A keményitd szintézisében szerepet jatszd, buazaeredetd

enzimeket kédold nukleinsavmolekulak

KIVONAT

A taldlmédny targyat képezik bilizaeredetii, izoamilaz
funkcidju fehérjét koédold nukleinsavmolekulédk és a nuklein-
savmolekulakat tartalmazdé vektorok. A taldlmany targyat ké-
pezik tovabbd a talalmadny szerinti nukleinsavmolekulékat
vagy vektorokat tartalmazdé transzgénikus novényi sejtek és
a transzgénikus noévényi sejtekbdl regeneradlhatdé novények,
amelyek megvaltozott jellemvondsu keményitdét szintetizal-
nak, szaporitdanyaguk, valamint az ezek eldadllitidsara szol-
gald eljarasok és alkalmazasuk keményité elSdllitéasara.

A taldlmany szerinti sejtekbdl, novényekbdl, valamint
szaporitdanyagukbdél nyerhetd keményitd az élelmiszeripar-
ban, valamint a csomagoldanyagok és az eldobhatdé termékek

gyartdsanal alkalmazhatéb.
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A keményité szintézisében szerepet jatszéd,

bluzaeredetd enzimeket kdédold nukleinsavmolekulak

A taladlmany targyat képezik noévényekben a keményitd
szintézisében szerepet Jjatsz6, buzaeredetll enzimet, kdze-
lebbrél egy izoamilazt kédold nukleinsavmolekulak.

A taldlmany targyat képezik tovabbad a taldlminy sze-
rinti nukleinsavmolekulakat tartalmazdé vektorok, gazda-
sejtek, novényl sejtek és novények, a ndvények szaporitd-
anyaga, valamint aikalmazésuk keményité eldallitasara.

A taldlmany targyat képezi tovabba eljdras transz-
génikus novények el&allitasara, amelyek a taldlmény szerin-
ti nukleinsavmolekuldk bevitelének kOszdnhetbéden megvalto-
zott jellemvonasu keményitét szintetizélnak.

Az utdbbi években a novényi alkotdbrészek uUjrafeldol-
gozhatdé nyersanyagokként egyre nagyobb jelentéségre tesznek
szert, ezért a biotechnoldgiai kutatads egyik iradnya ezeknek
a novényi nyersanyagoknak a feldolgozdipar sziikségleteihez

torténd adaptédléasa. Az ujra feldolgozhatd nyersanyagoknak a

Aktaszamunk: 93225-8258B/SG



lehetséges legtdbb teriileten torténé alkalmazasahoz anyagok
széles skalajat kell eldallitani.

Az olajokon, zsirokon és fehérjéken kiviil a szénhid-
ratok a ndvényekbdl szarmazb, legfontosabb, ujra feldolgoz-
hatd® nyersanyagok. A celluldzon kivil a keményitd, amely a
magasabbrendli névényekben egyike a legfontosabb raktarozéd
anyagoknak, kozponti helyet foglal el a poliszacharidok ko-
26tt. Ebben a tekintetben a buza az egyik legfontosabb ter-
ménynoévény, mivel az Eurdpal Kozésség teljes keményiltdSter-
melésének korilbelil 20%-at biztositja.

A poliszacharid keményité kémiailag egyforma egysé-
gek, glitkézmolekuldk polimerje, azonban kiilonbozé molekula-
tipusok nagyon Osszetett keveréke, amelyek a polimerizacid
fokaban, a gliik6zlancok elagazasanak eléfordulasaban és a
lanchosszban kiilonbodzhetnek, és amelyek ezenkivill szarmazé-
kok is lehetnek, példaul foszforildlt szarmazékok. A kemé-
nyité tehat nem egy egységes nyersanyag. Kulonbség van az
amiléz tipusu keményitd - amely alapvetdéen el nem agazd,
o-1,4-gliitkozid kotésekkel kotott glikézmolekulak polimerje
- és az amilopektin tipusu keményitd kozott, amely viszont
kiilonbozé elagazasokat tartalmazd glikdzlancok Osszetett
keveréke. Az eldgazasok tovabbi o-1, 6-glikozid kotések ki-
alakulasaval jonnek létre. Blzaban az amildéz tipusu kemé-
nyité a szintetizalddott keményitd koriulbeldl 11-37%-at te-
szi ki.

Ahhoz, hogy megfeleld keményitd8k a lehetd legszéle-
sebb korben, a lehetdS legtobb ipari célra alkalmazhatdk le-

gyenek, kivanatos olyan novényeket el&allitani, amelyek a



kiilénbozé felhasznalasokra kiilonosen alkalmas, médositott
keményitdt szintetizalnak. Ilyen novények eldadllitasara az
egyik lehetéség novénynemesitési eszkozok alkalmazasa. A
btiza azonban jellemzden poliploid (tetra- vagy hexaploid),
ezért novénynemesitéssel hatas kifejtése nagyon nehéz. Csak
a kdzelmiltban sikeriilt egy "waxy" (amildézmentes) buzat
eléallitani természetesen el8forduld muténsok keresztezésé-
vel [Nakamura és mtsai., Mol. Gen Genet. 248, 253-259
(1995)].

A novénynemesitési eljarasok mellett egy masik lehe-
téség a keményitét eldallitd novények rekombinans modsze-
rekkel térténd, specifikus mdédositasa. Ennek azonban eld-
feltétele a keményitd szintézisében és/vagy a keményitd mo-
dositasadban szerepet Jjatszdé enzimek azonositasa és jellem-
zése, és az ezeket az enzimeket kb6édold nukleinsavmolekulak
izoléalasa.

A keményitd szintéziséhez vezetd bioszintetikus utvo-
nalak alapvet&en ismertek. A novényi sejtekben a keményitd
szintézise a plasztiszokban torténik. A fotoszintetikusan
aktiv szovetekben ezek a plasztiszok a kloroplasztiszok, a
fotoszintetikusan inaktiv, keményitét raktédrozd szovetekben
pedig az amiloplasztiszok.

A novényekben szintetizAlt keményitd elagazasa mérté-
kének rekombinans mbédszerekkel torténd specifikus megval-
toztatasdhoz a keményité anyagcseréjében részt vevd, eld-
nydsen a keményitémolekulakba az elagazasok beviteléért
vagy bontasaért felelds enzimeket kbédold DNS-szekvenciak

azonositasa sziikséges.
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Az Ugy nevezett Q-enzimek mellett, amelyek a keményi-
témolekulakban elagazasokat alakitanak ki, az elagazéasok
pontasara képes enzimek is talalhatdk a novényekben. Ezeket
az enzimeket eldgazast bontd enzimeknek nevezik és
szubsztratspecifitasuk alapjan harom csoportra oszthatodk:

a) a pullulanazok, amelyek a pulluldnon kivil az
amilopektint is hasznositjak szubsztratként, mikroorganiz-
musokban, példaul Klebsielldban, és ndvényekben talalhatdk.
Novényekben ezeket az enzimeket R-enzimeknek nevezik.

b) az izoamiléazok, amelyek nem hasznositjak a
pullulant, hanem a glikogén és az amilopektin a szubsztrat-
juk, szintén mikroorganizmusokban és noévényekben talalha-
tok. Izoamildzokat  példaul kukoricdban [Manners &
Carbohydr. Res. 9, 107 (1969)] és burgonyédban [Ishizaki és
mtsai., Agric. Biol. Chem. 47, 771-779 (1983)] irtak le.

c) az amilo-1,6-gliitkozidadzokat eml&sokben és éleszté-
ben irtak le, és grenzdextrineket hasznalnak szubsztrat-
ként.

Cukorrépaban Li és munkatérsai [Plant Physiol. 98,
1277-1284 (1992)] csak egy, pullulanaz tipusu, elagazast
bontd enzimet tudtak kimutatni az 6t endoamilazon és két
exoamilazon kiviil. Ez az enzim, amelynek mérete koriulbelil
100 kD és a pH optimuma 5,5, a kloroplasztiszban talalhaté.
Spendétban szintén egy, elagazast bontd enzimet irtak le,
amelynek pulluladn a szubsztratja. Mind a spenétban, mind a
cukorrépdban talalt, eladgazast Dbontdé enzim aktivitasa
amilopektinnel toérténd reakcid esetén Otszor alacsonyabb,

mint pullulanazzal [Ludwig és mtsai., Plant Physiol 74 856-



861 (1984); Li és mtsai., Plant Physiol. 98, 1277-1284
(1992)].

A mezdgazdasagilag fontos, keményitét raktarozd ter-
ménynoévényben, a burgonyaban az eldagazast bontdé enzim akti-
vitasat Hobson és munkatarsai vizsgaltak [J. Chem. Soc.
1451 (1951)]. Sikeresen bizonyitottak, hogy a Q-enzimmel
szemben ennek az enzimnek nincs ladnchosszabbitd aktivitasa,
csupan az o-1,6-glitkozid kotéseket hidrolizalja. Az enzi-
met részletesen leirni azonban még nem sikeriilt. Burgonya
esetében az eldgazast bontd enzim tisztitasara szolgald el-
jarasckat és a tisztitott fehérje részleges peptid-
szekvencidjat mar kozdlték (WO 95/04826) . Spendtnal az el-
dgazast bonté enzim tisztitasat és a megfeleld cDNS izola-
14sat idékozben leirtdk [Renz és mtsai., Plant Physiol.
108, 1342 (1995)].

Kukoricaban egyenlére egy, elagazast bontd enzimnek
csak a meglétét ismertették az irodalomban. Szubsztrat-
specifitasa alapjan ezt az enzimet az izoamilazok csoport-
jahoz soroljak [lasd pl., Hannah és mtsai., Scientia
Horticulturae 55, 177-197 (1993) wvagy Garwood, Starch
Chemistry and Technology, 25-86 szerk.: Whistler, R. L.,
BeMiller, J. N., Puschall, E. F., kiad.: Academic Press San
Diego, New York, Boston (1994)]. A megfeleldé mutans neve
"sugary". A "sugary" lokusz génjét a kozelmultban klonoztak
[James és mtsai., Plant Cell 7, 417-429 (1995)]. Kukorica-
ban a "sugary" lokuszon kivil nem ismert mas génlokusz,
amely elagazast bontd enzim aktivitasaval bird fehérjéet ko-

dolna. Jelenleg annak sincs jele, hogy méas, elagazast bontd



enzimforma el&fordulna kukoricdban. Ha olyan transzgénikus
kukoricat kivanunk eldallitani, amelyben mar nincs semmi-
lyen elagazast bonto enzimaktivitéas, példaul az amilopektin
tipusu keményitd elagazasi mértékének fokozasa érdekében,
azonositani kell valamennyi, kukoricdban el&forduld, elaga-
zast bontd enzimformat és izolalni kell a megfeleld géneket
vagy cDNS-szekvenciakat.

Barmilyen keményitét raktdrozé névény, eldnydsen ga-
bonafélék, eldnydsebben buza oly médon tdrténé megvaltozta-
tasahoz, hogy médositott keményitdét szintetizaljon, tovabbi
lehet8ségként minden esetben azonositani kell az elagazasi
enzimek tovabbi izoformait kédold DNS-szekvencidkat.

A talalmany szerinti megoldas célja tehat olyan, eld-
nyésen buzabél szarmazdé nukleinsavmolekulak eldallitasa,
amelyek a keményité bioszintézisében szerepet jatszd enzi-
meket koédolnak, és amelyek olyan, genetikailag mdbdositott
novények eléallitasat teszik lehetdvé, amelyek megvaltozott
kémiai és/vagy fizikai tulajdonsagu novényi keményitdét al-
litanak eléd.

A talalmany céljat a szabadalmi igénypontokban ismer-
tetett alkalmazasi formakkal valdsitottuk meg.

A talalmany targyadt képezi egy nukleinsavmolekula,
amely buza izoamildz funkcidjaval birdé fehérjet kédol, eld-
nyosen egy olyan fehérjét, amelyet alapvetdéen a 3. vagy 7.
azonositdészamu szekvencidkban bemutatott aminosavszekven-
ciadkkal hatadrozunk meg. Elénydsen a talalmany targyat képe-
z1 egy nukleinsavmolekula, amely az 1., 2. vagy 6. azonosi-

tH6szAml szekvencidkban bemutatott nukleotidszekvenciakat



vagy ezek egy részét tartalmazza, eldnydsen az 1., 2. vagy
6. azonositdészamu szekvencidkban bemutatott kédold szakaszt
tartalmaz® molekula és a megfeleld ribonukleotid-szekven-
cidk. Kilodnosen elényds egy olyan nukleinsavmolekula, amely
tovidbbad olyan szabalyozd elemeket is tartalmaz, amelyek a
nukleinsavmolekuldk transzkripciéjat és megfeleld esetben a
transzlaciéjat biztositjdk. A taladlmany targyat képezi to-
vabba egy nukleinsavmolekula, amely a talalmadny szerinti
nukleinsavmolekuldkkal hibridizal.

A taldlmany targyat képezi tovabbad bluzaeredetidi izo-
amilazt k6dold nukleinsavmolekula, amelynek szekvenciaja az
eléz8ekben ismertetett molekuldk nukleotidszekvenciajatol a
genetikai kéd degeneréciéja miatt kiilonboézik.

A taladlmany targyat képezi tovabba egy nukleinsav-
molekula, amelynek szekvenciaja az el&dz8ekben ismertetett
szekvencidk egyikének teljes egészével vagy egy részével
komplementer.

A leirads szerinti értelemben a "hibridizacidé" kifeje-
zésen a hagyomadnyos hibridizaciés korilmények kozott, els-
nyosen sztringens korilmények kozott végzett hibridizaciot
értink, amelynek ismertetése példaul Sambrook és munkatar-
sal konyvében talalhaté [Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, 2. kiad., kiad.: Cold Spring Harbor Laboratory

Press, Cold Spring Harbor, NY (1989)].



A "hibridizacidé" elénydsen a kovetkezd koriilmények
kozott torténik:

Hibridizacidés puffer: 2 X SSC, 10 X Denhardt-oldat (Fikoll
400 + PEG + BSA, 1:1:1), 0,1% SDs,
5 mmol EDTA, 50 mmo 1 dinatrium-
hidrogénfoszfat, 250 pg/ml  hering
sperma DNS, 50 ug/ml tRNS, vagy 0,25
mol natrium-foszfat puffer, pH 7,2,
1 mmol EDTA, 7% SDS

Hibridizacidés hémérséklet: T = 65°C-70°C

Mosd puffer: 0,2 x SsSC, 0,1% SDS

Mosasi hémérséklet: T = 40°C-75°C

A taldlmény szerinti nukléinsavmolekulékkal hibridi-
z4l6 nukleinsavmolekuladk elvileg barmilyen, ilyen fehérjé-
ket expresszald buzanévénybdl szarmazd izoamiladzokat kddol-
hatnak.

A talalmany szerinti molekulakkal hibridizald
nukleinsavmolekuldk példaul buza vagy buza névényi szdveté-
nek genomi konyvtardbdél vagy cDNS-konyvtardbdél izolalhatodk.
Egy masik lehet&ségként rekombinadns eljarasokkal allithatok
eld vagy kémiailag megszintetizalhatdk.

Ilyen nukleinsavmolekulak azonositadsa és izolalasa a
taldlmany szerinti molekuldk vagy ezen molekuldk egy részé-
nek vagy ezen molekulak forditott komplementerének alkalma-
zasaval hajthatd végre, példaul a hagyomédnyos eljarasokkal
torténd hibridizacidéval [lasd példaul, Sambrook és mtsai.,

Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2. kiad., kiad.:
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Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY
(1989)].

Hibridizacidés prébaként példadul olyan nukleinsav-
molekuldk alkalmazhatdk, amelyeknek nukleotidszekvenciaja
pontosan vagy alapvetéen azonos az 1., a 2. vagy a 6. azo-
nositdészamua szekvencidk szerinti nukleotidszekvenciakkal
vagy ezen szekvenciak egy részével. A hibridizacidés proéba-
ként alkalmazott fragmensek lehetnek hagyomdnyos szinteti-
kus technolbégiak segitségével elballitott szintetikus
fragmensek, amelyeknek szekvencidja alapvetSen megegyezik a
taldlmany szerinti nukleinsavmolekula szekvenciajaval.

A taldlmany szerinti nukleinsavmolekulédkkal hibridi-
zadldé molekuldk kozé tartoznak az elbzbekben ismertetett,
taldlmdny szerinti, buzaeredetd izoamiladzt kédold nuklein-
savmolekulak fragmensei, szarmazékai és allélikus varidn-
sai. A fragmenseken nukleinsavmolekuldk részeit értjik,
amelyek elegendd hosszusdguak ahhoz, hogy az ismertetett
fehérjéket kdédoljadk. A leirds szerinti értelemben szarmazék
kifejezésen azt értjuik, hogy ezeknek a molekuldknak a szek-
vencidja az el&zbekben ismertetett nukleinsavmolekuldk
szekvenciadjatdél egy vagy tobb helyen eltér, és magas foku
homolégiadt mutat ezekkel a szekvenciakkal. A homoldgian le-—
galadbb 40%-o0s, eldénydsen legaldbb 60%-os, eldnydsen 80%-nal
nagyobb, kiulondsen elénydsen 90%-nadl nagyobb szekvencia-
azonossagot értink. Az elézbekben ismertetett nuklein-
savmolekulaktdél vald eltérések delécidbdl, szubsztitucio-

bdl, inszercidébdl vagy rekombinadcidbdl szarmazhatnak.
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A homoldégia tovabba funkcionalis és/vagy szerkezeti
azonosségot is jelent a kérdéses nukleinsavmolekuldk vagy
az altaluk kédolt fehérjék kozott. A nukleinsavmolekuldk,
amelyek az el&z&8ekben ismertetett molekuldkkal homoldégok és
ezeknek a molekuldknak a szarmazékai, rendszerint ezeknek a
molekulédknak ugyanolyan bioldégiai funkcidét kifeijtd mddosu-
ladsai. Ezek lehetnek természetesen eldforduld valtozatok,
példaul mas szervezetekbdSl szarmazd szekvencidk, vagy muta-
cidk, amelyek természetesen eléforduldé mutédcidk vagy ira-
ﬁyitott mutagenezissel kivaltott mutdcidék lehetnek. A val-
tozatok tovabba szintetikusan el&allitott szekvencidk 1is
lehetnek. Az allélikus varidnsok természetesen eléforduléd
variansok és szintetikusan vagy rekombindns DNS-techno-
6giadkkal eldallitott variansok lehetnek.

A taldlmadny szerinti nukleinsavmolekuldk kiiloénbdzs
valtozatai altal kédolt izoamildzok bizonyos jellemzd8i azo-
nosak. Példaul az enzimaktivitas, a molekulasuly, az immu-
nolégiai reakcidképesség, a konformacié és hasonldk, vagy
fizikai tulajdonsagok, példaul gélelektroforézisnél a mig-
racidés viselkedés, a kromatografids viselkedés, a szedimen-
tacidés koefficiens, az oldhatdésag, a spektroszképiai jel-
lemzC&k, a toltési jellemzd8k, a stabilitds, a pH optimum, a
hémérsékleti optimum és hasonlodk.

A taldlmany szerinti nukleinsavmolekuldk altal kédolt
fehérje eqy buzaeredetl izoamildz. Ezek a fehérjék bizonyos
fokli hasonlésagot mutatnak mas novényfajtakbdl szarmazd,

mar ismert izoamilazokkal.
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A taladlmany szerinti nukleinsavmolekuldk lehetnek
DNS-molekuldk, elénydsen cDNS vagy genomi molekulak. A ta-
ldlmany szerinti nukleinsavmolekulak lehetnek tovadbba RNS-
molekulak, amelyek példdul a taldlmany szerinti nuklein-
savmolekuldk transzkripcidéjab6él szarmaznak. A taldlmany
szerinti nukleinsavmolekuldk példaul természetes forrasok-
bdé1l nyerhetdék, vagy rekombinadns technoldégiadkkal &llithaték
eld, vagy megszintetizalhatodk.

A taldlmény targyat képezik még a taldlmany szerinti
nukleinsavmolekulaval specifikusan hibridizaléd oligo-
nukleotidok. Ezek az oligonukleotidok elénytsen legalabb 10
nukleotid, elénydsen 1legaldbb 15 nukleotid és kiildndsen
elénydsen legaldbb 50 nukleotid hossziak. A taldlmény sze-
rinti oligonukleotidok a taldlmadny szerinti nukleinsav-
molekulédkkal specifikusan hibridizalnak, azaz nem hibridi-
zdlnak vagy csak nagyon kis mértékben hibridizalnak mas fe-
hérjéket, eldénydsen mas izoamilazokat kédold nuklein-
savszekvenciadkkal. A talalmadny szerinti oligonukleotidok
példaul lancinditdéként alkalmazhatdék PCR-reakcidhoz vagy
hibridizaciés prdébaként a rokon gének izolalaséra. Alkotd-
részei lehetnek tovabba antiszensz konstrukcidknak vagy
megfeleld ribozimokat kédold DNS-molekuldknak.

A taldlmany targyat képezik tovabba az eldzbekben is-
mertetett, taldlmény szerinti nukleinsavmolekulakat tartal-
maz6é vektorok, eldédnydsen plazmidok, kozmidok, fagmidok, vi-
rusok, bakteriofagok és mas, a géntechnoldgidban szokasosan

alkalmazott vektorok. Az ilyen vektorok pro- vagy eukariédta
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sejtek transzformdlésara, eldénydsen novényi sejtek transz-
formadlasara alkalmazhatodk.

A vektorok eldnydsen lehetdvé teszik a taldlmany sze-
rinti nukleinsavmolekulak integracidéjat a ndvényi sejt
genomjaba, adott esetben szegélyezd, szabdlyozdé szakaszok-
kal egytutt. Ilyenek példaul a binaris vektorok, amelyek
Agrobaktérium kozvetitette géntranszferben alkalmazhatoék.
Elénydsen a taldlmany szerinti nukleinsavmolekuldk szensz
vagy antiszensz iranyban torténé integracidja eredményezi,
hogy transzlatalhatdé vagy adott esetben nem transzlatalhaté
RNS szintetizdlddik a pro- vagy eukaridéta sejtekben.

A "vektor" kifejezésen A4ltaldban a szakember 4ltal
ismert, megfeleld segédeszkozt értjuk, amely lehetédvé teszi
egy egyszalu vagy kettds szalu nukleinsavmolekula iranyi-
tott atvitelét egy gazdasejtbe, példaul egy DNS- vagy RNS-
virus, egy virusfragmens, egy plazmidkonstrukcié, amely
szabalyozd elemek jelenlétében vagy hidnydban alkalmas a
nukleinsavnak a sejtekbe torténd atvitelére, vagy segéd-
anyagok, mint Uvegszalak vagy fémrészecskék, amelyek példa-
ul a részecskeagyu eljarasban alkalmazhatdk, de a kifejezé-
sen olyan nukleinsavmolekulat is értiink, amely kémiai vagy
fizikai eljaréasokkal kdzvetleniil a sejtbe juttathatéd.

Egy elényts megvaldsitasi méd szerint a vektorban lé-
vé nukleinsavmolekuldk olyan szabalyozé elemekkel vannak
kapcsolva, amelyek egy transzlatdlhatd RNS transzkripciojat
és szintézisét teszik lehetévé pro- vagy eukaridta sejtek-
ben, vagy amelyek, kivant esetben, egy &4t nem irhatd RNS

szintézisét biztositjak.
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A talalmany szerinti nukleinsavmolekuldk expressziéija
prokaridta sejtekben, példaul Escherichia coliban, fontos
az ezen molekuldk altal kdédolt enzimek enzimatikus aktivi-
tasanak részletesebb jellemzése érdekében. Elénydsen a kér-
déses enzim altal szintetizalt termék a noévényi sejtekben a
keményitd szintézisében szerepet jatszéd, mas enzimek hia-
nyaban irhatdé le. Ez a mikodésre vonatkozé olyan kdvetkez-
tetések levonasat teszi lehetévé, hogy a kérdéses fehérje a
noévényi sejtben a keményitd szintézise folyamadn milyen mi-
kodést fejt ki.

A talalmany szerinti nukleinsavmolekuldkba kiilédnbdzd
mutacidk vihetdk be a molekularis biolégidban szokasos
technologiakkal [lasd pl., Sambrook és mtsai., Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, 2. kiad., kiad.: Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (1989)],
amely megvaltozott bioldgiai tulajdonsagu fehérjék szinté-
zisét eredményezheti. Egy ilyen lehetdség egyrészt delécids
mutansok eldallitasa, amelyekben olyan nukleinsav-
molekulédkat alakitunk ki, amelyekben a kédold DNS-szek-
vencia 5' vagy 3' végében egymast kovetd delécidkat hozunk
letre, amely ennek megfelelSen csonka fehérjék szintézisét
eredményezi. A nukleotidszekvencia 5'-végén levé 1ilyen
delécidék segitségével azonosithatdék az enzimnek a plasz-
iszokba toérténdé athelyezddéséért felelds aminosavszekenciak
(tranzitpeptidek). Ez lehetdévé teszi olyan enzimek iradnyi-
tott szintézisét, amelyek a kérdéses szekvencidk eltavoli-

tasanak koszonhetdéen madr nem a plasztiszban lokalizalédnak,
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hanem a citoszolban, vagy amelyek mas szignalszekvenciak
hozzdadadsaval mas kompartmentekben lokaliz&ldédnak.

Masrészrdl pontmutdcidk is bevihetd8k olyan helyekre,
ahol a megvaltozott aminosavszekvencia kihat példaul az en-
zimaktivitasra vagy az enzimszabalyozasra. Ilyen médon elé-
dllithatdk példaul olyan mutansok, amelyeknek megvaltozott
a Kp—-értéke vagy amelyeket madr nem szabdlyoznak a sejtben
normdl esetben mikodSd szabalyozd mechanizmusok alloszté-
rikus regulacidé vagy kovalens médositas utjan.

El84llithaték tovabba olyan mutansok, amelyekben a
taldlmany szerinti fehérjének megvaltozott a szubsztrat-
vagy termékspecifitadsa. El6allithatdk tovabba olyan mutan-
sok, amelyekben megvaltozott a talalmdny szerinti fehérje
aktivitas-hémérséklet profilja.

Prokariéta sejtek rekombinans médositdsanak kivitele-
zése érdekében a taldlmadny szerinti nukleinsavmolekuléak
vagy ezen molekuldk részei plazmidokba vihetd, amelyek le-
hetévé teszik a mutagenezist, vagy egy rekombindns DNS-
szekvencidkkal megvaltoztatandd szekvenciaba viheték. Bazi-
sok cserélhetdék ki, vagy természetes vagy szintetikus szek-
venciak adhaték hozzéd a hagyomdnyos eljarasokkal [Sambrook
és mtsai., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2. ki-
ad., kiad.: Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, NY (1989)]. A DNS-fragmensek egymashoz kap-
csolasa érdekében adapterek vagy kapcsoldk csatlakoztatha-
ték a fragmensekhez. Olyan miveletek is végezhetdk tovabba,
amelyekkel megfeleld restrikcids hasitdhelyek épithetdk ki,

vagy felesleges DNS-szakaszok vagy restrikcidés hasitéasi
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helyek szintetheték meg. Ahol inszercidk, delécidk vagy
szubsztitucidk megfeleldek, in vitro mutagenezis, lancindi-
t6-javitas, restrikcid vagy ligalas alkalmazhatd. Az alta-
lanosan alkalmazott analitikai eljardsok a szekvencia-
analizis, a restrikcidés analizis vagy a biokémia és a mole-
kularis bioldgia mas eljaréasai.

Egy tovabbi megvaldsitdsi mdd szerint a talalmany
targyat képezik a gazdasejtek, elénybsen pro- vagy
eukaridta sejtek, amelyeket az eldzbekben ismertetett, ta-
lalmény szerinti nukleinsavmolekulaval vagy taldlmany sze-
rinti wvektorral transtorméltunk, és a sejtek, amelyek az
ily médon transzformalt sejtekbdl képzddnek és tartalmazzak
a taldlmany szerinti nukleinsavmolekuldt vagy vektort. E18-
nyosen pro- vagy eukaridta sejtek, eldénydsen nodvényi sej-
tek.

A tald&lmany targyat képezik tovadbba az izoamildz ak-
tivitasu fehérjék, amelyeket a talalmany szerinti nuklein-
savmolekuladk koédolnak, és amelyek rekombindns technoldbgia-
val készithetdék, valamint eljarasok ezek készitésére, amely
eljaras sordn a talalmany szerinti gazdasejtet a szakember
szadmara ismert, megfeleld korilmények kozdtt tenyésztijiik,
amely lehetévé teszi a taldlmény szerinti fehérje szintézi-
sét, majd ezt kovetden a gazdasejtekbdl és/vagy a tapkdzeg-
b&l torténd izolaléasat.

A taldlmany szerinti nukleinsavmolekuldk birtokaban
lehet6ség nyilik arra, hogy rekombinadns technolbégidk segit-
ségével iranyitott mdédon beleavatkozzunk novényekben a ke-

ményité-anyagcserébe, és oly mdédon megvaltoztassuk, hogy a
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megvaltozott szintézis eredményeképpen olyan keményité joj-
jon létre, amelynek fizikai-kémiai tulajdonsagai, példaul
az amildéz/amilopektin aradny, az eldgazas mértéke, az atla-
gos lanchossz, a foszfattartalom, a zselatinosodasi visel-
kedés, a gél- vagy filmképzd tulajdonsadgok, a keményitd-
szemcse mérete és/vagy a keményitdszemcse alakja, megval-
toztak az ismert keményitéhodz képest.

A talalmany szerinti nukleinsavmolekuldk novényi sej-
tekben expresszalhatdék a kérdéses izoamiladz aktivitasanak
fokozasa érdekében, vagy olyan sejtekbe vihetdk, amelyekben
természetes allapotban nem expresszaldédik ez az enzim. A
taldlmadny szerinti nukleinsavmolekuldk expresszidjaval a
taldlmadny szerinti izoamildz természetes aktivitasanak
szintje 1is csokkentheté a noévényili sejtekben. A talalmany
szerinti nukleinsavmolekulak tovabba oly mdéddon mddosithatdk
a szakember szamara ismert eljarasokkal, hogy olyan talal-
many szerinti izoamilazokat kapjunk, amelyeket tobbé nem
befolyasolnak a sejt belsd szabalyozd mechanizmusai, vagy
amelyeknek megvaltozott a hdémérséklet-aktivitads profilja
vagy a szubsztrat- vagy a termékspecifitésa.

A talalmany szerinti nukleinsavmolekuldk névényekben
torténé expresszalasaval elvileg elérhetd, hogy a szinteti-
z416dd6 fehérje a novényi sejt barmelyik kivant kompart-
entjében lokalizalédjon. Egy bizonyos kompartmentben torté-
né lokalizacid érdekében a plasztiszokban torténdé lokaliza-
ciot biztositd szekvenciat ki kell vagni és a megmaradt koé-
dolé szakaszt kell - szikség esetén - olyan DNS-

szekvencidkkal kapcsolni, amelyek a kérdéses kompartmentben



- 17 - "

torténé lokalizaciét biztositjak. Ilyen szekvencidk ismer-
tek [lasd példaul, Braun és mtsai., EMBO J. 11, 3219-3227
(1992); Wolter és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85,
846-850 (1988); Sonnewald és mtsai., Plant J. 1l, 95-106
(1991)].

A taldlméany targyat képezi tehat eljaras olyan
transzgénikus novényl sejtek eldadllitésara, amelyeket a ta-
lalmany szerinti nukleinsavmolekuldval vagy vektorral
transzformadlunk, és ahol a taldlmdny szerinti nukleinsav-
molekula vagy vektor a noévényi sejt genomjéba integralodik,
valamint a transzgénikus novényi sejtek, amelyeket a talal-
many szerinti nukleinsavmolekula vagy vektor alkalmazasaval
transzformaltunk, és az ily mbédon transzformalt sejtekbdl
szarmazdé transzgénikus névényi sejtek. A talalmany szerinti
sejtek egy vagy tobb taldalmany szerinti nukleinsavmolekuléat
vagy vektort tartalmaznak, és ezek elénydsen olyan szaba-
lyozé DNS-elemekhez vannak kapcsolva, amelyek a névényi
sejtekbeﬁ térténd transzkripcidéjat biztositjak, eldnydsen
egy megfeleldé prométerhez vannak kapcsolva. Ilyen sejtek a
természetesen eléforduld novényi sejtektdl tobbek kozott
azaltal kiulonboztetheték meg, hogy a taldlmany szerinti
nukleinsavmolekulat tartalmazzak, amely természetes 4&lla-
potban nem fordul eld ezekben a sejtekben, vagy azaltal,
hogy egy ilyen molekula a sejt genomjaban olyan helyzetbe
éplilt be, ahol méskiilonben nem fordul eld, azaz eltérd
genomi kornyezetbe. A talalmany szerinti transzgénikus no-
vényli sejtek a természetesen eldéforduld novényi sejtektsl

tovabba azaltal is megkilonboztethetdk, hogy ezek a sejtek
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a taldlmany szerinti nukleinsavmolekula legaldbb egy koépia-
jat tartalmazzédk stabilan a genomba beépililve, adott esetben
a sejtekben természetes médon el&Sforduld ilyen molekula koéd-
pidin feliil. Ha a sejtekbe Dbevitt nukleinsavmoleku-
la/nukleinsavmolekuldk a sejtekben természetes médon mar
megtalalhaté molekulakon tul tovabbi képia/kdépidk, akkor a
taldlmadny szerinti névényi sejtek a természetesen elSfordu-
16 novényi sejtektél eldnydsen azaltal kiilénbdztethetdk
meg, hogy ez a tovabbi kbépia vagy ezek a tovabbi képidk a
genomban olyan helyen talalhatdk, ahol természetes allapot-
ban nem fordul (nak) eld. Ez példaul Southern-blot vizsga-
lattal ellendérizhetéd.

Ha a novényi genomba bevitt, taldlmdny szerinti
nukleinsavmolekula heteroldég a novényi sejttel, a transz-
énikus novényi sejtek a taladlmadny szerinti nukleinsav-
olekulak transzkriptumait &allitjak els, amelyek egyszerd
médon kimutathatdék a szakember szamara ismert eljaréasokkal,
példaul Northern-blot vizsgalattal.

Ha a bevitt, talalmany szerinti nukleinsavmolekula
homoldg a novényi sejttel, akkor a taldlmdny szerinti sej-
tek a természetesen el&forduld sejtektdl példaul a talal-
many szerinti nukleinsavmolekulak fokozott expressziéja
alapjan kiilénbéztetheték meg. A transzgénikus ndvényi sej-
tek eldénydsen a taldlmany szerinti nukleinsavmolekulak tobb
transzkriptumdt tartalmazzak. Ez példaul Northern-blot
vizsgalattal mutathatd ki. A leirds szerinti értelemben a
"tobb" kifejezésen eldnydsen legalabb 10%-nal tébb, elényo-

sen legaldbb 20%-nal tobb, kiiléndsen eldnydsen legaldbb
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50%-nal tobb transzkriptumot értiink a megfeleld, nem
transzformalt sejtekkel osszehasonlitva. A sejtek tovabba
elénydsen a taladlmany szerinti fehérje aktivitdsdnak megfe-
leld novekedését vagy csokkenését mutatjadk (legaldbb 109,
20% vagy 50%). A transzgénikus novényi sejtek ép noévényekké
regeneralhatdék a szakember szamara ismert technoldégidk sze-
rint.

A taladlmany targyat képezi tovabba eljards olyan
transzgénikus noévények eldallitasara, amelyekben egy vagy
tobb talalmany szerinti nukleinsavmolekula vagy vektor in-
tegralva van a ndvényi sejt genomjaba és a novényi sejtbsl
teljes névényt regeneralunk. A taldlmany targyat képezik
tovabba az eldbzbekben ismertetett, transzgénikus novényi
sejteket tartalmazd novények. Elvileg a transzgénikus nové-
nyek barmilyen novényfajhoz tartozhatnak, azaz nemcsak egy-
szikd, hanem kétszikl novények is lehetnek. Eldénydsen ha-
szonnovények, eldénydsen keményitdét szintetizald vagy rakta-
rozé novények, kildndsen eldnydsen rozs, Aarpa, zab, buza,
cirok és koles, szagd, kukorica, rizs, borsdk, veldborso,
manidka, burgonya, paradicsom, olajmag repce, szbjabab,
kender, 1len, napraforgd, tehénborsdé vagy nyilgydkér, eld-
nydsen buza, kukorica, rizs és burgonya.

A talalmény targyat képezik a taladlmany szerinti no-
vények szaporitdanyagai, példaul termések, magok, gumodk,
gyokértorzs, magoncok, dugvanyok, kalluszok, protoplasztok,

sejtkulturédk és hasonlodk.
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A taladlmany targyat képezi tovabba eljards moédositott
keményité eldallitasara, amely sordn az el&zdéekben ismerte-
tett, taladlmany szerinti ndvénybdsl és/vagy egy ilyen noévény
keményitét raktarozd részeibdl keményitdt vonunk ki.

A novényekbdl, eldnydsen buzabdl vagy a névények ke-
ményitét raktarozd részeibdl a keményitd kivonadsara szolga-
16 eljarasok a szakember szamara ismertek [lasd példaul,
Eckhoff és mtsai., Cereal Chem. 73, 54-57 (1996); Starch:
Chemistry and Technology, 2. kiad., szerk.: Whistler,
BeMiller és Paschall, kiad.: Academic Press Inc. London
Ltd. (1994), ISBN 0-12-746270-8, 1l4sd pl., Watson, "Corn
and sorghum starches: production"”, XII. fejezet 412-468;
Corbishley és Miller, "Tapioca, arrowroot and sago
starches: production”, XIII. fejezet 468-479; Mitch,
"Potato starch: production and uses", XIV. fejezet 479-490;
Knight és Oson, "Wheat starch: production, modification and
uses", XV. fejezet 491-506; Rohmer és Klem, "Rice starch:
production and uses", XVI. fejezet 507-528]. N&vényi anyag-
bél a keményitdé kivondsara szolgald, &ltalidnosan alkalma-
zott eszkdzbk a szeparatorok, a deritdk, a hidrociklonok,
az aeroszolszaritdék és a folyékonyagyas szaritodk.

A talédlmany szerinti nukleinsavmolekula expresszid-
janak k&szénhetéen a taladlmany szerinti, transzgénikus, no-
vényi sejtek és ndvények olyan keményitét szintetizalnak,
amelynek fizikai-kémiai tulajdonséagai, példaul az
amildéz/amilopektin arény, az eldgazds mértéke, az atlagos
lanchossz, a foszfattartalom, a zselatinosoddsi viselkedés,

a keményitdszemcse mérete és/vagy a keményitdszemcse alakja
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megvaltozott a vad tipusu ndvényekben szintetizalt keményi-
tével Osszehasonlitva. Az ilyen keményiténél eldénydsen meg-
valtozhat az ilyen keményitébdl készitett gélek viszkozita-
sa és/vagy a film- vagy gélképzdé tulajdonsdgai az ismert
keményité8kkel Osszehasonlitva.

A taldlmany targyat képezi tovadbbad a taldlmany sze-
rinti novényi sejtekbdl, novényekbdl és a szaporitdanyaguk-
b6l nyerheté keményitd, és a keményitd, amely az eldz8ekben
ismertetett, taldlmany szerinti eljaradssal nyerhetd.

A talalmany szerinti nukleinsavmolekuldk segitségével
elSadllithatdk tovédbbad novényi sejtek és novények, amelyek-
ben a taldlmany szerinti fehérje aktivitasa csokkent. Ez
szintén megvaltozott fizikai—kémiai tulajdonsagu keményitd
szintézisét eredményezi a vad tipusu novényi sejtekbdl
szarmazd keményitével Osszehasonlitva.

A taldlmany egy tovabbi targyat képezi tehat a talal-
many szerinti nukleinsavmolekulat tartalmazé transzgénikus
novényi sejt, amelyben az izoamiladz aktivitdsa csokkent a
nem transzformalt sejtekhez képest.

Csbkkent izoamildz aktivitasl novényi sejtek a talal-
many szerinti nukleinsavmolekulédk alkalmazasaval, a szakem-
ber szadmara ismert eljarasokkal nyerhetdk példaul egy meg-
feleld antiszensz RNS expresszalasaval, koszuppresszidés ha-
tast biztositd szensz RNS-sel vagy eqgy megfelelden kialaki-
tott ribozim expresszalasaval, amely specifikusan hasit
izoamilazt koédold transzkriptumokat [lasd pl., Jorgensen,
Trends Biotechnol. 8, 340-344 (1990); Niebel és mtsai.,

Curr. Top. Microbiol. Tmmunol. 197, 91-103 (1995); Flavell
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és mtsai., Curr. Top. Microbiol. Immunol. 197, 43-46
(1995), Palaqui és Vaucheret, Plant Mol. Biol. 29, 149-159

(1995); Vaucheret és mtsai., Mol. Gen. Genet. 248, 311-317
4

3, 613-621

(1995); de Borne és mtsai., Mol. Gen. Genet.
(1994)].

A taladlmény szerinti izoamiladz aktivitdsadnak csdkken-
tése érdekében eldényés csdkkenteni a novényi sejtekben az
ezt az enzimet kédold transzkriptumok szamat példaul egy
antiszensz RNS expresszaléasaval.

Egyrészt a taldlmany szerinti fehérjét koédold teljes
szekvenciat tartalmazé DNS-molekula alkalmazhatd, az eset-
leg meglévé szegélyezd szekvenciakkal egyilitt, vagy a kdédold
szekvencidnak csak részeit tartalmazdé DNS-molekulak alkal-
mazhatdk, ebben az esetben ezeknek a részeknek elegendd
hosszuaknak kell 1lenniik ahhoz, hogy antiszensz hatéast
fejtsenek ki a sejtekben. Altalaban minimadlisan 15 bp, eld-
nyosen 100-500 bp nagysagu szekvencidk alkalmazhatdék haté-
kony antiszensz gatlas kifejtése érdekében, eldénydsen 500
bazisparnadl nagyobb szekvencidk alkalmazhatdék. Rendszerint
5000 bazisparnal rovidebb, eldénydsen 2500 bazisparnal rovi-
debb szekvencidkat alkalmazunk.

A talalmany szerinti DNS-molekuldk szekvenciajaval
nagy mértékben homoldég, de nem teljesen azonos DNS-
szekvenciak 1is alkalmazhatdk. A minimadlis homoldgidnak el
kell érnie a korilbelil 65%-ot. A 95-100%-ban homoldég szek-

venciak alkalmazasa eldényds.
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A taldlmany targyat képezi eljards moédositott kemé-
nyité eldallitaséara, amely soran a taldlmany szerinti sejt-
bél vagy ndvénybdl és/vagy egy ilyen novény keményitdt rak-
tdrozd részeibdl keményitdét vonunk ki.

A talalmany targyat képezi tovabba a taldlmany sze-
rinti sejtekbdl vagy novényekbSl és a szaporitdanyagukbodl
vagy részeikbdél nyerheté keményitd, és a taladlmany szerinti
eljarassal nyerhetdé keményitéd.

A taldlmény szerinti keményitdk a szakember szamara
ismert eljarasokkal moédosithatdk, és mdédositatlan vagy mo-
dositott formajukban az élelmiszeripar vagy az élelmiszer-
iparon kiviili terileteken széles korben alkalmazhatdk.

Elvileg a talalmany szerinti keményitdék lehetséges
alkalmazasai két fontos teriiletre oszthatdék. Az egyik terii-
let a keményité hidrolizatumait ©leli fel, els&sorban a
glikézt és a glikén egységeket, amelyek enzimes vagy kémiai
eljarasokkal nyerhet6k. Ezek tovabbi kémiai médositasokhoz
és eljarasokhoz, példaul fermentdcidhoz kiindulasi anyagul
szolgalnak. A koltségek csokkentését szolgdlna egy egyszerd
és gazdasagosan megtervezett hidrolizis eljdréds. Jelenleg
ez alapvetéen enzimesen tdrténik, amilogliikozidadzok alkal-
mazasaval. Pénzligyi megtakaritads kevesebb enzim alkalmaza-
saval lehetséges. Ez a keményité szerkezetének megvaltozta-
tasaval érheté el, példaul a szemcse feliileti teriiletének
megndvelésével, Jjobb emészthet&séggel, példadul a kisebb
mértékl eldgazasoknak vagy térbeli szerkezetnek k&szénhetd-
en, amely meghatarozza az alkalmazott enzim hozzaférhetdsé-—

gét.



_24_

A masik terilet, ahol a taldlmany szerinti keményitd
alkalmazhatd, az ugynevezett nativ keményitd, amely a poli-
mer szerkezetének koszonhetden tovabbi két felhasznalasi
terliletre oszthaté.

1. Az élelmiszeripar

A keményité sok élelmiszerben hagyomanyos adalék-
anyag, amelyekben a funkcidéja alapvetden a vizes alkotdré-
szek megkotése, vagy fokozottabb viszkozitds vagy fokozot-
tabb gélesedés kialakitasa. Fontos jellemz&6k a reoldgia, az
elnyelési jellemzd&k, a duzzadasi hémérséklet, a zselatino-
sodasi hémérséklet, a viszkozitas, a sUritéképesség, a ke-
ményitd oldhatésadga, az atlatszdésadg és a gélszerkezet, a
hémérsékleti stabilitas, a nyirasi stabilitas, a savallo-
sédg, a degeneralddasra (,retrogradation”) valdé hajlam, a
filmképz& képesség, a fagyasztadsi-olvasztasi stabilitéas, a
viszkozitads allanddsaga sdéoldatokban, az emészthetSség és a
komplexképzé képesség, példaul szervetlen vagy szerves io-
nokkal.

2. Nem élelmiszeripari teriilet

Ezen a hatalmas teriileten a keményitdé segédanyagként
alkalmazhatd kiilénbozé feldolgozasi folyamatoknal vagy ada-
lékanyagként az ipari termékekben. A keményitd segédanyag-
ként torténé alkalmazadsanal elsdsorban a papir- és karton-
ipart kell megemliteni. A keményitét elsSsorban visszatar-
tdsra alkalmazzadk (a szildrd részek visszatartasara), a
toltdanyagok és a finom részek kotésére merevitd anyagként,
valamint dehidratalédsra alkalmazzdk. A keményitS kedvezd

tulajdonsagait alkalmazzak, azaz a merevségét, az erdssé-
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gét, a szilardsagat, a tapintasat, a fényét, a lagysagat, a
kotési erdsségét és a feliiletét.

2.1 Papir- és kartonipar

A papirkészitési folyamatokon beliil négy felhasznala-
si teriletet kell megkiilonboztetni, ugymint feliileti keze-
lés, bevonas, pépesités és porlasztas. A keményitSvel szem-—
beni k&évetelmények a felileti kezelésnél alapvetéen a nagy-
fokh fehérség, az igazitott viszkozitds, a magas viszkozi-
tasi stabilitas, a jo6 filmképz& képesség és a kis mértéki
porképzés. A bevonasnal a szilard anyagok tartalma, a meg-
feleld viszkozitas, a magas foku kotési képesség és a fes-
ték iranti erds affinitds jatszik fontos szerepet. A pépe-
sitésnél adalékanyagként torténdé alkalmazasban nagy jelen-
tésége van a gyors, egyenletes, veszteségmentes eloszlasa-
nak, a nagy mechanikai szildrdsaganak és a papirszovedékben
torténd teljes megmaradasanak. A keményitének a porlasztas
(,spraying”) teriiletén torténé alkalmazasanil ismét az iga-
zitott sziléardanyag-tartalom, a magas viszkozitds és az
erds kotési képesség fontos.

2.2 Ragasztdipar

A keményit8k egyik fontos felhasznalasi teriilete a
ragasztdéipar, ahol a lehetséges alkalmazéds négy alteriiletre
oszthatd: a tiszta keményitdépaszta alkalmazasa, a specidalis
vegyszerekkel kezelt keményitépaszta alkalmazasa, a kemé-
nyitének adalékanyagként torténd alkalmazadsa szintetikus
gyantakhoz és polimer diszperzidkhoz, és a keményitdnek
szaporitbanyagkeént torténd alkalmazasa szintetikus ragasz-

toknal. A keményité alapl ragasztdk 90%-at a hullampapir-
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termelés, a papirzacskdk és -zsakok elSallitéasa, a papir és
aluminium Osszetett anyagok eldallitéasa, kartondobozok
gyartasa és boritékok és bélyegek szamara ragasztbdanyagok
el8adllitédsa és hasonldk teriletén alkalmazzak.

2.3 Textilipar és textilapolasi termékek ipara

A keményitnek segédanyagként és adalékanyagként tor-
ténd alkalmazédsédnak egyik fontos teriilete a textil és tex-
til &polasi anyagok termelésének terlilete. A textiliparon
belil a kovetkezd négy terlilet kiilonbéztethetd meg: a kemé-
nyitének irezé anyagként torténd alkalmazédsa, azaz segéd-
anyagként a dekatédlasnal (,smoothing”) és a dekatalasi vi-
selkedés erdsitésére a szOvés soran alkalmazott nyujté
er8ktsl vald védelem érdekében, valamint a szdvés sordn a
kopasallbésag novelése érdekében, a keményitének textil ki-
készitd anyagként torténd alkalmazasa, elénydsen mindséget
rontd eldékezelések utan, példaul fehérités, festés és ha-
sonlék utédn, a keményitének slirité anyagként torténd alkal-
mazasa a festékpasztak készitésénél a szinfolyds megakada-
lyozaséara, és a keményitdének adalékanyagként torténd alkal-
mazasa fényezd8 anyagokhoz a varrédéfonalaknal.

2.4 EpitSanyagok ipara

A keményitének adalékanyagként torténd felhasznilasa-
nak negyedik terilete az épitdanyagok eldallitasa. Példaul
a gipszkartonlapok gyartasa, ahol a gipszpéppel kevert ke-
ményité a vizzel gélt képez, a gipszmag felilletére diffun-
dal és ott osszekdti a kartont a maggal. A keményitd fel-
hasznalasanak egy masik tertilete a vakolathoz és asvanyi

rostanyagokhoz torténd keverése. A kész betonkeveréknél a
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keményit&termékeket a kotés lassitdsa érdekében alkalmaz-
zak.

2.5 Talajstabilizalas

A keményitdétermékek egy masik piaca a talajstabiliza-
16k termelése, amelyeket a talajrészecskéknek a viztdl vald
atmeneti védelmére alkalmaznak, amikor a talajt mestersége-
sen megforgatjak. Jelenlegi ismereteink szerint a keményitd
és polimer emulzidk keverékébdl &llé termékek ugyanolyan
jok, mint a korédbban alkalmazott termékek az erdzid- és ké-
regcsokkentd hatas tekintetében, de jelentdsen olcsdbbak.

2.6 Terményvédd termékeknél és tragydknal torténd al-

kalmazéas

A keményitd felhasznalasanak egyik teriilete a ter-
ményvedS szerként torténd alkalmazdsa a termékek specifikus
tulajdonsagainak megvaltoztatasa érdekében. A keményitd a
terményvédd szerek és tragyak nedvesedd képességének foko-
zadsara alkalmazhatd, az aktiv alkotdrészek éllenérzbtt fel-
szabadulasara, a folyékony, 1ill6 és/vagy rossz szagu aktiv
alkotérészeknek mikrokristalyos, stabil, formalhaté anya-
gokka torténé atalakitasadra, egymassal ©ssze nem férd ve-
gylletek elegyitésére és a hatas id&étartamanak a lebomlés
csdkkentésével torténd meghosszabbitasara alkalmazhatéd.

2.7 Gybgyaszati, orvosi és kozmetikai ipar

A felhasznalas egy masik terillete a gydgyaszati, or-
vosi és kozmetikai ipar. A gybdgyaszati iparban a keményitd
tablettak kotdanyagaként vagy a kapszulakban 1évé kétdanyag
higitasara alkalmazhaté. A keményitd ezenkiviil tabletta

diszintegransként is alkalmazhatdé, mivel lenyelés utan fo-
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lyadékot sziv magaba és rovid idén belil oly mértékben meg-
dagad, hogy az aktiv alkotdérész felszabadul. Az orvosi si-
kositd porok vagy sebhintéporok minéSségi okokbdl keményité
alapuak. Kozmetikai teriileten a keményitét példaul por ala-
ki adalékanyagok, példaul illatanyagok és szalicilsav, hor-
dozdjaként alkalmazzak. A keményitd felhasznadlasanak egyik
viszonylag nagy teriilete a fogkrémek gyartasa.

2.8 Keményitdének szénhez és briketthez térténd adago-

lasa

A keményitdé felhaszndlasénak egyik teriilete a szénhez
és brikettekhez adalékanyagként torténd alkalmazasa. Kemé-
nyitd hozzaadasaval a szénbdl nagy mennyiségben agglomera-
tum vagy brikett képezheté, ami megakadalyozza a brikett
idSé eldtti szétesését. Grillszén esetében a hozzdadagolt
keményité mennyisége eléri a 4-6%-ot, nagy energiaju szén
esetében a 0,1-0,5%-ot. A keményitének kdtdanyagként torté-
né alkalmazasa egyre nagyobb jelentdségre tesz szert, mivel
a karos anyagok kibocsatédsa jelentdsen csdkkenthetd kemé-
nyitének a szénhez vagy briketthez térténé hozzaadéséaval.

2.9 Erciszap és széniszap feldolgozasa

A keményitd uUlepitészerként alkalmazhatd az érciszap
és széniszap feldolgozasa teriletén.

2.10 Ontodei segédanyag

Az adalékanyagként torténd felhasznalasanak egy to-
vabbi tertlilete az 6ntodei segédanyagként torténd alkalmaza-
sa. Szamos Ontési folyamatnal sziikség van kétSanyagokkal
kezelt homokbdl készitett magra. KotSanyagként manapsag el-

sésorban bentonitot alkalmaznak, amelyet médositott kemé-
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nyitével kezelnek, tulnyomdérészt duzzadasra képes keményi-
tékkel.

A keményitd hozzaaddsa a folyékonysdg novelését és a
kotési erS fokozasat szolgalja. A duzzadésra képes keményi-
téd a termék kialakitasa soran eldalld egyéb kovetelmények-
nek is eleget tesz, példaul hideg vizzel elkeverhetd, hid-
ratalhatd, homokkal elegyedik és nagy vizkotd képességgel
bir.

2.11 Gumiiparban torténdé alkalmazas

A gumiiparban a keményitét a technikai és vizualis
minéség javitasara, a felillet fényességének fokozasara, a
tapintas és a megjelenés javitdsara alkalmazzak, és e cél-
bél hintenek szét keményitdét a gumi még ragacsos feliiletén
a hideg vulkanizalas eldtt, valamint a gumi nyomasallésaga-
nak fokozasa érdekében.

2.12 Bbrhelyettesitdk eldallitasa

Mbédositott keményiték bérhelyettesitédk termelésére is

eladhatodk.

2.13 Keményitd a szintetikus polimerekben

A polimerek terlletén a kovetkezd teriileteket kell
attekinteni: a keményitd bomlastermékek alkalmazadsa a fel-
dolgozasi folyamatban (a keményit8 csak toéltSanyagként
szolgal, nincs koézvetlen kotés a polimer és a keményitd ko-
z0tt), vagy egy mésik lehetdség a keményitd bomlastermékek
alkalmazadsa a polimerek gyartasdban (a keményitd és a poli-

mer egy stabil kotést képez).
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A keményitdének csupén tdltdanyagként toérténd alkalma-
zasa nem Jjelent konkurenciat mas anyagok szamara, példaul
talkum szadmara. Az azonban mas, amikor a keményitd specifi-
kus tulajdonsagai hatést gyakorolnak, és 1igy Jjelentdsen
megvaltoztatjdk a végtermék jellemz&&inek korét. Erre egy
példa a keményitétermékeknek a hére lagyuld mlanyagok, pél-
ddul a polietilén feldolgozasédban torténd alkalmazasa. Eb-
ben az esetben a keményitét és a szintetikus polimert
0sszesajtolassal 1:1 aranyban egyesitik, ami egy nyers
masszat eredményez, amelybdl granulalt polietilénnel kiildén-
bozé termékek alakithatdk ki a hagyomanyos technolégiakkal.
A keményitének polietilén filmekben torténd alkalmazasaval
lireges testekben magasabb foku permeabilitéas, vizparaval
szemben fokozottabb permeabilitas, jobb antisztatikus wvi-
selkedés érhetd el, kevésbé alakul ki akadaly és vizes tin-
t4dval jobban nyomtathatd.

Egy masik lehetéség a keményitének poliuretan habok-
nal torténdé alkalmazéasa. Keményitészarmazékok megfeleld al-
kalmazéséval és a folyamatmérnoki optimalizdlassal iranyi-
tott médon szabdlyozhatdé a szintetikus polimerek és a kemé-
nyité hidroxil-csoportjai kozotti reakcidé. Ez egy olyan po-
liuretdn filmet eredményez, amelynek a keményitdnek kdszédn-
het8en a kovetkezdék a jellemz&i: csokkent hétadgulasi koef-
ficiens, csOkkent &sszehuzdédasi viselkedés, jobb nyomas-
feszilési viselkedés, vizparaval szemben fokozottan &atjar-
haté anélkul, hogy a vizfelvétel megvaltozna, csdkkent
gyulladasképesség és csoOkkent végsé huzdszilardsag, az ég-

hetd részek nem képeznek cseppeket, halogénektdl mentes és
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lassabb az elhasznaldédas. A még meglévé hatranyok a gyen-—
gébb nyomtathatdésag és lUitésalldsag.

A termékfejlesztés jelenleg mar nem csak a filmekre
korlatozédik. Otven szazalékndl nagyobb keményitdtartalmu
szilard polimertermékek, példaul viragcserepek, lapok és
edények 1is eld8allithaték. A keményitd/polimer keverékek
azért is eldnydsebbek, mivel a bioldgiai lebonthatésaguk
sokkal jobb.

A keményitével oltott polimerek rendkiviil nagy viz-
megkotd kapacitasuk miatt valtak igen fontossa. Ezek a ter-
mékek egy keményitdbdsl 4116 vazbdl és egy szintetikus mono-
mer oldaliranyu. szovedékébdl allnak, amely a szabad gyok
lancmechanizmusanak elvét koévetve oltédik be. A jelenleg
hozzaférhetd, keményitdvel oltott polimerek jobb vizkstd és
-megtartd képességlikkel tilnnek ki - a keményitd egy gramm-
jara vonatkoztatva akar 1000 g vizet is meg tud kotni-
amely er6s viszkozitadssal parosul. Ezeknek a kivaléd
abszorbednsoknak a felhaszndlasi teriilete az utdbbi években
jelentdésen szélesedik, és ilyen termékek higiéniai teriile-
ten, példaul pelenkdaknal és egészségiigyi betéteknél, és me-
z8gazdasagi tertileten, példaul magbevondknal alkalmazhatodk.

Az Uj, genetikailag mdédositott keményitd8k felhasz-
nadlasanal dontd fontossagu egyrészrdl a szerkezet, a viz-
tartalom, a fehérjetartalom, a lipidtartalom, a rosttarta-
lom, a hamu/foszfat tartalom, az amildéz/amilopektin aréany,
a molekulatomeg-eloszléads, az eladgazds mértéke, a szem-
cseméret és szemcsealak és a kristalyossag, masrészrél pe-

dig azok a Jjellemzdk, amelyek a kovetkezd tulajdonsagokat
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befolyasoljdk: &ramlasi és elnyelési viselkedés, zselati-
nosodasi hdémérséklet, viszkozitds, a viszkozitas stabili-
tasa sb6oldatokban, sitritdképesség, oldhatdsag, gélszerkezet
és a gél atlatszdsaga, hdéstabilitas, nyirdsi stabilités,
savalldésag, degeneraldédasra vald hajlam, gélképzés, fa-
gyasztasi-olvasztasi stabilitas, komplexképzés, jodkotés,
filmképzés, kotberS, enzimstabilitas, emészthetdség és re-
aktivitas.

A médositott keményitdék rekombindns médszerrel torté-
né eldallitasa egyrészrdl megvaltoztatja a névénybS8l szar-
mazd keményitdé tulajdonsagait oly mddon, hogy tovabbi moédo-
sitasok kémiai vagy fizikai eszkozokkel mar nem sziksége-
sek. Masrészr&8l a rekombindns eljaréasokkal megvaltoztatott
keményitdékén tovabbi kémiai mébdositasok végezhetdk, amelyek
tovabbi minéségi javulést eredményeznek néhany, az eldz8ek-
ben ismertetett felhasznadlédsi teriileten. Ezek a kémiai moé-
dositasok &ltalaban ismertek. Ilyenek példadul a hékezelés,
a szerves vagy szervetlen savakkal torténd kezelések, az
oxidacid és az észteresités utjan torténd moédositasok, ame-
lyek példaul foszfatkeményitdk, nitratkeményitdk, szulfat-
keményitd8k, =xantatkeményitdk, acetdtkeményitdk és citrat-
keményitdk kialakulasat eredményezik. Egy- vagy tobbértéki
alkoholok erdés savak jelenlétében keményitSéterek elddlli-
tdsadra alkalmazhatok, amely keményité-alkil-éterek, O-
allil-éterek, hidroxi-alkil-éterek, O-karboxi-metil-éterek,
nitrogéntartalmiu keményitdéterek, foszfattartalmu keményi-

t6éterek, kéntartalmu keményitSéterek, keresztkdtéses kemé-
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nyiték vagy keményitédvel oltott polimerek kialakuladséihoz
vezet.

A taldlmany szerinti keményitdék egy eldényds alkalma-
zdsa egyrészrdél a csomagoldanyagok és az eldobhatéd termékek
eldallitasa, valamint masrészrdl az élelmiszerek vagy élel-
miszer-nyersanyagok eldallitésa.

A talalmany szerinti nukleinsavaknak noévényi sejtek-
ben szensz vagy antiszensz orientéacidéban torténd
expresszaldsa érdekében a nukleinsavak a noévényi sejtekben
torténdé transzkripcidé biztositasara szolgadld szabalyozd
elemekhez kapcsolhatdk. Ilyenek példaul elénydsen a
prométerek, a serkenték és a terminatorok. Altalaban barmi-
lyen, novényi sejtekben aktiv prométer alkalmazhaté az
expresszidra.

A prombéterek oly mdédon valaszthatdk, hogy konstitutiv
médon, vagy csak egy bizonyos szovetben, a novényi fejlddés
egy bizonyos idépontjaban vagy kiulsé tényezdék altal megha-
tarozott, eqgy bizonyos id&épontban toérténjen az expresszid.
A novényhez képest a promdbter homoldg vagy heterolég lehet.
Alkalmas promdéterek példaul a karfiol mozaikvirus 35S-RNS-
prombter és kukorica ubiquitin-prométer konstitutiv
expresszidhoz, a patatin B33-promdter [Rocha-Sosa és
mtsai., EMBO J. 8, 23-29 (1989)] gumdéspecifikus
expresszibhoz, vagy egy olyan prométer, amely csak foto-
szintetikusan aktiv szovetekben biztositja az expressziot,
példdul az ST-LSl-promdéter [Stockhaus és mtsai., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 84, 7943-7947 (1987); Stockhaus és

mtsai., EMBO J. 8, 2445-2451 (1989)], vagy pedig
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endospermiumra specifikus expresszidhoz a buza AMG-
prométer, az USP-promdéter, a phaseolin-prométer vagy kuko-
rica zein génjeibdl szarmazd promdterek.

Terminacidés szekvencidk szintén jelen lehetnek, ame-
lyek a transzkripcidé megfeleld befejezdédését biztositjak és
a transzkriptumhoz egy poli-A-véget kapcsolnak, amelynek
funkciéja feltehetdleg a transzkriptumok stabilizaléasa.
Ilyen elemek leirasa az irodalomban megtalalhaté [lasd,
Gielen és mtsai., EMBO J. 8, 23-29 (1989)], és kivansag
szerint cserélhetdk.

A taladlmany targyat képezik buzaeredetii, izoamilaz
funkciéju fehérjét kddold nukleinsavmolekuldk. A talalmény
szerinti nukleinsavmolekuldk lehetdévé teszik teszik ennek
az enzimnek az elSallitésat, a keményitd bioszintézisében
vald funkcidéjanak azonositasat, valamint olyan, rekombinans
technoldgiaval megvaltoztatott novények eldallitasat, ame-
lyekben ennek az enzimnek az aktivitdsa megvaltozott, és
igy a novényekben oly médon megvaltozott keményitd szinte-
tizaldédik, amelynek szerkezete és fizikai-kémiai tulajdon-
saga megvaltozott.

Elvileg a taladlmany szerinti nukleinsavmolekuléak
olyan novények elballitdsédra is alkalmazhaték, amelyekben a
talalmany szerinti izoamilaz aktivitadsa fokozédott vagy
csokkent, mig ezzel egy id&ben a keményitd szintézisében
szerepet jatszd, mas enzimek aktivitdsa megvaltozik. A no-
vényekben az izoamilaz aktivitasanak megvaltozdsa megvalto-
zbtt szerkezetd keményitd szintézisét eredményezi. Egy

izoamilazt vagy alkalmas antiszensz konstrukciéokat kdédold
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nukleinsavmolekulak tovadbba olyan noévényi sejtekbe viheték,
amelyekben az endogén keményité-szintdzok vagy elagazast
kialakitdé enzimek szintézise mar gétolva van [lasd pl., WO
92/14827 szami nemzetkozi kozzétételi irat vagy Shannon és
Garwood, Starch: Chemistry and Technology, 2. kiad., 25-86
szerk.: Whistler, BeMiller és Paschall, kiad.: Academic
Press, London (1984)].

Kivant esetben a transzformalt novényekben a keményi-
t8 bioszintézisében szerepet jatszd szadmos enzim szintézi-
sének gatlasa érdekében a transzformacidé olyan DNS-
molekuldkkal torténik, amelyek egyidejlileg tobb, a kérdéses
enzimeket kbé6doldé szakaszt tartalmaznak antiszensz orienta-
cidéban eqgy alkalmas prombéter ellendérzése alatt. Itt is le-
hetséges, hogy mindegyik szekvencia a sajat promdétere elle-
nérzése alatt &alljon, vagy a szekvencidk fuzidként irhatédk
at egy kapcsolt promdterrdl, vagy egy kapcsolt promdéter el-
lenérzése alatt &llhatnak. Ez utdébbi lehetédséget altalédban
eldnyben részesitik, mivel ebben az esetben a kérdéses fe-
hérjék szintézisét nagyjabdél azonos mértékben kell gatolni.
Ami az 1ilyen konstrukciéban alkalmazott, egyedi, kédoléd
szakaszok hosszat illeti, az elézbekben, az antiszensz
konstrukcidk eléadllitasaval kapcsolatban ismertetettek itt
is érvényesek. Elvileg nincs felsé hatdra az egy ilyen DNS-
molekuldban 1év§ antiszensz fragmenseknek, hogy egyetlen
prométerrdl indulva atirddjanak. A képzddS transzkriptumnak
azonban eldénydsen kisebbnek kell lennie 10 kb-nal, eldnyo-

sen 5 kb-nal.
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Az ilyen DNS-molekuldkban elhelyezkedd kdédold szaka-
szok mas, antiszensz orientacidban 1lévé kbddold szakaszokkal
egyitt egy alkalmas prombéter moégoétt olyan DNS-szekven-
cidkbdél szarmazhatnak, amelyek a kovetkezd fehérjéket ko-
doljak: szemcséhez kotott keményitS-szintdzokat (GBSS I és
II, "granule-bound starch synthase") és oldhaté keményitdé-
szintdzokat (SSS I és II, "soluble starch synthases"), el-
dgazasokat kialakitd enzimeket (izoamildzok, pullulanéazok,
R-enzimek, elagazasokat kialakitd enzimek és elagazasokat
bonté enzimek), keményité-foszforildzokat és diszpropor-
cionalé enzimeket. Ez a felsorolas csak példaul szolgal.
M&s DNS-szekvenciak is alkalmazhatdék ilyen kombindcidk ki-
alakitasénak céljara.

Ilyen konstrukcidk sokféle enzim szintézisének egy-
idejli gatlasat teszik lehetdvé az ezekkel a konstrukcidkkal
transzformadlt novényi sejtekben.

A konstrukcidk olyan novénymutansokba is bejuttatha-
ték, amelyek sériiltek egy vagy tobb, a keményitd bioszinté-
zisében részt vevS génben [Shannon és Garwood, Starch:
Chemistry and Technology, 2. kiad., 25-86 szerk.: Whistler,
BeMiller és Paschall, kiad.: Academic Press, London
(1984)]. Ezek a sérilések a kovetkezé fehérjékhez kapcso-
16dhatnak: szemcséhez kotott keményitdS-szintdzok (GBSS I és
II), oldhaté keményité-szintdzok (SSS I és 1I), elagazaso-
kat kialakitdé enzimek (BE I és II, "branching enzyme"), el-
agazéasokat bontd enzimek (R-enzimek), diszproporciondld en-
zimek és keményité-foszforilazok. Ez a felsorolads csak pél-

daul szolgal.
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Ez a mdédszer sokféle enzim szintézisének egyideju
gatlasat teszi lehetévé az ezekkel a konstrukcidkkal
transzformalt novényi sejtekben.

Idegen géneknek magasabbrendli noévényekbe torténd be-
vitelére szamos kldénozd vektor all rendelkezésre, amelyek
egy E. coli replikacidés szignalt és eqgy, a transzformalt
bakteridlis sejtek kivalogatasara szolgald markergént tar-
talmaznak. Ilyen vektorok példadul - a pBR322, a pUC-
sorozatok, az Ml3mp-sorozatok, a pACYC1l84 és hasonldék. A
kivant szekvencia a vektorba egy megfeleld restrikcidés ha-
sitdsi helybe épithetd be. Az igy nyert plazmidot alkalmaz-
zuk FE. coli sejtek transzformaldsadra. A transzformalt E.
coli sejteket alkalmas tapkozegen szaporitjuk, majd ezt ko-
vetden Osszegyldjtjik és lizaljuk. A plazmidot kinyerjiik. A
kinyert plazmid-DNS jellemzésére 4&ltaldnosan alkalmazott
eljarasok a restrikcibés analizisek, a gélelektroforézis és
egyéb biokémiai és molekularis biolégiai eljarasok. Minden
egyes manipulacidé utédn a plazmid-DNS hasithatd és a képzdds
DNS-fragmens mas DNS-szekvencidkhoz kapcsolhaté. Mindegyik
plazmid-DNS-szekvencia azonos vagy eltérd plazmidokba
kléonozhatd.

Sokféle technoldégia 4ll rendelkezésre egy novényi
gazdasejtbe a DNS bejuttatasara. Ilyen technolégidk példaul
a novényli sejtek t-DNS-sel torténd transzformacidja transz-
formacids eszkozként Agrobacterium tumefaciens vagy
Agrobacterium rhizogenes alkalmazasaval, a protoplaszt-

fuzidé, az injektalas, a DNS elektroporacidja, a DNS bio-
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lisztikus médszerrel tdrténd bevitele, és hasonld lehetdsé-
gek.

A DNS-nek injektdléassal vagy elektroporacidval torté-
né bejuttatdasa a novényi sejtekbe onmagadban nem kivan kiilo-
nésebb megfontolasokat az alkalmazott plazmiddal szemben.
Egyszerd plazmidok, példaul pUC-szarmazékok alkalmazhatodk.
Azonban ha ép noévényeket kivanunk regenerdlni az ilyen,
transzformadlt sejtekbdl, altalaban egy szelekcidés markergén
jelenléte is sziikséges.

A kivant génnek a ndvényi sejtbe torténd bejuttatasa-
ra alkalmazott eljarastdl fliggéen tovabbi DNS-szekvenciak
is sziikségesek lehetnek. Ha példaul Ti- vagy Ri-plamidokat
alkalmazunk a novényi sejtek transzformaladsdra, a T-DNS Ti-
és Ri-plazmidjanak legaldbb a jobb oldali, de gyakran a
jobb és bal oldali hatérainak is kapcsolédnia kell szegé-
lyez8 szakaszokként a bejuttatandd génnel.

Ha agrobaktériumokat alkalmazunk a transzformacidhoz,
a bejuttatandé DNS-t specifikus plazmidokba kell klénozni,
vagy egy kozvetitd vektorba vagy egy bindris vektorba. A
kozvetitd vektor az Agrobacterium Ti- vagy Ri-plazmidjéba
homolég rekombinacidéval épithetd be a T-DNS-ben 1évé szek-
venciadkkal homoldg szekvencidknak koszonhetden. A kdzvetitd
vektor tartalmazza a vir-szakaszt is, amely a T-DNS A&tvi-
teléhez szikséges. A koOzvetitd vektorok Agrobacteriumban
nem tudnak szaporodni. A kozvetitd vektor Agrobacterium
tumefaciensbe egy "helper", segité plazmid segitségével,
konjugacidéval viheté at. A bindris vektorok E. coliban és

Agrobacteriumban is képesek szaporodni. Egy szelekcids gént
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is tartalmaznak és egy linkert vagy polilinkert, amelyeket
a bal és Jjobb oldali T-DNS hatérszakaszok szegélyeznek.
Ezek kozvetlenul transzformalhatok Agrobacteriumba [Holster
és mtsai., Mol. Gen. Genet. 163, 181-187 (1978)] A gazda-
sejtként funkciondld Agrobacteriumnak hordoznia kell egy
vir-szakaszt tartalmazdé plazmidot. A vir-szakasz a T-DNS-
nek a novényi sejtbe torténdé bejutdsdhoz sziikséges. Egyéb
T-DNS 1is Jjelen 1lehet. Az ilyen mddon transzformalt
Agrobacterium novényi sejtek transzforméaldsdra alkalmazha-
té.

A T-DNS alkalmazasat novényi sejtek transzformdlasara
intenziven kutatjidk és leirdsa megtaldlhaté a kovetkezd
publikacidkban: EP 120516; Hoekema, "The Binary Plant
Vector System", 5. fejezet, Offsetdrukkerij Kanters B. V.,
Alblasserdam (1985); Fraley és mtsai., Crit. Rev. Plant
Sci. 4, 1-46 és An és mtsai., EMBO J. 4, 277-287 (1985)].

A DNS-nek a novényi sejtbe torténd bejuttatasa érde-
kében novényi explantdtumokat Agrobacterium tumefaciens
vagy Agrobacterium rhizogenes sejtekkel egyiitt tenyésztiink.
A fertdzott novényi anyagbdl (pl., levéldarabokbél, szarda-
rabokb6l, gyokérbd&l, vagy akar protoplasztokbdél vagy szusz-
penzids tenyészetben szaporodd noévényi sejtekbdl) ép noveé-
nyek regeneralhatdék egy alkalmas tapkézegen, amely tobbek
kozott bizonyos cukrokat, aminosavakat, antibiotikumokat
vagy biocidokat tartalmaz a transzformalt sejtek kivaloga-
tasa érdekében. A képzd8dd novényekben a bevitt DNS megléte
vizsgalhatd. Méas lehetéségek is ismeretesek idegen DNS be-

juttatasara, példaul biolisztikus eljaras vagy protoplaszt-
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transzformacié alkalmazasa [lasd pl., Willmitzer, L.,
"Transgenic plants", Biotechnology, A Multi-Volume
Comprehensive Treatise, 2. kotet, 627-659 szerk.: Rehm, H.
J., Reed, G., Pihler, A., Stadler, P., VCH Weinheim-New
York-Basel-Cambridge (1993)].

A kétszikl novények Ti-plazmid-vektorrendszerrel tor-
téné transzformacidja Agrobacterium tumefaciens segitségé-
vel alaposan kidolgozott, a legujabban megjelent kozlemé-
nyek szerint azonban akar egyszikl novények transzformaciéd-
ja is elvégezhetd Agrobacterium alapui vektorokkal [Chan és
mtsai., Plant Mol. Biol. 22, 491-506 (1993); Hiei és
mtsai., Plant J. 6, 271-282 (1994)].

Mas lehet&ségek az egyszikll novények transzformacid-
jara a biolisztikus médszer segitségével tdrténd transzfor-
macibé, a protoplaszt-transzformacidé vagy a protoplasztok
fizikai vagy kémiai uton kivaltott DNS-felvétele, példaul a
részlegesen permeabilizdlt sejtek elektroporéacidja, az
uvegszal segitségével torténd DNS-atvitel, a DNS makro-
njektalédsa a viragzatba, a DNS mikroinjektdldsa a mikro-
poérakba vagy a proembridkba, a DNS-felvétel a csirazé pol-
lennel és az embridk DNS-felvétele duzzadassal [attekintés:
Potrykus, Physiol. Plant 269-273 (1990)].

Az eld&zbekben emlitett transzformdcidés rendszer koziil
harmat: a szovet elektroporaciéjat, a protoplasztok transz-
formacidéjat és a regeneralhatd szovetbe vagy sejtekbe ré-
szecskebombazas utjan torténd DNS-atvitelt kiilonboz8 gabo-

nafélékre mar kidolgoztdk [4ttekintés: Jiahne és mtsai.,

Euphytica 85, 35-44 (1995)].
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Buza transzformédldsara kiilonb6zdé eljaradsokat irtak le
az irodalomban [&ttekintés: Maheshwari és mtsai., Critical
Reviews in Plant Science 14(2), 149-178 (1995)], Hess és
munkatédrsai [Plant Sci. 72, 233 (1990)] makroinjekcidés el-
jarast alkalmaznak a pollen és az agrobaktériumok egymas
kozelségébe hozasdra. Az nptlI-gént, mint szelekcids mar-
kert hordozd plazmid mozgdsat Southern-blot vizsgdlattal és
NPTII-vizsgalattal mutattak ki. A transzformansok normélis
fenotipust mutattak és termékenyek voltak. Kanamicin-
rezisztenciat két egymast kovetd generacidban mutattak ki.

A kirepitett mikrorészecskékhez kotétt DNS-sel torté-
né bombazas utan regeneralt, elsd$, termékeny, transzgénikus
buzanovényrdél Vasil és munkatarsai szamoltak be
[Bio/Technology 10, 667-674 (1992)]. A bombazas célszdvete
embriogén kalluszkultura volt (C-tipusd kallusz). Az alkal-
mazott szelekcios marker a bar-gén volt, amely
foszfinotricin-aciltranszferazt kédol és' igy rezisztenciat
biztosit a foszfinotricin gyomirtd szerre. Week és munka-
tarsai [Plant Physiol. 102, 1077-1084 (1993)] és Becker és
munkatarsai [Plant J. 5(2), 299-307 (1994)] egy masik rend-
szert ismertettek. Ennél a DNS-transzformacid célszovete az
éretlen embrié sziklevele volt, amelyet egy eldzetes 1in
vitro szakaszban szomatikus embridk képzésére indukaltak. A
Becker és munkatarsai (lasd fent) altal kifejlesztett rend-
szerben a transzformacibés hatékonysag 1 transzgénikus no-
vény 83, "Florida" valtozatu embridé koéziul, amely lényegesen

nagyobb a Weeks és munkatdrsai rendszerével elérhetd
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transzformacibés gyakorisagndl, amely 1-2 transzgénikus no-
vény 1000, "Bohnwhite" valtozatu embrid koziil.

A Becker és munkatarsai (lasd fent) kifejlesztette
rendszer szolgdl alapul a példakban ismertetett transzfor-
macids kisérletekhez.

Amint a bejuttatott DNS a novényi sejt genomjaba in-
tegraldédik, rendszerint stabil marad és az eredeti, transz-
formalt sejt utdéddaiban megmarad. Altalaban tartalmazza az
eléz8ekben ismertetett szelekcids markerek egyikét, amely a
transzformdlt noévényi sejteknek példaul rezisztenciat biz-
tosit egy gyomirtd szerre, példaul foszfinotricinre, vagy
egy antibiotikumra, példaul kanamicinre, G418-ra,
bleomicinre vagy higromicinre, vagy amely szelekci6ét tesz
lehetdvé bizonyos cukrok vagy aminosavak jelenlétének vagy
hidanyanak alapjan. Az egyedi esetben valasztott marker le-
hetévé teszi tehat a transzformalt sejtek kivalogatasat a
bejuttatott DNS-t nem tartalmazdé sejtek koziil.

A novényen bellill a transzformdlt sejtek a szokasos
médon szaporodnak [lasd, McCormick és mtsai., Plant Cell
Reports 5, 81-84 (1986)]. A képz8dd novények normalisan
fejldédnek és hibridizalnak olyan novényekkel, amelyeknek
ugyanolyan transzformalt vagy masmilyen csiraplazmdjuk van.
A képzddS hibridegyedeknek ennek megfelels fenotipusos tu-
lajdonsagaik vannak. A novényi sejtekbdl magok nyerhetdk.
. Két vagy tobb generacidét kell felnevelni ahhoz, hogy megbi-
zonyosodjunk arrdl, hogy a fenotipusos jellemvonads stabilan

megmarad és 0roklédik. A magokat be kell gydjteni ahhoz,
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hogy megbizonyosodjunk arrdél, hogy a kérdéses fenotipus

vagy mas jellemvonas megmaradt.

A kovetkezd példak csak szemléltetik a taldlmanyt és
semmiképpen sem korlatozzak.

1. Klbénozéasi eljarasok

E. coliba torténé kldnozashoz a pBluescript II SK je-
1d vektort (Stratagene) alkalmaztuk.

2. Baktériumtorzsek

E. coli DH5a torzsét (Bethesda Research Laboratories,
Gaithersburg, USA) alkalmaztuk a pBluescript vektorhoz és
az antiszensz konstrukcidkhoz. Az E. coli XL1-Blue tOrzset
alkalmaztuk az in vivo kivagéashoz.

3. Az éretlen buzaembridk transzformaléasa

Tépkézegek:
MS: 100 ml/l1 makrosdk
1 ml/1 mikrosdk
2 ml/1 vas/natrium-EDTA
30 g/1 szacharéz
[Becker, D. és Loérz, H., Plant Tissue Culture Manual B12,
1-20 (1996)]
#30: MS + 2,4-D (2 mg/1)
#31: MS + 2,4-D (2 mg/l) + foszfinotricin (PPT, a BASTA
gyomirtd szer aktiv komponense) (2 mg/l)
#32: MS + 2,4-D (0,1 mg/l) + PPT (2 mg/l)

#39: MS + 2,4-D (2 mg/l) + 0,5 N mannit/0,5 N szorbit



- 44 -

A feltintetett tapkdzegeket pH 5,6-ra allitjuk kali-
um-hidroxiddal és 0,3 % Gelrite-tel szilarditjuk.

Az éretlen buzaembridk transzformadldsara szolgald el-
jadrast Becker és Lorz [Becker, D. és Lorz, H., Plant Tissue
Culture Manual B12, 1-20 (1996)] fejlesztette ki és optima-
lizéalta.

Az aladbbiakban ismertetett kisérletekben a Becker és
Lorz (lasd fent) altal kifejlesztett eljarashoz ragaszkod-
tunk.

A transzformadcidhoz a buzakalaszokat a szemtermések-
kel a beporzas utédni 12-14 napos fejlédési 4llapotban be-
gydjtottik és a felluletiliket sterilizdltuk. Az izolalt szik-
leveleit #30 jeld indukcids tapkozegre helyeztilk hipo-
kotillal a téapkdzeg felé.

Kett8-négy napos elbétenyésztést kovetden (26°C, so-
tétben) az explantatumokat #39 jeld tapkozegre helyeztiik at
az ozmotikus eldtenyésztés érdekében (2-4 éra, 26°C, sotét-
ben) .

A biolisztikus transzformadcidhoz eqgy 1lovésnél koril-
beltil 29 png aranyrészecskét'alkalmaztunk, amelyre elézéleg
néhany pg cél-DNS-t csapattunk ra. Mivel a végrehajtott ki-
sérletek kotranszformédcidésak, a célgén és egy rezisztencia
markergén (bar-gén) 1:1 aranyu keverékébdl 4&llé6 cél-DNS-t
adtuk a kicsapd oldathoz.

4. A DNS-fragmensek DIG jeldblése

A szlrbévizsgalati prbdbaként alkalmazott DNS-
fragmenseket egy specifikus PCR-rel jeldltik, DIG-gel je-

161t dUTP (Boehringer Mannheim, Germany) beépiilésével.



- 45 - .e .E' cig “‘.

A példakban alkalmazott tépkdzegek és oldatok:
20 X SSC: 175,3 g natrium-klorid
88,2 g natrium-citrat
bidesztillalt vizzel 1000 ml-re tdltve
PH 7,0 10 N natrium-hidroxiddal
A pTaSUBA-plazmidot a DSMZ-nél Braunschweigban, Német
Szovetségi Koztarsasdg, letétbe helyeztilk a Budapesti Szer-
z6dés értelmében DSM 12795 szamon, valamint a pTaSU19-
plazmidot DSM 12796 széamon.
1. példa

Buzabdl (Triticum aestivum L., cv Florida) szarmazd

izoamildzt kbédold cDNS azonositdsa, izolalasa és jellemzése

Bluza izoamilaz izoformat ("sugary") koédold cDNS azo-
nositasa érdekében heteroldg szirdvizsgdlati stratégiat ko-
vettink. Ennek sordn buza cDNS-konyvtarat egy kukorica ere-
detd "sugary" prébaval szlrtiink.

A prébat ("sugary"” préba) kukorica cDNS-koényvtarbsdl
izolaltuk specifikus lancinditdk segitségével PCR-
amplifikaciéval. A kukorica cDNS-konyvtarat a beporzas uta-
ni 13, 17, 19, 20, 22, 25 és 28 napos (DAP) szemtermések
egyforma aradnyu keverékébdl szarmazd, Lambda Zap II vektor-
ban 1lévé poli(A)+RNS-bSl klénoztuk a gyartd uUtmutatasai
szerint (Lambda Zap II-cDNS Synthesis Kit Stratagene GmbH,
Heidelberg, Germany). Minden alkalmazott szemtermésbdl, a
13 napos magok kivételével, eltavolitottuk az embridét az

RNS-izoladlast megelézden.
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A buza cDNS-konyvtar szlrdvizsgalatara probaként al-
kalmazott DNS-fragmenst a kovetkezdé lancinditdk alkalmaza-
saval amplifikéltuk:

sulp-1: 5'AAAGGCCCAATATTATCCTTTAGG3' (4. azonositd-
szamu szekvencia)

sulp-2: 5'GCCATTTCAACCGTTCTGAAGTCGGGAAGTC3' (5. azo-
nositdészami szekvencia)

A PCR-reakcidhoz alkalmazott templat az amplifikalt
kukorica eredetidi cDNS-konyvtar 2 upl-e volt. A PCR-reakciod
ezen kivil 1,5-3 mmol magnézium-kloridot, 20 mmol Tris-
HCl-t (pH 8,4), 50 mmol kalium-kloridot, 0,8 mmol dNTP-
keveréket, 1 pmol sulp-la-lancinditét, 1 pmol sulp-2-
lancinditét és 2,5 egység Tag-polimerazt (rekombinadns, Life
Technologies) tartalmazott.

Az amplifikacidét Trioblockban végeztiik (Biometra) a
kovetkezd bedllitéassal: 4 min/95°C; 1 min/95°C, 45 sec/58°C;
1 min 15 sec/72°C; 30 ciklus 5 min/72°C. Az amplifikalt, ko&-
riilbelil 990 bp nagysagu DNS-savot agardz gélben elvalasz-
tottuk és kivagtuk. Egy masodik amplifikdciét [hiadny] ebbél
a fragmensbdl az el&zbekben ismertetett felallitassal. Az
ebb61l a masodik amplifikacidébdél nyert 990 bp fragmenst
BamHI restrikcidés enzimmel hasitottuk egy 220 bp és egy 770
bp nagysagu fragmensre. Miutan a "sugary" fragmenst agardz
gélben elvalasztottuk, a savot kivagtuk, a fragmenst izo-
laltuk, és a proébat DIG-gel jeloltik. Otszaz ng "sugary”
fragmenst alkalmaztunk a digoxigeninnel torténdé véletlen-
szerd lancinditdé-jelodléshez. Tiz mikroliter véletlenszeriien

kivadlasztott lancinditét adtunk a jeldlendd fragmenshez és
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a reakcidelegyet 5 percen keresztiil 95-100°C-ra melegitet-
tiuk. A felmelegités utan 0,1 mmol 4dATP-t, 0,1 mmol dGTP-t,
0,1 mmol dCTP-t és 0,065 mmol dTTP-t, 0,035 mmol
digoxigenin-11-dUTP-t (Boehringer Mannheim), Klenow-puffert
(hagyomanyos) és 1 egység Klenow-polimerazt adtunk a reak-
cibdelegyhez. A reakcidt egy éjszakadn keresztiill szobahdmér-
sékleten végeztik. A Jjeldlés ellenbrzésére egy dot-
vizsgalatot hajtottunk végre a gyartdé utmutatadsai alapjan
("The DIG System User's Guide for Filter Hybridization",
Boehringer Mannheim, Germany).

A buza cDNS-konyvtarat Lambda Zap II vektorban 1lévé,
koriilbeliil 21 napos ("starchy" endospermium) szemtermések
poli (A) +RNS-bd1l szintetizaltuk a gyartd utmutatdsai szerint
(Lambda Zap II-cDNS Synthesis Kit, Stratagene Gmbh,
Heidelberg). A cDNS-koényvtar titerének meghatarozasa 1,26 x
10° plakképzé egység/ml elsédleges titert eredményezett.

A bliza cDNS-konyvtaranak szilir6vizsgadlatdra koriilbelil
350000 fagot teritettiink. A fagokat teritettik és a hagyo-
manyos mobédszerek szerint blottot készitettliink réluk. A fil-
tereket el8hibridizéaltuk, majd 5X SSC, 3% blokkold
(Boehringer, Mannheim), ©0,2% SDS, 0,1% natrium-lauril-
zarkozil és 50 pg/ml hering sperma DNS tartalmi oldatban
hibridizaltuk 55°C-on. A Jjeldlt "sugary" prébat 1 ng/ml
koncentraciéban adtuk a hibridizacidés oldathoz és egy éj-
szakan keresztiil hibridizaltuk. A filtereket 2 x 5 percig
mostuk 2 x SSC-ben, 1% SDS-ben szobahdémérsékleten; 2 x 10
percig 1 x SSC-ben, 0,5% SDS-ben 55°C-on; 2 x 10 percig 0,5

X SSC-ben, 0,2% SDS-ben 55°C-on. A pozitiv klbénokat tovabbi

%

e
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szlirévizsgalati ciklusokkal valogattuk ki. Egyedi kldénokat
in vivo kivagassal pBluescript SK fagmidokként kaptuk meg
(a médszer azonos a gyartd utmutatasaval, Stratagene,
Heidelberg, Germany).

Miutan a klénokat miniprep médszerrel és a plazmid
DNS restrikcidés emésztésével vizsgaltuk, a pTaSU19 Jjeld
klént a DSMZ-nél, Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, DSM 12796 szamon letétbe helyeztik, és
részletesebben megvizsgaltuk.

2. példa

A pTaSUl9-plazmidokban 1évé cDNS-inszercidk szekven-

ciavizsgalata

A pTaSuUl9-bédl plazmid-DNS-t izoldltunk és a cDNS-
inszercidk szekvenciajat didezoxinukleotid-eljarassal meg-
hataroztuk [Sanger és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
74, 5463-5467 (1977)].

A TaSU19-klénban 1évd inszert 2997 bp nagysagu és egy
részleges cDNS. A nukleotidszekvenciajat az 1. azonosito-
szamu szekvenciaban mutatjuk be. A kordbban mar kozzétett
szekvenciakkal torténd Osszehasonlitéas kimutatta, hogy az
1. azonositdészami szekvencia szerinti szekvencia egy kbédoléd
szakaszt tartalmaz, amely homoldégiat mutat mas szervezetek-
b&8l szarmazdé izoamilazokkal.

A szekvenciavizsgalat azt is kimutatta, hogy a cDNS-
szekvencidban két intron talalhatdé a 297-396 helyzetben (1.

intron) és az 1618-2144 helyzetben (2. intron). Ha ezeket

az intronokat eltavolitjuk, egy olyan fehérjeszekvencia
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alakul ki, amely homoldégidt mutat méds szervezetek izo-
miladzainak fehérjeszekvenciajaval.

Az 1. azonositdészadmu szekvencia szerinti szekvencia
k6dold szakaszainak megfeleld aminosavszekvenciat a 3. azo-
nositdészamu szekvencidban mutatjuk be.

3. példa

A pTa-alpha-SU1l9 jeld novényi transzformacids vektor

eldallitasa

A TaSU19-cDNS-nek megfeleld antiszensz RNS
expresszalasa érdekében a pTA-alpha-SUl9 Jjeld novényi
transzformaciés vektort készitettiik el a pUC19 Jjeld
alapplazmidb6él a pTA-alpha-SU1l9 plazmid cDNS-inszerciéjénak
ubiquitin-prométer 3'-végéhez antiszensz orientacidban tor-
téndé kapcsolédsaval. Ez a prombéter kukorica ubiquitin-1 gén-
jének elsé, a4t nem irddd exonjdbdl és elsd intronjadbdl 411
[Christensen, A. H. és mtsai., Plant Molecular Biology 19,
675-689 (1992)]. A polilinker részei és a NOS-terminator a
pActl.cas-plazmidbdél szarmaznak (CAMBIA, TG0063; Cambia,
GPO Box 3200, Canberra ACT 2601, Australia). Vektorkonst-
rukcidkat ezzel a terminadtorral és pActl.cas-on alapuld
konstrukcidkat McElroy és munkatarsai ismertetnek
[Molecular Breeding 1, 27-37 (1995)]. Az igy kialakitott
vektort pUbi.cas-nak jeldltik.

A vektort a Ta-SU19-klénbdél egy 2 kb fragmens Xbal
restrikcidés enzimmel torténé hasitésaval klénoztuk. A
fragmens végeit Klenow-reakciéval kitoltottik, és ezt kove-
téen a pUbi.cas expresszidés vektor Smal kldénozd helyébe

ligaltuk.
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Az igy kialakitott expresszidés vektort Ta-alpha-SUl9-
nek Jjeloljik és a fentiekben ismertetettek szerint buza
transzformalasara alkalmazzuk.

4. példa

Buzabodél (Triticum aestivum L., cv Florida) szarmazd

izoamildzt ("sugary-1" homoldg) kbédold tovabbi cDNS izola-

lasa és jellemzése

Buzaeredetd cDNS-konyvtarat egy "sugary" prodbaval
szuirtiink, amely a pTaSU1l9-klén eqgy részét, az 1. azonositd-
szadmi szekvencia 489-1041 nukleotidjait képviseli.

A cDNS-konyvtar sziUrdvizsgalatdra alkalmazott, buzara
specifikus, digoxigeninnel 3jelolt "sugary" prébat PCR-
amplifikaciéval készitettiik.

A reakcidban alkalmazott 1lancinditdék a kovetkezdk
voltak:

SUS01l: 5'-GCT TTA CGG GTA CAG GTT CG-3' (8. azonosi-
tészamu szekvencia), és

SUSO2: 5'-AAT TCC CCG TTT GTG AGC-3' (9. azonosito-
szamu szekvencia)

A reakcidéban 1 ng pTaSUl9-plazmidot alkalmaztunk
templatként. A PCR-reakcid tovabba 300-300 nmol SUSOl- és
SUSO2-lancinditét, 100-100 pmol dATP, dGTP, dCTP
nukleotidokat, 65 pmol dTTP-t, 35 pumol digoxigenin-11-dUTP-
t (Boehringer Mannheim), 1,5 mmol magnézium-kloridot, 2,5
egység Tag-polimerédzt és 10 pl 10-szeresen koncentralt Tag-
polimerdz reakcidépuffert (mindkettd Life Technologies) tar-
talmazott. A reakcid végtérfogata 100 pl. Az amplifikaciét

PCR-késziilékben (TRIO® Thermoblock, Biometra) végeztik a
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kbvetkezé hdémérsékleti beallitasokkal: 3 min 95°C (egy-
szer); 45 sec 95°C — 45 sec 55°C — 2 min 72°C (30 ciklus);
5 min 72°C (egyszer). Egy 553 bp nagysagi fragmenst kap-
tunk. A digoxigenin-11-dUTP-nek a PCR-termékbe torténd be-
épllését az agardéz gélben torténd csokkent mobilitassal le-
hetett kimutatni egy digoxigenin-11-dUTP nélkiili kontroll-
reakcid termékével O6sszehasonlitva.

Az 1. példa szerinti, szemtermés-specifikus, blzaere-
detl cDNS-kényvtarat a képzddd, digoxigeninnel jelslt pro-
baval szirtik.

A hibridizacids lépést egy éjszakan keresztiil végez-
tik 5x SSC, 0,2% SDS, 0,1% natrium-laurilszarkozil és 50
ug/ml hering sperma DNS tartalmi oldatban 68°C-on 1 ng/ml
digoxigeninnel jeldlt prdbaval. A hibridizacidé utén a fil-
tereket a kovetkezdk szerint mostuk: 2 x 5 min 2x SSC-ben,
1% SDS-ben szobahdémérsékleten; 2 x 10 min 1x SSC-ben, 0,5%
SDS-ben 68°C-on; 2 x 10 min 0,5x SSC-ben, 0,2% SDS-ben 68°C-
on. A pozitiv klénokat legalédbb két tovabbi szlrdévizsgalati
ciklus alapjan valasztottuk ki. A  pBluescript SK
fagklénokbdl a plazmidokat in vivo kivagassal nyertiik (a
gyartdé  utmutatéasai szerint, Stratagene, Heidelberg,
Germany) . A kinyert klénok restrikcids vizsgalata utan a
pTaSU8BA-klont a Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und
Zellkulturen gyljteményében letétbe helyeztiik DSM 12795

szamon, és részletesebben vizsgdltuk.
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5. példa

A pTaSUBA-plazmidban 1lév8 cDNS-inszert szekvencia-

vizsgéalata

A pTaSU8A-plazmidban 1év6 cDNS-inszert nukleotid-
szekvenciajat didezoxinukleotid-eljarassal hataroztuk meg
(6. azonositdszamu szekvencia).

A pTaSUBA-klénban 1évé inszercid 2437 bp nagysagu és
egy részleges cDNS. A korabban mar kdzzétett szekvenciakkal
torténd o0sszehasonlitas kimutatta, hogy a 6. azonositdészamu
szekvencia szerinti szekvencia egy kdédold szakaszt tartal-
maz, amely homoldgiat mutat mas szervezetekbdl szarmazd
izoamilé&zokkal. Hasonldé médon a pTaSUBA-kloén kdHdold szaka-
szabol szarmazd fehérjeszekvencia, amelyet a 7. azonosito-
szamu szekvencidban mutatunk be, homoldégiadt mutat més szer-
vezetek izoamilazanak fehérjeszekvencidjaval. A pTaSUl9-
klén (1. azonositdészamu szekvencia) és a pTaSUBA-kldén (6.
azonositészami szekvencia) szekvenciainak Osszehasonlitéasa
96,8%-0s hasonlésdgot mutatott ki. A szekvencidkban a leg-
tobb eltérés a cDNS-ek 3' &t nem irddd szakaszaban talédlha-
t6. A kddold szakasz szekvencidiban 1évé tobbi kiilonbség a
kovetkeztetett fehérjeszekvenciakban (3. és 7. azonosito-
szami szekvencidk) oOsszesen 12 helyen okoz eltérést az ami-
nosavakban. A pTaSUl9-ben és a pTaSUBA-ban 1év& cDNS-ek nem

azonosak és buza izoamilaz izoformait kdédoljak.
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6. példa

A pTa-alpha-SU8A novényl transzformdcidés vektor eld-

allitasa

A TaSUBA cDNS-ének megfeleld antiszensz RNS
expresszalidsa érdekében a pTA-alpha-SU8A Jjelli névényi
transzformaciés vektort készitettiik el a pUC19 Jjeld
alapplazmidb6l a PCR-amplifikacibéval elSallitott TASUSA
cDNS egy részének ubiquitin-prométer 3'-végéhez antiszensz
orienticidéban torténd kapcsolasadval. Ez a promdter és a ku-
korica ubiquitin-1 génjének elsd, &t nem irddd exonjabdl és
elsé intronjabél 4&ll [Christensen, A. H. és mtsai., Plant
Molecular Biology 1, 675-689 (1992)]. A polilinker részei
és a NOS-termindtor a pActl.cas-plazmidbdél szarmaznak
(CAMBIA, TGO0063; Cambia, GPO Box 3200, Canberra ACT 2601,
Australia). Vektorkonstrukcidkat ezzel a termindtorral és
pActl.cas-on alapuldé konstrukcidékat McElroy és munkatarsai
ismertetnek [Molecular Breeding 1, 27-37 (1995)]. A
ubiquitin-prométert, a polilinkert és a NOS-terminéatort
tartalmazé, a pUCl9-en alapuld vektort pUbi.cas-nak jelol-
tik.

A pTa-alpha-SU8A-kldénozdsa érdekében a TaSUBA-cDNS
egy korulbelul 2,2 kb fragmensét, azaz a 6. azonositdszamu
szekvencia szerinti szekvencia 140-2304 helyzeteit PCR-rel
amplifikaltuk.

A reakcidban alkalmazott 1lancinditdék a kovetkezdk
voltak:

SUEX3: 5'-GCG GTA CCT CTA GAA GGA GAT ATA CAT ATG GCG

GAG GAC AGG TAC GCG CTC-3' (10. azonositdszamu szekvencia)
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SUEX4: 5'-GCT CGA GTC GAC TCA AAC ATC AGG GCG CAA
TAC-3' (11. azonositdszamu szekvencia).

A reakcidéban 1 ng pTaSUBA-plazmidot alkalmaztunk
templatként. A PCR-reakcidé tovabba 300-300 nmol SUEX3- és
SUEX4-lancinditét, 200-200 pmol dATP, dGTP, dCTP és dTTP
nukleotidot, 1,6 mmol magnézium-kloridot, 60 mmol Tris-SO,—
et (pH 9,1), 18 mmol amménium-szulfatot és 1 pul Elongase®
enzimkeveréket (Tag-polimeraz és DNS-polimeraz keveréke,
Life Technologies) tartalmazott. A reakcid végtérfogata 50
ul. Az amplifikdciét PCR-késziilékben (TRIO® Thermoblock,
Biometra) végeztik a kovetkezd hémérsékleti bedllitasokkal:
1 min 94°C (egyszer); 30 sec 95°C — 30 sec 55°C — 2 min 30
sec 68°C (30 ciklus); 10 min 68°C (egyszer). A reakcid egy
2205 bp nagysagu DNS-fragmenst eredményezett.

A 2,2 kb nagysagu terméket KpnI-gyel és Sall-gyel
emésztettilk és a Kpnl-gyel és Sall-gyel el&zetesen emész-—
tett pUbi.cas expresszids vektorba ligdltuk. A képzddé no-
vényi transzformacidés vektort pTa-alpha-SU8A-nak jeloltiik
és az elézbekben ismertetettek szerint buza transzformila-

sara alkalmaztuk.
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gat
Azsp

395

aac
Asn

gtg
val
410

ctt
Leu

cct
Pro
425

ctt
Leu

gga
Gly

440

gga
Gly

gge
Gly
455

tgg
Tzp

gag
Glu
470

act
Thr

gat
Asp

cta
Leu

cac

His
cacctggatt
tgtatgcata
ttaacaccca
cggtgaataa
atattgattt
taaagaaagg
gtaagatgaa

tttggtttct

ctc
Leu

aat
Asn

gga
Gly

tac
Tyr

tat
Tyr

caa
Gln

aag
Lys

ggg
Gly

Leu

tte
Phe

aga

gca

tat
Tyr

gtt
val

ggc
Gly

gta
val

tac
Tyr

Pro

aac
A3n

tgt
Cys
365

tac
Tyr
360

tgg
Trp

tcc
Ser

ata
Ile

gga gct
Gly Ala

act
Thr

cca
Pro

gte
val

aag
Lys
445

ggt
Gly
460

caa
Gln

cgg gac
Arg Asp

475

ttt
Phe

gct
Ala
490
cag
Gln
505
ttttatatat
tgeatttggce
acttgccaat
tccactgaaa
gccccectaa
aaaacgactt

tgccaaattt

ctagaaatca

ggt
Gly

ggt ttt

accacatgat
taagaagtat
gaaggaacat
aattccagce
aagaagccat
catactttet
aattfgtcgg

aaccagtaac

Gly Phe RAla

Lys Gly

350

-
cac<

Ris

aat
Asn

gtg
Val

acg
Thr

atg
Met

acc
Thr

Glu

cct
Pro

gaa
Glu

aga

Phe Tyr

agtt
vzl
370

gtg

atg
Met
385

cat
RHie

tcc
Sexr

ggt
Gly

400

ata
Ile
415

ceca
Pro

ctt
Leu

cca
Pro
430

att
Ile

ctc
Leu

tte
FPhe

cct
Pro

att
Ile

gtg
Val

gce gaa

Glu
495

gatacacatc
tagtgtatac
agggctttgt
atgtcatttt
ctcagaatte
atcggtgcta
ataatttgat

ttgttattgg

gaa
Glu

att
Ile

gct
Ala

cac
His

cgt
Arg
480

tgt
Cys

ggt
Gly

gac
.Asp

gac
Asp

atg
Met

gaa
Glu

gca
Ala
450

aat
Asn

tgg
Trp
465

tte
Phe

caa
Gln

ett tgt
Leu Cys

gtaagttgtg gcaatacttg taaatgagtt

taaatatata
actagtgcta
agttatctta
ttaggggggg
ataggtaagt
acttagctcg
ctgttattca

cactgcaact

X

1212

1260

1308

135¢

1404

1452

1500

1548

1596

1647

1707

1767

1827

1887

1947

2007

2067
2127



tcttattgat taatcag

ttt
Phe

aat
Asn

aat
Aen

ttg
Leu
565

tgt
Cys

tat
Tyr

tat
Tyr

cac
His

ctt
Leu
645

cat
Hie

ttt
Phe

acc
Thr

cgq

cte
Leu
125

ta

Val

aag
Lye

cac
His
550
tet
Ser

cte
Leu

ggc
Gly
gte
val
oga
€30
gge
Gly

cag
Gln

tce
Ser

agc
Ser
tag
710

acc
Thr

tgt
Cys

aag
Lye
535

aat
Asn

gtc
val

atg
Met

cac
His

aat
Asn
615

ttec
Phe

cte
Leu

ect
Pro

atg
Met

cac
Hia
695

gsa
Glu

gac
Asp

gca
Ala
520

tac
TYr

ctt
Leu

aaa
Lys

gtt
val

aca
Thr
600

tat
Tyx

tgc
Cys

gag
Glu

999
Gly

aaa
Lys
680

tta
Leu

cecg
Pro

gac
Asp

8 -

gca gga gga agg aaa cct tgg cac agt atc aac

Ala Gly Gly Arg Lys Pro Trp His Ser Ile Asn
51¢C

cat
His

aat
Asn

age
Ser

aga
Arg

tct
Sex
585

Lys

ttt
Phe

tgc
Cy3

gac

aag
Lys
665

gat

cecg
Pro

gtg
val

Tta
Leu

gat
Asp

tta
Lleu

tgg
TP

ttg
Leu
570

caa
Gln

999
Gly

cge
Arg

ctc
Leu

ttt
Phe
650

cet
Pro

gaa
Glu

gec
Ala

gtg
val

cct
Pro
730

gg2a
Gly

cca
Pro

aat
Asn
555

agg
Arg

gga
Gly

ggc
Gly

tag
Trp

atg
Met
€35

cca
Pro

gat
Asp

aga
Axg

gtt
Val

gac
Asp
715

gat
Asp

tte
Phe

aat
Asn
540

tgt
Cys

aag
Lya

gtt
val

aac
Aan

gat
620
ace

Thr

acg
Thr

tgg
Trp

cag
Gln

gtt
Val
700

aca
Thr

cge
Arg

aAma .
-

Thr
525

g99
Gly

ggg
Gly

agg
Arg

cca
Pro

aac
Asn
605

aaa
1iys

aaa
Lys

gcc
Ala

tct
Ser

ggc
Gly
685

gag
Glu

gge
Gly

gct
Ala

ctg
Leu

gag
Glu

gag
Glu

cag
Gln

atg
Met
590

aat
Asn

aaa
Lys

tte
Phe

aaa
Lys

gag
Glu
670

gag
Glu

cte
Leu

aag
Lys

ctc
Leu

gaa
Glu

atg
Met
575

tte
Phe

aca
Thr

gaa
Glu

cge

cgg
655

aat
Asn

atc
Ile

cca
Pro

cca
Pro

acc
Thr
735

gat
Asp

aac
Asn

gga
Gly
560

ege

tac
Tyx

tac
Tyr

caa
Gln

aag
Lys
640

ctg
Leu

agc
Sex

tat
Tyr

gag
Glu

gca
Ala
720

ata
Ile

ttg
Leu

aga
Arg
545

gaa
Glu

aat
Asn

atg
Met

tgc
Cys

tac

Tyx
625

gag
Glu

cag
Gln

cga

gtg
val

cge
Arg
705

cca
Pro

cac
Bis

gta
Val
530

gat
Asp

tte
Phe

tte
Phe

ggt
Gly

cat
His
610

tct
Sexr

tgc
Cys

tgg
Trp

tte
Phe

gce
Ala
690

geca
Ala

tac
Tyr

cag
Gln

515

aca
Thr

gga
Gly

gca
Ala

ttt
Phe

gat
Asp
595

gat
Asp

gag
Glu

gag
Glu

cat
His

gtt
val
675

tte
Phe

g99
Gly

gac
Asp

ttc
Phe

tat
Ty

gaa
Glu

aga
Arg

gtt
Val
580

gaa
Glu

tct
Ser

ttg
Leu

ggt
Gly

ggt
Gly
660

gec
Ala

aac
Asn

cge
Arg

ttec
Phe

tcg
Ser
740

X

2177

2225

2273

2321

2369

2417

2465

2513

2561

2609

2657

2705

2753

2801

2848



59

cat
His

ttc ctc
Phe Leu

tac tee
Tyr Ser
745

aac cte tac

cecc atg
Asn Leun Tyr

Pro Met
750

ctc age tac
Leu S8er Tyr

tca
Ser

tcg gtc 2897
Ser val

| 75585

ate
Ile

cta gta
Leu Val

ttg cgz=
Leu Arg

¢ct gat gtt
Pro Aep Val

tga gag
* Glu

acc aat ata
Thr Asn Ile

tac
Tyr

agt aaa 2945

taa
4

tat gte
Tyr Val

760

tat atg
Tyr Met

775

(210)
(211)
(212)
(213)

(222)

ggtcggggec
tcggegaggt
aggacgagcc
gaatgcccge
ccggceggage
ggttgecctce
tgcaatttaa
cttgaccece
cacaacatge
cttgatgttt
tatggtgttce
ccatatagca
gtaatatatg
ccgggtactt
tgtattgaat
aagatgaact
tcaggcggga
gaggctcaca
ggtaatgaga
cttgcaccca
catcctgtag

gttgatggtt

2
2997
DNS

Triticum

2

ggegecgege
gtgcgeegeg
ggtggcgéag
gccgetggge
caccgcegeg
cgagtagagt
gttttgtact
tqatgagtcg
tttacgggta
ccaatgtegt
cagcgegtgg
cgtttgattg
agatgcactt
tcattggagce
taatgccetg
tttggggata
taaaaaactg
aacggggaat
atggtccaat
agggagagtt
ttcgtcaatt

ttcgtrttga

765"

Ser Lys

770

taaaaaaaaa aazaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaa

aestivum

ctgegacggt
gttgtcgagg
gacaggtacg
gccaccgcgce
gcgetctgee
tcatcagcett
ggggcaaatg
gaccgggaac
caggttcgac
ggtggatcct
taacaattge
ggaaggcgac
gegtggatte
tgtgtcgaag
ccatgagtte
ttctaccata
tgggcgtgat
tgaggtgate
attatcattt
ttataactat
cattgtagat

tcttgecatcc

L. dv.

ggcgacccaa
cggcgacgaa
céctcggcgg
tcgceggegg
tcttcacgee
tgcgtgegee
ctgcaggata
gtgtggcatg
ggcacctttg
tatgctaagg
tggcotcaga
ctacctctaa
acgaagcatg
cttgactatt
aacgagctgg
aacttectttt
gccataaatg
ctggatgttg
aagggggtcg
tctggetgtg
tgtttaagat

ataatgacca

Florida

tgcgacggeg
ggtagaggac

‘cgcgtgcagy

ggtcaatttc
agaagatctc
gecgegeecect
gggtgaccga
tettcatega
ctectcactg
cagtgataag
tggctggeat
gatatcctca
attcaagcaa
tgaaggagct
agtactcagc
caccaatgac
agttcaaaac
tcttcaaceca
ataatactac
ggaatacctt
actgggtgac

gaggttccag

gggaaggggg
gagggggagy
gtgctcgeeg
gccgtctatt
aaggeggtgg
tttttgggece
ggaggttcce
aggcgagctg
cgggecactac
ccgaggggag
gatccctett
aaaggacctg
tgtagaacat
tggagttaat
ctcttettee
aagatacaca
ttttgtaaga
tacagctgag
atactataté
caactgtaat

ggaaatgcat

tctgtgggat

2997

6C
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320



ccagttaacg
gttacteccac
attgctgaag
gtttggtctg
gatggatttg
agttgtggca
acatgatgat
~gaagtattaq
ggaacatagg
tccagccatg
aagcecatcte
actttctate
ttgteggata
cagtaacttg
cttggcacag
catataataa
atcttagctg
ggaagaggca
tctacatggg
attcttatgt
tctgctgect
caacggccaa
atagccgatt
tcaacaccag
aaccggtggt
atcgcgcetet
tcagctactc

gtaaataata

tgtatggagce
cacttattga
catgggatac
agtggaatgg
ctggtggttt
atacttgtaa
acacatctaa
tgtatacact
gctttectagt
tcatttttta
agaattcata
ggtgctaact
atttgatctg
ttattggcac
tatcaacttt
gaagtacaat
gaattgtggg
gatgcgcaat
tgatgaatat
caattatttt
catgaccaaa
acggctgcag
cgttgecttt
ccacttaccg
ggacacaggc
caccatacac
atcggtcatc

tgtctatatg

tccaatagaa
catgatcagc
aggaggccte
gaagtaccgg
tgcegaatgt
atgagttgag
atatataaca
agtgctatat
tatcttattt
gggggggaga
ggtaagttgc
tagctcgatg
ttattcacaa
tgcaacttct
gtatgtgcac
ttaccaaatg
gaggaaggag
ttctttgttt
ggccacacaa
cgctgggata
ttcecgeaagg
tggcatggte
tcecatgaaag
gccgttgttg
aagccagcac
cagttctege
ctagtattgce

taaaaaaaaa

60 -

ggtgacatga
aatgacccaa
tatcaagtag
gacattgtgc
ctttgtggaa
tgaatgtcac
atcatagtgt
ataggtttta
atttgtccgg
agaaactata
ttttctgtaa
tataéttgta
atttctattt
tattgattaa
atgatggatt
gggagaacaa
aattcgcaag
gtctcatggt
aagggggcaa
azaaagaaca
agtgcgaggg
atcagectgg
atgaaagaca
agctcecaga
catacgactt
atttcctcta
gccectgatgt

a&aaaaaaaa

tcacaacagg
ttcttggaga
gtcaattece
gtcaattcat
gtccacacet
ctggattttt
atgcatatgce
acaccecaact
tgaataatce
ttgatttgece
agaaaggaaa
agatgaatgc
ggtttctcta
tcaggcagga
tacactggcet
cagagatgga
attgtctgte
ttctcaagga
caacaataca
atactctgag
tcttggectt
gaagcctgat
gggcgagatc
gcgegcaggg
cctcaccgac
ctcc#acctc
ttgagagacc

aaaaaaaaaa

gacacctctt
cgtcaagcecte
tcactggaat
taaaggcact
ataccaggta
tatatatacc
atttggctaa
tgccaatgaa
actgaaaaat
cccctaaaag
acgacttcat
caaatttaat
gaaatcaaac
ggaaggaaac
gatttggtaa
gaaaatcaca
aaaagattga
gttccaatgt
tactgecatg
ttgcaccgat
gaggacttte
tggtctgaga
tatgtggcct
cgceggtggg
gacttacctg
taccceatge
aatatataca

aaaaaaa

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
2997



(210)
(211)
(212)
(213)

(400)

Gly

Lys

Leu
65

Gly

Lys

Met

His
148

val

TYT

Glu
225

Lys

Gly
Lys
val
Ala

50
Gly

Gly

Ala

Leu
130

Tyr

Ile

Glu
Glu
210
His

Glu

Glu

3

764

PRT

61

Triticum aestivum L. dv.

3

Pro

Gly

Glu

35

Leu

Ala

Ala

Asp

Gly

118

Leu

Ser

Gln

cly

195

Met

Pro

Leu

Leu

Ala
val
20

Asp

Gly

Thr

100

Asn

Gly

180

Asp
H}a
Gly
Qly

Glu
260

Pro
Qly
Glu
Gly
Ala
Ala

85

val

val

val
Gly
168
Ala
Leu
Leu

Thx

val
245

Glu

Gly

Ala

Leu

70

Ala

Thr

Ser
150
Glu
Gly
Pro
Arg
Phe
230

Asn

Sex

Leu

val

Glu

Cys
55

Ala

Ala

Glu

Phe
135

Asn

Met

Gly
215

Ile

Florida

Arg Axrg Trp Arg

cys

Glu

40
Arg
Gly
Leu
Glu
val
120
ABp
val
Gly
Ile
Rrg
200
Phe
Gly

Ile

Ser

Ala

10

Ala

25

Asp

Val

a1y

Cys

val

10§

Phe

Gly

val

val

Pro

185

Thx

Ala

Glu

Ser
2658

val

Glu Pro

Leu
Val
Leu
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Pro

Ile
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Pro
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Leun
Pro
Lys
vVal
Leu

250
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Ala

Asn
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Phe

Leu

Glu

Phe
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Ala

Pro

Gln
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Ser
235

Met

Ly=s

Pro Asn Ala

Val

val

Glu

Ala
45

Gly Met
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Phe

Asp
aly
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Pro

Lys
Asp
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Lys

Pro

Met

Ala
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Pxo

Glu
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Pro

YT

Gly

Serx
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30

Glu

Pro

Val
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Leu
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His
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Asn
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Leu
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Sex

Leu
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Ser

Asp

His

Phe
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15
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Ss
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His

Cys

Lvs

Asn
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Phe

val

Asn

Glu
255

Ala

Arg

Pro

Ser
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Leu

Asn
Asn
Gly
Ala
160
Cys
Asp
Ile
vVal
Leu
240

Phe

aly



———— i

Tyxr
Qly
val

305

Phe

Lys

Phe

Val

Met

385

Gly

Qly

Asp

Glu

465

Gln

His

Leu

Arg
545

Serxr
Ile
290
Arg

Asn

Gly

val

370

His

Sex

Asp

Met

Ala

450

Asn

Phe

Cys

Sex

val
530

ABp

Thr Ile
7%

Lys Asn

Glu Ala

His Thr

Val Asp
340

Aan Tyr
385

Axrg Gln

Val Asp

Ser Leu

Met Ile
420

Ile Ser
435

Trp Asp

Vval Trp

Ile Lys

Gly Sex

500

Ile Asn
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Thr Tyr

Gly Glu

Asn
Cys
Hia
Ala
325
AsSn
Ber
Phe
Gly
Trp
408
Thx
Asn
Ala
ser
Gly
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Asn
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Phe
Gly
Lys

310

Glu

Gly

Ile

Phe

350

Agp

Thr
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Glu
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val

Lys
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Phe

Arg
295
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Gly

Thr
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Pro

Gly
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Leu
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Lys
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Asn

Ser
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Gly
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Tyx
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Phe
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Leu

ABn

Gly

Ala
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Leu
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Ile
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42§

Leu

Gly
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Gln
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Ile Agn
Glu Vval
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Agn Cly
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Met Leu
Thr Phe
Leu Arg

Leu Ala
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val Tyr
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Leu Val
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Gln val

Lys Tyxr
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Ala Gly
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Ala Gly
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Trp Asn
5§55

Glu
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Ile

Ala

Asn
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Ser

Gly

Val
Qly
460
Arg
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Phe
Asn

540

Cys

285

Phe

Leu

Ile

Pro

Cys
365
Trp
Ile

Ala

Pro
Lys
445
Gln

Asp

Phe
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Gly

Cly

Thr

Lys

Aap

Lys
350
Asn
val
Met
Pro
Pro
430
Leu
Phe
Ile
Ala
Lys
§10
Leu

Glu

Glu

Ser

Val
Serxr
33S

Gly

His

Thr

Ile

415

Leu

Ile

Pro

val

Glu

495

Pro

Ala

Asn

Glu

2Phe

val

320

Phe

Glu

Pxo

Glu

400

Glu

Ile

Ala

His

Arg

480

Cys

Asp

Asn

Gly
560



Glu

Asn

628

Glu

Gln

Arg

val

Arg

705

Pro

His

Tyr

Phe

Gly
His
610

Serxr
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Phe
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650

Ala

Gln

Ser
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Fhe
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595
ABp
Glu
Glu
His
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Phe
Gly
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Phe

ser
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Arg

Val

580

Glu

Ser

Leu

Gly

Gly
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Ala

Asn

Phe

Ser
740

val

Leu
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Cys

His
Leu
645
His
Phe
Thx
Axg
Leu
725

His

Ile

Ser

Leu

Gly

Val

630

Gly

Gln

Sexr

Sexr

710

Thr

Phe

Leu

val

His

Asn

615

Phe

Leu

Pro

Met

His

695

Glu

Asp

Len

val

Lys

val

Thr
600

Tyr

Cys

Glu

GQly

Lys

680

Leu

Pro

Asp

Leu
760

63

Sex

588

Lye

Fhe

Cys

Asp

Lys

665

Pxo

val

Leu

Sex

745

Arg

§70

Gln

Gly

Axrg

Leu

Phe

650

PYo

Glu

Ala

val

Pro

730

Asn

Arg Lys

Gly ¥Yal

Gly Asn

Trp ASP
620

Met Thy
635

Pro Thr

Asp Trp

Arg Gln

Val val
700

Asp Thr
715
Asp Arg

Leu Tyr

Asp Val

Arg

Asn
60S

Ly=s

Lys

Ala

Sexr

Aly

685

Glu
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Gln

Met
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Asn

Lys

Phe

Lys

Glu

670

Glu

Leu

Lys

Leu

Met
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575
Phe

Thr
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Ile
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Gln
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Ser

Glu
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(210)
(211)
(212)
(213)
(220)
(223)

(400)

4
24
DNS

mesterséges szekvencia

A mesterséges szekvencia leirasa:

4

aaaggcccaa tattatcctt tagg

(210)
(211)
(212)
(213)
(220)
(223)

(400)

5
31
DNS

mesterséges szekvencia

A mesterséges szekvencia leiréasa:

5.

gccatttcaa ccgttctgaa gtcgggaagt c

(210)
(211)
(212)
(213)
(220)
(222)

(223)

6
2437
DNS

Triticum aestivum L. cv. Florida

cds

(16) ... (2304)

lancinditd

lancinditéd

24

31



(400) 6

gaattcggca cgagg ccg gcg ccg cgc ctg cga cgg tgg cgg ccc aat geg 51
Pro Ala Pro Arg Leu Arg Arg Trp Rrg Pro Asn Ala
1 5 10

acg gcg ggg aag ggg gtc ggc gag gtc tge gec geg gtt gte gag gtg 99
Thr Ala Gly Lys Gly Val Gly Glu Val Cys Ala Ala Val val Glu Val
15 20 25

gcg acg aag gcc gag gat gag ggg gag gag gac gag ccg gtg gcg gag 147
Ala Thr Lys Ala Glu Asp Glu Gly Glu Glu Asp Glu Pro Val Ala Glu
30 35 40

gac agg tac geg ctc ggc ggc gcg'tgc agg gtg ctc gecc gga atg cecc 195
Asp Arg Tyr Ala Leu Gly Gly Ala Cys Arg val Leu Ala Gly Met Pro
45 50 55 60

acg ccg ctg ggc gec acc geg ctc goe gge ggg gte aat ttc gec gte 243
Thr Pro Leu Gly Ala Thr Ala Leu Ala Gly Gly Val Asn Phe Ala Val
65 70 75

tac tcc gge gga gee aca gec geg geg ctc tge ctec tte acg cca gaa 291
Tyr Ser Gly Gly Ala Thr Ala Ala Ala Leu Cys Leu Phe Thr Pro Glu
80 ) 85 90

gat ctc aag gcg gat agg gtg acg gag gag gtt ccc ctt gac cecc ctg 3398
Rop Leu Lys Ala Asp Arg Val Thr Glu Glu Val Pro Leu Asp Pro Leu
95 100 105

atg aat cgg act ggg aac gta tgg cat gtc ttc atec gaa ggc gag ctg 387
Met Asn Arg Thr Gly Asn Val Trp His Val Phe Ile Glu Gly Glu leu
110 115 120

cag gac atg ctt tac ggg tac agg ttc gac ggc acc ttt get cct cac 435
Gln Asp Met Leu Tyr Gly Tyr Arg Phe Asp Gly Thr Phe Ala Pro His
125 130 135 140

tgc ggg cac tac ctt gat gtt tcec aat gtc gtg gtg gat cct tat gect 483
Cys Gly His Tyr Leu Asp Val Ser Asn Val Val Val Asp Pro Tyr Ala
145 150 155
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cgg ctg cag tgg cat ggt cat cag cct ggg aag cct gat tgg tct gag 2018
Arg Leu Gln Trp His Gly His Gln Pro Gly lLys Pro Asp Trp Ser Glu
655 660 665

aat agc cga ttc gtt gec ttt tcc atg aaa gat gaa agz cag ggc gag 2067
Asn Ser Arg Phe Val Ala Phe Ser Met Lys Asp Glu Arg Gln Gly Glu
670 675 680

atc tat gtg gcc ttc aac acc age cac tta ccg gec gtt gtt gag cte 2115
Ile Tyr Va2l Ala Phe Asn Thr Ser His Leu Pro Ala Val Val Glu Leu
685 €90 © €695 700

ccg gag cgc aca ggg cgc ¢gg tgg gaa ccg gtg gtg gac aca ggc aag 2163
Pro Glu Arg Thr Gly Arg Arg Trp Glu Pro val Val Asp Thr Gly Lys
705 710 715

cca gca cca tac gac ttc cte act gac gac tta cct gat cgc gct cte 2211
Pro Ala Pro Tyr Asp Phe Leu Thr Asp Asp Leu Pro Asp Arg Ala Leu
720 725 730

acc ata cac cag ttc tct cat tte ctc aac tcc aac cte tac ccc atg 2259
Thr Ile His Gln Phe Ser His Phe Leu Asn Ser Asn Leu Tyr Pro Met
738 : 740 745
cte age tac tca teg gtc atc cta gta ttg cgc cct gat gtt tga 2304
Leu S8er Tyr Ser Ser Val Ile Leu Val Leu Arg Pro Asp Val
750 755 760
gaggcggata tacagtaaat aatatgtata tatgtagtcc tttggcgtat tatcagtgtg 2364

cacaattgct ctattgccaa tgatctattc gatccacaga tacatgtgca aaaaaaaaaa 2424

aaaaaaactc gag 2437
(210) 7

(211) 762

(212) PRT

(213) Triticum aestivum L. cv. Florida

(400) 7

Préihla Pro Arg lLeu Arg Arg Trp Arg Pro Asn Ala Thr Ala Gly Lys
1 5 10 15

Gly Val Gly Glu Val Cys Ala Ala Val Val Glu val Ala Thx lys Ala
20 25 30

Glu Asp Glu Gly Glu Glu Asp Glu Pro Val Ala Glu Asp Arg Tyr Ala
35 40 45 -

Leu Gly Gly Ala Cys Arg Val Leu Ala Gly Met Pro Thr Pro Leu Gly
50 55 : 60

Ala Thr Ala Leu Ala Gly Gly Val Asn Phe Ala Val Tyr Ser Gly Gly
65 70 75 BO

Ala Thr Ala Ala Ala Leu Cys Leu Phe Thr Pro Glu Asp Leu Lys Ala
85 20 95

Asp Arg Val Thr Glu Glu Val Pro Leu Asp Pro Leu Met Asn Arg Thr
100 105 110 '
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(210) 8

(211) 20

(212) DNS

(213) mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirasa: lancinditéd
(400) 8

gctttacggg tacaggttcg 20
(210) 9

(211) 18

(212) DNS

(213) mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirdsa: lancinditéd
(400) 9

aattccccgt ttgtgagc 18
(210) 10

(211) 51

(212) DNS

(213) Mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirdsa: lancindito
(400) 10

gcggtacctc tagaaggaga tatacatatg gcggaggaca ggtacgcgct c¢ 51
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11
33
DNS

Mesterséges szekvencia

A mesterséges szekvencia leirédsa: lancindité

11

gctcgagtcg actcaaacat cagggcgcaa tac

33
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. BUzaeredetd izoamilaz funkcidéju fehérjét kddold
nukleinsavmolekula, amely az alabbiak barmelyike:

a) a 3. szekvencia szerinti aminosavszekvenciat tar-
talmazd fehérjét kédold nukleinsavmolekula,

b) a 2. azonositészédmi szekvencia szerinti nukleotid-
szekvenciat, vagy ennek egy részét, vagy az ennek megfeleld
ribonukleotid-szekvenciat tartalmazdé nukleinsavmolekula,

c) az (a) vagy a (b) pontok szerinti nukleinsav-
molekulakkal hibridizalé vagy ezekkel komplementer nuklein-
savmolekula, és

d) az (a), a (b) vagy a (c) pontok szerinti nuklein-
savmolekulak szekvencidjabdél a genetikai kéd degeneraltsaga
miatt szarmazé nukleinsavmolekula.

és az (a), (c) wvagy (d) pont szerinti nukleinsav-
molekula 90%-nal nagyobb mértékben homoldég a 2. azonositéd-
szam szerinti szekvenciaval.

2. Az 1. igénypont szerinti nukleinsavmolekula, amely
DNS-molekula.

3. A 2. igénypont szerinti DNS-molekula, amely cDNS-
molekula.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti nuklein-
savmolekula, amely szabalyozd elemeket tartalmaz.

5. Az 1. igénypont szerinti nukleinsavmolekula, amely

RNS-molekula.
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6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti nuklein-
savmolekulaval specifikusan hibridizald nukleinsavmolekula,
amely 90%-nal nagyobb mértékben homoldg a 2. azonositdszam
szerinti szekvenciaval.

7. A 6. igénypont szerinti nukleinsavmolekula, amely
legaldbb 15 nukleotid hosszusagu oligonukleotid.

8. Az 1-5. igénypontok Dbarmelyike szerinti DNS-
molekulat tartalmazd vektor.

9. A 8. igénypont szerinti wvektor, amelyben a
nukleinsavmolekula szensz orientacidban olyan szabalyozd
elemekhez van kapcsolva, amelyek pro- vagy eukaridéta sej-
tekben transzlatdlhatdé RNS transzkripcidjédt és szintézisét
biztositjéak.

10. A 8. igénypont szerinti vektor, amelyben a
nukleinsavmolekula szensz orientacidéban olyan szabalyozo
elemekhez van kapcsolva, amelyek pro- vagy eukaridéta sej-
tekben transzlaciéra alkalmatlan RNS transzkripcidéjat és
szintézisét biztositjak.

11. A 8. igénypont szerinti vektor, amelyben a
nukleinsavmolekula antiszensz orientacidéban olyan szabalyo-
z6 elemekhez van kapcsolva, amelyek pro- vagy eukariodta
sejtekben transzlaciéra alkalmatlan RNS transzkripcidjat és
szintézisét biztositjak.

12. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti nuklein-
savmolekulaval vagy a 8-11. igénypontok barmelyike szerinti
vektorral transzformalt gazdasejt, vagy az ilyen sejtbdl

szarmazd gazdasejt.
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14. Eljarads a 13. igénypont szerinti fehérje eldalli-
tasara, azzal jellemezve, hogy a 12. 1igénypont szerinti
gazdasejtet a fehérje szintézisére alkalmas kOrillmények ko&-
z6tt tenyésztjik és a fehérjét izolaljuk a tenyésztett sej-
tekbdl és/vagy a tenyésztd tapkozegbdl.

15. Eljaras transzgénikus noévényi sejt eldallitésara,
azzal jellemezve, hogy

a) az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti nuklein-
savmolekuléat, vagy

b) a 8-11. igénypontok barmelyike szerinti vektort
egy névényi sejt genomjaba integraljuk.

16. Transzgénikus novényi sejt, amely az 1-5. igény-
pontok barmelyike szerinti nukleinsavmolekulaval vagy a 8-
11. igénypontok szerinti vektorral van transzformalva, vagy
egy ilyen sejtbdl szarmazd transzgénikus novényi sejt.

17. Eljaras transzgénikus novényi sejt eldallitasara,
azzal jellemezve, hogy

al) az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti nuklein-
savmolekulat, vagy

a2) a 8-11. igénypontok barmelyike szerinti vektort
egy névényi sejt genomjdba integraljuk, és

b) a ndvényi sejtbdl teljes noévényt regeneradlunk.

18. A 16. igénypont szerinti novényi sejtet tartalma-
z6 novény.

19. A 18. igénypont szerinti novény, amely terményno-
vény.

20. A 19. igénypont szerinti novény, amely keményitdt

raktdrozd novény.
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21. A 20. igénypont szerinti novény, amely egysziki
novény vagy kukorica.

22. A 21. igénypont szerinti novény, amely A&rpa-,
rozs—- vagy buzantvény

23. A 18-22. igénypontok béarmelyike szerinti novény
szaporitd anyaga.

24. A 16. igénypont szerinti névény, a 18-22. igény-
pontok barmelyike szerinti novény vagy a 23. igénypont sze-

rinti szaporitdé anyag alkalmazasa keményitd elB4allitaséara.

w6 Al

A meghatalmazott:
Danubia

Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.
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Svingor Adam
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