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A taldlmany egy olyan U7j toxinra vonatkozik, amely egy ge-
rinctelen-specifikus neurotoxinnak, a oO-latroinszektotoxinnak
(6-LIT) az izol&lt szarmazékdt vagy analdgjat tartalmazza. A to-
xin egy, a fekete 0O6zvegy pdk genomjadbdl szidrmazd gén csonka for-
majanak megfeleld nukleotid szekvencia bakteridlis gazdasejtben
vald kifejezése révén képzddik. A gén egy nem-toxikus prekurzor

proteint kdédol, mig a csonka forma az aktiv toxint kdédolja.
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A taldlmany egy 0j toxinra és a toxin eldallitdsdra szolgald
eljarasra vonatkozik. A taldlmdny pontosabban — elsdsorban, de
nem kizardlag — egy rovar-specifikus neurotoxinra, .a 8-latroin-
szektotoxinra (8-LIT), valamint ennek eld4llitésidra szolgald el-
jarésra vonatkozik.

A fekete 0Ozvegy nevl pdk (Latrodectus mactans Tredecimgut-
tatus) mérgében nagy molekulatdmegld neurotoxinokbdél 4116 csalé-
dot fedeztek fel. Néhany ilyen toxinrdél megdllapitottdk, hogy
ezek vagy gerincesekre vagy gerinctelenekre specifikusak. Az a-
-latrotoxin (o-LT) és az oa-latoinszektotoxin (a-LIT) két olyan
neurotoxin, amelyekrdl leirtadk, hogy gerincesekre, illetve ge-
rinctelenekre specifikusak. Meghatdroztdk e proteinek primer
szerkezetét, de a kldénozott toxinok szerkezeti sajatossdgainak a
vizsgalatara nem volt lehetéség, mivel génjeik expresszidjat nem
sikerilt megvaldsitani a gyakorlatban.

A taldlmany targyadt egy Uj toxin és rekombindns technoldgia
hasznalataval egy olyan toxin termelésére alkalmas eljaras képe-
zi, amely egy prekurzor protein poszt-transzldcidés mddosulésa

"révén rendszerint a természetben képzddik.

A taldlmany szerint egy olyan polipeptidet — ilyen egy
toxin — 4&llitunk eld, amely egy génszekvencia — vagy analdg-
ja — csonka formdjadnak a kifejezd&dése révén képzddik.

A polipeptid eldénydsen egy neurotoxin, és eldnyds, ha a gén-
szekvencia &altal koédolt, lényegében nem-toxikus prekurzor poli-
peptid toxikus szarmazékdnak felel meg. A polipeptid olyan
aminosavszekvenciabél 4llhat, amely lényegében a nem-toxikus

prekurzor polipeptid  toxikus szarmazékanak felel meg. A



"polipeptid olyan aminosavszekvencidbél &llhat, amely lényegében
a nem-toxikus prekurzor polipeptid csonka form&djG aminosavszek-
vencidjidnak felel meg. Elényds, ha a polipeptid aminosavszekven-
cidja a lényegében karboxi-termindlis (C) végén, lehetdleg ko-
riilbeliil 150-200 aminosavval megcsonkitott prekurzor polipeptid
aminosavszekvencidjanak felel meg.

A polipeptid aminosavszekvencia ezenkiviil olyan prekurzor
polipeptid aminosavszekvencianak is megfelelhet, amely amino-
-terminalis (N) végén, elénydsen kevesebb, mint 50 aminosavval
és lehetéleg 7 vagy 28 aminosavval van megcsonkitva.

A polipeptid aminosavszekvencidja a d-latroinszektotoxin
(6-LIT) nevd rovar-specifikus neurotoxin vagy egy aktiv szarmazé-
ka aminosavszekvencidjaval lehet homoldég, és eldnydsen az 1.
szami szekvekcia és a 2. szaml szekvencia szerinti aminosav-
szekvenciat vagy ennek aktiv szadrmazékdt tartalmazza. A toxin
elénydsen egy olyan nukleotid szerkezetbdl vagy egy olyan szek-
vencia csonka formdjabél fejezbdik ki, amely az 1. szadmd szek-
vencia szerinti szekvenciat vagy aktiv valtozatat tartalmazza.
El8ny6s, ha a toxin olyan szekvencidbdél fejezddik ki, amely 1lé-
nyegében a The National Collection of Industrial and Marine
Bacteria Limited intézményben NCIMB 40632 letéti szam alatt le-
tétbe helyezett mikroorganizmusban &ll rendelkezésre.

A taldlmény toxin gyanant hasznosithatd olyan proteinre is
vonatkozik, amely lényegében az 1. szami szekvencia és a 2. sza-
mi szekvencia szerinti aminosavszekvencidt vagy aktiv valtozatéat
tartalmazza.

A taldlmany tovadbbi elemét olyan nukleotid szekvencia képezi,



amely egy génszekvencia csonka formajabél vagy ennek analégjabodl
411, és ezt a nukleotid szekvenciat egy polipeptid, példaul to-
xin, kifejezésére hasznadljuk fel.

A nukleotid szekvencia eldénydsen egy olyan génnek felel meg,
amely a 3’ végén megcsonkitott prekurzor polipeptidet vagy pedig
ennek aktiv szarmazékat kédolja. A nukleotid szekvencia eldnyo-
sen k&rilbeliil 400-650 nukleotid bazissal és elényésebben 550-
-600 nukleotid bazissal megcsonkitott génnek felel meg.

A nukleotid szekvencia az elénydsen 100-ndl kevesebb nukleo-
tid bazissal és eldnydsebben vagy 84 vagy 21 nukleotid bazissal
5 végén megcsonkitott génnek is megfelelhet.

El16nyds, ha a nukleotid szekvencia egy olyan gén-résznek fe-
lel meg, amely a fekete Ozvegy pdk (Latrodectus mactans
- Tredecimguttatus) mérgében 1évd neurotoxint vagy ennek aktiv
szarmazékat kédolja.

A nukleotid szekvencia a &-latroinszektotoxin (8-LIT) nevd
rovar-specifikus toxin prekurzor polipeptidjét vagy aktiv szar-
mazékat koédold gén-résznek is megfelelhet. A nukleotid szekven-
cia eldénydsen egy 991 aminosavbol 4116 szekvenciat tartalmazd
polipeptidet kddol.

A nukleotid szekvencia eldénydsen az 1. szama szekvencia sze-
rinti bazisszekvenciabél vagy ennek aktiv szarmazékabol all és
eldnydsen egy olyan pazisszekvenciabdl, amelyet a The National
_Collection of Industrial and Marine Bacteria Limited intézmény-
ben NCIMB 40632 letéti szamon letétbehelyezett mikroorganizmus
tartalmaz.

A npukleotid szekvencia eldnydsen olyan polipeptidet kodol,
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amelynek az aminosavszekvencidja az 1. szami szekvencia és a 2.
szdmi szekvencia 4&ltal bemutatott szekvencia vagy ennek aktiv
szdrmazéka lehet.

A nukleotid szekvencia egy olyan cDNS szekvencia is 1lehet,
amelyet reverz transzkriptdz enzim hasznalataval mRNS-b&l ka-
~punk. A nukleotid szekvencia olyan oligonukleotid DNS szerkezet
is lehet, amelyet esetleg polimerdz lancreakcidéval (polymerase
chain reaction = PCR) &llitunk elé.

A taladlmany tovabbi elemét képezi egy polipeptid eldallitasa-
ra alkalmas eljards. Az eljards a kovetkezd lépéseket tartalmaz-
za: olyan rekombindns DNS molekulat &llitunk el8, amely egy gén
csonka formajabél &ll, és a csonka format gazdasejt expresszids
rendszerben — ilyen egy viralis vagy bakteridlis expresszios
rendszer — fejezziik ki a polipeptid elballitéasa végett.

A kapott polipeptid eldény&sen aktiv toxin, fdéképpen egy lé-
nyegében el&bb meghatdrozott neurotoxin. Elényés, ha a csonka
forma olyan gén-részbdl &ll, amely egy nem-toxikus prekurzor po-
lipeptidet kdédol.

A csonka forma elénydsen lényegében az eldébbiekben meghataro-
zott és az 1. szaml szekvenciadval leirt nukleotid szekvenciét
vagy ennek aktiv szarmazékdt foglalja magaba. Az expresszils
rendszer elénydsen a szekvencia csonka formajat tartalmazd pT7-7
vektorral transzformalt E.coli BL21 (DE3) baktérium sejteket
tartalmazza, amelyeket lényegében ilyen mbébdon helyeztiink letétbe
a The National Collection of Industrial and Marine Bacteria Li-
mited intézményben NCIMB 40632 letéti szamon. Az expresszids

- rendszer bakulovirus rendszert is tartalmazhat.



A talalmany tovabbi elemeként rekombindns DNS molekuldt &111-
tunk eld. Ez a molekula olyan virus és féképpen olyan
bakulovirus lehet, amely az el&z&ekben altaldnossagban ismerte-
tett toxin-kédold csonka formaju gént tartalmazza, és ez a gén
lényegében a NCIMB 40632 letéti szamon letétbe helyezett mikro-
organizmusban rendelkezésre all.

A talalmény a tovabbiakban még egy olyan expresszids vektorra
is vonatkozik, amely egy gén csonka formajat tartalmazza, és e
"csonka forma egy fentiekben &ltaldnossagban meghatédrozott toxint
kédol.

A talalmany targyat képezi egy olyan sejt is, példaul egy
viralis vagy bakteridlis sejt, amelyet a fent meghatarozott
rekombinans molekuladval transzformaltunk.

A talalmany egy olyan rovarirtd szerre is vonatkozik, amely
az eldzdekben meghatarozott toxint tartalmazza. A rovarirtd
szert ugy készithetjuk el, hogy azt szdjon &t (oralisan) vagy
helyileg alkalmazhassuk. A rovarirtd szer permetlé is lehet.

A talalmany olyan eszkdzokkel rendelkezd rovarirtd rendszerre
‘is vonatkozik, amely lehetévé teszi, hogy egy gén csonka forméa-
janak a kifejezddése révén egy rovarban az eldbbiekben leirt to-
xin képzédjék, és hogy ez a toxin a rovart megdlje vagy in-
aktivalja. A rovarirtd rendszer virdlis expresszidés rendszert is
tartalmazhat, mégpedig eldnybsen egy bakulovirus expressziods
rendszert.

A talalmany tovabbi elemét képezi egy lényegében fent ismer-
tetett génszekvencia csonka formadjat tartalmazd, genetikailag

modositott sejtet hordozé noévény is.
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A taldlmény még tovabbi elemét képezi egy lényegében fentiek-
ben leirt génszekvencia csonka formajat tartalmazd, genetikailag
médositott sejtet tartalmazd nem-emberszabdsu allat is.

A talalmany tovabbi elemét egy olyan toxin képezi, amely 1lé-
nyegében egy izoldlt, nem-toxikus prekurzor polipeptid feldolgo-
zdsa révén képzddik.

A toxin eldnybsen egy neurotoxin, amely ugy képzddik, hogy a
prekurzor polipeptid karboxi-termindlis (C) végénél megcsonkit-
juk a szekvenciat, mégpedig eldénydsen helyre-irdnyuld mutagene-
zissel. A toxin aminosavszekvencidja altalénossédgban elénydsen a
prekurzor polipeptid 150-200 aminosavval megcsonkitott aminosav-
szekvencidjanak felel meg. A toxin aminosavszekvenciajat udgy is
kialakithatjuk, hogy a prekurzor polipeptid aminosavszekvencia-
jat ennek amino-termindlis (N) végénél csonkitjuk meg. Az innen
lehasitott fragmentum eldnydsen jelentdsen kisebb, mint a
karboxi-termindlis végrél lehasitott fragmentum, és 7 wvagy 28
aminosavat tesz ki.

A toxin aminosavszekvencidja elénydsen a fekete 0&zvegy podk
(Latrodectus mactans Tredecimguttatus) egy gén-részlete 4ltal
kédolt polipeptidnek felel meg. A toxin a d-latroinszektotoxin
(0-LIT) nevl rovar-specifikus neurotoxinbdl vagy egy aktiv szar-
-mazékabdl vagy egy analdgjabdél &ll.

El6nyds, ha a toxin az 1. szami szekvencia és a 2. szamu
szekvencia 4altal bemutatott aminosavszekvencidt tartalmazza,
vagy ennek aktiv szérmazékat.

A talalmany tovabbi elemét egy olyan eljaras képezi, amelyben

egy inaktiv prekurzor polipeptidb&dl aktiv polipeptidet &llitunk



els, és az eljards abbél 4&ll, hogy az izoldlt prekurzor
polipeptidet megcsonkitjuk.

El8nyds, ha az izoladlt polipeptidet karboxi-termindlis végén
'csonkitjuk meg, esetleg proteolitikus hasitassal vagy eldnydsen
helyre iradnyuld mutagenezissel. A csonkitast az N-termindlis
végnél 1is elvégezhetjiik. Az aktiv polipeptid elénydsen egy lé-
nyegében elbzbekben leirt toxin.

A taldlmany egy mésik elemének megfelelden egy olyan izolédlt
nukleotid bazis szekvencidt ismertetiink, amely egy fent meghaté-
rozott és eldnydsen a 4. szaml szekvencia szerinti aminosavszek-
venciaval rendelkezd toxin prekurzor polipeptidet kédol vagy en-
nek aktiv szarmazékdt. A bazisszekvencia eldnydsen a 3. szamu
szekvenciabdél vagy ennek egy szarmazékdbdél all. A nukleotid
.bazisszekvencia elénydsen a O-latroinszektotoxin (8-LIT) nevd
neurotoxin egy prekurzor polipeptidjét kdéddolja. A bazisszekven-
cia lényegében az NCIMB 40633 letéti szamon letétbe helyezett
mikroorganizmusban rendelkezésre all.

A talalmany még egy olyan rekombindns DNS molekulara is vo-
natkozik, mint amilyen egy virus, pontosabban egy olyan
bakulovirus, amely az el&z8 bekezdésben meghatdrozott szekvenci-
at tartalmazza.

A taldlmany targyat képezi egy olyan sejt, példadul egy olyan
bakterialis sejt vagy virdlis sejt, amelyet egy eldz8 bekezdés-
ben ismertetett rekombinadns DNS molekuldval transzform&ltunk.

A talalmany targyat képezi egy olyan rovarirtd rendszer is,
amelynek az eszkozei egy fent leirt gén kifejezését biztosijak

egy fenti prekurzor ©polipeptid eléllitéasahoz, valamint a



prekurzor polipeptid feldolgozasé&t, hogy egy rovarban olyan to-
xin képzédjék, amely a rovart megdli vagy inaktivva teszi. A ro-
varirté rendszer virdlis expresszidés rendszert, eldnydsen
bakulovirus expresszids rendszert tartalmazhat.

Egy tovabbi elem szerint olyan ndvényt ismertetiink, amely
egy fent leirt gént tartalmazd, genetikailag mddositott sejtet
tartalmaz.

A taldlmany még tovadbbi eleme szerint olyan nem-emberszabdsu
dllatot ismertetiink, amely egy fent leirt gént tartalmazdé gene-
tikailag mdédositott sejtet hordoz.

A talidlmany kovetkezbkben leirt elényds kiviteli alakjait
csak példaképpen ismertetjiik. Ezek a példdk nem korlatozzak a
taldlmany oltalmi korét. A példadkban a mellékelt, aldbb ismerte-
tett szekvencidkra hivatkozunk.

Az 1. sza&dm( a taladlmany egyik eleme szerinti gén csonka for-
majanak és az &ltala kédolt polipeptidnek a nukleotid bazis
' szekvenciajat és a megfeleld aminosavszekvenciat irja le.

A 2. szamu szekvencia az 1. szadmd szekvencia szerinti
polipeptid szekvencidt mutatja be.

A 3. szami szekvencia a taladlmdny egy masik eleme szerinti
génnek és az altala kédolt polipeptidnek a nukleotid bazis szek-
venciajat és az ennek megfeleld aminosavszekvencidt irja le.

A 4. szama szekvencia a 3. szamu szekvencia szerinti
polipeptid szekvencidt mutatja be.

A szekvenciadkra vonatkozbdlag megjegyezziik, hogy a 2. szama
szekvencidval leirt polipeptid egy olyan toxin, amely egy

. génszekvencia csonka formajanak (1. szamu szekvencia) vagy ana-
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l6gjanak az expresszidja révén képzddik.

A fekete Ozvegy pdk (Latrodectus mactans Tredecimguttatus)
mérgét (Black Widow Spider Venom = BWSV), a d-latroinszektotoxint
(6-LIT) tisztitottuk, és kimutattuk rovar-specifikus toxicitéasat.
Mint alabb leirjuk, a O-LIT szerkezeti gént kldbénoztuk, és
szekvenaltuk, és meghatdroztuk a nativ (prekurzor) és a mkodsé-
képes protein-toxin N- és C-termindlis végeit. A O-LIT cDNS hely-
re iranyuldé mutagenezise lehetdvé tette az érett protein-termék
. (toxin) baktériumokban vald kifejezését. Kimutattuk tovébba,
hogy ez a termék toxikus a séskakra.

Sem ennek a toxinnak, sem mas ilyen toxinoknak a kifejezése
és termelése bakteridlis expresszids rendszerekben eddig nem
volt lehetséges. A taldlmany magdba foglalja a prekurzor protein
azon hasitasi helyeinek az azonositasat, amelyek a toxin terme-
léséhez szlikségesek és a génszekvencia csonkitdséanak pontos he-
lyét, aimely lehetdvé teszi, hogy a toxin baktériumokban és még
mas alkalmas gazdasejtekben is kifejezddjék.

A mikroorganizmusokat a Budapesti Egyezmény alapjan 1994. ma-
jus 3-an helyeztik 1letétbe a The National Collection of
Industrial and Marine Bacteria Limited intézményben (23.
St.Machar Drive, Aberdeen, Skédcia, Egyesilt Kirdlysag). A
génszekvencia csonka formajéval klénozott Escherichia coli (XL-1
Blue pT7.0M) sejteket 40632 letéti szamon és a lényegében teljes
génszekvencidval klénozott Escherichia coli (HMS 174 pT7.06FL)
sejteket 40633 letéti szamon helyeztiik letétbe.

A cDNS klénozasat és szekvenidlasadt — részletesebben kifejt-

ve — a koévetkezd&képpen végeztik. A fekete Szvegy pdk
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(Latrodectus mactans Tredecimguttatus) méregmirigyeibdl
poli (A+) -RNS-t izol&ltunk, és cDNS térat (gyldjteményt) létesi-
tettiink a pSP65 plazmid vektorban Kiyatkin és munkatdrsai (1993)
szerint. Egy 6x10% kloént tartalmazd gyljteményt olyan vég-jelzett
23-mer oligonukleotid szondaval szilrtink, amely a 6-LIT N-termi-
"nalis aminosavszekvencidjan alapult (1-8 aminosav-maradék):

5" -GA(C/T)GA(A/G)GA(A/G)GA(C/T)GG (A/T) GAAATGAC-3'
Elvégeztiik a hibridizalést, majd a telepeket pozitiv kldénokra
tisztitottuk, és ezeket restrikcids térképezéssel analizdltuk.
Az inszertumokat kihasitottuk, és ultrahanggal fragmentaltuk
Sambrook és munkatédrsai (1989) szerint, majd a pBluescript II
SK+ és SK- vektorok (Stratagene, USA) Smal helyére kldénoztuk be.
VCS helper faggal (Stratagene) vald fertdzés utan egyszald temp-
latokat kaptunk a szekvendladshoz. A DNS szekvencidkat a Sanger
és munkatarsai szerinti (1977) lanc-terminaciés mddszerrel hata-
_roztuk meg Sequenase 2.0 version kit (USB Corporation) és T7 és
T3 vektor-specifikus primerek (Stratagene) hasznalatival. Minden
szekvencidt legaldbb kétszer hataroztunk meg, mindkét szalan.
Szintetikus primereket haszndltunk azon szekvencia szakaszokhoz,
amelyeket nem fedtek az izolalt szubkldnozott fragmentumok.

DNS és protein szekvencia analizishez a DNASTAR (Dnastar
Inc.) és PCGENE (Intelligenetics Inc.) szamitdégép szoftvert
haszndltuk. Ennél a munkdndl a SERC Daresbury SEQNET berendezés-
re vitt GCG programm volt segitséglinkre [ Devereux, Haberli,
Smithies, Nucl.Acids Res., 12, 387-395 (1984)].

A teljes hosszUsadgu cDNS-t a kovetkezdképpen szerkesztettik.

Két oligonukleotid primer készletet haszndltunk a 6-LIT kdbédold
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szekvenciak N- és C-termindlis egymidst &tfeds részeinek poli-
merdz lancreakcidéval toOrténdé elddllitdsadra. Az expresszids vek-
torba vald szubkldnozas megkdnnyitése végett az 5 szensz primer
(P1) (TTGGGATCCGATGAAGAAGATGGAGAA)
és a 3’ antiszensz primer
(P8) (CAATGGTCGACACAGAAGGAATGGTA)

BamHI és Sall restrikcids enzim helyet tartalmazott. Két masik
"primert — P9 szensz (GTCTGAACCATTTACTGTCC) (1283 - 1302 pozici-
6k) és P3 antiszensz (GTAAGATTACCATCTGCAAC) (a 2253 - 2277 pozi-
cidkkal komplementer) — valasztottunk olyan egymast Aatfedd frag-
mentumok el&allitadsara, amelyek egy belsd Ncol (2056) restrikci-
6s helyet tartalmaznak. A protein szekvencia befejezéséhez a
991. aminosav utan a kovetkezd nukleotidot szantuk:

5" =CGTTTCGTCGACTCATTCCGGTAAAGTACGACGAAA-3' .
A polimerdz lancreakcidét 1 egység Taq polimerdzzal (Promega)
standard k&rilmények kozdtt (30 ciklus; 55°C 1 percig, 72°C 3
percig, 94°C 1 percig; 100-100 pmél az egyes primerekbdl és 1-10
'ng az els6 cDNS szalbdél) végeztik. Az elsd ciklusban a denatura-
las idejét 5 percre hosszabbitottuk meg. A sokszorozott anyag
molekulatdmegét agardz gélben ellendriztiik. A cDNS elséd szalanak
a szintetizdladsadt First-strand cDNA Synthesis Kit (Pharmacia)
hasznédlatéval, mind random, mind specifikus primerekkel végeztik
a gyartd cég ajanlasai szerint. A PCR termékeket agardz gélbdl
tisztitottuk GeneClean Kit (BIO 101 Inc.) segitségével, a megfe-
leld enzim-parokkal (BamHI és Ndel az N-termindlis részhez és
SalI/NdeI a C-termindlis részhez) emésztettik, és a hasonld en-

zim-parokkal hasitott pT7-7 vektorba klénoztuk be. A teljes
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hosszusadgii ¢DNS-t egy harom-1lépéses 1ligadlas eredményezte:
N-termindlis BamHI/NdeI fragmentum, C-termindlis NdeI/Sall frag-
mentum és a BamHI/Sall-gyel emésztett pT7-7 vektor. A végsd
szerkezet nyolc tovdbbi aminosav csoportot tartalmazott az
amino-terminalis végen (MARIRARG). Minden plazmid-szerkezetet
ugy ellenériztink, hogy mindkét végétdél a csatlakozasi szakaszon
. 4t, szekvencia analizist végeztink. A teljes hosszisagl szerke-
zetet pT78.FL jelzéssel lattuk el, és ebbdl mintdt helyeztink le-
tétbe az NCIMB-nél 40633 letéti szamon. A csonkitott klén (1-991
aminosav) jele: pT7.0M (NCIMB szam: 40632).

A 3-LIT cDNS azonossaganak az igazolasa végett ezt a kldént a
bakteridlis pT7-7 vektorbdél, E.coli BL21 (DE3) sejtekben fejez-
tik ki. Egy teljes hosszUsdgl toxin <cDNS-t szerkesztettiink
(megfelel a 4. szamu szekvencia — 1214 aminosav -— 29-es Asp ma-
radékatoél az 1186. maradékig terjedd résznek), amelynek pT7-8FL
elnevezést adtunk. Az elsd 28 aminosavat valdszinlileg a pdk mé-
regmirigyében lévé prekurzor polipeptid tartalmazza, ezek azon-
ban az N-terminédlis feldolgozéas folyaméan lehasadnak. A
rekombindns protein a teljes Dbakteridlis protein 1liz&tumnak
mintegy 10 $%-a4t teszi ki. Pbék méregmirigybdl tisztitott o6-LIT
elleﬁ specifikus poliklonalis antitestet termeltink, és kimutat-
tuk, hogy specifikus a O0-toxinra. Ez a protein egy 130 kD tOmegd
proteint mutatott ki specifikusan olyan baktériumokban, amelyek
rekombindns teljes hosszlsagu 6-LIT-et fejeztek ki. A bakteriali-
san kifejezett teljes hosszusadgl O-LIT és a méregmirigyekbdl
tisztitott toxin molekulatdmegének az Osszehasonlitasa korilbe-

1il 23 kD méret-kiildonbséget mutatott, és ez egyezik a szamitott
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molekulatdmeggel. A teljes hosszlsagu 6-LIT rovarokra nem toxi-
kus, és vélhetéen a toxin egy inaktiv prekurzor formaja.

A méregmirigyekbdl tisztitott O8-LIT-et toOmegspektrometridval
analizaltuk (a mérést Kratos Kompact MALDI 3 tdmegspektrométeren
végeztik, szinapinsav matrix haszndlataval; a nitrogén lézer
gerjesztés 337 nm-en tortént, és a pozitiv iont linearis médon
detektaltuk). A vizsgadlat egy 110916 m/z+ hényadost, joél észlel-
hetd molekula-iont eredményezett. Ez az eredmény teljesen megfe-
lel a 991. aminosavnal megcsonkitott &-LIT vart molekulatémegé-
"nek. Osszehasonlitd vizsgadlatban a bakteridlisan kifejezett tel-
jes hosszusagu 6-LIT 133631 m/z+ hé&nyadossal rendelkezd molekula-
-iont eredményezett (VK, DRB, PNRU, az adatokat nem mutatjuk
be), és ez az érték a szamitott értékhez képest 100 D-on beliilre
esett. Helyre iradnyuld mutagenezist hasznadltunk egy olyan 1j
8-LIT cDNS k1lén (pT7.8M) elB8allitasadhoz, amely a 8-LIT szekvencia
991. aminosava utan van megcsonkitva (2. szami szekvencia). Ezt
a proteint baktériumokban fejeztik ki, és az expresszidé a podk
méregbdl izolalt érett toxin molekulatdmegéhez hasonldé molekula-
témegl proteint eredményezett.

A pT7 kldébnokkal transzformdlt E.coli BLZ21 (DE3) sejteket 100
mg ampicillin/ml tartalmd LB taptalajban tenyésztettiik 30 °C-on,
amig el nem érte a korilelil Agg nm = 0,5 értéket. Az expresszidt
ezutan ugy inditottuk meg, hogy a téaptalajhoz IPTG-t (1 mM) ad-
tunk, és az inkubdlést 1 o6éran A&t tovabb folytattuk. Funkcibs
vizsgalatok céljara a baktériumokat mostuk, 50 mM trisz.HC1l, 100
mM natrium-klorid, 10 mM kalium-klorid, 0,4% Triton X-100, 12%

(témeg/térf) szachardz, 5 mM DIT, 2 pg/ml aprotinin és 2 mM EDTA
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(pH 8) tartalmd oldatban reszuszpendaltuk, és jégen ultrahanggal
kezeltiilk. A deritett feliltszdhoz annyi ammdnium-szulfitot ad-
tunk, hogy a végsé koncentracié 20 %-os telitettséget érjen el,
majd az iUledéket DTT mentes pufferben reszuszpendadltuk. Ezeket a
mintdkat (5 - 15 pl) adtuk torakdlis injekcidként saskaknak
(100-300 mg-os test-tdmeqg); minden teszthez 4-nél tobb saskat
haszné&ltunk, és a saskakat 24 6ran a4t vizsgédltuk toxicitéasra. A
pT7-7 és a pT7.0FL kivonatok hatdstalanck voltak a saskakra, de a
pT7.0M-et hordozd baktériumokbdl kapott kivonatok gyors elhullédst
okoztak. A saskdk elhullédsénak idépontja 5 perctdl 4 oraig val-
tozott, a toxin tétel hatékonysagatdl filiggdben.

El6zetes vizsgdlatokat végeztiunk kifejlett saskdk (him és
"néstény) utdétori  1ababdl (metatorakalis 1&b) izolalt ideg-
ingerelt és nyugvd karom-visszahuzdé (musculus retractor unguis)
idegizom prepardtumokkal (Usherwood, Machili, 1968). A 6-LIT-et
standard saska sdoldatban (180 mM natrium-klorid, 10 mM k&lium-
-klorid, 2 mM kalcium-klorid, 10 mM HEPES; pH 6,8) alkalmaztuk.
Néhany vizsgdlatot végeztlink olyan séoldattal, amelybdl kihagy-
tuk a kalcium-kloridot. A mechanikai valaszokat Grass o6nird re-
gisztrald készilékkel oOsszekapcsolt Grass féle miliszerrel re-
gisztraltuk. Intracelluldris mikroelektrdédokkal (koriilbeliil 10
mQ ellendllds) kifejlett saskadk (mindkét nembdl) metatorakdlis
_labszaranak feszitd izomrostjaibdél (musculus extensor tibiae)
miniatlr excitdcibés posztszinaptikus potencidlokat regisztral-
tunk. A 6-LIT-et vagy standard saska sdboldatban vagy olyan séol-
datban, amely natrium-klorid helyett magnézium-kloridot tartal-

mazott, alkalmaztuk. A miniatlir potencialokat video-kazettan
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rogzitettik, és MassComp szamitdgéppel analizaltuk in-house
software hasznédlatdval. Membrdn kettdsrétegeket képeztink ki
patch pipettédk hegyénél (Atmérd: 1-2 um; készilt Clark
Electromedical dvegbdl) vagy difitanoil-foszfatidil-kolinbdl
vagy 9 rész izolecitin és 1 rész koleszterin keverékébdl 4116
egyrétegekbdl, pipetta dipping technika segitségével (Montal,
Muller, 198 ). Hasonld patch pipettdkat haszndltunk akkor, ami-
kor saska metatorakalis labszadr feszité izomrostokbdél membran-
-részecskéket metszettink be (Huddie et al.; patch clamp techni-
ka). Az endogén ka&lium-csatorndk aktivitdsdnak a csdkkentése vé-
gett a pipettébdl és a sdoldat-firdébdl eltdvolitottuk a kalium-
-kloridot.

A saska visszahuzé karom-izom neuradlisan kivaltott gbrcsds

-11

dsszehuzodasat 10 M 8-LIT (standard sdbéoldatban alkalmazva) ko-

riilbeliil 40 %-kal csdkkentette, és 107'°

M toxin alkalmazdsa meg-
" szlintette. A O-LIT alkalmazasa alatt kisebb spontadn O6sszehuzdda-
sok néha el8fordultak. A rangads amplituddjaban bekdvetkezett
valtozasokat irreverzibilis izom-Osszehuzddés kisérte. Amikor a
O-LIT koncentracidjat csOkkentettik, az 0sszehtzdbdéas
(kontraktura) késleltetve jelentkezett, és amplituddja is csdk-
kent. Izom kontraktura akkor is el&fordult, amikor a toxint ak-
kor alkalmaztuk, amikor az izom idegi stimulust nem kapott. Gor-
csds Osszehtzdéddadsok kalciummentes sdéoldatban nem fordultak eld,
és ha olyan prepardtumhoz alkalmaztunk 107'° M toxint, amelyet
ezzel a sbdoldattal hoztunk egyenstlyba, még a toxin alkalmazasa

_utan 30 perc malva sem kovetkezett be Osszehuzddas.

Amikor a saska izomrostok esetén inside-out részecskéket tet-
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tink ki 107!

M 8-LIT hatédsédnak a patch pipettaban, kdériilbeliil ma-
ximum 40 pS vezet8képesség mellett, csatorna nyitasokat figyel-
tink meg. Toxin nélkil ilyen tipust csatorna nyitasokat soha nem
lattunk. A csatorna-aram befelé torténd aramlast mutatott, ha a
patch pipetta és a firdé azonos Osszetételd sdkat (beleértve 2
mM kalcium-kloridot) tartalmazott, és a csatorna nyitédsi iddk
hosszabbak voltak negativ pipetta potencidlokndl, mint pozitiv
. potencidlokndl. Amikor a membran-részecskén at tizszeres ca®*
gradienst mértink, a, csatorna-aram reverz potencialja +/- 15 mV
volt, ugyanis ez a jelenség a ca® gréddienst8l fiigg.

A mesterséges kettdsréteg kisérletekben, amelyekben 107" M 8-
-LIT-et alkalmaztunk a patch pipettdkban, koériilbelidl 30 pS veze-
tS8képesség mellett figyeltiink meg egy-egy csatorna-nyitast.
Ilyen csatorndk nem voltak lathatdk, amikor a toxint kihagytuk a
patch pipettdbdl. Amikor a patch pipetta és a fiirdé azonos séol-
datot (2 mM kalcium-klorid tartalommal) tartalmazott, az o-LIT
csatorna &ramfesziiltségének karakterisztikdja szigmoid volt 0 mV
melletti reverz potenciéallal. Kimutattuk, hogy a csatorna kalci-
um-szelektivvé valik, ha mind a patch pipetta, mind a fiird6é ion-
-kornyezetét manipulaljuk.

A méregmirigy cDNS-b&l kapott cDNS tarat egy 23 bp méretd
olyan oligonukleotid szondaval szfirtiik, amely a 6-LIT N-
-termindlis szekvencidjanak felel meg (mint fent leirtuk). A bi-
zonytalan nukleotidok szdmédnak a csékkentése érdekében az o-LIT
és a-LT nukleotid szekvenciédkbdél szidrmazd kodon hasznalat adata-
it vettik figyelembe (Kiyatkin et al., 1990; Kiyatkin et al.,

1993) . Ot  pozitiv  cDNS klén  telepet  tisztitottunk  és
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szekvenaltunk. A leghosszabb klén (pDT-1) to6bb mint 2 kb méretd
8-LIT ké6dold szakaszt tartalmazott. A cDNS gylGjtemény Ujbéli szl-
réséhez egy PstI-3 fragmentumot hasznaltunk, . hogy olyan
klénokat keressiink, amelyek a toxin C-termindlis részét kédol-
jak. Egy tovabbi cDNS klént — pDT-17 — izolaltunk, amely a
8-LIT C-termindlis médolé szakaszat fedte le. Két egymast fedd
klént, amelyek a teljes nyilt leolvasasi keretet fedtek le, tel-
jes egésziikben szekvenaltunk. Az Aatfedé szakaszon veégzett
polimerdz lancreakcidéval — két kilén primer készlet haszndlatéa-
val — kimutattuk, hogy a két klén a méregmirigyekbdl szarmazd
egyetlen Osszefliggé RNS részét alkotja. Az Osszetett kldénok egy
3642 bp hossz( kerettel rendelkezd cDNS-t kédolnak, amely az el-
s8 kereten beliili (in-frame) metioninnal kezddédik, és a TAA stop
kodonnal végzdédik (3. szadml szekvencia).

A Met csoportot egy in-frame stop kodon elézi meg, €s ez iga-
zolja, hogy a levezetett szekvencia teljes hosszusagu.

A fekete 0Ozvegy pdék méregb8l homogenitasig tisztitottuk a
8-LIT-et. A tisztitast Krasnoperov és munkatdrsai (1992) szerint
oszlopkromatografidval harom menetben végeztik. A 6-LIT N-termi-
nalis szekvenciajanak 23 aminosavmaradékadt szekvenaltuk. A tisz-
"ta toxint tripszinnel emésztettiik, amikoris hét egyedi peptidet
izolaltunk és részlegesen szekvenaltunk.

A kézvetlen N-termindlis szekvencia meghatarozéas kimutatta,
hogy az érett protein a DEEDGEM..., szekvenciaval indul, tehat
az 1. szamu és 2. szamu szekvencidban az l-es csoport ennek a
szekvencidnak az els® Asp csoportja. Az Asp (+1) csoporttdl kez-

déds kikovetkeztetett polipeptid 1186 aminosavbél all (lasd a 3.
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szami és a 4. szami szekvenciadt a 29-es Asp csoporttdél az 1214-
es csoportig), amelynek az eldrelathatdé molekulatdmege 132671
“dalton, és pl értéke (izoelektromos pontja) 5,4. Az érett prote-
in mindazon peptidszekvencidkat tartalmazza, amelyeket aminosav-
szekvencia analizissel hataroztunk meg. Az érett protein két
olyan kereten beliili Met csoportot (-7 és -28) tartalmaz N-ter-
minalis végétdl 5 iranyban (lédsd a 3. szamu szekvenciat), ame-
lyek transzldcidét inditd helyek gyanant szolgalhatnak. A Met
(-7) ATG kodonjat kornyezd nukleotid szekvencia jobb egyezest
mutat a klasszikus Kozak féle 4ltalédnosan elfogadott (kon-
szenzus) szekvenciaval, de a Met (-28) korili nukleotidok elren-
dezédése nagymértékben megfelel legaldbb két masik olyan protein
“kezd&pontjanak, amelyeket pokfélekbdl izolaltak, igy példéul a
f& hazipor atka allergént (AAAATGA) (Yuuki et al., 1991) és egy
alacsony molekulatémegi proteint, amelyet az a-latrotoxinnal
egylitt tisztitottak (AAATGA) (Kiyatkin et al., 1992). Az eérett
protein N-termindlis végét megeldzd, kikdvetkeztetett szekvencia
egyik esetben sem felel meg a klasszikus szignadlpeptid szerkeze-
teknek. Azt a kdvetkeztetést vontuk le, hogy a 8-LIT N-termindlis
végének poszttranszlaciés médosuldsa 7 vagy 28 aminosavmaradék
eltavolitidsara korlatozdéddik. A pozitiv aminosavmaradékokbdél —
Arg-X-Lys-Arg (-1-4) — &l116 csoport jelenléete, amely potencialis
endopeptidaz hasitasi helyként szolgalhat, alatamasztja azt a
hipotézist, hogy a poszttranszlicidés feldolgozas az N-terminalis
végen toérténik.

A levezetett O&-LIT szerkezet analizise PEST tartalomra (S.

Rogers et al., 1986) egy olyan aminosavszekvencia jelenlétét
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igazolta, amely P, E, S és T-ben (prolin, glutamin, szerin,
treonin) gazdag, és ezt elbzdéleg Osszefiiggésbe hoztdk az
intracellularis proteinek gyors degradaciéjaval (Gottesman és
Maurizi, 1992). Ennek a szakasznak a szekvenciaja
EESGAPEGSFDSPSS,

.amely a 956-970 csoportok kozott helyezkedik el. A PEST-szakasz
jelenléte a 6-LIT C-termindlis részén Osszhangban van a protein
C-terminalis feldolgozaséaval.

A O-LIT szamitdégépes analizise hérom vélt transzmembran
hélixet feltételez, amelyek koziil kettd a végszakaszokban (39-67
és 221-240 csoportok) és a minimdlis hosszisagu harmadik a koz-
ponti szakaszban helyezkedik el. A masodik vélt transzmembrén
hélix (221-240 csoportok) egy olyan erdsen allandé szakaszt kép-
visel, amely minden pdbk eredetd nagy molekulatdmegl neurotoxin
proteinre jellemzd (Kiyatkin et al., 1993).

A feltételezett O6-LIT aminosavszekvencia dot-matrix anali-
zise a protein molekula kozponti részében egy ismétlédé motivum
jelenlétét fedte fel. A 6-LIT primer szerkezet 460 aminosav cso-
portja egymasutéani (tandem) elrendezésben ankyrin-szerd ismétlé-
dé szakaszok hibds mésolatait tartalmazza (ankyrin = vOrosvér-
sejt membran protein; szinonimdk: anchorin, syndein) (Michaely
és Bennett, 1992). Megallapitottdk, hogy amig az a-LT és az
a-LIT (Kiyatkin et al., 1990; Kiyatkin et al., 1993) nem keve-
sebb, mint 20 ismétldédd szakaszt tartalmaz, addig a &-LIT csak 13
egymasutan ismétlddsé egységet tartalmaz. Ezek optimdlis egyméas-
'hoz igazitadsdt — faziseltolassal — eredetileg Lux és munkatéar-

sai (1990) javasoltdk. Az elsé6 ismétlddé szakaszt (repeat) meg-
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eldz6 13 aminosavbdél 4116 szekvenciadt, egy konszenzus szekvenci-
aval valdé jé egyezése alapjan, redukalt ismétlddé egységnek te-
kinthetjik. A 6-LIT ismétl8d8 egységek tulnyomd része 33-34 ami-
nosav hosszusagt, de két ismétlddd szakasz 35 (R1), illetve 36
(R6) csoportot tartalmaz.

A PCOMPARE programmal végzett analizis a két rovar-specifikus
toxin ismétlédé egységei kozott egyenes Osszefiiggést mutatott
ki. A 3-LIT R2-R9 ismétlédS szakaszainak az a-LIT analdg ismétls-
dé szakaszaival vald dsszehasonlitdsa erds linearis egyezést mu-
tatott (Kiyatkin et al., 1993). A 6-LIT-ben 1év3 elsd repeat nem
felel meg teljesen az a-LIT elsd szakaszénak, de nagy hasonlésa-
got mutat az a-LIT R7 szakaszaval. A d-LIT R10 repeat leginkébb
az o-LIT R19 szakaszahoz hasonld: ez az ismétlédS szakasz annyi-
ban szokatlan, hogy Ser, illetve Gly csoportot tartalmaz a 8.,
illetve 31. pozicidéban. A koévetkezd hasonlbsdgot a 8-LIT R11-R13
szakaszok és az a~LIT R10-R12 szakaszok kdzdtt taldltak. E18z4-
leg megjegyeztiik, hogy az inszektotoxinokban az R7, R2 és RO is-
métl8d8 szakaszok a leginkdbb 4&llandbak, ami arra enged kdvet-
" keztetni, hogy funkcidés szerepiik van az inszektotoxicitésban.
Kimutattak, hogy a vérdsvérsejt ankyrin ismétlsdS szakaszok nem
egyenértékiek, ami a kiilonb6z8 proteineket kétd képességiiket il-
leti (Davis et al., 1991), tehat feltételezhetd, hogy a toxin
ismétldédé szakaszai kiilénbozbképpen jarulnak hozza funkcidik
teljesitéséhez.

A O6-LIT és a-LIT dot-matrix analizissel vald Osszehasonlitasa
kimutatta, hogy altaldnos szerkezetiik hasonld, hogy egy erés

centralis 4&atlds egyszeri torést tartalmaznak (a 8-LIT 900. és
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"1130. aminosavcsoportja kozott), amely mindkét toxin utolsdé 160
aminosavanal kijavitddik. A centralis atld elmozduldsa a toxinok
hosszanak kiilonbdz8ségét tiikrdzi; a 6-LIT 190 aminosavval révi-
debb, mint rovar-specifikus megfeleldje.

Az érett protein szamos szerkezeti doménre oszthatd: egy
N-terminalis végre, amely koOriilbeliil 470 aminosav csoportbél
411, és erds linedris homoldgiat mutat az a-LIT-tel; a koérilbe-
14l 430 aminosavbdél alldé centralis doménre, amelyet majdnem tel-
jesen befoglalnak a tandem elrendezésl ankyrin-szerd ismétléds
egységek és egy korilbelil 160 aminosavbél &llé C-terminalis
_doménre.

Az inszektotoxin protein szekvenciadk egymdshoz igazitaséaval
kimutattuk, hogy mind az N-termindlis, mind a C-termindlis szer-
kezeti doménekben eléggé eltérd szekvencidkkal elvalasztott,
nagymértékben azonos szakaszok Jjelenléte 1lathatd, nagymértékd
azonossagili szinttel (az N-termindlis doménnél 44,9%, a C-ter-
mindlis végnél 37,1%). A két inszektotoxin primer szerkezetében
a legdramaibb kiilonbségek az ismétlédé szakaszokat tartalmazd
domének C-termindlis részeire koncentraldédnak. A homoldégia a
8-LIT 13 ankyrin ismétldédé egységeire terjed ki. Ezt a szakaszt
egy korulbelul 110 aminosav csoportbdél alld olyan szekvencia ko-
'veti, amelynek sem az a-LIT-tel vagy a-LT-vel, sem az NBRF-PIR
adatbazis egyetlen mads proteinjével sincs nyilvanvalé homoldgi-
4ja. Erdekes, hogy az a domén, amely a O-LIT-b&1l hidnyzik, az
o-LIT primer szerkezetében egy olyan specifikus szakaszt alkot,
amely szokatlanul sok Cys csoportot tartalmaz, és amely az em-

18s-specifikus a-LT-vel mutat homoldégiat (Kiyatkin et al.,
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1993). A két neurotoxin kozdtt meglévd ezen feltlind szerkezeti
kiilénbségek arra utalnak, hogy az ankyrin-szerd ismétlédd domén
C-termindlis része kiilénleges szerepet Jjatszik, amennyiben meg-
“adja kiilénboz8 funkciondlis tulajdonsagaik strukturdlis baziséat.

A fekete 0Ozvegy pdk mérgébdl szadrmazd nagy molekulatomegd
protein toxinok a toxinok hatédsos és specifikus osztalyat alkot-
jdk. Ezek a toxinok komoly lehetéséget biztositanak a neuralis
proteinek funkcidéjanak felderitése és a rovar-specifikus toxi-
nokkal vald elldtds teriiletén. Ezt a lehet8séget azonban ezeldtt
nem tudtak kihaszndlni, minthogy ezeket a protein toxinokat bar-
milyen funkciéval sem sikerilt kifejezni. A taladlmany egy Uj ro-
var-specifikus toxint koédold uj DNS atirat kldénozasat, e toxin
és mas polipeptidek baktériumokban valé mikédSképes allapotban
torténd kifejezddéset ismerteti.

A 3-LIT cDNS-t egy olyan oligonukleotiddal klénoztuk, amely a
toxin 1-23 aminosavszekvencidjan alapult, azonossagat tovabbi
peptid szekvencidkkal, immunkémiai azonoss&gat pedig egy &8-LIT-re
specifikus antitest hasznalataval igazoltuk. A O-LIT kikoévetkez-
tetett primer szerkezete nagymértékben hasonlatos az emlés-spe-
cifikus a-LT-hez és a rovar-specifikus a-LIT-hez, ami arra utal,
hogy ezek a toxinok egy hasonldé szerkezetld csaladhoz tartoznak.
A harom protein olyan centrdlis domént tartalmaz, amely
,ankyrin-szerd” ismétléd8 szakaszokbdél all. A O-LIT 13 ilyen is-
métl6dé szakaszt tartalmaz. Az ankyrin csaladhoz tartozd protei-
nek a spectrint szamos kilénbozé belsé membranproteinhez kotik
(Bennett, 1992), és az a nézet alakult ki, hogy az ankyrinek

,ankyrin repeat” doménje felelds a proteinekhez vald vald speci-
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fikus kot&désért [ Davis, Bennett, J.Biol.Chem., 265, 10589-10596
(1990); Davis et al., J.Biol.Chem., 266, 11163-11169 (1991)]. Az
ankyrin csalédddal valdé strukturdlis hasonldsagot tiukrdzik a lat-
rotoxinok ismert funkcidés tulajdonségai; ismeretes, hogy az a-LT
nagy affinitassal (Ky = 107° M) kétddik egy receptorhoz. Még meg-
hatdrozanddé, hogy az o-LT receptorhoz vald specifikus kotddést
"vajon a toxin ankyrin repeat szakasza kozvetiti-e.

Meglepd mébdon a 8-LIT nem mutat nagyobb hasonldsagot a rovar-
-specifikus o-LIT-hez (38%), mint az emlés-specifikus a-LT-hez
(37%) . Mig a d8-LIT-ben csak 13 ismétlédd szakasz van, addig az
o-LT és az a-LIT 19, illetve 20 ankyrin repeat-et tartalmaz. Az
utébbi 6/7 repeat-nek nincs megfeleléje a 6-LIT-ben, és lehetsé-
ges, hogy ez egy szerkezeti egység, minthogy mindkét a-toxin eb-
ben a szakaszban 6 cisztein csoportot tartalmaz Ugy, hogy egy-
mastél vald tavolsaguk részben allandd. Azonban, ami az o-LT és
oa-LIT toxicitasi célpontjainak kilénbozé voltét illeti, ezt a
~strukturalis képet nem lehet azonositani a rovar-specifikus to-
xicitéssal.

A 3-LIT-ben jelentds az ellentmondads a toxin cDNS szekvencia-
b6l levezetett molekulatdmege és a méregbdl tisztitott tiszta
toxin relativ mobilitasa kozdtt. Mig a protein N-termindlis vé-
gét protein szekvendlassal egyértelmlen azonositottuk, addig a
C-terminalis vég pontos helyzetének bizonyitdsa nehézséget oko-
zott. A teljes hosszisagl cDNS baktériumokban vald kifejezése
azt mutatta, hogy a szamitott molekulatémeget pontosan tikrdzi a
protein relativ mobilitdsa SDS-PAGE rendszerben, és hogy a ter-

mészetes méreg nagy része, hacsak nem az egésze, proteolitikus
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C-termindlis feldolgozés eredménye. A teljes hosszisagua
rekombinadns proteint tisztitottuk ugyan, de nem volt toxikus a
sdskdkra semmilyen koriilmények kozdtt. A teljes hosszlsdga pro-
tein a mdkod8képes toxin inaktiv prekurzora.

A méregb8l tisztitott &-LIT C-termindlis végének pontos he-
lyét MALDI toOmegspektrometridval &llapitottuk meg. (MALDI =
= matrix assisted laser desorption ionization). A mérés a hasi-
tdsi helyet a protein 991. aminosavanal 1lokalizadlta. A cDNS-t
gy mdédositottuk, hogy egy 991 aminosavb6él 4116 proteint 411it-
son eld6 olyan szekvencidval, mint amilyen a 2. szami szekvencia,
és amely baktériumokban fejezdédik ki. Az érett rekombindns pro-
tein oldhatd, és saskdkra letdlis hatast. A protein részleges
tisztitdsa alapjadn arra lehetett kovetkeztetni, hogy a toxin
eré6sen toxikus hatésu.

A teljes génszekvencia csonka formadjdnak a felhasznalasaval
kapott érett toxin kifejezése — mint fent leirtuk — jelentds
elényokkel jar. El1lészdr, a toxint viszonylag koénnyen el8allit-
hatjuk — miikodéképesen — a csonka forma bakteridlis rendszerben
vald expresszidjaval, midltal elkeriljik, hogy pdkok méregmiri-
.gyeibél legyen szilikséges a toxint tisztitani. Az eljdrids lehetd-
vé teszi a toxin ipari eldallitasat, ennek kdvetkeztében keres-
kedelmi hasznositésat, azaz példaul, egy rovarirtdé rendszerben
f& komponensként vald felhaszndlasat.

A toxin szamara ez a szokadsos mdédszereken kiviil — mint a
permetezés — egyéb rendszerekben valdé alkalmazasra ad lehetésé-
get. Lehetdéség nyilik példaul olyan mdbédositott ndévényi sejt vagy

noévény — példidul gabona — elfallitésara, amely a csonka szek-
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venciat magdba foglald rekombindns molekulat tartalmazza. Ilyen
rendszer a csonka formdt tartalmazdé rekombinans bakulovirus.
Ezek a virusok er8sen fertbzd&képesek in vivo, gazdasejtekben re-
zisztensek az inaktivaladssal szemben, és képesek a Dbeépitett
nukleotidszekvencia magas szintl kifejezésére gazda-rovar sej-
tekben. A novényre valdszinlileg nem artalmasak, sdét gerincesekre
sem. Amikor egy rovar elfogyasztja a novényi szovetet, ezzel ma-
gédhoz veszi a rekombindns molekuldt és/vagy a toxint, amely vé-
giil a rovar pusztuldsadt eredményezi. Minthogy a toxin rovar-spe-
cifikus, elfogyasztdsa esetén nem lesz kdros hatasa sem emberre,
sem allatra.

A taldlmany egyik elemének a felhasznidlisa esetén példaul
“bakterialis expresszidés rendszerben fejezink ki egy toxint,
amely rendszerint bioldgiai rendszerekben egy prekurzor protein
poszttranszlacidés médosuldsa révén keletkezik. Az eljarads érté-
két mutatja, hogy mas proteineket kdédold mas gének csonka forma-
ja is kifejezhetd ilyen mddon, és ez az elem szintén a taldlmany
oltalmi koréhez tartozik.

A taldlmany olyan toxinra 1is vonatkozik, amely egy teljes
izolalt gén expresszidéja révén keletkezik, mint prekurzor
polipeptid, amely ezutdn poszttranszlécidés uGton mbédosul. A pre-
kurzor polipeptid aminosavszekvencidjat a 4. szama szekvencia, a
toxin szekvenciajat pedig a 2. szamu szekvencia irja le.

A 8-LIT toxinnak megfeleld prekurzor polipeptidet kbédold izo-
l4lt gén (3. szamG szekvencia) (vagy egy analdg) vektorba
klénozhatd a prekurzor polipeptid kifejezése céljabdl, amikoris

bakulovirus expresszids rendszert hasznalhatunk. Az ilyen médon
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termelt prekurzor polipeptidet ezutdn a fentiekben megjeldlt he-
lyeken, helyre iranyuldé mutagenezissel csonkithatjuk, aktiv to-
xin el8allitisa végett. Ez az eljards lehetévé teszi, hogy a
3-LIT toxint vagy ennek aktiv szarmazékdt a fekete Ozvegy pdktdl
_fluggetlenul allitsuk eld, mégpedig ipari méretekben, mint emli-
tettiik, rovarirtd szerként vald felhasznédléds céljara.

A fenti részletes leirdsban joéllehet torekedtiink arra, hogy
felhivijuk a figyelmet a taldlmany azon Jjellemz8ire, amelyekrdl
azt gondoljuk, hogy kiilénlegesen fontosak, mégis meg kell je-
gyeznink, hogy oltalmat igénylink az eldbbiek soran emlitett
vagy az abrakban bemutatott minden olyan szabadalomképes elemre
vagy ilyen elemek kombindcidjara, ezeket akar kilondsen kihang-

sulyoztuk, akar nem.



GAT
Asp

AAA
Lys

GCT
Ala

GTA
Val

Asp
65

ATT
Ile

GAC
Asp
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SZEKVENCIAK JEGYZEKE

AZ 1.SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

) HOSSZUSAG: 2976 bazispar
) TIPUS: nukleinsav

) SZAL-TIPUS: kettds

) TOPOLOGIA: ismeretlen

(ii) MOLEKULATIPUS: egyéb nukleinsav

(A) LEIRAS: /desc = "PLAZMID DNS"

(vi) EREDETI SZARMAZAS:

(A) SZERVEZET: LATRODECTUS MACTANS TREDECIMGUTTATUS

(vii) KOZVETLEN FORRAS:
(B) KLON: pT7.deltaM

(ix) SAJATOSSAG:
(A) NEV/JEL: CDS
(B) HELYZET:1..2973

(xi) AZ 1.SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GAA GAA GAT GGA GAA ATG ACT CTA GAA GAA AGA
Glu Glu Asp Gly Glu Met Thr Leu Glu Glu Arg
5 10

GCA ATA GAG TAC AGC AAT TCA GIT TTT GGG ATG
Ala Ile Glu Tyr Ser Asn Ser Val Phe Gly Met
20 25

AAC GAC ATC GGT TCC ATT CCT GTA ATT GGC GAA
Asn Asp Ile Gly Ser Ile Pro Val Ile Gly Glu
35 40

ACT GCC CCA ATT GCC ATC GTA AGT CAC ATT ACT
Thr Ala Pro Ile Ala Ile Val Ser His Ile Thr
50 55 60

ATA GCT TCT ACG GCA TTA GAT TGT GAT GAT ATA
Ile Ala Ser Thr Ala Leu Asp Cys Asp Asp Ile
70 75

AAG GAA ATA TTA GAA GAA AGA TTC AAT GAA ATA
Lys Glu Ile Leu Glu Glu Arg Phe Asn Glu Ile
85 90

AAG AAC ACA GCT GCT TTG GAA GAG GIC TCT AAA
Lys Asn Thr Ala Ala Leu Glu Glu Val Ser Lys
100 105

CAA GCA
Gln Ala

ATC GCT
Ile Ala
30

GTA GIT
Val val
45

AGC GCA
Ser Ala

CCT TTT
Pro Phe

GAT AGA
Asp Arg

CTG GTA
Leu Val
110

CAA
Gln
15

GAT
Asp

Gly

Gly

GAT
Asp

AAG
Lys
95

AGT
Ser

Cys

GTA
Val

ATT
Ile

TTG
Leu

GAG
Glu
80

TTG
Leu

Lys

48

96

144

192

240

288

336



ACT
Thr

ARG
Lys

TTC
Phe
145

ATT
Ile

- Lys

AGT
Ser

GCC
Ala

GCT
Ala
225

CTC
Leu

GTC
Val

GCC
Ala
305

GAG
Glu

TTT
Phe

CTT
Leu
130

Lys

Lys

GGT
Gly

CTG
Leu

ATC
Ile
210

TTA
Leu

Glu

GTA
Val

TTT
Phe

ATT
Ile
290

GAC
Asp

ACT
Thr

GTT
Val
115

GIT
Val

ATA
Ile

GGT
Gly

ATT
Ile

AGC
Ser
195

CCA

Pro

TTT
Phe

CAA
Gln

AAT
Asn

Lys
275

GAG
Glu

AGT
Ser

CTT
Leu

ACG
Thr

TTG
Leu

AAT
Asn

TTG
Leu

TTA
Leu
180

TCC
Ser

Lys

TAT
Tyr

CAT
His

TTT
Phe
260
TCA
Ser

GIT

val

Lys

Lys

GTG
Val

Glu

GAT
Asp

CCT
Pro
165

GGT
Gly

GCG
Ala

GTG
Val

Gly

TCT
Ser
245

AAT
Asn

TCA
Ser

CTT
Leu

CTA
Leu

AAT
Asn
325

Glu

ACT
Thr

TTT
Phe
150

Lys

TCT
Ser

TTA
Leu

GTT
Val

ACT
Thr
230

TAT
Tyr

GCA
Ala

CTA
Leu

AAC
Asn

TAC
Tyr
310

CAA
Gln

AAA
Lys

ATA
Ile
135

Lys

GAT
Asp

TTA
Leu

AAT
Asn

GAT
Asp
215

CAG
Gln

CTG
Leu

Glu

ACA
Thr

ACC
Thr
295

AGA
Arg

ATC
Ile

ACA
Thr
120

Glu

AAG
Lys

AGG
Arg

Lys

Glu
200

GAT
Asp

ACT
Thr

GCT
Ala

TTT
Phe

Gly
280

GTIG
val

Glu

AAA
Lys

AGG
Arg

AGC
Ser

TTT
Phe

TAT
Tyr

Glu
185

CTC
Leu

AAT
Asn

TAT
Tyr

GAT
Asp

AAT
Asn
265

Gly

Lys

TTA
Leu

ACG
Thr

29

AAT
Asn

ARDA
Lys

TTT
Phe

GIT
Val
170

GTA
Val

TTA
Leu

ANG
Lys

GCA
Ala

TAT
Tyr
250

AAT
Asn

GAT
Asp

GCA
Ala

GTA
Val

ACT
Thr
330

GAA
Glu

GAA
Glu

GAA
Glu
155

GCT
Ala

AGA
Arg

GAC
Asp

GCC
Ala

GCC
Ala
235

TAT
Tyr

GTA
Val

GAC
Asp

TTA
Leu

ACT
Thr
315

GAT
Asp

ATG
Met

ATA
Ile
140

Lys

AAG
Lys

Glu

Lys

TTT
Phe
220

GTT
Val

TAC
Tyr

GCA
Ala

Gly

CCA
Pro
300

AGA
Arg

TTG
Leu

AAC
Asn
125

Lys

Glu

CTT
Leu

CCA
Pro

ARC
Asn
205

CAG
Gln

ATG
Met

CAA
Gln

ATT
Ile

TTA
Leu
285

TTT
Phe

ACA
Thr

CCT
Pro

GAA AAT
Glu Asn

TCA ATT
Ser Ile

CGA CAA
Arg Gln

CTA GAA
Leu Glu
175

TCT GGA
Ser Gly
190

AAC AAC
Asn Asn

GCG CTG
Ala Leu

TTT TTC
Phe Phe

Lys Gly
255

ATT TTT
Ile Phe
270

ATA GAT
Ile Asp

ATA AAG
Ile Lys

AAA GCT

CTT ATA
Leu Ile
335

TTT
Phe

GTA
Val

AGA
Arg
160

CRAA
Gln

Asn

TAT
Tyr

TAT
Tyr

TTA
Leu
240

GAT
Asp

GAT
Asp

AAT
Asn

AAC
Asn

TTA
Leu
320

GAT
Asp

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008



. Asp

CAA
Gln

TAC
Tyr

TGG

Trp
385

GTT
Val

AAC
Asn

GCA
Ala
465

GIT
Val

Asn

. CTA
Leu

ATA
Ile

ACA
Thr
545

ATA
Ile

TTG
Leu

GCA
Ala
370

TCT
Ser

CGT
Arg

TCA
Ser

TTT
Phe

AAG
Lys
450

GAC
Asp

GCA
Ala

CAA
Gln

CAC
His

AAT
Asn
530

CCA
Pro

CCC GAA ACT

Pro

CCT
Pro
355

GTA
Val

GAA
Glu

GTT
Val

GGA
Gly

Lys
435

TTG
Leu

ATA
Ile

TAT
Tyr

TCC
Ser

ATC
Ile
515

CAT

His

TTA
Leu

Glu
340

ACA
Thr

CAG
Gln

CcCcA
Pro

GAT
Asp

Lys
420

GAT
Asp

Lys

Glu

CGA
Arg

ATT
Ile
500

GCA
Ala

GGA
Gly

CAT
His

Thr

CCA
Pro

TAT
Tyr

TTT
Phe

CCG
Pro
405

CCT

Pro

ATT
Ile

GCA
Ala

GCA
Ala

Gly
485

GAC
Asp

GCT
Ala

GCT
Ala

CTT
Leu

TTG
Leu

ATA
Ile

Glu

ACT
Thr
390

Lys

CAG
Gln

CAT
His

GTG
Val

Lys
470

AAT

Asn

ATC
Ile

Glu

GAT
Asp

GCA
Ala
550

TCT
Ser

Gly

AGT
Ser
375

GIC
Val

AAG
Lys

TTT
Phe

CGT
Arg

GAT
Asp
455

TTT
Phe

AAC
Asn

GAG
Glu

Ala

GTG
Val
535

ACA
Thr

CAA
Gln

AAT
Asn
360

AMG
Lys

CAA
Gln

AGA
Arg

GCT
Ala

GAT
Asp
440

Glu

GAC
Asp

Lys

TTA
Leu

GGT
Gly
520

AAT

Asn

CGT
Arg

GTG
Val
345

TGG
Trp

Gly

GGT
Gly

AAT
Asn

Gly
425

CTA

Leu

GCT
Ala

AAT
Asn

ATA
Ile

Lys
505

CAG
Gln

GCA
Ala

AGT
Ser

30

AAC
Asn

GTT
Val

ATG
Met

AAC
Asn
AGA
410
ACC

Thr

TAC
Tyr

ACA
Thr

GAC
Asp

GCC
Ala
490
GAT
Asp

GCA

Ala

Lys

Gly

TTT
Phe

GAT
Asp

TAT
Tyr

GCT
Ala
395

CIT

Leu

ATG
Met

GAT
Asp

ACT
Thr

AGA
Arg
475

TTA
Leu

Lys

Gly

ACA
Thr

TTT
Phe
555

CCG
Pro

Gly

TCG
Ser
380

TGT
Cys

ATC
Tle

ACT
Thr

GCA
Ala

TTG
Leu
460

AGT
Ser

AGA
Arg

AAC
Asn

TTT
Phe

AGT
Ser
540

TCA
Ser

AAT
Asn

GTA
Val
365

AAA
Lys

CCG
Pro

TTT
Phe

CAT
His

GCC
Ala
445

ATT
Ile

GCA
Ala

TTT
Phe

Gly

GTT
Val
525

ARG
Lys

Lys

GAC
Asp
350

Glu

TTC
Phe

ACT
Thr

AGG
Arg

TCA
Ser
430

TTA
Leu

Glu

ATG
Met

CTT
Leu

TTT
Phe
510

AAG
Lys

ACA
Thr

ACT
Thr

GAA AAT

Glu

GTT
Val

AGT
Ser

ATA
Ile

AAG
Lys
415

CRAA
Glin

AAT
Asn

AAG
Lys

CAC
His

TTG
Leu
495

ACT
Thr

TTA
Leu

AAT
Asn

GTA
Val

Asn

AGG
Arg

Glu

Lys
400

TTC
Phe

ACA
Thr

ATT
Ile

GGT
Gly

Ala
480

Lys

CCT
Pro

CTA
Leu

TTG
Leu

AGA
Arg
560

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680



Asn

Gly

Asp

TCA
Ser

GTT
Val
625

GTT
val

Lys

TCT
" Ser

TTT
Phe

Asn
705

GTT
Val

TCC
Ser

GCT
Ala

GGT
Gly

TTA
Leu

TTT
Phe

GCT
Ala

GGA
Gly
610

GCA
Ala

AAC
Asn

ATG
Met

GTG
Val

Lys
690

TTA
Leu

TCG
Ser

AAT
Asn

GCG
Ala

GCT
Ala
770

CTA
Leu

ACA
Thr

TTG
Leu
595

TTG
Leu

Glu

CAT
His

CTT
Leu

ACT
Thr
675

Lys

ACA
Thr

ACA
Thr

ATA
Ile

ATG
Met
755

GAC
Asp

Glu

CCT
Pro
580

CTA

Leu

ACT
Thr

TCT
Ser

ATG
Met

AGA
Arg
660

GAG
Glu

Glu

ATT
Tle

Gly

Glu
740

CGA
Arg

ATA
Ile

AGC
Ser
565

TTG

Leu

AAT
Asn

CCT
Pro

TTA
Leu

GCT
Ala
645

TAT
Tyr

AAT
Asn

GAT
Asp

GTT
Val

CAA
Gln
725

Glu

AAG
Lys

Glu

CCA
Pro

CAT
His

CAT
His

TTC
Phe

GTG
Val
630

CCT

Pro

CTC
Leu

AAT
Asn

GCT
Ala

GCA
Ala
710

ATA
Ile

Lys

GAG
Glu

GCT
Ala

AAT
Asn

ACT
Thr

CCA
Pro

CAT
His
615

Glu

ATT
Ile

ATT
Ile

AAC
Asn

GCA
Ala
695
GAT
Asp

AAT
Asn

ACT
Thr

CCA
Pro

CGA

775

ATT
Ile

GCA
Ala

GAC
Asp
600

TTA

Leu

AGT
Ser

CAT
His

TCC
Ser

TGG

Trp
680

Lys

GGT
Gly

ATA
Ile

Gly

GAG
Glu
760

TCA
Ser

ARG
Lys

GTA
Val
585

ATT
Ile

GCA
Ala

AAT
Asn

TTT
Phe

ATA
Ile
665

ACA
Thr

Glu

AAT
Asn

ATT
Ile

Glu
745

ATA
Ile

GCT
Ala

31

GTA
Val
570

ATG
Met

GAT
Asp

ATT
Ile

GCT
Ala

GCA
Ala
650

Lys

CCT
Pro

TTG
Leu

CTT
Leu

Lys
730

Gly

GCT
Ala

GAT
Asp

AAT
Asn

AGT
Ser

Lys

ATT
Ile
GAT
635
GCT

Ala

GAT
Asp

TTA
Leu

TTG
Leu

ACC
Thr
715

Glu

TAT
Tyr

GTT
Val

AAT
Asn

Glu

ACT
Thr

AAT
Asn

AAT
Asn
620

CTA

Leu

TCA
Ser

Lys

CAT
His

Lys
700

GTT
Val

TTA
Leu

ACA
Thr

GTT
Val

TTA
Leu
780

AAG
Lys

TAT
Tyr

GCG
Ala
005

Glu

AAT
Asn

ATG
Met

GIT
Val

TTT
Phe
685

Gln

TTA
Leu

TTG
Leu

TCT
Ser

TTG
Leu
765

ACA
Thr

GAG
Glu

ATG
Met
590

CAG
Gln

AGT
Ser

ATT
Ile

GGT
Gly

AGT
Ser
670

GCT
Ala

GAT
Asp

CAT
His

ARG
Lys

CTC
Leu
750

ATT
Ile

CCT
Pro

GAT
Asp
575

GTT
Val

TCT
Ser

CAA
Gln

CAG
Gln

AGT
Ser
655

ATT
Ile

ATA
Ile

GAC
Asp

CTT
Leu

AGA
Arg
735

CAC
His

Glu

TTA
Leu

GAC
Asp

GTC
Val

ACG
Thr

Glu

GAT
Asp
640

ATT
Ile

AAT
Asn

TAT
Tyr

ATA
Ile

GCT
Ala
720

Gly

ATC
Ile

AAC
Asn

CAT
His

1728

1776

1824

1872

1920

1968

2016

2064

2112

2160

2208

2256

2304

2352



TCT
Ser
785

Lys

CAT
His

© Asn

ATA
Ile

CTT
Leu
865

ACT
Thr

TAT
Tyr

ACA
Thr
945

Gly

TCT
Ser

GCC
Ala

Gly

TTA
Leu

Lys

CAT
His
850

Glu

TCA
Ser

TTT
Phe

CGC
Arg

Lys
930

ATT
Tle

GCT
Ala

ACC
Thr

GCA
Ala

GCT
Ala

GCT
Ala

Gly
835

Lys

Lys

ATT
Ile

ATA
Ile

TTA
Leu
915

Glu

Lys

CCT
Pro

TTT
Phe

Lys

GAC
Asp

GTA
Val
820

GCA
Ala

GCT
Ala

GAT
Asp

ATG
Met

AAT
Asn
900

GAT
Asp

GGT
Gly

CTT
Leu

Glu

TCA
Ser
980

ATA
Ile

ATT
Ile
805

TCT
Ser

AAT
Asn

ATT
Ile

CCC
Pro

TTA
Leu
885

AAT
Asn

Glu

GAT
Asp

ATG
Met

GGT
Gly
965

GAG
Glu

Gly
790

Gly

GGT
Gly

TTA
Leu

ATT
Ile

AGT
Ser
870

ATT
Ile

TAT
Tyr

Gln

GCA
Ala

Glu
950

AGT

Ser

GAT
Asp

AGG
Arg

GCT
Ala

CGT
Arg

Lys

AAT
Asn
855
CTC
Leu

GTIT
val

GCT
Ala

Gly

Lys
935

TAC
Tyr

TTC
Phe

Glu

Lys

Lys

Lys

Glu
840

GAT
Asp

Lys

CAG
Gln

Glu

Lys
920

GAG
Glu

TGC
Cys

GAT
Asp

ATG
Met

TCT
Ser

ACA
Thr

ATG
Met
825

TAC
Tyr

GAC
Asp

GAT
Asp

Lys

ACT
Thr
905

TTA
Leu

GCT
Ala

TTA
Leu

TCT
Ser

TTT
Phe
985

32

ACA
Thr

GCA
Ala
810

Lys

GAT
ASp

CTT
Leu

GAT
Asp

TTG
Leu
890

TTG

Leu

GAG
Glu

GTT
Val

ARA
Lys

CCA
Pro
970

CGT

GTA
Val
795

GAC
Asp

ACT
Thr

AAC
Asn

GAC
Asp

Glu
875

CTIT

Leu

GAT
Asp

CIT
Leu

AAG
Lys

Lys
955

TCT
Ser

CGT

CTT
Leu

GGT
Gly

GTIT
vVal

AAT
Asn

ATG
Met
860

ACA
Thr

CTT
Leu

Glu

GCA
Ala

CCA
Pro
940

CTT
Leu

TCA
Ser

ACT

Arg Arg Thr

TAC
Tyr

TCT
Sexr

Glu

Lys
845

GTA
Val

Glu

Glu

Glu

TAT
Tyr
925

ACT
Thr

CGC
Arg

AAG
Lys

TTA
Leu

TTA
Leu

ACT
Thr

ACT
Thr
830

TAT
Tyr

CGT
Arg

GAG
Glu

TTA
Leu

GCT
Ala
910

ATC
Ile

ATC
Ile

Glu

CAA
Gln

CCG
Pro
990

TTA
Leu

GCC
Ala
815

CTA
Leu

TTG
Leu

TTG
Leu

GGT
Gly

TAT
Tyr
895

TTA

Leu

TTC
Phe

CTT
Leu

GAG
Glu

TGT
Cys
975

Glu

Glu
800

TTG
Leu

TTA
Leu

CCA
Pro

TTT
Phe

AGA
Arg
880

AAC
Asn

TTC
Phe

CAT
His

GTIT
Val

TCT
Ser
960

ATT
Ile

2400

2448

2496

2544

2592

2640

2688

2736

2784

2832

2880

2928

2976



Asp

Lys

Ala

Val

Asp

65

Ile

Asp

Thr

Lys

Phe

. 145

Ile

Lys

Ser

Ala

Ala
225

33

A 2.SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(1) A SZEKVENCIA JELLEMZSI:
(A) HOSSZUSAG: 991 aminosav
(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: linearis
(ii) MOLEKULATIPUS: protein
(xi) A 2.SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA:

Glu Glu Asp Gly Glu Met Thr Leu Glu Glu Arg Gln Ala
5 10

Ala TIle Glu Tyr Ser Asn Ser Val Phe Gly Met Ile Ala
20 25 30

Asn Asp Ile Gly Ser Ile Pro Val Ile Gly Glu Val Vval
35 40 45

Thr Ala Pro Ile Ala Ile Val Ser His Ile Thr Ser Ala
50 55 60

Ile Ala Ser Thr Ala Leu Asp Cys Asp Asp Ile Pro Phe
70 75

Lys Glu Ile Leu Glu Glu Arg Phe Asn Glu Ile Asp Arg
85 90

Lys Asn Thr Ala Ala Leu Glu Glu Val Ser Lys Leu Val
100 105 110

Phe Val Thr Val Glu Lys Thr Arg Asn Glu Met Asn Glu
115 120 125

Leu Val Leu Glu Thr Ile Glu Ser Lys Glu Ile Lys Ser
130 135 140

Lys Ile Asn Asp Phe Lys Lys Phe Phe Glu Lys Glu Arg
150 155

Lys Gly Leu Pro Lys Asp Arg Tyr Val Ala Lys Leu Leu
165 170

Gly Ile Leu Gly Ser Leu Lys Glu Val Arg Glu Pro Ser
180 185 190

Leu Ser Ser Ala Leu Asn Glu Leu Leu Asp Lys Asn Asn
195 200 205

Ile Pro Lys Val Val Asp Asp Asn Lys Ala Phe Gln Ala
210 215 220

Leu Phe Tyr Gly Thr Gin Thr Tyr Ala Ala Val Met Phe
230 235

Gln

15

Asp

Gly

Gly

Asp

Lys

95

Ser

Asn

Ile

Gln

Glu

175

Gly

Asn

Leu

Phe

sece
.

Cys

Val

Ile

Leu

Glu

80

Leu

Lys

Phe

Val

Arg

160

Gln

Asn

Tyr

Tyr

Leu
240



Leu
Asp
Asp
Val
Ala
305
Glu
Asp
Gln
" Tyr
Trp
385
vVal
Asn
Asn
Asn
Ala
465
- Val
Asn

Leu

Ile

Glu

Val

Phe

Ile

290

Asp

Thr

Ile

Leu

Ala

370

Ser

Ser

Phe

Lys

450

Asp

Ala

Gln

His

Asn
530

Gln

Asn

Lys

275

Glu

Ser

Leu

Pro

Pro

355

Val

Glu

Val

Gly

Lys

435

Leu

Ile

Tyr

Ser

Ile

515

His

His

Phe

260

Ser

Val

Lys

Lys

Glu

340

Thr

Gln

Pro

Lys

420

Asp

Lys

Glu

Arg

Ile
500

Ala

Ser

245

Asn

Ser

Leu

Leu

Asn

325

Thr

Pro

Tyr

Phe

Pro

405

Pro

Ile

Ala

Ala

Gly

485

Asp

Ala

Ala

Tyr

Ala

Leu

Asn

Tyr

310

Gln

Leu

Ile

Glu

Thr

390

Lys

Gln

His

Val

Lys

470

Asn

Ile

Glu

Leu

Glu

Thr

Thr

295

Arg

Ile

Ser

Gly

Ser

375

Val

Lys

Phe

Arg

Asp

455

Phe

Asn

Glu

Ala

Val
535

Ala

Phe

Gly

280

Val

Glu

Lys

Gln

Asn

360

Gln

Arg

Ala

Asp

440

Glu

Asp

Lys

Leu

Gly

520

Asn

34

Asp

Asn

265

Gly

Lys

Leu

Thr

vVal

345

Trp

Gly

Gly

Asn

Gly

425

Leu

Ala

Asn

Ile

Lys

505

Gln

Ala

Tyr Tyr
250

Asn Val

Asp Asp

Ala Leu

Val Thr
315

Thr Asp
330

Asn Phe
Val Asp
Met Tyr
Asn Ala

395

Arg Leu
410

Thr Met
Tyr Asp
Thr Thr
Asp Arg

475
Ala Leu
490
Asp Lys

Ala Gly

Lys Thr

Tyr

Ala

Gly

Pro

300

Arg

Leu

Pro

Gly

Ser

380

Ile

Thr

Ala

Leu

460

Ser

Arg

Asn

Phe

Ser
540

Gln

Ile

Leu

285

Phe

Thr

Pro

Asn

Val

365

Lys

Pro

Phe

His

Ala

445

Ile

Ala

Phe

Val
525

Lys

Lys

Ile

270

Ile

Ile

Lys

Leu

Asp

350

Glu

Phe

Thr

Arg

Ser

430

Leu

Glu

Met

Leu

Phe

510

Lys

Thr

255

Phe

Asp

Lys

Ala

Ile

335

Glu

Val

Ser

Ile

Lys

415

Gln

Asn

Lys

His

Leu

495

Thr

Leu

Asn

AsSp

Asp

Asn

Asn

Leu

320

Asp

Asn

Arg

Glu

Lys

400

Phe

Thr

Ile

Gly

Ala

480

Pro

Leu

Leu



Thr
545

Asn

Gly
" Asp
Ser
Val
625
Val
Lys
Ser
Phe
. Asn
705
Val
Ser
Ala
Gly
Ser
785
Lys
. His

Asn

Pro

Leu

Phe

Ala

Gly

610

Ala

Asn

Met

Val

Lys

690

Leu

Ser

Asn

Ala

Ala

770

Ala

Leu

Lys

Leu

Leu

Thr

Leu

595

Leu

Glu

His

Leu

Thr

675

Lys

Thr

Thr

Ile

Met

755

Asp

Ala

Ala

Ala

Gly
835

His

Glu

Pro

580

Leu

Thr

Ser

Met

Arg

660

Glu

Glu

Ile

Gly

Glu

740

Arg

Ile

Lys

Asp

Val

820

Ala

Leu

Ser
565
Leu

Asn

Pro

Leu

Ala

645

Tyr

Asn

Asp

Val

Gln

725

Glu

Lys

Glu

Ile

Ile

805

Ser

Asn

Ala
550

Pro
His

His

Phe

Val

630

Pro

Leu

Asn

Ala

Ala

710

Ile

Lys

Glu

Ala

Gly

790

Gly

Gly

Leu

Thr

Asn

Thr

Pro

His

615

Glu

Ile

Ile

Asn

Ala

695

Asp

Asn

Thr

Pro

Arg

775

Arg

Ala

Arg

Lys

Arg

Ile

Ala

Asp

600

Leu

Ser

His

Ser

Trp

680

Lys

Gly

Ile

Gly

Glu

760

Ser

Lys

Lys

Lys

Glu
840

35

Ser

Lys

vVal

585

Ile

Ala

Asn

Phe

Ile

665

Thr

Glu

Asn

Ile

Glu

745

Ile

Ala

Ser

Thr

Met

825

Tyr

Gly

Val
570
Met

Asp

Ile

Ala

Ala

650

Lys

Pro

Leu

Leu

Lys

730

Ala

Asp

Thr

Ala

810

Lys

Asp

Phe
555

Asn

Ser

Lys

Ile

Asp

635

Ala

Asp

Leu

Leu

Thr

715

Glu

Tyr

Val

Asn

Val

795

Asp

Thr

Asn

Ser

Glu

Thr

Asn

Asn

620

Leu

Ser

Lys

His

Lys

700

Val

Leu

Thr

Val

Leu

780

Leu

Gly

Val

Asn

Lys

Lys

Tyr

Ala

605

Glu

Asn

Met

vVal

Phe

685

Gln

Leu

Leu

Ser

Leu

765

Thr

Tyr

Ser

Glu

Lys
845

Thr

Glu

Met

590

Gln

Ser

Ile

Gly

Ser

670

Ala

Asp

His

Lys

Leu

750

Ile

Pro

Leu

Thr

Thr

830

Tyr

Val

Asp
575
Val

Ser

Gln

Gln

Ser

655

Ile

Ile

Asp

Leu

Arg

735

His

Glu

Leu

Leu

Ala

815

Leu

Leu

Arg
560

Asp

Val

Thr

Glu

Asp

640

Ile

Asn

Tyr

Ile

Ala

720

Gly

Ile

Asn

His

Glu

800

Leu

Leu

Pro



Ile
Leu
865
Thr
Tyr
Asn
Asn
Thr
945

Gly

Ser

His

850

Glu

Ser

Phe

Arg

Lys

930

Ile

Ala

Thr

(1)

(11)

(vi)

(vii)

(ix)

(x1)

36

Lys Ala Ile Ile Asn Asp Asp Leu
855

Lys Asp Pro Ser Leu Lys Asp Asp
870

Ile Met Leu Ile Val Gln Lys Leu
885 890

Ile Asn Asn Tyr Ala Glu Thr Leu
900 905

Leu Asp Glu Gln Gly Lys Leu Glu
915 920

Glu Gly Asp Ala Lys Glu Ala Val
935

Lys Leu Met Glu Tyr Cys Leu Lys
950

Pro Glu Gly Ser Phe Asp Ser Pro
965 970

Phe Ser Glu Asp Glu Met Phe Arg
980 985

.SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZUSAG: 3706 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZAL-TIPUS: kettds
(D) TOPOLOGIA: cirkulédris

MOLEKULATIPUS: egyéb nukleinsav

(A) LEIRAS:

ERDETI SZARMAZAS:

Asp

Glu

875

Leu

Asp

Leu

Lys

Lys

855

Ser

Arg

Met

860

Thr

Leu

Glu

Ala

Pro

940

Leu

Ser

Thr

/desc = "PLAZMID DNS"

Val

Glu

Glu

Glu

Tyr

925

Thr

Arg

Lys

Leu

Glu

Leu

Ala

910

Ile

Ile

Glu

Gln

Pro
990

Leu

Gly

Tyr

895

Leu

Phe

Leu

Glu

Cys

975

Glu

Phe

Arg

880

Asn

Phe

His

Val

Ser

960

Ile

(A) SZERVEZET: LATRODECTUS MACTANS TREDECIMGUTTATUS

KOZVETLEN FORRAS:
(B) KLON: pT7.deltaFL

SAJATOSSAG:

() NEV/JEL: CDS
(B) HELYZET:45..3686

A 3.37ZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:



37 )

GGTCAATTGA AACTTTATGA TAGGATTCAC TTTCTTATAT AGAA ATG CAT TCC AAA 56
Met His Ser Lys
995
GAA TTA CAA ACT ATT TCA GCA GCG GTA GCA CGA AAA GCA GTA CCC AAT 104
Glu Leu Gln Thr Ile Ser Ala Ala Val Ala Arg Lys Ala Val Pro Asn
1000 1005 1010
ACT ATG GTIT ATT CGG TTG AAA AGA GAT GAA GAA GAT GGA GAA ATG ACT 152
Thr Met Val Ile Arg Leu Lys Arg Asp Glu Glu Asp Gly Glu Met Thr
1015 1020 1025
CTA GAA GAA AGA CAA GCA CAA TGC AAA GCA ATA GAG TAC AGC AAT TCA 200
Leu Glu Glu Arg Gln Ala Gln Cys Lys Ala Ile Glu Tyr Ser Asn Ser
1030 1035 1040
GIT TTT GGG ATG ATC GCT GAT GTA GCT AAC GAC ATC GGT TCC ATT CCT 248
Val Phe Gly Met Ile Ala Asp Val Ala Asn Asp Ile Gly Ser Ile Pro
1045 1050 1055
GTA ATT GGC GAA GTA GTIT GGC ATT GTA ACT GCC CCA ATT GCC ATC GTA 296
Val Ile Gly Glu Val Val Gly Ile Val Thr Ala Pro Ile Ala Ile Val
1060 1065 1070 1075
AGT CAC ATT ACT AGC GCA GGC TTG GAT ATA GCT TCT ACG GCA TTA GAT 344
Ser His Ile Thr Ser Ala Gly Leu Asp Ile Ala Ser Thr Ala Leu Asp
1080 1085 1090
TGT GAT GAT ATA CCT TTT GAT GAG ATT AAG GAA ATA TTA GAA GAA AGA 392
Cys Asp Asp Ile Pro Phe Asp Glu Ile Lys Glu Ile Leu Glu Glu Arg
1095 1100 1105
TTC AAT GAA ATA GAT AGA AAG TTG GAC AAG AAC ACA GCT GCT TTG GAA 440
Phe Asn Glu Ile Asp Arg Lys Leu Asp Lys Asn Thr Ala Ala Leu Glu
1110 1115 1120
GAG GTC TCT ARA CTG GTA AGT AAA ACT TTT GIT ACG GTG GAA AAA ACA 488
Glu Val Ser Lys Leu Val Ser Lys Thr Phe Val Thr Val Glu Lys Thr
1125 1130 1135
" AGG AAT GAA ATG AAC GAA AAT TTT AAG CTT GTT TTG GAA ACT ATA GAA 536
Arg Asn Glu Met Asn Glu Asn Phe Lys Leu Val Leu Glu Thr Ile Glu
1140 1145 1150 1155
AGC AAA GAA ATA AAA TCA ATT GTA TTC AAA ATA AAT GAT TTT AAA AAG 584
Ser Lys Glu Ile Lys Ser Ile Val Phe Lys Ile Asn Asp Phe Lys Lys
1160 1165 1170
TTT TTT GAA AAA GAA CGA CAA AGA ATT AAA GGT TTG CCT AAA GAT AGG 632
Phe Phe Glu Lys Glu Arg Gln Arg Ile Lys Gly Leu Pro Lys Asp Arg
1175 1180 1185
TAT GIT GCT AAG CTT CTA GAA CAA AAA GGT ATT TTA GGT TCT TTA AAA 680

Tyr Val Ala Lys Leu Leu Glu Gln Lys Gly Ile Leu Gly Ser Leu Lys
1190 1195 1200



GAA GTA AGA
Glu Val Arg
1205

CTC TTA
Leu Leu
1220

GAC
Asp

AAT AAG
Asn Lys

GCC
Ala

TAT GCA
Tyr Ala

GCC
Ala

GAT TAT
Asp Tyr

TAT

1270

AAT AAT

1285

. GGA GAT GAC GGA TTA ATA GAT AAT GIC
Asp Gly Leu Ile Asp Asn Val

Gly Asp
1300

AAA GCA
Lys Ala

TTA
Leu

GTA
Val

ACG
Thr

ACT
Thr

GAT
Asp
1350

GTG
Val

AAC TTT
Asn Phe
1365

TGG GIT GAT
Trp Val Asp
- 1380

GGC ATG TAT
Gly Met Tyr

GGT AAC GCT
Gly Asn Ala

GAA
Glu

AAA AAC AAC AAC TAT

Lys

TTT
Phe

GTIT
Val

1255

TAC

Tyr Tyr Gln Lys Gly Asp

GTA GCA ATT ATT TTT GAT GAC
Asn Asn Val Ala Ile Ile Phe Asp Asp

TTA CCA TTT ATA
Leu Pro Phe Ile

ACT AGA ACA AAA
Thr Arg Thr Lys
1335

TTG
Leu

CCG
Pro

Gly

TCG
Ser

TGT
Cys

1415

38

CCA TCT GGA AAC
Pro Ser Gly Asn
1210

AGT
Ser

CTG AGC TCC
Leu Ser Ser
1215

GCC
Ala

ATC CCA AAA
Ile Pro Lys
1230

Asn Asn Asn Tyr
1225

CAG GCG CTG TAT
Gln Ala Leu Tyr
1240

GCT
Ala

TTA TTT TAT
Leu Phe Tyr
1245

ATG TTT TTC TTA
Met Phe Phe Leu

CTC GAA CAA CAT
Leu Glu Gln His
1260

CAA ARA GGT GAT GAT
Asp

GTA
Val

AAT TTT
Asn Phe
1275

TTT
Phe

AAA TCA
Lys Ser
1290 1295
ATT
Ile

GAG GIT
Glu val
1305 1310
AAG AAC GCC
Lys Asn Ala

GAC AGT AAA

Asp Ser Lys

1320 1325

GCT TTA GAG ACT CTT ARA

Ala Leu Glu Thr Leu Lys
1340

CCT CTT
Pro Leu

ATA GAT GAT ATA
Ile Asp Asp Ile
1355

CCC GRA
Pro Glu

AAT GAC
Asn Asp

GAA AAT CAA TTG
Glu Asn Gln Leu
1370

CCT ACA
Pro Thr
1375

GTA GAA GTT AGG TAC GCA
Val Glu Val Arg Tyr Ala
1385

GTA CAG
Val Gln
1390

AAA TTC AGT GAA TGG TCT GAA CCA
Lys Phe Ser Glu Trp Ser Glu Pro
1400 1405

CCG ACT ATA AAA GIT CGT GIT GAT
Pro Thr Ile Lys Val Arg Val Asp
1420

GCG
Ala

TTA
Leu

AAT
Asn

GTG
Val

GTIT
Val

GAT
Asp

ACT
Thr

CAG

Gly Gln

GAA
Glu

GAT
Asp
1235

ACT
Thr

1250

TCT
Ser

TAT CTG
Tyr Leu
1265

AAT GCA
Asn Ala
1280

GAA
Glu

TCA CTA
Ser Leu

ACA
Thr

CTT AAC
Leu Asn

ACC
Thr

CTA TAC
Leu Tyr

AGA
Arg

GCT
Ala

TTT
Phe

GGA
Gly

GTG
Val
1315

GAA
Glu

1330

AAT CAA ATC
Asn Gln Ile
1345

ACT TTG TCT
Thr Leu Ser
1360

CCA ATA GGA
Pro Ile Gly

TAT GAA AGT
Tyr Glu Ser

TTT ACT GTIC
Phe Thr Val

AAA
Lys

CAA
Gln

AAT
Asn

ARG
Lys
1395

CAA
Gln

1410

CCG ARA AAG
Pro Lys Lys
1425

AGA
Arg

728

776

824

872

920

968

1016

1064

1112

1160

1208

1256

1304

1352



AAT AGA CTT ATC
Asn Arg Leu Ile
1430

TTT
Phe

GGA ACC ATG ACT
Gly Thr Met Thr
1445

CAT
His

~CTA TAC
Leu Tyr
1460

GAT GCA
Asp Ala

GCC
Ala

GCT ACA
Ala Thr

ACT TTG
Thr Leu

ATT
Ile
1480

AAT GAC
Asn Asp

AGA AGT
Arg Ser
1495

GCA
Ala

ATA GCC
Ile Ala

TTA AGA TTIT
Leu Arg Phe
1510

AAA GAT ARAA AAC
Lys Asp Lys Asn
1525

GGC
Gly

CAG GCA
Gln Ala
- 1540

GGA TTT
Gly Phe

GTT
Val

GCA ARA
Ala Lys

ACA AGT
Thr Ser

AAG
Lys
1560

39

AGG AAG TTC AAC
Arg Lys Phe Asn
1435

TCA
Ser

TCA CAA ACA AAT
Ser Gln Thr Asn
1450

TTT
Phe

TTA AAT ATT AAT
Leu Asn Ile Asn
1465

AAG
Lys

GAA AAG GGT GCA
Glu Lys Gly Ala

GAC
Asp
1485

ATG
Met

CAC GCA GTT GCA
His Ala Val Ala
1500

CTT
Leu

TTG AAA AAT CAA
Leu Lys Asn Gln
1515

TTT
Phe

ACT CCT CTA CAC
Thr Pro Leu His
1530

ARG
Lys
1545

TTA CTA ATA AAT
Leu Leu Ile Asn

ACA
Thr

AAT TTG ACA CCA
Asn Leu Thr Pro
1565

GGA
Gly

AAA
Lys

TTG
Leu

1470

ATA
Ile

TAT
Tyr

TCC
Ser

ATC
Ile

CAT
His

1550

TTA
Leu

AGT GGA
Ser Gly

AAG GTA
Lys Val

TTT TCA AAA ACT
Phe Ser Lys Thr
1575

AAT GAA AAG GAG
Asn Glu Lys Glu
1590

GTA ATG AGT ACT TAT ATG
Val Met Ser Thr Tyr Met

1605

ATT GAT AAA AAT GCG CAG
Ile Asp Lys Asn Ala Gln

1620

.GCA ATT ATT AAT GAA AGT CAA GAA GTT GCA GAA TCT TTA GTG GAA
Ala Ile Ile Asn Glu Ser Gln Glu Val Ala Glu Ser Leu Val Glu

1625

1640

GTA AGA AAT TTA CTA
Val Arg Asn Leu Leu
1580

GAT GAC GGA TTT ACA
Asp Asp Gly Phe Thr
1595

GIT GTIC GAT GCT TTG
Val vVal Asp Ala Leu
1610

TCT ACG TCA GGA TTG
Ser Thr Ser Gly Leu

1630

1645

AAA CCT CAG TTT GCT
Lys Pro Gln Phe Ala
1440

GAT ATT CAT CGT GAT
Asp Ile His Arg Asp
1455

AAA GCA GIG GAT GAA
Lys Ala Val Asp Glu

1475

GAA GCA AARA TTT GAC
Glu Ala Lys Phe Asp
1490

CGA GGA AAT AAC AAA
Arg Gly Asn Asn Lys
1505

ATT GAC ATC GAG TTA
Ile Asp Ile Glu Leu
1520

GCA GCT GAA GCA GGT
Ala Ala Glu Ala Gly
1535

GGA GCT GAT GTG AAT
Gly Ala Asp Val Asn
1555

CAT CTT GCA ACA CGT
His Leu Ala Thr Arg
1570

GAA AGC CCA AAT
Glu Ser Pro Asn
1585

ATT
Ile

CCT TTG CAT ACT
Pro Leu His Thr
1600

GCA
Ala

CTA AAT CAT CCA
Leu Asn His Pro
1615

GAC
Asp

ACT CCT TTC CAT
Thr Pro Phe His

TTA
Leu
1635

AGT
Ser
1650

1400

1448

1496

1544

1592

1640

1688

1736

1784

1832

1880

1928

1976

2024



AAT GCT GAT CTA AAT
Asn Ala Asp Leu Asn

TTT GCA GCT TCA ATG
Phe Ala Ala Ser Met

ATT
Ile

CAG GAT
Gln Asp

1655

1670

ATA AAA GAT
Ile Lys Asp
1685

ACA CCT TTA
Thr Pro Leu
. 1700

GAA TTG TTG
Glu Leu Leu

CTT ACC

Asn Leu Thr

ATT
Ile

AMA
Lys

CAT
His

ARA
Lys

GTIT
Val

GGT
Gly

AGT ATT
Ser Ile

40

GTT AAC CAT
Val Asn His
1660

ATG
Met

AAA ATG CIT
Lys Met Leu

AGA
Arg

1675

GTIT
Val

AGT
Ser

ATT AAT
Ile Asn
1690

TTT
Phe

GCT ATA TAT
Ala Tle Tyr
1705

CAA GAT
Gln Asp
1720

GAC ATA
Asp Ile

TTA CAT
Leu His

CTT GCT

1735

AAA GAA TTA TTG AAG
Lys Glu Leu Leu Lys

1750

GAA
Glu

GGA TAT
Gly Tyr
1765

ATA GCT GTT
Ile Ala Val
1780

" GCT GAT AAT
Ala Asp Asn

TCT ACA GTA
Ser Thr Val

ACA GCA GAC GGT TCT ACT
Thr Ala Asp Gly Ser Thr

ACA
Thr

GTT
Val

TTA
Leu

CTT
Leu

AGA GGC
Arg Gly
1755

TCT CTC
Ser Leu

CAC ATC
His Ile
1770

TTG ATT GAA AAC
Leu Ile Glu Asn
1785

ACA CCT
Thr Pro
1800

TTA
Leu

CAT
His

TAC TTA
Tyr Leu

TTA
Leu

GAA
Glu

1815

1830

ATG AAA ACT GIT GAA ACT
Met Lys Thr Val Glu Thr

1845

TAC GAT AAC AAT AAA TAT
Tyr Asp Asn Asn Lys Tyr

1860

GCC
Ala

TTG

Leu
1835

CTA TTA

Leu Leu
1850

1865

TCT GTG ACT
Ser Val Thr

GAG
Glu

GCT CCT ATT
Ala Pro Ile
1665

CAT
His

TAT CTC

Tyr Leu
1680

ATT
Ile

TCC
Ser

AAT AAT
Asn Asn

ARC
Asn

TGG
Trp

1695

TTT
Phe

AAA AAA GRA
Lys Lys Glu
1710

AAT
Asn

TTA ACA ATT
Leu Thr Ile
1725

GIT TCG ACA GGA

Leu Ala Val Ser Thr Gly Gln Ile Asn

1740

TCC
Ser

AAT
Asn

ATA GAA
Ile Glu

GCT
Ala

GCG
Ala

ATG CGA
Met Arg
1775

GGT
Gly

GCT
Ala

GAC ATA
Asp Ile
1790

TCT
Ser

GCC GCA AAA
Ala Ala Lys
1805

AAA GGA GCT GAC
Lys Gly Ala Asp
1820

CAT TTA GCT GTA
His Leu Ala Val

AAT AAA GGA GCA
Asn Lys Gly Ala
1855

1870

GAT GCT
Asp Ala

GCA AAA
Ala Lys
1715

GTT GCA
Val Ala

GAT GGT
Asp Gly
1730

CAA ATA AAT ATA
Ile

1745

GAA AAA ACT
Glu Lys Thr
1760

GGA
Gly

ARG GAG CCA
Lys Glu Pro

GAG
Glu

GAA GCT CGA
Glu Ala Arg

TCA
Ser
1795

ATA GGA AGG ARA
Ile Gly Arg Lys
1810

ATT GGA GCT AAA
Ile Gly Ala Lys
1825

TCT GGT CGT AAA
Ser Gly Arg Lys
1840

AAT TTA AAA GAA
Asn Leu Lys Glu

TTG CCA ATA CAT AAA GCT ATT ATT AAT GAT
Leu Pro Ile His Lys Ala Ile Ile Asn Asp

1875

2072

2120

2168

2216

2264

2312

2360

2408

2456

2504

2552

2600

2648

2696



GAC
Asp

Asp

Lys

ACT
Thr

CTT
Leu

GAT
Asp

TTG
Leu

TTG
Leu
1925

GAC ATG GTA CGT
Asp Met Val Arg
1880

GAA ACA GAA GAG
Glu Thr Glu Glu
1895

CTT CTT GAA TTA
Leu Leu Glu Leu
1910

GAT GAA GAA GCT
Asp Glu Glu Ala

TTA GAG CTT GCA TAT ATC
Leu Glu Leu Ala Tyr Ile

1940

1945

. GCT GTT AAG CCA ACT ATC
Ala Val Lys Pro Thr Ile

TTA
Leu

TCT
Ser

TTT
Phe

TTA CCA CTA
Leu Pro Leu

2020
CTA
Leu

AGC
Ser

AGA
Arg

CccC
Pro

AR
Lys

CCA
Pro

CGT
Arg
2005

AAA
Lys

Asn

ARG
Lys

TAT
Tyr
2085

1960

AAA CTT CGC GAA
Lys Leu Arg Glu
1975

TCT TCA AAG

Ser Ser Lys
1990

CAA
Gln

CGT
ATg

ACT
Thr

TTA
Leu

CCG
Pro

AAG
Lys

GGC
Gly

TTT
Phe

2025

TTT
Phe

GCC
Ala

GAA AGT
Glu Ser
2040

ATT
Ile

GAT
Asp
2055

TCC AAC
Ser Asn

TTT ACT AAT GAG
Phe Thr Asn Glu
2070

CTG GAA GCA AAG
Leu Glu Ala Lys

41

TTG TTT CTT GAA AAA
Leu Phe Leu Glu Lys
1885

GAT
Asp

GGT AGA ACT TCA ATT
Gly Arg Thr Ser Ile
1900

ATG
Met

TAT AAC TAT TTT ATA
Tyr Asn Tyr Phe Ile
1915

AAT
Asn

TTA TTC
Leu Phe
1930

AAC
Asn

CGC TTA
Arg Leu

GAT
Asp
1935

TTC CAT
Phe His

AAT
Asn

AMA GRAA
Lys Glu
1950

GGT
Gly

CTT GIT
Leu Val

ACA
Thr

ATT AAA CTIT
TIle Lys Leu
1965

GAG TCT
Glu Ser

GGA GCT CCT GAA
Gly Ala Pro Glu
1980

TGT ATT
Cys Ile
1995

TCT
Ser

ACC TTT TCA
Thr Phe Ser

GAA ATT GTA
Glu Ile val
2010

AAA GAA ACG
Lys Glu Thr
2015

TCT CGC AGC
Ser Arg Ser

CTA AAT AAG
Leu Asn Lys
2030

AAG AAT AGC
Lys Asn Ser

TAC AGA TCT
Tyr Arg Ser
2045

GGA GCA TTA CTT TTA CTC
Gly Ala Leu Leu Leu Leu
2060

AAA TAC AAT TTG ACT GGA
Lys Tyr Asn Leu Thr Gly
2075

GCT TCA TCA TTA CGT ATC
Ala Ser Ser Leu Arg Ile
2090 2095

CCC AGT CTC AAA
Pro Ser Leu Lys
1890

TTA ATT GTT CAG
Leu Ile Val Gln
1905

AAT TAT GCT GARA
Asn Tyr Ala Glu
1920

GAA CAA GGG AAA
Glu Gln Gly Lys

GAT GCA AAA GAG
Asp Ala Lys Glu
1955

ATG GRAA TAC TGC
Met Glu Tyr Cys
1970

GGT AGT TTC GAT
Gly Ser Phe Asp
1985

GAG GAT GAA ATG
Glu Asp Glu Met
2000

AAC AGC
Asn Ser

AGA TAT
Arg Tyr

TTT CTC
Phe Leu

CCT TCT
Pro Ser
2035

GAA AAT
Glu Asn

TTT GTT
Phe Val
2050

GAT GTA TTT ATC
Asp Val Phe Ile
2065

AAA GAA GCT GTA
Lys Glu Ala Vval
2080

GCT TCT AAA TTT
Ala Ser Lys Phe

2744

2792

2840

2888

2936

2984

3032

3080

3128

3176

3224

3272

3320

3368
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GAA GAA CTT CTA ACT GAA GTIT AAA GGT ATT CCG GCT GGA GAG CTA ATT
Glu Glu Leu Leu Thr Glu Val Lys Gly Ile Pro Ala Gly Glu leu Tle

2100

2105 2110 2115

_AAT ATG GCC GAA GTIG AGT TCC AAC ATA CAT AAG GCA ATT GCA AGT GGT
Asn Met Ala Glu Val Ser Ser Asn Ile His Lys Ala Ile Ala Ser Gly

2120 2125 2130

AAG CCT GTA TCA AAA GIC TTA TGT TCG TAT TTG GAT ACC TTT TCT GAA
Lys Pro Val Ser Lys Val Leu Cys Ser Tyr Leu Asp Thr Phe Ser Glu
2135 2140 2145

TTA AAT TCT CAA CAA ATG GAA GAA TTA GIT AAC ACA TAC TTA TCC ACC

Leu Asn

AAA CCT TCT GTA
Lys Pro Ser Val
2165

AAT TTG TTA ACT
Asn Leu Leu Thr

2180

ATA GAT GTG CAT
Ile Asp Val His

Met
Ala
Gly
.Tyr

Gly
65

2150

Ser Gln Gln Met Glu Glu Leu Val Asn Thr Tyr Leu Ser Thr

2155 2160

ATT ACG TCA GCA TCT GCA GAT TAC CAG AAA CTT CCT
Ile Thr Ser Ala Ser Ala Asp Tyr Gln Lys Leu Pro
2170 2175

GCA ACT TGC TTA GAA CCA GAA AGA ATG GCT CRA CTT
Ala Thr Cys Leu Glu Pro Glu Arg Met Ala Gln Leu
2185 2190 2195

CAA AAG ATG TTT TTA CGT TAAAATACCA TTCCTTCTGT
Gln Lys Met Phe Leu Arg
2200 2205

A 4.SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

(1) A
(A)
(B)
(D)

SZEKVENCIA JELLEMZOTI :
HOSSZUSAG: 1214 aminosav
TIPUS: aminosav
TOPOLOGIA: linearis

(ii) MOLEKULATIPUS: protein

(xi) A 4.

SZAMU SZEKVENCIA LEfrASA:

His Ser Lys Glu Leu Gln Thr Ile Ser Ala Ala Val Ala

5 10

Val Pro Asn Thr Met Val Ile Arg Leu Lys Arg Asp Glu

20 25 30

Glu Met Thr Leu Glu Glu Arg Gln Ala Gln Cys Lys Ala

35

40 45

Ser Asn Ser Val Phe Gly Met Ile Ala Asp Val Ala Asn

50

55 60

Ser Ile Pro Val Ile Gly Glu Val Val Gly Ile Val Thr

70 75

Arg

15
Glu
Ile

Asp

Ala

3416

3464

3512

3560

3608

3656

3706

Lys

Asp

Glu

Ile

Pro
80



Ile
Thr
Leu
Ala
Val
145
Glu
Asp
Pro
Gly
Ala
225
Val

Gly
Ser
Asn
Ser
305
Leu
Leu

Asn

" Thr

Ala

Ala

Glu

Ala

130

Glu

Thr

Phe

Lys

Ser

210

Leu

Val

Thr

Tyr

Ala

290

Leu

Asn

Tyr

Gln

Leu
370

Ile

Leu

Glu

115

Leu

Lys

Ile

Lys

Asp

195

Leu

Asn

Asp

Gln

Leu

275

Glu

Thr

Thr

Arg

Ile

355

Ser

Val

Asp

100

Arg

Glu

Thr

Glu

Lys

180

Arg

Lys

Glu

Asp

Thr

260

Ala

Phe

Gly

Val

Glu

340

Lys

Gln

Ser

85

Cys

Phe

Glu

Arg

Ser

165

Phe

Tyr

Glu

Leu

Asn

245

Tyr

Asp

Asn

Gly

Lys

325

Leu

Thr

Val

His

Asp

Asn

Val

Asn

150

Lys

Phe

Val

Val

Leu

230

Lys

Ala

Tyr

Asn

Asp

310

Ala

vVal

Thr

Asn

Ile

Asp

Glu

Ser

135

Glu

Glu

Glu

Ala

Arg

215

Asp

Ala

Ala

Tyr

Val

295

Asp

Leu

Thr

Asp

Phe
375

Thr

Ile

Ile

120

Lys

Met

Ile

Lys

Lys

200

Glu

Lys

Phe

Val

Tyr

280

Ala

Gly

Pro

Arg

Leu

360

Pro

43

Ser

Pro

105

Asp

Leu

Asn

Lys

Glu

185

Leu

Pro

Asn

Gln

Met

265

Gln

Ile

Leu

Phe

Thr

345

Pro

Asn

Ala

90

Phe

Arg

Val

Glu

Ser

170

Arg

Leu

Ser

Asn

Ala

250

Phe

Lys

Ile

Ile

Ile

330

Lys

Leu

Asp

Gly

Asp

Lys

Ser

Asn

155

Ile

Gln

Glu

Gly

Asn

235

Leu

Phe

Gly

Phe

Asp

315

Lys

Ala

Ile

Glu

Leu

Glu

Leu

Lys

140

Phe

Val

Arg

Gln

Asn

220

Tyr

Tyr

Leu

Asp

Asp

300

Asn

Asn

Leu

Asp

Asn
380

Ile

Asp

125

Thr

Lys

Phe

Ile

Lys

205

Ser

Ala

Ala

Leu

Asp

285

Asp

vVal

Ala

Glu

Asp

365

Gln

Ile

Lys

110

Lys

Phe

Leu

Lys

Lys

190

Gly

Leu

Ile

Leu

Glu

270

Val

Phe

Ile

Asp

Thr

350

Ile

Leu

Ala

95

Glu

Asn

Val

Val

Ile

175

Gly

Ile

Ser

Pro

Phe

255

Gln

Asn

Lys

Glu

Ser

335

Leu

Pro

Pro

Ser

Ile

Thr

Thr

Leu

160

Asn

Leu

Leu

Ser

Lys

240

Tyr

His

Phe

Ser

Val

320

Lys

Lys

Glu

Thr



Pro

385

Tyr

Phe

Pro

Pro

Ile

" 465

Ala

Ala

Gly

Asp

Ala

545

Ala

Leu

Ser

Leu

Asn

625

Pro

Leu

Ala

Ile

Glu

Thr

Lys

Gln

450

His

Val

Lys

Asn

Ile

530

Glu

Asp

Ala

Pro

His

610

His

Phe

Val

Pro

Gly

Ser

Val

Lys

435

Phe

Arg

Asp

Phe

Asn

515

Glu

Ala

Val

Thr

Asn

595

Thr

Pro

His

Glu

Ile
675

Asn

Lys

Gln

420

Arg

Ala

Asp

Glu

Asp

500

Lys

Leu

Gly

Asn

Arg

580

Ile

Ala

Asp

Leu

Ser

660

His

Trp

Gly

405

Gly

Asn

Gly

Leu

Ala

485

Asn

Ile

Lys

Gln

Ala

565

Ser

Lys

Val

Ile

Ala

645

Asn

Phe

Val

390

Met

Asn

Arg

Thr

Tyr

470

Thr

Asp

Ala

Asp

Ala

550

Lys

Gly

vVal

Met

Asp

630

Ile

Ala

Ala

Asp

Tyr

Ala

Leu

Met

455

Asp

Thr

Arg

Leu

Lys

535

Gly

Thr

Phe

Asn

Ser

615

Lys

Ile

Asp

Ala

Gly

Ser

Cys

Ile

440

Thr

Ala

Leu

Ser

Arg

520

Asn

Phe

Ser

Ser

Glu

600

Thr

Asn

Asn

Leu

Ser
680

44

Val

Lys

Pro

425

Phe

His

Ala

Ile

Ala

505

Phe

Gly

Val

Lys

Lys

585

Lys

Tyr

Ala

Glu

Asn

665

Met

Glu

Phe

410

Thr

Arg

Ser

Leu

Glu

490

Met

Leu

Phe

Lys

Thr

570

Thr

Glu

Met

Gln

Ser

650

Ile

Gly

vVal

395

Ser

Ile

Lys

Gln

Asn

475

Lys

His

Leu

Thr

Leu

555

Asn

Val

Asp

Val

Ser

635

Gln

Gln

Ser

Arg

Glu

Lys

Phe

Thr

460

Ile

Gly

Ala

Lys

Pro

540

Leu

Leu

Arg

Asp

Val

620

Thr

Glu

Asp

Ile

Tyr

Trp

Val

Asn

445

Asn

Asn

Ala

vVal

Asn

525

Leu

Ile

Thr

Asn

Gly

605

Asp

Ser

Val

Val

Lys
685

Ala

Ser

Arg

430

Ser

Phe

Lys

Asp

Ala

510

Gln

His

Asn

Pro

Leu

590

Phe

Ala

Gly

Ala

Asn

670

Met

Val

Glu

415

Val

Gly

Lys

Leu

Ile

495

Tyr

Ser

Ile

His

Leu

575

Leu

Thr

Leu

Leu

Glu

655

His

Leu

Gln
400

Pro

Asp

Asp

Lys

480

Glu

Arg

Ile

Ala

Gly

560

His

Glu

Pro

Leu

Thr

640

Ser

Met

Arg



" Tyr
Asn
705
Asp
Val
Gln
Glu
Lys
785
. Glu
Ile
Ile
Ser
Asn
865
Ile
Pro
‘ Leu
Asn
Glu
945

Asp

Met

Leu

690

Asn

Ala

Ala

Ile

Lys

770

Glu

Ala

Gly

Gly

Gly

850

Leu

Ile

Ser

Ile

Tyr

930

Gln

Ala

Glu

Ile

Asn

Ala

Asp

Asn

755

Thr

Pro

Arg

Arg

Ala

835

Arg

Lys

Asn

Leu

Val

915

Ala

Gly

Lys

Tyr

Ser

Lys

Gly

740

Ile

Gly

Glu

Ser

Lys

820

Lys

Glu

Asp

Lys

900

Gln

Glu

Lys

Glu

Cys
980

Ile

Thr

Glu

725

Asn

Ile

Glu

Ile

Ala

805

Ser

Thr

Met

Tyr

Asp

885

Asp

Lys

Thr

Leu

Ala

965

Leu

Lys

Pro

710

Leu

Leu

Lys

Gly

Ala

790

Asp

Thr

Ala

Lys

Asp

870

Leu

Asp

Leu

Leu

Glu

950

Val

Lys

Asp

695

Leu

Leu

Thr

Glu

Tyr

775

Val

Asn

Val

Asp

Thr

855

Asn

Asp

Glu

Leu

Asp

935

Leu

Lys

Lys

Lys

His

Lys

Val

Leu

760

Thr

Val

Leu

Leu

Gly

840

Val

Asn

Met

Thr

Leu

920

Glu

Ala

Pro

Leu

45

Val

Phe

Gln

Leu

745

Leu

Ser

Leu

Thr

Tyr

825

Ser

Glu

Lys

vVal

Glu

905

Glu

Glu

Tyr

Thr

Arg
985

Ser

Ala

Asp

730

His

Lys

Leu

Ile

Pro

810

Leu

Thr

Thr

Tyr

Arg

890

Glu

Leu

Ala

Ile

Ile

970

Glu

Ile

Ile

715

Asp

Leu

Arg

His

Glu

795

Leu

Leu

Ala

Leu

Leu

875

Leu

Gly

Tyr

Leu

Phe

955

Leu

Glu

Asn

700

Tyr

Ile

Ala

Gly

Ile

780

Asn

His

Glu

Leu

Leu

860

Pro

Phe

Arg

Asn

Phe

940

His

Val

Ser

Ser

Phe

Asn

Val

Ser

765

Ala

Gly

Ser

Lys

His

845

Asn

Ile

Leu

Thr

Tyr

925

Asn

Asn

Thr

Gly

Val

Lys

Leu

Ser

750

Asn

Ala

Ala

Ala

Gly

830

Leu

Lys

His

Glu

Ser

910

Phe

Arg

Lys

Ile

Ala
990

Thr

Lys

Thr

735

Thr

Ile

Met

Asp

Ala

815

Ala

Ala

Gly

Lys

Lys

895

Ile

Ile

Leu

Glu

Lys

975

Pro

Glu

Glu

720

Ile

Gly

Glu

Arg

Ile

800

Lys

Asp

Val

Ala

Ala

880

Asp

Met

Asn

Asp

Gly

960

Leu

Glu
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Gly Ser Phe Asp Ser Pro Ser Ser Lys Gln Cys Ile Ser Thr Phe Ser
995 1000 1005

Glu Asp Glu Met Phe Arg Arg Thr Leu Pro Glu Ile Val Lys Glu Thr
1010 1015 1020

.Asn Ser Arg Tyr Leu Pro Leu Lys Gly Phe Ser Arg Ser Leu Asn Lys
1025 1030 1035 1040

Phe Leu Pro Ser Leu Lys Phe Ala Glu Ser Lys Asn Ser Tyr Arg Ser
1045 1050 1055

Glu Asn Phe Val Ser Asn Ile Asp Ser Asn Gly Ala Leu Leu Leu Leu
1060 1065 1070

Asp Val Phe Ile Arg Lys Phe Thr Asn Glu Lys Tyr Asn Leu Thr Gly
1075 1080 1085

Lys Glu Ala Val Pro Tyr Leu Glu Ala Lys Ala Ser Ser Leu Arg Ile
1090 1095 1100

Ala Ser Lys Phe Glu Glu Leu Leu Thr Glu Val Lys Gly Ile Pro Ala
1105 1110 1115 1120

Gly Glu Leu Ile Asn Met Ala Glu Val Ser Ser Asn Ile His Lys Ala
-~ 1125 1130 1135

"Ile Ala Ser Gly Lys Pro Val Ser Lys Val Leu Cys Ser Tyr Leu Asp
1140 1145 1150

Thr Phe Ser Glu Leu Asn Ser Gln Gln Met Glu Glu Leu Val Asn Thr
1155 1160 1165

Tyr Leu Ser Thr Lys Pro Ser Val Ile Thr Ser Ala Ser Ala Asp Tyr
1170 1175 1180

Gln Lys Leu Pro Asn Leu Leu Thr Ala Thr Cys Leu Glu Pro Glu Arg
1185 1190 1195 1200

Met Ala Gln Leu Ile Asp Val His Gln Lys Met Phe Leu Arg
1205 1210
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Aktiv rovar-specifikus neurotoxin polipeptid, azzal jelle-
mezve, hogy a fekete 06zvegy pdk (Latrodectus mactans Tredecim-
guttatus) mérgében jelenlévd rovarspecifikus J&-latroinszekto-
toxin (8~-LIT) neurotoxin prekurzor peptidjét koédold gén csonka
formajanak megfeleld nukleotid szekvencia kifejezddése révén ke-

letkezik, és hogy a polipeptid aminosavszekvencidja homoldég az
aktiv rovar-specifikus neurotoxin vagy aktiv szarmazéka vagy
analdégja aminosavszekvencidjaval.

2. Az 1. igénypont szerinti polipeptid, amelynek az aminosav-
szekvencidja elsésorban a karboxi-terminalis (C) végén megcson-
kitott polipeptid aminosavszekvencidajanak felel megq.

3. A 2. igénypont szerinti polipeptid, amelyben a csonkitéas
kd6rilbeliil 150-200 aminosavat tesz ki.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti polipeptid, amely-
nek az aminosavszekvencidja az amino-terminalis (N) végén meg-
csonkitott prekurzor polipeptid aminosavszekvencidjanak felel
.meg.

5. A 4. igénypont szerinti polipeptid, amelyben a csonkitéas
50 aminosavat, eldény®sen 7 vagy 28 aminosavat tesz ki.

6. Az elézé igénypontok barmelyike szerinti polipeptid, azzal
jellemezve, hogy a polipeptid egy olyan aminosavszekvenciat tar-
talmaz, amelyet az 1. szdmd szekvencia és a 2. szamu szekvencia
mutat be, vagy ennek aktiv valtozatéat.

7. Az el8z8 igénypontok barmelyike szerinti polipeptid, azzal

jellemezve, hogy a toxint egy nukleotid szerkezet fejezi ki,
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amely vagy az 1. szami szekvencia altal bemutatott génszekvencia
csonka formaja vagy ennek aktiv valtozata.

8. Az elb6z8 igénypontok barmelyike szerinti polipeptid, ame-
lyet lényegében egy olyan mikroorganizmusban rendelkezésre alld
szekvencia fejez ki, amelyet NCIMB 40632 letéti szammal a The
National Collections of Industrial and Marine Bacteria Limited
intézménynél helyeztiink letétbe.

9. Polinukleotid, azzal jellemezve, hogy a fekete O6zvegy pdk
(Latrodectus mactans Tredecimguttatus) mérgében jelenlévé rovar-
specifikus 8-latroinszektotoxin (8-LIT) neurotoxin prekurzor pep-
. tidjét koédold génszekvencia csonkitott formdjénak vagy aktiv
szarmazékanak vagy analdgjénak megfeleld olyan nukleotid szek-
vencidt tartalmaz, amely az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti
polipeptid expresszidjat kddolja.

10. A 9. igénypont szerinti polinukleotid, amelyben a
nukleotidszekvencia a 3’ végén megcsonkitott &-LIT prekurzor
polipeptid szekvencidnak felel meg.

11. A 10. igénypont szerinti polinukleotid szekvencia, amely-
ben a nukleotidszekvencia a korilbelil 400-650 nukleotid bazis-
sal és eldnydsen 550-600 nukleotid bézissal megcsonkitott génnek

felel meg.

12. A 9-11. igénypontok Dbéarmelyike szerinti polinukleotid
szekvencia, amelyben a nukleotidszekvencia az % végén megcson-
kitott génnek felel meg.

13. A 12. igénypont szerinti polinukleotid szekvencia, azzal
jellemezve, hogy a csonkitds 100 nukleotid bazisnal kevesebbre

terjed ki, és eldnydsen vagy 84 vagy 21 nukleotid bazist érint.
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14. A 9-13. igénypont barmelyike szerinti polinukleotid szek-
vencia, azzal jellemezve, hogy a nukleotidszekvencia egy 991
aminosavat tartalmazd polipeptidet koédol.

15. A 9-14. igénypontok Dbarmelyike szerinti polinukleotid
szekvencia, azzal jellemezve, hogy a nukleotidszekvencia egy 1.
szamu szekvencia szerinti béazisszekvencidt tartalmaz vagy ennek
aktiv szarmazékat.

16. A 9-15. igénypontok bérmelyike szerinti polinukleotid
szekvencia, azzal jellemezve, hogy a nukleotid szekvencia egy
olyan Dbazisszekvenciat tartalmaz, amelyet lényegében a The
National Collections of Industrial and Marine Bacteria Limited
intézményben NCIMB 40632 letéti szamon letétbehelyezett mikroor-
ganizmus tartalmaz.

17. A 9-16. igénypontok barmelyike szerinti polinukleotid
szekvencia, azzal jellemezve, hogy a nukleotid szekvencia egy
olyan polipeptidet kédol, amely az 1. szamd szekvencia és a 2.
szamu szekvencia szerinti aminosavszekvencidt tartalmazza vagy
ennek aktiv szarmazékat.

18. A 9-17. igénypontok barmelyike szerinti polinukleotid
szekvencia, azzal Jjellemezve, hogy a nukleotid szekvencia egy
olyan cDNS, amely mRNS-b&1l szdrmazik, példaul reverz transzkrip-
tdz enzim haszndlata révén.

19. A 9-18. igénypontok barmelyike szerinti polinukleotid
. szekvencia, azzal jellemezve, hogy a nukleotid szekvencia egy
oligonukleotid DNS szerkezet.

20. A 9-19. igénypontok Dbarmelyike szerinti polinukleotid

szekvencia, azzal jellemezve, hogy egy rekombinans DNS molekula.
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21. A 20. igénypont szerinti rekombinans DNS molekula, azzal
jellemezve, hogy a molekula virust tartalmaz.

22. A 21. igénypont szerinti rekombinadns DNS molekula, azzal
jellemezve, hogy a molekula bakulovirust tartalmaz.

23. A 20. igénypont szerinti rekombinans DNS molekula, azzal
"jellemezve, hogy lényegében az NCIMB 40632 letéti szammal letét-
be helyezett mikroorganizmus tartalmazza.

24. Expresszibds vektor, azzal jellemezve, hogy altaldnosséag-
ban a 9-23. igénypontok barmelyike szerinti gén csonka formajat
tartalmazza.

25. Sejt — ilyen egy virdlis vagy bakteridlis sejt — azzal
jellemezve, hogy lényegében a 20. vagy a 24. igénypont szerinti
rekombindns molekulaval vagy expresszids vektorral transzformal-
tuk.

26. Az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti polipeptid eldal-
.litdsdra szolgdld eljaréas, azzal jellemezve, hogy a kovetkezd
lépésekbdl 4ll: elBallitunk egy, a 9-23. igénypontok barmelyike
szerinti csonka formdju génnek megfeleld nukleotid szekvenciat
tartalmazé rekombindns DNS molekuldt, és a csonka format gazda
expresszids rendszerben — példaul bakteridlis expresszids rend-
szerben — fejezzliik ki a polipeptid elddllitédsa céljabdl.

27. A 26. igénypont szerinti eljéréas, azzal jellemezve, hogy
az expresszibés rendszer olyan E.coli BL21 (DE3) baktérium sejte-
ket tartalmaz, amelyeket a szekvencia csonka formajat tartalmazéd
pT7-7 vektorral transzformé&ltunk.

28. A 26. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy

az expresszids rendszer bakulovirus rendszert tartalmaz.
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29. Aktiv toxin, azzal jellemezve, hogy a fekete 6zvegy pdk
(Latrodectus mactans Tredecimguttatus) mérgében jelenlévd rovar-
specifikus d-latroinszektotoxin (8-LIT) neurotoxin szekvencianak
megfeleld aminosavszekvenciaja, lényegében izoldlt nem-toxikus
prekurzor polipeptid feldolgozasa révén allitjuk el§.

30. A 29. igénypont szerinti toxin, azzal jellemezve, hogy a
toxint a prekurzor polipeptid karboxi-termindlis (C) vége terii-
letén végrehajtott csonkitéssal 4llitjuk el§.

31. A 30. igénypont szerinti toxin, azzal jellemezve, hogy a
toxin aminosavszekvencidja é&ltaldnossdgban a 150-200 aminosavval
megcsonkitott prekurzor polipeptid aminosavszekvenciajanak felel
meg.

32. A 29-31. igénypontok barmelyike szerinti toxin, azzal
jellemezve, hogy a prekurzor polipeptid aminosavszekvenciajéanak
amino-termindlis (N) vége teriletén végrehajtott csonkitassal
allitjuk eld.

33. A 32. igénypont szerinti toxin, azzal jellemezve, hogy az
amino-terminalis végrél lehasitott fragmentum jelentdsen kisebb,
"mint a karboxi-termindlis végrél lehasitott fragmentum.

34. A 32. vagy a 33. igénypont szerinti toxin, azzal jelle-
mezve, hogy a lehasitott fragmentum 7 vagy 28 aminosavbdél all.

35. A 29-34. igénypontok Dbéarmelyike szerinti toxin, azzal
jellemezve, hogy a toxin olyan aminosavszekvenciat tartalmaz,
amelyet az 1. szami szekvencia és a 2. szadmid szekvencia mutat
be, vagy ennek aktiv valtozatat.

36. Rovar®ld készitmény, azzal jellemezve, hogy lényegében az

1-8. vagy a 29. vagy a 35. igénypontok barmelyike szerinti to-
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" xint tartalmazza.

37. A 36. igénypont szerinti rovar6ld készitmény, amelyet al-
kalmassa tettiink szajon &t vagy helyileg térténd alkalmazdsra.

38. A 36. vagy a 37. igénypont szerinti rovarold készitmény,
amelyet alkalmasd tettink spray-ként vald alkalmazésra.

39. Rovaréldé rendszer, azzal jellemezve, hogy eszkdzdket tar-
talmaz a fekete ozveqgy pok (Latrodectus mactans
Tredecimguttatus) mérgében jelenlévd rovar-specifikus 6-latroin-
szektotoxin (8-LIT) neurotoxin prekurzor peptidjét kédold gén
csonkitott formajadnak megfeleld olyan polinukleotid szekvencia
. vagy aktiv szarmazéka vagy analdgja kifejezéséhez, amikoris az
1-8. igénypontok barmelyike szerinti toxin keletkezik egy rovar-
ban, és ez vagy megdli, vagy inaktivva teszi a rovart.

40. A 39. igénypont szerinti rovar6lé rendszer, amely viralis
expresszids rendszert tartalmaz.

41. A 40. igénypont szerinti rovar®6ld rendszer, amelyben a
virdlis expresszids rendszer bakulovirus expresszids rendszerbdl
all.

42. Novény, amely egy — lényegében a 9-19. igénypontok bar-
melyike szerinti -— génszekvencia csonka formdjadnak megfeleld
polinukleotid szekvencidt tartalmazd, genetikailag mdédositott
sejtet foglal magéba.

43. Nem-emberszabdsu allat, amely egy — lényegében a 9-19.
igénypontok barmelyike szerinti — génszekvencia csonka formaja-
nak megfeleld polinukleotid szekvenciadt tartalmazéd, genetikailag
médositott sejtet foglal magédba.

44. Eljaras aktiv rovar-specifikus neurotoxin polipeptid eld-
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dllitasara, azzal Jjellemezve, hogy egy izolalt, inaktiv, olyan
prekurzor polipeptidbdl nyerjiik, amelynek az aminosavszekvencia-
ja a fekete Ozvegy pdk (Latrodectus mactans Tredecimguttatus)
mérgében Jjelenlévd rovar-specifikus d-latroinszektotoxin (8-LIT)
neurotoxin vagy aktiv szarmazéka vagy analdégja aminosavszekven-
cidjanak felel meg, és az eljards szerint az izolalt prekurzor
polipeptidet megcsonkitjuk.

45. A 44. igénypont szerinti eljdrés, amelyben az izolalt
prekurzor polipeptidet C-termindlis végén csonkitjuk meg.

46. A 44. vagy a 45. igénypontok szerinti eljaras, amelyben a
csonkitast proteolitikus hasitéassal és eldnydsen helyre iranyuld
mutagenezissel hajtjuk végre.

47. A 44-46. igénypontok barmelyike szerinti eljaréds, amely-
"ben a csonkitast az N-termindlis végen hajtjuk végre.

48. A 44-47. igénypontok szerinti eljaréds, amelyben az aktiv
polipeptid lényegében az 1-8. és a 37-43. igénypontok barmelyike
szerinti toxin.

49. Izolalt polinukleotid, amely a 4. szamu szekvencia sze-
rinti aminosavszekvencidt tartalmazd toxin prekurzor polipep-
tidet kédolja vagy ennek aktiv szarmazékat.

50. Izolalt polinukleotid, amely a 3. szami szekvencia sze-
rinti bazis szekvencidt tartalmazza vagy ennek szarmazékat.

51. Izolalt polinukleotid, amely lényegében az NCIMB 40633
~letéti szamon letétbe helyezett mikroorganizmusban &ll rendelke-
zésre.

52. Rekombinadns DNS molekula, amely lényegében a 49-51.

igénypontok barmelyike szerinti szekvenciat tartalmazza.



54

53. Az 52. igénypont szerinti rekombinans molekula, amely vi-
rust tartalmaz.

54. Az 53. igénypont szerinti rekombindns molekula, amely
bakulovirust tartalmaz.

55. Sejt — ilyen egy bakteridlis vagy viralis sejt — ame-
"lyet lényegében a 49-51. igénypontok béarmelyike szerinti egy
rekombindns DNS molekuldval transzformaltunk.

56. Rovar®lé rendszer, amely eszkdzOket tartalmaz ahhoz, hogy
lényegében a 49-51. igénypontok barmelyike szerinti bazis szek-
vencia kifejezddjék, amikoris egy prekurzor polipeptid képzddik,
és hogy a prekurzor polipeptid feldolgozasa révén egy olyan to-
xin képzddjék egy rovarban, amely a rovart megdli vagy inaktivva
teszi.

57. Az 56. igénypont szerinti rovardldé rendszer, amely
viradlis expresszids rendszert tartalmaz.

58. Az 57. igénypont szerinti rovar6ld rendszer, amelyben a
viradlis expresszids rendszer bekulovirust tartalmaz.

59. Novény, amely lényegében egy, a 49-51. igénypontok barme-
lyike szerinti nukleotid szekvenciadt tartalmazé genetikailag mo-
dositott sejtet foglal magéba.

60. Nem-emberszabasu allat, amely lényegében egy, a 49-51.
igénypontok barmelyike szerinti nukleotid szekvenciat tartalmazd
genetikailag mdédositott sejtet foglal magéba.

61. Izolalt 4j toxin, amelynek az aminosavszekvencidajat az 1.
szami szekvencia és a 2. szamu szekvencia irja le.

62. Izolalt polipeptid, amelynek az aminosavszekvenciajat a

3. szamu szekvencia és a 4. szamu szekvencia irja le.
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63. Lényegében az 1. szamu szekvencia és a 2. szami szekven-
cia é&ltal bemutatott aminosavszekvencidt tartalmazdé proteinnek,
vagy aktiv analdégjdnak, vagy szarmazékdnak toxinként vald fel-

hasznaléasa.

A meghatalmazott:
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