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Beschreibung
1.0 Hintergrund der Erfindung

[0001] Die vorliegende Anmeldung ist eine Fortsetzungsanmeldung der US-Patentanmeldung mit der Anmel-
dungsnummer 08/922,505, eingereicht am 3. September 1997, welche eine Fortsetzungsanmeldung ist der
US-Patentanmeldung mit der Anmeldungsnummer 08/754,490, eingereicht am 20. November 1996, wobei der
gesamte Inhalt davon hierin unter Bezugnahme ausdriicklich eingeschlossen ist.

1.1 Hintergrund der Erfindung

[0002] Die vorliegende Erfindung stellt neue Gene bereit, welche Bacillus thuringiensis-Kristallproteine codie-
ren, die gegentliber Coleoptera-, Diptera- und Lepidoptera-Insekten toxisch sind. Bereitgestellt werden auch
Proteinzusammensetzungen, welche chimare Kristallproteine mit einer erhéhten Insektizidaktivitat und einer
verbesserten Insektizidspezifitat umfassen.

1.2 Beschreibung des verwandten Fachgebiets
1.2.1 B. thuringiensis-Kristallproteine

[0003] Das Gram-positive Bodenbakterium B. thuringiensis ist fur seine Produktion von proteinahnlichen pa-
rasporalen Kristallen oder 6-Endotoxinen bekannt, welche gegenuber einer Vielzahl von Lepidoptera-, Coleo-
ptera- und Diptera-Larven toxisch sind. B. thuringiensis produziert wahrend der Sporenbildung Kristallproteine,
die gegenuber bestimmten Insektenarten besonders toxisch sind. Es ist gezeigt worden, dal viele verschiede-
ne Stdmme von B. thuringiensis insektizide Kristallproteine produzieren. Zusammensetzungen, umfassend B.
thuringiensis-Stamme, die Proteine mit einer Insektizidaktivitat produzieren, sind wegen ihrer Toxizitat gegen-
Uber dem spezifischen Zielinsekt und der Nichttoxizitat gegentiber Pflanzen und anderen Organismen, die
nicht zur Zielgruppe gehéren, kommerziell als umweltvertragliche Insektizide verwendet worden.

[0004] Kommerzielle Formulierungen von natirlich vorkommenden B. thuringiensis-Isolaten sind seit langem
zur biologischen Bekampfung von landwirtschaftlichen Schadinsekten verwendet worden. Bei der kommerzi-
ellen Herstellung werden die aus dem Fermentationsprozel erhaltenen Sporen und Kristalle konzentriert und
zum Blattauftrag gemaR herkémmlichen landwirtschaftlichen Anwendungen formuliert.

1.2.2 Nomenklatur von Kristallproteinen

[0005] Eine Ubersicht von Hofte et al. (1989) beschreibt den allgemeinen Stand der Technik im Hinblick auf
die Mehrzahl der insektiziden B. thuringiensis-Stamme, die identifiziert worden sind und gegeniber Insekten
der Gattung Lepidoptera, d. h. Raupen, aktiv sind. Diese Abhandlung beschreibt auch B. thuringiensis-Stamme
mit einer Insektizidaktivitat gegenuber Insekten der Gattung Diptera (d. h. Fliegen und Moskitos) und Coleop-
tera (d. h. Kafer). Eine Reihe von Genen, welche Kristallproteine codieren, sind aus mehreren Stammen von
B. thuringiensis cloniert worden. Horte et al. (1989) besprechen die Gene und Proteine, welche in B. thurin-
giensis vor 1990 identifiziert wurden, und legen das Nomenklatur- und Klassifikationsschema dar, welches tra-
ditionell auf Gene und Proteine von B. thuringiensis angewendet worden ist. cry1-Gene codieren Cry1-Protei-
ne, die gegenuber Lepidoptera toxische sind. cry2-Gene codieren Cry2-Proteine, die fir sowohl Lepidoptera
als auch Diptera toxisch sind. cry3-Gene codieren Cry3-Proteine, welche gegenliber Coleoptera toxisch sind,
wahrend cry4-Gene Cry4-Proteine codieren, die gegeniber Diptera toxisch sind, etc.

[0006] Vor kurzem ist eine neue Nomenklatur vorgeschlagen worden, welche die Cry-Proteine auf der Basis

der Aminosauresequenz-Homologie anstatt den Zielinsekt-Spezifitdten systematisch klassifiziert. Dieses Klas-
sifikationsschema ist in Tabelle 1 zusammengefal3t.
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Tabelle 1

Uberarbeitete B. thuringiensis-8-Endotoxin-Nomenklatur?

Alt

3/159

Neu GenBank-Hinterlegung#
CrylAa CrylA(a) M11250
CrylAb CrylA(b) M13898
CrylAc CrylA(c) M11068
CrylAd CrylA(d) M73250
CrylAe CrylA(e) M65252
CrylBa CryIB X06711
CrylBb ET5 L32020
CrylBe PEGS 246442

| CrylBd CryEl U70726
CrylCa CrylC X07518
Cry1Cb CryIC(b) M97880
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Neu - Alt GenBank-Hinterlegung#
CrylDa CrylD X54160
CryIDb PrB 222511
CrylEa CrylE X53985
Cry1Eb CryIE(b) M73253
CrylFa CrylF M63897
CrylFb PrtD 222512
Cry1Ga PrtA 222510
Cryl1Gb CryH2 u70725
CrylHa - PC 722513
CrylHb U35780
Crylla CryV X62821
Cryllb CryV U07642
Crylla ET4 L32019.
Crylib ET1 U31527
CrylK U28801
Cry2Aa CryllA M31738
Cry2Ab CrylIB M23724
Cry2Ac CryllIC X57252
Cry3A CryIllA M22472 ‘
Cry3Ba CryllIB X17123
Cry3Bb CryllIB2 M89794
Cry3C CryllID X59797
Cry4A CryIVA Y00423
Cry4B CryIVB X07423
CrySAa CryVA(a) L07025
CrySAb CryVA(b) L07026
CrysB U19725
Cry6A CryViA 107022

Cry6B CryViB 107024

Cry7Aa CryllIC M64478
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Neu Alt GenBank-Hinterlegung#
Cry7Ab CryllICb 1004367
Cry8A CryllIE U04364
Cry8B CryllIG U04365
Cry8C CrylIIF U04366
Cry9A . CwiIG X58120
Cry9B CrylX X75019
Cry9C CrylH 237527
Cry10A CrylvC M12662
CryllA CryIVD M31737
Cryl1B Jeg80 X86902
Cryl2A CryVB L07027
Cryl3A CryVC 107023
Cryl4A CryVD U13955
Cryl5A 34kDa’ M76442
Cryl6A cbm71 X94146
Cryl7A cbm71 X99478
Cryl18A CryBP1 X99049

" Cryl9A Jeg65 Y08920
CytlAa CytA X03182
CytlAb CytM X98793
Cyt1B U37196
Cyt2A CytB Z14147
Cyt2B CytB U52043

aUbernommen von: http://epunix.biols.susx.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/index.html
1.2.3 Art der Kristallprotein-Toxizitat

[0007] Alle d-Endotoxin-Kristalle sind gegeniiber Insektenlarven durch Aufnahme toxisch. Die Solubilisierung
des Kristalls im Mitteldarm des Insekts setzt die Protoxinform des &-Endotoxins frei, welche in den meisten Fal-
len anschlieBend durch die Mitteldarmprotease in ein aktives Toxin umgewandelt wird. Die aktivierten Toxine
erkennen und binden an den Bulrstensaum des Insektenmitteldarmepithels Uber Rezeptorproteine. Mehrere
mutmafliche Kristallprotein-Rezeptoren sind aus bestimmten Insektenlarven isoliert worden (Knight et al.,
1995; Gill et al., 1995; Masson et al., 1995. Auf die Bindung der aktiven Toxine folgt die Einlagerung und Ag-
gregation von Toxinmolekilen unter Bildung von Poren in dem Mitteldarmepithel. Dieser Prozef3 hat ein osmo-
tisches Ungleichgewicht, eine Anschwellung, eine Lyse der Zellen, die das Mitteldarmepithel auskleiden, und
schlielich die Mortalitat der Larven zur Folge.

1.2.4 Molekularbiologie von d-Endotoxinen

[0008] Mit dem Aufkommen der molekulargenetischen Techniken sind verschiedene d-Endotoxin-Gene iso-
liert und die DNA-Sequenzen hiervon bestimmt worden. Diese Gene sind verwendet worden, um bestimmte

5/159



DE 697 30 730 T2 2005.09.22

gentechnisch veranderte B. thuringiensis-Produkte zu konstruieren, welche fir die kommerzielle Verwendung
zugelassen worden sind. Jiingste Entwicklungen haben neue &-Endotoxin-Ubertragungssysteme hervorge-
bracht, einschliellich Pflanzen, die gentechnisch veranderte 8-Endotoxin-Gene enthalten und exprimieren.

[0009] Die Clonierung und Sequenzierung einer Reihe von 6-Endotoxin-Genen aus einer Vielzahl von Bacil-
lus thuringiensis-Stammen ist durch Hoéfte und Whiteley, 1989, beschrieben und zusammengefallt worden.
Plasmid-"Shuttle"-Vektoren, welche fir die Clonierung und Expression von &-Endotoxin-Genen in E. coli oder
B. thuringiensis konstruiert wurden, sind bei Gawron-Burke und Baum (1991) beschrieben. US-Patent Nr.
5,441,884 offenbart ein ortsspezifisches Rekombinationssystem flir die Konstruktion von rekombinanten B.
thuringiensis-Stdmmen, enthaltend 8-Endotoxin-Gene, welche frei an DNA-Sequenzen sind, welche fiir B. thu-
ringiensis nicht naturlich sind.

[0010] Die Cry1-Familie der Kristallproteine, welche liberwiegend gegenuber Lepidoptera-Schadlingen aktiv
sind, ist die am besten untersuchte Klassen von &-Endotoxinen. Die Protoxinform von Cry1-6-Endotoxinen be-
steht aus zwei etwa gleich groflen Segmenten. Der Carboxylanteil oder das Protoxinsegment ist nicht toxisch,
und es wird angenommen, daf} es fur die Kristallbildung wichtig ist (Arvidson et al., 1989). Der Aminoanteil des
Protoxins umfal3t das aktive Toxinsegment des Cry1-Molekils und kann weiterhin in drei strukturelle Domanen
unterteilt werden, wie durch die jlingst beschriebene kristallographische Struktur flir das aktive Toxinsegment
des Cry1Aa-5-Endotoxins bestimmt wurde (Grochulski et al., 1995). Die Domane 1 nimmt das erste Drittel des
aktiven Toxins ein und ist fur die Kanalbildung wesentlich (Thompson et al., 1995). Doméane 2 und Doméane 3
machen das mittlere bzw. letzte Drittel des aktiven Toxins aus. Die Domanen 2 und 3 sind beide mit der Re-
zeptorbindung und der Insektenspezifitat, abhangig von dem Insekt und dem &-Endotoxin, welche untersucht
wurden, in Verbindung gebracht worden (Thompson et al., 1995).

1.2.5 Chimare Kristallproteine

[0011] In den letzten Jahren konzentrierten die Forscher ihre Bemuhungen auf die Konstruktion von Hyb-
rid-6-Endotoxinen, in der Hoffnung, Proteine herzustellen, die eine erhéhte Aktivitat oder bessere Eigenschaf-
ten besitzen. Die Fortschritte auf dem Gebiet der Molekulargenetik in den letzten Jahrzehnten haben einen lo-
gischen und geordneten Ansatz fir die Konstruktion von Proteinen mit besseren Eigenschaften erleichtert.
Ortsspezifische und statistische Mutageneseverfahren, das Aufkommen von Polymerasekettenreaktion
(PCR™)-Methodiken und die Entwicklung von Rekombinationsverfahren zur Erzeugung von Genfusionen und
zur Konstruktion von chimaren Proteinen haben eine Reihe von Verfahren zur Veranderung der Aminosaure-
sequenzen von Proteinen, zur Verbindung von Teilen aus zwei oder mehreren Proteinen miteinander in einem
einzigen rekombinanten Protein und zur Veranderung von Gensequenzen, welche kommerziell interessante
Proteine codieren, ermdglicht.

[0012] Ungllcklicherweise sind diese Techniken nur in begrenzter Weise fir Kristallproteine nutzbar gemacht
worden. Die Wahrscheinlichkeit, zufallig ein chimares Protein mit besseren Eigenschaften aus Teilen der zahl-
reichen nativen Proteine, die identifiziert worden sind, zu erzeugen, ist aufgrund der komplexen Natur der Pro-
teinstruktur, Faltung, Oligomerisierung, Aktivierung und richtigen Prozessierung des chimaren Protoxins zu ei-
ner aktiven Einheit sehr gering. Nur durch die sorgfaltige Auswahl von spezifischen Zielregionen innerhalb je-
des Proteins und eine anschlieende Proteinkonstruktion kénnen Toxine synthetisiert werden, welche eine ver-
besserte Insektizidaktivitat besitzen.

[0013] Uber einige Erfolge auf diesem Gebiet ist in der Literatur berichtet worden. Zum Beispiel wird {iber die.
Konstruktion von einigen Hybrid-6-Endotoxinen in dem folgenden verwandten Fachgebiet berichtet: die Inter-
nat. Pat. Anmeldg. Ver6ffentl.-Nr. WO 95/30753 offenbart die Konstruktion von hybriden B. thuringiensis-6-En-
dotoxinen zur Herstellung in Pseudomonas fluorescens, worin das nichttoxische Protoxinfragment von Cry1F
durch das nichttoxische Protoxinfragment aus Cry1Ac/Cry1Ab, welches in US-Patent 5,128,130 offenbart ist,
ersetzt worden ist.

[0014] US-Patent 5,128,130 offenbart die Konstruktion von hybriden B. thuringiensis-6-Endotoxinen zur Her-
stellung in P. fluorescens, worin ein Teil des nichttoxischen Protoxinsegments von Cry1Ac durch das entspre-
chende nichttoxische Protoxinfragment von Cry1Ab ersetzt ist. US-Patent 5,055,294 offenbart die Konstruktion
eines spezifischen Hybrid-6-Endotoxins zwischen Cry1Ac (Aminosaurereste 1-466) und Cry1Ab (Aminosau-
rereste 466-1155) zur Herstellung in P. fluorescens. Obwohl das oben erwahnte Patent die Konstruktion eines
hybriden Toxins innerhalb des aktiven Toxinsegments offenbart, werden keine Einzelheiten im Hinblick die In-
sektizidaktivitat des hybriden Toxins angegeben. Die Internat. Pat. Anmeldg. Veroffentl.-Nr. WO 95/30752 of-
fenbart die Konstruktion von hybriden B. thuringiensis-8-Endotoxinen zur Herstellung in P. fluorescens, worin
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das nichttoxische Protoxinsegment von Cry1C durch das nichttoxische Protoxinsegment aus Cry1Ab ersetzt
ist. Die oben erwahnte Anmeldung offenbart ferner, daf} die Aktivitdt gegen Spodoptera exigua fiir das Hyb-
rid-6-Endotoxin gegenuber der Aktivitat des aktiven Stamm-Toxins, Cry1C, verbessert ist.

[0015] Die Internat. Pat. Anmeldg. Veroffentl.-Nr. WO 95/06730 offenbart die Konstruktion eines hybriden B.
thuringiensis-6-Endotoxins, das aus den Doméanen 1 und 2 von Cry1E, gekoppelt an Domane 3, und dem nicht-
toxischen Protoxinsegment von Cry1C besteht. Insekten-Bioassays, durchgefiihrt gegen Manduca sexta
(empfindlich gegen Cry1C und Cry1E), Spodoptera exigua (empfindlich gegen Cry1C) und Mamestra brassi-
cae (empfindlich gegen Cry1C), zeigen, dall das hybride Cry1E/Cry1C-Hybrid-Toxin gegenlber M. sexta, S.
exigua und M. brussicae aktiv ist. Die Bioassay-Ergebnisse wurden als EC,-Werte (Toxinkonzentration, wel-
che eine Vermehrungsreduktion von 50% ergibt) anstatt als LC.,-Werte (Toxinkonzentration, welche eine Mor-
talitdt von 50% ergibt) ausgedriickt. Obwohl die flir den Bioassay verwendeten &-Endotoxine in B. thuringiensis
hergestellt wurden, wurden nur kinstlich erzeugte aktive Segmente der 8-Endotoxine verwendet, nicht die na-
turlicherweise produzierten Kristalle, welche typischerweise durch B. thuringiensis hergestellt werden und in
kommerziellen B. thuringiensis-Formulierungen vorhanden sind. Die Bioassay-Ergebnisse zeigten, dal die
LC,,-Werte fiir den hybriden Cry1E/Cry1C-Kristall gegenlber S frugiperda um das 1,5- bis 1,7fache niedriger
(aktiver) als fiir natives Cry1C sind. Diese Fachliteratur offenbart auch die Konstruktion eines hybriden B. thu-
ringiensis-0-Endotoxins zwischen Cry1Ab (Doméanen 1 und 2) und Cry1C (Domane 3 und das nichttoxische
Protoxinsegment), obwohl keine Daten im Hinblick auf die Aktivitat oder Nitzlichkeit des hybriden Toxins an-
gegeben werden.

[0016] Lee et al. (1995) berichten Uber die Konstruktion von hybriden B. thuringiensis-6-Endotoxinen zwi-
schen Cry1Ac und Cry1Aa innerhalb des aktiven Toxinsegments. Kunstlich erzeugte aktive Segmente der hy-
briden Toxine wurden verwendet, um die Proteinwechselwirkungen in empfindlichen Burstensaum-Membran-
vesikeln (BBMV) von Insekten zu untersuchen. Uber die Bioaktivitat der hybriden Toxine wurde nicht berichtet.

[0017] Honee et al. (1991) berichten Uber die Konstruktion von Hybrid-6-Endotoxinen zwischen Cry1C (Do-
mane 1) und Cry1 Ab (Doméanen 2 und 3) und des reziproken Hybrids zwischen Cry1Ab (Doméane 1) und Cry1C
(Doméanen 2 und 3). Diese Hybride zeigten keine wesentliche Erhéhung der Aktivitat gegentber empfindlichen
Insekten. Auflerdem wurde festgestellt, da® das hybride Cry1C (Doméne 1)/Cry1Ab (Domanen 2 und 3)-Toxin
gegen einen Proteaseabbau hypersensibel ist. Ein Bericht von Schnepf et al. (1990) offenbart die Konstruktion
eines hybriden Cry1Ac-Toxins, worin ein kleiner Teil von Doméane 2 durch die entsprechende Region von
Cry1Aa ersetzt wurde, obwohl keine wesentliche Erhéhung der Aktivitat gegenuber empfindlichen Insektenlar-
ven beobachtet wurde.

1.3 Mangel gemal dem Stand der Technik

[0018] Die begrenzten Erfolge bei der Herstellung von chiméren Kristallproteinen, welche eine verbesserte
Aktivitat besitzen, haben das Fachgebiet dahin gehend negativ beeinfluf3t, da® Bemihungen unterbunden
wurden, ein rekombinant verandertes Kristallprotein fur die kommerzielle ErschlieRung herzustellen und die to-
xischen Eigenschaften und Wirtsspezifitdten der bekannten Endotoxine auszuweiten. Gemaly dem Stand der
Technik fehlen daher zuverlassige Verfahren und Zusammensetzungen, umfassend rekombinant veranderte
Kristallproteine, welche eine verbesserte Insektizidaktivitat und eine Wirtsspezifitdt mit breitem Spektrum auf-
weisen und welche fur die kommerzielle Herstellung in B. thuringiensis geeignet sind.

2.0 Zusammenfassung der Erfindung

[0019] Die vorliegende Erfindung liberwindet diese und andere Begrenzungen gemaf dem Stand der Technik
durch die Bereitstellung von neuen chimaren d-Endotoxinen, welche verbesserte insektizide Eigenschaften
und Spezifitdten mit einem breiten Spektrum besitzen.

[0020] Offenbart werden Verfahren zur Konstruktion von B. thuringiensis-Hybrid-6-Endotoxinen, welche Ami-
nosauresequenzen aus nativen Cry1Ac- und Cry1F-Kristallproteinen umfassen. Diese Hybridproteine, worin
die gesamte oder ein Teil der Cry1Ac-Domane 2, die gesamte oder ein Teil der Cry1Ac-Doméane 3 und das
gesamte oder ein Teil des Cry1Ac-Protoxinsegments durch die entsprechenden Teile von Cry1F ersetzt sind,
besitzen nicht nur die insektiziden Eigenschaften der Stamm-8-Endotoxine, sondern weisen auch die unerwar-
teten und bemerkenswerten Eigenschaften einer verbesserten Spezifitat mit einem breiten Spektrum auf, die
keines der nativen 6-Endotoxine, aus welchen die chimaren Proteine konstruiert wurden, hinreichend zeigt.

[0021] Genauer offenbart und beansprucht die vorliegende Erfindung gentechnisch hergestellte Hybrid-6-En-
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dotoxine, welche einen Teil eines Cry1Ac-Kristallproteins, verbunden mit einem Teil eines Cry1F-Kristallprote-
ins, umfassen. Diese chimaren Endotoxine weisen eine Spezifitdt mit einem breiten Spektrum gegeniber den
hierin beschriebenen Schadinsekten auf.

[0022] In einer weiteren Ausfiihrungsform offenbart und beansprucht die vorliegende Erfindung auch rekom-
binante B. thuringiensis-Hybrid-8-Endotoxine, umfassend einen Teil von Cry1Ab, Cry1F und Cry1Ac, worin die
gesamte oder ein Teil der Cry1Ab-Doméane 2 oder die gesamte oder ein Teil der Cry1Ab-Domane 3 durch die
entsprechenden Teile von Cry1F ersetzt ist, und das gesamte oder ein Teil des Cry1Ab-Protoxinsegments
durch die entsprechenden Teile von Cry1Ac ersetzt ist. Beispielhafte Hybrid-6-Endotoxine zwischen Cry1Ab
und Cry1F sind in SEQ ID NO: 13 und SEQ ID NO: 14 identifiziert.

[0023] Ein Aspekt der vorliegenden Erfindung veranschaulicht das unerwartete Ergebnis, daf} bestimmte Hy-
brid-6-Endotoxine, abgeleitet aus Cry1Ac- und Cry1F-Proteinen, nicht nur die insektiziden Eigenschaften der
Stamm-8-Endotoxine zeigen, sondern auch eine Insektizidaktivitat besitzen, die durch keines der
Stamm-8-Endotoxine hinreichend gezeigt wird.

[0024] Ein anderer Aspekt der vorliegenden Erfindung veranschaulicht ferner das unerwartete Ergebnis, daf}
bestimmte chimare Cry1Ab/Cry1F-Proteine nicht nur die insektiziden Eigenschaften der Stamm-6-Endotoxine
beibehalten, sondern auch eine Insektizidaktivitdt besitzen, die durch keines der nativen Cry1Ab- oder
Cry1F-Endotoxine hinreichend gezeigt wird.

[0025] Die vorliegende Erfindung umfaf3t auch Cry1Ac/Cry1F- und Cry1Ab/Cry1F-Hybrid-d-Endotoxine, wel-
che die gewuinschten Eigenschaften beibehalten, die fir die kommerzielle Herstellung in B. thuringiensis erfor-
derlich sind. Genauer kdnnen die in SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 26, SEQ
ID NO: 28 und SEQ ID NO: 34 identifizierten Hybrid-8-Endotoxine wirksam proteindhnliche parasporale Ein-
schlusse in B. thuringiensis bilden und weisen die vorteilhaften Eigenschaften einer Loslichkeit, Proteaseemp-
findlichkeit und Insektizidaktivitat der Stamm-8-Endotoxine auf.

[0026] Der Anstol fiir die Konstruktion dieser und anderer Hybrid-8-Endotoxine ist, neue Toxine mit einer ver-
besserten Insektizidaktivitat, groReren Wirtsbereichsspezifitat und verbesserten Produktionseigenschaften zu
erzeugen. Die in Tabelle 8 aufgefliihrten DNA-Sequenzen definieren die Austauschstellen fur die Hybrid-6-En-
dotoxine, welche fur die vorliegende Erfindung relevant sind und als Oligonucleotidprimer verwendet werden
kénnen, um solche oder dhnliche Hybrid-6-Endotoxine durch Southern-Blot- oder Kolonie-Hybridisierungsver-
fahren unter Bedingungen einer mafigen bis hohen Stringenz zu identifizieren. Erfahrene Forscher erkennen
die Wichtigkeit der gewahlten Austauschstelle zwischen zwei oder mehreren d-Endotoxinen, wobei der Aus-
tausch durch eine Reihe von in vivo- oder in vitro-Techniken der Molekulargenetik erreicht werden kann. Kleine
Variationen in der Austauschregion zwischen zwei oder mehreren &-Endotoxinen kénnen ahnliche Ergebnisse
ergeben oder, wie fir EG11062 und EG11063 gezeigt, gewlinschte Merkmale ungtinstig beeinflussen. In ahn-
licher Weise kénnen groRe Variationen in der Austauschregion zwischen zwei oder mehreren &-Endotoxinen
keinen Einflul auf gewlinschte Merkmale haben, wie durch EG11063 und EG11074 gezeigt, oder kdnnen ge-
wulnschte Merkmale ungunstig beeinflussen, wie durch EG11060 und EG11063 gezeigt wird.

[0027] Vorteilhafte Merkmale im Hinblick auf eine verbesserte Insektizidaktivitat, einen groReren Wirtsbereich
und verbesserte Produktionseigenschaften kdnnen durch andere solche Hybrid-8-Endotoxine, einschliefilich,
aber nicht begrenzt auf, die cry1-, cry2-, cry3-, cry4-, cry5-, cry6-, cry7-, cry8-, cry9-, cry10-, cry11-, cry12-,
cry13-, cry14-, cry15-Klasse von 8-Endotoxin-Genen und die cytolytischen B. thuringiensis-cyt1- und -cyt2-Ge-
ne, erhalten werden. Vertreter dieser Klassen von B. thuringiensis-Insektizidproteinen schlielen, aber sind
nicht begrenzt auf, Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1Ad, Cry1Ae, Cry1Ba, Cry1Bb, Cry1Ca, Cry1Cb, Cry1Da,
Cry1Db, Cry1Ea, Cry1Eb, Cry1Fa, Cry1Fb, Cry1Ga, Cry1Ha, Cry2a, Cry2b, Cry1Ja, Cry1Ka, Cry11Aa,
Cry11Ab, Cry12Aa, Cry3Ba, Cry3Bb, Cry3C, Cry4a, Cry4Ba, Cry5a, Cry5Ab, Cry6Aa, Cry6Ba, Cry7Aa,
Cry7Ab, Cry8Aa, Cry8Ba, Cry8Ca, Cry9Aa, Cry9Ba, Cry9Ca, Cry10Aa, Cry11Aa, Cry12Aa, Cry13Aa,
Cry14Aa, Cry15Aa, Cyt1Aa und Cyt2Aa ein. Verwandte Hybrid-8-Endotoxine wiirden aus dem Aminoanteil ei-
nes der oben erwahnten d-Endotoxine, einschliellich der gesamten oder einem Teil der Domane 1 oder Do-
mane 2, verbunden mit der gesamten oder einem Teil der Doméne 3 aus einem anderen der oben erwahnten
0-Endotoxine, bestehen. Das nichtaktive Protoxinfragment solcher Hybrid-6-Endotoxine kann aus dem Proto-
xinfragment irgendeines der oben erwahnten &-Endotoxine bestehen, welches dazu dienen kann, das Hyb-
rid-0-Endotoxin zu stabilisieren, wie durch EG11087 und EG11091 (vgl. z. B. Tabelle 5) gezeigt wird. Hyb-
rid-0-Endotoxine, welche ahnliche Merkmale wie die in der vorliegenden Erfindung beschriebenen besitzen,
kénnen durch konservative oder "ahnliche" Austausche von Aminosauren innerhalb der Hybrid-6-Endotoxine
konstruiert werden. Solche Substitutionen wirden die biochemischen und biophysikalischen Eigenschaften
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der nativen Aminosaure an irgendeiner Position in dem Protein nachahmen. Aminosauren, welche als dhnlich
angesehen werden, schlielen zum Beispiel, aber sind nicht darauf begrenzt, die folgenden ein:

Ala, Ser und Thr;

Asp und Glu;

Asn und GIn;

Lys und Arg;

lle, Leu, Met und Val; und

Phe, Tyr und Trp.

[0028] Erfahrene Forscher erkennen, dald die verbesserte Insektizidaktivitat, der gréRere Wirtsbereich und
die verbesserten Produktionseigenschaften, welche auf Hybrid-8-Endotoxine tbertragen werden, weiter ver-
bessert werden kdnnen, indem der genetische Code fiir eine oder mehrere Aminosaurepositionen in dem Hy-
brid-0-Endotoxin verandert wird, so daf} die Position oder die Positionen durch irgendeine andere Aminosaure
ersetzt wird bzw. werden. Dies kann dadurch erreicht werden, dafl} eine Region oder mehrere Regionen des
Proteins durch irgendeine Technik einer Reihe von eingefihrten Mutagenesetechniken, einschlie3lich der fir
die vorliegende Erfindung relevanten Verfahren, zielgerecht angegangen werden, um eine Mutagenese her-
beizufihren. Solche Techniken schlief3en die ortsspezifische Mutagenese (Kunkel, 1985; Kunkel et al., 1987),
die DNA-Umordnung ("DNA-Shuffling") (Stemmer, 1994) und eine (iberlappende PCR™-Verlangerungsreakti-
on (Horton et al., 1989) ein. Da Aminosauren, welche auf oder nahe der Oberflache eines Proteins vorliegen,
wahrscheinlich fur die Wechselwirkung hiervon mit anderen proteindhnlichen oder nicht-proteinahnlichen Ein-
heiten verantwortlich sind, kdnnen sie als "Ziel"-Regionen flr eine Mutagenese dienen. Solche oberflachenex-
ponierten Regionen kénnen, aber sind nicht darauf begrenzt, aus oberflachenexponierten Aminosaureresten
innerhalb des aktiven Toxinfragments des Proteins bestehen und schlieRen die Inter-a-Helix- oder In-
ter-B-Strang-"Schleifen"-Regionen von &-Endotoxinen, welche a-Helices innerhalb von Domane 1 und B-Stran-
ge innerhalb von Domane 2 und Domane 3 trennen, ein. Solche Verfahren kénnen die biochemischen und bi-
ophysikalischen Eigenschaften des Proteins oder seine Wirkungsweise glinstig verandern, wie in Abschnitt 1
dargelegt ist. Diese Eigenschaften schlieRen, aber sind nicht begrenzt auf, die folgenden ein: 1) eine verbes-
serte Kristallbildung, 2) eine verbesserte Proteinstabilitat oder einen verminderten Proteaseabbau, 3) eine ver-
besserte Insekten-Membranrezeptor-Erkennung und -Bindung, 4) eine verbesserte Oligomerisierung oder Ka-
nalbildung im Insekten-Mitteldarmepithel, und 5) eine verbesserte Insektizidaktivitadt oder Insektizidspezifitat
aufgrund irgendeines oder allen der oben angegebenen Griinde.

[0029] Die vorliegende Erfindung stellt ein isoliertes Nucleinsduresegment bereit, das ein Polypeptid, umfas-
send die Aminosauresequenz von SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID
NO: 28 oder SEQ ID NO: 34, codiert. Vorzugsweise codiert das Nucleinsauresegment ein Polypeptid mit einer
Insektizidaktivitdt gegenliber Spodoptera frugiperda, Spodoptera exigua, Heliothis virescens, Helicoverpa zea
oder Ostrinia nubilalis. Solche Nucleinsduresegmente sind isolierbar aus Zellen von Bacillus thuringiensis
NRRL B-21579, NRRL B-21580, NRRL B-21581, NRRL B-21635, NRRL B-21636 bzw. NRRL B-21781.

[0030] In bevorzugten Ausflihrungsformen hybridisieren diese Nucleinsduresegmente spezifisch mit einem
Nucleinsduresegment mit der Sequenz von SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 25,
SEQ ID NO: 27 oder SEQ ID NO: 33 oder einem Komplementarstrang hiervon, und in besonders bevorzugten
Ausfuhrungsformen umfassend diese Nucleinsauresegmente die Nucleinsduresequenzen, welche in SEQ ID
NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27 bzw. SEQ ID NO: 33 offenbart sind.

[0031] Ein solches Nucleinsduresegment kann funktionell verbunden sein mit einem Promotor, um das Nuc-
leinsduresegment in einer Wirtszelle zu exprimieren. In solchen Ausfiihrungsformen kann das Nucleinsaure-
segment innerhalb eines rekombinanten Vektors wie einem Plasmid, Cosmid, Phagen, Phagemid, Virus, Ba-
culovirus, bakteriellen kiinstlichen Chromosom oder kiinstlichen Hefe-Chromosom umfalt sein. Beispielhafte
Plasmidvektoren schlieRen die Vektoren pEG1068, pEG1077, pEG1093, pEG365, pEG378 und pEG381 ein.

[0032] Ein weiterer Aspekt der Erfindung beinhaltet die Verwendung der hierin beschriebenen Nucleinsaure-
segmente bei der Herstellung von rekombinanten Polypeptidzusammensetzungen, bei der Erzeugung eines
Vektors zur Verwendung bei der Herstellung einer transformierten Wirtszelle und bei der Erzeugung einer in-
sektenresistenten transgenen Pflanze.

[0033] Wirtszellen stellen auch einen wichtigen Aspekt der Erfindung dar. Solche Wirtszellen umfassen im all-
gemeinen eines oder mehrere der Nucleinsduresegmente, wie oben beschrieben. Bevorzugte Wirtszellen
schlieRen Bakterienzellen wie E. coli-, B. thuringiensis-, B. subtilis-, B. megaterium- und Pseudomonas sp.-Zel-
len ein, wobei Zellen von B. thuringiensis EG11060, EG11062, EG11063, EG11071, EG11073, EG11074,
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EG11090, EG11092, EG11735, EG11751, EG11768, NRRL B-21579, NRRL B-21580, NRRL B-21581, NRRL
B-21635, NRRL B-21636 und NRRL B-21781 besonders bevorzugt werden. Bevorzugte Wirtszellen kénnen
auch eukaryontische Zellen, wie pflanzliche und tierische Zellen, einschlieRen. Bevorzugte pflanzliche Zellen
schlielRen Zellen von Getreidepflanzen, Baumen, Gemiise, Friichten, Beeren, Niissen, Grasern, Kakteen, Suk-
kulenten und Zierpflanzen ein. wobei kommerzielle Nutzpflanzen wie Mais, Reis, Tabak, Kartoffel, Tomate,
Flachs, Canola, Sonnenblume, Baumwolle, Weizen, Hafer, Gerste und Roggen besonders bevorzugt werden.

[0034] In einer Ausfihrungsform kann die Wirtszelle innerhalb einer transgenen Pflanze umfal3t sein oder
kann bei der Herstellung einer transgenen Pflanze oder bei der Erzeugung von pluripotenten Pflanzenzellen
verwendet werden. Alternativ kann die Wirtszelle bei der rekombinanten Expression eines Kristallproteins oder
bei der Herstellung einer insektiziden Polypeptidformulierung, umfassend eines oder mehrere der hierin offen-
barten Toxine, verwendet werden. Eine solche Zusammensetzung umfallt vorzugsweise ein oder mehrere iso-
lierte Polypeptide mit der Aminosauresequenz von SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID
NO: 26, SEQ ID NO: 28 oder SEQ ID NO: 34. Eine solche Zusammensetzung findet besondere Anwendung
bei der Abtotung einer Insektenzelle, bei der Herstellung einer insektiziden Formulierung und bei der Formu-
lierung eines Pflanzenschutzsprays.

[0035] Die Erfindung sieht auch ein Verfahren zur Herstellung eines B. thuringiensis-Kristallproteins vor. Ein
solches Verfahren beinhaltet im allgemeinen das Zichten einer Zelle von B. thuringiensis NRRL B-21579,
NRRL B-21580, NRRL B-21581, NRRL B-21635, NRRL B-21636, NRRL B-21781, EG11768, EG11090,
EG11063, EG11074, EG11735 oder EG11751 unter Bedingungen, welche wirksam sind, um ein B. thuringien-
sis-Kristallprotein herzustellen, und anschliefen das Gewinnen des B. thuringiensis-Kristallproteins aus der
Zelle. Solche Verfahren sind bei der rekombinanten Herstellung der hierin offenbarten Kristallproteine sehr
nitzlich.

[0036] Die Erfindung offenbart und beansprucht auch ein Verfahren zur Abtétung einer Insektenzelle. Das
Verfahren beinhaltet im allgemeinen das Bereitstellen einer insektizid wirksamen Menge einer oder mehrerer
der hierin offenbarten Insektizidzusammensetzungen in einer Insektenzelle. Solche Zellen kdnnen isolierte
Zellen sein, oder kénnen alternativ innerhalb eines Insekts selbst umfalit sein. Typischerweise wird die Zusam-
mensetzung entweder durch direktes Besprihen der Insekten oder alternativ durch Aufnahme der Zusammen-
setzung durch das Insekt, entweder direkt oder durch Aufnahme einer Pflanze, welche mit der Zusammenset-
zung bedeckt worden ist, oder alternativ durch Aufnahme eines Teils einer transgenen Pflanze, welche eine
oder mehrere der Insektizidzusammensetzungen exprimiert, in dem Insekt bereitgestellt.

[0037] Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein gereinigter Antikdrper, der spezifisch an ein Polypeptid bindet,
das die Aminosauresequenz von SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 26, SEQ ID
NO: 28 oder SEQ ID NO: 34 umfal3t.

[0038] Solche Antikérper kénnen mit einem nachweisbaren Marker, welcher in einem Immunnachweis-Kit be-
reitgestellt wird. funktionell verbunden werden oder in einem Verfahren zum Nachweis eines insektiziden Po-
lypeptids in einer biologischen Probe durch das Inkontaktbringen einer biologischen Probe, welche im Ver-
dacht steht, das insektizide Polypeptid zu enthalten, mit einem solchen Antikérper unter Bedingungen. welche
wirksam sind, um die Bildung von Immunkomplexen zu erméglichen, und das anschlieRende Nachweisen der
gebildeten Immunkomplexe verwendet werden.

[0039] Ein anderer wichtiger Aspekt der Erfindung betrifft eine transgene Pflanze, welche ein Transgen, co-
dierend ein Polypeptid, das die Aminosauresequenz von SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14,
SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28 oder SEQ ID NO: 34 umfalt, in ihr Genom eingebaut hat. Vorzugsweise um-
fassen solche transgenen Pflanzen eine oder mehrere der Nucleinsduresequenzen, welche in SEQ ID NO: 9,
SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27 und SEQ ID NO: 33 offenbart sind. Nach-
kommen und Samen solcher transgenen Pflanzen und deren Nachkommenschaft oder Abkémmlinge sind
ebenfalls wichtige Aspekte der Erfindung, welche hierin spater ausfihrlich beschrieben werden.

2.1 Kristallprotein-Transgene und transgene Pflanzen

[0040] Gemal einem noch anderen Aspekt stellt die vorliegende Erfindung Verfahren zur Herstellung einer
transgenen Pflanze bereit, welche ein Nucleinsauresegment exprimiert, das die neuen chimaren Kristallprote-
ine der vorliegenden Erfindung codiert. Das Verfahren zur Herstellung von transgenen Pflanzen ist auf dem
Fachgebiet hinreichend bekannt. Im allgemeinen umfal3t das Verfahren die Transformation einer geeigneten
Wirtszelle mit einem DNA-Segment, enthaltend einen Promotor, der funktionell verbunden ist mit einer codie-
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renden Region, die ein chimares B. thuringiensis-Cry1Ac-1F- oder Cry1Ab-1F-, Cry1Ac-1C- oder ein
Cry1Ab-1Ac-1F-Kristallprotein codiert. Eine solche codierende Region ist im allgemeinen funktionell verbun-
den mit einer Transkriptionsterminationsregion, wodurch der Promotor fahig ist, die Transkription der codieren-
den Region in der Zelle zu steuern und daher die Zelle in die Lage versetzt, das rekombinante Protein in vivo
herzustellen. In Fallen, wo es wiinschenswert ist, die Menge eines bestimmten rekombinanten Kristallproteins,
das in einer bestimmten transgenen Pflanze exprimiert wird, zu kontrollieren, zu regulieren oder zu verringern,
sorgt die Erfindung alternativ fir die Expression einer Kristallprotein-Antisense-mRNA. Die Verwendung einer
Antisense-mRNA als ein Mittel zur Kontrolle oder Verringerung der Menge eines bestimmten Proteins von In-
teresse in einer Zelle ist auf dem Fachgebiet hinreichend bekannt.

[0041] Ein anderer Aspekt der Erfindung umfalit eine transgene Pflanze, welche ein Gen oder ein Genseg-
ment exprimiert, das eine oder mehrere der hierin offenbarten neuen Polypeptidzusammensetzungen codiert.
So wie hierin verwendet, soll der Begriff "transgene Pflanze" auf eine Pflanze verweisen, die DNA-Sequenzen
eingebaut hat, einschliel3lich, aber nicht begrenzt auf, Gene, welche vielleicht normalerweise nicht anwesend
sind; DNA-Sequenzen, die normalerweise nicht in RNA transkribiert oder in ein Protein translatiert ("expri-
miert") werden; oder irgendwelche anderen Gene oder DNA-Sequenzen, welche in die nichttransformierte
Pflanze eingeschleust werden sollen, wie Gene, die normalerweise in der nichttransformierten Pflanze anwe-
send sein kdnnen, aber welche entweder gentechnisch oder derart. daB sie eine verandert Expression aufwei-
sen, verandert werden sollen. Die Konstruktion und Expression von synthetischen B. thuringiensis-Genen in
Pflanzen ist in den US-Patenten 5,00,365 und 5,380,831 ausfuhrlich beschrieben worden.

[0042] Es wird erwartet, dal® in einigen Fallen das Genom einer erfindungsgemafen transgenen Pflanze
durch den stabilen Einbau von einem oder mehreren cry1Ac-1F-, cry1Ab-1F-, cry1Ac-1C- oder
cry1Ab-1Ac-1F-Transgenen, entweder nativ, synthetisch modifiziert oder weiter durch Mutagenese verandert,
vergroRert worden ist. In einigen Fallen wird mehr als ein Transgen in das Genom der transformierten Wirts-
pflanzenzelle eingebaut. Dies ist der Fall, wenn mehr als ein DNA-Segment, welches ein Kristallprotein codiert,
in das Genom einer solchen Pflanze eingebaut wird. In bestimmten Situationen kann es wiinschenswert sein,
dafd ein, zwei, drei, vier oder auch mehr B. thuringiensis-Kristallproteine (entweder nativ oder rekombinant ver-
andert) in die transformierte transgene Pflanze eingebaut und stabil exprimiert wird.

[0043] Bevorzugte Gene, wie die in SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 25, SEQ ID
NO: 27 und SEQ ID NO: 33 offenbarten, welche eingebaut werden kénnen, schlieen zum Beispiel eine bak-
terielle DNA-Sequenz, welche ein Kristallprotein codiert, und insbesondere eine oder mehrere der hierin be-
schriebenen DNA-Sequenzen, welche aus Bacillus sp. erhalten werden, ein. Besonders bevorzugte Nuclein-
sauresequenzen sind solche, welche aus B. thuringiensis erhalten werden, oder irgendwelche derjenigen Se-
quenzen, welche gentechnisch verandert worden sind, um die Insektizidaktivitat des Kristallproteins in einer
solchen transformierten Wirtszelle zu verringern oder zu erhdéhen.

[0044] Mittel zur Transformation einer Pflanzenzelle und die Herstellung einer transgenen Zelllinie sind auf
dem Fachgebiet hinreichend bekannt und werden hierin besprochen. Vektoren, Plasmide, Cosmide, kiinstliche
Hefe-Chromosomen (YACs) und Nucleinsdauresegmente zur Verwendung bei der Transformation solcher Zel-
len umfassen nattrlich im allgemeinen entweder die Operons, Gene oder die aus einem Gen abgeleiteten Se-
quenzen der vorliegenden Erfindung, welche entweder nativ oder synthetisch abgeleitet sind, und insbeson-
dere solche, welche die offenbarten Kristallproteine codieren. Diese DNA-Konstrukte kdnnen ferner Strukturen
wie Promotoren, Enhancer, Polylinker oder auch Gensequenzen, welche die Aktivitat bei den einzelnen Genen
von Interesse positiv oder negativ regulieren, falls gewtnscht, einschlieen. Das DNA-Segment oder das Gen
kann entweder ein natives oder ein modifiziertes Kristallprotein codieren, das in den erhaltenen rekombinanten
Zellen exprimiert wird und/oder das einen verbesserten Phanotyp auf die regenerierte Pflanze Ubertragt. Nuc-
leinsduresequenzen, welche zur Expression in Pflanzen optimiert wurden, sind in der Internat. Pat. Anmeldg.
Veroffentl.-Nr. WO 93/07278 offenbart worden.

[0045] Solche transgenen Pflanzen kénnen zur Erhéhung der Insektizidresistenz einer einkeimblattrigen oder
zweikeimblattrigen Pflanze durch den Einbau eines transgenen DNA-Segments, codierend ein oder mehrere
Cry1Ac-1F- und/oder Cry1Ab-1F- und/oder Cry1Ab-1Ac-1F-Kristallproteine, welche eine Spezifitat mit breitem
Spektrum gegenuber Insekten besitzen, wiinschenswert sein. Besonders bevorzugte Pflanzen sind Getreide-
pflanzen, einschlieBlich, aber nicht begrenzt auf, Korn, Weizen, Hafer, Reis, Mais und Gerste; Baumwolle; So-
jabohnen und andere Leguminosen; Baume, einschlielich, aber nicht begrenzt auf, Zierpflanzen, Straucher,
Fruchte und Nusse; Gemuse; Graser von Rasen und Weiden; Beeren; Zitrusfrichte; und andere Nutzpflanzen
von kommerziellem Interesse, wie Gartennutzpflanzen und/oder Zimmerpflanzen, Sukkulenten, Kakteen und
BlUtenpflanzen.
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[0046] Gemal einem damit verbundenen Aspekt umfaldt die vorliegende Erfindung auch einen Samen, der
durch die transformierte Pflanze produziert wird, einen Nachkommen aus einem solchen Samen und einen Sa-
men, der durch den Nachkommen der urspriinglichen transgenen Pflanze, welche gemal dem obigen Verfah-
ren erzeugt wurde, produziert wird. Solche Nachkommen und Samen weisen ein stabiles Kristallprotein-Trans-
gen auf, das stabil in das Genom hiervon eingebaut ist, und solche Nachkommenpflanzen erben die Merkmale,
welche durch den Einbau eines stabilen Transgens ubertragen werden, gemaf den Mendelschen Regeln. Alle
solche transgenen Pflanzen, die transgene DNA-Segmente, codierend ein oder mehrere chimare Kristallpro-
teine oder Polypeptide, in ihr Genom eingebaut haben, sind Aspekte dieser Erfindung.

2.2 Kristallprotein-Screening und Immunnachweis-Kits

[0047] Die vorliegende Erfindung umfaRt Verfahren und Kits fir das Screening von Proben, welche im Ver-
dacht stehen, Kristallprotein-Polypeptide oder mit dem Kristallprotein verwandte Polypeptide oder solche Po-
lypeptide herstellende Zellen zu enthalten. Beispielhafte Proteine schliefRen die in SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO:
12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28 und SEQ ID NO: 34 offenbarten ein. Der Kit kann ein
Nucleinsauresegment oder einen Antikérper der vorliegenden Erfindung enthalten. Der Kit kann Reagenzien
zum Nachweis einer Wechselwirkung zwischen einer Probe und einer Nucleinsaure oder einem Antikérper der
vorliegenden Erfindung enthalten. Das bereitgestellte Reagens kann radioaktiv, fluoreszenz- oder enzymmar-
kiert sein. Der Kit kann ein bekanntes radioaktiv markiertes Mittel enthalten, welches in der Lage ist, an eine
Nucleinsaure oder einen Antikérper der vorliegenden Erfindung zu binden oder damit in Wechselwirkung zu
treten.

[0048] Das Reagens des Kits kann als eine flissige Losung, gebunden an einen festen Trager oder als ein
getrocknetes Pulver bereitgestellt werden. Vorzugsweise, wenn das Reagens in einer flissigen Lésung bereit-
gestellt wird, ist die fliissige L6sung eine walrige Lésung. Vorzugsweise, wenn das Reagens gebunden an ei-
nen festen Trager bereitgestellt wird, kann der feste Trager ein chromatographisches Medium, eine Testplatte
mit einer Vielzahl von Vertiefungen oder ein Objekttrager sein. Wenn das Reagens als ein trocknes Pulver be-
reitgestellt wird, kann das Pulver durch die Zugabe eines geeigneten Losungsmittels, das bereitgestellt werden
kann, zubereitet werden.

[0049] In weiteren Ausfiihrungsformen betrifft die vorliegende Erfindung Immunnachweisverfahren und damit
verbundene Kits. Es wird angenommen, daR die erfindungsgemalfen Kristallproteine oder Peptide zum Nach-
weis von Antikdrpern, welche eine Reaktivitat damit zeigen, verwendet werden kdnnen, oder alternativ kénnen
erfindungsgeman hergestellte Antikorper verwendet werden, um Kristallproteine oder Peptide, enthaltend ein
Kristallprotein-Epitop, nachzuweisen. Im allgemeinen schlieen diese Verfahren zuerst den Erhalt einer Probe,
welche im Verdacht steht, ein(en) solches(n) Protein, Peptid oder Antikdrper zu enthalten, das Inkontaktbrin-
gen der Probe mit einem erfindungsgemafien Antikdrper oder Peptid, je nach Sachlage, unter Bedingungen,
welche wirksam sind, um die Bildung eines Immunkomplexes zu ermdéglichen, und anschlieffend das Nachwei-
sen der Anwesenheit des Immunkomplexes ein.

[0050] Im allgemeinen ist der Nachweis einer Immunkomplexbildung auf dem Fachgebiet hinreichend be-
kannt und kann durch die Anwendung von zahlreichen Ansatzen erreicht werden. Zum Beispiel schlie3t die
vorliegende Erfindung die Anwendung von ELISA-, RIA-, Immunoblot (z. B. Dot-Blot)- oder indirekten Immun-
fluoreszenz-Techniken und dergleichen ein. Im allgemeinen wird die Immunkomplexbildung durch die Verwen-
dung eines Markers, wie eines radioaktiv markierten Stoffes oder eines Enzymmarkers (wie alkalische Phos-
phatase, Meerrettichperoxidase und dergleichen), nachgewiesen. Nattrlich kdnnen durch die Verwendung ei-
nes zweiten Bindungsliganden wie eines zweiten Antikérpers oder einer Biotin/Avidin-Liganden-Bindungsan-
ordnung, wie auf dem Fachgebiet bekannt ist, weitere Vorteile erhalten werden.

[0051] Fur Testzwecke wird vorgeschlagen, daf praktisch jede Probe, welche im Verdacht steht, entweder
ein Kristallprotein oder Peptid oder ein mit dem Kristallprotein verwandtes Peptid oder einen Antikérper zu ent-
halten, welches (welcher) nachgewiesen werden soll, je nach Sachlage, verwendet werden kann. Es wird er-
wartet, dafd solche Ausfihrungsformen bei der Titration von Antigen- oder Antikrperproben, bei der Selektion
von Hybridomen und dergleichen Anwendung finden kénnen. In damit verbundenen Ausflihrungsformen
schlief3t die vorliegende Erfindung die Herstellung von Kits ein, welche verwendet werden kénnen, um die An-
wesenheit von Kristallproteinen oder verwandten Peptiden und/oder Antikérpern in einer Probe nachzuweisen.
Die Proben kdnnen Zellen, Zelliberstande, Zellsuspensionen, Zellextrakte, Enzymfraktionen, Proteinextrakte
oder andere zellfreie Zusammensetzungen, welche im Verdacht stehen, Kristallproteine oder Peptide zu ent-
halten, einschlieen. Im allgemeinen enthalten die erfindungsgemafien Kits ein geeignetes Kristallprotein,
Peptid oder einen Antikdrper, welcher gegen ein solches Protein oder Peptid gerichtet ist, zusammen mit einem
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Immunnachweisreagens und einen Behalter fur den Antikdrper oder das Antigen oder das Reagens. Das Im-
munnachweisreagens umfalit typischerweise einen Marker in Assoziation mit dem Antikdrper oder dem Anti-
gen oder in Assoziation mit einem zweiten Bindungsliganden. Beispielhafte Liganden kdnnen einen sekunda-
ren Antikdrper, welcher gegen den ersten Antikdrper oder ein Antigen gerichtet ist, oder einen Biotin- oder Avi-
din (oder Streptavidin)-Liganden mit einem assoziierten Marker einschliel3en. Nattrlich, wie oben angemerkt,
ist eine Reihe von beispielhaften Markern auf dem Fachgebiet bekannt, und alle solche Marker kénnen in Ver-
bindung mit der vorliegenden Erfindung verwendet werden.

[0052] Der Behalter schlief3t im allgemeinen ein Flaschchen ein, in das der Antikdrper, das Antigen oder das
Nachweisreagens eingebracht und vorzugsweise geeignet aliquotiert werden kann. Die erfindungsgemaRen
Kits schlieflen auch typischerweise ein Mittel zur Aufnahme der Antikorper-, Antigen- und Reagens-Behalter
auf engem Raum fir den Verkauf Uber den Handel ein. Solche Behalter kdnnen Injektions- oder blasgeformte
Kunststoffbehalter, in denen die gewilinschten Flaschchen festgehalten werden, einschlief3en.

2.3 ELISAs und Immunprazipitation

[0053] ELISAs kénnen in Verbindung mit der Erfindung verwendet werden. In einem ELISA-Assay werden
Proteine oder Peptide, welche Kristallprotein-Antigensequenzen einschlielen, auf einer ausgewahlten Ober-
flache, vorzugsweise einer Oberflache, welche eine Proteinaffinitat zeigt, wie die Vertiefungen einer Polysty-
rol-Mikrotiterplatte, immobilisiert. Nach dem Waschen, um unvollstandig adsorbiertes Material zu entfernen, ist
es winschenswert, die Vertiefungen der Testplatte mit einem unspezifischen Protein, das bekanntermafien im
Hinblick auf das Test-Antiserum, wie Rinderserumalbumin (BSA), Casein oder Ldsungen von Milchpulver, an-
tigen-neutral ist, zu beschichten bzw. dieses daran zu binden. Dies ermdglicht die Blockierung unspezifischer
Adsorptionsstellen auf der Immobilisierungsoberflache und verringert auf diese Weise den Hintergrund, der
durch eine unspezifische Bindung des Antiserums an die Oberflache verursacht wird.

[0054] Nach der Bindung eines antigenen Materials an die Vertiefung, der Beschichtung mit einem reakti-
onsunfahigen Material zur Verringerung des Hintergrunds und dem Waschen, um das ungebundene Material
zu entfernen, wird die Immobilisierungsoberflache mit dem Antiserum oder dem klinischen oder biologischen
Extrakt, welches(r) getestet werden soll, in einer Weise, welche die Immunkomplex (Antigen/Antikorper)-Bil-
dung begtinstigt, in Kontakt gebracht. Solche Bedingungen schlieften vorzugsweise das Verdiinnen des Anti-
serums mit Verdlinnungsmitteln wie BSA, Rindergammaglobulin (BGG) und phosphatgepufferter Salzlésung
(PBS)/Tween® ein. Diese zugesetzten Mittel neigen auch dazu, die Verringerung des unspezifischen Hinter-
grunds zu begtinstigen. Das Uberschichtete Antiserum la3t man dann fiir etwa 2 bis etwa 4 Stunden bei Tem-
peraturen vorzugsweise in der GréRenordnung von etwa 25°C bis etwa 27°C inkubieren. Nach der Inkubation
wird die mit dem Antiserum in Kontakt gebrachte Oberflache gewaschen, um das nicht in einem Immunkomp-
lex gebundene Material zu entfernen. Eine bevorzugte Waschprozedur schliet das Waschen mit einer Lé6sung
wie PBS/Tween® oder Boratpuffer ein.

[0055] Nach Bildung der spezifischen Immunkomplexe zwischen der Testprobe und dem gebundenen Anti-
gen und dem anschlieBenden Waschen kann das Vorhandensein und auch die Menge einer Immunkomplex-
bildung bestimmt werden. indem die Immunkomplexe einem zweiten Antikdrper mit einer Spezifitat fir den ers-
ten Antikérper ausgesetzt werden. Um ein Nachweismittel bereitzustellen, weist der zweite Antikdrper vorzugs-
weise ein assoziiertes Enzym auf, das bei der Inkubation mit einem geeigneten chromogenen Substrat eine
Farbentwicklung hervorruft. So kann es zum Beispiel wiinschenswert sein, die Oberflache, an welche das An-
tiserum gebunden ist, mit einem Urease- oder Peroxidase-konjugierten anti-Mensch-IgG fiir einen Zeitraum
und unter Bedingungen, welche die Entwicklung einer Immunkomplexbildung beglinstigen (z. B. eine Inkuba-
tion fir 2 Stunden bei Raumtemperatur in einer PBS enthaltenden Lésung, wie PBS/Tween®), in Kontakt zu
bringen und zu inkubieren.

[0056] Nach der Inkubation mit dem zweiten enzymmarkierten Antikdrper und einem darauffolgenden Wasch-
schritt zur Entfernung des ungebundenen Materials wird die Menge des Markers durch Inkubation mit einem
chromogenen Substrat wie Harnstoff und Bromcresolpurpur oder 2,2'-Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin)-6-sulfon-
saure (ABTS) und H,0,, im Falle von Peroxidase als Enzymmarker, quantitativ bestimmt. Die Quantifizierung
wird dann durch Messen des Grads der Farbentwicklung, z. B. unter Verwendung eines Spektrophotometers
im sichtbaren Spektrum, erreicht.

[0057] Die anti-Kristallprotein-Antikorper der vorliegenden Erfindung sind fiir die Isolierung von anderen Kris-

tallprotein-Antigenen mittels Immunprazipitation besonders nutzlich. Die Immunprazipitation beinhaltet die Ab-
trennung der Zielantigenkomponente aus einer komplexen Mischung, und wird verwendet, um kleinste Prote-
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inmengen zu isolieren oder zu unterscheiden. Fir die Isolierung von Membranproteinen muissen die Zellen in
Detergensmizellen solubilisiert werden. Nichtionische Salze werden bevorzugt, da andere Mittel wie Gallensal-
ze bei einem sauren pH oder in Gegenwart von zweiwertigen Kationen ausfallen.

[0058] In einer anderen Ausfihrungsform sind die erfindungsgemafien Antikdrper nitzlich, um zwei Antigene
in enge Nachbarschaft zueinander zu bringen. Dies ist besonders nutzlich, um die drtliche Konzentration von
Antigenen, z. B. Enzym-Substrat-Paaren, zu erhéhen.

2.4 Western-Blots

[0059] Die erfindungsgemafien Zusammensetzungen finden weitreichende Anwendung bei der Immunoblot-
oder Western-Blot-Analyse. Die anti-Peptid-Antikdrper kénnen als primare Reagenzien mit einer hohen Affini-
tat zur ldentifizierung von Proteinen, immobilisiert an eine feste Tragermatrix, wie Nitrocellulose, Nylon oder
Kombinationen hiervon, verwendet werden. In Verbindung mit einer Immunprazipitation, gefolgt durch eine
Gelelektrophorese, kdnnen sie als ein Einzelreaktionsschritt-Reagens zur Verwendung beim Nachweis von
Antigenen, wobei sekundare Reagenzien, die beim Nachweis des Antigens verwendet werden, einen uner-
winschten Hintergrund verursachen, verwendet werden. Dies ist besonders nutzlich, wenn die untersuchten
Antigene Immunglobuline sind (ausgenommen bei der Verwendung von bakteriellen Zellwandkomponenten,
welche Immunglobuline binden), die untersuchten Antigene mit dem Nachweismittel kreuzreaktiv sind oder
diese bei dem gleichen relativen Molekulargewicht wie ein kreuzreaktives Signal wandern.

[0060] Immunologische Nachweisverfahren zur Verwendung in Verbindung mit einem Western-Blot-Verfah-
ren, einschliel3lich enzym-, radioaktiv oder fluoreszenzmarkierte, sekundare Antikdrper gegen die Toxineinheit,
werden in dieser Hinsicht als besonders nitzlich angesehen.

2.5 Epitop-Kernsequenzen

[0061] Die vorliegende Erfindung betrifft auch Protein- oder Peptidzusammensetzungen, welche frei an gan-
zen Zellen und anderen Peptiden sind und ein gereinigtes Protein oder Peptid umfassend, das ein Epitop ein-
schliefdt, welches mit einem oder mehreren anti-Kristallprotein-Antikdrpern immunologisch kreuzreaktiv ist. Die
Erfindung betrifft insbesondere Epitop-Kernsequenzen, welche aus Cry-Proteinen oder -Peptiden abgeleitet
sind.

[0062] So wie hierin verwendet. soll der Begriff "ein oder mehrere Epitope einschlieRend, welche mit einem
oder mehreren anti-Kristallprotein-Antikdrpern immunologisch kreuzreaktiv sind" auf ein Peptid- oder Prote-
in-Antigen verweisen, das eine Primar-, Sekundar- oder Tertiérstruktur besitzt, die Ahnlichkeit hat mit einem
Epitop, das innerhalb eines Kristallproteins oder Polypeptids lokalisiert ist. Der Grad der Ahnlichkeit ist im all-
gemeinen derart, dal® monoclonale oder polyclonale Antikorper, welche gegen das Kristallprotein oder Poly-
peptid gerichtet sind, auch an das kreuzreaktive Peptid- oder Protein-Antigen binden, damit reagieren oder es
in anderer Weise erkennen. Verschiedene Immunoassay-Methoden kénnen in Verbindung mit solchen Antikdr-
pern angewendet werden, wie zum Beispiel Western-Blot-, ELISA- oder RIA-Verfahren und dergleichen, wel-
che den Fachleuten alle bekannt sind.

[0063] Die Identifizierung von Cry-immundominanten Epitopen und/oder deren funktionellen Gegenstlicken,
welche zur Verwendung in Impfstoffen geeignet sind, ist eine relativ einfache Angelegenheit. Zum Beispiel
kann man die Verfahren von Hopp anwenden, so wie gelehrt in US-Patent 4,554,101, hierin unter Bezugnahme
eingeschlossen, welches die Identifizierung und Herstellung von Epitopen aus Aminosauresequenzen auf der
Basis der Hydrophilie lehrt. Die in mehreren anderen Veroéffentlichungen beschriebenen Verfahren und darauf
basierende Software-Programme kdnnen auch angewendet werden, um Epitop-Kernsequenzen zu identifizie-
ren (vgl. zum Beispiel Jameson und Wolf, 1988; Wolf et al., 1988; US-Patent 4,554,101). Die Aminosaurese-
quenz dieser "Epitop-Kernsequenzen" kann dann ohne weiteres, entweder durch die Anwendung der Peptid-
synthese- oder der Rekombinationstechnik, in Peptide eingeschlossen werden.

[0064] Bevorzugte Peptide zur Verwendung im Einklang mit der vorliegenden Erfindung besitzen im allgemei-
nen eine Lange in der GréRenordnung von etwa 8 bis etwa 20 Aminosauren, und mehr bevorzugt eine Lange
von etwa 8 bis etwa 15 Aminosauren. Es wird angenommen, dal} kiirzere antigene Peptide, welche aus Kris-
tallproteinen abgeleitet sind, unter bestimmten Umstanden, zum Beispiel bei der Herstellung von immunologi-
schen Nachweistests, Vorteile vorsehen. Beispielhafte Vorteile schlief3en die Einfachheit der Herstellung und
Reinigung, die relativ geringen Kosten und die verbesserte Reproduzierbarkeit der Produktion und eine vor-
teilhafte Bioverteilung ein.
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[0065] Man nimmt an, daR die besonderen Vorteile der vorliegenden Erfindung durch die Herstellung von syn-
thetischen Peptiden, welche modifizierte und/oder verlangerte epitopische/immunogene Kernsequenzen ein-
schlieen, wobei ein "universelles" Epitoppeptid erhalten wird, das gegen Kristallproteine und insbesondere
Cry- und mit Cry verwandte Sequenzen gerichtet ist, verwirklicht werden kdénnen. Diese Epitop-Kernsequen-
zen werden unter bestimmten Aspekten hierin als hydrophile Regionen des bestimmten Polypeptid-Antigens
identifiziert. Man nimmt an, dafl3 diese Regionen denjenigen entsprechen, welche héchstwahrscheinlich die
T-Zell- oder B-Zellstimulierung férdern und daher eine spezifische Antikdrperproduktion hervorrufen.

[0066] Eine Epitop-Kernsequenz, so wie hierin verwendet, ist ein relativ kurzer Bereich von Aminosauren, der
zu Antigen-Bindungsstellen auf den hierin offenbarten Antikérpern, die gegen ein Kristallprotein gerichtet sind,
"komplementar" ist und daher daran bindet. Zusatzlich oder alternativ ist eine Epitop-Kernsequenz eine Se-
quenz, welche Antikoérper hervorruft, die mit Antikbrpern kreuzreaktiv sind, welche gegen die erfindungsgema-
Ren Peptidzusammensetzungen gerichtet sind. Es ist selbstverstandlich, dal in Zusammenhang mit der vor-
liegenden Offenbarung der Begriff "komplementar" auf Aminosauren oder Peptide verweist, welche eine An-
ziehungskraft aufeinander ausiiben. Folglich kbnnen bestimmte erfindungsgemafe Epitop-Kernsequenzen im
Hinblick auf ihre Fahigkeit, um die Bindung des gewtinschten Protein-Antigens mit dem entsprechenden, ge-
gen das Protein gerichtete Antiserum zu konkurrieren oder es vielleicht zu verdrangen, funktionell definiert wer-
den.

[0067] Man nimmtim allgemeinen an, dal} die Grof3e des Polypeptid-Antigens nicht besonders wichtig ist, so
lange es mindestens grol genug ist, um die identifizierte(n) Kernsequenz oder -sequenzen zu tragen. Die
kleinste nutzliche Kernsequenz, welche durch die vorliegende Offenbarung angenommen wird, wirde im all-
gemeinen eine Lange in der GréRenordnung von etwa 8 Aminosauren besitzen, wobei Sequenzen in der Gro-
Renordnung von 10 bis 20 Aminosauren mehr bevorzugt werden. Folglich entspricht die GroRRe im allgemeinen
den kleinsten Peptid-Antigenen, welche im Einklang mit der Erfindung hergestellt werden. Jedoch kann die
Grole des Antigens grofer sein, falls gewlinscht, so lange es eine wesentliche Epitop-Kernsequenz enthalt.

[0068] Die Identifizierung von Epitop-Kernsequenzen ist den Fachleuten bekannt, zum Beispiel wie in US-Pa-
tent 4,554,101 beschrieben, hierin unter Bezugnahme eingeschlossen, welches die Identifizierung und Her-
stellung von Epitopen aus Aminosauresequenzen auf der Basis einer Hydrophilie lehrt. Auerdem sind zahl-
reiche Computerprogramme zur Verwendung bei der Vorhersage von antigenen Teilen von Proteinen verflig-
bar (vgl. z. B. Jameson und Wolf, 1988; Wolf et al., 1988). Computergestitzte Peptidsequenzanalysenpro-
gramme (z. B. DNAStar® Software, DNAStar, Inc., Madison, WI) kénnen bei der Konstruktion von syntheti-
schen Peptiden im Einklang mit der vorliegenden Offenbarung auch nitzlich sein.

[0069] Synthesen von Epitopsequenzen oder Peptiden, welche ein antigenes Epitop in ihrer Sequenz ein-
schlielen, werden ohne weiteres mittels herkdmmlicher Synthesetechniken wie dem Festphasenverfahren
durchgefihrt (z. B. unter Verwendung von handelsublichen Peptid-Synthesegeraten, wie einem Applied Bio-
systems Modell 430A Peptid-Synthesegerat). Die auf diese Weise synthetisierten Peptid-Antigene kénnen
dann in vorbestimmten Mengen aliquotiert und in herkdmmlicher Art und Weise, wie in walrigen Losungen
oder auch mehr bevorzugt in einem pulverférmigen oder gefriergetrockneten Zustand, bis zur Verwendung ge-
lagert werden.

[0070] Im allgemeinen kénnen Peptide aufgrund ihrer relativen Stabilitat in walrigen Lésungen ohne weiteres
fur sehr lange Zeitrdume, falls gewlinscht, z. B. bis zu sechs Monate oder mehr, in praktisch jeder wafirigen
Lésung ohne einen nennenswerten Abbau oder Verlust der antigenen Aktivitat gelagert werden. Falls jedoch
eine langere Lagerung in einem walrigen Zustand erwogen wird, ist es im allgemeinen wiinschenswert, Mittel
einzuschlieflden, einschlielllich Puffer wie Tris- oder Phosphatpuffer, um einen pH von etwa 7,0 bis etwa 7,5
aufrechtzuerhalten. Ferner kann es wiinschenswert sein, Mittel einzuschlieen, welche das Wachstum von Mi-
kroorganismen hemmen, wie Natriumazid oder Merthiolat. Fur eine l&ngere Lagerung in einem wafrigen Zu-
stand es winschenswert, die Losungen bei etwa 4°C oder mehr bevorzugt eingefroren zu lagern. Falls die
Peptide in einem gefriergetrockneten oder pulverférmigen Zustand aufbewahrt werden, kénnen sie natirlich
praktisch unbegrenzt gelagert werden, z. B. in abgemessenen Aliquots, welche mit einer vorbestimmten Men-
ge an Wasser (vorzugsweise destilliert) oder Puffer vor der Verwendung rehydratisiert werden kénnen.

2.6 Nucleinsauresegmente, codierend Kristallprotein-Chimare
[0071] Die vorliegende Erfindung betrifft auch DNA-Segmente, sowohl native, synthetische als auch durch

Mutagenese veranderte, die aus praktisch irgendeiner Quelle, welche frei an genomischer Gesamt-DNA st
und welche die hierin offenbarten neuen chimaren Peptide codiert, synthetisiert oder isoliert werden kénnen.
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DNA-Segmente, welche diese Peptidspezies codieren, kdnnen nachweislich Proteine, Polypeptide. Unterein-
heiten, funktionelle Doméanen und dergleichen von mit Kristallproteinen verwandten oder anderen nicht ver-
wandten Genprodukten codieren. Zusatzlich kénnen diese DNA-Segmente unter Anwendung von Verfahren,
welche den Fachleuten hinreichend bekannt sind, vollstandig in vitro synthetisiert werden.

[0072] So wie hierin verwendet, verweist der Begriff "DNA-Segment" auf ein DNA-Molekiil, das aus der ge-
nomischen Gesamt-DNA einer bestimmten Spezies isoliert worden ist. Daher verweist ein DNA-Segment, co-
dierend ein Kristallprotein oder Peptid, auf ein DNA-Segment, das Sequenzen enthalt, welche ein Kristallpro-
tein codieren, welches aber isoliert ist von oder herausprapariert ist aus der genomischen Gesamt-DNA der
Spezies, aus welcher das DNA-Segment erhalten wird, was im vorliegenden Falle das Genom der Gram-po-
sitiven Bakteriengattung Bacillus und insbesondere die als B. thuringiensis bekannte Bacillus-Spezies ist. Im
Begriff "DNA-Segment" eingeschlossen sind DNA-Segmente und kleinere Fragmente solcher Segmente und
auch rekombinante Vektoren, einschlief3lich zum Beispiel Plasmide, Cosmide, Phagemide, Phagen, Viren und
dergleichen.

[0073] In &hnlicher Weise verweist ein DNA-Segment, umfassend ein isoliertes oder gereinigtes Gen, das ein
Kristallprotein codiert, auf ein DNA-Segment, welches zusatzlich zu den Sequenzen, welche das Peptid codie-
ren, bestimmte andere Elemente, wie regulatorische Sequenzen, welche im wesentlichen von anderen in der
Natur vorkommenden Genen oder Sequenzen, welche ein Protein codieren, isoliert sind, einschliefen kann.
In dieser Hinsicht wird der Begriff "Gene" der Einfachheit halber verwendet, um auf eine funktionelle Einheit zu
verweisen, welche ein Protein, Polypeptid oder Peptid codiert. Wie den Fachleuten bekannt ist, schlief3t dieser
funktionelle Begriff sowohl genomische Sequenzen, Operon-Sequenzen als auch kleinere, konstruierte Gen-
segmente, die Proteine, Polypeptide oder Peptide exprimieren oder zur Expression hiervon angepalt sein kdn-
nen, ein.

[0074] "Im wesentlichen isoliert von anderen codierenden Sequenzen" bedeutet, dal das Gen von Interesse,
in diesem Fall ein Gen, das ein bakterielles Kristallprotein codiert, den wesentlichen Teil der codierenden Re-
gion des DNA-Segments bildet, und dall das DNA-Segment keine groRen Teile einer in der Natur vorkommen-
den codierenden DNA, wie groRe Chromosomenfragmente oder andere funktionelle Gene oder ein Operon co-
dierende Regionen, enthalt. Naturlich bezieht sich dies auf das DNA-Segment, so wie es urspriinglich isoliert
wurde, und schliel®t keine Gene, rekombinanten Gene, synthetischen Linker oder codierenden Regionen ein,
welche spater durch die Hand des Menschen an das Segment angehangt werden.

[0075] In bestimmten Ausflihrungsformen betrifft die Erfindung isolierte DNA-Segmente und rekombinante
Vektoren, welche DNA-Sequenzen einschliel3en, die eine Cry-Peptidspezies codieren, welche innerhalb ihrer
Aminosauresequenz eine Aminosauresequenz einschliel3t, wie sie im wesentlichen in SEQ ID NO: 10, SEQ ID
NO: 12. SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28 oder SEQ ID NO: 34 dargestellt ist.

[0076] Der Begriff "eine Sequenz, im wesentlichen wie in SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14,
SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28 oder SEQ ID NO: 34 dargestellt" bedeutet, dall die Sequenz im wesentlichen
einem Teil der Sequenz von entweder SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 26, SEQ
ID NO: 28 oder SEQ ID NO: 34 entspricht, und relativ wenige Aminosauren aufweist, welche nicht identisch
sind zu den Aminosauren irgendeiner dieser Sequenzen oder ein biologisch funktionelles Gegenstiick hiervon
sind. Der Begriff "biologisch funktionelles Gegenstick" ist auf dem Fachgebiet hinreichend bekannt und wird
hierin weiterhin ausfihrlich definiert (vgl. z. B. 'Veranschaulichende Ausfiihrungsformen'). Demgemaf sind Se-
quenzen, welche zwischen etwa 70 und etwa 80% oder mehr bevorzugt zwischen etwa 81 und etwa 90% oder
noch mehr bevorzugt zwischen etwa 91 und etwa 99% Aminosauresequenzibereinstimmung oder funktionelle
Aquivalenz zu den Aminosauren von SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 26, SEQ
ID NO: 28 oder SEQ ID NO: 34 aufweisen, Sequenzen, welche "im wesentlichen wie in SEQ ID NO: 10, SEQ
ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28 oder SEQ ID NO: 34 dargestellt sind".

[0077] Es ist auch selbstverstandlich, dals Aminosaure- und Nucleinsduresequenzen zusatzliche Reste, wie
zusatzliche N- oder C-terminale Aminosauren oder 5'- oder 3'-Sequenzen, einschlieRen kénnen und immer
noch im wesentlichen sind, wie in einer der hierin offenbarten Sequenzen dargestellt, so lange die Sequenz
die oben dargelegten Kriterien, einschlieRlich der Aufrechterhaltung der biologischen Aktivitat des Proteins,
wenn die Expression des Proteins von Interesse ist, erfullt. Die Addition von terminalen Sequenzen tritt beson-
ders fur Nucleinsduresequenzen zu, welche zum Beispiel verschiedene nichtcodierende Sequenzen einschlie-
Ren kdnnen, welche entweder die 5'- oder 3'-Teile der codierenden Region umgeben, oder welche verschie-
dene interne Sequenzen. d. h. Introns, einschlieRen kénnen, die bekanntermalfien in Genen vorkommen.
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[0078] Die erfindungsgemaflen Nucleinsauresegmente kénnen unabhangig von der Lange der codierenden
Sequenz selbst mit anderen DNA-Sequenzen wie Promotoren, Polyadenylierungssignalen, zusatzlichen Re-
striktionsenzymstellen, multiplen Clonierungsstellen, anderen codierenden Segmenten und dergleichen kom-
biniert werden, so daf} ihre Gesamtlange erheblich variieren kann. Es wird daher erwartet, daf3 ein Nucleinsau-
refragment von praktisch jeder Lange verwendet werden kann, wobei die Gesamtlange vorzugsweise durch
die Einfachheit der Herstellung und die Verwendung in dem beabsichtigten DNA-Rekombinationsprotokoll be-
grenzt wird. Zum Beispiel kénnen Nucleinsaurefragmente hergestellt werden, die einen kurzen zusammenhan-
genden Bereich einschlielen, welcher eine der in SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID
NO: 26, SEQ ID NO: 28 oder SEQ ID NO: 34 offenbarten Peptidsequenzen codiert, oder die identisch sind mit
oder komplementar sind zu DNA-Sequenzen, welche irgendeines der in SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ
ID NO: 14, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28 oder SEQ ID NO: 34 offenbarten Peptide codieren, und besonders
solche DNA-Segmente, welche in SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 25, SEQ ID
NO: 27 oder SEQ ID NO: 33 offenbart sind. Zum Beispiel werden DNA-Sequenzen mit einer Lange von zum
Beispiel etwa 14 Nucleotiden und solche mit einer Lange von bis zu etwa 10.000, etwa 5.000, etwa 3.000, etwa
2.000, etwa 1.000, etwa 500, etwa 200, etwa 100, etwa 50 und etwa 14 Basenpaaren (einschlie3lich alle da-
zwischenliegenden Langen) ebenfalls als nitzlich angesehen.

[0079] Es ist ohne weiteres verstandlich, dal "dazwischenliegende Langen" in diesem Zusammenhang ir-
gendeine Lange zwischen den angegebenen Bereichen bedeutet, wie 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, etc.; 21, 22,
23, etc.; 30, 31, 32, etc.; 50, 51, 52, 53, etc.; 100, 101, 102, 103, etc.; 150, 151, 152, 153, etc.; einschlieBlich
aller ganzen Zahlen im Bereich von 200-500; 500-1.000; 1.000-2.000; 2.000-3.000; 3.000-5.000; und bis zu
und einschlieRlich Sequenzen von etwa 10.000 Nucleotiden, und dergleichen.

[0080] Es ist auch selbstverstandlich, dal diese Erfindung nicht auf die einzelnen Nucleinsauresequenzen,
welche die erfindungsgemafien Peptide codieren oder welche die Aminosauresequenzen von SEQ ID NO: 10,
SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28 oder SEQ ID NO: 34 codieren, einschlieflich
solche DNA-Sequenzen, welche insbesondere in SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO:
25, SEQ ID NO: 27 oder SEQ ID NO: 33 offenbart sind, begrenzt ist. Rekombinante Vektoren und isolierte
DNA-Segmente kénnen daher alternativ die das Peptid codierenden Regionen selbst oder codierende Regio-
nen, welche ausgewahlte Veranderungen oder Modifikationen in der wesentlichen codierenden Region tragen,
einschliel3en, oder sie kdnnen gréRere Polypeptide codieren, welche dennoch die das Peptid codierenden Re-
gionen einschliel3en, oder sie kdnnen biologisch funktionell &quivalente Proteine oder Peptide codieren, wel-
che variante Aminosauresequenzen aufweisen.

[0081] Die erfindungsgemafien DNA-Segmente umfassen biologisch funktionell aquivalente Peptide. Solche
Sequenzen kénnen als Folge einer Codon-Redundanz und funktionellen Aquivalenz, welche bekanntermaRen
naturlicherweise in Nucleinsauresequenzen und den so codierten Proteinen auftreten, entstehen. Alternativ
koénnen funktionell Aquivalente Proteine oder Peptide unter Anwendung der DNA-Rekombinationstechnik er-
zeugt werden, wobei Veranderungen in der Proteinstruktur unter Beriicksichtigung der Eigenschaften der aus-
getauschten Aminosauren eingefiihrt werden kénnen. Austausche, welche durch den Menschen beabsichtigt
werden, kdnnen durch die Anwendung von Techniken der ortsspezifischen Mutagenese eingefihrt werden, z.
B. um Verbesserungen der Antigenitat des Proteins herbeizufihren oder um Mutanten zu testen, um die Akti-
vitat auf molekularer Ebene zu untersuchen.

[0082] Falls gewlinscht, kann man auch Fusionsproteine und -peptide herstellen, worin z. B. die das Peptid
codierenden Regionen innerhalb derselben Expressionseinheit mit anderen Proteinen oder Peptiden mit ge-
wiinschten Funktionen gruppiert sind, wie fir Reinigungs- oder Immunnachweiszwecke (z. B. Proteine, welche
durch Affinitatschromatographie gereinigt werden kénnen, bzw. enzymmarkierte codierende Regionen).

[0083] Rekombinante Vektoren stellen weitere Aspekte der vorliegenden Erfindung dar. Besonders nitzliche
Vektoren schlief3en solche Vektoren ein, worin der codierende Teil des DNA-Segments, ob er ein Protein voll-
standiger Lange oder ein kleineres Peptid codiert, sich unter der Kontrolle eines Promotors befindet. Der Pro-
motor kann in Form des Promotors vorliegen, welcher natirlicherweise mit einem Gen assoziiert ist, das die
erfindungsgemafen Peptide codiert, so wie er durch Isolierung der 5'-nichtcodierenden Sequenzen, welche
stromaufwarts des codierenden Segments oder Exons angeordnet sind, zum Beispiel unter Anwendung der
rekombinanten Clonierungs- und/oder PCR™-Technik in Verbindung mit den hierin offenbarten Zusammenset-
zungen erhalten werden kann.
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2.7 Rekombinante Vektoren und Proteinexpression

[0084] In anderen Ausfuhrungsformen wird erwartet, da® bestimmte Vorteile dadurch erhalten werden, da®
das codierende DNA-Segment unter die Kontrolle eines rekombinanten oder heterologen Promotors gebracht
wird. So wie hierin verwendet, soll ein rekombinanter oder heterologer Promotor auf einen Promotor verweisen,
welcher normalerweise nicht mit einem DNA-Segment, das ein Kristallprotein oder Peptid codiert, in der natir-
lichen Umgebung hiervon assoziiert ist. Solche Promotoren kénnen Promotoren, welche normalerweise mit
anderen Genen assoziiert sind, und/oder Promotoren, welche aus einer bakteriellen, viralen, eukaryontischen
oder pflanzlichen Zelle isoliert sind, einschlieRen. Naturlich ist es wichtig, einen Promotor zu verwenden, wel-
cher die Expression des DNA-Segments in dem flir die Expression ausgewahlten Zelltyp, Organismus oder
auch Tier wirksam steuert. Die Verwendung von Promotor- und Zelltyp-Kombinationen zur Proteinexpression
ist den Fachleuten auf dem Gebiet der Molekularbiologie im allgemeinen bekannt; vgl. Sambrook et al., 1989.
Die verwendeten Promotoren kénnen konstitutiv oder induzierbar sein und kénnen unter den geeigneten Be-
dingungen verwendet werden, um eine hohe Expressionsrate des eingeschleusten DNA-Segments hervorzu-
rufen, was bei der gro3technischen Herstellung von rekombinanten Proteinen oder Peptiden vorteilhaft ist. Ge-
eignete Promotorsysteme, die zur Verwendung bei einer hohen Expressionsrate in Betracht gezogen werden,
schlieRen, aber sind nicht begrenzt auf, das Pichia-Expressionsvektorsystem (Pharmacia LKB Biotechnology)
ein.

[0085] In Verbindung mit Expressions-Ausfiihrungsformen zur Herstellung von rekombinanten Proteinen und
Peptiden wird erwartet, daf} iiberwiegend langere DNA-Segmente verwendet werden, wobei DNA-Segmente,
welche die gesamte Peptidsequenz codieren, am meisten bevorzugt werden. Jedoch ist erkennbar, daf} die
Verwendung von kiirzeren DNA-Segmenten, um die Expression von Kristallpeptiden oder Epitop-Kernregio-
nen zu steuern, so wie sie bei der Erzeugung von anti-Kristallprotein-Antikdrpern verwendet werden kénnen,
auch zum Schutzumfang der Erfindung gehdrt. DNA-Segmente, welche Peptid-Antigene mit einer Ladnge von
etwa 8 bis etwa 50 Aminosauren oder mehr bevorzugt mit einer Lange von etwa 8 bis etwa 30 Aminosauren
oder noch mehr bevorzugt mit einer Lange von etwa 8 bis etwa 20 Aminosauren codieren, werden als beson-
ders nutzlich angesehen. Solche Peptid-Epitope kdnnen Aminosauresequenzen sein, welche zusammenhan-
gende Aminosauresequenzen von SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 26, SEQID
NO: 28 oder SEQ ID NO: 34 umfassen; oder irgendein Peptid-Epitop, welches durch die Nucleinsauresequen-
zen von SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27 oder SEQ ID NO:
33 codiert wird.

[0086] Verfahren zur rekombinanten Expression von Kristallproteinen und Vektoren, welche bei der Expres-
sion von DNA-Konstrukten, die Kristallproteine codieren, nutzlich sind, sind in der Internat. Pat. Anmeldg. Ver-
offentl.-Nr. WO 95/02058 offenbart.

2.8 Rekombinante Wirtszellen

[0087] Die rekombinanten Wirtszellen der vorliegenden Erfindung, welche gemafl den Bestimmungen des
Budapester Vertrags hinterlegt worden sind, sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.

Tabelle 2
Bei der NRRL gemaf dem Budapester Vertrag hinterlegte Stamme

Stamm PLASMID | Hinterlegungsnummer Hinterlegungsdatum
EG 11063 pEG1068 NRRL B-21579 26. Juni 1996
EG11074 pEG1077 NRRL B-21580 26. Juni 1996
EG1109] pEG1092 NRRL B-21780 21. Mai 1997
EG11092 pEG1093 NRRL B-21635 14. November 1996
EG11735 pEG365 NRRL B-21581 26. Juni 1996
EG11751 pEG378 NRRL B-21636 14. November 1996
EG11768 pEG381 NRRL B-21781 21. Mai 1997 '
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2.9 DNA-Segmente als Hybridisierungssonden und Primer

[0088] Zusatzlich zu ihrer Verwendung bei der Steuerung der Expression von Kristallproteinen oder Peptiden
der vorliegenden Erfindung weisen die hierin eingeschlossenen Nucleinsauresequenzen auch eine Vielzahl
von anderen Verwendungen auf. Zum Beispiel sind sie auch als Sonden oder Primer in Nucleinsaurehybridi-
sierungs-Ausfuhrungsformen von Nutzen. Daher wird erwartet, daf} Nucleinsduresegmente, umfassend eine
Sequenzregion, die aus einer langen zusammenhangenden Sequenz mit einer Lange von mindestens 14 Nu-
cleotiden besteht, welche die gleiche Sequenz aufweist wie oder komplementar ist zu ein(em) langes(n) zu-
sammenhangendes(n) DNA-Segment von 14 Nucleotiden von SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13,
SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27 oder SEQ ID NO: 33, besonders nitzlich sind. Nucleinsduresegmente, welche
eine zusammenhangende Sequenz von mindestens 6 Aminosauren von SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ
ID NO: 14, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28 oder SEQ ID NO: 34 codieren, werden ebenfalls bevorzugt. Lan-
gere zusammenhangende, identische oder komplementare Sequenzen, z. B. solche von etwa 20, 30, 40, 50,
100, 200, 500, 1.000, 2.000, 5.000, 10.000 etc. (einschlief3lich aller dazwischenliegenden Langen und bis zu
und einschlie8lich Sequenzen von vollstandiger Lange), werden in bestimmten Ausfiihrungsformen ebenfalls
verwendet.

[0089] Die Fahigkeit solcher Nucleinsauresonden, mit Sequenzen, welche ein Kristallprotein codieren, spezi-
fisch zu hybridisieren, erméglicht deren Verwendung beim Nachweis der Anwesenheit von komplementéaren
Sequenzen in einer bestimmten Probe. Andere Verwendungen werden auch flir moglich gehalten, einschlief3-
lich die Verwendung der Sequenzinformation zur Herstellung von mutanten Primerspezies oder von Primern
zur Verwendung bei der Herstellung von anderen genetischen Konstruktionen.

[0090] Nucleinsauremolekille mit Sequenzregionen, bestehend aus zusammenhangenden Nucleotidberei-
chen von 10-14, 15-30, 30, 50 oder auch 100-200 Nucleotiden usw., welche identisch sind mit oder komple-
mentar sind zu DNA-Sequenzen von SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 25, SEQ ID
NO: 27 oder SEQ ID NO: 33, werden insbesondere als Hybridisierungssonden zur Verwendung in z. B.
Southern- oder Northern-Blot-Verfahren in Betracht gezogen. Kleinere Fragmente finden im allgemeinen Ver-
wendung in Hybridisierungs-Ausflihrungsformen, wobei die Lange der zusammenhangenden komplementa-
ren Region variiert werden kann, z. B. zwischen etwa 10-14 und etwa 100 oder 200 Nucleotiden, jedoch kén-
nen langere zusammenhangende komplementére Bereiche verwendet werden, je nach Lange der komple-
mentaren Sequenzen, welche nachgewiesen werden sollen.

[0091] Naturlich kdnnen Fragmente auch durch andere Techniken, wie z. B. durch mechanische Scherung
oder durch Restriktionsenzymverdau, erhalten werden. Kleine Nucleinsduresegmente oder -fragmente kénnen
ohne weiteres hergestellt werden, zum Beispiel durch direkte Synthese des Fragments durch chemische Mit-
tel, so wie sie im allgemeinen unter Verwendung eines automatischen Oligonucleotid-Synthesegerats durch-
gefuhrt wird. Fragmente kénnen auch durch Anwendung von Nucleinsaurereproduktionstechniken, wie der
PCR™-Technologie von US-Patent 4,683,195 und 4,683,202, durch das Einschleusen von ausgewahlten Se-
quenzen in rekombinante Vektoren zur rekombinanten Produktion und durch andere DNA-Rekombinati-
onstechniken, welche den Fachleuten auf dem Gebiet der Molekularbiologie im allgemeinen bekannt sind, er-
halten werden.

[0092] Entsprechend kénnen die erfindungsgemafien Nucleotidsequenzen wegen ihrer Fahigkeit, selektiv
Doppelstrangmolekile mit komplementaren Bereichen von DNA-Fragmenten zu bilden, verwendet werden. In
Abhangigkeit von der beabsichtigten Verwendung kann es wiinschenswert sein, unterschiedliche Hybridisie-
rungsbedingungen zu verwenden, um verschiedene Selektivitdtsgrade einer Sonde gegenuber der Zielse-
quenz zu erzielen. Fir Anwendungen, welche eine hohe Selektivitat erfordern, kann es typischerweise win-
schenswert sein, relativ stringente Bedingungen zu verwendet werden, um die Hybride zu bilden, z. B. wird
man Bedingungen mit einer relativ geringen Salzkonzentration und/oder einer hohen Temperatur wahlen, so
wie sie durch etwa 0,02 M bis etwa 0,15 M NaCl bei Temperaturen von etwa 50°C bis etwa 70°C vorgesehen
werden. Solche selektiven Bedingungen tolerieren wenige, wenn Uberhaupt, Fehlpaarungen zwischen der
Sonde und dem Matrizen- oder Zielstrang, und waren fir die Isolierung von DNA-Segmenten, welche ein Kris-
tallprotein codieren, besonders geeignet. Der Nachweis von DNA-Segmenten mittels einer Hybridisierung ist
den Fachleuten hinreichend bekannt, und die Lehren von US-Patent 4,965,188 und 5,176,995 sind fur die Me-
thoden der Hybridisierungsanalysen beispielhaft. Lehren, wie die in den Texten von Maloy et al., 1994; Segal,
1976; Prokop, 1991; und Kuby, 1994, zu findenden, sind besonders relevant.

[0093] Naturlich sind fir einige Anwendungen, zum Beispiel, wobei die Herstellung von Mutanten unter Ver-
wendung eines mutierten Primerstrangs, hybridisiert an eine zugrundeliegende Matrize, erwlinscht ist, oder
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wobei man versucht, Sequenzen, welche ein Kristallprotein codieren, funktionelle Gegenstiicke oder derglei-
chen aus verwandten Spezies zu isolieren, typischerweise weniger stringente Hybridisierungsbedingungen er-
forderlich, um die Bildung des Heteroduplexes zu erméglichen. Unter diesen Verhaltnissen kann es win-
schenswert sein, Bedingungen wie etwa 0,15 M bis etwa 0,9 M Salz bei Temperaturen im Bereich von etwa
20°C bis etwa 55°C zu verwenden. Kreuzhybridisierende Spezies kdnnen dadurch ohne weiteres als positive
Hybridisierungssignale im Hinblick auf Kontrollhybridisierungen identifiziert werden. In jedem Fall ist allgemein
erkennbar, daf3 die Bedingungen durch die Zugabe von ansteigenden Mengen an Formamid, welches dazu
dient, den Hybriddoppelstrang in der gleichen Art und Weise wie eine erhdhte Temperatur zu destabilisieren,
stringenter gemacht werden kénnen. Folglich kénnen die Hybridisierungsbedingungen ohne weiteres manipu-
liert werden, und diese Vorgehensweise ist im allgemeinen, abhangig von den gewlinschten Ergebnissen, das
Verfahren der Wahl.

[0094] In bestimmten Ausfuhrungsformen ist es vorteilhaft, erfindungsgemafie Nucleinsduresequenzen in
Kombination mit einem geeigneten Mittel, wie einem Marker, zum Nachweis der Hybridisierung zu verwenden.
Eine groRe Vielzahl von geeigneten Indikatoren ist auf dem Fachgebiet bekannt, einschlieRlich fluoreszieren-
de, radioaktive, enzymatische oder andere Liganden, wie Avidin/Biotin, welche fahig sind, ein nachweisbares
Signal hervorzurufen. In bevorzugten Ausfihrungsformen ist es wahrscheinlich wiinschenswert, einen Fluo-
reszenzmarker oder einen Enzymmarker, wie Urease, alkalische Phosphatase oder Peroxidase, anstelle von
radioaktiven oder anderen umweltunvertraglichen Reagenzien zu verwenden. Im Falle von Enzymmarkern
sind kolorimetrische Indikatorsubstrate bekannt, die verwendet werden kdnnen, um ein Mittel vorzusehen, wel-
ches fir das menschliche Auge oder spektrophotometrisch sichtbar ist, um die spezifische Hybridisierung mit
komplementare Nucleinsauren enthaltenden Proben zu identifizieren.

[0095] Im allgemeinen wird es flir mdglich gehalten. dald die hierin beschriebenen Hybridisierungssonden so-
wohl als Reagenzien bei einer Hybridisierung in LOsung als auch in Ausfliihrungsformen unter Verwendung ei-
ner festen Phase nutzlich sind. In Ausfiihrungsformen unter Beteiligung einer festen Phase wird die zu testen-
de DNA (oder RNA) an eine ausgewahlte Matrix oder Oberflache adsorbiert oder anderweitig gebunden. Diese
gebundene einzelstrangige Nucleinsaure wird dann einer spezifischen Hybridisierung mit ausgewahlten Son-
den unter gewiinschten Bedingungen unterzogen. Die gewahlten Bedingungen héangen von den besonderen
Verhaltnissen ab, welche auf den einzelnen erforderlichen Kriterien basieren (abhéngig zum Beispiel von dem
G + C-Gehalt, der Art der Ziel-Nucleinsaure, der Nucleinsaurequelle, der Grolke der Hybridisierungssonde,
etc.). Nach dem Waschen der hybridisierten Oberflache, um unspezifisch gebundene Sondenmolekiile zu ent-
fernen, wird die spezifische Hybridisierung mit Hilfe des Markers nachgewiesen oder auch quantitativ be-
stimmt.

2.10 Biologisch funktionelle Gegenstuicke

[0096] In die Struktur der erfindungsgemafen Peptide und der sie codierenden DNA-Segmente kénnen Mo-
difikationen und Veranderungen eingefiihrt werden, wobei immer noch ein funktionelles Molekil erhalten wird,
das ein Protein oder Peptid mit winschenswerten Eigenschaften codiert. Das Folgende ist eine Besprechung
unter der Zugrundelegung eines Austausches der Aminosauren eines Proteins, um ein aquivalentes oder auch
ein verbessertes Molekil der zweiten Generation zu erzeugen. In besonderen Ausfihrungsformen der Erfin-
dung wird erwartet, dal mutierte Kristallproteine zur Erhéhung der Insektizidaktivitat des Proteins und folglich
zur Erhéhung der Insektizidaktivitdt und/oder der Expression des rekombinanten Transgens in einer Pflanzen-
zelle nitzlich sind. Die Aminosaureaustausche kénnen durch Veranderung der Codons der DNA-Sequenz ge-
malf den in Tabelle 3 angegebenen Codons erreicht werden.
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Tabelle 3

Aminosiure Codons

Alanin Ala A GCA GCC GCG GCU

Cystein Cys C UGC UGU

Asparaginsaure Asp D GAC GAU

Glutaminsdaure Glu E GAA GAG

Phenylalanin ~ Phe F  UUC  UUU

Glycin Gy G GGA GGC GGG GGU

Histidin Hs H  CAC  CAU

Isoleucin Ile I AUA AUC AUU

Lysin Lys K AAA AAG

Leucin Lew L UvA UUG CUA CuC CuG Cuu
Methionin Met M AUG

Asparagin Asn N AAC AAU

Prolin : P?o P CcCA CCC CCG CCuU

Glutamin Gin Q CAA CAG

Arginin Arg R AGA AGG CGA CGC CGG CaGU
Serin ~ Ser S AGC AGU UCA UCC UCG UCU
Threonin Thr T ACA ACC ACG ACU

Valin val VvV GUA GUC GUG GUU

Tryptophan Tp W UGG

Tyrosin Tyr Y UAC UAU

[0097] Zum Beispiel kdnnen bestimmte Aminosauren durch andere Aminosauren in einer Proteinstruktur
ohne einen erkennbaren Verlust der interaktiven Bindungskapazitat mit Strukturen wie zum Beispiel Anti-
gen-Bindungsregionen oder Antikdrpern oder Bindungsstellen auf Substratmolekilen ersetzt werden. Da es
die interaktive Kapazitat und die Natur eines Proteins ist, welche die biologisch funktionelle Aktivitat des Pro-
teins definiert, kdnnen bestimmte Aminosauresequenz-Substitutionen in eine Proteinsequenz und nattrlich in
die zugrundeliegende codierende DNA-Sequenz hiervon eingefiihrt werden, wobei trotzdem ein Protein mit
ahnlichen Eigenschaften erhalten wird. Es wird folglich durch die Erfinder in Betracht gezogen, dal verschie-
dene Austausche in die Peptidsequenzen der offenbarten Zusammensetzungen oder entsprechenden
DNA-Sequenzen, welche die Peptide codieren, ohne einen erkennbaren Verlust ihrer biologischen Ntzlichkeit
oder Aktivitat eingefihrt werden kdnnen.

[0098] Bei der Einfihrung solcher Austdusche kann der Hydropathie-Index von Aminosauren berlcksichtigt
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werden. Die Wichtigkeit des hydropathischen Aminosaure-Indexes bei der Ubertragung einer interaktiven bio-
logischen Funktion auf ein Protein ist auf dem Fachgebiet allgemein bekannt (Kyte und Doolittle, 1982, hierin
unter Bezugnahme eingeschlossen). Es ist bekannt, daf} der relative hydropathische Charakter der Aminosau-
re zu der Sekundarstruktur des erhaltenen Proteins beitragt, welche wiederum die Wechselwirkung des Prote-
ins mit anderen Molekiilen, zum Beispiel Enzymen, Substraten, Rezeptoren, DNA, Antikérpern, Antigenen und
dergleichen, definiert.

[0099] Jeder Aminosaure ist basierend auf ihren Hydrophilie- und Ladungseigenschaf ten ein Hydropathie-In-
dex zugewiesen worden (Kyte und Doolittle, 1982), diese sind: Isoleucin (+4,5); Valin (+4,2); Leucin (+3,8);
Phenylalanin (+2,8); Cystein/Cystin (+2,5); Methionin (+1,9); Alanin (+1,8); Glycin (-0,4); Threonin (-0,7); Serin
(-0,8); Tryptophan (-0,9); Tyrosin (-1,3); Prolin (-1,6); Histidin (-3,2); Glutamat (-3,5); Glutamin (-3,5); Aspar-
tat (-3,5); Asparagin (-3,5); Lysin (-3,9); und Arginin (—4,5).

[0100] Auf dem Fachgebiet ist bekannt, dal® bestimmte Aminosauren durch andere Aminosauren mit einem
ahnlichen Hydropathie-Index oder -Ergebnis ersetzt werden kdnnen, wobei immer noch ein Protein mit einer
ahnlichen biologischen Aktivitat, d. h. ein biologisch funktionell &quivalentes Protein, erhalten wird. Bei der Ein-
fuhrung solcher Austausche wird die Substitution von Aminosauren, deren Hydropathie-Indices innerhalb 2
liegen, bevorzugt, wobei solche innerhalb von +1 besonders bevorzugt werden, und solche innerhalb von +0,5
noch mehr bevorzugt werden.

[0101] Auf dem Fachgebiet ist auch selbstverstandlich, dalk die Substitution von dhnlichen Aminosauren wirk-
sam basierend auf der Hydrophilie durchgefiihrt werden kann. US-Patent 4,554,101 gibt an, da® die gréfte
lokale, durchschnittliche Hydrophilie eines Proteins, wie durch die Hydrophilie der benachbarten Aminosauren
hiervon bestimmt wurde, mit einer biologischen Eigenschaft des Proteins korreliert.

[0102] Wie in US-Patent 4,554,101 ausfuhrlich beschrieben, sind den Aminosaureresten die folgenden Hy-
drophilie-Werte zugewiesen worden: Arginin (+3,0); Lysin (+3,0); Aspartat (+3,0 £ 1); Glutamat (+3,0 £ 1); Serin
(+0,3); Asparagin (+0,2); Glutamin (+0,2); Glycin (0); Threonin (-0,4); Prolin (-0,5 £ 1); Alanin (-0,5); Histidin
(-0,5); Cystein (-1,0); Methionin (-1,3); Valin (-1,5); Leucin (-1,8); Isoleucin (-1,8); Tyrosin (-2,3); Phenylalanin
(-2,5); Tryptophan (-3,4).

[0103] Es ist selbstverstandlich, dal® eine Aminosaure durch eine andere mit einem Hydrophilie-Wert ersetzt
werden kann, wobei noch immer ein biologisch dquivalentes und insbesondere ein immunologisch aquivalen-
tes Protein erhalten wird. Bei solchen Austauschen wird die Substitution von Aminosauren, deren Hydrophi-
lie-Werte innerhalb £2 liegen, bevorzugt, wobei solche innerhalb von +1 besonders bevorzugt werden, und sol-
che innerhalb von 0,5 noch mehr bevorzugt werden.

[0104] Wie oben dargelegt, basieren Aminosaure-Substitutionen daher im allgemeinen auf der relativen Ahn-
lichkeit der Aminosaureseitenketten-Substituenten, zum Beispiel ihrer Hydrophobizitat, Hydrophilie, Ladung,
Grole und dergleichen. Beispielhafte Substitutionen, welche verschiedene der vorstehenden Eigenschaften
berlcksichtigen, sind den Fachleuten hinreichend bekannt und schlieRen ein: Arginin und Lysin; Glutamat und
Aspartat; Serin und Threonin; Glutamin und Asparagin; und Valin, Leucin und Isoleucin.

2.11 Ortsspezifische Mutagenese

[0105] Die ortsspezifische Mutagenese ist eine Technik, welche bei der Herstellung von einzelnen Peptiden
oder biologisch funktionell &quivalenten Proteinen oder Peptiden durch spezifische Mutagenese der zugrun-
deliegenden DNA nitzlich ist. Die Technik sieht ferner eine geeignete Mdglichkeit vor, um Sequenzvarianten
durch das Einfuhren eines oder mehrerer Nucleotidsequenzaustausche in die DNA, zum Beispiel unter Be-
riicksichtigung einer oder mehrerer der obigen Uberlegungen, herzustellen und zu testen. Die ortsspezifische
Mutagenese ermoglicht die Herstellung von Mutanten durch die Verwendung von spezifischen Oligonucleotid-
sequenzen, welche die DNA-Sequenz mit der gewlinschten Mutation sowie eine ausreichende Anzahl an be-
nachbarten Nucleotiden codieren, um eine Primersequenz von ausreichender GroRe und Sequenzkomplexitat
bereitzustellen, damit ein stabiler Doppelstrang auf beiden Seiten der tiberbriickten Deletionsverbindungsstel-
le gebildet wird. Typischerweise wird ein Primer mit einer Lange von etwa 17 bis 25 Nucleotiden bevorzugt,
wobei etwa 5 bis 10 Reste auf beiden Seiten der Verbindungsstelle der Sequenz verandert werden.

[0106] Im allgemeinen ist die Technik der ortsspezifischen Mutagenese auf dem Fachgebiet hinreichend be-

kannt, wie durch zahlreiche Veroéffentlichungen veranschaulicht wird. Bekanntermalien gebraucht die Technik
typischerweise einen Phagenvektor, welcher in sowohl einer einzelstrangigen als auch in einer doppelstrangi-
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gen Form vorliegt. Typische Vektoren, welche bei der ortsspezifischen Mutagenese nitzlich sind, schlieRen
Vektoren wie den M13-Phagen ein. Diese Phagen sind ohne weiteres im Handel erhaltlich, und deren Verwen-
dung ist den Fachleuten im allgemeinen hinreichend bekannt. Doppelstrangige Plasmide werden auch ubli-
cherweise bei der ortsspezifischen Mutagenese verwendet, wodurch der Schritt des Transfers des Gens von
Interesse aus einem Plasmid in einen Phagen entfallt.

[0107] Im allgemeinen wird die ortsspezifische Mutagenese demgemal durchgefihrt, indem zuerst ein ein-
zelstrangiger Vektor erhalten wird oder zwei Strange eines doppelstrangigen Vektors, welcher innerhalb seiner
Sequenz eine DNA-Sequenz einschlie3t, die das gewlinschte Peptid codiert, aufgeschmolzen werden. Ein Oli-
gonucleotidprimer, der die gewiinschte mutierte Sequenz tragt, wird hergestellt, im allgemeinen synthetisch.
Dieser Primer wird dann an den einzelstrangigen Vektor angelagert und DNA-Polymeraseenzymen wie dem
Klenow-Fragment der E. coli-Polymerase | ausgesetzt, um die Synthese des die Mutation tragenden Strangs
abzuschlieBen. Auf diese Weise wird ein Heteroduplex gebildet, worin ein Strang die ursprungliche nicht mu-
tierte Sequenz codiert, und der zweite Strang die gewtinschte Mutation tragt. Dieser Heteroduplex-Vektor wird
dann verwendet, um geeignete Zellen, wie E. coli-Zellen zu transformieren, und Clone, welche rekombinante
Vektoren einschliel3en, welche die mutierte Sequenzanordnung tragen, werden ausgewahilt.

[0108] Die Herstellung von Sequenzvarianten der ausgewahlten ein Peptid codierenden DNA-Segmente mit-
tels der ortsspezifischen Mutagenese wird als ein Mittel fur die Herstellung von potentiell nitzlichen Spezies
bereitgestellt und soll keine Begrenzung darstellen, da es andere Wege gibt, durch welche Sequenzvarianten
von Peptiden und der sie codierenden DNA-Sequenzen erhalten werden kdnnen. Zum Beispiel kdnnen rekom-
binante Vektoren, welche die gewlinschte Peptidsequenz codieren, mit mutagenen Mitteln wie Hydroxylamin
behandelt werden, um Sequenzvarianten zu erhalten.

2.12 Kristallprotein-Zusammensetzungen als Insektizide und Anwendungsverfahren

[0109] Die Erfinder erwarten, daf’ die hierin offenbarten chimaren Kristallprotein-Zusammensetzungen be-
sondere Verwendung als Insektizide fir die topische und/oder systemische Anwendung bei Feldfriichten, Gra-
sern, Frichten und Gemuse sowie Zierpflanzen finden. In einer bevorzugten Ausfihrungsform umfaft die Bi-
oinsektizidzusammensetzung eine 6lige, flieRfahige Suspension von Bakterienzellen, die ein hierin offenbartes
neues Kristallprotein exprimieren. Vorzugsweise sind die Zellen B. thuringiensis-Zellen, jedoch wird erwartet,
dafd jede solche bakterielle Wirtszelle, welche die hierin offenbarten neuen Nucleinsauresegmente exprimiert
und ein Kristallprotein herstellt, niitzlich ist, z. B. B. megaterium, B. subitilis, E. coli oder Pseudomonas sp.

[0110] In einer anderen wichtigen Ausflihrungsform umfafit die Bioinsektizidzusammensetzung ein in Wasser
dispergierbares Granulat. Dieses Granulat umfaldt Bakterienzellen, welche ein hierin offenbartes neues Kris-
tallprotein exprimieren. Bevorzugte Bakterienzellen sind B. thuringiensis-Zellen, jedoch werden Bakterien wie
B. megaterium-, B. subtilis-, E. coli- oder Pseudomonas sp.-Zellen, welche mit einem hierin offenbarten
DNA-Segment transformiert sind und das Kristallprotein exprimieren, auch als nitzlich angesehen.

[0111] In einer dritten wichtigen Ausfihrungsform umfalt die Bioinsektizidzusammensetzung ein benetzba-
res Pulver, Staubemittel, Pellet oder kolloidales Konzentrat. Das Pulver umfal3t Bakterienzellen, welche ein
hierin offenbartes neues Kristallprotein exprimieren. Bevorzugte Bakterienzellen sind B. thuringiensis-Zellen,
jedoch werden Bakterien wie B. megaterium-, B. subtilis-, E. coli- oder Pseudomonas sp.-Zellen, welche mit
einem hierin offenbarten DNA-Segment transformiert sind und das Kristallprotein exprimieren, auch als niitz-
lich angesehen. Solche trockene Formen der Insektizidzusammensetzungen kénnen derart formuliert sein,
daf} sie sich unmittelbar bei der Benetzung auflésen oder alternativ in einer Weise mit kontrollierter Wirkstoff-
freisetzung, verzdgerter Wirkstofffreisetzung oder einer anderen zeitabhangigen Wirkstofffreisetzung auflésen.

[0112] In einer vierten wichtigen Ausfihrungsform umfaft die Bioinsektizidzusammensetzung eine walrige
Suspension von Bakterienzellen, wie die oben beschriebenen, welche das Kristallprotein exprimieren. Solche
walrigen Suspensionen kdnnen als eine konzentrierte Stammlésung, welche vor der Anwendung verdinnt
wird, oder alternativ als eine gebrauchsfertige verdiinnte Losung bereitgestellt werden.

[0113] Fur diese Verfahren in Verbindung mit der Verwendung von Bakterienzellen kann der zellulare Wirt,
welcher das/die Kristallprotein-Gen(e) enthalt, in irgendeinem geeigneten Nahrmedium geziichtet werden;
wenn das DNA-Konstrukt einen Selektionsvorteil bereitstellt, wird fir eine Selektionsmedium gesorgt, so daf
im wesentlichen alle oder alle Zellen das B. thuringiensis-Gen beibehalten. Diese Zellen kénnen dann im Ein-
klang mit herkémmlichen Verfahren geerntet werden. Alternativ kdnnen die Zellen vor dem Ernten behandelt
werden.
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[0114] Wenn die Insektizidzusammensetzungen intakte B. thuringiensis-Zellen umfassen, welche das Protein
von Interesse exprimieren, kdnnen solche Bakterien durch eine Vielzahl von Verfahren formuliert werden. Sie
kdnnen als benetzbare Pulver, Granulate oder Staubemittel verwendet werden, indem sie mit verschiedenen
inerten Materialien, wie anorganischen Mineralien (Phyllosilicate, Carbonate, Sulfate, Phosphate und derglei-
chen), oder botanischen Materialien (pulverisierte Maiskolben, Reisschalen, Walnuf3schalen und dergleichen)
vermischt werden. Die Formulierungen kdnnen Verteilungsmittel-Haftmittel-Adjuvanzien, Stabilisierungsmittel,
andere Pestizidzusatze oder Tenside einschlieen. Flissige Formulierungen kdnnen walrig oder nichtwalirig
sein und als Schaume, Suspensionen, emulgierbare Konzentrate oder dergleichen verwendet werden. Die Be-
standteile kdnnen FlieBmittel, Tenside, Emulgiermittel, Dispergiermittel oder Polymere einschlie3en.

[0115] Alternativ kénnen die neuen chimaren Cry-Proteine durch rekombinante bakterielle Expressionssyste-
me in vitro hergestellt und fir die anschlieRende Ausbringung im Feld isoliert werden. Ein solches Protein kann
entweder in Zellrohlysaten, Suspensionen, Kolloiden, etc. vorliegen, oder kann alternativ vor der Formulierung
in eine aktive Biozidformulierung gereinigt, verarbeitet, gepuffert und/oder weiterverarbeitet werden. Desglei-
chen kann es unter bestimmten Verhaltnissen wiinschenswert sein, Kristalle und/oder Sporen aus Bakterien-
kulturen, welche das Kristallprotein exprimieren, zu isolieren und Losungen, Suspensionen oder kolloidale Zu-
bereitungen solcher Kristalle und/oder Sporen als aktive Bioinsektizidzusammensetzung auszubringen.

[0116] Ungeachtet des Anwendungsverfahrens ist die ausgebrachte Menge der aktiven Komponente(n) eine
insektizid wirksame Menge, welche abhangig von solchen Faktoren wie zum Beispiel der zu bekampfenden
besonderen Coleoptera-Insekten, der zu behandelnden besonderen Pflanze oder Feldfrucht, den Umweltbe-
dingungen und dem Verfahren, der Rate und der Quantitat der Ausbringung der insektizid aktiven Zusammen-
setzung variiert.

[0117] Die beschriebenen Insektizidzusammensetzungen kénnen durch Formulierung von entweder der Bak-
terienzelle, der Kristall- und/oder Sporensuspension oder der isolierten Proteinkomponente mit dem ge-
wiinschten landwirtschaftlich vertraglichen Tragern hergestellt werden. Die Zusammensetzungen kénnen vor
der Applikation durch ein geeignetes Verfahren, wie Lyophilisieren, Gefriertrocknen oder Trocknen, oder in ei-
nem walrigen Trager, Medium oder geeigneten Verdinnungsmittel wie eine Salzl6sung oder einem anderen
Puffer formuliert werden. Die formulierten Zusammensetzungen kénnen in Form eines Staubemittels oder ei-
nes granuldren Materials oder einer Suspension in Ol (pflanzlich oder mineralisch) oder Wasser oder von
Ol/Wasser-Emulsionen oder als ein benetzbares Pulver oder in Kombination mit irgendeinem anderen Trager-
material, welches flr die landwirtschaftliche Ausbringung geeignet ist, vorliegen. Geeignete landwirtschaftliche
Trager konnen fest oder flissig sein und sind auf dem Fachgebiet hinreichend bekannt. Der Begriff "landwirt-
schaftlich vertraglicher Trager" schlief3t alle Adjuvanzien ein, z. B. inerte Komponenten, Dispergiermittel, Ten-
side, Klebrigmacher, Bindemittel, etc., die Ublicherweise bei der Insektizidformulierungstechnik verwendet wer-
den; diese sind den Fachleuten der Insektizidformulierung hinreichend bekannt. Die Formulierungen kénnen
mit einem oder mehreren festen oder fliissigen Adjuvanzien gemischt und durch verschiedene Verfahren, z. B.
durch homogenes Mischen, Vermischen und/oder Vermahlen der Insektizidzusammensetzung mit geeigneten
Adjuvanzien mittels herkémmlicher Formulierungstechniken, zubereitet werden.

[0118] Die erfindungsgemafien Insektizidzusammensetzungen werden in die Umgebung des Coleopte-
ra-Zielinsekts, typischerweise auf die Blatter der zu schiitzenden Pflanze oder Feldfrucht, durch herkdmmliche
Verfahren, vorzugsweise durch Sprihen, ausgebracht. Die Intensitat und Dauer der Insektizidanwendung wird
im Hinblick auf die Bedingungen festgelegt, welche fir das (die) besondere(n) Pestizid(e), die zu behandeln-
de(n) Nutzpflanze(n) und die besonderen Umweltbedingungen spezifisch sind. Das proportionale Verhaltnis
von Wirkstoffbestandteil zu dem Trager hangt natirlich von der chemischen Natur, Léslichkeit und Stabilitat
der Insektizidzusammensetzung sowie der besonderen beabsichtigten Formulierung ab.

[0119] Andere Ausbringungstechniken, z. B. Zerstauben, Bespritzen, Einweichen, Bodeninjektion, Samenbe-
schichtung, Samlingbeschichtung, Sprihen, Beluften, Vernebeln, Atomisieren und dergleichen, sind auch
moglich und kdnnen unter bestimmten Umsténden erforderlich sein, wie z. B. bei Insekten, welche einen Wur-
zel- oder Halmbefall verursachen, oder zur Ausbringung auf empfindliche Vegetationen oder Zierpflanzen. Die-
se Ausbringungsverfahren sind den Fachleuten ebenfalls hinreichen bekannt.

[0120] Die erfindungsgemalen Insektizidzusammensetzungen kénnen in dem Verfahren der Erfindung allein
oder in Kombination mit anderen Verbindungen, einschlief3lich, aber nicht begrenzt auf, anderen Pestiziden,
verwendet werden. Das erfindungsgemafe Verfahren kann auch in Verbindung mit anderen Behandlungen
wie mit Tensiden, Detergenzien, Polymeren oder Formulierungen mit einer zeitabhangigen Wirkstofffreiset-
zung verwendet werden. Die erfindungsgemafen Insektizidzusammensetzungen kénnen entweder fiir die sys-
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temische oder die topische Anwendung formuliert werden.

[0121] Die Konzentration der Insektizidzusammensetzung, welche fir die Ausbringung in die Umwelt, die sys-
temische Anwendung oder den Blattauftrag verwendet wird, variiert in Abhangigkeit von der Art der einzelnen
Formulierung, dem Mittel der Ausbringung, den Umweltbedingungen und dem Grad der Biozidaktivitat. Typi-
scherweise liegt die Bioinsektizidzusammensetzung in der ausgebrachten Formulierung in einer Konzentration
von mindestens etwa 0,5 Gew.-% vor und kann bis zu und einschlie3lich etwa 99 Gew.-% betragen. Trockene
Formulierungen der Zusammensetzungen kénnen etwa 0,5 bis etwa 99 Gew.-% oder mehr der Zusammenset-
zung umfassen, wahrend flissige Formulierungen im allgemeinen etwa 0,5 bis etwa 99 Gew.-% oder mehr des
Wirkstoffbestandteils umfassen. Formulierungen, welche intakte Bakterienzellen umfassen, enthalten im allge-
meinen etwa 10* bis etwa 10" Zellen/mg.

[0122] Die Insektizidformulierung kann in einer oder mehreren Anwendungen, falls erforderlich, an eine be-
stimmte Pflanze verabreicht oder auf einen Zielbereich aufgebracht werden, wobei eine typische Feldausbrin-
gungsrate pro Hektar in der Gréf3enordnung von etwa 50 g bis etwa 500 g des Wirkstoffbestandteils oder von
etwa 500 g bis etwa 1.000 g oder von etwa 1.000 g bis etwa 5.000 g oder mehr des Wirkstoffbestandteils liegt.

2.13 Antikérperzusammensetzungen und Herstellungsverfahren

[0123] In bestimmten Ausflihrungsformen erwagen die Erfinder die Verwendung von Antikérpern, entweder
monoclonal oder polyclonal, welche an die hierin offenbarten Kristallproteine binden. Mittel zur Herstellung und
Charakterisierung von Antikérpern sind auf dem Fachgebiet hinreichend bekannt (vgl. z. B. Harlow und Lane,
1989; hierin unter Bezugnahme eingeschlossen). Die Verfahren zur Erzeugung von monoclonalen Antikérpern
(mAbs) folgen im allgemeinen den gleichen Grundsatzen wie fir die Herstellung von polyclonalen Antikdrpern.
Kurz zusammengefal3t wird ein polyclonaler Antikdrper dadurch hergestellt, daf} ein Tier mit einer erfindungs-
gemalen immunogenen Zusammensetzung immunisiert wird und das Antiserum aus dem immunisierten Tier
gewonnen wird. Ein grof3e Auswahl von Tierarten kann fir die Herstellung von Antiseren verwendet werden.
Typischerweise ist das zur Herstellung von anti-Antiseren verwendete Tier ein Kaninchen, eine Maus, eine Rat-
te, ein Hamster, ein Meerschweinchen oder eine Ziege.

[0124] Aufgrund des relativ groRen Blutvolumens von Kaninchen ist ein Kaninchen eine bevorzugte Wahl fur
die Herstellung von polyclonalen Antikdrpern.

[0125] Wie auf dem Fachgebiet hinreichend bekannt ist, kann eine bestimmte Zusammensetzung hinsichtlich
ihrer Immunogenitat variieren. Es ist daher oft notwendig, das Immunsystem des Wirts zu stimulieren, wie
durch Kopplung eines Peptid- oder Polypeptid-immunogens an einen Trager erreicht werden kann. Beispiel-
hafte und bevorzugte Trager sind Schllisselloch-Napfschnecken-Hamocyanin (KLH) und Rinderserumalbumin
(BSA). Andere Albumine wie Ovalbumin, Mausserumalbumin oder Kaninchenserumalbumin kdnnen auch als
Trager verwendet werden. Mittel zur Konjugation eines Polypeptids an ein Tragerprotein sind auf dem Fach-
gebiet hinreichend bekannt und schlieBen Glutaraldehyd, m-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimidester,
Carbodiimid und Bisbiazo-behandeltes Benzidin ein.

[0126] Wie auf dem Fachgebiet auch hinreichend bekannt ist, kann die Immunogenitat einer bestimmten im-
munogenen Zusammensetzung durch die Verwendung von unspezifischen Stimulatoren der Immunantwort,
welche als Adjuvanzien bekannt sind, verstarkt werden. Beispielhafte und bevorzugte Adjuvanzien schliel3en
komplettes Freundsches Adjuvans (ein unspezifischer Stimulator der Immunantwort, enthaltend abgetdtete
Zellen von Mycobacterium tuberculosis), unvollstandiges Freundsches Adjuvans und Aluminiumhydroxid-Ad-
juvans ein.

[0127] Die bei der Herstellung von polyclonalen Antikérpern verwendete Menge der immunogenen Zusam-
mensetzung variiert in Abhangigkeit von der Art des Immunogens sowie des zur Immunisierung verwendeten
Tiers. Eine Vielzahl von Wegen kann verwendet werden, um das Immunogen zu verabreichen (subkutan, in-
tramuskular, intradermal, intravends und intraperitoneal). Die Herstellung von polyclonalen Antikérpern kann
durch Entnehmen von Blut des immunisierten Tiers zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Immunisierung
Uberwacht werden. Eine zweite Injektion, eine Nachimpfung, kann auch verabreicht werden. Das Verfahren der
Nachimpfung und Titration wird wiederholt, bis ein geeigneter Titer erreicht ist. Wenn ein gewlinschter Immu-
nogenitatsgrad erreicht ist, kann dem immunisierten Tier Blut abgenommen und das Serum isoliert und gela-
gert werden, und/oder das Tier kann verwendet werden, um mAbs herzustellen.

[0128] mAbs kénnen durch die Anwendung von hinreichend bekannten Techniken, wie den in US-Patent
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4,196,265 veranschaulichten (hierin unter Bezugnahme ausdricklich eingeschlossen), ohne weiteres herge-
stellt werden. Typischerweise beinhaltet diese Technik die Immunisierung eines geeigneten Tiers mit einer aus-
gewahlten immunogenen Zusammensetzung, z. B. einem gereinigten oder teilweise gereinigten Kristallprote-
in, Polypeptid oder Peptid. Die immunisierende Zusammensetzung wird in einer Art und Weise verabreicht,
welche wirksam ist, um Antikdrper produzierende Zellen zu stimulieren. Nagetiere wie Mause und Ratten sind
bevorzugte Tiere, jedoch ist die Verwendung von Kaninchen-, Schafs- oder Froschzellen auch méglich. Die
Verwendung von Ratten kann gewisse Vorteile vorsehen (Goding, 1986, S. 60-61), aber Mause werden be-
vorzugt, wobei die BALB/c-Maus am meisten bevorzugt wird, da diese meistens routinemafig verwendet wird
und im allgemeinen einen hdheren Prozentsatz an stabilen Fusionen ergibt.

[0129] Nach der Immunisierung werden somatische Zellen mit dem Potential fur die Produktion von Antikor-
pern, besonders B-Lymphocyten (B-Zellen), zur Verwendung in dem mAb-Erzeugungsprotokoll ausgewahlt.
Diese Zellen kénnen aus biopsierten Milzen, Mandeln oder Lymphknoten oder aus einer peripheren Blutprobe
erhalten werden. Milzzellen und periphere Blutzellen werden bevorzugt, die Ersteren weil sie eine ergiebige
Quelle fur Antikérper produzierende Zellen sind, welche in dem sich teilenden Plasmablastenstadium vorlie-
gen, und die Letzteren, welche peripheres Blut leicht zuganglich ist. Oft ist eine Reihe von Tieren immunisiert
worden, und die Milz eines Tiers mit dem héchsten Antikdrpertiter wird entnommen, und die Milz-Lymphocyten
werden durch Homogenisieren der Milz mit einer Spritze erhalten. Typischerweise enthalt eine Milz aus einer
immunisierten Milz etwa 5 x 107 bis 2 bis 108 Lymphocyten.

[0130] Die Antikérper produzierenden B-Lymphocyten aus dem immunisierten Tier werden dann mit Zellen
einer unsterblichen Myelomzelle fusioniert, im allgemeinen mit einer Myelomzelle derselben Spezies wie das
Tier, welches immunisiert wurde. Myelomzelllinien, welche zur Verwendung in Hybridome erzeugenden Fusi-
onsverfahren geeignet sind, produzieren vorzugsweise keine Antikorper, besitzen eine hohe Fusionseffizienz
und weisen Enzymdefizienzen auf, welche dann ein Wachstum in bestimmten Selektionsmedien, welche nur
das Wachstum der gewlinschten Fusionszellen (Hybridome) férdern, unméglich machen.

[0131] Jede einer Reihe von Myelomzellen, welche den Fachleuten bekannt sind (Goding, S. 65-66, 1986;
Campbell, S. 75-83, 1984), kann verwendet werden. Zum Beispiel, wenn das immunisierte Tier eine Maus ist,
kann man P3-X63/Ag8, X63-Ag8.653, NS1/1.Ag41, Sp210-Ag14, FO, NSO/U, MPC-11, MPC11-X45-GTG 1.7
und S194/5XX0 Bul verwenden; fur Ratten kann man R210.RCY3, Y3-Ag 1.2.3, IR983F und 4B210 verwen-
den; und U-266, GM1500-GRG2, LICR-LON-HMy2 und UC729-6 sind alle in Verbindung mit menschlichen
Zellfusionen nutzlich.

[0132] Eine bevorzugte murine Myelomzelle ist die NS-1-Myelomzelllinie (auch als P3-NS-1-Ag4-1 bezeich-
net), welche ohne weiteres von der NIGMS Human Genetic Mutant Cell-Hinterlegungsstelle durch Ersuchen
um die Zelllinien-Hinterlegungsnummer GM3573 erhaltlich ist. Eine andere Maus-Myelomzelllinie, welche ver-
wendet werden kann, ist die 8-Azaguanin-resistente murine Maus-Myelom-SP2/0-"Nicht-Erzeuger"-Zelllinie.

[0133] Verfahren zur Erzeugung von Hybriden aus Antikérper produzierenden Milz- oder Lymphknotenzellen
und Myelomzellen umfassen Ublicherweise das Mischen von somatischen Zellen mit Myelomzellen in einem
Verhaltnis von 2 : 1, obgleich das Verhaltnis jeweils von etwa 20 : 1 bis etwa 1 : 1 variieren kann, in Gegenwart
eines Mittels oder von Mitteln (chemische oder elektrische), welche die Fusion von Zellmembranen begunsti-
gen. Fusionsverfahren unter Verwendung des Sendai-Virus (Kohler und Milstein, 1975; 1976), sowie solche
unter Verwendung von Polyethylenglykol (PEG), wie 37% (Vol./Vol.) PEG (Gefter et al., 1977), sind beschrie-
ben worden. Die Anwendung von elektrisch induzierten Fusionsverfahren ist auch geeignet (Goding, 1986, S.
71-74).

[0134] Fusionsverfahren bringen Ublicherweise lebensfahige Hybride in geringen Haufigkeiten, etwa 1 x 107
bis 1 x 10°%, hervor. Jedoch stellt dies kein Problem dar, da sich die lebensfahigen, fusionierten Hybride von
den nicht fusionierten Stammzellen (besonders den nicht fusionierten Myelomzellen, welche sich normalerwei-
se fortgesetzt unbegrenzt teilen wirden) durch das Ziichten in einem Selektionsmedium unterschieden wer-
den. Das Selektionsmedium ist im allgemeinen ein Medium, das ein Mittel enthalt, welches die de novo-Syn-
these von Nucleotiden in dem Gewebekulturmedium blockiert. Beispielhafte und bevorzugte Mittel sind Ami-
nopterin, Methotrexat und Azaserin. Aminopterin und Methotrexat blockieren die de novo-Synthese von sowohl
Purinen als auch Pyrimidinen, wahrend Azaserin nur die Purinsynthese blockiert. Wenn Aminopterin oder Me-
thotrexat verwendet wird, wird das Medium mit Hypoxanthin und Thymidin als eine Quelle fiir Nucleotide er-
ganzt (HAT-Medium). Wenn Azaserin verwendet wird, wird das Medium mit Hypoxanthin erganzt.

[0135] Das bevorzugte Selektionsmedium ist HAT. In HAT-Medium kénnen nur Zellen tberleben, welche fahig
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sind, einen Nucleotidriickgewinnungsweg zu unterhalten. Die Myelomzellen sind bezuglich der Schllsselen-
zyme des Rickgewinnungswegs, z. B. der Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase (HPRT), defizient und kon-
nen nicht Gberleben. Die B-Zellen kdnnen diesen Abbauweg unterhalten, aber sie haben eine begrenzte Le-
bensdauer in Kultur und sterben im allgemeinen innerhalb von etwa zwei Wochen. Daher sind die einzigen Zel-
len, welche in dem Selektionsmedium tberleben kénnen, solche Hybride, welche sich aus Myelom- und B-Zel-
len gebildet haben.

[0136] Diese Zichtung stellt eine Population von Hybridomen bereit, aus welchen spezifische Hybridome
ausgewahlt werden. Typischerweise wird die Selektion von Hybridomen durch das Zichten der Zellen mittels
Einzelclon-Verdiinnung in Mikrotiterplatten, gefolgt durch das Testen der einzelnen Clon-Uberstéande (nach
etwa zwei bis drei Wochen) auf die gewiinschte Reaktivitat, ausgefihrt. Der Test sollte empfindlich, einfach
und schnell sein, wie Radioimmunoassays, Enzymimmunoassays, cytotoxische Assays, Plaqueassays,
Dot-Immunbindungsassays und dergleichen.

[0137] Die ausgewahlten Hybridome wirde man anschlieRend seriell verdinnen und in einzelne Antikérper
produzierende Zelllinien clonieren, wobei die Clone dann unbegrenzt vermehrt werden kénnen, um mAbs be-
reitzustellen. Die Zelllinien kénnen fir die mAb-Herstellung in zwei wesentlichen Verfahren verwendet werden.
Eine Probe der Hybridome kann einem histokompatiblen Tier des Typs, welcher verwendet wurde, um die so-
matischen Zellen und die Myelomzellen fur die urspringliche Fusion bereitzustellen, gespritzt werden (oft in
die Bauchfellhdhle). Das mit der Injektion behandelte Tier entwickelt Tumore, welche den spezifischen mono-
clonalen Antikdrper sezernieren, der durch das fusionierte Zellhybrid hergestellt wird. Die Kérperflissigkeiten
des Tiers, wie Serum oder Aszitesflissigkeit, kbnnen dann punktiert werden, um mAbs in hoher Konzentration
bereitzustellen. Die einzelnen Zelllinien kénnen auch in vitro geziichtet werden, wobei die mAbs natirlicher-
weise in das Kulturmedium sezerniert werden, aus dem sie ohne weiteres in hohen Konzentrationen erhalten
werden. Die durch jedes Verfahren hergestellten mAbs kénnen mittels Filtrations-, Zentrifugations- und ver-
schiedenen Chromatographieverfahren, wie HPLC oder Affinitatschromatographie, gegebenenfalls weiter ge-
reinigt werden.

3.0 Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0138] Die folgenden Zeichnungen machen einen Teil der vorliegenden Beschreibung aus und sind einge-
schlossen, um bestimmte Aspekte der vorliegenden Erfindung weiter zu veranschaulichen. Die Erfindung wird
unter Bezugnahme auf eine oder mehrere dieser Zeichnungen in Verbindung mit der ausfiihrlichen Beschrei-
bung der hierin vorgestellten spezifischen Ausfiihrungsformen verstandlicher.

[0139] FEig. 1: Die Wildtyp-6-endotoxine und die relevanten Restriktionsstellen, welche zur Konstruktion der
erfindungsgemaf wichtigen Hybrid-8-Endotoxine verwendet wurden, sind in Fig. 1A schematisch dargestellit.
Es ist nur die DNA dargestellt, welche das &-Endotoxin codiert, das in dem angegebenen Plasmid enthalten
ist (gekennzeichnet durch die Vorsilbe "pEG"). Die B. thuringiensis-Stdmme, welche die angegebenen Plasmi-
de enthalten, sind durch die Vorsilbe "EG" gekennzeichnet. Die in der Erfindung beschriebenen Hybrid-6-En-
dotoxine sind in Fig. 1B schematisch dargestellt und sind an den Wildtyp-6-Endotoxinen in Fig. 1A ausgerich-
tet.

[0140] Eia. 2: Eine gleiche Menge jeder gewaschenen sporenbildenden B. thuringiensis-Kultur wurde durch
eine SDS-PAGE analysiert. Bahn a: Kontrolle — der Cry1Ac produzierende B. thuringiensis-Stamm EG11070;
b: EG11060; c: EG11062; d: EG11063; e: EG11065; f: EG11067; g: EG11071; h: EG11073; i: EG11074; j:
EG11088; k: EG11090; und 1: EG11091.

[0141] Fig. 3: Solubilisierte Hybrid-6-Endotoxine wurden Trypsin fir 0, 15, 30, 60 und 120 Minuten ausge-
setzt. Das erhaltene Material wurde durch eine SDS-PAGE analysiert. Die Menge des restlichen aktiven 6-En-
dotoxin-Fragments wurde mittels Abtastdensitometrie unter Verwendung eines Molecular Dynamics Modell
300A-Densitometers quantitativ bestimmt. Der Prozentsatz des restlichen aktiven Toxins wurde gegen die Zeit
aufgetragen. Wildtyp-Cry1Ac-6-Endotoxin (nicht ausgefiilltes Kastchen) diente als Kontrolle.

[0142] Fig. 4: Schematische Darstellungen der Wildtyp-Toxine und der relevanten Restriktionsstellen, welche
zur Konstruktion des durch pEG381 codierten und in EG11768 exprimierten Hybrid-6-Endotoxins verwendet
wurden. Es ist nur die DNA dargestellt, welche das 6-Endotoxin codiert, das in dem angegebenen Plasmid ent-
halten ist (gekennzeichnet durch die Vorsilbe "pEG").
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4.0 Kurze Beschreibung der Sequenzidentifizierungen
[0143] SEQ ID NO: 1 ist der Oligonucleotidprimer A.
[0144] SEQ ID NO: 2 ist der Oligonucleotidprimer B.
[0145] SEQ ID NO: 3 ist der Oligonucleotidprimer C.
[0146] SEQ ID NO: 4 ist der Oligonucleotidprimer D.
[0147] SEQ ID NO: 5 ist der Oligonucleotidprimer E.
[0148] SEQ ID NO: 6 ist der Oligonucleotidprimer F.
[0149] SEQ ID NO: 7 ist der Oligonucleotidprimer G.
[0150] SEQ ID NO: 8 ist der Oligonucleotidprimer H.

[0151] SEQ ID NO: 9 ist die Nucleotid- und die daraus abgeleitete Aminosauresequenz des EG11063-Hyb-
rid-6-Endotoxins.

[0152] SEQ ID NO: 10 gibt in der Drei-Buchstaben-Abkiirzungsform die Aminosauresequenz fiir das in SEQ
ID NO: 9 spezifizierte Hybrid-6-Endotoxin an.

[0153] SEQ ID NO: 11 ist die Nucleotid- und die daraus abgeleitete Aminosauresequenz des EG11074-Hyb-
rid-6-Endotoxins.

[0154] SEQ ID NO: 12 gibt in der Drei-Buchstaben-Abkiirzungsform die Aminosauresequenz fiir das in SEQ
ID NO: 11 spezifizierte Hybrid-8-Endotoxin an.

[0155] SEQ ID NO: 13 ist die Nucleotid- und die daraus abgeleitete Aminosauresequenz des EG11735-Hyb-
rid-6-Endotoxins.

[0156] SEQ ID NO: 14 gibt in der Drei-Buchstaben-Abkiirzungsform die Aminosauresequenz fiir das in SEQ
ID NO: 13 spezifizierte Hybrid-6-Endotoxin an.

[0157] SEQ ID NO: 15 ist die 5'-Austauschstelle fir pEG1065, pEG1070 und pEG1074.
[0158] SEQ ID NO: 16 ist die 5'-Austauschstelle fir pEG1067, pEG1072 und pEG1076.
[0159] SEQ ID NO: 17 ist die 5'-Austauschstelle fir pEG1068, pEG1077 und pEG365.
[0160] SEQ ID NO: 18 ist die 5'-Austauschstelle fir pEG1088 und pEG1092.

[0161] SEQ ID NO: 19 ist die 5'-Austauschstelle fir pEG1089 und die 3'-Austauschstelle fir pEG1070 und
pEG1072.

[0162] SEQ ID NO: 20 ist die 5'-Austauschstelle flir pEG1091.

[0163] SEQ ID NO: 21 ist die 3'-Austauschstelle fur pEG1065, pEG1067, pEG1068, pEG1093, pEG378 und
pEG365.

[0164] SEQ ID NO: 22 ist die 3'-Austauschstelle fur pEG1088.
[0165] SEQ ID NO: 23 ist der Oligonucleotidprimer I.
[0166] SEQ ID NO: 24 ist der Oligonucleotidprimer J.

[0167] SEQ ID NO: 25 ist die Nucleinsduresequenz und die daraus abgeleitete Aminosauresequenz fir das
ein Hybrid-Kristallprotein codierende Gen von EG11092.
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[0168] SEQ ID NO: 26 ist die Drei-Buchstaben-Abkirzungsform der Aminosduresequenz des durch den
Stamm EG11092 produzierten Hybrid-Kristallproteins, welches durch SEQ ID NO: 25 codiert wird.

[0169] SEQ ID NO: 27 ist die Nucleinsduresequenz und die daraus abgeleitete Aminosauresequenz fir das
ein Hybrid-Kristallprotein codierende Gen von EG11751.

[0170] SEQ ID NO: 28 ist die Drei-Buchstaben-Abkurzungsform der Aminosduresequenz des durch den
Stamm EG11751 produzierten Hybrid-Kristallproteins, welches durch SEQ ID NO: 27 codiert wird.

[0171] SEQ ID NO: 29 ist die Nucleinsduresequenz und die daraus abgeleitete Aminosauresequenz fir das
ein Hybrid-Kristallprotein codierende Gen von EG11091.

[0172] SEQ ID NO: 30 ist die Drei-Buchstaben-Abkirzungsform der Aminosduresequenz des durch den
Stamm EG11091 produzierten Hybrid-Kristallproteins, welches durch SEQ ID NO: 29 codiert wird.

[0173] SEQ ID NO: 31 ist der Oligonucleotidprimer K.
[0174] SEQ ID NO: 32 ist die 5'-Austauschstelle fir pEG378 und pEG381.

[0175] SEQ ID NO: 33 ist die Nucleinsduresequenz und die daraus abgeleitete Aminosauresequenz fir das
ein Hybrid-Kristallprotein codierende Gen von EG11768.

[0176] SEQ ID NO: 34 kennzeichnet in der Drei-Buchstaben-Abkuirzungsform die Aminosauresequenz des
durch den Stamm EG11768 produzierten Hybrid-Kristallproteins, welches durch SEQ ID NO: 33 codiert wird.

[0177] SEQ ID NO: 35 ist die 3'-Austauschstelle flir pEG1074, pEG1076, pEG1077 und pEG381.
5.0 Beschreibung von veranschaulichenden Ausfihrungsformen
5.1 Verfahren fur die Zichtung von B. thuringiensis zur Herstellung von Cry-Proteinen

[0178] Die hierin beschriebenen B. thuringiensis-Stdmme kdnnen mittels bekannten tblichen Medien und
Fermentationstechniken geziichtet werden. Nach Beendigung des Fermentationszyklus kénnen die Bakterien
geerntet werden, indem zuerst die Sporen und Kristalle von B. thuringiensis aus der Fermentationsbriihe durch
Mittel, welche auf dem Fachgebiet hinreichend bekannt sind, abgetrennt werden. Die gewonnenen Sporen und
Kristalle von B. thuringiensis kdnnen durch die Zugabe von Tensiden, Dispergiermitteln, inerten Tragern und
anderen Komponenten, um die Handhabung und Anwendung flr bestimmte Zielschadlinge zu erleichtern, zu
einem benetzbaren Pulver, einem flissigen Konzentrat, Granulaten oder anderen Formulierungen zubereitet
werden. Die Formulierungs- und Anwendungsverfahren sind auf dem Fachgebiet hinreichend bekannt und
werden zusammen mit handelsublichen Stammen von B. thuringiensis (HD-1), welche gegentiber Lepidopte-
ra-Insekten, z. B. Raupen, aktiv sind, angewendet.

5.2 Rekombinante Wirtszellen zur Expression von Cry-Genen

[0179] Die Nucleotidsequenzen der vorliegenden Erfindung kénnen in eine grol3e Vielzahl von mikrobiellen
Wirten eingeschleust werden. Die Expression des Toxingens resultiert, direkt oder indirekt, in der intrazellula-
ren Herstellung und Beibehaltung des Pestizids. Mit geeigneten Wirten, z. B. Pseudomonas, kénnen die Mi-
kroben zu den Stellen, wo sie sich in Lepidoptera-Insekten vermehren oder durch die Insekten aufgenommen
werden, gebracht werden. Das Ergebnis ist eine Bekampfung der unerwiinschten Insekten. Alternativ kann die
Mikrobe, welche das Toxingen tragt, unter Bedingungen behandelt werden, welche die Aktivitat des in der Zelle
produzierten Toxins verlangern. Die behandelte Zelle kann dann in der Umgebung eines oder mehrerer Ziel-
schadlinge ausgebracht werden. Das erhaltene Produkt behalt die Toxizitat des B. thuringiensis-Toxins bei.

[0180] Geeignete Wirtszellen, wobei die das Pestizid enthaltenden Zellen behandelt werden, um die Aktivitat
des Toxins in der Zelle zu verlangern, wenn die behandelte Zelle anschlieRend in die Umgebung eines oder
mehrerer Zielschadlinge ausgebracht wird, kdnnen entweder Prokaryonten oder Eukaryonten einschlie3en,
die normalerweise auf solche Zellen begrenzt sind, welche keine Substanzen produzieren, die fir héhere Or-
ganismen wie Sauger toxisch sind. Jedoch kénnen Organismen, welche Substanzen produzieren, die fur ho-
here Organismen toxisch sind, verwendet werden, wenn das Toxin instabil ist oder die Einsatzmenge ausrei-
chend gering ist, um jede Mdglichkeit einer Toxizitat fir einen Sdugerwirt zu vermeiden. Als Wirte sind die Pro-
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karyonten und die niederen Eukaryonten, wie Pilze, von besonderem Interesse. Veranschaulichende Prokary-
onten, sowohl Gram-negative als auch Gram-positive, schlie3en Enterobacteriaceae wie Escherichia, Erwinia,
Shigella, Salmonella und Proteus; Bacillaceae; Rhizobiceae wie Rhizobium; Spirillaceae wie Photobakterien,
Zymomonas, Serratia, Aeromonas, Vibrio, Desulfovibrio, Spirillum; Lactobacillaceae; Pseudomonadaceae wie
Pseudomonas und Acetobacter; Azotobacteraceae, Actinomycetales und Nitrobacteracea ein. Unter den Eu-
karyonten befinden sich Pilze wie Phycomycetes und Ascomycetes, welche Hefen wie Saccharomyces und
Schizosaccharomyces einschlieen; und Basidiomycetes-Hefen wie Rhodotorula, Aureobasidium, Sporobolo-
myces und dergleichen.

[0181] Eigenschaften von besonderem Interesse bei der Auswahl einer Wirtszelle fur Herstellungszwecke
schlieRen die Einfachheit der Einschleusung des B. thuringiensis-Gens in den Wirt, die Verfligbarkeit von Ex-
pressionssystemen, die Expressionseffizienz, die Stabilitat des Pestizids in dem Wirt und das Vorhandensein
von zusatzlichen genetischen Eigenschaften ein. Eigenschaften von Interesse zur Verwendung als eine Pes-
tizidmikrokapsel schlieBen schitzende Eigenschaften fiir das Pestizid, wie dicke Zellwande, eine Pigmentation
und die intrazellulare Verpackung oder Bildung von EinschluRkdrpern; eine Blattaffinitat; eine fehlende Toxizitat
gegenlber Saugern; ein Anreiz fur die Aufnahme durch Schadlinge; eine einfache Abtétung und Fixierung
ohne eine Schadigung des Toxins; und dergleichen ein. Andere Gesichtspunkte schlieen die Einfachheit der
Formulierung und Handhabung, die Wirtschaftlichkeit, die Lagerfahigkeit und dergleichen ein.

[0182] Wirtsorganismen von besonderem Interesse schlieBen Hefen wie Rhodotorula sp., Aureobasidium
sp., Saccharomyces sp. und Sporobolomyces sp.; phylloplane Organismen wie Pseudomonas sp., Erwinia sp.
und Flavobacterium sp.; oder andere solche Organismen wie Escherichia, Lactobacillus sp., Bacillus sp.,
Streptomyces sp. und dergleichen ein. Spezifische Organismen schlielen Pseudomonas aeruginosa. P. fluo-
rescens, Saccharomyces cerevisiae, B. thuringiensis, B. subtilis, E. coli, Streptomyces lividans und derglei-
chen ein.

[0183] Die Behandlung der Mikrobenzelle, z. B. einer Mikrobe, enthaltend das B. thuringiensis-Toxingen,
kann durch chemische oder physikalische Mittel oder durch eine Kombination von chemischen und/oder phy-
sikalischen Mitteln erfolgen, so lange die Technik weder die Eigenschaften des Toxins nachteilig beeinfluf3t,
noch die Fahigkeit der Zellen im Hinblick auf den Schutz des Toxins vermindert. Beispiele fir chemische Rea-
genzien sind Halogenierungsmittel, besonders Halogene der Ordnungszahl 17-80. Insbesondere kann lod un-
ter milden Bedingungen und fir einen ausreichenden Zeitraum, um die gewunschten Ergebnisse zu erzielen,
verwendet werden. Andere geeignete Techniken schlieen die Behandlung mit Aldehyden wie Formaldehyd
und Glutaraldehyd; anti-infektidsen Mitteln wie Zephiranchlorid und Cetylpyridiniumchlorid; Alkoholen wie Iso-
propyl und Ethanol; verschiedenen histologischen Fixierungsmitteln wie Lugolsche lodlésung, Bouinsche Fi-
xierungslosung und Hellysche Fixierungslésung (vg. z. B. Humason, 1967); oder eine Kombination von physi-
kalischen (Hitze) und chemischen Mitteln, welche die Aktivitat des in der Zelle produzierten Toxins erhalten und
verlangern, wenn die Zelle an einen geeigneten Wirt verabreicht wird, ein. Beispiele fur physikalische Mittel
sind eine Bestrahlung mit kurzen Wellenlangen, wie y-Strahlung und Roéntgenstrahlung, Einfrieren, UV-Be-
strahlung, Gefriertrocknung und dergleichen. Die verwendeten Zellen sind Ublicherweise intakt und liegen bei
der Behandlung im wesentlichen in der proliferativen Form vor, anstatt in einer Sporenform, obwohl in einigen
Fallen Sporen verwendet werden kénnen.

[0184] Wenn das B. thuringiensis-Toxingen mit Hilfe eines geeigneten Vektors in einen mikrobiellen Wirt ein-
geschleust wird und der Wirt in einem lebenden Stadium in die Umwelt ausgebracht wird, ist es wesentlich,
dafR bestimmte Wirtsmikroben verwendet werden. Es werden Mikroorganismuswirte ausgewahlt, die bekann-
termalen die "Phytosphare" (phylloplan, phyllosphar, rhizosphar und/oder rhizoplan) einer oder mehrerer
Nutzpflanzen von Interesse besiedeln. Diese Mikroorganismen werden so gewahlt, dal sie in der Lage sind,
in der besonderen Umgebung (Nutzpflanze oder andere Insektenhabitate) mit den Wildtyp-Mikroorganismen
zu konkurrieren, fur eine stabile Beibehaltung und Expression des Gens, welches das Polypeptid-Pestizid co-
diert, zu sorgen und winschenswerterweise fiir einen besseren Schutz des Pestizids vor einem umweltbeding-
ten Abbau und einer umweltbedingten Inaktivierung zu sorgen.

[0185] Eine groRe Zahl von Mikroorganismen ist bekannt, welche die Blattebene (die Oberflache der Pflan-
zenblatter) und/oder die Rhizosphare (den Boden, welcher die Pflanzenwurzeln umgibt) einer groRen Vielzahl
von wichtigen Nutzpflanzen bewohnt. Diese Mikroorganismen schlieBen Bakterien, Algen und Pilze ein. Von
besonderem Interesse sind Mikroorganismen wie Bakterien, z. B. der Gattung Bacillus, Pseudomonas, Erwi-
nia, Serratia, Klebsiella, Zanthomonas, Streptomyces, Rhizobium, Rhodopseudomonas, Methylophilius, Agro-
bacterium, Acetobacter, Lactobacillus, Arthrobacter, Azotobacter, Leuconostoc und Alcaligenes; Pilze, beson-
ders Hefen, z. B. der Gattung Saccharomyces, Cryptococcus, Kluyveromyces, Sporobolomyces, Rhodotorula

30/159



DE 697 30 730 T2 2005.09.22

und Aureobasidium. Von besonderem Interesse sind solche phytospharen Bakterienarten wie Pseudomonas
syringae, Pseudomonas fluorescens, Serratia marcescens, Acetobacter xylinum, Agrobacterium tumefaciens,
Rhodobacter sphaeroides, Xanthomonas campestris, Rhizobium melioti, Alcaligenes eutrophus und Azoto-
bacter vinlandii; sowie phytosphare Hefearten wie Rhodotorula rubra, R. glutinis, R. marina, R. aurantiaca,
Cryptococcus albidus, C. diffluens, C. laurentii, Saccharomyces rosei, S. pretoriensis, S. cerevisiae, Sporobo-
lomyces roseus, S. odorus, Kluyveromyces veronae und Aureobasidium pllulans.

5.3 Definitionen
[0186] Die folgenden Worte und Ausdriicke haben die nachstehend angegebenen Bedeutungen.

[0187] Breites Spektrum: verweist auf einen grof3en Bereich von Insektenarten. Insektizidaktivitat mit breitem
Spektrum: Toxizitat gegenliber einem grof3en Bereich von Insektenarten.

[0188] Expression: Die Kombination von intrazellularen Prozessen einschliel3lich Transkription und Transla-
tion, welche ein codierendes DNA-Molekul wie ein Strukturgen durchlauft, um ein Polypeptid herzustellen.

[0189] Insektizidaktivitat: Toxizitat gegenlber Insekten.
[0190] Insektizidspezifitat: Die durch ein Kristallprotein gezeigte Toxizitat gegeniiber mehreren Insektenarten.

[0191] Spezifitat innerhalb einer Ordnung: Die Toxizitat eines bestimmten Kristallproteins gegentber Insek-
tenarten innerhalb einer Insektenordnung (z. B. der Ordnung Lepidoptera).

[0192] Spezifitdt zwischen Ordnungen: Die Toxizitat eines bestimmten Kristallproteins gegenuber Insektenar-
ten aus verschiedenen Ordnungen (z. B. der Ordnungen Lepidoptera und Diptera).

[0193] LC,,: Die letale Konzentration eines Kristallproteins, welche eine 50%-ige Mortalitat der behandelten
Insekten hervorruft.

[0194] LC,,: Die letale Konzentration eines Kristallproteins, welche eine 95%-ige Mortalitat der behandelten
Insekten hervorruft.

[0195] Promotor: Eine Erkennungsstelle in einer DNA-Sequenz oder einer Gruppe von DNA-Sequenzen, wel-
che ein Expressionskontrollelement fir ein Strukturgen vorsieht und an welche eine RNA-Polymerase spezi-
fisch bindet und die RNA-Synthese (Transkription) des Gens einleitet.

[0196] Regeneration: Verfahren zur Zichtung einer Pflanze aus einer Pflanzenzelle (z. B. einem Pflanzenpro-
toplasten oder -explantat).

[0197] Strukturgen: Ein Gen, welche exprimiert wird, um ein Polypeptid herzustellen.

[0198] Transformation: Ein Verfahren zur Einschleusung einer exogenen DNA-Sequenz (z. B. eines Vektors
oder eines rekombinanten DNA-Molekils) in eine Zelle oder einen Protoplasten, worin die exogene DNA in ein
Chromosom eingebaut wird oder zu einer autonomen Replikation fahig ist.

[0199] Transformierte Zelle: Eine Zelle, deren DNA durch die Einschleusung eines exogenen DNA-Molekuls
in die Zelle verandert worden ist.

[0200] Transgen: Ein exogenes Gen, welches, wenn in das Genom einer Wirtszelle eingebaut durch ein Ver-
fahren wie Transformation, Elektroporation, Teilchenbeschufd und dergleichen, durch die Wirtszelle exprimiert
und in das Genom der Zellen integriert wird, so dafd das Merkmal oder die Merkmale, welche durch die Expres-
sion des Transgens hervorgerufen werden, an die Nachkommen der transformierten Zelle vererbt werden.

[0201] Transgene Zelle: Irgendeine Zelle, abgeleitet oder regeneriert aus einer transformierten Zelle oder ab-
geleitet aus einer transgenen Zelle. Beispielhafte transgene Zellen schlieRen Pflanzenkallusse, abgeleitet aus
einer transformierten Pflanzenzelle, und besonders Zellen wie Blatt-, Wurzel- oder Stammzellen, z. B. somati-
sche Zellen, oder reproduktive Zellen (Keimzellen), erhalten aus einer transgenen Pflanze, ein.

[0202] Transgene Pflanze: Eine Pflanze oder ein Nachkomme hiervon, abgeleitet aus einer transformierten
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Pflanzenzelle oder einem Protoplasten, wobei die Pflanzen-DNA ein eingeschleustes exogenes DNA-Molekdil
enthalt, welches urspriinglich nicht in einer nativen, nicht-transgenen Pflanze derselben Art vorhanden ist. Die
Begriffe "transgene Pflanze" und "transformierte Pflanze" sind auf dem Fachgebiet zuweilen als synonyme Be-
griffe verwendet worden, um eine Pflanze zu definieren, deren DNA ein exogenes DNA-Molekul enthalt. Je-
doch nimmt man an, dal® es wissenschaftlich korrekter ist, auf eine regenerierte Pflanze oder einen Kallus, wel-
che(r) aus einer transformierten Pflanzenzelle oder einem Protoplasten erhalten wurde, als eine transgene
Pflanze zu verweisen, und dieser Wortgebrauch wird hierin befolgt.

[0203] Vektor: Ein DNA-Molekul, welches zur Replikation in einer Wirtszelle fahig ist und/oder welches mit ei-
nem anderen DNA-Segment funktionell verbunden werden kann, um die Replikation das verkniipften Seg-
ments zu bewirken. Ein Plasmid ist ein beispielhafter Vektor.

5.4 Sonden und Primer

[0204] Gemal einem anderen Aspekt ermoglicht die durch die Erfindung bereitgestellte DNA-Sequenzinfor-
mation die Herstellung von relativ kurzen DNA (oder RNA)-Sequenzen, welche die Fahigkeit besitzen, mit Gen-
sequenzen der ausgewahlten hierin offenbarten Polynucleotide spezifisch zu hybridisieren. GemaR diesen As-
pekten werden Nucleinsduresonden mit einer geeigneten Lange unter Berlicksichtigung einer ausgewahlten
Kristallprotein-Gensequenz, z. B. einer Sequenz wie die in SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13,
SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27 oder SEQ ID NO: 33 gezeigten, hergestellt. Die Fahigkeit solcher Nucleinsau-
resonden, mit einer Gensequenz, welche ein Kristallprotein codiert, spezifisch zu hybridisieren, macht sie fur
eine Vielzahl von Ausfiihrungsformen besonders nutzlich. Besonders bedeutsam ist, daf3 die Sonden in einer
Vielzahl von Assays zum Nachweis der Anwesenheit von komplementaren Sequenzen in einer bestimmten
Probe verwendet werden kénnen.

[0205] In bestimmten Ausfihrungsformen ist die Verwendung von Oligonucleotid primern vorteilhaft. Die Se-
quenz von solchen Primern wird unter Verwendung eines erfindungsgemafen Polynucleotids zur Verwendung
beim Nachweis, bei der Amplifikation oder Mutation eines definierten Segments eines Kristallprotein-Gens aus
B. thuringiensis mittels der PCR™-Technologie entworfen. Segmente von verwandten Kristallprotein-Genen
aus anderen Spezies kdnnen auch mittels PCR™ unter Verwendung solcher Primer amplifiziert werden.

[0206] Um bestimmte der erfindungsgemafen Vorteile bereitzustellen, schlie3t eine bevorzugte Nucleinsau-
resequenz, welche fir Hybridisierungsstudien oder -tests verwendet wird, Sequenzen ein, welche zu mindes-
tens einem Bereich von etwa 14 bis 30 Nucleotiden einer Sequenz, welche ein Kristallprotein codiert, wie die
in SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27 oder SEQ ID NO: 33 ge-
zeigten, komplementar sind. Eine Lange von mindestens 14 Nucleotiden tragt dazu bei, sicherzustellen, daf}
das Fragment eine ausreichende Lange besitzt, um ein Doppelstrangmolekil zu bilden, welches sowohl stabil
aus auch selektiv ist. Molekulle mit komplementaren Sequenzen lber Bereiche mit einer Lange von mehr als
14 Basen werden im allgemeinen trotzdem bevorzugt, um die Stabilitdt und Selektivitat des Hybrids zu erhéhen
und auf diese Weise die Qualitat und die Ordnung der erhaltenen spezifischen Hybridmolekiile zu verbessern.
Im allgemeinen wird bevorzugt, Nucleinsduremolekiile zu konstruieren, die Gen-komplementare Bereiche von
14 bis 20 Nucleotiden oder auch mehr, falls gewlnscht, aufweisen. Solche Fragmente kdnnen zum Beispiel
durch direkte Synthese des Fragments durch chemische Mittel, durch Anwendung einer Nucleinsaurerepro-
duktionstechnik, wie der PCR™-Technik von US-Patent 4,683,195 und 4,683,202, oder durch das Ausschnei-
den ausgewahlter DNA-Fragmente aus rekombinanten Plasmiden, enthaltend geeignete Insertionen und ge-
eignete Restriktionsstellen, ohne weiteres hergestellt werden.

5.5 Expressionsvektoren

[0207] Die vorliegende Erfindung schlie3t einen Expressionsvektor ein, der ein erfindungsgemafies Polynu-
cleotid umfal3t. So ist in einer Ausfihrungsform ein Expressionsvektor ein isoliertes und gereinigtes DNA-Mo-
lekul, umfassend einen Promotor, welcher funktionell verbunden ist mit einer codierenden Region, die ein er-
findungsgemafes Polypeptid codiert, wobei die codierende Region mit einer Transkriptionsterminationsregion
funktionell verbunden ist, wodurch der Promotor die Transkription der codierenden Region steuert.

[0208] So wie hierin verwendet, bedeutet der Begriff "funktionell verbunden", daf} ein Promotor mit einer co-
dierenden Region in einer solchen Weise verknipft ist, da® die Transkription der codierenden Region durch
den Promotor kontrolliert und reguliert wird. Mittel zur funktionellen Verbindung eines Promotors mit einer co-
dierenden Region sind auf dem Fachgebiet hinreichend bekannt.
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[0209] Promotoren, welche in Bakterien wirksam sind, sind auf dem Fachgebiet hinreichend bekannt. Bei-
spielhafte und bevorzugte Promotoren flr die Bacillus-Kristallproteine schlieRen die sigA-, sigE- und sigK-Gen-
promotoren ein. Alternativ kdnnen die nativen, durch Mutagenese veranderten oder rekombinanten Promoto-
ren eines Gens, welches ein Kristallprotein codiert, selbst verwendet werden.

[0210] Wenn ein erfindungsgemafier Expressionsvektor zur Transformation einer Pflanze verwendet werden
soll, wird ein Promotor gewahlt, welcher die Fahigkeit besitzt, die Expression in Pflanzen zu steuern. Promo-
toren, welche in Pflanzen wirksam sind, sind auf dem Fachgebiet hinreichend bekannt. Bei der Expression des
Polypeptids in Pflanzen sind Promotoren nutzlich, welche induzierbar, viral, synthetisch, konstitutiv, wie be-
schrieben (Poszkowski et al., 1989; Odell et al., 1985), und zeitlich reguliert, rdumlich reguliert und rdum-
lich-zeitlich reguliert (Chau et al., 1989) sind.

[0211] Ein Promotor wird auch im Hinblick auf seine Fahigkeit ausgewahlt, die Transkriptionsaktivitat fiir die
codierende Region der transformierten Pflanzenzelle oder der transgenen Pflanze zu regulieren. Strukturgene
kdnnen durch eine Vielzahl von Promotoren in Pflanzengeweben gesteuert werden. Promotoren kénnen na-
hezu konstitutiv sein, wie der CaMV35S-Promotor, oder gewebespezifische oder entwicklungsspezifische Pro-
motoren, welche zweikeimblattrige Pflanzen oder einkeimblattrige Pflanzen beeinflussen.

[0212] Wenn der Promotor ein nahezu konstitutiver Promotor wie CaMV35S ist, wird eine Erhdéhung der Po-
lypeptidexpression in einer Vielzahl von transformierten Pflanzengeweben nachgewiesen (z. B. Kallus, Blatt,
Samen und Wurzel). Alternativ kdnnen die Effekte einer Transformation unter Verwendung von integrierenden
Pflanzenvektoren, welche einen gewebespezifischen Promotor enthalten, zu spezifischen Pflanzengeweben
geleitet werden.

[0213] Ein beispielhafter gewebespezifischer Promotor ist der Lectin-Promotor, welcher fir Samengewebe
spezifisch ist. Das Lectinprotein in Sojabohnensamen wird durch ein einziges Gen (Lel) codiert, welches nur
wahrend der Samenreifung exprimiert wird und etwa 2 bis etwa 5% der Gesamt-mRNA des Samens ausmacht.
Das Lectin-Gen und der samenspezifische Promotor sind vollstandig charakterisiert und zur Steuerung der sa-
menspezifischen Expression in transgenen Tabakpflanzen verwendet worden (Vodkin et al., 1983; Lindstrom
et al., 1990).

[0214] Ein Expressionsvektor, enthaltend eine codierende Region, welche ein Polypeptid von Interesse co-
diert, wird derart konstruiert, daf} er sich unter der Kontrolle des Lectin-Promotors befindet, und dieser Vektor
wird zum Beispiel durch ein Protoplasten-Transformationsverfahren (Dhir et al., 1991) in Pflanzen einge-
schleust. Die Expression des Polypeptids wird spezifisch auf die Samen der transgenen Pflanze ausgerichtet.

[0215] Eine transgene Pflanze der vorliegenden Pflanze, welche aus einer Pflanzenzelle erzeugt wurde, die
mit einem gewebespezifischen Promotor transformiert ist, kann mit einer zweiten transgene Pflanze, welche
sich aus einer Pflanzenzelle entwickelt hat, die mit einem anderen gewebespezifischen Promotor transformiert
wurde, gekreuzt werden, um eine hybride transgene Pflanze zu erzeugen, welche die Effekte einer Transfor-
mation in mehr als einem spezifischen Gewebe zeigt.

[0216] Beispielhafte gewebespezifische Promotoren sind Mais-Sucrosesynthetase | (Yang et al., 1990),
Mais-Alkoholdehydrogenase | (Vogel et al., 1989), Mais-Leichternte-Komplex (Simpson, 1986), Mais-Hitze-
schockprotein (Odell et al., 1985), die kleine Untereinheit der RuBP-Carboxylase aus der Erbse (Poulsen et
al., 1986; Cashmore et al., 1983), Ti-Plasmid-Mannopinsynthase (Langridge et al., 1989), Ti-Plasmid-Nopalin-
synthase (Langridge et al., 1989), Petunien-Chalconisomerase (Van Tunen et al., 1988), das glycinreiche Boh-
nen-Protein | (Keller et al., 1989), das CaMV35S-Transkript (Odell et al., 1985) und Kartoffel-Patatin (Wenzler
et al., 1989). Bevorzugte Promotoren sind der Blumenkohlmosaikvirus (CaMV35S)-Promotor und die kleine
Untereinheit S-E9 des RuBP-Carboxylase-Promotors.

[0217] Die Wahl eines Expressionsvektors und schlieRlich die funktionelle Verbindung einer Region, welche
ein Polypeptid codiert, mit einem bestimmten Promotor hangt direkt von den gewtinschten funktionellen Eigen-
schaften ab, z. B. von dem Bereich und der zeitlichen Abstimmung der Proteinexpression und der zu transfor-
mierenden Wirtszelle. Dies sind hinreichend bekannte Einschrankungen, welche mit dem Fachgebiet der Kon-
struktion von rekombinanten DNA-Molekilen verbunden sind. Jedoch ist ein bei der Ausflhrung der vorliegen-
den Erfindung nitzlicher Vektor in der Lage, die Expression der Region, welche ein Polypeptid codiert, mit wel-
cher er funktionell verbunden ist, zu steuern.

[0218] Typische Vektoren, welche zur Expression von Genen in hdheren Pflanzen nutzlich sind, sind auf dem
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Fachgebiet hinreichend bekannt und schlieRen Vektoren ein, welche aus dem beschriebenen tumorinduzie-
renden (Ti) Plasmid von Agrobacterium tumefaciens (Rogers et al., 1987) abgeleitet sind. Jedoch ist bekannt,
dall mehrere andere integrierende Pflanzenvektorsysteme in Pflanzen wirksam sind, einschliel3lich der be-
schriebene pCaMVCN-Transferkontrollvektor (Fromm et al., 1985). pCaMVCN (erhaltlich von Pharmacia, Pis-
cataway, NJ) schlief3t den Blumenkohlmosaikvirus-CaMV35S-Promotor ein.

[0219] In bevorzugten Ausflihrungsformen schlie3t der zur Expression des Polypeptids verwendete Vektor ei-
nen Selektionsmarker ein, welcher in einer Pflanzenzelle wirksam ist, vorzugsweise einen Arzneistoffresis-
tenz-Selektionsmarker. Ein bevorzugter Arzneistoffresistenz-Marker ist das Gen, dessen Expression eine Ka-
namycin-Resistenz zur Folge hat; d. h. das beschriebene (Rogers et al., 1988) chimare Gen, welches den No-
palinsynthase-Promotor, die Tn5-Neomycin-Phosphotransferase Il (nptll) und die 3'-nichttranslatierte Region
der Nopalinsynthase enthalt.

[0220] Die RNA-Polymerase transkribiert eine codierende DNA-Sequenz lber eine Stelle, wo eine Polyade-
nylierung auftritt. Typischerweise dienen DNA-Sequenzen, welche einige Hundert Basenpaare stromabwarts
der Polyadenylierungsstelle angeordnet sind, dazu, die Transkription zu terminieren. Solche DNA-Sequenzen
werden hierin als Transkriptionsterminationsregionen bezeichnet. Solche Regionen sind fur eine wirksame Po-
lyadenylierung einer transkribierten Boten-RNA (mRNA) erforderlich.

[0221] Mittel zur Herstellung von Expressionsvektoren sind auf dem Fachgebiet hinreichend bekannt. Expres-
sionsvektoren (Transformationsvektoren), welche zur Transformation von Pflanzen verwendet werden, und
Verfahren zur Herstellung solcher Vektoren sind in den US-Patenten 4,971,908, 4,940,835, 4,769,061 und
4,757,011 beschrieben. Solche Vektoren kénnen so modifiziert werden, daf3 sie eine erfindungsgemafe codie-
rende Sequenz einschliellen.

[0222] Eine Vielzahl von Verfahren ist entwickelt worden, um eine DNA mit Vektoren Gber komplementéare ko-
hasive Enden oder glatte Enden funktionell zu verbinden. Zum Beispiel kénnen komplementare Homopolymer-
bereiche an das zu inserierende DNA-Segment und an die Vektor-DNA angehangt werden. Der Vektor und das
DNA-Segment werden dann durch Wasserstoffbriicken zwischen den komplementaren homopolymeren
Schwanzen verbunden, um rekombinante DNA-Molekiile zu bilden.

[0223] Eine codierende Region, welche ein Polypeptid codiert, das die Fahigkeit besitzt, eine Insektizidaktivi-
tat auf eine Zelle zu Ubertragen, ist vorzugsweise ein chiméares Gen, welches ein B. thuringiensis-Kristallprotein
codiert. In bevorzugten Ausfiihrungsformen weist ein solches Polypeptid die Aminosaurerestsequenz von SEQ
ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28 oder SEQ ID NO: 34, oder eines
funktionellen Gegenstlicks einer oder mehrerer dieser Sequenzen auf. Im Einklang mit solchen Ausfuhrungs-
formen wird eine codierende Region, umfassend die DNA-Sequenz von SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ
ID NO: 13, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27 oder SEQ ID NO: 33, ebenfalls bevorzugt.

5.6 Transformierte oder transgene Pflanzenzellen

[0224] Ein Bakterium, eine Hefezelle oder eine Pflanzenzelle oder eine Pflanze, transformiert mit einem er-
findungsgemalen Expressionsvektor, ist ebenfalls eingeschlossen. Ein(e) transgene(s) Bakterium, Hefezelle,
Pflanzenzelle oder Pflanze, abgeleitet aus einer solchen transformierten oder transgenen Zelle ist auch einge-
schlossen. Typischerweise ahneln die Mittel zur Transformation solchen hinreichend bekannten Mitteln, wel-
che verwendet werden, um andere Bakterien oder Hefen wie E. coli oder S. cerevisiae zu transformieren.

[0225] Verfahren zur DNA-Transformation von Pflanzenzellen schlieRen die Agrobacterium-vermittelte Pflan-
zentransformation, die Protoplastentransformation, den Gentransfer in Pollen, die Injektion in Fortpflanzungs-
organe, die Injektion in unreife Embryonen und den Teilchenbeschulf’ ein. Jedes dieser Verfahren hat deutliche
Vorteile und Nachteile. Folglich muf3 ein bestimmtes Verfahren zur Einschleusung von Genen in eine bestimm-
te Pflanzenart nicht notwendigerweise fir eine andere Pflanzenart das wirksamste Verfahren sein, aber es ist
hinreichend bekannt, welche Verfahren fiir eine bestimmte Pflanzenart nitzlich sind.

[0226] Es gibt viele Verfahren zur Einschleusung von transformierenden DNA-Segmenten in Zellen, aber
nicht alle sind zur Ubertragung von DNA in Pflanzenzellen geeignet. Man nimmt an, daR geeignete Verfahren
praktisch jedes Verfahren einschlieRen, durch das eine DNA in eine Zelle eingeschleust werden kann, wie
durch Infektion mit A. tumefaciens und verwandten Agrobacterium-Spezies, durch direkte Ubertragung von
DNA, wie zum Beispiel durch eine PEG-vermittelte Transformation von Protoplasten (Omirulleh et al., 1993),
durch Trocknung/Inhibition-vermittelte DNA-Aufnahme, durch Elektroporation, durch Rihren mit Siliciumcar-
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bidfasern, durch Beschleunigung von DNA-beschichteten Teilchen, etc. In bestimmten Ausflihrungsformen
werden Beschleunigungsverfahren bevorzugt und schlieen zum Beispiel den Mikroprojektilbeschufd und der-
gleichen ein.

[0227] Die Technik zur Einschleusung von DNA in Zellen ist den Fachleuten hinreichend bekannt. Vier allge-
meine Verfahren zur Ubertragung eines Gens in Zellen sind beschrieben worden: (1) chemische Verfahren
(Graham und van der Eb, 1973); (2) physikalische Verfahren wie die Mikroinjektion (Capecchi, 1980), Elektro-
poration (Wong und Neumann, 1982; Fromm et al., 1985) und die Genkanone (Johnston und Tang, 1994;
Fynan et al., 1993); (3) virale Vektoren (Clapp, 1993; Lu et al., 1993; Eglitis und Anderson, 1988a; 1988b); und
(4) Rezeptor-vermittelte Mechanismen (Curiel et al., 1991, 1992; Wagner et al., 1992).

5.6.1 Elektroporation

[0228] Die Anwendung von kurzen Hochspannungsimpulsen auf eine Vielzahl von tierischen und pflanzlichen
Zellen resultiert in der Bildung von Poren mit einer Gré3e im Nanometerbereich in der Plasmamembran. Die
DNA wird entweder Uber diese Poren oder als eine Folge der Umverteilung von Membrankomponenten, wel-
che den Verschlu® der Poren begleitet, direkt in das Zellcytoplasma aufgenommen. Die Elektroporation ist au-
Rerordentlich wirksam und kann sowohl zur voribergehenden Expression von clonierten Genen als auch zur
Etablierung von Zelllinien, welche integrierte Kopien des Gens von Interesse tragen, verwendet werden. Die
Elektroporation bringt im Gegensatz zur Calciumphosphat-vermittelten Transfektion und Protoplastenfusion
haufig Zelllinien hervor, die eine integrierte Kopie oder meistens einige integrierte Kopien der fremden DNA
tragen.

[0229] Die Einschleusung von DNA mit Hilfe der Elektroporation ist den Fachleuten hinreichend bekannt. Bei
diesem Verfahren werden bestimmte die Zellwand abbauende Enzyme, wie Pektin abbauende Enzyme, ver-
wendet, um die Ziel-Empfangerzellen fur eine Transformation durch Elektroporation empfindlicher zu machen
als unbehandelte Zellen.

[0230] Alternativ werden Empfangerzellen durch eine mechanische Verletzung fiir eine Transformation emp-
findlicher gemacht. Um eine Transformation mittels Elektroporation zu bewirken, kann man entweder zerreib-
bare Gewebe wie eine Suspensionskultur von Zellen oder einen embryonalen Kallus verwenden, oder man
kann alternativ unreife Embryonen oder andere organisierte Gewebe direkt transformieren. Die Zellwande der
ausgewahlten Zellen wirden teilweise abgebaut, indem man sie Pektin abbauenden Enzymen (Pektolyasen)
oder einer mechanischen Verletzung in einer kontrollierten Art und Weise ausgesetzt. Solche Zellen waren
dann fir einen DNA-Transfer durch Elektroporation empfanglich, welcher in diesem Stadium ausgefihrt wer-
den kann, und die transformierten Zellen werden dann durch ein geeignetes Selektions- oder Screeningproto-
koll, abhangig von der Art der neu eingebauten DNA, identifiziert.

5.6.2 Mikroprojektilbeschuf}

[0231] Ein weiteres vorteilhaftes Verfahren zur Ubertragung von transformierenden DNA-Segmenten in Pflan-
zenzellen ist der Mikroprojektilbeschul3. Bei diesem Verfahren kénnen Teilchen mit Nucleinsduren beschichtet
und durch eine vorwartstreibende Kraft in Zellen Ubertragen werden. Beispielhafte Teilchen schlieRen solche
ein, welche aus Wolfram, Gold, Platin und dergleichen bestehen.

[0232] Ein Vorteil des Mikroprojektilbeschusses, zusatzlich dazu, daf} er ein wirksames Mittel fur eine repro-
duzierbare, stabile Transformation von einkeimblattrigen Pflanzen ist, ist, da® weder die Isolierung von Proto-
plasten (Cristou et al., 1988), noch eine Empfindlichkeit gegen eine Agrobacterium-Infektion erforderlich sind.
Ein veranschaulichende Ausfiihrungsform eines Verfahrens zur Ubertragung von DNA in Maiszellen mittels
Beschleunigung ist eine Biolistics Particle Delivery System-Vorrichtung, welche verwendet werden kann, um
DNA-beschichtete Teilchen oder Zellen durch einen Schirm, wie einen Edelstahlschirm oder Nytex-Schirm, auf
eine Filteroberflache, bedeckt mit in Suspension geziichteten Maiszellen, hin zu bewegen. Der Schirm zer-
streut die Teilchen, so daf} sie nicht in grolRen Aggregaten in die Empfangerzellen lbertragen werden. Man
nimmt an, daf} ein Schirm, welcher zwischen der Projektilapparatur und den zu beschiel’enden Zellen ange-
ordnet ist, die GréRRe von Projektilaggregaten verringert und zu einer héheren Transformationshaufigkeit durch
die Verringerung einer durch die Empfangerzellen erlittenen Schadigung durch Projektile, welche zu grof} sind,
beitragt.

[0233] Fur den Beschufd werden Zellen in Suspension vorzugsweise auf Filtern oder einem festen Kulturme-
dium konzentriert. Alternativ kénnen unreife Embryonen oder andere Zielzellen auf einem festen Kulturmedium
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angeordnet werden. Die zu beschieltenden Zellen werden in einem geeigneten Abstand unterhalb der Makro-
projektil-Abbremsplatte positioniert. Falls gewiinscht, werden auch ein oder mehrere Schirme zwischen der
Beschleunigungsvorrichtung und den zu beschief3enden Zellen positioniert. Durch die Anwendung der hierin
dargelegten Techniken kann man bis zu 1.000 oder mehr Loci von Zellen, welche voriibergehend ein Marker-
gen exprimieren, erhalten. Die Anzahl der Zellen in einem Locus, welche das exogene Genprodukt 48 Stunden
nach dem Beschul} exprimieren, reicht oft von 1 bis 10 und durchschnittlich 1 bis 3.

[0234] Bei der Beschutransformation kann man die Kulturbedingungen vor dem Beschufd und die Beschul3-
parameter optimieren, um die maximale Anzahl an stabilen Transformanten zur erhalten. Sowohl die physika-
lischen als auch die biologischen Parameter fur den Beschul} sind bei dieser Technik wichtig. Physikalische
Faktoren sind solche, welche die Manipulation des DNA/Mikroprojektil-Prazipitats beinhalten, oder solche, wel-
che den Flug und die Geschwindigkeit von entweder den Makro- oder Mikroprojektilen beeinflussen. Biologi-
sche Faktoren schlieRen alle Schritte ein, welche mit der Manipulation von Zellen vor und unmittelbar nach
dem Beschul} verbunden sind, die osmotische Einstellung von Zielzellen, um dazu beizutragen, das mit dem
Beschul} verbundene Trauma zu lindern, und auch die Art der transformierenden DNA, wie eine linearisierte
DNA oder intakte, stark verdrillte Plasmide. Man nimmt an, dal® Manipulationen vor dem Beschul} flr eine er-
folgreiche Transformation von unreifen Embryonen besonders wichtig sind.

[0235] Demgemal wird erwartet, dall es wiinschenswert sein kann, verschiedene der BeschuRRparameter in
Kleinversuchen anzupassen, um die Bedingungen zu optimieren. Es kann besonders wiinschenswert sein,
physikalische Parameter wie Spaltabstand, Fluglange, Gewebeabstand und Heliumdruck einzustellen. Man
kann auch die Traumareduktionsfaktoren (TRFs) durch die Modifizierung von Bedingungen, welche den phy-
siologischen Zustand der Empfangerzellen beeinflussen und welche daher die Transformations- und Integra-
tionseffizienzen beeinflussen kdnnen, minimieren. Zum Beispiel kann der osmotische Zustand, die Gewebe-
hydratation und das Subkulturstadium oder der Zellzyklus der Empfangerzellen flr eine optimale Transforma-
tion angepaldt werden. Die Ausfiihrung von anderen routinemafigen Anpassungen ist fir Fachleute im Hinblick
auf die vorliegenden Offenbarung ersichtlich.

[0236] Die Verfahren einer Teilchen-vermittelten Transformation sind den Fachleuten hinreichend bekannt.
US-Patent 5,015,580 beschreibt die Transformation von Sojabohnen mittels einer solchen Technik.

5.6.3 Agrobacterium-vermittelter Transfer

[0237] Der Agrobacterium-vermittelter Transfer ist ein haufig verwendbares System fur die Einschleusung
von Genen in Pflanzenzellen, da die DNA in ganze Pflanzengewebe eingeschleust werden kann, wodurch die
Notwendigkeit fir die Regeneration einer intakten Pflanze aus einem Protoplasten umgangen wird. Die Ver-
wendung von Agrobacterium-vermittelten Pflanzenintegrationsvektoren, um eine DNA in Pflanzenzellen einzu-
schleusen, ist auf dem Fachgebiet hinreichend bekannt. Vgl. zum Beispiel die beschriebenen Verfahren (Fra-
ley et al., 1985; Rogers et al., 1987). Die gentechnische Veranderung von Baumwollpflanzen mittels des Agro-
bacterium-vermittelten Transfers ist in US-Patent 5,004,862 beschrieben, wahrend die Transformation von Sa-
latpflanzen in US-Patent 5,349,124 beschrieben ist. Ferner ist die Integration der Ti-DNA ein relativ genauer
ProzeR, welcher wenige Umlagerungen zur Folge hat. Die zu tibertragende DNA-Region ist durch die Grenz-
sequenzen definiert, und Ublicherweise wird eine dazwischenliegende DNA in das Pflanzengenom inseriert,
wie beschrieben wurde (Spielmann et al., 1986; Jorgensen et al., 1987).

[0238] Moderne Agrobacterium-Transformationsvektoren sind zur Replikation in E. coli sowie Agrobacterium
fahig, was geeignete Manipulationen ermdglicht, wie beschrieben wurde (Klee et al., 1985). Auflerdem haben
jungste technische Fortschritte bezliglich von Vektoren flir den Agrobacterium-vermittelten Gentransfer die An-
ordnung von Genen und Restriktionsstellen in den Vektoren verbessert, um die Konstruktion von Vektoren zu
erleichtern, welche in der Lage sind, verschiedene Gene, welche ein Polypeptid codieren, zu exprimieren. Die
beschriebenen Vektoren (Rogers et al., 1987) besitzen geeignete Multilinkerregionen, welche von einem Pro-
motor und einer Polyadenylierungsstelle fiir die direkte Expression von inserierten Genen, welche ein Polypep-
tid codieren, umgeben sind, und sind fur die vorliegenden Zwecke geeignet. Zusatzlich kénnen Agrobacteri-
um-Zellen, enthaltend sowohl "bewaffnete" als auch "unbewaffnete" Ti-Gene, fiir die Transformation verwendet
werden. Dieses Verfahren ist bei solchen Pflanzenarten, bei denen eine Agrobacterium-vermittelte Transfor-
mation wirksam ist, wegen der gunstigen und definierten Art des Gentransfers das Verfahren der Wahl.

[0239] Die Agrobacterium-vermittelte Transformation von Blattscheiben und anderen Geweben wie Kotyledo-

nen und Hypokotyledonen scheint auf Pflanzen begrenzt zu sein, welche Agrobacterium nattrlicherweise infi-
ziert. Die Agrobacterium-vermittelte Transformation ist bei zweikeimblattrigen Pflanzen am wirksamsten. We-
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nige einkeimblattrige Pflanzen scheinen natlrliche Wirte flr Agrobacterium zu sein, obwohl transgene Pflan-
zen in Spargel unter Verwendung von Agrobacterium-Vektoren hergestellt worden sind, wie beschrieben wur-
de (Bytebier et al., 1987). Daher mussen kommerziell wichtige Getreidepflanzen wie Reis, Mais und Weizen
Ublicherweise durch andere Verfahren transformiert werden. Jedoch, wie oben erwahnt, kann die Transforma-
tion von Spargel auch unter Verwendung von Agrobacterium erreicht werden (vgl. z. B. Bytebier et al., 1987).

[0240] Eine transgene Pflanze, welche durch Agrobacterium-Transformationsverfahren erzeugt wurde, ent-
halt typischerweise ein einziges Gen auf einem Chromosom. Solche transgenen Pflanzen kénnen im Hinblick
auf das hinzugefligte Gen als heterozygot bezeichnet werden. In Anbetracht der Tatsache, da® die Verwen-
dung des Wortes "heterozygot" iblicherweise das Vorhandensein eines komplementaren Gens an dem glei-
chen Locus des zweiten Chromosoms eines Chromosomenpaares voraussetzt und kein solches Gen in einer
Pflanze, welche ein hinzugefligtes Gen enthalt, vorhanden ist, wie in diesem Fall, nimmt man an, daf} ein ex-
aktere Bezeichnung fiir eine solche Pflanze eine "unabhangige Segregante"” ist, da das hinzugefiigte exogene
Gen wahrend der Mitose und Meiose unabhangig segregiert.

[0241] Mehr bevorzugt wird eine transgene Pflanze, welche im Hinblick auf das hinzugefligte Strukturgen ho-
mozygot ist; d. h. eine transgene Pflanze, welche zwei hinzugefligte Gene enthalt, und zwar ein Gen an dem
gleichen Locus auf jedem Chromosom eines Chromosomenpaares. Eine homozygote transgene Pflanze kann
durch sexuelle Paarung (Selbstbefruchtung) einer unabhangigen segreganten transgenen Pflanze, welche ein
einziges hinzugefugtes Gen enthalt, Keimung von einigen der produzierten Samen und Untersuchen der er-
haltenen erzeugten Pflanzen auf eine erhdhte Carboxylaseaktivitat im Verhaltnis zu einer Kontrolle (nativ, nicht
transgen) oder einer unabhangigen segreganten transgenen Pflanze erhalten werden.

[0242] Es ist selbstverstandlich, dal auch zwei verschiedene transgene Pflanzen gepaart werden kénnen,
um Nachkommen hervorzubringen, welche zwei unabhangig segregierende hinzugefligte exogene Gene ent-
halten. Die Selbstbefruchtung von geeigneten Nachkommen kann Pflanzen hervorzubringen, welche im Hin-
blick auf beide hinzugefiigten exogenen Gene, welche ein Polypeptid von Interesse codieren, homozygot sind.
Die Ruckkreuzung mit einer Elternpflanze und die Auskreuzung mit einer nicht transgenen Pflanze sind auch
eingeschlossen.

[0243] Die Transformation von Pflanzenprotoplasten kann unter Anwendung von Verfahren auf der Basis ei-
ner Calciumphosphat-Prazipitation, Polyethylenglykol-Behandlung, Elektroporation und Kombinationen dieser
Behandlungen erreicht werden (vgl. z. B. Potrykus et al., 1985; Lorz et al., 1985; Fromm et al., 198; Uchimiya
et al., 1986; Callis et al., 1987; Marcotte et al., 1988).

[0244] Die Anwendung dieser Systeme auf verschiedene Pflanzenarten hangt von der Fahigkeit ab, diese be-
sondere Pflanzenart aus Protoplasten regenerieren zu kénnen. Veranschaulichende Verfahren zur Regenera-
tion von Getreidepflanzen aus Protoplasten sind beschrieben (vgl, z. B. Fujimura et al., 1985; Toriyama et al.,
1986; Yamada et al., 1986; Abdullah et al., 1986).

[0245] Um Pflanzenarten zu transformieren, welche nicht erfolgreich aus Protoplasten regeneriert werden
kdnnen, kdnnen andere Verfahren angewendet werden, um eine DNA in intakte Zellen oder Gewebe einzu-
schleusen. Zum Beispiel kann die Regeneration von Getreidepflanzen aus unreifen Embryonen oder Explan-
taten erreicht werden, wie beschrieben wurde (Vasil, 1988). Zusatzlich kann die "Teilchenkanonen"- oder
Hochgeschwindigkeitsmikroprojektiltechnik angewendet werden (Vasil, 1992).

[0246] Unter Anwendung der letzteren Technik wird die DNA auf der Oberflache von kleinen Metallteilchen
durch die Zellwand hindurch in das Cytoplasma getragen, wie beschrieben wurde (Klein et al., 1987; Klein et
al., 1988; McCabe et al., 1988). Die Metallteilchen durchdringen mehrere Schichten von Zellen und ermogli-
chen somit die Transformation von Zellen innerhalb von Gewebeexplantaten.

5.6.4 Genexpression in Pflanzen

[0247] Aufgrund der Tatsache, dafd der Codon-Gebrauch in Pflanzen mehr demjenigen von Menschen und
anderen héheren Organismen dhnelt als dem von einzelligen Organismen wie Bakterien, werden unmodifizier-
te Bakteriengene in transgenen Pflanzenzellen haufig unzureichend exprimiert. Die offensichtliche allgemeine
GC-Gehalt-Vorliebe in Codon-Position 3 ist durch Murray et al. (1990) ausfihrlich beschrieben worden. Die in
dieser Arbeit beschriebenen 207 Pflanzengene erlauben die Zusammenstellung von Codon-Praferenzen fur
Aminosauren in Pflanzen. Diese Autoren beschreiben den Unterschied zwischen dem Codon-Gebrauch in ein-
keimblattrigen Pflanzen und zweikeimblattrigen Pflanzen, sowie die Unterschiede zwischen Genen, welche
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durch Chloroplasten codiert werden, und solchen, welche durch den Kern codiert werden. Mittels der bereitge-
stellten Codon-Haufigkeitstabellen kdnnen Fachleute eine solche bakterielle Sequenz zur Expression in Pflan-
zen durch Modifikation der DNA-Sequenzen, um eine Codon-Vorliebe fir G oder C in der dritten Position vor-
zusehen, entwerfen.

[0248] Die Arbeit von Diehn et al. (1996) beschreibt ausflihrlich die Modifikation einer Prokaryonten-gesteu-
erten Gensequenz, um eine Expression in Pflanzen zu erméglichen. lannacone et al. (1997) beschreiben die
Transformation von Auberginenpflanzen mit einen gentechnisch veranderten B. thuringiensis-Gen, welches
ein Endotoxin der cry3-Klasse codiert. Unter Verwendung von Sequenzen, welche Polyadenylierungssequen-
zen, ATTA-Sequenzen und Spleifistellen vermeiden, wurde ein synthetisches Gen konstruiert, welches die Ex-
pression des codierten Toxins in Pflanzen ermdglicht. Die Expression des grin fluoreszierenden Proteins der
Qualle in transgenen Tabakpflanzen ist durch Rouwendal et al. (1997) beschrieben worden. Unter Verwendung
eines synthetischen Gens, wurde eine Codon-Vorliebe fir C + G in der dritten Position hervorgerufen, um die
Expression des heterologen Gens in Pflanzen zu ermdglichen.

[0249] Futterer und Hohn (1996) beschreiben die Effekte von mRNA-Sequenzen, Leadersequenzen, polycis-
tronischen Informationen und internen Ribosomenbindungsstellenmotiven auf die Expression in Pflanzen. Die
Modifikation solcher Sequenzen durch die Konstruktion von synthetischen Genen ermdglicht die Expression
von viralen mRNAs in transgenen Pflanzenzellen.

[0250] Obwohl in den letzten Jahren grofde Fortschritte im Hinblick auf die Herstellung von transgenen Pflan-
zen, welche bakterielle Proteine wie B. thuringiensis-Kristallproteine exprimieren, gemacht worden sind, sind
die Ergebnisse der Expression von nativen Bakteriengenen in Pflanzen oft enttduschend. Im Gegensatz zu der
Genetik von Mikroorganismen war den ersten Pflanzengenetikern wenig Gber die Faktoren bekannt, welche
die heterologe Expression von fremden Genen in Pflanzen beeinflussen. In den letzten Jahren sind jedoch
mehrere mogliche Faktoren einbezogen worden, welche in unterschiedlichen Graden fir die Expressionsrate
eines Proteins durch eine bestimmte codierende verantwortlich sein kdnnten. Zum Beispiel ist den Wissen-
schaftler nun bekannt, daf} die Aufrechterhaltung einer wesentlichen Konzentration einer bestimmten mRNA
in der Zelle tatsachlich ein wichtiger Faktor ist. Ungllicklicherweise sind die Griinde fiir ein geringes Fliel3gleich-
gewichtsniveau einer mMRNA, welche fremde Proteine codiert, sehr vielfaltig. Als erstes kénnte die Synthese
einer RNA vollstandiger Lange nicht in einer hohen Haufigkeit erfolgen. Dies kdnnte zum Beispiel durch die
frihzeitige Termination einer RNA wahrend der Transkription oder infolge einer unerwarteten mRNA-Prozes-
sierung wahrend der Transkription verursacht werden. Als zweites kénnte eine RNA vollstandiger Lange in der
Pflanzenzelle hergestellt werden, aber dann im Kern in einer Art und Weise prozessiert (Spleifien, PolyA-Ad-
dition) werden, welche keine funktionelle mMRNA hervorbringt. Falls die RNA nicht richtig synthetisiert, termi-
niert und polyadenyliert wird, kann sie nicht in das Cytoplasma zur Translation transportiert werden. Entspre-
chend wird im Cytoplasma, falls mMRNAs verminderte Halbwertszeiten aufweisen (welche durch ihre Primar-
oder Sekundarsequenz bestimmt werden), eine unzureichende Menge des Proteinprodukts hergestellt. Auler-
dem gibt es einen Einfluf}, dessen Bedeutung ungewil} ist, der Translationseffizienz auf die mRNA-Halbwerts-
zeit Zusatzlich faltet sich jedes RNA-Molekil zu einer bestimmten Struktur oder moéglicherweise einer Familie
von Strukturen, welche durch seine Sequenz bestimmt wird. Die besondere Struktur einer RNA kann zu einer
gréReren oder geringeren Stabilitat im Cytoplasma fihren. Die Struktur per se ist wahrscheinlich auch eine De-
terminante der mRNA-Prozessierung im Kern. Unglicklicherweise ist es unmdglich vorherzusagen und nahe-
zu unmaglich festzustellen, welche Struktur eine RNA (ausgenommen tRNA) in vitro oder in vivo hat. Jedoch
ist es wahrscheinlich, dal® eine drastische Veranderung der Sequenz einer RNA einen grof3en Einflul auf die
gefaltete Struktur hiervon hat. Es ist wahrscheinlich, da die Struktur per se oder besondere Strukturmerkmale
bei der Festlegung der RNA-Stabilitdt auch eine Rolle spielen.

[0251] Um diese Begrenzungen im Hinblick auf die Expression eines fremden Gens zu Uberwinden, haben
Forscher bestimmte Sequenzen und Signale in RNAs identifiziert, welche unter Umstanden eine spezifische
Auswirkung auf die RNA-Stabilitat haben. In bestimmten Ausfliihrungsformen der Erfindung ist es daher wiin-
schenswert, die Expression der offenbarten Nucleinsauresegmente in Pflanzen zu optimieren. Ein besonderes
Verfahren hierfir ist die Veranderung des Bakteriengens, um Sequenzen oder Motive zu entfernen, welche die
Expression in einer transformierten Pflanzenzelle vermindern. Das Verfahren zur Konstruktion einer codieren-
den Sequenz fir eine optimale Expression in Pflanzen wird haufig als "Botanisieren" einer DNA-Sequenz be-
zeichnet.

[0252] Besonders problematische Sequenzen sind die A + T-reichen Sequenzen. Unglicklicherweise, da B.

thuringiensis ein A + T-reiches Genom besitzt, miissen native Kristallprotein-Gensequenzen haufig modifiziert
werden, um eine optimale Expression in einer Pflanze zu erreichen. Das Sequenzmotiv ATTTA (oder AUUUA,
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so wie es in RNA vorkommt) ist als eine destabilisierende Sequenz in der mRNA einer Saugerzelle identifiziert
worden (Shaw und Kamen, 1986). Viele kurzlebige mRNAs besitzen A + T-reiche, 3'-nichttranslatierte Regio-
nen, und diese Regionen weisen haufig die ATTTA-Sequenz auf, welche zuweilen in mehreren Kopien oder
als Multimere (z. B. ATTTAATTTA...) vorhanden ist. Shaw und Kamen zeigten, daR die Ubertragung des 3'-En-
des einer instabilen mRNA auf eine stabile RNA (Globin oder VA1) die Halbwertszeit der stabile RNA drastisch
verringerte. Sie zeigten weiterhin, dalk ein Pentamer von ATTTA eine starke destabilisierende Wirkung auf eine
stabile Information hatte, und daf} dieses Signal seine Wirkung austiben konnte, unabhangig davon, ob es am
3'-Ende oder innerhalb der codierenden Sequenz befand. Jedoch scheint die Anzahl der ATTTA-Sequenzen
und/oder der Sequenzzusammenhang, in dem sie vorkommen, auch fur die Festlegung wichtig zu sein, ob sie
als destabilisierende Sequenzen wirksam sind. Shaw und Kamen zeigten, daf} ein Trimer von ATTTA eine viel
geringere Auswirkung als ein Pentamer auf die mRNA-Stabilitat hatte, und dal} ein Dimer oder ein Monomer
keinen Einflul auf die Stabilitat hatte (Shaw und Kamen, 1986). Es ist anzumerken, da Multimere von ATTTA,
wie ein Pentamer, automatisch eine A + T-reiche Region erzeugen. Es wurde gezeigt, dal’ dies ein cytoplas-
matischer Effekt und kein nuklearer Effekt ist. In anderen instabilen mRNAs kann die ATTTA-Sequenz in nur
einer einzigen Kopie vorhanden sein, aber sie ist haufig in einer A + T-reichen Region enthalten. Aus den bis
heute gesammelten Daten uber tierische Zellen ist ersichtlich, dal ATTTA zumindest in einigen Zusammen-
hangen flr die Stabilitat wichtig ist, aber es ist noch nicht mdglich vorherzusagen, welche Vorkommen von AT-
TTA destabilisierende Elemente sind oder ob irgendeiner dieser Effekte wahrscheinlich in Pflanzen zu beob-
achten ist.

[0253] Einige Studien iber den mRNA-Abbau in tierischen Zellen zeigen auch, dal der RNA-Abbau in einigen
Fallen mit einem nucleolytischen Angriff in A + T-reichen Regionen beginnen kann. Es ist nicht klar, ob diese
Spaltungen an ATTTA-Sequenzen erfolgen. Es gibt auch Beispiele fir mMRNAs, die eine unterschiedliche Sta-
bilitat in Abhangigkeit von dem Zelltyp, in dem sie exprimiert werden, oder von dem Stadium innerhalb des Zell-
zyklus, in dem sie exprimiert werden, zeigen. Zum Beispiel sind Histon-mRNAs wahrend der DNA-Synthese
stabil, aber instabil, falls die DNA-Synthese unterbrochen wird. Fir diesen Effekt scheint das 3'-Ende einiger
Histon-mRNAs verantwortlich zu sein (Pandey und Marzluff, 1987). Er scheint nicht durch ATTTA vermittelt zu
werden, noch ist deutlich, wodurch die unterschiedliche Stabilitdt dieser mRNA kontrolliert wird. Ein anderes
Beispiel ist die unterschiedliche Stabilitat von IgG-mRNA in B-Lymphocyten wahrend der B-Zellreifung (Ge-
novese und Milcarek, 1988). Ein letztes Beispiel ist die Instabilitat einer mutierten B-Thalassamie-Glo-
bin-mRNA. In Knochenmarkzellen, wo dieses Gen normalerweise exprimiert wird, ist die mutierte mRNA insta-
bil, wahrend die Wildtyp-mRNA stabil ist. Wenn das mutierte Gen in HeLa- oder L-Zellen in vitro exprimiert wird,
zeigt die mutierte mMRNA keine Instabilitét (Lim et al., 1988). Diese Beispiele weisen alle darauf hin, da® die
mRNA-Stabilitat durch Zelltyp- oder Zellzyklus-spezifische Faktoren vermittelt werden kann. Ferner ist diese
Art der Instabilitdt auch nicht mit spezifischen Sequenzen assoziiert. Aufgrund dieser Unklarheiten ist es nicht
moglich, vorherzusagen, welche RNAs wahrscheinlich in einer bestimmten Zelle instabil sind. Auflerdem kann
selbst das ATTTA-Motiv, abhangig von der Art der Zelle, in welcher die RNA vorliegt, unterschiedlich wirksam
sein. Shaw und Kamen (1987) haben berichtet, daR die Aktivierung der Proteinkinase C den durch ATTTA ver-
mittelten Abbau blockieren kann.

[0254] Die Addition einer Polyadenylatkette an das 3'-Ende ist ein allgemeines Merkmal der meisten eukary-
ontischen mRNAs, sowohl in Pflanzen als auch in Tieren. Der gegenwartig angenommene Mechanismus der
PolyA-Addition ist, dal® das wachsende Transkript Uber das reife 3'-Ende hinaus verlangert wird. In diesem
Transkript sind Signale fiir eine Polyadenylierung und eine korrekte Bildung des 3'-Endes enthalten. Diese Pro-
zessierung am 3'-Ende beinhaltet die Spaltung der mRNA und die Addition von PolyA an das reife 3'-Ende.
Durch die Suche nach Konsensussequenzen in der Nahe des PolyA-Bereiches in sowohl pflanzlichen als tie-
rischen mRNAs ist es mdglich gewesen, Konsensussequenzen zu identifizieren, welche anscheinend an der
PolyA-Addition und der Spaltung am 3'-Ende beteiligt sind. Fir beide Prozesse scheinen dieselben Konsen-
sussequenzen wichtig zu sein. Diese Signale sind typischerweise eine Variation der Sequenz AATAAA. In tie-
rischen Zellen sind einige Varianten dieser Sequenz, welche funktionell sind, identifiziert worden; in Pflanzen-
zellen scheint es einen grofiere Auswahl von funktionellen Sequenzen zu geben (Wickens und Stephenson,
1984; Dean et al., 1986). Da diese Konsensussequenzen alle Variationen von AATAAA darstellen, sind sie alle
A + T-reiche Sequenzen. Diese Sequenz ist typischerweise 15 bis 20 bp vor dem PolyA-Bereich in einer reifen
mRNA zu finden. Studien an tierischen Zellen zeigen, daft diese Sequenz sowohl an der PolyA-Addition als
auch an der 3'-Reifung beteiligt ist. Ortsspezifische Mutationen in dieser Sequenz kénnen diese Funktionen
zerstéren (Conway und Wickens, 1988; Wickens et al., 1987). Jedoch ist auch beobachtet worden, daf Se-
quenzen, welche bis zu 50 bis 100 bp 3' zu dem mutmalflichen PolyA-Signal vorliegen, ebenfalls erforderlich
sind; d. h. ein Gen, das eine normale AATAAA-Sequenz aufweist, aber stromabwarts ersetzt oder unterbro-
chen worden ist, wird nicht richtig polyadenyliert (Gil und Proudfoot, 1984; Sadofsky und Alwine, 1984; McDe-
vitt et al., 1984). Das heil3t, dal® das PolyA-Signal selbst nicht fir eine vollstandige und richtige Prozessierung
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ausreichend ist. Es ist noch nicht bekannt, welche spezifischen Stromabwartssequenzen zuséatzlich zu dem
PolyA-Signal erforderlich sind, oder ob es eine spezifische Sequenz gibt, welche diese Funktion hat. Daher
kann eine Sequenzanalyse nur potentielle PolyA-Signale identifizieren.

[0255] Bei natlirlich vorkommenden mRNAs, welche normalerweise polyadenyliert sind, ist beobachtet wor-
den, dal® durch Unterbrechung dieses Prozesses, entweder durch Veranderung des PolyA-Signals oder ande-
rer Sequenzen in der mMRNA, sehr grol3e Effekte auf der Ebene der funktionellen mRNA erhalten werden kon-
nen. Dies ist bei mehreren naturlich vorkommenden mRNAs beobachtet worden, wobei die Ergebnisse bisher
genspezifisch sind.

[0256] Es ist gezeigt worden, dal} in natlirlichen mRNAs eine korrekte Polyadenylierung bei der mRNA-An-
reicherung wichtig ist, und dall die Unterbrechung dieses Prozesses die mRNA-Konzentrationen wesentlich
beeinflussen kann. Jedoch ist zu wenig bekannt, um vorherzusagen, welchen Effekt Veranderungen in einem
normalen Gen haben. Bei einem heterologen Gen ist es sogar noch schwerer, die Folgen vorherzusagen. Je-
doch ist es mdglich, dal die identifizierten mutmalfilichen Stellen nicht richtig wirksam sind. Das heif3t, diese
Stellen kénnen nicht als richtige PolyA-Stellen wirksam sein, aber fungieren statt dessen als atypische Stellen,
welche instabile mMRNAs ergeben.

[0257] In Tierzellsystemen ist die AATAAA-Sequenz das weitaus haufigste Signal, welches in mMRNAs strom-
aufwarts des PolyA-Signals identifiziert wurde, jedoch sind auch mindestens vier Varianten gefunden worden
(Wickens und Stephenson, 1984). Bei Pflanzen sind langst nicht so viele Untersuchungen durchgefiihrt wor-
den, aber es ist klar, dal mehrere Sequenzen, welche AATAAA ahnlich sind, verwendet werden kénnen. Die
in Tabelle 4 als bedeutend oder unbedeutend bezeichneten Pflanzenstellen beziehen sich nur auf die Studie
von Dean et al. (1986), welche nur drei Typen von Pflanzengenen analysierten. Die Bezeichnung von Polya-
denylierungsstellen als bedeutend oder unbedeutend bezieht sich nur auf die Haufigkeit inres Vorkommens als
funktionelle Stellen in natirlich vorkommenden Genen, welche analysiert worden sind. Im Falle von Pflanzen
ist dies eine sehr begrenzte Datenbank. Es ist schwer, mit Sicherheit vorherzusagen, daf} eine als bedeutend
oder unbedeutend bezeichnete Stelle mehr oder weniger wahrscheinlich teilweise oder vollstandig wirksam ist,
wenn sie in heterologen Genen, wie solchen, welche die erfindungsgemalen Kristallproteine codieren, vor-
kommen.
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Tabelle 4
Polyadenylierungsstellen in Pflanzengenen

PA AATAAA Bedeutende Konsensusstelle
P1A AATAAT Bedeutende Pflanzenstelle
P2A AACCAA Unbedeutende Pflanzenstelle
P3A ATATAA "

P4A AATCAA "
P5A ATACTA "
P6A ATAAAA "
P7A ATGAAA "
P8A AAGCAT "
PoA A’I.TAAT "
P10A ATACAT "
P11A AAAATA "
P12A ATTAAA Unbedeutende Tierstelle
P13A AATTAA “
P14A AATACA "
P15A CATAAA “

[0258] Die vorliegende Erfindung stellt ein Verfahren zur Herstellung von synthetischen Pflanzengenen bereit,
wobei die Gene ihr Proteinprodukt in wesentlich hdheren Raten exprimieren als die Wildtyp-Gene, welche bis-
her im allgemeinen bei der Pflanzentransformation verwendet wurden. Gemaf einem anderen Aspekt stellt die
vorliegende Erfindung auch neue synthetische Pflanzengene bereit, welche nicht pflanzliche Proteine codie-
ren.

[0259] Wie oben beschrieben, ist die Expression von nativen B. thuringiensis-Genen in Pflanzen oft proble-
matisch. Die Natur der codierenden Sequenzen von B. thuringiensis-Genen unterscheidet sie von Pflanzenge-
nen sowie von vielen anderen in Pflanzen exprimierten heterologen Genen. Insbesondere sind B. thuringien-
sis-Gene sehr reich (~62%) an Adenin (A) und Thymin (T), wahrend Pflanzengene und die meisten anderen
Bakteriengene, welche in Pflanzen exprimiert worden sind, einen A + T-Gehalt in der Grofienordnung von
45-55% aufweisen.

[0260] Aufgrund der Degeneration des genetischen Codes und der begrenzten Codon-Auswahl flir eine Ami-
nosaure findet man den "UberschuR" an A + T in den strukturellen codierenden Sequenzen von einigen Bacil-
lus-Spezies in der dritten Position der Codons.

[0261] Das heildt, die Gene einiger Bacillus-Spezies weisen A oder T als das dritte Nucleotid in vielen Codons
auf. Folglich kann der A + T-Gehalt zum Teil die Vorliebe des Codon-Gebrauchs bestimmen. Auerdem ist er-
kennbar, dal Gene eine maximale Funktion in dem Organismus, in dem sie sich entwickeln, entfalten. Dies
bedeutet, dal} bestimmte Nucleotidsequenzen, welche in einem Gen aus einem Organismus vorkommen, in
dem sie keine Rolle spielen kdnnen, auler daf} sie einen bestimmten Bereich von Aminosauren codieren, das
Potential haben, als Genkontrollelemente (wie transkriptionelle Promotoren oder Terminatoren, PolyA-Additi-
onsstellen, Intron-Spleillstellen oder spezifische MRNA-Abbausignale) in einem anderen Organismus erkannt
zu werden. Es ist vielleicht Gberraschend, dal solche falsch abgelesenen Signale nicht ein haufigeres Merkmal
der heterologen Genexpression sind, aber dies kann zum Teil durch den relativ homogenen A + T-Gehalt
(-50%) von vielen Organismen erklart werden. Der A + T-Gehalt zusammen mit der Natur des genetischen Co-
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des sieht im Hinblick auf die Wahrscheinlichkeit des Vorkommens einer bestimmten Oligonucleotidsequenz
deutliche Einschrankungen vor. So ist es viel weniger wahrscheinlich, da® ein Gen aus E. coli mit einem A +
T-Gehalt von 50% irgendein A + T-reiches Segment enthalt, als ein Gen aus B. thuringiensis.

[0262] Um eine hohe Expressionsrate der 6-Endotoxin-Gene in Pflanzen zu erhalten, wird typischerweise
eine vorhandene strukturelle codierende Sequenz ("Strukturgen"), welche das d-Endotoxin codiert, durch die
Entfernung von ATTTA-Sequenzen und mutmalRlichen Polyadenylierungssignalen durch ortsspezifische Mu-
tagenese der DNA, welche das Strukturgen umfafdt, modifiziert. Am meisten bevorzugt wird, da® im wesentli-
chen alle Polyadenylierungssignale und ATTTA-Sequenzen entfernt werden, obwohl erhdhte Expressionsra-
ten beobachtet werden, wenn nur ein Teil der beiden oben identifizierten Sequenzen entfernt wird. Alternativ,
falls ein synthetisches Gen hergestellt wird, welches die Expression des gewlinschten Proteins codiert, werden
die Codons so gewahlt, da® die ATTTA-Sequenz und mutmalliche Polyadenylierungssignale vermieden wer-
den. Fir die Zwecke der vorliegenden Erfindung schlieBen mutmalliche Polyadenylierungssignale AATAAA,
AATAAT, AACCAA, ATATAA, AATCAA, ATACTA, ATAAAA, ATGAAA, AAGCAT, ATTAAT, ATACAT, AAAATA,
ATTAAA, AATTAA, AATACA und CATAAA ein, aber sind nicht notwendigerweise darauf begrenzt. Beim Erset-
zen der ATTTA-Sequenzen und der Polyadenylierungssignale werden vorzugsweise Codons verwendet, wel-
che die Codons vermeiden, die selten in Pflanzengenomen vorkommen.

[0263] Die ausgewahlte DNA-Sequenz wird abgesucht, um Regionen mit mehr als vier aufeinanderfolgenden
Adenin (A)- oder Thymin (T)-Nucleotiden zu identifizieren. Die A + T-Regionen werden auf mutmaRliche Pflan-
zen-Polyadenylierungssignale abgesucht. Obwohl durch das Fehlen von fiinf oder mehr aufeinanderfolgenden
A- oder T-Nucleotiden die meisten Pflanzen-Polyadenylierungssignale eliminiert werden, wird, wenn mehr als
eine der unbedeutenden Polyadenylierungssignale innerhalb von zehn Nucleotiden voneinander identifiziert
wird, die Nucleotidsequenz dieser Region vorzugsweise anschlieRend verandert, um diese Signale zu entfer-
nen, wahrend die urspriinglich codierte Aminosauresequenz beibehalten wird.

[0264] Der zweite Schritt ist das Betrachten der etwa 15 bis etwa 30 Nucleotidreste, welche die im ersten
Schritt identifizierte A + T-reiche Region umgeben. Falls der A + T-Gehalt der umgebenden Region weniger
als 80% betragt, sollte die Region auf Polyadenylierungssignale untersucht werden. Die Veranderung der Re-
gion auf der Basis von Polyadenylierungssignalen ist abhangig von (1) der Anzahl der vorhandenen Polyade-
nylierungssignale, und (2) des Vorhandenseins eines bedeutenden Pflanzen-Polyadenylierungssignals.

[0265] Der erweiterte Region wird auf das Vorhandensein von Pflanzen-Polyadenylierungssignalen unter-
sucht. Die Polyadenylierungssignale werden durch ortspezifische Mutagenese der DNA-Sequenz entfernt. Der
erweiterte Region wird auch auf mehrere Kopien der ATTTA-Sequenz untersucht, welche ebenfalls durch Mu-
tagenese entfernt werden.

[0266] Es wird auch bevorzugt, dall Regionen, welche viele aufeinanderfolgende A + T-Basen oder G + C-Ba-
sen umfassen, unterbrochen werden, da vorhergesagt werden kann, dal} fir diese Regionen eine héhere
Wahrscheinlichkeit fir die Bildung von Haarnadelstrukturen infolge einer Selbstkomplementaritat besteht. Da-
her wiirde die Insertion von heterogenen Basenpaaren die Wahrscheinlichkeit einer auf Selbstkomplementari-
tat beruhenden Sekundarstrukturbildung verringern, welche bekanntermafien die Transkription und/oder
Translation in einigen Organismen hemmt. In den meisten Fallen kénnen die ungiinstigen Effekte unter Ver-
wendung von Sequenzen, welche nicht mehr als flinf aufeinanderfolgende A + T-Basen oder G + C-Basen ent-
halten, minimiert werden.

5.7 Herstellung von insektenresistenten transgenen Pflanzen

[0267] Somit kann die Menge eines Gens, welches ein Polypeptid von Interesse codiert (d. h. ein bakterielles
Kristallprotein oder Polypeptid mit einer Insektizidaktivitdt gegenliber einer oder mehreren Insektenarten), in
einer Pflanze wie Mais durch die Transformation solcher Pflanzen mittels TeilchenbeschulRverfahren erhéht
werden (Maddock et al., 1991). Beispielsweise wird ein Expressionsvektor, enthaltend eine codierende Region
fur ein B. thuringiensis-Kristallprotein und einen geeigneten selektierbaren Marker, in eine Suspension von em-
bryonalen Maiszellen (Getreidezellen) unter Verwendung einer Teilchenkanone zur Ubertragung der auf Mikro-
projektilen aufgetragenen DNA eingeschleust. Transgene Pflanzen werden aus transformierten embryonalen
Kallussen regeneriert, welche die offenbarten insektiziden Kristallproteine exprimieren. Der Teilchenbeschuf’
ist erfolgreich angewendet worden, um Weizen zu transformieren (Vasil et al., 1992).

[0268] Die DNA kann auch durch den direkten DNA-Transfer in Pollen, wie beschrieben wurde (Zhou et al.,
1983; Hess, 1987; Luo et al., 1988), in Pflanzen eingeschleust werden. Die Expression von Genen, welche ein
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Polypeptid codieren, kann durch Injektion der DNA in die. Fortpflanzungsorgane einer Pflanze, wie beschrie-
ben wurde (Pena et al., 1987), erreicht werden. Die DNA kann auch direkt in die Zellen von unreifen Embryo-
nen injiziert werden, wobei die getrockneten Embryonen rehydriert werden, wie beschrieben wurde (Neuhaus
et al., 1987; Benbrook et al., 1986).

[0269] Die Entwicklung oder Regeneration von Pflanzen aus entweder einzelnen Pflanzenprotoplasten oder
verschiedenen Explantaten ist auf dem Fachgebiet hinreichend bekannt (Weissbach und Weissbach, 1988).
Dieser Regenerations- und Ziichtungsprozef’ schliefdt typischerweise die Schritte der Selektion von transfor-
mierten Zellen und der Zuchtung dieser vereinzelten Zellen tber die Ublichen Stadien der Embryonalentwick-
lung bis zu einem bewurzelten Pflanzchenstadium ein. Transgene Embryonen und Samen werden in ahnlicher
Weise regeneriert. Die erhaltenen transgenen, bewurzelten SchéRlinge werden dann in ein geeignetes Pflan-
zenwachstumsmedium wie Erde gepflanzt.

[0270] Die Entwicklung oder Regeneration von Pflanzen, enthaltend das fremde exogene Gen, das ein Poly-
peptid von Interesse codiert, welches durch Agrobacterium aus Blattexplantaten eingeschleust wurde, kann
durch Verfahren erreicht werden, welche auf dem Fachgebiet hinreichend bekannt sind, wie beschrieben wur-
de (Horsch et al., 1985. Bei diesem Verfahren werden Transformanten in Gegenwart eines Selektionsmittels
und in einem Medium, welches die Regeneration von SchéRlingen bei der zu transformierenden Pflanzenart
induziert, gezichtet, wie beschrieben wurde (Fraley et al., 1983). Insbesondere beschreibt US-Patent
5,349,124 ausfiihrlich die Erzeugung von genetisch transformierten Salatzellen und daraus erhaltenen Pflan-
zen, welche hybride Kristallproteine exprimieren, die eine Insektizidaktivitat gegenliber Lepidoptera-Larven auf
solche Pflanzen ubertragen.

[0271] Dieses Verfahren bringt typischerweise innerhalb von zwei bis vier Monaten SchoéRlinge hervor, und
diese SchoéRllinge werden dann in ein geeignetes Medium, enthaltend das Selektionsmittel und ein Antibioti-
kum, um ein bakterielles Wachstums zu verhindern, welches die Wurzelbildung induziert, Gibertragen. Schof3-
linge, welche sich in Gegenwart des Selektionsmittels unter Bildung von Pflanzchen bewurzeln, werden dann
in Erde oder ein anderes Medium Ubertragen, um die Bildung von Wurzeln zu ermdglichen. Diese Verfahren
variieren in Abhangigkeit von der verwendeten einzelnen Pflanzenart, wobei solche Variationen auf dem Fach-
gebiet hinreichend bekannt sind.

[0272] Vorzugsweise sind die regenerierten Pflanzen selbstbefruchtend, um homozygote transgene Pflan-
zen, wie oben besprochen, bereitzustellen. Andernfalls werden die aus den regenerierten Pflanzen erhaltenen
Pollen gekreuzt, um aus Samen gezichtete Pflanzen von landwirtschaftlich wichtigen, vorzugsweise durch In-
zucht erzeugten, Zuchtlinien bereitzustellen. Umgekehrt werden Pollen aus Pflanzen solcher wichtigen Zucht-
linien verwendet, um regenerierte Pflanze zu bestauben. Eine erfindungsgemalie transgene Pflanze, enthal-
tend ein gewlinschtes Polypeptid, wird unter Anwendung von Verfahren, welche dem Fachmann hinreichend
bekannt sind, geziichtet.

[0273] Eine erfindungsgemale transgene Pflanze weist somit eine erhdhte Menge einer codierenden Region
auf (z. B. ein cry-Gen), welche eines oder mehrere der hierin offenbarten chimaren Cry-Polypeptide codiert.
Eine bevorzugte transgene Pflanze ist eine unabhangige Segregante und kann das Gen und dessen Aktivitat
an ihre Nachkommen weitergeben. Eine mehr bevorzugte transgene Pflanze ist im Hinblick auf das Gen ho-
mozygot und Ubertragt dieses Gen auf alle ihre Nachkommen durch sexuelle Paarung. Samen aus einer trans-
genen Pflanze kénnen auf dem Acker oder in einem Gewachshaus herangezogen werden, und die erhaltenen
geschlechtsreifen transgenen Pflanzen sind selbstbestdubend, um reine Zuchtpflanzen zu erzeugen. Die
Nachkommen dieser Pflanzen werden reine Zuchtlinien, welche zum Beispiel auf eine erhdhte Insektizidkapa-
zitat gegenuber Coleoptera-Insekten, vorzugsweise auf dem Acker, unter einer Reihe von Umweltbedingungen
beurteilt werden. Die Erfinder erwarten, dal® die vorliegende Erfindung bei der Erzeugung von transgenen
Pflanzen von Mais, Sojabohne, Baumwolle, Tabak, Tomate, Kartoffel, Flachs, Roggen, Gerste, Canola, Wei-
zen, Hafer, Reis, anderen Getreidesorten, Gemuse, Frichten, Obstbdumen, Beeren, Rasengrasern, Zierpflan-
zen, Strauchern und Baumen von besonderem Nutzen ist.

5.8 Ribozyme
[0274] Ribozyme sind enzymatische RNA-Moleklle, welche bestimmte mRNA-Spezies spalten. In bestimm-
ten Ausfuhrungsformen ziehen die Erfindung die Auswahl und die Verwendung von Ribozymen in Betracht,

welche fahig sind, die erfindungsgemaflen RNA-Segmente zu spalten, sowie deren Verwendung, um die Ak-
tivitdt von Ziel-mRNAs in bestimmten Zelltypen oder Geweben zu verringern.
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[0275] Sechs Basenvarianten von naturlich vorkommenden enzymatischen RNAs sind gegenwartig bekannt.
Jede kann die Hydrolyse von RNA-Phosphodiesterbindungen in trans-Stellung unter physiologischen Bedin-
gungen katalysieren (und kann folglich andere RNA-Molekiile spalten). Im allgemeinen sind enzymatische Nu-
cleinsauren wirksam, indem sie zuerst an eine Ziel-RNA binden. Eine solche Bindung kommt Gber den Ziel-Bin-
dungsanteil einer enzymatischen Nucleinsaure zustande, der in unmittelbarer Nachbarschaft zu einem enzy-
matischen Teil des Molekduls, welcher die Spaltung der Ziel-RNA bewirkt, gehalten wird. Folglich erkennt die
enzymatische Nucleinsaure zuerst eine Ziel-RNA und bindet dann daran Uber eine komplementare Basenpaa-
rung, und ist nach der Bindung an die richtige Stelle enzymatisch wirksam, um die Ziel-RNA zu schneiden. Die
strategische Spaltung einer solchen Ziel-RNA hebt deren Fahigkeit auf, die Synthese eines codierten Proteins
zu steuern. Nach der Bindung einer enzymatischen Nucleinsaure an ihre Ziel-RNA und die Spaltung des
RNA-Zielmolekiils, wird sie aus der RNA freigesetzt, um nach anderen Zielmolekulen zu suchen, und kann wie-
derholt an neue Zielmolekile binden und diese spalten.

[0276] Die enzymatische Natur eines Ribozyms ist gegentiber vielen Techniken wie der Antisense-Technik
(wobei ein Nucleinsduremolekdl einfach an ein Nucleinsaure-Zielmolekil bindet, um die Translation hiervon zu
blockieren) vorteilhaft, da die Konzentration eines Ribozyms, welche notwendig ist, um eine therapeutische
Behandlung zu beeinflussen, geringer ist als die eines Antisense-Oligonucleotids. Dieser Vorteil weist auf die
Fahigkeit des Ribozyms hin, enzymatisch wirksam zu sein. So ist ein einziges Ribozymmolekul in der Lage,
viele Molekile einer Ziel-RNA zu spalten. Au3erdem ist das Ribozym ein sehr spezifischer Inhibitor, wobei die
Spezifitat der Inhibition nicht nur von dem Basenpaarungsmechanismus der Bindung an die Ziel-RNA abhangt,
sondern auch von dem Mechanismus der Ziel-RNA-Spaltung. Einzelne Fehlpaarungen oder Basensubstituti-
onen nahe der Spaltstelle kénnen die katalytische Aktivitét eines Ribozyms vollstéandig aufheben. Ahnliche
Fehlpaarungen in Antisense-Molekulen verhindern deren Wirkung nicht (Woolf et al., 1992). Folglich ist die
Spezifitat der Wirkung eines Ribozyms grof3er als die eines Antisense-Oligonucleotids, welches an dieselbe
RNA-Stelle bindet.

[0277] Das enzymatische Nucleinsduremolekil kann in Form eines Hammerkopf-, Haarnadel-, Hepatitis-6-Vi-
rus-, Gruppe I-Intron- oder RNaseP-RNA- (in Verbindung mit einer RNA-Leadersequenz) oder Neurospora
VS-RNA-Motivs vorliegen. Beispiele fur Hammerkopfmotive sind bei Rossi et al. (1992) beschrieben; Beispiele
fur Haarnadelmotive sind bei Hampel et al. (Eur. Pat. EP 0360257), Hampel und Tritz (1989), Hampel et al.
(1990) und Cech et al. (US-Patent 5,631,359) beschrieben; ein Beispiel fir das Hepatitis-6-Virus-Motivs ist bei
Perrotta und Been (1992) beschrieben; ein Beispiel des RNaseP-Motivs ist bei Guerrier-Takada et al. (1983)
beschrieben; ein Neurospora VS-RNA-Ribozymmotiv ist bei Collins (Saville und Collins, 1990; Saville und Col-
lins, 1991; Collins und Olive, 1993) beschrieben; und ein Beispiel des Gruppe I-Introns ist bei Cech et al.
(US-Patent 4,987,071) beschrieben. Das wichtigste Merkmal eines erfindungsgemafen enzymatischen Nuc-
leinsauremolekills ist, dal es eine spezifische Substratbindungsstelle besitzt, welche zu einer oder mehreren
der Zielgen-RNA-Regionen komplementar ist, und dal® es Nucleotidsequenzen innerhalb oder in der Umge-
bung der Substratbindungsstelle besitzt, welche eine RNA-Spaltaktivitat auf das Molekl tbertragen. Folglich
mussen die Ribozymkonstrukte nicht auf die hierin erwahnten spezifischen Motive begrenzt sein.

[0278] Die Erfindung stellt ein Verfahren zur Herstellung einer Klasse von enzymatischen Spaltungsmitteln
bereit, welche einen hohen Spezifitatsgrad im Hinblick auf die RNA eines gewulinschten Zielmolekiils zeigen.
Das enzymatische Nucleinsduremolekdll ist vorzugsweise auf eine stark konservierte Sequenzregion einer
Ziel-mRNA ausgerichtet, so dal die spezifische Behandlung einer Erkrankung oder eines Zustands durch ent-
weder eine oder mehrere enzymatische Nucleinsduren vorgesehen werden kann. Solche enzymatischen Nu-
cleinsduremolekiile kdnnen gegebenenfalls exogen auf spezifische Zellen ibertragen werden. Alternativ kdn-
nen die Ribozyme durch DNA- oder RNA-Vektoren, welche auf spezifische Zellen Ubertragen werden, expri-
miert werden.

[0279] Kleine enzymatische Nucleinsduremotive (z. B. die Hammerkopf- oder Haarnadelstruktur) kénnen fur
eine exogene Ubertragung verwendet werden. Die einfache Struktur dieser Molekiile verbessert die Fahigkeit
der enzymatischen Nucleinsaure, in die Zielregionen der mRNA-Struktur einzudringen. Alternativ kdnnen ka-
talytische RNA-Molekiile innerhalb von Zellen durch eukaryontische Promotoren exprimiert werden (z. B. Sc-
anlon et al., 1991; Kashani-Sabet et al., 1992; Dropulic et al., 1992; Weerasinghe et al., 1991; Ojwang et al.,
1992; Chen et al., 1992; Sarver et al., 1990). Fir Fachleute ist erkennbar, daf} jedes Ribozym in eukaryonti-
schen Zellen durch den geeigneten DNA-Vektor exprimiert werden kann. Die Aktivitat solcher Ribozyme kann
durch ihre Freisetzung aus dem primaren Transkript durch ein zweites Ribozym verstarkt werden (Draper et
al., Internat. Pat. Anmeldg. Verdffentl.-Nr. WO 93/23569, und Sullivan et al., Internat. Pat. Anmeldg. Verof-
fentl.-Nr. WO 94/02595; Ventura et al., 1993; Ohkawa et al., 1992; Taira et al., 1991; Ventura et al., 1993).
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[0280] Ribozyme koénnen direkt zugegeben werden oder kdnnen in einem Komplex mit kationischen Lipiden,
als Lipidkomplexe, verpackt in Liposomen oder in anderer Weise an Zielzellen abgegeben werden. Die
RNA-Molekule oder RNA-Komplexe kdnnen an relevante Gewebe ex vivo oder in vivo durch Injektion, Aero-
solinhalation, Infusionspumpe oder -kantile, mit oder ohne Einschlieung hiervon in Biopolymere, lokal verab-
reicht werden.

[0281] Ribozyme kdnnen konstruiert werden, wie bei Draper et al. (Internat. Pat. Anmeldg. Veroéffentl.-Nr. WO
93/23569) oder Sullivan et al. (Internat. Pat. Anmeldg. Veroéffentl.-Nr. WO 94/02595) beschrieben ist, und zum
Testen in vitro und in vivo synthetisiert werden, wie beschrieben wurde. Solche Ribozyme kénnen auch hin-
sichtlich der Ubertragung optimiert werden. Obwohl spezifische Beispiele bereitgestellt werden, ist den Fach-
leuten bewult, dalk gegebenenfalls dquivalente RNA-Zielmolekile in anderen Spezies verwendet werden kon-
nen.

[0282] Hammerkopf- oder Haarnadel-Ribozyme kdénnen durch Faltung am Computer einzeln analysiert wer-
den (Jaeger et al., 1989), um zu beurteilen, ob sich die Ribozymsequenzen zu der geeigneten Sekundarstruk-
tur falten. Ribozyme mit unglinstigen intramolekularen Wechselwirkungen zwischen den Bindungsarmen und
dem katalytischen Kern werden nicht bericksichtigt. Wahlweise kdnnen die Bindungsarmlangen variiert wer-
den, um die Aktivitat zu optimieren. Im allgemeinen sind mindestens 5 Basen auf jedem Arm in der Lage, an
die Ziel-RNA zu binden oder in anderer Weise damit in Wechselwirkung zu treten.

[0283] Ribozyme des Hammerkopf- oder Haarnadelmotivs kdnnen so konstruiert werden, daf sie sich an ver-
schiedene Stellen in der mRNA-Information anlagern, und kdnnen chemisch synthetisiert werden. Das ange-
wendete Syntheseverfahren folgt dem Verfahren fir eine normale RNA-Synthese, wie bei Usman et al. (1987)
und bei Scaringe et al. (1990) beschrieben ist, und macht Gebrauch von ublichen Nucleinsaure-Schutz- und
Kopplungsgruppen, wie Dimethoxytrityl am 5'-Ende und Phosphoramidite am 3'-Ende. Durchschnittliche Aus-
beuten einer stufenweisen Kopplung sind typischerweise > 98%. Haarnadel-Ribozyme kénnen in zwei Teilen
synthetisiert und unter Rekonstruktion eines aktiven Ribozyms aneinandergelagert werden (Chowrira und Bur-
ke, 1992). Ribozyme kdnnen umfassend modifiziert werden, um die Stabilitadt durch die Modifikation mit Nuc-
lease-resistenten Gruppen, zum Beispiel 2'-Amino, 2'-C-Allyl, 2'-Fluoro, 2'-0-Methyl oder 2'-H (fiir eine Uber-
sicht vgl. Usman und Cedergren, 1992), zu erhéhen. Ribozyme kénnen durch Gelelektrophorese unter Anwen-
dung von allgemeinen Verfahren oder durch Hochdruckflissigkeitschromatographie gereinigt und in Wasser
resuspendiert werden.

[0284] Die Ribozymaktivitat kann durch Veranderung der Lange der Ribozym-Bindungsarme oder durch die
chemische Synthese von Ribozymen mit Modifikationen, die ihren Abbau durch Serum-Ribonucleasen verhin-
dern (vgl. z. B. Internat. Pat. Anmeldg. Verdéffentl.-Nr. WO 92/07065; Perrault et al., 1990; Pieken et al., 1991;
Usman und Cedergren, 1992; Internat. Pat. Anmeldg. Veréffentl.-Nr. WO 93/15187; Internat. Pat. Anmeldg.
Veroffentl.-Nr. WO 91/03162; US-Patent 5,334,711; und Internat. Pat. Anmeldg. Veroffentl.-Nr. WO 94/13688,
welche verschiedene chemische Modifikationen beschreiben, die an den Zuckereinheiten von enzymatischen
RNA-Molekilen vorgenommen werden kdnnen), und Modifikationen, welche deren Wirksamkeit in Zellen er-
héhen, sowie durch Entfernung von Stamm |l-Basen, um die RNA-Synthesezeiten zu verkirzen und die che-
mischen Anforderungen zu verringern, optimiert werden.

[0285] Sullivan et al. (Internat. Pat. Anmeldg. Verdffentl.-Nr. WO 94/02595) beschreibt die allgemeinen Ver-
fahren zur Ubertragung von enzymatischen RNA-Molekiilen. Ribozyme kénnen durch eine Vielzahl von Ver-
fahren, mit welchen die Fachleute vertraut sind, einschlieBlich, aber nicht begrenzt auf, Einkapselung in Lipo-
somen, durch lontophorese oder durch Einschlief3en in andere Vehikel, wie Hydrogele, Cyclodextrine, bioab-
baubare Nanokapseln und bioadhasive Mikroktigelchen, an Zellen verabreicht werden. Fiir einige Indikationen
kdnnen Ribozyme ex vivo direkt an Zellen oder Gewebe, mit oder ohne den oben erwahnten Vehikeln, abge-
geben werden. Alternativ kann die RNA/Vehikel-Kombination durch direkte Inhalation, durch direkte Injektion
oder durch Verwendung eines Katheders, einer Infusionspumpe oder Kanlile, lokal abgegeben werden. Ande-
re Ubertragungswege schlieRen, aber sind nicht begrenzt auf, die intravaskulare, intramuskulére, subkutane
oder Gelenk-Injektion, Aerosolinhalation, orale (Tabletten- oder Pillenform), topische, systemische, okkulare,
intraperitoneale und/oder intrathekale Abgabe ein. Ausfiihrlichere Beschreibungen der Ribozym-Ubertragung
und -Verabreichung werden bei Sullivan et al. (Internat. Pat. Anmeldg. Veréffentl.-Nr. WO 94/02595) und Dra-
per et al. (Internat. Pat. Anmeldg. Veroéffentl.-Nr. WO 93/23569) vorgesehen.

[0286] Ein anderes Mittel zur Anreicherung von hohen Konzentrationen eines oder mehrerer Ribozyme inner-

halb von Zellen ist der Einbau der das Ribozym codierenden Sequenzen in einen DNA-Expressionsvektor. Die
Transkription der Ribozymsequenzen wird durch einen Promotor fiir die eukaryontische RNA-Polymerase |

45/159



DE 697 30 730 T2 2005.09.22

(poll), RNA-Polymerase |l (polll) oder RNA-Polymerase Il (pollll) gesteuert. Transkripte von poll- oder poll-
[I-Promotoren werden in allen Zellen in hohen Raten exprimiert; die Raten eines bestimmten polll-Promotors
in einem bestimmten Zelltyp hangen von der Art der in der Nahe befindlichen genregulatorischen Sequenzen
(Enhancer, stumme Sequenzen, etc.) ab. Prokaryontische RNA-Polymerase-Promotoren kénnen auch ver-
wendet werden, mit der MaRgabe, dal® das prokaryontische RNA-Polymeraseenzym in den geeigneten Zellen
exprimiert wird (Elroy-Stein und Moss, 1990; Gao und Huang, 1993; Lieber et al., 1993; Zhou et al., 1990). Die
durch solche Promotoren exprimierten Ribozyme kénnen in Sdugerzellen wirksam sein (z. B. Kashani-Saber
etal., 1992; Ojwang et al., 1992; Chen et al., 1992; Yu et al., 1993; L'Huillier et al., 1992; Lisziewicz et al., 1993).
Solche Transkriptionseinheiten kdnnen in eine Vielzahl von Vektoren zur Einschleusung in Saugerzellen ein-
gebaut werden, einschliellich, aber nicht begrenzt auf, Plasmid-DNA-Vektoren, Virus-DNA-Vektoren (wie Ade-
novirus- oder Adeno-assoziierte Vektoren) oder Virus-RNA-Vektoren (wie Retrovirus-, Semliki-Forrest-Virus-
oder Sindbisvirus-Vektoren).

[0287] Die erfindungsgemafien Ribozyme kdnnen als diagnostische Hilfsmittel verwendet werden, um eine
Gendrift sowie Mutationen innerhalb von Zelllinien oder Zelltypen zu untersuchen. Sie kdnnen auch verwendet
werden, um die Konzentrationen des RNA-Zielmolekils abzuschatzen. Die enge Beziehung zwischen der Ri-
bozymaktivitat und der Struktur der Ziel-RNA ermoglicht den Nachweis von Mutationen in einer Region des
Molekiuls, welche die Basenpaarung und die dreidimensionale Struktur der Ziel-RNA verandert. Unter Verwen-
dung von mehreren der in dieser Erfindung beschriebenen Ribozymen kann man Nucleotidaustausche kartie-
ren, welche fir die RNA-Struktur und -Funktion in vitro sowie in Zellen und Geweben wichtig sind. Die Spaltung
von Ziel-RNAs mit Ribozymen kann verwendet werden, um die Genexpression zu inhibieren und die Rolle (im
wesentlichen) von spezifischen Genprodukten in bestimmten Zellen oder Zelltypen zu definieren.

5.9 Isolierung von homologen Genen und Genfragmenten

[0288] Die erfindungsgemafien Gene und &-Endotoxine schlieen nicht nur die hierin offenbarten Sequenzen
vollstandiger Lange ein, sondern auch Fragmente dieser Sequenzen oder Fusionsproteine, welche die cha-
rakteristische Insektizidaktivitat der hierin spezifisch veranschaulichten Sequenzen beibehalten.

[0289] Fur den Fachmann sollte es ersichtlich sein, dald insektizide 6-Endotoxine durch mehrere Mittel iden-
tifiziert und erhalten werden kénnen. Die spezifischen Gene oder Teile hiervon kénnen von einer Kultur-Hinter-
legungsstelle erhalten werden oder zum Beispiel unter Verwendung eines Gensynthesegerats synthetisch
konstruiert werden. Variationen dieser Gene kdnnen durch Standardtechniken zur Einfihrung von Punktmuta-
tionen ohne weiteres konstruiert werden. Fragmente dieser Gene kdnnen unter Verwendung von im Handel
erhaltlichen Exonucleasen oder Endonucleasen gemaR Standardverfahren ebenfalls hergestellt werden. Zum
Beispiel kénnen Enzyme wie Bal31 oder die ortspezifische Mutagenese verwendet werden, um systematisch
Nucleotide an den Enden dieser Gene abzuspalten. Unter Verwendung einer Vielzahl von anderen Restrikti-
onsenzymen kénnen auch Gene erhalten werden, welche aktive Fragmente codieren. Proteasen kdnnen ver-
wendet werden, um direkt aktive Fragmente dieser 6-Endotoxine zu erhalten.

[0290] Aquivalente 8-Endotoxine und/oder Gene, welche diese dquivalenten 8-Endotoxine codieren, kénnen
mittels den hierin bereitgestellten Lehren auch aus Bacillus-Stdammen und/oder DNA-Genbanken isoliert wer-
den. Zum Beispiel kdnnen Antikdrper gegen die hierin offenbarten und beanspruchten 6-Endotoxine verwendet
werden, um andere 6-Endotoxine aus einer Mischung von Proteinen zu identifizieren und zu isolieren. Genauer
kdnnen Antikérper gegen die Teile der 6-Endotoxine, welche am konstantesten sind und sich am starksten von
anderen B. thuringiensis-6-Endotoxinen unterscheiden, erzeugt werden. Diese Antikérper kbénnen dann ver-
wendet werden, um spezifisch aquivalente d-Endotoxine mit der charakteristischen Insektizidaktivitat durch
eine Immunprazipitation, einen Enzym-gebundenen Immunoassay (ELISA) oder ein Western-Blot-Verfahren
zu identifizieren.

[0291] Ein weiteres Verfahren zur ldentifizierung der erfindungsgemafien &-Endotoxine und Gene ist durch
die Verwendung von Oligonucleotidsonden. Diese Sonden sind Nucleotidsequenzen, welche einen nachweis-
baren Marker aufweisen. Wie auf dem Fachgebiet hinreichend bekannt ist, falls das Sondenmolekil und die
Nucleinsaureprobe unter Bildung einer starken Bindung zwischen den zwei Molekilen hybridisieren, kann mit
ziemlicher Sicherheit angenommen werden, daf} die Sonde und die Probe im wesentlichen identisch sind. Der
nachweisbare Marker der Sonde stellt ein Mittel fir den Nachweis in einer bekannten Art und Weise bereit, ob
eine Hybridisierung stattgefunden hat. Eine solche Sondenanalyse stellt ein schnelles Verfahren zur Identifi-
zierung von erfindungsgemafen formiziden 8-Endotoxin-Genen bereit.

[0292] Die Nucleotidsegmente, die als erfindungsgemafie Sonden verwendet werden, kdnnen unter Verwen-
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dung von DNA-Synthesegeraten mittels Standardverfahren synthetisiert werden. Bei der Verwendung der Nu-
cleotidsegmente als Sonden wird die einzelne Sonde mit irgendeinem geeigneten Marker markiert, welcher
den Fachleuten bekannt ist, einschlie3lich radioaktive und nicht-radioaktive Marker. Typische radioaktive Mar-
ker schlieBen 3P, '°|, %S oder dergleichen ein. Eine mit einem radioaktiven Isotop markierte Sonde kann aus
einer Nucleotidsequenz, welche zu der DNA-Probe komplementar ist, durch eine herkdbmmliche Nicktranslati-
onsreaktion unter Verwendung einer DNase und einer DNA-Polymerase konstruiert werden. Die Sonde und
die Probe kénnen dann in einer Hybridisierungspufferlésung kombiniert und bei einer geeigneten Temperatur
gehalten werden, bis eine Aneinanderlagerung stattfindet. Danach wird die Membran gewaschen, um fremde
Materialien abzuspdlen, wobei die Probe und die gebundenen Sondenmolekule zuruckbleiben, welche typi-
scherweise mittels Autoradiographie und/oder Flussigkeitsszintillationszahlung nachgewiesen und quantifiziert
werden.

[0293] Nicht-radioaktive Marker schlieBen zum Beispiel Liganden wie Biotin oder Thyroxin, sowie Enzyme
wie Hydrolasen oder Peroxidasen oder die verschiedenen chemilumineszierenden Verbindungen wie Luciferin
oder fluoreszierende Verbindungen wie Fluorescein und dessen Derivate ein. Die Sonde kann auch an beiden
Enden mit verschiedenen Arten von Markern markiert sein, um die Trennung zu erleichtern, wie zum Beispiel
durch die Verwendung eines Isotopenmarkers an dem oben erwadhnten Ende und einem Biotinmarker an dem
anderen Ende.

[0294] Die Doppelstrangbildung und -stabilitdt hangt von der wesentlichen Komple mentaritat zwischen den
zwei Strangen eines Hybrids ab, und, wie oben angemerkt, kann ein gewisser Grad von Fehlpaarungen tole-
riert werden. Daher schliel3en die erfindungsgemafen Sonden Mutationen (sowohl einzelne als auch mehre-
re), Deletionen, Insertionen der beschriebenen Sequenzen und Kombinationen hiervon ein, wobei die Mutati-
onen, Insertionen und Deletionen die Bildung von stabilen Hybriden mit dem Ziel-Polynucleotid von Interesse
ermoglichen. Mutationen, Insertionen und Deletionen kénnen in eine bestimmte Polynucleotidsequenz auf viel-
faltige Weise durch Verfahren, welche dem Fachmann gegenwartig bekannt sind, und méglicherweise durch
andere Verfahren, welche in der Zukunft bekannt werden, eingefihrt werden.

[0295] Die moglichen Variationen in den aufgefihrten Sonden ist zum Teil auf die Redundanz des geneti-
schen Codes zurlckzuflihren. Das heil3t, dafl aufgrund der Redundanz des genetischen Codes mehr als ein
codierendes Nucleotidtriplett (Codon) fiir die meisten Aminosauren, welche zur Herstellung von Proteinen ver-
wendet werden, verwendet werden kann. Daher kénnen verschiedene Nucleotidsequenzen eine bestimmte
Aminosaure codieren. So kdnnen die Aminosauresequenzen der B. thuringiensis-8-Endotoxine und Peptide
durch aquivalente Nucleotidsequenzen, welche dieselbe Aminosauresequenz des Proteins oder Peptids co-
dieren, hergestellt werden. Demgemal schlief3t die vorliegende Erfindung solche aquivalenten Nucleotidse-
quenzen ein. Umgekehrte und komplementare Sequenzen sind auch ein Aspekt der vorliegenden Erfindung
und kénnen ohne weiteres durch einen Fachmann verwendet werden. Aulderdem ist gezeigt worden, daf® Pro-
teine mit einer identifizierten Struktur und Funktion durch Veranderung der Aminosauresequenz konstruiert
werden konnen, falls solche Veranderungen die Sekundarstruktur des Proteins nicht verandern (Kaiser und
Kezdy, 1984). Folglich schlief3t die vorliegende Erfindung Mutanten der hierin gezeigten Aminosauresequenz
ein, welche die Sekundarstruktur des Proteins nicht verandern, oder welche, falls die Struktur verandert wird,
die biologische Aktivitat im wesentlichen beibehalten. Ferner schlie3t die Erfindung auch Mutanten von Orga-
nismen ein, welche das gesamte oder einen Teil eines erfindungsgemalen Gens, welches ein 8-Endotoxin co-
diert, aufgenommen haben. Solche Mutanten kénnen durch Techniken hergestellt werden, welche den Fach-
leuten hinreichend bekannt sind. Zum Beispiel kann eine UV-Bestrahlung verwendet werden, um Mutanten von
Wirtsorganismen herzustellen. Desgleichen kénnen solche Mutanten asporogene Wirtszellen einschlielRen,
welche ebenfalls durch Verfahren hergestellt werden kénnen, die auf dem Fachgebiet hinreichend bekannt
sind.

6.0 Beispiele

[0296] Die folgenden Beispiele sind eingeschlossen, um bevorzugte Ausfiihrungsformen der Erfindung zu
veranschaulichen. Den Fachleuten sollte bewulf3t sein, dal® die in den Beispielen offenbarten Techniken, die
reprasentative Techniken befolgen, welche die Erfinder entdeckt haben, bei der Ausflihrung der Erfindung hin-
reichend wirksam sind und folglich als bevorzugte Verfahren zu deren Ausfiihrung angesehen werden kénnen.
Jedoch sollte den Fachleuten im Hinblick auf die vorliegende Offenbarung bewul3t sein, dal viele Veranderun-
gen bei den spezifischen Ausfihrungsformen, welche offenbart werden, durchgefiihrt werden kénnen und den-
noch das gleiche oder ein ahnliches Ergebnis erhalten wird, ohne vom Geist und Schutzumfang der Erfindung
abzuweichen.
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6.1 Beispiel 1 — Konstruktion von B. thuringiensis-Hybrid-6-Endotoxinen

[0297] Die B. thuringiensis-"Shuttle"-Vektoren pEG853, pEG854 und pEG857, welche in der vorliegenden Er-
findung verwendet werden, sind beschrieben worden (Baum et al., 1990). pEG857 enthalt das Cry1Ac-Gen,
cloniert in pEG853 als ein Sphl-BamHI-DNA-Fragment. pEG1064 wurde in einer solchen Weise konstruiert,
dafl die Kpnl-Stelle innerhalb des cry1Ac-Gens erhalten wurde und die Kpnl-Stelle in der multiplen Clonie-
rungsstelle (MCS) von pEG857 eliminiert wurde. Dies wurde erreicht, indem die pEG857-DNA aufeinanderfol-
gend einem begrenzten Kpnl-Verdau unterzogen wurde, so dafl3 nur eine Kpnl-Stelle geschnitten wird, das
Uberhangende Kpnl-5'-Ende durch das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | aufgefillt wurde, um glatte
DNA-Enden zu erzeugen, und die glatten Enden der DNA durch die T4-DNA-Ligase verknlpft wurden.
pEG318 enthalt das cry1F-Gen (Chambers et al., 1991), cloniert in die Xhol-Stelle von pEG854 als ein
Xhol-Sall-DNA-Fragment. pEG315 enthalt das cry1C-Gen aus Stamm EG6346 (Chambers et al., 1991), clo-
niert in die Xhol-BamHI-Stellen von pEG854 als ein Sall-BamHI-DNA-Fragment.

[0298] Fig. 1A zeigt eine schematische Darstellung der DNA, welche die vollstandigen cry1Ac-, cry1Ab-
cry1C- und cry1F-Gene codiert, die in pEG854/pEG1064, pEG20, pEG315 bzw. pEG318 enthalten sind. Ein-
malige Restriktionsstellen, welche bei der Konstruktion von bestimmten Hybridgenen verwendet wurden, sind
auch gezeigt. Fig. 1B zeigt eine schematische Darstellung von Hybridgenen, welche fur die vorliegende Erfin-
dung relevant sind. In einigen Fallen wurde eine tbliche PCR™-Amplifikation mit mutagenen Oligonucleotid-
primern angewendet, um geeignete Restriktionsstellen in DNA-Fragmente einzubauen, welche zur Konstruk-
tion des Hybridgens verwendet wurden. Bestimmte Hybridgen-Konstruktionen konnten nicht durch eine Rest-
riktionsfragment-Subclonierung erhalten werden. In solchen Fallen wurde eine tberlappende PCR™-Verlan-
gerung (PCR™ overlap extension, POE) verwendet, um das gewlinschte Hybridgen zu konstruieren (Horton
et al., 1989). Die folgenden Oligonucleotidprimer (bezogen von Integrated DNA Technologies Inc., Coralville,
IA) wurden verwendet:

Primer A: 5'-GGATAGCACTCATCAAAGGTACC-3' (SEQ ID NO: 1).

Primer B: 5'-GAAGATATCCAATTCGAACAGTTTCCC-3' (SEQ ID NO: 2)

Primer C: 5'-CATATTCTGCCTCGAGTGTTGCAGTAAC-3' (SEQ ID NO: 3)

Primer D: 5'-CCCGATCGGCCGCATGC-3' (SEQ ID NO: 4)

Primer E: 5'-CATTGGAGCTCTCCATG-3' (SEQ ID NO: 5)

Primer F: 5'-GCACTACGATGTATCC-3' (SEQ ID NO: 6)

Primer G: 5'-CATCGTAGTGCAACTCTTAC-3' (SEQ ID NO: 7)

Primer H: 5'-CCAAGAAAATACTAGAGCTCTTGTTAAAAAAGGTGTTCC-3' (SEQ ID NO: 8)

Primer |: 5'-ATTTGAGTAATACTATCC-3' (SEQ ID NO: 23)

Primer J: 5'-ATTACTCAAATACCATTGG-3' (SEQ ID NO: 24)

Primer K: 5'-TCGTTGCTCTGTTCCCG-3' (SEQ ID NO: 31)

[0299] Die in Fig. 1B beschriebenen Plasmide, welche die erfindungsgemal relevanten Hybrid-6-Endoto-
xin-Gene enthalten, werden nachstehend beschrieben. Die Isolierung oder Reinigung von DNA-Fragmenten,
welche mittels Restriktion von Plasmid-DNA, PCR™-Amplifikation oder POE erzeugt wurden, verweist auf die
aufeinanderfolgende Anwendung einer Agarose-TAE-Gelelektrophorese und die Verwendung des Geneclean
Kits (Bio 101) geman den Empfehlungen des Herstellers. pEG1065 wurde durch eine PCR™-Amplifikation des
cry1F-DNA-Fragments unter Verwendung des Primerpaars A und B und pEG318 als DNA-Matrize konstruiert.
Das erhaltene PCR™-Produkt wurde isoliert, mit Asull und Kpnl geschnitten und dazu verwendet, das entspre-
chende Asull-Kpnl-DNA-Fragment in pEG857 zu ersetzen. Das Plasmid pEG1067 wurde mittels POE und un-
ter Verwendung der DNA-Fragmente Saul-Kpnl von cry1F und Asull-Clal von cry1Ac, welche aus pEG318
bzw. pEG857 isoliert wurden, konstruiert. Das erhaltene POE-Produkt wurde mit dem Primerpaar A und B einer
PCR™-Amplifikation unterzogen, mit Asull und Kpnl geschnitten und dazu verwendet, das entsprechende
Asull-Kpnl-Fragment in pEG857 zu ersetzen.

[0300] pEG1068 wurde konstruiert, indem das aus pEG857 isolierte Sacl-Kpnl-DNA-Fragment von cry1Ac
durch das entsprechende Sacl-Kpnl-DNA-Fragment, welches aus cry1F (pEG318) isoliert worden warr, ersetzt
wurde. pEG1070 wurde konstruiert, indem das aus pEG1065 isolierte Sacl-Kpnl-DNA-Fragment durch das
entsprechende Sacl-Kpnl-DNA-Fragment, welches aus cry1Ac (pEG857) isoliert worden war, ersetzt wurde.
pEG1072 wurde konstruiert, indem das aus pEG1067 isolierte Sacl-Kpnl-DNA-Fragment durch das entspre-
chende Sacl-Kpnl-DNA-Fragment, welches aus cry1Ac (pEG857) isoliert worden war, ersetzt wurde.
pEG1074, pEG1076 und pEG1077 wurden konstruiert, indem das Sphl-Xhol-DNA-Fragment aus pEG1064
durch mittels PCR™ amplifizierte Sphl-Xhol-DNA-Fragment aus pEG1065, pEG1067 bzw. pEG1068 unter Ver-
wendung des Primerpaars C und D ersetzt wurde. pEG1089 wurde konstruiert, indem das Sphl-Sa-
cl-DNA-Fragment von pEG1064 durch das isolierte und mit Sphl und Sacl geschnittene PCR™-Produkt von
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cry1F welches unter Verwendung des Primerpaars D und E und der Matrize pEG318 erzeugt worden war, er-
setzt wurde.

[0301] pEG 1091 wurde konstruiert, indem das Sphl-Sacl-DNA-Fragment von pEG 1064 durch das isolierte
und mit Sphl und Sacl geschnittene PCR™-Produkt von cry1C, welches unter Verwendung des Primerpaars
D und H und der Matrize pEG315 erzeugt worden war, ersetzt wurde.

[0302] pEG1088 wurde mittels POE unter Verwendung eines cry1Ac-DNA-Fragments, welches unter Ver-
wendung des Primerpaars B und F erzeugt wurde, und eines cry1C-DNA-Fragments, welches unter Verwen-
dung des Primerpaars A und G erzeugt wurde, konstruiert. Das Sacl-Kpnl-Fragment wurde aus dem erhalte-
nen POE-Produkt isoliert und dazu verwendet, das entsprechende Sacl-Kpnl-Fragment in pEG1064 zu erset-
zen.

[0303] pEG365 wurde konstruiert, indem zuerst das Sphl-Kpnl-DNA-Fragment aus pEG1065 durch das ent-
sprechende cry1Ab-DNA-Fragment, welches aus pEG20 isoliert worden war, ersetzt wurde, um pEG364 zu
erhalten. Das Sacl-Kpnl-DNA-Fragment aus pEG364 wurde dann durch das entsprechende
cry1Fb-DNA-Fragment, welches aus pEG318 isoliert worden war, ersetzt.

[0304] pEG1092 wurde konstruiert, indem das Kpnl-BamHI-DNA-Fragment aus pEG1088 durch das entspre-
chende DNA-Fragment, welches aus pEG315 isoliert worden war, ersetzt wurde. pEG1092 unterscheidet sich
von dem cryAb/cry1C-Hybrid-6-Endotoxin-Gen, welches in der Internat. Pat. Anmeldg. Verdffentl.-Nr. WO
95/06730 offenbart ist.

[0305] pEG1093 wurde konstruiert, indem das Sphl-Asull-DNA-Fragment aus pEG1068 durch das entspre-
chende Sphl-Asull-DNA-Fragment, welches aus pEG20 isoliert worden war, ersetzt wurde.

[0306] pEG378 wurde mittels POE unter Verwendung eines cry1Ac-DNA-Fragments, welches unter Verwen-
dung des Primerpaars B und | und unter Verwendung von pEG857 als Matrize erzeugt wurde, und eines
cry1F-DNA-Fragments, welches unter Verwendung des Primerpaars A und J und unter Verwendung von
pEG318 als Matrize erzeugt wurde, konstruiert. Das erhaltene POE-Produkt wurde mit Asull und Kpnl ge-
schnitten, und das erhaltene isolierte DNA-Fragment wurde verwendet, um das entsprechende Asull-Kp-
nl-DNA-Fragment in pEG1064 zu ersetzen.

[0307] pEG381 wurde konstruiert, indem das Asull-Xhol-DNA-Fragment in pEG1064 durch das entsprechen-
de Asull-Xhol-DNA-Fragment, welches durch die PCR™-Ampilifikation von pEG378 unter Verwendung des Pri-
merpaars C und K isoliert worden war, ersetzt wurde.

6.2 Beispiel 2 — Herstellung der Hybrid-Toxine in B. thuringiensis

[0308] Die Plasmide, welche die in Beispiel 1 beschriebenen Hybrid-Toxine codieren, wurden in B. thuringien-
sis eingeschleust, wie beschrieben wurde (Mettus und Macalusco, 1990). Die erhaltenen B. thuringien-
sis-Stdmme wurden in 50 ml C-2-Medium geziichtet, bis die gesamte Kultur Sporen bildete, und anschlief’end
lysiert (etwa 48 h). Da die Kristallbildung eine Voraussetzung fir die effiziente kommerzielle Herstellung von
0-Endotoxinen in B. thuringiensis ist, wurde eine mikroskopische Analyse durchgefiihrt, um Kristalle in den
sporenbildenden Kulturen zu identifizieren (Tabelle 5).
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Tabelle 5
Kristallbildung durch die Hybrid-6-Endotoxine

Stamm Plasmid Stamm- 6-Endotoxine Kristall-

bildung
EG11060 pEG1065 CrylAc + CrylF +
EG11062 " pEG1067 " CrylAc+ CrylF +
EG11063 pEG1068 CrylAc + CrylF +
EG11065 pEG1070 CrylAc + CrylF -
EG11067 pEG1072 CrylAc+ CrylF -
EG1107! pEG1074 CrylAc + CrylF +
EG11073 pEG1076 CrylAc + CrylF +
"EG11074 pEG1077 CrylAc + Cry1F +
EG11087 pEG1088 CrylAc + CrylC S
EG11088 pEG1089 CrylF + CrylAc -
EG11090 pEG1091 CrylC + CrylAc -
EG11091 pEG1092  CrylAc+CrylC +
EG11092 pEG1093 CrylAb + CrylAc + CrylF  +
EG11735 " pEG365 CrylAb+ CrylF + CrylAc +
"EG11751 pEG378 CrylAc + CrylF +
EG11768 pEG381 CrylAc + CrylF +

[0309] Die 6-Endotoxin-Produktion fur einige der in Tabelle 5 aufgefiihrten B. thuringiensis-Stamme wurde
durch eine Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE), wie durch Baum et al., 1990,
beschrieben, untersucht. Ein gleiches Volumen der Kulturen jedes B. thuringiensis-Stamms wurde in C-2-Me-
dium geziichtet, bis die gesamte Kultur Sporen bildete, und anschlieRend lysiert. Die Kulturen wurden zentri-
fugiert, und das Sporen/Kristall-Pellet wurde zweimal mit gleichen Volumina von destilliertem, deionisiertem
Wasser gewaschen. Das, am Ende erhaltene Pellet wurde in einem Volumen von 0,005% Triton X-100° sus-
pendiert, welches der Halfte des Kulturvolumens entsprach. Ein gleiches Volumen jeder gewaschenen Kultur
wurde durch eine SDS-PAGE analysiert, wie in Fig. 2 dargestellt ist.

[0310] Die Mehrzahl der Hybride, umfassend Cry 1Ac und Cry 1F, bildeten in B. thuringiensis stabile Kristalle.
Eine bemerkenswerte Ausnahme ist EG11088, worin das aktive Toxinfragment dem reziproken Austausch von
EG11063 entsprechen wiirde. Zwei der drei Hybride, umfassend Cry1Ac und Cry1C, EG11087 und EG11090,
bildeten in B. thuringiensis keine Kristalle, obwohl diese reziproken Hybride die aktivierten Toxinfragmente der
Kristalle bildenden Stamme EG11063 und EG11074 nachahmen.

[0311] Jeder der mittels SDS-PAGE untersuchte Stamm erzeugte eine gewisse &-Endotoxin-Konzentration.
Wie erwartet, stellten jedoch solche Kulturen, welche als Kristall-negativ identifiziert wurden, sehr wenig Pro-
tein her (z. B. Bahn e: EG11065; Bahn f: EG11067; Bahn j;: EG11088; und Bahn k: EG11090). Als Referenz
sind typische Ausbeuten fiir ein kristallbildendes d-Endotoxin fiir Cry1Ac (Bahn a) angegeben. Mehrere Hyb-
rid-0-Endotoxine stellten vergleichbare Proteinkonzentrationen her, einschlieBlich EG11060 (Bahn b),
EG11062 (Bahn c), EG11063 (Bahn d; SEQ ID NO: 10) und EG11074 (Bahn i; SEQ ID NO: 12). Die Daten
zeigen deutlich, daB eine effiziente Hybrid-56-Endotoxin-Herstellung in B. thuringiensis nicht vorhersagbar ist
und in Abhangigkeit von den Stamm-0-Endotoxinen, welche zur Konstruktion des Hybrids verwendet wurden,

variiert.
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6.3 Beispiel 3 — Proteolytische Prozessierung der Hybrid-6-Endotoxine

[0312] Der proteolytische Abbau der Protoxinform des 8-Endotoxins zu einem stabilen aktiven Toxin erfolgt,
sobald die d-Endotoxin-Kristalle im Mitteldarm der Larve solubilisiert sind. Eine MaReinheit fir die potentielle
Aktivitat von 8-Endotoxinen ist die Stabilitdt des aktiven d-Endotoxins in einer proteolytischen Umgebung. Um
die proteolytische Empfindlichkeit der Hybrid-6-Endotoxine zu untersuchen, wurden das solubilisierte Toxin ei-
nem Trypsinverdau unterzogen. Die 6-Endotoxine wurden aus sporenbildenden B. thuringiensis-Kulturen ge-
reinigt und quantifiziert, wie beschrieben wurde (Chambers et al., 1991). Genau 250 ug jedes Hybrid-6-Endo-
toxin-Kristalls wurden in 30 mM NaHCO,, 10 mM DTT (Gesamtvolumen 0,5 ml) solubilisiert. Das Trypsin wurde
zu dem solubilisierten Toxin in einem Verhaltnis von 1 : 10 zugegeben. Nach geeigneten Zeitraumen wurden
50 pl-Aliquots entnommen und in 50 pyl Laemmli-Puffer Gberfihrt, fir 3 min auf 100°C erhitzt und in einem Tro-
ckeneis-Ethanol-Bad zur nachfolgenden Analyse eingefroren. Die Trypsin-Spaltprodukte der solubilisierten To-
xine wurden durch eine SDS-PAGE analysiert, und die Menge des aktiven 6-Endotoxins zu jedem Zeitpunkt
wurde mittels Densitometrie quantifiziert. Eine graphische Darstellung der Ergebnisse aus diesen Untersu-
chungen ist in Fig. 3 gezeigt.

[0313] Das Wildtyp-Cry1Ac wird schnell zu dem aktiven &-Endotoxin-Fragment prozessiert, welches fir die
Dauer der Untersuchung stabil ist. Die Hybrid-6-Endotoxine aus EG11063 und EG11074 werden auch zu ak-
tiven d-Endotoxin-Fragmenten prozessiert, welche fiur die Dauer der Untersuchung stabil sind. Die Prozessie-
rung des EG11063-6-Endotoxins lauft langsamer ab, und zu jedem Zeitpunkt verbleibt ein héherer Prozentsatz
dieses aktiven &-Endotoxin-Fragments. Obwohl die Hybrid-6-Endotoxine aus EG11060 und EG11062 zu akti-
ven 6-Endotoxin-Fragmenten prozessiert werden, sind diese Fragmente gegen eine weitere Spaltung empfind-
licher und werden in unterschiedlichen Geschwindigkeiten wahrend des Verlaufs der Untersuchung abgebaut.
Die 5'-Austauschstellen zwischen cry1Ac und cry1F fir die EG11062- und EG11063-8-Endotoxine ergeben To-
xine, welche sich nur durch 21 Aminosaurereste unterscheiden (vgl. Fig. 1). Jedoch wird die Wichtigkeit der
Beibehaltung von Cry1Ac-Sequenzen an diesen Positionen durch den viel schnelleren Abbau des
EG11062-6-Endotoxins offensichtlich. Diese Daten zeigen, dal® verschiedene Hybrid-0-Endotoxine, welche
unter Verwendung derselben Stamm-&-Endotoxine konstruiert wurden, sich hinsichtlich der biochemischen Ei-
genschaften, wie der proteolytischen Stabilitat, wesentlich unterscheiden kénnen.

6.4 Beispiel 4 — Bioaktivitat der Hybrid-6-Endotoxine

[0314] B. thuringiensis-Kulturen, die das gewlinschte 6-Endotoxin exprimieren, wurden gezichtet, bis alle
Zellen eine Sporenbildung zeigten, und anschlieflend lysiert und gewaschen, wie in Beispiel 2 beschrieben
wurde. Die d-Endotoxin-Konzentrationen fiir jede Kultur wurden durch eine SDS-PAGE quantifiziert, wie be-
schrieben wurde (Baum et al., 1990). Im Falle von Bioassay-Screenings wurde eine einzige geeignete Kon-
zentration jeder gewaschenen &-Endotoxin-Kultur topisch in 32 Vertiefungen, enthaltend 1,0 ml Nahrungser-
satz pro Vertiefung (Oberflache 175 mm?), eingebracht. Eine einzelne frisch geschliipfte Larve wurde in jede
der behandelten Vertiefungen gelegt, und die Schale wurde mit einem durchsichtigen, perforierten Mylarfilm
abgedeckt. Die Larvenmortalitat wurde nach 7-tagiger Fitterung beurteilt, und die Mortalitat in Prozent wurde
als das Verhaltnis der Anzahl der toten Larven zu der Gesamtanzahl an behandelten Larven, 32, ausgedruckt.

[0315] Im Falle von LC,-Bestimmungen (8-Endotoxin-Konzentration, die eine Mortalitét von 50% ergibt) wur-
den ©-Endotoxine aus den B. thuringiensis-Kulturen gereinigt und quantifiziert, wie durch Chambers et al.
(1991) beschrieben wurde. Acht Konzentrationen der &-Endotoxine wurden durch serielle Verdinnung in
0,005% Triton X-100® hergestellt, und jede Konzentration wurde topisch in Vertiefungen, enthaltend 1,0 ml
Nahrungsersatz, eingebracht. Die Larvenmortalitdt wurde nach 7-tdgiger Futterung beurteilt (32 Larven flr
jede d-Endotoxin-Konzentration). In allen Fallen diente das Verdiinnungsmittel als Kontrolle.

[0316] Ein Vergleich der Cry1A/Cry1F-Hybrid-Toxine durch Bioassay-Screenings ist in Tabelle 6 gezeigt. Die
Hybrid-8-Endotoxine aus den Stammen EG11063 und EG11074 behalten die Aktivitdten der Stamm-Cry1Ac-
und -Cry1F-0-Endotoxine bei. AuBerdem behalt das Hybrid-0-Endotoxin aus EG11735 die Aktivitat seiner
Stamm-Cry1Ab- und -Cry1F-3-Endotoxine bei. Die durch die Stamme EG11061, EG11062, EG11071 und
EG11073 hergestellten 8-Endotoxine besitzen keine Insektizidaktivitadt gegentber den getesteten Insektenlar-
ven, obwohl sie (1) mindestens ein Stamm-d-Endotoxin umfassen, welches gegentiiber den angegebenen Lar-
ven aktiv ist, und (2) stabile, gut definierte Kristalle in B. thuringiensis bilden. Diese Ergebnisse veranschauli-
chen die nicht vorhersagbaren Eigenschaften von Hybrid-Toxin-Konstruktionen.

[0317] Fur die Daten in Tabelle 6 wurden alle Stdmme als gewaschene, sporenbildende Kulturen getestet.
Fir jedes getestete Insekt wurden aquivalente Mengen der 6-Endotoxine verwendet, und die Insektizidaktivitat
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wurde auf den Stamm bezogen, der die héchste Mortalitat in Prozent zeigt (++++).

Tabelle 6
Bioassay-Screenings von Cry1A/Cry1F-Hybrid-6-Endotoxinen

Stamm S. frugiperda . S. exigua H. virescens  H. zea O. nubilalis
CrylAc - - - et +H
CrylF - ++ ++ ++ ++
CrylAb ++ + +++ -+ =+
EG11060 - - - - -
EG11062 - - - - -
EG11063 et IS -t -t e
EG11071 - . . . -
EG11073 - - - - -
EG11074 -+ A+ -+ -+ e s
EG11090 - ++ - - -
EG11091 T - - - N.D.
EG11092 +H -t ++ -+ N.D.
EG11735 4+ +H+ ++ +++ N.D.
EG11751 N.D.? +-t+ N.D. ot N.D.

&N. D. = Nicht bestimmt.

[0318] Die in Eig. 1 beschriebenen 8-Endotoxine und die in Bioassay-Screenings gezeigte Insektizidaktivitat
wurden in Form von gereinigten Kristallen untersucht, um deren LC,-Werte zu bestimmen (vgl. Tabelle 7). Die
aus den Stdmmen EG11063, EG11074, EG11091 und EG11735 gereinigten d-Endotoxine zeigen alle eine er-
héhte Aktivitat gegenlber dem Heerwurm (S. frugiperda und S. exigua) im Vergleich zu irgendeinem der ge-
testeten Wildtyp-6-Endotoxine. Die EG11063- und EG11074-6-Endotoxine ergeben identische aktive Toxin-
fragmente (Fig. 1B), wie durch ihre &hnlichen LC,-Werte bei den untersuchten Insekten erkennbar ist. Ein un-
erwartetes Ergebnis, welches aus diesen Daten offensichtlich wird, ist, dafl ein Hybrid-6-Endotoxin wie
EG11063, EG11092, EG11074, EG11735 oder EG11751 die Aktivitat seiner jeweiligen Stamm-8-Endotoxine
beibehalten kann und gegenuber von bestimmten Insekten wie S. exigua eine viel hdhere Aktivitat als jedes
Stamm-8-Endotoxin zeigen kann. Dieses breite Spektrum der Insektizidaktivitat bei ahnlichen oder geringeren
Dosen als bei den Stamm-8-Endotoxinen, zusammen mit der Konzentration der Toxinproduktion des Wildtyps
(Beispiel 2), machen diese Proteine fur die Herstellung in B. thuringiensis besonders geeignet. Obwohl das aus
EG11091 abgeleitete 6-Endotoxin eine bessere Aktivitadt gegentiber S. frugiperda und S. exigua zeigt als seine
Stamm-0-Endotoxine, hat es die Aktivitat gegenlber H. virescens und H. zea, welche dem Cry1Ac-Stamm-To-
xin zuzuschreiben ist, verloren. Dieser begrenzte Wirtsbereich, zusammen mit einer geringeren Toxinausbeu-
te, welche fur das EG11091-6-Endotoxin beobachtet wurde (Beispiel 2), machen es fur Herstellung in B. thu-
ringiensis weniger zuganglich.
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Tabelle 7
LC,,-Werte fir die gereinigten Hybrid-6-Endotoxine®

Toxan S. frugiperda 8. exigua H. virescens H zea  O. nubilalis
CrylAc >10000 >10000 9 160 23
CrylAb 1435 4740 118 400 17
CryiC >10000 490 >10000 >10000 >10000
CrylF 1027 3233 54 - 800 51.
EG11063 550 114 33 $0 7
(CrylAc/1F)
EG11074 468 77 25 76 9
" (CrylAc/iF)
EG11091 21 ~21 219 >10000 ND.!
(CrylAc/IC)

&N. D. = Nicht bestimmt.

[0319] In Tabelle 7 sind die LC,,-Werte in Nanogramm gereinigtem &-Endotoxin pro Vertiefung (175 mm?)
ausgedrickt und entsprechen den zusammengenommen Werten fir 2 bis 6 Wiederholungsversuchen. N. D.
= Nicht bestimmt.
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Nicht zutreffend. Diese Hybrid-Toxine enthalten nur eine Auétauschstelle, wie in Fig. 1 gezeigt.

aNA

Nicht Unterscheidbar. Die Austauschstelle fiir diese Hybrid-Proteine sind durch DNA-Sequenzen defi-

°ND

niert, welche zwischen beiden Stamm-Toxinen nicht unterscheidbar sind.

[0320] Tabelle 8 beschreibt die DNA-Sequenzen, welche die 5'- und 3'-Austauschstellen der erfindungsge-

maR relevanten Hybrid-6-Endotoxine umgeben. Wie durch die SEQ ID NO: erkennbar ist, haben bestimmte

Hybrid-6-Endotoxine gemeinsame Austauschstellen.

[0321] Zur Untersuchung des Effekt von anderen kleinen Veranderungen in der Austauschstelle, welche fir

die Konstruktion des Hybrid-Endotoxins ausgewahlt wird, wurde die Aktivitdt von EG11751 und EG11063 ge-

genuber S. exigua und H. zea verglichen (Tabelle 9). Die Daten zeigen deutlich, dal} die Eigenschaften des
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Hybrid-Endotoxins verbessert werden kénnen, indem die Austauschstelle zwischen den zwei Stamm-8-Endo-
toxinen verandert wird. In diesem Beispiel wurde die Austauschstelle in dem EG11751-8-Endotoxin um 75 Ba-
senpaare in 3'-Richtung verschoben, verglichen mit dem EG11063-6-Endotoxin, wobei eine verbesserte Insek-
tizidaktivitat erhalten wird. Obwohl keine wesentliche Verbesserung der Aktivitat gegenuber S. exigua zwi-
schen EG11063 und EG11751 beobachtet wird, wird eine wesentliche Verbesserung der H. zea-Aktivitat um
beinahe das 4fache fur EG11751 beobachtet. Es ist wichtig anzumerken, dal} Verbesserungen im Hinblick auf
die Bioaktivitat von Hybrid-6-Endotoxinen durch eine Veranderung der Austauschstellen nicht vorhersagbar
sind. Im Falle von EG11062 hebt die Verschiebung der Austauschstelle um 63 Basenpaare 5' zu der
EG11063-Austauschstelle die Insektizidaktivitat auf, wie in Tabelle 8 gezeigt ist.

Tabelle 9
Bioaktivitat von EG11063 und EG11751

B. thuringiensis -Stamm LCgqy -Werte fur gewaschene sporenbildende Kulturen
S. exigua . H.zea

EG11063 106 38

EG11751 90 10

[0322] Um den Effekt von Veranderungen in der Austauschstelle fiir Hybrid-5-Endotoxine weiter zu untersu-
chen, wurde das durch pEG381 codierte Hybrid-6-Endotoxin mit denen verglichen, welche durch pEG378 und
pEG1068 codiert werden. In diesem Beispiel wurde die 3'-Austauchstelle fir das durch pEG381 codierte Hyb-
rid-0-Endotoxin im Vergleich zu dem pEG378-Hybrid-6-Endotoxin um 340 Basenpaare in 5'-Richtung verscho-
ben. Die Daten in Tabelle 9 zeigen, dalk diese Veranderung eine Erhéhung der Aktivitat gegentber S. frugiper-
da-Aktivitat im Vergleich zu den durch pEG378 und pEG1066 codierten 8-Endotoxinen zur Folge hatte, wah-
rend die erhdhte Aktivitat beibehalten wird, welche fiir das durch pEG381 codierte 8-Endotoxin im Vergleich zu
dem durch pEG1068 codierten 8-Endotoxin beobachtet wurde (vgl. Tabelle 8). Dieses Ergebnis ist unerwartet,
da das aus der Proteolyse der codierten d-Endotoxine von pEG378 und pEG381 erhaltene aktivierte Toxin
identisch sein sollte. Dieses Beispiel zeigt ferner, da® Austauschstellen innerhalb des Protoxinfragments von
0-Endotoxinen eine grofle Auswirkung auf die Insektizidaktivitat haben kénnen.

Tabelle 10
Bioaktivitat von Toxinen welche durch pEG378, pEG381 und pEG1068 codiert werden

Plasmid ~ LCgy -Werte fiir gereinigte Kristalle
S. frugiperda T. ni H. zen P, xylostella
pEG378 464 57.7 37.5 3.02
pEG381 274 56.0 36.6 2.03
pEG1068 476 66.7 72.7 3.83

6.5 Beispiel 5 — Aktivitat der Hybrid-Toxine gegenuber anderen Schadlingen

[0323] Die erfindungsgemafien Toxine wurden auch gegenuber anderen Schadlingen getestet, einschliel3lich
des sudwestlichen Maisbohrers und zwei gegentber der Sojabohne aktiven Schadlingen. Die Toxinproteine
wurden solubilisiert, zu der Nahrung zugesetzt und in einem Bioassay gegen die Zielschadlinge getestet. Die
Hybrid-Toxine zeigten bei allen drei Schadlingen eine sehr wirksame Bekampfung.
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Tabelle 11
LC,,- und EC,,-Bereiche von Hybrid-Toxinen beim stidwestlichen Maisbohrer'?

EG11063 EGI11074 EG1109] EG11751
LCs 20 10-20 10-20 10-20
ECy 0.2-2 022 0.2-2 0.2-2

Alle Werte sind in ug/ml Nahrung ausgedrtickt.
2SWCB-Datenbereiche entsprechen den LC,,- bzw. EC,,-Bereichen (bestimmt durch % > 1. Entwicklungssta-

dium).

Tabelle 12
LC,,-Werte von chimaren Kristallproteinen bei Sojabohnenschadlingen’

Sch’a;éling EG11063 EG11074 EG11091 EGI11751 EGI11768
Samtbphnenraupe 1 0.9 0.6 0.3 0.1 0.06

Sojabohnenwickler 0.9 0.8 0.6 0.7 0.2

Alle Werte sind in ug/ml Nahrung ausgedrtickt.
’Die Samtbohnenraupe (Anticarsia gemmatalis) und der Sojabohnenwickler (Pseudoplusi includens) sind bei-
de Vertreter der Familie Noctuidae.

6.6 Beispiel 6 — Aminosauresequenzen der neuen Kristallproteine
6.6.1 Aminosauresequenz des EG11063-Kristallproteins (SEQ ID NO: 10)
MetAspAsnAsnProAsnIleAsnGluCysIleProTyrasnCysLeuSerAsnProGluvalGluvalleu
GlyGlyGludrgIleGluThrGlyTyrThrProlleasplleSerLeuSerLeuThrGlnPheleuleuSer
GluPheValProGlyAlaGlyPheValleuGlyLeuvalAspIleIleTrpGlyIlePheGlyProSerGln
TrpAspAlaPheleuvValGlnIleGluGlnLeulleAsnGlnArglleGluGluPheAlaArgAsnGlinAla
IleSerArglLeuGluGlyLeuSerAsnlLeuTyrGlnlleTyrAlaGluSerPheArgGluTrpGlualaisp
ProThrAsnProilaLleuArgGluGluMetArgIleGlnPheAsnAspMetAsnSerAlaleuThrThrAla
IleProLeuPhenlaValGlnAsnTyrGlnValProLeuleuSerValTyrValGlnAlaAlaasnlLeuHis
.LeuSerValleunrgAspValSerValPheGlyGInArgTrpGlyPheAaspAlanlaThrlleAsnSerArg
TyfAsnAspLeuThrArgLeuIleGlyAsnTerhrAspTyrAlaValArgTrpTyrAsnThrGlyLeuGlu
ArgValTrpGlyProAspSerArgAspTrpValArgTyrAsnGlnPheArgArgGluLeuThrLeuThrval
LeuaspIlevalalaLeuPheProAsnTyrAspSerArgArgTYTrProlleArgThrValSerGinLeuThr
ArgGluIleTerhrAsnProValLeuGluAsnPheAspGlyserPheArgGlySerAlaGinGlyIleGlu
ArgSerlleargSerProRisLeuMetAspllelLeuAsnSerIleThrIleTyrThrAspalalisArgGly
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TerererrpserGlyHisGlnIleMetAlaSerProValGlyPheSerGlyProGluPheTh:PhePro
LeuTyrGlyTh:MeCGlyAsnAlaAlaProGlnGlnArgIleValAlaGlnLeuGlyGlnGlyValTyrArg
ThrieuSerSerThrLeuTyrArgArgProPheAsnlleGlyIleAsnAsnGlnGlnLleuSerValleuAsp
GlyThrGluPheAlaTyrGlyThrSerSerAsnLeuProSerAlavalTyrArgLysSerGlyThrValAsp
SerLeuAspGlulleProProGlnAsnAsnAsnValProProArgGlnGlyPheSexrHisArgleuSerHis
ValSerMetPheArgSerGlyPheSerAsnSerserValSerIlelleArgAlaProMetPheSexrTrpThr
HisArgSerAlaThrProThrAsnThrIleAspProGluArglIleThrGlnlleProLeuVallysAlaHis
ThrlieuGlnserGlyThrThrValValArgGlyProGlyPheThrGlyGlyAsplleLeuvArgArgThrSer
GlyGlyProPheAlaTyrThrileValAsnIleAsnGlyGlnLeuProGlnArgTyrAxgAlaArgIleArg
TyrAlaSerTh:ThrAsnLeuArgIleTeralThrValAlaGlyGluArgIlePheAlaGlyGlnPheAsn
LysThrMetAspThrGlyAspProLeuThrPheGlnSerPheSerTyrAlaThrIleAsnThrAlaPheThr
PheProMetSerGlnSerSerPheThrValGlyAlaAspThrPheSerSerGlyAsnGluvalTyrIleAsp
ArgPheGlulLeuIleProValThrAlaThrPheGluAlaGluTyrAspLeuGluArgAlailnlysAlaval
AsnalaleuPheThrSerIleAsnGlnIleGlyIleLysThrAspValThrAspTyrHislleAspGlnval
SerisnleuValAspCysLeuSerAspGluPheCysLeuAspGlulysArgGluLeuSerGlulysvallys
HisAlaLysArgLeuserAspG1uArgAsnLeuLeuG1nA5pProAsnPheLysGlyIleAsnArgGlnLeu
AsSpArgGlyTrpArgGlySerThrAsplleThrIleGlnArgGlyAspAspValPhelysGluAsnTyrval
ThrLeuProGlyThrPheAspGluCysTyrProThrTyrLeuTyrGlnLysIleAspGluSerLysLeulys
AlaPheThrArgTyrGlnleuArgGlyTyrIleGluAspSerGlnAspleuGlulleTyrleullenrgTyr
AsnAlalLysHisGluThrValAsnvValProGlyThrGlySerLeuTrpProleuSerAlaGlnSerProlle
GlyLysCysGlyGluProAsnArgCysAlaProHisLeuGluTrpAsnProAspLeuAsplysSerCyshArg
ASpGlyGluLysCysAlaHisHisSerHisHisPheSerLeuAspIleAspValGlyCysThrAspLeuhsn
GluAspLeuGiyValTrpValIlePheLysIleLysThrGlnAspGlyHisAlaArgLeuGlyAsnLeuGlu
PhelLeuGluGluLysProleuvalGlyGluAalaleuhlaArgVallysArghlaGlulysLysTrpArgAsp
LysArgGlulysLeuGluTrpGluThrAsnIleValTyrlysGluAlaLysGluSerValAspAlaleuPhe
ValAsnSerGlnTyrAspGlnLeuGlnAlaAspThrAsnlledlaMetIleHisAlaAlaRspLysArgval
HisSerIleArgGluAlaTyrLeuProGluLeuSerVallleProGlyValAsnAlahlallePheGluGlu
LeuGluGlyArgIlePheThrAiaPheSerLeuTyrAspAlaArgAanalIleLysAsnGlyAspPheAsn
As&élyLeuSerCysTrpAanalLysGlyKisValAspValGluGluGlnAsnAsnGlnArgSerValLeu
ValValProGluTrpGluAlaGluvalSerGlnGluValArgvValCysProGlyArgGlyTyrIleleulryg
valThrAlaTyrLysGluGlyTyxGlyGluGlyCysValThrIleHisGlulleGluAsnAsnThrASpGlu
LeuLysPheSerAsnCysValGluGluGlulleTyrProRsnAsnThrvalThrCysASnAspTyrThrVal
AsnGlnGluGluTyrGlyGlyAlaTerhrSe;ArgAsnArgGlyTyrAsnGluAlaProSerValProAla
AspTyrAlaserValTyrGluGluLysSerTyrThrAspGlyArgArgGLUASNProCysGluPheAsnArg
GlyTyrArgAspTyrThrProLeuProValGlyTyrvalThrLysGluLeuGluTyrPheProGluThrAsp
LysValTrleeGluIleGiyGluThrGluGlyThrPheIleVaiAspSerValGluLeuLeuLeuMetGlu
Glu

57/159



DE 697 30 730 T2 2005.09.22

6.6.2 Aminosauresequenz des EG11074-Kristallproteins (SEQ ID NO: 12)

Me:AspAsnAsnProAsnIleAsnGluCysIleProTyrAanysLeuserAsnProGluValGluValLeu
GlyGlyGluArgIleGluThrGlyTyrThrPralleAsplleSerbeuSerLeuThrGloPheleuleuSer
GluPheValProGlyAlaGlyPheValLeuGlyLeuValAspIleIleTrpGlyIlePheGlfooSerGln
TrpAspAlaPheLeuValGlnIleGluGlnLeuIleAsnGlnArgIleGluGluPheAlaArgAsnGlnAla
IleSerArgLeuGluGlyLeuSerAsnLeuTyrGlnIleTyrAlaGluSerPheArgGluTrpGluAlaAsp
ProThrAsnProAlaleuArgGluGluMetArgIleGlnPheAsnAspMetAsnSerAlabeuThrThrAla
IleProLeuPheAlaValGlnAsnTyrGanalProLeuLeuSerValTy:ValGlnAlaAlaAsnLeunis
LeuSerValleuArghspValServValPheGlyGlnArgTrpGlyPheAsphlanlaThrIleAsnSerAryg
TyrAsnAspLeuThrArgLeuI1eGlyAsnTerhrAspTy:AlaValArgTrpTyrAsnThrGlyLeuGlu
ArgValTrpGlyProAspSerArgAspTrpValArgTyrAsnGlnPheArgArgGluLeuThrLeuThrVal
LeuAspI1eValAlaLeuPheProAsnTyrAspSerArgArgTerroIleArgThrValSerGlnLeuThr
ArgGluIlgTerhrAsnProValLeuGluAsnPheAspGlySerPheArgGlySerAlaGlnGlyIleGlu
ArQSerlleargserProHisLeuMetAsleeLeuAsnserIleThrIleTerhrAspAlaHisArgGly
TyrTyrTyrTrpSerGlyHisGlnIleMetAlaSerProvalGlyPheSerGlyProGluPheThrPhePro
LeuTyrGlyThrMetGlyAsnAlaAlaProGlnGlnArgIleValAlaGlnLeuGlyGlnGlyValTyrArg
ThrLeuSerSerThrleuTyrArgArgProPheAsnIleGlyIleAsnAsnGlnGlnleuSerValleuldsp
GlyThrGluPheAlaTyrGlyThrserSerAsnLeuProSe:AlaValTyrAngysSerGlyThrValAsp
.serLeuAspGluI1eProProGlnAsnAsnAanalProProArgGlnGlyPheserHisArgLeuSerHis
ValSerMetPheArgSerGlyPheSerAsnSerServalSerIlelleArghlaProMetPheSerTrpThr
HisArgSerAlaThrProThrAsnThrIleAspProGluArgIleThrGlnIleProLeuValLysAlaHis
ThrLeuGlnSerGlyThrThrValvalArgGlyProGlyPheThrGlyGlyAspIleLeuArgArgThrSer
GlyGlyProPheAlaTyrThrileValAsnIleAsnGlyGlnLeuProGlnArgTyrArgAlaArgIlearg
TyrAlaSerThrTthsnLeuArgIleTeralThrValAlaGlyGluArgIlePbeAlaGlyGlnPheAsn
LysThrMetAspThrGlyﬂspProLeuThrPheGlnSerPheSerTyrAlaThrIleAsnThrAlaPheThr
PheProMetSerGlnSerSerPheThrValGlyAlaAspThrPheSerSerGlyAsnGluval TyrIleasp
ArgPheGluLenlleProValThrAlaThrLeuGluAlaGluTyrAsaleuGluArgAlaGlnlysAlaval
AsnAlalLeuPheThr$erThrAsnGlnLeuGlyleuLysThrAsnValThrAspTyrHisIleAspGlnval
SerAsnieuval ThrTyrLeuSerAspGluPheCysLeuAspGluLlysArgGluleuSerGlulysVallys
HisAlaLysArgLeuserAspGluArgAsnLeuLeuG1nAspSerAsnPheLysAspIleAsnAréGlnPro
.GluArgGlyTrpGlyGlySerThrGlyIleThxIleGlnGlyGlyAgpAspvalPheLysGluAsnTeral
ThrLeuSerGlyThrPheAspGluCysTyrProThrTyrLeuTyrGlnlysIleAspGluserLysLeulys
AlaPheThrArgTyrGlnleuArgGlyTyrileGluAspSerGlnAspleuGlulleTyrLeuIleArgTyr
AsnAlalysHisGluThrValAsnValProGlyThrGlySerLeuTrpProLeuSerAlaGlnSexProlle
GlyLysCysGlyGluProAsnArgCysAlaProHisLeuGluTrpAsnPrag;gpeuAsprsSerCysArg
AspGlyGluLysCysAlaHisHisSerHisHisPheSerLeuAsleeAspValéinysThiAspLeuAsn
GluAspLeuGlyValTrpValIlaPheLysIleLysTerlnAspGlyHisAlaArgLeuGly#snLeuslu
PhelLeuGluGlulysProleuValGlyGluAlaleuAlaArgValLlysArgAlaGlulLysLysSTrpArgAsp
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LysArgGlulysLeuGluTrpGluThrAsnIlevalTyxrlysGluAlaLysGluSerValAspAlaLeuPhe
ValAsnSerGlnTyrAspGlnLeuGlnAlaAspThrAsnIleAlaMetIleHisAlaAlaAspLysArgVal
HisSerIleArgGlualaTyrLeuProGluLeuServalIlleProGlyvalhsnalaAlallePheGluGlu
LeuGluGlyArgIlePheThrAlaPheSerLeuTyrAsphlaArgAsnvalllelysAsnGlyAspPheAsn
AsnGlyLeuSe;CysTrpAanalLysGlyHisValASpValGluGluGlnAsnAsnGlnArgsa:ValLeu
ValvalProGluTrpGluAlaGluValSerGilnGluValArgVallysProGlyArgGlyTyrIleLeulry
ValThrAlaTerysGluGlyTnylyGluGlyCyaValThrIleHisGluIleGluAsnAsnThrAspGlu
LeulysPheSerAsnCysValGluGluGluIleTyrProAsnAsnThrvalThrCysASnAspTyrThrVal
AsnGlnGluGluTyrGlyGlyAlaTyrThrSerArgAsnArgGlyTyrAsnGluhlaProserValProAla
AspTyrAlaSerValTyrGluGlulysSerTyrThrAspGlyArgArgGluAsnProCysGluPheAsnArg
GlyTYrArgaAspTyrThrProLeunProValGlyTyrValThrLysGluLeuGluTyrPheProGluThrAsp
LysvalTrpIleGluIleGlyGluThrxGluGlyThrPhelleValhapSerValGluleuLeuLeuMetGlu
Glu

6.6.3 Aminosauresequenz des EG11735-Kristallproteins (SEQ ID NO: 14)

MetAspAsnAsnProAsnIleAsnGluCyslIleProTyrAsnCysleuSerAsnProGluvalGluvalLeu
GlyGlyGluArgIleGluThrGlyTyrThrProlleAspIleSerLeuSerLeuThrGlnPheLeulensSer
GluPheValProGlyAlaGlyPheValLeuGlyLeuValAspIleIleTrpGlyIlePheGlyProSerGln
TrpAspAlaPheLeuValélnIleGluGlnLeuIleAsnGlnArgIleGluGluPheAlaArgAsnGlnAla
IleSerArgLeuGluGlyLeuSerAsnLeuTyrGlnIleTyrAlaGluSerPheArgGluTrpGlullaAsp
ProThrAsnProAlalLeuArgGluGluMetArgIleGlnPheAsnAspMetAsnSerAlaLeuThrThrAls
I1eProLeuPheAlaValGlnAsnTyrGanalProLeuLeuSerValTeralGlnAlaAlaAsnLeuﬁis
LeuSerValLeuArgAspValSerValPheGlyGlnArgTrpGlyPheAspAlailaThrlleAsnSerAry
TyrAsnAspleuThrArgLeulleGlyAsnTyrThrAspHisAlavalArgTrpTyrAsnThrGlyLeuGlu
ArgValTrpGlyProAspSerArgAspTrplleArgTyrAsnGlnPheArgArgGluLeuThrLeuThrVal
LeuASpIlevalserLeuPheProAsn:yrAspserArgThrTyr?roIleArgThrValSerGlnLeuThr
ArgGluIleTerhrAsnProValLeuGluAsnPheASpGlySerPheArgG1ySerAlaGlnGly11eGlu
GlySerIleArgserProHisLeuMetAspIleLeuAsnSerIleThrIleTerhrAspAlaHisArgG;y
GluTererrpSerGlyHisGlnIleMetAlaSerProValGlyPheSerGlyProGluPheThrPhePfo
LeuTyrGlyThrMetGlyAsnAlaalaProGlnGlnArgIleValalaGlnLeuGlyGlnGlyValTyrArg
ThrLeuserSerThrLeuTyrArgArgProPheAsnIleGlyIleAsnAsnGlnGlnLeuserValLeuAép
GlyThrGluPheAlaTyrGlyThrSerSerAsnLeuProSerAlaValTyrArgLysSerGlyThrValAsp
SerLeuAspGluIleProProGlnAsnAsnAanalPro?roArgGthlyPheSerHisArgLeuSerHis
ValSerMetPheArgSerGlyPheSerAsnSerSerValSerIlelleAxrgAlaProMetPheSerTrpThr
HisArgSerAlaThrProThrAsnThrIleAspProGluArgIleThrGlnIleProLeuvalﬁysAléHis
ThrLeuGlnSerGlyThrThrValvValArgGlyProGlyPheThrGlyGlyAspIleleuArgArgThrSer
GlyGlyProPheAlaTyrThrIlevalAsnIleAsnGlyGlnLeuProGlnArgTyrArgAlaArgIleAry
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Ty:AlaSerThrThrAsnLeuA:gIleTeralThrValAlaGlyGluArgIlePheAlaGlyGlnPheAsn
LysThrMetAspThrGlyAspProLeuThrPheGlnSerPheSexrTyrAlaThrIleAsnThrAlaPheThr
PhebProMetSerGlnSerSerPheThrValGlyAlaAspThrPheSerSerGlyAsnGluvalTyrIleasp
ArgPheGluLeulleProvalThrAlaThrPheGluAlaGluTyrAspLeuGluArgAlaGlnlysAilaval
AsnhAlaleuPheThrSerIleAsnGlnIleGlyIlelysThrAspValThrAspTyrHisIleAspGlnvVal
SerAsnleuValAspCysLeuSerAspGluPheClysLeuAspGlulysArgGluleuSerGlulysvallys
HisAlaLysArgLeuSerAspGluArgAsnLeuLeuGlnAspProAsnPheLysGlyI1eAsnArgGlnLeu
AspA:gGlyTrpArgGlySerThrAsleeThrIleGlnArgGlyAspAspValPheLysGluAsnTeral
ThrieuProGlyThrPheAspGluCysTyrProThrTyrLeuTyrGlnLyslleAspGluSerLysLeulys
AlaPheThrArgTyrGlnLeuArgGlyTyrIleGluAspSerGlnAspleuGlulleTyrLeull eArgTyr
AsnAlaLysHisGluThrvélAanalProGlyThrGlyserLeuT:pProLeuSerAlaGlnSerPrcIle
GlyLy;CysGlyGluProAsnArgCXfAlaProHisLeuGluTrpAsgProAspLauAsprsSerCysArg
ASpGlyGlulysCysAlaHisHisSerHisHisPheSerLeuAsplleAspValGlyCysThrAspLeulsn
GIuAspLeuGlyValTrpValllePheLysIleLysThrGlnAspGlyHisAlaArgleuGlyAsnLeuGlu
PheLeuGluGluLysProLeuValGlyGluAlaLeuAlaArgValLlysArgAlaGluLysLysTrpArgAsp
LysArgGluLysLeuGluTrpGluThrAsnIleValTyrLysGluhlaLysGluSerValAspAlaLeuPhe
ValAsnSerGlnTyrAspGlnleuGlnAlahspThrAsnIleAlaMetIleHRisAladlaAspLyshArgVal
HisSerIleArgGluAlaTyrleuProGluleuSerValIleProGlyValAsnAlaAlaIlePheGluGlu
LeuGluGlyArgIlePheThrAlaPheserLeuTyiAspAlaArgAanalIleLysAsnGlyAspPheAsn
AsnGlyLeuSerCysTrpAsnVallysGlyHisValAspvalGluGluGlnAsnAsnGlnArgServalleu
VaIValproGluTrpGluAlaGluValSerGlnGluValArgValCysProGlyArgGlyTyrIleLeuArg
valThrAlaTyrLysGluGlyTyrGlyGluGlyCysValThrIleRisGluIleGluAsnAsnThrAspGlu
LeulysPheSerAsnCysValGluGluGluIleTyrProAsnAsnThrValThrCysAsnAspTyrThrval
AsnGlnGluGluTyrGlyGlyAlaTyrThrSexArgAsnArgGlyTyrAsnGluAlaProSerValProAla
ASpPTyrAlaSerValTyrGluGlulysSerTyrThrAspGlyArgArgGluAsnProCysGluPheAsnArg
GlyTyrArgAspTyrThrProLeuProValGlyTyrValThrLysGluLeuGluTyrPheProGluThrAsp
LysValTrpIleGlulleGlyGluThrGluGlyThrPhelleValAspServalGluLeuleuleuMetGlu

Glu

6.6.4 Aminosauresequenz des EG11092-Kristallproteins (SEQ ID NO: 26)

MetAspAsnAsnProAsnIleAsnGluCysIleProTyrAanysLeuSerAsnProGluValGluValLeu
GlyGlyGluArgIleG1uThrGlyTerhrProIleAspIleSerLeuSerLeuThrGlnPheLeuLeuSer
GluPheValProGlyAlaGlyPheValLeuGlyLeuValAspIleI;eTrpclyllePheGlyProSerGln
TrpAépAlaPheLeuValGlnIleGluGlnLeuIleAsnGlnAzgIleGluGluPheAlaArgAsnGlnAla
IleSerArgLeuGluGlyLeuSerAsnLeuTyrClnIleTyrAlaGluSerPheArgGluTrpGluhlaAsp
ProThrAsnProAlaLeuArgGluGluMetArgI1eGlnPheAsnAspMetAsnSefAlaLeuThrThrAla
IleProleuPheAlaValGlnAsnTyrGlnValProleuleuSerValTyrValGlpAlaAlahsnLleuHis

60/159



DE 697 30 730 T2 2005.09.22

LeuSerValLeuArgAspValSerValPheGlyGlnArgT=pGlyPheAspAlaAlaThrIleAsnSerxArg
TyrAsnAspLeuThrA:gLeuIleGlyAsnfer.:AspKisAlaValArgTrpTyrAsnThrGlyLeuGlu
ArgValTrpGlyProAspSexrArgAspTrpIlleArgTyrAsnGlnPheArgArgGluleuThrLeuThrval
LeuAsplleValSerLeuPheProAsnTyrAspSerArgThrTyrProlleArgThrValSerGlnLleuThr
ArgGlulleTyrThrAsnProValleuGluAsnPheAspGlySerPheArgGlySerAlaGlnGlyIleGlu
ArgSerlleArgSerProHisLeuMetAspIleLeuAsnSerIleThrileTyrThrAspAlaHisArgGly
TYyrTyrTyrTrpSerGlyHisGlnIleMetAlaSerProvalGlyPheSerGlyProGluPheThr PhePro
LeuTyrGlyThrMetGlyAsnAlaAlaProGlnGlnArgIlevalAlaGlnLeuGlyGlnGlyValTyrArg
ThrLeuSersethrLeuTyrArgArgProPheAsnIleGlyIleAsnAsnGlnGlnLeuSerValLeuAsp
GlyThrGlﬁPheAlaTyrGlyThrserSerAsnLeuProSerAlaValTy:ArgLysSerGlyThrValAsp
SerLeuAspGlulleProProGlnAsnAsnAsnValProProArgGlnGlyPheSerHisArgleuSerHis
ValSerMetPheArgSerGlyPheSexrAsnSerSerValSerIlelleArgAlaProMetPheSerTrpThr
HisArgSerAlaThrProThrAsnThrIleAspProGluArglleThrGlnIleProleuVallysAlaHis
ThrleuGlnSerGlyThrThrvalvalArgGlyProGlyPheThrGlyGlyAspIleleuArgArgThrSer
GlyGlyProPheAlaferhrIleValAsnIleAsnGlyGlnLeuProGlnArgTyrArgAlaArgIleArg
TyrAlaSerThrThrAsnLeuArgIleTyrvalThrValAlaGlyGluArgIlePheAlaGlyGlnPheAsn
LysThrMetAspThrGlyAspProLeuThrPheGlnSerPheSerTyrAlaThrIleAsnThrAlaPheThr
PhepProMetSerGlnSerSerPheThrvalGlyAlaAspThrPheSerSerGlyAsnGluvValTyrIleAsp
_ArgPheGluLeuIlaProValThrAlaThrPheGluAlaGluTyrAspLeuGluArgAlaGlnLysAlaVal
AsndlaLeuPheThrSerIleAsnGlnIleGlyIlelysThrAspValThrAspTyrHisIleAspGlnval
SerAsnLeuValAspCyslLeuSerAspGluPheCysLeuAspGlulysArgGluleuSerGluLlysVallys
HlsAlaLysArgLeuSerAspGluArgAsnLeuLeuGlnAspDroAsnPheLysGlyIleAsnArgGlnLeu
AspArgGlyTrpArgGlyse:ThrAspIleThrIleGlnArgGlyAspAspValPhaLysGluAsnTeral
ThrLeuProGlyThrPheAspGluCysTyrProThrTyrLeuTy=GlnLysIleAspGluSerlysLeulys
AlaPheTﬁIArgTyrGlnLeuArgGlyTyrIleGluAspSerGlnAspLeuGluIleTereuIleArgTyr
AsnAlalysHisGluThrValAsnValProGlyThrGlySerLeuTrpProleuSerAlaGlnSerProlle
GlyLysCysGlyGluProAsnArgCysAlaProHisLeuGluTrpAsnProAspleulspCysSerCysArg
AsSpGlyGluLysCysAlaHisHisSerHisHisPheSerLeuAspIleAspValGlyCysThrAspLeuAsn
GluAspLeuGlyValTrpVélIlePheLysIleLysThrGlnAspGlyHisAlaArgpeuGlyAsnLeuGlu
PheleuGluGluLysProLeuValGlyGluAlaleuAlaArgVallysArghAlaGluLysLysTrpArgAsp
_ LysArgGluLysLeuGluTrpGluThrAsnIleValTyrLysGluAlalysGluSerValAspAlaLeuPhe
ValAsnSerGlnTyrAspGlnleuGlnAlaAspThrAsnIleAlaMetIleHisAlaAlaAspLysArgVal
HisSerIleArgGluAlaTyrLeuProGluLeuSerValIleProGlyValAsnAlahrlallePheGluGlu
LeuGluGlyArgIlePheThrAlaPheSerLeuTyrAspAlaArgAanalIleLysAsnGlyAspPheAsn
AsnGlyLeuSerCysTrpAsnvalLysGlyH;sValAspValGluGluGlnAsnAsnGlnArgSerValLeu
ValvalProGluTrpGlualaGluValSerGlnGluValArgValCysProGlyArgGlyTyrIleLeuAry
ValThrAlaTerysGluGlyTyrGlyGlpGlyCysValThrIleH;sGluIleGluAsnAsnThrAspGlu
LeulysPheSerAsnCysValGluGluGluIleTyrProAsnAsnThrValThrCysAsnAspTyrThrval
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ASnGlnGluGluTyrGlyGlyAlaTyrThrSerArgAsnArgGlyTyrAsnGluAlaProServalProila
AspTyrAlaSerValTyrGluGluLysSerTyrThrAspGlyArgArgGluAsnProCysGluPheAsnAryg
GlyTyrArgAspTyrThrProleuProValGlyTyrValThrLysGluLeuGluTyrPheProGluThrasp
LysValTrpileGlulleGlyGluThrGluGlyThrPhelleValAspServValGluLeuleuLeuMetGlu
Glu

6.6.5 Aminosauresequenz des EG11751-Kristallproteins (SEQ ID NO: 28)

MetAspAsnAsnProAsnIleAsnGluCysIleproTyrAanysLeuSerAsnProGluValGluValLeu
GlyGlyGluArgIleGluThrGlyTerh:P:oIleAspIleSerLeuSerLeuThrGlnPheLeuLeuser
GluPheValProGlyAlaGlyPheValLeuGlyLeuValAsleeIleTrpGlyIlePhteyProSerGln
TrpAspAlaPheLeuValGlnIleGluGlnLeuIleAsnGlnArgIleGluGluPheAlaArgAsnGlnAla
IleSerArgLeuGluGlyLeuserAsnLeuTyrGlnIleTyrAlaGluSerPheArgGluTrpGluAlaAsp
ProThrAsnProAlaLeuArgGluGluMetArgIleGlnPheAsnAspMetAsnserAlaLeuThrThrAla
IleProLeuPheAlaValGlnAsnTyrGanalProLeuLedSerValTeralGlnAlaAlaAsnLeuHis
LeuSerValLeuArgAspValSerValPheGlyGlnArgTrpGlyPheAspAlaAlaThrIleAsnSerAry
TyfAsnAspLeﬁThrArgLeuIleGlyAsnTerhrAspTyrAlaValArgTrpTyrAsnThrGlyLeuGlu
ArgvalTrpGlyProAspSerArgAspTrpValArgTyrAsnGlnPheArgArgGluLeuThrLeuThrVal
LeuAspIleValAlaLeuPheProAsnTyrAspserArgArgTerroIleArgThrValSerGlnLeuTh:
ArgGluIleTerhrAsnProvalLeuGluAsnPheAspGlyserPheArgGlyS&rAlaGlnGlyIleGlu
ArgSerI1aArgSerProHisLeuMetAsleeLeuAsnSerIleThrIleTy:ThrAspAlaHisArgcly
ijTererrpSerGlyHisGlnIleMetAlaSerProValGlyPheSerGlyProGluPheThrPhePro
LeuTyrGlyThrMetGlyAsnAlaAlaProGlnGlnArgIleValAlaGlnLeuGlyGlnGlyValTyrArg
anLeuSerSerThrLeﬁTyrArgArgProPheAsnIleplyIleAsnAsnGlnGlnLeuserValLéuAsP
GlyThrGluPheAlaTyrGlyThrSerSerAsnLeuProSerAlaValTyrArgLysSe:Gl&ThrValAsp
SerLeuAspGluI1eProProGlnAsnAsnAanalProProArgGlnGlyPheSerHisArgLeuSe:His
ValSerMetPheArgSerGlyPheSerAsnSerSerValSe;;leIleArgAlaProMetPheSerTrlee
HisﬂrgSerAlaGluPheAsnAsnIleIleAlaSerAspSerIleThrGlnIleProLeuValLysAlaHis
ThrLeuGlnSerGlyThrThrvalvValArgGlyProGlyPheThrGlyGlyAspIleLeuArgArgThrSer
GlyGlyProPheAlaTerhrIleValAsnIleAsnGlyGlnLeuProGlnArgTyrArgAlaArgIleArg
TyxAlaSerThrThrAsnLeuArglleTeralThrValAlaGlyGluArgIlePheAlaGlyGlnPheAsn
LysThrMetAspThrGlyAspProLeuThrPheGlnSerPheserTy:AlaThrIleAsnTthlaPheThr
PhePrcMetserGlnSerSerPheThrValGlyAlaAspThrPheSerserGlyAsnGluValTyrIleAsp
Arg?heGluLeuIleProValThrAlaThrPheGluAlaGluTyrAspLeuGluArgAlaGlnLysAlaVal
AsnAlaLeuPheThrSerIleAsnGlnIleGlyIleLysThrAspValThrAspTyrHisIleAspGlaval
Se:AsnLeuValAsprsLeuSerAspGluPheCysLeuAsgglﬁLysArgGluLeuserGluLysValLys
HisAlaLysArgLeuSerAspGluArgRsnLeuLeuGlnAspP%oAsnPheLyaGl?IleAsnArgGlnLeu
AspArgGlyTrpArgGlySerThrAspIleThrIleGlnArgGlyAspAspValPheLysGluAsnTyrval
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ThrLeuProGlyThrPheAspGluCysTyrProThrTyrLeuTyrGlnlysIleAspGluserLysLeulys
AlaPheThrArgTyzGlnLeuArgGlyTyrIleGluAspSexrGlnAspleuGlulleTyrLeulleArgTyr
AsnAlaLysHisGluTh-ValAsnValProGlyThrGlySerLleuTrpProLeuSexAlaGlnSerProlle
GlyLysCysGlyGluProAsnArgCysAlaProHisLeuGluTrpAsnProAspLeulAsplysSerCysArg
AspGlyGluLysCysAlaHisHisSerHisHisPheSerLeuAspIlleAspValGlyCysThrAspLeuAsn
GluAspLeuGlyValTrpVallIlePhelysIleLysThrGlnAspGlyHisAlaArgLeuGlyAsnLeuGlu
PheleuGluGluLysProLeuvValGlyGluAlaLeuAlaArgVallysArgAlaGluLysLys TrpArgAsp
LysArgGlulysLeuGluTrpGluThrAsnIleValTyrLysGluAlalysGluSerValAaspAlaleuPhe
ValAsnSerGlnTyrAspGlnLeuGlnAlaAspThrAsnlleAlaMetIleHisAlaAlaAspLysArgVal
HisSerIleArgGluAlaTereuProGluLeuserValIleProGlyValAsnAlaAlaIlePheGluGlu
LeuGluGlyArgIlePheThrAlaPheSerLeuTyrAspAlairgAsnValIlelysAsnGlyAspPheAsn
AsnGlyLeuSerCysTrpAsnVallysGlyHisValAspValGluGluGlnAsnAsnGlnArgSerValLeu
ValValProGluTrpGluAlaGluv;ZSerGlnGluValArgValCysPrcGlyArgGlyTyrIleLeuArg
ValThrAlaTyrlysGluGlyTyrGlyGluGlyCysValThrIleRisGluIleGluAsnAsnThrAspGlu
LeuLysPheSerAanysValGluGluGluIleTerroAsnAsnThrValThrCysAsnAspTerhrVa1
AsnGlnGluGluTyrGlyGlyAlaTyrThrSerArgAsnArgGlyTyrAsnGluAlaProSerValProdla
AspTyrAlaSerValTyrGluGlulysSexTyrThrAspGlyArgArgGluAsnProCysGluPheAsnArg
GlyTyrArgAspTyrThrProlLeuProValGlyTyrValThrLysGluLeuGluTyrPheProGluThrisp
LysValTrpIleGlulleGlyGluThrGluclyThrPheIleValAspSerValGluleuleuleuMetGlu
Glu

6.6.6 Aminosauresequenz des EG11091-Kristallproteins (SEQ ID NO: 30)

MetAspAsnAsnProAsnIleAsnGluCysIleProTyrAsnCysLeuSerAsnProGluvalGluValleun
GlyGlyGluArgIleGluThrxGlyTyrThrProlleAspIleSerleuSerLeuThrGlnPheLeul.euSer
GluPheValProGlyAlaGlyPhéValLeuGlyLeuValAsleeIleTrpGlyIlePheGlyProSerGln
TrpAspAlaPheLeuValGlnIleGluGlnleulleAsnGlnArgIlleGluGluPheAlaArgAsnGlnAla
IleSerArgLeuGluGlyLeuSerAsnLeuTyrGlnIleTyrAlaGluSerPheArgGluTrpGluilaasp
ProThrAsnProAlaleuArgGluGluMetArglleGlnPheAsnAspMetAsnSerAlaleuThrThrala
IleProleuPheAlaValGlnAsnTyrGlnvalProLeuleuSerValTyrValGlnAlarlaAsnleuHis
LeuSerVallLeuArgAspValSerValPheGlyGlnArgTrpGlyPheAspAlaAlaThrlleAsnsSerarg
TyrAsnAspLeuThrArgLeulleGlyAsnTyrThrAspTyrAlaValArgTrpTyrAsnThrGlyLeudlu
ArgValTrpGlyProAspSerArgAspTrpValArgTyrAsnGlnPheArgArgGluLeuThrleuThrval
LeuAsleeValAlaLeuPheProAsnTy;AspserArgArgTerroI1eArgThrValSerGlnLeuThr
ArgGluIleTerhrAsnProValLeuG1uAsnPheAspGlySerPheArgGlySerAlaGlnGlyIleGlu
ArgSerlleArgSerProHisLeuMetAsplleleuAsnSerIleThrIleTyrThrAspAlalisArgGly
TerererrPSerGlyHqulnIleMetAléSerPrQValslypheSerGlyProaluPheTh:PhePro
LeuTyrGlyThrMetGlyAsnAlaAlaProGlnGlgArgIleﬁalAlaGlnLeuclyGlnglyValwyrArg
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ThrleuSerSerThrlLeuTyrArgArgProPheAsnlleGlylleAsnAsnGlnGlnleuSerValleuAsp
GlyThrGluPheAlaTyrGlyThrSerSerAsnlieuProSerAlaValTyrArglysSerGlyThrValasp
SerlLeuAspGlulleProProGlnAsnAsnAsnValProProArgGlnGlyPheSerHisArgleuSerHis
ValSerMetPheArgSerGlyPheSexrAsnSerServValSerIleIleArgAlaProMetPheSerTrplle
HisArgSerilaThrlLeuThrAsnThrIleAspProGluArgIleAsnGlnIleProLeuvVallysGlyPhe
ArgvalTrpGlyGlyThrServVallleThrGlyProGlyPheThrGlyGlyAspIlelLeuArgArgAsnThr
PheGlyAspPheValsSerLeuGlnValAsnIleAsnSerProlleThrGlnArgTyrArgleuArgPhelrg
TyrAlaSerSerArgAspAlaArgvVallleValleuThrGlyAlaAlaSexThrGlyValGlyGlyGlnval
SerValasnMetProleuGlnLysThrMetGluIleGlyGluAsnleuThrSerArgThrPheArgTy>»Thr
AspPheSerAsnProPheSerPheArgAlaAsnProAspllelleGlylleSerGluGlnProleuPheGly
AlaGlysexrlleSerSerGlyGluLeuTyrIleAsplysIleGlullelleLeuAlaAspAlaThrPheGlu
AlaGluSerAspLeuGluArgAlaGlnLysAlaValAsnAlaleuPheThrSerSerAsnGlnIleGlyLeu
LysThraspValThrAspTyrHisIleAspGlnValSerAsnLeuValAsplysleuSerAspGluPheCys
LeuAspGluLysArgGluLeuSerGlulysValLysHisAlalysArgleuSerAspGluArgAsnl.eulau
GlnAspProAsnPheArgGlyIleAsnArgGlnProAspArgélyTrpArgGlySerThrAsleeThrIle
GlnGlyGlyAspAspValPhelysGluAsnTyrValThrleuProGlyThrValAspGluCysTyrProThr
TyrlLeuTyrGlnlysIleAspGluSerLysleulysAlaTyrThrArgTyrGluLenArgGlyTyrIleGlu
AspSerGlnaspLeuGlulleTyrLeulleArgTyrAsnAlalysHisGlulleValAsnValProGlyThr
GlySerLeuTrpProLeuSerAlaGlnSerProIleGlylysCysClyGluProAsnArgCysAlaProHlis
LeuGluTrpAsnProAspLeuAspCysSerCysArgAspGlyGluLyscysAlaHisHiséerHisHisPhe
ThrlevAspIleAspvalGlyCysThrAspLeuAsnGluAspLeuGlyValTrpvalllePhelysIlelys
ThrGlnaspGlyHisAlaArgLeuGlyAsnbeuGluPheLeuGluGlulysProLeulLeuGlyGlualaLeu
AlaArgVallysArgAlaGlulysLysTrpArgAsplLysArgGlulysleuGlnleuGluThrAsnIleval
TyrlysGluAlalysGluSerValaspilaleuPheValAsnSerGlnTyrAspArgleuGlnValAspThr
AsnIleAlaMetIleHisAlaRlaAsplysArgVallisArgIleArgGluAlaTyrLeuProGluLeuSer
ValIleProGlyvalAsnAlahlaIlePheGluGluLeuGluGlyArgIlePheThrAlaTyrSerLeuTyr
AgpAlaArgAanalIleLysAsnGlyAspPheAsnAsnGlyLeuLeuCysTrpAanalLysGlyHisVal
AspValGluGluGlnAsnAanisArgSerValLngalIleProGluTrpGluAlaGluValSerGlnGlu
ValArgValCysProGlyArgGlyTyrIleLeuhrgvalThrAlaTyrLysGluGlyTyrGlyGluGlyCys
ValThrIleHisGluIleGluAspAsnThrAspGluleulysPheSerAsnCysvValGluGluGluvalTyr
ProAsnAsnThrValThrCysASnASnTyrThrGlyThrGlnGluGluTyrGluGlyThr Tyx ThrSerArg
AsnGlnGlyTyrAspGluAlaTyrGlyAsnAsnProSerVaIProAlaAspTyrAlaSerValTyrGluGlu
LysSerTyrThrAspGlyArgArgGludsnProCysGluSerAsnArgGlyTyrGlyAspTyrThrProleu
PfoAlaGlyTera1ThrLysAspLeuGluTerheProGluThrAspLysValTrpIleGluIleGlyGlu
ThrGluG;yTh:PheI1eValAspserValGluLeuLeuLeuMetGluGlu
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6.6.7 Aminosauresequenz des EG11768-Kristallproteins (SEQ ID NO: 34)

MetAspASnAsnProlsnIleAsnGluCysIleProTyrAsnCysLeuSerAsnProGluvalGluvalleuGlyG
1yGluArgIleGluThrGlyTyrThrProlleAspIileSerLeuSerLeuThrGlnPheleuLeuSerGluPheva
1ProGlyAlaGlyPheValleuGlyLeuValAspIleIleTrpGlyIlePheGlyProSerGlnTrpAspAlaPhe
LeuvalGlnIileGluGlnleuIleAsnGlnArgIleGluGluPheAlaArgAsnGlnAalalleSerArgLeuGluG
lyLeuSerAsnLeuTyrGlnIleTyrAlaGluSerPheArgGluTrpGluAlaAspProThrAsnProAlaleudr
gGluGluMetArgI1eG1nPheAsnAspMecAsnSe:AlaLeuThrTh;AlaIleProLeuPheAlaValGlnAsn
TyrGlnValProLeuLeuSerValTyrValGlnAlaAlaAsnlLeuHisLeuSerValLeuArgAspValServalP
heGlyGlnArgTrpGlyPheAspAlaAlaThrIleAsnserArgTyrAsnAspLeuThrArgLeuIleGlyAsnTy
rThrAspTyrAlaValArgTrpTyrAsnThrGlyLeuGluArgVal TrpGlyProAspSerArgAspTrpValArg
TyrAsnGlnPheArgArgGluLeuThrLeuThrValLeuAspIleValAlaLeuPheProAsnTyTAspSerArgA
rgTyr?roIleArngrValSerGlnLeuTh:ArgGluIleTerhrAsnProValLeuGluAsnPheAspGlySe
rPheArgGlySerAlaGlnGlyIleGluArgSerIleArgéerProHisLeuMetAspIleLeuAsnSerIleThr
IleTerhrAspAlaHisArgGlyTerererrpserGl&HisGlnIleMetAlaSerProValGlyPheSe:G
1yProGluPheThrPheProLeuTyrGlyThrMetGlyAsnAlaAlaProGlnGlnArgIleValAlaGlnLeuGl
yGlnGlyV;lTyrArgThrLeuSerSerThrLeuTyrArgArgProPheAsnIleGlyIleAsnAsnGlnGlnLeu
SerValleuaspGlyThrGluPheAlaTyxGlyThrSerSerAsnLeuProsSerAlaValTyrArglysserGlyT
hrValAspSerLeuAspGlulleProProGlnAsnAsnAsnvValProProArgGlnGlyPheSerHisArgleusSe
rHisValSerMetPheArgSerGlyPheSerAsnSerserValSerIleIleArgAlaProMetPheSerTrplle
HisArgSeralaGluPheAsnAsanIlelleAlaSerAspSerIleThrGlnlleProLeuVallysAlaHisThrL
éﬁGiﬁserGlyThrThrvalValArgGlyProGlyPheThrG1yG1yAsleeLeuA:gArgThrSerGlyGlyPr
oPheAlaTerhrIleValAsnIleAsnGlyGlnLeuProGlnArgTyrA;gAlaArgIleArgTyrAlaSerThr.
ThrAsnLeuArgIleTeralThrValAlaGlyGluArgIlePheAlaGlyGlnPheAsnLysTh:MetAspThrG
lyAspProLeuThrPheGlnSerPheSerTyrAlaThrIleAsnThrAlaPheThrPheProMetSerGlnSerSe
rPheThrValGlyAlaAspTh:PheserserGlyAsnGluValTyrIleAspArgPheGluLeuIle?roValThr
AlaThrLeuGluAlaGluTyrAsnLeuGluArgAlaGlnLysAlavValAsnAlaLeuPheThrSerThrAsnGlnL
euGlyLeuLysThrAsnValThrAspTyrHisIleAspGanalserAsnLeuValThrTereuSerAspGluPh
eCysLeuAspGluLysArgGluLeuSerGluLysvVallysHisAlaLysArgLeuSerAspGluArgAsnlLeuLeu
GinAspSerAsnPheLysAspIleAsnArgGlnProGluArgGlyTrpGlyGlySerThrGlyIleThrIleGlnG
1yGlyAspAspValPheLysGluAsnTyrValThrLeuSerGlyThrPheAspGluCysTyrProThrTyrLeuTy
rGlnLysIleAspGluSerLysLeuLysAlaPheThrArgTyrGlnLeuArgGIyTyrIleGluAspSe:GlnAsp
LeuGluIleTereuIleA:gTyrAsnAlaLysHisGluThrValAanalProGlyThrGlyseéLeuTerroL
euSerAlaGlnSerProIleGlyLysCysGlyGluProAsnArgCysAlaProHisLeuGluTrpAsnProAspLe
uASpCysSerCysArgAspGlyGluLysCysAlatigHisSerHisHisPheSerLeuAsplleAspValGlyCys
ThrAspLeuAsnGluAspLeuGlyValTrpValIlePheLysIleLysThrGlnAspGlyHisAiaArgLeuGlyA
SI;LeuGluPheLeuGluGluLys ProLeuValGlyGluAl;I:éuAlaArgValLysArgAlaGluLysLysTrpAr
gAspLysArgGluLysLeuGluTrpGluThrAsnIlevalTerysGluAlaLysg;uSerValAspAlaLeuPhe
ValAsnSerGlnTyrAspGlnLeuGlnAlaAspThrAsnIleAlaMetIleHisAlaAlaAspLysArgValHiss
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e:IleArgGluAlaTereuProGluLeuSerValIleProGlyValAsnAlaAlaIlePheGluGluLeuGlusl
yArgIlePheThrAlaPheSerLeuTyrAspAlaA:gAanalIlsLysAsnGlyAspPheAsnAsnGlyLeuser
CysTrpAanalLysGlyHisValAspValGluGluGlnAsnAsnGlnArgSerValLeuValValProGluT:pG
1uAlaGluValSerGlnGluvalArgValCysProGlyArgGlyTyrIleLeuArgvalThrAlaTyrLysGluGl
yTyrGlyGluGlyCysValThrIleHisGluI1eGluAsnAsnTh:AspGluLeuLysPheSerAanySValGlu
GluGluIleTyrProAsnAsnThrValThrCysAsnAspTyrThxValAsnGlnGluGluTyrGlyGlyAlaTyrT
hrSerArgAsnArgGlyTyrAsnGluAlaProSerValP:oAlaAspTy:AlaserValTyrGluGluLysSerTy
rThrAspGlyArgArgGluAsnProCysGluPheAsnArgGlyTyrA:gAspTerhrProLeuProValGlyTyr
ValThrLysGluLeuGluTyrPheProGluTh:AspLysValTrpIleGluIleGlyGluThrGluGlyThrPheI
levValAspSerValGluLeuLeulLeuMetGluGlu

6.7 Beispiel 7 — DNA-Sequenzen, welche die neuen Kristallproteine codieren
6.7.1 DNA-Sequenz codierend das EG11063-Kristallprotein (SEQ ID NO: 9)

ATG GAT AAC AAT CCG AAC ATC AAT GAA TGC ATT CCT TAT AAT TGT TTA 48
AGT AAC CCT GAA GTA GAA GTA TTA GGT GGA GAA AGA ATA GAA ACT GGT 96
TAC ACC CCA ATC GAT ATT TCC TTG TCG CTA ACG CAA TIT CTT TTG AGT 144
GAA TTT GTT CCC GGT GCT GGA TTT GTG TTA GGA CTA GTT GAT ATA ATA 182
TGG GGA ATT TTT GGT CCC TCT CAA TGG GAC GCA TTT CTT GTAR CAA ATT 240

GAA CAG TTA ATT AAC CAA AGA ATA GAR GAA TTC GCT AGG AAC CAA GCC 288
ATT TCT AGA TTA GAA GGA CTA AGC AAT CTT TAT CAR ATT TAC GCA GAA 336
TCT TTT AGA GAG TGG GAA GCA GAT CCT ACT ART CCA GCA TTA AGA GAA 384
GAG ATG CGT ATT CAA TTC AAT GAC ATG AAC AGT GCC CTT ACA ACC GCT 432
ATT CCT CTT TTT GCA GTT CAA AAT TAT CAA GTT CCT CTT TTA TCA GTA 480
TAT GTT CAA GCT GCA AAT TTA CAT TTA TCA GTT TTG AGA GAT GTT TCA 528
GTG TTT GGA CAA AGG TGG GGA TTT GAT GCC GCG ACT ATC AAT AGT CGT 576
TAT AAT GAT TTA ACT AGG CTT ATT GGC AAC TAT ACA GAT TAT GCT GTA 624
CGC TGG TAC AAT ACG GGA TTA GAA CGT GTA TGG GGA CCG GAT TCT AGA 672
GAT TGG GTA AGG TAT AAT CAA TTT AGA AGA GAA TTA ACA CTA ACT GTA 720
TTA GAT ATC GTT GCT CTG TTC CCG AAT TAT GAT AGT AGA AGA TAT CCA 768
ATT CGA ACA GTT TCC CAA TTA ACA AGA GAA ATT TAT ACA AAC CCA GTA 816
TTA GAA AAT TTT GAT GGT AGT TTT CGA GGC TCG GCT CAG GGC ATA GARA 864
AGA AGT ATT AGG AGT CCA CAT TTG ATG GAT ATA CTT AAC AGT ATA ACC 912
ATC TAT ACG GAT GCT CAT AGG GGT TAT TAT TAT TGG TCA GGG CAT CAA 960
ATA ATG GCT TCT CCT GTA GGG TTT TCG GGG CCA GAA TTC ACT TIT CCG 1008
CTA TAT GGA ACT ATG GGA AAT GCA GCT CCA CAA CAA CGT ATT GTT GCT. 1056
CAA CTA GGT CAG GGC GTG TAT AGA ACA TTA TCG TCC ACT TTA TAT AGA 1104
AGA OCT TTT ART ATA GGG ATA AAT AAT CAA CAA CTA TCT GTT CTT GAC 1152
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GGG
TAC

GTT
AGA
ACA
ACA
GGA

ccT
TTA
GTC

ACA
AGA
ARC
TCA
GCT
ATT
CTT
GAT
ART
GCC
ATT

ACA
cca
GGG

ACA
GCG

GAT
GAA
GCG

ATT
CTAa
ATC
TAT
GCA
CTT
GCG
GGA
GTA
AAG

GCG
AAT
ARC
CAT
GAG
GRA
ATT

GAA

AAC
ATG
CCa
GAT
CAG
ATT
ATA
T
TTT
TC
ATG
AAT

CTG
TAT
TTIT
AAG
GGC
ACC
CCa
GAT
ATC

TCA
CCa

GGA
ATT
GAA
GAG
ATC
TCT
GCG
CTG
GGG
ARA

TTT GCT TAT

AGC
GTG
TTT
ATG
CCG
TCA
cTT
ART
ACT
GCT

AGC
GAA

CAT
TGT
cGA
arc
ATC
GGT

CAT
jcloles
CAC
AAG
TGT
AAG
GAG

GTT
CAA
GCA
T
CGT
AAT

GGA
CCA
CGT
TTT
GAG
GGT
cGa
GGG
ACA
GGT
TCT
CAG
GTT
GCA
ACT
ATT
CTG
CTC
AAT

ACC
TCA
GAT
GAA

TGT
ACA
ACG

TAT
TAT
GAT

ATT
GGT

ACG
CcCT
TCA
TCT
AGG
ACT
cGa

AAT

TTT
AGT
TAT
GAA
TCT
GAT
GRT
AGT
AGG
AGA
TTT

AGT
ACA
AGT
GAA
GCC
GAC

Ccta
TGG

GAT

ATT

TIC
GAT
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GGA
GTA
AGG
GGC
TGG
ATT
ACT
ACA
TTA
cTa
TTT
AGT
AGT
ATA
TAT
ATA

GAA
GAT

GGA
GAT
TTA

GTA
cca
TGG
CAT
TTA
GAT
TTA
AGA
GAG

ceT
cce
ACT
TT

ACC
GAT
CAA
TTT
ACG
ACT
GTT
AGT
ccc
AGA
AAC

TAC

TTC

GAC

GAT
AAC

GTA
AAG
GAG

CTA

GAT
GAG

GAC
AAT
ATC
AAT
CAT
AAT
GGG
GTA
GAC
GCA
TTA
GTT
GGT
GCcA
AAT

TCC
TCG
GGA
AGT
CAC
CAR
GTA
GGA

ATT

GCA
ACA
AGA
TTA

TCC
CGA
CGG
GAC
GAC
TGC
GCC
TTA
GTG
GGA
ccT
TCG

TR
CTG
TTT
ART
CGT
ATA
AGA
GGA
AGG
TAC
ACA
ACT
GTA

GAA
ATA
AAT

AAT
CGT
GTA
TAT

GAA
cca
ARG
GAC
CAT

\I

GAG
CaC
GGA

CAT
GTC
TTC
AAT

GAC
GCA
GAA
CGT

GCG
AGC

TCC
GGC

AAT
GAT
AGT
AGT
AGT
cea
GGG
cea
TAT
GTA
ATG
ATT
GaT
GAA
AGA
GaG
TTA
TTG

GGT

CCa

ACC

ATC

GGT

TGT

TTA
CAT
CTA
AGA
GCG
GRA
TCT
GAT
ATT
GCG
CTA
TTA
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TTG
GAA
CAT
AGT
GCa
TTG
cce

jaichy
ACG
GAT
AAT
GCT
TTG
GCA
ATA
GTG
TCC

TGG

ACA
CGT
TAT
ACG

GAT
TTC
GGT
CTA
CTA

GTA -

ACG
cea
GCT
TAT
TCC

CCA
ATA
CGA
GTA
ACC

GCT
GCr
GTT
ACC

AGA
GAA
TAT
TAT
TTA
GGT
GAG
TGT
TCC
GTA
GGG
GCT
TTG
GAT
A@T
GAA
ATT
GAT
TGC

TCC
CCG
TTA
AGT
CCT

TTT
TAT
AGA
GCA
GGT
GCT
ACT
CCA

ACA
TGT

GAT

AAT
TIG
CAR
ATT
TCC
CCG
TCG
TTA
TGG
AAT
CGT

GCT
ATT
GCT

GCG
TG3

GCT
cea
AGC
ATA
ACA
aca
ACG
ACT
ATA
GGT
GaC

GTT
GCG
GAT
TTA
GTC
CCA
AGT
TAT
TAT
TTA
CGC
TTA
AAT
TGT
GAC
GTG
cTa
GTG
TGG
TTA
GCC
TAT
GAA
AGA

GTA
CRG
CAT
ATA
AAT
CAT
GGA
ATT
CGC

CCA
ACA

‘AGT

ACT
GTG
GTG
TCA

AAC
ACG
GTC

AGA
TAC
TGG
CGA
AGG
ATT
ATC
GRG

ATG

CTG .

AAT
GTG

1200
1248
1256
1344
1392
1440
1488
1536
1584
1632
1680
1728
1776
1824
1872
1820
1568
2016
2064
2112
2160
2208
2256
2304
2352
2400
2448
2496
2544
2532
2640
2688
2736
2784
2832
2880
2928
2376



GTT
CCG
GGA
CTG
GTA
TAC
GAT
GAG
CCA
ARG
AGC

ATG
AGT
TAC

TGG
GARA
ATT
TCT
GAG
ATT
TAT
GTG
TAT
cGee
GAT
TTA
ATT

AGA
ATC
ATA
CTIa

GTT
GGT
GAA

ARG

ACT
TAT
AAT
GTT
GTA
GTG

GAT
AAC
ACC
TTT
GGA
CAG
TCT

ATG
CCT
GTT
TTT
AAT
TGG
TGG
GAT
CGA
GARA
AGT
TAT
ATG
TAT
CTA

CAT
CCG
CGT
GGT
TTT
TGT
TCT
GCG
CCT
GGT
TGG
GAA

AAC
ccT
cca
GTT
ATT
TTA
AGA
AGR
CGT

ACG
GCT

GGT

GGC
TGC
AGC
AAT
CGT
TCA
TGT
TAT
ATT
TTA

6.7.2 DNA-Sequenz,

AAT
GAA
ATC
ccc
TTT
ATT
TTA
GAG
ATT

GCT
Can
TTA
AAT
AGG
GTT

AGG
GAT
TCT
ACT
cac

GAT
TGG
TAT
GTA
ARC
GAT
AAT
GTC
GAA
GTG
GAG
cTC

cCG
GTA
GAT
GGT
GGT
AAC
GAA
TGG

GCA
GCA
AGG
ACT
ACG
TAT
GCT
TCC
GAT
AGT

cCcT
ATG
GGC

GTA
GAR
ATC
ACC
TGC
TAT
CGA
TAT
TTT
ACA
ATT
CTT

AnC
GARA
ATT
GCT
ccc

GGA
GAA
T™C
GTT
AAT
TGG
AGG
GGA
AAT
CTG

GGT
CCA
CAT
GTA
GGA
GTG

DE 697 30 730 T2 2005.09.22

GAA
GCA

GGA
ATG

ATC
GTA
TCC
GGA
TCT
AGA
CcTA
Gca
AAT
CAR
TTA
GGA

TTA

TTA

AGT

AGG
GGG

TAT

GAA
GTA

TAT

AGA
GAA
Gahr
GAG

CAA

GTG

GTC
GAG
GAG
AAT
AAC
AAR
GGG
TTA
ACG
GAA

AAC
TCA
ACA
ATC
GAA
CAA
GAA
TCG
TAT
GAA
GAA

AAC
CAA
GCG
GAG
ATC
GAA
GCT
TAT
AGG
TAC
GGA

Ccan CGT
GAA GTT
TAC AAG
AAC AAT
TAT CCA
GAA TAC
CCT TCC
ACAR GAT
GAT TAC
TTC CCA
ACA TTT

TCG
CET
GAG
ACA
AAT
GGA
GTA
GGA
ACG
GAA
ATC

GTC
GTC
GGA
GAC
AAC
GGT

CGA
cca
ACC
GTG

CTT
TGT
TAT
GAA
ACG
GCG

AGA
CTA
GAT
GAC

3024
3072
3120
3168
3216
3264
3312
3360
3408
3456
3504
3531

codierend das EG11074-Kristallprotein (SEQ ID NO: 11)

AAT
TTA
TTG
TTT

ATA
AGC
GAT

GAC

CAT
ITT
ATT
GAA

CCa
ACA
TTT
TTG
GGT

GCA
AGA

GAA
GGT
TCG
GTG
TGG
GAA
ART
CCT
ATG
TAT
TTA
GAT
GGC
CGT
AGA
ART
AGA
CGA
ATG
TAT
TCG
GCT
ACA

TGC
GGAa
CTa
TTA
GACT
GAA
cTT
ACT

TTA

ATT
GAA
ACG
GGA
GCA
TTC
TAT
ART
AGT

.GTT

GTT
GCG
TAT
TGG
GAAR
GAT
ATT
TCG
ATA
TAT
CCAa

TCG

CCT TAT
AGA ATA
CAA TTT
CTA GTT

GCT AGG

CCA GCA
GCC CTT
cCcT CIT
TTG AGA
ACT ATC
ACA GAT
GGA CCG
TTA ACA
AGT AGA
TAT ACA
GCT CAG

TGG TCA
GAA TTC
CAR CGT
TCC ACT
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AAT
GAA
CcTT
GAT
GTA
AANC
TAC
TTA
ACA
TTA
GAT
AAT
TAT
GAT
CTA
AGA

GGC
AGT

ACT
ATT
TTA

TGT
ACT
TTG
ATA

GCA
AGA
ACC

TCA

GTT
AGT
GCT
TCT
ACT
TAT
CChA
ATA
ATA
CAT

GTT
TAT

TTA
GGET
AGT
ATA
ATT
GCC
GAR
GAA
GCT
GTA
TCA
CGT
GTA
AGA
GTA
CCa
GTA

ACC

cCcG

GCT

48
96
la4d
192
240
288
336
384
432
480
528
576
624
672
720
768
816
864
912
960
1008
1056
1104



ACG
GAT
CAT

GGG
ACa

GGG

CCcG
TGC
GAT
GAT
TTT
“TITT
AGA
ACA
GTA
ATT
cCT

CcCT

ACA
aAGa
AAC
TCA
GCT
ATT
CTT
GAT

GCcC

‘ATT

ACA
CCA
GGG
ACA
GCG
GAT
GRA~
GCG

ATT
CTA
ATC
TAT
Gea
crT
GCG
GGA
GTA
ARG
cre
GCG
AAT
AAC
CAT
GAG
GAA

TTT
GAR

AAC
ATG
CCa
GAT
CAG
ATT
ATA
TCT

TTC
ATG
AAT

CTG

TAT

ARG
GAC
ACC
TCA
GAT
ATC

TCA
cca

GGA
ATT
GAA
GAG
ATC
TCT
GCG
CTG

AAT

AGC
GTG
TTT
ATG
CCG
TCA

AAT
ACT
GCT

AGC
GAA
GAG
TTT
CAT
TGT
CGA
ATT
ATC
GGT
GARA

CAT
GCC
cac

AAG

TGT
AAG
GAG

GTT

GCA

TCT
CGT

ATA
GCT
GGA
CCA
ceT
TTT
GAG
GGT
CGA
GGG
ACA
GGT
TCcT
CAG
GTT
GCT
ACG
ATT
egqc
cre
AAT

ACC
TCA
GAT
GAA

CcTT
TGT
ACA
ACG

TAT
TAT
GAT
GTG
ATT

AGT
TAT
GAa
TCT
GAT
GAT
AGT
AGG
GGA
TTT

AGT
ACA
AGT
GAA
GCC
GAC

CCa
TGG

GAT

ATT
¢
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ATA
GGA
GTA
AGG
GGC
TGG
ATT
ACT
ACA
TTA
CTA
TTT
AGT
AGT
ATA
TAT
ACA

GAA
GAT

GGG
GAT
TTA
CAA
GTAa
cca
TGG
CaT
TTA
GAT
TTA
AGA
GAG
CAA
CGT
cce
ACT

ART
ACC
GAT

TTT
ACG
ACT
GTT
AGT
cce
AGA
AAC
TAC
TTC
GAC
AAT
AAC
GTG
AAG
GAA
CCA
GAT
GAG

GAC
AAT
RTC
AAT
CAT
AAT
GGG
GTA
GAC
GCA

GTT
GGT
GCa

AAT
TCC
TCG
GGA
AGT

CAC

GTA
GGA

ATT

GCA
ACA
AGA
CTG

TCC
CGA
oic])
GAA
GAC
TGC
GCC
TTA
GTG
GGA
CCT
TCG
GAG
CAC
GGA

CAT
GTC

TTC

caA
TCA
cTG
TTT
AAT
CGT
ATA
AGA
GGA
AGG
TAC
ACA
ACT
GTA

GAA
CTA
AAT
GAA
ART
CcGT
GTA
TAT

GAA
CCa
AAG
GAC
CAT
GAC
GCA
GAA
CGT

GCG
AGC

TCC
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CAA
ART
GAT
AGT
AGT
AGT
cea
GGG
cea
TAT
GTA
ATG
ATT
GGT
GAA
AGA
GGG
TTA
TG
TTA
GGG
TTT
cca
AcC
ATC
GaT
TGT
TTA
CAT
CTA
AGA
GCG
GAA
TCT
GAT
ATT
GCG
CTA

CTA
TTG
GAA
CAT
AGT
GCA
TTG
cecc

CeT
ACG
GAT

GCT
TTG
GCG
CTA
GTT
TCC
cTc
TGG

ACA
CGT
TAT
ACG
GGA
GAT
TTC
GGT
CTA
CTA

GTA
ACG
cGA
GCT
TAT

ACC
ACA
GAT
ATT
CAG

ACG
GAG

GGC
GAA
TAT
TAT
TTA
GGT
GAG
TGT
TCC
GTA

GCT

GAT
AAT

ATT
GAT

T CTT

TAT
AGA
GCA
GGT
GCT
ACT
CCA
AAG
ACA
TAT

GAT

AAT
TTG

ATT
TCC
cCG
TCG
TTA
TGG
ART
CGT

GCT

ATT

GCT

GCG

GCT
CCA
AGC
ATA
ACA
GCa
ACG

ACT

ATA

GGT

GAC
TTIT

GTT
GCG
AAT
TTA
GTC
TCA
AGT
TAC
TAT

TTA

cGC
TTA
AAT
GT
GAC
GTG
CTAa
GTG
TGG
TTA
GCC
TAT

aca

GAC
GTA
CAG
CAT
ATA
ART
CAT
cea
ATT
CGC
GAA
cca
ACA
AGT
ACT
GTG
GTA
TCG

ACA
GTC

AGA
TAC
TGG
CGr
AGG
ATT
ATC
GAG

GAA

ATG

AAT



GTC

GTT
cCcG
GGA
CTG
GTA
TAC
GAT
GAG
cCa

AGC

ATG
AGT
TAC
GAA
TGG
GRA
ATT
TCT
GAG
ATT
TAT
GTG
TAT
CGC
GAT

ATT
TTA

ATC
ATA

ATT

GTT
GGT
GAA
ANG
ACG
ACT
TAT
AAT
GTT
GTA
GTG

GAT
AAC
ACC

GGA
CAG
TCT

ATG
cCcT
GTT
TTT
AAT
TGG
TGG
GAT
CGA

AGT
TAT
ATG
TAT
CTA

CAT
CCG
CET
GGT
TTT
TGT
TCT
GCG
ccT
GGT
TGG
GAA

ARC
CcCcT
CcCca
GTT
ATT

TTA

AGA
AGA
CGT
CTT

GAT
TAC
ATA
ATC

GTA
GAA
GGC
TGC
AGC
AAT
CGT
TCA
TGT
TAT
ATT
TTA

GGT
GAT
TGG
TAT
GTA
AAC
GAT
AAT
GTC
GAA
GTG
GAG
CTC

GAT

GAR
ATC
ACC
TGC

TAT

CGA
TAT
TTT
ACA
ATT
CTT
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TTT
GAA
GCA
cTT
ATT
GTA
ACT
GGA
GAR
ARC
AAR
GGA
ATG

6.7.3 DNA-Sequenz,

ARAT CCG AAC

GaA
ATC
ccc

ATT
TTA
GAG
ATT

GCT
TTA

AAT
AGA

ACA GTT

AAT
ATT
ACG
GCT

GGT

AGG
GAT
TCT
ACT
CAG

GTAa
GAT
GGT
GGT
AAnC
GAA
TGG

GCA
GCA
AGG
ACT
ACG
TAT
CT
TCC
GAT
AGT
GCT
CcCcT
ATG
GGC

GAA
ATT
GCT
ccc

GGA
GAA
TIC
GTT
ART
TGG
AGG
GGA
AAT
CTA
CAR
GGT
CCa
CAT
GTA

GTG

ATC
GTA
TCC
GGA
TCT
AGA
CTa
GCA
AAT

TTA
GGA

TTA
CAA
TTT
TTA
AGT
CAT
AGR
GGG
AAT
TAT

GAA
GAA
CGT
CAT
GAA
GTA
TAT
GAA
AGA
GAA
GAA
GAG

AAT

GTG
GTC
GAG
GAG
AAT
AAC

GGG
TTA
ACG
GARA

ATC

GAA

GAA
TCG
TAT
GAA
GAA

TTA
AAC
CRA
GCG
GAG
ATC
GAA
GCT
TAT
AGG
TAC
GGA

2005.09.22

TCC
CRA
GAA
TAC
AAC
TAT
GAA
car
ACA
GAT
TTC
ACA

TGC
CGT

GTB-

AAG
AAT
CCA
TAC
TCC
GAT
TAC
CCA

TGG
TCG
CGT

AAC
GTC
GTC

ACC
GTG

GTG
crr
TGT
TAT
GAA
ACG
GCG
GCT
AGA
CTa
GAT
GAC

297é
3024
3072
3120
3168
3216
3264
3312
3360
3408
3456
3504
3531

codierend das EG11735-Kristallprotein (SEQ ID NO: 13)

AAT

GAA

TTA GGT

TG
TTT
caa
ATA
AGC
GAT
Gac
ART
CAT
TTT
ATT
GAG

CCG
ACA

TTG
GGA

GCA
AGA

TCG
GTG
GG
GAA
ART
CCT
ATG
TAT
TTA
GAT
GGC
CGT
AGR
ARC
AGA
CGA
ATG
GAA
TCG
GCT
ACA

TGC
GGA
CTA
TTA
GAC
GAA
CTT
ACT

AAC

CAaA
TCA
GCC
AAT
GTA
AGA
TAT
GAR
GGC
GAT
TAT
GGG
CCA
TTA
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ATT
GAA
ACG

GCA
TTC
TAT
AAT
AGT
GTT
GTT
GCG
TAT
TGG

GAT
ATT
TCG
ATA
TAT
CCA

TCG

ccT
AGA
CAA
CTA
TTT
GCT

CCA
GCC
CcCT
TTG
ACT
ACA
GGA
TTA
AGT
TAT
GCT

GG
Gaa

TCC

TAT
ATA
TTT

GTT

CTT
AGG
ATT
GCAa
CTT
CcTT
AGA
ATC
GAT
lalade]
ACA
AGA
ACA
CAG
ARC
TCA

cGT
ACT

AAT
GAR
CTT
GAT
GTA
AAC
TAC
TTA
ACA
TIA
GAT
ART
CAT
GAT
CTA
ACG

GGC
AGT
GGG
ACT
ATT
TTA

TGT
ACT
TTG
ATA

GCA
AGA
ACC
TCA
GTT
AGT
GCT
TCT
ACT
TAT
cca
ATA
AThA
CAT

GTT
TAT

TTA
GGT
AGT
ATA
ATT
GCC
GAA

48



GTA
ATT
ccT
TTA

ccT
ACA
AGA
AAC
TCA
GCT
ATT
CTT
GAT
AAT
GCC

‘ATT

ACA

GGG
ACA
GCG
GAT

GCG

ATT
CTA
ATC
TAT
GCA
CTT
GCG
GGA
GTA
ARG
oy el
GCG
AAT
AAC
CAT
GAG
GAA

TIT
GAR

AAC
ATG
cca
GAT
CAG
ATT
ATA
TCcT

TTC
ATG
AAT
TTT
CTG
TAT

AAG
GGC
ACC
CCA
GAT
ATC

TCA
CCA

GGA
ATT

GAG
ATC
TCT
GCG
CTG
GGG

ACT
GCT

AGC

TTT
CAT
TGT
CGA
ATC
ATC
GGT
GAA
GAA
CAT
GCC
CAC
AAG
TGT
ARG
GAG
ARDA
GTT
CAR
GCA
CT

ATR
GCT
GGA
CCR
CGT
TTT
GAG

GGT
CGA

GGG

ACA

GGT

TCT

CAG

GTT

GCa

ACT

ATT

CTG

CcTC
AAT

ACC
TCA
GAT

TGT
ACA
ACG
ARA
AAA
TAT
TAT
GAT
GTG

GGG
TAT
ACG
ceT
TCA
TCT
AGG
ACT

AGT
TAT

TCT

m
-

AGT
AGG

£ 8

AGT
ACA
AGT
GAA
GCC
GAC
CAA
CCA
GG
ARA
GAT
AAA
ATT

CGT ATT TTC
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ATR

ACA
TTA
CTA
TTT
AGT
AGT
ATA
TAT
ATA

GAA
GAT

GGA
GAT
TTA
Can
GTA
CCA
TGG
caAT
TTA
GAT
TTA
AGA
GAG

CGT
CCG
ACT

ART
ACC
GAT
Can

ACG
ACT
GTT
AGT
ccc
AGA
AAC
TAC
TTC
GAC
GAT
AAC
GTA

GRG
CTA
GAT
GAG

GAC
ART
ATC
AAT
CAT
AART
GGG
GTA
GAC
GCA
TTA
GTT
GGT
GCA

AAT

cC
TCG
GGA
AGT
CAC

GTA
GGA

ATT

GCA
ACA
AGA
TTA
CAR
TCC
CGA
CGG
GAC
GAC
TGC
GCC
TIA
GTG
GGA
cCcT
TCG

GTC
TTC

TCA
CTG

ART
CGT
ATA
AGA
GGA
AGG
TAC
ACA
ACT
GTA
TTT
GAA
ATA
AAT

AAT
CGT
GTA
TAT
TTT

cca
ARG
GAC
CAT
GAC
GCa

CGT

GCG
AGC
ART
TCC

CAA
AAT
GAT
AGT
AGT
AGT
CCA
GGG

CCA
TAT

GTA
ATG
ATT

GGT

GAA
AGA
GGG

TTa

TTG

TTA

GGT

TTC

CCA
ACC

ATC
GGT

TGT
TTA
CAT
CTA
AGA
GCG
GAA
TCT
GAT
ATT
GCG
CTAa
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CTA
TTG
GAA
CAT
AGT
GCA
TTG

ccc

TTT
CGT
ACG
GAT
AAT
GCT
TTG
GCa
ATA
GTG
TCC
CIT
TGG

ACA
CGT
TAT
ACG
GGA
GAT
TTC
GGT
CTA
CTA

GTA
ACG
CGA
GCT
TAT

TCT
CCA
ATA
CGA
GTA
ACC
GTA
GGG
GCT
GCA
GTT
ACC
ACA
GAT
ATT

GAT
GAG

AGA

TAT
TAT
TTA
GGT
GaG
TGT
Tee
GTA
os6
GeT
TG
GAT
AAT

GAT

GTT
TCC
Ccaq
TTA
AGT
cCT

T
TAT
AGA
GCA
GGT
GCT
ACT
CCA

ACA
TGT

GAT
GGA
AAT
TTG
CAA
ATT
TCC
CCG
TCG
TTA
TGG
ART

CeT

GCT
ATT
GCT
TTT
GCG

CTT
GCT
CCA
AGC
ATA
ACA
GCa
ACG
ACT
ATA

GAC
TTT

GTT
GCG

TTA
GTC
CCA
AGT
TAT
TAT
TTA
cGC

AAT
TGT
GAC
GTG
cTa
GTG
TGG
TTA
GCC
TAT

AGA

GAC
GTA

CAT
ATA

CAT
GGA
ATT
CcGC
GAA
cca
ACh
AGT
ACT
CTG

- GTG

TCA

ACG
GTC

AGA
TAC
TGG
CGA
AGG
ATT
ATC

ATG

GAA
AAT

1155
1200
1248
1296
1344
1392
1440
1488
15386
1584
1632
2680
1728
1778
1824
1872
13820
1968
2016
2064
2112
2160
2208
2256
2304
2352
2400
2448
2486
2544
2582
2640
2688
2736

. 2784

2832
2880
2928



GTC

GTT
CCG
GGA
CTG
GTA
TAC
GAT

AGC

ATG
AGT

TAC

ATC
ATA

ATT
GGG
GTT
GGT
GAA
AAG
ACG
ACT
TAT
AAT
GTT
GTA
GTG

GAT
AAC
ACC
IT
GGA
CAG
TCT
TIT
ATG
ccT
GTT

AAT
TGG
TGG
GAT
CGA

AGT
TAT
ATG
TAT

CAT
lalaie
CGT
GGT
TTT
TGT
TCT
GCG
ccT
GGT

GAA

ARC
cCcT
cCcA
GTT
ATT
TTA
AGA
AGA
CGT
CTT
CRA
GGA
GAT
TAC
ATA
ATC
ACA
ART
ATT
ACG
GCT

GTA
GAA
GGC
TGC
AGC
AAT
CGT
TCA
TGT
TAT
ATT
TTA

GGT
GAT
TGG
TAT
GTA
AAC
GAT
AAT
GTC
GAA
GTG
GAG
cTC

GAT

GTA

ATC
ACC
TGC
TAT
CGA
TAT
TTT
ACA
ATT
cTT

DE 697 30 730 T2 2005.09.22

GAA

GGA
ATG

6.7.4 DNA-Sequenz,

ART
GAR
ATC
cce

ATT
TTA
GAG
ATT

GCT

TTA
AAT
AGA

GTT
TTT
AGG
GAT
TCT
ACT

cce
GTA
GAT
GGT
GGT
AAC
GAA
TGG

GCA
GCA
AGS
ACT
ACG
TAT
TCT
TCC
GAT
AGT
GCT
cCT
ATG

ANC
GRA
ATT
GCT
cec

GGA
GhA
TTC
GTT
AAT
TGG
AGG
GGA
AAT
CTA

GGT
CCA
CAT
GTIA
GGA

ATC
GTA
TCC
GGA
TCT
AGA
CTA
GCA
ART
CAA
TTA
GGA

AGG
GGG
AAT

AAT
GAR
GAR
CGT

GAn

GTA
TAT

GaG

ART
CAA
GTG
GTC
GAG
GAG
AAT
AAC

GGG
TTA
ARCG
GAA

GGC
AAC
TCA
ACH
ATC
GaA
CaRn
GAA
TCG
TAT
GAA
GAA

TTA TCC
AAC CAA
CAA GRA
GCG TAC
GAG AAC
ATC TAT
GAA GARA
GCT CCT
TAT ACA
AGG GAT
TAC TTC
GGA AChA

TGC
CGT
GTT
ARG
AART
cCa
TAC
TCC
GAT
TAC
CcCa

TGG
TCG
CGT
GAG
ACA
AAT
GGA
GTA
GGA
ACG
GARA
ATC

AAC
GTC
GTC
GGA
GAC
ARC
GGT
CCa
Cca
cca
ACC
GTG

GTG
crT
TGT
TAT
GAA
ACG
GCG
GCT
AGA
CTA
GAT
GAC

297é
3024
3072
3120
3168
3216
3264
3312
3360
3408
3456
3504
3531

codierend das EG11092-Kristallprotein (SEQ ID NO: 25)

AAT GAA TGC

GAG
TTT
CCG
ACA

TTG
GGT

GCA

GGT
TCG
GTG
TGG
GAA
AAT
ccr
ATG
TAT
TTA
GAT
GGC
CGT
AGA
RAC
AGA
cGA
ATG
TAT
TCG
Telesy

GGA
CTA
TTA
GAC
GAA
CTT
ACT
AAC

TCA
GCC
AAC
GTIA
AGA
TAT
GARA
GGC
GAT
TAT
GGG
CCA

ATT CCT
GAA AGA
ACG CAR
GGA CTA
GCA TIT
TTC GCT
TAT CAA
AAT CCA
AGT GCC
GTT CCT

GTT TTG

GCG ACT
TAT ACA
TGG GGA
GAA TTA

GAT AGT,

ATT TAT
TCG GCT
ATA CTT
TAT TGG
CCA GAA
CAA CAA

72/159

TAT
ATA
IT
GTT
CTT
AGG
ATT
GCA
CTT
cTIT
AGA
ATC
GAT
cCG
ACA
AGA
ACA
CAG
AAC
“TCA
TTC
CcGT

AAT
GARA
cTT
GAT
GTA
ARC
TAC

GGC
AGT
GGG
ACT
ATT

TGT
ACT

AGR
ACC
TCA
GTT
AGT
GCT
TCT
ACT
TAT
CcCca
ATA
ATA
CAT

GTT

TTA
GGT
AGT

"ATA

ATT
GCC
GAXR
GAA
GCT
GTA
TCA
CGT
GTA
AGA
GTA
CCA
GTA
GAA
ace

slenc]
GCT

48
56
144
192
240
288
336
ig4
432
480
528
576
624
672
720
768
816
864
912
960
1008
1056



CAAR
AGA
GGG
TAC

GTT
AGA
ACA
ACA
GGA
GTT
TAT

GTA
ATT
CCT

TCA
GCT
ATT
cTT
GAT
AAT
GCcC
ATT
ACA
CCA
GGG
ACA
GCG
GAT
GAA
GCG

ATT
CTA
ATC
TAT
GCA
CTT
GCG
GGA
GTA
ARG
cTe
GCG
AAT
AAC
CAT
GAG

GGT
TTT
GAA

ARC
ATG

GAT
CAG
ATT
ATA
TCT
TIT
TTC
ATG
AART

CTG
TAT

ARG
GGC
ACC
CCA
GAT
ATC

TCA
CCA
GAA

ATT
GAA
GAG
ATC
TCT
GCG
CTG

CAG
AAT

AGC
GTG
TTT
ATG
lelele]
TCA

AAT
ACT
GCT

AGC
GAA
GAA
TTT
CAT
TGT
CGA
ATC
ATC
GGT
GAA
GAA
CAT
GCC
CAaC
ARG
TGT
ARG
GAG

GTT

GCA
TCT

GGC
ATA
GCT
GGA
CCA
CGT
TTT
GAG
GGT
cGa
GGG
ACA
GGT

TCT

CAG

GTT

GCA

ACT

ATT

CTG

cTC
AAT

ACC
TCA
GAT
GAA

CTT
TGT
ACA
ACG

TAT
TAT
GAT

AGT
TAT
GAA
TCT
GAT
GAT
AGT
AGG
AGA
TTT

AGT
ACA
AGT
GAA
Gee
GAC

DE 697 30 730 T2

TAT
ATA
GGA
GTA
AGG
GGC
TGG
ATT
ACT
ACA
TTA
CTAa
TTT
AGT
AGT
ATA
TAT
ATa

GAA
GAT
CAA
GGA
GAT
TTA

GTA
Cca
TGG
CAT
TTA
GAT
TTA

AGA
AAT
ACC

GAT

TIT
ACG
ACT
GTT
AGT
cce
AGA
AAC
TAC
TTC
GAC
GAT

AAC 1

GTA

GAG
CTA
GAT
GAG

GAC
AAT
ATC
AAT
CAT
AAT
GGG
GTA
GAC
GCA
TTA
GTT
GGT

ACA
ART
TCC
TCG
GGA
AGT
CAC
CAA
GTA
GGA

ATT

GCA
ACA
AGA
TTA

TCC
CGA
CGG
GAC
GAaC
TGC
GCC
TTA
GTG
GGA
ccT
TCG
GAG
CAaC
GGA

CAA
CAT
GTC

TTA
CaA
TCA
CcTG
TTT
AAT
CGT
ATA
AGA
GGA
AGG
TAC
ACA
ACT
GTA
TTT
GAA
ATA

GAC
CAT
GAC
GCA

CGT

GCG

AGC
AAT

TCG
CAA
AAT
GAT
AGT
AGT
AGT
ccA
GGG
CCA
TAT
GTA
ATG
ATT
GGT
GAA
AGA
GGG
TTA
TTG
TTA
GaT
TTC
CCA
AcCc
ATC
GGT

TIRA
CAT
CTA
AGA
GCG

CcT
GAT
ATT
GCG

73/159

2005.09.22

TCC
CTA
TTG
GAA
CAT
AGT
GCA
TG

TTT
CGT

ACG"

GAT
ART
GCT
TTG
GCA
ATA
GTG
TCC
CTT
TGG

ACA
CcGT
TAT
ACG

GAT
TTC
GGT
CTA
CTAa

GTA
ALCG
CGA
GCT

ACC
ACA
GAT
ATT
CAA

GAT
GAG
CAA
AGA
GAA
TAT
TAT
TTA
GGT
GAG
TGT
TCC
GTA
GGG
GCT

GAT
AAT

ATT

TAT
AGA
GCA
GGT
GCT
ACT
CCA
AAG
ACA
TGT

GAT
GGA
AART

TTG -

ATT
TCC
cCG
TCG
TTA
TGG
AAT
CGT
GAA
GCT
ATT
GCT

TAT AGA
CTT GAC
GCT GTA
CCA CAG
AGC CAT
ATA ATA
ACA AAT
GCA CAT
ACG GGA
ACT ATT
ATA CGC
GGT GAA
GAC CCA

TTT AGT
GTT ACT
GCG GTG
GAT GTG
TTA TCA

AGT ACG
TAT GTC

TTA AGA
CGC TAC
TTA TGG
AAT CGA
TGT AGG
GAC ATT
GTG ATC
CTA GAG
GTG AAA
TGG GAA
TTA TTT
GCC ATG
TAT CTG

1104‘
1152
1200
1248
1296
1344
1382
1440
1488
1536 -
1584
1632
1680
1728
17786
1824
1872
1820
1968
2016
2064
2112 |
2160
2208
2256
2304
2352
2400
2448
2496
2544
2592
2640
2688

2736

2784
2832
2880



TTA
GTC

GTT
CcCcG

CTG
GTA
TAC
GAT
GAG
CCA

AGC

ATC
ATA

GRA
ATT
GGG
GTT
GGT

AAG
ACG
ACT
TAT
AAT
GTT
GTA
GTG

GAT
AAC
ACC

GGA
CAG
et
TTT
ATG
ceT
GTT
TTT

‘AAT

TGG
GAT
CGA

AGT
TAT
ATG

GGG

CAT
olaic;
CGT
GGT
TTT
TGT
TCT
GCG
ccT
GGT
TGG
GRA

AACT
cCcT
cCa
GTT
ATT
TTA
AGA
AGA
CGT
CTT

GAT

TAC.

GTA
ATC
ACA

ATT
ACG
GCT

CGT

GTA
GAx
GGC
TGC
AGC
ART
CGT
TCA
TGT
TAT
ATT
TTA

6.7.5 DNA-Sequenz,

AAT
GAA
ATC
cccC

ATT
TTA
GAG
ATT

GaT

TTA
AAT
AGG
GIT
GTT

AGG
GAT
T

ATT

GAT
TGG
TAT
GTA
AAC
GAaT
AAT
cTC

GTG
GAG
cTc

cce
GTA
GAT
GGT
GGT
AAC
GAA
TGG
CAR
GCA
GCA
AGG
ACT
ACG
TAT
GCT
TCC

AGT
GCT
cCcT

TTC
GAT
GTA
GAR
ATC
ACC
TGC
TAT
CGA
TAT

ACH
ATT
cTT

ARC
GAA
ATT
GCT
cecc

GGA
GAA
TTC
GIT
AAT
TGG
AGG
GGAa
AAT
CTG
CARX
GGT
CCAa
CAT
GTA

DE 697 30 730 T2 2005.09.22

GTA
ACT
GGA
GARA
ARC
AAR
GGA
ATG

ATC
GTA
pyaley
GGA
T
AGA
CTA
GCA
AAT

TTA
GGA
CcTT
TTA

TIC
TTA
AGT

AGG~

GCA

GAA
GhA
CGT

GAA

GTA

TAT

AGA

GAA
GAG

T
AAT
Chn
GTG
GTC
GAG
GAG
AAT
AAC

GGG
TTA
ACG
GAA

TCC
GGC

TCA
ACA
ATC
GAA

GARA

cG
TAT
GAR
GAA
TAG

CTA TAT GAT

TTA TCC TGC

RAC
CaRn
GCG
GAG
ATC
GAA
GCT
TAT
AGG
TAC
GGA

CAA
GAR
TAC
AAC
TAT
GAA
ccT
ACA
GAT
TTC
ACA

CGT
GTT
ARG
AAT
CCa
TAC

GAT
TAC
cca
TIT

GCG
TGG
TCG
CGT
GAG
ACKh
ART
GGA
GTA

RCG
GAR

ATC

AGA
ARC
GTC
GTC
GGA
GAC
AAC
GGT
CCA
CGA
CCA
ACC
GTG

GTG
cTT
TGT
TAT
GAR
ACG
GCG
ceT
AGA
cTA
GAT
GAC

292;
29876
3024
-3072
3120
3168
3216
3264
3312
3360
3408
3456
3504
3534

codierend das EG11751-Kristallprotein (SEQ ID NO: 27)

ART
TTA
rGe
T

-CAA

ATA
AGC
GAT
GAC
AAT
AT

ATT
GAR
TTT
a{ale]
ACA
TTT
TTG
GGT

GAA
GGT
TCG
GTG
TGG
GAA
AAT
cCT
ATG
TAT
TTA
GAT
GGC
CGT
AGA
AAT
AGA
CGa
ATG
TAT
pyeics

TGC
GGA
CTA
TTA
Gac
GAA
CcTT
ACf
AAC
CAA
TCA
GCC
ARC
GTA
AGA
TAT
GAA
GGC
GAT
TAT
GGG

ATT
GAA
ACG
GGA
GCA
TTC
TAT
AAT
AGT
6TT
GTT
GCG
TAT
TGG
GAA
GAT
ATT
TCG
ATA

TAT'

CCA

ceT
AGA
CAA
CTA
TTT
GCT
CAA
CCa
GCC
CcCT
TTG
ACT
ACA

TTA
AGT
TAT

cCT

cTT
TGG
GAA

74/159

TAT
ATA
TTT
GTT

AGG
ATT
GCA

CTT

cTT
AGA
ATC .
GAT
CcCcG
ACA
AGA
ACA
CAG
AAC
TCA

ART
GAA
cTT
GAT
GTA
ARC
TAC
TTA
ACA
TTA
GAT
AAT
TAT
GAT
CTA
AGA

GGC
AGT
GGG
ser

TGT
ACT
TTG
ATA

GCa
AGA
ACC
TCA
GTT
AGT
GCT
TCT
ACT
TAT
CCA
ATA
ATA
CAT

TTA
GGT
AGT
ATA
ATT
GCC
GAA

GCT

TCA
CGT
GTIA

GTA
cCa
GTA

ACC

cCcG

48

36
144
192
240
288
336
384
432
480
528
576
624
672
720
768
816 -
864
912
960
1008



CTA
CAA
AGA
GGG
TAC

TAT
CTA
ccT
ACA
AGA
AAC
TCA
GCT
ATT
CTT

GAT

-ART

GCC

3 ATT

ACA
CCA
GGG
ACA
GCG
GAT
GAA
GCG

ATT
CTA

ATC

TAT
GCA

GCG
GGA
GTA
ANG
crC
GCG
AAT

caT

GGA
GGT
TTT
GAA

AAC
ATG
ceT

CCa
GAA

ATT

GAG
ATC
TCcT
GCG

ACT
CAG
AAT

AGC
GTG

ATG
TCG
TCA
CIT
AAT
ACT
GCT

AGC

ATC
ATC

. GGT

GAA
GAA
CAT
cee
cac
AAG
TGT
ARG
GAG

GTT

GCA

ATG
GGC
ATA
GCT
GGA
CCA
CGT
TTC
GAT
GGT
CGA
GGG
ACA
GGT
TCT
CAG
GTT
GCA
ACT
ATT
CTG
cre
AAT

ACC
TCA
GAT
GAR
CAA
cTT
TGT
ACA
ACG

TAT

TAT

GAT

GGA
GTG
GGG
TAT
ACG
ccT
TCA
TCT
AGT
ACT

CGA

AAT

TTT
AGT
TAT
GAA
TCT
GAT
GAT
AGT
AGG
AGA

AGT
ACA
AGT
GAA
GCC
GAC
CAA
CCA
TGG

GAT

DE 697 30 730 T2

BAT
TAT
ATA
GGA
GTA
AGG
GGC
TGG
ATT
ACT
aAca
TTA

CTA

TIT
AGT
AGT
ATA
TAT
ATA
CAA
GAA
GAT

GGA
GAT
TTA

GTA
cca
TGG
CAT
TTA
GAT
TTA
AGA
GAG

GCA
AGA
AAT
Acc
GAT
CAA
TTT
ATA
ACT
GTT
AGT
cee
AGA
AAC
TAC
TTC
GAC
GAT
AAC
GTA
AAG
GAG
&Ta
GAT
GAG

GAC
AAT
ATC
ART
CAT
AAT
GGG
GTA
GAC
cca
TTA
GTT

GCT
ACA
ART
TCC
TCG
GGA
AGT
CAT

GTA

AGA
TTA

TCC
CGA
CGG
GAC
GAC
TGC
GCC
TTA
GTIG
GGA
ccT
TCG
GAG
CAC
GGA

CA
TTA

CGT
ATA
AGA
GGA
AGG
TAC
ACA
ACT
GTA

GAA
ATA
AAT

AAT
CGT
GTA
TAT
TTT
GAA
CCA
ARG
GAC
CAT
GAC
GCA
GAA
CET

clele]
AGC

Ch2.
TCG
CaA
AAT
GAT
AGT
AGT
AGT
CCA
GGG
CCA
TAT
GTA
ATG

ATT

GGT

AGA
GGG
TTA
TTG
TTA
GGT
TTC
CCA
RCC
ATC
GGT
TGT
TTA
CAT
CTA
AGA
GCG
GAA
CcT
GAT
ATT

75/159

2005.09.22

CAR
TCC
CTA
TTG
GAA
CAT
AGT
GCT
TTG
ccc
TTT
CGT
ACG

GAT

GCT
TTG
GCA
ATA
GTG
TCC
CTT
TGS

ACA
CGT
TAT
ACG
GGA
GAT
TTe
GGT
CTA
CTA
ARA
GTA
ACG

cGT
ACT
TCT
cea
ATA
CGA

GTA.

GAA
GTA
GGG
GCT
GCa
GTT
ACC
ACA
GAT
ATT
CRA

GAT
GAG

AGA
GAA
TAT
TAT
TTA
GGT
GAG
TGT
TCC
GTA
GGG
GCT
TTG
GAT
AAT

ATT
TTA
GTT
TCC
Ccce
TTA
AGT
TTT

TTT
TAT
AGA
GCA
GGT
GCT
ACT
cca

ACA
TGT

GAT
GGA
AAT
TTG

ATT
TCC
CCG
TCG
TTA
TG
AAT
CGT
GAA
GCT
ATT

CGA GAA GCT

GTT
TAT
CTT
GCT
CCA
AGC
ATA
ART
GCa
ACG
ACT
ATA

GAC |

TT
GTT
GCG
GAT
TTA
aTC
cca
AGT
TAT
TAT
TTA
cGe
TTA
ART
TGT
Gac
aTe

GTG
GG
TTA
cee
TAT

GeT
AGA
GAC
GTA
CAG
CAT
ATA
AAT

GGA
ATT
CGC

ACA
AGT
ACT
GTG
GTG
TCA

AAC
ACG
GTC

AGA
TAC
TGG
CGA
AGG
ATT
ATC
GAG

ATG
CIG

1056
1104
1152
1200
1248
1296
1344
1392
1440
1488
1536
1584
1632
1680
1728
1776
1824
1872
1920
1968
2018"
2064
2112
2160
2208
2256
2304
2352
2400
2448
2496
2544
2592
2640
2688
2736
2784
2832



CCT GAG CTG

TTA GAA GGG
GTC ATT AAA

AAN
GTT

GGG CAT
GTT CCG

CCG GGT CGT

GGA GAA GGT

CTG AAG TIT
GTA ACG TGT

TAC ACT TCT

GAT TAT GCG

GAG AAT CCT
CCA GTT GGT

AAG GTA
AGC GTG

ATG
AGT
TAC
GAA
TGG
GAR
ATT
TCT

ATT
TAT
GTG
TAT
CGC
GAT
TTA
ATT

AGA
ATC

T
CGT
ART
GTA

GGC
puels
AGC
AAT
CGT
TCA
TGT
TAT

GTG
ATT
GGT
GAT
TGG
TAT
GTA
AAC
GAT
ART
GTC
GAA
GTG

GAT
AAC
AcCC
TTT
GGA
CAG
TCT
TTT
ATG
cCcT

GTT -

TIT
AAT
TGG
TGG
GAT
cGa
GAA

TAT

TGG

6.7.6 DNA-Sequenz,

ARC
CCT
CCA
GTT
ATT
TTA
AGA
AGA
CGT
CTT

GGA
GAT
TAC
GTA
ATC
ACA

ATT
ACG

ATT GAG
TTA CTC

ART CCG
GAA GTA
ATC GAT
CCC- GGT

TTT GGT

ATT AAC
TTA GAA
GAG TGG
ATT CAA
TIT GCA
GCT GCA
CARA AGG
TTA ACT
AAT ACG
AGG TAT
GTT GCT
GTT TCC

AGG AGT
GAT GCT

ATT
TTC
GAT
GTA

ATC
ACC
TGC
TAT
CGA
TAT
TIT
ACh
ATT

DE 697 30 730 T2

CCG
ACT
TTT
GAA
GCA
CTT
ATT
GTA
ACT
GGA
GAA
AAC
AAA

GGA

CTT ATG

AAC
GAA
ATT
GCT
cee
CAR
GGA

GTT
AAT
TGG
AGG
GGA
AAT
CTG

GGT
cca
CAT

ATC
GTA
TCC
GGA
TCT
AGA
cra
GCA
ART
CaA
TTA
GGA
CTT
TTA

TTC
TTA
AGT
CAT
AGG

GGT
GCA
ART
GRA
GAA
CGT
CAT
GAR
GTA
TAT
GAA
AGA
GAA

GAA
GAG

AAT
TTA

ATA
AGC
GAT
GAC
ART
CaT
TTT
ATT

cCa
ACA
TTT
TI6
GGT

GTC
TTC
ART
CAA
GTG
GTC
GAG
GAG
AAT

AnC

GGG
TTA
ACG

AAT
TCC
GGC

TCA
ACA
ATC

CAR
GAR
TCG
TAT
GAA

GAA

GAA TAG

GAA
GGT
TCG
GTG
TGG
GAR
ART
CCT
ATG
TAT

TTA I

GAT
GGC
CGT
AGA
AAT
AGA
CGA
ATG
TAT

TGC
GGA
cTa
TTA
GAC
GAA
cTT
ACT

‘AAC

GCC
ARC
GTA
AGA
TAT

GGC
GAT
TAT

GCG
CTA
TTA
AAC
CaA
GCG
GAG
ATC
GAA
GCT
TAT
AGG
TAC

2005.09.22

GCT
TAT
TCC
CAA
GAA
TAC
AAC
TAT
GAA
CCT
ACA
GAT
TTC

GGA ACA

ATT
GAA
ACG
GGA
GCA
-TTC
TAT
AAT
AGT
GTT
GTT
GCG
TAT
TGG

GAT
ATT
pyeies
ATA
TAT

76/159

ccT
AGA
CAA
CTA

GCT

CcCa
GCC
CCT
TTG
ACT
ACA
GG@
TTA

AGT

TAT
GCT
CrT
TGG

ATT
GRT
TGC
CGT
GTT
AAG
ART
CCA
TAC
TCC
GAT
TAC
CCa

TAT
ATA
TTT
GTT
CTT
AGG
ATT
GCA
CIT
CTT
AGA
ATC
GAT
a(oie;
ACA
AGA
ACA

AAC
TCA

TTT
GCG
TGG
TCG
CGT
GAG
ACA
AAT
GGA
GTA
GGA
ACG

AAT
GAA
crT
GAT
GTA
AAC
TAC
TTA
ACA
TTA
GAT
AAT
TAT
GAT
CTA

AGA

GGC
AGT
GGG

GAx
AGA
AAC
GTC
GTC
GGA
GAC
AAC
GGT
CCa
CGA
CCha
acc

GAR
AALT
GTG

TGT
TAT
GAR
ACG
GCG
GCT
AGA
CTA
GAT

GTG GAC

TGT
ACT
TTG
ATA

GCA
AGA
ACC
TCA
GTT
AGT
GeT
TCcT
ACT
TAT
CCA
AThA
ATA
CAT

TTA
GGT
acT
ATA
ATT
GCC
GAR
Gaa
GCT
GTA
TCA
CGT
GTA
aca
GTA
cca
GTA

GAA

ACC

2886
2828
2876
3024
3072
320
3168
3216
3264
3312
3360
3408
3456
3504
3534

codierend das EG11091-Kristallprotein (SEQ ID NO: 29)

48

Sé
144
1352
240
288
336
384
432
480
528
576
€24
672
720
768
816
864‘
912
960



ACG

TAT

ATG
TAT
CTA
ccr
ACA
AGA
AAC
Tca
GCT
ATT
GTIT

_GAT

AAT
GCT
ACA
ATG

AGT
TAT
GAR
TCT
GAT
GAT
AGT
AGA
GGA
GTT

AGT
ATA
AGT
GAA
GCa
GAC

cca
TGG

GCT
GGA
GGT
TTT
GAR

AAC
ATG
ccT
GAT

ATC
ATT
TCC
GGA
GAA
AGT
GAR
ATA
TCT
TCC
CAA
GAA
GAT
CAA
GGA
GAT
TTA

GTA
cca
TGG
CAT
TTA
GAT
TTA
AGA

TCT
ACT
CAG
ARAT
TTT
AGC
GTG
TTT
ATG
cca
GGG
CTT
AAT
AGT
GTG
ATA
AAT

GAT
GAT
AAT
GTA
AAG
GAG
CCa
GAT
GAG

GAC
AAT
ATC
AAT
CAT
AAT
GGC
TTA
GAC
GCA
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CCT GTA GGG

ATG
GGC
ATA
GCT
GGA
cCA
CGT
TTC
GAG
GGC
CGA
TCA
AGG

GGG
ccT
cCT

TTA

Tce
CGA
CGG
GAC
GAC
TGC
GCT
TTA
GTG
GGA
ccr
TCC
GAG
CAT

GGA
CTG
GGG
TAT
ACG
ccT
TCA
TCT
AGA
ACC
AGA
CCa
GAT
GGC
GAG
TTIT
CTa
ATT
GAA
ATC
AAT

ART
CGT
GTA
TAT
TAT
GAA
CCa
AAG
GAT
CaAT
GAC
GCA
GAA
CGA
GAA

AAT
TAT
ATA
GGA
GTA
AGG
GGC
TGG
ATT
TCT
AAT
ATT
Gca
CAA
AAC
TCA

AGA
GGG
TTA
TTG
TTA
Gae
TTC
cea
ACc
ATC
Gee
TGT
cTA
caT
TTA
AGA
GCA
GAG
TCT

TTT TCG

GCA
AGA
AAT
ACC
GAT
CAR
TTT
ATA
AAT
GTC
ACC
ACC
cea
GTT
TTA
TTT
GGT
ATIT
GCA
TTA
GTG
TCC

TGG

ACG
CGT
TAT
ACG
GGA
GAT
TTC
GGT

CTA

CTA
ARA

‘GTA

GCT
ACA
AAT
TCC
TCG
GGA
AGT
caT

ATT
TTT

GTT
AGT
ACA
AGAR
GCa
ATT

GAT
GAG

AGA
GAG
TAT
TAT
TTG
GGT
GAA
TGT
Acc
GTA
GGG
GCT
CTG
GAT

GGG
CCA
TTA
caa
TCA
CTG
TTT
ART
CeT
ATA
ACA
GGT
AGA
RTA
GTA
TCT
GCT
GGT
CTA
AAG
ACC
TGT

GAT
GGA

AAT

TTA
GAA
ATC
TCC
CCG
TCC
TTG
TGG
AAT
CGT
CAG
GCT
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CCA
CAA
TCG
CAA
AAT
GAT
AGT
AGT
AGT
ccT
GGA
GAT
TAC
GTA
ART
Aca
AAT
TCT
GCa
GCG
GAT
TTA
GTC
CCA
AGT
TAC
TAT
TTA
CGT
TTA
ART
TGC
GAT
GTG
CTA

TTA

GAA

CaT
TTA
ATG
ACA
CCA
ATT

GTG
GTG
TCA

ACA
GTC
CAG
AGA
TAC
TGG
CGA
AGA
ATT

HEEEgD

TTC
CGT
ACT
TCT
CCA
ATA

LGAa

GTA
ACT
GTG
GGA
GTA
TTA
ACA
ccr
TTT
GAT
AGT
Gca
AART
ACG
GAT
CAT
TTC
GAT
ACA

GGG

“RAT

CCG
TGC
GAC
GAT

AGA
ACh
GTA

ACT
ATT
TTA

GCG
AGA
ATT
CTA
ATA
TAT
GCa

GCG

GCG

7T
GTT
TAT

GCT
CCA
AGC
ATA
ACA
GGA
ACA
CTA
T
GCG

TAT
ATT

TAT

GGG
ACC
cca
GAT
ATC

TCA
CCa
GAAR

ATT
GAR
GAG

ATT

AACTTCT

CCG
GCT
AGA

GAC

GTA
CAG
CAT
ATA
AAT

GGA

CGT
GCA

ACC
GGG
GAA
GAA
TIT

TGT
Cca
ATC
ATC
GGT
GAG
GAA
Cac
GCC

1008
1056
1104
1152
1200
1248
1296
1344
1392
1440
1488
1536
1584
1632
1680
1728
1776
1824
1872
1520
1568
2016
2064 .
2112
2160
2208
2256
2304
2352
2400
2448
2496
2544
2592
2640
2688

2736

2784



TAT GAT AGA
GAT AAA CGC
GTG ATT CCA
ATT TTT ACA
GGC GAT TTC
GAT GTA GAA
TGG GAG GCA
TAT ATC CTT
GTA ACG ATC
AAC TGT GTA
AAT TAT ACT
AAT CAA GGA
GAT TAC GCT
.GAG AAT CCT
CCG GCT GGT
AAG GTA TGG
AGC GTG GAA

TTA
GTT
GGT
GCG
AAT
GAG
GAR
CGT
CAT
GAA
GGG
TAT
TCA
TGT
TAT
ATT
TTA

CAR
CAT
GTC
TAT
AAT

GTG
GTC
GAG
GAG
ACT
GAC
GTC

GTA
GAG
cTC

GTG
AGA
AAT
TCC
GGC
AAC
TCA
ACA
ATC
GARA

GAA
TAT
TCT
ACA
ATC
CTT
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GAT ACG
ATC CGG
GCG GCC
TTA TAT
TTA TTA
AAC CAC
CAA GAG
GCA TAT
GAA GAC
GTA TAT
GAA GAA
GCC TAT
GAA GAA
ANC AGA
AAG GAT
GGA GAA
ATG GAG

ARC
GAR
ATT
GAT
TGC
CGT
GTT

AAT
cca
TAT
GGT

GGC
TTA
ACA
GAA

ATC
GCG
TTC
GCG
TGG
TCG
CGT
GAG
ACA
AAC
GAG
AAT
TCG
‘TAT
GAG
GAR

GCA
TAT
GAA
AGA
AAC
GTC
GTC
GGA
GAC
AAC

GGT
ARC
TAT
GGG
TAC
GGA

ATG
CTG
GAA
AAT
GTG
CTT
TGT
TAT
GAA
ACA
ACG
cCT
ACA
GAT
TTC
ACA

ATT
CCa
TTA
GTC

GTT
CCa
GGA
CTG
GTA
TAC
TCC
GAT
TAC
CCA
rC

CAT
GAG
GAG
ATT
GGT
ATC
GGT
GAG
AAR
ACG
ACT
GTA
GGA
ACA
GAG
ATC

GCG
TTG
GGA

CAT
CCA
CGT
GGC
TTC
TGT
TCT
CCA
CGA
CcCA
ACC
GTG

2832
2880
2928
2976
3024
3072
3120
3168
3216
3264
3312
3360
3408
3456
3504
3552
3579

6.7.7 DNA-Sequenz, codierend das EG11768-Kfristallprotein (SEQ ID NO: 33)

ATG GAT ARAC
AGT AAC CCT
TAC.ACC CCA
GAA TTT GTT
TGG GGA ATT
GAA CAG TTA
ATT TCT AGA
TCT TTT AGA
GAG ATG CGT
AfT‘ECT cTT
TAT GTT CAA
GTG TTT GGA
TAT AAT GAT
CGC TGG TAC
GAT TGG GTA

TTA GAT ATC .

ATT CGA ACA
TTA GAA AAT
AGA AGT ATT

AAT CCG AAC

GAA
ATC
ccc

ATT
TTA
GAG
ATT

GCT
CAR
TTA
AAT
AGG
GTT

AGG

GTA
GAT
GGT
GGT
AAC

TGG

GCA
GCA
AGG
ACT
ACG
TAT
GCT
TCC
GAT
AGT

GAA
ATT
GCT
ccc

GGA
GARA
TTC
GTT
AAT
TGG
AGG
GGA
AAT
CTG

CCa

ATC AAT
GTA TTA
TCC TTG
GGA TIT
TCT CAA
AGA ATA
CTA AGC
GCA GAT
AAT GacC

TTA CAT
GGA TTT
CTT ATT
TTA GAA
CAA TTT
TTC CCG
TTA ACA
AGT TTT
CAT TTG

GRA
GGT
TCG
GTG
TGG
GAA
ART
(lary
ATG
TAT
TTA
GAT
GGC
cGT
AGA
AAT
AGA
‘cea
ATG

TGC
GGA
CTA
TTA
GAC
GAA
CTT
ACT
AAC

GCC
ARC
GTA
AGA
TAT

GAT

ATT
GAA
ACG

GCA
TTC
TAT
AAT
AGT
GTT
GTT
GCG
TAT
TGG

GAT
ATT
TCG
ATA
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ccT
AGA
CAR
CTA
TTT
GCT

cea
sce
cer
TTG
ACT
ACA
GGA
TTA
AGT
TAT
GCT
CTT

TAT
ATA
TTT
GTT

AGG
ATT
GCa

CTT
AGA
ATC
GAT

‘CCG

ACA

AGA

ACA

ARC

AAT
GAA
CTT
GAT
GTA
AAC
TAC
TTA
ACA
TTA
GAT
AAT
TAT
GAT

AGA
ARC
GGC
AGT

TGT
ACT
TTG
ATA
CAA

GCA
AGA
ACC
TCA
GTT
AGT
GCT
TCT
ACT
TAT
CCA
ATA
ATA

TTA
GGT
AGT
ATA
ATT
GeC
GAR

GCT
GTA
TCA
CGT
GTA
AGA
GTA
cca
GTA

ACC

48
96
144
192
240
288
136
384
432
480
528
576
624
6§72
720
768
816
864
912



ACG
GAT
CAT

ACA

GGG

CcCG

TGC

GAT
GAT

AGA
ACA

TAT
ATG
TAT
CTA
cCcT
ACA
AGA
AAC
TCA
GCT
ATT
CIT
GAT

GCC
ATT
ACH
cca
GGG
ACA
GCG

GAT

GAA
GCG

ATT
CTA
ATC
TAT
GCA

Gce
GGA
GTA
ARG
cTe
Gee
AAT

ACG GAT
GCT TCT
GGA ACT
GGT CAG
TTT AAT
GAA TTT
ARA AGC
RAC GTG
ATG TTT
CCT ATG
GCA TCG
CAG TCA
ATT CTT
ATA AAT
TCT ACT
TTT GCT

ATG AGC

CTC TTT
TAT CAT
TIT TGT
AAG CGA
GAC ATT
ACC ATC
TCA GGT
GAT GAA
ATC GAA
AAA CAT
TCA GCC
CCA CAC

GGA TGT
ATT AAG
GAA GAG
GAG AAR
ATC GTT

GCT
ACG
ATT
CTG
cTC
AAT

ACC
TCA
GAT

TGT
ACA
ACG

TAT

CAT
GTA
GGA
GTG
GGG
TAT
ACG
cCT
TCA
TCT
AGT
ACT
CGA

AAT

TTT
AGT
TAT
GAA
TCT
Gar
GAT
AGT
AGG
GGA

AGT
ACA
AGT
GAA
GCC
GAC

CCA
TGG
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AGG
GGG
AAT
TAT
ATA
GGA
GTA
AGG
GGC
TGG
ATT
ACT
ACA
TTA
CTA

AGT
AGT
ATA
TAT
ACA

GAA

GAT

GGG
GAT
TTA

GTA
cca
puee
CAT
TTA

GAT

TTA
AGA
GAG

GGT
TTT
GCA
AGA
ART
ACC
GAT

TTT
ATA
ACT
GT?T
AGT
cce
AGA

TAC
TTC
GAC
ART
AAC
GTG

CCA
GAT
GAG

GAC
AAT
ATC
AAT
CAT
AART
GGG
GTA
GAC
GCA

TAT TAT

TCC TCA
TCG CTG
GGA TTT
AGT AAT
CAT CGT
CAA ATA
GTA AGA
GGA GGA
CAA AGG
ATT TAC

GCA ACT
ACA GTA
AGA TTT
CTG GAA
CAA CTA
TCC ART
CGA GAR
CGC AAT
GAA CGT
GAC GTA
TGC TAT
GCC TTT
TTA GAA
GTG CCA
GGA AAG
CCT GAC
TCG CAT
GAG GAC
CAC GCA
GGA GAA
ARA CGT
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TAT
cCa
CAA
TCG
CaA
AAT
GAT
AGT
AGT
AGT
CCA
GGG
CCA
TAT
GTA
ATG
ATT
GGT
GARA
AGA
GGG
TTA
TTG
TTA
GGG
TTT
CCA
ACC
ATC
GGT
GT
TTA
CAT
CTA
AGA
GCG

GAA

TCT

TGG
GAA
CAA
TCC
CTA
TTG
GAA
CAT
AGT
GCT
TTG
ccce

CGT
ACG
GAT

GCT
TIG
GCG
CTA
GTT
TCC
cre
TGG

ACA
CGT
TAT
ACG
GGA
GAT

TTC

GGT
CTA
CTA

GTA

TCA GGG
TTC ACT
CGT ATT
ACT TTA
TCT GTT
coA TCC
ATA CCG
CGA TTA
GTA AGT
GAR TTT
GTA AAA
GGG TTT
GCT TAT
GCA AGA
GTT GCA
ACC GGT
ACA GCT
GAT ACT
ATT CCA
CAG AAG
AAR ACA
ACG TAT
GAG AAA
cAA GAT
GGC GGA
GAA BAT
TAT TTG
TAT CAA
TTA ATT
GGT TCC
GAG CCG
TCT TCG
TCC TTA
GTA TGG
GGG AAT
GCT CGT
TTG GRA
GAT GCT

CAT
TTT
GTT
TAT
CTT
GCT
CCA
AGC
ATA
AAT
GCA
ACG
ACT
ATA
GGT
GAC

TTT
GTT
GCG
AAT
TTA
GTC
TCA
AGT
TRC
TAT
TTA
CGC
TTA
AAT
TGT
GAC
GTG
CTA
GTG

TTA

CAR
CCG
GCT
AGA
GAC
GTA
CAG
CAT
ATA
AAT

GGA
ATT
cGe
GAR
cca
ACA
AGT
ACT
GTG
GTa
TCG

ACA
GTC
CAR
AGA

TAC

TGG
CGA
AGG
ATT
ATC
GAG

GRA
TTT

SGb
1008
1056
1104
1152
1200
1248
1296
1344
13352
1440
1488

"1536

1584
1632
1680
1728
1776
1824
1872
1920
1968
2016
2064
2112
2160
2208
2256
2304
2352
2400
2448
2496
2544
2592
2640
2688
2736
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GTA AAC TCT CAA TAT GAT CAA TTA CAA GCG GAT ACG AAT ATT GCC ATG 2784
ATT CAT GCG GCA GAT AAAACGT GTT CAT AGC ATT CGA GAA GCT TAT CTG 2832
CCT GAG CTG TCT GTG ATT CCG GBT GTC AAT GCG GCT ATT TTT GAA GAAR 2B80
TTA GAR GGG CGT ATT TTC ACT GCA TTC TCC CTA TAT GAT GCG AGA AAT 2928
GTC ATT AAA AAT GGT GAT TTT AAT AAT GGC TTA TCC TGC TGG AAC GTIG 2876
AAA GGG CAT GTA GAT GTA GAA GAA CAA AAC AAC CRA CGT TCG GIC CTT 3024
GTT GTT CCGC GAA TGG GAA GCA GAA GTG TCA CAA GAA GTT CGT GTC TGT 3072
CCG GGT CGT GGC TAT ATC CTT CGT GTC ACA GCG TAC AAG GAG GGA TAT 3120
GGA GAA GGT TGC GTA ACC ATT CAT GAG ATC GAG AAC AAT ACA GAC GAA 32168
CTG AAG TTT AGC AAC TGC GTA GAA GAG GAA ATC TAT CCA AAT AAC ACG 32186
GTA ACG TGT AAT GAT TAT ACT GTA ART CAR GAA GAA TAC GGR GGT GCG 3264
TAC ACT TCT CGT AAT CGA GGA TAT AAC GARA GCT CCT TCC GTA CCA GCT 3312
GAT TAT GCG TCA GTC TAT GAR GAA AAR TCG TAT ACA GAT GGA CGA AGA 3360
‘GAG AAT CCT TGT GAA TTT AAC AGA GGG TAT AGG GAT TAC ACG CCA CTA 3408
CCA GTT GGT TAT GTG ACA RAA GAA TTA GAA TAC TTC CCA GAAR RCC GAT 3456

AAG GTA TGG ATT GAG ATT GGA GAA ACG GAR GGA ACA TTT ATC GTG GAL 3504
AGC GTG GAR TTA CTC CTT ATG GAG GAA TAG 3534

6.8 Beispiel 8 — Isolierung von transgenen Pflanzen, welche gegen Cry*-Varianten resistent sind
6.8.1 Pflanzengenkonstruktion

[0324] Die Expression eines Pflanzengens, welches in Form einer doppelstrangigen DNA vorliegt, beinhaltet
die Transkription einer Boten-RNA (mRNA) von einem Strang der DNA durch ein RNA-Polymeraseenzym und
die anschlieRende Prozessierung des primaren mRNA-Transkripts innerhalb des Kerns. An der Prozessierung
beteiligt ist eine 3'-nichttranslatierte Region, die Polyadenylatnucleotide an das 3'-Ende der RNA anhéangt. Die
Transkription von DNA in eine mRNA wird durch eine DNA-Region reguliert, welche Ublicherweise als "Promo-
tor" bezeichnet wird. Die Promotorregion enthalt eine Basensequenz, welche der RNA-Polymerase das Signal
gibt, sich an die DNA anzulagern und die Transkription einer mRNA unter Verwendung von einem der
DNA-Strange als eine Matrize zu initiieren, um einen entsprechenden RNA-Strang herzustellen.

[0325] Eine Reihe von Promotoren, welche in Pflanzenzellen aktiv sind, ist in der Literatur beschrieben wor-
den. Solche Promotoren kénnen aus Pflanzen oder Pflanzenviren erhalten werden und schlief3en, aber sind
nicht darauf begrenzt, die Nopalinsynthase (NOS)- und Octopinsynthase (OCS)-Promotoren (welche auf tu-
morinduzierenden Plasmiden von Agrobacterium tumefaciens getragen werden), die Blumenkohimosaikvirus
(CaMV)-19S- und -35S-Promotoren, den durch Licht induzierbaren Promotor aus der kleinen Untereinheit der
Ribulose-1,5-biphosphatcarboxylase (ssRUBISCO, ein in sehr groRer Zahl vorkommendes Pflanzen-Polypep-
tid) und den Braunwurzmosaikvirus (FMV)-35S-Promotor ein. Alle diese Promotoren sind verwendet worden,
um verschiedene Arten von DNA-Konstrukten zu erzeugen, die in Pflanzen exprimiert worden sind (vgl. z. B.
US-Patent Nr. 5,463,175.

[0326] Der einzelne ausgewahlte Promotor sollte fahig sein, eine ausreichende Expression der das Enzym
codierenden Sequenz zu bewirken, um die Herstellung einer wirksamen Menge des Proteins zu erreichen.
Eine Reihe von bevorzugten Promotoren sind konstitutive Promotoren, wie die CaMV35S- oder FMV35S-Pro-
motoren, welche in den meisten Pflanzenorganen hohe Expressionsrate ergeben (US-Patent Nr. 5,378,619,
hierin unter Bezugnahme ausdrticklich eingeschlossen). Eine andere Gruppe von bevorzugten Promotoren
sind die in Wurzeln vermehrt vorkommenden oder wurzelspezifischen Promotoren, wie der CaMV-gesteuerte
4-as-1-Promotor oder der Weizen POX1-Promotor (US-Patent Nr. 5,023,179, hierin unter Bezugnahme aus-
dricklich eingeschlossen; Hertig et al., 1991). Die in Wurzeln vermehrt vorkommenden oder wurzelspezifi-
schen Promotoren werden zur Bekdmpfung des Maiswurzelwurms (Diabroticus sp.) in transgenen Maispflan-
zen besonders bevorzugt.

[0327] Die in den erfindungsgemaflen DNA-Konstrukten (d. h. chimaren Pflanzengenen) verwendeten Pro-

80/159



DE 697 30 730 T2 2005.09.22

motoren kdnnen gegebenenfalls modifiziert werden, um ihre Kontrolleigenschaften zu beeinflussen. Zum Bei-
spiel kann der CaMV35S-Promotor mit dem Teil des ssRUBISCO-Gens ligiert werden, der die Expression von
ssRUBISCO in Abwesenheit von Licht unterdriickt, um einen Promotor zu erzeugen, der in Blattern, aber nicht
in Wurzeln aktiv ist. Der erhaltene chimare Promotor kann verwendet werden, wie hierin beschrieben ist. Fur
die Zwecke dieser Beschreibung schliel3t der Ausdruck "CaMV35S"-Promotor folglich Variationen eines
CaMV35S-Promotors ein, z. B. Promotoren, welche mittels Ligierung mit Operatorregionen, einer zufalligen
oder kontrollierten Mutagenese, etc. abgeleitet werden. Ferner kénnen die Promotoren so verandert werden,
daf sie mehrere "Enhancersequenzen" enthalten, um die Erhdhung der Genexpression zu beginstigen.

[0328] Die durch ein erfindungsgemafes DNA-Konstrukt hergestellte RNA enthalt auch eine 5'-nichttransla-
tierte Leadersequenz. Diese Sequenz kann aus dem Promotor abgeleitet sein, welcher fir die Expression des
Gens ausgewahlt wurde, und kann spezifisch modifiziert werden, um die Translation der mRNA zu verstarken.
Die 5'-nichttranslatierten Regionen kdnnen auch aus viralen RNAs, aus geeigneten eukaryontischen Genen
oder aus einer synthetischen Gensequenz erhalten werden. Die vorliegende Erfindung ist nicht auf Konstrukte
begrenzt, worin die nichttranslatierte Region aus der 5'-nichttranslatierten Sequenz, die mit der Promotorse-
quenz verbunden ist, abgeleitet ist.

[0329] Fur eine optimale Expression in einkeimblattrigen Pflanzen wie Mais sollte auch ein Intron in das
DNA-Expressionskonstrukt eingeschlossen werden. Dieses Intron wird typischerweise in der Nahe des 5'-En-
des der mRNA in der nichttranslatierten Sequenz eingebracht. Dieses Intron kdnnte, aber ist nicht darauf be-
schrankt, aus eine Reihe von Introns, welche das Mais-hsp70-Intron ausmachen (US-Patent Nr. 5,424,412,
hierin unter Bezugnahme ausdrucklich eingeschlossen), oder dem Reis-Actl-Intron (McElroy et al., 1990) er-
halten werden. Wie nachstehend gezeigt, ist das Mais-hsp 70-Intron in der vorliegenden Erfindung nitzlich.

[0330] Wie oben angemerkt, enthalt die 3'-nichttranslatierte Region der erfindungsgemalfen chimaren Pflan-
zengene ein Polyadenylierungssignal, welches in Pflanzen wirksam ist, um die Addition von Adenylatnucleoti-
den an das 3'-Ende der RNA zu bewirken. Beispiele fur bevorzugte 3'-Regionen sind (1) die 3'-transkribierten,
nichttranslatierten Regionen, enthaltend das Polyadenylierungssignal von tumorinduzierenden (Ti)-Plasmid-
genen aus Agrobacterium, wie das Nopalinsynthase (NOS)-Gen, und (2) Pflanzengene wie das ssRUBIS-
CO-E9-Gen der Erbse (Fischhoff et al., 1987).

6.8.2 Pflanzentransformation und Expression

[0331] Ein chimares Transgen, enthaltend eine strukturelle codierende Sequenz der vorliegenden Erfindung,
kann durch ein geeignetes Verfahren, wie die hierin ausfuhrlich beschriebenen, in das Genom einer Pflanze
inseriert werden. Geeignete Pflanzentransformationsvektoren schlieen die aus einem Ti-Plasmid von Agro-
bacterium tumefaciens abgeleiteten, sowie die z. B. durch Herrera-Esterella (1983), Bevan (1983), Klee (1985)
und die Eur. Pat. Anmeldg. Veroéffentl.-Nr. EP 0120516 offenbarten ein. Zusatzlich zu den aus dem Ti-Plasmid
oder dem die Wurzelbildung induzierenden (Ri)-Plasmid von Agrobacterium abgeleiteten Pflanzentransforma-
tionsvektoren kdnnen andere Verfahren angewendet werden, um die erfindungsgemafien DNA-Konstrukte in
Pflanzenzellen zu inserieren. Solche Verfahren kénnen zum Beispiel die Verwendung von Liposomen, die
Elektroporation, Chemikalien, welche die Aufnahme von freier DNA erhéhen, die Ubertragung von freier DNA
mittels Mikroprojektilbeschuf® und die Transformation unter Verwendung von Viren oder Pollen einschlieRen
(Fromm et al., 1986; Armstrong et al., 1990; Fromm et al., 1990).

6.8.3 Konstruktion von Pflanzentransformationsvektoren fir Cry*-Transgene

[0332] Fur die wirksame Expression der hierin offenbarten cry*-Varianten in transgenen Pflanzen mul} das
Gen, welches die Varianten codiert, eine geeignete Sequenzzusammenstellung aufweisen (Diehn et al., 1996).

[0333] Um ein cry*-Gen in einen Vektor einzubringen, welcher fir die Expression in einkeimblattrigen Pflan-
zen geeignet ist (d. h. unter der Kontrolle des verstarkten Blumenkohlmosaikvirus-35S-Promotors und ver-
knipft mit dem hsp70-Intron, gefolgt durch eine Nopalinsynthase-Polyadenylierungsstelle, so wie in US-Patent
Nr. 5,424,412; hierin unter Bezugnahme ausdricklich eingeschlossen), wird der Vektor mit geeigneten Enzy-
men wie Ncol und EcoRI geschnitten. Die gréoRere Vektorbande von etwa 4,6 kb wird dann einer Elektropho-
rese unterzogen, gereinigt und mit Hilfe der T4-DNA-Ligase mit dem geeigneten Restriktionsfragment, welches
das botanisierte cry*-Gen enthalt, ligiert. Das Ligierungsgemisch wird dann in E. coli transformiert, Carbenicil-
lin-resistente Kolonien werden gewonnen, und die Plasmid-DNA wird durch DNA-Miniprap-Verfahren gewon-
nen. Die DNA kann dann einer Restriktionsendonuclease-Analyse mit Enzymen wie Ncol und EcoRI (zusam-
men), Notl und Pstl unterzogen werden, um Clone zu identifizieren, welche die das cry*-Gen codierende Se-
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quenz, verknlpft mit dem hsp70-Intron, unter der Kontrolle des verstarkten CaMV35S-Promotors enthalten.

[0334] Um das Gen in einen Vektor einzubringen, der fiir die Gewinnung von stabil transformierten und insek-
tenresistenten Pflanzen geeignet ist, kann das Restriktionsfragment aus pMON33708, enthaltend die Lysino-
xidase codierende Sequenz, verknipft mit dem hsp70-Intron, unter der Kontrolle des verstarkten
CaMV35S-Promotors, mittels Gelelektrophorese und einer Reinigung isoliert werden. Dieses Fragment kann
dann mit einem Vektor wie pMON30460 ligiert werden, welcher mit Notl und der alkalischen Phosphatase aus
Kalberdarm behandelt wurde (pMON30460 enthalt die codierende Sequenz fiir die Neomycin-Phosphotrans-
ferase unter der Kontrolle des CaMV35S-Promotors). Kanamycin-resistente Kolonien kénnen dann durch
Transformation dieses Ligierungsgemisches in E. coli erhalten werden, und Kolonien, welche das resultierende
Plasmid enthalten, kdnnen durch einen Restriktionsendonucleaseverdau von Plasmid-Miniprap-DNAs identifi-
ziert werden. Restriktionsenzyme wie Notl, EcoRV, Hindlll, Ncol, EcoRI und Bglll kdnnen verwendet werden,
um die geeigneten Clone zu identifizieren, die das Restriktionsfragment richtig inseriert in die entsprechende
Stelle von pMON30460 in einer solchen Orientierung enthalten, dal beide Gene in einer Tandemanordnung
vorliegen (d. h. das 3'-Ende der cry*-Gen-Expressionskassette ist mit dem 5'-Ende der nptll-Expressionskas-
sette verknupft). Die Expression des Cry*-Proteins durch den erhaltenen Vektor wird dann in Pflanzenproto-
plasten durch Elektroporation des Vektors in Protoplasten, gefolgt durch einen Protein-Blot und eine ELI-
SA-Analyse, bestatigt. Dieser Vektor kann in die genomische DNA von Pflanzenembryonen wie Mais durch
Teilchenkanonenbeschul3, gefolgt durch eine Paromomycin-Selektion, um Maispflanzen zu erhalten, welche
das cry*-Gen exprimieren, im wesentlichen wie beschrieben in US-Patent Nr. 5,424,412, hierin unter Bezug-
nahme ausdriicklich eingeschlossen, eingeschleust werden. In diesem Beispiel wurde der Vektor durch den
gleichzeitigen Beschufd mit einem Plasmid, welches eine Hygromycin-Resistenz Gbertragt, in unreife Embryo-
nen-Scutella von Mais, gefolgt durch eine Hygromycin-Selektion und Regeneration, eingeschleust. Transgene
Maislinien, welche das cry*-Protein exprimieren, werden dann durch eine ELISA-Analyse identifiziert. Aus Sa-
men gezogene Nachkommen dieser Ereignisse werden dann anschlieRend auf einen Schutz vor einer Anfal-
ligkeit gegen Insektfrall getestet.
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[0335] Alle der hierin offenbarten und beanspruchten Zusammensetzungen und Verfahren kénnen im Hin-
blick auf die vorliegende Offenbarung ohne unnétiges Experimentieren hergestellt bzw. ausgefiihrt werden.
Obwohl die erfindungsgemafien Zusammensetzungen und Verfahren im Hinblick auf bevorzugte Ausfiihrungs-
formen beschrieben worden sind, ist den Fachleuten bewul3t, da® Variationen hinsichtlich der Zusammenset-
zungen und Verfahren sowie der Schritte oder der Reihenfolge von Schritten des hierin beschriebenen Verfah-
rens vorgenommen werden kénnen, ohne vom Schutzumfang der Erfindung abzuweichen. Insbesondere ist
erkennbar, daf bestimmte Mittel, welche sowohl chemisch als auch physiologisch verwandt sind, die hierin be-
schriebenen Mittel ersetzen kdnnen, wahrend die gleichen oder ahnliche Ergebnisse erzielt werden. Alle sol-
che ahnlichen Ersatzstoffe und Modifikationen, welche fiir die Fachleute offensichtlich sind, sind im Schutzum-
fang der Erfindung, wie durch die beigefiigten Anspriiche definiert, eingeschlossen.
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8.0 Sequenzprotokoll

(1) ALLGEMEINE INFORMATION:

(1) ANMELDER:
(A) NAME: Ecogen, Inc.
(B) STRASSE: 2005 Cabot Boulevard West
(C) STADT: Langhorne
(D) STAAT: Pennsylvania
(E) LAND: USA
(F) POSTLEITZAHL: 19047-3023

(ii) TITEL DER ERFINDUNG: §-Endotoxine mit breitem Spektrum
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 35

(iv) COMPUTERLESBARE FORM:
(A) MEDIUM-TYP: Diskette
(B) COMPUTER: IBM PC-kompatibel
(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.30 (EPO)

(vi) DATEN DER FRUHEREN ANMELDUNG:
(A) ANMELDUNGSNUMMER: US 08/922,505
(B) EINREICHUNGSDATUM: 3. September 1987

(vi) DATEN DER FRUHEREN ANMELDUNG:
(A) ANMELDUNGSNUMMER: US 08/757,536
(B) EINREICHUNGSDATUM: 27. November 1996

(vi) DATEN DER FRUHEREN ANMELDUNG:

(A) ANMELDUNGSNUMMER: US 08/754,490
(B) EINREICHUNGSDATUM: 20. November 1986

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 1:
(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 23 BRasenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1:

GGATAGCACT CATCAAAGGT ACC

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 2:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 27 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2:

GAAGATATCC AATTCGAACA GTTTCCC
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(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 3:
(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
() LANGE: 28 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3:

CATATTCTGC CTCGAGTGTT GCAGTAAC

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 4:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
() LANGE: 17 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinséaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4:

CCCGATCGGC CGCATGC

{2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 5:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 17 Basenpaare
(B) TYP: Nucleins&aure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5:

CATTGGAGCT CTCCATG

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 6:
(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 16 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6:

GCACTACGAT GTATCC
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(2) INPORMATION FUR SEQ ID NO: 7:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(xi)

(&)
(B)
(€)
(D)

LANGE: 20 Basenpaare
TYP: Nucleins&ure
STRANGFORM: Einzelstrang
TOPOLOGIE: linear

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7:

CATCGTAGTG CRACTCTTAC

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 8:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(&)
(B)
(C)
(D)

LANGE: 39 Basenpaare
TYP: Nucleinsaure
STRANGFORM: Einzelstrang
TOPOLOGIE: linear

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8:

CCAAGAAAAT ACTAGAGCTC TTGTTAAAAAR AGGTGTITCC

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 9:

(1)

SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 3531 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure

(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LAGE: 1..3531

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9:

ATG
Met

Ser

TAC

GAA
Glu

TGG

GAT
Asp

AAC
Asn

ACC
Thr

FPhe
50

GGA

AAC
Asn

cCcT
Pro

cca
Pro
3s

GTT
val

ATT

AAT CCG AAC
Asn Pro Asn
s

GAA GTA GAA
Glu val Glu
20

ATC GAT ATT
Ile Asp Ile

CCC GGT GCT
Pro Gly Ala

TIT GGT CCC

ATC
lle

GTA

val

TCC
Sex

GGA
Gly
85

pyeyy

AAT
Asn

TTA
Leu

TTG
Leu
40

Phe

GARA
Glu

GGT
Gly
25

TCG
Ser

GTG
val

TGG

TGC ATT
Cys Ile
20

GGA GRA

Gly Glu

CTA ACG
Leu Thr

TTA GGA
Leu Gly

GAC GCA
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CCT TAT
Pro Tyr

AGA ATA
Arg Ile

CAA TTT
Gln Phe
45

cTa GTT

Leu Vval

&0

TTT CTT

CTT
Leu

GAT
Asp

GTA

TGT

Cys
15

ACT
Thr

ATA
1le

TTA
Leu

GGT
Gly

AGT

‘Ser

ATA
Ile

ATT

38

48

36

144

192

240



T=p
65

GAA
Glu

ATT
Ile

TCT
Ser

Glu

ATT
Ile
145

TAT
Tyx

GTG
val

TAT

cGC

GAT
Asp
225

TTA

Leu

ATT
Ile

TTA
Leu

AGA
Axg

Gly

CAG
Gln

TCT
Sexr

TIT
Phe

ATG
Met
130

ccT

Pro

GTT
val

TTT
Phe

AAT
Asn

TGG
Txp
210

TGG
Trp

GaT
Asp

CGA
Arg

Glu

AGT
Ser

TTA
Leu

AGA
Arg

AGA
Arg
115

CGT
Arg

CTT
Leu

Gln

GGA
Gly

GAT
Asp
1385

TAC
Tyr

GTA
val

ATC
Ile

ACA
Thr

AAT
Asn
275

ATT

Phe

TTA
Leu
100

GAG
Glu

ATT
Ile

TTIT
Phe

GCT
Ala

Gln
180

TTA
Leu

AAT
Asn

AGG
Arg

GTT
val

GTT
val
260

Phe

AGG

Gly

Asn
85

GAA
Glu

TGG
Trp

CAA
Gln

GCA
Ala

GCA
Ala
165

AGG
Arg

ACT
Thr

ACG
Thx

TAT

GCT
Ala
245

TCC
Ser

GAT
Asp

AGT

Ile Axrg Sex

Pro
70

CAA
Gln

GGA
Gly

GAA
Glu

™TC
Phe

GTT
val
150

AART

Asn

TGG
Trp

AGG

GGA
Gly

AAT
Asn
230

cTG
Leu

Gln

GGET
Gly

CCA
Pro
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Ser

AGA
Arg

CTA
Leu

GCA
Ala

AAT
Asn
135

Gln

TTA
Leu

Gly

CTT
Leu

TTA
Leu
215

Gln

TTC
Phe

TTA
Leu

AGT
Sexr

cAT
His

Gln

ATA
Ile

AGC
Ser

GAT
Asp
120

GAC
Asp

AAT
Asn

CAT
His

Phe

ATT
Ile
200

GAA
Glu

TTT
Phe

CCG
Pro

ACA
Thr

Phe
280

TTG
_Leu

Trp Asp Ala

GAA
Glu

cCcT
Pro

ATG
Met

TAT

TTA
Leu

GAT
AspP
185

GGC
Gly

ceT
Arg

AGA
Arg

ART
Asn

AGA
Arg
265

CGa

ATG
Met

cTT
Leu

ACT
Thr

AAC
Asn

Gln

TCA
Sexr
170
GCC
Ala

ARC
Asn

GTA
val

AGA
Arg
TAT
250
GAA

Glu

GGC
Gly

GAT
Asp

TTC
Phe

TAT

AAT
Asn

AGT
Ser

GTT
val
155

GTT
val

GCG
Ala

TAT
Tyr

TGG
Trp

GAA
Glu
235

GAT
Asp

ATT
Ile

TCG
Ser

ATA
Ile

91/159

Phe Leu val Gln Ile
80

GCT AGG AAC CAA GCC
Ala Arg Asn Gln Ala
25

CAR ATT TAC GCA GAA
Gln Ile Tyr Ala Glu
110

CCA GCA TTA AGA GAA
Pro Ala Leu Arg Glu
125

GCC CTT ACA ACC GCT
Ala Leu Thr Thr Ala
140

CCT CTT TTA TCA GIA
Pro Leu Leu Ser Val
160

TTG AGA GAT GTT TCA
Leu Arg Asp Val Ser
175

ACT ATC AAT AGT CGT
Thr Ile Asn Ser Arg
190

ACA GAT TAT GCT GTA

Thr Asp Tyr Ala Val
205 -

GGA CCG GET TCT AGA

Gly Pro Asp Ser Arg

220

TTA ACA CTA ACT GTA
Leu Thr Leu Thr Val
240

AGT AGA AGA TAT CCA
Ser Arg Arg Tyr Pro
255

TAT ACA AAC CCA GTA
Tyr Thr Asn Pro Val

GCT CAG GGC ATA GARA
Ala Gln Gly Ile Glu
’ 285 ’

CTT AAC AGT ATA ACC
Leu Asn Ser Ile Thr

336

384

432

480

528

576

624

€72

720

768

Ble

864

912



ATC
Ile
3058

ATA
Ile

Leu

Gln

AGA

GGG
Gly
385

TAC

GTT
val

AGA
Arg

ACA
Thr
465

ACA
Thr

GGA
TGly

val

2850

TAT

-

ATG
Met

TAT

CcTAa
Leu

cCcT
Pro
370

ACA
Thr

AGA
Arg

AAC
Asn

TCA
Ser

GCT
Ala
450

ATT
Ile

CTT
Leu

GAT
Asp

AAT
Asn

ACG GAT GCT

Thr

GCT
Ala

GGA
Gly

GGT
Gly
355

TTT
Phe

GAQ
Glu

Lys

AAC
Asn

ATG
Met
435

CCA

Pro

GAT
Asp

Gln

ATT
Ile

ATA
Ile
51%

Asp

TCT
Ser

ACT
Thr
340
CAG
Gln

AAT
Asn

Phe

AGC
Ser

GTG
val
420

Phe

ATG
Met

CcCG
Pro

TCA
Serxr

Leun
500

AAT

Rsn

Ala

CcCT
Pro
325

ATG
Met

GGC
Gly

ATA
Ile

GCT
Ala

GGA
Gly
405

CCA

Pro

CGT
Arg

TTT
Phe

GAG
Glu

GGT
cly
485

CGA

GGG
Gly

DE 697 30 730 T2 2005.09.22

CAT
His
310
GTA

val

GGA
Gly

GTG
val

GGG
Gly

TAT
Tyr
390

ACG
Thr

CCT
Pro

TCA
Ser

TCT
Sex

AGG
Axg
470

ACT
Thxr

CGAa

Gln

285
AGG
Arg

GGG
Gly

AAT
Asn

TAT
Tyr

ATA
Ile
375
GGA
Gly

GTA
val

AGG
Arg

GGC
Gly
TGG
455
ATT

Ile

ACT
Thr

ACA
Thr

TTA
Leun

GGT
Gly

Phe

GCA
Ala

AGA

Arg
360

AAT

Asn

ACC
Thr

GAT
Asp

Gln

Phe
440

ACG
Thr

ACT
Thr

GTT
Vval

AGT
Ser

cece
Pro
520

TAT
Tyr

TCG
Ser

GCT
Ala
345

ACA
Thr

AMNT
Asn

TCC
Ser

TCG
Ser

GGA
Gly
425
AGT
Ser

CAC
His

Gln

GTA
val

GGA

TAT

~
o

Gly
330

CCA

Pro

TTA
Leun

CAA
Gln

TCA
Ser

CGT
Arg

ATA
Ile

AGA

Arg
490

GGA

TAT

315

CAa
Gln

TCG
Ser

CAA
Gln

ART
Asn
395

GAT

Asp

AGT
Sexr

AGT
Ser

AGT
Ser

CCA
Pro
475

GGG
Gly

CCA

Gly Gly Pro

505

CAA
Gln

‘AGG

Arg

-
-

TAT
Tyxr
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300
TGG
Trp

GAR
Glu

Gln

TCC
Ser

CTA
Leu
380

TTG
Leu

Glu

CAT
His

AGT
Ser

GCA
Ala
460

Leu

cccC
Pro

TTT
I_>he

CcGT
Arg

Phe

Arg

ACT
Thr
365

TCT
Ser

CCA
Pro

ATA
Ile

CGA
Arg

GTA
val
445

ACC
Thr

GTA
vVal

GGG
Gly

GCT

‘Ala

GCA
Ala
525

ATT
Ile
350
TTA
Leu

GTT
val

TCC
Ser

CCG
Pro

TTA
Leu
430
AGT
Ser

ceT
Pro

Lys

TTT
Phe
TAT
510

AGA
Aryg

caT
His

TTT
Phe
335

GTT
Val,

TAT

Leu

GCT
Ala

CCAa
Pro
415

AGC

Ser

ATA
Ile

ACA

Thr

GCA
Ala

ACG
Thr
495

ACT
Thr
ATA
Ile

CAA
Gln
320

CCG
ro

GCT
Ala

AGA
Arg

GAC
Asp

GTA
val
400

CAG
Gln

CAT

His

ATA
Ile

AAT
Asn

CAT
His
480

Gly

ATT
Ile

cGC
Arg

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1286

1344

1382

1440

1488

15836

1584



TAT
Tyr

CGG
Arg
545

TCA
Ser

GCA
Ala

His

TTC
Phe

GAT
Asp
705

ACA
Thx

Lys

GCC
Ala
530

ATT
Ile

ACA
Thr

CCA-

Pro

GGG
Gly

ACA
Thr
€10

GCG
Ala

GAT
Asp

GAAR

Glu

GCG
Ala

Lys
690

ATT
Ile

CTA
Leu

ATC
Ile

TCT
Sexr

TTT
Phe

TTC
Phe

ATG
Met

AAT
Asn
595

Phe

CTG
Leu

TAT

Phe

AAG
Lys
§75

GGC
Gly

ACC
Thr

CCA
Pro

GAT
Asp

ACT
Thr

GCT
Ala

Gln

AGC
Ser
580

GAA
Glu

GAA
Glu

Phe

CAT
His

TGT

Cys
660

CGA
Arg

ATC
Ile

ATC
Ile

GGT
Gly

Glu
740

ACA
Thr

GGT
Gly

TCT
Ser
565

CAG
Gln

val

GCA
Ala’

ACT
Thr

ATT
Ile
645
CTG

Leu

cTC
Leu

AAT
Asn

Gln

ACC
Thxr
725

TCA
Ser

AAT
Asn

CAR
Gln
S50

Phe

AGT
Ser

TAT

GARA
Glu

TCT
Ser
€30

GAT
Asp

GAT
Asp

AGT
Ser

AGG
Arg

AGA
Arg
710

Phe

Lys
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ACG GTT GCA

CTA
Leu
535

TTT
Phe

AGT
Ser

AGT
Ser

ATA

Ile

TAT
€15

ATA
Ile

Gln

GAA
Glu

GAT
Asp

Gln
695

GGA
Gly

GAT
Asp

TTA
Leu

AGA
Arg

ARC
Asn

TAC

TTC
Phe

GAC
Asp
600

GAT
Asp

AAC
Asn

GTA
val

ARG
Lys

GAG
Glu
680

CTA

Leu

GAT
Asp

GAG
Glu

ARA
Lys

ATT
Ile

Lys

GCA
Ala

ACA
Thx
585

AGA
Arg

TTA
Leu

Gln

TCC
Ser

CGA
Arg
665

CGG
Arg

GAC
Asp

GAC
Asp

TGC

GCC
Ala
748

TAC
TYyT

ACA
Thr

ACT
Thxr
570

GTA
val

7

Phe

GAA
Glu

ATA
Ile

AAT
Asn
€50
GAA
Glu

AAT
Asn

CeT
Arg

GTA
val
TAT
730

TTT
Phe

GTA
val

ATG
Met
555

ATT
Ile

GGT
Gly

Glu

AGA
Arg

GGG
Gly
635

TTA
Leu

TTG
Leu

TTA
Leu

GGT
Gly

TTIC
Phe
715

cCca

Pro

ACC
Thr
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Thr Val
540

GAT ACC
Asp Thr

AAT ACA
Asn Thr

GCT GAT
Ala Asp

TTG ATT
Leu Ile
605

GCA CAx
Ala Gln
€20

ATA AAA
Ile Lys

GTG GAT
Val Asp

TCC GAG
Ser Glu

CTT CAA
Leu Gln
€85

TGG AGA

Trp Arg
700

Lys Glu

ACA TAT

Thr Tyr

CGT TAT
Arg Tyr

Ala

GGT
Gly

GCT
Ala

ACT
Thr
590

cca

Pro

ARG
Lys

ACA
Thr

TGT
Cys

Lys
670

GAT
Asp

GGA
Gly

AAT
Asn

Leu

Gln
750

GGT
Gly

GAC
Asp

Phe
575

™rT
Phe

GTT
val

GCG
Ala

GAT
Asp

Leu
€55

are
val

CCa
Pro

AGT
Ser

TAT

TAT

735

Leu

Glu

GTG
val

GTG
Val
€40

TCA
Ser

Lys

AAC
Asn

ACG
Thx

GTIC
val
720

Gln

Arg

1632

1680

1776
1824
1872
1820
1968
2016
2064
2112
2160
2298

2256



GGG
Gly

Asn

CCG
Pro
785

Cys

GAT

GAT
Asp

TTT
Phe

Phe
865

AGA

ACA
Thr

GTA
Val

ATT
Ile

ccr
Pro
945

Leu

TAT
Tyr

GCa
Ala
770

CTT
Leu

GCG
Ala

GGA
Gly

GTA
val

ARG
Lys
850

CTC
Leu

GCG
Ala

AAT
Asn

AAC
A=n

CAT
His
810
GAG
Glu

GAA
Glu

ATC
Ile
7585

Lys

TCA
Ser

CCa
Pro

Glu

GGA
Gly
835

ATT
Ile

GAA
Glu

GAG
Glu

ATC
Ile

TCT
Ser
915

GCG
Ala

CTG
Leu

Gly

GAR
Glu

CAT
His

GCC
Ala

CAC
His

ARG
Lys
820

TGT
Cys

AAG
Lys

GAG
Glu

Lys

GTT
val
900

Gln

GCA
Ala

TCT
Sex

CGT
Arg

GAT
Asp

GARA
Glu

CAR
Gln

CTT
Leu
BOS

TGT
Cys

ACA
Thr

ACG
Thr

Lys

Lys
B85S

TAT
Tyr

TAT

GAT
Asp

GTG
val

ATT
Ile
965

AGT
Ser

ACA
Thr

AGT
Ser
780

GAA
Glu

GCC
Ala

GAC
Asp

Gln

CCa
Pro
870

TGG
TIp

Lys

GAT
Asp

Lys

ATT
Ile
850

TTC
Phe
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CAA
Gln

GTA
val
775

CCA
Pro

TGG

m

CAT
His

TTA
Leu

GAT
Asp
855

TTA

Leu

AGA
Arg

GAG
Glu

Gln

CGT
Arg
S35

cce

Pro

ACT
Thr

GAC
Asp
760

AAT
Asn

ATC
Ile

AAT
Asn

CAT
His

AAT
Asn
840

GGG
Gly

GTA
val

GAC
Asp

GCA
Ala

TTA
Leu
920

val

GGT
Gly

GCA
Ala

TTA GAA ATC TAT TTA

Leu

GTG
val

GGA
Gly

ccT
Pro

TCG
Ser
825

GAG
Glu

CAC
His

GGA

Gly

Lys

Lys
305

CAA
Gln

CAT
His

GTC
val

TTC
Phe

Glu

CCh
Pro

AANG
Lys

GAC
Asp
810

CAT

His

GAC
ASp

GCA
Ala

Glu

CGT
Arg
890

GAA
Glu

GCG

Ala

AGC
Ser

AAT
Asn

TCC
Ser
970

Ile

GGT
Gly

TGT
Cys
785

TTA

Leu

CAT
His

CTA
Leu

AGA
Arg

GCG
Ala
875

Glu

TCT
Ser

GAT
Asp

ATT
Ile

GCG
aAla
885

CTA

Tyr

ACG
Thr
780

GGA
Gly

GAT
Asp

TTe
Phe

GGT
Gly

CTA
Leu
860

CTA
Leu

Lys

GTA
val

ACG
Thr

CGA
Arg
940

GCT
Ala

TAT

Leu
765

GGT
Gly

GAG
Glu

TGT

TCC
Ser

GTA
Val
845

GGG
Gly

GCT
Ala

Leu

GAT
Asp

ART’

Asn
925

Glu

ATT
Ile

Leu Tyr Asp
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ATT
Ile

TCC
Ser

CCG
Pro

TCG
Ser

TTA
Leu
830

TGG
Trp

AAT
Asn

CGT
Arg

Glu

GCT
Ala
910

ATT
Ile

GCT
Ala

TIT
Phe

GCG
Ala

CcGC
Arg

TTA
Leu

AAT
Asn

TGT

Cys
B15S

GAC

Asp

GTG
val

CTA
Leu

GTG
val

TGG
Trp
895

TTA
Leu

GCC
Ala

TAT

Glu

AGA
Arg
975

TAC
Tyr

TGG
Trp

CGA
Arg
800

AGG
Arg

ATT
Ile

ATC
Ile

GAG
Glu

Lys
B8O

Glu

Phe

ATG
Met

Leu

Glu

960

Asn

2304

2352

2400

2448

2456

2544

2582

2640

2688

2736

2784

2832

2880

29328



GTC
val

ATT
Ile

GGG
Gly

GTT GTT

ARA
Lys

AAT
Asn
980

GTA
val

CAT
His
8585

CCG
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TTT
Phe

GGT GAT

Gly

GAA
Glu

GAT GTA
Asp

TGG GCA

AAT AAT
Asn Asn
985

GGC
Gly

AAC
Asn

GAR CAA
Glu Gln
1000

GAA GTG TCA

TTA
Leu

”~
S

Asn

Can

val val Pro

1010

CGT
Arg

CCG GGT
Pro Gly
1025

Glu Trp Glu

GGC
Gly

TAT
Tyr

ATC
Ile
1030

Ala Glu

1015

CTT CGT
Leu Arg

Val ser Gln

GTC
val

ACA
Thr

GCG
Ala
1035

GGA GAA
Gly Glu

AAG

Leu Lys

GTA
val

ACG
Thx

TAC
Tyr

ACT
Thr

1080

GAT TAT
Asp Tyr
1105

GAG AAT
Glu Asn

CCA GTT
Pro Val

AAG GTA
Lys Val

AGC GTG

GGT
Gly

TGC
cys

™ AGC
Phe Ser

1060

TGT AAT
Cys Asn
1075

TCT CGT
Ser Arg

GCG TCA
Ala Ser

CcCcT TGT
Pro Cys

GGT TAT
Gly Tyr

GTA ACC
val Thr
21045

ATT
Ile

GTA
‘Val

AAC
Asn

TGC

ACT
Thx

GAT
Asp

ART
Asn

CGA
Arg

GGA
Gly

1085

GTC
val

TAT GAA

Tyr Glu
1110

GAA
Glu
1125

TTT AAC
Phe Asn

GTG ACA AAA
Vval Thr Lys

1140

TGG ATT GAG ATT GGA

Trp Ile
1155

Glu Ile Gly

GAA TTA CTC CTT ATG
Ser Val Glu Leu Leu Len Met Glu Glu
1178

1170

ATC
Ile
1050

CAT

His Glu

GAG GAA
Glu Glu
1065

GAA
Glu

AAT CAA
Asn Gln

GTA
Val
1080

TAT AAC GAA
Tyr Asn Glu

GAA
Glu

AAR TCG
Lys Ser

AGA
Arg
1130

GAA
Glu
1145

GAG
Glu

ATC

Ile

GAA
Glu

GCT

Ala

TAT
Tyr

TCC TGC
Ser Cys

Trp
9950

CAA
Gln

CGT
Arg
1005

TCG
Ser

GAA
Glu
1020

GTT
Val

CGT
Arg

TAC AAG
Lys

GAG
Glu

AAC
Asn

AAT
Asn

ACA
Thr

TAT
Tyr

CCA
Pro

AAT
Asn

1070

TAC

Tyr
1085

GGA

Glu Gly

CT TCC GTA
Pro Ser Val
1100

ACA GAT GGA
Thr Asp Gly

1115

GGG TAT AGG GAT TAC ACE
Gly Tyxr Arg Asp Tyr Thr

‘Gly

GTG
val

AAC
Asn

GTC
Vval

cTT

- 4

Leu

GTC
Vval

TGT
Cys

GGA' TAT

1040

GAC GAA
Asp Glu
1055

AAC ACG
Asn Thr

GGT GCG
Gly Ala

CcCa GCT
Pro Ala

CGA AGA
Arg Arg
1120

CCA CTA
Pro Leu
1135

TTA GAA TAC TTC CCA GAA ALC GAT
Leu Glu Tyr Phe Pro Glu Thr Asp

" 1150

GAA ACG GAA GGA ACA TTT ATC GTG GAC
Glu Thr Glu Gly Thr Phe Ile Val Asp

1160

GAG GAA

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 10:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 1177 Aminosauren

(B) TYP: Aminosaure

(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) MOLEKULTYP: Protein

95/159

1165

3G24

3072

3120

3168

321¢

3312

3360

3408

3458

3504

3531



Met

Ser

Tyr

Glu

Trp

65

Glu

Ile

Ser

Glu

Ile
145

Tyr

val

Arg
Asp
225

Leu

Ile

(xi)

Asp

Asn

Thr

Phe

50

Gly

Gln

Ser

Phe

Met

130

Pro

val

Phe

-Asn

Trp
210
Trp

Asp

Arg

SEQUENZBESCHREIBUNG:

Asn

Pro

35
val
Ile
Leu
Arg
Arg
115
Arg
Lau
Gln
Gly
Asp
195
Tyr
val

Ile

Thr

Asn

Glu

20

Pro

Phe

Ile

Leu

100

Glu

Ile

Phe

Ala

Gln

180

Leu

Astn

Axg

val

val
260

Pro

5

val

Asp

Gly

Gly

Asn

85

Glu

Trp

Gln

Ala

Ala

165

Arg

Thx

Thr

Ala
245

Ser
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Asn

Ala

Pro

70

Gln

Gly

Glu

Phe

val

150

Asn

Tzp

Arg

Gly

Asn

230

Leu

Gln

Ile

val

Ser

Gly

55

Ser

Arg

Leu

Ala

Asn

135

Gln

Leu

Gly

Leu

Leu

215

Gln

Phe

Leu

SEQ ID NO: 10:

Asn Glu Cys

Leu

Leu

40

Phe

Gln

Ile

Ser

ASp

120

Asn

His

Ile

200

Glu

Phe

Pro

Thr'

10

Ile

Gly Gly Glu

25

Ser

val

Txp

Glu

Aan
105

Met

TyT

Leu

Asp

185

Gly

Arg

Arg

Arg
265

Leu

Leu

Asp

Glu

90

Leu

Thr

Asn

Gln

Ser

170

Ala

Asn

val

Arg

250

.Glu

Thr

Gly

Ala
75

Phe

Tyr

Asn

Ser

val

155

val

Ala

Trp

Glu
238

Asp

Ile

96/159

Pro Tyr
Arg Ile
Gln Phe

45

Leu Val
60

Phe Leu
Ala Arg
Gln Ile
Pro Ala

125

Ala Leu

Pro Leu

Thr Ile

Thr Asp
205

Gly Pro
220
Leu Thr

Ser Arg

Tyxr Thr

Asn

Glu

30

Leu

Asp

val

Asn

Tyr

110

Leu

Thx

Leu

Asp

Asn

150

Asp

Leu

Arg

Asn
270

Cys

Thr

Leu

Ile

Gln

Gln

95

Ala

Ser

val

175

ser

Ala

Ser

Thr

255

Pro

Leu

Gly

Ser

Ile

Ile

80

Ala

Glu

Glu

Ala

val

i60

Ser

Arg

val

Arg

val

240

Pro

val



Leu
Arg
Ile
308
Ile
Leu
Gln
Arg
Gly
385
Asn
val
Axg
Thxr
465
Thr
Gly

Vval

Arg
545

Leu

Glu

Serx
250

Met

Leu
Pro
370
Thr
Arg
Asn
Ser
Ala

450

Ile

Asp
Asn
Ala

530

Ile

Asn

275

Ile

Thr

Ala

Gly

Gly

355

Phe

Glu

Lys

Asn

Met

435

Pro

Asp

Gln

Ile

Ile

515

Ser

Fhe

Phe

Arg
AsSp
Ser
Thr
340
Gln
Asn
Phe
Ser
val
420
Phe
Met
Pro
Sexr
Leu
500
Asn
Thr

Ala

Gln

AsSp

Ser

Ala

Pro

325

Met

Gly

Ile

Ala

Gly

405

Pro

Arg

Phe

Glu

Gly

485

Arg

Gly

Thr

Gly

Ser
S65

Gly

Pro

His

310

val

Gly

val

Gly

Tyr

390

Thr

Pro

Sexr

Ser

Arg

470

Thr

Arg

Gln

Asn

Gln

550

Phe
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Ser

His

285

Arg

Gly

Asn

Ile

375

Gly

val

Arg

Gly

Trp

455

Ile

Thx

Thr

Leu

Leu

535

Phe

Ser

Phe

280

Leu

Gly

Phe

Ala

Arg

360

Asn

Thr

Asp

Gln

Phe

440

Thr

Thr

val

Ser

Pro

520

Asn

nrc Gly

Met Asp

Ser Gly

Ala Pro
345

Thr Leu
Asn Gln
Ser Ser
Ser Leu

410

Gly Phe
425

éer Asn
His Arg
Gln Ile
Val %rg

490
Glysﬁly
S05
Gln Arg
Ile Tyr

Lys Thr

Ala Thr
870

Ser Ala

Ile Leu
300

Tyr Trp
315

Pro Glu

Gln Gln

Ser Ser

Gln lLeu

380

Asn Leu
385

Asp Glu
Ser His

Ser Ser

Ser Ala
460

‘Pro Leu

475

Gly Prro

Pro Phe

Tyr Arg

Val Thr

540

Met Asp
555

Ile Asn

97/159

Gln
285
Asn
Ser
Phe
Arg
Thr

365

Ser

Arg
val
445
Thr
val
Gly
Ala
Ala
525
Val
Thr

Thx

Gly

Ser

Gly

Thr

Ile

350

Leu

val

Ser

Pro

Leu

430

Ser

Pro

Lys

Phe

510

Ala

Gly

Ala

Ile

Ile

His

Phe

335

val

Leu

Ala

Pxo

415

Ser

Ile

Thr

Ala

Thr

495

Thr

Ile

Gly

Asp

Phe
875

Glu
Thr
Gln
320

Pro

Ala

Asp
val
400

Gin

Asn
His
480
Gly
Ile
Arg

Glu

Pro
560



Phe
Ser
Ala
Asn
€25
Thr
Asp
His
Phe
Asp

705

’;‘hr

Asn

Pro
785

Phe

Phe
865

Thxy

610

Ala

Asp

Glu

Ala

Lys

690

Ile

Leu

Ile

aAla

770

Ala

Gly

Val

Lys

850

Leu

Met
Asn
595

Phe

Leu

Phe
Lys
675
Gly
Thr
Pro
Asp
Ile
755
Lys
Ser
Pro
Glu
Gly
835

Ile

Glu

Ser
580
Glu

Glu

Phe

Cys

660

Arg

Ile

Ile

Gly

Glu

740

Glu

His

Ala

His

Lys

820

Cys

Lys

Glu

Gln

Val

Ala

Thr

Ile

645

Leu

Leu

Asn

Gln

Thr

725

Ser

Asp

Glu

Gln

Leu
805

Cys

Thr

Thr

Lys

Ser

Tyr

Glu

Ser

630

Asp

Asp

Ser

Arg

Arg

710

Phe

Lys

Ser

Thr

Ser

730

Glu

Ala

Asp

Gln

Pro
870
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Ty
615
Ile

Gln

Glu

Gln

695

Gly

Asp

Leu

Gln

val

775

Pro

Trp

His

Leu

Asp

855

Leu

Phe

Asp

600

Asp

Asn

val

Lys

Glu

680

Leu

Asp

Glu

Lys

Asp

760

Asn

Ile

Asn

His.

Asn
840

ély

val

Thr

585

Arg

Leu

Gln

Ser

Arg

665

Arg

Asp

Ala

745

Leu

val

Gly

Pro

Ser

825

Glu

His

Gly

val

Phe

Glu

Ile

Asn

650

Glu

Asn

Arg

val

730

Phe

Glu

Pro

Lys

Asp

810

His

Asp

Ala

Glu

Arg

Gly

635

Leu

Leu

Leu

Gly

N
=
(LT

Thr

Il=

Gly

Cys

785

Leu

His

Leu

Arg

Ala
875

98/159

Ala

Ile

val

Ser

Leu

Asp

Ilg

605

Gln

Lys

Asp

Glu

Gln

_ 685

Trp
700
Lys

Thr

Arg

Thr

780

Gly

Asp

Phe

Gly

Leu
860

Leu.

Arg

Glu

Leu
765
Gly
Glu
Cys
Ser
val
845

Gly

Ala

Thr

5580

Pro

Lys

Thr

Cys

Lys

670

Asp

Gly

Asn

Leu

Gln

750

Ile

Ser

Pro

Ser

Leu
830

Txp

Asn

Arg

bhe

val

Ala

Asp

Leu

655

val

Ser

Tyr

Arg

Leu

Asn

Cys
815
Rsp

val

val

Ser

Thr

Val

val

640

Ser

Lys

Asn

Thr

val

720

Gln

Arg

Tyr.

Arg

800

Ile

Ile

Glu

Lys
880
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Arg Ala Glu Lys Lys Trp Arg Asp Lys Arg Glu Lys Leu Glu Trp Glu
885 890 885

Thr Asn Ile val Tyr Lys Glu Ala Lys Glu Ser Val Asp Alz Leu Phe
200 905 810

val Asn Ser Gln Tyr Asp Gln Leu Gln Ala Asp Thr Asn Ile Ala Met
915 820 825

Ile His Ala Ala Rsp Lys Arg Val Eis Ser Ile Arg Glu Ala Tyr Leu
8930 935 940

Pro Glu Leu Ser Val Ile Pro Gly val Asn Ala Ala Ile Phe Glu Glu
845 850 955 860

Leu Glu Gly Arg Ile Phe Thr Ala Phe Ser Leu Tyr Asp Ala Arg Asn
865 970 875

Vval Ile Lys Asn Gly Asp Phe Asn Asn Gly Leu Ser Cys Txp Asn Val
980 585 9380

Lys Gly Ris val Asp Val Glu Glu Gln Asn Asn Gln Arg Ser Val Leu
885 1000 1005

val Val Pro Glu Trp Glu Ala Glu Val Ser Gln Glu Val Arg Val Cys
1010 1015 1020

Pro Gly Arg Gly Tyr lle Leu Arg Val Thr Ala Tyr Lys Glu Gly Tyr
1025 1030 1038 1040

Gly Glu Gly Cys Val Thr Ile His Glu Ile Glu Asn Asn Thr Asp Glu
1045 1050 1055

Leu Lys Phe Ser Asn Cys Val Glu Glu Glu Ile Tyr Pro Asn Asn Thr
1060 1065 1070

val Thr Cys Asn Asp Tyr Thr Val Asa Gln Glu Glu Tyr Gly Gly Ala
1075 1080 1085

Tyr Thr Ser Arg Asn Arg Gly Tyr Asn Glu Ala Pro Ser Val Pro Ala
1080 1085 1100

Asp Tyr Ala Ser Val Tyr Glu Glu Lys Ser Tyr Thr Asp Gly Arg Arg
1105 1110 1115 ‘1120

Glu Asn Pro Cys Glu Phe Asn Arg Gly Tyr Arg Asp Tyr Thxr Pro Leu
1125 1130 1135

Pro Val Gly Tyr Val Thr Lys Glu Leu Glu Tyr Phe Pro Glu Thr Asp
' 1140 1145 ' 1150

Lys Val Trp Ile Glu Ile Gly Glu Thr Glu Gly Thr Phe Ile Val Asp
1155 1160 1165

Ser val Glu Leu Leu Leu Met Glu Glu
1170 1178

99/159
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(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 11:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 3531 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LAGE: 1..3531

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11:

ATC GAT AAC AAT CCG AAC ATC AAT GAA TGC ATT CCT TAT AAT TGT TTA 48
Met Asp Asn Asn Pro Asn Ile Asn Glu Cys Ile Pro Tyr Asn Cys Leu
1 5 —~ 10 15
AGT AAC CCT GAA GTA GAA GTA TTA GGT GGA GAA AGA ATA GAA ACT GGT 96
Ser Asn Pro Glu Val Glu Val Leu Gly Gly Glu Arg Ile Glu Thr Gly
20 25 30

TAC ACC CCA ATC GAT ATT TCC TTG TCG CTA ACG CARA TTT CTT TTG AGT 144
Tyr Thr Pro Ile Asp Ile Ser Leu Ser Leu Thr Gln Phe Leu Leu Ser

35 40 45
GAA TTT GTT CCC GGT GCT GGA TTT GTG TTA GGA CTA GTT GAT ATA ATA 152
Glu Phe Val Pro Gly Ala Gly Phe Val Leu Gly Leu Val Asp Ile Ile

50 55 €0

TGG GGA ATT TTT GGT CIC TCT CAA TGG GAC GCA TTT CIT GTA CAA ATT 240
Trp Gly Ile Phe Gly Pro Ser Gln Trp Asp Ala Phe Leu Val Gln Ile
65 . 70 75 80
GAA CAG TTA ATT AAC CAA AGA ATA GAA GAA TTC GCT AGG AAC CAA GCC 288
Glu Gln Leu Ile Asn Gln Arg Ile Glu Glu Phe Ala Arg Asn Glm Ala

’ 85 50 8s
ATT TCT AGA TTA GAA GGA CTA AGC AAT CTT TAT CAA ATT TAC GCA GAA 336
Ile Ser Arg Leu Glu Gly Leu Ser Asn Leu Tyr Gln Ile Tyr Ala Glu :

100 105 110

TCT TTT AGA GAG TGG GAA GCA GAT CCT ACT AAT CCA GCA TTA AGA GAA 384
Ser Phe Arg Glu Trp Glu Ala Asp Pro Thr Asn Pro Ala Leu Arg Glu

118 120 125
GAG ATG CGT ATT CAA TTC AAT GAC ATG AAC AGT GCC CTT ACA ACC GCT 432
Glu Met Arg Ile Gln Phe Asn Asp Met Asn Ser Ala Leu Thr Thr Ala

130 135 140

ATT CCT CTT(TT'I’ GCA GTT CAA AAT TAT CAA GTT CCT CTT TTA TCA GTA 480
Ile Pro Leu Phe Ala Val Gln Asn Tyr Gln Val Pro Leu Leu Ser Val '
145 150 . 155 : 160
TAT GTT CAA GCT GCA AAT TTA CAT TTA TCA GTT TTG AGA GAT GTT TCA 528

Tyr Val Gln Ala Ala Asn Leu His Leu Ser Val Leu Arg Asp Val Ser

100/159



GTG
val

TAT

elelas
Arg

GAT
Asp
225

ATT
Ile

Leu

AGA

ATC
Ile
305
ATA
Ile

CTA
Leu

Gln

AGA

Gly
385

TGG

Trp
210

TGG
TP

GAT

Asp

CGA
Arg

GAA
Glu

AGT
Ser
290

TAT
Tyz

ATG
Met

TAT

CTA
Leu

cCT
Pro
370

ACA
Thr

GAT
Asp
195

TAC
Tyr

GTA
val

ATC
Ile

ACA
Thr

Asn
275

ATT
Ile

ACG
Thx

GCT
Ala

GGA
Gly

GGT
Gly
355

Phe

GAA
Glu

CAA
Gln
180

TTA
Leu

AAT
2Asn

AGG
Arg

GTT
val

GTT
val
260

Phe

AGG
Arg

GAT
Asp

TCT
Ser

ACT
Thr
340

CAG
Gln

AAT
Asn

TTT
Phe

AGG
Arg

ACT
Thxr

ACG
Thr

‘TAT

GCT
Ala
245

TCC
Ser

GAT
Asp

AGT
Ser

GCT
Ala

CcCT
Pro
325

ATG

Met

GGC
Gly

ATA
Ile

GCT
Ala

AGG
Arg

GGA
Gly

AAT
Asn
230

CTG
Leu

Gln

GGT
Gly

cca
Pro

CAT
Hig
310

GTA
val

GGA
Gly

GTG
val

GGG
Gly

TAT
Tyr
380
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TTA
Leu
215

CAA
Gln

TTC
Phe

TTA
Leu

AGT
Ser

CAT
Hie
285
AGG

Arg

GGG
Gly

ART
Asn

TAT

ATA
Ile
375
GGA
GlLy

TTT
Phe

ATT
Ile
200

GAA
Glu

Phe

CCG
Pro

ACA
Thr

TTT
Phe
280

TTG
Leu

GGT
Gly

TTT
Phe

GCA
Ala

AGA
Arg
360

AAT
Asn
ACC
Thr

GAT
Asp
185
GGC
Gly

CGT

Arg

ART
Asn

AGA
Arg
265
ceA
Arg

ATG
Metbt

TAT
Tyr

TCG
Ser

GCT
Ala
345

Thr

AAT

TCC
Ser

170

GCcC
Ala

Asn

GTA
val

AGA
Arg
TAT
250
GAA

Glu

GGC
Gly

GAT
Asp

TAT
Tyrz

GGG
Gly
330

CCA
Pro

TTA
Leu

Gln

TCA
Ser

GCG
Ala

TAT

TGG
Trp

GAA
Glu
235
GAT
Asp

ATT
Ile

TCG
Ser

ATA
Ile

TAT
315

cca
Pro

Gln

TCG
Ser

Gln

AAT

395
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ACT ATC

Thr Ile_

ACA GAT
Thr Asp
205

GGA CCG
Gly Pro
220

TTA ACA
Leu Thr

AGT AGA
Ser Arg

TAT ACA
Tyr Thr

GCT CAaG
2Ala Gln
285

CTT ARC
Leu Asn
300

TGG TCA
Trp Ser

GAA TTC
Glu Phe

ChAA CGT
Gln Arg

TCC ACT
Ser Thr
365

CTA TCT
Leu Ser
380

TG CCA
Leu Pro

AAT

Asn

190

TAT

Tyr

GAT
Agp

CTA
Leu

AGA
Azg

AAC
Asn
270

GGC
Gly

AGT
Ser

GGG
Gly

ACT
Thxr

ATT
Ile
350

TTA
Leu

val

TCC
Ser

GCT
Ala

TCT
Sex

ACT
Th>

TAT

YT
255

CCA

Pro

ATA
Ile

ATA
Ile

His

TTT
Phe
335

GTT
val

TAT
Tyr

cTT
Leu

GCT
Ala

ceT
ATg

GTA
val

AGA
Arg

GTA
val
240

cca

Pro

GTA
val

GAA
Glu

ACC
Thr

Gln
320

(efale
Pro

GCT
Ala

Arg

Asp

GTA
val

400

trn
~
141

624

672

768

8le

B64

560

1008

1056

1104

1152

1200



TAC
Tyr

Asn

GTT
val

AGA

ACA
Thr
465

ACA
Thr

GGA
Gly

GTT
val

TAT

CGG
ATg
545

TTA
Leu

Phe

TCA
' Ser

GCA
Ala

AGA
Arg

AAC
Asn

GCT
Ala
450

ATT
Ile

CTT
Leu

GAT
Asp

RAAT
Asn

GCC
Ala
530

ATT
Ile

ACA
Thr

cca
Pro

GGG
Gly

ACA
Thr
610

Lys

AAC
Asn

ATG
Met
435

CCA
Pro

GAT
Asp

CAG
Gln

ATT
Ile

ATA
Ile
515

TCT
Ser

TTT
Phe

TTC
Phe

ATG
Met

AAT
Asn
535

CTC
Leun

AGC
Ser

GTG
Val
420

TTT
Phe

ATG
Met

CCG
Pro

TCA
Ser

Leu
500

AAT

Asn

ACT
Thr

GCT
Ala

CAA
Gln

AGC
Ser
580

GAA
Glu

Glu

GGA
Gly
405

CCA
Pro

CGT
Arg

Phe

GAG
Glu

GGT
Gly
485

CGA
Arg

GGG
Gly

ACA
Thr

GGT
Gly

TCT
Sexr
565

CAG
Gln

GTT
val

GCT
Ala

ACG
Thr

CCT
Pro

TCA
Ser

TCT
Ser

AGG
Arg
470

ACT
Thr

CGA
Arg

Gln

Asn

Gln
S50

Phe

AGT
Ser

TAT

GAA
Glua
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GTA GAT TCG CTG
val Asp Ser

AGG
Arg

GGC
Gly

TGG

TIp
455

ATT

CAA
Gln

TTT
Phe
440

ACG
Thr

ACT

Ile™Thr

ACT
Thr

ACA
Thr

TThA
Leu

CTA
Leu
535
TTT
Phe

AGT
Ser

AGT
Ser

ATA
Ile

TAT

615

GTT
val

AGT
Sex

cee
Pro
520

AGA
Arg

AAC
Asn

TAC

TTC
Phe

GAC
Asp
€860
AART
Asn

GGA
Gly
425

AGT

Ser

CAC
His

Gln

GTA
val

GGA
Gly
505

Gln

ATT
Ile

Lys

GCA
Ala

ACa
Thr
585

AGA
Arg

CTG
Leu

Lau
410

TTT
Phe

AAT
Asn

CGT
Arg

ATA
Ile

AGA
Arg
450

GGA
Gly
AGG

Arg

TAC

ACA
Thr

ACT
Thr
S70

GTA
Val

TTT
Phe

Glu

GAT
Asp

AGT
Ser

AGT
Ser

AGT
Ser

CCA
Pro
475

GGG
Gly

CCA
Pro

TAT

oy

GTA
val

ATG
Met
555

ATT
Ile

GGT
Gly

GAR
Glu

AGA
Arg
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GAA RATA CCG CCA

Glu

CAT
His

AGT
Ser

GCA
Ala
460

TTG

Leu

ccce
Pro

TTT
Phe

CGT
Arg

ACG
Thr
540

GAT
Asp

ART
Asn

GCT
Ala

TTG

Leau’

GCG
Ala
620

Ile

CGA
Arg

GTA
val
445

ACC
Thr

GTA
val

GGG
Gly

GCT
Ala

GCA
Ala
525

GTT

val

ACC
Thr

ACA
Thr

GAT
Asp

ATT
Ile
605

Gln

Pro

TTA
Len
430

AGT
Ser

ccT
Pro

Lys

TTT
Phe

TAT

-

510

AGA
Arg

GCA
Ala

GGT
Gly

GCT
Ala

ACT
Thx
530

CCA

Pro

AAG
Lys

Pro
415

AGC
Ser

ATA
Ile

ACA
Thr

GCA
Ala

ACG
Thr
495

ACT
Thr

ATA
Ile

GGT
Gly

Gac
Asp

TTT
Phe
575

TTT
Phe

GTT
val

GCG
Ala

CAG
Gln

CAT
His

ATA
Ile

AAT
Asn

CAT
His
480

Gly

ATT
Ile

caC
Arg

Glu

cca
Pro
56C

ACA

AGT
Ser

ACT
Thx

val

1248

1344

1382

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872



Asn
625

ACG

Thr

GAT
Asp

His

TTC
FPhe

GGG
Gly
705

ACA
Thr

Lys

GGG
Gly

Asn

cCcG
Pro
785

TGC
Cys

GAT
Asp

Asp

GCG
Ala

GAT
ASp

GAR
Glu

GCG
Ala

LYS

690

ATT
Ile

CTA
Leu

ATC
Ile

TAT

GCA
Ala
770

Leu

GCG
Ala

GGA
Gly
GTA
val

CTG
Leu

TAT
Tyr

Phe

ARG
Lys
€875

GAC
Asp

ACC
Thr

GAT
ASp

ATC
Ile
7565

Lys

TCA
Ser

CCA
Pro

Glu

GGA

Gly
835

ATT

TTT
Phe

CAT
His

TGT
Cys

CGA
Arg

ATT
Ile

ATC
Ile

GGT
Gly

GAA
Glu
740

GAA
Glu

CAT
His

GCC
Ala

CAC
His

AAG
Lys
820

TGT
Cys

ACG
Thr

ATT
Ile
645
CTG
Leu

cTC
Leu

AAT
Asn

Gln

ACC
Thr
725
TCA
Ser

GAT
Asp

Glu

Gln

Leu
805

TGT
Cys

ACA
Thr

ACG

TCT
Ser
630

GAT
Asp

GAT
ASp

AGT
Ser

AGG
ALY

GGA
Gly
710

TTT
Phe

Lys

AGT
Ser

ACA
Thr

AGT
Ser
790

Glu

[clele]
Ala

GAC
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ACA

Thr

CAA
Gln

GAA
Glu

GAT
Asp

Gln
695

GGG
Gly

GAT
Asp

TTA
Leu

Gln

GTA
val
775
CCA
Pro

TGG
Trp

His

TTA
Leu

GAT

AAC
Asn

GTG
val

AAG
Lys

GAA
Glu
680

CCA

Pro

GAT
Asp

GAG
Glu

AAA

GAC
Asp
760

AAT
Asn

ATC
Ile

AAT
Asn

His

AAT
Asn
840

CAA
Gln

TCC
Ser

CGA
Arg
665

cee
Arg

Glu

GAC
Asp

TGC
Cys

GCC
Ala
745

TTA
Leu

GTG
val

GGA
Gly

ccT
Pro

TCG
Ser
825

GAG
Glu

CTA
Leu

RAT
Asn
€50
GAA
Glu

AAT
Asn

CGT
Arg

GTA
val
TAT
730
TTT

Phe

GAA
Glu

CCA
Pro

AAG
Lys

GAC
Asp
810

CAT
His

GAC
Asp

GCA

GGG
Gly
635

TTA
Leu

TTG
Leu

TTA
Leu

GGG
Gly

aal
4

Phe
715

CCA
Pro

ACC
Thr

ATC
Ile

GGT
Gly

TGT

Cys
795

TTA

Leu

CAT
His

CTAa
Leu

103/159

GTT
val

TCC
Ser

CTC
Leu

TGG

Trp
700

Lys

ACA
Thr

CGT
Arg

TAT
Tyr

ACG
Thr
780

GGA
Gly

GAT
Asp

TTC
Phe

GGT
Gly

ARA
Lys

ACG
Thr

GAG
Glu

CAA
Gln
685

GGC
Gly

GAA
Glu -

TAT

TAT
Tyr

TTA
Leu
765

GGT
Gly

GAG
Glu

TGT
Cys

TCC
Ser

GTA
val

845

GGG

ACA
Thxr

TAT

Tyr
Y

Lys
670

Asp

GGA
Gly

Asn

TTG
Leu

Gln
750

ATT
Ile

TCC
Ser

CCG
Pro

TCG
Ser

TTA
Leu
830

Trp

AAT

ART GTA
Asn Val
640

TTA TCG
Leu Ser
655

GTC AAA
Val Lys

TCA AAT
Ser Asn

AGT ACA
Ser Thr

TAC GTC

Tyxr Val
720

Tyr Gln

TTA AGA
Leu Arg

CGC TAC
Arg Tyr

TTA TGG
Leu Trp

AAT CGA
Asn Arg
800

TGT AGG
Cys Arg
815

GAC ATT
Asp Ile

GTG ATC
vVal Ile

CTA GAG

1968

2016

2064

2160

2256

2304

2352

2400

2448

2496

2544

2592



Phe

TTT
Phe
B&S
AGA

Ax

ACA
Thr

GTA
Val

ATT
Ile

cQeT
Pro
945

TTA
Leu

GTC
val

Lys

GTT
val

CCG GGT CGT

Pro

Lys Ile
850

CTC GAA
Leu Glu

GCG GAG
Ala Glu

AAT ATC
Asn Ile

AAC TCT
Asn Ser
815

CAT GCG
His Ala
930

GAG CTG
Glu Leu

GARA GGG
Glu Gly

ATT AAA
Ile Lys

GGG CAT
Gly His
985

GTT CCG

val Pro
1010

Gly Arg

1025

GGA GAAR GGT
Gly Glu Gly

CTG ARG TTT
Lgu Lys Phe

GTA ACG TGT
Val Thr Cys

Lys

GAG
Glu

Lys

GTT
Val
800
CAA
Gln

GCA
Ala

TCT
Ser

CcGT
Arg

Asn
980

GTA
val

GARA
Glu

GGC
Gly

TGC
cys

Thzr

Lys

Lys
B8S

TAT
Tyr

TAT
Tyr

GAT
Asp

GTG
val

ATT
Ile
965

GGT
Gly

GAT
Asp

TGG
Trp

TAT

Tyr

GTA
val

Gln

GAT
Asp

Lys

ATT
Ile
850

TTC
Phe

GAT
Asp

GTA
val

GAA
Glu
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Asp
B55
TTA

Leu

AGA

GAG
Glu

CAR
Gln

CGT
Arg
835

(e{0dc]
Pro

ACT
Thr

TTT

Phe

GAA
Glu

GCA
Alz

Gly

GTA
val

GAC
Asp

GCA
Ala

TTA
Leu
820

GTT
val

GGT
Gly

GCAa
Ala

AAT
Asn

GARA
Glu
1000

GAR
Glu

1015

ATC CTT CGT
Ile Leu Arg
1030

ACC ATT CAT
Thr Ile His

1045

AGC AAC TGC GTA GAA
Ser Asn Cys Val Glu
1060

AAT GAT TAT ACT GTA
Asn Asp Tyr Thr Vval

His

Ala

Arg Leu Gly
860 .

GGA GAAR GCG CTA GCT

Gly

Lys

lys
305

Gln

CAT
His

GTC
val

TTC
Phe

AAT
Asn
985

CAA
Gln

GTG
val

GTC
Val

GAG
Glu

Glu

CGT
Arg
890

GAA
Glu

GCG
Ala

AGC
Ser

AAT
Asn

TCC
Ser
870

GGC
Gly

AAC
Asn

TCA
Ser

ACA
Thr

ATC
Ile

Ala Leu 2la
B75

GAA AARA TTG
Glu Lys Leu

TCT GTA GAT
Ser Val Asp

GAT ACG AAT
Asp Thr Asn
925

ATT CGA GAR
Ile Arg Glu
"940

GCG GCT ATT
Ala Rla Ile
955

CTA TAT GAT
Leu Tyr Asp

TTA TCC TGC
Leu Ser Cys

ARC CARA CGT
Asn Gln Arg

Asn

CGT
Arg

GAA
Glu

GCT
Ala
910

ATT
Ile

GCT
Ala

TTT
Phe

GCG
Ala

TGG

Trp
950

TCG
Ser

1005

CAR GAA GTT
Gln Giu val
1020 , .

GCG TAC AAG
Ala Tyr Lys
1035

GAG AAC AAT
Glu Asn Asn

1050

GAG GAA ATC TAT CCA
Glu Glu Ile Tyr Pro
1065 -

AAT CAA GAA GAA TAC
Asn Gln Glu Glu Tyr Gly Gly ala

104/159

CGT
Arg

GAG
Glu

ACA
Thx

AAT

Leu

GTG
vVal

TGG
Trp
895
TTA
Leun

GCC
Ala

TAT

Glu

AGA
875
AAC

Asn

GTC
Val

GTC
Val

GGA
Gly

GAC
Asp

Glu

Lys
8BO

Glu

Phe

ATe
Met

CTG
Leu

GAa
Glu
960

AAT
Asn

GTG
vVal

Leu

TGT
Cys

TAT
Tyr

1040

GAA

Glu

1055

AAC

ACG

Asn Asn Thr
1070

GGA -GGT GCG

2640

2688

2736

2784

2832

2880

2928

23876

3024

3072

3120

3le8

3216

3264
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1075

CGT
rg

CGA
Arg

TAC ACT TCT
Tyr Thr Sex
1090

Asn

TAT
Tyr

GCG
Ala

TCA GTC
Ser Vel

GAT TAT

Asp Tyr
1105

GAA TTT
Glu Phe

1125

TGT
Cys

AAT
Asn

ccr
Pro

GAG
Glu

GGT TAT GTG ACA

Gly

CCA GTT
Pro Val
1140

TGG ATT GAG ATT
Trp Ile Glu Ile
1155

GTA

Lvs Val

GAA TTA CTC CTT
Glu Leu Leu Leu

AGC
Ser

CTG
val
1170

Tyr val Thr.

1080

AAC
Asn

GGA
Gly
1085

TAT

Tyr

GAA
Glu

AAR
Lys

1110

AGA
Arg

GGG
Gly

AAC.
Asn

GAA
Glu

ARA
Lys
1145

GGAa
Gly
1160

ATG
Met
1175

GAG GAA
Glu Glu

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 12:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 1177 Aminos&auren

(B)
(D)

TYP: Aminosaure
TOPOLOGIE: linear

(ii) MOLEKULTYP: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG:

Met Asp
1 s
Glu

Pro Glu val

20

Ser Asn

Pro Ile Ile

35

Thr Asp

Phe Val Pro Ala

S0 -

Glu Gly

Gly Ile pPhe Gly Pro

70

Trp
65

Glu Gln Leu Ile Asn Gln

85
Gly

Ile Arg Leu Glu

100

Ser

Asn Asn Pro Asn Ile

SEQ

Asn

val Leu Gly

25
Ser

Sexr Leu

40
Val

Gly Phe

55

Ser Gln

Trp

Ile Glu

Leu Ser

105

GARA
Glu

TCG
Ser

TAT
Tyr
1130

GAA ACG GAA GGA
Glu Thr Glu Gly

Glu Cys Ile

10

Gly

Leu

Len

Asp

Glu
90

1085

CCT TCC
Pro Ser
1100

GCT
Ala

ACA GAT
Thr Asp

TAT

Tyr
1115

AGG GAT TAC
\rg Asp Tyrx

TTA GAA TAC TTC CCA
Leu Glu Tyr

Phe Pro

ACA TTT
Thxr Phe
1165

ID NO: 12:

Pro Tyrx

Glu Arg Ile

Gln Phe
45

Thr

Leu Vval
60

Gly

Ala Phe ieu

75

Phe Ala Arg

Asn Leu Tyr Gln Ile

105/159

GTA
Val

CCa GCT
Pro Ala

GGA
Gly

CGA AGA

Arg Arg
1120

ACG
Thr

CCA CTA
Pro Leu
1138

GAA ACC
Glu Thr
1150

GAT
Asp

ATC GTG
Ile val

GAC
Asp

Asn Cys Leu

15

Glu Thr
30

Gly

Leu Leu Ser

Asp Ile Ile

Val Gln Ile

80

Asn Gln
95

Ala

Tyr Ala Glu

110

3312

3360

3408

3456

3504

3531



Ser
Glu
‘Ile

145

val

Arg
Asp
225
Leu
Ile
Leu
ATg
Ile
305
Ile
Leu

Gln

Arg

Phe

Met

130

val

Phe

TrDP
210
TIp
Asp
Arg
glu
Ser
280
Tyr
Met
Tyr

Len

Pro
370

Arg

115

Arg

Leu

Gln

Gly

Asp

185

val

Ile

Thr

Asn

275

Ile

Thr

Ala

Gly

Gly

355

Phe

Glu

Ile

Phe

Ala

Gln

180

Leu

Asn

Arg

val

val

260

Phe

Arg

Asp

Ser

Thr

340

Gln

Asgn

Gly Thr Glu Phe

385

Tyx

Arg

Lys

Ser

Gln

Ala

Ala

165

Arg

Thr

Thr

Ala

245

Ser

Asp

Ser

Ala

Pro

325

Met

Gly

Ile

Ala

Gly
405

Glu
Phe
val

150

Asn

Trp

Asn

230

Leu

Gln

Gly

Pro

His

310

val

Gly

val

Gly

390

Thr
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Ala Asp Pro Thr Asn

ASn
135
Gln
Leu
Gly
Leu
Leu
215
Gln
Phe
Leu
Ser
His
285
Arg

Gly

Asn

Ile
378

Gly

Val

120

Asp

Asn

His

Phe

Ile

200

Glu

Phe

Thr

Phe

280

Leu

Gly

Phe

Ala

Arg

360

Thr

Asp

Met Asn Ser
Tyr Gln Vval
185

Leu Ser Val
170

Asp Ala Ala
185

Gly Asn Tyr
Arg Val Trp
Arg Arg Glu

235

Asn Tyr Asp
250

Arg Glu Ile
265

Arg Gly Ser
Met Asp Ile
Tyr Tyr Tyr

315

Ser Gly Pro
=330

Ala Pro Gln
345

Thr Leu Ser
Asn Gln Gln

Ser Sexr Asn
385

Ser Leu Asp
410

106/159

Pro

Ala
140

Thr

Thr

Gly

220

Leun

Ser

Ala

Leu
300

Trp

Glu

Gln

Ser

Leu

380

Leu

Glu

Ala Leu Arg

125

Leu
Leu
Arg
Ile
Asp
205

Pro

Thr 1

Arg
Thr
Gln
285
Asn
Sexr
Phe
Arg
Thr
365
Ser
Pro

Iie

Thr

Leu

Asp

Asn
150

270

Gly

Ser

Gly

Thr

Ile

350

Leu

val

Ser

Pro

Thy

Sex

val

175

Sex

Ala

Ser

Thx

255

Pro

Ile

Ile

His

Phe

335

val

Tyr

Leu

Ala

Pro
415

Glu
Ala
val
160
Ser
Arg
val
Axrg
val
240
Pro
val
Glu
Thr
Gln
320

Prec

Ala

Asp

vVal.
400

Gln



Asn Asn

val Ser
Arg Ala
450

Thr Ile
465

Thr Leu
Gly Asp
val Asn
Tyr Ala

530

Arg Ile
545

Leu Thr

-

Phe

Pro
Ser Gly

aAla Thr
€10

Asn Ala
625

Thr Asp

Asp Glu

Phe Lys
690

Gly Ile
708

Asn Val
420

Met Phe
435

Pro Met
Asp Pro
Gln Ser
Ile Leu

590

Ile Asn
515

Ser Thr

Phe Ala
Phe Gln

Met Ser
580

Asn Glu
595

Léu Glu
Leu Phe
Tyxr His
Phe Cys

660

Lys Arg
875

Asp Ile

_Thr Ile

Arg

Phe

Glu

Gly

485

Arg

Gly

Thr

Gly

Ser
S65

Ala

Thr

Ile

645

Leu

Leu

Asn

Gln

Ser

Ser

Arg

470

Thr

Arg

Gln

Asn

Gln

550

Phe

Ser

Glu

Ser

630

Asp

Asp

Ser

Arg
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Ar

Trp
455
Ile
Thxr
Thr
Leu
Leu
535
Phe
Ser

Sef

Ile

Tyr
615
Thr
Gln
Glu

Asp

Gln
695

Gln
Phe
440

Thr

val

Ser

Pro

520

Arg

Asn

Dhe

Asp

600

Asn

Asn

Vval

Lys

Glu

680

Pro

Gly Gly Asp

710

Gly Phe Ser
425

Ser Asn Ser
His Arg Ser
Gln Ile Pro

475

vVal Arg Gly
430

Gly Gly Pro
505

Gln Arg Tyr
Ile Tyr val
Lys Thr Met

555

Ala Thr Ile
570

Thr val Gly
585

Arg Phe Glu

Leu Glu Arg

Gln Leu Gly
635

Ser Asn Leu
650

Arg Glu Leu
665

Arg Asn Leu

Glu Arg Gly'

Asp Val Phe
7158

107/159

His Arg
Sexr val
445

Ala Thr
460

Leu Val

Phe Alza
Arg Ala
525

Thr val
540

Asp Thr
Asn Thr
Ala Asp

Leu Ile
605

Ala Gln
620

Leu Lys
val Thr
Ser Glu

Leu Gln
685

Trp Gly
700

Lys Glu

Leu
430

Ser

Lys
Phe

Tyr
510
ATg
Ala
Gly
Ala
Thr
590
Pro

Lys

Thr

Lys
670

Asp

Gly

Asn Tyr

Ser

Ile

Thr

Ala

Thr

495

Thr

Ile

Gly

Asp

Phe

575

Phe

val

Ala

Asn

Leu

655

val

Ser

Ser

Ile
Asn
His
480
Gly
Ile
Axrg
Glu
Pro
560
Thr
Ser
Thr
val
val
640
Ser

Lys

Asn

val
720



Thr

Lys

Gly

Asn

Pro

785

Cys

ASp

Phe

Phe

865

Axg

Thr

Val

Ile

Pro

945

Leu

Val

Lys

Val

Leu

Ile

Tyr

Ala

770

Leu

Ala

Gly

Val

Lys

850

Len

Ala

Asn

Asn

His

930

Glu

Glu

Ile

Gly

Val
1010

Ser

Asp

Ile

755

Lys

Ser

Pro

Glu

Gly

Gly

Glu

740

His

Ala

Lys
820

Cys

835 -

Glu

Glu

Ile

Ser

915

Ala

Leu

Gly

Lys

His

9385

Pro

Lys
Glu
Lys
Val
300
Gln
Ala
Ser
Arg
Asn
980

val

Glu

Thr

725

Ser

Asp

Glu

Gln

Leu
805

Cys

Thr

Thr

Lys

Lys
885

Asp

val

Ile

965

Gly

Asp

Trp

Phe

Lys

Ser

Thr

Ser

790

Glu

Ala

Asp

Gln

Pro
870

Trp

Lys

Asp

Lys

Ile

850

Phe

Asp

val

Glu
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Asp Glu Cys Tyr Pro

Leu

Gln

Val

775

Pro

Tr

Ris

Leu

Asp

855

Leu

Arg

Glu

Gln

Axrg

935

Pro

Thr

Phe

Glu

Lys

Asp

760

ASD

Ile

Asn

His

Asn

840

Gly

Val

Asp

Ala

Leu

320

Val

Gly

Ala

Glu

Ala

745

Leu

val

Gly

Pro

Ser

825

Glu

Gly

Lys

Lys

905

Gln

His

val

Phe

Asn

885

Gln

1000

Ala Glu Vval
1015

730

Phe

Glu

Pro

Asp

810

His

AsD

Ala

Glu

ATg

890

Glu

Ala

Ser

Asn

Ser

870

Gly

Asn

Ser

108/159

Thr

Gly

Cys

735

Leu

His

Leu

Arg

Ala

875

Glu

Ser

ASp

Ile

Ala
955

Leu

Len

Gln

Thr Tyr Leu Tyr

Arg
Tyr
Thr
780
Gly
Asp
Phe
Gly
Leu
860
Lys
val
Thr
Arg

840

Ala

ser

Gln

Tyr

Leu

765

Gly

Glu

Cys

Ser

val

845

Gly

Ala

Leu

Asp

925

Glu

Ile

Asp

Cys

Arg

Gln
750

Ile

Ser

Leau

830

Trp

Asn

Arg

Glu

Ala

910

Ile

Ala

Phe

Ala

Trp
990

Ser

1005

Glu Val Arg
1020

735

Leu

Arg

Asn

Cys
815
Asp
val

Leu

val
Trp
898

Leu

Ala

Glu
97s8
Asn
val

val

Gln

Axg

Trp
Arg
800

Arg

Ile

Glu

Lys

880

Glu

Phe

Met

Leu

Glu

960

Asn

Val

Cys



pro Gly
1025

Axg
Gly Glu Gly

Leu Lys

Gly Tyr

Cys Val

Sexr Asn Cys
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Ile Leu
1030

Thr
1045

val

1060

val Thr
1075

Tyr Thr Ser Arg

10590

Asp Tyr Ala Ser

© 1105

Glu Asn Pro Cys

Pro Val Gly Tyr

Cys Asn Asp Tyzr

Thr

rg Val

His Glu

Glu Glu

1035

Ile Glu Asn
1050

Glu Ile Tyr
1065

val Asn Gln Glu Glu

1080

Asn Arg
1085

val Tyr Glu Glu

1110

Glu Phe Asn Arg
1125
Thx

val Lys Glu

1140

Lys Val Trp Ile Glu

1155

Ser Val Glu Leu Leu

1170

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 13:

Ile Gly Glu

Lys Ser Tyr Thr
1115

Gly Tyxr Arg Asp Tyr Thr Pro

1130

Leu Glu Tyr Phe
1145

Thr Glu Gly Thr

1160

Leu Mat Glu
1175

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(&)
(B)
(c)
(D)

(ix) MERKMAL:

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LAGE: 1..3531

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ

ATE GAT AAC AAT
Met Asp Asn Asn
1

AGT AAC CCT GAA
Ser Asn Pro Glu
20

TAC ACC CCA ATC
Tyr Thr Pro Ile
35

CCG AAC ATC AAT
Pro Asn Ile Asn
]

GTA GAA GTA TTA
val Glu Val Leu

GAT ATT TCC TTG
Asp Ile Ser Leu
40

Glu

LANGE: 3531 Basenpaare
TYP: Nucleinsaure
STRANGFORM: Einzelstrang
TOPOLOGIE: linear

ID NO: 13:

Thr Ala Ty>r Lys Glu Gly Tyr
1040

Asn Thr Asp Glu

1055

Pro Asn
1070

Asn Thr

Tyr Gly Gly Ala
1085

Gly Tyr Asn Glu Ala Pro Ser Val Pro Ala
1100

Asp Gly Arg Arg

1120

Leu
1135

Pro Glu Thr
1150

Asp

Phe Ile Val
1165

Asp

GAA TGC ATT CCT TAT AAT TGT TTA

Glu
10

GGT
Gly
25

TCG
Ser

109/159

Cys Ile Pro Tyr Asn Cys Leu

i5

GGA GAA AGA ATA GAA ACT GGT
Gly Glu Arg Ile Glu Thr Gly .

30

CTA ACG CAA TTT CTT TTC AGT
Leu Thr Gln Phe Leu Leu Ser

45

48

96

144
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GAA TTT GTT CCC GGT GCT GGA TTT GTG TTA GGA CTA GTT GAT ATA ATA 182
Glu Phe Val Pro Gly Ala Gly Phe Val Leu Gly Leu Val Asp Ile Ile
50 55 60
TGG GGA ATT TTT GGT CCC TCT CAA TGG GAC GCA TTT CTT GTA CRA ATT 240
Trp Gly Ile Phe Gly Pro Ser Glmn Trp Asp Ala Phe Leu Vval Gln Ile
65 70 75 80
GAA CAG TTA ATT AAC CAA AGA ATA GARA GAR TTC GCT AGG AAC CAA GCC 288
Glu Gln Leu Ile Asn Gln Arg Ile Glu Glu Phe Ala Arg Asn Gln Ala
85 90 85
ATT TCT AGA TTA GAA GGA CTA AGC AAT CTT TAT CAA ATT TAC GCA GRA " 336
Ile Ser Arg Leu Glu Gly Leu Ser Asn Leu Tyr Gln Ile Tyr Ala Glu
100 105 110
TCT TTT AGA GAG TGG GAA GCA GAT CCT ACT AAT CCA GCA TTA AGA GAA 384
Ser Phe Arg Glu Trp Glu Ala Asp Pro Thr Asn Pro Ala Leu Arg Glu
115 120 125
GAG ATG CGT ATT CAA TTC AAT GAC ATG AARC AGT GCC CTT ACA ACC GCT 432
Glu Met Arg Ile Gln Phe Asn Asp Met Asn Ser Ala Leu Thr Thr Ala
130 135 140
ATT CCT CTT TTT GCA GTT CAA AAT TAT CAA GTT CCT CTT TTA TCA GTA 480
Ile Pro Leu Phe Ala Val Gln Asn Tyr Gln Vval Pro Leu Leu Ser Vval
145 150 155 : 160
TAT GTT CAA GCT GCA AAT TTA CAT TTA TCA GTT TTG AGA GAT GTT TCA 528
Tyr Val Gln Ala Ala Asn Leu His Leu Ser Val Leu Arg Asp Val Ser
165 170 175
GTG TTT GGA CAR AGG TGG GGA TTIT GAT GCC GCG ACT ATC AAT AGT CGT 576
Val Phe Gly Gln Arg Trp Gly Phe Asp Ala Ala Thr Ile Asn Ser Arg
180 185 180
TAT AAT GAT TTA ACT AGG CTT ATT GGC AAC TAT ACA GAT CAT GCT GTA 624
Tyr Asn Asp Leu Thr Arg Leu Ile Gly Asn Tyr Thr Asp Eis Ala val
185 ) 200 205
CGC TGG TAC AAT ACG GGA TTA GAG CGT GTA TGG GGA CCG GAT TCT AGA 672
Arg Trp Tyr Asn Thr Gly Leu Glu Arg Val Trp Gly Pro AsSp Ser Arg
210 215 220
GAT TGG ATA AGAR TAT AAT CaAA TTT AGA AGA GAA TTA ACA CTA ACT GTA 720
Asp Trp Ile Arg Tyr Asn Gln Phe Arg Arg Glu Leu Thr Leu Thr Val
225 _ 230 235 240
TTA GAT ATC GTT TCT CTA TTT CCG AAC TAT GAT AGT AGA ACG TAT CCA 768
Leu Asp Ile Val Ser Leu Phe Pro Asn Tyr Asp Ser Arg Thr Tyr Pro
245 250 . 255
ATT CGA ACA GTT TCC CAA TTA ACA AGA GAA ATT TAT ACA AAC CCA GTA 816
Ile Arg Thr Val Ser Gln Leu Thr Arg Glu Ile Tyr Thr Asn Pro Val
260 265 270

110/159



GGA
Gly

ATC
Ile
a0s

ATA
Ile

CTA
Leu

Gln

AGA
Arg

GGG
Qly
385

TAC
Tyr

GTT

GAA
Glu

AGT
Ser
290

TAT

ATG
Met

TAT
Tyr

CTA
Leu

cCcT
Pro
370

ACA
Thr

AGA
Arg

AAC
Asn

TCA

val_ Ser

AGA

ACA
Thr

465

ACA
Thr

.. GGA

GCT
Ala
450

ATT
Ile

cTT
Len

GAT

AAT
Asn
275

ATT

Ile

ACG
Thr

GCT
Ala

GGA
Gly

GGT
Gly
3585

Phe

GAA
Glu

Lys

AAC
Asn

ATG
Met
435

CCAa
Pro

GAT
Asp

CAG
Gln

ATT

Phe

AGG
hAxg

GAT
Asp

TCT
Ser

ACT
Thr
340

CAG

Gln

RAT
Asn

TTT
Phe

AGC
Ser

GTG
val
420

TTT
Phe

ATG
Met

cce
Pro

TCA
Ser

cTT

GAT
Asp

AGT
Sexr

GCT
Ala

cer
Pro
325

ATG
Met

GGC
Gly

ATA
Ile

GCT
Ala

GGA
Gly
405

CCA

Pro

CGT
Arg

TI?T
Phe

GAG
Glu

GGT
Gly
485

CGA
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GGT

Gly

CCA

bro

CAT
His
310

GTA
Val

GGA
Gly

GTG
val

GGG
Gly

TAT
Tyrx
380
ACG
Thr

ccT
Pro

TCA
Ser

TCT
Ser
AGG
470
ACT

Thr

CGA

AGT
Ser

CAT
His
285

AGA
rg

GGG
Gly

AAT
Asn

TAT
Ty

ATA
Ile
375

GGA
Gly

GTA
val

AGG
Arg

GGC
Gly

TGG
Trp
455
ATT
Ile

ACT
Thr

ACA

TTT
Phe
280

TTG

Leu

GGA
Gly

TTT
Phe

GCA
Ala

AGA
Arg
380
ART
Asn

ACC
Thr

GAT

Gln

TTT
Phe
440

ACG
Thr

ACT
Thr

GTT
val

AGT

CGA GGC TCG

Arg

ATG
Met

GAA
Glu

TG
Ser

GCT
Ala
3453

ACA
Thr

AAT
Asan

TCC
Sex

TCG
Serx

GGA
Gly
425

AGT
Ser

CAC
His

Gln

GTA
val

Gly

GAT
Bsp

TAT

GGG
Gly
330

CCca
Pro

TTA
Leu

Gln

TCA
Ser

CTG
Leu

410

Phe

AAT

CGT
Arg

ATA
lle

AGA

490

ser

ATH
Ile

TAT

315
cca

Pro

CAA
Gln

TCG
Ser

Gln

AART
Asn
395

GAT
Asp

AGT
Ser

AGT
Ser

AGT
Ser

CCa
Pro
475

Gly

CCA
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GCT
arla

cTT
Leu
300

TGG

Trp

GAA
Glu

Gln

TCC
Sex

CTA
Leu
380

TTG

Leu

GAA
Glu

CAT
His

AGT
Ser

GCA
Ala
460

Leu

ccc
Pro

CAG
Gln
285

Asn

TCA
Serxr

TrC
Phe

CGT
Arg

ACT
Thr
365

TCT
Ser

CCA
Pro

ATA
Ile

CGA
Arg

GTA
val
445

ACC
Thr

- GTA

val

GGG
Gly

GCT

GGC
Gly

AGT
Ser

GGG
Gly

ACT

Thr.

ATT
Ile
350
TTA
Leu

STT
Val

TCC
sSer

cce
Pro

TTA
Leu
430

AGT

Ser

cCcT
Pro

Lys

Phe

TAT

ATA GAA
Ile Glu

ATA ACC
Ile Thr

CAT CAA
His Gln
320

TTT CCG
Phe Pro
335

GTT GCT
val Ala

TAT AGA
Tyr Arg

Leu Asp

GCT GTA
ala val
400

CCA CAG
Pro Gln
415

AGC CAT
Ser His

ATA ATA
Ile Ile

ACA AAT
Thr Asn

GCA CaT
Ala His
480

ACG GGA

Thr Gly
495

ACT ATT

960

2008

1056

1104

1152

1200

1248

1236

1344

1392

1440

1488

1536



GTT
Val

TAT
Tyr

CGG
Arg
545

Leu

TTC
Phe

TCA
Ser

caT
His

Phe

GAT
Asp
705

ACA
Thr

AsSp

ART
Asn

GCC
Ala
530
ATT
Ile

ACA
Thr

cca

GGG
Gly

ACA

Thr’

610
GCG
Ala

GAT
Asp

GAA
Glu

GCG
Ala

Lys
690

ATT
Ile

CTA
Leu

ATA
Ile
515

TCT

Ser

TTT
Phe

TTC
Phe

ATG
Met

Asn
555

TTT
Phe

CTG
Leu

TAT

TTT
Phe

AAG
Lys
675

GGC
Gly

ACC

CCA
Pro

Leu
500

AAT
Asn

ACT
Thr

GCT
Ala

CAR
Gln

AGC
Ser
580

Glu

GAR
Glu

Phe

CAT
His

TGT
Cys

Arg

GGG
Gly

ACA
Thr

GGT
Gly

TCT
Ser
565

CAG
Gln

GTT
val

GCA
Ala

ACT
Thr

ATT
Ile
645

CTG
Leu

660

CGA

ATC
Ile

ATC
Thr-

Ile

GGT
Gly

CTC
Leu

AAT
Asn

Gln

ACC
Thr
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Arg Thr Ser Gly Gly

Gln

AAT

Asn.

Gln
550

TTT
Phe

AGT
Ser

TAT

GAA
Glu

TCcT
Ser
€30

GAT
Asp

GAT
Asp

AGT
Ser

AGG
Arg

AGA
Arg
710

TTT
Phe

TTA
Leu

CTA
Leu
535

™rT
Phe
AGT
Sex

AGT
Ser

ATA
Ile

TAT

Tyr
615

ATA
Ile

Gln

GAA
Glu

GAT
Asp

Gln
695

GGA
Gly

GAT
Asp

ccc
Pro
520

AGA
Arg

AAC
Asn

TAC

T™TC
Phe

GAC
Asp

505
CARA

Gln

ATT
Ile

Lys

GCA
Ala

ACA
Thr
585

AGA
Arg

6§00 " 7

GAT
Asp

AAC
Asn

GTA
val

AAG
Lys

GAG
Glu
680

CTA
Leu

Asp

GAG
Glu

TTA
Leu

Gln

TCC
Ser

CGA
Arg
€65

CGG
Arg

GAC
Asp

GAC
Asp

TGC

AGG
Arg

TAC
Tyr

ACA
Thr

ACT
Thr
570

GTA
val

TTT
Phe

GAA
Glu

ATA
Ile

AAT
Asn
650

Glu

AAT
Asn

CGT
Arg

GTA
val

TAT

Pro

TAT
Tyxr

GTA
val

ATG
Met
558

ATT
Ile

GGT
Gly

GARA
Glu

AGA
Arg

GGG
Gly
635

TTA
Leu

TTG
Leu

TTA
Leu

GGT
Gly

TITC
Phe
715

CCA
Pro

Phe Ala Tyr Thr

510

CGT GCA™AGA

Arg Ala

525

ACG GTT
Thr Val
540

GAT ACC
Asp Thxr

AAT ACA
Asn Thr

GCT- GAT
Ala Asp

TTG ATT
Leu Ile
605

GCA CAA
Ala Gln
620

ATA ARA
Ile Lys

GTG GAT
Val Asp

TCC GAG
Ser Glu

CTT CAA
Leu Gln
685

TGG AGA
Trp Arg
700

AAA GAA
Lys Glu

ACA TAT
Thr Tyr
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Arg

GCA
Ala

GGT
Gly

GCT
Ala

ACT
Thr
590

CCA

Pro

ARG
Lys

ACA
Thr

TGT
Cys

Lys
670

GAT
Asp

GGA
Gly

AART
Asn

TTG
Leu

ATA
Ile

GGT
Gly

GAC
Asp

TTT
Phe
575

Phe

GTT
val

GCG
Ala

GAT
Asp

TTA
Leu
655

GTC
vVal

CCa
Pro

AGT
Ser

TAT

TAT
Tyr

Tle

cGe
Arg

Gaxa
Glu

cea
Pro
560

ACH
Thr

AGT
Ser

ACT
Thxr

GTG
val

GTG
val
640

TCA
Ser

Lys

AAC
Asn

ACG

GTC
Val
720

Gln

1584

1632

1680

1728

1776

1824

is72

1968

2016

2064

2112

21860

2208



Lys

Gly

Asn

CCG
pPro
785
TGC
Cys

GAT
Asp

GAT

ACA
Thr

GTA
val

ATT

Ile.

CCT
Pro
945

TAT
Tyx

GCA
Ala
770

cIT

Leu

GCG
Ala

GGA
Gly

GTA
val

Lys
850

Leu

GCG
Ala

AAT
Asn

AAC
Asn

CAT
His
830

GAG
Glu

GAT
Asp

ATC
Ile
755

ys

TCA
Ser

CCA
Pro

GAA
Glu

GGA
Gly
835

ATT
Ile

GAA
Glu

GAG
Glu

ATC
Ile

TCT
Ser
915

GCG
Ala

CTG
Leu

GAA
Glu
740

Glu

CAT
His

GCC
Ala

CAC
His

ARG
Lys
820

TGT
Cys

AAG
Lys

GAG
Glu

Lys

GTT
val
800

Gln

GCA
Ala

TCT
Sexr

725
TCA

Ser

GAT
Asp

GAA
Glu

Gln

CTT
Leu
805
TGT
Cys

ACA
Thr

ACG
Thr

Lys

Lys
885

TAT

TAT

GAT
Asp

GTG
val

Lys

AGT
Ser

ACA
Thr

AGT
Sexr
750
GAR
Glu

GCC
Ala

GAC
Asp

Gln

cca
Pr_o
870

Trp

Lys

GAT
Asp

Lys

ATT
Ile
850
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TTA
Leu

Gln

GTAa
val
778

cca
Pro

TGG

CAT
His

TTA
Len

GAT
Asp
855

TTA
Leu

AGA
ATy

GAG
Glu

CcGT
Arg
93s

alele]
Pro

Lys

GAC
AsSD
760

AAT

ATC
Ile

AAT
Asn

CAT
His

AAT
Asn
840

GGG
Gly

GTA
val

GAC
Asp

GCA
Ala

TTA
Leu
520
GTT
val

GGT
Gly

GCC
Ala
745

TTA

Leu

GTG
val

GGA
Gly

cCcT
Pro
TCG
Ser
825
GAG
Glu

CAC
Hig

GGA
Gly

Lys

Lys
205

Gln

CAT
His

GTC
val

730

T™rT
Phe

GAA
Glu

CCA
Pro

ARG
Lys

GAC
Asp
810

caT
His

GAC
Asp

GCA
Ala

GAA
Glu

CGT
Arg
890

GAA
Glu

GCG
Ala

AGC
Ser

AAT
Asn

ACC
Thr

ATC
Ile

GGT
Gly

TGT

Cys
785

TR
Leu

CAT
His

CTA
Leu

AGA
Arg

GCG
Ala
875

GAA
Glu

TCT
Ser

GAT
Asp

ATT
Ile

GCG
Ala
955
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CGT
g

TAT

-

ACG
Thr
780

GGA
Gly

GAT
Asp

TTC
Phe

GGT
Gly

CTA
Leu
860

CTA
Leu

Lys

GTA
val

ACG
Thr

CGA
Arg
940

GCT
Ala

TAT

TTA
Leu
765

GGT
Gly

GAG
Glu

TGT
Cys

TCC
Ser

GTA
val
845

GGG
Gly

GCT
Ala

TTG
Leu

GAT
Asp

AAT
Asn

. 925

GAA
Glu

ATT
Ile

ChA
Gln
750

TCC
Ser

CCG
Pro

TCG
Ser

TTA
Leu
830

TGG
TP

ART
Asn

CGT
Arg

Glu

GCT
Ala
910

ATT
Ile

GCT
Ala

Phe

TTA
Leu

CGC
Arg

TTA
Leu

ART
Asn

TGT
Cys
815

GAC
Asp

GTG
val

CTA
Leu

GTG
val

TGG
Tzp
895
TTA
Leu

GCC
Ala

TAT

Glu

AGA

TAC
Tyxr

CGA
Arg
800

AGG
Arg

ATT
Ile

ATC
Ile

GAG
Glu

Lys
B8O

GAA
Glu

TI7T
Phe

ATG
Met

CTG

Leu .

Glu
960

[ 8]
| 8]
m
53]

2304

2352

2400

2448

2496

2544

2582

2640

2688

2736

2784

2832

2880



GA2
Glu

TTA
Leu

ATT
Ile

GTC
val

GGG

Lys Gly

GTT
val
1010

GTT
val

CCG GGT
Pro Gly
1025

GGA GAA

Arg

Gly Glu

CTG AAG
Leu Lys

GTA ACG
val Thr

TAC ACT
Tyr Thr
1080

GAT TAT
Asp Tyr
1105

GAG
Glu

AAT
Asn

GTT
Val

cca
Pro

Lys Val

AGC
Ser

GTG

ATT
Ile
965

GGG CGT
Gly Arg

GGT
Gly

AAR
Lys Asn

580

GAT
Asp

CaT
His
9395

GTA
val

TGG
Trp

CcCG
Pro

GAA
Glu

TAT
Tyr

CGT GGC

Gly

GTA
val
1045

GGT
Gly

TGC
Cys

ABC AAC
Ser Asn
1080

Phe

TGT AAT GAT
Cys Asn Asp
1075

TCT CGT AAT
Ser Arg Asn

GCG TCAa GTC
Ala Ser Val

CCT TGT GAA
Pro Cys Glu

DE 697 30 730 T2 2005.09.22

ACT
Thr

TTC
Phe

GAT
Asp

GTA
Vval

GCAa
Ala
1015

GAA
Glu

ATC CTT
Ile Leu
1030

ACC ATT
Thr Ile

Arg

His

GCA TTC TCC CTA TAT GAT

Ser
870

Ala Phe

GGC
Gly

AAT AAT
Asn Asn
985

ADC
Asn

GAA CAA
Glu Gln
1000

TCA
Ser

GTG
val

GAA
Glu

ACA
Thr

GTC
val

CGT

ATC
Ile

GAG
Glu

CAT

Leu

TTA
Leu

AAC
Asn

Gln

GCG

GCG

Tyr ASp Ala

TGG

Trp
950

TGC
Cys

TCC
ser

CGT
Arg
1005

TCG
Ser

CRA
Gln

CGT
Arg

GAR GTT
Glu val

1020

TAL _AAG GAG

AGA
Arg
575

Asn

AAC
Asn

GTG
val

GTC

val Leu

GTC
val

TGT
Cys

GGA TAT

TGC GTA
Cys Vval

TAT ACT
Tyr Thr

CGA GGA
Arg Gly
1085

TAT GAA

Tyr Glu
1110

TTT AAC

Phe Asn

1125

GGT TAT GTG
Gly Tyr Val
1140

ACA AAA
Thr Lys

1050

GAG GAA
Glu Glu
1065

GAA
Glu

GTA AAT CAA
Val Asn Gln
1080

TAT AAC GAA
Tyr Asn Glu

GAA AAA TCG
Glu Lys Ser

AGA GGG TAT
Arg Gly TyT

Ala Tyr Lys
1035

AAC AAT
AsSn Asn

GAG
Glu

TAT CCA
Tyr Pro

ATC
Ile

GAA
Glu

GAA TAC
Glu Tyr

Glu Gly Tyr

1040

ACA
Thr

GAC GAA
Asp Glu
1055

AAC ACG
Asn Thr

AAT
Asn
1070

GGA GET GCG
Gly Gly Ala

GCT

1085

CCT TCC GTA

CCA GCT

Ala Pro Ser

1100

TAT ACA GAT
Tyr Thr Asp
1115

AGG GAT TAC
Arg Asp Tyr

1130

GAA TTA GAA TAC TTC CCA GAA

Glu.Leu Glu
1145

Tyr Phe Pro

val Pro Ala

GGA
Gly

CGA AGA
Arg Arg
1120

ACG
Thr

CCA CTA
Pro Leu
1135

ACC GAT
Glu Thr Asp
1150

GTA TGG ATT GAG ATT GGA GAA ACG GAA GGA ACA TTT ATC GTG GAC

Trp Ile Glu Ile Gly Glu Thr Glu Gly Thr Phe Ile Val Asp
’ 1165

1155

GAA TTA CTC

1170

CTIT ATG

1160

GAG GARA

Val Glu Leu Leu Leu Met Glu Glu

1175

114/159

2876

3024

3072

3120

3168

3216

3264

3312

3360

3408

3456

3504

3531



(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE:
(B) TYP: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: linear
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14:

1177 Aminosauren

(ii) MOLEKULTYP: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ

Met Asp Asn Asn Pro

1

Ser Asn
Tyr Thr
Glu Phe

S0

Trp Gly
€5

Glu Gln
Ile Ser
Ser Phe

Glu Met
130

Ile Pro
145

Tyr Val

Val Phe

Arg Trp
210

Asp Trp
225

Leu Asp

Pro

poe}

35

val

Ile

Leu

Arg

Axg

115

Arg

Leu

Gln

Gly

Asp

185

Ile

Ile

Glu

20
Ile
Pro
Phe
Ile
Leu
100
Glu
Ile
Phe
Ala
Gln
180

Leu

Agn

Val

5

val
Asp
Gly
Gly
Asn

85
Glu
Tzp
Gln
Ala
Ala
165
Arg

Thr

Thr

Ser

Asn

Glu

Gly

Glu

Phe

val

150

Asn

Trp

Arg

Gly

Asn

230

Leu

Ile

Val

Ser

Gly

55

Sexr

arg

Leu

Ala

Aen

135

Gln

Leu

Gly

Leu

Leu
215

Gln

Phe

Asn
Leu
Leu

40

Phe

Ser
Asp
120
Asp
Asn
His
Phe
Ile
200
Glu
Phe

Pro

ID NO: 14:

Glu

Gly
25

Ser

‘val

Trp

Asn
105

Pro

Met

Leu

Asp
185

Gly

Cys

10

Gly

Leu

Leu

Asp

Glu

80

Leu

Thr

Asn

Gln

Ser

170

Ala

Asn

vVal

Ile

Glu

Thr

Gly

Ala

75

Phe

Tyz

Asn

Ser

val

155

Val

Ala

Txp

Glu
235
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Pro

ATg

Gln

Leu

60

Phe

Ala

Gln

Pro

Ala

140

Pro

Leu

Thr

Thr

Ile

Phe

45

Val

Leu

Arg

Ile

Ala

125

Leu

Leu

Arg

Ile

Asp

. 205

Gly
220

Leu

Ser.

Pro

Thr

Arg

Asn

Asp

val

Asn

1l0

Leu

“Thr

Leu

Asp

Asn

1s0

His

Asp

Leu

Thr

Cys

15

Thr

Leu

Ile

Gln

Gln

85

Ala

Arg

Thr

Ser

val

175

Ser

Ala

Ser

Thr

Leun

Gly

Ser

Ile

80

Ala

Glu

Glu

Ala

val

160

Ser

Arg

Val

val
240

Tyr Pro



Ile Arg

Leu Glu

Gly Ser
290

Ile Tyr
305

Ile Met

Leu Tyr

Gln Leu

Arg Pro

370

Gly Thr
385

Tyx Arg

Asn Asn

Val Ser

rg Ala
450

Thr Ile
465

Thr Leu
Gly Asp

Val Asn

Tyr Ala
530

Arg Ile

Thr
Asn
275
Ile
Thr
Ala
Gly
Gly
355
Phe
Glu
Lys
Asn
Metbt
435
Pro
Asp
Gln
Ile
ile
518

Ser

Phe

Val
260

Phe

Arg

Ser

Thr

340

Gin

Asn

Phe

Ser

val

420

Phe

Met

Pro

Ser

Leu

500

Asn

Thr

Ala

Ser

Ala

Gly

Ile

Ala

Gly

405

Pro

Arg

Phe

Glu

Gly

485

Arg

Gly

Thr

Gly
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Gln 1

His

310

val

Gly

Val

Gly

Tyr

390

Thr

Pro

Ser

Ser

Arg

470

Thr

Arg

Gln

Asn

Gln

Ser

His

295

Arg

Gly

Asn

Ile

375

Gly

val

Arg

Gly

Trp

455

Ile

Thr

Thr

Leu

Leu

535

Phe

Thr

Phe

280

Leu

Gly

Phe

Ala

Arg

360

Asn

Thr

AsSDp

Gln

Phe

440

Thr

Thr

val

Ser

-Pro

520

Axrg

Asn

Arg

265

ATg

Met

Glu

Ser

Ala

345

Thr

Asn

Ser

Ser

Gly

425

Ser

His

Gin

val

Gly

505

Gln

Ile

Lys

250

Glu I

Gly

Tyr
Gly
330
Leu
Gln
Ser
Leu
410
Phe
Aén
Arg
Ile
Arg
490
Gly
Arg
Tyr

Thr

Ile Leun
300

Tyr Trp
315

Pro Glu

Gln Gln

‘Ser Ser

Gln Leun

380
Asn Leu
385
Asp Glu
Ser His

Ser Ser

Ser Ala
460

Pro Leu

475

Gly Pro

Pro Phe

Tyr Arg

Val Thr

540

Met Asp
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Thr
Gln
285
Asn
Ser
Phe
Arg
Thr

365

Serx

Ile

Arg

Vval

445

Thr

val

Gly

Ala

Ala

. 525

val

Thr

Ser
Gly
Thr
Ile
350
Leu
val
Ser
Pro
Leu
430
Ser
Pro
Lys

Phe

Tyx
510

Arg

Ala

Gly

255

Pro Vzl
Ile Glu
Ile Thr

His Gln
320

Phe_Pro
335

val Ala
Tyr Arg
Leu Asp
Ala val

400

Pro Gln
415

Ser His
Ile Ile
Thr Asn
Ala His

480

Thr Gly
485

Thr Ile
Ile Arg
Gly Glu

Asp Pro



[}
o
wn

Leu
Phe
Sex
Ala
625
Thr
Asp
His
Phe
705
Thr
Lys
Gly

Pro
785

cys

Phe

Thx
Pro
Gly
Thr
€10
Ala
Asp
Glu
Ala
Lys
690
Leu

Ile

Ala
770
Leu
Ala
Gly

Val

Lys

Phe

Met

Asn

595

Phe

Leu

Tyr

Phe

Lys

€75

Gly

Thr

Pro

Asp

Ile

755

Lys

Ser

Pro

Glu

Gly

835

Ile

Gln

Ser

580

Glu
Glu
Phe
Eis
cys
660
Arg
Ile
Ile
Gly
Glu
740
Glu
His
Ala
His
Lys
820
cys

Lys

Ser
565
Gln
val
Ala
Thr
Ile
645
Leu
Leu
Asn
Gln
Thr
725
Ser
Asp
Glu
Gln
Leu
805

Thr

Thx

Tvr

Glu

Ser

630.

Asp

Asp

Ser

Arg

Arg

710

Phe

Lys

Ser

Thr

Ser

790

Glu

Ala

Asp

Gln
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Ser

Ser

Ile

Glu

Asp

Gln

695

Gly

Asp

Leu

G1ln

val

775

Pro

Trp

His

Leu

Asp

Phe

Asp
§00

Asp

val
Lys
Glu
6847
Leu
Asp
Glu
Lys
Asp
760

Asn

Ile

His

Asn
840

Gly

Ala Thr
570

Thr val
585

Arg Phe

Leu Glu

Ser Asn
€50

Arg Glu
665

Arg Asn
Asp Arg
Asp Val

Cys Tyr
730

Ala Phe
745

Leu Glu
Val Pro
Gly Lys
Pro Asp

810

Ser His
825

Glu Asp

His Ala

55

tn

Glu

Arg

Gly

635

Leu

Leu

Leu

Cly

Phe

715

Pro

Thr

Ile

Gly

Cys

795

Leu

His

Leu
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Asn

Ala

Leu

Ala
620

Thr

AsSD

Ile

605

Gln

Lys

Val Asp

Ser

Leu

Trp
700
Lys

Thr

Arg

Thr
780
Gly
Asp
Phe
Gly

Leu

Glu
Gln
€85

Arg

Glu

Leu
765

Gly
Glu
Cys
Ser
val

845

Gly

rla

Thr
580

Lys

Thr

Cys

Lys

670

Asp

Gly

Asn

Leu

Gln

750

Ile

Ser

Pro

Ser

Leu

830

Asn

val

Ala

Asp

Leu

655

val

o
H
0

Ser

Tyr

735

Len

Arg

Leu

Asn

cys

Ser

Thx

val

val

640

Ser

Lys

Thr

val

720

Gln

Arg

Tyr

Arg
800

Arg

815

Asp
Val

Leu

Ile
Ile

Gip
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850 855 ' 860

phe Leu Glu Glu Lys Pro Leu val Gly Glu Ala Leu Ala Axg Val Lys
B6S 870 B75 B8O

Arg Ala Glu Lys Lys Trp Arg Asp Lys Arg Glu Lys Leu Glu Trp Glu
B8RS 8390 8B5S

Thr Asn Ile Val Tyr Lys Glu Ala Lys Glu Ser Val Asp Ala Leu Phe
900 905 810

val Asn Ser Gln Tyr Asp Gln Leu Gln Ala Asp Thr Asn Ile Ala Met
915 820 825

Tle His Ala Ala Asp Lys Arg Val His Ser Ile Arg Glu Ala Tyr Leu
930 935 940

pro Glu Leu Ser Val Ile Pro Gly Val Asn Ala Ala Ile Phe Glu Glu
945 950 955 960

Leu Glu Gly Arg Ile Phe Thr Ala Phe Ser Leu Tyr Asp Ala Arg Asn
965 870 875

val Ile Lys Asn Gly Asp Phe Asn Asn Gly Leu Ser Cys Trp Asn Val
980 98BS 990

Lys Gly His val Asp Val Glu Glu Gln Asn Asn Gln Arg Ser Val Leu
995 1000 1005

val val Pro Glu Trp Glu Ala Glu Val Ser Gln Glu Val Arg Val Cys
‘1010 1015 1020

Pro Gly Arg Gly Tyr Ile Leu Arg Val Thr Ala Tyr Lys Glu Gly Tyr
1025 1030 1035 1040

@ly Glu Gly Cys Val Thr Ile His Glu Ile Glu Asn Asn Thr Asp Glu
1045 ' 1050 1055

Leu Lys Phe Ser Asn Cys Vval Glu Glu Glu Ile Tyr Pro Asn Asn Thr
1060 1065 1070

val Thr Cys Asn Asp Tyr Thr Val Asn.Gln Glu Glu Tyr Gly Gly Ala
1075 1080 1085

Tyr Thr Ser Arg Asn Arg Gly Tyr Asn Glu Ala Pro Ser Val Pro Ala
1080 1095 1100

Asp Tyr Ala Ser Val Tyr Glu Glu Lys Ser Tyr Thr Asp Gly Arg Arg:
1105 1110 1115 1120

Glu Asn Pro Cys Glu Phe Asn Arg Gly Tyr Arg Asp Tyr Thr Pro Leu
1125 : 1130 . 1135

Pro Val Gly Tyr Val Thr Lys Glu LeuAGlu Tyr Phe Pro Glu Thr Asp
1140 1145 1150

Lys Val Trp Ile Glu Ile Gly Glu Thr Glu Gly Thr Phe Ile Val Asp
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1155 1160
Sexr Val Glu Leu Leu Leu Met Glu Glu
1170 1175

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 15:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 20 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15:

TATCCAATTC GAACGTCATC

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 16:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 20 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
{D) TOPOLOGIE: linear

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16:

TTTAGTCATC GATTAAATCA

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 17:
(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 20 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17:

ATAATAAGAG CTCCAATGTT

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 18:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
‘(A) LANGE: 20 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18:

TACATCGTAG TGCAACTCTT
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(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 19:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 20 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19:

TCATGGAGAG CTCCTATGTT

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 20:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 20 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
{C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(xi) SEQUENZBESCHRETIBUNG: SEQ ID NO: 20:

TTAACAAGAG CTCCTATGTT

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 21:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 20 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 21:

ACTACCAGGT ACCTTTGATG

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 22:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 20 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22:

. ACTACCGGGT ACCTTTGATA

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 23:

- (i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(2) LANGE: 18 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 23:

ATTTGAGTAA TACTATCC

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 24:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 19 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 24:

ATTACTCAAA TACCATTGG

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 25:

(1) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 3534 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS
(B) LAGE: 1..3531

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 25:

ATG GAT ARC AAT CCG AAC ATC ARAT GAA TGC
Met Asp Asn Asn Pro Asn Ile Asn Glu Cys
1 . 5 10

AGT AAC CCT GAA GTA GAA GTA TTA GGT GGA
Ser Asn Pro Glu VvVal Glu Vval Leu Gly Gly
20 25..

TAC ACC CCA ATC GAT ATT TCC TTG TCG CTA
Tyr Thr Pro Ile Asp Ile Ser Leu Ser Leu
: 35 40

GAA TTT GTT CCC GGT GCT GGA TTT GTG TTA

Glu Phe Val Pro Gly Ala Gly Phe Val Leu
50 55 -

TGG GGA ATT TTT GGT CCC TCT CAA TGG GAC

Trp Gly Ile Phe Gly Pro Ser Gln Trp Asp
65 70 o

‘GAA CAG TTA ATT AAC CAA AGA ATA GAA GAA
Glu Gln Leu Ile Asn Gln Arg Ile Glu Glu

ATT
Ile

GAA
Glu

ACG
Thr

GGA
Gly

GCA
Ala
75

TIC
Phe

121/159
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ccT
Pro

AGA
Arg

Gln

CTA

Leu.

60
TTT
Phe

GCT
Ala

TAT
Tyx

ATA
Ile

TTT
Phe
45

GTT
val
CTT
Leu

AGG
Arg

AAT
Asn

GAA
Glu
30

cTT

Leu

GAT
Asp

GTA
val

AAC
Asn

T6GT
Cys
15

ACT
Thr

Leu

ATA
Ile

Gln

Gln

TTA
Leu

Gly

AGT
Ser

ATh
Ile

ATT .

Ile
80

GCC
Ala

i8

48

96

144

182

240

288



ATT
Ile

TCT
Ser

Glu

ATT
Ile
145
TAT
Tyr

GTG
Val

225

Leu

ATT
Ile

TCT
Ser

T
Phe

ATG
Met
130
cCT
Pro

GTT
Val

7T
Phe

AAT
Asn
TGG
210
TGG

Trp

GAT
Asp

CGA
Arg

Glu

AGT
Ser
290

AGA
Axg
115

CGT
Arg

Leu

Gln

GGA
Gly

GAT
Asp
195

TAC

-

ATA
Ile

ATC
Ile

ACA
Thr

ART
Asn
275

ATT
Ile

ATC TAT ACG

Ile
305

Tyr

Thr

Ile

Phe

GCT
Ala

Glin
180

TTA
Leu

ART
Asn

AGA
Arg

GTT
Val

GTT
Val
260

TTT
Phe

AGG
Arg
GAT
Asp

TGG
TIp

108.9.1
Gln

GCa
Ala

GCA
Ala
165

AGG
Arg

ACT
Thr

ACG
Thr

TAT
Tyr

TCT
Sex
245

TCC
Ser

GAT

Asp

AGT
Ser

GCT
Ala
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GGAR
Gly

GAA
Glu

TTC
Phe

GTT
val
150

AAT

Asn

TGG
Trp

AGG
Arg

Gly

AAT
Asn
230

CTa
Leu

Gln

GGT
Gly

CCA
Pro

CAT
His
310

CTA
Leu

GCA
Ala

AAT
Asn
135

Gln

TTA
Leu

GGA
Gly

cTT
Leu

TTA
Leu
215

Gln

Phe

TTA
Leu

AGT
Ser

CAT
His
295

AGG
Arg

AGC
Ser

GAT
asp
120

GAC
Asp

AAT
Asn

CAT
His

T™I7T
Phe

ATT
Ile
200

GAG
Glu

TTT
Phe

(alaie]
Pro

ACA
Thr

TTT
Phe
280

TTG

Leu

GGT
Gly

ART
Asn
105

CCT
Pro

ATG
Met

TAT
Tyr

TTA
Leu

GAT
Asp
185
GGC
Gly

CGT

AGA
Arg

ARC
Asn

AGA
Arg
265

CGA
Arg

ATG
Met

TAT
yr

50
cTT

Leu

ACT
Thr

AAC
Asn

Gln

TCA
Ser
170
GCC
Ala

AAC
Asn

GTA
val

AGA
Arg
TAT
250
GaA

Glu

GGC
Gly

GAT
Asp

TAT
Tyx

AGT
Ser

GTT
val
155
GTT
Val

GCG
Ala

TAT

TGG
Trp

GAA
Glu
235
GAT
Asp

ATT
Ile

TCG
Sexr

ATA
Ile

TAT

315
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GCC
Ala
140

ccr

Pro

TTG
Leu

ACT
Thr

ACA
Thr

GGA
Gly
220

TTA
Leu

AGT
Sex

TAT

GCT
Ala

cTT
Leu
300

TIp

GCA
Ala
125

cTT
Leu

cTT
Leu

AGA
Arg

ATC
Ile

GAT
Asp
205

CcCG

Pro

ACA
Thr

AGA
Arg

ACA
Thr

CAG
Gln
285

AAC

TCA
Sex

TAC
Tyr
110

TTA
Leu

ACA
Thr

TTA
Leu

GAT
Asp

Asn
150

CAT
His

GAT
AsD

CTA
Leu

ACG
Thr

AAC
Asn
270

GGC
Gly

AGT
Ser

elele]
Gly

95

GCA
Ala

AGA
Arg

ACC
Thr

TCA
Ser

GTT
val
178

AGT

GCT
Ala

TCT
Ser

ACT
Thr

TAT

Tyr
255

CCA

Pro

ATA
Ile

ATA
Ile

CAT
His

GAA
Glu

GCT
ARla

GTA
Val
160

TCA

Ser

CGT

GTA
val

AGA
Arg

GTA
Val
240

cca
Pro

GTA
val

Glu

ACC
Thr

Gln
320

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

Bl6

864

822

960



ATA
Ile

Leu

CAA
Gln

GGG
Gly
385

TAC

-
-

GTT
val

AGA

ACA
Thr
465

ACA

Thr'

Gly

GTT
val

TAT

ATG
Met

TAT
Tyr

CTA
Leu

cCcT
Pro
370

ACA
Thr

AGA
Arg

AAC
Asn

TCA
Ser

GCT
Ala
450

ATT
Ile

CTT
Teu

GAT
Asp

AAT
Asn

Gece
Ala
530

GCT
Ala

GGA
Gly

GGT
Gly
355

Phe

GAA
Glu

Lys

AAC
Asn

ATG
Met
435

CCA
Pro

Asp

CAG
Gln

ATT
Ile

ATA
Ile

515

TcT
Ser

TCT
Ser

ACT
Thr
340

CAG
Gln

AAT
Asn

Phe

AGC
sSer

GTG
Vval
420

TTT
Phe

ATG
Met

alule
Pro

TCA
Ser

CTT
Leu
500

AAT
Asn

ACT
Thr

CcCcT
Pro
325

ATG
Met

GGC
Gly

ATA
Ile

GCT
Ala

GGA
Gly
405

CCA

Pro

CGT
ATg

Phe

GAG
Glu

GGT
Gly
485

CGA
Arg

Gly

ACA
Thr

GTA
Val

GGA
Gly

GTG
val

GGG
Gly
TAT
330

ACG
Thr

cCT
Pro

TCA
Ser

TCT
Ser

AGG
Arg
470
ACT
Thr

oler Y
Axg

Gln

AAT
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GGG
Gly

AAT
Asn

TAT
Tyr

ATA
Ile
378

GGA
Gly

GTA
val

AGG
Arg

GGC
Gly

TGG

Trp
455

ATT
Ile

ACT
Thr

ACA
Thr

TTA
Leu

CTA
Leu
535

TTT
Phe

GCA
Ala

AGA
Axg
360

AAT
Asn

ACC
Thr

GAT
AsSD

CAR
Gln

T
Phe
440

ACG
Thr

ACT
Thx

GTT
val

AGT
Ser

ccc
Pro
520

AGA

Axg

TCG
Ser

GCT
Ala
345

ACA
Thr

ART
Asn

TCC
Ser

TCG
Ser

GGA
Gly
425

AGT
Ser

CAC
His

Gln

GTA
val

GGA
Gly
505

Gln

ATT
Ile

GGG
Gly
330

TTA
Leu

Gln

TCA

Ser

CcTG
Leu
410

Phe

AAT
Asn

CGT
Arg

ATA
Ile

AGA
Axg
490
GGA
Gly

AGG

Tac

CCA
Pro

CAA
Gln

Gln

Asn
3385

GAT
Asp

AGT
Ser

AGT
Ser

AGT
Ser

cca
Pro
475

GGG
Gly

cCca
Pro

TAT

GTA
val
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GAA
Glu

CAA
Gln

CTA
Leu
380

TTG

Leu

GAA
Glu

CAT
His

AGT
Ser

GCA
Ala
460

TTG
Leu

cCcC
Pro

Phe

CGT

ACG
Thr
540

T™TC ACT TTT
Phe Thr Phe
335

CGT ATT GTT
Arg Ile Val
350.

ACT TTA TAT
Thr Leu ry
365

TCT GTT CTT
Ser Val Leu

CCA TCC GCT
Pro Ser Ala

ATA CCG CCA
Ile Pro Pro
415

CGA TTA AGC
Arg Leu Ser
430

GTA AGT ATA
vVal Ser Ile
445

ACC CCT ACA
Thr Pro Thr

GTA AAA GCA
val Lys Ala

GGG TTT ACG
Gly Phe Thr
495

GCT TAT ACT
Ala Tyr Thr
510

GCA AGA ATA
Ala Arg Ile
525

GIT GCA GGT
val Ala Gly

CCG
Pro

GCT
Ala

AGA
Axg

GAC
Asp

GTA
val
400

Gln

CaAT
His

ATR
Ile

Asn

CAT
His
480

GGA
Gly

ATT
Ile

cGC

GAA

Glu

1008

1056

1104

1152

1200

12586

1344

13s2

1440

1488

1536

1584

1632



CGG
Arg
545

TTA
Leu

Phe

TCA
Ser

GCA
Ala

Asn
625

ACG
Thr

GAT
Asp
His

TTC
Phe

GAT
Asp
705

ACA
Thxr

Lys

GGG
Gly

ART

ATT
Ile

ACA
Thxr

ceca
Pro

GGG
Gly

ACA
Thr
£10

GCG
Ala

GAT
AsSp

GAA
Glu

GCG
Ala

Lys
680

ATT
Ile

CTA
Leu

ATC
Ile

TAT

GCA AAA

TTC
Phe

ATG
Met

AAT
Asn
585

TTT
Phe

CTG
Leu

TAT

TTT
Phe

ARG
Lys
675

GGC
Gly

ACC
Thr

cca
Pro

GAT
Asp

ATC

Ile
755

GCT
Ala

CAA
Gln

AGC
Ser
580

GAA
Glu

GAA
Glu

TTT
Phe

CAT
His

TGT

Cys
660

CGA
Arg

ATC
Ile

ATC
Ile

GGT
Gly

GAA
Glu
740

GAaA
Glu

CAT

GGT
Gly

TCT
Sexr
565

CAG
Gln

GTT
val

GCA
Ala

ACT
Thr

ATT
Ile
645

CTG
Leu

CTC
Leu

AAT
Asn

CAR
Gln

ACC
Thr
725

TCA

Ser

GAT
Asp

CAA
Gln
550

TTT
Phe

AGT
Ser

TAT
Tyr

GAA
Glu

TCT
Ser
630

GAT

GAT
Asp

AGT
Ser

AGG
Arg

AGA
Axg
710

TTT
Phe

Lys

AGT
Ser

ACA
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TTT
Phe

AGT
Ser

AGT
Ser

ATA
Ile

TAT
Tyr
€15

ATA
Ile

Gln

GAR
Glu

GAT
Asp

Gln
€695

GGA

Gly

GAT

Asp

Leu

Gln

AAC
Asn

TAC

TTC
Phe

GAC
AsSp
600

GAT

Asp

AAC
Asn

GTA
val

ARG
Lys

GAG
Glu
&80

CTA
Len

GAT
Asp

GAG
Glu

Lys

Asp
760

GTA AAT

AAA
Lys

GCA
Ala

ACA
Thr
585
AGA
Arg

TTA
Leu

Gln

TCC

Ser

CGA
Arg
665

CGG
Arg

GAC
Asp

GAC
Asp

TGC
Cys

GCC
Ala
745

TTA
Leu

GIG

ACT
Thr
570
GTR
val

TTT
Phe

Glu

ATA
Ile

AAT
Asn
650
GARA
Glu

AAT
Asn

CGT
Arg

GTA
val

TAT

730

Phe

GAA
Glu

cCca

ATG GAT
Met AsSp
555

ATT AAT
Ile Asn

GGT GCT
Gly Ala

GAR TTG
Glu Leu

AGA GCA
Arg Ala
620

GGG ATA
Gly Ile
€635

TTA GTG
Leu Val

TTG TCC
Leu Ser

TTA CTT
Leu Leu

GGT TGG
Gly Trp
700

TTC AAA
Phe Lys
718

CCA ACA
Pro Thr

. ACC CGT

Thr Arg

ATC TAT

Ile Tyr

GGT ACG
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ACC
Thr

ACA
Thr

GAT
Asp

ATT
Ile
605

CAA
Gln

Lys

GAT
Asp

GAG
Glu

Gln
685

AGA
Arg

GAA
Glu

TAT

TAT

TTA

765

GGT

GGT
Gly

GCT
Ala

ACT
Thr
5980
cCca
Pro

AAG
Lys

ACA
Thr

€70
GAT
Asp

GGA
Gly

AAT
Asn

Leu

Gln
750

ATT
Ile

TCC

GAC
Asp

TTT
Phe
575
TTT
Phe

GTT
val

GCG
Ala

Asp

TTA
Leu
655

GTC
val

CCA
Pro

AGT
Ser

TAT

TAT

735

Leu

CGC

TTA

CCA
Pro
560

ACA
Thr

AGT
Ser

ACT
Thr

GTG
val

GTG
val
640

TCA
Ser

Lys

AAC
Asn

ACG
Thr

GTC
Val
720

Gln

AGA

Arg -

TAC
Tyr

TGG

‘1680
1728
1776
1824
1872
1520
1968
2016
zo;g
2112
2160
2208
2256
2304

2352



Asn Ala
770

CCcG CTT
Pro Leu
785

TGC GCG
Cys Ala

GAT GGA
Asp Gly

GAT GTA
Asp Val

TTT AAG
Phe Lys
850

TTT CTC
Phe Leu
865

AGA GCG
Arg Ala

ACA AAT
Thr Asn

GTA AAC
Val Asn

ATT CAT
Ile His
830

CCT GAG
Pro Glu
945

TTA GAR

Leu Glu

GTC ATT

val Ile

AAA GGG
Lys Gly

Lys

TCA
Ser

CCA
Pro

GAA
Glu

GGA
Gly
835

ATT
Ile

Glu

GAG
Glu

ATC
Ile

TCT
Ser
815

elole]
Ala

CTG
Leu

GGG
Gly

Lys

CAT
His

GCC
Ala

CAC
His

AAG
Lys
B20

TGT
cys

Lys

GAG
Glu

Lys

GTT
val
900

Gln

GCA
Ala

TCT
Ser

CGT
Arg

Asn
380

GTA
Val

ACA
Thr

ACG
Thx

Lys

Lys
885

TAT

TAT
TyT

GAT
Asp

GTG
val

ATT
Ile
865

GGT
Gly

GAT
Asp

Thr

AGT
Ser
790

GAA
Glu

GCC
Ala

GAC
Asp

Gln

cca
Pro
870

TGG
Trp

Lys

GAT
AsSp

Lys

ATT
Ile
950

TTC
Phe

GAT
Asp

GTA
Val

DE 697 30 730 T2 2005.09.22

val
775

TGG
Trp

CAT
His

TTA
Leu

GAT
Asp
B55

TTA

Leu

AGA
Arg

GAG
Glu

Gln

CGT
Arg
8935

cca
Pro

ACT
Thr

TTT
Phe

Glu

Asn

ATC
Ile

AAT
Asn

CAT
His

AAT
Asn
840

GGG
Gly

GTA
val

GAC
Asp

GCA
Ala

TTA
Leu
820

GTT
val

GGT
Gly

GCA
Ala

AAT
Asn

GAA
Glu

val

GGA
Gly

CCT
Pro

TCG
Ser
825
GAG
Glu

cac
His

GGA

Gly

Lys

Lys
905

CAA
Gln

CAT
His

GTC
val

TTC
Phe

AAT

885

Gln

ple}

AAG
Lys

GAaC
Asp
810
CAT
His

GAC
AsSp

GCA
Ala

GAA
Glu
CGT
B90
GAA

Glu

GCG
Ala

AGC
Sex

AAT
Asn

TCC
Ser
570
GGe
Gly

ARC

Asn

Gly

TGT
Cys
795

TTA
Leu

CTA
Leu

AGA
Arg

GCG
Ala
875

GAA
Glu

TCT
Ser

GAT
Asp

ATT
Ile

GCG
Ala
955

CTA

Leu

TTA
Leu

AAC
Asn
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Thr
780

GGA

Gly

GAT
Asp

TTC
Phe

GGT
Gly

CTA
Leu
860

CTa
Leu

Lys

GTA
val

ACG
Thr

CGA
Arg
940
GCT
Ala

TAT

TYT

TCC
Serx

Gly

GAG
Glu

TGT
Cys

TCC
Ser

GTA
val
845

GGG
Gly

GCT
Ala

Leu

GAT
Asp

AAT
Asn
925

GAD
Glu

ATT
Ile

GAT
Asp

TGC
Cys

Ser

CCG
Pro

TCG
Ser

TTA
Leu
830

TGG
Trp

AAT
Asn

CGT
Arg

GAA
Glu

GCT
Ala
810

ATT

Ile

GCT
Ala

Phe

GCG
Ala

Leu Trp

ART CGA
Asn Arg
800

TGT AGG
Cys Arg
815

GAC ATT
Asp Ile

GTG ATC
val Ile

CTA GAG
Leu Glu

GTG AAA
val Lys
:3:14]

TGG GAA
Trp Glu
895

TTA TTT
Leu Phe

GCC ATG
Ala Met

TAT CTG
Tyr Leu

GAA GAA
Glu Glu

960
AGA AAT
Arg Asn
978

TGG AAC GTG

Trp Asn Val .

890

CAA CGT TCG GTC CTT
Gln Arg Ser Val Leu

2400
2448
249¢
2544
2582
2640
2688
2736
2784
2832
2880
2928
2576

3024
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995 _ 1000 1005

GTT GTT CCG GAA TGG GAA GCA GAA GTG TCA CAA GAA GTT CGT GTC TGT 3072
val Val Pro Glu Trp Glu Ala Glu Val Ser Gln Glu Val Arg Val Cys
1010 1018 1020

CCG GGT CGT GGC TAT ATC CTT CGT GTC ACA GCG TAC AAG GAG GGA TAT 3120

Pro Gly Arg Gly Tyr Ile Leu Arg Val Thr Ala Tyr Lys Glu Gly Tyr
10258 1030 1035 10490

GGA GAA GGT TGC GTA ACC ATT CAT GAG ATC GAG AAC AAT ACA GAC GARA 3168

Gly Glu Gly Cys Val Thr Ile His Glu Ile Glu Asn Asn Thr Asp Glu
1045 1050 10585

CTG AAG TTT AGC AAC TGC GTA GAA GAG GAA ATC TAT CCA AAT AAC ACG 3216
Leu Lys Phe Ser Asn Cys Val Glu Glu Glu Ile Tyr Pro Asn Asn Thr
1060 1065 1070

GTA ACG TGT AAT GAT TAT ACT GTA ART CAA GAA GAA TAC GGA GGT GCG 3264
Val Thr Cys Asn Asp Tyr Thr Val Asn Gln Glu Glu Tyr Gly Gly Ala
1075 1080 1085

TAC ACT TCT CGT AAT CGA GGA TAT AAC GAA GCT CCT TCC GTA CCA GCT ) 3312
Tyr Thr Ser Arg Asn Arg Gly Tyr Asn Glu Ala Pro Ser Val Pro Ala
1080 1085 1100

GAT TAT GCG TCA GTC TAT GAA GAA AAMA TCG TAT ACA GAT GGA CGA AGA 3360
Asp Tyr Ala Ser Val Tyr Glu Glu Lys Ser Tyr Thr Asp Gly Arg Arg
1105 1110 1115 1120

GAG AAT CCT TGT GAA TTT AAC AGA GGG TAT AGG GAT TAC ACG CCA CTA 3408

Glu Asn Pro Cys Glu Phe Asn Arg Gly Tyr Arg Asp Tyr Thr Pro Leu
1125 21130 1135

CCA GTT GGT TAT GTG ACA AAA GAA TTA GAA TAC TTC CCA GAA ACC GAT 3456
Pro Val Gly Tyr Val Thr Lys Glu Leu Glu Tyr Phe Pro Glu Thr Asp
1140 1145 1150

AAG GTA TGG ATT GAG ATT GGA GAA ACG GAA GGA ACA TIT ATC GTG GAC> 3504
Lys Val Trp Ile Glu Ile Gly Glu Thr Glu Gly Thr Phe Ile Val Asp
1155 1160 1165

AGC GTG GAA TTA CTC CTT ATG GAG GAA TAG 3534
Ser Val Glu Leu Leu Leu Met Glu Glu
1170 1175

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 26:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 1177 Aminosauren
(B) TYP: Aminosaure
(D) TOPOLOGIE: linear
(ii) MOLEKULTYP: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 26:

126/159
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Met Asp Asn Asn Pro Asn Zle Asn Glu Cys Ile Pro Tyr Asn Cys Leu
5 10 15

Ser Asn Pro Glu Vval Glu Val Leu Gly Gly Glu Arg Ile-Glu Thr Gly
20 25 30

Tyr Thr Pro Ile Asp Ile Ser Leu Ser Leu Thr Gln Phe Leu Leu Ser
35 40 45

Glu Phe Vval Pro Gly Ala Gly Phe Val Leu Gly Leu Val Asp Ile Ile
50 55 60

Trp Gly Ile Phe Gly Pro Ser Gln Trp Asp Ala Phe Leu Val Gln Ile
65 70 75 80

Glu Gln Leu Ile Asn Gln Arg Ile Glu-Glu Phe Ala Arg Asn Gln Ala
Ile Ser Arg Leu Glu Gly Leu Ser Asn lLeu Tyr Gln Ile Tyr Ala Glu
100 105 - 110

Ser Phe Arg Glu Txp Glu Ala Asp Pro Thr Asn Pro Ala Leu Arg Glu
115 120 125

Glu Met Arg Ile Gln Phe Asn Asp Met Asn Ser Ala Leu Thr Thr Ala
130 135 - 140

Ile Pro Leu Phe Ala Val Gln Asn Tyr Gln Val Pro Leu Leu Ser Val
145 ) 150 155 160

Tyr Val Gln Ala Ala Asn Leu His Leu Ser Val Leu Arg Asp Val Ser
165 170 175

Val Phe Gly Gln Arg Trp Gly Phe Asp Ala Ala Thr Ile Asn Ser Arg
i8¢0 185 190

Tyr Asn Asp Leu Thr Arg Leu Ile Gly Asn Tyr Thr Asp His RAla Val
185 200 205

Arg Trp Tyr Asn Thr Gly Leu Glu Arg Val Trp Gly Pro Asp Ser Arg
210 215 220

Asp Trp Ile Arg Tyr Asn Gln Phe Arg Arg Glu Leu Thr Leu Thr Val
225 230 235 . 240

Leu Asp Ile Val Ser Leu Phe Pro Asn Tyr Asp Ser Arg Thr Tyr Pro
245 250 255.

Ile Arg Thr Val Ser Gln Leu Thr Arg Glu Ile Tyr Thr Asn Pro Val
. 260 - 265 o 270

Leu Glu Asn Phe Asp Gly Ser Phe Arg Gly Ser Ala Gln Gly Ile Glu
- - - 275 280 © 285

Arg Ser Ile Arg Ser Pro His Leu Met Asp Ile Leu Asn Ser Ile Thr
280 295 300 : ’
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Ile
305
Ile

Leu

Gln

Gly
385
Tyr

Asn

val

Thr
465
Thr

Gly

val

Arg
545

Leu

Phe

Ser

Tyr

Met

Leu
Pro
370

Thr

Asn
Sex
Ala

450

Ile
Leu
Asp
Asn
Ala
530
Ile
Thr

Pro

Gly

Thr
Ala
Gly
Gly
3558
Phe
Glu
Lys
AsSn
Met
438
Pro
Asp
Gln

Ile

Ile

Asp

Ser

Thr

340

Gln

Asn

Phe

Ser

val

420

Phe

Met

Pro

ser

Leu

500

Asn

515 -

ser

Phe

Phe

‘Met

Azn
585

Thr

Ala

Gln

Ser

580

Glu

Ala His Arg Gly

bro
32%

Met

Gly

Ala
Gly
405

Pro

Phe
Glu
Gly
485
Arg
Gly
Thr
Gly
Ser
565
éln

val

310
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Trp Ser Gly His Gln

vVal Gly Phe

Gly Asn Ala

Val Tyr Arg

Gly
Tyr
3%0
Thr
Pro
Ser
Ser
Arg
470

Thr

Arg

Gln:

Asn

Gln
550

Phe

Ser

Ile
375

Gly

val

Arg

Gly

Trp

455

Ile

Thr

Thr

Leu

Leu

535

Phe

Ser

S5er

Ile

360

Asn

Thr

Asp

Gln

Phe

440

Thr

Thr

val

Ser

Pro
520

‘Arg

Asn

Phe

Asp
600

Tyr
Ser
Ala
345
Thr
Asn
Ser
Ser
Gly
425
Ser
His
Gln
val
Gly
505
Gln
Ile
Lys
Ala
Thr

585

Axrg

Tyr

Gly

330

Pro

Leu

Gln

Ser

Leu

410

Phe

Asn

Arg

Ile

ATg

490

Gly

Arg

Thr
Thr
570

val

Phe
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Tyr
315
Pro
Gln
Ser
Gln
Asn
385
Asp
Ser
Ser
Ser
Pro

475

Pro
Tyr
val
Met
855
Ile

Gly

Glu

Glu Phe
Gln Arg

Ser Thr
365

Leu Ser
380

Leu Pro

—

Glu Ile
Hig Axrg

Ser Val
445

Ala Thr
460

Leu Vval
Pro Gly
Phe Ala
Arg Ala

525

Thr Val
540

Asp Thr
Asn Thr

Ala Asp

Leu Ile
' 608

Thr
Ile
350
Leu
val
Ser
Pro
Leu
430
Sexr
Pro
Lys
Phe
510
Arg
Ala
Gly

Ala

Thr

530

Pro

Phe
335

val
TYyT
Len
Ala
Pro
415
Ile
Thr
Ala
Thr
435
Thr
Ile
Gly
Asp
Phe
575

Phe

val

320

Pro

Ala

Arg

Asp

val

400

Gln

His

Ile

Asn

His
480

Arg

Glu

Pro

560

Thr

Ser

Thr
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Ala Thr Phe Glu Ala Glu Tyr Asp Leu Glu Arg Ala Gln Lys Ala Val
610 615 620

Asn Ala Leu Phe Thr Ser Ile 2sn Gln Ile Gly Ile Lys Thr Asp Val
625 630 - 635 640

Thr Asp Tyr His Ile Asp Gln Val Ser Asn Leu Val Asp Cys Leu Ser
645 6§50 €55

Asp Glu Phe Cys Leu Asp Glu Lys Arg Glu Leu Ser Glu Lys Val Lys
660 665 670

His Ala Lys Arg Leu Sex Asp Glu Arg Asn Leu Leu Gln Asp Pro Asn
675 680 685

Phe Lys Gly Ile Asn Arg Gln Leu Asp Arg Gly Trp Arg Gly Ser Thr
690 695 700

Asp Ile Thr Ile Gln Arg Gly Asp Asp Val Phe Lys Glu Asn Tyr Val
705 710 715 720

Thr Leu Pro Gly Thr Phe Asp Glu Cys Tyr Pro Thr Tyr Leu Tyr Gln
725 730 735

Lys Ile Asp Glu Ser Lys Leu Lys Ala Phe Thr Arg Tyr Gln Leu Arg
740 . 745 750

Gly Tyr Ile Glu Asp Ser Gln Asp Leu Glu Ile Tyr Leu Ile Axg Tyr
T 755 760 765

Asn Ala Lys His Glu Thr Val Asn Val Pro Gly Thr Gly Ser Leu Trp
770 775 780

Pro Leu Ser Ala Gln Ser Pro Ile Gly Lys Cys Gly Glu Pro Asn Arg
785 790 795 - T 8OO

Cys Ala Pro His Leu Glu Trp Asn Pro Asp Leu Asp Cys Ser Cys Arg
BO5 810 815

Asp Gly Glu Lys Cys Ala His His Ser His His Phe Ser Leu Asp Ile
820 825 830

Asp Val Gly Cys Thr Asp Leu Asn Glu Asp Leu Gly val Trp Val Ile
B35 840 B45

Phe Lys Ile Lys Thr Gln Asp Gly His Ala Arg lLeu Gly Asn Leu Glu
850 8S5 - ‘ v 860

Phe Leu Glu Glu Lys Pro Leu Val Gly Glu Ala Leu Ala Arg Val Lys
BE5 ) 870 . 878 . . . .B80

Arg Ala Glu Lys Lys Trp Arg Asp Lys Arg Glu Lys Leu Glu Trp Glu
885 ' 8580 895

Thr Asn Ile Val Tyr Lys Glu Ala Lys Glu Ser Val Asp Ala Leu Phe
900 . 905 ' s10
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Val Asn Ser Tyr Asp Gln Leu Gln Ala hsp Thr Asn Ile Ala Met
915 820 925

G
'_}
o]

Tle His Ala Ala Asp Lys Arg Val His Ser Ile Arg Glu Ala Tyr Leun
930 835 940

Pro Glu Leu Ser val Ile Pro Gly Val Asn Ala Ala Ile Phe Glu Glu
545 950 955 360

Leu Glu Gly Arg Ile Phe Thr Ala Phe Ser Leu Tyr Asp Ala Arg Asn
965 870 975

val Ile Lys Asn Gly Asp Phe Asn Asn Gly Leu Ser Cys Trp Asn val
980 885 830

Lys Gly His Val Asp val Glu Glu Gln Asn Asn Gln Arg Ser Val Leu
995 1000 1005

val val Pro Glu Trp Glu Ala Glu Val Ser Gln Glu Val Arg Val Cys
1010 1015 1020

Pro Gly Arg Gly Tyr Ile Leu Arg Val Thr Ala Tyr Lys Glu Gly Tyr
1025 1030 1035 1040

Gly Glu Gly Cys Val Thr Ile His Glu Ile Glu Asn Asn Thr Asp Glu
1045 1050 1055

Leu Lys Phe Ser Asn Cys Val Glu Glu Glu Ile Tyr Pro Asn Asn Thx
1060 1065 1070

Val Thr Cys Asn Asp Tyr Thr Val Asn Gln Glu Glu Tyr Gly Gly Ala
2075 ° 1080 1085

Tyr Thr Ser Arg Asn Arg Gly Tyr Asn Glu ARla Pro Ser Val Pro Ala
1090 1085 1100

Asp Tyr Ala Ser Val Tyr Glu Glu Lys Ser Tyr Thr Asp Gly Arg Arg
1105 1110 1115 1120

Glu Asn Pro Cys Glu Phe Asn Arg Gly Tyr Arg Asp TyT Thr Pro Leu
. 1125 1130 . 1135

Pro Vval Gly Tyr Val Thr Lys Glu Leu Glu Tyr Phe Pro Glu Thr Asp
1140 1145 1150

Lys Val Trp Ile Glu Ile Gly Glu Thr Glu Gly Thr Phe Ile Val Asp
1155 1160 1165

Ser Val Glu Leu Leu Leu Met Glu Glu
1170 : 1175

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 27:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEﬁ:

(A) LANGE: 3534 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
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ATG
Met

AGT
Ser

TAC

GAA
Glu

TGG

Trp
65

GAA
Glu

ATT
Ile

TCT
Ser

GAG
Glu

ATT
Ile
145

TAT
Tyr

GTG
val

(ix)

(xi)
GAT
Asp

AAC
Asn

ACC
Thr

Phe
50

GGA
Gly

CAG
Gln

pyeyy
Ser

TTIT
Phe

ATG
Met
130

ccT
Pro

GTT
Val

Phe

MERKMAL :

DE 697 30 730 T2

(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS

(B) LAGE:

1..3531

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ

ARC
Asn

CCT
Pro

Cca
Pro

35
GTT
val

ATT
Ile

TTA
Leu

AGA
Arg

AGA
115

CGT

Leu

Gln

GGA
Gly

AAT
Asn

GAA
Glu
20

ATC
Ile

ccc
Pro

T
Phe

ATT
Ile

TTA
Leu
100

GAG
Glu

ATT
Ile

TTT
Phe

(cloyy
Ala

CCG
Pro
5

GTA
val

GAT
Asp

GGT
Gly

GGT
Gly

AAC
Agn
85

GAA
Glu

TGG
Trp

Gln

GCA
Ala

GCa
Ala
15858

AGG

Gln Arg

180

AAC
Asn

Glu

ATT
Ile

GCT
Ala

ccc
Pro
70

Gln

GGA
Gly

GAA
Glu

TTC
Phe

GTT
val
150
AAT
Asn

TGG
Trp

ATC
Ile

GTA
val

TCC
Ser

GGA
Gly
58

TCT
Ser

AGA
Arg

CTA
Leu

GCA
Ala

AAT
Asn
135

Gln

TTA
Leu

Gly

AAT
Asn

TTA
Leu

TTG
Leu
40

TTT
Phe

Gln

ATA
Ile

AGC
Ser

GAT
Asp
120

GAC
Asp

AAT
Asn

CAT
His

Phe

ID NO: 27:

GAA
Glu

GGT
Gly
25

TCG
Ser

GTG
val

TGG
Tzp

GAA
Glu

ANT
Asn
105

CcCT
Pro

ATG
Met

TAT
Tyz

TTA
Leu

GAT
Asp
185

TGC
Cys
20

GGA
Gly

CTA
Leu

TTA
Leu

GAC
Asp

Glu
90

Leu

ACT
Thr

AAC
Asn

Gln

TCA
Ser
170

GCcC
Ala

ATT
Ile

GAA
Glu

ACG
Thr

GGA
Gly

GCA
Ala
75

TTC
Phe

TAT

AAT
Asn

AGT
Sex

GTT
val
158

GTT
val

GCG
Ala
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cCcT

AGA
Arg

CAA
Gln

CTA
Leu
60

TTT

Phe

GCT
Ala

Gln

CCA
Pro

Gee.

Ala
140

CCT

Pro

TTG
Leu

ACT
Thr

TAT

Tyr

ATA
Ile

Phe
45

val

CTT
Leu

AGG
Arg

ATT
Ile

GCA
Ala
125

Leu

Leu

AGA

ATC
Ile

AAT
Asn

GAA’

Glu
30

CTT

Leu

GAT
Asp

GTA
val

AAC
Asn

TAC
110

TTA
Leu

ACA
Thr

Leu

GAT

Asp

Asn

TGT
Cys
15

ACT
Thr

™TGe
Leu

ATA
Ile

Gln

Gln
85

GCA
Ala

AGA
Arg

ACC
Thr

TCA
Ser

GTT
val
175

AGT
Ser

190-

TTA
Leu

GGT
Gly

AGT
Ser

ATA
Ile

ATT
Ile
BO

GCC
Ala

Glu

Glu

GTA
Val
160

TCA
Ser

CGT

48

=14

144

12

240

288

336

384

432

480

s28

576



TAT
Tyz

cGC
Arg

GAT
Asp
225
TTA
Leu

ATT
Ile

TTA
Leu

AGA

ATC
Ile
305
ATA
Ile

CTA
Leu

Gln

AGA

GGG
Gly
385

TAC

AAT GAT
Asn Asp
185

TGG TAC

Trp TyT
210

TGG GTA
Trp Val

GAT ATC
aAsp Ile

CGA ACA
Arg Thr

SAA AAT
(31u Asn
275

AGT ATT
Ser Ile
290

TAT ACG
Tyr Thr

ATG GCT
Met Ala

‘TAT GGA
Tyr Gly

CTA GGT
Leu Gly
355

ST TTT
Pro Phe
370

ACA GAA
Thr Glu

AGA AAA

Arg Lys

AAC AAC

TIA

Leu

AAT
Asn

AGG
Axg

GTT
val

GTT
val
260

Phe

AGG
Axrg

GAT
Asp

TCT
Ser

ACT

Thr

340

CAG
Gln

AAT
Asn

T™IT
Phe

AGC
Ser

GTG

ACT
Thr

ACG
Thr

TAT

GCT
Ala
245

TCC
Ser

GAT
Asp

AGT
Ser

GCT
Ala

ccT
Pro
325

ATG
Met

GGC
Gly

ATA
Ile

GCT
Ala

GGA
Gly
40s

CCA
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AGG
Arg

GGA
Gly

AAT
Asn
230

CTG
Leu

Gln

GGT
Gly

CCa
Pro

CAT
His
310
GTA
val

GGA
Gly

GTG
val

GGG
Gly
TAT
390

ACG
Thr

CcCT

CTT
Leu

TTA
Leu
215

CAA
Gln

TTC
Phe

TTA
Leu

AGT
Ser

CAT
His
295

Arg

GGG
Gly

ART
Asn

TAT

ATA
Ile
375

GGA
Gly

GTA
val

ATT
Ile
200

GAA
Glu

TTT
Phe

CCG
Pro

ACA
Thr

Phe
280

TTG

Leu

GGT
Gly

Phe

GCA
Ala

AGA
Arg
360

AAT
Asn

ACC
Thr

Asp

GGC
Gly

CGT
Arg

AGA
Arg

ART
Asn

AGA

Arg
265

CGA
Arg

ATG
Met

TAT
Tyr

TCG
Ser

GCT
Ala
345

ACA
Thr

AAT
Asn

TCC
Ser

TCG
ser

CAA GGA

AAC
Asn

GTA
val

AGA
Arg
TAT
250
GAA

Glu

GGC
Gly

GAT
Asp

TAT

-
kS

GGG
Gly
330

CCA
Pro

TTA
Leu

Gln

TCA
.Ser

CTG
Leu
410

TAT
Tyr

Glu
235

GAT
Asp

ATT
Ile

TCG
Ser

ATA
Ile

TAT
315

jelalN
Pro

Gln
TCG

Ser

Gln

AAT

Asn
395

GAT
Asp

AGT
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ACA
Thr

GGA
Gly
220
TTA
Leu

AGT
Ser

TAT

GCT
Ala

CTT
Leu
300

TGG
Trp

Glu

Gln

TCC
Ser

Leu

380

Leu

Glu

CAT

GAT
Asp
205

CcCG
Pro

ACA
Thr

AGA
Arg

ACA
Thr

CAG
Gln
28S

AAC
Asn

TCA
Ser

TTIC
Phe

CGT
Axrg

aACT
Thr
365

TCcT
Sex

cca
Pro

ATA
Ile

CGA

TAT

-~
-Y

GAT
Asp

CTA
Leu

AGA
Arg

AAC
Asn
270

GGC
Gly

AGT
Sex

GGG
Gly

ACT
Thr

ATT
Ile
350

TTA

Leu

GTT
val

TCC
Ser

CCG,

Pro

TTA

GCT
Ala

TCT
Serx

ACT
Thr
TAT
255
CCA

Pro

ATA
Ile

ATA
Ile

CAT
His

Phe-

335
GTT
val

TAT

Leu

GCT
Ala

GTA
val

AGA

GTA
val
240

cca

Pro

GTA
val

GAA
Glu

ACC
Thr

Gln
320

CCG
Pro

GCT
Ala

AGA

GTA
val

~ 400

CCA
Pro
415

AGC

Gln

CAT

624
672
720
768
816
864
512
560
lDOg
1056
1104
1152
1200

1248

1296



Asn

GTT
val

AGA
Arg

ATA
Ile
465

ACA
Thr

Gly

GTT
val

TAT
Tyr

CGG
Arg
545

Leu

TTC
‘Phe

TCA
Ser

GCA
Ala

625

"ACG
Thr

Asn

TCA
Ser

GCT
Ala
450

ATT
Ile

Leu

GAT
Asp

AAT
Asn

GCC
ala
530

ATT
Ile

ACA
Thr

CCA
Pro

GGG
Gly

ACA
Thr

610

GCG
Ala

GAT
Asp

Asn

ATG
Met
435

ccT

Pro

GCA
Ala

Gin

ATT
Ile

ATA
Ile
515

Ser

Fhe

TIC
Phe

ATG
Met

AAT
Asn
585

Phe

C1G
Leu

TAT

val
420

TTT
Phe

ATG
Met

TCG
Ser

TCA
Ser

CTT
Leu
500

AAT
Asn

ACT
Thr

GCT
Ala

Gln

AGC
Ser
580

Glu

Glu

TIT
Phe

CAT

His

CGET
Arg

TTe
Phe

GAT
Asp

GGT
Gly
485

CGA

GGG
Gly

ACA
Thr

GGT
Gly

TCT
Ser
565

CAG
Gln

GTT
val

GCA
Ala

ACT
Thr

ATT
Ile

Pro

TCA
Ser

CT
Sex

AGT
Ser
470
ACT
Thr

CGA
Axg

Gln

AAT
Asn

Gln
S50

Phe

AGT
Ser

TAT

Glu

Sex
630

GAT
Asp
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Arxg

GGC
Gly

TGG

T=p
455

ACT
Thr

ACA
Thr

TTA
Leu

CTA
Leu
S35

Phe

AGT
Ser

AGT
Ser

ATA -

Ile

TAT

Gln

T
Phe
440

ATA
Ile

ACT
Thr

cTT
val

AGT

ccc
Pro
520

AGA
Arg

ARC
Asn

TAC

TIC
Phe

GAC
Asp
600

GAT
Asp

615 -

ATA
Ile

Gln

AAC
Asn

GTA
val

Gly
425

AGT

Ser

CAT
His

Gln

GTA
val

GGA
Gly
5085

Gln

ATT
Ile

Lys

GCA
Ala

ACA
Thr
585

AGA
Arg

TIA
Leu

Gln

TCC
Ser

Phe

AAT
Asn

CeT
Arg

ATA
Ile

AGA
Arg
490
GGA
Gly

AGG
Arg

TAC

ACA
Thr

ACT
Thr
570
GTA
val

TTT
Phe

Glu

ATA
Ile

AAT

Sex

AGT
Ser

AGT
Ser

CCA
ro
475

GGG

Gly

CCAa
Pro

TAT
VY

GTA
val

ATG
Met
555

ATT
Ile

GGT
Gly

GAA
Glu

AGA
Arg

GGG
Gly
€35

TTA
Leu

133/159

Eis

AGT
Ser

GCT
Ala
460

TG
Leu

cce
pafe)

Phe

CGT
Arg

ACG
Thr
540

GAT
hAsp

ART
Asn

GCT
Ala

TTG
Leu

GCA
Ala
620

ATA
Ile

val

AXg

GTA
val
445

Glu

GTA
val

GGG
Gly

GCT
Ala

GCA
Ala
8258

GTT
val

ACC
Thr

ACA
Thr

GAT
Asp

ATT
Ile
605

Gln

Lys

GAT
Asp

Leu
430

AGT
Ser

TTT
Phe

Lys

TTT
Phe

TAT

Tyr
510

AGA
Arg

GCA
Ala

GGT
Gly

GCT
Ala

ACT
Thr
590

cCa

Pro

AAG
Lys

ACA
Thr

TGT
cys

Ser

ATA
Ile

AAT
Asn

GCA
Ala

ACG
Thr
485
ACT
Thr

ATA
Ile

GGT
Gly

GAC
Asp

TT
Phe
S7%

Phe

Val

GCG
Ala

GAT
Asp

Leu

ATA
lle

AAT
Asn

CART
Bis
480
GGA
Gly

ATT
Ile

cGC

Glu

CCha
Pro
560

ACA
Thr

AGT
Ser

ACT
Thr

GTG
val

GTG

val

640

TCA
Ser

1382

1440

1488

1584

1632

1680

1728

1776

1824

iB72

1920

1968



GAT
Asp

GAT
Asp
705

ACA
Th;

Lys

GGG
Gly

Asn

CcCcG
Pro
785

TGC
Cys

GAT
Asp

~ GAT
Asp

Phe

Phe
865

GAA
Glu

GCG
Ala

Lys
650

ATT
Ile

CTAa
Leu

ATC
Ile

TAT

GCa
Ala
770

Leu

GCG
aAla

GGA
Gly

GTA
val

Lys
8SO

cTrC
Leu

ARG
Lys
675

GGC
Gly

ACC
Thr

CCA
Pro

GAT
AsSp

ATC
Ile
755

Lys

TCA
Ser

CCA
Pro

GAA
Glu

Gly
835

ATT
Ile

Glu

TGT
Cys
660
CGA
Arg

ATC
Ile

ATC
Ile

GGT
Gly

Glu
740

Gilu

CAT
Eis

GCC
Ala

CAC
HEis

ARG
Lys
820

TGT
Cys

Lys

Glu

CTG
Leu

CcTC
Leu

AAT
Asn

Gln

ACC
Thr
725

TCA

Ser

GART
Asp

GAR
Glu

Gln

cTT
Leu
805

TGT
cys

ACA
Thr

ACG
Thr

Lys
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GAT
Asp

AGT
Ser

AGG
Arg

AGA
Arg
710

TIT
Phe

Lys

AGT
Ser

ACA
Thr

AGT
Ser
790

GARA
Glu

Gce
Ala

Asp

Gln

CcCA
Pro
B70

GAA
Glu

GAT
Asp

Gln
695

GGA
Gly

GAT
Asp

Leu

Gln

GTA
val
775

CCa

Pro

TGG
Trp

CAT
His

TTA
Leu

GAT:

Asp
855

TTA
Leu

RAG
Lys

GAG
Glu
680

CTA

Leu

GAT
Asp

GAG
Glu

Lys

GAC
Asp

760

AAT
Asn

ATC
Ile

AART

CAT
His

ART
Asn
840

Gly

GTA
val

CGA
Arg
665

CGG
Arg

GAC
Asp

GAC
Asp

TGC
Cys

GCC
Ala
745

TTA
Leu

GTG
val

GGA
Gly

cer
Pro

TCG
Ser
825

GAG
Glu

cac

His

Gly

650

GAA
Glu

GTA
val

TAT

Tyr
730

Phe

Glu

CCA
Pro

ARG
Lys

GAC
Asp
810

CAT
His

GAC
Asp

GCA
Ala

Glu

TTG
Leu

TTA
Leu

GGT
Gly

TTC
Phe
7158

CCA
Pro

ACC
Thr

ATC
Ile

GGT
Gly

TGT
Cys
795

TTA
Leu

CAT
His

CTA
Leu

AGA
Arg

GCG
Ala
B75

134/159

TCC
Ser

Leu

TGG

700

Lys

ACA
Thr

CGT
Arg

TAT

ACG
Thr
780

Gly

GAT
Asp

TIC
Phe

GGT
Gly

Leu
860

CTA
Leu

GAG
Glu

Gln
685

AGA
Arg

GAA
Glu

TAT
Tyr

TAT

TTIA
Leu
765

GGT
Gly

GAG
Glu

TGT
Cys

TCC
Ser

GTA
val
845

GGG
Gly

GCT
Ala

Lys
670

GAT
Asp

GGA
Gly

ART
Asn

TTG
Leu

Gln
750

ATT
Ile

TCC
Ser

CC;
Pro

TCG
Ser

TTA
Leu
830

TGG
Trp

AAT
Asn

cGT
Arg

€55

GTC
Val

AGT
Sex

TAT
Tyr
TAT
735
TTA

Leu

CGC
Arg

TTA
Leu

ART
Asn

TGT
Cys
815

GAC
Asp

GTG
val

CTA
Leu

GTG
val

Lys

AAC
Asn

ACG
Thx

GTC
val
720

Gln

AGA
Arg

TAC

TGG

CGA
Arg
800

Arg

ATT
Ile

ATC
Ile

GAG
Glu

Lys

880

2016

2064

2112

2160

2208

2256

2304

2352

2400

2448

2496

2544

2582

2640



GAG
Glu

AGA
Arg

GCG
Ala

ATC
Ile

ACA

Thr

TCT
Ser
915

GTA
val

CAT
His
930

GCG
Ala

ccT
Pro
545

GAG
Glu

oyc)
Leu

GGG

Leu Glu Gly

GTC
val

ATT

Ile Lys

GGG
Gly

CAT
His
995

Lys

GTIT
val

GTT CCG
Val Pro
1010

CCG GGT CGT
Pro Gly Arg
1025

GGA GAA GGT
Gly Glu Gly

CTG AAG TIT
Leu Lys Phe

GTA ACG TGT

GTT
val
500

Gln

GCA
Ala

TCT
Ser

CGT
Arg

AAT
Asn
980

GTA
val

Glu

GC
Gly

TGC
cys

AGC
Ser

Lys
885

TAT

>

TAT
Tyr

GAT
Asp

GTG
val

ATT
Ile
965

GGT
Gly

GRT

TGG
Trp

TAT
TyT

GTA
val
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GAC
ASD

TGG
TIp

AGA
=g

GCA
Ala

GAG

Lys Glu

GAT CAA
Asp Leu

920

C&T
Arg
983s

GTT

Lys val

GGT
Gly

CCG
Pro

ATT
Ile
950

ACT
Thr

GCA
Ala

TTC
Phe

GAT

Asp Phe Asn

GAA
Glu

GAA
Glu

GTA
val

1000

GCA GAX’
Ala Glu
1015

GAA
Glu

ATC CTT CGT
Ile Leu Arg
1030

ACC ATT CAT
Thr Ile Eis

1045

AARC
Asn

1060

TGC GTA GAA
Cys Val Glu

AAT GAT TAT ACT GTA
Val Thr Cys Asn Asp Tyr Thr Val
1075

.GAG

CGT
Arg
890

GAA
Glu

AAR
Lys

TCT
Ser

GAA
Lys Glu

905

GCG
Ala

GAT

Gln Asp

ATT
Ile

CAT
His

AGC
Ser

AAT
Asn

GCG
Ala
855

GTC
val

CTA
Leu

TTC
Phe

TCC
Ser
S70

TTIA
Leu

AAT
Asn
985

GGC
Gly

AAC
Asn

AAC

Gln Asn

GTG
val

TCA

Ser Gln

GCG
Ala

GTC
val

ACA

1035

ATC GAG
Ile Glu
1050

Glu

GAG GAAR ATC

‘Glu Glu Ile

1065

AAT CAA GAA
Asn Gln Glu

1080 -

TAC ACT TCT CGT AAT CGA GGA TAT AARC GAA GCT
Tyr Thr Ser Arg Asn Arg Gly Tyr Asn Glu Ala

1086

1085

135/159

ARR
Lys

TTG
Leu

GAA TGG
Glu Trp
895

GAA
Glu

GAT
Asp

GTA
val

GCT
Ala
810

TTA
Leu

TIT
Phe

ACG
Thr

ALT
Asn
925

ATT
Ile

GCC
Ala

ATG
Met

GCT
Ala

CGA TAT CTIG

Glu Leu

940

GCT
ala

ATT
Ile

GARA
Glu
9860

Phe Glu

TAT
Tyr

GAT
Asp

GCG
Ala

AGA
Azg
875

AAT
Asn

TCC
ser

TGC
Cys

ARC
Asn

GTG
Trp val

850

CGT
Arg
1008

TCG
Ser

ChAA
Glin

GTC

Val Leu

GAA GTT CGT
Glu Val Arg
1020

GTC
val

TGT
Cys

TAC
TyT

AAG GAG
Lys Glu

GGA
Gly

TAT

Tyr
1040

AAC
Asn

AAT ACA
Asn Thr

GAC GAAr
Asp Glu
1085

TAT
TyT

CCA AAT
Pro Asn
1070

ARC ACG
Asn Thr

GAA TAC GGA GGT GCG

Glu Tyr Gly Gly Ala

‘1085

CCT TCC GTA CCA GCT

Pro Ser Val Pro Ala
1100 ’

2688

2736

2784

2832

2880

23928

2876

3024

3072

3120

3168

3216

3264

3312



GAT
Asp

TAT
Tyr

1105

GAG
Glu

CCA
oro

Lys

AGC
Ser

AAT
Asn

Val

GTA
val

GTG
Val
1170

TCA GTC TAT
Ser Val Tyr

GCG
Ala

GAA
Glu

1110

TGT GAA TTT
Cys Glu phe
1128

cCT
rro

ACA

Thr

GGT
Gly

TAT GTG

Tyr Val
1140

ATT
Ile

TGG ATT GAG
Trp Ile Gl
1155

GAA TTA CTC

Glu Leu Leu Leu

AAC
Asn

AAR
Lys

GGA
Gly

ATG
Met

1175

TCG TAT
Ser Tyr

AAA
Lys

GAR
Glu

ACA
Thr

1115

TAT AGG
Tyr Arg
1130

GGG
Gly

AGA
Arg

GAA TAC
Glu Tyr

TTA
Leu
1145

GAA
Glu

GRA ACG GAA GGA
Glu Thr Glu Gly
1180
GAG GAA TAG
Glu Glu

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 28:

Met
1

Ser

Glu

Trp

&5

Glu

Ile

Ser

Glu

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE:

1177 Aminosauren
(B) TYP: Aminosaure

(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) MOLEKULTYP: Protein

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 28:

Asp

Asn

Thr

Phe

50

Gly

Gln

Ser

Phe

Met
130

Asn Asn Pro Asn
5

Glu Val Glu
20

Pro

Pro Ile Asp Ile

35

val Pro Gly Ala

Ile Phe Gly Pro

70

Ile Asn Gln
85

Len Glu Gly
100

Glu Trp Glu

Arg Ile Gln Phe

Ile

val

Ser

Gly

55

Sex

Arg

Leu

Ala

Agn
135

Asn Glu Cys Ile

10

Leu Gly Gly Glu

25
Leu Thr

Leu Ser

40
Leu Gly

Phe val

Ala
78

Gln Trp

Glu Phe

S0

Ile Glu

Asn
105

Ser Leu

Asp Pro

120
Asn Ser

Asp Met

136/159

GAT
ASp

TTC
Phe

ACA

Leu

60
Phe
Ala
Gln
Pro

Ala
140
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GAT GGA
Asp Gly

CGA AGR
'Arg Arg
1120
TAC
TyT

ACG
Thr

CCA CTA
Pro Leu
1135

CCA
Pro

GAA ACC GAT
Glu Thr Asp
1150

ATC GTG GAC
Phe Ile Val Asp

1165

Tyr Asn Cys Leu

15

Glu
30

Thr Gly

Phe
45

Leu Leu Ser

val Ile Ile

val Ile

BO

Leu Gln

Gln
85

Arg Asn Ala

Ile Glu

110

Leu Arg Glu

Thr Thr Ala

1360

3408

3456

3504

3534



Ile

TvT

val

Asp

225

Ile

Leu

Arg

Ile

305

Ile

Leu

Gln

Gly
385

‘val

Pro

val

Phe

Asn

rp

210

Trp

Asp

Axg

Glu

Ser
290

Tyr

Met

Leu

Pro

370

Thr

Arg

Asn

Ser

Leu

Gln

Gly

Asp

185

Val

Ile

Thr

275

Ile

Thr

Ala

Gly

Gly

355

Phe

Glu

Lys

Asn

Met
435

Gln

180

Leu

Asn

Arg

Val

val

260

Phe

Arg

Asp

Ser

Thr

340

Gln

Asn

Phe

Ser

Val

420

Phe

RlLa
Ala
165
Arg

Thr

Thr

Ala
245
Ser
Asp
Ser
Ala
Pro
325
Met
Gly
Ile
Ala
Gly
405

Pro

Arg
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val
150

Asn

Arg

Gly

‘Gly

Pro

His

310

Vval

Gly

val

Gly

3%0

Thr

Pro

Ser

Gln Asn Tvyr

Leu

Leu
Leu
215
Gln

Phe

Leu

Azg

Gly

Asn

Ile
375
Gly
val

Arg

Gly

His 1

Phe
Ile
200
Glu
Phe
Pro
Thr
Phe
280
Leun
Gly
Phe
Ala
Arg
360
Asn
Thr

Asp

Gln

Asp

185

Gly

Azg

Arg

Asn

Arg

265

Arg

.Met

Ser
Ala
345
Thr
Asn
Ser

Ser

Gly

425

Phe

. 440

Ser

Gln

Ser

170

Ala

Asn

val

Arg

250

Glu

Gly

Asp

Gly
330
Pro
Leun
Gln
Serxr
Leu
410

Phe

Asn

val
155

val

TP

Glu

235

Asp

Ile

Ser

Ile

Gln

Serx

Gln

385

Asp

Ser

Ser

137/159

Pro

Thr
Thr
Gly
220

Leu

Sex

Ala
Leu
300
Glu
Gln
Ser
Leu
380
Leu
Glu
Hig

Ser

Leu

ATg

Ile

Asp

208

Pro

Thr

Arg

Thx

Gln

285

Asn

Serxr

Phe

Arg

Thr

365

Serxr

Pro

Ile

Arg

vVal
445

Leu

Asn
190

AsSp
Leu
ATy
Asn
270
Gly
Ser
Gly
Thr
Ile
350
Leu
val
Ser
Pro
Leu

430

Serx

Thr

Tyr

255

Pro

Ile

Ile

His

Phe

335

val

Tyr

Ala
Pro
415

Ser

Ile

Arg
val
Arg
Val
240
val
Glu
Thr
Gln

320

Pro

Asp
val
400
Gln

Hig

1le



ATg
Ile
465
Thr
Gly
val
Tyr
Arg
545
Leu
Phe
Ser
Ala
€25
Thr
Asp
His
Phe
Asp
705

Thr

Lys

Ala
450
Leu
Asp
Asn
Ala
530
Ile
Thr
Pro
Gly
Thr

810

Ala

Glu
Ala
Lys
630

Ile

Ile

Pro

Ala

Gln

Ile

Ile

515

Ser

Phe

Phe

Met

Asn

595

Phe

Leu

Tyr

Phe

Lys

675

Gly

Thr

Pro

Asp

Met
Ser
Ser
Leu
500
Asn
Thr
Ala
Gln
Ser
580
Glu
Glu
Phe
His
Cys
660
Arg

Ile

Ile

Gly

Glu
740

DPhe

Gly

485

Arg

Gly

Thr

Gly

Ser

SE5

Gln

val

Ala

Thr

Ile

645

Leu

Leu

Asn

Gln

Thr

725

ser

Ser
Ser
470
Thr
Arg
Gln

Asn

Gln
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T>p

455

Ile

Thr

Thr

Leu

Leu

535

Phe

550 -

Phe

Ser

Glu

Sex

€30

ASp

Asp

Ser

Arg

Arg

710

Phe

Lys

Ser
Ser
Ile
Tyr
€15
Ile

Gln

Glu

Gln
695
Gly

Asp

Leu

Ile

Thr

val

Ser

Pro

520

ATg

Asp
600

Asp 1

Asn

Val

Lys

Glu

€80

Leu

Glu

Lys

His Arg Ser

Gln

val

Gly

505

Gln

lle

Lys

Ala

Thr

585

Arg

Ser

Arg
665

Asp

oy

Ala

Ile
Arg
490

Gly

ATg

Thr
Thr
570

val

Phe

Arg

val

730

Phe

745

138/159

Pro

475

Gly

Pro

TYr

val

Met

E55

Ile

Gly

Glu

AZg

Gly

635

Leu

Leu

Leu

Gly

Phe

- 715

Pro

Thr

Ala Glu Phe Asn

460

Leu

bate]
Phe
Arg
Thr
540
Asp
Asn
Ala
Leu
Ala
620
Ile
val
Ser

Leu

Tp
700

Lys

Thr

Arg

val
Gly
Ala
Alza
525
val
Thr
Thr
Asp
Ile
605
Gln
Lys
Asp
Glu
Gln
&85

Arg

Glu

Tyr

510

Arg

Ala

Gly

Ala

Thr

530

Pro

Lys

Thr

Cys

Lys

670

Asp

Gly

Asn

Leu

-Ala

Thr
495
Thr

Ile

Asp

Phe

575

Phe

val

Ala

Asp

Leu

655

Val

Pro

Ser

Tyx

: 735

Gln
750

Leu

Asn
His
480

Gly

Arg
Glu
Pro
560
Thr
Ser
Thr
val
val
640
Ser
Lys
Asn
Thr
Val
720

Gln

Arg



Gly
Asn

Pro
785

Cys

Phe
Phe
BES
Arg
Thr
val
Ile
Pro

545

Val

-Lys

val

Alz

770

Leu

Ala

Gly

val

Lys

850

Leu

Ala

Asn

Asn

His

930

Glu

Glu

Ile

dly

val

Ile
755
Lys
Sex
Pro
Glu
Gly
83s
Glu
Glu
Ile
Ser
815
Ala
Leu
Gly

Lys

His
995

Pro

1010

1025

- Gly Glu Gly

Glu

His

Lys

820

Cys

Lys

Glu

Lys

val

500

Gln

Ala

Sexr

Arg

Asn

1=]:10]

val

Glu

Cys

Gln
Leu
805

Cys

Thx
Lys
Lys
B85

Tyz

Asp
val
Ile
865
Gly

Asp

Trp

éro Gly Arg Gly Tyr
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Ser
Thr
Ser
790

Glu

Asp
Gln

Pro
870

Trp

Lys

Asp

Lys

Ile

950

Phe

Asp

val

Glu

Gln Asp Leu Glu Ile

val
775
Pro
TZp
His
weu
Asp
855
Leu

Arg

Glu

Arg
235
Pro
Thr

Phe

Glu

760

Asn
Tle
Asn
His
Asn
B840
Gly
Val
Asp
Ala
Leu
520
val
Gly
Ala

Asn

Glu

Gly

Pro

Ser

B25

Glu

Ris

Gly

1ys

Lys

305

Gln

His

val

Phe

Asn
985

Gln

1000

Ala Glu Val
101S8

Ile Leu Arg Val
1030

'val Thr Ile His Glu
1045

Asp

810

His

Asp

Ala

Glu

Arg

890

Glu

Ala

Ser

Asn

Ser

870

Gly

Asn

Ser

Thr

Gly
Cys
785

Leu

Leu

Arg

Rla

875

Glu

Ser

Asp

Ile

Ala
955

Leu_

Leu

Asn

Gln

Tyr

P

hx

780

Phe

Gly

Leu

B&0O

Leu

Lys

val

Thr

Arg

940

Ala

Ser

Gln

Ley
765

Gly

Glu

val
845
Gly

Ala

Leu

Asn
925
Glu
lle
Asp
Cys

Arg

Ile

Pro

Ser

Leu

830

Asn

Ala

S10

Ile

Ala

Phe

Ala

Trp
990

Ser

~1005

Glu Val Arg
1020

Ala Tyr Lys Glu
1038

Ile Glu Asn Asn Thr

- 1050

139/159

Axg

Leun

AsSn

Cys

815

Asp

val

Leu

vVal

Ala

Tyr

Glu

Arg

975

Asn

val

val

Gly

Asp

Ile
Glu
Lvs
880
Glu
Phe
Met
Leun
Glu
960

Asn

val

1040

Giu

1085
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val Glu Glu Glu Ile

1065

Ser Asn Cys
1060

Leu Lys Phe

Thr Val Asn Gln Glu

val Thr Cys Asn Asp Tyr

1075

Tyr Thr Ser Axrg Asn Arg

1050

Asp Tyr Ala Ser
1108

Glu Asn Pro Cys
1125

Pro Val Gly Tyr Val
1140

Lys Val Trp Ile Glu
1155

Ser Val Glu Leu Leu
1170

Glu Phe Asn Axrg
Thr Lys Glu
Ile

Leu

1080

1085

val Tyr Glu Glu Lys Ser
1110

Gly Tyr Asn Glu

Gly Tyr

Ala

Tyr

1085

Tyr Pro Asn Asn Thr
1070

Glu Tyr Gly Gly Ala

Pro Ser val Pro Ala

1100

Thr Asp Gly Arg Arg

1115

1130

1145

1160

1178

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 29:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A)
(B)
()
(D)

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ

A?GGAxAACA ATCCGAACAT
GTAGAAGTAT TAGGTGGAGA
TCGCTAACGC ARTTTCTTTT
GTTGATATAA TATGGGGAAT
GAACAGTTAR TTAACCAAAG
GAAGGACTAA GCAATCTTTA
CCTACTAATC CAGCATTAAG
'CTTACAACCG CTATTCCTCT
TATGTTCAAG CTGCAAATTT
AS&TGGGGAT TTGRTGCEGC

GGCAACTATA CAGATTATGC

CAATGAATGC
ARGAATAGAR
GAGTGAATTT
TTTTGGTCCC
AATAGAAGAA
TCAAATTTAC
AGAAGAGATG
TTTTGCAGTT
ACATTTATCA
GACTATCARAT

TGTACGCTGG

Met Glu Glu

LANGE: 3579 Basenpaare
TYP: Nucleinsaure
STRANGFORM: Einzelstrang
TOPOLOGIE: linear

ID NO: 29:
ATTCCTTATA
ACTGGTTACA
GTTCCCGGTG
TCTCAATGGG
TTCGCTAGGA
GCAGAATCTT
CGTATTCAAT
CAAARTTATC
GTTTTGAGAG
AGTCGTTAiA

TACAATACGG
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1120

Arg Asp Tyr Thr Pro Leu

1135

Leu Glu Tyr Phe Pro Glu Thr Asp

1150

~—

1165

ATTGTTTAAG
CCC&AATCGA
CTGGATTTGT
ACGCATTTCT
ACCAAGCCAT
TTAGAGAGTG
TCAATGACAT
AAGfTCCTCT
AfGTTTCAéT
ASGAIT&AAC

GATTAGAACG

Gly Glu Thr Glu Gly Thr Phe Ile Val Asp

TAACCCTGAA
TATTTCCTTG
GTTAGGACTA
TGTACAAATT
mcméum
GGAAGCAGAT
GAACAGTGCC
i‘ri'p.'rcmm
GTTTGGACAA
TAGGCTTATT

TGTATGGGGA

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660



CCGGATTCTA
TTAGATATCG
TCCCAATTAA
CGAGGCTCGE
AACAGTATAA
ATAATGGCTT
ATGGGAAATG
ACRTTATCGT
TCTETTETTG
TACAGAAAAR

CCACCTAGGC
AGTAATAGTA
ACTCTTACAA
AGAGTTTGGE

CGAAGAAATA

CAAAGATACC
ACAGGAGCGS
ACTATGGAAA

ccrrrrwcﬁr

GCAGGTTCTA
GCAACATTTG
ACTTCTTCCA
TCCAATTTAG
GAGAAAGTCA
TTCAGAGGGA
CAAGGAGGAG
TGCTATCCAA

TATGAATTAA

GAGATTGGGT
TTGCTCTGTT
CAAGAGARAAT
CTCAGGGCAT
CCATCTATAC
CTCCTGTAGG
CAGCTCCACA
CCACTTTATA
ACGGGACATGA
GCGGAACGGT
AAGGATTTAG
GTGTAAGTAT
ATACARTTGA
GGGGCACCTC
CCTTTGGTGA
GTTTAAGATT
CRTCCACAGG
TAGGGGAGAA
TTAGAGCTAA
TTAGTAGCGG
AAGCAGAATC
ATCAAATCGG
TGGATTGTTT
AARCATGCGAA
TCAATAGACA
ATGACGTATT
CGTATTYATA

GAGGGTATAT

DE 697 30 730 T2

AAGGTATAAT
CCGRATTAT
TTATACAARAC
AGAAAGAAGT
GGATGCTCAT
GTTTTCGGEEG
ACAACGTATT
TAGAAGACCT
ATTTGCTTAT
AGRTTCGCTG
TCATCGATTA
AATAAGAGCT
TCCAGAGAGA
TGSTCATTACA
TTTTGTATCT
TCGTTACGCT
AGTGGGAGGé
CTTAACATCT
TCCAGATATA
TGAACTTTAT
TGATTTAGAA
GTTAAAAARCC
ATCAGATGAA

GCGACTCAGT

ACCAGACCGT

CAAAGAGAAT

TCAGAAAATA

CGAAGARTAGT

CAATTTAGAA
GATAGTAGAA
CCAGTATTAG
ATTAGGAGTC
AGGGGTTATT
CCAGAATTCA
GTTGCT;AAC
TTTAATATAG
GGAACCTCCT

GATGAARTAC

2005.09.22

GAGAATTAAC

GATATCCAAT

AAAATTTTGA

CACATTTGAT

ATTATTGGTC

CTTTTCCGCT

TAGGTCAGGS

GGATAAATAA

CARATTTGCC

CGCCACAGAA

AGCCATGTTIT

CCTATGETTCT
ATTAATCAAA
GGACCAGGAT
CTACARGTCA
TCCAGTAGGG
CAAGTTAGTG
AGAACATTTA
ATTGGGATAA
ATAGATAARAA
AGAGCACAAA
GATGTGACGG
TTTITGTCTGG
GATGAGCGGA

GGCTGGAGAG

TACGTCACAC

GATGAGTCGA

CARGACTTAG

141/159

CAATGTTICG
CTTGGATACA
TACCTTTAGT
TTACAGGAGG
ATATTAARTTC
ATGCACGAGT
TAAATAIGC?
GATATACCGA
GTGAACAACC
TTGAAATTAT
AGGCGGTGAA
ATTATCATAT
ATGAAAAGCG
ATTTACTTCA
G#AGTACAGA
TACéGGGfAC

AATTARAAGC

AAATCTATTT

ACTAACTGTA
TCGAACAGTT
TGGTAGTTTT
GGATATACTT
AGGGCATCAA
ATATGGAACT
CGTGTATAGA

TCAACAACTR

ATCCGCTGTA -

TAACAACGTG
TTCAGGCTTT
TCGTAGTGCA
GAAAGGATTT
GGATATCCTT
ACCAATTACC
TATAGTATTA
TCTTCAGAAA
TTTTAGTAAT
TCTATTTGGT
TCTAGCAGAT
TGCCCIGTTT
TGATCAAGTA
AGAATTGTCC
AGATCCARAC
TATTACCATLC
CGTTGATGAG
TTATACCCGT

GATCCGTTAC

780

8B40

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280

2340



ARTGCRARAC
CARAGTCCAA
CCTGATCTAG
ACCTTGGATA
TTCAAGATTA
ARACCATTAT
ARACGAGAGA
GATGCTTTAT
ATTCATGCGG
GTGATTCCAG
TATTCCTTAT
TGCTGGARCG

GTTATCCCAG

ACGAAARTAGT

TCGGAAAGTG

ATTGTTCCTG

TTGARTGTTGG

AGACGCAAGA

TAGGGGAAGC

AACTGCAGTT

TTGTAAACTC

CAGATARACG

GTGTCAARTGC

ATGATGCGAG

TGARAGGTCA

AATGGGAGGC

TATATCCTTC
GAGATCGAAG
“CC§§ACAACA
TACACTTICTC
GATTACGCTT
- GRATCTAACA
TTAGAGTACT

TTCATCGTGG

(2)

bihl;ACAéC
ACAATACAGA
CAGTAACGTG
GTRATCARAGG
CAGTCTATGA
GAGGCTATGG
TCCCAGAGAC

ATAGCGTGGA

DE 697 30 730 T2 2005.09.22

AAATGTGCCA
TGGAGAALCG
CAGAGACGGG
ATGTACAGAC
TGGCCATGCA
ACTAGCTCGT
GGAAACAAAT
TCAATATGAT
CGTTCATAGA
GGCCATTTTIC
ARATGTCATT
TGTAGATGTA
AGAAGTGTCA
ATATARAAGAG
CGAACTGARA
TAATAATTAT
ATATGACGAR
AGAAAAATCé
GGATTACACA
CGATAAGGTA

ATTACTCCTT

INFORMATION FUR SEQ ID NO: 30:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A)
(B)
(C)
(D)

GGCACGGGT
ARTCGATGCG
GARAAATGTG
TTARATGAGG
AGACTAGGGA
GTGAAAAGAG
ATTGTTTATA
AGATTACAAG
ATCCGGGAAG
GAAGAATTAG
ARARATGGCG
GRAAGAGCARA
CARGAGGTTC
GGATATGGAG
TTCAGCAACT
ACTGGGACTC
GCCTATGGTA
TATACAGATG
CCACTACCGG
TGGATTGAGA

ATGGAGGAA

LANGE: 1193 Aminosauren
TYP: Aminosaure

STRANGFORM: )
TOPOLOGIE: linear

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 30:

CCTTATGGCC
CGCCTACACCT
CACATCATTC
ACTTAGGTGET
ATCTAGAGTT
CééAGAAGAA
AAGAGGCAAA
TGGATACGAA
CGTATCTGCC
AGGGACGTAT
ATTTCAATAA
ACAACCACCG
GTGTCTGTCC
AGGGCTGCGT
GTGTAGAAGA
AAGAAGAATA
ATAACCCTTC
GACGAAGAGA

CTGGTTATGT

TCGGAGAAAC

GCTTTCAGCT
TGARATGGAAT
CCATCATTTC
ATGGETGATA
TCTCGAAGAG
GTGGAGAGAC
AGAATCTGTA
CAT;GCAATG
AGAGTTGTCT
TITTTACAGCG
TGGCTTATTA
TTCGETCCTT
AGGTCGTGGC
AACGATCCAT
GGAARGTATAT
TGAGGGETACG
CGTACCAGCT
GAARTCCTTGT
AACAAAGGAE

AGARAGGARCA

Met Asp Asn Asn Pro-Asn Ile Asn Glu Cys Ile Pro Tyr Asn Cys Leu

1

5

10

ls

Ser Asn Pro Glu-Val Glu val Leu Gly'Gly Glu Arg‘ Ile Glu Thr Gly
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2400

2460

2520

2580

2640

2700

276D

2820

2880

2940

3000

3060

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3578



Ser

Glu

1le

Phe

50

Gly

Gln

Ser

Phe

Met
130

145 .

Val

TyT

Asp
225

Leu

Ile

Ile
305

Ile

val

Phe

Asn

.210

Irp

Asp

Glu

Ser
290

Pro
35

val

Leu
ATrg
Arg
115
Arg
Leu
Gln
Gly
Asp
185
Tyr
vVal
Ile
Thr

275

Ile

20

Ile

Pro

Phe

Ile

Leu

100

Glu

Ile

Phe

Ala

Gln

180

Leu

Asn

Arg

val

val

260

Phe

DE 697 30 730 T2 2005.09.22

2sp Ile
Gly Ala
Gly Pro

70

Asn Gln
85

Glu Gly

Trp_Glu
Gln Phe

Ala val
150

Ala Asn
165

Arg Trp
Thr Arg
Thr Gly

230

Ala Leu
2458

Ser Gln
Asvaly
Ser Pro
Ala His

310

Pro val

Gly
55

Ser
Arg
Leu
Ala
aAsn
135
Gln
Leu
Gly
Leu
Leu
215
Gln
Phe
Leu
Ser
His
2958

Arg

Gly

Leu
40

Phe

Glna

Ile

Ser

Asp

120

Asp

Asn

Eis

Phe

Ile

200

Glu

Phe

Pro

Thx

Phe
280

Leu

Gly

Phe

25

Ser
val
TIp
Glu
Asn

105

Met

Leu

1858
Cly
Arg
Arg
Asn
265
Arg

Met

Ser

Leu Thr
Leu Gly
Asp Ala

75

Glu Phe
90

Leu Tyr

Thr Asn

Asn Ser

Gln val

155

Sexr Val
170

Ala Ala

Asn Tyr

.Val Trp

Arg Glu
235

Tyx Asp
250
Glu Ile
Gly Ser
Asp Ile
Tyr Tyr
318

Gly Pro
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Gln
Leu
60

Phe

Ala

Gln

Leu
Thr
Thr
Gly
220
Leu
Ser
Tyr
Ala
Leu
300

T<p

Glu

Phe

45

Val

Leu

Arg

Ile

Ala

125

Leu

Leu

Axg

Ile

Asp

205

Thr

Arg

Thr

Gln
285

Asn-

Sex

Phe

30

Leu

Asp

val

Asn

Tyr
110
Leu
Thr
Leu

Asp

Asn
190

Tyr
Asp
Leu
Arg
Asn
270
Gly
Ser

Gly

Thr

Leu Ser
Ile Ile
Gln Ile

80

Gln Ala
85

Ala Glu
Arg Glu
Thr Rla
Ser Val

160

val ser
175

Ser Arg

Ala Val

Ser Arg

Thr Val
240

Tyr Pro
255

Pro Val
Ile Glu

Ile Thr-

’

His Gln
320

Phe Pro
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325 330 335

Leu Tyr Gly Thr Met Gly xsn Ala Ala Pro Gln Gln Arg Ile Val Ala
340 345 350

Gln Leu Gly Gln Gly val Tyr Arg Thr Leu Ser Ser Thr Leu Tyr hrg
358 380 365

Arg Pro Phe Asn Ile Gly Ile Asn Asa Gln Gln Leu Ser Val Leu Asp
370 375 380

Gly Thr Glu Phe Ala Tyr Gly Thr Ser Ser Asn Leu Pro Ser Ala Val
385 390 385 400

Tyr Arg Lys Ser Gly Thr Val Asp Ser Leu Asp Glu Ile Pro Pro Gln
405 410 415

Asn Asn Asn Val Pro Pro Arg Gln Gly Phe Ser His Arg Leu Ser His
420 425 430

val Ser Met Phe Arg Ser Gly Phe Ser Asn Ser Ser Val Ser Ile Ile
435 440 445

Arg Ala Pro Met Phe Ser Trp Ile His Arg Ser Ala Thr Leu Thr Asn
450 455 460

Thr Ile Asp Pro Glu Arg Ile Asn Gln Ile Pro Leu Val Lys Gly Phe
465 470 175 480

Arg Val Trp Gly Gly Thr Ser Val Ile Thr Gly Pro Gly Phe Thr Gly
485 490 495

Gly Asp Ile Leu Arg Arg Asn Thr Phe Gly Asp Phe Val Ser Leu Gln
500 505 510

Val Asn Ile Asn Ser Pro Ile Thr Gln Arg Tyr Arg leu Arg Phe Arg
518 520 8525

Tyr Ala Sex Ser Arg Asp Ala Arg Val Ile Val Leu Thr Gly Ala Ala
530 535S 540

Ser Thr Gly Val Gly Gly Glan Val Ser Val Asn Met Pro Leu Gln Lys
5435 _SSO §858 560

Thr Met Glu Ile Gly Glu Asn Leu Thr Ser Arg Thr Phe Arg Tyr Thr
' 565 570 575

Asp Phe Ser Asn Pro Phe Ser Phe Arg Ala Asn Pro Asp Ile Ile Gly
580 58S 590

Ile Ser Glu Gln Pro Leu Phe Gly Ala Gly Ser Ile Ser Ser Gly Glu
595 . 600 : 605 -

Leu Tyr Ile Asp Lys Ile Glu Ile Ile Leu Ala Asp Ala Thr Phe Glu
610 . e€1s 4 ’ 620

Ala Glu Ser Asp Leu Glu Arg Ala Gln lLys Ala Val Asn Ala Leu Phe:
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€25

Thr

Leun
Leu
Asn
705
Gln
Thr
Ser

Glu
785

Leu
Cys
Thr
Thr
865
Lys

Lys

Ser Ser
Asp Gln
Agsp Glu

€75

Ser Asp
690

Arg Gln
Gly Gly
val RAsp

Lys Leu
755

Ser Gln
770

Ile Val
Ser Pro
Glu Trp
Ala His

835

Asp Leu
850

Gln Asp
.Pro Leu
Trp Arg
Lys Giu

91s

Asp Axg

Asn

val

660

Lys

Glu

Pro

ASp

Glu

740

Lys

Asp

AsSn

Ile

Asn

B20

His

Asn

Gly

Leu

9500

Ala

Gln
645

Arg
Axg
Asp
Asp
725
Cys
Ala
Leu
val
Gly
805
Pro
Ser
Glu
His
Gly
885
Lys
Lys

Gln

€630

Ile

Glu
Asn

Axg
710
val
TyT
TyT
Glu
Pro
780
Lys
Asp
Bis
Asp
Ala

870

Glu

Glu

val
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Gly
Leu
Leu
Leu
695
Gly
Phe
Pro
Thr
Ile
775
Gly
Cys
Leu
His
Leu
855
Arg
Ala
Glu

Ser

Asp

Leu
val
ser

680

Leu
Trp
Lys
Thr
Arg
760
Thr
Gly
Asp-
Phe
840
Gly
Leu
Leu
Lys

val

Asp
665
Glu
Gln

Arg

Glu

Leu
Gly
Glu
Cys
825
Thr

val

Gly

920

Thr

Thr

€50

Cys

Lys

Asp

Gly

Asn

730

Leu

Glu

Ile

Ser

Pro

B1l0O

Ser

Leu

Trp

Asn

Axrg

8so

Gln

"Ala-

Ile

635

Leu

Ser
715

Tyr
Leu
Arg
Leu

798

Asn
Cys
Asp
val
Leu
875
val

Len

Ala
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val

Ser

Lys

Asn

700

Thx

val

Gln

Axg

Arg

Ile

Ile

Thr

Asp

His

685

Phe

Lys

Gly

765

Asn

Pro

Cys

ABp

845

Phe

860 .

Glu

Lys

Glu

Phe

Met

Phe

Arg

Thr

val

Rsp
Glu
670

Ala

Leu

Ile

750

Ala

Leu

Ala

Gly

B30

Val

Lys

Leu

Ala

Asn

810

Asn

82s -

Ile

His

Tyr
655
Phe
Lys
Gly
Thr

0
735
Asp
Ile
Lys
Ser
Pro
815
Glu
Gly
Ile
Glu
Glu
g8ss

Ile

Sei

640

Eis

Cys

Ile
Ile
720
Gly
Glu
Glu
His
ARla
80O
His
Lys
Cys
Lys
Glu
880
Lys
val

Gln

AMa
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930 » 935 540

Asp Lys Arg Val His Arg Ile Arg Glu Ala Tyr Leu Pro Glu Leu Ser
945 850 985 960

val Ile Pro Gly Val Asn Ala Ala Ile Phe Glu Glu Leu Glu Gly Arg
965 870 875

Ile Phe Thr Ala Tyr Ser Leu Tyr Asp Ala Arg Asn Val Ile Lys Asn
380 985 950

Gly Asp Phe Asn Asn Gly Leu Leu Cys Trp AsD val Lys Gly His Vval
885 1000 1008

Asp Val Glu Glu Gln Asn Asn His Arg Ser Val Leu Val Ile Pro Glu
i010 1015 1020

Trp Glu Ala Glu Val Ser Gln Glu Val Arg Val Cys Pro Gly Arg Gly
1025 1030 10358 1040

Tyr Ile Leu Arg Val Thr Ala Tyr Lys Glu Gly Tyr Gly Glu Gly Cys
1045 - 1050 10585

val Thr Ile His Glu Ile Glu Asp Asn Thr Asp Glu Leu Lys Phe Ser
1060 1065 1070

Asn Cys Val Glu Glu Glu Val Tyr Pro Asn Asn Thr Val Thr Cys Asn
1075 1080 1085

Asn Tyr Thr Gly Thr Gln Glu Glu Tyr Glu Gly Thr Tyr Thr Ser Arg
1090 : 1085 1100

Asn Gln Gly Tyr Asp Glu Ala Tyr Gly Asn Asn Pro Ser Val Pro Ala
1105 1110 1115 1320

Asp Tyr Ala Ser Val Tyr Glu Glu Lys Ser Tyr Thr Asp Gly Arg Arg
1125 1130 1135

Glu Asn Pro Cys Glu Ser Asn Arg Gly Tyr Gly Asp Tyr Thr Pro Leu
1140 1145 1150

Pro Ala Gly Tyr Val Thr Lys Asp Leu Glu Tyr Phe Pro Glu Thr Asp
1155 1160 1165

Lys Val Trp Ile Glu Ile Gly Glu Thr Glu Gly Thr Phe Ile Val Asp
1170 1175 1180

Ser val Glu Leu Leu Leu Met Glu Glu

1185 1150

146/159



(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 31:

DE 697 30 730 T2

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(&)
(B)
(<)
(D)

LANGE :

16 Basenpaare
TYP: Nucleinsaure

STRANGFORM: Einzelstrang
TOPOLOGIE: linear

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 31:

CETTGCTCTG

TTCCCG

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 32:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(&)
(B)
(C)
(D)

LANGE:

20 Basenpaare
TYP: Nucleinsaure

STRANGFORM: Einzelstrang
TOPOLOGIE: linear

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 32:

TCAAATACCA

TTGGTAARAG

'2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 33:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(2) LANGE: 3534 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 33:

ATGGATAACA
GTAGAAGTAT
TCGCTAACGC
GTTGATATAA
GAACAGTTAA
GAAGGACTAA
CCTACTAATC
CTTACAACCG
TATGTTCAAG
AGGTGGGGAT
GGCAACTATA
CCGGATTCTA
TTAGATATCG

TCCCAATTAA

ATCCGAACAT

TAGGTGGAGA

ARTTTCTTTT

TATGGGGAAT

TTAACCAMAG

GCAATCTTTA

CAGCATTAAG

CTATTCCTCT

CTGCAAATTT

TTGATGCCGC

CAGATTATGC

GAGATTGGGT

TTGCTCTGTT

CAAGAGAAAT

CAATGAATGC

ARAGAATAGAA

ATTCCTTATA

ACTGGTTACA

GAGTGARTIT
TTTTGETCCC
AATAGAAGAA
TCAAATTTAC
AGAAGAGATG
TTTTGCAGTT
ACATTTATCA
GACTATCAAT
rsmcscics
AAGGTATAAT
CCCGARTTAT

TTATACAAAC

GTTCUCGLEIG
TCTCAATGGG
TTCGCTAGGA
GCAGAATCTT
CGTATTCAAT
CAAAATTATC
GTTTTGAGAG
AGTCGTTATA
TACAATACGG
CARTTTAGAA
GATAGTAGAA

CCAGTATTAG
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ATTGTTTAAG
CCCCAATCGA
CTGGATTTGT
ACGCATTTCT
ACCAAGCCAT
TTAGAGAGTG
TCAATGACAT
AAGTTCCTCT
ATGTTTCAGT
ATGATTTAAC

GATTAGAACG

‘GAGAATTAAC

GATATCCAAT

AAARATTTTGA

TAACCCTGAR
TATTTCCTTG
GTTAGGACTA
TGTACAAATT
TTCTAGATTA
GGAAGCAGAT
GAACAGTGCC
TTTATCAGTA
GTTTGGACAA
TAGGCTTATT
TGTATGGGEGA

ACTAACTGTA

TCGAACRGTT

TGGTAGTTTT

ig

20

60
120
180
240
300
360
420
480
540
§00
660
720

780

B40



CGAGGCTCGG

AACAGTATAA

ATAATGGCTT

ATGGGAAATG

CTCAGGGCAT

CCATCTATAC

CTCCTGTAGG

CAGCTCCACA

ACATTATCGT
TCTGTTCTTG
TACAGARARA
CCACCTAGGE
AGTAATAGTA
GAATTTAATA
ACACTTCAGT
CGACGAACAA
CAAAGGTATC
GTTGCAGETG
TTAACATTCC
CAGAGTAGTT
AGATTTGAAT
CAGAAGGCGG
ACGGATTATC
CTGGATGAAA
CGCAATTTAC

GGCGGAAGTA

ACACTATCAG

TCAARATTAA

TTAGAAATCT

GGTTCCTTAT

TGCGCGCCAC

TGTGCCCATC

CCACTTTATA
ACGGGACAGA
GCGGAACGGT
AAGGATTTAG
GTGTAAGTAT
}TATAATTGC
CAGGTACTAC
GTGGAGGACC
GTGCAAGAAT
AACGGATTTT
AATCTTTTAG
TCACAGTAGG
TGATTCCAGT
TGAATGCGCT
ATATTGATCA
AGCGAGAATT
TCCAAGATTC
CAGGGATTAC
GTACCTTTGA
AAGCCTTTAC
ATTTAATTCG
GGCCGCTTTC
ACCTTGAATG

ATTCGCATCA
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AGAAAGAAGT
GGATGCTCAT
GTTTTCGGGG
ACARCGTATT
TAGAAGACCT
ATTTGCTTAT
AGATTCGCTG
TCATCGATTA
AATAAGAGCT
ATCGGATAGT
TGTTGTAAGA
ATTTGCTTAT
ACGCTATGCC
TGCTGGTCAA
TTACGCAACT
TGCTGATACT
TACTGCAACA
GTTTACGTCT
AGTGTCCAAT
GTCCGAGAAA
AAATTTCAAR

CATCCAAGGA

TGRGTGCTAT

CCGTTATCAA
CTACAATGCA
AGCCCAAAGT

GAATCCTGAC

TTTCTCCITA

ATTAGGAGTC

AGGGGTTATT

CCAGAATTCA

GTTGCTCAAC

TTTAARTATAG

GGARCCTCCT

GATGAAATAC

CACATTTGAT

ATTATTGGTC

CTTTTCCGCT

TAGGTCAGGES

GGATAAATAA

CAAATTTGCC

CGCCACAGAA

AGCCATGTTT

CAATGTTTCG

CCTATGTTCT
ATTACTCAAA
GGGCCCGGaT
ACTATTGTTA
TCTACTACAA
TTTAARCARAR
ATTARTACAG
TTTAGTTCAG
CTCGAGGCTG
ACARACCAAC
TTAGTTACGT
GTCAAACATG
GACATTAATA
GGGGATGACG
CCAACATATT
TTAAGAGGGT
hAACATGAAA
CCAATCGGAA
TTAGATTGTT

GACATTGATG
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CTTGGATACA
TACCATTGET
TTACGGGAGG
ATATAAATGG
ATCTAAGAAT
CAATGGATAC
CTTTTACATT
GGAATGAAGT
AATATAATCT
TAGGGCTAAR
ATTTATCGGA
CGAAGCGACT
éGCAACCAGA
TATTTAAAGA
TGTATCAAARAL
ATATCGAAGA
CAGTAAATGT
AGTGTGGAGA

CGTGTAGGGA

TAGGATGTAC

GGATATACTT
AGGGCATCAR
ATATGGAACT
CGTGTATAGA
TCAACAACTR
ATCCGCTGTA
TAACAACGTG
TTCAGGCTTT
TCGTAGTGCT
AAAAGCACAT
AGATATTCTT
GCAARTTACCC
TTACGTAACG
CGGTGACCCA
CCCARTGAGC
TTATATAGAC
GGAAAGAGCG
AACARATGTA
TGAATTTIGT
CAGTGATGAR
ACGTGGETGG
AAATTACGTC
AATCG&TGAA
TRGTCAAGAC
GCCAGGTACG
GCCGAATCGA
TGGAéAﬁARG

AGACTTAAAT

900

560
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2400

' 2460

2520



GAGGACCTAG

GGGARTCTAG

AGAGCGGAGA

TATARAGAGG

CAAGCGGATA

GAAGCTTATC

TTAGAAGGGC

GGTGATTTTA

CAARACAACC

GTTCGTGTCT

GGAGAAGGTT

AACTGCGTAG

AATCAAGAAG

TCCGTACCAG

GAGAATCCTT

GTGACAAAAG

ACGGAAGGAA

GTGTATGGGT
AGTTTCTCGA
ARAARTGGAG
CAAARGARTC
CGAATATTGC
TGCCTGAGCT
GTATTITTCAC
ATAATGGCTT
AACGTTCGGT
GTCCGEETCG
GCGTAACCAT
RAGAGGARAT
AATACGGAGG
CTGATTATGC
GTGARTTTAA
ARTTAGAATA

CATTTATCGT
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GATCTTTAAG
AGAGAARACCA
AGACAAACGET
TGTAGATGCT
CATGATTCAT
GTCTGTGATT
TGCATTCTCC
ATCCTGCTGG
CCTTGTTGTT
TGGCTATATC
TCATGAGATC
CTATCéhAAT
TGCGTACACT
GTCAGTCTAT
CAGAGGGTAT
CTTCCCAGAA

GGACAGCGTG

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 34:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(2)
(B)
(C)
(D)

ATTAAGACGC
TTAGTAGGAG
GAARAAATTGE
TTATTTGTAA
GCGGCAGATA
CCGGGTGTCA
CTARTATGATG
AACGTGAAAG
CCGGAATGGG
CTTCGTGTCA
GAGAACAATA
AARCACGGTAA
TCTCGTAATC
GAAGAARAAT
AGGGATTACH
ACCGATAAGG

GAATTACTCC

LANGE: 1177 Aminos&uren
TYP: Aminosaure
STRANGFORM:
TOPOLOGIE: linear

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 34:

Met Asp Asn Asn

1

5

Pro Asn Ile Asn Glu Cys Ile

10

Ser Asn Pro Glu Val Glu Val Leu Gly Gly Glu
’ 25

Tyr Thr Pro Ile Asp Ile Ser Leu Sexr Leu Thr

35

Glu Phe Val Pro Gly Ala Gly Phe Val Leu Gly

50

20

40

55
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AAGATGGGCA
AAGCGCTAGC
AATSGGAAAC
ACTCTCAATA
AACGTGTTCA
ATGTGGCTAT
CGAGAARTGT
GGCATGTAGA
ARGCAGAAGT
CAGCGTACAA
CAGACGAACT
CGTGTAATGA
GAGGATATAA
CGTATACAGA
CGCCACTACC
TATGGATTGA

TTATGGAGGA

CGCAAGACTA

TCGTGTGAARA

ARAATATCGTT

TGATCAATTA

TAGCATTCGA

TTTTGARGAA

CATTAAAAAT

TGTAGAAGAR

GTCACAAGAA

GGAGGGATAT

GAAGTTTAGC

TTATACTGTA

CGAAGCTCCT

TGGACGAAGA

AGTTGGTTAT

GATTGGAGARA

ATAG

Pro Tyr Asn Cys Leu

—

15

Arg Ile Glu Thr Gly

30

Gln
45

Leu
60

Phe Leu leu Ser

Val Asp Ile Ile

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3534



Trp Gly
€5

Glu Gln
Ile Ser
Ser Phe

Glu Met
130

Ile Pro
145

Tyf Val
Val Phe

Tyr Asn

210

Asp Trp
225

"Leu Asp
Ile Arg

Leu Glu

Arg Ser
290

Ile Tyx
305

Ile Met

Leu Tyx

Gln Leu

Leu

Arg

Arg

115

Arg

Leu

Gln

Gly

Asp

195

val

Ile

Thr

Asn

275

Ile

Thr

Ala

Gly

Gly
385

Phe

Ile

100

Glu

Ile

Phe

Ala

Gln

180

Leu

Asn

Arg

Vval

Val

260

Phe

Asp

Ser

Thr

340

Gln

Gly
Asn
85

Glu
TP
Gln
Ala
Ala
165
Arg
Thr

Thr

Ala
245
Ser
Asp
Ser
Ala
Pro
325

Met

Gly
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Pro
70

Gln
Gly
Glu
Phe
val

150

Asn

Arg
Gly
ASn
230
Leun
Gln
Gly
Pro
His
310
val
Gly

Val

Ser

Arg

Leu

Ala

Asn

135

Gln

Leu

Gly

Leu

Leu

215

Gln

-Phe

Leu
Ser
His
295
Arg
Gly

Asn

Tyr

Gln

Ile

Ser

Asp

120

Asp

Asn

His

Phe

Trp

Glu

Asn
108

Met

Leu

Asp

. 1BS

Ile

200

Glu

Phe

Pro

Thr

Phe

280

Leu

Gly

Phe

Ala

Arg
360

Gly

Asn

265

Arg

Met

Sexr

Ala

345

Thr

Asp Ala
75

Glu Phe
50

Leun Tyxr
Thr Asn
Asn Ser
Gln Val

155

Ser val
170

Ala Ala

Asn Tyr

val Trp

Arg Glu
235

250

Glu Iie
Gly Ser
Asp Ile
Tyr TyT

-315

Gly Pro
330
Pro Gln

Leu Ser
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Phe

Ala

Pro
Ala
140
Leu
Thr
™hx
Gly
220

Leu

Ser

Leu
300

Trp
Glu
Gln

Sex

Leu
Arg
Ile
Ala
125
Leu
Leu
Arg
Ile
Asp
205
Pro
Thr
Arg
Thr
Gln
285
Asn
Ser

Phe

Arg

Thr
365

Val

Asn

110

Leu

Leu

Asp

Asn

180

Asp

Leu

Arg

Asn

270

Gly

Ser

Gly

Thr

Ile

350,

Leu

Gln I

Gln
95
Arg
Thr
Ser
val
175
Ser
Ala
Ser
Thr
255
?ro
Ile
Ile
His
Phe

335

val

Tyz

Glu

Glu

val
160
Ser

Arg

val

val
240
Pro
val
Glu

Thx

Gln
320
Pro

Ala

Arg



Ar

Gly

385

Asn

val

lle

465

Gly

val

Arg

545

Leu

Phe

Ser

Ala

625

Thr

Asp

Pro

370

Thx

Arg

Asn

Ser

Ala

450

Ile

Leu

Asp

Asn

Ala

530

Ile

“Thr

Pro
Gly
Thr
610
Ala

Asp

Glu

Phe

Asn

Met

435

Pro

Ala

Gln

Ile

Ile

515

Ser

Phe

Phe

Met

Asn

585

Leu

Leu

Phe

Asn

Phe

Ser

val i

420

Phe

Met

Ser

Sexr

Leu

500

Thr

Ala

Gln

Ser

580

Glu

Glu

Phe

His

Cys
660

Kla

Gly
405

Phe
Asp
Gly
485
Arg
Gly
Thr
Gly
Ser
565
Gln
val
Ala
Thr
Ile

645

Leu

Gly
YT
390
Th
o
Ser
Ser
Ser
470
Thr
Arg
Gln
Asn
Gln
550

Phe

Ser

Glu
Sexr
630

Asp

Asp
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Ile

375

Gly

val

Arg

Gly

Trp
455

Ile

Thr

Thr

Leu

Leu

535

Phe

Ser

Ser

Ile

Tyx
615

Thr

ksn

- A

Asp

Gln

Phe

440

Ile

val

Ser

Pro

520

arg

Asn

Phe

Asp
600

Asn

Gln Vval

Glu Lys

Asn
Ser
Ser
Gly
425
Ser
His

Gln
val

Gly
505

Gln
Ile

Lys

Ala
Thr
585

Arg
Leu
Gln

Ser

Arg
665

Gln

Sex

Len

410

Phe

Asn

Axrg

Ile

Arg

490

Gly

Axg

Thr

Thr

570

val

Phe

Glu

Leu

Asn

650

Glu

Gln
Asn
3858
Asp
Ser
Ser

Sexr
Pro

475

Gly

val
Met
5588
Ile
Gly
Glu
Arg
Gly

635

Leu
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Leu
380

Leu
Glu
His
Ser
Ala
460

Leu
Pro

Phe

Arg

Thr

540

Asp
Asn
Ala
Leu
Ala
620
Leu
Vval

Sexr

Ser

Pro

Arg
val
445
Glu
val
Gly
Ala
Ala
525
val
Thr
Thr
Asp
Ile

605

Gln

Lys

Thr

Glu

val

Ser

Leu

430

Ser

Phe

Lys

Phe

Tyr
g10
Arg
Ala
Gly
Ala
Thr

590

Pro

Lys

Thr

Lys
€70

Leu
Ala

Pro
415

Ser

Ile
Asn
Ala

Thx

485
Thr

Ile

Gly
Asp

Phe

575

Phe

val
Ala
Asn
Leu

1313

val

Asp
val
400
Gln
His
Ile
Asn
His
480
Gly
Ile
ARrg
Glu
Pro
560
Thr
Ser
Thr
Val
val
640

Ser

Lys



Lys

Gly

Asn

Pro
785

Phe

Bhe

865

Thr

Val

Ile,

Pro
945

- Leu

Lys
690
Leu

Ile

Ala
770
Leu
Ala
Gly
val
Lys
850

Leu

Ala

His
830

Glu

Glu

Lys
£75
Asp
Thr
Ser
Asp
Ile
755
Lys
Ser
Pro
Glu
Gly
835
Ile
Glu
Glu
Ile
Ser
915
Ala
Len

Gly

Arg

Ile

Ile

Gly

Glu

740

Glu

His

Ala

His

Lys

B20

Cys

Lys

Glu

Lys

val

200

Gln

Ala

Ser

ATy

Leu
Asn
Gln

Thr
725

Gln

Leu
805

Cys
Thr
Thr
lys

Lys
885

Asp

val

“Ile
965
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Ser
Arg
Gly

710

Phe

Ser
780
Glu
Ala
Asp

Gln

Pro
870

Trp

Lys

,Asp

Lys

Ile
850

Phe

Asp
Gln
£95
Gly
Asp
Leu
Gln
vVal

775

Pro
Trp
Eis
Leun

ASD

-

855

Leﬁ
Arg
Glu
Gln
Arg
§35

Pro

Thr

Glu
680
Pro
Asp
Glu
Lys
765
Asn
Ile
Asn
His
Asn
840
Gly
Vval
Asp
Ala
Leu
520
val

Gly

Ala

Arg Asn Leu

Glu

Asp

Cys

Ala

745

Leu

val

Gly

Pro

Ser

825

Glu

His

Gly

Lys

Lys

905

Gln

His

val

Phe

Arg
val
Tyr
730

Phe

Glu

Lys
Asp
810
His
Asp
Ala
Glu
Arg
890
Glu

Ala

Ser

Ser
570

Gly
Phe
715
Pro
Thr
Ile
Gly
Cys

795

Leu

Leu

Ala
875
Glu
Ser
Asp
Ile
Ala
955

Let
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Leu Gln Asp

Trp
700
Lys
Thr
Arg
TyTr
Thr
780
Gly
Asp
Phe
Gly
Leu
860
Leu
Lys
val
Thy
9540

Ala

685

Gly

Glu

Len

765

Gly

Glu

Cys

Ser

val

845

Gly

Ala

Leu

Asp

925

Glu

Ile

Ty Asp

Gly

Asn

Leu

Gln

750

Ile

Ser

pae]

Ser

Leu

830

Trp

Asn

Arg

Glu

Ala

910

Ile

Ala

Phe

Ala

Ser

Sex

Arg

Leu

Asn

cys
815
AsSp

val

val
Trp
gas

Leu

Ala

Glu

Arg
875

Thy

val
720

Gln

Arg

Tzp
hrg
800

Arg

Ile

Lys
8BO

Glu

Phe

Met

Glu
960D

Agn
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Val Ile Lys Asn Gly Asp Phe Asn Asn Gly Leu Ser Cys Trp Asn Val
980 985S 930

Lys Gly His Vval Asp Val Glu Glu Gln Asn Asn Gln Arg Sex Val Leu
8385 1000 1005

Val Val Pro Glu Trp Glu Ala Glu Val Ser Gln Glu Val Arg Val Cys
1010 1015 1020

Pro Gly Arg Gly Tyr Ile Leu Arg val Thr Ala Tyr Lys Glu Gly Tyr
1025 1030 1035 1040

Gly Glu Gly Cys Val Thr Ile His Glu Ile Glu Asn Asn Thr Asp Glu
1045 1050 1055

Leu Lys Phe Ser Asn Cys Val Glu Glu Glu Ile Tyxr Pro Asn Asn Thr
1060 1065 1070
Val Thr Cys Asn Asp Tyr Thr Val Asn Gln Glu Glu Tyr Gly Gly Ala
1075 1080 1085

Tyr Thr Ser Arg Asn Arg Gly Tyr Asn Glu Ala Pro Ser Val Pro Ala
1050 _ 1095 1100

Asp Tyr Ala Ser Val Tyr Glu Glu Lys Ser Tyr Thr Asp Gly Arg Arg
1105 1110 1115 1120

Glu Asn Pro Cys Glu Phe Asn Arg Gly Tyr Arg Asp Tyr Thr Pro Leu
1125 1130 1135

Pro Val Gly Tyr Val Thr Lys Glu Leun Glu Tyr Phe Pro Glu Thr Asp
1140 1145 lis50

Lys Val Trp Ile Glu Ile Gly Glu Thr Glu Gly Thr Phe Ile Val Asp
1155 1160 1165
Ser Val Glu Leu Leu Leu Met Glu Glu
1170 117S

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 35:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(a) LANGE: 20 Basenpaare
(B) TYP: Nucleinsaure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linear

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 35:

TGCAACACTC GAGGCTGAAT o . ' - 20

Patentanspriiche

1. Isoliertes Nukleinsauresegment, umfassend ein Gen, welches ein Polypeptid mit der Aminosaurese-
quenz von SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQID NO: 26, SEQ ID NO: 28 oder SEQ ID NO:
34 kodiert.

2. Nukleinsauresegment nach Anspruch 1, worin das Gen ein Polypeptid mit einer Insektizidaktivitat ge-

genlber Spodoptera frugiperda, Spodoptera exigua, Heliothis virescens, Helicoverpa zea oder Ostrinia nubi-
lalis kodiert.
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3. Nukleinsduresegment nach Anspruch 2, worin das Nukleinsduresegment aus dem Bacillus thuringien-
sis-Stamm NRRL B-21579, NRRL B-21580, NRRL B-21581, NRRL B-21635, NRRL B-21636 oder NRRL
B-21781 isolierbar ist.

4. Nukleinsduresegment nach Anspruch 3, worin das Nukleinsduresegment spezifisch zu einem Nuklein-
sauresegment, welches eine Sequenz von SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 25,
SEQ ID NO: 27 oder SEQ ID NO: 33 darstellt oder komplementar dazu ist, hybridisiert.

5. Nukleinsauresegment nach Anspruch 4, worin das Nukleinsduresegment die Nukleinsauresequenz von
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27 oder SEQ ID NO: 33, oder
ein Komplement dazu umfasst.

6. Nukleinsauresegment nach Anspruch 5, worin das Gen funktionsfahig an einen Promotor, welcher das
Gen in einer Wirtzelle exprimiert, gebunden ist.

7. Rekombinanter Vektor, umfassend das Nukleinsduresegment des Anspruchs 6.

8. Verwendung eines Nukleinsduresegments gemal Anspruch 6 zur Herstellung einer insektenresistenten
transgenen Pflanze.

9. Verwendung des Nukleinsduresegments gemafl Anspruch 6, umfassend das Exprimieren des Gens in
einer Wirtzelle und Sammeln des exprimierten Polypeptids.

10. Verwendung des Nukleinsduresegments gemafs Anspruch 6 zur Herstellung einer rekombinanten Po-
lypeptidzusammensetzung.

11. Wirtzelle nach Anspruch 9, worin die Wirtzelle eine Bakterienzelle ist.

12. Wirtzelle nach Anspruch 11, worin die Zelle eine E. coli-, B. thuringiensis-, B. subtilis-, B. megaterium-
oder eine Pseudomonas spp.-Zelle ist.

13. Wirtzelle nach Anspruch 12, worin die Zelle ein B. thuringiensis-Stamm NRRL B-21579, NRRL
B-21580, NRRL B-21581, NRRL B-21635, NRRL B-21636 oder NRRL B-21781 ist.

14. Wirtzelle nach Anspruch 9, worin die Wirtzelle eine Pflanzenzelle ist.

15. Wirtzelle nach Anspruch 14, worin die Zelle ein Polypeptid mit Insektizidaktivitat gegenliiber Spodopte-
ra frugiperda, Spodoptera exigua, Heliothis virescens, Helicoverpa zea oder Ostrinia nubilalis bildet.

16. Verwendung einer Wirtzelle gemafl Anspruch 15 zur Herstellung einer transgenen Pflanze.

17. Zusammensetzung, umfassend ein isoliertes Polypeptid, welches die Aminosauresequenz von SEQ ID
NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28 oder SEQ ID NO: 34 umfasst.

18. Zusammensetzung nach Anspruch 17, worin das Polypeptid gegeniber Spodoptera frugiperda, Spo-
doptera exigua, Heliothis virescens, Helicoverpa zea oder Ostrinia nubilalis insektizide Wirkung aufweist.

19. Zusammensetzung nach Anspruch 18, worin das Polypeptid aus dem Bacillus thuringiensis-Stamm
NRRL B-21579, NRRL B-21580, NRRL B-21581, NRRL B-21635, NRRL B-21636 oder NRRL B-21781 isolier-
bar ist.

20. Zusammensetzung nach Anspruch 19, worin das Polypeptid 0,5 Gew.-% bis 99 Gew.-% der Zusam-
mensetzung, vorzugsweise 50 Gew.-% bis 99 Gew.-% der Zusammensetzung umfasst.

21. Zusammensetzung, umfassend ein Polypeptid, herstellbar mittels eines Verfahrens, umfassend die
Schritte:
(a) Kultivierung einer Zelle eines B. thuringiensis-Stamms NRRL B-21579, NRRL B-21580, NRRL B-21581,
NRRL B-21635, NRRL B-21636 oder NRRL B-21781 unter Bedingungen, welche zur Bildung einer Zusam-
mensetzung, welche ein B. thuringiensis-Polypeptid von SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ
ID NO: 26, SEQ ID NO: 28 oder SEQ ID NO: 34 umfasst, mit Insektizidwirksamkeit in der Lage sind;
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(b) Erhalten der Zusammensetzung aus der Zelle.

22. Verwendung einer Zusammensetzung mit Insektizidaktivitat gemaf Anspruch 21 zur Herstellung einer
Pflanzenschutzsprihzubereitung.

23. Verfahren zur Herstellung eines B. thuringiensis-Kristallproteins, umfassend:
(a) Kultivierung einer Zelle eines B. thuringiensis-Stamms NRRL B-21579, NRRL B-21580, NRRL B-21581,
NRRL B-21635, NRRL B-21636 oder NRRL B-21781 unter Bedingungen, welche zur Herstellung eines B. thu-
ringiensis-Kristallproteins mit Insektizidaktivitat wirksam sind; und
(b) Erhalt des B. thuringiensis-Kristallproteins aus der Zelle, worin das Kristallprotein ausgewahlt ist aus der
Gruppe, bestehend aus SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28 und
SEQ ID NO: 34.

24. Verfahren zum Abtoten einer Insektenzelle, umfassend das Bereitstellen einer insektizidwirksamen
Menge einer Zusammensetzung gemal Ansprichen 17 bis 21 in einer Insektenzelle.

25. Verfahren nach Anspruch 24, worin die Insektenzelle in einem Insekt umfasst ist.

26. Verfahren nach Anspruch 25, worin das Insekt die Zusammensetzung durch Einnahme einer mit der
Zusammensetzung beschichteten Pflanze zu sich nimmt.

27. Verfahren nach Anspruch 25, worin das Insekt die Zusammensetzung durch Einnahme einer transge-
nen Pflanze, welche die Zusammensetzung exprimiert, zu sich nimmt.

28. Transgene Pflanze oder Samen davon mit in deren/dessen Genom eingefligtem Transgen, welches ein
Polypeptid kodiert, umfassend die Aminosauresequenz von SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14,
SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28 und SEQ ID NO: 34.

29. Transgene Pflanze oder Samen davon nach Anspruch 28, worin das Transgen die Nukleinsaurese-
quenz von SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQID NO: 25, SEQ ID NO: 27 und SEQ ID NO:
33 umfasst.

Es folgen 4 Blatt Zeichnungen

155/159



DE 697 30 730 T2 2005.09.22

Anhangende Zeichnungen
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FIG. 2
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