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A talalmany targyat egy modositott genetikai elemmel
rendelkez6, nem fert6z6 bakulovirus képezi, melynek
miikodése genetikai kiegészitéssel helyreallithato, és ez-
altal Gjra a virus rovarfert3z6 formaja képzddik. A talal-
many kiterjed tovabba egy heteroldg gén inszertalasara

A leiras terjedelme 20 oldal (ezen beliil 4 lap dbra)

a virusgenomba abbél a célbol, hogy a virus termeljen
egy rovarokat lekiizd6 vagy modosité anyagot a bioin-
szekticid hatas fokozasa, valamint e kivanatos tulajdon-
sdgok genetikai stabilitdsa érdekében.
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A taldlmany targyat egy moédositott genetikai elemmel
rendelkezd, nem fert6z6 bakulovirus képezi, melynek
mikodése genetikai kiegészitéssel helyreallithato, és ez-
altal Ojra a virus rovarfert6z8 formaja képz3dik. A talal-
many kiterjed tovabba egy heterolog gén inszertalasara
a virusgenomba abbol a célbdl, hogy a virus egy rova-
rok lekiizdését vagy rovarok modositésat biztositd anya-
got termeljen a bioinszekticid hatés fokozasa, valamint
e kivanatos tulajdonsagok genetikai stabilitdsa érde-
kében.

Leirdsunkban a kovetkezd réviditéseket alkalmaz-
tuk:
A. cal. -Autographa californica
ACMNPV — Autographa californica nukleéris polihed-

rézis virus

bp — bazispéar

ECV - extracellularis virus

GV — granuldzis virus

kD — kilodalton

MOI - afertézés multiplicitdsa

NPV - nukleéris polihedrdzis virus

OB — zarvanytest

ov — zarvanyvirus

PCR - polimeriz lancreakci6

PDV - polihedron eredetii virus

p.i — fert6zést kovetBen

PIB — polihedron zérvéanytest (l4sd mint az OB)

5" UTR - a géntranszkripcio kezdépontjatol a protein-
szintézis kezd6 kodonjat megel6z6 utolsé ba-
zisig vagy bazisparig terjed szakasznak meg-
felel6 mRNS- vagy génszekvencia

3" UTR - a proteinszintézis terminacios kodonjat ko-
vetd els6 bazistol vagy bézispartél az mRNS
3’-végeén talalhatd, a gén altal kodolt utolsod ba-
zisig terjedé szakasznak megfelel6 mRNS
vagy génszekvencia

(+)-szél — egy gén azon DNS-szila és az azt hatérold

szekvenciak, amelyek azonos informéciot hor-
doznak, mint az adott génbdl szarmazo RNS

(—)-szal — egy gén azon DNS-széla és az azt hatarold
szekvencidk, amelyek komplementerek a (+)
széllal.

A talalminy mindenfajta rovarvirusra vonatkozik,
beleértve a DNS- és az RNS-virusokat. A DNS-virusok-
hoz tartoznak az entomopox virusok (EPV) és a Bacu-
loviridae virusok, mint példdul a nukleris polihedrézis
virusok (NPV), granulozis virusok (GV) stb. Az RNS-
virusokhoz tartoznak a togavirusok, flavivirusok, pikor-
navirusok, citoplazma polihedrézis virusok (CPV) stb.
Az Eubaculovirinae dupla szali DNS-virusok alcsalad-
ja két nemzetséget foglal magaban, az NPV-ket és GV-
ket, melyek kiilonosen alkalmasak rovarok biolégiai le-
kiizdésének céljira, mivel életciklusuk soran zarvany-
testeket (OB-ket) képeznek.

Mostandig t6bb mint 400 bakulovirust azonositottak
gerinctelenekben. Az Adutographa californica nukleéris
polibedrozis virus (AcMNPV) a Baculoviridae csalad
egy jellemz§ virusa, amely széles gazdaszervezet-spekt-
rummal rendelkezik. Az AcCMNPV-virust eredetileg
Autographa californica-bél, (A. cal) a vetésiba-
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goly-pillébél izolaltak (amely kifejlett alakjéban éjszakai
molylepke), amely lucerna-araszol6hemyodként ismert.
Ez a virus a pikkelyesszamyi rovarok rendjén beliil
12 csaladot és t6bb mint 30 fajt képes megfertdzni (lasd
az irodalmi hivatkozast). Ezen a renden kiviil nem ismert
maés faj, amelyben produktiv fertdzést hozna létre.

A bakulovirusok bioinszekticidként valé alkalmaza-
sa igen igéretes. A mezGgazdasagban valé elterjedt al-
kalmazasuk egyik f6 akadalya a rovar megfertézése és
pusztuldsa kozétti hosszi id6. Ez a késedelem néhany
naptol néhany hétig terjedhet. Ezen id6 alatt a rovar
folytatja a taplalkozast, és a ndvény tovabbi kérosoda-
sat okozza. Szamos kutatd megkisérelte ennek a hat-
ranynak a kikiiszobolését oly modon, hogy egy hetero-
l6g gént inszertaltak a virusgenomba annak érdekében,
hogy egy rovarokat lekiizdé vagy médosité anyag,
mint péld4ul toxin (2., 3., 4. irodalmi hivatkozés), neu-
ropeptid és hormon (5., 6. irodalmi hivatkozas) vagy en-
zim (7. irodalmi hivatkozas) expresszalodjon.

Bér a géntechnika megfeleld eszkozt ad a keziinkbe
a technikai akadalyok lekiizdésére annak érdekében,
hogy bioinszekticidként alkalmazhaté virusokat keres-
kedelmi forgalomba hozzunk, felmeriilt azonban, hogy
széles korli alkalmazasuknak van egy masodik lehetsé-
ges akadalya is. Nevezetesen vannak olyan feltevések,
melyek szerint ezeknek a genetikailag modositott viru-
soknak a kibocsatdsa a kornyezetbe az 6koszisztémara
nézve elére nem lathato kovetkezményekkel jarhat, mi-
vel ezek a virusok replikalodnak és terjednek (8., 9. iro-
dalmi hivatkozés). Jelenleg minden, a rovarok bioldgiai
szabalyozasa céljéra eldallitott rekombinans rovarvirus
kapcsan felvetédik ez a feltevés, mivel mindegyik ké-
pes rovarr6l rovarra terjedni. Sziikség van tehét olyan
rekombinéns rovarspecifikus virusokra, amelyek a kor-
nyezetbe vald kiszabadulasukat kévetden rovarrél ro-
varra (gazdaszervezetrGl gazdaszervezetre) vald csok-
kent atadodasi képességgel rendelkeznek.

A bakulovirusok életciklusa, amint az az AcMNPV
peldajan lathatd, két szakaszbdl all. Az életciklus egy-
egy szakaszat a virus meghatarozott forméja képviseli,
nevezetesen: nem zarvanyos extracelluldris (sejten ki-
vili) virusrészecskék (ECV) és zarvanyos virusrészecs-
kek (OV) (10., 11. irodalmi hivatkozas). A sejten kiviili
€s zarvanyos virusalakok ugyanazzal a genommal ren-
delkeznek, de kiilonboz4 biologiai sajatsagokat mutat-
nak. A virus két alakjénak érését virusgének elkiiloniilt
csoportja iranyitja, melyek koziil néhany a két alaknal
egyedi.

A természetben eléforduld rovarfertézé forméban
sok viriont talalunk kristalyszerii proteinmétrixba dgyaz-
va, amely zarvanytestként (OB) ismeretes, és amelyet
polihedron zérvanytestként is emlitenek (PIB). A pro-
teinszerl viruszérvanyokat tehat polihedronoknak ne-
vezziik. A 29 kD molekulatomeggel rendelkezd poli-
hedron protein a viruszarvanyok f8 viruskédolta szerke-
zeti fehérjéje (10., 12. irodalmi hivatkozas). (Hasonlo-
képpen a GV-k olyan OB-kat képeznek, amelyeket poli-
hedrin helyett elsGdlegesen granulin épit fel.)

A viruszarvanyok a természetes bakulovirus életcik-
lusanak fontos részét képezik, mivel a fogékony rovar-
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fajok kdzti horizontélis (rovarrél rovarra vald) atvitel
eszkozéiil szolgalnak. A kdmyezetben egy (rendszerint
larva éllapotit) fogékony rovar a virus zarvanyos alak-
jat fogyasztja el valamely fertézott taplalékforrasbol,
példiul egy novénybél. A kristalyos zarvanyok a fogé-
kony rovarok belében szétesnek, és ferté6zé virusré-
szecskéket bocsatanak ki. Ezek a polihedron eredet vi-
rusok (PDV) megtimadjék a kozépbél szoveteinek sejt-
Jeit és ott replikalédnak (10. irodalmi hivatkozas).

Feltételezziik, hogy a virusrészecskék endocitozis
vagy fuzi6 tjén keriilnek a sejtbe, és a virus-DNS a mag
porusiban vagy a magban csomagolédik ki. A virus-
DNS replikacidja 6 oran beliil észlelhetd. A fertGzést ko-
vetd (p. i.) 1012 éra elteltével az extracellularis virusok-
nak (ECV) a sejt felszinébd] val6 kibujasa révén egy ma-
sodlagos fertdzés terjed ra az egyéb rovarszovetekre.
A virus ECV alakija felelSs a virus sejtr3l sejtre valo terje-
déséért egy adott fertdzott rovaregyeden beliil, és ugyan-
csak felelds a fertézés atviteléért sejttenyészetben.

A fert6zési ciklus kés6i szakaszaban (12 6raval a
fert§zést kdvetben) polihedrin protein jelenik meg a fer-
t6z6tt sejtekben. A polihedrin protein legkoribban a fer-
t6z¢ést kovet 18—24 6ra mulva 41l 6ssze a fertGzott sejt
magjaban, és a fehérjeszerd zdrvanyokba virusrészecs-
kék agyazddnak be. 4-5 nap alatt, a sejtek széteséséig
nagy szamban halmozodnak fel viruszarvanyok. Ezek a
polihedronok nem jitszanak aktiv szerepet a fert-
zés terjedésében a larvan beliil. A vér-nyirok rendszer-
be keriilt ECV-k sokszorozédnak és szérodnak, ami a
lérva pusztulasihoz vezet (10., 11., 12. irodalmi hivat-
kozas).

Amikor a fert6zott larva elpusztul, polihedronok
milli6i maradnak a szétesd szévetben, mig az ECV-k le-
bomlanak. Amikor mas larvak példaul a szennyezett n-
vények vagy egyéb taplalék elfogyasztasa révén taldl-
koznak a polihedronokkal, a ciklus megismétlédik (10.
irodalmi hivatkozas).

Osszegezve, a virus zarvanyos alakja felelds a rovar
kezdeti, a bélen keresztiil torténd fertGz6déséért, és
ugyancsak felel6s a virus kdmyezeti stabilitisaért.
A PDV-k injektalassal adagolva alapvetSen nem fertd-
28k, azonban igen fert6z6k szdjon 4t bejutva. A virus
nemzarvanyos alakja (vagyis az ECV) felelGs a masod-
lagos fertGzésért és a sejtrdl sejtre terjedd fertbzésért.
Az ECV-k injektalassal igen fert6zok sejttenyészetekre
vagy bels6 rovarszovetekre, szdjon 4t bejuttatva azon-
ban alapvet8en nem fertdzok.

Rovarokra toxikus idegen proteineket expresszald
rekombinins bakulovirusok alkalmazést elGsegiti az a
tény, hogy gerincesekre vagy novényekre ezek a viru-
sok nem korokozok. Ezenkiviil a bakulovirusok altala-
ban sziik gazdaszervezet-spektrummal rendelkeznek.
Sok torzs kérokozé képessége egy vagy néhany rovar-
fajra korlatozodik.

A legszélesebb korben tanulményozott bakulovirus
az AcMNPV. Az AcMNPV-14] ismeretes, hogy 12 csa-
ladot és tobb mint 30 fajt képes megfertdzni a Lepidop-
tera rovarrenden beliil (1. irodalmi hivatkozas). Nem is-
mert ezen a renden kiviil mas faj, amelyben produktiv
fert6zést okozna. Mind a kézvélemény, mind kiilénboz6
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hat6ésdgok szamdra vita targya egy idegen DNS-szekven-
cidt tartalmazé6 AcMNPV-térzs kibocsatasanak lehetsé-
ges kovetkezménye (8., 9. irodalmi hivatkozas). Ez arra
a lehet6ségre vonatkozik, hogy a médositott virus atter-
jedhet mds, nem célzott lepidopterikra. Tovabbi mérle-
gelendd tényezd ezeknek a virusoknak a kozismert kor-
nyezeti stabilitasa,

Sziikség van tehat rovarrdl rovarra (gazdaszervezet-
16l gazdaszervezetre) valo csokkent terjedési képesség-
gel rendelkez6 rekombinéns rovarspecifikus virusokra.
Ezeknek a virusoknak képeseknek kell lenniiik egy ro-
var megfertézésére, de rovarrdl rovarra valé jelentésen
csokkent terjedési képességgel kell rendelkezniiik, igy
korlatozva a virus fennmaradését a kdrnyezetben.

A talalmény targyat tehat rovarrél rovarra csokkent
terjedési képességgel rendelkezd, vagyis a kornyezetben
gazdaszervezetr§l gazdaszervezetre csokkent 4tadédasi
képességgel rendelkez8 rekombinans rovarvirustdrzsek
el6allitasa és tenyésztése képezi. A Baculoviridae csa-
ladba tartozo virusok kiilonosen alkalmasak ilyen tor-
zsek konstrukcidjara életciklusuk fentiekben ismertetett
két szakasza kdvetkeztében.

Ezen virustrzseket Ggy allitjuk el8, hogy elGszor
egy genetikai elemet modositunk, ami a virust rovarokra
nézve fert6zésképtelenné teszi. Az e célra felhasznalt ge-
netikai elem nem korlétozodik a transz-mikddési anya-
gokat kodolé génekre, mint példaul RNS-re vagy prote-
in molekuldkra, hanem ezek lehetnek cisz-mikodésa ele-
mek vagy szabalyozoszekvencidk is, mint példaul a
transzkripcids ersitGszekvencidk, promoterek, egyéb
transzkripcids, transzlacios és genomialis replikacios
szabalyozoelemek és virus-DNS (vagy -RNS) becsoma-
golo szekvencidk.

A moédositds forméja lehet delécid, leolvasasike-
ret-eltol6das, inszertlds, Gjrarendezdés, pontmuticié
vagy a genmiikddés megszakitisanak egyéb formaja.
A modositas tovabbi formai olyan eljérdsok lehetnek,
amelyek egy virusfunkcidba avatkoznak be, mint pél-
daul a transzkripcié vagy a transzlécio szupresszélasa,
egy »atiszensz -RNS alkalmazésa, egy tovabbi geneti-
kai elem inszertélasa és egy tovabbi szabélyozoelem,
mint példaul az élesztd 5’-irdnyq aktivalészekvencia
(UASGaL) inszertdlasa, melynek a mikodéséhez a
GAL 4 protein jelenléte sziikséges.

Azt a célt, hogy a gazdaszervezetrdl gazdaszervezet-
re valé terjedés képességének lényeges csokkentése
mellett a rekombindns virus fert6zoképességét helyredl-
litsuk, a médositott virusbol hidnyzé vagy abban defek-
tiv termék vagy funkcio kiegészitésével értiik el.

A taldlmany targykorébe tartoznak a rekombindns
rovarvirus rovarra fert6z6 forméjanak genetikai kiegé-
szitéssel torténd eldallitdsra szolgalé eljarasok, neveze-
tesen: (1) a modositott virusbdl hidnyzo vagy abban de-
fektiv terméket vagy mikodést szolgaltaté DNS-frag-
menssel traszfektdlt rovar eredetli szdvettenyészetben
valo elgallitas; (2) a modositott virusbol hisnyzo vagy
abban defektiv terméket vagy mikodést szolgaltatd
DNS-fragmenssel stabilan transzformalt rovar eredet
sejtvonalakban valg el6allitas; (3) a médositott virusbél
hidnyz6 vagy abban defektiv terméket vagy miikidést
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szolgaltat6 DNS-fragmenst tartalmazé transzgenikus ro-
varokban valé elBallitas.

A szolgaltatott terméktd] vagy mikodéstdl fiiggen
sziikséges vagy kivanatos lehet heterolég virus- vagy
sejtpromoter alkalmazasa a DNS-fragmens expressza-
lasnak szabalyozasara. Ezt adagoldsi vagy iddzitési
megfontoldsok tehetik sziikségessé.

Az (1) és (2) eljarasban alkalmazott rovarsejtek és a
(3) eljardsban alkalmazott transzgenikus rovarok tehat
»segitéként” (,helper”’-ként) mikodnek a virus fert5z4-
képességének helyreallitisdban oly médon, hogy az igy
elGallitott virusrészecskék (virionok) fertézést okoznak,
amikor a természetben a rovarok elfogyasztjak azokat.
A fertézott larvakban termelddétt virionok, mivel azok
nincsenek kiegészitve, defektivek és igy a fertGzés nem
terjed kdnnyen mas rovarokra. Ezért ha vad tipusi virus-
sal torténd tarsfert6zés nem kovetkezik be, a rekom-
bindns virus életciklusa egyetlen fertGzéssel véget ér.

A taldlmény el6ny6s megvalositasiban egy rovaro-
kat lekiizdd vagy médosité anyagot kodold gént inszer-
taltunk a virusgenomba. A gént a modositott virusban a
virusgenom barmely megfeleld helyére inszertalhatjuk.
Ilyen anyagok lehetnek toxinok, neuropeptidek és hor-
monok, valamint enzimek. Az igy expresszalt anyag fo-
kozza a bioinszekticid hatast.

Pontosabban a gént a gazdaszervezetr6l gazdaszer-
vezetre val6 csokkent dtadodasért felel6s modositott ge-
netikai elem szomszédsagdba vagy kozvetleniil abba
inszertaljuk. A heterolog génnek a médositott genetikai
elem helyének szomszédsagaba vagy kozvetleniil a mo-
dositds helyére tortén6 inszertaldsa megel6zi vagy nagy-
mértékben minimalizélja az olyan genetikai rekombina-
ci0 lehetdségét, amely a virus olyan alakjat eredményez-
né, amely mind vad tipusi fenotipussal, mind egy gaz-
daszervezetrSl gazdaszervezetre valé atadédisra hatod
rovarokat lekiizd6 vagy moédositd génnel rendelkezik.

A mellékelt 1. 4bra az AcMNPV genomja ismert
bakulovirus génjeinek lineéris térképét abrazolja (13.
irodalmi hivatkozas).

A 2. abra a delta-p74-1 plazmid konstrukcioja-
nak részletét mutatja, amely egy deléciot hordoz az
AcMNPV-p74 génjében.

A 3. abra az A4000 AcMNPV-torzs p74 génjében
(delta-p74) létrehozott delécio részletét mutatja.

A 4. dbra a pMEV sorozatba tartozd expresszios
vektor részletének restrikcids térképét abrazolja, ahol
jeloltiik a promotert, a polilinkerszakaszt és a 3’-UTR-
egységet.

Rovarrol rovarra torténd csokkent terjedési képes-
séggel rendelkezé médositott rovarvirus eldallitasa oly
mértékben meggyorsitja a fert6z8 virus kdryezetbdl
valo eltlinésének sebességét, ami meghaladja a termé-
szetes abiotikus €s biotikus lebomlési folyamatok 4ltal
elérhet6t. A modositott virus tehat nem marad fenn a
koémyezetben.

A talalmany szerinti megoldas mindenfajta rovarvi-
rusra vonatkozik, beleértve DNS- és RNS-virusokat.
A DNS-virusok lehetnek kett8s szalt, burokkal rendelke-
28 DNS-virusok, mint példaul (csalad, azutén faj) Ento-
mopoxvirinae (fedelesszdmyuak poxvirusa), Eubaculo-
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virinae (Autographa californica MNPV; Heliocoverpa
zea SNPV), Nudibaculovirinae (Helicoverpa zea NOB),
Ichnovirus (Campoletis sonorensis virus) és Bracovirus
(Cotesia melanoscela virus) és kett3s szal(i, burok nélkii-
li DNS-virusok, mint példéul Iridovirinae (Chilo irides-
cent virus) és egyszald, burok nélkiili DNS-virusok, mint
peldéul Parvoviridae (Galleria densovirus).

Az RNS-virusok lehetnek kettSs szalf, burokkal ren-
delkez6 RNS-virusok, mint példaul Togaviridae (Sind-
bis virus), Bunyaviridae (répa levélfodrosodast okozé vi-
rus) és Flaviviridae (Wesselborn virus), ugyancsak ide-
tartoznak a kettés szali, burokkal nem rendelkezd RNS-
virusok, mint példiul a Reoviridae (Corriparta virus) és
Bimaviridae (Drosophila X virus), és az egyszalt, burok-
kal nem rendelkez6 RNS-virusok, mint példaul Picor-
naviridae (tiicsokparalizis-virus), Tetraviridae (Nudau-
relia beta virus), és Nodaviridae (gyaszbogérvirus).

Az Eubaculovirinae dupla szalti DNS-virusok alcsa-
ladja két nemzetséget foglal magaban, az NPV-ket és
GV-ket, melyek kiilonosen alkalmasak biolégiai kont-
roll céljdra, mivel életciklusuk soran zarvanytesteket ké-
peznek. Az NPV-k kozé tartozik példaul a Lymantria
dispar NPV (cigany éjjeli lepke NPV), az Autographa
californica MNPV, az Anagrapha falcifera NPV (zel-
leraraszolé NPV), a Spodoptera litturalis NPV, a Spo-
doptera frugiperda NPV, a Heliothis armigera NPV, a
Mamestra brassicae NPV, a Choristoneura fumiferana
NPV, a Trichoplusia ni NPV, a Helicoverpa zea NPV,
a Rachiplusia ou NPV stb. A GV-k kozé tartoznak pél-
daul a Cydia pomonella GV (almamoly GV), a Pieris
brassicae GV, a Trichoplusia ni GV, az Artogeia rapae
GV, az Plodia interpunctella GV (indiai lisztmoly) stb.
Az entomopox virusok k4zé tartoznak példaul a Melo-
lontha melonotha EPV, az Amsacta moorei EPV, a
Locusta migratoria EPV, a Melanoplus sanquinipes
EPV, a Schistocerca gregaria EPV, az Aedes aegypti
EPV, a Chironomus luridus EPV stb.

A taldlmény targyét rovarok lekiizdésére, kiilono-
sen a Lepidoptera, Orthoptera, Diptera, Isoptera, Hyme-
noptera, Homoptera, Hemiptera és Coleoptera rendek
lekizdése és mezGgazdasagi termények, fik, cserjék,
gylimolcsosok és disznévények ezen rovarok tamadasa-
t6l vald védelme képezi.

Baér a taldlmény szerinti megoldast az Autographa
californica NPV (AcMNPV) példajan szemléltetjiik,
érthetS, hogy a taldlmanyban ismertetett elvek a fent fel-
sorolt rovarvirusok mindegyike esetében alkalmazha-
tok. Megfontolandé tovabbé, hogy a talalmany szerinti
megoldas jol alkalmazhaté vj, a szakirodalomban még
nem azonositott és nem osztalyozott rovarvirusok kifej-
lesztésében.

Az ACMNPV-vel valé fertdzéskor kezdetben a vi-
rus ECV-ként is ismeretes sarjadzo (budded) alakja ter-
melddik. Az ECV felel6s a virus sejtrél sejtre val6 atvi-
teleért egy adott fert6zott rovaron beliil és sejttenyészet-
ben val6 szaporodas kdzben. Az NPV-k esetében a fer-
t6zési ciklus kés6i szakaszaban a sejt megkezdi a PDV
alak termelését, amely polihedron zirvanytestnek
(PIB) is nevezett kristalyos zarvénytestbe (OB) csoma-
golodik. (Hasonloképpen a GV-k polihedrin helyett el-
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sésorban granulinbdl all6 OB-ket képeznek.) A virus-
nak ez a PDV alakja felel@s a rovar kezdeti fert6zéséért
abélen keresztiil, és ugyancsak felelds a virus komyeze-
ti stabilitasaért.

A taldlmény szerint killonosen elnyés egy olyan
miikodés megvaltoztatasa, amely az intakt fert6z6 OB
termel6désében jatszik szerepet, és amely nincs hatas-
sal a virus sarjadz6 (budded) (ECV) alakjara.

Ilyen mutaciokat kimutattak az AcMNPV-ben (14.
idom. hiv.). Szamos mutagenezises kisérletben azonosi-
tottak olyan genetikai lokuszokat, melyek muticidja
esetében sarjadzo virusok termelédnek, azonban intakt
fert6z6 polihedronok nem. Az egyik legérdekesebb és
legtobb alkalmazisi lehet8séget igéré lokusz az
AcMNPV genomjanak ,,P” Hind I1I fragmensén talalha-
t0 p74 gén (15. irodalmi hivatkozas). A p74 egy, a
bakulovirus-fert6zés késéi szakaszaban és viszonylag
kis mennyiségben termel8d6 protein (15. irodalmi hi-
vatkozas).

A p74 gén megfelel6it azonositottdk mas NPV-
kben is, beleértve a Choristoneura fumeiferana NPV-t
(16. irodalmi hivatkozis), és az Orgyia pseudotsugata
NPV-t (17. irodalmi hivatkozas). A p74 megfelel6jé-
nek a Nukledris Polihedrozis Virus nemzetség mind-
egyik tagjaban jelen kell lennie. A NPV-k és a veliik ro-
konsagot mutaté Granulézis Virusok nemzetségének
életciklusaban taldlhato hasonlosagok alatdmasztjdk an-
nak a valdszinliségét, hogy ezek a GV-k kédolnak egy,
a p74-hez hasonlo sajatsdgokat mutato gént.

A p74 gént és a szomszédos pl0 gént eltavolitd
nagyméretil delécidk olyan virust eredményeznek, ame-
lyek altal termelt polihedront larvakkal megetetve azok-
ban nem okoz fert3zést. Mivel a csupan a p10 génben
létrehozott delécié olyan polihedron termelddéséhez ve-
zet, amely szdjon 4t bejuttatva fertGzést hoz létre, a fen-
ti fenotipusért a p74 génben létrejott delécid tehetd fele-
16ssé (15. irodalmi hivatkozas).

Amint azt az 1. példdban alabb ismertetjiik, a talal-
many targyat képezi egy (delta-p74-1-nek nevezett)
transzfervektor elGallitasa, amely a vad tipust genom-
mal rekombindlodva egyediil a p74 génben (delta-p74)
hoz létre deléciét (3. abra). Ezt a delta-p74-1 transz-
fervektort hordozé E. coli HB101 torzset 1992. méjus
21-én letétbe helyeztilkk az American Type Culture Col-
lection intézetnél (12301 Parlkawn Drive, Rockville,
Maryland 20852, USA, ahol az ATCC 68988 nyilvéntar-
tasi szamot kapta. 1992. majus 21-én ugyancsak letétbe
helyeztiikk az American Type Culture Collection gyiijte-
ményében egy A4000-nek nevezett ACMNPYV trzs min-
tait (amelyben a p74 gént delécidval megszakitottuk), és
amelyet VR2373 nyilvantartasi szimmal lattak el.

Amint azt a 2. példéban aldbb ismertetjiik, igazol-
tuk, hogy a p74 gént kodoldo DNS-szakasz delécidja
okozza a larvakkal megetetve nem fert6zdképes PIB-ek
termelGdését. Sarjadzo virusok termelddnek, és ezek a
rovarhemocoelbe injektalva fert6z6k.

Egy DNS-szakasz egyszerti delécidja nem az egyet-
len modositési lehet6ség, amelyet a virus egy adott ge-
netikai eleme miikddésének megsziintetésére felhasz-
nalhatunk. Ebben a megvaldsitasi modban alkalmazha-
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to genetikai elem nem korlatozédik transz-mikodési
anyagokat kddol6 génekre, mint példaul RNS-re vagy
proteinmolekulakra, hanem magéban foglal cisz-miiko-
désd elemeket vagy szabalyozdszekvencidkat is, mint
példaul transzkripcids ersitGszekvencikat, promote-
reket, egyéb transzkripcids transzlacids és genomialis
replikicio-ellen6rz6 elemeket és virus DNS (vagy
RNS) becsomagolo szekvencidkat.

A mddositas forméja ugyancsak lehet leolvasasike-
ret-eltolodas, inszertdlas, UjrarendezBdés, pontmutacid
vagy a génmiikddés megszakitdsinak egyéb formaja.
A moédositds magaban foglalhat leolvasésikeret-eltolo-
dist, amely vagy tl korai proteinterminaciét okoz,
vagy megvaltozott, nem miikodéképes protein keletke-
zéséhez vezet. Ugyancsak a talilmény targykorébe tar-
tozik egy terminacios kodon inszertaldsa a gén proteint
kodolo szakaszaba és a megfeleld szuppresszor tRNS-t
kédolé gén beépitése a ,helper” sejtvonalba.

A moédositas tovabbi formai olyan eljarasokat foglal-
nak magukban, amelyek egy virusfunkciéba avatkoz-
nak be, mint példaul a transzkripci6 vagy a transzlacio
szuppresszalasa, egy ,,atiszensz” RNS alkalmazasa,
egy tovabbi genetikai elem inszertalésa a virusgenom-
ba, és a kivant szabalyozéelem ,,in transz” szolgaltata-
sa. Ennek az eljarasnak egy példja az éleszté GAL
4 proteinfliggd, 5’-irdnyi aktivaloszekvenciajanak
(UASG,1) alkalmazasa.

Az adott virusgéntdl 5’-irdnyban a GAL 4 altal sza-
balyozhato élesztd 5’-iranyu aktivaloszekvencidnak a
beiktatdsa a virusgén transzkripcidjat a GAL 4 protein
jelenlététd] teszi fiiggbvé. A ,helper” sejtvonal tartal-
mazza az alabb ismertetett heteroldg promoterek egyi-
kének ellenGrzése alatt mikods, GAL 4-et kédold sza-
kaszt. A taldlméany targykorébe tartoznak egyéb lehetsé-
ges UAS elemek, igy példaul az éleszt6 ivaros szaporo-
désitipus-rendszerében talalhatok. Ugyancsak a talal-
maény targykorébe tartoznak aktivalasukhoz egy protein
kotédését igénylS szabalyozoszekvencia-elemek, mint
peldaul a szteroidreceptorok és ezek DNS-kot6 helyei.

A taldlmany ugyancsak kiterjed a csupan meghat-
rozott proteinek jelenlétében miik6ds promoterek alkal-
mazéasara. Ennek egy példja a T7 bakteriofdg T7 pro-
motere, amely T7 specifikus RNS-polimerézt igényel a
transzkripci6 meginditdsdéhoz. A T7 promoternek a
p74 géntdl 5’-iranyban annak természetes promotere he-
lyére torténd beiktatisa a virusgén transzkripciojat a
T7 RNS-polimeréz jelenlététd] teszi fiiggdvé. Ennek a
virusnak a ,helper” sejtvonala tartalmazza a T7 RNS-
polimerazt egy heterolog promoter, mint példaul az
IE—1 viruspromoter szabalyozasa alatt.

A p74 génen és annak funkcionalis megfeleldin ki-
vill vannak tovabbi génmiikddések, melyeknek a médo-
sitdsa a rekombinéns virus korlatozésahoz vezet (lasd a
14. irodalmi hivatkozést). Kiilénosen elénydsek az in-
takt, fertézéképes OB-k termelddéséhez alapvetéen
sziikséges miikodésekben szerepet jatszé gének. Ezek
példai kézé sorolhatd egy, az ECV-k termelGdésér6l
OB-k termel8désére valo atkapcsolast szabalyozo gene-
tikai elem, a virusrészecske kozvetlen 6sszeépiiléséhez
vagy -éréséhez sziikséges funkcidt kodold genetikai
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elem és egy, a virusrészecske strukturélis fehérjéjét ko-
dolé gén.

A talalmény szerinti tovabbi modositott gének pél-
déul FP (néhany polihedron) mutinsokat termeld gének,
mint példaul a 25K gén (18. irodalmi hivatkozés), tovab-
ba olyan gének, melyek miikodésének megszakitasa a ki-
vant fenotipushoz vezet, mint példaul a késGi és nagyon
kés6i génmiikodésekre fajlagos virustranszkripcids fakto-
1ok, a polihedronburok-proteinek (32-36,5 kD) génjei, a
PDV protein génje, mely a kozépbélreceptorral 1ép kol-
csonhatasba, és felelds a kozépbélsejtek kezdeti fert6zé-
séért, a PDV nukleokapszid Osszeépiiléséért felelds gén
vagy genetikai elem, a polihedron szervezédéséért fele-
16s gén és egy GV-ben taldlhat6 ,,Viral Enhancing Fac-
tor” (19. irodalmi hivatkozas) (viruserdsitd faktor) NPV-
ben talalhat6 funkcionalis megfelel8jét kodold gén.

Bér a polihedringén is modosithato, ennek az alkal-
mazasi modnak jelentds gyakorlati korlatai lehetnek.
A polihedringénnek a virusreplikacio soran elért magas
transzkripcid/transzlacié ratdja a virusgenom magas
ben az dsszes megfesthetd protein 50—75%-4t kitevd
polihedrinprotein-mennyiséget eredményez. Ez a nagy
mennyiségli protein valosziniitlenné teszi, hogy a poli-
hedringén korlatozott szam, viruson kiviili eredetii ko-
pidja ellensilyozni tudna a virusban deletalt polihed-
ringént. Egy polihedrin-minusz virus kiegészitése elér-
hetd lehet azonban olyan szabalyozoelemek vagy -fak-
torok alkalmazasaval, amelyeket elegendd kisebb meny-
nyiségben szolgaltatni. Ilyen tipust modositas lehet a
virus polihedringén olyan genetikai mddositasa, hogy
az egy szuppresszor tRNS-t tartalmazzon, vagy a poli-
hedringén szabalyozoelemeinek modositasa és a virus
szaporitasa egy megfeleld ,helper” sejtvonalban vagy
rovartorzsben, amint azt fent ismertettiik.

A polihedringénnel ellentétben Ugy tlinik, hogy a
p74 protein sokkal kisebb mennyiségben sziikséges.
Bar a gén a virusfert6zés kés6i szakaszaban irdodik at,
amikor a virusgenom nagymértékben amplifikalodott,
a p74-fajlagos mRNS szintje viszonylag alacsony. Le-
hetséges egy olyan p74 konstrukcié elGallitdsa, amely
esetében korlatozott szama viruson kiviili eredetli ko-
pia a virus szdjon at valo fert6z6képességének helyreal-
litdsahoz elegend6 p74 funkci6t eredményez.

A talalmany szerinti megoldast az AcCMNPV példa-
jan szemléltetjiik. A p74 génnel azonos funkciot ella-
to génnek mindegyik, a bakulovirusok NPV és GV
csoportjahoz tartozoé virusban jelen kell lennie. Az
AcMNPV-vel kozeli rokonsagban 4ll6 bakulovirus-
fajokban is lehetséges p74 génhomoldgok izolalasa
AcMNPV fragmensekkel csokkentett szigorisagn felté-
telek mellett végzett hibridizacioval. Ez a megkozelités
azért kiilondsen el6nyds, mivel a rendelkezésiinkre 4llo
adatok arra utalnak, hogy a p74 gén a legkonzervati-
vabb bakulovirusgének egyike (16. irodalmi hivatko-
z4s). Tavolabbi rokonsagot mutaté virusok, példaul a
GV-k esetén ez a megkozelités esetleg nem hasznalha-
t6. A 14. példa egy azonositott AcCMNPV génnel homo-
16g funkcidt kodold gének azonositasara szolgalé masik
megkozelitési modot ismertet. Ebben a kisérletsorozat-
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ban egy ismert genetikai hibaval rendelkezd AcCMNPV
torzset kotranszfektaltunk az adott virusgenom fragmen-
seivel. Az adott gént a hiba kiegészitése alapjan azonosi-
tottuk. Ezt a megkozelitést sikeresen alkalmaztuk a
Cydia pomonella granulosis virusban az AcMNPV
p35 apoptosis gatlé génjével homoldég miikodési gén
azonositasara (20. irodalmi hivatkozas).

Egyéb eljarasok is alkalmazhatdk tovabbi alapvetd
fontossagn késéi génmikodések azonositisira. Pas-
sarelli és Miller (21. irodalmi hivatkozas) a kézelmult-
ban kozoltek egy késGi/nagyon kés6i gének transzkrip-
cios faktorainak azonositasara szolgalé eljarast. Ebben
az eljarasban, az AcMNPV virusgenom fragmenseit
olyan konstrukciokkal kotranszfektaltak, amelyekben a
CAT gén expresszalasat kés6i vagy nagyon kés6i
viruspromoterek irdnyitjdk. Az ACMNPV genom azon
fragmenseit, amelyek a virus késéi/nagyon kés6i génjei-
nek normadlis transzkripcidjaban jitszanak szerepet, a
CAT-aktivitas héttérszint f61é emelkedése alapjan azo-
nositottak.

A genetikai kiegészités technikajaval, a modositott
génmiikodés kiegészitésével a virus rovarra fert6z6 for-
majat allitjuk el6. A modositott virusnak ez a rovarra
fert6z6 forméja nem vihetd at kénnyen gazdaszervezet-
161 gazdaszervezetre. A genetikai kiegészités egy gén-
nek arra a képességére vonatkozik, hogy amennyiben
»in transz” jelen van, a muténs fenotipust vad tipusa
fenotipussa véltoztatja.

A taldlmany targykorébe kiilonbozd, a rekombinans
rovarvirus rovarra fert6z6 alakjanak elGallitasara szolga-
16 eljarasok tartoznak, nevezetesen: (1) a modositott vi-
rusbol hidnyz6 vagy abban defektiv terméket vagy funk-
ciot szolgaltato DNS-fragmenssel transzfektalt rovar ere-
detli szdvettenyészet sejtjeiben valod elBallitas; (2) a mo-
dositott virusbol hianyz6 vagy abban defektiv terméket
vagy funkciot szolgaltaté DNS-fragmenssel stabilan
transzformalt rovar eredeti sejtvonalakban valo el6alli-
tas; (3) a médositott virusbol hianyzé vagy abban defekt-
iv terméket vagy funkcidt szolgaltatd, DNS-fragmenst
tartalmaz6 transzgenikus rovarokban valo eldallitis. Az
(1) vagy (2) eljarasban alkalmazott sejtvonalak potoljak a
hidnyz6 funkciét és ,helper” sejtvonalakként szolgalnak.

Példaul az AcMNPV-ben a p74 gént deletdltuk,
amint azt a fentickben ismertettiilk. A vad tipusi p74
gén kiegésziti a modositott virus hidnyossagat az elja-
rasnak aldbbiakban ismertetett harom megvalGsitasi
mddja szerint: (1) a virust a mikod6képes p74 extra-
kromoszomélis kopidit tartalmazo rovar eredet( sejtek-
ben tenyésztjiik. Ezek az extrakromoszomalis kopiak le-
hetnek DPTS-fragmensek, a p74 gént tartalmazo plaz-
midok vagy olyan plazmidok, amelyek a sejtosztodas
folyaman vagy virusfert6zésre valaszképpen képesek
replikalodni. (2) A virust olyan rovar eredetii sejtvonal-
ban tenyésztjiik, amely a sejt genomjéba stabilan be-
épiilve tartalmazza a p74 gén egy vagy tobb miikodéké-
tenyésztjilk, amely a rovargenomban tartalmazza a
p74 gén egy vagy tobb mikodSképes kopidjat.

Mindharom eljards esetében a miikod6képes p74
gén szarmazhat AcMNPV-b8l vagy szarmazhat az
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Eubaculoviridae csalad barmely més tagjabol, amennyi-
ben az visszaallitja a fert6z6képességet. A koncepcio 1é-
nyege, hogy a miik6dBképes p74 gén ,,in transz” jelen
van, és egy, a vad tipust fenotipust helyreallité diffizi-
bilis anyagot szolgaltat.

A virus kiegészitett formdjanak el6allitasara szolga-
16 egyik eljaras szerint a virust a hidnyz6 funkciét p6tld
sejtvonalban tenyésztjik. A delta-p74 virust példaul
olyan sejtvonalban tenyésztjiik, amely a p74 géntermé-
ket expresszilja. Az AcMNPV ,.P” Hind I1I fragmensét
— els6dlegesen a delta-p74 gént, valamint az ACMNPV
genom kis mennyiségli természetes hatdrolészekven-
ciait — tartalmazo plazmidot a delta-p74 virussal ko-
transzfektalva atmenetileg elérhet6 a virus fert6zé for-
majanak helyreéllitdsa. Ennek az AC0028.3 nevezetii
plazmidot tartalmazé E. coli HB101 torzsnek a mintait,
amely a p74 gént és az ismertetett hataroloszekven-
cidkat tartalmazza, 1992. majus 21-én letétbe helyez-
tilk az American Type Culture Collection intézetnél,
ahol az ATCC 68987 nyilvantartasi szdmot kapta. Mi-
vel enn€l a kotranszfektalasi eljarisnal csupan a sej-
tek 0,1-5,0%-a tartalmazza mind a mikddSképes
p74 gént, mind a delta-p74 virusgenomot, ez a modszer
eredendGen nem hatékony.

LHelper” sejtvonal eldallitdsara sokkal hatdsosabb
oly médon, hogy a gén stabilan beépiiljon a sejt ge-
nomjaba (lasd a 6. példat). Ezt az eljarast alkalmaztak
nem bakulovirus eredetii gének Sf9 rovarsejtvonalba tor-
téné inszertalasara (22. irodalmi hivatkozas). Az Sf9
rovar-sejtvonal (ATCC nyilvantartasi szam CRL 1711)
egy Spodoptera frugiperda 21 (Sf21) szdrmazék. Az
to markert tartalmazo plazmiddal kotranszfektaljuk.

A szelektalhatd marker egy olyan gén, melynek
expresszalisa lehetvé teszi a markergént, valamint a ki-
vant gént tartalmazé vektorral transzformalt sejtek azo-
nositasat. Szokasosan alkalmazott szelektalhaté marke-
rek k6zé tartoznak példaul a timidinkinaz (TK) és a
hipoxantin-guanin-foszforibozil-transzferaz (HGPRT)
gének és az antibiotikum rezisztenciat, példaul neomi-
cin- és higromicinrezisztenciat 4tvivé gének.

A kiegészité DNS-t a szelektdlhatdé markert tartal-
maz6 DNS-hez képest 2—20-szoros molaris felesleg-
ben alkalmaztuk. Ez a lehet legnagyobb mértékben
megnoveli annak a valdszinlségét, hogy a szelektlha-
t6 markert expresszalo sejt tartalmazza a kérdéses gént
is. A valasztott sejtvonalnak fogékonynak kell lennie
az alkalmazott virusra. Az AcMNPV eldnyos alkalma-
zasi modja esetén Sf9 vagy Sf21 sejteket hasznaltunk.
A transzfekciot kovetden a sejteket szelekcios koriilmé-
nyek mellett tenyésztettiik, és a szelektalhaté markert
expresszalo sejteket felszaporitottuk. Ezeket a sejteket
arra nézve vizsgaltuk, hogy képesek-e kiegésziteni a
delta-p74 virusban talalhat6 p74 deléciot.

Ezt az eljarast alkalmaztuk a fent ismertetett, a
p74-et hordozo, AC0028.3 plazmid kopidit tartalmazd
SO sejtvonalak izolaldsara. Az Sf9(28.3)CL-2 elnevezé-
sli sejtvonal mintait, amely a sejt genomjaba stabilan be-
épiilve tartalmazza az AC0028.3 plazmid kopiéit, 1993.
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aprilis 7-én letétbe helyeztitkk az American Type Culture
Collection intézetnél, ahol az ATCC CRL 11322 nyilvan-
tartasi szamon szerepel. Amint azt a 7. példaban ismertet-
jlik, igazoltuk, hogy a defektiv, sz4jon &t nem fert6z6ké-
pes delta-p74 virus tenyésztése a fenti sejtvonalban sza-
jon at fert6z6képes delta-p74 virusokat eredményez.

A kiegészités nem korlatozodik a virus sejttenyé-
szetben val6 szaporitasara. A ,helper” sejtvonalhoz ha-
sonlé modon elBallithatunk ,helper” rovartorzset is.
A Drosophila P elem transzformacioja szokasos eljaras
manapsag, és hasonlo rendszer barmely rovar esetében
tervezhetd. Ezenkiviil rovarok vektor nélkiili transzfor-
macidja végezhetd emlGsokben alkalmazott eljarasok-
hoz hasonldé modon. A sziikséges gént hordozo rovarok
el6allitdsara alkalmazhatd eljarasok a preblasztoderma
peték kozvetlen injektalasa (23. irodalmi hivatkozas)
vagy ballisztikus transzformacidja (24. irodalmi hivat-
kozas) fémszalakkal.

A viszonylag gyenge endogén p74 promoter elegen-
d6 a p74 géntermék termeléséhez. ElGnydsebb lehet azon-
ban a p74 gén miikodésének iranyitdsira egy erdsebb
vagy egy korabbi promoter alkalmazisa. Egy heterolog
promoter hasznalata fokozhatja a delta-p74 virus kiegé-
szitésének hatékonysagat. Barmely viruspromoter alkal-
mazhato. Alkalmazhat6 példaul a 6,9 K (bazikus protein)
promoter, a DA26 promoter, a polihedrin promoter, a
35 K promoter, a p10 promoter és az IE-1 promoter.

A 4. és 5. példaban ismertetett heterolog promoter-
konstrukcidk alkalmazasa egy tovabbi elénnyel rendel-
kezik. Ezekben a konstrukciokban eltavolitottuk csak-
nem az egész, az 1. példaban ismertetett A4000-delta-
p74 virus p74 génjében talalhato, delécidig terjedd ho-
molog 5’-irany\ szekvencidkat. Ez nagymértékben
csokkenti a delta-p74 virus €s a sejt genomjaba beépiilt
p74 szekvenciak kozti rekombinacid esélyét. Ez a ho-
molog rekombinacié masképp a p74 gén mikodésének
¢és a virus vad fenotipusanak helyreallasahoz vezethet
(lasd a 7. példat). Tovabbi lépés a homolog rekombina-
c16 lehetdségének csokkentésére a delta-p74 virus
p74 génjében talalhaté delécio méretének ndvelése oly
moédon, hogy ne maradjon kodoldszekvencia. Ez
kénnyen elvégezhetd az 1. példaban ismertetett eljaras
modositasaval.

A heterolog promoter nem korlatozédik viruspro-
moterekre. Sejtpromoterek ugyancsak megfelelnek.
Sejt promoterek korlatlanul rendelkezésre allnak. Ilyen
sejtpromoterek példaul a Bombyx mori aktinpromoter
és a Drosophila melanogaster hsp 70 promoter. Az al-
kalmas promoterek a virusfert6zés soran koézepestdl
nagy mennyiségig expresszalodnak a megfelel6 rovar-
sejtekben. Ez a sajatossag nem korlatozza a promo-
tereket rovarpromoterekre. Kiilonbozd gerinces, élesz-
8- vagy egyéb virusosztalybol szarmazé promoterek is
megfelelhetnek ezeknek az ismérveknek. A fent emli-
tett promoterek barmelyike szintén képes iranyitani a
szelektalhaté marker expresszidjat.

A talalmény tovabbi megvalositasi modja szerint a
virusgenomba egy rovarszabalyozo vagy -modositd
anyagot kodolo heterolog gént inszertalunk. Ez az anyag
lehet példaul egy toxin, egy neuropeptid vagy egy hor-
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mon, vagy enzim. El6nydsen a heterolog gént kozvetle-
niil a virus modositott genetikai elemének helyére inszer-
taljuk, ami azt jelenti, hogy a genetikailag modositott vi-
rus és egy feliil fert6z6, vad tipusu virus kozti rekombina-
ci6 a legtobb esetben nem eredményezi vad tipust funk-
ciéval és az inszertalt heterolog génnel rendelkezd virus
keletkezését. A taldlmany targykorébe tartozik a hete-
rolog génnek a virus modositott genetikai elemének
szomszédsagaba torténé inszertalasa ugy, hogy a hete-
rolog gén és a modositott genetikai elem szegregicidja
az utddvirusok kevesebb mint 10%-aban jon létre. Mind-
két esetben megvalosul tehat a genetikailag modositott
virus korlatozasa.

Az alkalmazhato toxinok k6zé tartoznak az Androc-
tonus australis skorpiébdl szdrmazd rovarspecifikus
AalT toxin (25. irodalmi hivatkozas), a Pyemotes tritici
atkafa) egy toxinja (2. irodalmi hivatkozas), a Bacilus
thuringiensis aizawai alfajabol (BTK) szarmazo toxin
(4. irodalmi hivatkozas), pokméregbdl izolalt toxin (26.
irodalmi hivatkozas) és a Bacilus thuringiensis CyrIVD
(BTI) toxin (3. irodalmi hivatkozas). Az eljarasban al-
kalmazhat6 neuropeptidek vagy hormonok k6zé tartoz-
nak példaul az eclosion hormon (6. irodalmi hivatko-
zas), a prothoracicotrop hormon (PTTH), az adipoki-
netikus hormon, diuretikus hormon €s a proktolin (5.
irodalmi hivatkozas). Az alkalmazhaté enzimek egy
példaja a ,juvenile hormon”- észteraz (JHE) (7. irodal-
mi hivatkozas).

Egy defektiv vagy deletalt p74 génnel, valamint
egy, a p74 génmodositas helyére inszertalt toxint kodo-
16 heterolog génnel rendelkezé rekombinéns bakulo-
virus példaul olyan virust eredményez, amely fokozot-
tan hatédsos a célrovar ellen, de a kdrnyezetben nem ké-
pes konnyen terjedni egyik rovarrél a masikra.

A 11-12. példaban alabb ismertetettek szerint egy
AcMNPYV virust izoldltunk, amelyben a DA26 virus-
promoter ellendrzése alatt all6 AalT rovarspecifikus
lyére inszertaltuk. Ennek a virusnak a mintdit 1993. ap-
rilis 7-én letétbe helyeztiik az American Type Culture
Collection intézetnél, ahol az ATCC VR 2405 nyilvan-
tartdsi szdmon szerepel. Ennek a virusnak a vad tipusu
S19 sejtekben val6 szaporitasa (amint azt vartuk) szajon
at bejuttatva nem fert6z6 PIB-ek termel6déséhez vezet.
Abban az esetben, ha a virust a fent ismertetett
S19(28.3)CL-2 helper sejtvonalban szaporitjuk, szajon
at fert6z0képes PIB-eket kapunk, és a fert6zott rovarok
az AalT toxinra jellemzd kontraktilis bénulds tiineteit
mutatjak (lasd alabb a 12. példat).

Ennek a virusnak a szaporitiasa mikodéképes p74
génterméket szolgaltatd sejtvonalban vagy transzgeni-
kus rovarban képessé teszi a virust arra, hogy rovarokat
bélen 4t fert6zzon meg. Mivel azonban a tovabbi kiegé-
szités hianyzik, a természetes rovarpopuldcioban csak
szajon at torténd fert6zésben defektiv virusok termeldd-
nek. Egy tarsfertzést 1étrehozo vad tipusu virus hianya-
ban tehat a rekombindns virus életciklusa ezzel az
egyetlen fert6zéssel véget ér. Ez ellentétben éll a
bakulovirusok alkalmazésanak eddig kozolt megkozeli-
tési modjaival (2), melyek szerint a fert6zott rovar pusz-
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tulasat kovetGen OB-k keriilnek a kornyezetbe, ahol
azokat mas rovarok megeszik, a virus életciklusa ismét-
16dik, és létrejon a gazdaszervezetrdl gazdaszervezetre
valo terjedés.

A taldlmény szerinti legfontosabb megéllapitas talan
az, hogy a virus modositott genetikai elemének szom-
szédsagaba vagy kozvetleniil annak helyére a toxint,
neuropeptidet, hormont vagy enzimet kodolo heterolég
gén beiktataséval a genetikailag modositott virus és egy
vad tipusd virus kozti homolog rekombinacid csak az
eredeti sziil6i genotipusokat allitja vissza.

Egy toxingén inszertalasa a p74 deletalt szakaszéba
példaul egy olyan virushoz vezet, amely toxin+/fert6z6
OB-. Egy vad tipusu (toxin-/fert6z6 OB+) virussal tor-
ténd rekombinacid csak toxin+/fert6z6 OB—, valamint
toxin-/fert6z6 OB+ utédokat eredményez. A homolog
rekombinécié toxin+/fert6z6 OB+ utédokat eredmé-
nyez6 folyamata akadalyozott, mivel a géndeletalast és
-inszertdlast ugyanazon a helyen végeztiik el, ahelyett,
hogy ezeket egymastdl tavol, a virusgenom kiilonb6z6
lokuszaiban hoztuk volna létre. A toxingén ezért csu-
pan a fert6z8 OB-k termelésére nézve defektiv virusok-
ban talalhatd. A toxinért felelGs heterolog gén tovabbra
is visszaszorul, és csokkent utodvirus-képzési képessé-
ge miatt a fert6z6 virus sokkal gyorsabban eltiinik az
Okoszisztémabol, mint a vad tipush virus.

A talalmany szerinti megoldast a kovetkezo példak-
kal szemléltetjiikk. Ezek a példak csupan a talalméany
szemléltetésére szolgalnak, és semmilyen formaban
nem korlatozzak annak targykorét.

A példikban ismertetett eljardsokban a gyakorlatban
szokdsos molekularis bioldgiai eljarasokat alkalmaztuk
Sambrook és munkatarsai szerint (27. irodalmi hivatko-
zas). Bakulovirusok tenyésztését és eldallitasat Sum-
mers és Smith éltal ismertetett szokasos eljarasok sze-
rint végeztilk (28. irodalmi hivatkozas). A ,,megneve-
zett” AcCMNPV fragmensekre vonatkozé minden utalds
az E2 AcMNPV torzs Summers és Smith éltal kozolt fi-
zikai térképén alapszik (28. irodalmi hivatkozas).

1. példa

A delta-p74-1 transzfervektor és az A4000 rekom-
binans virus eléallitdsa

A delta-p74-1 transzfervektort az Autographa cali-

45 fornica NPV E2 torzsbdl éllitottuk el6 a p74 génnek a
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bakulovirusgenom koriilbeliil 90. térképegységénél
valo deletalasaval (lasd az 1. abrat). A p74-et kodolo
DNS-t tartalmaz6 BstEIl ,,E” fragmenst az E2 torzsb6l
szarmazd virus-DNS-bdl tisztitottuk. Ezt a fragmenst a
pSE280 plazmidvektor (Invitrogen, San Diego, CA)
BstEIl hasitasi helyére szubklénoztuk. Ezt a klont
LB10.2-nek neveztikk. Az LB10.2-b6l a p74 gén 5’-sza-
kaszat, valamint 5’ hatdroldszekvenciait kddolo frag-
menst a kovetkezd 1épésekkel izolaltuk: Ncol enzim-
mel hasitottuk, ezt az Ncol hasitasi helyet T4 DNS-
polimerazzal tompa végiivé alakitottuk, Xhol-gyel hasi-
tottuk, és a kapott fragmenst gélen tisztitottuk. Ezt a
tompa végivé alakitott Ncol-Xhol fragmenst az
LB9.6 plazmid tompa végiivé alakitott Kpnl, valamint
az Xhol hasitasi helyei k6zé szubkloénoztuk. Az LB9.6
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plazmid a Bluescript SK plazmid (Stratagene, La Jolla,
CA) szarmazéka, amelybe a Hincll hasitasi helyen egy

polilinkert inszertaltak. A linker tovabbi egyedi restrik-
ci6s enzim hasitési helyeket tartalmaz, amelyek felhasz-
nalhatok heterolog gén inszertélasara a p74 deletalt sza-
kaszaba (lasd lent). A fent ismertetett 5° hatarolo-, vala-
mint 5’ p74 szekvencidkat tartalmazé plazmidot LB

11.12-nek neveztiikk. A p74 gén 3’ harmadat, valamint

3’ hataroloszekvencidit tartalmazé HpalBamHI frag-
mensét izolaltuk, és az LB11.12 plazmid EcoRV és

BamHI hasitasi helyei kozé klonoztuk. A kapott klon a

delta-p74-1 transzfervektor (14sd a 2. abrat). Ez a transz-
fervektor kodolja a 4750 bazispar (bp) 5° hatéroloszek-
venciat, az 1-69. bazisparok kozé es6 p74 szekvenciat,
a fent ismertetett plazmid polilinkerének 64 bazispar-
jat, az 1287-161 az 1937. bazisparnal talathaté termina-
cios kodonig terjedd p74 szekvencidkat, valamint 1796

bazispar 3’ hatarolészekvenciat (15. irodalmi hivatko-
zés). A 3. dbra részletesebben mutatja a p74 gén ko-
doldszakaszaban létrehozott delécidt. Ezt a transzfer-
vektort hasznaltuk ezutn a szokasos kotranszfekcios el-
jarasokkal az A4000 virustorzs elGallitasara (29. irodal-
mi hivatkozas). 2x 106 Sf9 sejtet oltottunk egy 60 mm-
es szvettenyészté edénybe. Miutan a sejtek letapadtak,
a tapfolyadékot eltavolitottuk a sejtekr6l, és azt 10%

borjiiembrié-szérumot (FCS), valamint antibiotikumo-
kat tartalmazo6 0,75 ml Grace-féle tapfolyadékra cserél-
tik. 1 pg AcMNPV DNS-t és 2 pg delta-p74-1 DNS-t

adtunk 0,75 ml transzfekciés pufferhez (25 mmol/l

HEPES, pH 7,1; 140 mmol/l NaCl; 125 mmol/l CaCl,).
A DNS-t ezutan cseppenként a sejtekhez adtuk, és a sej-
teket 4 6ran at 27 °C-on inkubaltuk. 4 éra elteltével a

tapfolyadékot eltavolitottuk, és a sejteket Ovatosan

10% FCS-t és antibiotikumokat tartalmazé friss

TNMFH-val mostuk. Ezt kdvetden a sejtek tapfolyadé-
kat Gjra FCS-t és antibiotikumokat tartalmazé friss

TNMFH-ra cseréltiik. Az ECV-ket 4—5 nap milva

Osszegyljtottik, és kilonallé plakkokat izolaltunk a

Summers és Smith 4ltal ismertetett plakkvizsgalati mod-
szer szerint (28. irodalmi hivatkozas).

A kiilonallod plakkokkal ezutin olyan 48 rekeszes
szovettenyészts lemez egyes rekeszeit fertéztiikk, ame-
lyet el6z8leg 7,5x104 Sf9 sejttel oltottunk be 0,5 ml
friss TNMFH tapfolyadékban. 5 nap elteltével soron-
ként, illetve oszloponként a rekeszekb6l 10-10 pl sar-
jadzo virust tartalmazé feliilisz6t gydjtottink. PCR
reakciot allitottunk be 4 pl osszegy(jtott feliiliszo és a
3. bran lathato A és C oligomerek felhasznalasaval. Mi-
vel a C oligomer a deletalt p74-re specifikus, ebben a
reakcidoban csak a rekombindns virust tartalmazo
fragmenst sokszorositjuk. A PCR reakciét a kovetkezs-
képp éllitottuk Ossze: elészor 4 pl Osszegyjtott feliil-
uszot 1 6rén at 55 °C-on 200 pg/ml Streptomyces gri-
seus-bol szarmazd nem specifikus protedzzal (Boeh-
ringer Mannheim, Indianapolis, IN) emésztettiink 1 xA
puffert [10 mmol/l Tris (pH 8,3); 50 mmol/l KCL-t;
0,1 pg/ml zselatint; 0,45% Nonidet™ P40-et (Shell Oil
Co.); és 0,45% Tween™ 20-at (ICI Americas, Inc.)] tar-
talmaz6 25 pl reakcios térfogatban. A nem specifikus
proteazt ezt kovetden 12 percig tarté 95 °C-ra vald hevi-
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téssel inaktivaltuk: A PCR amplifikacié tartalmazza a
protedzzal kezelt virus 6sszekeverését mindegyik ismer-
tetett oligonukleotid primer 50 pmol mennyiségével a
négy ANTP (dATP, dGTP, dCTP és dTTP) 200 pmol/1
mennyiségét, 1,5 mmol/l MgCl,-t, 1xA puffert és
1,25 egység AmpliTag™ DNS-polimerazt (Perkin—El-
mer/Cetus, Norwalk, CT) tartalmazo6 50 ul reakcids tér-
fogatban. A mintat a kovetkezé 1épéseket tartalmazo
30 ciklusban sokszorositottuk: 1 perc 94 °C (denatura-
14s), 1,5 perc 55 °C (a hémérséklet csokkentésekor a pri-
merek hozzékapcsolédasa a komplementer DNS-sza-
kaszhoz: ,,annealing”), és 2,5 perc 72 °C (extenzid).
A 25. ciklust 72 °C-on 7 perces extenzids 1épéssel ren-
delkezd ciklus kdvette. A reakcids elegy 20 ul-jét 1,2%
agardzgélen elektroforetizaltuk a rekombinéns virus je-
lenlétének igazolasara. Mivel a mintdkat soronként, illet-
ve oszloponként gydijtottiik Ossze, a rekombinans virust
egy pozitiv sor és egy pozitiv oszlop keresztezddésénél
talalhato rekesz alapjan azonositottuk.

2. példa

Az A4000 fenotipusanak kimutatdsa Heliothis vires-

cens larvakon végzett levéllemezprobaval

Az A4000 virustorzs fertézoképességének vizsgala-
tara a szokdsos levéllemezprobat végeztiik harmadik lar-
vaallapotban levé Heliothis virescens larvakon, 1 pl
(meghatérozott mennyiségli PIB-et tartalmazd) csepptér-
fogatnyi virust TET pufferben [50 mmol/l Tris-HCl; pH
7.5; 10 mmol/l EDTA; 0,1% Triton™ X-100 (Rohm és
Haas, Philadelphia, PA)] egy 5 mm atmérGjii gyapotle-
vél-lemezhez adtunk megnedvesitett sz{ir6-papir koron-
got (koriilbeliil 4 mm atméré — 300 pl viz) tartalmazo
kiilonall6 rekeszben. A csepp szaradasat kovetGen egyet-
len larvat helyeztiink a rekeszbe, és a rekeszt lezartuk.
A larvakat egy éjszakan at hagytuk taplalkozni. A kovet-
kezd reggelen azokat a larvakat, amelyek az egész levél-
lemezt megették, rovareledelt tartalmazo kiilonalld reke-
szekbe helyeztik at. Addig kovettiik a larvak mortalita-
sat, mig a talél6k bebabozddtak. Ezt az eljarast megismé-
teltiik az A1000 elnevezésti, vad tipusi E2 AcCMNPV vi-
rustdrzzsel, amelyet kontrollként alkalmaztunk. Két fig-
getlen kisérlet eredménye a kovetkezd volt:

Vir Mennyiség Pusztulas/ossz-
s (PIB-k) Lirvaszém
1. vizsgalat
A4000 2,5%105 1/31
(delta-p74) 5x104 0/32
5x103 0/31
5x102 0/32
A1000 5x 102 16/18
(vad tipusi) 5x10! 14/31
2. vizsgalat
A4000 5x 106 0/20
(delta-p74) 5x105 0/21
5x104 0/24
5x103 0/20
A1000 5x 102 22/32
(vad tipusu) 5x 10! 5/32
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Ezek az eredmények azt mutatjék, hogy a p74 gén-
deléciot tartalmazo virusok az intakt p74 gént tartalma-
z0 fert6z6 virusnal még 10,000-szer nagyobb adagban
sem fert6z8k. Az A4000 esetében tapasztalt egyetlen
larva pusztulasa nem tudhat6 be a normélis fert6zési fo-
lyamat kdvetkezményének.

3. példa

Az A4000 kiegészitése a virus nem fert6zoképes for-

majanak eléallitdsa céljabol egy, az AcMNPV P~

Hindlll fragmensének nem stabilan beépiilt kopid-

Jjat tartalmazo sejtvonalban valo szaporitassal

S19 sejteket kotranszfektaltunk az 1. példéban ismer-
tetett szokasos eljarassal. A transzfekcioban 1 pg geno-
midlis A4000 virus DNS-t hasznaltunk 10-szeres mola-
ris feleslegben levé AC0028.3 plazmid-DNS-sel vagy
anélkiil. Az AC0028.3 plazmid tartalmazza az
AcMNPV _P” HindIll fragmensét Bluescript KS II
(Stratagene, LaJolla, CA) HindIlI hasitasi helyére inszer-
tdlva. A ,P” Hindlll fragmenst a 2. dbra tetején az
AcMNPV BstEll E” fragmens részeként jeloltik. Ez a
fragmens tartalmazza a teljes p74 kodoldszekvenciat
221 bazis-par 5’ €s 56 bazispar 3’ hatdroloszekvenciaval
egyiitt. A fert6zG sejtekbdl 48 ora elteltével alacsony for-
dulatszdmu centrifugaldssal polihedront gytjtottiink,
majd azokat TET-pufferben szuszpendaltuk. A szuszpen-
dalt virushoz 1% végkoncentracioban SDS-t adtunk.
A sejt-DNS-t a minta gyors keverésével és pipettazasa-
val Osszetordeltiik. A sejt-DNS-t a PIB-ek SDS-t nem tar-
talmaz6 TET-pufferben végzett sorozatos mosdsaval, és
ezt kdvetden alacsony fordulatszami centrifugalassal ta-
volitottuk el. Végezetiil a PIB-eket TET-pufferben szusz-
pendaltuk, és a vizsgalat céljara hemocitométerben sza-
moltuk. A bioprobat a 2. példdban ismertetettek szerint
végeztilk. A csupdn A4000 DNS-sel transzformalt
S9 sejtekbdl nyert polihedronok 1x 105 PIB mennyiség
mellett nem okoztak a larvak pusztulasit. Az A4000 és
AC0028.3 DNS-sel kotranszfektalt S{9 sejtekbdl szarma-
76 PIB-ek fert6z8képes virus jelenlétének kdszonhetéen
a larvak pusztuldsat okoztak. Tehat az A4000 virus sza-
poritasa (az AC0028.3 plazmid jelenlétének koszonhets-
en) mikodGképes p74 proteint termeld sejtekben rovarra
fert6z8 A4000 virus termelddéséhez vezet. Ez a virus ké-
pes produktiv fert6zést létrehozni larvakban. Ezt az ered-
ményt az elpusztult 1arvakbol dsszegytjtott PIB-ek segit-
ségével igazoltuk. A PIB-eket a kovetkezd eljarassal
gyljtottiik: az elpusztult 1arvakat egy olyan csészébe he-
lyeztiik, amelynek az aljat eltavolitottuk és NytexT™-mel
helyettesitettiik (Tetko, Briarcliff Manor, N. Y.). Az el-
pusztult larvakat TET-pufferrel mostuk (1 ml/larva) és a
PIB-eket tartalmazo atfolyé puffert 6sszegytjtottiik. Eze-
ket a PIB-eket 1% SDS-t tartalmazé TET-pufferben
szuszpendaltuk, felkevertiik, és alacsony fordulatszamon
iilepitettilk. A PIB-eket ezutdn néhanyszor SDS-t nem
tartalmazo TET-pufferrel mostuk. A PIB-ekbdl DNS-t al-
litottunk elé Summers és Smith eljarasa szerint (28. iro-
dalmi hivatkozas, a 35. oldalon ismertetett modon).
A delta-p74 virus jelenlétét ezekben az elpusztult larvak-
ban az 1. példaban ismertetett oligomerek felhasznalasa-
val végzett PCR-amplifikacidval igazoltuk.
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4. példa

Heterolog promotert tartalmazo expresszios vektor

eléallitasa

Heterolog promoterek alkalmazésa a p74 gén exp-
resszidjanak irdnyitdsara fokozhatja a delta-p74 virus
kiegészitésének hatékonysagat. Erre a célra alkalmazha-
t6 alkalmas vektorok a kdvetkezd elemeket tartalmaz-
zak: (1) egy heterolog promotert a transzkripcid szaba-
lyozasara; (2) polilinkert, amely megkonnyiti az exp-
resszalni kivant DNS-szekvencia inszertalasat; (3) egy
3’ UTR-t, amely az els6dlegesen atirt termék (mRNS)
éréséhez és poliadenilacidjahoz sziikséges helyet bizto-
sitja (lasd a 4. é&brat). Egy ilyen expresszids vektort,
amely tartalmazta az AcCMNPV DA26 gén promoterét,
egy polilinkert és az AcMNPV 6,9 K bazikus protein 3’
UTR-szekvencidjat, pMEVI-nek neveztiink. Egy
ACO0064.1-nek nevezett, meghatarozott pMEV] izola-
tumot hordozd E. coli DH5-alfa térzs mintajat 1993. ap-
rilis 7-én letétbe helyeztilk az American Type Culture
Collection intézetnél, ahol az az ATCC 69275 nyilvan-
tartasi szamon szerepel. Tovabbi vektorok kénnyen el5-
allithatok oly modon, hogy a pMEV1 plazmidpromotert
tartalmazo Pstl/Xbal fragmensét az AcMNPV 6.9 K
(pPMEV2), a polihedrin (pMEV3), valamint a 35 K
(pPMEV4) virusgének promotereit tartalmazé Pstl/Xbal
enzimekkel hasitott fragmensekkel helyettesitjik. Az
ezeknek a vektoroknak az elGallitasanal felhasznalt pro-
moterfragmenseket klénozott virus DNS PCR ampli-
nukleotid primer parok segitségével. A primereket gy
terveztilk meg, hogy az amplifikalt promoterszakasz a
kovetkezd altalanos szerkezettel rendelkezzék: (1) egy
22 bazisparbol allé 5’-végi heteropolimer szintetikus
szekvencia, amely a kovetkezd restrikcios endonuk-
leazfelismerd helyeket tartalmazta: (a kovetkez8 sor-
rendben) Sstl, Sse83871 és Stul; (2) egy virus-DNS-
szakasz, amely a gén domindlé transzkripcios kezdd-
pontjatdl 5’-irdnyban a 100-350. bazispartol az 5’
UTR 3’-végéig (azaz a transzlacios kezdS kodon vonat-
kozasaban a —1. pozicidig) terjedt; és (3) egy 23 ba-
zisparb6l 4ll6 3’-végi heteropolimerszakasz, amely a
kovetkezd restrikciés endonukledzfelismeré helyeket
tartalmazta: (a kovetkezd sorrendben) Esp3l és Xbal.
Az Esp3I restrikcios felismerdhely helyzete és iranyult-
saga olyan volt, hogy a hasitasi helyek a (+) szdlon a
—5. és —4. poziciok kozé, a (—) szdlon pedig a —1 és
+1 pozicidk kozé estek.

A 35 K promoterek eldallitdsandl alkalmazott
templat az AcMNPV ,K” HindIll fragmense volt.
A primer (+) szalanak szekvencidja tartalmazta a kovet-
kez6 restrikcios enzim hasitasi helyekkel rendelkezd,
22 bazisparbodl 4ll6 heteropolimerszekvenciat: Sstl,
Sse83871 és Stul; valamint tartalmazta a —399-t61 a
—382. bazisig terjedd 35 K 5’ szekvenciat. A primer
(-) szala tartalmazta a —21-t6] a 1. bazisig terjedd
35 K 5’ szekvenciat, ezt kvette a 23 bazisparbol allo
heteropolimerszakasz, amely a kovetkezd restrikcios
enzim hasitési helyekkel rendelkezett: Esp3I és Xbal.
Mindegyik amplifikacios reakcidhoz a megfelel pri-
merpar 50 pmol mennyiségét 250 pg templat-DNS-sel
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kevertiik 6ssze 50 pl reakcids keverékben [10 mmol/]
Tris-HCI (pH 8,3); 50 mmol/i KCI; 1,5 mmol/l MgCl,;
200 pumol/l NTP-k; 100 pg/ml zselatin; és 2,5 egység
AmpliTaq™ DNS-polimerdz (Perkin—Elmer/Cetus,
Norwalk. CT)]. A mintat 25 cikluson at amplifikaltuk
[1,0 perc 94 °C (denaturécid); 1,5 perc 55 °C (,,annea-
ling”); és 3,0 perc 72 °C (extenzio)]. Ugyanigy, mint a
tobbi reakcio esetében az utolsd extenzids 1épés 7 per-
cig tartott.

Mindegyik reakciot EDTA (10 mmol/] végkoncentra-
cioig) és Sarkosyl (natrium N-lauroil-szarkozin) (0,2%
tomeg/térfogat végkoncentracioig) hozzaadasaval allitot-
tuk le. A terméket ezutin egyszer kloroformmal, egyszer
fenol: kloroform keverékével extrahaltuk, és etanollal ki-
csaptuk. A DNS-mintikat a megfelelé pufferben oldot-
tuk, és Pstl (amely az Sse8371 hasitasi hely k6zéps6 hat
bazisait [CTGCA*G] ismeri fel) és Xbal enzimekkel
emésztettiik. Ezt kovetéen mindegyik feltételezett pro-
moterfragmenst 1,2%-o0s alacsony olvaddsponti agaroz-
gélen gélelekiroforézissel tisztitottuk, és egy pMEVI1-bdl
szarmaz6 3,2 kb Pstl/Xbal vektorfragmenssel ligaltuk.
Ez a fragmens tartalmazta a polilinkert, a pMEVI1-b6l
szarmazé 3° UTR-t és Bluescript SK+ leolvasasi kere-
tet. A kivant rekombindnsokat restrikcios enzimvizsgalat-
tal és DNS-szekvencia-meghatirozassal azonositottuk.
A gyakorlatban jaratos személy ezt az eljardst barmely
ismert szekvenciaji promoterszakasz, példaul az
AcMNPV 6,9 K promoter, a polihedrinpromoter vagy
sejtpromoterek, példaul a Drosophila melanogaster hsp
70 promoter esetében alkalmazhatja.

5. példa

Heterolog promoter-p74 kodoloszakasz-konstruk-

ciok eléallitasa

A p74 proteint kbdold szakaszdt a megfeleld
AC0028.3 szakasz PCR-amplifikacidjaval izolaltuk
heterolog promotereket tartalmazo expresszids vektor-
ba vald inszertalas céljara (amint azt a 4. példaban is-
mertettiik). Az ennél a reakcional alkalmazott 24 bazis-
bol all6 (+)-szal primer 5°-vége a p74 gén ATG transz-
lacios kezdGpontjanal van. A (—)-szal primer 29 bézis-
bol 4ll, és tartalmazza a p74 szekvencia 3’-végi 20 bazi-
sat a transzlacio végét jelz8 TAA kodonnal bezérdlag,
és ezt egy tovabbi 9 bazisbol allo, egy BamHI hasitasi
helyet tartalmazo szekvencia koveti. A PCR reakcional
alkalmazott feltételek a kovetkezdk voltak: dsszekever-
tiink 250 pmol AC0028.3-at a meghatérozott oligonuk-
leotid primerek mindegyikének 50 pmol mennyiségé-
vel a kovetkezd dsszetételii reakcioelegy 50 pl térfoga-
taban: mindegyik dANTP (dATP, dGTP, dCTP és
dTTP) 200 umol/l mennyiségben; 1,5 mmol/l MgCl,;
Ix A puffer; és 1,25 egység AmpliTag™ DNS-poli-
meraz (Perkin—Elmer Cetus, Norwalk. CT). A mintat
5 amplifikdcids ciklusnak vetettik ala [mindegyik
1 perc 94 °C (denaturacio); 1,5 perc 45 °C (,,annea-
ling”); és 3 perc 72 °C (extenzi®)], amelyet 25 ampli-
fikacios ciklus kovetett [mindegyik 1 perc 94 °C
(denaturacio); 1,5 perc 55 °C (,,annealing”), és 2,5 perc
72 °C (extenzio)]. A ciklusokat egy 7 perces 72 °C-on
végzett extenzid kovette.
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Tisztitast kovetGen a reakcidtermékeket DNS-poli-
meraz I Klenow fragmensével (27. irodalmi hivatko-
zas) kezeltikk a négy dNTP jelenlétében, hogy a PCR-
termékeket tompa véglvé tegyik. A p74 kodolosza-
kaszanak 3’-végét ezutan BamHI enzimmel emésztet-
tilkk, és a kapott fragmenst 1%-os alacsony olvadaspon-
th agardzgélen elektroforézissel tisztitottuk. Ez a frag-
mens ezutan klénozhaté volt a 4. példaban ismertetett
expresszios vektorok barmelyikébe. A p74 gén inszer-
talasara szolgalo expresszids vektor elGallitasa céljabol
mindegyik vektort Esp31-gyel emésztettiik, és az igy ka-
pott kinyil6 5°-végeket E. coli DNS-polimeraz I (Kle-
now-fragmens) segitségével a négy ANTP jelenlétében
feltoltottilk. Ezutdn mindegyik terméket BamHI-gyel
emésztettilk. A vektort a szabadda valé polilinkerfrag-
menstdl 1%-os alacsony olvadasponta agarézgélen vég-
zett elektroforézissel elvalasztottuk, és fiiggetlen reak-
ciokban a p74-kodold génszakaszhoz ligaltuk.

6. példa

épiilve tartalmazo stabil Sf9 sejtvonalak izoldldsa

Ebben a példaban olyan Sf9 sejtek izolalasat ismer-
tetjiik, melyek p74 géntartalmi konstrukcidkat tartal-
maznak a sejtgenomba stabilan beépiilve [lasd Jarvis és
munkatérsai (22)]. Pontosabban egy AC0028.3 (ATCC
68987) elnevezésii plazmidot alkalmaztunk. Ez a
plazmid tartalmazza az AcMNPV ,P” Hindlll frag-
mensét, amely a p74 gént, valamint kis mennyiségi ter-
mészetes hataroloszekvenciat foglal magaba. ElGszor
Sf9 sejteket kotranszfektaltunk 2 pg AC0028.3 plaz-
mid-DNS és 1 pg IE-1 Neo plazmid DNS-keverékével
(22). A transzfekciot kovetGen a sejteket 2 Ordn &t
28 °C-on inkubaltuk. Miutan a sejteket teljes TNMFH
tapfolyadékkal mostuk (27), ismét tapfolyadékot cserél-
tiink rajtuk, és 22 6ran 4t 28 °C-on inkubaltuk Gket.
A sejteket ezutan alacsony siir(iségben kioltottuk, hogy
gyéren letapadt tenyészetet kapjunk, és a neomicin ana-
l6g G418-at (GIBCO-BRL, Grand Island, N. Y.)
0,5 mg/ml mennyiségben (aktiv 6sszetevOkre szamitva)
tartalmazo teljes TNMFH tapfolyadékot cseréltiink raj-
tuk. A sejteket ezt kovetden 28 °C-on inkubaltuk egy hé-
tig. Egy hét elteltével a tapfolyadékot G418-at nem tar-
talmazo teljes TNMFH-ra cseréltilk. Harom kiilonallé
lemez mindegyikénél a kdvetkezd eljarast alkalmaztuk.
A tlél6 sejteket Osszegyijtottiik és felszaporitottuk.
A harom felszaporitott sejtcsoport stabil sejtvonalakat
alkotott, ezeket Sf9(28.3)CL—1-nek, Sf9(28.3)CL-2-
nek (ATCC CRL 11,322), és Sf9(28.3)CL—3-nak ne-
veztiik. Ezeket a keverék sejtcsoportokat tovabb szapori-
tottuk, és PCR segitségével az 1. példaban ismertetettek
szerint vizsgéltuk a p74 gén jelenlétére a p74 (+) szala-
ra specifikus oligomer (oligomer A) és az A4000 virus-
ban a p74 génbdl hianyzo szakaszra specifikus oligo-
mer (oligomer B) (lasd 3. 4bra) felhasznalasaval.

7. példa
Rovarra fertozé A4000 virus eloallitdasa a fenti sejt-
vonalakban valo szaporitassal, és fenotipusuk jel-
lemzése
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A 6. példa szerint izoldlt mindhdrom sejtvona-
lat A4000 virus 1-nél nagyobb MOI (multiplicity of
infection) értékkel fertSztikk. Virustermelés elérhetd
0,01-20 kozotti MOI mennyiséggel. A fert8zott sejtek-
bél a 3. példaban ismertetett eljarassal PIB-eket gytijtot-
tiink. Szokasos levéllemezprobat végeztiink (lasd a 2.
példat). Az alabbiakban harom fiiggetlen kisérlet ered-
ményeit ismertetjiik, ahol az A1000 virus az AcCMNPV
vad tipusi E2 torzse.

Virus/sejtvonal Elpusztult
(Passzalast) Adag Vizsgalt | Mortalitas
(PIB-¢k) szdm (%)

1. vizsgalat

A4000/S9 1x105 0/16 0
A4000/CL-1(P3) 1x105 7/16 44
A4000/CL-2(P2) 1x105 9/15 60
A4000/CL-3(P2) 1x105 6/16 38
A1000/S19 1x103 30/32 94
Kezeletlen 0 0/30 0
2. vizsgalat

A4000/S£9 1x10° 0/15 0
A4000/CL-1(P3) 1x10% /15
A4000/CL-2(P2) 1x105 4/16 25
A4000/CL-3(P2) 1x10% 6/16 38
A1000/S£9 1x103 21/28 75
Kezeletlen 0 0/32 0
3. vizsgalat

A4000/S9 1x105 0/16 0
A4000/CL-1(P7) 1x105 5/16 31
A4000/CL-2(P6) 1x10° 5/16 31
A4000/CL-3(P6) 1x105 0/16 0
A4000/CL-3(P2) 1x 105 3/15 20
A1000/S9 1x103 17/31 55
Kezeletlen 0 0/15 0

Amint a fenti adatokbol lathat6, ha az AC0028.3
plazmiddal stabilan transzformalt Sf9 sejteket A4000
virussal fertzziik, a kapott PIB-ek szajon at fert6z6ké-
pesek lesznek. Ezzel ellentétben az A4000 virussal fer-
t6z6tt sziil6i, nem transzformalt Sf9 sejtekbdl szdrmazo
PIB-ek nem okozzak a larvak pusztulasat. Ez azt jelen-
ti, hogy az A4000 virus szaporitasa miikodéképes p74
proteint tartalmaz sejtekben (egy miikdddképes p74
génkonstrukcid stabil beépuilésének koszonhetden, lasd
a 6. példat) rovarra fert6z6 A4000 virusok termelédésé-
hez vezet. A komplementacids képesség elvesztésének
oka a 6. passzalas utin az Sf9(28.3)CL-3 sejtvonal ese-
tében nem ismert.

Ezt kovet6en DNS-t allitottunk el [a 3. példaban,
valamint Summers és Smith (28) altal a 35. oldalon is-
mertetettek szerint] a fenti 1. kisérlet sordn a kiegészi-
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tévirus altal elpusztitott hisz larvabol kiilon-kiilon
Osszegytijtott PIB-ekbdl. PCR-amplifikécidt végeztiink
az A, valamint C primerek felhasznalasaval a delta-
p74 virus jelenlétének vizsgélatara, és az A, valamint B
primerek felhasznaldsival a vad tipusi virus jelenlét-
ének vizsgélatira (a primereket a 3. dbra mutatja). Az
eredmények azt mutattak, hogy mind a husz larva fertg-
z6dott a delta-p74 virussal. A delta-p74 virusra jellem-
26 pozitiv jelen feliil a hisz 1arvabol 6tnél egy intakt
p74 génre fajlagos er6s PCR séavot is megfigyeltiink.
Az 1. kisérletb8] szarmaz6 20 larvabol 18 esetben izo-
lalt PIB-ek felhasznélasaval levéllemez-vizsgalatot vé-
geztiink (lasd a 2. példat). Mindegyik minténal larvan-
ként 1x 105 PIB-et és 32 larvat hasznaltunk. Csak az in-
takt p74 gén jelenlétére nézve pozitiv jelet ado négy lar-
va esetében kaptunk hattérszint feletti mortalitast.
A csupan a deletalt p74 gén jeleniétére nézve pozitiv
14 vizsgalt larva egyikénél sem figyeltiink meg hattér-
szint feletti larva mortalitast.

Anélkiil, hogy a magyarazatot az alabbi okokra kor-
latoznank, ezeket az eredményeket két ok egyikére ve-
zethetjik vissza. A kozvetlenebb ok az lehetett, hogy a
kiegészitett virus mintai vad tipust virussal kontamina-
lodtak, vagy a kiindulovizsgalatbol (1. vizsgélatbol)
szarmaz0 larvak némelyike vad tipusu virust hordozott,
és a delta-p74 virussal valo feliil fert6zést kdvetden az
ezekbdl a larvakbol eléallitott PIB-készitményekben
mind a vad tipusi, mind a delta-p74 virus jelen lehetett.
Egy mésik lehetséges magyarazat szerint a delta-p74 vi-
rusnak a komplementalé sejtvonalban valé tenyésztése
soran homolog rekombinacid jott 1étre a virus és a sejt-
genomba beépiilt p74 szekvencidk kozott. Ha ez né-
hény esetben megtortént, akkor a komplementalt virus-
tol elpusztult larvak kozil néhany vad tipusa virust is
tartalmazott. Ez a vad tipusu virus a masodik vizsgalati
korben szajon 4t adagolva fert6z6 lehetett. A jelen
konstrukciékban a deléciotol 5’-irdnyban 284 bazis-
par-, 3’-irdnyban 713 bazispar-azonossag talalhato a
delta-p74 virus és a sejtgenomba beépiilt p74 szekven-
ciak kozott. Ha a masodik magyaréazat helyes, akkor ez
az eredmény a virusban és a sejtvonalban talalhat6 ho-
molog szekvencidk mennyiségének csokkentésével,
vagy ha sziikséges, megsziintetésével elkeriilhetd.

8. példa

A p74 gén miikédiképes kopidjdt stabilan a rovar-

genomba beépiilve tartalmazo transzgenikus rova-

rok eléallitasa

Ebben a példaban volframrészecskék segitségével
ballisztikus DNS-beviteli technikat alkalmaztunk transz-
genikus rovartorzsek elGallitasara (24). Az 5. példaban
ismertetett egy-egy p74 konstrukcidhoz embrid-oltopuf-
ferben (0,1 mmol/l natrium-foszfat, pH 6,8; 5 mmol/l
KCl) oldott 20—-100 pg DNS-t csaptunk ki 1,2 mm
atmér6jii mosott volframrészecskékre (Bio-Rad,
Richmond, CA). A kicsapasi reakcié Ossztérfogata
65 ul volt. A kicsapas utan 50 pl feliiluszot tavolitot-
tunk el. Az iiledéket és 12—15 pl felillaszot erdteljesen
elkevertilk, miel6tt abbol 8 pl-t makroprojektorra vit-
tiink volna. Biolistics biorészecske-hordozé rendszert
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(DuPont, Wilmington, DE) alkalmaztunk choriontél

megfosztott Trichoplusia ni embriok bombazasara, mie-
16tt azok blasztodermava alakultak volna. Ez alatt az el-
Jéras alatt az embridkat filterpapiron tartottuk. Az emb-
ridkat ezutdn kikelésig Series 700 halocarbonolaj

(Halocarbon Products Corp., Hackensack, N. J.) ala he-
lyeztiik. Amikor a t1lél6 rovarok kikeltek, 25 rovarbodl

all6 csoportokat raktunk Ossze egy-egy ketrecbe. Ezek-
bol a ketrecekbdl osszegytjtottiik a petéket, és az embri-
0kbol Roberts szerint (30) DNS-t éllitottunk el6. PCR

reakciot végeztiink (1asd az 1. példat) a 3. abran bemuta-
tott A és B oligomerek felhasznaldsaval, annak megha-
tarozdsara, hogy melyik ketrecben keletkeztek a
p74 gént tartalmazo peték. Miutdn a pozitiv csoporto-
kat azonositottuk, az azokbol szdrmazo petéket taplal-
tuk, és hagytuk kifejlett példanyokka fejlédni. Kifejlett
példanyokat pérositottunk, és az altaluk lerakott peték-
bdl izolalt DNS-t ujbol PCR segitségével vizsgaltuk a
p74 gén jelenlétére. Ezt az eljarast addig folytattuk,
amig a p74 génre nézve homozigéta molyvonalat sike-
riilt elgallitanunk.

9. példa

Rovarra fertézé A4000 virus eléallitisa a fenti

transzgenikus rovartorzsekben valo szaporitdssal

és a fenotipus jellemzése

Eloszor 5 pl szovettenyészté folyadékban 1x105
A4000 sarjadzo virust oltottunk vérnyirokba kisszamu
(10-20 db), negyedik larvaallapotban levd transzgeni-
kus Trichoplusia ni larvanak. Miutan az A4000 virus
kovetkeztében a legtobb larva elpusztult (4-5 nap), a
3. példaban ismertetettek szerint PIB-eket gy(jtottiink.
Ezeket a PIB-eket hasznéltuk tovabbi amplifikéciora.
Az 5. példaban ismertetett p74 génkonstrukciok egyi-
két tartalmazo harmadik larvaéllapotban levd transz-
genikus Trichoplusia ni 1arvakat 1x 1,5 hiivelyk méretii
négyszogbdl 4llo taplalékra helyeztiik, melynek feliile-
tét 0,4 pl milliliterenként 1x106 PIB-t tartalmazé
A4000 virussal fertGztiik. Miutan az A4000 virus kvet-
keztében a legtobb larva elpusztult (5—6 nap), a fentiek-
ben ismertetettek szerint PIB-eket gyujtottiink. Ezek-
nek a PIB-eknek a mintait torzsként TET-pufferben ta-
roltuk, és a virust a szokasos levéllemez bioprébaval
vizsgaltuk vad tipust masodik larvaallapotban levd Tri-
chopusia ni larvikon. Az eredmények azt mutattak,
hogy az A4000 virusnak egy mikddéképes p74 gént tar-
talmazé transzgenikus rovarban valé tenyésztése annak
fert6z6képességét koriilbeliil a normalis szintre allitja
vissza. A kiegészitett virus altal elpusztitott larvakbol
gyljtott virusok azonban szijon at valé adagolaskor
csokkent fert6zGképességgel rendelkeztek.

10. példa

Toxint kédolo gén inszertdldsa a delta-p74—1

transzfervektorba, és az A4TxP—1 rekombindns vi-

rus izoldlasa

A Pyemotes tritici eredetii rovarspecifikus atkato-
xint (TxP-I) koédoldé DNS-fragmenst a Tox34 cDNS-
klonbdl izolaltuk (2). A teljes proteint kodold gént, vala-
mint némi 5’ és 3’ nem transzlalddé szakaszt tartalma-
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z6 EcoRI fragmenst klonoztunk az AcMNPV pVL
1393 vektorba (Invitrogen, San Diego, CA). Egy ebbdl
a konstrukciébdl szdrmazé EcoRV-HindIII (tompa vé-
glivé alakitott) fragmenst inszertdltunk a delta-p74-1
transzfervektorba a delécion beliil taldlhato Af11l hasi-
tasi helyre (lasd a 2. abrat). Ennek az LB15.9 nevezetd
plazmidnak az 1. példiban ismertetettek szerint A4000
virusgenom DNS-sel Sf9 sejtekbe végzett kotransz-
fektdlasa olyan rekombinans virust eredményez, amely
kodolja a TxP-1 gént, azonban nem képes szdjon at 1ar-
vakat fert6zni. Ezen virus sarjadzé forméjanak injekta-
lasa negyedik larvaallapotban levd Heliothis virescens
larvak vér-nyirok rendszerébe azonban a TxP-I exp-
resszidja kovetkeztében kialakuld jellegzetes bénulds-
hoz vezet. Ezenkiviil ennek a virusnak a 3., 7. és 9. pél-
dakban ismertetett eljarasok szerinti tenyésztése rovar-
ra fert6z6 A4TxP-I virusok termelddéséhez vezet. Ez
a fert6z6 A4TxP—I virus képes szajon at fertézni larva-
kat és bénulast kivaltani. A fertézott larvék altal termelt
virusok azonban nem tartjak meg rovarfert6z6 képessé-
giiket.

11. példa

Kodonoptimalizalt AalT gént tartalmazé expresz-

szios vektor eldallitisa

Az észak-afrikai Androctonus australis Hector skor-
piomérgeében taldlhaté egy AalT nevezetii rovar-faj-
lagos toxin. Transzfervektort allitottunk elé az AalT
génnek az AcMNPV polihedrinszakaszaba val6 inszer-
talasara. Ez az AC0055.1 nevezetii vektor tartalmazza a
pVL985 plazmid (30) BamHI hasitési helyére inszertalt
AalT gént, és egy Drosophila melanogaster kutikula
génjelzd peptidjéhez kotott, az érett AalT toxin szama-
ra kodonoptimalizalt nukleotidszekvenciabol all. Ezt a
transzfervektort tartalmazo HB101 E. coli térzs mintait
1992. december 17-én letétbe helyeztilk az American
Type Culture Collection intézetnél, ahol az a 69166
nyilvantartasi szamot kapta.

Ennek a transzfervektornak a toxint kodolod szaka-
szat a 4. példaban ismertetett expresszids vektorok-
ba valé tovabbi inszertalas céljabol PCR segitségével
visszanyertiik. A reakcional felhasznélt (+)-szal primer
egy 27 bazisbol allo oligonukleotid volt, melynek 5°-
vége egybeesett az amplifikdlandé kodonoptimalizalt
(AC0055.1-ben talalhato) AalT gén ATG transzlacios
kezd6 kodonjaval.

A (-)-szal primer az AC0055.1-ben az AalT gén
3’-végétdl 5’-iranyban koriilbeliil 35-40 bazisra talalha-
t6 szakasszal hibridizalt. A PCR reakcionél alkalmazott
feltételek alapvetGen azonosak voltak az 1. példaban is-
mertetettekkel. Tisztitast kdvetSen a reakciobol szarma-
z6 termékeket az 5. példaban leirtak szerint kezeltiik, az-
zal a kivétellel, hogy a fragmenst 1,8%-os alacsony ol-
vadasponti agarézon tisztitottuk gélelektroforézissel.

A toxin inszertalasira szolgdlé expresszios vektor
elballitasa céljabol mindegyik vektort Esp31-vel emész-
tettiik, és a kapott 5°-tulér6 végeket mind a négy ANTP
jelenlétében E. coli DNS-polimeraz I-gyel (Klenow-
fragmenssel) feltoltottiik. Ezutan mindegyik készit-
ményt BamHI enzimmel emésztettiik. A vektort a sza-
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badda tett polilinkerfragmenstdl 1%-os alacsony olva-
dasponti agardzgélen gélelektroforézissel elvalasztot-
tuk, majd egy fiiggetlen reakcidban az AalT-kodold
génfragmenshez ligaltuk.

12. példa

Az AalT toxinkédolo rekombindans A4001 virus izo-

lalasa

Az inszertalas céljara hasznalt A4000 virus DNS el6-
allitisara a DNS-t egymast kovetden Sse8387I és
Bsu36l emésztéssel linearizaltuk. Egy tipikus eljaras sze-
rint 40 ug A4000 virus DNS-t emésztettiink 2 oran ke-
resztil 37 °C-on 100 egység Sse83871 enzimmel
(Takara Biochemical, Inc., Berkeley, CA) 250 ul térfo-
gatban (10 mmoV/1 Tris-HCI, pH 7,5; 10 mmol/l MgCl,;
1 mmol/l dithiothreitol (DTT); 50 mmol/i NaCl; és
0,01% BSA). A reakcioelegyet ezutdan 100 mmol/l NaCl
és 50 mmol/l Tris-HCI koncentracidkra allitottuk be (pH
7,9), és a DNS-t 2 6raig 37 °C-on 100 egység Bsu36l en-
zimmel (New England Biolabs, Beverly, MA) emésztet-
tilk. A reakciot ezutan SDS 1%-os (tomeg/térfogat),
NaCl 0,3 mol/l és EDTA 10 mmol/l végkoncentracioig
valé hozzaadasaval allitottuk le. Ezt kovetden a DNS-t
egy 2 ml térfogatii Sephacryl-300-at (Pharmacia,
Piscataway, N. J.) tartalmazé ,,poly-prep” oszlopon
(BioRad Laboratories, Richmond, CA) kromatogra-
faltuk, amelyet 10 mmol/l Tris-HCl (pH 8,0), 1 mmol/l
EDTA, 0,1% SDS, és 0,3 mol/l NaCl osszetételd puffer-
rel ekvilibraltunk. Hasz, egyenként 150 pl térfogata frak-
ciot gytjtottiink. Mindegyik frakciébol 10 pl-t gél-
elektroforézissel vizsgaltunk a virus-DNS-t tartalmazé
frakciok azonositasara. Ezeket a frakciokat 6sszegyijtot-
tikk, egy izben fenol:kloroform eleggyel extrahaltuk,
majd a virus-DNS-t etanollal kicsaptuk. A DNS-t TE-
pufferben [10 mmol/l Tris-HCI1 (pH 8,0); 1 mmol/l
EDTA] 0,2-1 mg/ml koncentriciéban szuszpendaltuk,
és 4 °C-on taroltuk. Annak ellendrzésére, hogy a virus-
DNS-t teljesen linearizaltuk, egy mintit EcoRI enzim-
mel emésztettiink, és gélelektroforézissel vizsgaltunk.
Az a virus-DNS, amely egy 7 kb nagységi EcoRlI frag-
menst tartalmazott, nem emésztdott teljesen Bsu36l és
Sse83871 enzimekkel, és ezeket nem hasznaltuk fel.

A 11. példaban ismertetett AalT-tartalma expresz-
szios vektort Bsu36I és Sse83871 enzimekkel emésztet-
tilk. Hasz ng toxinkodold fragmenst ligaltunk 0,5 pg
Bsu361/Sse83871 enzimekkel linearizalt és tisztitott
AcMNPV A4000 DNS-sel 5 pl reakcidelegyben
[25 mmol/l Tris-HCI (pH 7,6); 5 mmol/l MgCl,;
1 mmol/l ATP; 1 mmol/l DTT; 5% (tomeg/térfogat)
polietilénglikol-8000; és 0,5 egység T4 DNS-ligiz
(GIBCOBRL, Gaithersburg, MD)]. Egy éjszakén at
16 °C-on végzett inkubaciot kovetSen a teljes ligalasi
reakcioval Sf9 sejteket transzfektaltunk az 1. példaban
ismertetettek szerint.

A transzfektalas utan 5 nappal eltavolitottuk a tapfo-
lyadékot a transzfektalt Sf9 sejtekrdl. A transzfekta-
lasbol szdrmazé feliiliszObol tizszeres higitasokat készi-
tettiink, és a 10-3, a 10-4 és a 10-5 higitasokbol vett két-
szer 1 ml térfogati mennyiséggel 1,5 x 106 sejtet fertdz-

.4
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zaadasat kovetGen egy oraval a virusinokulumot eltivo-
litottuk, és a sejteket agaroztartalmu taptalajjal rétegez-
tik felil, amint azt a megel6z6 példaban ismertettiik.
Miutan a plakkok teljesen kifejlodtek, azokkal 48 reke-
szl lemez kiil6nallo rekeszeit oltottuk be, és a keletke-
z6 utddvirusokat PCR segitségével vizsgaltuk, (+)-szal
primerként a 3. abran bemutatott A primert, (—)-szél
primerként a 11. példaban ismertetett kutikula-AalT pri-
mert hasznaltuk.

Egy vagy két tovabbi plakktisztitasi ciklust kdve-
téen P1 torzseket készitettiink (28). Az AalT-tartalmu
rekombinans virust A4001-nek neveztikk. Ennek a vi-
rusnak a bioldgiai aktivitdsat az ECV-vel végzett injek-
talasos vizsgalattal allapitottuk meg. Az ECV-t a negye-
dik larvaéllapot kozepén levd Heliothis virescens (do-
héanyriigyhernyo) larvikba oltottuk. Plakkvizsgalati
modszerrel (28) meghatdroztuk a virus titerét, majd
0,5% (térfogat/térfogat) 5-0s szamu voros festékkel ki-
egészitett TNMFH tapfolyadékban 2x107, 2x106 és
2x105 plakképzé egység/ml higitasokat készitettiink.
A larvakat szén-dioxiddal 2—5 percre elaltattuk, majd
26-0s méreti tivel felszerelt Hamilton-fecskend6 segit-
ségével 0,5 pl higitott virussal beoltottuk. A tit
hosszanti irAnyban illesztettiik be az utolsé két allab ko-
z6tt, majd az injektalast megel6z8en két-hdrom izzel
elfretoltuk. A beoltds utan a larvakat megfigyeltik,
hogy szivarog-e belblik vordsre szinezddott vér-nyi-
rok, és ha a mintaveszteség nyilvanval6 volt, vagy an-
nak gyanfija felmeriilt, a kisérletb6l kihagytuk azokat.
A larvékat ezutan 27 °C-on tartottuk lefedett 4 cm? terii-
letii etetGkamrakban (kamranként egy 1arvat), és a mor-
biditast vagy mortalitast naponta egyszer szemmel el-
lendriztik. Moribundnak (pozitiv valasz) tekintettiik az
egyedet, ha miutin a hatara forditottuk, nem volt képes
0,5-2 percen beliil eredeti helyzetbe keriilni.

Amikor H. virescens larvikat a virus 6x 103—1x 104
plakképzd egységével oltottunk, az A4001 virusfertd-
zésre reagalé larvak kontraktilis bénulés tiineteit mutat-
tak, és (talpradllasi) valaszidejik az AalT-termeld re-
kombinéns virusra jellemzd id6re csokkent a vad tipusu
AcMNPV-vel osszehasonlitva. Pontosabban a rekom-
binins virus vélaszidejének 4tlaga (RTsy) az egyik
bioprobaban a vad tipust virusra jellemzd érték 50%-a
(+/— 4%), a masodik bioesszében 52% (+/- 5%) volt.
Ez az eredmény azt mutatja, hogy az AalT génnek
és a kutikula jelzdszekvencidjanak inszertdldsa az
AcMNPV-be (A4001) biologiailag aktiv toxinexpresz-
szélasén keresztil meggyorsitja a larvdk pusztulasat.

A 2. példaban ismertetett szokasos levéllemezproba-
val csak a kisegitd Sf9(28.3)CL-2 sejtvonalban tenyész-
tett A4001 virussal etetett larvakban fejl6dott ki az AalT
toxinra jellemzé kontraktilis bénulds. Ezzel szemben
vad tipusii Sf9 sejtekben tenyésztett, A4001 virusokkal
etetett larvakban nem fejlédott ki kontraktilis bénulas.

13. példa

Az UAS; 4, —p74 transzfervektor és az A4UAS virus

eléallitasa

Ebben a példaban egy fajlagos élesztd 3’ aktivald-
szekvenciat, UAS;,;-t, és a minimalis Drosophila
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melanogaster hsp 70 promotert (a —43-t6l a —1. bézi-
3’-iranyban a —1. poziciéba a virusba. A GAL4 struk-
tiurgént a pLA plazmidbdl (32) egy 2,9 kb nagysagu
BamHI-Hindlll fragmensként izolaltuk. Ezt a GAL4
fragmenst az 5. példdban ismertetettek szerint hete-
rolég promotert tartalmazé vektorok egyikébe inszer-
taltuk. A heterolog promoter-GAL4 konstrukci6 miiko-
d6képes kopidit tartalmazo stabil SO sejteket izoldl-
tunk a 6. példaban leirtak szerint. Az UASgs-p74 re-
kombinans virus elBallitasa céljabol egy UASga;-
p74 transzfervektort szerkesztettiink. A 17-hsp 70/lacZ
konstrukciét (33) hasznaltuk szubsztratként a PCR-hez
egy 175 bézisparbol 4ll6 fragmens eldallitasara. Ezt a
fragmenst egy, a nagy affinitasi 17 bazisbol éllo
GALA felismerShelyet tartalmazo6 29 bazisparbol allo is-
métl6ds szekvencia négy példanya alkotja a minimalis
Drosophila melanogaster hsp 70 promoterhez (a
—43-t0l a —1. bazisig terjedGen) kapcsolva. Olyan meg-
hatérozott primereket hasznaltunk, amelyek az elkovet-
kez6 kldnozési 1épésekhez kivant restrikcios hasitasi he-
lyeket adtak a fragmens 5’ (Smal) és 3° (Esp 31 és
Ndel) végeihez. Ezt a fragmenst inszertaltuk a delta-
p74 transzfervektorba (lasd a 4. abrat) a p74 gén
5’-véghez legkozelebb esé tompa véggé alakitott
HindIll, valamint a Ndel hasitasi helyek kozé. Ezt a
plazmidklont LB 17.8-nak neveztik. A p74 kodolo-
fragmenst PCR amplifikdcioval allitottuk el az 5. pél-
daban ismertetett p74-specifikus (+)-szal primer, és
(—)-szal primerként a Bluescript-specifikus T3 primer
(Stratagene, La Jolla, CA) felhasznalasaval. Ezt a p74
fragmenst az el8zéekben ismertetettek szerint DNS-
polimeraz I Klenow-fragmensével kezeltik. A frag-
mens tisztitasat kovetden azt Bcll enzimmel emésztet-
tik, amely a p74 gén 3’-vége kozelében hasit. Az LB
17.8 plazmidot hasonlé mddon kezeltiik Esp 31 emész-
téssel, majd ennek a végnek Klenow-fragmenssel tom-
pa véggé valo alakitasaval. Miutan a vektort tisztitot-
tuk, azt szintén Bcll-gyel emésztettiikk. Az elokészitett
vektort és a p74 génfragmenst ezutdn szokasos feltéte-
lek mellett ligiltuk. Ez a pUASga-p74-nek nevezett
klon tartalmazta a hsp promoter irdnyitas alatt 4116, de a
GALA4 protein jelenlététSl fliggd teljes p74 gént. Az
A4UAS nevezeti rekombindns AcMNPV virust az 1.
példaban ismertetettek szerint allitottuk elS. Kiegészi-
tett virust ennek a rekombinans virusnak a 6. példaban
ismertetett sejtvonalakban vald tenyésztésével allitot-
tunk eld. Elvégeztik a 2. példaban leirt szokasos
bioprobét, és az eredmények szerint az UASg, -p74
szdjon 4t adagolva nem fert6z8 rovarokra, amennyiben
azonban ezt a virust a GAL4 kiegészit0 sejtvonalban te-
nyésztjiik, rovarokra szajon at fert6z6vé valik.

14. példa

Az AcMNPV p74 gén funkciondlis analogjanak izo-

lalasa granuzosis virus genomjabol

Egy granulosis virus szajon &t valo fertézoképessé-
géért felelds gént konnyen izoladlhatunk a ,,marker
rescue” technika alkalmazaséval (21). El8szér egymast
atfedd kozmid klonokbol allo génkonyvtarat készitet-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

15

tink a Trichoplusia ni granulosis virus (TnGV) DNS-
bél figy, hogy a Sall enzimmel részlegesen emésztett
TnGV DNS-t a pVK102 kozmid vektorba (34) ligaltuk.
A CpGV kozmid klonok egyikébdl 1 pg-t mennyiséget
1 ug ACMNPV A4000 virus DNS-sel kotranszfektal-
tunk az 1. példiban ismertetettek szerint. 5 nap mulva
szokdsos plakkvizsgalatot végeztink (28). Miutén a
plakkok teljesen kifejlédtek, kiilonallé plakkokkal 48 re-
keszli szovettenyésztd lemez egyes rekeszeit fert6ztitk
az 1. példaban leirtak szerint eljarva. Az ezekbdl a reke-
szekbd] szdrmazd utddvirusokat hiiszas csoportokba
gyljtottiik, és a 2. példaban ismertetettek szerinti levél-
lemezprobaban harmadik larvaallapota Trichoplusia ni
larvékkal etettiik. Amennyiben egy kozmid klén tartal-
mazza a p74 funkcionalis analogjat, az az A4000 virust
szajon at fert6z6vé teszi. A fert6z6képesség helyreallita-
saért felelds meghatdrozott gént a pozitiv kozmid klon
plazmid szubklonjaival végzett kotranszfektdlds és a
fenti proba megismétlésével azonositottuk.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. A komyezetben gazdaszervezetrdl gazdaszerve-
zetre csokkent terjedési képességgel rendelkezd bakulo-
virus, amely a virus egy genetikai elemének modosita-
saval fert6zésképtelenné van téve, és fert6z6képessége
a hianyz6 vagy defektiv termék vagy miikodés kiegészi-
tésével helyreallithato, és a fert6zéssel kepzodo kiegé-
szitett virus nem tartalmazza az emlitett termék vagy
mikodés kodolasara szolgalé genetikai elemet, és ké-
pes olyan szekunder fert3zést inicidlni, amely mas, a
gazdaszervezeten beliili rovarszovetekre atterjed.

2. Az 1. igénypont szerinti virus, amely DNS-virus
az Eubaculovirinae virusok vagy Nudibaculovirinae vi-
rusok csoportjaba tartozik.

3. A 2. igénypont szerinti virus, amely egy Euba-
culovirinae virus, amelybe a nukledris polihedrozis vi-
rusok és a granuldzis virusok tartoznak.

4. Az 1. igénypont szerinti virus, amelyben a geneti-
kai elem modositiasa a génmiikodés megszakitasaval
vagy a virusfunkcié megzavarsaval tortént.

5. Az 1. igénypont szerinti virus, amelynek a ferté-
zBképessége helyreallithat6 a virusnak

(a) a modositott virusb6l hianyzo vagy abban de-

fektiv terméket vagy funkciot potld DNS-frag-
menssel transzfektalt rovarsejtekben;

(b) a moddositott virusbol hidnyzo vagy abban de-

fektiv terméket vagy funkcidt potlé DNS-frag-
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menssel stabilan transzformalt sejtvonalakban;
vagy

(c) a modositott virusbol hianyzd vagy abban de-
fektiv terméket vagy funkciot potlé DNS-frag-
menst tartalmaz6 transzgenikus rovarokban

torténd tenyésztésével.

6. Az 5. igénypont szerinti virus, amely a DNS-
fragmens expresszalasinak iranyitasara heterolég pro-
motert tartalmaz.

7. Az 1. igénypont szerinti virus, amely egy rovaro-
kat lekiizdé vagy modositd anyagot kodolé heterolog
gént is tartalmaz a virusgenomba inszertalva.

8. A 7. igénypont szerinti virus, amely rovarokat le-
kiizd6 vagy modositd anyagként toxint, neuropeptide-
ket, hormonokat vagy enzimeket tartalmaz.

9. A 7. igénypont szerinti virus, amelyben a hete-
rolég gén

(a) kozvetleniil a virus méodositott genetikai eleme-
nek helyére; vagy

(b) a virus modositott genetikai elemének szomszéd-
sagédba van inszertalva oly modon, hogy a hete-
rolog gén és a modositott genetikai elem szegre-
gécidja az utddvirusok legfeljebb 10%-aban jon
létre.

10. Eljaras a kornyezetben gazdaszervezetrdl gazda-
szervezetre csokkent terjedési képességgel rendelkezd
bakulovirus eléallitasara, azzal jellemezve, hogy

(1) a virus egy genetikai elemének modositasaval a
virust rovarokra fertézésképtelenné, de olyan szekun-
der fert6zés inicialasara képessé tessziik, amely mas ro-
varszdvetekre atterjed; és

(2) a virus fertdz6képességét helyreallitjuk a modo-
sitott virusbol hianyzo vagy abban defektiv termék
vagy funkci6 idGleges kiegészitésével, ahol a fert6zés-
sel 1étrejovo kiegészitett virus nem tartalmazza az emli-
tett termék vagy milkodés kodolasara szolgald geneti-
kai elemet.

11. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a genetikai elem modositasat egy génfunkcio
megszakitisaval vagy egy virusfunkcid megzavardsa-
val végezzik.

12. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a virus fert6z6képességét a virusnak

(a) a modositott virusbol hidnyz6 vagy abban de-
fektiv terméket vagy funkciot potlo DNS-frag-
menssel transzfektalt rovarsejtekben;

(b) a modositott virusbol hidnyz6 vagy abban de-
fektiv terméket vagy funkciot potlo DNS-frag-
menssel stabilan transzformaélt sejtvonalakban;
vagy

(c) a modositott virusbdl hianyz6 vagy abban de-
fektiv terméket vagy funkciot potlé DNS-frag-
menst tartalmazé transzgenikus rovarokban

végzett tenyésztésével allitjuk helyre.

13. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy egy heterolog promotert is alkaimazunk.

14. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy egy, a virusgenomba inszertalt rovar szabalyo-
z06 vagy modositd anyagot kodold heterolog gént is al-
kalmazunk.
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Kiadja a Magyar Szabadalmi Hivatal, Budapest
A kiadasért felel: Torécsik Zsuzsanna féosztalyvezetS-helyettes
Windor Bt., Budapest
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