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(57) Kivonat

A talalmany tdrgya DNS-szekvencia, amely olyan nuk-
leotidszekvenciat tartalmaz, amely az 5. azonosité sza-
mud szekvencia 44-658. helyzet(i aminosavaibd! allé
aminosavszekvenciat tartalmazé proteint kodol, és
amelyben a 164 helyzetl aminosav lizin vagy alanin,
vagy olyan nukleotidszekvenciat tartalmaz, amely a 8.
azonositd szamu szekvencia 19-1863. helyzetli ami-
nosavaibdl allé aminosavszekvenciat tartalmazé pro-
teint kodol. Targya tovabba azon kiméra gén, amely
tartaimazza ezt a DNS-t és egy promotert, amely alkal-
mas arra, hogy ndvényi sejtekben a gént atirja, vala-
mint az olyan névényi sejt, amely ezt a kiméra gént

A leiras terjedelme 46 oldal (ezen belil 1 lap abra)

vagy a CrylAb vagy CrylB toxint és ezt a kiméra gént
kédold DNS-t tartalmazza, tovabba az a névény vagy
annak magja, amely tobb ilyen sejtet tartalmaz. Tovab-
bé targya a taldlmanynak az a protein, amely az 5. azo-
nositd szamu szekvencia 44-658. helyzetli aminosa-
vaibdl allé aminosavszekvenciat tartalmazza, és
amelyben a 164-helyzetli aminosav lizin vagy alanin,
vagy a 9. azonositd szamu aminosavszekvenciat tar-
talmazza.

A talalmany targya tovabba a fentiek eléallitasa és
alkalmazasa Lepitoptera rovarok ellen, valamint e célt
szolgalo készitmények.
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A taldlmany targya DNS-szekvencia, amely olyan nuk-
leotidszekvenciat tartalmaz, amely az 5. azonosité sza-
mu szekvencia 44-658. helyzetli aminosavaibél all6
aminosavszekvenciat tartalmazé proteint kodol, és
amelyben a 164-helyzet(i aminosav lizin vagy alanin,
vagy olyan nukleotidszekvenciat tartalmaz, amely a 8.
azonositd szamu szekvencia 19-1863. helyzetii ami-
nosavaibol alld aminosavszekvenciat tartalmazé pro-
teint kédol. Targya tovabba azon kiméra gén, amely
tartalmazza ezt a DNS-t és egy promotert, amely alkal-
mas arra, hogy névényi sejtekben a gént atirja, vala-
mint az olyan ndvényi sejt, amely ezt a kiméra gént
vagy a CrylAb vagy CrylB toxint és ezt a kiméra gént
kodolé DNS-t tartalmazza, tovabba az a névény vagy
annak magja, amely tobb ilyen sejtet tartalmaz. Tovab-
ba targya a taldlmanynak az a protein, amely az 5. azo-
nositd szdmu szekvencia 44-658. helyzeti aminosa-
vaibdl allé aminosavszekvenciat tartalmazza, és
amelyben a 164-helyzeti aminosav lizin vagy alanin,
vagy a 9. azonosité szamu aminosavszekvenciat tar-
talmazza.

Tovabbi része a talalmanynak eljaras olyan névény
vagy annak magja el6allitdsara, amely a fenti sejtekbdl
tdbbet tartalmaz, oly médon, hogy az emlitett névény
sejtjeit regeneraljuk és azokbdl magokat nyeriink. A ta-
lalmany targyat képezi még eljards Lepitoptera rova-
rokkal, kildndsen pedig azon belll Spodoptera littora-
lisszal, Agrotis ipsilonnal, Ostrinia nubilalisszal és
Phthorimaea operculellaval szemben rezisztens no-
vény eldallitasara, oly médon, hogy egy névényi sejtet
a talalmany szerinti proteint kédolé DNS-sel transzfor-
malunk és az emlitett sejtbSl nGvényt regeneralunk, va-
lamint eljaras Lepidopterak, killdnosen Agrotis sege-
tum és Phthorimaea operculella rovarok irtasara, oly
mdédon, hogy azokat a talalmany szerinti proteinnel
hozzuk érintkezésbe. Targya tovabba névényvéds-
szer-keszitmény Lepidoptera rovarok ellen, amely tar-
taimazza a talalmany szerinti proteint, és az olyan mé-
dositott mikroorganizmus, amely a talalmany szerinti
DNS-t magaban foglalé DNS-t tartalmaz.

A taldlmany a Bacillus thuringiensis négy Uj térzsén
alapul (a ,BTS02617A torzs”", a ,BTS02618A torzs”, a
.BTS02654B torzs” és a ,BTS02652E torzs™), amelyek
mindegyike kristdlyos proteineket termel (a
.BTS02617A kristalyos proteinek”, a ,BTS02618A kris-
talyos proteinek”, a ,BTS02654B kristalyos proteinek”,
illetve a ,BTS02652E kristalyos proteinek”), amelyek a
sporaképzddés id&szakaban kristalyokba (a
.BTS02617A kristalyok”, a ,BTS02618A kristalyok”, a
,BTS02654B kristalyok”, illetve a ,BTS02652E krista-
lyok™ csomagolddnak. A BTS02617A, a BTS02618A,
a BTS02654B és a BTS02652E torzseket a budapesti
szerzédes eldirasainak megfelelden a Belga Koordinalt
Mikroorganizmusgydjteményben [Collection Laborato-
rium voor Microbiologie Belgium (,BCCM-LMG"), R. U.
G., K. Ledeganckstraat 35, B-9000 Gent, Belgium] he-
lyeztiik letétbe. A taldlmany targya tovabba egy rovarir-
t6 készitmény, amely Lepidopterak ellen hatasos, és
amely hatéanyagként magaban foglalja a BTS02617A,
a BTS02618A, a BTS02654B, illetve a BTS02652E tor-
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zsek barmelyikét, vagy elénydsen a BTS02617A, a
BTS02618A, a BTS02654B vagy a BTS02652E krista-
lyokat, kristalyos proteineket vagy ezek hatdsos részét
vagy részeit.

A talalmany targya tovabba egy gén (a ,bTS02618A
gén”), amely jelen van a BTS02617A, a BTS02618A, a
BTS02654B és a BTS02652E torzsek genomjaban, és
amely egy inszekticid proteint (,BTS02618A protoxin™)
kddol, amely megtalalhato a BTS02617A, a
BTS02618A, a BTS02654B és a BTS02652E krista-
lyokban. A BTS02618A protoxin az a protein, amelyet a
BTS02617A, a BTS02618A, a BTS02654B és a
BTS02652E torzsek a megfelelé BTS02617A,
BTS02618A, BTS02654B, illetve BTS02652E krista-
lyokba térteéné burkolds el6tt elGallitanak.

A talalmany ezen tilmenden egy toxinra is vonatko-
zik (a .BTS02618A toxin”), melyet a BTS02618A proto-
xinbol nyerhetiink (példaul tripszines feltaras atjan).
A BTS02618A toxin egy inszekticid hatasu protein,
amelyet a BTS02617A kristalyokbdl, a BTS02618A
kristalyokbdl, a BTS02654B kristalyokbd!l és a
BTS02652E kristalyokbol szabadithatunk fel, amelye-
ket viszont a BTS02617A torzs, a BTS02618A torzs, a
BTS02654B térzs, illetve a BTS02652E térzs termel.
Ezen toxin és a protoxinja a Lepidoptera rovarok szé-
les skalaja ellen jelent6s aktivitassal rendelkezik, kiilé-
ndsen pedig a Noctuidae ellen, ezen beliil killénésen
Spodoptera és Agrotis fajok ellen, de mas fontos Lepi-
doptera rovarok ellen is, mint amilyenek a Pyralidae
csaladba tartozok, kiiléndsen a kukoricamoly, Ostrinia
nubilalis, a Gelechiidae csaladba tartozék, mint a
Phthorimaeme operculella és az Yponomeutidae csa-
lad tagjai, mint amilyen a Plutella xylostella.

Fentieken tilmenden a BTS02618A protein az elsd
olyan Bt protein, amely Agrotis segetum ellen szignifi-
kans hatast mutat.

A BTS02618A protoxinnak és toxinnak [,(pro)toxin"}
ez az (j jellemzdje, vagyis az, hogy kiilonféle gazdasa-
gi szempontbdl fontos Lepidoptera rovarcsaladokhoz
tartoz6é rovarok ellen kombindlt hatassal rendelkezik,
igy a Noctuidae, Yponomeutidae, Gelechiidae és Pyra-
lidae ellen, ezt a (pro)toxint idedlisan megfelelé anyag-
ga teszik a karos rovarok igen széles kére elleni fellé-
pésre, oly médon, hogy ezeket a rovarokat a protoxin-
nal érintkeztetjiik. Eljarhatunk akar agy, hogy a rovaro-
kat vagy ndvényeket permetezziik, vagy ugy, hogy a
bTS02618A gént a névényekkel kapcsolatban all6 bak-
tériumokban vagy a névényekben fejezziik ki. Feltehe-
téen a BTS02618A toxin a BTS02618A protoxinnak az
a legkisebb része, amely a Lepidopterak ellen inszekti-
cid hatast mutat.

A taldlmany ezen tilmenden transzformalt Bacillus
thuringiensis térzsekre is vonatkozik, amelyek olyan
DNS-szekvenciakat tartalmaznak, amelyek a
BTS02618A proteint vagy annak olyan variansait ko-
doljak, amelyeknek lényegében azonos inszekticid ak-
tivitasuk van.

A jelen taldlmany ezen tiimenden kiméra génre is
vonatkozik, amelyet valamely ndvényi sejt transzfor-
malasara alkalmazhatunk, és amely a kovetkezé mi-
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kéddképesen dsszekapcsolt DNS-fragmenseket tartal-
mazza:

1.2 bTS02618A gén egy része (az ,inszekticid hata-
su bTS02618A génrész”), amely a BTS02618A protoxin
valamely inszekticid hatasu részét kodolja, elényésen a
bTS02618A gén csonkolt része (a ,csonkolt bTS02618A
gén”), amely csak a BTS02618A toxint kodolja;

2. egy promoter, amely alkalmas az inszekticid ha-
tasl bTS02618A génrésznek valamely névényi sejtben
valo transzkripciojara; és

3. a megfeleld 3'-végi transzkriptum kialakitasaért
és a poliadenilacioért felelbs jelek, amelyek egy néveé-
nyi sejtben az inszekticid hatast bTS02618A génrész
kifejezésére szolgalnak.

Ezt a kiméragént a tovabbiakban ,bTS02618A ki-
méra gén” elnevezéssel emlitjiik.

A jelen taladlmany targya tovabba:

1) valamely ndvényi sejt (a ,transzformalt névényi
sejt”) példaul a kukorica- vagy a gyapotsejt, amelynek
a genomjat az inszekticid hatasu bTS02618A gén-
résszel, elényésen a bTS02618A kiméra génnel
transzformaltuk; és

2) valamely novény (az transzformalt névény”),
amelyet a transzformalt ndvényi sejtb6l regeneraltunk,
vagy amelyet az [gy regeneralt novénybél vagy szapo-
ritbanyagabdl vagy magjabdl termeliink, és amelynek
genomja az inszekticid hatasi bTS02618A génrészt,
elénysen a bTS02618A kiméra gént tartalmazza, és
amely novény a Lepidopterakkal szemben rezisztens.

A taldlmany targya a fentieken tiimendéen:

1) valamely mikrobialis szervezet, amelynek a ge-
nomja a teljes bTS02618A génnel, vagy annak egy ré-
szével transzformalt, mint amilyenek példaul a B. thu-
ringiensis vagy Pseudomonas spp.; és

2) valamely mikrobialis spdra, mely a teljes
bTS02618A génnel, vagy annak részeivel transzfor-
malt genomot tartalmaz.

A jelen talalmany ezen tilmenGen mesterségesen
eldallitott bTS02618A genekre is vonatkozik, amelyek
BTS02618A proteineket és olyan proteineket kédolnak,
amelyek er6sebben rezisztensek a proteazzal szem-
ben mint a nativ Bt proteinek, kilonsképpen pedig a
nativ BTS02618A protein. Példaképpen emlitjiik a
BTS02618Aa proteint, mint olyan proteint, amely foko-
zottan proteazrezisztens. Ezen tiimen&en a jelen talal-
many egy olyan DNS-szekvenciara is vonatkozik,
amely a BTS02618Aa proteint kodolja.

A jelen talalmany targya tovabba valamely kiméra
gén, melyet egy ndvényi sejt transzformalasara alkal-
mazhatunk, és amely a kévetkezGket tartalmazza:

1. egy DNS-szekvencia, amely kodolja a
BTS02618Aa protoxin rovarirtd hatasu részét, elénys-
sen a bTS02618Aa gén valamely csonkolt része (a
.csonkolt bTS02618Aa gén"), amely csak a
BTS02618Aa toxint kddolja; és

2. egy promoter, amely alkalmas arra, hogy egy né-
vényi sejtben atija a bTS02618Aa rovarirtd hatasu
génrészét; és

3. a megfelelé 3'-végi, transzkriptum kialakitasért
és poliadenilacicért felelGs jelek, amelyek egy névényi
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sejtben az inszekticid hatasi bTS02618A génrész kife-
jezésére szolgalnak.

Ezt a kiméra gént a tovabbiakban altalaban
,bTS02618Aa kiméra gén”-nek nevezzik.

A jelen taldimany targya tovabba:

1) valamely névény sejtie (.transzformalt névényi
sejt”) mint amilyen a kukorica- vagy gyapotsejt, amely-
nek genomjat a rovarirté hatasi bTS02618Aa gén-
résszel, elonydsen az bTS02618Aa kiméra génnel
transzformaltuk; és

2) valamely névény (,transzformalt névény”), ame-
lyet a transzformalt névényi sejtbél regeneraltunk, vagy
amelyet az ily modon regeneralt névénybdl vagy annak
magjaibdl allitottunk el6, és amelynek genomja tartal-
mazza a rovarirté hatast bTS02618Aa génrészt, eld-
nybsen bTS02618Aa kiméra gént, és amely ndvény
Lepidopterakkal szemben rezisztens.

A talalmany targya a fentieken tulmengen:

1) valamely mikrobialis szervezet, mint amilyen pél-
daul a B. thuringiensis vagy Pseudomonas spp., mely-
nek a genomjat a teljes bTS02618Aa génnel vagy an-
nak egy részével transzformaltuk, és

2) valamely mikrobialis spéra, amely magaban fog-
lal valamely genomot, melyet a telies bTS02618Aa
génnel vagy annak részeivel transzformaltunk.

A jelen talalmany targyat ezen tdlmenéen rovarirtd
hatasu készitmények képezik, amelyek Lepidopterak
ellen hatasosak, és amelyek magukban foglalnak egy
fokozottan proteazrezisztens Bt proteint, kiilénoskép-
pen pedig a BTS02618Aa proteint, vagy annak vala-
mely lényegében azonos rovarirtd aktivitasu variansat.

A miszaki ismeretekhez tartozik, hogy a B. thurin-
giensis (a tovabbiakban ,Bt"), egy olyan Gram-pozitiv
baktérium, amely a sporulacié soran endogén krista-
lyokat termel. Ezeket a kristalyokat olyan proteinek al-
kotjak, amelyek specifikusan toxikusak a rovarok lar-
vaira. Az ilyen kristalyos proteineket és a megfelels gé-
neket szerkezetiik és inszekticid hatasspektrumuk
alapjan osztalyoztak (Hofte és Whiteley, 1989). A négy
legnagyobb osztalyt a Lepidoptera-specifikus (cryl),
Lepidoptera- és Diptera-specifikus (cryll), Coleoptera-
specifikus (crylll) és Diptera-specifikus (crylV) gének
alkotjak.

Az a tény, hogy lzemi méretben hagyomanyos
slllyesztett fermentacios modszerek alkalmazhatdk a
Bt spérak elballitasara, kereskedelmi szempontbol
vonzéva teszi azt a megoldast, hogy a Bt baktériumok
képezzék a novényveédbszer-készitmények forrasat.

Korabban mar azonositottak bizonyos Bt-térzsek-
bél szarmazé génfragmenseket, amelyek inszekticid
proteineket kddolnak, és ezeket névények genomjaba
integraltak annak érdekében, hogy a ndvényeket rova-
rokkal szemben rezisztenssé tegyék. A Bt-génfrag-
menseknek a ndvényekben vald kifejez6dését azon-
ban nem kdnnyd elémi. Annak érdekében, hogy névé-
nyi sejtekben valamely inszekticid protein optimalis ki-
fejezbdését érjlik el, sziikségesnek bizonyult minden
egyes Bt-génfragmens specidlis modon valoé manipula-
lasa ugy, hogy az a Bt protoxin egy olyan részét kédol-
ja, amely a célba vett rovarok elleni alapvet6 toxicitast



1 HU 226 143 B1 2

megtartja (193.259, 305.275 és 242.246 sz. eurOpai
szabadalmi leirasok).

A taldlmany rovid leirasat a kdvetkez6kben foglal-
juk Ossze.

Négy Uj torzset allitottunk el6, t.i. a BTS02617A, a
BTS02618A, a BTS02654B és a BTS02652E torzse-
ket. A BTS02617A, a BTS02618A, a BTS02654B és a
BTS02652E kristalyok és kristalyos proteinek, a
BTS02618A protoxin és toxin, amelyet a fenti térzsek a
sporulacié soran termelnek és a BTS02618A protoxin
inszekticid hatasu részei, valamint ezen kristalyok, kris-
talyos proteinek, protoxinok, toxinok és rovarirtd hatasu
protoxinrészek ekvivalensei valamennyien inszekticid
hatassal rendelkeznek, és ezért inszekticid készitmé-
nyekké készithetdk ki, altalaban Lepidopterak ellen,
kildndsen a kdvetkezdk ellen: Noctuidae, gy mint Ag-
rotis spp. (bagolylepkék, mint amilyen az Agrotis ipsilon
és Agrotis segetum), Mamestra spp. (példaul a kaposz-
talepke Mamestra brassica) és Spodoptera spp., (mint
amilyen a Spodoptera exigua, Spodoptera frugiperda,
Spodoptera littoralis €s Spodoptera litura), Pyralidae
ellen (példaul a kukoricamoly Ostrinia nubilalis) tovab-
ba Gelechiidae ellen, mint amilyen a Phthorimaea
operculelia, és Yponomeutidae ellen (mint amilyen a
Plutella xylostella). Ezek képezik a killénféle gazdasagi
szempontbo! fontos szantofoldi ndvény, mint példaul a
kukorica, gyapot és sok z6ldségféle, példaul kaposzta-
félék jelentésebb kartevoit.

A jelen taldlmany értelmében egy ndévényi sejt ge-
nomjat transzformaljuk valamely inszekticid hatasu
bTS02618A génrésszel, elénydsen a csonkolt
bTS02618A génnel, vagy annak valamely ekvivalense-
vel, mint amilyen a médosftott szintetikus bTS02618A
gén. Elényds, ha ezt a transzformalast a kiméra
bTS02618A génnel végezziikk el. Az igy keletkezd
transzformalt névényi sejt médositott névények vagy
médositott névények szaporitéanyagai, magjai és
olyan novényi sejttenyészetek elGallitasara alkalmaz-
hato, amelyek donté mértékben a mddositott sejtekbél
allnak. A moédositott ndvények valamennyi, vagy né-
hany szovetében |évé transzformalt sejtek a kévetkezd
tulajdonsagokkal rendelkeznek:

1. genomjukban stabil inszertumként tartalmazzak
az inszekticid hatast bTS02618A génrészt, és

2. az inszekticid hatasi bTS02618A génrészt kife-
jezik oly médon, hogy eléallitiak BTS02618A protoxin-
janak inszekticid hatdsu részét, elénybésen a
BTS02618A toxinjat, és ezaltal a névényt rezisztenssé
teszik a Lepidopterakkal szemben. A transzformalt né-
veényi sejtek a talalmany értelmében arra is alkalmaz-
haték, hogy ilyen rovarirtd hatadsu Bt proteineket allit-
sunk elé kinyerés céljabél.

A jelen talalmany targyat képezi a fentieken tilme-
nden az az eljaras is, amellyel valamely névényt Lepi-
dopterakkal szemben rezisztenssé tesziink oly médon,
hogy valamely névényi sejt genomjat az inszekticid ha-
tast bTS02618A génrésszel transzformaljuk, elénydsen
a csonka bTS02618A génnel, vagy annak valamely ek-
vivalensével. Ebbdl a szempontbdl elényds, ha a névé-
nyi sejtet a bTS02618A kiméra gennel transzformaljuk.
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A jelen taldlmany a fentieken tulmenden a
BTS02618A protoxinokra is vonatkozik, valamint ezen
protoxinok inszekticid hatasu részeire és a BTS02618A
toxinra, valamint a BTS02618A toxin funkciondlis ré-
szeire, tovabba a bTS02618A génre, a bTS02618A
gén rovarirtd hatasu részére, a csonkolt bTS02618A
génre és a kiméra bTS02618A génre, valamint ezek
ekvivalenseire.

A taldlmany targyat képezi a fentieken tulmenden
az a természetes vagy mesterséges DNS-szekvencia,
amely kdédolja a BTS02618A protoxint vagy annak ro-
varirté hatasu részeit, mint amilyen a toxin.

A jelen taldlmany targyat képezik tovabba Lepidop-
terak elleni inszekticid készitmények, kiiléndsen Noc-
tuidae, Pyralidae, Gelechiidae és Yponomeutidae el-
len, valamint eljaras Lepidopterak lekizdésére, kiléno-
sen Noctuidae, Pyralidae, Gelechiidae és Yponomeuti-
dae leklizdésére, ezen inszekticid készitmény segitsé-
gével, ahol a rovarirté készitmény a BTS02617A, a
BTS02618A, a BTS02654B, vagy a BTS02652E tér-
zseket, kristalyokat és/vagy kristalyos proteineket,
vagy a BTS02618A protoxint, toxint és/vagy inszekticid
hatasu protoxinrészeket vagy ezek ekvivalenseit tartal-
mazza.

A jelen talalmany targyat tovabba baktériumok ké-
pezik, kiiléndsen E. coli és Bacillus thuringiensis bakte-
riumok, amelyeket oly modon transzformaltunk, hogy
kifejezzék azt a DNS-t, amely kddolja a BTS02618A
proteinvarianst, mint amilyen a BTS02618Aa protein
vagy ahhoz képest még inkabb proteazrezisztens Bt
proteinek.

Fentieken tilmenéen a jelen taldlmany targya vala-
mely mesterséges DNS-szekvencia, amely kddolja a
BTS02618A proteint, valamint a Bt proteinek uj formai,
amelyek kedvezdbb proteazrezisztenciat mutatnak, ki-
I6nésképpen pedig a BTS02618Aa vagy a moédositott
BTS02618A protein, valamint a DNS-szekvenciak,
amelyek ezeket az Uj proteineket kédoljak. Fentieken
tulmenGen olyan ndvényi sejteket is talalmanyunk tar-
gyanak tekintiink, amelyekben kifejezddik egy mester-
séges DNS-szekvencia, amely kodolja a BTS02618A
toxint vagy a javitott protedzrezisztenciaval rendelkezd
Bt toxinokat, kiildndsen elénydsen a BTS02618Aa to-
xint.

A jelen taldlmany targyat képezik tovabba olyan ro-
varirté készitmények, amelyek hatdéanyagként tartal-
mazzak a BTS02618Aa proteint vagy annak valamely
lényegében azonos rovarirtd aktivitasi variansat.

A talalmany targya tovabba eljaras Lepidoptera ro-
varok lekiizdésére, oly médon, hogy ezeket a rovarokat
fokozott proteazrezisztenciaval rendelkezd Bt protei-
nekkel hozzuk érintkezésbe, elénydsen a BTS02618Aa
proteinnel vagy annak valamely variansaval.

Kulondsen eldnydsek az uj Bt proteinek, eldnydsen
a Lepidopterak ellen hatasos Bt proteinek, amelyek lé-
nyegében azonos inszekticidaktivitassal rendelkeznek,
mint a nativ Bt protein, de amelyekre jellemzd, hogy re-
zisztensek a 60-70 kD kozotti toxinformak tovabbi pro-
teolitikus hasitasaval szemben. Ezekben az uj Bt pro-
teinekben inaktivalt belsé proteaz hasitohelyek vannak
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azert, hogy ezek a proteinek fokozott stabilitassal ren-
delkezzenek, mikdzben megtartjak lenyegében ugyan-
azt a rovarirtd aktivitast. Ezért ezek az uj Bt proteinek,
amikor proteazok jelenlétében hosszabb ideig inkubal-
juk, nem hasadnak kénnyen gyengébb inszekticid ha-
tasu, kisebb proteolitikus fragmensekre.

Az alabbiakban a taldlmanyt részletesen ismertet-
juk.

A jelen taldlmany szerinti BTS02618A protoxint ha-
gyomanyos médon izolalhatjuk a BTS02617A torzsbdl,
amelyet 1992. julius 2-an deponaltunk a BCCM-LMG
torzsgyljteményben LMG P-12592 nyilvantartasi
szam alatt, a BTS02618A tdrzsbdl, amelyet 1992. julius
2-an deponaltunk a BCCM-LMG tdrzsgyiijteményben
LMG P-12593 nyilvantartasi szam alatt, a BTS02654B
torzsbél, amelyet 1992. julius 2-an deponaltunk a
BCCM-LMG torzsgy(ijteményben LMG P-12594 nyil-
vantartasi szam alatt, vagy a BTS02652E tdrzsbdl,
amelyet 1993. maércius 1-én depondltunk a BCCM-
LMG térzsgy(ljteményben LMG P-13493 nyilvantartasi
szam alatt. Igy példaul a BTS02617A, a BTS02618A, a
BTS02654B és a BTS02652E kristalyokat a megfeleld
torzsek sporazétenyészeteibdl izolalhatjuk (Mahillon és
Delcour, 1984), és ezt kivetéen a BTS02618A proto-
xint a kristalyokbdl Hofte és tarsai modszerével (1986)
izolalhatjuk. A protoxinokat arra alkalmazhatjuk, hogy
hagyomanyos modon protoxinra specifikus monoklo-
nalis vagy poliklonalis antitesteket készitsliink (Hofte és
tarsai 1988). A BTS02618A toxin a BTS02618A proto-
xinbol proteaz (példaul tripszin) segitségével torténd
feltarassal nyerhetd.

A bTS02618A gént hagyomanyos mddszerekkel
izolalhatjuk. A bTS02618A gén a BTS02617A, a
BTS02618A, a BTS02654B és a BTS02652E térzsek-
ben a 86/300291.1 és 88/401115.5 sz. eurdpai szaba-
dalmi bejelentésekben és a 821 582 sz. amerikai egye-
sllt allamokbeli 1986. januar 22-én benyujtott szaba-
dalmi bejelentésben ismertetett médszereket alkalmaz-
va izolalhatjuk. A bTS02618A gént a kdvetkezdképpen
azonositottuk: restrikcids enzimekkel emésztettiik a
fenti térzsek valamelyikébdl szarmazo teljes DNS-t; az
igy kapott DNS-fragmenseket méretiik szerint frakcio-
naltuk 5 és 10 kb k6zotti DNS-frakciokra; az igy kapott
frakciokat klonozévektorokba ligaltuk, szkrineltik a klo-
nozovektorokkal transzformalt E. coli torzseket, egy
olyan DNS-préba segitségével, amelyet crylG gén
egyik tartomanyabdl allitottunk 6ssze (Smulevitch és
tarsai, 1991; Gleave és tarsai, 1992).

A ,bTS02618A geén” kifejezés a jelen leirasban ma-
gaban foglalja a BTS02618A protoxint vagy toxint vagy
ennek funkcionalisan egyenértéki variansait kodolo
DNS-szekvenciakat. Tekintettel a genetikai kod dege-
neraltsagara, néhany aminosavkodont mas kodonnal
helyettesithetiink anélkiil, hogy a protein aminosav-
szekvencidjat megvaltoztatnank. Ezen tiimenden né-
hany aminosavat méas ekvivalens aminosavval helyet-
tesithetlink anélkil, hogy szignifikansan megvaltoztat-
nank a protein rovarirté hatdsat. Hasonloképpen az
aminosavak Osszetételének a megvaltoztatdsa mole-
kutan belil olyan terileteken, amelyek nem felelések a
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kétédésért és a toxicitasért, valdsziniileg nem okoz ki-
Ionbséget a protein rovarirtd hatasaban. A gén ilyen
ekvivalensei olyan DNS-szekvencidk lehetnek, ame-
lyek a 4. azonositd szamu szekvencia szerinti
BTS02618A toxin vagy protoxin DNS-szekvenciajahoz
hibridizalédnak, és amelyek olyan proteint kédolnak,
amelynek azonos rovarirto jellemz6i vannak, mint a ta-
lalmany szerinti BTS02618A (pro)toxinnak. llyen érte-
lemben a ,hibridizacio” kifejezés hagyomanyos hibridi-
zacioés korilmeényeket foglal magaban, elénydsen szi-
goru hibridizaciés kérilményeket.

A ,BTS02618A protein” altalanos kifejezés a
BTS02618A protoxinra és Iényegében azonos inszekti-
cid aktivitast variansaira és mutansaira vonatkozik, pél-
daul idetartoznak BTS02618A és BTS02618Aa toxinok.

A ,javitott vagy fokozott proteazrezisztens protein”
kifejezés azt jelenti, hogy a nativ protoxin proteazos
hasitasabdl szarmazé Bt proteinfragmens nem ered-
ményezi az inszekticid aktivitds lényeges elvesztését
(amelyet a protein inszekticid aktivitassal rendelkezé
toxinrészének tovabbi hasitdsa eredményezne). El6-
nyds, ha a protein inszekticid hatasu toxinrésze mint-
egy 60 és mintegy 70 kD kozé esik, és kiildndsképpen
ha a tovabbi hasitas a toxin N-terminalis részén kévet-
kezik be. Az is elGnyGs, ha a protein Lepidoptera elleni
inszekticid hatassal rendelkezik.

A bTS02618A gén ,alternativ formajanak” egyik
elény6s példaja a 6. azonosité szamu szekvencia sze-
rinti bTS02618A mesterséges gén, amely a
BTS02618A toxint kédolja. A mesterséges bTS02618A
gén egy tovabbi elényos példajat a 8. azonosité szami
DNS-szekvencidjaval mutatjuk be, amelyet az egyértel-
miség kedvéért ,bTS02618Aa gén” elnevezéssel ille-
tink, és amely a BTS02618A proteinhez lényegében
hasonld rovarirté aktivitassal rendelkezé (hasonld de
kilonbdz6) proteint kddolja.

Természetes, hogy a jelen talalmany nem korlato-
z6dik azokra a specialisan el6nyds megvalésitasokra,
amelyek ebben a leirasban mint ,alternativ variansok
vagy formak” szerepelnek. A tertileten jaratos szakem-
ber szamara kézenfekvé tovabbi olyan DNS-szekven-
cidk megszerkesztése, amelyeknek kodonhasznalata
eltérs, azonban ugyanazt a proteint kédoljak, vagy egy
hasonld proteint, amelynek lényegében azonos rovarir-
to aktivitasa van. Némely prokaridta és eukariéta kifeje-
z6rendszerben példaul a génexpressziét fokozza, ha a
kodonhasznalatot a gazdasejt kodonhasznalatara val-
toztatjuk (Bennetzen és Hall, 1982; ltakura 1977). Ezen
tulmenéen, tekintettel arra, hogy szamos Bt génrdl is-
mert, hogy nem rendelkeznek eukariéta kodonokkal,
és hogy génjeik igen gazdagok AT-ben, néha célszeri
a kodonhasznalat megvaltoztatasa (Adang és tarsa
1985, Schnett és tarsa, 1985).

Fentiek megvalésitasara kodonhasznalati tablaza-
tok alinak a szakemberek rendelkezésére, amelyek a
szakirodalombdl megismerheték (Wadak és tarsa,
1990; Murray és tarsa 1989), éppugy, mint a nagyobb
DNS-szekvencia adatbankokban (példaul EMBL Hei-
delberg, Németorszag). Ennek megfeleléen szintetikus
DNS-szekvenciak szerkeszthet6k ugy, hogy azonos
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vagy lényegében azonos proteinek termel6djenek
(lasd példaul Cohen és tarsa 1973).

Proteinek vonatkozasaban a ,lényegében azonos”
kifejezés azt jelenti, hogy olyan proteinrél van szd,
amely néhany aminosavban tér el, vagy amelyhez hoz-
zaadtak nehany aminosavat (példaul egy fuziés pro-
tein, lasd Vaeck 1987) vagy amelybdl elhagytak né-
hany aminosavat (példaul N- vagy C-terminalis cson-
kolas}), mig a proteinek rovarirté aktivitdsa megmarad.
Egy szakember szamara altalaban ismert tény, hogy
szokasos aminosavcserék lehetségesek a polipeptid-
lanc szamos helyén anélkiil, hogy komolyabban médo-
sulna a polipeptid aktivitdsa [lasd Watson és tarsai,
Molecular Biology of the Gene 226-227 (1987)).

Az a kifejezés, hogy ,BTS02618A toxin funkcionalis
részei” a jelen lefrasban a toxin barmely olyan specifi-
kus szerkezetl részét (részeit) vagy teriletét (terile-
teit) jelenti, amelyet egy masik (Bt) proteinhez kapcsol-
hatunk egy Uj hibrid protein elballitdsa céljabol, amely a
BTS02618A toxin legalabb egy funkcionalis jellemz6jé-
vel (példaul a kotbdesi és/vagy toxicitasi jellemzdkkel)
rendelkezik (Ge és tarsai, 1991). Az ilyen részek a
BTS02618A protein kdtbdési és/vagy toxicitasi jellem-
z6ivel rendelkezé hibrid Bt proteinnek az alapvetd tulaj-
donsagat képezhetik. Az ityen protein megndvekedett
gazdakorrel és javitott toxicitassal rendelkezhet,
és/vagy a rovarrezisztencia kifejlddésének megeléze-
sére iranyulo stratégiaban hasznalhato fel (408 403 sz.
eurdpai kdzzétételi irat; Visser és tarsai, 1993).

A jelen leirasban alkalmazott ,BTS02618Aa toxin"
kifejezés a BTS02618A toxin Uj formajara vonatkozik,
amely a természetes BTS02618A toxintol bizonyos
aminosavakban tér el. Megallapitast nyert, hogy a
BTS02618A protoxint a proteazok egy mintegy
69 kD-os proteinné és egy mintegy 55 kD-os proteinné
emésztik, és az utébbinak lényegesen gyengébb a ro-
varirté hatasa. A proteaz emésztés ndvekvd idétarta-
maval egyre fokozédé mennyiségben keletkezik a
mintegy 55 kD-os protein. Megallapitottuk, hogy ezt az
55 kD-os proteint az emésztés a 4. azonosité szamu
szekvenciaban bemutatott 164. poziciéban lévo argi-
ninnal hasitja. Ezért a BTS02618Aa toxinban az argi-
nint ezen a helyen lizinnel helyettesitettlik, 43 N-termi-
ndlis aminosavat Met-Ala-val helyettesitettiink, és a
C-terminalis végzédés egészen a 666. aminosavig (a
4. azonositd szamu szekvencia) csonkoltuk. Hason-
I6an mas Bt toxinokhoz a BTS02618Aa toxin C-termi-
ndlis vége tovabb csonkolhatd a minimalisan toxikus
fragmens eléréséig (4. azonosité szamu szekvencia-
ban a 658. aminosavig).

A BTS02618A protein masik forméjaban, a
,BTS02618Ab protein”-ben ezt az arginint egy alaninnal
helyettesitettiik. Mindkét BTS02618Aa/b protein kevés-
bé fogékony a protedzokra és mégis Iényegében azo-
nos rovarirtdé aktivitassal rendelkezik. A BTS02618Aa
és a BTS02618Ab protoxin toxikus fragmensébdl szar-
maz6 C-termindlis rész 100%-ig ugyanolyan, mint a
BTS02618A protoxin C-terminalis része.

A ,bTS02618Aa gén” és a ,bTS02618Ab gén” a be-
jelentesben olyan DNS-szekvenciakat jelent, amelyek a
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BTS02618Aa, illetve BTS02618Ab proteineket kodol-
jak. Nyilvanvalé, hogy amint a BTS02618Aa és
BTS02618Ab protein aminosavszekvenciajat megis-
mertiik, tobbféle DNS-szekvencia alakithatd ki. Az ilyen
tovabbi DNS-szekvenciak szintetikus vagy félszinteti-
kus DNS-szekvencidk lehetnek, amelyeket megvaltoz-
tattunk annak érdekében, hogy a génben bizonyos he-
lyeket inaktivaljunk. Igy példaul szelektiven inaktivalha-
tok bizonyos rejtett szabalyozo- vagy feldolgozoele-
mek, amelyek jelen vannak a természetes szekvencia-
ban (WO 91/16432, illetve WO 93/09218 sz. PCT kdz-
zétételi iratok). Eljarhatunk gy is, hogy a teljes kodon-
hasznalatot valamely kdzelebbi rokon gazdaszervezet-
nek, eldnydsen annak a gazdaszervezetnek a kodon-
hasznalatahoz igazitjuk, amelyben expresszalni kiva-
nunk.

A BTS02618A protein ilyen médositasa gy is elér-
het6, hogy a 123. helyzetben Iévé aminosavbol kihagy-
juk az arginint, vagy ugy, hogy ezt az aminosavat vala-
mely mas aminosavval helyettesitjik, feltéve, hogy az
Uj BTS02618A protein inszekticid aktivitasa nem csok-
ken lényegesen. A proteaz hasitasi helyét kérilvevd
egyéb aminosavak is megvaltoztathatok, de ugy, hogy
az inszekticid hatas lényegében ne valtozzon.

Az Uj proteinek rutinszeriien tesztelhet6k bioldgiai
vizsgaloeljarasok segitségével annak érdekében, hogy
toxicitasukat a természetes BTS02618A protein toxici-
tasaval 6sszehasonlitsuk. Az ilyen proteinek dsszes to-
xicitasi paraméterétél elvarjuk, hogy azok a természe-
tes proteinek toxicitdisahoz hasonléak legyenek.

Inszekticid hatasuk tartés voltanal fogva az ilyen uj
proteinek igen hasznosak a jelentds kartevd rovarok el-
leni kiizdelemben. A proteaz aktivitdssal szembeni fo-
kozott rezisztenciajuk a rovarok elleni kiizdelemben
kiugréan hasznos toxinokka avatja e proteineket, pél-
daul az ilyen proteineket kodold DNS-szekvenciat vala-
mely idegen gazdaszervezetben, példaul baktérium-
ban vagy novényben kifejezve. Egy DNS-szekvencia
fentiekben leirt kisebb mddositasait rutinszerlien vé-
gezziik el PCR-kdzvetitett mutagenezissel (Ho és tar-
sai, 1989; White és tarsai, 1989).

A fenti varidnsok azt mutatjak, hogy valéban a
BTS02618A proteinen anélkil hajthatok végre médosi-
tasok, hogy a rovarirté hatasban lényeges vaitozas ko-
vetkezne be. Amellett, hogy az N-terminalis végen
43 aminosav elhagyhatd, és a C-terminalis aminosa-
vak nagy része elhagyhatd, még néhany belsé elhe-
lyezkedés(i aminosav is mas aminosavval helyettesit-
heté ugy, hogy ekdzben a BTS02618A toxin lényegé-
ben azonos rovarirtd hatasa megmarad.

Hasonldképpen a CrylB protoxinrdl (Brizzard és
Whiteley, 1988) és a természetben el6forduld varian-
sarol (408 403 sz. eurdpai kozzétételi irat) megallapi-
tottak, hogy egy koriilbeliil 69 kD-os toxinna és egy ki-
sebb, koriilbellll 55 kD-os toxinna hasadnak proteazak-
tivitds hatasara. Erre a toxinra is igaz, hogy (a startko-
donhoz képest) a Brizzard és Whiteley (1988) szekven-
ciaban vagy a 408 403 szamu eurdpai kbzzétételi irat-
ban szereplé szekvenciaban a 144. és 146. aminosav-
helyzetekben |évé arginin moédositdsa képes megno-
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velni a rovarbélben a protein stabilitasat. Valoban, a
4412 Bt-térzsbdl nyert vagy az E. coliban kifejezett
CrylB protoxin hosszabb proteazos kezelése egy mint-
egy 55 kD-os proteint eredményezett, amelynek N-ter-
minalis vége a 145. helyzetben Iév5 aminosavval kez-
dédétt (Thr-Arg-Ser-Val-Leu-) és egy tovabbi, a 147.
helyzetnél kezd6d6 (Ser-Val-Leu-Tyr-Thr-) 55 kD-os
proteint eredményezett. A 144. és 146. helyzetben lévé
arginin aminosavak modositdsa stabilabb toxinforma-
hoz vezet, amely még mindig toxikus. Ez a médositas
a CrylB proteint vagy annak variansait kodold termeé-
szetes vagy mesterséges DNS-szekvenciaba, mint pél-
daui a 358 557 szamu eurdpai kbzzétételi iratban sze-
replé Bt 14 toxinba a szakember szamara j6l ismert
modszerekkel beépithets abbdl a célbdl, hogy egy sta-
bilabb CrylIB protein termelGdjék. Az ilyen CrylB protein
a BTS02618A vagy BTS02618Aa proteinnal és a
CrylAb proteinnal egyiitt a Lepidoptera rovarok ellen,
kiiléndsképpen az Ostrinia nubilalis ellen hasznalhatd
Ggy, hogy a fenti proteineket kddolé DNS-szekvencia-
kat egy gazdasejtben, kiilonGsképpen egy névényi
sejtben kifejezzik. Igy tehat egy vagy tobb aminosav
modositasa mas Bt proteinekben is hasznos lehet, kii-
I6nésképpen olyan Lepidoptera-ellenes Bt proteinek-
ben, amelyeket a protedzok szintén tovabb hasitanak.

A fentieken tulmenden, a BTS02617A vagy
BTS02618A vagy BTS02654B vagy BTS02652E tor-
zsek telies DNS-ébdl késziilt 5-10 kb-os fragmensek
megfelel kifejezGvektorokba ligalhatok, E. coliba
transzformalhaték, és ezt kdvetéen a klénok szkrinel-
heték hagyomanyos telep-immunproba modszerekkel,
a toxin kifejezésére szkrinetheték (French és tarsai
1986) a BTS02618A toxin ellen létrehozott monoklona-
lis vagy poliklondlis antitestekkel.

A BTS02617A vagy BTS02618A vagy BTS026548
vagy BTS02652E torzsekhez tartozé telies DNS-béi
késziilt 5-10 kb kozotti fragmenseket megfeleld inga-
zovektorokhoz ligalhatjuk (Lereclus és tarsai, 1992) és
kristaly nélkiili Bt-mutansba transzformélhatjuk. A kié-
nokat ezek utan szkrineljiik annak felderitésére, hogy
termelSdtek-e kristalyok (ez mikroszképosan allapitha-
t6 meg), vagy pedig kristalyos proteinek (ez utdbbi
SDS-PAGE mdédszerrel detektalhato).

Az igy azonositott bTS02618A gént hagyomanyos
maodszerrel (Maxam és Gilbert 1980) szekventaltuk a
DNS-szekvencia felderitése érdekében. A Southern-
blot-hibridizacié és a szekvenciak Osszehasonlitasa
azt mutatta, hogy ez a gén kilonbézik a korabban is-
mertetett, Lepidopterak elleni hatassal rendelkezé pro-
toxinokat és toxinokat kodol6 génektdl (Héfte és White-
ley, 1989).

A bTS02618A gén rovarirtd hatasu része, amely a
protoxinjanak egy rovarirté hatasi szakaszat kodolja,
valamint a gén egy csonkolt része, amely csak a toxinjat
kddolja, hagyomanyos madon allithatd elé a gén szek-
venciaanalizise utan. Az BTS02618A protoxinjanak és
toxinjanak aminosavszekvenciajat a bTS02618A gén és
a csonka bTS02618A gén DNS-szekvencigja alapjan
hataroztuk meg. Az a kifejezés, hogy a bTS02618A gén
»inszekticid hatasu része” vagy ,valamely része", egy
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olyan DNS-szekvenciat jelent, amely egy olyan polipep-
tidet kédol, amelyben kevesebb aminosav van jelen,
mint a BTS02618A protoxinban, de amely még mindig
toxikus a Lepidopterakra.

Annak érdekében, hogy a bTS02618A gént vagy va-
lamely azzal ekvivalens gént teljes egészében vagy va-
lamely inszekticid hatasu részét expresszaljuk E. coli-
ban, mas Bt-tdrzsekben és névényekben, megfelelt
restrikcios helyeket épithetiink be minden gén vagy
geénrész mellé. Ez helyre irdnyuld mutagenezissel valo-
sithaté meg, jol ismert eljarasok alkalmazasaval (Stans-
sens és tarsai, 1989; White és tarsai, 1989).

A novényekben vald kifejez6dés javitasara elényds
lehet a bTS02618A génnek vagy a bTS02618A gén in-
szekticid hatasu részének kodonhasznalatat modosita-
nia WO 91/16432 és WO 93/09218 sz. PCT kézzététe-
li iratoknak, illetve a 0 358 962 és 0 359 472 sz.
eurdpai kdzzétételi iratoknak megfeleléen, hogy vala-
mely ekvivalens, moédositott vagy mesterséges gén
vagy génrész keletkezzen. Annak érdekében, hogy
egyszikd névényekben — mint amilyen a kukorica — fo-
kozott expressziot érjlink el, egysziki intront illeszthe-
tink a bTS02618A kiméra génhez, és a bTS02618A
génrész DNS-szekvenciajat tovabb is valtoztathatjuk a
transzlacidra semleges médon ugy, hogy modositjuk a
génrészben jelen lévo esetlegesen gatlo DNS-szek-
vencidkat helyre iranyitott intron beiktatasokkal és/vagy
a kodonhasznalatban cseréket hajtunk végre, példaul a
kodonhasznalatot a széban forgé ndvény altal legin-
kabb kedvelt kodonhasznalathoz igazitjuk (Murray és
tarsai, 1989) anélkiil, hogy a kodolt aminosavszekven-
ciat lenyegesen megvaltoztatnank.

A moédositott bTS02618A géneket a 6. és 8. azono-
sitd szamud szekvenciakban mutatjuk be, amelyek a
BTS02618A toxint és egy variansat kodolé DNS-szek-
venciat mutatjak be. Ezen DNS-szekvenciak altalano-
san médositott kodonhasznalattal rendelkeznek, ame-
lyet a noévények, kiilondsen az egyszikiek, mint pél-
daul a kukorica kodonhasznalatahoz igazitottunk. A 6.
azonositd szaml szekvencia szerinti DNS pontosan
ugyanazt a toxint kodolja, mint a természetes
bTS02618A gén, de névényekben magasabb kifejez6-
dési szinteket ér el, kilondsen egyszikGeknél, mint
amilyen a kukorica, mely a gazdasejthez igazitott ko-
donhasznalatnak kdszénhet6.

A fentieken tdlmenden azt talaltuk, hogy a
BTS02618Aa toxin egy olyan receptorhoz kotédik,
amely eltér az Ostrinia nubilalis bélsejthartyakban |évé
CrylAb toxinreceptor csoporttdl. Ez azt mutatja, hogy a
BTS02618A toxin egyedi receptorral rendelkezik a vele
szemben érzékeny rovarokban. A széles gazdaspekt-
rum, az eltéré receptorhoz valé kétédés és a csekeély
homolégia mas Bt toxinokkal arra utal, hogy a
BTS02618A toxin a Bt toxinok Uj osztalyat képviseli.
Mivel Ggy tinik, hogy a BTS02618A toxin egy eltérd
célhelyet ismer fel, ez kiiléndsen hasznos lehet abbdl a
célbdl, hogy meggatolja a rovarok rezisztenciajanak ki-
fejlddését, vagy hogy olyan rovarokat kiizdjiink le a se-
gitségevel, amelyek mas Bt toxinokka! szemben re-
zisztensek. Kilondsképpen jelentds a rezisztenciaki-
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alakulas megel6zésében az bTS02618A génnek mas,
nem kompetitivan két6d6 toxinokat kodolé Bt génekkel
(ilyeneket ismertet a 408 403 sz. eurdpai kdzzétételi
irat) valé egyittes kifejezése egyetlen gazdan beliil.
Elénybs a CrylAb és BTS02618A proteinek egyiittes
expresszidja.

Az érzékeny rovar kartevék széles spektrumara te-
kintettel a BTS02618A toxin és variansai kiiléndsen
hasznosak ndvények transzformalasara, példaul egy-
sziklek (mint amilyen a kukorica) és zoldségfélék (mint
amilyenek a kaposztafélék) esetén annak érdekében,
hogy ezeket a ndvényeket a rovarkartol megveédjiik.

Az inszekticid hatasi bTS02618A génrész vagy an-
nak ekvivalense, elénydsen a bTS02618A kiméra gén,
amely a BTS02618A protoxin inszekticid hatasu részét
kédolja, hagyomanyos modon stabilan beiktathaté egy
kiilénallo névényi sejt sejtmag genomjaba, és az ily
mddon transzformalt névényi sejt hagyomanyos mo-
don hasznalhaté egy rovarok ellen rezisztens médosi-
tott névény el6allitasara. llyen vonatkozasban egy Ag-
robacterium tumefaciensben lév, inszekticid hatasu
bTS02618A geénrészt hordozé artalmatlanitott Ti-plaz-
mid hasznalhatd fel a néveényi sejt transzformalasara.
Ezt kdvetben egy transzformalt néveny regeneralhato
a transzformalt novényi sejtbd! ismert mdédszerek fel-
hasznalasaval, mint amilyenek példaul a 0 116 718 és
0 270 822 sz. eurdpai kbzzétételi iratokban, a
WO 84/02913 szamu PCT koézzétételi iratban és a
87/400544.0 sz. eurdpai szabadalmi bejelentésben,
valamint Gould és tarsai (1991) publikaciéjaban leirt
maodszerek.

Az eldnybsnek talalt Ti-plazmid vektorok mindegyi-
ke tartalmazza az inszekticid hatasti bTS02618A gén-
részt a Ti-plazmidban lévé T-DNS hatarszekvenciai k-
zbtt, vagy legalabb annak jobb oldali hatarszekvencia-
janak bal oldalan elhelyezve.

Természetes, hogy a ndvényi sejt transzformalasara
mas tipusu vektorok is alkalmazhatdk, olyan eljarasok-
kal, mint amilyen a kézvetlen géntranszfer (amelyet pél-
daul a 0 233 247 sz. eurdpai kozzétételi iratban ismer-
tettek), a pollen-kdzvetitett transzformacié, (amelyet
példaul a 0 270 356 szamu eurdpai kdzzétételi iratban,
a WO 85/01856 sz. PCT kozzétételi iratban és a
4 684 611 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi
leirasban ismertettek), névényi RNS-virus altal kozveti-
tett transzformacid (amelyet példaul a 0067 553 sz.
eurdpai kbzzétételi iratban és a 4 407 956 sz. amerikai
egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirasban ismertettek),
liposzédma altal kdzvetitett transzformacio (amelyet pél-
daul a 4 536 475 sz. amerikai egyestilt dllamokbeli sza-
badalmi leirasban ismertettek) és mas madszerek, mint
amilyenek peéldaul a nemrég leirt, kukorica (Fromm és
tarsai, 1990; Gordon-Kamm és tarsai, 1990) és rizs
(Shimamoto és tarsai, 1989; Datta és tarsai, 1990) bizo-
nyos vonalainak transzformaldsara szolgaldo moédsze-
rek, illetve a szintén nemrégiben publikalt modszer,
amely altalaban egyszikiiek transzformalasara szolgal
(WO 92/09696 sz. PCT kozzétételi irat).

A keletkezett transzformalt névény a hagyomanyos
névénytermesztési séma szerint tovabbi médositott,
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vagyis azonos jellemzékkel biré névények elballitasa-
ra, vagy pedig a rovarirté hatasu bTS02618A génrész-
nek azonos vagy rokon névény fajok mas fajtaiba vald
bevitelére hasznalhaté fel. A transzformalt névények-
bél szarmazé magok stabil genomi inszertumként tar-
talmazzak az inszekticid hatasi bTS02618A génrészt.
A transzformadlt ndvény sejtjeib6l hagyomanyos maod-
szerekkel lehet elGallitani a BTS02618A protoxin in-
szekticid hatasu részét, elonydsen a BTS02618A to-
xint, amelyet kinyerhetiink abbdl a célbdl, hogy hagyo-
manyos inszekticid készitményeket allitsunk elé Lepi-
topterak ellen (821 582 sz. amerikai egyesilt allamok-
beli szabadalmi bejelentés, 86/300 291.1 sz. eurdpai
szabadalmi bejelentés).

Az inszekticid hatdsi bTS02618A génrészt, elony6-
sen a csonkolt bTS02618A gént névényi sejt genomja-
ba vissziik be tigy, hogy a génrész kifejez6dését a no-
vényi sejtben szabalyozni képes promotertd! lefelé
(azaz 3'-iranyba) illesztjiik be. Ez elénydsen ugy valé-
sithaté meg, hogy a bTS02618A kiméra gént iktatjuk
be a ndvényi sejt genomjaba. Elényds promoterek pél-
daul a kévetkezdk: a karfiol-mozaikvirus CM1841
(Gardner és tarsai 1981), CAbbB-S (Franck és tarsai,
1980) CabbB-JI izolatumainak (Hull és Howell 1987)
erdsen konstitutiv 35S promoterei (a ,35S promote-
rek”); valamint a TR1' promoter és a TR2' promoter (a
tovabbiakban ,TR1' promoter”, illetve ,TR2' promoter”),
amelyek a T-DNS az 1’, illetve 2’ génjeinek a kifejez6-
dését iranyitjak (Velten és tarsai 1984).

Hasonloképpen olyan promoter is alkalmazhatd,
amely nem konstitutiv, hanem amely a ndvény egy
vagy tébb szbvetére vagy szervére nézve specifikus
(példaul a levelekre és/vagy gyokerekre nézve), igy a
beiktatott bTS02618A génrész csak a specifikus
szerv(ek) vagy szbvet(ek) sejtieiben fejezodik ki. Pél-
daul a rovarirté hatasi bTS02618A génrész szelekti-
ven volt kifejezhetd valamely ndvény leveleiben (pél-
daul kukoricaban, gyapotban) oly médon, hogy az in-
szekticid hatasu génrészt egy fény altal indukalhatéd
promoter szabalyozasa ala helyeztiik. llyen a ribuléz-
1,5-bifoszfat-karboxildz kis alegység génjének promo-
tere, amely ugyanabbdl a névénybdl, vagy valamely
mas ndveénybdl (példaul borsobol) szarmazhat (ezt ir-
jak le a 821 582 sz. amerikai egyesilt allamokbeli sza-
badalmi bejelentésben és a 86/300 291.1 sz. eurdpai
szabadalmi bejelentésben). Egy tovabbi lehetbség sze-
rint gy is eljarhatunk, hogy egy olyan promotert alkal-
mazunk, amelynek a kifejez6dése indukalhato (példaul
hdmérséklet, vagy kémiai faktorok hatasara).

Az inszekticid hatasu bTS02618A génrészt a nove-
nyi genomba illesztjiik ugy, hogy a beiktatott gén felfelé
(vagyis 5'-iranyba) helyezkedjen el a megfeleld 3'-ter-
minalis transzkripciés szabdlyozéjelekhez képest
(vagyis a transzkriptum kialakulasaért és a poliadenila-
cioért felelds jelekhez képest). Ez elénydsen ugy valo-
sithaté meg, hogy a bTS02618A kiméra gént illesztjiik
be a névényi sejt genomjaba. Elény6s poliadenilacios
és transzkriptum kialakulasért felelSs jelek kozé tartoz-
nak az oktopin szintadz gén (Gielen és tarsai 1984) és a
T-DNS-gén 7 (Velten és Schell 1985) jelei, amelyek a
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transzformalt névényi sejtekben 3'-nem atirodé DNS-
szekvencidkként mikddnek.

A rovarirtd hatasd bTS02618A génrész a ndvény
genomjaba adott esetben hibrid gén formajaban épit-
het6 be (86/300 291.1 sz. eurdpai szabadalmi bejelen-
tés; Vaeck és tarsai, 1987) ugyanannak a promoternek
a szabdlyozasa mellett, mint egy szelekcios marker-
gen, példaul a kanamicinrezisztenciat kédold neogén
(0 242 236 sz. eurdpai kozzétételi irat), igy a novény
egy fuziés proteint fejez ki.

A Lepidoptera-ellenes proteint kodold teljes
bTS02618A gén vagy része mas baktériumok transz-
formalasara is felhasznalhato. liyen példaul a B. thurin-
giensis, amely Lepidoptera vagy Coleoptera ellen in-
szekticid hatassal rendelkezik. Ezaltal olyan transzfor-
malt Bt-térzset allithatunk el§, amely Lepidoptera és
Coleoptera kartevé rovarok széles kore ellen, vagy to-
vabbi Lepidoptera rovarkartevék irtdsara hasznalhatd
fel. Megfelel6 klonozdeszkdzbe beépitett bTS02618A
génnel vagy génrésszel hagyomanyos modszerekkel
valésithaté meg a baktériumok transzformalasa el-
nydsen ugy, hogy hagyomanyos elektroporaciés mad-
szereket alkalmazunk, mint amilyeneket példaul Mahil-
lon és tarsai (1989) és a WO 90/06999 sz. PCT kdzzé-
tételi iratban ismertettek.

BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B és
BTS02652E térzsek mutansait elballithatjuk ugy is,
hogy ezeket a torzseket valamely mutagén agenssel
kezeljik, példaul nitrozo-guanidinnel vagy ultraibolya
sugarzassal. Ezeket a modszereket a szakteriileten
jartasak jol ismerik. Etil-metanszulfonatos kezeléssel
asporogén mutansok is elGallithatok. A kapott mutan-
sokat a lényegében azonos rovarirtd aktivitas megtar-
tasa mellett javitott tulajdonsagokra {mint amilyen pél-
daul a nagyiizemi fermentacio lehetdsége és hasonlok)
szkrinelhetjlk.

A BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B, vagy
BTS02652E tdrzsek egy vagy tobb idegen teljes Bt
génnel vagy annak egy inszekticid hatasu részével
transzformalhatdk, ilyenek: a bt18 gen (0 358 557 sz.
eurdpai kézzétételi irat), vagy valamely mas Lepidopte-
ra-ellenes proteint kodold Bt gén; és a bt109P gén
(W091/16433 sz. PCT kozzétételi irat), amely egy Co-
leoptera elleni proteint kédol. Ezaltal egy olyan transz-
formalt Bt-térzs allithatdé el, amely a rovarkartevék
még nagyobb csoportjianak leklizdését teszi lehetéveé
(példaul Coleopterak és/vagy tovabbi Lepidopterak).

Egy hagyomanyos klénozévektorba beépitett ide-
gen Bt-gén egészével vagy annak egy részével jol is-
mert médszerrel megvaldsithaté a BTS02617A,
BTS02618A, BTS02654B vagy BTS02652E torzsek
transzformacioja, elénydsen hagyomanyos elektropo-
racids madszert alkalmazva (Chassy és tarsai 1988)
vagy mas eljdrassal, példaul Lereclus és tarsai (1992)
altal leirt modszerrel.

A sejtek j6 kitermeléssel torténé el6allitasara a
BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B, vagy
BTS02652E térzsek mindegyike hagyomanyos maod-
szerekkel fermentalhaté (Dulmage, 1981; Bernhard és
Utz, 1993). Megfelels, jol ismert korlilmeények kozott
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(Dulmage, 1981) a BTS02617A, BTS02618A,
BTS02654B vagy BTS02652E torzsek sporakat fej-
lesztenek, nagy mennyiségben BTS02618A protoxint
tartalmazé kristalyos proteineket termelve.

Egy talalmany szerinti rovarirté készitményt, kilé-
ndsen pedig valamely Lepidoptera elleni készitményt
hagyomanyos moédon formazhatunk ugy, hogy a
BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B vagy
BTS02652E toérzsek valamelyikét vagy elénydsen a
megfeleld kristalyokat, kristalyos proteineket, vagy a
BTS02618A protoxint, toxint vagy inszekticid hatasu
protoxinrészt alkalmazzuk hatéanyagként megfeleld
hordozdkkal, higitokkal, emulgeald- és/vagy diszperga-
l6szerekkel egyiitt (példaul a Bernhard és Utz altal is-
mertetett médszerrel, 1993.).

Az ilyen inszekticid készitményt nedvesithet por-
ként, pasztillaként, granulatumként vagy porkészit-
ményként, vagy vizes vagy nem vizes oldoszerekkel
képzett folyékony készitményként hab, gél, szuszpen-
zi6, koncentratum stb. formajaban, készithetjiik el.
A BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B, vagy
BTS02652E torzsek, kristalyok, kristalyos proteinek,
vagy a BTS02618A protoxin, toxin vagy rovarirté hata-
su protoxinrész koncentraciojat az ilyen készitményben
attol fuggden allitjuk be, hogy a készitmeny milyen ter-
mészetii és milyen felhasznalasra szanjuk. Altalaban a
talalmany szerinti karteviellenes készitmények
2-4 héten at megvédik a szabadfoldi teriileteket a Le-
pidopteraktdl a készitmennyel valé egy-egy kezelést
kovetben. Ha ennél hosszabb ideig tarté védelemre t6-
reksziink (példaul egy teljes vegetacios periodus tarta-
mara), akkor a készitménybdl rendszeres idékdzon-
ként ujabb mennyiseégeket kell alkalmazni.

A jelen taldimany értelmében rovarok, kiilénoskép-
pen pedig Lepidopterak ellen elénybsen ugy alkalmaz-
haté a készitmény, hogy valamely megtamadott és vé-
deni kivant helyre (teriletre) felvissziik (példaul raper-
metezzilk) a BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B
vagy BTS02652E torzsek, sporak, kristalyok, kristalyos
proteinek vagy a BTS02618A protoxinja, toxinja vagy
rovarirté hatdsi protoxinrésze, elénydsen a
BTS02618A toxin rovarirtd hatasu mennyiségét. A ke-
zelni és védeni kivant hely fogalmi kérébe tartozonak
tekintjlik a rovarkartevék éléhelyét vagy a ndvekedés-
ben lévé vegetaciot, vagy azt a foldtertiletet, amelyen a
vegetaciot termelni kivanjuk.

A BTS02618A protoxin vagy toxin el6allitasara
a BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B vagy
BTS02652E toérzset hagyomanyos modon megfeleld
taptalajon tenyésztjiik, és azutan feltarjuk hagyoma-
nyos maodszerekkel, példaul enzimatikus lebontassal
vagy detergensekkel vagy mas ismert modszerrel. Ez-
utan a protoxin standardmdodszerekkel elvalaszthaté és
tisztithato, peldaul kromatografiaval, extrakcioval,
elektroforezissel és hasonldakkal. A toxint ezutan a
protoxin tripszinnel torténd emeésztésével kaphatjuk
meg.

A BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B vagy
BTS02652E sejteket Osszegydjtésik utan valtozatlan
allapotban is felhasznalhatjuk akar él6, akar eldlt sej-
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tekkeént, elénydsen szaritva, azon a teriileten, amelyet
a rovarok ellen védeni kivanunk. llyen szempontbél
eldnyds, ha egy tisztitott BTS02617A, BTS02618A,
BTS02654B vagy BTS02652E térzset hasznalunk
(akar é16, akar eldlt allapotban), kiilénésképpen vala-
mely olyan sejttdmeget, amely 90,0-99,9 t%-ban
BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B, vagy
BTS02652E térzsekbdl all.

A BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B, vagy
BTS02652E sejtek, kristalyok vagy kristalyos protei-
nek, vagy a BTS02618A protoxin, toxin vagy inszekti-
cid hatasu protoxinrész igen sokféle médon készithetd
ki valamely rovarirté készitménnyé, tetszés szerinti
mennyiségl és szamu nedves vagy szaraz hagyoma-
nyos adalék anyag hozzaadasaval, a konkrét felhasz-
nalastdl fliggen. Az adalék anyagok lehetnek nedve-
sitbanyagok, detergensek, stabilizalok, tapadast foko-
z6 anyagok, szétterjedést fokozo anyagok és télts-
anyagok. llyen készitmények kozé tartoznak a pasztak,
porozészerek, nedvesithetd porok, granulatumok, csa-
lik és aeroszolos permetek.

Mas Bt sejtek, kristalyok, kristalyos proteinek, pro-
toxinok, toxinok és inszekticid hatasu protoxinrészek
és mas inszekticidek, valamint fungicidek, biocidek,
herbicidek és mitragyak is alkalmazhatéok a
BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B, vagy
BTS02652E sejtek, kristalyok, vagy kristalyos protei-
nek, vagy a BTS02618A protoxin, toxin, vagy rovarirtd
hatasd protoxinrész mellett tovabbi elénydk és kedve-
24 hatasok elérése céljabal.

Az ilyen rovarirtd készitményt hagyomanyos mad-
szerekkel allithatjuk eld, és az alkalmazott BTS02617A,
BTS02618A, BTS02654B vagy BTS02652E sejtek,
kristalyok, vagy kristalyos proteinek, vagy a
BTS02618A protoxin, toxin, vagy rovarirté hatasu pro-
toxinrész mennyisége egy sor kiilonféle tényezGtél
fligg, ilyen az irtani kivant kartékony rovar, az alkalma-
zott keészitmény, a kezelendd terlilet tipusa, amelyen a
készitményt alkalmazni kivanjuk, valamint az uralkodé
idBjarasi feltételek. Altaldban a BTS02618A protoxin,
rovarirtd hatasu protoxinrész, vagy toxin koncentracidja
a készitményre szamitott minimalis, mintegy 0,1 t%-tol
a készitményre szamitott mintegy 100 t%-ig terjed, el6-
nydsen mintegy 0,15 t% és mintegy 0,8 t% koz6tti érték
a készitményre szamitva.

A gyakorlatban bizonyos rovarokkal megetethet6 a
BTS02618A protoxin, toxin, rovarirtdé hatdst protoxin-
rész vagy ezek keveréke a védett terlileten, vagyis
azon a terlleten, ahol az ilyen protoxint, toxint, és/vagy
rovarirtd hatasu protoxinrészt alkkalmazzuk. Eljarhatunk
ugy is, hogy bizonyos rovarokkal a BTS02617A,
BTS02618A, BTS02654B, vagy BTS02652E torzs
vagy transzformansai ép és él6 sejtjeit etetjik meg
ugy, hogy a rovarok valamennyit elfogyasztanak a tér-
zsek protoxinjaibol, és elpusztulnak vagy karosodast
szenvednek.

Abbdl a célbdl, hogy a rovarokat akar transzformalt
névények, akar rovarirtd készitmények vagy hasonlok
formajaban BTS02618A proteinnel érintkeztetve el-
pusztitsuk, a BTS02618A protein barmely fent ismer-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

10

tetett, lényegében azonos a rovarirto aktivitasu varian-
sat, elénydsen pedig a BTS02618Aa és BTS02618Ab
proteineket hasznalhatjuk fel. Ezen tlilmenden bar-
mely fent ismertetett, névények és baktériumok
transzformaldsara szolgalé modszer alkalmazhaté
arra, hogy BTS02618Aa vagy BTS02618Ab proteinek-
kel lépjink fel a rovarok ellen. A természetes
BTS02618A protein helyett a BTS02618A protein va-
lamely mas, fokozottan proteazrezisztens proteinva-
ridnsa is alkalmazhato.

Peidak

A kovetkez6 peldak részletesen szemléitetik a talal-
manyt.

A példakban hivatkozott abrakban és szekvencialis-
taban a kovetkezdk szerepelnek:

1. ébra

Az Alul-gyel emésztett Bt-torzsek Southern-blot-
analizise: HD127 Bt-térzs (1. oszlop), a BTS02618A
térzs (2. oszlop), a BTS02459 Bt-térzs [crylA(c)-t,
81K-t, crylC-t és crylE-t tartalmazza, 3. oszlop], és a
BTSO02480E Bt-torzs (amely azonos géneket tartal-
maz, mint a HD-127, 4. oszlop), a cryl kristélyos pro-
tein gén DNS-probainak keverékét alkalmazva, amely
a crylG probat (1. azonosité szamu szekvencia) is tar-
taimazza. Mindegyik sav egy specidlis kristalyos pro-
teingénnek felel meg. A probak segitségével megalla-
pitottuk, hogy a BTS02618A tdrzs a crylA(b) gént és
egy Uj gént tartaimaz, mégpedig a bTS02618A gént,
amelyet egy koriilbelll 530 bp-os Alul-fragmensként
azonositottunk, mely hibridizal az 1. azonosité szamu
szekvencia szerinti crylG probaval. A felismert cryl gé-
nek neveit megadtuk és néhany fragmens méretét is.
A bTS02618A gént 3 csillaggal jeldltik; ,?” jellel az is-
meretlen génfragmenseket szerepeltettiik.

Szekvencialista

1. azonositd szamu szekvencia — A bTS02618A
geén izolalasara alkalmazott DNS-préba nukleotidszek-
vencidja. Ez a proba a crylG DNS-szekvencia részéb6l
szarmazik, és komplementer a Smulevitch és tarsai al-
tal (1991) ismertetett DNS-szekvencia 2732-2750.
nukleotidjaival.

2. azonosité szamu szekvencia — A bTS02618A
gén részleges 5'-nukleotidszekvenciaja, amely maga-
ban foglalja a feltételezett transzlaciés iniciacios ko-
dont a 195-197. nukleotidpozicidkban.

3. azonosité szamu szekvencia -~ A bTS02618A
gén részleges 3'-nukleotidszekvenciaja, (N: ismeretien
nukleotid), amely magaban foglalja a feitételezett
transzlacioés iniciaciés kodont a 1146—1148. nukleotid-
poziciékban.

4. azonosité szamu szekvencia — A bTS02618A
gén nukleotidszekvencidja és a BTS02618A protoxin
transzlatalt aminosavszekvencidja. A protoxin nyitott
leolvasasi kerete a 668. nukleotidtél a 4141. nukleotidig
terjed. A transzlacids iniciaciés kodon 668—-670. nuk-
leotidhelyzetben van, a transzlaciés stopkodon a
4139-4141. nukleotidhelyzetben.



1 HU 226 143 B1 2

5. azonosité szamu szekvencia — A BTS02618A
protein aminosavszekvenciaja. A mintegy 69 kD-os
BTS02618A toxin szekvencidja a 44. aminosavtdl a
658. aminosavig terjed.

6. azonositd szamu szekvencia — Egy modositott
csonkolt bTS02618A gén nukleotidszekvencigja és a
BTS02618A toxin transzlatalt aminosavszekvenciaja.

7. azonosité szamu szekvencia — A mddositott
bTS02618A toxingén transzlatalt aminosavszekvencia-
ja. Bar ezen a helyen csak a toxinrészt abrazoljuk, a
protein teljes hossza 100%-ban azonos aminosavszek-
venciaval rendelkezik, mint a BTS02618A protein. (5.
azonosité szamu szekvencia).

8. azonositd szaml szekvencia — A moddositott
bTS02618Aa toxingén nukleotidszekvenciaja és a
BTS02618A toxin transzlatalt aminosavszekvencigja.
A N- és C-termindlis aminosavak deléciojan és az
N-terminalis metioninkodon utan egy alaninkodon beik-
tatasan tilmenen a BTS02618Aa toxin csak a 123.
szamu aminosavban tér el a BTS02618A toxintdl (az
Arg kodon Lys kodonra cserélédétt).

9. azonosité szamu szekvencia — A BTS02618Aa
toxin aminosavszekvenciaja. A BTS02618Aa protoxin-
a toxinfragmensbdl szarmazé C-terminalis részében
100%-ban azonos a BTS02618A protoxinnal.

Amennyiben egyébként nem emlitjiik a példakban,
a rekombinans DNS el6allitdsara és manipulalasara
vonatkozé valamennyi eljarashoz Sambrook és tarsai
altal ismertetett standardeljarasokat alkalmazzuk [Mo-
lecular Cloning — A Laboratory Manual, Second Ed.,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY, (1989)].

1. példa

A BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B és

BTS02652E torzsek jellemzése

A BTS02617A, a BTS02618A és a BTS02654B tor-
zseket gabonaporbdl izolaltuk, amelyet Cadlanban, Bi-
col tartomanyban a Filop-szigeteken gydijtéttink dssze,
és a BCCM-LMG-gy(tjteményben 1992. jdlius 2-an
LMGP-12592, LMGP-12593, illetve LMGP-12594 nyil-
vantartasi szamon deponaltunk. A BTS02652E térzset
is Fiilop-szigeteki gabonaporbdl izolaltuk, majd 1993.
marcius 1-én a BCCM-LMG-ben LMG P-13493 nyil-
vantartasi szamon deponaltuk.

Valamennyi térzs hagyomanyos standard taptala-
jon tenyészthetd, elénydsen T3 kbzegen (3 g/l tripton,
2 g/l triptéz, 1,5 g/l élesztbextraktum, 5 mg mangan-
klorid, 0,056 M natrium-foszfat, pH=6,8 és 1,5% agar)
eldnybsen 28 °C-on. Hossz( ideig tartd tarolas céljara
elényds, ha azonos térfogatu spora-kristaly szuszpen-
zi6t azonos térfogati 50%-os glicerinnel keveriink
Ossze, es ~70 °C-on raktarozzuk, vagy a spdra-kristaly
szuszpenziot liofilezziik. Sporaképzés céljabdl eld-
nyGs, ha a térzset T; taptalajon tenyésztjik 48 6ran at
28 °C-on, majd 4 °C-on tartjuk. A vegetativ fazis alatt a
torzsek mindegyike fakultativ anaerob koriilmények ké-
z6tt is képes ndvekedni, azonban spéraképzédés csak
aerob kdrlilimények kdzatt fordul el6.

A torzsek mindegyikét autoklavban sterilezziik
120 °C-on, (1 bar nyomas mellett) 20 percen at. Az
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ilyen kezelés teljesen inaktivalja mind a spdrakat, mind
a BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B és
BTS02652E protoxinokat. A spérak ibolyan tuli besu-
géarzassal (254 nm) is inaktivalhatdk.

Miutan Nutrient Agar (,NA", Difco Laboratories,
Detroit, MI, Amerikai Egyesiilt Allamok) taptalajon egy
napon at tenyésztettiik a térzseket, a BTS02617A,
BTS02618A, BTS02654B és BTS02652E torzsek
mindegyikének telepei opalos fehér, szabalytalan szé-
10 telepeket képeznek. Minden térzs sejtieiben (Gram-
pozitiv palcak 1,7-2,4x5,6-7,7 um) 28 °C-on T4 aga-
ron vald 48 oras tenyésztés utan megjelennek a spo-
rék. A sporafejlédés soran termelt kristalyos proteine-
ket a BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B vagy
BTS02652E torzsek kristalyai burkoljak be. Kiilonésen
figyelemre méltd, hogy a kristaly a spérahoz tapadt al-
lapotban marad spérazas utan is.

A BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B és
BTS02652E torzsek Bt szerotipusat meghataroztuk, és
azt talaltuk, hogy ez valamennyi fenti torzs esetén tol-
worthi H9 szerotipus. Ezt hagyomanyos szerotipizalo
modszerekkel hataroztuk meg, mint amilyent a WHO
Collaborating Center alkalmaz az entomopatogén Ba-
cillus esetén.

2. példa

A BTS02617A, BTS02618A, BTS026548B és

BTS02652E toérzsek, a BTS02618A protoxin és

BTS02618Aa, valamint BTS02618Ab toxinok vagy

protoxinok inszekticid hatdsa Noctuidae,

Gelechiidae, Yponomeutidae és Pyralidae

csaladokba tartozé fajokkal szemben

A toxicitdsi vizsgalatokat frissen kikelt larvakon
vizsgaltuk (Plutella xylostella esetén harmadik larvaal-
lapotu larvakat alkalmaztunk), amelyeket mesterséges
tapon tartottunk, amely a BTS02617A, BTS02618A,
BTS02654B és BTS02652E torzsek egyikének spoéra-
kristaly keverékeivel vagy a BTS02618Aa vagy
BTS02618Ab toxinokkal vagy protoxinokkal volt 6ssze-
allitva. A mesterségesen Osszedllitott tdpot Costar
24 mérbhelyes lapok mérdhelyeire adagoltuk. A tap
formaldehidet nem tartalmazott. 50 pl higitott mintat vit-
tlink fel a tap felszinére, és laminaris Iégaramban meg-
szaritottuk. Az LCgzy mérdeljarasokhoz a higitdsokat
PBS-BSA pufferben készitettlk el, s 6t higitott mintat
alkalmaztunk. Minden mérdhelyre két larvat helyez-
tiink, és 24 larvat hasznaltunk minta-higitasonként. Az
éld és elpusztult M. brassica, S. frugiperda, H. vires-
cens, O. nubilalis, Plutella xylostella és S. exigua larva-
kat az 6todik napon szamoltuk meg, majd a hatodik na-
pon az éI6 és elpusztult A. ipsilon, A. segetum és S. lit-
toralis larvakat szamoltuk meg. Az LCsg- és L.Cgs-érté-
keket [vagyis azokat a koncentracidkat, amelyek ahhoz
sziikségesek, hogy a vizsgalt rovarok 50%-at, illetve
95%-at elpusztitsa) a spéra-kristalyok szama/cm2-ben
kifejezve vagy ng (pro)toxin/cm2-ben kifejezve] Probit-
analizis (Finney, 1971) segitségével értékeltik, az
eredményeket az aldbbiakban koz6ljik.

A burgonyamolyt (Phthorimaea operculella) a ké-
vetkezd vizsgélatnak vetettiik ala: burgonyagumékbal
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vagott korongokat kildnféle koncentracidju
BTS02618Aa proteinoldatokba martottuk. 3 ilyen ko-
rongot, amelyet elézéleg megszaritottunk egy talcara

helyeztlink, amelyen 20 Phthorimaea larvat helyeztlink
el. A letalitast 4-5 nap mulva hataroztuk meg minden
egyes koncentraciora nézve.

I. tAblazat
Spodoptera littoralis
Kisérlet/torzs LCsp? LCqs? FLinin-max® Meredekség

1. kisérlet

BTS02618A 24 7.7 1,5-34 3,2
HD127¢ 25 168 1,2-7.4 1,0
2, kisérlet

BTS02618A 1,1 4 0,8-1,6 3,0
HD127 21,2 133,7 14,4-31,9 2,0

2 jelentése: 105 spéra-kristaly/cm?; 20 Tisztitott BTS02618A protoxinnal végzett kisérletek

b jelentése: az LCgy-értékek 95%-0s konfidenciahatara;

¢ a Howard Dulmage gyUjteménybdl (Northern Region Re-
search Center, 1815 North University, Peoria, lll. Amerikai
Egyesiilt Allamok). A kurator dr. L. Nakamura.

I1.1. tablézat
Spodoptera exigua
1. Kristély/spbra keverékek

ugyancsak azt mutatjak, hogy ez a protoxin szignifikan-
san toxikus az S. littoralis larvakra.

Kisérletftorzs LCyp2 LCys? FLmin-max® Meredekség

1. kisériet

BTS02618A 1,4 7.9 0,48-3,9 2,2
HD127 8,2 163,5 5,1-15,7 1,3
2. kisérlet

BTS02618A 1,2 3,56 0,91-1,57 3,5
BTS02617A 0,79 2,12 0,61-1,03 3,81
HD127 3,5 44,2 1,36-11,5* 1,5
Florbac 4,1 53,9 1,5-17,0* 1,47
BTSO0170U¢ 5,1 46,5 1,83-24,4* 1,71
3. kisérlet

Javelind 23,12 195,7 14,6-56,7 1,77
4. kisérlet

BTS02618A 1,07 291 0,83-1,39 3.8
BTS02617A 0,87 47 0,59-1,21 2,22
HD127 47 56,9 1,85-18,7* 1,52
Florbace 2,53 48,1 0,79-6,71* 1,29
BTSO0170U 1,94 56,3 0,55-5,4* 1,12

a jelentése: 105 spéra-kristaly/cm?;

b jelentése: az LCgy-értékek 95%-os konfidenciahatara,

a *-gal jeldlt értékek az LCqp-értékek 90%-o0s konfidenciahatarat jelentik;

¢ jelentése: WO 90/06999 sz. PCT kdzzétételi irat;

9 jelentése: JavelinR-bol (Sandoz, Lichtstrasse, Basel, Svajc) izolalt torzs;

¢ jelentése: FlorbacR-bol (Novo Nordisk, Novo Alle, Bagsvaerd, Dania) izolalt torzs.
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11.2. téblazat
2. Toxin/protoxin vizsgalatok

IcP LCgp? LCqs? FT in—max’ Meredekség
BTS02618A Protoxin 26,6 100,6 20,9-33,9 2,8
CrylC Toxin 68,9 313,2 50,5-94,1 25
CrylD Toxin 118,6 870,6 82,7-170,0 1,8
a jelentése: ng/cm?;
b jelentése: az LCgq-értékek 95%-o0s konfidenciahatarai.
Il 1. tablézat
Mamestra brassica
1. kristaly/spéra keverékek
Kisérlet/torzs LCgq? LCqs? FLmin-max® Meredekség
HD127 37,8 297,6 17,8-91,1 1,8
BTS02618A 8,6 59,6 6,0-12,2 1,9
BTS02617A 5,2 25,8 3,7-71 24
BTS02652 12,92 442 9,7-171 3,0
BTS02654 14,2 60,5 10,8-19,9 2,6
BTS02617A 0.87 47 0,59-1,21 2,22
HD127 47 56,9 1,85-18,7* 1,62
Florbace 2,53 48,1 0,79-6,71* 1,29
BTSO0170U 1,94 56,3 0,55-5,4* 1,12
a jelentése: 105 spora-kristaly/cm?2;
b jelentése: az LCyy-értékek 95%-os konfidenciahatara.
111.2. tablazat
Protoxinkisérletek
ICP LCsy? LCgs? FLomin-max® Meredekség
BTS02618A Protoxin 253 1251 19,3-33,2 24
CryiC Protoxin 22,0 62,9 16,3-29,6 3,6
CrylA(b) Protoxin 1624 7169 93,2-283,1 1,0
a jelentése: ng/cm?,
b jelentése: az LCgy-értékek 95%-os kanfidenciahatara.
V. 1a. tablazat
Agrotis ipsilon
1. Kristély/spéra keverékek
Térzs Halalozas? Gént
Btgall.c 1/20 crylF, crylG, cryll, 81k
HD127¢ 2/20 crylAa, crylAb, crylC, cryID, cryll, 81k
BTS02618A 16/20e crylAb, cryll, bTS02618A
puffer 1/20 nincs

8 jelentése: 6 nap mulva elpusztult 1. larvaallapota larvak szama (107 spéra-kristaly/cm?2);

b jelentése: az ezekben a torzsekben ismert madon jelen 1év8 gének;
¢ jelentése: Bt gall. Smulevics és tarsai (1991) szerint;
d jelentése: HD127 a Howard Dulmage gydjteménybél (NRRC, lasd fent) szerezhet6 be.
¢ jelentése: a tuléld larvakban sulyos novekedésgatias mutatkozik.
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IV.1b. tablazat
Torzs LCg? LCqs? FL nin-max Meredekség
BTS02618A 84,4 207,9 65,9-109,6 4,2
HD127 >250
BTS02617A 53,4 261,0 27,7-112,3 24
a jelentése 106 spéra/cm?;
b az LCgq-€rtékek 95%-0s konfidenciahatara.
IV.2. tablazat
2. Toxin/protoxin kisérlet
ICP LCgp? LCgs? FLiin-max” Meredekség
CrylA Toxin >1350
BTS02618A Protoxin 212,2 1973 168,1-267,9 1,7
ang/cm?;

b az LCyq-értékek 95%-o0s konfidenciahatara.

Tekintettel arra, hogy Macintosh és tarsai (1990) le- 20 a tisztitott CrylAc toxin hatasat ezekre a rovarokra,
irtdk, hogy a CrylAc toxinnak bizonyos hatdsa van az azonban az A. ipsilonra nézve szignifikans mortalitast
A. ipsilon ellen, 6sszehasonlitasképpen megvizsgaltuk nem idézett el6.

V.1. téblazat
Heliothis virescens
1. Kristély/spéra keverék

Kisérlet/torzs LCse? LCys? FLmin-max® Meredekség
BTS02617A 1,69 14,99 0,67-2,89 1,73
BTS02618A 2,71 254 0,88-6,99 1,69
BTS00170Uc 15,1 398,7 8,3-41,2 1,15
Dipeld 2,99 14,11 1,25-7,76 2,45
2 103 spéra-kristaly/cm?;
b az LC-értékek 95%-0s konfidenciahatara;
¢ WO 90/06999 sz. PCT szabadalmi kdzzétételi irat;
4 DipelR-bol (Abbott Lab., North Chicago, Ill., Amerikai Egyesiilt Allamok) izolalt torzs.
V.2. tablazat
2. Toxin/protoxin kisérlet
ICP LCgq? LCqgs? FLinin-max’ Meredekség
BTS02618A Protoxin 31,6 182,7 20-50 21
CrylA Toxin 7.2 169,1 4,9-10,5 1,2
2 ng/cm?;
b az LCgp-értékek 95%-os konfidenciahatara.
VI.1. téblazat
Ostrinia nubilalis
1. Kristaly/spora keverék
Kisérletitorzs LCse? LCgs? FLmin-max’ Meredekség
BTS02617A 4,92 12,49 2,45-6,81 40
BTS02618A 6,17 39,7 2,93-9,74 2,0
Dipeld >30

a 105 spora-kristaly/cm2,;

b az LCqy-értékek 95%-0s konfidenciahatara;

¢ DipelR (Abbott Lab.)-bdl izolalt torzs.
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VI.2. tablazat
2. Tisztitott protoxin kisérlet

ICP 100% hala-
lozas?
CrylAb Toxin 1350
CrylB Toxin 1350
BTS02618A Protoxin 100

2 az a koncentracio, amely mellett 100%-0s mortalitas volit
megallapithaté (ng/cm2-ben megadva).

A tisztitott BTS02618A protoxin hatasdra szignifi-
kans toxicitds mutatkozott az Ostrinia nubilalis larvakon
is, az Ostrinia-térzsek ellen legaktivabb Cryl toxinokkal
dsszehasonlitva.

Plutella xylostella

Plutella xylostella larvak esetében tobb kisérletben
szignifikans mortalitas volt észlelhet6 akkor is, ha a mes-
terséges taphoz tisztitott BTS02618A toxint adagoltunk.

Spodoptera frugiperda

A bTS02618A génnel transzformalt kristalyhianyos
Bt-tdérzseibdl szarmazé kristaly/spora keverékekrdl
(Mahillon és tarsai, 1989) is megallapitottuk, hogy szig-
nifikdnsan akadalyozzak a S. frugiperda larvak noveke-
dését a rovarok etetésével jaré kisérletek soran.

Agrotis segetum

Megallapitottuk, hogy a BTS02618Aa toxin a ba-
golylepke hernyoja (Agrotis segetum) ellen is hatasos.
A BTS02618A protein ezen varidnsa Agrotis larvak
50%-at pusztitotta el 980 ng/cm? (=L.Cs) BTS02618Aa
toxinkoncentracié esetén. Osszehasonlité kisérletek
azt mutatjak, hogy minden tovabbi vizsgalat ala vetett
Cryl toxin [(CrylAb, CrylAc, CrylAa, CrylC, CrylD,
CrylE, Hofte&Whiteley 1989; 358.557 sz. eurdpai kdz-
zétételi irat)] LCso-értéke ezen rovar esetében tébb
mint 15 000 ng/cm2. Az Agrotis segetum kiilénféle ha-
szonndvények jelentds rovarkartevéjekent ismert.

Phthorinmeae operculella

A burgonyamoly, a Phthorinmeae operculella is ér-
zekenynek mutatkozott a BTS02618Aa toxin ellen.
Azok a larvak, amelyek BTS02618A toxint ettek, szigni-
fikdnsan magasabb mortalitasi hanyadot mutattak,
mint a kontroll-larvak.

A fentieken tilmenéen a BTS02618Aa toxint kiilén-
féle rovarokon megvizsgalva azt talaltuk, hogy lénye-
gében azonos rovarirtd hatassal rendelkezik, mint a
BTS02618A protein. Biologiai mérdeljarasokat végez-
tink Heliothis virescens, Mamestra brassicae, Ostrinia
nubilalis, Spodoptera exigua, és Spodoptera littoralis
rovarokkal, és ezek csupan csekély eltérést mutattak
az LCgq-értékekben a BTS02618A proteinnel dsszeha-
sonlitva. Ez azt mutatja, hogy az Gj BTS02618Aa toxin
és a természetes forma rovarirté hatasa nem tér el lé-
nyegesen.
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A BTS02618A toxin és protoxin egyik alaninmutan-
sa, vagyis a BTS02618Ab toxin és BTS02618Ab proto-
xin Ostrinia nubilalison vizsgdlva azt mutatta, hogy
ezen anyagok lényegében ugyanolyan toxikusak, mint
a BTS02618Aa toxin vagy protoxin.

Ugyanakkor azt talaltuk, hogy a BTS02618Aa toxin
nem toxikus a vizsgdlt Coleoptera rovarokra nézve:
Leptinotarsa decemlineata és Diabrotica undecimpunc-
tata howardi nem reagaltak a BTS02618Aa toxinra.
Ezeket a rovarokat a szakirodalombdl jol ismert tapla-
lékfelvételi vizsgaldeljarasokkal vizsgaltuk meg (ilyent
ismertet példaul Rupar és tarsai, 1991).

Arra a kbvetkeztetésre jutottunk, hogy a jelen talal-
many szerinti torzsek, valamint a jelen talalmany sze-
rinti BTS02618A protein jelentds inszekticid hatassal
rendelkeznek olyan rovarok széles kére ellen, amelyek
nem érzékenyek a jelenleg hozzaférheté Bt proteinek
kozll egyikre sem, és hatasosak legalabb harom Spo-
doptera faj ellen, és tovabbi Noctuidae csaladba tarto-
z6 rovarok ellen, mint példaul A. ipsilon, A. segetum,
M. brassica, és H. virescens ellen, valamint a Pyrali-
dae, mint példaul O. nubilalis ellen, Gelechiidae, mint
példaul P. operculella ellen, tovabba az Yponomeuti-
dae, mint peldaul Puletella xylostella ellen. Ezeket az
eredményeket dsszegeztilk, és a mas Cryl gének ese-
tén kapott adatokkal (Van Frankenhuyzen, 1993) ha-
sonlitottuk Ossze a VII. tablazatban. Az eredmények
azt mutatjak, hogy a rovarok milyen egyedtilalléan szé-
les kore érzékeny a BTS02618A proteinre.

Ugyanilyen a gazdaspektruma a BTS02618Aa és
BTS02618Ab toxinoknak is. Igy ezeket a toxinokat
szintén alkalmazhatjuk rovarok ellen, és azzal a tovab-
bi elénnyel rendelkeznek, hogy — a proteazaktivitasra
vald csekély érzékenységiik kdvetkeztében — stabilab-
bak, mivel, mintegy 55 kD-os protein szinte egyéltalan
nem képzddik.

3. példa

A bTS02618A gén azonositasa

A BTS02618A térzsben az bTS02618A gént a
torzsben az Alul altal emésztett telies DNS Southern-
blot-analizisével hataroztuk meg (1. sz. abra), DNS-
probaként az 1. azonosité szdmu szekvencia szerinti
crylG gén DNS-szekvencidjat alkaimazva (Gleave és
tarsai, 1992), standard hibridizacios feltételek alkalma-
zasa mellett. A bTS02618A gén részleges DNS-szek-
venciait - amelyek az 5'- és a 3'-végi szakaszokat tar-
talmazzak — a 2., illetve 3. azonositd szamu szekven-
ciaban mutatjuk be, és a bTS02618A gén teljes DNS-
szekvencidja, valamint a BTS02618A protein teljes
aminosavszekvencidja a 4. azonosité szamu szekven-
ciaban keril bemutatasra.

A 2. és 3. azonositdé szamu reszleges szekvenciak
lehet6vé teszik, hogy a bTS02618A gént felismerjik a
BTS02617A, BTS02654B és BTS02652E térzsekben,
és lehetévé teszik olyan prébak Osszeallitasat, ame-
lyekkel ezekben és mas Bt-térzsekben a teljes gén-
szekvencia is meghatarozhaté és izolalhaté.
A bTS02618A gén transzlacios iniciaciéos kodonjat
meghataroztuk, és az a 2. azonosité szamu szekven-
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ciaban a 195-197. nukleotidhelyzetben talalhaté,
amely megfelel a 4. azonosité szamu szekvencia
668-670. nukleotidhelyzetének. Meghatéroztuk, hogy
a transzlaciés stopkodon a 3. azonosité szamu szek-
venciaban a 1146-1148. nukleotidhelyzetben talélhato,
amely megfelel a 4. azonosité szamu szekvencia
4139-4141. nukleotidhelyzeteinek.

A bTS02618A gént a BTS02617A, BTS026548 és
BTS02652E torzsekben is azonositottuk, prébaként az
1. azonosité szamu szekvencia DNS-szekvenciajat
hasznalva, valamint cryl génekben lévé konzervativ
DNS-fragmensekbdl szarmazo mas DNS-prébakat.

Azt talaltuk, hogy a teljes hosszusagi bTS02618A
gén egy 129,9 kD-os protoxint kodol. Az aminosav-
szekvenciat mas ismert Cryl proteinekkel sszehason-
litva azt talaltuk, hogy a C-terminalis rész (az 5. kon-
zervativ szekvenciaszakasz C-terminalis része) homo-
l6g a CrylG-vel (88%). Megallapitottuk, hogy az N-ter-
minalis résszel (toxin) a legjobban a CrylB toxin homo-
l6g, ez azonban kevesebb volt mint 50% (a homoldgiat
ugy fejezziik ki, hogy az a helyes bazisparosodasok
szamat osztjuk az aminosavak szamaval a leg-
hosszabb fragmensben).

Ugy véljiik, hogy a legkisebb inszekticid hatast pro-
tein egy 69 kD-os (615 aminosavas) protein, amely a 4.
azonosité szamu szekvenciaban a 44. aminosavtol a
658. aminosavig terjed. Egy kisebb, 55 kD-os
(494 aminosav) triptikus fragmens a 4. azonosité sza-
mu szekvencidban a 165. aminosavtél a 658. aminosa-
vig terjed, amelynek még inszekticid hatasa van az S.
exigua ellen, azonban ez a hatds mar szignifikansan
csbkkent. Ezért a csonkolt bTS02618A gén vagy egy
ekvivalens csonkolt gén elénydsen a fent leirt 4. azo-
nosité szamu szekvencia szerinti BTS02618A protoxin
69 kD-os proteinjét kodolja.

4. példa

A bTS02618A gén klonozasa és kifejezése

A bTS02618A gén izolalasa céljabol a BTS02618A
torzs telies DNS-ét elGallitottuk és Sau3A segitségével
részlegesen emésztettiik. Az emésztett DNS-t méret
alapjan frakcionaltuk szacharéz gradiensen, és a 7 kb
es 10 kb k6zé esd fragmenseket egy BamHI-vel
emésztett és BAP-vel kezelt pUC19 klénozévektorhoz
(Yannisch-Perron és tarsai 1985) ligaltuk. Ezutan a re-
kombinans E. coli kiénokat, amelyek a vektorokat tar-
talmazzak, a 3. példaban leirt és az 1. azonosité sza-
mu szekvencia szerinti crylG DNS prébaval szkrinel-
tik, hogy azonositsuk azokat a klonokat, amelyek a
bTS02618A gént tartalmazzak.

Az igy azonositott DNS-fragmenseket ezutan Ma-
xam és Gilbert (1980) médszere szerint szekventaltuk.
A bTS02618A gén részleges szekvenciait a 2., illetve
3. azonosité szamy szekvenciaban mutatjuk be, mig a
4. azonosité szamu szekvenciaban a teljes
bTS02618A gén szekvenciajat és a BTS02618A pro-
tein szekvenciajat lathatjuk. A DNS-szekvencia-anali-
zis alapjan a gént megfelelG restrikciés enzimekkel ha-
sitjuk, és ily modon a csonkolt bTS02618A gént kapjuk,
amely a BTS02618A toxint kédolja. A gén E. coliban
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valé kifejezbdéseét standardmodszerek segitségével
valtottuk ki (Sambrook és tarsai 1989, lasd fent).

A bTS02618A gént szokasos moédszerekkel egy
kristalyhianyos berlini Bt 1715 torzsbe és egy kurstati
Bt HD-1 térzsbe [Dipel™- termel6torzs (Abbott Labo-
ratories)] is beépitettiik, sajat bakteridlis protometerei-
nek szabalyozasa mellett, egy megfelel6 ingazévektor
felhasznalasaval (Mahillon és tarsai, 1988).

A kurstaki HD-1 Bt-torzs 2 transzformansanak spo-
ra-kristaly keverékét (amely a bTS02618A gént tartal-
mazza) az eredeti kurstaki HD-1 Bt-tdrzset, a vad tipu-
su BTS02618A torzset, a berlini Vt 1715 kristalyhia-
nyos torzset és a berlini Bt 1715 kristalyhidnyos térzs
egyik transzformansat (amelyek a bTS02618A gént
tartalmazzak) biolégiai méréeljarasnak vetettiik ala
Spodoptera exigua ellen. A mérGeljarasokat ugyantigy
vegeztiik el, mint ahogy azt a 2. példaban ismertettiik.
A kristalyhianyos transzformait berlini Bt 1715 (amely
bTS02618A tartalmu) erésen toxikus volt S. exigua el-
len (100% mortalitds 4x10* spéra-kristaly per cm? ta-
pagar esetén), mig kristalyhianyos berlini Bt 1715 nem
volt toxikus. A kurstaki HD-1 Bt-térzs (bTS02618A)
transzformansok atlagosan 22 (LCgy-szint) — 76-szor
(LCgs-szint) toxikusabbak voltak, mint az eredeti HD-1
(2. tablazat).

Hasonloképpen a BTS02618A protein vagy a
BTS02618A protein mas variansai barmilyen Bt-torzs-
be atvihetdk és kifejezhetbk a szakteriileten ismert bar-
mely médszer segitségével (Baum és tarsai, 1991; Ga-
mel&Piot, 1992; Lecadet és tarsai, 1992) feltéve, hogy
az alkalmazott vektor a Bt-gazdatérzzsel kompatibilis,
és stabilan megmarad a gazdabaktériumban. Ismert,
hogy az olyan plazmidvektorok, amelyek a gazdatorzs-
h6éz képest replikonhomoldgiaval rendelkeznek, nem
alkalmasak (Gamel és Piot 1992).

5. példa

A bTS02618A gén és a csonkolt bTS02618A gén

E. coliba val6 beépitése és a csonkolt bTS02618A

gén bevitele névényekbe

Annak érdekében, hogy az bTS02618A gént és a 4.
pelda szerinti csonkolt bTS02618A gént E. coliban, illet-
ve nfvényekben fejezzik ki, kiilbnféle génkazettakat ké-
szitettiink E. coliban a 86/300291.1 és 88/402115.5 sz.
eurdpai szabadalmi bejelentésben ismertetett eljarasok
alkalmazasaval.

A kovetkezbket hajtjuk végre: a novényekben torté-
né szignifikans kifejez6dés céljabdl olyan kazettakat,
amelyek a) a csonka gént vagy b) egy hibrid gént,
vagyis i) a csonka gén és ii) a neo-gén fuzidjat tartal-
mazzak,

kbztes novényi expresszios vektorok T-DNS hatar-
szekvenciai kozé vissziik be (a 86/300291.1 sz.
eurdpai szabadalmi bejelentésben ismertetett médon);

névenyi expresszids vektorokban lévé transzkrip-
tum-kialakitasért és poliadenilaciéért felelés jelekhez
fuzionaljuk;

a karfiol-mozaikvirusbdl szarmazd, 35S3 transzk-
riptumot iranyitd konstitutiv promoter (Hull és Howell,
1987) vagy az oktopin Ti-plazmid TR-DNS-ébdl szar-
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maz6 2'-promoter (Velten és tarsai 1984) szabalyoza-
sa ala helyezziik;

és az oktopin-szintaz gén 3'-végi transzkriptum ki-
alakitasért és poliadenilacioért felelGs jeleihez (Gielen
és tarsai 1984) fuzionaljuk.

Standard eljarasok alkalmazasaval (Deplaere és
tarsai, 1985) a koztes névényi vektorokat, amelyek a
csonkolt bTS02618A gént tartalmazzak, bevisszik a
C58C1RIfR Agrobacterium-térzsbe (821 582 sz. ameri-
kai egyesult allamokbeli szabadalmi bejelentés;
86/300291.1 sz. eurdpai szabadalmi bejelentés),
amely az artalmatlanitott pGV2260 Ti-plazmidot
(Vaeck és tarsai 1987) hordozza. A spektinomicinre-
zisztencia alapjan elvégzett szelekcié eredményekép-
pen kointegralédott plazmidokat kapunk, amelyek
pGV2260-bol és a megfelelé koztes névényi exp-
resszids vektorokbdl alinak. Ezen rekombinans Agro-
bacterium-tdérzsek mindegyikét ezutan arra hasznaljuk,
hogy kiilénféle gyapotnévényeket transzformaljunk ve-
Itk azért, hogy a csonkolt bTS02618A gént a kilonféle
ndvényi sejtek tartalmazzak, és az a sejtekben kifeje-
z6djék.

6. példa

A csonkolt bTS02618A gén kifejezGdése

ndvenyekben

A csonkolt bTS02618A gén expresszios termékei-
nek a transzformalt névények leveleiben (amely nové-
nyeket az 5. példa szerinti transzformalt névényi sej-
tekbél generaltuk) megjelené Lepidoptera elleni rovar-
irté hatasat gy hatarozzuk meg, hogy megallapitjuk az
ilyen leveleken él6 Agrotis és Spodoptera spp. larvak
novekedési sebességét és mortalitasat. A kapott ered-
ményeket 6sszehasonlitiuk a nem transzformalt néve-
nyek levelein €l6 larvak novekedési sebességével. Az
Agrotis és Spodoptera spp. elleni toxicitast ismert mé-
don hatarozzuk meg (358 557 sz. eurépai kbzzétételi
irat, 821 582 sz. amerikai egyesilt allamokbeli és
86/300 291.1 sz. eurdpai szabadalmi bejelentés).

Lényegesen magasabb halalozési aranyt tapaszta-
lunk azon larvak esetében, amelyek a csonkolt
bTS02618A gént és a csonkolt bTS02618A-neo hibrid-
gent tartaimazd transzformalt névények leveleivel tap-
lalkoznak, mint azon larvaknal, amelyek nem transzfor-
malt névények levelein élnek. Azt talaltuk, hogy a
transzformalt névenyek a BTS02618A expressziojuk
kévetkeztében az Ostrinia nubilalis, Mamestra brassi-
ca, Heliothis virescens és Plutella xylostella tamadasai-
val szemben is ellenalloak.

Magatdl értetédik, hogy a jelen talalmany nem kor-
latozddik a BTS02617A (BCCM-LNG P-12592) torzs-
re, a BTS02618A (BCCM-LMG P-12593) térzsre, a
BTS02654B (BCCM-LMG P-12594) torzsre és a
BTS02652E (BCCM-LMG P-13493) térzsre. A talal-
many magaban foglalja a BTS02617A, BTS02618A,
BTS026548B és BTS02652E torzsek barmely mutansat
vagy variansat is, amely |ényegében azonos tulajdon-
sagu kristalyokat, kristalyos proteineket, protoxinokat
vagy toxinokat termel, kiilénosképpen azokat, amelyek
Lepidoptera-ellenes tulajdonsaguak, azon belil Noctui-
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dae-ellenes, Yponomeutidae-ellenes, Gelechiidae-elle-
nes és Pyralidae-ellenes tulajdonsaguak. Legfontosab-
bak azok, amelyek Spodoptera-, Plutella-, Ostrinia-,
Mamestra-, Heliothis-, Phthorimaea- és Agrotis-ellenes
tulajdonsagiak, mint a megfelel6 BTS02617A,
BTS02618A, BTS02654B vagy BTS02652E kristalyok,
vagy kristalyos proteinek vagy a BTS02618A protoxin
vagy toxin.

Ez a talalmany feltleli a bTS02618A gént és annak
barmely rovarirtd hatasu részét, mint amilyen a cson-
kolt bTS02618A gén. Ebbél a szempontbdl a
.DTS02618A gén” kifejezés, amint azt itt hasznaljuk, az
olyan BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B vagy
BTS02652E térzsbdl izolalt gént jelenti, amely az 1.
azonositd szamu nukleotidszekvenciahoz hibridizal, és
jelenti tovabba barmely ekvivalens gént, amely azt a
protoxint kodolja, amelynek lényegében azonos az
aminosavszekvencidja és rovarold aktivitasa, mint a
BTS02618A protoxinnak, és amely el6nydsen tartal-
mazza a 2. vagy 3. azonosité szamu szekvenciaban
bemutatott részleges nukleotidszekvenciakat vagy pe-
dig a 4. azonositdé szamu szekvenciaban bemutatott
teljes szekvenciat.

A taldlmany szintén nem korlatozodik a csonkolt
bTS02618A génnel transzformalt gyapotndvényekre.
A taldimany barmely, a bTS02618A génnel vagy vala-
mely azzal ekvivalens gén rovarirté hatasu részével
transzformalt névényre vonatkozik. llyenek a paradi-
csom, dohany, repce, lucerna, napraforgo, salata, bur-
gonya, kukorica, rizs, széja, kaposztafélék, cukorrépa
és mas hilivelyesek és zbldségfélék.

Ismeretesek a kukoricasejtek transzformalasara és
transzgénikus névények regeneralasara szolgald eljara-
sok (D’'Halluin és tarsai, 1992; Fromm és tarsai 1990;
Gould és tarsai, 1991; Koziel és tarsai, 1993; Omirulleh
és tarsai, 1993; Spencer és tarsai, 1992; Klein és tarsai,
1992; Walters és tarsai, 1992). A kukoricasejtek transz-
formalasara szolgald vektor olyan kiméra géneket tartal-
maz, amelyek egy bTS02618A proteint kodolnak, vagy
annak valamely variansat (példaul BTS02618Aa), és
amely protein vagy varians megfelelé promotereket tar-
talmaz, mint amilyenek a 35S promoter szarmazékai
vagy a kukoricagénbdl, elénydsen egy konstitutivan ki-
fejezett kukoricagénbdl szarmazé promoter;

tartalmaz tovabba megfeleld 3'-vég kialakitasara
szoigald szekvenciakat, mint példaul a természetes ku-
koricagénekbdl vagy a 35S, gén 7 vagy oktopin-szin-
taz-génekbdl szarmazé gének ilyen szekvenciait (lasd
a részletes leirast, valamint Mogen és tarsai, 1990; Wu
és tarsai, 1993).

Fokozott kifejez6dést lehet elérni akkor, ha a kime-
ra gén szerkezetbe egy intront visziink be feltéve, hogy
az intron a gabonasejtekben helyes ,splicing”™-on megy
at. Erre a célra hasznalhato egy természetes kukorica-
gén intron példaul az Adhl intron (Callis és tarsai, 1989;
Maas és tarsai, 1991). A promoterszekvenciaba en-
hancerelemeket is bevihetink (példaul Omirulleh és
tarsai, 1993).

A transzgénikus kukoricandvények szelektiv tapta-
lajon nevelhetdk jol ismert szelekcidos markergének,
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példaul herbicidrezisztencia-gének vagy antibiotikum-
resziztencia-gének beépitésével kiméra génként a
transzformalo DNS-be. A transzgénikus kukoricandveé-
nyeket a transzformalt fenotipusra szelektaljuk Ostrinia
nubilalis larvakon végzett bioldgiai vizsgalattal. Ezek a
larvadk gyorsan felfliggesztik a taplalkozast az
bTS02618Aa-val transzformalt kukorican, és a kukori-
canévényekben nem okoznak jelent§sebb kart.

Ez a taldlmany nem korlatozddik arra sem, hogy
csupan az Agrobacterium tumefaciens Ti-plazmidijait
hasznaljuk a ndvényi sejteknek valamely rovarirtd ha-
tasu bTS02618A génrésszel torténd transzformécidja-
hoz. Mas ismert megoldasokat is alkalmazhatunk,
amelyek a névényi sejt transzformacidjahoz hasznala-
tosak, igy példaul az egyszikliek és kétszikiiek transz-
formalasara hasznalhatunk liposzomakat, elektropora-
ciét, vagy névényi virusokon vagy polleneken alapuld
vektorrendszereket.

A fentieken tilmenGen a novények és baktériumok
atalakitasara mas, a BTS02618A protoxint és toxint ko-
dold DNS-szekvenciakat is hasznalhatunk, nem csu-
pan azokat, amelyek természetes moédon vannak jelen
a BTS02617A, BTS02618A, BTS02654B és
BTS02652E térzsekben. llyen szempontbél ezen gé-
nek természetes DNS-szekvencidjat modosithatjuk
ugy, hogy

1. néhany kodont masokkal helyettesitiink, ame-
lyek azonos vagy mas, de el6nyésen azonos aminosa-
vakat kodolnak;

2. bizonyos kodonokat kihagyunk, vagy hozza-
adunk; és/vagy

3. reciprok rekombinaciot végzink a Ge és tarsai
altal le it modon (1991). A feltétel az, hogy a modosi-
tasok ne valtoztassdk meg lényegesen a kodolt
BTS02618A protoxin (példaul toxin) rovarirtd hatasu
részeinek tulajdonsdagait, kilonGsképpen pedig a ro-
varirtd tulajdonsagukat, féleg pedig Lepidoptera-elie-
nes tulajdonsagukat.

Igy példaul bizonyos koriilmények kdzott a néve-
nyek transzformaldsara a fentiekben leirt taldlmany
szerinti modositott kodonhasznalattal rendelkezd mes-
terséges bTS02618A gén vagy génrész alkalmazhaté
a természetes, rovarirté hatasiu bTS02618A génrész
helyett valamely talalmany szerinti bTS02618A kiméra
génben.

Ezen tilmenden a jelen talalmany kérébe tartozo-
nak tekintlink mas olyan rekombinians DNS-eket is,
amelyek a teljes bTS02618A gént vagy részét mas ide-
gen DNS-sel dsszekapcsolva tartalmazzak, kiilénés-
képpen olyan vektorok DNS-ével, amely vektorok al-
kalmasak novények és E. colitdl eltérd mikroorganiz-
musok transzformalasara. llyen szempontbdl a jelen
taldlmany nem korlatozodik a korabban leirt és a
bTS02618A gént vagy annak részeit tartalmazé speci-
fikus plazmidokra, hanem ezeken tulmenden a talal-
many barmely olyan rekombinans DNS-t is magaban
foglal, amely ezekkel ekvivalens DNS-szekvenciakat
tartalmaz.

A taldlmany tovabba mindazon rekombinans
DNS-re kiterjed, amely a bTS02618A gént egészben
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vagy részben tartalmazza, és amely alkalmas arra,
hogy mikroorganizmusokat transzformaljunk veliik
olyan kérllmények kozott, amelyek lehetdvé teszik,
hogy a gén részben vagy teljesen kifejezidjon, és a
nevezett mikroorganizmusbdl ki lehessen nyerni, vagy
egy noveényi sejtbe lehessen beépiteni. llyen mikroor-
ganizmusok a ndvényekkel kapcsolatban allé baktériu-
mok, mint példaul mas Bacillus thuringiensis torzsek,
Bacillus subtilis, Pseudomonas- és Xanthomonas-tor-
zsek, vagy éleszték, mint amilyen a Streptomyces ce-
revisiae.

7. példa

A BTS02618A toxint kédolé mesterséges

bTS02618A geén fel épitése

Az BTS02618A aminosavszekvenciaja alapjan egy
mesterséges DNS-szekvenciat szerkesztettink, amely
gyakorlatilag ugyanezt a proteint kddolja. Eiészér meg-
terveztiik a mesterséges BTS02618A toxin gén DNS-
szekvenciat a kukorica altal elényben részesitett kodo-
nokat alkalmazva (Murray és tarsai 1989). A mestersé-
ges gén tervezése kozben elkerdiltik a TA és CG kett6-
sok alkalmazasat a 2. és 3. kodonhelyzetekben.
A mesterséges gént a lokalis magas GC-tartalomra
nézve is korrigaltuk (a tobb mint 5-6s bp méretd
GC-szakaszokat elkertltiik). Megfelel restrikcids he-
lyeket is beépitettiink a gén telies hosszaban. Igy a
végs6 gén nem mindig a leginkabb elénybe részesitett
kukoricakodonokat haszndlta. A mesterséges géneket
egy Applied Biosystems 380B DNS szintetizalén allitot-
tuk el6 standard ciano-etil-foszforamidit-kémia felhasz-
nalasaval. Az oligonukleotidokat gélen tisztitottuk, és
ismert moédszerekkel teljes hosszisagu fragmensekké
egyesitettiik (l4sd Dabies és tarsai modszerét, 1991).
A mesterséges toxin génbél hianyzott a BTS02618A
kodoloszekvencia 2. kodonjatol a 43. kodonig terjedd
része, és a 44. kodon el6tt egy ATG (start) és egy GCT
(Ala) kodon helyezkedik el, annak érdekében, hogy
megfelel6 transzlacids iniciacios hely alakuljon ki (Jos-
hi, 1984, javaslata alapjan). A mesterséges
bTS02618A toxin gén a C-terminalis végén a meghata-
rozott minimalis toxikus génfragmensen tilmenden né-
hany tovabbi kodont is tartalmazott, mivel ebben a to-
vabbi C-termindlis részben volt a megfelel kukorica-
transzlacios stop jel. A mesterséges bTS02618A geént
tartalmazo kiméra gén szerkezetet a fent leirt médon
vissziik be a kukoricasejtekbe. A legttbb kukoricano-
veny, amely ezekbdl a sejtekbdl regeneralhatd, és
amelyeket a transzformaltnak talalunk, az bTS02618A
gén kifejez6dése kévetkeztében rovarirtd hatasu. Né-
mely kivalasztott transzgénikus kukoricanévény Nor-
thern- és Southern-analizise azt mutatja, hogy a
transzgén stabilan integralodott, és a BTS02618A
mRNS expresszio kénnyen kimutathaté mennyiségben
volt jelen. Ezek a novények igen jol védekeztek a rova-
rok ellen. ELISA-meghatédrozas alapjan megaéllapitha-
t6, hogy az inszekticidaktivitas foka a szdvetekben je-
len Iévé Bt protein mennyiségétél fligg.

Ugy veljik, hogy barmilyen modszer, ami ismert ku-
korica transzformalasara, és amely azzal az ered-
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ménnyel jar, hogy a BTS02618A protein megfelel6
mennyiségben kifejezédik, alkalmas arra, hogy rova-
rokkal szemben rezisztens kukoricat fejlessziink ki. Eb-
bél a szempontbdl elényds lehet legalabb 2 nem kom-
petitiven k6té Bt protein (mint amilyen a CrylAb és
BTS02618A) kifejezése egy ndvényben, annak érde-
kében, hogy a rovarrezisztencia kifejlédését elkeriljik.

8. példa

A BTS502618A protein Uj varidnsanak kialakitasa

A mintegy 69 kD-os BTS02618A toxin tovabbi pro-
teolitikus hasadasanak elkeriilésére a BTS02618A pro-
tein Uj variansat allitottuk elé. Ezen protein egyik Uj va-
riansaban a 6. azonosité szdmu szekvenciaban a 123.
aminosavhelyzetben jelen 1év6 Arg-t Lys-re cseréltiik
(BTS02618Aa protein). Egy tovabbi variansban a 6.
azonosité szamu a 123. aminosavhelyzetben jelen
lévé Arg-t Ala-val helyettesitettik (BTS02618Ab pro-
tein). Azt talaltuk, hogy ezek a proteinek rezisztenseb-
bek a protedzkezeléssel szemben (vagyis a proteinek-
b6l nem keletkezett a mintegy 55 kD-os protein). A ro-
varokon végzett vizsgalatok megerdsitették, hogy toxi-
citasukat megtartottak. Az BTS02618Aa toxin amino-
savszekvencidjat a 9. azonosité szamu szekvenciaban
mutatjuk be.

Tovabbi valtozatokat is létrehoztunk, amelyekben a
proteazhasitasi helyen az aminosavszekvenciat meg-
valtoztattuk, és azt tapasztaltuk, hogy ezek a protea-
zaktivitassal szemben rezisztensebbek, mig inszekticid
hatasukat megtartottak.

Megterveztiink tovabba egy mesterséges gént,
amely a BTS02618Aa toxin fragmenst kédolja. N- és
C-terminalis deléciok, valamint egy Met és egy Ala ko-
donnak az 1. és 2. helyzetbe vald addicidja mellett (a
6. azonosité szamu szekvencidval rendelkez6 DNS
esetén) ez a gén egy kodonban tér el a 6. azonositd
szamu szekvencia szerinti szintetikus géntdl: az Arg
kodont (CGC) Lys (AAG) kodon helyettesiti. A tébbi
nukleotid ugyanolyan, mint a 6. azonosité szamu szek-
venciaval rendelkezd mesterséges bTS02618A gén-
nél. Az ilyen médositast PCR altal kdzvetitett mutage-
nezissel végeztilk el bTS02618A mesterséges génbdl
kiindulva a megfeleld primerek alkalmazasaval. Lénye-
gében az tértént, hogy a 123. helyzetben mutalt kodont
tartalmazo, PCR-ral létrehozott és restrikcios enzimmel
emésztett fragmenst (a mutalt kodont a 123-helyzetben
tartalmazo) fragmenst beillesztettik az emésztett 6.
azonosité szamu szekvencia szerinti bTS02618A gén
megfelelé helyére, midltal a 8. azonosité szadmu szek-
vencia szerinti DNS keletkezett.

A fentiekben ismertetett eljarasokat alkalmazva a
bTS02618Aa génnel kukoricandvények transzformai-
hatok. A szelektalt, a bTS02618Aa gént kifejezé
transzfomalt kukoricandvények Ostrinia nubilalis lar-
vakra nézve inszekticid hatasuak.

Ugy veéljik, hogy a talalmany részletes ismertetése
részben ismertetett barmely modszer alkalmazhato a
fenti Bt-gének kifejezésére transzformalt kukoricantvé-
nyekben, akar 6nmagukban, akar mas Bt-génekkel
kombindlva. Kiléndsen elényds erre a célra valamely,
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a CrylAb proteint kodolé DNS-szekvencia. Rutinszeri
eljdrasokat alkalmazva a kapott regeneransokbdl meg-
felel6 vonalak szelektalhatok, amelyek a kivant tulaj-
donsagokkal rendelkeznek.

9. példa

BTS02618A toxin megkétése rovarok bél-

sejthartyajaban

Az talaltuk, hogy a BTS02618Aa toxin nem gatolja
a Crylab toxin kotédését az Ostrinia nubilalis k6zépbéli
sejthartya-vezikulumaihoz.

Ebben a kisérleti felallasban a kdvetkez6 proteine-
ket hasznaltuk: BTS02618A nem biotinilezett lizin mu-
tansa (BTS02618Aa); nem biotinilezett CrylAb; vala-
mint biotinilezett (és bioldgiailag aktiv) CrylAb. Vala-
mennyi alkalmazasra kerilé ICP tripszinrezisztens to-
xin volt. A kévetkez6 kombinacickat vizsgaltuk meg:

biotinilezett CrylAbxkompetitor nélkiil;

biotinilezett CrylAbx1000-szeres CrylAb toxinfe-

lesleg;

biotinilezett CrylAbx1000-szeres BTS02618Aa to-

xinfelesleg.

A fenti kisérletekhez dsszekeveriink 10 ng biotinile-
zett CrylAb-t (jeldletlen kristalyos proteinfeleslegének
jelenlétében vagy a nélkiil) és 10 mg Ostrinia nubilalis
larva kozépbélbsl szarmazo kefeszegélyes sejthartya-
vezikulumot. Ezeket a vezikulumokat Wolfeisberger és
tarsai (1987) moédszerével preparaltuk. Az elegyet
PBS-ben (8 mM Na,HPO,, 2 mM KH,PO,, 150 mM
NaCl, pH=7,4) készitettlik el, amely 0,1% BSA-t tartal-
mazott. Az elegyet 1 6ran at szobahémérsékleten inku-
baltuk, azutdn 10 percen at centrifugéltuk. A pelletet
500 mikroliter PBS — 0,1% BSA-ban mostuk, majd is-
mét centrifugaltunk, es a pelietet egy SDS-PAGE min-
tapufferban feloldottuk. A mintakat 10%-os poliakrila-
midgélen futtattuk. A gélt szobahémérsékleten 2 6ran
at félszaraz blottolokésziiléken blottoltuk (LKB Novab-
lott késziilék). Az alkalmazott blottolopuffer a kdvetke-
z6: 39 mM glicin, 48 mM Tris, 0,0375% (tdmeg/térfo-
gat), natrium-dodecil-szulfat, 20% metanol. A memb-
rant legalabb 2 éran at TBS-ben (10 mM Tris, 150 mM
natrium-klorid, pH=7,6) blokkoltuk 0,1% BSA segitsé-
gével, majd sztreptavidin-peroxidaz konjugatummal in-
kubaltuk, majd 45 percen at 1/1000-szeresre higitottuk
TBS-0,1% BSA segitségével. A membrant 4x5 percen
at és 1x15 percen at mostuk TBS-0,2% Tween 20 se-
gitségével. A mosasi lépések kdzott a foltot alaposan
kimostuk csap alatt. A membrant ECL-reagensben
(Amersham) 1 percig inkubaltuk, és azutan réntgen-
filmre exponaltuk.

A biotinilezett CrylAb esetében réntgenfilm segitsé-
gével egy sav volt megfigyelhetd, amely a kétdtt toxin
savjanak felel meg. Ha CrylAb toxin feleslegének jelen-
letében inkubaltunk biotinilezett CrylAb toxint, akkor a
filmen a sav nem volt megfigyelheté, mert — mint az
varhaté volt — a feleslegben alkalmazott jelSletlen toxin
kiszoritotta a jel6lt toxint. A BTS02618Aa toxin felesle-
gének jelenlétében vizsgalt biotinilezett CrylAb toxin
esetében megfigyelhetd egy sav, amely a kététt biotini-
lezett CrylAb-nek felel meg. Megallapithaté tehat, hogy
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a jeldletlen BTS02618Aa toxin képtelen volt arra, hogy
kompeticidba Iépjen a CrylAb-vel a vezikulumokhoz
val6 kotdédés szempontjabol. Ez arra mutat, hogy az
Ostrinia nubilalis esetében a BTS02618Aa nem ugyan-

nek fel, tovabbi elonydkkel is jar alkalmazasuk transz-
génikus névényekben, mint példaul a kukoricaban és
zdldségfélékben. A kukoricanévények a CrylAb és
bTS02618Aa génnel a szakteriileten ismert barmely

azon receptorhoz kétédik, mint a CrylAb. 5 modszer alkalmazasaval transzformalhatdk. llyen mod-
Hasonlé kisérleti feldliasban a jeloletlen CrylAb to- szerekhez tartozik a toxint tartalmazé névények ke-
xin nem lépett kompeticiéba a biotinnal jeldit és biold- resztezése, vagy a 408 403 sz. eurdpai kdzzétételi irat-
giailag aktiv BTS02618Aa toxin receptoraiért, mig a fe- ban ismertetett barmelyik megoldas alkalmazasa.
leslegben alkalmazott jeldletlen BTS02618Aa toxin
esetében ilyen kompeticiot figyeltiink meg. 10 A VII. tablazat ismertetése
Megallapithaté tehat, hogy a BTS02618A protein A VII. tablazatban mutatjuk be a Cryl proteinek ha-
az Ostrinia kdzépbéli sejthartydkon mas receptorkétési tasat kilonféle Lepidoptera rovarkartevék esetében:
helyeket ismer fel, és alkalmas egy olyan stratégia ki- + jeldli azt, ha van inszekticid hatas,
alakitasra, amelynek célja a rovarokban a rezisztencia — jeléli azt, ha nincs inszekticid hatas,
kialakulasanak lelassitasa vagy megel6zése. Ezt pél- 15 +/— jeldli azt, ha van hatas, de csekély,
daul a CrylAb és a BTS02618A toxinnak valamely no- NA jeldli, hogy nincs hozzaférhetd adat,
vényben valé kifejezésével érhetjiik el. Mivel mindkét 2618A a BTS02618A protein roviditése [Van Fran-
toxin igen hatasos a f6 rovar kartevék csoportja ellen, kenhuyzen (1993) adatai és A. ipsilon és 2618A esetén
és nyilvanvalo, hogy eltéré receptormolekulakat ismer- a jelen talalmany szerinti adatok].
VII. tablazat
2618A I1Ab IAc 1B iC IF
S. exigua + + /- - - + +
S. littoralis + - - - + NA
H. virescens + + + - + /- +
A. ipsilon + NA - NA NA NA
O. nubilalis + + + NA NA +
P. xylostella + + + + + NA
M. brassica + + - - + NA
A VI, tablézat ismertetése 35 A vizsgalatokat Ggy hajtottuk végre, ahogy a leiras-

LCgo—LCgs tesztek rekombinans Bt-k spéra-kristaly
keverékeivel.

ban ismertettiik. A szamok a spéra-kristalyok sza-
max10% per cm? tapagar értékeket mutatjak.

VIl tablazat

Térzs LCs LCqs F195 min-max Meredekség
Bt kurstaki HD-HD-1/1 18,9 91,2 3,9-154 1,6%0,4
(bTS02618A) 0,4 1,7 0,1-0,6 2,5%0,7
HD-1/2 bTS02618A 04 0,93 0,2-0,5 4,3+1,2
BTS02618A 1,5 4.3 0,9-2,1 3,61+0,9
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SZEKVENCIALISTA
(1) GENERAL INFORMATION:

(i) APPLICANT:
(A) NAME: Plant Genetic Systems N. V.
(B) STREET: Plateaustraat 22
(C) CITY: Gent
(E) COUNTRY: Belgium
(D) POSTAL CODE (ZIP): B-9000
(G) TELEPHONE: 32-9-2358454
(H) TELEFAX: 32-9-2240694
(I) TELEX: 11.361 Pgsgen

(i) TITLE OF INVENTION: New Bacillus thuringiensis scrains and their insecticidal proteins.
(i) NUMBER OF SEQUENCES: 9

(iv) COMPUTER READABLE FORM:
(A) MEDIUM TYPE: Floppy disk
(B) COMPUTER: IBM PC companible
(C) OPERATING SYSTEM: PC-DOS/WS-DOS
(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.25 (EPO)

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 1:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 19 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: misc_feature
(B) LOCATION: 1..19
(D) OTHER INFORMATION: /function- ,for isolating bTSO2618A gene from its containing strain” /note- ,the
probe is a part of the coding DNA strand of the crylG gene (Smulevitch et al. (1991)”

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 1:
TTCTGTACTA TTGATTGTA 19
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 2:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 1561 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: double
(D) TOPOLOGY: linear
(i) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
(vi) ORIGINAL SOURCE:

(A) ORGANISM: Bacillus churingiensis
(B) STRAIN: BTS02618A
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(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: misc_feature
(B) LOCATION: 1..1561

(D) OTHER INFORMATION: /note- ,contains the translation initiation codon of the bTS02618A gene”
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(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 2:

AAAAAGAAAT
AATCTTTICTT
ATAAAGAGTT
TAGGAGGAAA
ATTGTGGGTG
CGTTACAAAA
CTTATATAAA
TTGTTGGGAG
ATCAATTCCT
TGCGACAGGT
TTGCAAGATT
GGTTGGCTGA
TAGACCTTGA
TACTGTCAGT
TTTTTCGAGA
TGGAACTAAC
GTTTAAGAGG
CTTTAGTGGT
CGGGATCAAA
CAGCTAATGT
TCGAAAATGC
GCAGTAATCG
GCCGTAGTTA
CAAGAGCAAC
ATTTTCGTTC
GCTTGTTTAA
A

AGGAATAAAT
ACACGGGARAA
TGTCAGGATT
AAGTATGAAT
TCCATCAGAT
TATGAACTAT
TCCTAGTTTA
AATACTCGGG
TTTAAATACA
GGAGGAACTT
GCAAGGATTA
TCGAAATGAT
TTTTGTTAAT
ATATGCACAA
AGGATCGGGA
CGCTAAGTAC
AACAAATACT
ATTAGATGTT
CCCACAGCTT
TGGACTTTGC
CTTCATTCGC
ATTTCCAGTT
TCTGAACGAT
AATTAATCCC
TGCATTGATA
TGGTACGACT

ACTATCCATT
ATCCTAAGAT
TTTGAAAGAT
CGAAATAATC
GACGATCTGA
AAAGATTACT
TCTATTAGTG
GCTTTAGGTG
CTGTGGCCAG
GTCAATCAAC
GGAGACTCTT
ACACGARAATT
GCTATTCCAT
GCTGTGAATT
TTCACACAGG
ACTAATTACT
GAAAGTTGGT
GTGCCGCTAT
ACACGTGAGG
CGACGTTGGG
CCACCACATC
TCATCTAATT
TCAGCAGTAC
GGAGTTGATG
GGTATATATG
TCTCCTGCTA

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 3:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 1554 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: double
(D) TOPOLOGY: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Bacillus thuringiensis
(B) STRAIN: BTS02618A

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: misc_feature
(B) LOCATION: 1146..11A8

(D) OTHER INFORMATION: /function- ,Presumed translational stop codon of bTS02618A gene”

TTTTCAAGAA
TGAGAGTAAA
ATGATATGAA
AAAATGAATA
GGTATCCTTT
TACAAATGAC
GTAGAGATGC
TTCCGTTTTC
TTAATGATAC
AAATAACAGA
TTAATGTATA
TAAGTGTTGT
TGTTTGCAGT
TACATTTGTT
GGGAAATTTC
GTGAAACTTG
TAAGATATCA
TTCCATATTA
TATATACAGA
GTACTAATCC
TTTTTGATAG
TTATGGATTA
AAGAAGATAG
GAACAAACCG
GCGTGAATAG
ATGGAGGATG

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 3:

ATATTTTTTT
GATATATATA
CATGCACTAG
TGAAATTATT
GGCAAGTGAC
AGATGAGGAC
AGTTCAGACT
TGGACAAATA
AGCTATATGG
ATTTGCAAGA
TCAACGTTCC
TCGTGCTCAA
AAATGGACAG
ATTATTAAAA
CACATATTAT
GTATAATACA
TCAATTCCGT
TGATGTACGA
TCCGATTGTA
CTATAATACT
GCTGAATAGC
TTGGTCAGGA
TTATGGCCTA
CATAGAGTCA
AGCTTCTTTT
TAGAGATCTC

ATTAGAAAGG
TATAAATACA
ATTTATAGTA
GATGCCCCCC
CCAAATGCAG
TACACTGATT
GCGCTTACTG
GTGAGTTTTT
GAAGCTTTCA
AATCAGGCAC
CTTCAAAATT
TTTATAGCTT
CAGGTTCCAT
GATGCATCTC
GACCGTCAAT
GGTTTAGATC
AGAGAAATGA
CTTTATCCAA
TTTAATCCAC
TTTTCTGAGC
TTAACAATCA
CATACGTTAC
ATTACAACCA
ACGGCAGTAG
GTCCCAGGAG
TATGATACAA

AAAATTATCC AACATACATT TATCAAAAAG TAGATGCATC GGTGTTAAAG CCTTATACAC
GCTATAGACT AGATGGATTT GTGAAGNGTA GTCAAGATTT AGAAATTGAT CTCATCCACC
ATCATAAAGT CCATCTTGTA AAAAATGTAC CAGATAATTT AGTATCTGAT ACTTACTCAG
ATGGTTCTTG CAGCGGAATC AACCGTTGTG ATGAACAGCA TCAGGTAGAT ATGCAGCTAG

23

60
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180
240
300
360
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480
540
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720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
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60
120
180
240



ATGCGGAGCA
ATATTAATAC
TTCGAACAAC
TATCGGGTGA
GAAGAAAACG
TGTTTGTAGA
AAGCTTCAAA
CTGGGATTAA
TGTATACGTC
ATACAACTAT
ATTGGGATGC
GTGTGACAGC
ATCACCAAGA
ATGACAATTC
TAGAGGTGAC
AAGAGTAGAA
AAGATTAARA
TCTTACATGA
AAAAAGTGAG
TGATAGGGGT
CGCTCACAAT
ATAATATCTA

TCATCCAATG
AGGGGATCTA
AGATGGGTAT
ATCTCTAGAA
TGCAGAAATA
CTATCAAGAT
TCTTGTAGAG
CTACGAAATT
TAGAAATGCG
GGATGCATCG
ACAAGTTTCC
AAGAAAAGTA
AACTCTTACA
GTATATAACA
TGAATCCGAA
GAGGGGGATC
AAAGGTAAAA
AAAAATGTAG
TACCTTATAA
ATCCTTCTTA
GATGATGATC
AACTCCTGTA

GATTGCTGTG
AATGCAAGTG
GCGACGTTAG
CGGGAACAAA
GATCGTGTGT
CAACAATTAA
TCAATTTCGG
TACACAGAGT
GTGCAAAATG
GTTCAGCAAG
CAACAATTGA
GGAGGCGGAG
TTTAATGCAT
GAAGAAGTGG
GGTTCATTCT
CTAACGTATA
TGAATAGAAC
CTGTTTACTA
AGAAAGAATT
TTTACATTAT
ATGACAACAA
GCAGTCATTT

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 4:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 4344 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: double
(D) TOPOLOGY: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: CDS

(B) LOCATION: 668..4141

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: misc_feature
(B) LOCATION: 1..4344
(D) OTHER INFORMATION: /note- ,encompasses entire sequence of SEQ ID NO (SID) 2: from nt position

474 t0 2034 in SID 4"

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: misc_feature
(B) LOCATION: 1..4344
(D) OTHER INFORMATION: /note- ,also encompasses part of the sequence of SID 3: from nt position 2994 to

4344 in SID 4°

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: misc_feature
(B) LOCATION: 1..4344
(D) OTHER INFORMATION: /note- ,SID 3 shows additional nucleotides, located 3’ from the sequence shown

in SID 4 (1352-1554 in SID 4)"

HU 226 143 B1

AAGCGGCTCA
TAGATCAGGG
GAAATCTTGA
GAGATAATGC
ATTTAGCTGC
ATCCAGAAAT
GTGTATATAG
TATCCGATCG
GAGACTTTAA
ATGGCAATAT
GAGTAAATCC
ATGGATACGT
GTGACTACGA
TATTCTACCC
ATATAGACAG
GCAACTATGA
CCCCTACTGG
AGGTGTATAA
CCATTCACAG
TTTTCGCAAT
TCGCGTCCAT
CCATTTTTTT

{xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 4:

AACACATGAG
CATTTGGGTT
ATTGGTAGAG
GAAATGGAAT
GAAACAAGCA
TGGGCTAGCA
TGATACACTA
CTTACAACAA
CAGTGGTCTA
GCATTTCTTA
GAATTGTAAG
CACAATCCGA
TGTAAATGGT
AGAGACAAAA
TATTGAGTTT
GAGGATACTC
TAGAAGGACC
AAAACAGCAT
TTTCGGTATC
TATCTCGACC
AGCGAACTCT
TGATCCAGTA

TTTTCTTCCT
GTATTAAAAG
GTTGGGCCAT
GCAGAGCTAG
ATTAATCATC
GAAATTAATG
TTACAGATTC
GCATCGTATC
GATAGTTGGA
GTTCTTTCGC
TATGTCTTAC
GATGGCGCTC
ACGTATGTCA
CATATGTGGG
ATTGAAACAC
CGTACAAACA
GATAGGGGGT
ATCTGATAGA
ATATAAATAA
TTCTTCTTTC
TTCGATATTA
AATA

GAATTCCAGC TCGGTACCTT TTCAGTGTAT CGTTTCCCTT CCATCAGGTT TTCAAATTGA
AAAGCCGAAT GATTTGAAAC TTGTTTACGA TGTAAGTCAT TTGTCTATGA CGAAAGATAC
GTGTAAAAAA CGTATTGAGA TTGATGAATG TGGACAAGTA GAAATTGACT TACAAGTATT

24

300
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1554

60
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180



AAAGATTAAG
AAACATGTAT
ATATGTGGAC
TGATCATATT
TCAAGTATCA
AATAGGAATA
CTTACACGGG
GTTTGTCAGG

AAAAAGT ATG
Met
1

CCcC
Pro
15

CAT
His

TGT
Cys

AGT
Ser

GAC
Asp

CCA
Pro

CAA
Gln

ATG
Met

ACA
Thr

TCT
Ser

ATT
Ile

AGT
Ser
65

AGA
Arg

ATA
Ile
80

CTC
Leu

TTT
Phe
95

TAT
Tyr

CAA
Gln

ATA
Ile

TGG
Trp

GAA
Glu

ATA
Ile

ACA
Thr

GAA
Glu

GGA
Gly

GAC
Asp

TCT
Ser
145

GAT
Asp

CGA
Arg
160

AAT
Asn

GCT
Ala
175

TTA
Leu

GAC
Asp

GGA
Gly

CAG
Gln

CAG
Gln

GGTGTCCTTT
ACAACGGTTG
CATATTTTAA
CAAGTACGTG
GGTTTGTTTT
AATACTATCC
AAAATCCTAA
ATTTTTGAAA

CTTTTATCGG
ATAGAGATCC
AATATAGCGT
ATTTACAAAT
GTTTTGTATA
ATTTTTTCAA
GATTGAGAGT
GATATGATAT

HU 226 143 B1

AAATTTCTCT
GTCTATTTCC
CCAACAACTA
CAAACTGATG
TGAGTAAGAA
GAAATATTTT
AAAGATATAT
GAACATGCAC

ATTGAACCTA
TTAAGTTTCC
CCATATTATG
AAAGAGAATC
CCGAAGGTTT
TTTATTAGAA
ATATATAAAT
TAGATTTATA

TTCTGTGTGA
AAGATACGGT
TAATTGATGG
CGCAATCTGC
GTAAAAAAGA
AGGAATCTTT
ACAATAAAGA
GTATAGGAGG

AAT
Asn

GGG
Gly

AAT
Asn

GAT
Asp
50

GGT
Gly

GGG
Gly

TTC
Phe

GCT
Ala

TTT
Phe
130

TTT
Phe

GAT
Asp

CTT
Leu

GTT
Val

CGA AAT
Arg Asn

TGT
Cys

CCA
Pro
20

GCA
Ala
35

GCG
Ala

GAG
Glu

GAC
Asp

AGA
Arg

GAT
Asp

GCT
Ala

TTA
Leu

CTT
Leu

TTA
Leu
100

TTC
Phe
115

ATG
Met

GCA
Ala

AGA
Arg

AAT
Asn

GTA
Val

ACA
Thr

CGA
Arg

GAT
Asp

TTT
Phe
180

cca
Pro
195

TTA
Leu

AAT
Asn
5

TCA
Ser

TTA
Leu

TAC
Tyr

GCA
Ala

GGT
Gly
85

Asn

CGA
Arg

AAT
Asn

TAT
Tyr

AAT
Asn
165

GTT
Val

CTG
Leu

CAA AAT
Gln Asn

GAT
Asp

GAC
Asp

CAA

Gln Asn

ACT
Thr

GAT
Asp
55

GTT
Val
70

CAG
Gln

GTT
Val

CCG
Pro

ACA
Thr

CTG
Leu

CAG
Gln

GTG
Val

CAG
Gln

GCA
Ala
135

CAA
Gln
150

CGT
Arg

TTA
Leu

AGT
Ser

AAT
Asn

GCT
Ala

TCA
Ser

GTA
Val

GAA TAT
Glu Tyr

GAT
Asp

GTG
Val
25

ATG
Met
40

AAC
Asn

TCT
Ser

TAT
Tyr

ACT
Thr

GCG
Ala

TTT
Phe

TCT
Ser

TGG
Trp

CCA
Pro
105

GAG
Glu
120

GAA
Glu

CTT
Leu

GCA
Ala

TCC
Ser

CTT
Leu

GTT
Val

GTT
Val

ATT
Ile

CCA
Pro
185

TAT
Tyr
200

GCA
Ala

25

GAA ATT
Glu Ile
10

AGG
Arg

TAT
Tyr

TAT

Tyr Lys

ATA

Ile Asn

CTT
Leu

ACT
Thr
75

GGA
Gly
90

CAA
Gln

GTT
val

AAT
Asn

CTT
Leu

GTC
Val

ACA
Arg

TTG
Leu

CAA
Gln

AAT
Asn
155

CGT
Arg
170

CCT
Ala

TTG
Leu

TTT
Phe

CAA
Gln

GCT
Ala

ATT
Ile

CCT
Pro

GAT
Asp

CCT
Pro
60

GTT
Val

ATA
Ile

GAT
Asp

Asn

CAA
Gln
140

TGG
Trp

CAA
Gln

GCA
Als

GTG
Val

GAT
Asp

TTG
Leu

TAC
Tyr
45

AGT
Ser

GTT
Val

GTG
Val

ACA
Thr

CAA
Gln
125

GGA
Gly

TTG
Leu

TTT
Phe

GTA
Val

Asn
205

GCC
Ala

GCA
Ala
30

TTA
Leu

TTA
Leu

GGG
Gly

AGT
Ser

GCT
Ala
110

CAA
Gln

TTA
Leu

GCT
Ala

ATA
Ile

Asn
190

TTA
Leu

240
300
360
420
480
540
600
660

709

757

805

853

901

949

997

1045

1093

1141

1189

1237

1285



CAT
His

TTC
Phe

ACC
Thr

GAT
Asp
255

TTC
Phe

CCA
Pro

ACA
Thr

GTT
val

GAG
Glu
335

Asn

ATG
Met

TCA
Ser

ACA
Thr

GTA
Val
415

TCT
Ser

TTG
Leu

ACA
Thr

GCT
Ala
240

CGT
Arg

CGT
Arg

TAT
Tyr

CGT
Arg

GGA
Gly
320

CTC
Leu

AGC
Ser

GAT
Asp

GCA
Ala

ATT
Ile
400

GAT
Asp

TTT
Phe

TTA
Leu

CAG
Gln
225

ARG
Lys

TTA
Leu

AGA
Arg

TAT
Tyr

GAG
Glu
305

CTT

Leu

GAA
Glu

TTA
Leu

TAT
Tyr

GTA
Val
385

Asn

TTT
Phe

GTC
Val

TTA
Leu
210

GCG
Gly

TAC
Tyr

AGA
Arg

GAA
Glu

GAT
Asp
290

GTA
Val

TGC
Cys

AAT
Asn

ACA
Thr

TGG
Trp
370

CAA
Gln

CCC
Pro

CGT
Arg

CCA
Pro

TTA
Leu

GAA
Glu

ACT
Thr

GGA
Gly

ATG
Met
275

GTA
Val

TAT
Tyr

CGA
Arg

GCC
Ala

ATC
Ile
355

TCA
Ser

GAA
Glu

GGA
Gly

TCT
Ser

GGA
Gly
435

Lys

ATT
Ile

AAT
Asn

ACA
Thr
260

ACT
Thr

CGA
Arg

ACA
Thr

CGT
Arg

TTC
Phe
340

AGC
Ser

GGA
Gly

GAT
Asp

GTT
Val

GCA
Ala
420

GGC
Gly

GAT
Asp

TCC
Ser

TAC
Tyr
245

AAT
Asn

TTA
Leu

CTT
Leu

GAT
Asp

TGG
Trp
325

ATT
Ile

AGT
Ser

CAT
His

AGT
Ser

GAT
Asp
405

TTG

Leu

TTG
Leu

GCA
Ala

ACA
Thr
230

TGT
Cys

ACT
Thr

GTG
Val

TAT
Tyr

CCG
Pro
310

GGT
Gly

CGC
Arg

Asn

ACG
Thr

TAT
Tyr
390

GGA
Gly

ATA
Ile

TTT
Phe

HU 226 143 B1

TCT
Ser
215

TAT
Tyr

GAA
Glu

GAA
Glu

GTA
Val

CCA
Pro
295

ATT
Ile

ACT
Thr

CCA
Pro

CGA
Arg

TTA
Leu
375

GGC
Gly

ACA
Thr

GGT
Gly

AAT
Asn

CTT
Leu

TAT
Tyr

ACT
Thr

AGT
Ser

TTA
Leu
280

ACG
Thr

GTA
Val

Asn

CCA
Pro

TTT
Phe
360

ccC
Arg

CTA
Leu

Asn

ATA
Ile

GCT
Gly
440

26

TTT
Phe

GAC
Asp

TGG
Trp

TGG
Trp
265

GAT
Asp

GGA
Gly

TTT
Phe

CCcC
Pro

CAT
His
345

CCA
Pro

CGT
Arg

ATT
Ile

CGC
Arg

TAT
Tyr
425

ACG
Thr

GGA
Gly

CGT
Arg

TAT
Tyr
250

TTA
Leu

GTT
Val

TCA
Ser

Asn

TAT
Tyr
330

CTT
Leu

GTT
Val

AGT
Ser

ACA
Thr

ATA
Ile
410

GGC
Gly

ACT
Thr

GAA
Glu

CAA
Gln
235

Asn

AGA
Arg

GTG
Val

AAC
Asn

CCA
Pro
315

Asn

TTT
Phe

TCA
Ser

TAT
Tyr

ACC
Thr
395

GAG
Glu

GTG
Val

TCT
Ser

GGA
Gly
220

TTG
Leu

ACA
Thr

TAT
Tyr

GCG
Ala

CCAa
Pro
300

CCA

Pro

ACT
Thr

GAT
Asp

TCT
Ser

CTG
Leu
380

ACA
Thr

TCA
Ser

Asn

CCT
Pro

TGG
Trp

GAA
Glu

GGT
Gly

CAT
His

CTA
Leu
285

CAG
Gln

GCT
Ala

TTT
Phe

AGG
Arg

Asn
365

AAC
Asn

AGA
Arg

ACG
Thr

AGA
Arg

GCT
Ala
445

GGA
Gly

CTA
Leu

TTA
Leu

CAA
Gln
270

TTT
Phe

CTT
Leu

Asn

TCT
Ser

CTG
Leu
350

TTT
Phe

GAT
Asp

Gca
Ala

GCA
Ala

GCT
Ala
430

Asn

1333

1381

1429

1477

1525

1573

1621

1669

1717

1765

1813

1861

1909

1957

2005



GGA
Gly

GAA
Glu

AGC
Ser

CCT
Pro
495

ACC
Thr

GTT
Val

ATA
Ile

GTT
Val

TCA
Ser
575

GGT
Gly

TAC
Tyr

CCG
Pro

CAA
Glu

GTC
Val
655

Lys

GGA
Gly

AGT
Ser

TTT
Phe
480

ACT
Thr

Ccca
Pro

TCG
Ser

CTC
Leu

AAT
Asn
560

ACA
Thr

GAT
Asp

GAA
Glu

CCT
Pro

GGT
Gly
640

CCT

Pro

AAA
Lys

TGT
Cys

ACC
Thr
465

CaA
Gln

TAT
Tyr

Asn

GGT
Gly

CGA
Arg
545

TCA
Ser

GGA
Gly

GTT
Val

TCC
Ser

TTT
Phe
625

GTT
Val

GTG
Val

GCG
Ala

AGA
Arg
450

GGA
Gly

ACT
Thr

GTT
Val

AGA
Arg

ACT
Thr
530

AGA
Arg

CCA
Pro

AAT
Asn

AGA
Arg

TTT
Phe
610

ACA
Thr

AGC
Ser

Asn

GTG
Val

GAT
Asp

AGT
Ser

AAT
Asn

TGG
Trp

ATT
Ile
515

ACG
Thr

ACA
Thr

TTA
Leu

TTC
Phe

TTA
Leu
595

TTC
Phe

TTT
Phe

ACC
Thr

CCG
Pro

GCG
Ala
675

CTC
Leu

TCA
Ser

CAG
Gln

ACC
Thr
500

ACA
Thr

GTC
Val

ACT
Thr

ACA
Thr

AGT
Ser
580

GGG
Gly

ACA
Thr

ACA
Thr

GCT
Gly

GCA
Ala
660

AGC
Ser

TAT
Tyr

ACC
Thr

GCT
Ala
485

CGT
Arg

CAA
Gln

TTA
Leu

AAT
Asn

CAA
Gln
565

ATA
Ile

AGC
Ser

AGA
Arg

CAA
Gln

GGT
Gly
645

CGA
Arg

TTG
Leu

GAT
Asp

CAT
His
470

GGA
Gly

CGT
Arg

TTA
Leu

AAA
Lys

GGC
Gly
550

CAA
Gln

AGG
Arg

ACA
Thr

GAG
Glu

GCT
Ala
630

GAA
Glu

GAA
Glu

TTT
Phe

HU 226 143 B1

ACA
Thr
455

AGA
Arg

TCT
Ser

GAT
Asp

CCA
Pro

GGT
Gly
535

ACA
Thr

TAT
Tyr

GTA
Val

ATG
Met

TTT
Phe
615

CaA
Gln

TAT
Tyr

GCG
Ala

ACA
Thr

AAT
Asn

CTA
Leu

ATA
Ile

GTG
Val

TTG
Leu
520

CCA
Pro

TTT
Phe

CGC
Arg

CTC
Leu

AAC
Asn
600

ACT
Thr

GAG
Glu

TAT
Tyr

GAA
Glu

CGT
Arg
680

27

GAT
Asp

TCT
Ser

GCT
Ala

GAC
Asp
505

CTA
Val

GGA
Gly

GGA
Gly

CTAa
Leu

CGT
Arg
585

AGA
Arg

ACT
Thr

ATT
Ile

ATA
Ile

GAG
Glu
665

ACA
Thr

GAA
Glu

CAT
His

AAT
Asn
490

CTT
Leu

Lys

TTT
Phe

ACG
Thr

AGA
Arg
570

GGA
Gly

GGG
Gly

ACT
Thr

CTA
Leu

GAT
Asp
650

CAT
Asp

AGG
Arg

TTA
Leu

GTT
Val
475

GCA
Ala

AAT
Asn

GCA
Ala

ACA
Thr

TTA
Leu
555

CTT
Val

GGG
Gly

CAG
Gln

GGT
Gly

ACA
Thr
635

AGA
Arg

TTA
Leu

GAC
Asp

CCca
Pro
460

ACC
Thr

GGA
Gly

Asn

TCT
Ser

GGA
Gly
540

AGA
Arg

CGT
Arg

GTT
Val

GAA
Glu

CCG
Pro
620

GTG
vVal

ATT
Ile

GAA
Glu

GGA
Gly

CcCa
Pro

TTT
Phe

AGT
Ser

ACG
Thr

GCA
Ala
525

GGG
Gly

GTA
Val

TTT
Phe

TCT
Ser

CTA
Leu
605

TTC
Phe

Asn

GAA
Glu

GCG
Ala

TTA
Leu
685

GAT
Asp

TTT
Phe

GTA
Val

ATT
Ile
510

CCT
Pro

GGT
Gly

ACG
Thr

GCC
Ala

ATC
Ile
590

ACT
Thr

AAT
Asn

GCA
Ala

ATT
Ile

GCG
Ala
670

CAG
Gln

2053

2101

2149

2197

2245

2293

2341

2389

2437

2485

2533

2581

2629

2677

2725



GTA
Val

TGC
Cys

GCG
Ala

GAT
Asp
735

GCA
Ala

CGT
Arg

TAT
Tyr

CTA
Leu

CAC
His
815
TCT

Ser

GAA
Glu

GAT
Asp

ACA
Thr

Lys
895

GTA
Val

Asn

TTA
Leu

GTA
Val
720

CCA
Pro

AGT
Ser

GCA
Ala

CAA
Gln

GAT
Asp
800

CAT
His

GAT
Asp

CAG
Gln

TGC
Cys

GGG
Gly
880

GTT
Val

GAG
Glu

GTG
Val

TCC
Ser
705

AGA
Arg

GAT
Asp

AAC
Asn

CTT
Leu

Lys
785

GGA
Gly

CAT
His

ACT
Thr

CAT
His

TGT
Cys
865

GAT
Asp

CGA
Arg

CTT
Val

ACA
Thr
690

CAT
Asp

GCG
Ala

TTT
Phe

GGT
Gly

CAG
Gln
770

GTA
Val

TTT
Phe

Lys

TAC
Tyr

CAG
Gln
850

GAA
Glu

CTA
Leu

ACA
Thr

GGG
Gly

GAT
Asp

GAA
Glu

GCA
Ala

AAT
Asn

GTT
Val
755

TTA
Leu

GAT
Asp

GTG
Val

GTC
Val

TCA
Ser
835

GTA
Val

GCG
Ala

Asn

ACA
Thr

CCA
Pro
915

TAT
Tyr

CAA
Gln

Lys

ACA
Thr
740

ACT
Thr

GCA
Ala

GCA
Ala

Lys

CAT
His
820

GAT
Asp

GAT
Asp

GCT
Ala

GCA
Ala

GAT
Asp
900

TTA
Leu

CAA
Gln

TAT
Tyr

CGC
Arg
725

ATC
Ile

ATT
Ile

AGC
Ser

TCG
Ser

AGT
Ser
805

CTT
Leu

GGT
Gly

ATG
Met

CAA
Gln

AGT
Ser
885

GGG
Gly

TCG
Ser

GTG
Val

GGG
Gly
710

CTC
Leu

Asn

AGC
Ser

GCA
Ala

GTG
Val
790

AGT
Ser

GTA
Val

TCT
Ser

CAG
Gln

ACA
Thr
870

GTA
Val

TAT
Tyr

GGT
Gly

HU 226 143 B1

GAC
Asp
695

CAT
His

AGC
Ser

AGT
Ser

GAG
Glu

AGA
Arg
775

TTA
Leu

CAA
Gln

AARA
Lys

TGC
Cys

CTA
Leu
855

CAT

His

GAT
Asp

GCG
Ala

GAA
Glu

CAA
Gln

GAC
Asp

CGC
Arg

ACA
Thr

GGC
Gly
760

GAA
Glu

Lys

GAT
Asp

Asn

AGC
Ser
840

GAT
Asp

GAG
Glu

CAG
Gln

ACG
Thr

TCT
Ser
920

28

GCG
Ala

Lys

GAA
Glu

GAA
Glu
745

GGT
Gly

Asn

CCT
Pro

TTA
Leu

GTA
Val
825

GGA
Gly

GCG
Ala

TTT
Phe

GGC
Gly

TTA
Leu
905

CTA
Leu

GCA
Ala

Lys

CGC
Arg
730

GAG
Glu

CCA
Pro

TAT
Tyr

TAT
Tyr

GAA
Glu
810

CCA
Pro

ATC
Ile

GAG
Glu

TCT
Ser

ATT
Ile
890

GGA
Gly

GAA
Glu

Asn

ATG
Met
715

AAC
Asn

Asn

TTC
Phe

CCA
Pro

ACA
Thr
795

ATT
Ile

GAT
Asp

Asn

CAT
His

TCC
Ser
875

TGG
Trp

Asn

CGG
Arg

TTA
Leu
700

TTA
Leu

TTA
Leu

GGC
Gly

TTT
Phe

ACA
Thr
780

CGC
Arg

GAT
Asp

AAT
Asn

CGT
Arg

CAT
His
860
TAT
Tyr

GTT
Val

CTT
Leu

GAA
Glu

GTG
Val

TTG
Leu

CTT
Leu

TGG
Trp

AAA
Lys
765

TAC
Tyr

TAT
Tyr

CTC
Leu

TTA
Leu

TGT
Cys
845

CCA
Pro

ATT
Ile

GTA
Val

GAA
Glu

CAA
Gln
925

TCA
Ser

GAA
Glu

CAA
Gln

AAG
Lys
750

GGT
Gly

ATT
Ile

AGA
Arg

ATC
Ile

GTA
Val
830

GAT
Asp

ATG
Met

AAT
Asn

TTA
Leu

TTG
Leu
910

AGA
Arg

2773

2821

2869

2917

2965

3013

3061

3109

3157

3205

3253

3301

3349

3397

3445



GAT
Asp

GAT
Asp

GAC
Asp

AAT
Asn
975

ACA
Thr

TCC
Ser

GTG
Val

ATG
Met

TCG
Ser
1055

TGT
Cys

GGA
Gly

TTT
Phe

TCG
Ser

AAT
Asn

GCG
Ala

CGT
Arg

GTG
Val
945

TAT
Tyr
960

CAA
Gln

GAA
Glu

GCT
Ala

CTA
Leu

TTA
Leu

GAT
Asp

CGC
Arg

CAA
Gln

AAT
Asn
1025

GAT GCA
Asp Ala
1040

CAT TGG

His

AAG

Trp

TAT

Lys Tyr

TAC
Tyr

GTC
Val

AAT
Asn

GCA
Ala
1105

TAT
Tyr
1120

ATA
Ile

Lys
930

TAT
Tyr

GAT
Asp

TCA
Ser

CAG
Gln

TTA
Leu
1010

GGA
Gly

TCG
Ser

GAT
Asp

GTC
Val

ACA
Thr
1090

TGT
Cys

ACA
Thr

TGG GTA GAG CTG
Trp Val Glu Val

1135

GAG TTT ATT GAA
Glu Phe Ile Glu

TGG
Trp

AAT
Asn

TTA
Leu

GCT
Ala

CAA
Gln

CAA
Gln

AAT
Asn

CTT
Leu
980

ATT
Ile
995

CCT
Pro

CAA
Gln

CAA
Gln

GAC
Asp

TTT
Phe

GTT
Val

CAG
Gln

HU 2

GCA
Ala

GAG
Glu

CTA
Leu
935

GCG
Ala

AAA
Lys
950

CAA
Gln

TTA
Leu
965

AAT
Asn

CCA
Pro

GTA
Val

GAG
Glu

TCA
Ser

GGG
Gly

ATT
Ile

AAC
Asn

GCA
Ala

TCG
Ser

TAT
Tyr
1015

AAC
Asn

AGT GGT
Ser Gly
1030

CAA GAT GGC
Gln Asp Gly
1045

26 143 B1

GGA AGA
Gly Arg

GCA
Ala

ATT
Ile

GAA
Glu

ATT
Ile

ATT
Ile

TCG
Ser
985

TAC GAA
Tyr Glu
1000

CTG
Leu

TAT
Tyr

CTA
Leu

GAT
Asp

ATG

Asn Met

GCA
Ala

CAA GTT TCC
Gln Val Ser
1060

CAA
Gln

CAA
Gln

TTG
Leu
1065

AAA
Lys

Asn

GGG
Gly
970

GGT
Gly

ATT
Ile

ACG
Thr

AGT
Ser

CAT
His
1050

AGA
Arg

TTA CGT
Leu Arg
1075

ATC
Ile

CGA
Arg

GAC
Asp

TAC
Tyr

GAA

Glu Glu

AGT
Ser

GAA
Glu

1140

GTG

ACA

GCA

AGA AAA GTA

Val Thr Ala

GAT
Asp

GGC
Gly

GCT
Ala
1095

GAT
Asp

GTA AAT
Val Asn
1110

GTG GTA TTC

Val Val Phe

1125

TCC
Ser

GAA CGT
Glu Gly

Arg Lys
1080

CAT CAC

His His

GGT
Gly

ACG
Thr

TAC
Tyr

CCa
Pro

TCA
Ser

TTC
Phe
1145

Val

CAA
Gln

TAT
Tyr

GAG
Glu
1130

TAT ATA GAC AGT
Tyr Ile Asp Ser

CGT
Arg

CAT
His
955

CTA
Leu

CTA
Val

TAC
Tyr

TCT
Ser

TGG
Trp
1035

TTC
Phe

GTA
Val

GGA
Gly

Glu

GTC
Val
1115

ACA
Thr

GCcA
Ala
940

GAA
Glu

ATA
Ile

CTG
Leu

TTT
Phe

GTA
Val

GCA
Ala

GAA
Glu

ATT
Ile

TAT
Tyr

AGT
Ser

GAT
Asp
990

ACA
Thr

GAG TTA
Glu Leu
1005

AGA AAT GCG
Arg Asn Ala
1020

AAT ACA
Asn Thr

ACT
Thr

TTA
Leu

GTT
Val

CTT
Leu

AAT
Asn

CCG
Pro

AAT
Asn

1070

GGC
Gly

GGA GAT
Gly Asp
1085

ACT CTT ACA
Thr Leu Thr
1100

AAT GAC
Asn Asp

AAT
Asn

AAA CAT
Lys His

ATG
Met

ATT
Ile

1150

ACA CAA GAG TAGAAGAGGG GGATCCTAAC GTATAGCAAC

Thr Gln
1155

Glu

29

3493

3541

3589

3637

3685

3733

3781

3829

3877

3925

3973

4021

4069

4117

4168
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TATGAGAGGA TACTCCGTAC AAACAAAGAT TAAAAAAAGG TAAAATGAAT AGAACCCCCT 4228
ACTGGTAGAA GGACCGATAG GGGGTTCTTA CATGAAAAAA TGTAGCTGTT TACTAAGGTG 4288
TATAAAAAAC AGCATATCTG ATAGAAAAAA GTGAGTACCT TATAAAGAAA GAATTC 4344

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 5:
() SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 1157 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear
(i) MOLECULE TYPE: protein
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 5:

Met Asn Arg Asn Asn Gln Asn Glu Tyr Glu Ile Ile Asp Ala Pro His
1 5 10 15

Cys Gly Cys Pro Ser Asp Asp Asp Val Arg Tyr Pro Leu Ala Ser Asp
20 25 30

Pro Asn Ala Ala Leu Gln Asn Met Asn Tyr Lys Asp Tyr Leu Gln Met
35 40 45

Thr Asp Glu Asp Tyr Thr Asp Ser Tyr Ile Asn Pro Ser Leu Ser Ile
50 55 60

Ser Gly Arg Asp Ala Val Gln Thr Ala Leu Thr Val Val Gly Arg Ile
65 70 75 80

Leu Gly Ala Leu Gly Val Pro Phe Ser Gly Gln Ile Val Ser Phe Tyr
85 90 95

Gln Phe Leu Leu Asn Thr Leu Trp Pro Val Asn Asp Thr Ala Ile Trp
100 105 110

Glu Ala Phe Met Arg Gln Val Glu Glu Leu Val Asn Gln Gln Ile Thr
115 120 125

Glu Phe Ala Arg Asn Gln Ala Leu Ala Arg Leu Gln Gly Leu Gly Asp
130 135 140

Ser Phe Asn Val Tyr Gln Arg Ser Leu Gln Asn Trp Leu Ala Asp Arg
145 150 155 160

Asn Asp Thr Arg Asn Leu Ser Val Val Arg Ala Gln Phe Ile Ala lLeu
165 170 175

Asp Leu Asp Phe Val Asn Ala Ile Pro Leu Phe Ala Val Asn Gly Gln
180 185 190

Gln Val Pro Leu Leu Ser Val Tyr Ala Gln Ala Val Asn Leu His Leu
195 200 205

Leu Leu Leu Lys Asp Ala Ser Leu Phe Gly Glu Gly Trp Gly Phe Thr
210 215 220

Gln Gly Glu Ile Ser Thr Tyr Tyr Asp Arg Gln Leu Glu Leu Thr Ala
225 230 235 240

30



Lys

Leu

Arg

Tyr

Glu

305

Leu

Glu

Leu

Tyr

Val

385

Asn

Phe

Val

Cys

Thr

465

Gln

Tyr

Asn

Gly

Arg
545

Tyr

Arg

Glu

Asp

290

Val

Cys

Asn

Thr

Trp

370

Gln

Pro

Arg

Pro

Arg

450

Gly

Thr

Val

Arg

Thr

530

Arg

Thr

Gly

Met

275

Val

Tyr

Arg

Ala

Ile

355

Ser

Glu

Gly

Ser

Gly

435

Asp

Ser

Asn

Trp

Ile

515

Thr

Thr

Asn

Thr

260

Thr

Arg

Thr

Arg

Phe

340

Ser

Gly

Asp

Val

Ala

420

Gly

Leu

Ser

Gln

Thr

500

Thr

Val

Thr

Tyr

245

Asn

Leu

Leu

Asp

Trp

325

Ile

Ser

His

Ser

Asp

405

Leu

Leu

Tyr

Thr

Ala

485

Arg

Gln

Leu

Asn

Cys

Thr

Val

Tyr

Pro

310

Gly

Arg

Asn

Thr

Tyr

390

Gly

Ile

Phe

Asp

His

470

Gly

Arg

Leu

Lys

Gly
550

Glu

Glu

Val

Pro

295

Ile

Thr

Pro

Arg

Leu

375

Gly

Thr

Gly

Asn

Thr

455

Arg

Ser

Asp

Pro

Gly

535

Thr

Thr

Ser

Leu

280

Thr

Val

Asn

Pro

Phe

360

Arg

Leu

Asn

Ile

Gly

440

Asn

Leu

Ile

Val

Leu

520

Pro

Phe
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Trp

Trp

265

Asp

Gly

Phe

Pro

His

345

Pro

Arg

Ile

Arg

Tyr

425

Thr

Asp

Ser

Ala

Asp

505

Val

Gly

Gly

Tyr

250

Leu

Val

Ser

Asn

Tyr

330

Leu

Val

Ser

Thr

Ile

410

Gly

Thr

Glu

His

Asn

490

Leu

Lys

Phe

Thr

31

Asn

Arg

Val

Asn

Pro

315

Asn

Phe

Ser

Tyr

Thr

395

Glu

Val

Ser

Leu

Val

475

Ala

Asn

Ala

Thr

Leu
555

Thr

Tyr

Ala

Pro

300

Pro

Thr

Asp

Ser

Leu

380

Thr

Ser

Asn

Pro

Pro

460

Thr

Gly

Asn

Ser

Gly

540

Arg

Gly

His

Leu

285

Gln

Ala

Phe

Arg

Asn

365

Asn

Arg

Thr

Arg

Ala

445

Pro

Phe

Ser

Thr

Ala

525

Gly

Val

Leu

Gln

270

Phe

Leu

Asn

Ser

Leu

350

Phe

Asp

Ala

Ala

Ala

430

Asn

Asp

Phe

Val

Ile

510

Pro

Thr

Asp

255

Phe

Pro

Thr

Val

Glu

335

Asn

Met

Ser

Thr

Val

415

Ser

Gly

Glu

Ser

Pro

495

Thr

Val

Ile

Val

Arg

Arg

Tyr

Arg

Gly

320

Leu

Ser

Asp

Ala

Ile

400

Asp

Phe

Gly

Ser

Phe

480

Thr

Pro

Ser

Leu

Asn
560



Ser

Gly

Val

Ser

Phe

625

Val

Val

Ala

Val

Ser

705

Arg

Asp

Asn

Leu

Lys

785

Gly

His

Thr

His

Cys
865

Pro

Asn

Arg

Phe

610

Thr

Ser

Asn

Val

Thr

690

Asp

Ala

Phe

Gly

Gln

770

Val

Phe

Lys

Tyr

Gln

850

Glu

Leu

Phe

Leu

595

Phe

Phe

Thr

Pro

Ala

675

Asp

Glu

Ala

Asn

Val

755

Leu

Asp

Val

Val

Ser

835

Val

Ala

Thr

Ser

580

Gly

Thr

Thr

Gly

Ala

660

Ser

Tyr

Gln

Lys

Thr

740

Thr

Ala

Ala

Lys

His

820

Asp

Asp

Ala

Gln

565

Ile

Ser

Arg

Gln

Gly

645

Arg

Leu

Gln

Tyr

Arg

725

Ile

Ile

Ser

Ser

Ser

805

Leu

Gly

Met

Gln

Gln

Arg

Thr

Glu

Ala

630

Glu

Glu

Phe

Val

Gly

710

Leu

Asn

Ser

Ala

Val

790

Ser

Val

Ser

Gln

Thr
870

Tyr

Val

Met

Phe

615

Gln

Tyr

Ala

Thr

Asp

695

His

Ser

Ser

Glu

Arg

775

Leu

Gln

Lys

Cys

Leu

855

His

Arg

Leu

Asn

600

Thr

Glu

Tyr

Glu

Arg

680

Gln

Asp

Arg

Thr

Gly

760

Glu

Lys

Asp

Asn

Ser

840

Asp

Glu
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Leu

Arg

585

Arg

Thr

Ile

Ile

Glu

665

Thr

Ala

Lys

Glu

Glu

745

Gly

Asn

Pro

Leu

Val

825

Gly

Ala

Phe

Arg

570

Gly

Gly

Thr

Leu

Asp

650

Asp

Arg

Ala

Lys

Arg

730

Glu

Pro

Tyr

Tyr

Glu

810

Pro

Ile

Glu

Ser

32

Val

Gly

Gln

Gly

Thr

635

Arg

Leu

Asp

Asn

Met

715

Asn

Asn

Phe

Pro

Thr

795

Ile

Asp

Asn

His

Ser
875

Arg

Val

Glu

Pro

620

Val

Ile

Glu

Gly

Leu

700

Leu

Leu

Gly

Phe

Thr

780

Arg

Asp

Asn

Arg

His

860

Tyr

Phe

Ser

Leu

605

Phe

Asn

Glu

Ala

Leu

685

Val

Leu

Leu

Trp

Lys

765

Tyr

Tyr

Leu

Leu

Cys

845

Pro

Ile

Ala

Ile

590

Thr

Asn

Ala

Ile

Ala

670

Gln

Ser

Glu

Gln

Lys

750

Gly

Ile

Arg

Ile

Val

830

Asp

Met

Asn

Ser

575

Gly

Tyr

Pro

Glu

Val

655

Lys

Val

Cys

Ala

Asp

735

Ala

Arg

Tyr

Leu

His

815

Ser

Glu

Asp

Thr

Thr

Asp

Glu

Pro

Gly

640

Pro

Lys

Asn

Leu

Val

720

Pro

Ser

Ala

Gln

Asp

800

His

Asp

Gln

Cys

Gly
880



Asp

Arg

Val

Ala

Val

945

Gln

Ala

Leu

Arg

Leu

Thr

Gly

Lys

930

Tyr

Asp

Ser

Gln

Leu

1010

Asn

Thr

Pro

915

Trp

Leu

Gln

Asn

Ile

995

Gln

Asn Gly Asp

1025

Ala Ser Val

Trp Asp Ala

Ala

Asp

900

Leu

Asn

Ala

Gln

Leu

980

Pro

Gln

Phe

Gln
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Ser Val Asp Gln Gly
885

Gly Tyr Ala Thr Leu
905

Ser Gly Glu Ser Leu
920

Ala Glu Leu Gly Arg
935

Ala Lys Gln Ala Ile
950

Leu Asn Pro Glu Ile
965

Val Glu Ser Ile Ser
985

Gly Ile Asn Tyr Glu
1000

Ala Ser Tyr Leu Tyr
1015

Asn Ser Gly Leu Asp
1030

Gln Asp Gly Asn Met
1045

Ile Trp Val Val Leu
890

Gly Asn Leu Glu Leu
910

Glu Arg Glu Gln Arg
925

Lys Arg Ala Glu Ile
940

Asn His Leu Phe Val
955

Gly Leu Ala Glu Ile
970

Gly Val Tyr Ser Asp
990

Ile Tyr Thr Glu Leu
1005

Thr Ser Arg Asn Ala
1020

Ser Trp Asn Thr Thr
1035

His Phe Leu Val Leu
1050

Lys Val
895

Val Glu

Asp Asn

Asp Arg

Asp Tyr
960

Asn Glu
975

Thr Leu

Ser Asp

Val Gln

Met Asp

1040

Ser His
1055

Gln Val Ser Gln Gln Leu Arg Val Asn Pro Asn Cys Lys

1060

1065

Tyr Val Leu Arg Val Thr Ala Arg Lys

1075

Val Thr Ile

Ala

1105

Ile

1090

Cys

Thr

Glu Val

Ile

Glu

Arg

1080

Asp Gly Ala His His
1095

1070

Val Gly Gly Gly Asp
1085

Gln Glu Thr Leu Thr
1100

Asp Tyr Asp Val Asn Gly Thr Tyr Val Asn Asp Asn

Glu

Ser

1110

Glu Val Val Phe Tyr Pro

1125

1115

Glu Thr Lys His Met
1130

Glu Ser Glu Gly Ser Phe Tyr Ile Asp Ser Ile

1140

1145

Thr Gln Glu

1155

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 6:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 1897 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid

1150

33

Gly Tyr

Phe Asn

Ser Tyr
1120

Trp Val
1135

Glu Phe
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(C) STRANDEDNESS: double
(D) TOPOLOGY: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Bacillus thuringiensis

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: CDS
(B) LOCATION: 13..1887

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: misc_feature
(B) LOCATION: 13..1887
(D) OTHER INFORMATION: /note- ,artificial DNA sequence of the bTS02618A gene, encoding the
BTS02618A protein”

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 6:

GGTACCAAAA CC ATG GCT GAC TAC CTG CAG ATG ACC GAC GAG GAC TAC 48
Met Ala Asp Tyr Leu Gln Met Thr Asp Glu Asp Tyr
1 5 10
ACC GAC AGC TAC ATC AAC CCC AGC CTG AGC ATC AGC GGT CGC GAC GCC 96
Thr Asp Ser Tyr Ile Asn Pro Ser Leu Ser Ile Ser Gly Arg Asp Ala
15 20 25
GTG CAG ACC GCT CTG ACC CTG GTG GGT CGC ATC CTG GGT GCC CTG GGC 144
Val Gln Thr Ala Leu Thr Val Val Gly Arg Ile Leu Gly Ala Leu Gly
30 35 40

GTG CCC TTC AGC GGT CAG ATC GTG AGC TTC TAC CAG TTC CTG CTG AAC 192
Val Pro Phe Ser Gly Gln Ile Val Ser Phe Tyr Gln Phe Leu Leu Asn

45 50 55 60
ACC CTG TGG CCA GTG AAC GAC ACC GCC ATC TGG GAA GCT TTC ATG CGC 240
Thr Leu Trp Pro Val Asn Asp Thr Ala Ile Trp Glu Ala Phe Met Arg

65 70 75
CAG GTG GAG GAG CTG GTG AAC CAG CAG ATC ACC GAG TTC GCT CGC AAC 288
Gln Val Glu Glu Leu Val Asn Gln Gln Ile Thr Glu Phe Ala Arg Asn
80 85 90
CAG GCC CTG GCT CGC CTG CAG GGC CTG GGC GAC AGC TTC AAC GTG TAC 336
Gln Ala Leu Ala Arg Leu Gln Gly Leu Gly Asp Ser Phe Asn Val Tyr
95 100 105
CAG CGC AGC CTG CAG AAC TGG CTG GCC GAC CGC AAC GAC ACC CGC AAC 384
Gln Arg Ser Leu Gln Asn Trp Leu Ala Asp Arg Asn Asp Thr Arg Asn
110 115 120

CTG AGC GTG GTG AGG GCC CAG TTC ATC GCC CTG GAC CTG GAC TTC GTG 432
Leu Ser Val Val Arg Ala Gln Phe Ile Ala Leu Asp Leu Asp Phe Val

125 130 135 140
AAC GCC ATC CCC CTG TTC GCC GTG AAC GGC CAG CAG GTG CCC CTG CTG 480
Asn Ala Ile Pro Leu Phe Ala Val Asn Gly Gln Gln Val Pro Leu Leu

145 150 155

34



AGC
Ser

GCa
Ala

ACC
Thr

TCC
Cys
205

ACC
Thr

GTG
Val

TAC
Tyr

CccC
Pro

GGC
Gly
285

AGG
Arg

Asn

ACC
Thr

TAC
Tyr

GGC
Gly
365

ATC
Ile

GTG
Val

TCC
Ser

TAC
Tyr
190

GAG
Glu

GAG
Glu

GTG
Val

CCC
Pro

ATC
Ile
270

ACC
Thr

cca
Pro

CGA
Arg

GTG
Leu

GGC
Gly
350

ACC
Thr

GGC
Gly

TAC
Tyr

CTG
Leu
175

TAC
Tyr

ACC
Thr

AGC
Ser

CTG
Leu

ACC
Thr
255

GTG
Val

AAC
Asn

CCC
Pro

TTC
Phe

CGC
Arg
335

CTG

Leu

AAC
Asn

ATC
Ile

GCC
Ala
160

TTC
Phe

GAC
Asp

TGG
Trp

TGG
Trp

GAC
Asp
240

GGC
Gly

TTC
Phe

CCC
Pro

CAC
His

cccC
Pro
320

AGG
Arg

ATC
Ile

CGC
Arg

TAC
Tyr

CAG
Gln

GGC
Gly

CGC
Arg

TAC
Tyr

CTG
Leu
225

GTG
vVal

AGC
Ser

AAC
Asn

TAC
Tyr

CTG
Leu
305

GTG
Val

AGG
Ser

ACC
Thr

ATC
Ile

GGC
Gly
385

GCC
Ala

GAG
Glu

CAG
Gln

AAC
Asn
210

CGC
Arg

GTG
Val

AAC
Asn

CCA
Pro

Asn
290

TTC
Phe

AGC
Ser

TAG
Tyr

ACC
Thr

GAG
Glu
370

GTG
Val

GTG
Val

GGC
Gly

CTC
Leu
195

ACC
Thr

TAC
Tyr

GCC
Ala

CCcC
Pro

CCA
Pro
275

ACC
Thr

GAC
Asp

AGC
Ser

CTG
Leu

ACC
Thr
355

AGC

Ser

AAC
Asn

AAC
Asn

TGG
Trp
180

GAG
Glu

GGT
Gly

CAC
His

CTG
Leu

CAG
Gln
260

GCC
Ala

TTC
Phe

CGC
Arg

AAC
Asn

AAC
Asn
340

AGG
Arg

ACC
Thr

AGG
Arg

HU 226 143 B1

CTG
Leu
165

GGC
Gly

CTG
Leu

CTG
Leu

CAG
Gln

TTC
Phe
245

CTG
Leu

AAC
Asn

AGC
Ser

CTG
Leu

TTC
Phe
325

GAC
Asp

GCC
Ala

GCT
Ala

GCC
Ala

CAC
His

TTC
Phe

ACC
Thr

GAC
Asp

TTC
Phe
230

CCcC
Pro

ACA
Thr

GTG
Val

GAG
Glu

AAC
Asn
310

ATG
Met

AGC
Ser

ACC
Thr

GTG
Val

AGC
Ser
390

35

CTG
Leu

ACC
Thr

GCC
Ala

CGC
Arg
215

CGC
Arg

TAC
Tyr

CGT
Arg

GGC
Gly

CTG
Leu
295

AGC
Ser

GAC
Asp

GCC
Ala

ATC
Ile

GAC
Asp
375

TTC
Phe

CTG
Leu

CAG
Gln

AAG
Lys
200

CTG
Leu

AGG
Arg

TAC
Tyr

GAG
Glu

CTG
Leu
280

GAG
Glu

CTG
Leu

TAC
Tyr

GTG
Val

AAC
Asn
360

TTC
Phe

GTG
Val

CTG
Leu

GGC
Gly
185

TAC
Tyr

AGG
Arg

GAC
Glu

GAC
Asp

GTG
Val
265

TGC
Cys

Asn

ACC
Thr

TGG
Trp

CAG
Gln
345

CCA

Pro

CGC
Arg

CCA
Pro

CTG
Leu
170

GAG
Glu

ACC
Thr

GGC
Gly

ATC
Met

GTG
Val
250

TAC
Tyr

CGC
Arg

GCC
Ala

ATC
Ile

AGC
Ser
330

GAG
Glu

GGC
Gly

AGC
Ser

GGT
Gly

Lys

ATC
Ile

AAC
Asn

ACC
Thr

ACC
Thr
235

CGC
Arg

ACC
Thr

AGG
Arg

TTC
Phe

AGC
Ser
315

GGT
Gly

GAC
Asp

GTG
Val

GCT
Ala

GGC
Gly
395

GAT
Asp

AGC
Ser

TAC
Tyr

AAC
Asn
220

CTG
Leu

CTG
Leu

GAC
Asp

TGG
Trp

ATC
Ile
300

AGC
Ser

CAC
His

AGC
Ser

GAC
Asp

CTG
Leu
380

CTG
Leu

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200



TTC
Phe

GAC
Asp

CAC
His

GGC
Gly
445

AGG
Arg

CTG
Leu

AAG
Lys

GGC
Gly

CAG
Gln
525

CGC
Arg

ACC
Thr

GAG
Glu

GCC
Ala

GAG
Glu
605

GAG
Glu

AAC
Asn

ACC
Thr

CGC
Arg
430

AGC
Ser

GAC
Asp

CCC
Pro

GGT
Gly

ACC
Thr
510

TAC
Tyr

GTG
Val

ATG
Met

TTC
Phe

CAG
Gln
590

TAC
Tyr

Ccc
Ala

GGC
Gly

Asn
415

CTG
Leu

ATC
Ile

GTG
Val

CTG
Leu

CCA
Pro
495

TTC
Phe

CGC
Arg

CTG
Leu

Asn

ACC
Thr
575

GAG
Glu

TAC
Tyr

GAG
Glu

ACC
Thr
400

GAC
Asp

AGC
Ser

GCC
Ala

GAC
Asp

GTG
Val
480

GGC
Gly

GGC
Gly

CTG
Leu

AGG
Arg

AGG
Arg
560

ACC
Thr

ATC
Ile

ATC
Ile

GAG
Glu

ACC
Thr

GAG
Glu

CAC
His

AAC
Asn

CTG
Leu
465

Lys

TTC
Phe

ACC
Thr

CGC
Arg

CGT
Gly
545

GGC
Gly

ACC
Thr

CTG
Leu

GAC
Asp

GAC
Asp
625

AGC
Ser

CTG
Leu

GTC
Val

GCT
Ala
450

Asn

GCC
Ala

ACC
Thr

CTG
Leu

GTG
Val
530

GGC
Gly

CAG
Gln

GGT
Gly

ACC
Thr

CGC
Arg
610

CCA
Pro

CCA
Pro

ACC
Thr
435

GGC
Gly

AAC
Asn

AGC
Ser

GGT
Gly

CGC
Arg
515

CGC
Arg

GTG
Val

GAG
Glu

ccc
Pro

GTG
Val
595

ATC
Ile

GCC
Ala

CCC
Pro
420

TTC
Phe

AGC
Ser

ACC
Thr

GCT
Ala

GGC
Gly
500

GTG
Val

TTC
Phe

AGC
Ser

CTG
Leu

TTC
Phe
580

AAC

Asn

GAG
Glu

TGAGGCTAGC

HU 226 143 B1

AAC
Asn
405

GAC
Asp

TTC
Phe

GTG
Val

ATC
Ile

CCC
Pro
485

GGT
Gly

ACC
Thr

GCC
Ala

ATC
Ile

ACC
Thr
565

AAC

Asn

GCC
Ala

ATC
Ile

GGT
Gly

GAG
Glu

AGC
Ser

CcCcC
Pro

ACC
Thr
470

GTG
vVal

ATA
Ile

GTG
val

AGC
Ser

GGC
Gly
550

TAC
Tyr

CCA
Pro

GAG
Glu

GTG
Val

36

GGC
Gly

AGC
Ser

TTC
Phe

ACC
Thr
455

CCC
Pro

AGC
Ser

CTG
Leu

AAT
Asn

ACC
Thr
535

GAC
Asp

GAG
Glu

CCC
Pro

GGC
Gly

CCC
Pro
615

TGC
Cys

ACC
Thr

CAG
Gln
440

TAC
Tyr

Asn

GGC
Gly

CGC
Arg

TCC
Ser
520

GGC
Gly

GTG
Val

AGC
Ser

TTC
Phe

GTG
Val
600

GTG
Val

CGA
Arg

GGC
Gly
425

ACC
Thr

GTG
Val

CGC
Arg

ACC
Thr

AGG
Arg
505

CCA
Pro

AAC
Asn

CGC
Arg

TTC
Phe

ACC
Thr
585

AGC

Ser

AAC
Asn

GAT
Asp
410

AGC
Ser

AAC
Asn

TGG
Trp

ATC
Ile

ACC
Thr
490

ACC
Thr

CTG
Leu

TTC
Phe

CTG
Leu

TTC
Phe
570

TTC
Phe

ACC
Thr

CCA
Pro

CTG
Leu

AGC
Ser

CAG
Gln

ACC
Thr

ACC
Thr
475

GTG
Val

ACC
Thr

ACC
Thr

AGC
Ser

GGC
Gly
555

ACC
Thr

ACC
Thr

GGT
Gly

GCT
Ala

TAC
Tyr

ACC
Thr

GCT
Ala

AGG
Arg
460

CAG
Gln

CTG
Leu

Asn

CAG
Gln

ATC
Ile
540

AGC
Ser

CGC
Arg

CAG
Gln

GGC
Gly

CGC
Arg
620

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1897



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 7:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH; 625 amino acids
(B) TYPE: amino acid

(D) TOPOLOGY: linear

(i) MOLECULE TYPE: protein

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION:

Met Ala Asp Tyr Leu

1

Ile

Leu

Gly

Val

65

Leu

Arg

Gln

Arg

Leu

145

Gln

Gly

Arg

Tyr

Leu

225

Val

Asn

Thr

Gln

50

Asn

vVal

Leu

Asn

Ala

130

Phe

Ala

Glu

Gln

Asn

210

Arg

Val

Pro

Val

35

Ile

Asp

Asn

Gln

Trp

115

Gln

Ala

Val

Gly

Leu

195

Thr

Tyr

Ala

Ser

20

Val

Val

Thr

Gln

Gly

100

Leu

Phe

Val

Asn

Trp

180

Glu

Gly

His

Leu

5

Leu

Gly

Ser

Ala

Gln

85

Leu

Ala

Ile

Asn

Leu

165

Gly

Leu

Leu

Gln

Phe
245

Gln

Ser

Arg

Phe

Ile

70

Ile

Gly

Asp

Ala

Gly

150

His

Phe

Thr

Asp

Phe

230

Pro

SEQ

Met

Ile

Ile

Tyr

55

Trp

Thr

Asp

Arg

Leu

135

Gln

Leu

Thr

Ala

Arg

215

Arg

Tyr
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IDNO: 7:

Thr

Ser

Leu

40

Gln

Glu

Glu

Ser

Asn

120

Asp

Gln

Leu

Gln

Lys

200

Leu

Arg

Tyr

Asp

Gly

25

Gly

Phe

Ala

Phe

Phe

105

Asp

Leu

Val

Leu

Gly

185

Tyr

Arg

Glu

Asp

Glu

10

Arg

Ala

Leu

Phe

Ala

90

Asn

Thr

Asp

Pro

Leu

170

Glu

Thr

Gly

Met

Val
250

37

Asp

Asp

Leu

Leu

Met

75

Arg

Val

Arg

Phe

Leu

155

Lys

Ile

Asn

Thr

Thr

235

Arg

Tyr

Ala

Gly

Asn

60

Arg

Asn

Tyr

Asn

Val

140

Leu

Asp

Ser

Tyr

Asn

220

Leu

Leu

Thr

Val

Val

45

Thr

Gln

Gln

Gln

Leu

125

Asn

Ser

Ala

Thr

Cys

205

Thr

Val

Tyr

Asp

Gln

30

Pro

Leu

vVal

Ala

Arg

110

Ser

Ala

Val

Ser

Tyr

190

Glu

Glu

Val

Pro

Ser

15

Thr

Phe

Trp

Glu

Leu

95

Ser

Val

Ile

Tyr

Leu

175

Tyr

Thr

Ser

Leu

Thr
255

Tyr

Ala

Ser

Pro

Glu

80

Ala

Leu

Val

Pro

Ala

160

Phe

Asp

Trp

Trp

Asp

240

Gly



Ser

Asn

Tyr

Leu

305

Val

Ser

Thr

Ile

Gly

385

Thr

Glu

His

Asn

Leu

465

Lys

Phe

Thr

Arg

Gly

545

Gly

Asn

Pro

Asn

290

Phe

Ser

Tyr

Thr

Glu

370

Val

Ser

Leu

Val

Ala

450

Asn

Ala

Thr

Leu

Val

530

Gly

Gln

Pro

Pro

275

Thr

Asp

Ser

Leu

Thr

355

Ser

Asn

Pro

Pro

Thr

435

Gly

Asn

Ser

Gly

Arg

515

Arg

Val

Glu

Gln
260
Ala
Phe
Arg
Asn
Asn
340

Arg

Thr

Ala

Pro

420

Phe

Ser

Thr

Ala

Gly

500

Val

Phe

Ser

Leu

Leu

Asn

Ser

Leu

Phe

325

Asp

Ala

Ala

Ala

Asn

405

Asp

Phe

Val

Ile

Pro

485

Gly

Thr

Ala

Ile

Thr
565

Thr

Val

Glu

Asn

310

Met

Ser

Thr

Val

Ser

390

Gly

Glu

Ser

Pro

Thr

470

Val

Ile

Vval

Ser

Gly

550

Tyr

Arg

Gly

Leu

295

Ser

Asp

Ala

Ile

Asp

375

Phe

Gly

Ser

Phe

Thr

455

Pro

Ser

Leu

Asn

Thr

535

Asp

Glu

Glu

Leu

280

Glu

Leu

Tyr

Val

Asn

360

Phe

Val

Cys

Thr

Gln

440

Tyr

Asn

Gly

Arqg

Ser

520

Gly

Val

Ser

HU 226 143 B1

Val Tyr Thr

265

Cys

Asn

Thr

Trp

Gln

345

Pro

Arg

Pro

Arg

Gly

425

Thr

Val

Arg

Thr

Arg

505

Pro

Asn

Arg

Phe

Arg

Ala

Ile

Ser

330

Glu

Gly

Ser

Gly

Asp

410

Ser

Asn

Trp

Ile

Thr

490

Thr

Leu

Phe

Leu

Phe
570

38

Arg

Phe

Ser

315

Gly

Asp

Val

Ala

Gly

395

Leu

Ser

Gln

Thr

Thr

475

Val

Thr

Thr

Ser

Gly

555

Thr

Asp

Trp

Ile

300

Ser

His

Ser

Asp

Leu

380

Leu

Tyr

Thr

Ala

Arg

460

Gln

Leu

Asn

Gln

Ile

540

Ser

Arg

Pro

Gly

285

Arg

Asn

Thr

Tyr

Gly

365

Ile

Phe

Asp

His

Gly

445

Arg

Leu

Lys

Gly

Gln

525

Arg

Thr

Glu

Ile

270

Thr

Pro

Arg

Leu

Gly

350

Thr

Gly

Asn

Thr

Arg

430

Ser

Asp

Pro

Thr

510

Tyr

Val

Met

Phe

Val

Asn

Pro

Phe

Arg

335

Leu

Asn

Ile

Gly

Asn

415

Leu

Ile

Val

Leu

Pro

495

Phe

Arg

Leu

Asn

Thr
575

Phe

Pro

His

Pro

320

Arg

Ile

Arg

Tyr

Thr

400

Asp

Ser

Ala

Asp

Val

480

Gly

Gly

Leu

Arg

Arg

560

Thr



Thr Gly Pro Phe Asn Pro Pro

580

Leu Thr Val Asn Ala Glu Gly

595

Asp Arg Ile Glu Ile Val Pro

Asp
625

610

615

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 8:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS
(A) LENGTH: 1897 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: double
(D) TOPOLOGY: linear

(i) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
(ix) FEATURE:

(A) NAME/KEY: CDS

(B) LOCATION: 13..1887

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: misc_feature

(B) LOCATION: 13..1887
(D) OTHER INFORMATION: /note- ,DNA sequence of bTS02618Aa gene encoding the BTS02618Aa protein”

Phe

Val
600

Val

HU 226 143 B1

Thr
585

Ser

Asn

(xi} SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 8:

Phe Thr Gln Ala Gln Glu Ile

590

Thr Gly Gly Glu Tyr Tyr Ile

605

Pro Ala Arg Glu Ala Glu Glu

620

GGTACCAAAA CC ATG GCT GAC TAC CTG CAG ATG ACC GAC GAG GAC TAC
Met Ala Asp Tyr Leu Gln Met Thr Asp Glu Asp Tyr

ACC
Thr

GTG
Val

GTG
Val
45

ACC
Thr

CAG
Gln

CAG
Gln

GAC
Asp

CAG
Gln
30

ccC

Pro

CTG
Leu

GTG
Val

GCC
Ala

AGC
Ser
15

ACC
Thr

TTC
Phe

TGG
Trp

GAG
Glu

CTG
Leu
95

1

TAC ATC
Tyr Ile

GCT CTG
Ala Leu

AGC GGT
Ser Gly

CCA GTG
Pro Val
65

GAG CTG
Glu Leu
80

GCT CGC
Ala Axg

Asn

ACC
Thr

CAG
Gln
50

AAC

Asn

GTG
Val

CTG
Leu

CCcC
Pro

GTG
Val
35

ATC
Ile

GAC
Asp

AAC
Asn

CAG
Gln

AGC
Ser
20

CTG
Val

GTG
Val

ACC
Thr

CAG
Gln

GGC
Gly
100

5

CTG
Leu

GGT
Gly

AGC
Ser

CCC
Ala

CAG
Gln
85

CTG
Leu

ACC
Ser

CGC
Arg

TTC
Phe

ATC
Ile
70

ATC
Ile

GGC
Gly

39

ATC
Ile

ATC
Ile

TAC
Tyr
55

TGG
Trp

ACC
Thr

GAC
Asp

AGC
Ser

CTG
Leu
40

CAC
Gln

GAA
Glu

GAG
Glu

AGC
Ser

GGT
Gly
25

GGT
Gly

TTC
Phe

GCT
Ala

TTC
Phe

TTC
Phe
105

10

CGC GAC
Arg Asp

GCC CTG
Ala Leu

CTG CTG
Leu Leu

TTC ATG
Phe Met
75

GCT CGC
Ala Arg
90

AAC GTG
Asn Val

GCC
Ala

GGC
Gly

AAC
Asn
60

CGC
Arg

AAC
Asn

TAC
Tyr

48

96

144

192

240

288

336



CAG
Gln

CTG
Leu
125

AAC
Asn

AGC
Ser

GCa
Ala

ACC
Thr

TGC
Cys
205

ACC
Thr

GTG
Val

TAC
Tyr

cccC
Pro

GGC
Gly
285

AGG
Arg

Asn

ACC
Thr

CGC
Arg
110

AGC
Ser

GCC
Ala

GTG
Val

TCC
Ser

TAC
Tyr
190

GAG
Glu

GAG
Glu

GTG
Val

CCC
Pro

ATC
Ile
270

ACC
Thr

(6109:
Pro

CGA
Arg

CTG
Leu

AGC
Ser

GTG
Val

ATC
Ile

TAC
Tyr

CTG
Leu
175

TAC
Tyr

ACC
Thr

AGC
Ser

CTG
Leu

ACC
Thr
255

GTG
val

AAC
Asn

CCccC
Pro

TTC
Phe

CGC
Arg
335

CTG
Leu

GTG
Val

CCcC
Pro

GCC
Ala
160

TTC
Phe

GAC
Asp

TGG
Trp

TGG
Trp

GAC
Asp
240

GGC
Gly

TTC
Phe

CCC
Pro

CAC
His

CccCC
Pro
320

AGG
Arg

CAG
Gln

AGG
Arg

CTG
Leu
145

CAG
Gln

GGC
Gly

CGC
Arg

TAC
Tyr

CTG
Leu
225

GTG
Val

AGC
Ser

AAC
Asn

TAC
Tyr

CTG
Leu
305

GTG
Val

AGC
Ser

AAC
Asn

GCC
Ala
130

TTC
Phe

GCC
Ala

GAG
Glu

CAG
Gln

AAC
Asn
210

CGC
Arg

GTG
Val

AAC
Asn

Ccca
Pro

Asn
290

TTC
Phe

AGC
Ser

TAC
Tyr

TGG
Trp
115

CAG
Gln

CCC
Ala

GTG
Val

GGC
Gly

CTC
Leu
195

ACC
Thr

TAC
Tyxr

GCC
Ala

cccC
Pro

CCA
Pro
275

ACC
Thr

GAC
Asp

AGC
Ser

CTG
Leu

CTG
Leu

TTC
Phe

GTG
Val

AAC
Asn

TGG
Trp
180

GAG
Glu

GGT
Gly

CAC
His

CTG
Leu

CAG
Gln
260

GCC
Ala

TTC
Phe

CGC
Arg

HU 226 143 B1

GCC
Ala

ATC
Ile

Asn

CTG
Leu
165

GGC
Gly

CTG
Leu

CTG
Leu

CAG
Gln

TTC
Phe
245

CTG
Leu

AAC
Asn

AGC
Ser

CTG
Leu

TTC
Phe
325

GAC
Asp

GAC
Asp

GCC
Ala

GGC
Gly
150

CAC
His

TTC
Phe

ACC
Thr

GAC
Asp

TTC
Phe
230

CccC

Pro

ACA
Thr

GTG
Val

GAG
Glu

AAC
Asn
310

ATG
Met

AGC
Ser

40

CGC
Arg

CTG
Leu
135

CAG
Gln

CTG
Leu

ACC
Thr

GCC
Ala

CGC
Arg
215

CGC
Arg

TAC
Tyr

CGT
Arg

GGC
Gly

CTG
Leu
295

AGC

Ser

GAC
Asp

GCC
Ala

Asn
120

GAC
Asp

CAG
Gln

CTG
Leu

CAG
Gln

Lys
200

CTG
Leu

AGG
Arg

TAC
Tyr

GAG
Glu

CTG
Leu
280

GAG
Glu

CTG
Leu

TAC
Tyr

GTG
Val

GAC
Asp

CTG
Leu

GTG
Val

CTG
Leu

GGC
Gly
185

TAC
Tyr

AGG
Arg

GAG
Glu

GAC
Asp

GTG
Val
265

TGC
Cys

AAC
Asn

ACC
Thr

TGG
Trp

CAG
Gln
345

ACC
Thr

GAC
Asp

CccCcC
Pro

CTG
Leu
170

GAG
Glu

ACC
Thr

GGC
Gly

ATG
Met

GTG
Val
250

TAC
Tyr

olele!
Arg

GCC
Ala

ATC
Ile

AGC
Ser
330

GAG
Glu

Lys

TTC
Phe

CTG
Leu
155

AAG
Lys

ATC
Ile

Asn

ACC
Thr

ACC
Thr
235

CGC
Arg

ACC
Thr

AGG
Arg

TTC
Phe

AGC
Ser
315

GGT
Gly

GAC
Asp

Asn

GTG
Val
140

CTG
Leu

GAT
Asp

AGC
Ser

TAC
Tyr

AAC
Asn
220

CTG
Leu

CTG
Leu

GAC
Asp

TGG
Trp

ATC
Ile
300

AGC

Ser

CAC
His

AGC
Ser

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

860

1008

10356



TAC
Tyr

GGC
Gly
365

ATC
Ile

TTC
Phe

GAC
Asp

CAC
His

GGC
Gly
445

AGG
Arg

CTG
Leu

Lys

CGC
Gly

CAG
Gln
525

CGC
Arg

ACC
Thr

GAG
Glu

GGC
Gly
350

ACC
Thr

GGC
Gly

AAC
Asn

ACC
Thr

CGC
Arg
430

AGC
Ser

GAC
Asp

CCC
Pro

GGT
Gly

ACC
Thr
510

TAC
Tyr

GTG
Val

ATG
Met

TTC
Phe

CTG
Leu

AAC
Asn

ATC
Ile

CGC
Gly

Asn
415

CTG
Leu

ATC
Ile

GTG
Val

CTG
Leu

CCA
Pro
495

TTC
Phe

CGC
Arg

CTG
Leu

Asn

ACC
Thr
575

ATC
Ile

CGC
Arg

TAC
Tyr

ACC
Thr
400

GAC
Asp

AGC
Ser

GCC
Ala

GAC
Asp

GTG
Val
480

GGC
Gly

GGC
Gly

CTG
Leu

AGG
Arg

AGG
Arg
560

ACC
Thr

ACC
Thr

ATC
Ile

GGC
Gly
385

ACC
Thr

GAG
Glu

CAC
His

AAC
Asn

CTG
Leu
465

AAG
Lys

TTC
Phe

ACC
Thr

CGC
Arg

GGT
Gly
545

GGC
Gly

ACC
Thr

ACC
Thr

GAG
Glu
370

GTG
Val

AGC
Ser

CTG
Leu

GTC
Val

GCT
Ala
450

AAC
Asn

CccC
Ala

ACC
Thr

CTG
Leu

GTG
Val
530

GGC
Cly

CAG
Gln

GGT
Gly

ACC
Thr
355

AGC
Ser

AAC
Asn

CCA
Pro

CCA
Pro

ACC
Thr
435

GGC
Gly

Asn

AGC
Ser

GGT
Gly

CGC
Arg
515

CGC
Arg

GTG
Val

GAG
Glu

CCC
Pro

AGG
Arg

ACC
Thr

AGG
Arg

GCC
Ala

CcCC
Pro
420

TTC
Phe

AGC
Ser

ACC
Thr

GCT
Ala

GGC
Gly
500

GTG
Val

TTC
Phe

AGC
Ser

CTG
Leu

TTC
Phe
580
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GCC
Ala

GCT
Ala

GCC
Ala

AAC
Asn
405

GAC
Asp

TTC
Phe

GTG
val

ATC
Ile

CcC
Pro
485

GGT
Gly

ACC
Thr

GCC
Ala

ATC
Ile

ACC
Thr
565

AAC
Asn

ACC
Thr

GTG
Val

AGC
Ser
390

GGT
Gly

GAG
Glu

AGC
Ser

CCC
Pro

ACC
Thr
470

GTG
Val

ATA
Ile

CTG
Val

AGC
Ser

GGC
Gly
550

TAC
Tyr

CCA
Pro

41

ATC
Ile

GAC
Asp
375

TTC
Phe

GGC
Gly

AGC
Ser

TTC
Phe

ACC
Thr
455

ccc

Pro

AGC
Ser

CTG
Leu

Asn

ACC
Thr
535

GAC
Asp

CAG
Glu

CcCcC
Pro

Asn
360

TTC
Phe

GTG
val

TGC
Cys

ACC
Thr

CAG
Gln
440

TAC
Tyr

AAC
Asn

GGC
Gly

CGC
Arg

TCC
Ser
520

GGC
Gly

GTG
Val

AGC
Ser

TTC
Phe

CCA
Pro

CGC
Arg

CCA
Pro

CGA
Arg

GGC
Gly
425

ACC
Thr

GTG
Val

CGC
Arg

ACC
Thr

AGG
Arg
505

cca
Pro

AAC
Asn

CGC
Arg

TTC
Phe

ACC
Thr
585

GGC
Gly

AGC
Ser

GGT
Gly

GAT
Asp
410

AGC
Ser

Asn

TGG
Trp

ATC
Ile

ACC
Thr
490

ACC
Thr

CTG
Leu

TTC
Phe

CTG
Leu

TTC
Phe
570

TTC
Phe

CTG
Val

GCT
Ala

GGC
Gly
395

CTG
Leu

AGC
Ser

CAG
Gln

ACC
Thr

ACC
Thr
475

GTG
Val

ACC
Thr

ACC
Thr

AGC
Ser

GGC
Gly
555

ACC
Thr

ACC
Thr

GAC
Asp

CTG
Leu
380

CTG
Leu

TAC
Tyr

ACC
Thr

GCT
Ala

AGG
Arg
460

CAG
Gln

CTG
Leu

AAC
Asn

CAG
Gln

ATC
Ile
540

AGC

Ser

CcGC
Arg

CAG
Gln

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776



GCC CAG GAG ATC CTG ACC GTG AAC
Ala Gln Glu Ile Leu Thr Val Asn
590 595

GAG TAC TAC ATC GAC CGC ATC GAG
Glu Tyr Tyr Ile Asp Arg Ile Glu
605 610

GAG GCC GAG GAG GAC TGAGGCTAGC
Glu Ala Glu Glu Asp
625

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 9:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS
(A) LENGTH: 625 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(i) MOLECULE TYPE: protein

HU 226 143 B1

GCC
Ala

ATC
Ile

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 9:

Met Ala Asp Tyr Leu Gln Met Thr
1 5

Ile Asn Pro Ser Leu Ser Ile Ser
20

Leu Thr Val Val Gly Arg Ile Leu
35 40

Gly Gln Ile Val Ser Phe Tyr Gln
50 55

Val Asn Asp Thr Ala Ile Trp Glu
65 70

Leu Val Asn Gln Gln Ile Thr Glu
85

Arg Leu Gln Gly Leu Gly Asp Ser
100

Gln Asn Trp Leu Ala Asp Arg Asn
115 120

Arg Ala Gln Phe Ile Ala Leu Asp
130 135

Leu Phe Ala Val Asn Gly Gln Gln
145 150

Gln Ala Val Asn Leu His Leu Leu
165

Gly Glu Gly Trp Gly Phe Thr Gln
180

Asp

Gly

25

Gly

Phe

Ala

Phe

Phe

105

Asp

Leu

Val

Leu

Gly
185

GAG
Glu

GTG
Val

Glu

10

Arg

Ala

Leu

Phe

Ala

90

Asn

Thr

Asp

Pro

Leu

170

Glu

42

GGC
Gly

CccCcC
Pro
615

Asp

Asp

Leu

Leu

Met

75

Arg

Val

Lys

Phe

Leu

155

Lys

Ile

GTG
Val
600

GTG
Val

Tyr

Ala

Gly

Asn

60

Arg

Asn

Tyr

Asn

Val

140

Leu

Asp

Ser

AGC
Ser

AAC
Asn

Thr

Val

Val

45

Thr

Gln

Gln

Gln

Leu

125

Asn

Ser

Ala

Thr

ACC
Thr

cca
Pro

Asp

Gln

30

Pro

Leu

Val

Ala

Arg

110

Ser

Ala

Val

Ser

Tyr
190

GGT
Gly

GCT
Ala

Ser

15

Thr

Phe

Trp

Glu

Leu
95

Ser

Val

Ile

Leu
175

Tyr

GGC
Gly

CGC
Arg
620

Tyr

Ala

Ser

Pro

Glu

80

Ala

Leu

Val

Pro

Ala

160

Phe

Asp

1824

1872

1897



Arg

Tyr

Leu

225

Val

Ser

Asn

Tyr

Leu

305

Val

Ser

Thr

Ile

Gly

385

Thr

Glu

His

Asn

Leu

465

Lys

Phe

Gln

Asn

210

Arg

Val

Asn

Pro

Asn

290

Phe

Ser

Tyr

Thr

Glu

370

Val

Ser

Leu

Val

Ala

450

Asn

Ala

Thr

Leu

195

Thr

Tyr

Ala

Pro

Pro

275

Thr

Asp

Ser

Leu

Thr

355

Ser

Asn

Pro

Pro

Thr

435

Gly

Asn

Ser

Gly

Glu

Gly

His

Leu

Gln

260

Ala

Phe

Arg

Asn

Asn

340

Arg

Thr

Arg

Ala

Pro

420

Phe

Ser

Thr

Ala

Gly
500

Leu

Leu

Gln

Phe

245

Leu

Asn

Ser

Leu

Phe

325

Asp

Ala

Ala

Ala

Asn

405

Asp

Phe

Val

Ile

Pro

485

Gly

Thr

Asp

Phe

230

Pro

Thr

Val

Glu

Asn

310

Met

Ser

Thr

Val

Ser

390

Gly

Glu

Ser

Pro

Thr

470

vVal

Ile

Ala

Arg

215

Arg

Tyr

Arg

Gly

Leu

295

Ser

Asp

Ala

Ile

Asp

375

Phe

Gly

Ser

Phe

Thr

455

Pro

Ser

Leu

Lys

200

Leu

Arg

Tyr

Glu

Leu

280

Glu

Leu

Tyr

Val

Asn

360

Phe

Val

Cys

Thr

Gln

440

Tyr

Asn

Gly

Arg
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Tyr Thr Asn

Arg

Glu

Asp

Val

265

Cys

Asn

Thr

Trp

Gln

345

Pro

Arg

Pro

Arg

Gly

425

Thr

Val

Arg

Thr

Arg
505

Gly

Met

Val

250

Tyr

Arg

Ala

Ile

Ser

330

Glu

Gly

Ser

Gly

Asp

410

Ser

Asn

Trp

Ile

Thr

490

Thr

43

Thr

Thr

235

Axrg

Thr

Arg

Phe

Ser

315

Gly

Asp

val

Ala

Gly

395

Leu

Ser

Gln

Thr

Thr

475

Val

Thr

Tyr

Asn

220

Leu

Leu

Asp

Trp

Ile

300

Ser

His

Ser

Asp

Leu

380

Leu

Tyr

Thr

Ala

Arg

460

Gln

Leu

Asn

Cys

205

Thr

Val

Tyr

Pro

Gly

285

Arg

Asn

Thr

Tyr

Gly

365

Ile

Phe

Asp

His

Gly

445

Arg

Leu

Lys

Gly

Glu

Glu

Val

Pro

Ile

270

Thr

Pro

Arg

Leu

Gly

350

Thr

Gly

Asn

Thr

Arg

430

Ser

Asp

Pro

Gly

Thr
510

Thr

Ser

Leu

Thr

255

Val

Asn

Pro

Phe

Arg

335

Leu

Asn

Ile

Gly

Asn

415

Leu

Ile

vVal

Leu

Pro

495

Phe

Trp

Trp

Asp

240

Gly

Phe

Pro

His

Pro

320

Arg

Ile

Arg

Tyr

Thr

400

Asp

Ser

Ala

Asp

Val

480

Gly

Gly
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Thr Leu Val Thr Vval Ser Pro

520

Arg Asn

515

Val
530

Phe Ala Thr

535

Arg Arg Ser Gly Asn

Gly Val Ser Ile Val

545

Gly Gly

550

Asp Arg

Gly Gln Glu Thr

565

Leu Tyr Glu Ser Phe

Thr Gly Phe

580

Thr
585

Pro Asn Pro Pro Phe

Thr Val

595

Ala Glu Val

600

Leu Asn Gly Ser

Ile Glu Ile Val Pro Val Asn

615

Asp Arg

610

Asp
625

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. DNS-szekvencia, azzal jellemezve, hogy olyan
nukleotidszekvenciat tartalmaz, amely az 5. azonositd
szamu szekvencia 44-658. helyzetli aminosavaibol
allé aminosavszekvenciat tartalmazo proteint kodol, és
amelyben a 164-helyzetl aminosav lizin vagy alanin,
vagy olyan nukleotidszekvenciat tartalmaz, amely a 8.
azonositd szamul szekvencia 19-1863. helyzetli ami-
nosavaibdl allé aminosavszekvenciat tartalmazo pro-
teint kodol.

2. Kiméra gén, amely tartalmazza az 1. igénypont
szerinti DNS-t, valamint egy promotert, amely alkalmas
arra, hogy a gént ndvényi sejtekben atirja.

3. Protein, azzal jellemezve, hogy az 5. azonosité
szamu szekvencia 44-658. helyzetli aminosavaibol
allé aminosavszekvenciat tartalmazza, amelyben a
164. helyzet(i aminosav lizin vagy alanin, vagy amely a
9. azonosité szamu szekvencia szerinti aminosavszek-
venciat tartalmazza.

4. Novényi sejt, azzal jellemezve, hogy tartalmazza
a 2. igénypont szerinti kiméra gént.

5. Novényi sejt, azzal jellemezve, hogy a sejt a
CrylAb vagy CrylB toxint és a 2. igénypont szerinti ki-
méra gént koddolé DNS-t tartalmazza.

6. Novény vagy annak magja, azzal jellemezve,
hogy az emlitett névény vagy mag tébb 4. vagy 5.
igénypont szerinti sejtet tartalmaz.

Leu

Phe

Leu

Phe
570

Phe

Thr

Pro

30

35

40

45

50

55

44

Thr Gln Gln

525

Tyr Arg Leu

Ile
540

Ser Arg Val Leu Arg

Gly Ser Thr Met Asn

555

Arg
560

Thr Glu Phe Thr

575

Arg Thr

Thr Gln Ala Gln

590

Glu Ile

Glu
605

Gly Gly Tyr Tyr Ile

Ala Arg Glu Ala Glu Glu

620

7. Eljaras transzformalt névény, vagy annak
magja el6allitdsara, azzal jellemezve, hogy a 2.
igénypont szerinti kiméra gént tartalmazé transzfor-
malt novényi sejtet allitunk eld, majd az emlitett n6-
vény sejtjeit ndvénnyé regeneraljuk €s abbdl magokat
nyerunk.

8. Eljaras Lepidoptera rovarokkal, kiilbnésen pedig
Spodoptera littoralisszal, Agrotis ipsilonnal, Ostrinia nu-
bilalisszal és Phthorimaea operculellaval szemben re-
zisztens novény elbéllitasara, azzal jellemezve, hogy
egy novényi sejtet a 3. igénypont szerinti proteint kédo-
16 DNS-sel transzformalunk, és az emlitett sejtb6l no-
vényt regeneralunk.

9. Eljaras Agrotis segetum és Phthorimaea opercu-
lella rovarok irtasara, azzal jellemezve, hogy az emlitett
rovarokat olyan proteinnel hozzuk érintkezésbe, amely
az 5. azonositd szamu szekvencia 44-658. helyzetii
aminosavaibdl allé aminosavszekvenciat tartalmazza,
amelyben a 164. helyzetli aminosav lizin vagy alanin,
vagy amely a 9. azonositd szamu szekvencia szerinti
aminosavszekvenciat tartaimazza.

10. Novényvédbszer-készitmény Lepidoptera rova-
rok ellen, azzal jellemezve, hogy a 3. igénypont szerinti
proteint tartalmazza.

11. Transzformalt mikroorganizmus, azzal jellemez-
ve, hogy olyan DNS-t tartalmaz, amely magaban foglal-
ja az 1. igenypont szerinti DNS-t.
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513
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