsebészeti modositasat.

Példaul Visser és munkatarsaitol (Mol. Gen. Genet. 225 (1991), 289) és a WO
92/11376 szabadalombdl ismert, hogy a keményité szemcséhez koétott keményité
szintetaz gén antisense gatlasaval burgonyaban olyan valtozatok hozhatok létre,
melyek Iényegében tiszta amilopektin keményitét szintetizalnak.

A WO 92/14827 szabadalom elagaztaté enzimet (Q enzim) kdédolé DNS
szekvenciakat ir le, melyek alfa-1,6 eldgazasokat juttatnak be az amilopektin
keményitébe. Ezekkel a DNS szekvenciakkal lehetéség van olyan transzgenikus
névények létrehozasara, melyek médositott amiléz/amilopektin aranyti keményitét

tartalmaznak.



Azért, hogy még specifikusabban méddosithassuk a nbvényekben
szintetizalodott keményit§ elagazasi fokat gensebészeti eljarast hasznalva, szikség
van az olyan enzimeket kodold6 DNS szekvencidk azonositasara, melyek részt
vesznek a keményit6 metabolizmusban, kilénésen a keményit6 molekulak
elagaztatdsaban részt vevl enzimekét.

A keményit6 molekuldkba elagazasokat bejuttatni képes Q enzimeken tul a
névények olyan enzimeket is tartalmaznak, melyek képesek az elagazasokat
megszintetni. Ezekre az enzimekre eldgazast megsziinteté enzimekként utalunk és
szubsztrat specifitasuk tekintetében harom csoportra osztjuk ezeket:

(a) Pollulanazok, melyek az amilopektint hasznaljak szubsztratként a pullulanon
kivil, olyan mikroorganizmusokban talédlhatok, mint példaul a Klebsiella,
valamint a ndvények. Névényekben ezekre az enzfmekre gyakran utalunk R
enzimekként.

(b) lzoamilazok, melyek nem a pullulant, hanem a glikogént és az amilopektint
hasznaljak szubsztratként, szintén megtalalhaték mikroorganizmusokban és
névényekben. |zoamilazokat irtak le példaul kukoricabél (Manners and Rowe,
Carbohydr. Res. 9 (1969), 107) és burgonyabdl (Ishizaki et al., Agric. Biol.
Chem. 47 (1983), 771-779).

(c) Az Amilo-1,6-glikozidazokat emlfsok és élesztégombak esetében irtak le és
a hatéar dextrineket hasznaljak szubsztratként.

Li és munkatarsai (Plant Physiol. 98 (1992), 1277-1284) cukorrépaban csupan
egyetlen pullulanaz tipusu elagazast megsziintetd enzimet detektaltak 6t endoamilaz
és két exoamilaz enzimen kivul. Miutan mérete korilbelll 100 kD és pH optimuma
5,5, ez az enzim a kloroplasztiszokban helyezkedik el. Spenét esetében szintén keét
elagazast megszintetd enzimet irtak le, melyek szubsztratként a pulluiant

hasznaljak. A spenot elagazast megszintet6 enzimjei és a cukorrépa enzimjei olyan
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aktivitassal rendelkeznek, melyek 5 faktorral alacsonyabbak, ha az amilopektinnel
reagainak szubsztratként a pullulan helyett (Ludwig et al., Plant. Physyiol. 74 (1984),
856-861; Li et al., Plant. Physiol. 98 (1992), 1277-1284).

Egy elagazast megsziintetdé enzim aktivitasat Hobson és munkatarsai (J.
Chem. Soc. (1951), 1451) vizsgaltak burgonya esetében, mely egy keményit6-
raktarozo termesztett névény, mely mez6gazdasagi szempontbdl is fontos ndvény.
Sikeriilt biztositaniuk, hogy a megfelel6 enzim - a Q enzimmel szemben - nem
rendelkezik lanc meghosszabbité tulajdonsaggal, csupan az alfa-1,6 glikozidos
kotéseket hidrolizalja. Azonban nem tudtak részletesebben jellemezni az enzimet.

A burgonyahoz az elagazast megszunteté enzim tisztitadsara szolgalo eljaras
és a fisztitott protein részleges peptid szekvencidja is felvetédott mar (Német
szabadalmi alkalmazas P 43 27 165.0 és PCT/EP94/026239). Elméletileg,
lehetséges kellene legyen a megfelelé6 proteineket kédold6 DNS szekvenciak
azonositasa ismert peptid szekvencidk segitségével ha degeneralt oligonukleotid
probakat hasznalunk. Azonban gyakorlatilag gyakran merul fel az a probléma, hogy a
proba degeneraltsagi foka tul magas vagy a préba tul révid a kivant proteint kédolé
szekvencidk specifikus azonositasahoz.

A burgonya elagazast megsziintet6 enzimjének javasolt peptid szekvenciaja
ismerete ellenére a kutatok ezideig nem tudtak a ndévények elagazast megsziintetd
enzimjét koédold DNS molekulékat izolalni a degeneralt oligonukleotidokhoz vald
hibridizaciéval vagy mas genetikai vagy immunoldgiai megkdzelitésekkel, mint
példaul amilyeneket a P 43 27 165.0 Német szabadalmi alkalmazas ad meg.

Spenot esetében sem - mely névénynél az elagazast megszintetd enzim
tisztitasat Ludwig és munkatarsai leirtak (Plant Physiol. 74 (1984), 856-861) - tudtak
a kutatok meghatarozni a peptid szekvenciat vagy az emlitett proteint kédold6 DNS

molekulakat azonositani.
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A jelen taldlmany problémajat igy az olyan DNS molekulak biztositasa jelenti,
melyek olyan ndvényi proteineket kédolnak, melyek egy eldgazast megszintetd
enzim aktivitasaval rendelkeznek és lehet6vé teszik transzgenikus névényi sejtek és
olyan ndvények létrehozasat, melyek egy elagazast megszintet6 enzim fokozott
vagy csOkkentett aktivitdsaval rendelkeznek.

A problémat az igénypontokban lirt megvalésulasok biztositasaval oldjuk meg.

A jelen talalmany igy olyan névényi proteineket kédol6 DNS molekulakkal
kapcsolatos, melyek egy elagazast megszinteté enzim enzimatikus aktivitasaval
rendelkeznek, vagy ennek egy bioldgiailag aktiv fragmentjével.

Egy ilyen DNS molekula el6ny6sen egy novényi elagazast megszuntetd
enzimet kdédol, melynek szekvenciajat a 18. vagy 24. szamu szekvenciaban mutatjuk
be. Még elénybdsebben egy ilyen DNS molekula a 17. szamua szekvenciaban vagy a
23. szamu szekvenciaban bemutatott nukleotid szekvenciat tartalmazza, kildénosen
ezek kodol6 régiojat.

A jelen talalmany targyat képezik tovabba, az olyan DNS molekulak, melyek
egy elagazast megszintet6 enzim bioldgiai aktivitasaval rendelkezé novényi
proteineket kédolnak, vagy ezek egy bioldgiailag aktiv fragmentjét, és melyek a fent
leirt barmelyik DNS molekulahoz hibridizalédnak.

A ‘“hibridizacié” fogalma ebben a szbéveg Osszefliggésben hagyomanyos
hibridizaciéos koérilmények kozotti hibridizaciét jelent, elényésen olyan szigoru
korllmények kozotti hibridizaciét, melyet példaul Sambrook és munkatarsai irnak le
(1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2nd Edition, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY). A jelen talaimany DNS molekulaihoz
hibridizalédé DNS molekulak elméletileg szarmazhatnak barmilyen olyan névénybdl,

mely ilyen DNS molekulaval rendelkezik. El6nydsen, ezek egyszikli vagy keétsziki
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novenyekb6l szarmaznak, elénydésen haszonndvényekbdl, és még elénydsebben
kemeényit6t raktarozé ndvényekbdl.

A jelen talalmany DNS molekulaihoz hibridizalédé DNS molekulak izolalhatok,
példaul kilénbdz6 ndvények genom kdnyvtaraibdl vagy cDNS kényvtaraibol.

A ndvényekbdl szarmazé ilyen DNS molekulak azonosithatdk és izolalhatok a
jelen taldlmany DNS molekulainak hasznalataval vagy ezen molekulak
fragmentjeivel, vagy ezen molekulak reverz komplementjeivel, példaul standard
technikaknak megfelel6en térténd hibridizacioval (lasd példaul Sambrook et al., 1989,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2nd Edition, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY).

Hibridizacios probaként példaul olyan DNS molekuidk hasznalhaték, melyek
lényegében azonosak a 17. szamu szekvencidban vagy a 23. szdmu szekvenciaban
jelzett DNS szekvenciakkal vagy az emlitett szekvencidk fragmentjaivel. A
hibridizaciés probaként hasznalt DNS fragmentek lehetnek szintetikus, hagyomanyos
DNS szintézises technikdk segitségével létrehozott DNS fragmentek, melyek
szekvenciaja lényegében azonos a jelen talalmany szerinti DNS molekuldk DNS
szekvencigjaval. Ha a jelen taldlmany DNS molekuldihoz hibridizalédd géneket
azonositottuk és izolaltuk, szikséges meghatarozni szekvenciajukat és az emlitett
szekvencia altal kodolt proteinek tulajdonsagait analizalni.

A ‘“hibridizalodd6 DNS molekulak™ kifejezés a fent leit DNS molekulak
fragmentjeit, szarmazékait és allél variansait foglaljadk magukba, melyek a fent leirt
proteint vagy ennek egy bioldgiailag aktiv fragmentjét kédoljak. A fragmenteket ugy
ismerjik, mint a DNS molekulak olyan részeit, melyek elegendé hosszusaguak
ahhoz, hogy a leirt proteint vagy annak egy biologiailag aktiv fragmentjét kodoljak. A
‘szarmazék” kifejezés ebben a szbveg Osszefliggésben azt jelenti, hogy ezen

molekuldk DNS szekvenciaja egy vagy tobb poziciéban tér el a fent leit DNS



molekulak szekvenciajatél és erds homolégiat mutatnak az emlitett DNS
molekulaval. A homolégian azt értjlik, hogy a szekvencia azonossag legalabb 40%-
os, kulonosen legalabb 60%-0s, még elénydsebben legalabb 80%-0s és még
elénybsebben legalabb 90%-o0s. A fent leit DNS molekulaktdl vald eltérés lehet
delécid, szubsztitacid, inzertacid, addici6 vagy rekombinacid eredménye. A
homoldgia a tovabbiakban azt jelenti, hogy a megfelel6 DNS szekvencidk vagy a
kédolt proteinek funkcionalisan és/vagy strukturdlisan is azonosak. A fent leirt DNS
molekulakkal homolég DNS molekulak, valamint az emlitett DNS molekulak
szarmazékai gyakran az emlitett DNS molekulék variacioi, melyek azonos biolégiai
funkcié moédositasait képviselik. Ezek lehetnek természetesen eléforduld variaciok,
mint példaul mas ndvény fajok szekvencidi, vagy mutaciék. Ezek a mutaciok
bekdvetkezhetnek a természetben, vagy elérheték specifikus mutagenezis révén.
Ezenkivil, ezek a variaciok lehetnek szintetikusan létrehozott szekvenciak is.

Az allal variansok lehetnek természetesen el6forduld varidnsok, valamint
szintetikusan létrehozott vagy génsebészetileg létrehozott variansok.

A jelen talalmany DNS molekulainak kilénb6z6 varidnsai altal kodolt proteinek
specifikus k6z0s tulajdonsagokkal rendelkeznek, mint példaul enzimatikus
aktivitassal, molekulasullyal, immunoldgiai reaktivitassal, konformaciéval stb.,
valamint fizikai tulajdonsagokkal, mint példaul elektroforetikus mobilitassal,
kromatografias viselkedéssel, szedimentaciés koefficienssel, oldékonysaggal,
spektroszképos tulajdonsagokkal, stabilitassal, pH optimummal, hémérsékiet
optimummal, stb.

Az elagazast megsziintetdé enzim enzimatikus aktivitdsa egy jod festési
teszttel detektalhatd az 5. példaban leirtaknak megfeleléen. Ez a teszt arra a
megallapitasra alapul, hogy egy keményit6 moédositasi képességgel rendelkezd

protein Ugy detektalhatd, hogy a protein extraktumokat szeparaljuk, példaul



gumokbodl, nem denaturalé amilopektint tartalmazé poliakrilamid géleken (PAAG)
majd ezt kdvetéen megfestjik a gélt megfelelé pufferben valé inkubalas utan joddal.
Mig a nem elagaz6 amildéz kék komplexet képez a jéddal, az amilopektin vordses-
bibor elszinez6dést eredményez. A vordses-bibor szint adé amilopektin tartaimu
poliakrilamid gélek joddal vald reagaltatasa szinvaltozast eredményez, a gél kékre
szinezb6dik azokon a helyeken, ahol az elagazast megsziinteté aktivitas talalhato,
miutan a bibor-festédés( amilopektin eldgazasait az elagazast megsziinteté enzim
megemészti.

Masik lehetéségként az elagazast megszuntetd enzim aktivitas detektalhatd
DNSS teszttel (lasd Ludwig et al., Plant., Physiol. 74 (1984), 856-861).

A jelen taldlmany tovabba kapcsolatos még olyan DNS molekulakkal, melyek
szekvencidja eltér a fent leit DNS molekulak szekvenciéjétél a genetikai koéd
degenerdltsaga kovetkeztében, valamint melyek egy elagazast megsziinteté enzim
biolégiai aktivitdsaval rendelkez6 néveényi proteint, vagy annak egy biolégiailag aktiv
fragmentjét kddoljak.

Egy elényben részesitett megvaldsulas szerint a jelen talalmany szerinti DNS
molekulak altal kddolt protein legalabb egy az 1. - 14. szamu szekvenciakban leirt
peptid szekvenciat tartalmaz.

Egy masik elényben részesitett megvaldsulas szerint a jelen talalmany szerinti
DNS molekulak altal koédolt névényi elagazast megsziintetd enzimek izolalhatok
nbvényi protein kivonatokbdl frakcionalt amménium szulfatos kicsapatassal és ezt
kovet6 affinitas kromatografiaval béta-ciklodei&rinen.

Elénydsen, a jelen taldlmany DNS molekulai olyan proteineket kédolnak,
melyek 50 - 150 kD molekulasulytiak SDS gél elektroforézissel, el6nydsen 70 - 130

kD és még elénydsebben 90-110 kD kozéttiek.
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Eiméletileg a jelen talalmany szerinti DNS molekuldk szarmazhatnak
batmilyen olyan ndvénybél, mely expresszalja a leirt proteineket, elénydsen
taxonémiailag magasabbrendl névényekbdl, kllondsen egyszik(i vagy kétszik(
névényekbdl, elbnydsen olyan noévényekbdl, melyek keményit6t szintetizalnak.
Leginkébb példaul a gabonak (mint példaul az arpa, a rozs, a zab, a buza stb) a
kukorica, a rizs, a borso, a kaszava stb részesulnek elényben.

Egy el6nyben rézesitett megvaldésulasban a jelen taldlmany DNS molekulai a
Solanaceae csaladba tartoz6 névényekbél szarmaznak, vagy a Chenopodiaceae
csaladba tartozé novényekbdl, elényésen a Solanum tuberosum-bdl, vagy a Spinacia
oleracea-bdl.

A jelen taldlmany tovabba vonatkozik vektorokra, kiléndsen plazmidokra,
kozmidokra, virusokra, bakteriofagokra és mas olyan a génsebészetben
hagyomanyos vektorokra, melyek a jelen talaimany DNS molekulait tartalmazzak.

A jelen taldimany elényben részesitett megvaldsuldsa szerint a vektorokban
tartaimazott DNS molekuldk szabalyoz6 DNS szekvenciakhoz kapcsolodnak
lehetévé téve a prokarita vagy eukaridta sejtekben valé transzkripciét és
transzlaciét.

A jelen taldimany egy masik elényben részesitett megvaldsulasa szerint a
talalmany gazdasejtekre is vonatkozik, kiilonésen prokariéta vagy eukariéta sejtekre,
melyeket a fent leit DNS molekulaval vagy vektorral transzformaltunk és az ilyen
gazdasejtekbél szarmazé sejtekre.

Ezenkivil, a jelen taldlmany vonatkozik egy elagazast megsziinteté enzim
biolégiai aktivitasaval rendelkez6 ndvényi protein vagy egy biologiailag aktiv
fragmentje elGallitdsara szolgalé moddszerre, ahol a jelen taldimany szerinti
gazdasejtet megfelelé korlilmények kozott tenyésztjik és a tenyészetbdl a proteint

kinyerjuk.
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A jelen taldlmany egy masik targyat képezik az emlitett eljarassal nyerheté
proteinek.

A taldlmany ezenkivil vonatkozik még egy elagazast megsziinteté enzim
bioldgiai aktivitasaval rendelkez6 ndvényi proteinekre is, melyeket a talalmany DNS
molekulai kodolnak, kivéve a mar leirt spenotbol és burgonyabdl nyert proteineket.

A jelen talalmany DNS molekulainak biztositasaval lehetdség nyilt a ndvényi
sejtek génsebészeti manipulalasara ugy, hogy ezek megnévekedett vagy csdkkent
elagazast megszuntetd enzim aktivitassal rendelkeznek a vad tipusu sejtekhez
viszonyitva. Egy ilyen modositott keményitd kildénbdzd célokra hasznalhatd.

Egy el6nyben részesitett megvaldsulas szerint a taldlmany gazdasejtjei
transzgenikus ndvényi sejtek, melyek megnovekedett elagazast megszinteté enzim
aktivitassal rendelkeznek a nem transzformalt sejtekhez képest a jelen talaimany egy
hozzaadott, bejuttatott DNS molekulajanak jelenléte és expresszidja kdvetkeztében.

A jelen talalmany egy masik targyat képezik a fent leirt transzgenikus névényi
sejteket tartaimazé transzgenikus névények.

A jelen taldimany tovabba vonatkozik a transzgenikus ndvényi sejtekbdl vagy
novényekbdl nyerhet6 keményitére is. A fokozott elagazast megszinteté enzim
aktivitasnak koszonhetéen a transzgenikus sejtek vagy novények altal szintetizalt
amilopektin keményit6 a nem transzformalt nodvények altal termelt keményitd
tulajdonsagaitdl eltéré tulajdonsagokkal réndelkezik. Példaul ha ezen keményitd
vizes oldatanak viszkozitasat analizaljuk kezelés soran, ezek maximalis viszkozitasa
alacsonyabb, mint a nem tarnszformalt névények keményitéjének viszkozitasa.
Elénydsen a maximalis viszkozitasi érték legalabb 40%-kal, elénydsen legalabb
55%-kal és még elénydsebben legalabb 65%-kal csékken a vad tipusu névényekbdl
szarmazd kemeényité maximalis viszkozitasahoz hasonlitva. Ezenkivil, a médositott

keményité vizes oldatanak végsd viszkozitdsa hiités utan magasabb, mint a vad
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tipusi keményitéé. Elényosen a végsé viszkozitas legalabb 10%-kal, elénydsen
legalabb 30%-kal, és még el6nydsebben legalabb 50%-kal magasabb, mint a vad
tipusu ndvényekbdl szarmazé keményitde.

Ezenkivil, a médositott keményitét tartalmazé gélek stabilitasa magasabb,
mint a vad tipust keményitét tartalmazoé géleké. A gélek deformalasahoz szikséges
erG legalabb 2,5-szer, elénydsen legalabb 3,5-sz6r és még el6nydsebben legalabb
5,5-sz0r nagyobb kell legyen, mint a vad tipusi keményit6t tartaimazé gélek
deformalasahoz sziikséges erd.

A jelen taldlmany egy tovabbi targyat képezi az éleimiszeripari és ipari
termékek el6allitdsahoz vald leirt keményité hasznalata.

A jelen taldlmany egy masik targyat képezi a jelen taldlmany novényi
anyagainak szaporitasa, példaul magok, termések, dugvanyok, gumok, gyokérek,
stb., és ez a szaporité anyag a fent leirt transzgenikus névényi sejteket tartalmazza.

A jelen taldlmany a tovabbiakban olyan transzgenikus novényi sejtekkel is
kapcsolatos, melyekben az elagazast megszintetd enzim aktivitasa az elagazast
megsziinteté enzimet kédolé endogén nukleinsav molekulak transzkripcidja vagy
transzlacidja gatldsanak koszonhet6. Ezt elbnydsen ugy érjuk el, hogy a jelen
talalmany DNS molekuldjat antisense iranyban expresszaljuk a megfelelé névényi
sejtekben. Az antisense hatasnak kdszénhetben, az elagazast megszinteté enzim
aktivitasa csOkken. Az elagazast megsziinteté enzim aktivitas csdkkentésének egy
masik lehetésége novényi sejtekben a megfelelé ribozimok - melyek specifikusan
hasitjak a jelen taldimany DNS molekulainak transzkriptjeit - expresszalasa. Az ilyen
ribozimek termelése a jelen talaimany DNS molekuldinak felhasznalasaval ismert a
tudomany e terlletén. Masik lehetéségként a ndvényi sejtekben az elagazast

megszintetd enzim aktivitas csdkkenthet6 ko-szuppresszids hatassal is.
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A jelen taldimany ezenkivil kapcsolatos csdkkent elagazast megszuntetd
enzim aktivitassal rendelkezé fent leirt transzgenikus ndvényi sejteket tartalmazé
transzgenikus névényekkel is. A jelen taldlmany egy tovabbi targyat képezik a
transzgenikus sejtekbdl vagy névényekbdl nyerhet6 modositott keményité is. A
transzgenikus sejtek és novények amilopketin keményitéje megvaltozott elagazasi
fokot mutat a nem transzformalt névények keményit6jéhez képest a csokkent
elagazast megszintetd enzim aktivitasnak kdszénhetben. Ezenkivul, a leirt
transzgenikus novényekbél nyerheté modositott keményité tdbb szempontbdl is
eltérhet a vad tipus( novények keményitGjétl. Példaul, ha ezen keményitd vizes
oldatanak viszkozitasat analizaljuk hevités hatasara, olyan maximalis viszkozitas
mutatnak, mely alacsonyabb, mint a nem transzgenikus névényekbdl szarmazé
keményit6é. ElGnyésen, a maximalis viszkozitas értéke legalabb 35%-kal, elénydsen
legalabb 40%-kal és még elénydsebben legaldbb 50%-kal csdkken a vad tipusu
ndvényekbdl szarmazé keményité maximalis viszkozitasahoz képest.

A csokkent elagazast megsziinteté enzim aktivitassal rendelkezé nbévények
altal szintetizalt médositott keményité keményité szemcséi lehetnek durva,
repedezett, vagy horzsolt feltletd.

Ezenkiviil, a modositott keményitét Ggy jellemezzik, hogy az ezen
keményit6bol készllt gél stabilabb, mint a vad tipusi keményitébd! készilt gélek. A
modositott keményitéb6l készilt gélek deformaldsahoz sziikséges erd legalabb 2,3-
szor, elényosen, legaldbb 3,8-szor és még elénydsebben legalabb 6,0-szor nagyobb,
mint a vad tipust keményitét tartaimazo gélek deformalasahoz sziikséges erd.

A moédositott keményitd foszfat tartalma elényésen magasabb, mint a vad
tipusi keményit6é. A foszfat tartalomban bekovetkez6 ndvekedés az elagazast

megsziinteté enzim aktivitds cs6kkenésének mértékétdl fligg. El6nydsen, a foszfat
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tartalom legalabb 15%-kal, még elényésebben legalabb 25%-kal és meg
elénydsebben legalabb 60%-kal magasabb, mint a vad tipusu keményitéeé.

A jelen talalmany egy masik targyat képezi a leirt keményitd éleimiszeripari és
ipari termékek elballitasaban valé hasznalata.

A jelen talalmany kapcsolatos a fent leirt transzgenikus névények szaporito
anyagaval is, mint példaul magokkal, termésekkel, dugvanyokkal, gumokkal,
gyokértorzsek, stb., a szaporitdé anyag a fent leirt transzgenikus ndvényi sejteket
tartalmazza.

El6allithatok, olyan transzgenikus ndévényi sejtek, melyek az elagazast
megsziintetd enzim hozzaadott expresszidjanak kdszdénhetéen mddosult elagazasi
fokkal rendelkez6 amilopektint hoznak létre a vad tipusu névények altal szintetizalt
amilopektin keményit6h6z viszonyitva, példaul egy olyan folyamat segitségével, mely
a kovetkezd lépésekbdl all:

(a) a kovetkezb DNS szekvenciakat tartalmazé expresszids kazetta el6éllitasa:

(i) egy novényi sejtekben a transzkripciot lehetévé tevé promotert;

(i) egy elagazast megsziintet6 enzim enzimatikus aktivitdsaval rendelkezé

proteint kodold legaldbb egy DNS szekvenciat, mely a sense orientacidban

levé prométer 3' végéhez van fuzionaltatva; és

(iii) tetszés szerint a transzkripcié terminacidjahoz val6é terminacios jelet,

valamint egy a létrejott transzkripthez egy poli-A farok hozzaadasat, mely a

kodolo régié 3’ végéhez kapcsolodik; és
(b) novényi sejtek az (a) lépésben létrehozott expressziés kazettaval vald

transzformaciojat.

El6allithatok, olyan transzgenikus novényi sejtek, melyek az elagazast
megsziintetd enzim csbkkentett aktivitdsanak kdszonhetéen maodosult elagazasi

fokkal rendelkez6 amilopektint hoznak létre a vad tipust ndvények aital szintetizalt
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amilopektin keményitéhoz viszonyitva, példaul egy olyan folyamat segitségével, mely
a kovetkezb lépésekbdl all:
(a) a kovetkez6 DNS szekvenciakat tartalmazé expresszids kazetta eldallitasa:
(i) egy novényi sejtekben a transzkripciot lehetévé tevs prométert;
(i) egy elagazast megszintet6 enzim enzimatikus aktivitasaval rendelkez6
proteint kédol6 legalabb egy DNS szekvenciat, vagy egy ilyen protein legalabb
egy részét, mely az antisense orientacioban levé promoéter 3' végéhez van
fuzionaltatva; és
(ii) tetszés szerint a transzkripcié terminaciéjahoz valé terminaciés jelet,
valamint a létrejott transzkripthez egy poli-A farok hozzaadasat, mely a (ii)
részben leirt DNS szekvencia 3’ végéhez kapcsolddik; és
(b) noévényi sejtek az (a) lépésben létrehozott expresszidés kazettaval vald
transzformaciojat.
Elméletileg, barmilyen a ndvényekben funkcionalé prométer felhasznalhaté az
() pontban emlitett prométerként. A prométer lehet homolég vagy heterolég a
hasznalt névény fajt tekintve. EQy megfelelé prométer, példaul a karfiol mozaik virus
35S promotere (Odell et al., Nature 313 (1985), 810-812), mely lehetbvé teszi egy
novény Osszes szOvetében a konstitutiv expresszidt és a WO 94/01571
szabadalomban leit promoter szerkezet. Azonban, olyan promoterek s
felhasznalhatdk, melyek csupén kiilsé faktorok altal meghatarozott id6pontban (lasd
példaul a WO 93/07179), vagy a ndvény bizonyos szovetében (lasd példaul
Stockhaus et al., EMBO J. 8 (1989), 2245-2251) kés6bbi szekvenciak
expressziojahoz vezetnek. El6nydsen, olyan promoétereket hasznalunk, melyek
aktivak a transzformaland6é névények keményité-raktarozé szerveiben. Ezek a
keményit6-raktarozé szervek példaul a kukorica szemcsék a kukoricaban,

burgonyaban pedig a gumé. A burgonya transzformalasahoz a gumo specifikus B33
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promotert (Rocha-Sosa et al., EMBO J. 8 (1989), 23-29) részesitjuk el6nyben de,
nem kizardlagosan hasznaljuk.

Feltételezve, hogy a folyamat (a) lépése (ii) pontjaban egy elagazast
megszintetd enzim enzimatikus aktivitasaval rendelkez8, emlitett DNS szekvencia a
promoterhez sense orientaciéban kapcsolddik, ez a DNS szekvencia nativ vagy
homolég eredetli lehet vagy idegen vagy heteroldog eredetli a transzformalandé
ndveényt tekintve.

Eibnyben részesitjlk a jelen taldlmany DNS molekuldinak hasznalatat.
Elméletileg a szintetizalt protein a névényi sejt barmely alkotdjaban lokalizalédhat. A
ndvények elagazast megsziintet§ enzimjei altalaban a plasztiszokban lokalizalédnak
és igy az ezen alkotokban valé transzlokaciohoz tartalmaznak jel szekvenciat. A 17.
szamu szekvenciaban leirt aminosav szekvencia esetében a jel szekvencia 64 N-
terminalis aminosavbol all. A sejt egy masik alkotéjaban valé lokalizaciojahoz a jel
szekvenciat kdédold DNS szekvenciat el kell tavolitani és a koédold régiét a DNS
szekvencidhoz kell kapcsolni, hogy a megfelel6 alkotéban val6 lokalizaciét lehetévé
tegyik. Az ilyen szekvenciak ismertek (lasd példaul Braun et al., EMBO J. 11 (1992),
3219-3227; Wolter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85 (1988), 846-850; Sonnewald
et al., Plant J. 1 (1991), 95-106).

Feltéve, hogy a folyamat (a) lépése (ii) pontjdban emilitett, egy elagazast
megszintetd enzim enzimatikus aktivitasaval rendelkezé proteint kddoldé DNS
szekvencia antisense orientacidban koétédik a prométerhez, ez a DNS szekvencia
elénydsen homolog eredetli a transzformaland6é névénnyel. Azonban olyan DNS
szekvenciak is hasznalhatok, melyek endogén mobdon jelenlevdé elagazast
megszintetd enzim génekkel mutatnak magas fokt homolégiat, kilonésen 80%

feletti, elényosen 90% feletti és 100% feletti, legelénydsebben 95% feletti homoldgiat.
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Minimalisan legaléabb 15 bazispar hosszusagu szekvenciak hasznalhatok. A
gatlé hatas, azonban nem zarhatd ki, még a rdvidebb szekvenciak hasznalatakor
sem. A hosszabb szekvencidk részesulnek elényben, melyek 100-500 bazispar
hosszusaguak; egy hatékony anti-sense gatlashoz az 500 bazisparnal hosszabb
szekvencidk hasznélatat részesitilk elényben. Altalaban olyan szekvenciakat
hasznalunk, melyek 5000 bazisparnal rovidebbek, elényésen 2500 bazisparnal
rovidebb szekvenciakat.

A burgonya transzformacioja esetében a DNS szekvencia el6nydsen a 23.
szamu szekvenciaban leirt DNS szekvencia, vagy ennek részei, melyek egy anti-
sense hatas kivaltasahoz elegendd hosszusaguak.

A névényi sejtekben valé transzkripcidhoz valé terminaciés jelek Ieirésré
kerlltek és szabadon felcserélhetSk. Péidaul, az Agrobacterium tumefaciens-bél
szarmazo oktopin szintetdz gén terminacios szekvenciaja is felhasznalhaté.

A folyamat (a) Iépése szerint megszerkesztett expresszios kazetta novényi
sejtbe vald transzferalasat elbnyosen plazmidokat hasznalva valésitjuk meg,
kuldnésen olyan plazmidokat hasznalva, melyek az expressziés kazetta ndvényi
genomba valo stabil integralddasat teszik lehetéveé.

Eiméletileg, a fent leirt eljaras az 6sszes ndvény faj esetében hasznalhatd.
érdekliédésre tartanak szamot az egyszik(i és a kétsziki novények. A kulonbozé
egyszikl és kétsziki ndvények esetében hasznalt transzformalasi technikakat mar
leirtdk. Az eljarasokat el6nydsen haszonndvények esetében hasznaljuk, kiléndésen
keményit6t termeld névények esetében, mint példaul gabonak (kukorica, buza, arpa,
rozs, zab), burgonya, bors9, rizs, kaszava, stb. esetében.

Az idegen gének magasabbrendli ndvényekbe valé bejuttatasanak
megvalositasahoz széleskérli klénozé vektorok allnak rendelkezésre, melyek

tartalmazzak az E. coli-hoz valé replikacios origét és a transzformalt bakterialis sejt
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szelekcidjahoz valé marker gént. llyen vektorokra példéak a pBR322, a pUC sorozat,
az m13mp sorozat, a pACYC184, stb. A kivant szekvencia a vektorba a megfeleld
restrikcids helynél juttathaté be. A kapott plazmidot E. coli sejtek transzformalasara
hasznaljuk. A transzformalt E. coli sejteket egy megfelelé tapkdzegben tenyésztjik,
Osszegylijtjiik és lizaljuk. A plazmidot standard technikaknak megfeleléen nyerjuk ki.
A nyert plazmid jellemzéséhez hasznalt analizises modszerként a DNS restrikcios
analizist és a szekvencia analizist hasznaljuk altalaban. Az egyes mliveletek utan a
plazmid DNS hasithaté és a kapott DNS fragment mas DNS szekvenciakhoz kbthetd.

Nagy szamu technika all rendelkezésre a DNS novényi gazdasejtbe vald
bejuttatasara. Ezen technikak kézé tartoznak a ndvényi sejtek transzformalasa T-
DNS-sel Agrobacterium tumefaciens-t vagy Agrobacterium rhizogenes-t hasznalva
transzformansként, protoplasztok fuzidjaval, a DNS injektalasaval és
elektroporaciojaval, DNS biolisztikus technikaval és mas lehetséges technikakkal
torténd bejuttatasaval.

A DNS névényi sejtekbe vald injektalasa és elektroporaciéja esetében, nincs
specifikus igény az alkalmazott plazmidokkal szemben. Egyszer( plazmidok, mint a
pUC szarmazékok is felhasznalhaték. Azonban, ha teljes névény regeneraltatasa a
cél a megfelel6 transzformalt sejtekbdl, sziikség van egy szelektalhatd marker gén
jelenlétére.

A kivant gének ndvényi sejtekbe torténé bejuttatasanak médszerétdi fuggben,
tovabbi DNS szekvenciakra lehet sziikség. Példaul, ha a Ti vagy a Ri plazmidot
hasznaljuk a novényi sejtek transzformalasara legalabb a jobb hatart, gyakran
azonban a Ti és a Ri plazmid T-DNS jobb és bal hatarat is kapcsolni kell
szomszédos régiokeént a bejuttatandé génekhez.

Ha a transzformaciéhoz Agrobacteriumot hasznélunk, a bejuttatandé DNS-t

specidlis plazmidokba kell klénozni, vagy egy kbztes vektorba, vagy egy binaris
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vektorba. A koztes vektorok homolég rekombinaciéval integralhatok az
Agrobacterium Ti vagy Ri plazmidjaba azoknak a szekvenciaknak kdszonhetSen,
melyek homolégok a T-DNS-ben lev6 szekvencidkkal. Az emilitett plazmid
tartalmazza a T-DNS transzferalasahoz szikséges vir régiét. A kéztes vektorok nem
képesek Agrobacteriumban replikalédni. A kozetes vektor Agrobacterium
tumefaciens-be transzferalhaté egy helper plazmid segitségével (konjugéaci6). A
binaris vektorok mind az E. coli-ban mind az Agrobacteriumokban replikalédhatnak.
Ezek tartalmaznak egy szelekcios marker gént és egy kotét vagy polik6tst, melyeket
jobb és bal T-DNS hatar régidk hatarolnak. Ezek kdzvetlenil transzformalhaték
Agrobacteriumokba (Holster et al., Mol. Gen. Genet. 163 (1978), 181-187). Az
Agrobacteriumok transzformalasahoz hasznalt plazmidok ezenkivil tartalmaznak
még egy szelekcidés marker gént a transzformalt bektérium szelekcidjanak lehetévé
tétele céljabdl, példaul az NPTIl gént. A gazdasejtként szolgalé Agrobacteriumnak
tartalmaznia kell egy a vir régiét hordozé plazmidot. A vir régié a T-DNS ndévenyi
sejtekbe val6 transzferalasahoz sziikséges. Tovabbi T-DNS is jelen lehet. Az igy
transzformalt Agrobacteriumot névényi sejtek transzformalasara hasznaljuk.

A novényi sejtek transzformalasara hasznalt T-DNS alkalmazasat
széleskor(ien vizsgaltak és kielégitéen le is irtdk: EP 120516, Hoekema, In: The
Binary Plant Vector System, Offsetdrukkerij Kanters B.V., Alblasserdam, Chapter V;
Fraley et al., Crit. Rev. Plant. Sci.,4:1-46 és An et al., EMBO J. 4 (1985), 277-287).
Néhany binaris vektor mar beszerezheté a kereskedelemben is, példaul a pBIN19
(Clontech Laboratories, Inc., USA).

A DNS novényi sejtekbe vald transzferalasahoz a ndvényi explantumokat
elénydsen Agrobacterium tumefaciens-szel vagy Agrobacterium rhizogenes-szel
tenyésztjiik. A fert6z6tt nGvényi anyagbdl (példaul levél darabok, térzs szegmentek,

gy6kerek, valamint protoplasztok, vagy szuszpenzié tenyésztett névényi sejtek is)
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telies novények regeneraltathatdok megfelel6 tapkézegen, mely tartalmazhat
antibiotikumokat vagy biocideket a transzformalt sejtek szelekcidjahoz. Az igy kapott
névények a bejuttatott DNS jelenlétére szkrinelhetbk.

Ha a bejuttatott DNS egyszer integralédik a ndvényi sejt genomjaba,
altaldban stabilan ott is marad és megtalalhaté az eredetileg transzformalt sejt
utédaiban is. Normalis esetben tartalmaz egy szelekciés markert, mely a
transzformalt sejtnek rezisztenciat biztosit egy biociddel szemben, vagy egy
antibiotikummal, példaul kanamicin, G 418, bleomicin, higromicin, vagy foszﬁnc_)tricin
stb, szemben. A szelektalt marker ezért lehetévé kell tegye a transzformalt sejt
szelekcidjat a bejuttatott DNS-t nem tartalmazé sejtekkel szemben.

A transzformalt sejtek a sejtek kozbtt a szokasos moédon fejlédnek (cf.
McCormick et al., Plant Cell Reports 5 (1986), 81-84). Ezek a névények a
hagyomanyos modon szaporithatok és keresztezhet6k ugyanezen transzformalt
genetikai anyagot vagy mas genetikai anyagot tartalmazé névényekkel. A kapott
hibrid egyed a megfelel6 fenotipusos tulajdonsagokkal rendelkezik.

Két vagy tobb generaciét kell felnevelni ahhoz, hogy biztositsuk, hogy a
fenotipusos tulajdonsag stabil és 6rokolhets. Ezenkivil, magot kell gyiijteni ahhoz,
hogy biztositsuk a megfelel6 fenotipust vagy mas megtartott tulajdonsagot.

Egy a fent leirt folyamatok szerint elallitott expressziés kazetta bejuttatasa a
transzformalt novényi sejtekben RNS képz&déséhez vezet. Ha egy elagazast
megsziintet6 enzimet kddol6 DNS szekvenciat a promoéterrel sense orientaciéban
kapcsolunk az expresszios kazettaban, mRNS szintetizalédik, mely templatként
szolgalhat tovabbi vagy Uj elagazast megsziintet6 enzimek szintéziséhez a novényi
sejtekben. Ennek eredményeként ezek a sejtek fokozott elagazast megszintets
enzim aktivitast mutatnak, ami a sejtekben termelt amilopektin elagazasi fokanak

modosulasahoz vezet. Ezzel a valtozassal, egy olyan keményitét nyeriink, mely
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felilmulja a természetesen el6forduld keményitét egy sokkal koordinaltabb térbeli
szerkezettel és nagyobb egységességgel. Ez tébbek kdzott elbnyds hatassal van a
keményit6 film képzd tulajdonsagaira.

Ha egy elagazast megszintet§ enzimet kddol6 DNS szekvenciat antisense
orientacioban kapcsolunk a prométerrel, egy antisense RNS szintetizalédik a
transzgenikus novényi sejtben, mely gatolja az endogén elagazast megszuntetd
enzim gének expressziojat. Ennek eredményeként, ezek a sejtek csokkent elagazast
megszintetdé enzim aktivitdssal rendelkeznek, ami moddositott keményitd
képz6déséhez vezet. Ezt az antisense technikat hasznalva, lehet6ség nyilik olyan
ndvények létrehozasara, melyekben az endogén elagazast megszintetd enzim
géneket 0-100% kozo6tt kuldonb6zé mértékben gatolunk, igy lehetbvé tesszik olyan
ndvények létrehozasat, melyek médositott elégazasi foku amilopektin kemeényitét
szintetizalnak. Ez egy olyan elényt képvisel a hagyomanyos termesztessel és
mutagenezises technikakkal szemben, ami jelentSs id6 és pénz megtakaritast jelent
egy ilyen valtozat Iétrehozasaban. Az erfsen elagazd amilopektin kuldbnésen nagy
felszinnel rendelkezik és igy specifikusan alkalmazhaté kopolimerként. A nagy
elagazasi fok ezenkivil az amilopektin jobb vizben val6é oldékonysagat jelenti. Ez a
tulajdonsag nagyon el6nyds bizonyos technikai alkalmazasok esetében. Az
elagazast megsziinteté enzimeket kodold, a jelen talalmany DNS molekulainak
hasznalataval létrehozott mddositott amilopketin termeléshez kulonésen ol
hasznalhaté a burgonya. Azonban, a jelen taldlmany alkalmazasa nem korlatozédik
ezen ndvény hasznalatara.

A transzgenikus ndvényekben szintetizalt modositott keményité a
novényekbdl vagy novényi sejtekbdl hagyomanyos modszereknek megfeleléen

izolalhat6 és élelmiszeripari és ipari termékek elballitasara hasznalhaté tisztitas utan.
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Tulajdonsagainak készénhetben, a jelen taldlmany novényi sejtjeibél és/vagy
novenyeibdl nyerhetd keményitd kulonbdzd ipari alkalmazasokhoz hasznalhaté.

Alapjaban véve a keményit6 két f6 kategdriara oszthatd, nevezetesen a
keményité hidrolizises termékeire és arra, amit nativ keményitének hivunk. A
hidrolizises termékek kozé tartoznak lényegében az enzimatikus vagy kémiai
folyamatokkal nyert glikéz, valamint a glukozt felépité blokkok, melyek tovabbi
folyamatokban hasznalhatok, példaul fermentacidéban, vagy tovabbi kémiai
modositasokhoz. Ebben az 6sszefliggésben fontos lehet, hogy a hidrolizises
folyamatot egyszeriien és olcsén lehessen elvégezni. Jelenleg, lényegében
amiloglikozidazt hasznalva enzimatikusan végzik. Megfontolando, hogy a koéltségek
csOkkenthetbk, a hidrolizishez sziikséges enzimek mennyiségének csdkkentésével a
keményité szerkezetének modositasa kovetkeztében, példaul a szemcsék
feliletének novelése kovetleztében, a jobb emészthetéségnek kbészénhetben,
kevésbé elagazé vagy térbeli szerkezet kovetkeztében, ami a hasznalt enzim
hozzaférhetéségét korlatozza.

A nativ keményitének nevezett rész hasznalata, amit polimer szerkezete

kovetkeztében alkalmaznak, két nagy teruletre oszthaté:

(a) Elelmiszerekben valé alkalmazas

A keményit6 kuldnb6z6 élelmiszerek klasszikus adalékanyaga, mely
élelmiszerekben ez lényegében a vizes adalékok kétdjeként szolgal és/vagy
megnovekedett viszkozitast, vagy megndvekdett gélképzddést okoz. Fontos
jellegzetes tulajdonsagok a folyasi és szorpcidés képesség, a duzzadas és a
pasztifikacids hdmérséklet, a viszkozitas és a slirlisédés, a kemeényitd
oldékonységa, az atlatszosag és a massza allag, a hé, nyirasi és sav

rezisztencia, a retrogradaciés tendencia, filmképzési képesség,
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fagyasztassal/olvasztassal szembeni rezisztencia, emészthetdség, valamint
példaul szervetlen vagy szerves ionokkal valé komplex képzési képesség.

(b) Nem élelmiszerekben valg alkalmazas

A masik f6 alkalmazasi terllet a keményité hatasjavitoként valé hasznalata
kildnbdzé termelési folyamatokban és/vagy technikai termékek adalékaként.
A keményitd hatasjavitéként valé alkalmazasanak f6 terilete el6szor is a papir
és karton ipar. Ezen a terlileten a keményit6t féként retencioként (a szilard
anyagok visszatartasahoz), a tolté és finom részecskék irezdjeként, szilarditod
anyagként és a dehidraciéban hasznaljak. Ezenkivil, a keményit el6nybs
tulajdonsagait - merevség, keményseg, szilardsag, tapadas, féenyesség,
simasag, szakitasi er6sség, valamint a fellletek - hasznositjak.

A papir termelési folyamatban kildnbséget lehet tenni az alkalmaza négy
terlilete k6zott, nevezetesen fellleti kezelés, burkolas, tdmeg és “spayezés”.

A fellileti kezeléssel kapcsolatban a keményitével szembeni kévetelmények
kozé tartoznak Iényegében a fényesség magas foka, a megfeleld viszkozitas,
a nagy viszkozitasi stabilitas, a j6 film képzési tulajdonsag, valamint a kis
porképzés. Ha burkol6 anyagként kerll felhaszndlasra, a szilard anyag
tartalom, a megfelelé viszkozitas, a nagy koétédési képesség és a nagy
pigment affinitds a Iényeges. A tdmeghez valé adalékanyagként a gyors,
egységes, veszteségmentes diszperzid, az er6s mechanikai stabilitas, a telies
retenci6 a papir pépben a lényeges tulajdonsagok. Ha a keményitst
spayezéshez hasznaljak a szilard anyagok megfelel6 tartalma, a nagy
viszkozitas valamint a nagy kdt6dési képesség a lényegesek.

Az alkaimazas egy f6 terlilete példaul az adhézidés (ragasztd) iparban
talalhat6, ahol az alkalmazasi terileteket négy csoportra lehet osztani: a tiszta

keményité ragasztoként, a specialis vegyi anyagokkal készitett keményit6
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ragasztoként, a keményité szintetikus gyantak és polimer diszperziok
adalékaként, valamint a keményitd szintetikus ragaszték extendereként vald
hasznalata. Az 6sszes keményit§ alapu ragaszté 90%-at a hullamkarton, a
papir zacskok, zsakok, a papir és aluminium alkotéanyagaiként, dobozok
eléallitasaban és boritékok, bélyegek stb. nedvesedd ragasztojaként
hasznaljak.

A hatésjavitoként és adalékanyagként valé alkalmazas egyéb terllete a
textilek és a textil kezelési termékek. A textil iparban a koévetkez6 négy
alkalmazasi terllet kiilbnboztetheté meg: a keményit6 irez6 anyagként valo
hasznélata, azaz a bégancskivalaszté viselkedés simitasara és erfsitésére
szolgalé adalékként a szOvés soran aktiv nyujtd erSk elleni védelemhez,
valamint az anyag ellenallas névelésére a szévés soran, altalaban mindség-
rombolé el6kezelések (példaul fehérités, festés, stb) utan a textil
feljavitdsahoz hasznalt anyagként, a festékek anyaganak dusitasahoz
hasznalt anyagként a festék diffizi6 megakadalyozasara és a hosszanti szal
adalékaként varréfonalaknal.

Ezenkiviil a keményité felhasznalhato épitSipari anyagok adalékaként is. Egy
péida a gipszkarton elGallitasa, ahol a keményité hig gipszbe keverve vizzel
masszava all, a gipsziemez felszinére diffundal és igy a kartont a lemezhez
erGsiti. A keményité egyéb alkalmazasi terllete a gipszhez és &svanyi
rostokhoz vald keverése. A készre kevert cementben a keményitd a
megkotési folyamat lassitasara hasznalhato.

Ezenkivil a keményité elényds olyan eszk6zOk elfallitasara ami a talaj
stabilizalasat segiti el6, ami a talaj részecskék ideiglenes védelmére szolgal a
vizzel szemben a mesterséges fold athelyezés esetén. A tudomany mai

allasanal kemeényit6t és polimer emulzidkat tartalmazé kombinalt termékeket
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lehet azonos erézié és inkrusztacié csokkents hatasinak tartani, mint ezideig
hasznalt termékeket, azonban ezek sokkal olcsébbak.

Ezenkivil a keményit§ ndvényvédbszerekben is hasznalhaté ezen
készitmeények specifikus tulajdonsagainak modositasa céljabdl. Példaul,
keményitbket haszndlnak a ndvényvéddé szerek és mitragyak
nedvesedésének  javitasara, az  aktiv  alkotoréeszek  dozirozott
felszabadulasara, a folyékony, ill6 és/vagy szagos aktiv alkotdrészek
mikrokristalyokka stabil, deformalhaté anyagokka valé konverziéjara, az
inkompatibilis készitmények keveréséhez, valamint a csdkkent diszintegracio
kdvetkeztében bekdvetkezé hatas idétartamanak meghosszabbitasara.

A keményit6 masik fontos felhasznalasi teriilete a gyogyszerek, a
gyogyszeripar és a kozmetikai ipar. A gyégyszeriparban a keményité tablettak
kotbanyagaként hasznalhaté, vagy a kapszulakban a két6anyag
higitészereként. Ezenkivil, a keményit6 megfelel6 diszintegrans a
tablettakban, miutan lenyelés utan folyadékot abszorbeal és rovid id6 elteltével
megduzzad annyira, hogy az aktiv anyag kiszabadul. Az orvosi folyékony
anyagok és porok a keményit6 alkalmazasanak tovabbi teriletei. A
kozmetikumok terliletén a keményité hasznalhaté példaul a por alaku
adalékanyagok, mint példaul illatositék vagy szalicilsav hordozdjaként is. A
keményité alkalmazasanak egy viszonylag széles teriilete a fogkrémek
elballitasa.

A kemeényitd szén és brikett adalékaként valo hasznalata szintén elképzelhetd.
A keményit6 hozzaadasaval, a szén mennyiségileg agglomeralhato és/vagy jo
minéségben brikettalhatd, igy megakadalyozzuk a brikettek id6 el6tti
szétesését. A grillez6 szén 4-6% hozzaadott keményitét tartalmaz a “kaloralt”

(calorated) szén 0,1-0,5% keményit6t tartalmaz. Ezenkivil, a keményité kot
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anyagként is alkalmazhatd, miutan ha a szénhez és briketthez adjak,
jelentdsen csokkenti a toxikus anyagok emisszidjat.

Ezenkivil a keményit6 derité anyagként is hasznalhaté az érc és szén iszap
feldolgozasaban.

Az alkalmazas masik terllete a feldolgozasi anyagok adalékaként vald
hasznalata az oOntés soran. A kilénbdz6 Ontési folyamatokhoz kotd
anyagokkal kevert homokbdl készitett ontédei magokra van szukség.
Manapsag, a leggyakrabban hasznalt kété anyag a moédositott keményitével,
leggyakrabban duzzadé keményitéval kevert bentonit.

A keményit§ hozzadadas célja a folyasi rezisztencia nbvelése és a kotési
erésség fokozasa. Ezenkiviil a duzzadd keményiték a termelési folyamat tébb
elfeltételének megfelelnek, mint példdul a hideg vizben vald
diszpergalhatosag, rehidratalhatésag, j0 keverhetéség homokkal és j6 vizzel
vald keverhetdség.

A gumiiparban a keményit6 a technikai és optikai min6ség javitasara
hasznalhaté. Ennek oka a javitott fellleti fényezés, a ragadas és a
megjelenés. Ehhez a célhoz a keményitét gumi anyagok ragad6s gumirozott
fellletein diszpergaljuk a hideg vulkanizalas el6tt. A keményité felhasznalhato
a gumi préselhetéségének javitasa céljabdl is.

A méddositott keményité masik alkalmazasi teriilete a bér helyettesité anyagok
eléallitasa.

A mianyag iparban a kovetkez6 alkalmazasi terlletek meriinek fel: a
keményit6b6l szarmazé termékek integracioja a feldolgozasi folyamatokba (a
keményité csupan egy toltbanyag, nincs kdzvetlen kotédés a szintetikus

polimer és a keményité kozott), vagy masik lehetéségként a keményitébdl
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szarmaz6 termékek polimerek elallitdsahoz valé integracidja (a keményité és
a polimer egy stabil k6tést hoz létre).

A keményit6é tiszta toltbanyagkeént valé hasznalata nem versenghet mas
anyagok, példaul a talkum hasznalataval. Mas a helyzet, ha a specifikus
keményitd tulajdonsagok hatékonyakka valnak és a vegtermék tulajdonsag
profiia igy egyértelmiien megvaltozik. Egy példa a keményitd termékek
termoplasztikus anyagok, példaul a polietiién feldolgozasaban valo
hasznalata. Igy a keményitét és a szintetikus polimert 1:1 aranyban keverjiik
koexpresszié segitségével egy “master batch” létrehozasa céljabdl, amibdl
kilonb6z6 termékeket lehet létrehozni, altaldnos technikak segitségével,
granulalt polietilént hasznalva. A keményité polietilén filmekben valé
integraldsa fokozott anyag permeabilitast okozhat az lireges testekben,
fokozott viz para permeabilitast, fokozott antisztatikus viselkedést, fokozott
anti-blokkolé viselkedéest, valamint fokozott vizes festékekkel val6
nyomhatésagot.

Masik lehetdség a keményité poliuretdn habokban valé hasznalata. A
keményit6 szarmazékok adaptacidjanak koszénhetben, valamint a
feldolgozasi technikak optimalizacidjanak kdszénhetben lehetéség van a
szintetikus polimerek és a keményitdé hidroxil csoportjai kozétti reakciok
specifikus szabalyozasara. Az eredmény olyan poliuretan film, mely a
kovetkez6 tulajdonsag profillal rendelkezik a keményit§ hasznalatanak
koszonhetéen: a hd expanzid csokkent koeficiense, csdkkent zsugorodasi
viselkedés, javitott nyomas/nyulasi viselkedés, fokozott vizg6z permeabilitas a
viz befogadasi képesség valtozasa nélkil, csdkkent gyulékonysag és repedési

sliriség, az égheté részek nem csdkkennek, nincsenek halogenidek, és
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csOkkent az 6regedés. A még meglevé hatranyok a csokkent nyomasi és
utkozési er6sség.
A filmek termék fejlesztése nem az egyetlen lehet6ség. A szilard mianyag
termékek, mint példaul az edények, talcak, talak eléallithatok az 50%-nal
nagyobb keményit§ tartalom segitségével. Ezenkivil, a keményité/polimer
keverékek azzal az el6nnyel rendelkeznek, hogy biologiai Uton sokkal
kdénnyebben lebomlanak.
Ezenkivl, kiemelkedd vizkotd kepességliknek kdszonhetben, a keményitbvel
oltott polimerek kiemelked6 jelentGséglivé valtak. Ezek olyan termékek,
melyek egy keményit8 gerinccel rendelkeznek és a szintetikus monomer oldal
racsa van raoltva a gydkds lanc mechanizmusok elméletének megfeleléen. A
jelenleg beszerezhet6 keményitével oltott polimerek a kévetkezdSkkel
jellemezhetbk: fokozott koétédéssel, 1000 g viz/g keményitd visszatartd
képességgel nagy viszkozitasnal. Ezen szuper abszorbealok alkalmazasi
terlilete kibdvilt az utébbi néhany évben és ezek féként a higénia terlletén
keriltek felhasznalasra, példaul olyan termékek esetében, mint a pelenkak és
lepeddk, valamint a mezbgazdasagi szektorban, példaul mag pelletekként.
A génsebészetileg médositott uj keményité hasznalatdhoz déntd fontossagu,
a szerkezet, a viztartalom, a protein tartalom, a Iipid tartalom, a rost tartalom, a
hamu/foszfat tartalom, az amiléz/amilopektin arany, a relativ mél tdmeg megosziasa,
az elagazas foka, a szemcse mérete és formaja, valamint a kristalyosodas, masrészt
pedig a kovetkezd jellemz6kbd! eredd tulajdonsagok: folyasi és szorpcios viselkedés,
a pasztifikacios hdmérséklet, a slirisédési képesség, az oldékonysag, a massza
szerkezet, az atlatsz6sag, a h§, nyiras és sav rezisztencia, a retrogradaciéra valé

hajlam, a gélképzési képesség, a fagyasz-tassal/olvasztassal szembeni rezisztencia,
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komplex képzési képesség, jod kotés, film képzés, adhézidés erlsség, enzim
stabilitéas, emészthetdség és reaktivitas. Ezenkivul, a viszkozitas kiléndsen féntos.

Ezenkivil, a jelen talalmany ndvényi sejtieib6l és/vagy névényeibdsl nyerhetd
médositott keményité tovabbi kémiai modositasnak vetheté ala, ami a fent leirt
alkalmazasi tertiletekhez vagy Uj alkalmazasi teriletekhez Iényeges minéség javulast
eredményezhet. Ezek a kémiai mddositasok elméletileg ismertek a tudomany e
terliletén képzett szakember szamara. Ezek kilénésen az alabbiak segitségével
végrehaijtott mddositasok:

- savas kezelés

- oxidaci6

- észterifikacio (foszfat, nitrat, szulfat, xantat, acetat és citrat keményitd

Iétrehozasa, mas szerves savak szintén felhasznalhatdk az észterifikaciéhoz)

- keményité éterek létrehozasa (keményité alkil éter, o-allil éter, hidroxialkil

éter, o-karboximetil éter, N-tartalmia kemeényité éterek, S-tartalmu keményité

éterek létrehozasa)

- elagazo keményit létrehozasa

- keményit6vel oltott polimer létrehozasa.

A jelen taldimany ezenkivil a jelen taldlmany DNS molekulaival is
kapcsolatos, melyeket a vad tpust noévényekhez képest médositott elagazasi foku
- amilopektin keményitét szintetizalé ndvények termelésére hasznalunk.

A jelen taldlmany egy tovabbi célja a taldlmany DNS molekulainak, vagy ezen
DNS molekuldk részeinek, vagy ezen molekuldk reverz komplementjeinek
haszndlata egy elagazast megszinteté enzim enzimatikus aktivitdsaval rendelkez6
proteineket, vagy ilyen proteinek fragmentjét kédolé homoldg molekulak névényekbél
vagy mas organizmusokbdl valé azonositasara vagy izolalasara. A “homolégia”

kifejezés meghatarozasat korabban megadtuk.
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Az 1. abra a pDBE-Spi plazmidot mutatja
A vékony vonal a pBluescriptSKII(-) plazmid szekvencidjanak felel meg. A
vastag vonal a Spinacia oleracea elagazast megszinteté enzimjét kédolé
cDNS-t képviseli. A cDNS inzertet a plazmid polikétéjének EcoRI és Xhol
restrikcios helyei k6zé ligaltuk. A nyil az elagazast megszinteté enzim kddold
régidjanak orientaciojat jelzi. A cDNS inzert DNS szekvencidjat a 17. szamu
szekvenciaban mutatjuk be.
A 2. dbra a p35S-DBE-Spi plazmidot mutatja
A= Afragment: CaMV 35S prométer, 6909-7437 nukleotid
(Franck et al., Cell 21 (1980), 285-294)
B= B fragment. a Spinacia oleracea-bél szarmazd, eladgazast megsziinteté
enzimet kdédolé cDNS;
a pDBE-Spi plazmidbél szarmazé EcoRI/Xhol fragment, kériilbeliil 3440 bp;
a prométerhez viszonyitott orientaciéja: sense
C= C fragment: a pTIACH5 Ti plazmid T-DNS-ének 11748-11939 nukleotidjai
(Gielen et al., EMBO J. 3 (1984), 835-846)
A 3. dbra a Solanum tuberosum-bél szarmazé elagazast megszinteté enzim
tisztitasat mutatja
O= a Solanum tuberosum gumo szdvetének homogenizatumabdl
szarmazo protein kivonat
Durchlauf = a protein kivonat affinitas kromatografiajanak kitoltetlen térfogata
immobilizalt béta-ciklodextrinen
béta-ciklodextrin = az affinitas kromatografia elucidja oldott béta-ciklodextrinnel
1 mg/ml vagy 10 mg/ml koncentraciéban
DBE = Solanum tuberosum-b6l szarmazoé elagazast megsziinteté enzim

DE = Solanum tuberosum-bél szarmazé aranytalanité enzim



.-
v
L]

* ot
nas

[ LE] -

- [ ] " *e
. aene . -
an . » LI

31

A 4. abra a pDBE-Pot plazmidot mutatja
A vékony vonal a pBluescriptSKlI(-) plazmid szekvenciajanak felel meg. A
vastag vonal a Solanum tuberosum elagazast megsziintet6 enzim egy részét
kodold cDNS-t képviseli. A nyil az elagazast megsziintet§ enzim kédold
és Smal restrikcids helyei kdzé ligaltuk. A cDNS inzert DNS szekvencidjat a
23. szamu szekvenciaban mutatjuk be.

Az 5. abra a p35S-antiDBE-Pot plazmidot mutatja

A= Afragment. CaMV 35S prométer, 6909-7437 nukleotid

(Franck et al., Cell 21 (1980), 285-294)

B= B fragment: a Solanum tuberosum-bdl szarmazd, elagazast megsziintet6
enzim egy részét kddolo részleges cDNS szekvenciav;‘

a pDBE-Pot plazmidbdl szarmazé Smal/BamHI fragment, korilbeliil 500 bp;
a promoterhez viszonyitott orientacidja: anti-sense

C= C fragment: a pTIACHS Ti plazmid T-DNS-ének 11748-11939 nukleotidjai
(Gielen et al., EMBO J. 3 (1984), 835-846)

A 6. abra egy a p35S-DBE-Spi plazmiddal transzformalt és a vad tipusu burgonya
(RE7 sorozat) gumé kivonatbdl szarmazd elagazast megsziinteté enzimre
vonatkoz6 aktivitasi gélt mutat.

DBE = elagazast megsziinteté enzim

W = vad tipusu ndveény

A szamok a vizsgalt névény vonalak szamat jelzik.

A 7. dbra egy Rapid Visco Analyser altal rogzitett, burgonyabdl izolalt keményit6é
vizes oldatainak gorbéjét mutatja. Az 1-3 gorbék a p35S-DBE-Spi plazmiddal

transzformalt burgonyabdl nyert kemeényit6 oldatainak viszkozitasat jelzi.
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Osszehasonlitas céljabdl a 4-es gorbe a vad tipust keményité viszkozitasi
profiljat mutatja.

1-es gorbe: RE7-34 nGvény vonal

2-es gorbe: RE7-26 ndvény vonal

3-as gorbe: RE7-10 ndvény vonal

4-es gbrbe: vad tipusu keményitd

A 8. abra a létrehozott keményitd gélek stabilitisat mutatia. A gorbék a gél
deformalasahoz szikséges erét illusztraljak. Az 1-3 eré profilok a p35S-DBE-
Spi plazmiddal transzformalt burgonyabdl nyert keményitének felelnek meg.
Osszehasonlitasként, a 4-es gdrbe a vad tipusi keményité erd profiljat
mutatja:

1-es gbrbe: RE7-34 n6vény vonal

2-es gbrbe: RE7-26 ndvény vonal

3-as gorbe: RE7-10 névény vonal

4-es gorbe: vad tipusu keményité

A 9. abra egy a p35S-antiDBE-Pot plazmiddal transzformalt és a vad tipusu
burgonya (RE500 sorozat) gumo kivonatbdl szarmazé elagazast megsziintet6
enzimre vonatkoz6 aktivitasi gélt mutat.

DBE = elagazast megsziinteté enzim

W = vad tipusu ndvény

A szamok a vizsgalt névény vonalak szamat jelzik.

A 10. abra a p35S-antiDBE-Pot plazmiddal transzformalt burgonyabd! szarmazé
keményitdé szemcse mikroszkopikus fényképét mutatja.

A 11. abra egy Rapid Visco Analyser altal rogzitett, burgonyabdl izolalt keményité
vizes oldatainak gorbéjét mutatia. Az 1-3 goérbék a p35S-antiDBE-Pot

plazmiddal transzformalt burgonyabdl nyert keményité oldatainak
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viszkozitasat jelzik. Osszehasonlitas céljabél a 4-es gorbe a vad tipust
keményitd viszkozitasi profiljat mutatja.

1-es gorbe: RE500-47 névény vonal

2-es gorbe: RE500-75 névény vonal

3-as gorbe: RE500-81 ndévény vonal

4-es gbrbe: vad tipust keményitd

A 12. abra a letrehozott keményit6 gélek stabilitasat mutatja. A gérbék a gél
deformalasahoz szikséges er6t illusztraljak. Az 1-3 er§ profilok a p35S-
antiDBE-Pot plazmiddal transzformalt burgonyabo6l nyert keményitének
felelnek meg. Osszehasonlitasként, a 4-es gorbe a vad tipust keményité eré
profiljat mutatja:

1-es gorbe: RE500-47 névény vonal

2-es gbrbe: RE500-75 névény vonal

3-as gorbe: RE500-81 névény vonal

4-es gorbe: vad tipust keményit6
A példak a jelen talalmany illusztralasara szolgalnak.
A kévetkez6 példakban a kdvetkezé technikakat hasznaljuk:

1. Kiénozasi technika
Az E. coli-ban val6 kiénozashoz a pBluescriptSKII(-) (Stratagene) és a pUC19

plazmidokat hasznaljuk.
A novény transzformdldashoz a gén szerkezeteket a pBinAR vektorba

klonozzuk.
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2. Baktérium torzsek

A pBluescript vektorokhoz a pUC vektorokhoz és a pBinAR szerkezetekhez az
E. coli DH5alfa torzset (Bethesda Research Laboratories, Gaithersburg, USA)
hasznaljuk. Az in vivo kimetszéshez az E. coli XL1-Blu térzset hasznaljuk.

A plazmidok burgonyaba valé transzformalasahoz az Agrobacterium
tumefaciens C58C1 pGV2260 térzset (Deblaere et al., Nucl. Acids Res. 13 (1985),
4777-4788) hasznaljuk.

3. Az Agrobacterium tumefaciens transzformalasa

A DNS transzferalasat Hofgen és Willmitzer (Nucleic Acids Res. 16 (1988),
9877) modszerét hasznalva kozvetlen transzformaciéval hajtjuk végre. A
transzformalt Agrobacteriumok plazmid DNS-ét Birnboim és Doly (Nucleic Acids Res.
7 (1979), 1513-1523) médszerének megfeleléen izolaljuk, majd gél elektroforézises
analizisnek vetjik ala a megfele16 restrikcié utan.

4. Burgonya transzformacioja

Burgonya (Solanum tuberosum L. cv. Désirée) steril tenyészet kis leveleit egy
szikével megsértjik és 10 ml MS tapkdzegbe (Murashige and Skook, Physiol. Plant.
15 (1962), 473) helyezziik, mely 2 % szacharézt és 50 pl szelektiven szaporitott
Agrobacterium tumefaciens egy éjszakés tenyészetét tartalmazza. Miutan a
keveréket dvatosan Osszerazzuk 3-5 percig, tovabb inkubaljuk sététben 2 napig. A
kallusz indukcidhoz a leveleket 1,6% gliikézt, 5 mg/l naftil ecetsavat, 0,2 mg/l benzil
aminopurint, 250 mg/l claforant, 50 mg/l kanamicint és 0,80% Bacto agart tartalmazé
MS tapkozegre helyezziik. 25 C° hémérsékleten, 3000 lux mellett tarté 1 hetes
inkubalas utan a leveleket hajtas indukcid céljabdl 1,6% glikoézt, 1,4 mg/l zeatin
ribdzt, 20 mg/l naftil ecetsavat, 20 mg/lgiberellinsavat, 250 mg/l claforant, 50 mg/|

kanamicint és 0,80% Bacto agart tartalmazé MS agarra helyezzuk.
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5. A DNS fragmentek radioaktiv jeldlése

A DNS fragmenteket radioaktiv jel6léssel latjuk el a Boehringer (Germany) egy
DNS Random Primer Labelling Kit-jét hasznalva a gyartok uUtmutatasanak
megfelelden.

6. Northern lenyomat analizis

Standardt technikakat hasznalva RNS-t izolalunk ndvények levél szévetébdl.
Agaréz gélen (1,5 % agaréz, 1 x MEN puffer, 16,6 % formaldehid) 50 pg RNS-t
szeparalunk. A gélt révid ideig vizzel mossuk a gél futtatdsa utan. Az RNS-t 20 x
SSC-vel transzferaljuk kapillaris lenyomatolassal egy Hybond N nylon membranra
(Amersham, UK). Ezutan az RNS-t a membranra UV kereszt kdtéssel rogzitjuk.

A membrant el6hibridizaljuk NSEB pufferben 68 C° hémérsékleten 2 6ran
keresztll, majd NSEB pufferben hibridizaljuk 68 C° hémérsékleten egy éjszakan
kereszt(il a radioaktiv jelolésl préba jelenlétében.

7. A ndvény termesztése

A burgonya ndvényeket Uveghazban tenyésztjik a kovetkezd korilmények

kozott:
Fény periédus: 16 6ra, 25000 lux, 22 C° hémérséklet
Sotét periddus: 8 6ra, 15 C° h6mérséklet

Nedvességtartalom: 60%

8. Az elagazast megsziinteté enzim nativ gélben vald detektalasa

Az elagazast megsziinteté enzim aktivitds nem-denaturalé gél elektroforézis
segitségével torténd detektalasahoz burgonya gumé szdvet mintakat tarunk fel 50
mM Tris-HCI (pH 7,6), 2 mM DTT, 2,5 mM EDTA, 10% glicerol és 0,4 mM PMSF
elegyében. Az elektroforézist egy MiniProtean Il kamrdban végezzuk el (BioRad)
nem denaturalé kériimények kdzott Laemmli médszerének (Nature 227 (1970), 680-

685) megfeleléen. A 1,5 mm vastag gélek monomer koncentracidja 7,5% (w/v) és a
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gél 1 % vordés pullulant (Megazyme, Australia) tartalmaz. Protein kivonat azonos
mennyiségeit helyezzik fel és szeparaljuk 2 6ran keresztil 10 mA/gél értéken.

Ezutan az aktivitas géleket 100 mM natrium acetat (pH 6,0) és 0,1% béta-
merkaptoetanol elegyében inkubaljuk 37 C° hémérsékleten. Az elagazast
megsziintetd enzim aktivitast a vords pullulan hidrolizisén keresztll (elszintelenedés)
detektaljuk.

9. Keményitd analizis

A transzgenikus burgonya ndvények altal termelt keményitét a kovetkezé

modszerekkel jellemezzik:

a) A foszfat tartalom meghatarozasa
A burgonya keményitében némely glikéz egység a C3-as és a C6-0s
poziciéknal levé szénatomoknal foszforilalhatd. A gliikéz C6 pozicidjanal levé
foszforilaltsag fokanak meghatarozasahoz 100 mg keményitét hidrolizalunk 1
mi 0,7 M Hcl-ben 95 C° hémérsékleten 4 6ran keresztil (Nielsen et al., Plant
Physiol. 105 (1994), 111-117). 0,7 M KOH-val térténé semlegesités utan 50 pl
hidrolizatumot vetlink ala fotometrias-enzimatikus tesztnek a gliik6z-6-foszfat
tartalom meghatarozasa céljabdl. A teszt keverék (100 mM imidazol/HCI, 10
mM MgCl,; 0,4 mM NAD; 2 egység glikéz-6-foszfat dehidrogenaz a
Leuconostoc mesenteroides-b6l; 30 C° hémérséklet) abszorpciés valtozasat
334 nm hullamhosszon mérjuk.

b) A burgonya névényekbdl szarmazé amiléz/amilopektin arany meghatarozasa
A burgonyabdl a keményitét standard technikaknak megfeleléen hatarozzuk
meg és az amil6z/amilopektin aranyt a Hovenkamp-Hermelink et al (Potato

Res. 31 (1988), 241-246) altal leirt médszernek megfeleléen hatarozzuk meg.
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c) A keményit6 vizes oldata viszkozitdsanak meghatarozasa
A transzformalt burgonya ndévények altal szintetizalt keményité vizes oldata
viszkozitasanak meghatarozasa céljabdl keményit6t izoldlunk transzformait
névények gumodjabdl. 2 g keményitét oldunk fel 256 ml H,O-ban és ezt
hasznaljuk a Rapid Visco Analyser készilékben (Newport Scientific Pty Ltd.,
Investment Support Group, Warriewood NSW 2102, Australia) val6
analizishez. Az analizatort a gyarték Utmutatasanak megfeleléen mikaodtetjik.
A keményité vizes oldata viszkozitasanak meghatdrozasahoz a keményitd
szuszpenzibt eldszér 50 C° hémérsékletrél 96 C° hémérsékletre melegitjik 12
C°/perc sebességgel. Ezt kdvetben, a hémérsékletet 96 C°-on tartjuk 2,5
percig. Ezutan az oldatot 96 C° hémérsékletrdl 50 C° hémérsékletre hditjiik
16,4 C°/perc sebességgel. A teszt teljes ideje alatt mérjiik a viszkozitast.
Ezen mérések megfeleld eredményeit gorbékként abrazoljuk, mely az id6
foggvényében abrazolja a viszkozitast.
d) A gél stabilitasanak meghatarozasa

A kemeényité tovabbi jellemezéséhez gél stabilitasat mérjtk egy TA-XT2
Texture Analyser (Stable Micro System, Unit 105, Blackdown Rural Industries,
Haste Hill, Haslemere, Surrey Gu 27 3AY, England) késziléket hasznalva a
gyartok utmutatdsanak megfeleléen. A Rapid Visco Analyser (lasd a 9c
pontot) készilékbsl nyert masszat szobahémérsékleten taroljuk 24 6ran
keresztll a gél képzddés lehetéveé tétele céljabdl. Ezutan a gél stabilitast Ggy
mérjik, hogy egy mianyag probat (d=10 mm) hagyunk penetralni a 2 cm
vastag gél mintan 0,5 mm/sec sebességgel 7 mm mélységig. A mérés

jellegzetes er6 profilt eredményez az id6 figgvényében.
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A hasznalt roviditések

EDTA
IPTG
PAAG
PCR
PMSF
SDS

etilén diamin tetraecetsav

izopropil béta-D-tiogalakto-piranozid
poliakrilamid gél

polimeraz lanc reakcid
fenil-metil-szulfonil fluorid

natrium dodecil szulfat

Felhasznalt anyagok és oldatok

A puffer

B puffer

C puffer

50 mM natrium acetat (pH 6,0)
2,5 mM 1,4-ditio-DL-treitol .
1,5 mM béta-merkaptoetanol
0,4 mM PMSF
natrium biszulfit, natrium szulfit és
aszkorbinsav nyomnyi mennyisége
50 mM MES
pH 5,8 NaOH-val
250 mM foszfat puffer
250 mM NaCl
1 mMEDTA
7% SDS
25% PEG6000
25% formamid

250 mg/l denaturalt hering sperma DNS



® o o 0ee oses oo
> o000 .

39 .co . oot.c . o-..

H puffer 2x SSC
10 x Denhardt-féle oldat
0,1% SDS
5 mM EDTA
50 mM dinatrium foszfat
250 mg/ml hering sperma DNS
50 mg/ml tRNS
20 x SSC 175,3 g NaCl
88,2 g natrium citrat
1000 ml-re igazitjuk ddH,O-val

pH 7,0 10 N NaOH-val

1. példa

Eqgy eldgazast megsziintetd enzim Spinacia oleracea-bdl valo tisztitasa és a peptid
szekvencia meghatarozasa

A spendtbdl szarmazd elagazast megsziinteté enzim tisztitasahoz 500 g
“k6zéps6 erétél megfosztott” spenot levelet homogenizalunk 1,5 | B pufferben
“homogenizatorban” 1 percen keresztil. A homogenizatumot egy 6 réteglii muszlin
ruha szendvicsen atsziirjuk. Ha sziikséges, a pH értéket 5,8-ra igazitiuk. A
homogenizatumot 25000 x g értéken centrifugaljuk 30 percen keresztul. Ezutan a
proteineket a fellltisz6bdl kicsapatjuk ammoénium szulfatos kicsapatassal 0 C°
hémérsékieten. Ebb6l a célbdl, az ammoénium szulfatot folyamatosan adjuk hozza
keverés mellett a felliluszoéhoz a telitédési koncentracié 40 %-os koncentracidjanak
eléréséig. A proteinek kicsapatasat keverés mellett tovabbi 30 percig folytatjuk. A
kicsapatott proteinek centrifugalassal (25000 x g, 30 perc) valé szeparacidja utan a

kapott fellilisz6t ammonium szulfattal keverjik a telitédési koncentracio 50%-os
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koncentraciojanak eléréséig. A kicsapatast Ujabb 30 percig folytatjuk. Ezutan a
keveréket 25000 x g értéken 30 percig centrifugaljuk és a kicsapatott proteineket
kéralbelll 80 ml B pufferben reszuszpendaljuk. 30000 x g értéken 15 percig tartd
centrifugalas utan a fellluszét eltavolitiuk és egy B pufferrel ekvilibralt affinitasi
oszlopra helyezziik. Az affinitasi oszlop anyaga expoxy-aktivait szefaréz 6B (Sigma),
melyhez béta-ciklodextrint (Ciklo-hepta-amiléz; Sigma) kapcsolunk a Ludwig et al
(Plant Physiol. 74 (1984), 856-861) altal leirtaknak megfeleléen. Az affinitasi oszlopot
B pufferrel mossuk, mig az eluatum semmilyen abszorpciét nem mutat 280 nm
hullamhosszon. Az elagazast megszintet6 enzim ellcidjat 1 mg/ml béta-
ciklodextrinnel vegezziik el B pufferben. A frakciokat DNSS teszttel vizsgaljuk az
elagazast megszinteté enzim aktivitdsra (lasd Ludwig et al., loc. cit.) és
Osszegytijtjuk. A ciklodextrin eltévolitasat és a protein oldat koncentralasat Centricon
30 kémcsovekkel (Amicon) hajtjuk végre B pufferrel valé tobbsz6rds mosassal.

A tisztitott protein 200 pg mennyiségét BrCN-nel hasitjuk a Matsudaira (“A
Practical Guide to Protein and Peptide Purification for Microsequencing”, Academic
Press, Inc., San Diego (1989), p.29) altal leirtak szerint. A kapott peptideket SDS
poliakrilamid gél elektroforézissel szeparaljuk. A hasznalt gél egy gradiens gél,
melyben a poliakrilamid koncentracié 12%-rol 18%-ra nd, alland6, 6 M karbamid
koncentraciéo mellett. A peptideket az SDS gélrél egy PVDF membranra visszik fél-
szaraz-elektrolenyomatolassal. Az izolalt peptidek peptid szekvencigjat standard
technikaknak megfeleléen hatarozzuk meg. A Spinacia oleracea elagazast
megszintetd enzimjébdl azonositott peptid szekvenciak kézll ketté a 13. és a 14.

szamu szekvenciakban kerult leirasra.
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2. példa

Eqy spendtbdl szarmazo elagazast megsziuntetd enzimet kodoldé cDNS izolaldsa

Az 1. példa szerint nyert spen6tbdl szarmazo elagazast megszunteté enzim
peptid szekvencidjat azon oligonukleotid szekvencidk szarmaztatasara hasznaljuk,
melyek a spendtbdl szarmazd elagazast megszintetd enzimet kédolé gén DNS
szekvenciajanak réqidit képviselik, ha figyelembe vesszik a genetikai kbd
degeneraltsagat. A szarmaztatott oligonukleotid szekvenciakkal 6sszhangban
szintetikus oligonukleotidokat szintetizalunk standard technikak szerint. Ezeket az
oligonukleotidokat hasznaljuk a PCR technikaval térténé amplifikaciohoz spendét
levelekbdl szarmaz6é mRNS-t hasznalva templatként.

Az oligonukleotidok lehetdé leghatékonyabb kivant DNS fragmenthez val6
hibridizaciéjahoz a lehetS leghosszabb oligonukleotidokat kell hasznalni. Azonban a
novekvé hosszusaggal a degeneraltsag mértéke is nd, azaz né a kuldnbd6zd
szekvencia kombinacidju oligonukleotidok szama. A 6000-ig terjedé degeneraltsagi
fok még elfogadhata.

A 13. szamu szekvencidban leirt peptid szekvencidhoz a szekvenciat egy 20
bp hosszlsagu oligonukleotid probahoz szarmaztatjuk. Az oligonukleotid GC tartalma
maximalisan 40% és minimalisan 30%. A 14. szamu szekvenciaban leirt peptid
szekvencidhoz a szekvenciat egy 20 bp hosszusagu oligonukleotid prébahoz
szarmaztatjuk. Az oligonukleotid GC tartalma maximalisan 45% és minimalisan 35%.

Az oligonukleotidok szintéziséhez val6 szekvencia templatok a kdvetkezk:

A peptid: NH,-GIn Pro lle Glu Thr lle Asn Tyr Val-COOH
(13. szamu szekvencia)

RNS: 5 CAR CCN AUH GAR ACN AUH AAY UAY GUN 3’

A oligo: 3’ TAC GTY GGW TARCTY TGW TA 5’

(15. szamu szekvencia)
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B peptid: NH,-Asn lle Asp Gly Val Glu Gly-COOH
(14. szamu szekvencia)

mRNS: 5 AAY AUH GAY GGN GUN GAR GGN 3’

B oligo 5 AAY ATY GAT GGW GTU GAR GG 3’
(16. szamu szekvencia)

Az RNS-t spenét levelekbdl izolaljuk standard technikéknak megfeleléen. Ezt
hasznaljuk PCR-hoz az A és B oligonukieotidokat hasznalva. Az egyes
oligonukleotidok 100 pmol mennyiségeit hasznaljuk reakcié keverékenként 52 C°
hémérsékietld annealasi hémérsékleten és 1,5 mM MgCl, koncentracié mellett. 30
ciklust hajtunk végre. A PCR koérilbeldl 500 bp hosszisagi DNS fragmentet
eredmeényez.

Ezt a DNS fragmentet a pUC19 vektorba ligaljuk, melyet a Smal-gyel
hasitottuk. A kapott plazmid a pAR1 plazmid. A DNS inzert szekvencidjanak egy
részét Sanger et al (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977), 5463-5467) modszerét
hasznalva hatarozzuk meg. A meghatarozott szekvencia a 17. szamu szekvencidban
megadott DNS szekvencia 1920-2216 nukleotidjainak felel meg, a degeneralt
oligonukleotidokkal bejuttatott hibas parosodasok kivételével. Az emlitett
szekvenciabdl szarmazé aminosav szekvencia 42,2% azonossagot mutat a
Klebsiella aerogenes-bél szarmazé pulA génnel, mely a pullulanazt kddolja, egy 90
aminosavbdl allé szakaszon tul.

A spenétbdl szarmazd elagazast megszintet6 enzimet kédold cDNS
molekulak izolalasahoz egy cDNS koényvtarat szerkesztink meg a Lambda ZAP I
(Stratagene) vektorban Sonnewald et al., (Planta 189 (1993), 174-181) leirasanak
megfeleléen és a fag fejekbe csomagoljuk. Ezt kévetben, az XL1-Blue toérzs E. coli

sejtjeit fertézzik a cDNS fragmenteket tartalmazé fagokkal és Petri csészékben egy
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taptalajra szélesztjuk korulbelul 30000/75 cm? sliriségben. Korulbelul 8 o6ras
inkubalas utan nitrocelluléz membranokat helyeziink a lizalt baktérium rétegre és egy
perc elteltével eltavolitjuk. A sz(ir6t 2 percig 0,2 M NaOH, 1,5 M NaCl elegyében
inkubaljuk, majd 2 percig 0,4 M Tris/HCI-ben (pH 7,5) és végiil 2 percig 2 x SSC-ben.
A sz(ir6ket megszaritjuk UV kereszt kétjik és 42 C° h6mérsékleten 3 6ran keresztil
inkubaljuk C pufferben a radioaktiv jeldlésii préba hozzaadasa elétt. Prébaként a
pAR1 plazmid cDNS inzertjét hasznaljuk. A hibridizaciét 42 C° hémérsékleten hajtjuk
végre 12 - 16 6ra alatt. Ezutan a sz(ir6ket 45 C° h6mérsékleten mossuk 15 percig 1 x
SSC/0,3% SDS-ben, majd haromszor 15 percig 0,1 x SSC/0,3% SDS-ben, majd
autoradiografianak vetjuk ala.

A pozitiv fag klonokat egyediesitjuk és standard technikakat hasznalva tovabb
tisztitijuk. Az in vivo kimetszési moédszert hasznaljuk a pozitiv fag klénokbdl a
megfelelé cDNS inzertet tartalmazé kétszali pBluescript plazmidot tartalmazé E. coli
kiénok nyerésére.Az inzertek méret és restrikcids mintazatanak vizsgalata utan a
megfelelé kidbnok DNS szekvencidjat meghatarozzuk. Tébb olyan kiént azonositunk,
melyek a spendtbdl szarmazé elagazast megszinteté enzimet koédolé inzerteket
tartalmaznak, kulondsen a 17. szamu szekvenciaban leirt DNS szekvencia 1804-
3067 nukleotidjait magaba foglalé cDNS inzerttel rendelkezé kldnt. Azonban teljes
kibnokat nem nyerink.

Az elagazast megszintetd enzimet kodold telies régiot tartalmazé cDNS
molekuldk izolalasahoz spendt levélb6l szarmazé mRNS-sel rendelkezé specifikus
cDNS konyvtarat hozunk létre. EbbSl a célbdl, spendt levelekbél szarmazé teljes
RNS-t izolalunk standard technikaknak megfelelen. A poli(A") mRNS kinyeréséhez
a teljes RNS-t helyezzilk egy poli(dT) oszlopra, melyrél a poli(A*") mRNS-t elualjuk.

A poli(A") mRNS-bél kiindulva cDNS-t hozunk létre Gubler és Hoffmann (Gene

25 (1983), 263-269) modszerének megfelelben egy Xhol oligo d(t);g primert
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hasznalva. A cDNS-t Xhol-gyel hasitjuk az EcoRI| két6 hozzaadasa utan és iranyitott
mébdon egy Lambda Uni-ZAP XR vektorba (Stratagene) ligaljuk, mely vektort EcoRI-
gyel és Xhol-gyel hasitottunk. Kérulbellil 2000000 igy létrehozott cDNS konyvtar
plakkot szkrinellink az elagazast megszintetd enzimet kddoldé cDNS szekvenciakra.
Ebbdl a célbdl az XL1-Blue torzs E. coli sejtjeit a cDNS fragmenteket tartalmazé
fagokkal fert6zziik és Petri csészékben tapkdzegre szélesztjiiik kdrilbelul 30000/75
cm? slriségben. Korilbelil 8 oOras inkubalas utan nitrocelluléz membranokat
helyeziink a lizalt baktérium rétegre, majd 1 perc mulva eltavolitjuk. A szlirket 2
percig 0,2 M NaOH, 1,5 M NaCl elegyében inkubaljuk, majd 2 percig 0,4 M Tris/HCI-
ben (pH 7,5), majd ezt kbvetben 2 percig 2 x SSC-ben. A szlirbket megszaritjuk UV
kereszt kotjlik és 42 C° hémérsékleten 3 6ran keresztil inkubaljuk C pufferben a
radioaktiv jeldlésii proba hozzaadasa elbtt. Prébaként vagy az elagazast
megsziinteté enzimet koédold régié csupan részeit tartalmazé fent leirt cDNS
inzerteket hasznaljuk, vagy a pAR1 plazmid inzertjét. A 42 C° h6mérsékleten 12 6ran
at tarto hibridizacié utan a sziir6ket 45 C° hémérsékleten mossuk 15 percig 1 x
SSC/0,3% SDS-ben majd haromszor 15 percig 0,1 x SSC/0,3% SDS-ben, majd
autoradiografiat végzink.

A pozitiv fag klonokat egyediesitjiik és standard technikakat hasznalva tovabb
tisztitjuk. Az in vivo kimetszési médszert hasznaljuk a pozitiv fag kiénokbdl a
megfelel6 cDNS inzertet tartalmazé kétszalu pBluescript plazmidot tartalmazé E. coli
kiénok nyerésére. Az inzertek méret és restrikciés mintazatanak vizsgalata utan a
megfelelé klonok DNS szekvenciajat izolaljuk és a cDNS inzert DNS szekvencigjat

meghatarozzuk.
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3. példa

A pDBE-Spi plazmid cDNS inzertjének szekvencia analizise

A 2. példa szerint nyert E. coli kibnbél a pDBE-Spi plazmidot izoléljuk(1. abra)
és cDNS inzertjét standard technikdknak megfeleléen meghatarozzuk a didezoxi
modszert hasznalva (Sanger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977), 5463-
5467). Az inzert hosszisaga korllbelil 3437 bp. A nukleotid szekvenciat és a

szarmaztatott aminosav szekvenciat a 17. szamua szekvenciaban mutatjuk be.

4. példa
A p35S-DBE-Spi plazmid megszerkesztése, burgonya névények transzformacioja,

valamint a szintetizalt keményit6 jellemzése
A pDBE-Spi plazmidbdl egy koriilbeliil 3450 bp hosszisagi DNS fragmentet

nyerink EcoRI/Xhol restrikciés endonukledzzal valé emésztéssel, ami a 17. szamu
szekvenciaban bemutatott szekvencidval rendelkezik és a spenét elagazast
megsziinteté enzim kodold régicjat tartalimazza. Ezt a DNS fragmentet kionozzuk a
pBinAR vektorba (Hofgen and Wilimitzer Plant Sci. 66 (1990), 221-230), melyet
Smal-gyel hasitottunk. A pBinAR vektor a pBin19 binaris vektor (Bevan, Nucl. Acids
Res. 12 (1984), 8711-8721) szarmazéka.

A pBinAR plazmid megszerkesztését a 12. példaban irjuk le.

A kapott plazmidot p35S-DBE-Spi plazmidnak nevezziik és a 2. abran irjuk le.

A cDNS fragment inzertdlasa egy olyan expressziés kazettat eredményez,
mely az alabbiak (2. abra) szerinti A, B és C fragmenteket tartalmazza:

Az A fragment (529 bp) a karfiol mozaik virus (CaMV) 35S promoterét
tartalmazza. A fragment magaba foglalja a CaMV 6909-7437 nukleotidjait (Franck et

al., Cell 21 (1980), 285-294).
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A B fragment a proteint kodolo régidt tartalmazza, valamint a spendét elagazast
megszlinteté enzimet kodold cDNS szomszédos régidit. Ezt egy EcoRI/Xhol
fragmentként izolaljuk a pDBE-Spi plazmidbdl a fent leirtak szerint és a pBinAR
plazmidban levé prométerhez sense orientaciéban fuzionaltatjuk.

A C fragment (192 bp) a pTIACHS Ti plazmid T-DNS-e 3-as génjének
poliadenilacids jelét tartalmazza (Gielen et al., EMBO J. 3 (1984), 835-846).

A p35S-DBE-Spi plazmid mérete korulbelul 14,2 kb.

A p35S-DBE-Spi vektort burgonya névényi sejtekbe transzferaljuk
Agrobacterium tumefaciens altal kozvetitett transzformacioval. A transzformait
sejtekbdl intakt ndvényeket regeneraltatunk.

A spenét elagazast megszinteté enzimjét kédold6 mRNS jelenlétének
meghatarozasara szolgadlé RNS analizist a sikeresen végrehajtott genetikai
modositas értékelésére lehet hasznalni. Ebbdl a célbdl, altalaban northern lenyomat
analizist hajtunk végre. Telies RNS-t izolalunk nbvényi szévetbdl a Logemann et al
altal leit (Anal. Biochem. 163 (1987), 16-20) modszernek megfeleléen, gél
elektroforézissel szeeparaljuk, egy nylon membranra transzferaljuk és egy megfelel6
prébahoz hibridizaltatjuk.

A transzformacio eredményeként a transzgenikus burgonya névények fokozott
elagazast megsziintet§ enzim aktivitast mutatnak (cf 6. abra).

Az ezen novények altal termelt keményitét ezt kdvetSen analizaljuk és
jellemezziik. A transzgenikus novények éaltal termelt kemeényité viszkozitasat es gel
stabilitasat tekintve kildnbdzik a vad tipusu névények altal szintetizalt keményit6td!.

A viszkozitast egy Rapid Visco Analyser készilékkel hatarozzuk meg a fent
leirt médszernek megfeleléen. Az eredményeket a 7. abran mutatjuk be. A 7. abra a
4-es gorbén egy tipikus RVA gorbét mutat a Désirée valtozatu burgonya vad

tipusabdl izolalt keményité esetében. A transzformalt ndvény vonalak 1-3 gorbéi
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sokkal kisebb - teljesen viszkozitasi maximum mentes allapotot mutat a 96 C°
hémérsékletre vald melegités utan, valamint magasabb ndvekedést az 50 C°
hémérsékletre vald hités utan. A transzgenikus p35S-DBE-Spi ndvényekbdl
szarmazé keményité maximalis viszkozitasa lényegesen csdkken a vad tipusu
novényekbdl szarmazé keményit6hdéz képest. A modositott keményitd végsé
viszkozitdsa az ezt kovetd hiités utan lényegesen magasabb, mint a vad tipusu
ndvényekben szintetizalt keményité értékei.

A 8. abra a transzgenikus novény vonalak keményitéjébdl készitett gél gél
stabilitasat mutatia a vad tipusd keményitébdl készitett géléhez viszonyitva. A
modositott keményité gél stabilitasa jelent6sen eltér. A médositott keményitd
gélieinek deformalasahoz sziikséges er6 nagyobb, mint a vad tipusu keményitébdl
készitett megfelel6 gél deformalasahoz szukséges erd.

A transzgenikus ndvényekben termelt keményité foszfat tartaima korilbelil
megfelel a vad tipus( ndvényekben termelt keményité esetén nyert értékeknek (lasd
az 1. tablazatot). A mérési hiba korilbelil £5%.

Az amiléz tartalom Hovenkamp-Hermelink et al (Potato Res. 31 (1988), 241-

246) szerint szamithaté ki. Az amildz tartalom 5-40%-kal né (l&sd az 1. tablazatot).

1. tablazat
Noévények nmol glikéz-6-foszfat/mg keményitd % amiléz
vad tipus 9,00 _ 20,4
RE7-10 10,80 21,7
RE7-26 8,23 21,8
RE7-34 8,49 243
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A RE7-34-es nbvény vonal mutatja a leg szignifikdnsabb eltérést a vad tipusu

ndvénytdl.

5. példa

A Solanum tuberosum eqy elagazast megsziinteté enzimjét kédolé genom DNS

szekvencidk azonositadsa és izolalasa
A Solanum tuberosum elagazast megsziinteté enzimjét kodolé genom DNS
szekvencidk azonositasat és izolalasat gy hajtjuk végre, hogy elészér egy elagazast
megszintetd enzim enzimatikus aktivitdsaval rendelkezd proteineket izolalunk
burgonyabdl, ezen proteinek peptid szekvencidjat meghatarozzuk és ezen peptid
szekvenciakbdl degeneralt oligonukleotid szekvencidkat szarmaztatunk, melyeket
genom konyvtarak szkrinelésére hasznalunk.
Ez a folyamat részletesen az alabbiakban kerilt leirasra:
(a) Egy Solanum tuberosum-ban levé Uj elagazast megsziintetd enzim azonositasa
Egy Solanum tuberosum-ban levs Uj elagazast megszinteté enzim
azonositasat az alabbiakban leirt ismert médszerekkel hajtjuk végre:
Protein kivonatokat nyeriink Solanum tuberosum gumé szdvetébdl.
Ebbdl a célbdl, 820 g gumo szdvetet homogenizalunk 1500 ml A pufferben.
Ezen homogenizatum 50 ml mennyiségét PAAG-ben (lasd a O savot a 3.
abran) szeparaljuk. A gél 7,5% akrilamidot (pH 7,9) tartalmaz, mely metilén
biszakrilamiddal kapcsolédik 1:75 mértékben, valamint 1% amilopektinnel. Az
elektroforézishez valé puffer rendszer tris/glicint (pH 7,9) tartaimaz. A gél
futtatas utan a gélt 50 mM tris/citrat (pH 7,0), 2 mM aszkorbinsav elegyében
ekvilibraltatiuk 22 C° hémérsékleten 4 6ran keresztil. A gélt Lugol oldattal
festjilk 15 percen keresztil. A festés eredményeit a 3. dbran a 0. savban

mutatiuk be. Az elagazast bejuttatd enzim (a diszproporcionalo
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(=aranytalanitd) enzim elagaztatd enzimje) aktivitdsa eredményeként létrejott
vOroses savon tul megfigyelheté egy er6sen kék sav is. A kék festédés az
amilopektin alfa-1,6-gliikozidos elagazasainak enzimatikus emésztésének
eredménye, ami a voroses vagy bibor szint eredményezi.
A Solanum tuberosum-bdl szarmazd elagazast megsziinteté enzim tisztitasa
és a peptid szekvencidk detektalasa

A Solanum tuberosum-bél szarmazé elagazast megszinteté enzim
tisztitasat és a peptid szekvencidk detektalasat az alabbi ismert
modszereknek megfeleléen hajtjuk végre:

A burgonyabdl szarmazé eldgazast megsziinteté enzim tisztitasahoz
500 g gumét homogenizélunk 1,5 | B pufferben egy homogenizatorban 1
percen keresztiil. A homogenizatumot 6 rétegli muszlin anyagon atszirjiik Ha
szikséges, a pH értéket 5,8 értékre allitjuk. A homogenizatumot 25000 x g
értéken centrifugdljuk 30 percen keresztiil. Ezutan a proteineket a felliluszobdl
kicsapatjuk ammoénium szulfatos kicsapatassal 0 C° hémérsékleten. EbbdI a
célbol az ammonium szulfatot folyamatosan adjuk az felliluszéhoz keverés
mellett a telitédési koncentracié 40%-os koncentracidjanak eléréséig. Amikor
a proteinek kicsapédasa megkezdédik az elegyet Gjabb 30 percig keverjuk. A
kicsapddott proteinek centrifugalassal (25000 x g, 30 perc) tortené
szaparalasa utan a kapott fellilisz6t ammonium szulfattal keverjuk a telitédési
koncentracié 50%-os koncentraciéjanak eléréséig. A kicsapatast Gjabb 30
percig végezz(k. Ezutan az elegyet 25000 x g értéken centrifugaljuk 30 percig
és a kicsapddott proteineket koriilbeliil 80 mi B pufferben reszuszpendaljuk.
30000 x g értéken 15 percig tartd centrifugalas utan a fellluszot eltavolitjuk es
egy B pufferrel ekvilibralt affinitas osziopra helyezziik. Az affinitasi oszlop

anyaga expoxi aktivalt szafar6z 6B (Sigma), melyhez béta-ciklodextrint



(c)

(ciklohepta-amilo’z; Sigma) koététtink Ludwig et al (Plant Physiol. 74 (1984),
856-861) leirasanak megfeleléen Az affinitasi oszlopot a B pufferrel addig
mossuk, mig semmilyen abszorpciét nem mérink 280 nm
hulldamhosszusagon. A stacioner fazishoz alacsony affinitast mutato protein
frakcidt béta-ciklodextrin oldatot hasznalva (1 mg/mi A pufferben) elualjuk,
majd ezutan ledntjik. A pufferben levé 10 mg/ml béta-ciklodextrin
koncentraciénal a burgonya elagazast megsziinteté enzim eludl (cf. 3. abra).

Az eludtum elagazast megsziinteté enzimben gazdag frakciojat
elektroforézisnek vetjilk ald denaturdldé PAAG-ben Laemmli (Nature 227
(1970), 680-685) modszerének megfelelden. A denaturalt proteint kivagjuk a
gélbdl és izolaljuk. A peptid szekvencidkat standard technikaknak megfelelen
hatarozzuk meg. A Solanum tuberosum-bol szarmazé elagazast megszintet
enzim peptid szekvencidit az 1. és a 12. szamu szekvencidkban mutatjuk be.
A Solanum tuberosum elagazéast megszinteté enzimjét kédol6 genom DNS
szekvenciak azonositasa és izoldlasa génsebészeti eljaras hasznalataval

A (b) szekcidban leirtak szerint nyert peptid szekvenciakat hasznaljuk
olyan oligonukleotid szekvencidk szarmaztatasara, melyek a burgonya
elagazast megszinteté enzimjét kodold gének régidit képviselik, ha
figyelembe vessziik a genetikai kod degeneraltsagat. Standard technikaknak
megfeleléen szintetikus oligbnukleotidokat szintetizdlunk a szarmaztatott
oligonukleotid  szekvencidkkal —&sszhangban. Ezeket a  szintetikus
oligonukleotidokat hasznaljuk a genom konyvtarak szkrineléseére.

El6szor egy genom cDNS konyvtarat hozunk létre Liu et al (Plant Mol.
Biol. 17 (1991), 1139-1154) mddszerének megfeleléen. Ezt kdvetben, P2392
torzsli E. coli sejteket fertziink a genom DNS fragmenteket tartalmazo

fagokkal és Petri csészékben tapkozegre szélesztjiik kérilbelil 30000 sejt/75
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cm? s(iriségben. A Petri csészéket 37 C° hémérsékleten inkubaljuk, addig,
mig a fag plakkok megfelel6 méretliek nem lesznek (korilbelll 6-8 ora).
Ezutan a Petri csészéket 4 C° hémérsékleten taroljuk tdbb 6réan keresztil.
Nitrocellul6z membranokat helyeziink a lizalt baktérium rétegre, majd egy perc
mulva eltavolitjuk. A sziiréket 2 percig 0,2 M NaOH, 1,5 M NaCl elegyében
inkubaljuk, majd 2 percig 0,4 M Tris/HCl-ben (pH 7,5) és végul 2 percig 2 x
SSC-ben. A szlir6ket megszaritjuk UV kereszt-kotjik és 3 o6ran keresztil H
pufferben inkubéljuk a radioaktiv vég jeldlésti oligonukleotidok hozzaadasa
el6tt. Hibridizacié utan, 12 6ran keresztlil a szlrGket mossuk kétszer 15 percig
0,2 x SSC/0,1% SDS elegyében, majd autoradiografianak vetjik ala.

A hibridizacio hdmérsékletét és a sziir6k mosasat az alabbiak alapjan lehet
kiszamitani: |

T+15 = 16,6 x [Na'] + 0,41 X [% GCyjgonukiectia] * 81,5 - 675/h0s52US8G0iigonukietia
Az 1. vagy az 5. szam( szekvencigkban leirt burgonya elagazast megszuntets
enzim peptid szekvencigja felhasznalhaté megfelelé oligonukleotid
szekvencidk szarmaztatasara. A lehet6 legmagasabb hibridizacios
hémérséklet eléréséhez - mely megfelelé specifitast biztosit a hibrid
képz6déshez - a lehet6 leghosszabb oligonukleotidok hasznalatara van
szilkség. A ndvekvé hosszlisagggal, azonban né a degeneraltsag foka is,
azaz az eltéré szekvencia kombinaciéval rendelkezé oligonukleotidok szama
is nS. A 6000-ig terjedd degeneraltsagi fok még elfogadhaté. Ha egy protein
esetében tdbb peptid szekvencia is ismert, megfelel6 oligonukleotidok
szarmaztathaték, kombinalhaték és hasznalhaték a hibridizaciohoz valo
oligonukleotid keverékhez, igy a hibridizacié hatékonysaganak fokozasahoz.
Az 1. szamu szekvenciaban leirt peptid szekvencia egy részéhez egy 20

bazisparbdl allé oligonukleotid prébahoz valé szekvenciat szarmaztatunk. Az
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oligonukleotid degeneréltsagi foka 256 a maximalisan 65%-0s és minimalisan
40%-0s GC tartalom mellett, ami kérilbelll 56 C° maximalis hibridizacios
hémérsékletet eredményez. Az 5. szamu szekvencidban bemutatott peptid
szekvencia egy részéhez egy 20 bazispar hosszisagu oligonukleotid
probahoz valé szekvenciat szarmaztatunk. Az oligonukleotid degeneraltsagi
foka 384 a maximalisan 55%-0s és minimalisan 50%-os GC tartalom mellett,
és ez korllbelll 60 C° maximalis hibridizacios hémérsékletet eredményez.
Mind a két oligonukleotidot felhasznaljuk keverékként a hibridizaciéhoz 54 C°
hémérsékleten. A sz(irket 45 C° hémérsékleten mossuk.
A probak szintéziséhez vald szekvencia templat a kbvetkezG:

1. peptid: NH,-Asp Ser Asp Asp Val Lys Pro Glu Gly-COOH

(8-16 aminosavak az 1. szamu szekvenciaban)

mRNS: 5 GAY GAY GUN AAR CCN GAR GG 3'

1. proba: 3'CTRCTRCAN TTY GGN CTY CC &'

(19. szamu szekvencia)

5. peptid: NH,-lle GIn Val Gly Met Ala Ala -COOH
(3-9 aminosavak az 5. szamu szekvenciaban)

mRNS: 5 AUH CAR GUN GUN AUG GCN GC 3’

2. préba: 3' TAD GTY CAICCI TAC CGICG &

(20. szamu szekvencia)
Harom szkrinelési ciklusban a hasznalt probakhoz hibridizalédé DNS inzertet
tartalmazo fag klénokat egyediesitjik, lly modon korilbelil 40 plakkot

azonositunk 500000 fag plakk szkrinelése soran. Ezeket a pozitiv fag klonokat



53 o e Beze

rd

hasznaljuk a spenétbdl izolalt, elagazast megsziinteté enzimet kédolo a cDNS
szekvenciahoz (17. szamu szekvencia) valé hibridizaciéhoz. Ily médon harom
fag klon izolalhatd, melyek a spenotbdl szarmazé cDNS szekvenciahoz
hibridizalodnak. Az azonositott lambda fag klénok egyikébdl, a ADepot-bdl,
standard technikaknak megfeleléen DNS-t nyeriink, a DNS inzertet izolaljuk és
Sau3A restrikciés endonukledzzal hasitjuk. A kapott alfragmenteket a BamHI-
gyel hasitott pBluescript vektorba ligaljuk. E. coli sejteket transzformalunk a
kapott plazmidokkal. A vtranszformélt baktériumokat tapkozegre szélesztjuk
Petri csészében. Annak meghatarozasdhoz, hogy melyik baktérium
tartalmazza az eldgazast megsziintet6 enzimet kddolé DNS inzertet egy telep
hibridizaciot hajtunk végre. EbbSl a célbdl egy nitrocelluléz membrant
helyeziink a Petri csészében levé szilard tapkdzegre. Erre a membranra az E.
coli sejt telepek transzferalodnak. A Petri csészét 37 C° hémersékleten
inkubaljuk egy éjszakan keresztil és a membranon levé E. coli sejteket
telepekké szaporitiuk. A membrant eltavolitiuk a tapkdzegrél és 5 percig
inkubaljuk 10% SDS-ben, 5 percig 0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl elegyében, majd
5 percig 0,5 M Tris/HCI-ben (pH 7,5), majd ezt kdveten 5 percig 2 x SSC-
ben. A sziirdket megszaritjuk, UV kereszt kotjik és 3 o6ran keresztil H
pufferben inkubaljuk a radioaktiv vég jeldlési oligonukleotidok hozzaadasa
el6tt. A hibridizaciohoz az 1-es (19. szamu szekvencia) és a 2-es (20. szamu
szekvencia) radioaktiv jelélési probakat hasznaljuk. Az 54 C° hémérsékleten
12 6ran keresztiil végzett hibridizacié utan a szlr6ket 45 C° hémérsékleten
kétszer mossuk 15 percig 0,2 x SSC/0,1 SDS-ben, majd autoradiografianak
vetjiik ala. A hasznalt probahoz hibridizal6dd telepek baktériumait tenyésztjuk
és a sejtekbsl a plazmid DNS-t izolaljuk. lly médon, a hasznalt

oligonukleotidokhoz hibridizalodo inzerteket tartaimazé kiilénb6z6 plazmidokat
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izolalunk. Ezt kdvetben, az izolalt plazmidok inzertjeinek DNS szekvenciaja
egy részét Sanger et al (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977),5463-5467)

modszerének megfelel6en meghatarozzuk.

6. példa

A Solanum tuberosum-bol szarmazé eldgazast megsziinteté enzimet kddolé cDNS

szekvencidk izolalasa polimeraz lanc reakciét hasznalva

Az 5. példaban nyert részleges genom DNS szekvencidkat az elagazast
megsziinteté enzimet kodold spendt cDNS szekvencidhoz hasonlitjuk. Azt talaltuk,
hogy az azonositott inzertek kozll ketté olyan DNS szekvenciat tartaimaz, melyek a
spenét cDNS-ben egymastol korllbeliil 500 bazispar tavolsagra elhelyezked6 két
DNS szekvenciaval homolégok. Ezen szekvenciakbol kiindulva két oligonukleotidot
szintetizalunk a PCR reakciéhoz. Ezen két oligonukleotid a kdvetkez6 nukleotid
szekvenciaval rendelkezik:

C oligonukleotid (21. szamu szekvencia)

5 AAGGTACCGG ATCCTCTGCT GATGGCAAGT GGACATTATT 3’

D oligonukleotid (22. szamu szekvencia)

5 TTAAGCCCGG GCGATACGAC AAGGACCATT TGCATTACCA G ¥

A C oligonukieotid az amplifikalt DNS fragment egyik végére egy BamHI
restrikciés hely bejuttatasara szolgal. Ez az oligonukleotid részlegesen homoldg a
spen6t cDNS-sel a 17. szamU szekvencidban leit DNS szekvencia 1082-1110
nukleotidok kézott. A D oligonukleotid az amplifikalandd DNS fragment masik végére
egy Smal restrikciés hely bejuttatasara szolgal. Ez az oligonukieotid homolég a

spendt cDNS-sel a 17. szamU szekvencidban leirt DNS szekvencia 1545-4571
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nukleotidok kozott. Ezeket az oligonukleotidokat hasznaljuk a burgonya gumé cDNS
konyvtarbdl szarmazé DNS fragment amplifikalasahoz.

Ebbé! a célbdl, egy cDNS konyvtarat hozunk létre a burgonya gumo szbvetbdl
szarmazo teljes RNS el6allitasaval Logemenn et al (Anal. Biochem. 163 (1987), 16-
20) moédszerét hasznalva. Standard technikékat hasznédlva a telies RNS-bdl
poliadenilalt mRNS-t hozunk létre, majd cDNS szintéziséhez hasznaljuk a Gubler és
Hoffmann (Gene 25 (1983), 263) a&ltal leit moddszer szerint. A cDNS-t a
kereskedelemben beszerezhet6 EcoRI/Notl adapterekkel ligaljuk, a Lambda ZAP Il
(Stratagene) fag DNS EcoRlI restrikciés helyére ligaljuk és a fag fejbe zarjuk.

Az igy létrehozott cDNS konyvtarbdl egy korilbelll 500 béazispar hosszusagu
DNS fragmentet amplifikdlunk PCR-t haszndlva a C és D oligonukleotidokat
hasznalva. Ezt a DNS fragmentet a BamHI és Smal restrikciés endonukleazokkal
hasitjuk és egy BamHI-gyel és Smal-gyel hasitott pBluescript vektorba ligaljuk. A
kapott plazmidot pDBE-Pot plazmidnak hivjuk (4. abra).

Az izolalt 500 bazispar hosszusagl fragment szolgal a burgonya elagazast
megsziinteté enzim telies kodolo régidjat tartalmazé cDNS fragment izoldlasara a
fent leirtak szerint megszerkesztett Lambda ZAP ll-ben levé cDNS konyvtarbol

hagyomanyos molekuldris génsebészeti eljarasokat hasznalva.

7. példa

A pDBE-Pot plazmid cDNS inzertiének szekvencia analizise

A 6. példa szerint nyert E. coli kionbél a pDBE-Pot (4. abra) plazmidot izolaljuk
és cDNS inzertjét standard didezoxi modszerrel meghatarozzuk (Sanger et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977), 5463-5467). Az inzert 492 bazispar hosszusagu.

Nukleotid szekvencidjat a 23. szamu szekvenciaban mutatjuk be.
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A DNS szekvencia analizise azt mutatja, hogy az 1. szamu és a 2. szamu
szekvenciakban bemutatott peptid szekvenciakat a 23. szamu szekvenciaban
bemutatott DNS szekvencia kédolja két pozicioban talathaté eltéréssel. Az 1. szamu
szekvencia a 23. szamu szekvenciaban bemutatott aminosav szekvencia 6-26
aminosavainak felel meg és a 2. szdmu szekvencia a 23. szamu szekvenciaban
bemutatott aminosav szekvencia 80-99 aminosavainak. Az eltérések adodhatnak
abbdl, hogy a proteint a Désirée valtozatbdl izolaltuk, a hasznalt cDNS konyvtarat

viszont a Berolina valtozatbdl szerkesztettiik meg.

8. példa

A p35S-anti-DBE-Pot plazmid megszerkesztése, burgonya névények

transzformalasa és a szintetizalt keményits jellemzése
A pDBE-Pot plazmidbél BamHI-Smal emésztéssel egy korlilbelll 500 bazispar

hosszisagi DNS fragmentet izolalunk, mely fragment a 23. szamua szekvenciaban
bemutatott szekvenciaval rendelkezik és a burgonya elagazast megsziinteté enzim
kodold régidjanak egy részét tartalmazza. Ezt a DNS fragmentet kiénozzuk a
BamH\/Smal restrikcios endonukledzokkal hasitott pBinAR vektorba (Hoéfgen and
Willmitzer, Plant Sci. 66 (1990), 221-230). A pBinAR vektor a Bin19 binaris vektor
(Bevan, Nucleic Acids res. 12 (1984), 8711-8721) szarmazéka.

A pBinAR vektort az alabbiak szerint szerkesztjik meg:

A karfiol mozaik virus 35S prométerének 6909-7437 nukleotidjait tartalmazé
529 bazispar hosszisagu fragmentet (Franck et al., Cell 21 (1980), 285-294) a
pDH51 plazmidbél egy EcoRI/Kpnl fragmentként izolaljuk (Pietrzak et al., Nucl. Acids
Res. 14, 5857-5868) és a pBin19 plazmid polikétéjének EcoRI és Kpnl restrikcios

helyei kozé ligaljuk. [gy kapjuk a pBin19-A plazmidot.
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A pAGV40 plazmidbél (Herrera-Estrelia et al., Nature 303, 209-213) egy 192
bazispar hosszisagi fragmentet izolalunk a Pvull és Hindlll restrikcios
endonukleazokat hasznalva, ez a fragment tartalmazza a pTiIACH5 Ti plazmid T-
DNS-e 3-as génjének poliadenilacios jelét (Gielen et al., EMBO J. 3, 835-
846)(11749-11939 nukleotidok). Az Sphl kéték Pvul restrikcios helyhez vald
hozzaadasa utan a fragmentet az Sphl és Hindlll restrikciés endonukleazokkal
hasitott pBin19-A plazmidba ligaljuk, ez eredményezi a pBinAR plazmidot.

A kapott plazmidot p35S-anti-DBE-Pot plazmidnak nevezzik és az 5. abran
mutatjuk be.

A cDNS fragment inzertalasa egy olyan expressziés kazettat eredményez,
mely az alabbiak szerint az A, B, és C fragmenteket tartalmazza (5. abra):

Az A fragment (529 bp) a karfiol mozaik virus (CaMV) 35S promoterét
tartaimazza. A fragment a CaMV 6909-7437 nukleotidjait tartalmazza (Franck et al.,
Cell 21 (1980), 285-294).

A B fragment a burgonya eldgazast megszinteté enzimet kédold cDNS
proteint kddolé régidjanak egy részét tartalmazza. Ezt a részt a pDBE-Pot plazmidbdl
izolaljuk BamH!/Smal fragmentként‘a fent leirtak szerint, majd a pBinAR plazmidban
a promoterhez fizionaltatjuk anti-sense orientaciéban.

A C fragment (192 bp) a pTIACH5 Ti plazmid T-DNS-se 3-as génjének
poliadenilacids jelét tartalmazza (Gielen et al., EMBO J. (1984), 835-846).

A p35S-antiDBS-Pot plazmid mérete korilbelil 11,5 kb.

A  p35S-antiDBE-Pot  vektort burgonya n&vényekbe transzferaljuk
Agrobacterium tumefaciens altal kozvetitett transzformacioval. Iintakt névényeket

regeneréaltatunk a transzformalt sejtekbdl.
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Az elagazast megszinteté enzimet kodolé endogén mRNS hianyanak
megallapitasara szolgélé telies RNS analizis arra hasznalhatd, hogy megallapitsuk,
hogy a novényeket sikeresen moédositottuk-e genetikailag. |

A franszformacié6 eredményeként a transzgenikus burgonya ndveények
csokkent elagazast megsziinteté enzim aktivitast mutatnak (cf. 9. abra).

A vad tipusi névényekbsl szarmazd keményitd szemcsékkel szemben,
melyek szabalyos kerek formajuak, a transzgenikus novények altal termelt keményito
szemcsék durva, repedezett, sét horzsolt felszinnel rendelkeznek (lasd a 10. abrat).

A transzgenikus ndvények dltal szintetizalt keményit6 a gélképzes alatti
(“paszta képzés”) viszkozitasban, gél stabilitdsaban és a foszfat tartalomban is eltér
még a vad tipusi ndvények altal termelt keményitGtol.

A viszkozitast Rapid Visco Analyser segitségével hatarozzuk meg a fent leirt
modszert ahsznalva. Az eredményeket a 11. abran mutatjuk be. A 11. abra a 4.
gdrbében egy tipikus RVA gérbét mutat a vad tipusii ndvényekbdl (Désirée valtozat)
izolalt keményité esetében. A transzformalt ndvény vonalak 1-3 girbéi jelentGsen
csdkkent viszkozitasi maximumot mutatnak a 96 C° hémérsékletre vald hevités utan
és nagyobb viszkozitas novekedést az 50 C° hémérsékletre valo hités utan azaz
magasabb a végsé viszkozitas.

A 12. dbra a gatolt ndvény vonalak keményit6jébsl keészitett gélek gel
stabilitasat mutatja a vad tipusi novényekbdl szarmazé keményitGbsl keszitett
gélekhez viszonyitva. A moédositott keményité gél stabilitasa jelentGsen eltér. A gel
deformalasahoz szilkséges erd jelentésen magasabb, mint a vad tipusu
kemeényitébél készitett megfeleld gél deformalasahoz szitkséges er6.

A transzgenikus n6vények altal szintetizalt keményité foszfat tartalma - az
antisense gatlas mértékétsl fligg ez is - a vad tipusi ndvények altal termelt

keményitd értékei folé esik (lasd a 2. tablazatot). A mérés hibaja koriilbelll £5%.
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Az amiléz tartaimat Hovenkapm-Hermelink et al (Potato Res. 31 (1988), 241-
246) modszerének megfeleléen szamitjuk ki. A transzgenikus ndvény vonaltol
fliggéen, az amiléz tartalom kérilbelul azonos, vagy kissé magasabb,. mint a vad

tipust keményit6 amiloz tartalma (lasd a 2. tablazatot).

2. tablazat

Novények nmol gliik6z-6- % amiiéz

-foszfat/mg keményitd

vad tipus 9,00 20,4
RE500-47 14,66 21,7
RE500-81 11,19 19,7

RES500-75 10,42 22,5
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SZEKVENCIA LISTA

(1) ALTALANOS INFORMACIO:

(i) FELTALALO:
(A) NEV: Institut fuer Genbiologische
Forschung Berlin GmbH
) UTCA: Ihnestr. 63
) VAROS: Berlin
) ORSZAG: Németorszag
) IRANYITOSZAM: 14195
) TELEFON: +49 30 83000760
) TELEFAX: +49 30 83000736

T OMEiE QW

(
(
(
(
(
(

(1i) A TALALMANY CIME: No6vényekbdl szarmazd elagazast
megszintetd enzimeket kédold DNS molekulédk

(iii) A SZEKVENCIAK SzAMA: 24

(iv) SzAMITOGEPES QLVASASI FORMA :
(A) A HORDOZO KOZEG: Floppy lemez

(B) SZAMITOGEP: IBM PC kompatibilis

(C) OPERACIOS RENDSZER: PC-DOS/MS-DOS

(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Verzié
#1.30 (EPO)

(vi) ELSOBBSEGI ADATOK:
(A) AZ ALKALMAZAS SZAMA: DE P4447387.7
(B) IKTATASI DATUM: 22-DEC-1995

(2) AZ 1. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(I) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HQSSZUSAG: 21 aminosav
(B) TI?US; aminosav
(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA:linearis
(ii) A MOLEKULA TIPUSA: peptid
(iii) HIPOTETIKUS: nincs
(iv) ANTISENSE: nincs
(v) A FRAGMENT TIPUSA: belsd
(vi) EREDETI FORRAS:
(A) ORGANIZMUS: Solanum tuberosum

(B) TORZS: cv Desirée
(C) SZOVET TIPUS: gumd
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(xi) AZ 1. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

Arg Thr Leu Leu Val Asn Leu Asp Ser Asp Asp Val Lys Pro Glu Gly
1 5 10 - 15

Gly Asp Asn Leu Gln
20

(2) A 2. SZAMU SZEKVENCIA ADATATI:

(I) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

A) HOSSZUSAG: 20 aminosav
B) TIPUS: aminosav

C) SZALTIPUS: egyszalu

D) TOPOLOGIA:lineéaris

(
(
(
(
(ii) A MOLEKULA TIPUSA: peptid

(iii) HIPOTETIKUS: nincs

(iv) ANTISENSE: nincs

(v) A FRAGMENT TIPUSA: belsd

(vi) EREDETI FORRAS:
(A) ORGANIZMUS: Solanum tuberosum
(B) TORZS: cv Desirée
(C) SZOVET TIPUS: gumd

(xi) A 2. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

Arg Leu Ser Ser Ala Gly Ile Thr His Val His Leu Leu Pro Thr Tyr
1 5 10 15

Gln Phe Ala Gly
20

(2) A 3. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(I) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
A) HOSSZUSAG: 10 aminosav
B) TIPUS: aminosav
C) SZALTIPUS: egyszalu
D) TOPOLOGIA:linearis

(
(
(
(
(ii) A MOLEKULA TIPUSA: peptid
(iii) HIPOTETIKUS: nincs
(iv) ANTISENSE: nincs

(v) A FRAGMENT TIPUSA: belsd



62

(vi) EREDETI FORRAS:
(A) ORGANIZMUS: Solanum tuberosum
(B) TORZS: cv Desirée
(C) SZOVET TIPUS: gumd
(xi) A 3. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
Gly Ser Glu Val Leu Met His Asp Gly Lys
1 5 10
(2) A 4. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(I) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
A) HOSSZUSAG: 14 aminosav
TIPUS: aminosav

B)
C) SZALTIPUS: egyszalu
D) TOPOLOGIA:lineéris

(
(
(
(

(ii) A MOLEKULA TIPUSA: peptid

(iii) HIPOTETIKUS: nincs

(iv) ANTISENSE: nincs

(v) A FRAGMENT TIPUSA: belsd

(vi) EREDETI FORRAS:
(A) ORGANIZMUS: Solanum tuberosum
(B) TORZS: cv Desirée
(C) SZOVET TIPUS: gumd

(xi) A 4. SzZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

Ser Pro Ser Glu Ala Asp Pro Val Glu Ile Val Gln Leu Lys
1 5 10

(2) AZ 5. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(I) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

A) HOSSZUSAG: 12 aminosav

B) TiPUS: aminosav

C) SZALTIPUS: egyszéalu

D) TOPOLOGIA:linearis

(
(
(
(
(ii) A MOLEKULA TIPUSA: peptid
(iii) HIPOTETIKUS: nincs
(iv) ANTISENSE: nincs
(v) A FRAGMENT TIPUSA: belsd

(vi) EREDETI FORRAS:

e8s0 Vet s o
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(A) ORGANIZMUS: Solanum tuberosum
(B) TORZS: cv Desirée
(C) SZOVET TIPUS: gumd

(xi) AZ 5. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
Asp Cys Ile Gln Val Gly Met Ala Ala Asn Asp Lys
1 5 10

(2) A 6. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(I) A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:
A) HOSSZUSAG: 10 aminosav
B) TIPUS: aminosav
C) SZALTIPUS: egyszalu
D) TOPOLOGIA:linedris

(
(
(
(

(ii) A MOLEKULA TIPUSA: peptid

(iii) HIPOTETIKUS: nincs

(iv) ANTISENSE: nincs

(v) A FRAGMENT TIPUSA: belsd

(vi) EREDETI FORRAS:
(A) ORGANIZMUS: Solanum tuberosum
(B) TORZS: cv Desirée
(C) SZOVET TIPUS: gumd

(xi) A 6. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

Lys Leu Gln Leu His Pro Val Gln Met Asn
1 5 10

(2) A 7. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(I) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
A) HOSSZUSAG: 10 aminosav
B) TIPUS: aminosav
C) SZALTIPUS: egyszalu
D) TOPOLOGIA:linearis

(
{
{
(
(ii) A MOLEKULA TIPUSA: peptid
(iii) HIPOTETIKUS: nincs
(iv) ANTISENSE: nincs
(v) A FRAGMENT TIPUSA: belsd

(vi) EREDETI FORRAS:
(A) ORGANIZMUS: Solanum tuberosum
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(B) TORZS: cv Desirée
(C) SZOVET TIPUS: gumd

(xi) A 7. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

Glu Leu Asp Gly Val Val Trp Ser Ala Glu
1 5 10

(2) A 8. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(I) A SZEKVENC;A’JELLEMZOI:
(A) HOSSZUSAG: 10 aminosav
(B) TIPUSE aminosav
(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA:lineéaris
(ii) A MOLEKULA TIPUSA: peptid
(iii) HIPOTETIKUS: nincs
(iv) ANTISENSE: nincs
(v) A FRAGMENT TIPUSA: belsd
(vi) EREDETI FORRAS:
(A) ORGANIZMUS: Solanum tuberosum
(B) TORZS: cv Desirée
(C) SZOVET TIPUS: gqumd

(xi) A 8. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

Ser Leu Leu Asn Ser Leu Ser Thr Glu Llys
1 5 10

(2) A 9. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(I) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZUSAG: 11 aminosav
(B) TiPUS; aminosav
(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA:lineéris
(ii) A MOLEKULA TIPUSA: peptid
(iii) HIPOTETIKUS: nincs
(iv) ANTISENSE: nincs
(v) A FRAGMENT TIPUSA: belsd
(vi) EREDETI FORRAS:
{A) ORGANIZMUS: Solanum tuberosum

(B) TORZS: cv Desirée
(C) SZOVET TIPUS: gumd
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(xi) A 9. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

Ala Asn Val Glu Arg Met Leu Thr Val Ser Lys
1 5 10

(2) A 10. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

(I) A SZEKVENC;A JELLEMZOTI :
(A) HQSSZUSAG: 15 aminosav
(B) TIPUS: aminosav
(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA:linearis

(ii) A MOLEKULA TIPUSA: peptid

(iii) HIPOTETIKUS: nincs

(iv) ANTISENSE: nincs

(v) A FRAGMENT TIPUSA: belsd

(vi) EREDETI FORRAS:
(A) ORGANIZMUS: Sclanum tuberosum
(B) TORZS: cv Desirée
(C) SZOVET TIPUS: gumd

(xi) A 10. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

Leu Glu Gln Thr Asn Tyr Gly Leu Pro Gln Gln Val Ile Glu Lys

1 5 10
(2) A 11. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

(I) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
A) HOSSZUSAG: 9 aminosav
B) Ti?USE aminosav
C) SZALTIPUS: egyszalu
D) TOPOLOGIA:lineéris
(ii) A MOLEKULA TIPUSA: peptid
(iii) HIPOTETIKUS: nincs
(iv) ANTISENSE: nincs
(v) A FRAGMENT TIPUSA: belsd
(vi) EREDETI FORRAS:

(A) ORGANIZMUS: Solanum tuberosum

(B) TORZS: cv Desirée
(C) SzZOVET TIPUS: gumd
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(xi) A 11. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
Tyr Gly Leu Pro Val Gln Val Phe Glu
1 5

(2) A 12. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(I) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

A) HOSSZUSAG: 13 aminosav

B) TIPUS: aminosav

C) SZALTIPUS: egyszalu

D) TOPOLOGIA:linearis

(
({
(
(

(ii) A MOLEKULA TIPUSA: peptid

(1iii) HIPOTETIKUS: nincs

(iv) ANTISENSE: nincs

(v) A FRAGMENT TIPUSA: belsd

(vi) EREDETI FORRAS: ,
(A) ORGANIZMUS: Solanum tuberosum
(B) TORZS: cv Desirée
(C) SZOVET TIPUS: qumd

(xi) A 12. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

Arg Thr Leu Leu Val Asn Leu Asn Ser Asp Asp Val Lys
1 5 10

(2) A 13. SzZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(I) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HQSSZﬁSAG: 9 aminosav
(B) TI?USE aminosav
(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA:lineéaris
(ii) A MOLEKULA TIPUSA: peptid
(iii) HIPOTETIKUS: nincs
(iv) ANTISENSE: nincs
(v) A FRAGMENT TIPUSA: belsd
(vi) EREDETI FORRAS:
(A) ORGANIZMUS: Spinacia oleracea
(C) SZOVET TIPUS: levél :

(xi) A 13. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

s0an 9ase VO e
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Gln Pro Ile Glu Thr Ile Asn Tyr Val
1 5

(2) A 14. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(I) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HQSSZUSAG: 7 aminosav
(B) TIPUS: aminosav
(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA:linedaris
(ii) A MOLEKULA TIPUSA: peptid
(iii) HIPOTETIKUS: nincs
(iv) ANTISENSE: nincs
(v) A FRAGMENT TIPUSA: belsd
(vi) EREDETI FORRAS:
(A) ORGANIZMUS: Spinacia oleracea
(C) SZOVET TIPUS: levél
(xi) A 14. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

Asn Ile Asp Gly Val Glu Gly
1 5

(2) A 15. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

(I) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZUSAG: 20 bazispéar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszéalu
(D) TOPOLOGIA:linearis

(ii) A MOLEKULA TIPUSA: mas nukleinsav
(A) LEIRAS: /desc = “ oligonukleotid”

{iii) HIPOTETIKUS: van
(iv) ANTISENSE: nincs

(xi) A 15. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

ATWGTYTCRA TWGGYTGCAT 20

(2) A 16. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

(I) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZUSAG: 20 bazispar
(B) TiPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszalu
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(D) TOPOLOGIA:linearis
(ii) A MOLEKULA TIPUSA: mas nukleinsav

(A) LEIRAS: /desc = ™ oligonukleotid”

(iii) HIPOTETIKUS: van
(iv) ANTISENSE: nincs
... {(ix) JELLEMZO:
(A) NEV/KULCS: médositott béazis
(B) LOKACIO: 15

(D) EGYER INFORMACIOK: /mod-bazis = i

(xi) A 16. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

AAYATYGATG GWGTGGARGG 20

(2) A 17. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(I) A SZEKVENCIA JELLEMZzOI:
(A) HOSSZUSAG: 3437 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: kétszalu

(D) TOPOLOGIA:lineéaris

(ii) A MOLEKULA TIPUSA:cDNS - mRNS
(iii) HIPOTETIKUS: nincs

(iv) ANTISENSE: nincs



(vi)

eel (1x)

AAAACATTCC GATTAGCGGC AAATAACAAA CCCCAAACAA ACTCTAACCA TGAAATCTCA

(A)
(C)

(A)
(B)

EREDETI FORRAS:

69

ORGANIZMUS:

SZOVET TIPUS:

JELLEMZO0:

Spinacia oleracea

NEV/KULCS: CDS
LOKACIO:
(D) EGYEB INFORMACIOK: /termék= “elagazast

megszintetd enzim

201

3095

levél

(xi) A 17. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

(R-Enzim”

TCTTTTTAAC ATCATTTTTC ATCGAAATCT ACGTTCTGTA ACTAATTTTC CCACTTTACA

GCATCATTCT TCATCTGCTC AACTGAATTT TCTGCTTAAA CCGCCATAGC CAAAAACTTC

AACCTCACAT TATCGCTCTA ATG TCT TCA CTA TAT AAC CCC ATT GCT CTT
Met Ser Ser Leu Tyr Asn Pro Ile Ala Leu

GCT
Ala

AAT
Asn

GGG
Gly

TCT
Ser

GTT
val
75

TGG
Trp

TCA
Ser

GCT
Ala

GGG
Gly

TAC
Tyr
155

AAG
Lys

AAT
Asn

TCT
Ser

TTC
Phe

TCT
Ser

TGC
Cys
60

TCT
Ser

CCT
Pro

TAT
Tyr

GGG
Gly

GGA
Gly
140

TCG
Ser

TGT
Cys

GCT
Ala

AGT
Ser

AAT
Asn

AGT
Ser

TTT
Phe

CAG
Gln

AGC
Ser

TAC
Tyxr

ATA
Ile
125

TTG

Leu

GCC
Ala

CAA
Gln

ACT
Thr

TTC
Phe

TTT
Phe
30

TCT
Ser

TGT
Cys

AGT
Ser

AAG
Lys

TTA
Leu
110

GAA
Glu

CCA
Pro

TTT
Phe

CTT
Leu

GGT
Gly
190

CAT
His
15

ATT
Ile

AGA
Arg

TGT
Cys

GAA
Glu

TAT
Tyr
95

TTT
Phe

GGA
Gly

GCA
Ala

Lys

GCA
Ala
175

TTG
Leu

CAC
His

ACC
Thr

AGC
Ser

TCC
Ser

TTG
Leu
80

ACA
Thr

GCA
Ala

TAC
Tyr

AAT
Asn

GCT
Ala
160

GTT
val

CAG
Gln

1

CAT
His

AAA
Lys

TTC
Phe

ATG
Met
65

CAA
Gln

TTT
Phe

AGT
Ser

GAC
Asp

GTC
val

'145

Ccca
Pro

GCT
Ala

TTG
Leu

TAT CCT AAT

Tyr

TTA
Leu

CAT
His
50

GCT
Ala

GGA
Gly

GCC
Ala

Lys

GTG
val
130

ACT
Thr

GCC
Ala

GCT
Ala

CcCT
Pro

Pro

ccce
Pro
35

TCA

Ser

GTC
val

AGT
Ser

TGG
Trp

ACT
Thr
115

AARA
Lys

GAA
Glu

ACA
Thr

TTC
Phe

GGC
Gly
195

Asn
20

GTT
val

TCG
Ser

GAA
Glu

TTG
Leu

AAT
Asn
100

GCT
Ala

ATC
Ile

Lys

CTG
Leu

AGT
Ser
180

GTT
val

5

CTT
Leu

TCT
Ser

CcCa
Pro

GTT
val

AAT
Asn
85

GTT
val

GCC
Ala

AAG
Lys

TTT
Phe

GAT
Asp
165

GCT
Ala

ATT
Ile

CGT
Arg

AAT
Asn

TTG
Leu

GGT
Gly
70

AGT
Ser

GAT
Asp

CTA
Leu

CTT
Leu

CcCT
Pro
150

GTT
Val

GAC
Asp

GAT
Asp

TTT
Phe

TCC
Ser

AAG
Lys
55

TCT
Ser

TGT
Cys

ATT
Ile

AAG
Lys

GAC
Asp
135

CAT

His

GAT
Asp

GGG
Gly

GAG
Glu

CTA
Leu

TTT
Phe
40

AAG
Lys

GCT
Ala

AGA
Arg

GGT
Gly

TTT
Phe
120

ARG
Lys

ATT
Ile

AGT
Ser

GCT
Ala

TTG
Leu
200

ccc
Pro
25

GCT
Ala

GAT
Asp

TCT
Ser

GCG
Ala

AAT
Asn
105

ACA
Thr

GAC
Asp

AGA
Arg

CTG
Leu

TGC
Cys
185

TAT
Tyr

10

TTT
Phe

ATT
Ile

TCT
Ser

TCT
Ser

TAT
Tyr
S0

GGT
Gly

GAT
Asp

CAA
Gln

GGT
Gly

CTG
Leu
170

AGA
Arg

TCA
Ser

60

120

180

230

278

326

374

422

470

518

566

614

662

710

758

806
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TAT GAT GGC CCT CTG GGT GCT GTT TTC TCA GAA AAC ACC ATA TCA CTG 854
Tyr Asp Gly Pro Leu Gly Ala Val Phe Ser Glu Asn Thr Ile Ser Leu
205 210 215
TAC CTA TGG GCT CCT ACT GCT CAA GCT GTT TCT GCC AGC ATA TTT AAG 902
Tyr Leu Trp Ala Pro Thr Ala Gln Ala Val Ser Ala Ser Ile Phe Lys
220 225 230
GAT CCA TCA GGT GGT GAA CCA TTA CAA ACC GTC CAG CTT ATA GAG TCA 850
Asp Pro Ser Gly Gly Glu Pro Leu Gln Thr Val Gln Leu Ile Glu Ser
235 240 245 250
AAT GGT GTT TGG AGC GCT GTG GGG CCA AGA ACC TGG GAG GGG TGT TAT 998
Asn Gly Val Trp Ser Ala Val Gly Pro Arg Thr Trp Glu Gly Cys Tyr
255 . 260 265
TAT GTT TAT GAA ATC ACT GTC TAT CAC CAT AGC ACC TTG AGA ATT GAA 1046
Tyr Val Tyr Glu Ile Thr Val Tyr His His Ser Thr Leu Arg Ile Glu
270 275 280
AAA AGC TTT GCT ATT GAT CCA TAT GCC AGA GGG ATT TCA GCT GAT GTA 1094
Lys Ser Phe Ala Ile Asp Pro Tyr Ala Arg Gly Ile Ser Ala Asp Val
285 290 295
AAG CGA ACA TTA TTG GCT GAC TTA AGC TCT GAA ACT CTA AAG CCT GAA 1142
Lys Arg Thr Leu Leu Ala Asp Leu Ser Ser Glu Thr Leu Lys Pro Glu
300 305 310
GGA TGG GAA AAT CTT GCT GAT GAA AAA CCT CAT CTT CTT TCT CCA TCT 1130
Gly Trp Glu Asn Leu Ala Asp Glu Lys Pro His Leu Leu Ser Pro Ser
315 320 325 330
GAC ATC AGT CTC TAT GAG CTG CAT ATA AGA GAT TTC AGT GCT TAT GAC 1238
Asp Ile Ser Leu Tyr Glu Leu His Ile Arg Asp Phe Ser Ala Tyr Asp
335 340 345
CTC ACT GTG CAC CCT GAC CTT CGT GGT GGA TAT CTT GCT TTC ACT TCA 1286
Leu Thr Val His Pro Asp Leu Arg Gly Gly Tyr Leu Ala Phe Thr Ser
350 355 360
CAG GAC TCA GCT GGT GTT AAT CAT TTG GAA AAG TTA TCT GCT GCT GGT 1334
Gln Asp Ser Ala Gly Val Asn His Leu Glu Lys Leu Ser Ala Ala Gly
365 370 375
CTT ACT CAC GTT CAT CTG CTG CCA AGC TTC CAG TTT GCT GAA GTT GAT 1382
Leu Thr His Val His Leu Leu Pro Ser Phe Gln Phe Ala Glu Val Asp
380 - 385 390
GAT GAC AAA AAG AAG TGG AAA TTT GTT GAT ACT AAG AGG TTT GAA ACA 1430
Asp Asp Lys Lys Lys Trp Lys Phe Val Asp Thr Lys Arg Phe Glu Thr
395 400 405 410
CTA CCA CCT GAT TCA GAA GAG CAA CAA GCT CAA ATA ACT GCC ATC CGA 1478
Leu Pro Pro Asp Ser Glu Glu Gln Gln Ala Gln Ile Thr Ala Ile Arg
415 420 425
GAT GAA GAT GGA TAT AAC TGG GGG TAT AAT CCT GTT TTG TGG GGA ACT 1526
Asp Glu Asp Gly Tyr Asn Trp Gly Tyr Asn Pro Val Leu Trp Gly Thr
430 435 440
CCT AAG GGA AGC TAT GCA ACA GAT CCA AAT GGT CCA TGC CGT ATA ATT 1574
Pro Lys Gly Ser Tyr Ala Thr Asp Pro Asn Gly Pro Cys Arg Ile Ile
445 450 455
GAG TTC AGA AAG ATG GTC CAG GCG CTA AAT CGT ATT GGT CTT CGC GTA 1622

Glu Phe Arg Lys Met Val Gln Ala Leu Asn Arg Ile Gly Leu Arg Val
460 465 470
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GTT TTG GAT GTT GTT TAT AAC CAT TTA AAT AGC AGT‘GGC CCC TCC GAT 1670
Val Leu Asp Val Val Tyr Asn His Leu Asn Ser Ser Gly Pro Ser Asp
475 480 485 490
GAT AAT TCT GTC CTG GAC AAG ATT GTT CCA GGT TAC TAC TTA AGA AGA 1718
Asp Asn Ser Val Leu Asp Lys Ile Val Pro Gly Tyr Tyr Leu Arg Arg
495 500 505
GAT AAT GAT GGT GCT ATT GAA AAT AGC ACA TGT GTG AAT GAC ACA GCT 1766
Asp Asn Asp Gly Ala Ile Glu Asn Ser Thr Cys Val Asn Asp Thr Ala
510 515 520
AGC GAG CAT TTT ATG GTT GAA CGC CTG ATT TTG GAT GAT CTA AAA CAT 1814
Ser Glu His Phe Met Val Glu Arg Leu Ile Leu Asp Asp Leu Lys His
525 530 535
TGG GCG GTG AAT TAT AAG GTT GAT GGT TTC AGA TTT GAT CTT ATG GGC 1862
Trp Ala Val Asn Tyr Lys Val Asp Gly Phe Arg Phe Asp Leu Met Gly
540 545 550
CAC ATA ATG AAA CAT ACG ATG GTG AAA GCG ACA AAT ATG CTC CAA GGC 1910
His Ile Met Lys His Thr Met Val Lys Ala Thr Asn Met Leu Gln Gly
555 560 565 570
CTG TCA AAA AAC ATA GAT GGT GTA GAG GGT TCA AGC ATT TAT TTA TAT 1958
Leu Ser Lys Asn Ile Asp Gly Val Glu Gly Ser Ser Ile Tyr Leu Tyr
575 580 585
GGT GAA GGA TGG GAC TTT GGC GAG GTG GCA AAT AAT GCA CGT GGA GTA 2006
Gly Glu Gly Trp Asp Phe Gly Glu Val Ala Asn Asn Ala Arg Gly Val
590 595 600
AAT GCA TCT CAA CTG AAT CTT GGA GGA ACA GGA ATT GGA AGT TTT AAT 2054
Asn Ala Ser Gln Leu Asn Leu Gly Gly Thr Gly Ile Gly Ser Phe Asn
605 610 615
GAT CGG ATT CGA GAT GCA GTG CTT GGT GGG GGG CCT TTT GGT CCC CCT 2102
Asp Arg Ile Arg Asp Ala Val Leu Gly Gly Gly Pro Phe Gly Pro Pro
620 625 630
CTT CAG CAA GGT TAC GTG ACT GGT TTA TCT TTA CAG CCT AAT GAT CAT 2150
Leu Gln Gln Gly Tyr Val Thr Gly Leu Ser Leu Gln Pro Asn Asp His
635 640 645 650
GAC CAT AGC GGT ARA GCC AAT GCA GAC CGT ATG CTT GCT GTG GCA AAA 2198
Asp His Ser Gly Lys Ala Asn Ala Asp Arg Met Leu Ala Val Ala Lys
655 660 665
GAT CAT ATC CAG GTT GGG ATG GCT GGA AAC TTG AGA GAC TAC ATT CTG 2246
Asp His Ile Gln Val Gly Met Ala Gly Asn Leu Arg Asp Tyr Ile Leu
670 675 680
ACA AAC TGT GAT GGA AAA CAG GTA AAA GGC TCA GAA GTT TAT ACC TAT 2294
Thr Asn Cys Asp Gly Lys Gln Val Lys Gly Ser Glu Val Tyr Thr Tyr
685 690 695
GGG GGA ACG CCG GTT GGG TAT GCT ATG CAG CCG ATA GAA ACT ATC AAC 2342
Gly Gly Thr Pro Val Gly -Tyr Ala Met Gln Pro Ile Glu Thr Ile Asn
700 705 710
TAT GTC TCA GCT CAT GAC AAC GAA ACT CTT TTC GAT ATT GTC AGT TTG 2390
Tyr Val Ser Ala His Asp Asn Glu Thr Leu Phe Asp Ile Val Ser Leu
715 720 725 730
AAG ACT CCT ACC TAC ATT ACG GTG GAT GAG AGA TGT AGG GTA AAT CAT 2438

Lys Thr Pro Thr Tyr Ile Thr Val Asp Glu Arg Cys Arg Val Asn His
735 740 745



TTA
Leu

GCT
Ala

AAC
Asn

AAT
Asn
795

CCA
Pro

AAT
Asn

AGA
Arg

GAT
Asp

ATA
Ile
875

CAG
Gln

CCT
Pro

CAG
Gln

TCA
Ser

ACT
Thr
955

GCT
Ala

GGT
Gly

TCT
Ser
780

TGG
Trp

TTA
Leu

CAC
His

TAC
Tyr

CGA
Arg
860

GCT
Ala

ATA
Ile

ACT
Thr

CTG
Leu

AAG
Lys
9240

GCA
Ala

ACG
Thr

GAT
Asp
765

GGT
Gly

GGT
Gly

ATC
Ile

ATT
Ile

TCT
Ser
845

GTA
val

ATG
Met

GAT
Asp

GAA
Glu

CAT
His
925
TAT
Tyr

GTG
Val

AGT
Ser
750

GAG
Glu

GAT
Asp

GTT
val

AAG
Lys

ATT
Ile
830

TCT
Ser

CGA
Arg

AGC
Ser

ccce
Pro

ACC
Thr
910

CCA
Pro

GAG
Glu

TTC
Phe

ATT
Ile

TTG
Leu

TGG
Trp

GGT
Gly

AAA
Lys
815

GCT
Ala

CCA
Pro

TTC
Phe

ATT
Ile

AAG
Lys
895

AAA
Lys

GTA
val

CCT
Pro

GTT
val

CTA
Leu

CTA
Leu

TTT
Phe

CTC
Leu
800

AGA
Arg

GCT
Ala

CTA
Leu

CAC
His

GAA
Glu
880

TTC
Phe

TTT
Phe

CAG
Gln

TCT
Ser

GAG
Glu
960

GCA
Ala

CGT
Arg

AAC
Asn
785

CCT
Pro

TTG
Leu

GTT
Val

TTC
Phe

AAT
Asn
865

GAT
Asp

CAG
Gln

GTT
val

TCA
Ser

ACT
Thr
945

CcCa
Pro

CTT
Leu

TCA
Ser
770

AGA
Arg

ccc
Pro

GCA
Ala

GAA
Glu

CGT
Arg
850

AAT
Asn

GGT
Gly

TAC
Tyr

AAC
Asn

ACA
Thr
930

GGA
Gly

CGG
Arg

TCC
Ser
755

AAG
Lys

TTA
Leu

AAG
Lys

AAT
Asn

AAT
Asn
835

TTA
Leu

GTT
val

CAT
His

ATT
Ile

cCa
Pro
915

TCA
Ser

TGC
Cys

CAT
His

72

CAG
Gln

TCC
Ser

GAC
Asp

GAT
Asp

CCG
Pro
820

TTC
Phe

AGA
Arg

cca
Pro

GCG
Ala

GTT
val
900

GAT
Asp

GGG
Gly

TTT
Phe

GTT
val

GGA
Gly

CTT
Leu

TTC
Phe

CAC
His
805

TCC
Ser

ACC
Thr

AGT
Ser

TCT
Ser

GGA
Gly
885

GTA
Val

CTG
Leu

GAC
Asp

ACT
Thr

TAA

*

965

CCAAGACGGC GACCGCATGT GGTTGTCAGT AAGTGGAGTT

TTCAATACAA ATAAATAACG TCTGCTACCG CAGCGAGCTG

CAAAAAAGTT AGCAGTTATA TTTCATAAGT TCATAGTTCA

ATCTTACGTT GTACTTGTAG CAGTGCTTTT GTCACGCATA

CCATACATCC GATATGAATG AATAATTTTT TTTTTTTTAA

AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AA

ATA
Ile

GAC
Asp

AGC
Ser
790

AAT
Asn

TAC
Tyr

AAT
Asn

GCA
Ala

TGG
Trp
870

GCC
Ala

ATA
Ile

CGA
Arg

ACG
Thr

ATA
Ile
950

cccC

Pro-

CGT
Arg
775

TAT
Tyr

GAG
Glu

AAG
Lys

TTG
Leu

AAG
Lys
855

ATT
Ile

CCT
Pro

ATC
Ile

GCT
Ala

GTT
val
935

CcCT
Pro

TTT
Phe
760

GAT
Asp

AAC
Asn

AGC
Ser

CCT
Pro

TTG
Leu
840

GAT
Asp

CCT
Pro

GGC
Gly

AAT
Asn

AAR
Lys
920

GTT
val

CcCT
Pro

TTC
Phe

TCT
Ser

TCC
Ser

AAT
Asn

GAC
Asp
825
CAA
Gln

ATT
Ile

GGG
Gly

TTG
Leu

GTT
val
905

TCC
Ser

AAG
Lys

AAA
Lys

CAT
His

TAT
Tyr

AAC
Asn

TGG
Trp
810

AAG
Lys

ATT
Ile

GAG
Glu

CTT
Leu

TCA
Ser
890

CAG
Gln

CTA
Leu

GAA
Glu

TCA
Ser

GCTGAAGTTG AAGGGTCTGT

ACTTTCTGCA TATTACACGG

AGGTCTCACA GAATAAGTTA

GCTGAATAAG AACCACCAAA

AATAATCAGT TGCTTGTTAA

ARAAAAAAAA AAAAAARARA

:..o :o.. :coo

. .
eee o * oo

2486

2534

2582

2630

2678

2726

2774

2822

2870

2918

2966

3014

3062

3115

3175

3235

3295

3355

3415

3437
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(2) A 18. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

(I) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZUSAG: 965 aminosav
(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA:linearis

(ii) A MOLEKULA TIPUSA: protein

(xi) A 18. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

Met Ser Ser Leu Tyr Asn Pro Ile Ala Leu Ala Ser Ser Phe His His
1 5 10 15

His Tyr Pro Asn Leu Arg Phe Leu Pro Phe Asn Phe Asn Phe Ile Thr
20 25 30

Lys Leu Pro Val Ser Asn Ser Phe Ala Ile Gly Ser Ser Ser Arg Ser
35 40 45

Phe His Ser Ser Pro Leu Lys Lys Asp Ser Ser Cys Phe Cys Cys Ser
50 55 60

Met Ala Val Glu Val Gly Ser Ala Ser Ser Val Ser Gln Ser Glu Leu
65 70 75 80

Gln Gly Ser Leu Asn Ser Cys Arg Ala Tyr Trp Pro Ser Lys Tyr Thr
85 90 95

Phe Ala Trp Asn Val Asp Ile Gly Asn Gly Ser Tyr Tyr Leu Phe Ala
100 105 110

Ser Lys Thr Ala Ala Leu Lys Phe Thr Asp Ala Gly Ile Glu Gly Tyr
115 120 125

Asp Val Lys Ile Lys Leu Asp Lys Asp Gln Gly Gly Leu Pro Ala Asn
130 135 140

val Thr Glu Lys Phe Pro His Ile Arg Gly Tyr Ser Ala Phe Lys Ala
145 150 155 160

Pro Ala Thr Leu Asp Val Asp Ser Leu Leu Lys Cys Gln Leu Ala Val
165 170 175

Ala Ala Phe Ser Ala Asp Gly Ala Cys Arg Asn Ala Thr Gly Leu Gln
180 185 190

Leu Pro Gly Val Ile Asp Glu Leu Tyr Ser Tyr Asp Gly Pro Leu Gly
195 200 205

Ala Val Phe Ser Glu Asn Thr Ile Ser Leu Tyr Leu Trp Ala Pro Thr
210 215 220

Ala Gln Ala Val Ser Ala Ser Ile Phe Lys Asp Pro Ser Gly Gly Glu
225 230 235 240

Pro Leu Gln Thr Val Gln Leu Ile Glu Ser Asn Gly Val Trp Ser Ala
245 250 255

Val Gly Pro Arg Thr Trp Glu Gly Cys Tyr Tyr Val Tyr Glu Ile Thr
260 265 270

val Tyr His His Ser Thr Leu Arg Ile Glu Lys Ser Phe Ala Ile Asp
275 280 285

Pro Tyr Ala Arg Gly Ile Ser Ala Asp Val Lys Arg Thr Leu Leu Ala
290 295 300

Asp Leu Ser Ser Glu Thr Leu Lys Pro Glu Gly Trp Glu Asn Leu Ala
305 310 315 320
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Asp Glu Lys Pro His Leu Leu Ser Pro Ser Asp Ile Ser Leu Tyr Glu
325 330 335

Leu His Ile Arg Asp Phe Ser Ala Tyr Asp Leu Thr Val His Pro Asp
340 345 350

Leu Arg Gly Gly Tyr Leu Ala Phe Thr Ser Gln Asp Ser Ala Gly Val
355 360 365

Asn His Leu Glu Lys Leu Ser Ala Ala Gly Leu Thr His Val His Leu
370 375 380

Leu Pro Ser Phe Gln Phe Ala Glu Val Asp Asp Asp Lys Lys Lys Trp
385 390 395 400

Lys Phe Val Asp Thr Lys Arg Phe Glu Thr Leu Pro Pro Asp Ser Glu
405 410 415

Glu Gln Gln Ala Gln Ile Thr Ala Ile Arxrg Asp Glu Asp Gly Tyr Asn
420 425 430 .

Trp Gly Tyr Asn Pro Val Leu Trp Gly Thr Pro Lys Gly Ser Tyr Ala
435 440 445

Thr Asp Pro Asn Gly Pro Cys Arg Ile Ile Glu Phe Arg Lys Met Val
450 455 460

Gln Ala Leu Asn Arg Ile Gly Leu Arg Val Val Leu Asp Val Val Tyr
465 470 475 480

Asn His Leu Asn Ser Ser Gly Pro Ser Asp Asp Asn Ser Val Leu Asp
485 490 495

Lys Ile Val Pro Gly Tyr Tyr Leu Arg Arg Asp Asn Asp Gly Ala Ile
500 505 510

Glu Asn Ser Thr Cys Val Asn Asp Thr Ala Ser Glu His Phe Met Val
515 5§20 525

Glu Arg Leu Ile Leu Asp Asp Leu Lys His Trp Ala Val Asn Tyr Lys
530 535 540

Val Asp Gly Phe Arg Phe Asp Leu Met Gly His Ile Met Lys His Thr
545 550 555 560

Met Val Lys Ala Thr Asn Met Leu Gln Gly Leu Ser Lys Asn Ile Asp
565 570 575

Gly Val Glu Gly Ser Ser Ile Tyr Leu Tyr Gly Glu Gly Trp Asp Phe
580 585 590

Gly Glu Vval Ala Asn Asn Ala Arg Gly Val Asn Ala Ser Gln Leu Asn
595 600 605

Leu Gly Gly Thr Gly Ile Gly Ser Phe Asn Asp Arg Ile Arg Asp Ala
610 615 620

val Leu Gly Gly Gly Pro Phe Gly Pro Pro Leu Gln Gln Gly Tyr Val
625 630 635 640

Thr Gly Leu Ser Leu Gln Pro Asn Asp His Asp His Ser Gly Lys Ala
645 650 655

Asn Ala Asp Arg Met Leu Ala val Ala Lys Asp His Ile Gln Vval Gly
660 665 670

Met Ala Gly Asn Leu Arg Asp Tyr Ile Leu Thr Asn Cys Asp Gly Lys
675 680 €85
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Gln val
690

Tyr Ala
705

Asn Glu
Thr Val
Ala Leu

Arg Ser
770

Asn Arg
785

Pro Pro
Leu Ala
val Glu

Phe Arg
850

Asn Asn
865

Asp Gly
Gln Tyr
val Asn

Ser Thr
930

Thr Gly
945

Pro Arg

Lys

Met

Thr

Ser
755
Lys
Leu
Lys
Asn
Asn
835
Leu
Val
His
Ile
Pro
915
Ser

Cys

His

Gly
Gln
Leu
Glu
740
Gln
Ser
Asp
Asp
Pro
820
Phe
Arg
Pro
Ala
val
900
Asp
Gly

Phe

val

Ser
Pro
Phe
725
Arg
Gly
Leu
Phe
His
805
Ser
Thr
Ser
Ser
Gly
885
val
Leu
Asp

Thr

*

965

Glu
Ile
710
Asp
Cys
Ile
Asp
Ser

790

Asn

Tyxr

Asn

Ala

Trp

870

Ala

Ile

Arg

Thr

Ile
950

val Tyr
695

Glu Thr
Ile Val
Arg Vai
Pro Phe

760

Arg Asp
775

Tyr Asn
Glu Ser
Lys Pro
Leu Leu

840
Lys Asp
Ile Pro
Pro Gly
Ile Asn
Ala Lys

920

val val
935

Pro Pro

Thr
Ile
Ser
Asn
745
Phe
Ser
Ser
Asn
Asp
825
Gln
Ile
Gly
Leu
val
905
Ser

Lys

Lys

75

Tyr

Asn

Leu

730

His

Tyr

Asn

810

Lys

Ile

Glu

Leu

Ser

890

Gln

Leu

Glu

Ser

Gly
Tyr
715
Lys
Leu
Ala
Asn
Asn
795
Pro
Asn
Arg
Asp
Ile
875
Gln
Pro
Gln

Ser

Thr
955

(2) A 19. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

(I) A SZEKVENCIA JELLEMZO1I:

(ii)

(iii)

(
(B)
(
(

(A)

nukleinsav

LEIiRAS: /desc =

HIPOTETIKUS: van

(iv) ANTISENSE: nincs

A) HOSSZUSAG: 20 bazispér
B) TIPUS:
Cc) SzALTIPUS: egyszalu
D) TOPOLOGIA:lineéaris

Gly
700
val
Thr
Ala
Gly
Ser
780
Trp
Leu
His
Tyr
Arg
860
Ala
Ile
Thr
Leu
Lys

940

Ala

Thr
Ser
Pro
Thr
Asp
765
Gly
Gly
Ile
Ile
Ser
845
val
Met
Asp
Glu
His
925
Tyr

val

A MOLEKULA TIPUSA: mas nukleinsav

Pro

Ala

Thr

Ser

750

Glu

Asp

Val

Lys

Ile

830

Ser

Arg

Ser

Pro

Thr

910

Pro

Glu

Phe

val

His

TYY

735

Ile

Leu

Trp

Gly

Lys

815

Ala

Pro

Phe

Ile

Lys

895

Lys

val

Pro

val

“ oligonukleotid”

Asp

720

Ile

Leu

Leu

Phe

Leu

800

Arg

Ala

Leu

His

Glu

880

Phe

Phe

Gln

Ser

Glu
960

26 .0 o b S48
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(xi) A 19. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CCYTCNGGYT TNACRTCRTC 20

(2) A 20. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

(I) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZUSAG: 20 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA:lineéaris

(ii) A MOLEKULA TIPUSA: mé&s nukleinsav
(A) LEIRAS: /desc = “ oligonukleotid”

(1ii) HIPOTETIKUS: van
(iv) ANTISENSE: nincs
. (ix) JELLEMZ0O:
(A) NEV/KULCS: mbédositott bazis

(B) LOKACIO: 3 )
(D) EGYEB INFORMACIOK: /mod bazis

I
-

.. (ix) JELLEMZO:
(A) NEV/KULCS: moédositott bazis
(B) LOKACIO: 9
(D) EGYEB INFORMACIOK: /mod bazis

]
-

... (ix) JELLEMZO:
(A) NEV/KULCS: médositott bazis
(B) LOKACIO: 11
(D) EGYEB INFORMACIOK: /mod bazis

I
-

(xi) A 20. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GCGGCCATGC CGACYTGDAT 20

(2) A 21. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

(I) A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:
(A) HOSSZUSAG: 43 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszéalu
(D) TOPOLOGIA:linearis
(ii) A MOLEKULA TIPUSA: mé&s nukleinsav
(A) LEIRAS: /desc = ™ oligonukleotid”

(iii) HIPOTETIKUS: van

(iv) ANTISENSE: nincs
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(xi) A 21. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

AAGGTACCGG ATCCTCTGCT GATGGCAAGT GGACATTATT AGT

(2) A 22. SzZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

(I) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZUSAG: 41 béazispar

(B) TIPUS; nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA:linearis

(ii) A MOLEKULA TiPUSA: mas nukleinsav
(A) LEIRAS: /desc = ™ oligonukleotid”

(iii) HIPOTETIKUS: van
(iv) ANTISENSE: nincs

(xi) A 22. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

TTAAGCCCGG GCGATACGAC AAGGACCATT TGCATTACCA G 41
(2) A 23. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

{I) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZUSAG: 492 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA:linearis

(ii) A MOLEKULA TIPUSA: cDNS - mRNS
(iii) HIPOTETIKUS: nincs
(iv) ANTISENSE: nincs

(vi) EREDETI FORRAS:
(A) ORGANIZMUS: Solanum tuberosum
(B) TORZS: Berolina
(F) SZOVET TiPUS: gumé

c.(ix) JELLEMZQ:
(RA) NEV(KU@CS: CDS
(B) LOKACIO: 1..492

43

(D) EGYEB INFORMACIOK: /termék = “elagazéast

megsziintetd enzim (R-enzim)”
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(xi) A 23. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

TCT GCT GAT GGC AAG TGG ACA TTA TTA GTT AAT CTT GAT TCT GAT GAT 48

Ser Ala Asp Gly Lys Trp Thr Leu Leu Val Asn Leu Asp Ser Asp Asp
. 5 10 15

GTA ABA CCT GAA GGC TGG GAT AAT CTA CAA GAC GTG AAG CCA AAT CTT 96

Val Lys Pro Glu Gly Trp Asp Asn Leu Gln Asp Val Lys Pro Asn Leu
20 25 30

CTT TCC TTT TCT GAT GTC AGC ATC TAT GAG CTG CAT GTT AGA GAT TTC 144

Leu Ser Phe Ser Asp Val Ser Ile Tyr Glu Leu His Val Arg Asp Phe
35 40 45

ACT GCC AGT GAC CCT ACT GTG TCT CAT GAA TTT CAG GCC GGT TAT CTC 1982

Thr Ala Ser Asp Pro Thr Val Ser His Glu Phe Gln Ala Gly Tyr Leu
50 55 60

GCC CCT TCC ACG TCG CAG GCA TCA GCT GGT GTC CAA CAT TTG AAA AGA 240
Ala Pro Ser Thr Ser Gln Ala Ser Ala Gly Val Gln His Leu Lys Arg
65 70 75 80

TTA TCA AGT GCT GGT ATC ACT CAT GTIC CAC CTG TGG CCA ACC TAT CAA 288
Leu Ser Ser Ala Gly Ile Thr His Val His Leu Trp Pro Thr Tyr Gln

85 90 95

TTT GCT GGT GTC GAA GAT GAG AAA CAT AAA TGG AAGlTAT ACA GAT ATC 336

Phe Ala Gly Val Glu Asp Glu Lys His Lys Trp Lys Tyr Thr Asp Ile
100 105 110

GAG AAA CTC AAC TCT TTT CCA CCA GAT TCT GAG GAG CAG CAG GCT CTT 384

Glu Lys Leu Asn Ser Phe-Pro -Pro Asp Ser Glu Glu Gln Gln Ala Leu
115 120 125

ATC ACA GCC ATC CAA GAT GAA GAT GGC TAT AAT TGG GGG TAT AAT CCT 432

Ile Thr Ala Ile Gln Asp Glu Asp Gly Tyr Asn Trp Gly Tyr Asn Pro
130 : 135 140

GTT CTC TGG GGA GTT CCA AAG GGA AGC TAT GCT GGT AAT GCA AAT GGT 480
Val Leu Trp Gly Val Pro Lys Gly Ser Tyr Ala Gly Asn Ala Asn Gly
145 150 155 160

492

CCT TGT CGT ATC
Pro Cys Arg Ile

(2) A 24. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(I) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZUSAG: 164 aminosav

(B) TiPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA:linearis

(ii) A MOLEKULA TIPUSA: protein



Ser

[

val

Leu

Ala

65

Leu

Phe

Glu

Ile

Val

145

Pro

(x1)
Ala
Lys
Ser
Ala
50
Pro
Ser
Ala
Lys
Thr
130

Leu

Cys

A

Asp

Phe
35

Ser

Ser

Leu
115
Ala

Trp

Arg

24.

Gly
Glu

20
Ser
Asp
Thr
Ala
val
100
Asn
Ile

Gly

Ile

SZAMU

Lys
5
Gly

Asp

Ser
Gly

85
Glu
Ser

Gln

Val

79

SZEKVENCIA LEIRASA:

Trp Thr Leu Leu Val Asn Leu

Trp Asp
Val Ser

Thr Val
55

Gln Ala
70

Ile Thr
Asp Glu
Phe Pro
Asp Glu

135

Pro Lys
150

Asn
Ile
40

Ser

His
Lys
Pro
120

Asp

Gly

Leu
25

Tyr

Val
His
105
Asp

Gly

Ser

10

Gln

Glu

Glu

Ser

Tyr

Tyr

Asp

Leu

Phe

Val

75

Leu

Trp

Glu

Asn

Ala
155

Val
His
Gln

60

Gln

Trp

Lys

Glu

Trp

140

Gly

Asp
Lys
Val

45
Ala
His
Pro
Tyr
Gln
125

Gly

Asn

Ser Asp
15

Pro Asn
30

Arg Asp
Gly Tyr
Leu Lys
Thr Tyr

S5
Thr Asp
110
Gln Ala

Tyr Asn

Ala Asn

eses vsoe
. .
ese ooe

Asp

Leu

Phe

Leu

Arg

80

Gln

Ile

Leu

Pro

Gly
160



SZABADAIMI IGENYPONTOK

1. Egy elédgazdst megszlntetd enzim bioldgiai aktivitasaval
rendelkezd, vagy ennek egy bioldégiailag aktiv fragmentijét
tartalmazé névényi  proteint kédold DNS molekula azzal
jellemezve, hogy az alédbbi
(a) a 18. szami szekvencidban bemutatott aminosav szekvenciaval

rendelkezd proteint ké6dold DNS molekulédkat;

(b) a 17. szami szekvencidban bemutatott nukleotid
szekvencidval rendelkezd DNS molekuldkat;

(c) a 24. szami szekvencidban bemutatott aminosav szekvenciat
tartalmazd proteint kdédold DNS molekuldkat;

(d) a 23. szamd szekvencidban bemutatott nukleotid
szekvencidval rendelkezd DNS molekuldkat;

(e) a genetikai kéd degenerdltsdga kévetkeztében az (a), (b),
{(c) vagy a {(d) pontoknak megfeleld DNS molekuldk nukleotid
szekvencidjatdl eltérd nukleotid szekvencidval rendelkezd
DNS molekulékat; és

(f£) az (a), (b), (c), (d) vagy (e) pontoknak megfeleld DNS
molekuldkhoz hibridiz&ld DNS molekulidkat

magéba foglald csoportbdl szelektaljuk.
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2. Az 1. igénypont szerinti DNS molekula azzal jellemezve, hogy
az elagazast megszlintetd enzim enzimatikus aktivitésaval
rendelkezd protein az 1. - 14. szami szekvencidkban bemutatott

peptid szekvencidk legaldbb néhdnyaval rendelkezik.

3. Az 1. vagy a 2. igénypont szerinti DNS molekula azzal
jellemezve, hogy a protein SDS gélelektroforézis alapjén

kérilbelil 100 + 10 kD molekulastllyal rendelkezik.

4. Az 1. - 3. igénypontok barmelyike szerinti DNS molekula
azzal jellemezve, hogy a molekula magasabbrendli névényekbdl

szarmazik.

5. A 4. igénypont szerinti DNS molekula azzal jellemezve,

hogy a nivény a Solanaceae csaladbdl sziarmazik.

6. Az 5. igénypont szerinti DNS molekula azzal jellemezve,

hogy a névény a Solanum tuberosum-ot jelenti.

7. A 4. igénypont szerinti DNS molekula azzal jellemezve,

hogy a névény a Chenopodiaceae csaldadbdl szirmazik.
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8. A 7. igénypont szerinti DNS molekula azzal jellemezve, hogy
a nbvény a Spinacia oleracea-t jelenti.
9. Egy vektor azzal jellemezve, hogy az 1. - 8.

igénypontok barmelyike szerinti DNS molekuldt tartalmazza.

10. A 9. igénypont szerinti vektor azzal jellemezve, hogy
a vektorban a DNS molekula a prokariéta vagy eukaridta
sejtekben tdrténd transzkripcidt és transzlacidt lehetdvé tevd

szabalyozd DNS szekvencidkhoz sense orientdciéban kapcsolddik.

11. Egy gazdasejt azzal jellemezve, hogy az 1. - 8.
igénypontok barmelyike szerinti DNS molekulédval, vagy a 9, vagy
a 10. igénypontok barmelyike szerinti vektorral
transzformaljuk, vagy mely sejt egy ilyen sejtbdl szirmazik és
az 1. - 8. igénypontok szerinti DNS molekuldt vagy a 9. vagy a

10. igénypont szerinti vektort tartalmazza.

12. Novényi protein elddllitdsdra szolgadld eljdrds azzal
jellemezve, hogy a protein egy eldgazdst megszintetd enzim
bioldgiai aktivitdséval rendelkezik, vagy ennek egy aktiv

fragmentjével, a 11. igénypont szerinti gazdasejteket megfeleld
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kérilmények koézdtt tenyésztjllk é&s a tenyészetbdl a proteint

kinyerjik.

13. Egy elagazést megszlntetd enzim biolégiai

aktivitésaval rendelkezd, vagy ennek egy biolégiailag aktiv

fragmentjét tartalmazé protein azzal jellemezve, hogy:
(a) a 12. igénypont szerinti folyamattal kinyerhetd; vagy
(b) melyet, a burgonydbdl vagy a spendtbdl szdrmazd proteineket

nem szamitva az 1. - 8 igénypontok barmelyike szerinti DNS

meclekula kédol.

14. A 11. igénypont szerinti gazdasejt azzal jellemezve,

hogy egy transzgenikus névényi sejtet jelent.

15. Transzgenikus névények azzal jellemezve, hogy a 14.

igénypont szerinti transzgenikus névényi sejteket tartalmaznak.

16. Keményitd azzal jellemezve, hogy a 14. igénypont

szerinti ndvényi sejtekbdl vagy a 15. igénypont szerinti

névényekbdl kinyerjuk.
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17. Egy transzgenikus névényi sejt azzal jellemezve, hogy

eldgazédst megszlntetd enzim aktivitidsdt a nem-transzformilt

sejtekéhez képest az eldgazdst megszintetd enzimet kédold

endogén nukleinsav molekuldk transzkripcidjénak vagy

transzlacidjanak gatlasa kovetkeztében csékkentjlik, mely sejtek

(a) egy eldgazédst megszintetd enzimet kédold endogén nukleinsav
szekvencia transzkriptjéhez valé antisense RNS-t kédold
rekombinadns nukleinsav molekuldt; vagy

(b) egy eldgazast megszintetd enzimet kédold endogén nukleinsav
szekvencia transzkriptjének specifikus hasitdsdra képes
ribozimot kédold rekombindns nukleinsav molekulét; vagy

(c) egy endogén elagazdst megszintetd enzim gén expresszidjat
koszuppresszidés hatédssal gdtld RNS-t kédold rekombinans
nukleinsav molekul&t

tartalmaz, és az emlitett csdkkenés az emlitett rekombin&ns

nukleinsav molekul expresszidjabél adddik.

18. Az 1. - 8. igénypontok Dbarmelyike szerinti DNS
molekulat, vagy egy ilyen molekula egy részét tartalmazd, a 17.
igénypont szerinti transzgenikus névényi sejt azzal jellemezve,

hogy a DNS molekula vagy annak egy része a ndvényi sejtekben a
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transzkripciét lehetdvé tevd szabdlyozd DNS szekvenciikhoz

antisense orientédcidban kapcsolédik.

19. Transzgenikus névények azzal jellemezve, hogy a 17.

vagy a 18. igénypontok szerinti névényi sejteket tartalmazzik.

20. Keményitd azzal jellemezve, hogy a 17. vagy a 18.
igénypontok szerinti névényi sejtekbdl, vagy a 19. igénypont

szerinti névényekbdl kinyerhetjik.

21. A 15. vagy 19. igénypont szerinti névények szaporitd
anyaga azzal jellemezve, hogy a 14. igénypont szerinti vagy a
17. vagy a 18. igénypontok barmelyike szerinti ndévényi sejteket

tartalmaz.

22. A 16. wvagy 20. igénypontok szerinti keményitd
alkalmazasa azzal jellemezve, hogy élelmiszeripari vagy egyéb

ipari termékek elddllit&sara hasznaljuk.

A meghatalmazott

ifj. Szentpéteri A{i
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