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Tiivistelma - Sammandrag

Keksinto liittyy polyesteraaseihin, joilla on kutinaasi ja/tai suberinaasi aktiivisuutta, joka saadaan Coprinuksesta ja Trichodermasta.
Keksintd liittyy edelleen menetelmaén polyesteraasien tuottamiseksi ja siind kaytettaviin polynukleotideihin, vektoreihin ja isdntasoluihin.
Entsyymit ovat kayttokelpoisia hydrolysoitaessa kutiinia, suberiinia ja muita polyestereita, esimerkiksi kasiteltdessa maatalous- tai
elintarviketuotteiden raaka-aineita, tai puuraaka-aineita, massa- ja paperituotteita ja jatteitd, ja muokattaessa polyesterikuituja, tai
pyykin- tai astianpesusovellutuksissa.

Foreliggande uppfinningen harrér sig till polyesteras, som har kutinas och/eller suberinas aktivitet som kan fas fran Coprinus and
Trichoderma. Uppfinningen harror sig ytterligare till en metod for producering av polyesteras och nuk-leotider, vektorer och véardceller,
som anvands dari. Enzymerna &r anvandbara i hydrolysering av kutin, suberin och andra polyesteras, till exempel i behandling av
jordbruks- eller livsmedelsramaterial, eller trardmaterial, massa- and papperprodukter, och avfall, och i modifiering av polyesterfiber,
eller i tvatt- och diskapplikationer.
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Uusia esteraaseja ja niiden kaytto

Keksinnon ala

Keksinto liittyy uusiin esteraaseihin ja erityisesti polyesteraasiprote-
iineihin, joilla on kutinaasi- ja/tai suberinaasiaktiivisuutta. Mainittuja entsyymeja
voidaan saada Coprinus tai Trichoderma -suvun sienista. Keksinto liittyy myos
eristettyihin polynukleotideihin, jotka koodaavat mainittuja proteiineja, ja poly-
nukleotideja kasittaviin vektoreihin ja geneettisesti modifioituihin mikro-organis-
meihin seka menetelmiin proteiinien tuottamiseksi. Keksinto liittyy my6s ent-
syymivalmisteeseen, joka kasittda polyesteraasiproteiinin ja proteiinin tai val-
misteen kayttéon. Keksinnon kohteena on myds menetelmé kutiinin ja/tai sub-
eriinin tai muiden polyesteraaseja kayttavien polyestereiden hydrolysoimiseksi.

Tekniikan taso

Kutinaasit ja suberinaasit ovat polyesteraaseja, jotka kykenevéat ha-
jottamaan tai osittain depolymerisoimaan kasvien polyesterivahoja eli kutiinia
ja suberiinia. Merkittdvid maaria kutiinia/suberiinia on Ildsné maa- ja metsata-
louden erilaisissa raaka-aineissa ja sivutuotteissa, kuten koivuntuohessa ja
korkissa, marjoissa, viljoissa, vihanneksissa ja niiden prosessoinnin sivutuot-
teissa. Naiden vahojen lasnaolo kasvien raaka-aineissa voi haitata kasvimate-
riaalien teollista késittelyd niiden hydrofobisen luonteen ja heikosti hajoavan
rakenteen vuoksi.

Polyesterien modifiointi parantaisi useiden luonnonmateriaalien pro-
sessointia ja hyddyntamisté ja vahentaisi prosessin sivutuotteiden ja jatteiden
kasittelya. Naité jatefraktioita voitaisiin kayttdad hyvaksi arvokkaampien koos-
tumusten lahteend, esimerkiksi suberiinipohjaiset oligoesterit voisivat olla mah-
dollisia raaka-aineita voitelu- ja sidosaineissa. Polyesteraasien kaytté parantaa
useiden kasvimateriaalien, kuten viljojen, hedelmien, vihannesten ja marjojen,
prosessointia ja hyvaksikayttod ja myds arvokkaiden bioaktiivisten ja funktio-
naalisten komponenttien vapautumista ja talteenottoa néista raaka-aineista.

Luonnonresurssien kestava kaytto ja jatehuolto vahentavat osaltaan
jatteen tuotantoa. Entsyymien kaytté yhdessa kemiallisten ja fysikaalisten pro-
sessien kanssa on ympéristoystavallinen tapa tuottaa lisdarvoa jatesivutuotteil-
le. Kutinaaseja/suberinaaseja voidaan myds kayttda esim. pyykinpesu- ja as-
tianpesusovelluksiin rasvojen poistamiseksi seké puuvillan biopesuun ja ihmi-
sen valmistamien polyesterikuitujen pinnan muokkaamiseen.
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Vaikka lipidejé ja vahoja on runsaasti erilaisten teollisten tuotteiden
ja lignoselluloosajatteiden ainesosina, ainoastaan rajoitettu joukko lipideja
muuntelevia muita entsyymeja kuin tavanomaisia lipaaseja on kaupallisesti
saatavilla. Kutinaaseja ja suberinaaseja pidetdan potentiaalisina ensyymeina
muokattaessa luonnollisia lipideja ja vahoja, joita ei voida hydrolysoida tavan-
omaisilla lipaaseilla.

Tahan mennessa tutkituin on kasvi-/ihmispatogeenisesta sienesta
Fusarium solani sp. pisi peréisin oleva kutinaasi (Carvalho et al., 1999), mutta
kutinaaseja on [dydetty myOs sellaisista mikro-organismeista kuin Alternaria
brassicicola (Trail ja Koéller, 1993), Botrytis cinerea (Gindro ja Pezet 1999),
Venturia inaequalis (Koller ja Parker, 1989), Aspergillus oryzae (Maeda et al.,
2005) ja tietyistd Streptomyces-lajeista (Fett et al., 1992). Kaikki biokemialli-
sesti hyvin karakterisoidut kutinaasit ovat seriiniesteraaseja, jotka sisaltavat
klassisen Ser-His-Asp-triadin, joka on yleinen seriiniproteaaseissa ja useissa
lipaaseissa. Karakterisoiduilla kutinaaseilla on optimaalinen pH, joka vaihtelee
neutraalista emaksiseen.

Kutinaaseille on esitetty monia kayttdtarkoituksia, joista vain muu-
tamia mainitaan tassa. Esimerkiksi julkaisussa W02004/029193 esitetdan ku-
tinaaseja siséltavien lipaasien kaytté fermentaatioprosessissa, erityisesti pro-
sesseissa, joissa tuotetaan etanolia. Julkaisu US 6,255,451 liittyy biohajoavien
polymeerien hajottamiseen lipaasilla ja kutinaasilla. Mahdollisesti lipolyyttisia
entsyymeja tuottavia organismeja on luetteloitu suuria maaria, naiden joukossa
mm. Coprinus cinerus ja Trichoderma reesei. Ei ole kuitenkaan mitaan esitysta
naistd organismeista peraisin olevista lipaaseista. Garcia-Lepe et al., 1997,
seuloivat lipaasiaktiivisuutta 51 eri suvun ja kannan sienesté autolyysiviljelmis-
sa. Parhaiksi lipaasiaktiivisuuden tuottajiksi osoittautuivat Fusarium-suvun sie-
net, joissa myos ilmeni matalaa kutiini- ja suberiiniaktiivisuutta. Myos Aspergil-
lus osoitti jonkin verran aktiivisuutta, kun taas Penicillium-lajissa aktiivisuus oli
hyvin matala. Suvun Trichoderma lahkon Mucorales ja luokan Basidiomycetes
muissa lajeissa ja kannoissa ei iimennyt lipaasiaktiivisuutta.

Kutinaaseja tuottavat usein fytopatogeeniset sienet, koska ne osal-
listuvat korkeampien kasvien rakenteellisen kutiinipolymeerin hajottamiseen.
Kutinaasit ovat eritettyja proteiineja, joiden avulla patogeeniset sienet paasevat
tunkeutumaan kutikulaarisen esteen lapi isantakasviin sieni-infektion alkuvai-
heessa. Fytopatogeeniset sienet ovat kuitenkin ei-toivottuja teollisten entsyy-
mien lahteitd, koska kayttajilld on niistd negatiivinen kasitys. Itse asiassa télla
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hetkella ei ole kaupallisesti saatavilla elintarvikelaatua olevia polyesteraaseja
ja suberiinia prosessoivia entsyymeja. Edelleen siis tarvitaan uusia ja tehok-
kaampia polyesteraaseja. Tama keksinto tayttaa kyseisen tarpeen.

Keksinnon lyhyt selostus

Keksinnon yhtené tavoitteena on polyesteraasiproteiini, joka siséltas
aminohapposekvenssin, jolla on ainakin 50-prosenttinen identtisyys sekvens-
sin nro 2, 6, 11 tai 13 kanssa, tai sen variantin tai fragmentin, jolla on polyeste-
raasiaktiivisuutta.

Keksinnon erdan toisena tavoitteena on eristetty polynukleotidi, jo-
ka valitaan ryhmasta, joka koostuu:

a) polynukleotidista, joka sisaltdd sekvenssin nro 1, 3, 5, 10 tai 12
mukaisen nukleotidisekvenssin, tai nukleotidisekvenssin, joka koodaa patentti-
vaatimuksen 1 mukaista proteiinia,

b) kohdan a) komplementaarisesta saikeesta, ja

c) sekvenssista, joka degeneroitunut geneettisen koodin suhteen
jonkin kohdan a) tai b) mukaiselle sekvenssista.

Keksinnon tavoitteena on myds vektori, joka sisaltda mainitun poly-
nukleotidin, ja geneettisesti modifioitu mikro-organismi, joka on transformoitu
talla vektorilla.

Keksinnon kohteena on myds menetelmd mainitun polyesteraasi-
proteiinin tuottamiseksi, joka menetelma kasittda vaiheet, joissa transformoi-
daan mikro-organismi vektorilla, joka sisdltdéd mainitun polynukleotidin, viljel-
laan transformoitu mikro-organismi olosuhteissa, jotka sallivat mainitun poly-
nukleotidin ekspression, ja otetaan talteen ekpressoitu proteiini.

Keksintd kattaa myOs entsyymivalmisteen, joka sisaltadd mainitun
polyesteraasiproteiinin.

Lisaksi keksintd kattaa menetelmén kutiinin, suberiinin tai muun po-
lyesterin hydrolysoimiseksi, joka menetelma sisaltdad vaiheet, joissa kutiinia,
suberiinia tai muuta polyesteria siséltdvaa materiaalia kasitelladn polyesteraa-
siproteiinilla olosuhteissa, jotka sallivat mainitun polyesterin osittaisen hydro-
lyysin tai kokonaishydrolyysin.

Edelleen keksintd kattaa mainitun polyesteraasiproteiinin tai ent-
syymivalmisteen kéayton elintarviketeollisuudessa, massa- ja paperiteollisuu-
dessa, tekstiiliteollisuudessa, tai pyykki- ja astianpesusovelluksissa tai kemial-
lisessa synteesissa. Keksinndn erityisia suoritusmuotoja on esitetty epaitsenai-
sissa vaatimuksissa. Keksinndn muita tavoitteita, yksityiskohtia ja etuja tulee
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esiin seuraavista piirustuksista, yksityiskohtaisesta kuvauksesta ja esimerkeis-
ta.

Kuvioiden lyhyt selostus

Kuvio 1 esittaa Coprinus cinereus -sienen kutinaasityyppisten prote-
iinien aminohapposekvenssit.

Kuvio 2 esittda solunulkoista Coprinus cinereus -kutinaasin 09668
(CcCUT) tuotantoa 20 I:n bioreaktoriviljelyssa.

Kuvio 3 esittda solunulkoista Trichoderma reesei -kutinaasin
(TrCUT) ja -suberinaasin (TrSUB) tuotantoa 20 I:n bioreaktoriviljelyssa.

Kuvio 4 esittdd rasvahappoketjun pituuden vaikutuksia Coprinus ci-
nereus -kutinaasin 09668 (CcCUT) ja Trichoderma reesei -kutinaasin (TrCUT)
esterolyyttiseen aktiivisuuteen mitattuna pH-arvolla 7 ja 40 °C:ssa.

Keksinnon yksityiskohtainen selostus

Keksintd antaa kayttéon uusia entsyymiproteiineja, jotka kykenevéat
hydrolysoimaan esterisidoksia luonnollisissa ja keinotekoisissa polyestereissa.
Ainakin joillakin niistd on merkittavaa aktiivisuutta myoés happamalla pH-ar-
volla, mika on edullista tietyissa sovelluksissa. Proteiinit ovat "esteraaseja’, jot-
ka kattavat luokan (EC 3.1.1.) entsyymit ja joita kutsutaan myds karboksyylies-
terihydrolaaseiksi. Keksinndn mukaiset proteiinit ovat erityisesti "polyesteraa-
seja”’, mika tarkoittaa, etta niilla on merkittavaa aktiivisuutta monilla eri polyes-
tereilld, kuten kasvipolyesterivahoilla eli kutiini-, suberiini- tai keinotekoisilla po-
lyestereilld. Keksinnon erdan edullisen suoritusmuodon mukaan proteiinilla on
kutinaasiaktiivisuutta. "Kutinaasi” on luokan (EC 3.1.1.74) entsyymi. Kutinaasi
on seriiniesteraasi, joka sisaltaa klassisen Ser, His, Asp -seriinihydrolaasien
triadin. Keksinndn eraan toisen suoritusmuodon mukaan proteiinilla on sube-
rinaasiaktiivisuutta. "Suberinaasi” on entsyymi, joka kykenee hajottamaan sube-
riinia. Proteiineissa voi olla enemman kuin yksi mainituista entsyymin aktiivi-
suuksista mitattuna mallisubstraateilla tai substraattina kaytetylla eristetylla ku-
tiinilla tai suberiinilla. Polymeraasiaktiivisuus saattaa siis olla ainakin kutinaasi-
aktiivisuutta tai suberinaasiaktiivisuutta tai molempia. Lisaksi proteiineissa voi
olla muuta entsyymiaktiivisuutta, kuten lipaasiaktiivisuutta, joka kuuluu myods
luokkaan EC 3.1.1.

Polyesteraasit sisaltavat aminohapposekvenssin, jolla on ainakin 50-
prosenttinen tai edullisesti ainakin 60-, 70-, 80-, 90- , 95- tai 98-prosenttinen
identtisyys sekvenssin nro 2, 6, 11 tai 13 kanssa, tai sen variantin tai fragmen-
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tin, jolla on polyesteraasiaktiivisuutta. Eraan edullisen suoritusmuodon mukaan
polyesteraasi siséltdd aminohapposekvenssin, jolla on ainakin 50-prosenttinen
identtisyys sekvenssin nro 2 kanssa, tai sen variantin tai fragmentin, jolla on
kutinaasiaktiivisuutta. Tallaisia ovat esimerkiksi polyesterit, jotka sisaltavat sek-
venssin nro 4, 7, 8 tai 9 mukaisen aminohapposekvenssin, tai sen entsymaat-
tisesti aktiivisen variantin. Tallaisella proteiinilla voi olla 50-, 60-, 70-, 80-, 90-,
95- tai 98-prosenttinen identtisyys sekvenssin nro 4 kanssa.

Termilld "identtisyys” tarkoitetaan tassa kahden aminohapposekvens-
sin valistd sekvenssi-identiteettia toisiinsa verrattuna. Sekvenssien identiteetti
maaritetdan tassa kayttamalla ClustalW-monirinnastusohjelmaa, joka on saa-
tavilla Euroopan molekyylibiologian laboratorion - Euroopan bioinformatiikan
instituutin internet-sivuilta (European Molecular Biology Laboratory - European
Bioinformatics Institute EMBL-EBI; hitp://www.ebi.ac.uk/clustalw/) kayttamalla
oletusasetuksia ja Blosum62:ta substituutiomatriisina (Thompson et al., 1994).

Tiedetdan hyvin, ettd yhden tai muutaman aminohapon poistami-
nen, lisdaminen tai substituutio ei valttdmattd muuta entsyymiproteiinin kata-
lyyttisid ominaisuuksia. Taman vuoksi keksintd kattaa myos variantteja ja frag-
mentteja tietyistd aminohapposekvensseista, joilla on polyesteraasiaktiviteettia.
Termilld "variantti” viitataan tdssa sekvenssiin, jonka aminohapposekvenssissa

on vahaisia muutoksia tiettyyn sekvenssiin verrattuna. Téllainen variantti voi
ilmeta luonnollisesti esim. alleelisena varianttina samassa kannassa, lajissa tai
suvussa, tai se voidaan saada aikaan mutageneesilla tai jollain muulla geeni-
muuntelulla. Se voi siséltdd aminohappojen substituutioita, poistoja tai lisdyk-
sid, mutta silti se toimii olennaisesti samalla tavalla kuin annetut entsyymit, ja
erityisesti se sailyttaa katalyyttisen toimintansa polymeraasina.

Tietyn proteiinisekvenssin "fragmentti” tarkoittaa kyseisen sekvens-
sin osaa eli sekvenssid, joka on katkaistu N- ja/tai C-terminaalisessa paassa.
Se voi olla esimerkiksi signaalisekvenssin sisaltava proteiinin kypsé osa, tai se
voi olla vain kypséan proteiinin entsymaattisesti aktiivinen fragmentti.

Keksintd kohdistuu myds eristettyihin polynukleotideihin, jotka koo-
daavat esitettyja polyesteraaseja, mukaan lukien komplementaarisia kantoja ja
degeneroituneita kantoja. Polynukleotidi, joka on "geneettisen koodin seurauk-
sena degeneroitunut” tietystd sekvenssista, tarkoittaa, ettd se sisaltda yhden
tai useamman erilaisen kodonin, mutta koodaa samoja aminohappoja. Termilla
"polynukleotidi” tarkoitetaan tassa joko yksi- tai kaksijuosteista polynukleiini-
happoa. Termi kattaa genomisen DNA:n, cDNA:n ja RNA:n.
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Eri organismeista peréisin olevilla geeneilld, jotka koodaavat ent-
syymeja, joilla on sama katalyyttinen aktiivisuus, on usein sekvenssin saman-
kaltaisuuksia. Naita samankaltaisuuksia voidaan kayttaa hyvéksi kloonattaessa
muita geeneja muista organismeista, joilla on samanlainen tai samankaltainen
katalyyttinen aktiivisuus.

Uusia esteraaseja koodaavia polynukleotideja voidaan identifioida
esim. in silico vertaamalla nukleotidisekvensseja. Jos tallaisia sekvensseja ei
ole saatavilla, voidaan nukleotidi- tai aminohapposekvenssin konservoitunut
alue identifioida ja kloonata geenifragmentti PCR-menetelmilla. Kloonaus tar-
koittaa mielenkiinnon kohteena olevan DNA-fragmentin siirtoa organismista it-
sekopioituvaan geneettiseen elementtiin ja edelleen mahdollisesti vieraaseen
isantasoluun. Kokonainen geeni voidaan saada fragmentin sekvensoinnin jal-
keen esim. kayttdmalla cDNA-kirjastoa tunnetulla tavalla. Toinen tapa identifi-
oida polyesteraasiageeni on kayttaa perinteista nukleiinihappohybridisaatiota.

Kloonaukseen voidaan valmistaa erityisia koettimia esimerkiksi vas-
taavasta mRNA:sta, tai koetin voidaan valmistaa, jos osa geenin koodaaman
proteiinin aminohapposekvenssista tunnetaan. Kun ehdokkaina olevat DNA-
sekvenssit on maaritelty, voidaan algoritmisilla menetelmilla tehokkaasti etsia
kohteena olevasta genomista vastaavuuksia. BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) on laajalti kdytdssa oleva jarjestelma, joka on suunniteltu tata
tarkoitusta varten.

Keksinndn mukaiset proteiinit tai polynukleotidit voidaan saada mis-
td tahansa sopivasta organismista, mukaan lukien niita sisaltavat bakteeri-,
sieni- , hiiva-, kasvi- tai niskkaista peraisin olevat solut. Edullisesti entsyymi
saadaan sienesta ja erityisesti rihmasienesta, kuten Coprinus tai Trichoderma -
suvun sienesta, erityisesti lajista C. cinereus tai T. reesei (Hypocrea jecorina).

Tietystd organismista "saadut” proteiinit tai polynukleotidit kattavat
mainitusta organismista eristetyt tuotteet seka niiden muunnokset. Tietysta or-
ganismista johdettu proteiini voi olla rekombinantisti tuotettu tuote, joka on
identtinen luonnollisesti esiintyvan proteiinin kanssa tai muunnos siita. Proteii-
nia voidaan myods muunnella esim. glykosylaatiolla, fosforylaatiolla tai muulla
kemiallisella muuntelulla. Muunteluun voi myds kuulua sopivan peptidin tai pro-
teiinifuusiokumppanin liittdminen mielenkiinnon kohteena olevaan proteiiniin.
Fuusiokumppanilla voi olla hyddyllinen tehtava eli se voi vahvistaa mielenkiin-
non kohteena olevan proteiinin hydrolyysia tai prosessointitehokkuutta. Esi-
merkkeja téllaisista fuusiokumppaneista ovat mm. hydrofobiinisienet. Tietysta
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organismista saatuihin tuotteisiin kuuluu myds tuotteiden mutantteja ja luonnol-
lisia variantteja, joista poistetaan, lisdtdan ja/tai korvataan yksi tai useampi
nukleiinihappo ja/tai aminohappo.

Kuten edelld on esitetty, proteiini voidaan eristaa organismista, jos-
sa se esiintyy luonnollisesti, tai se voidaan valmistaa rekombinantisti is&n-
tasolussa tai tuottaa synteettisesti esim. peptidisynteesilla. Proteiini on edulli-
sesti rekombinantti proteiini. Se voidaan valmistaa eristdmalla ensin proteiinia
koodaavaa polynukleotidia sisaltava fragmentti monistamalla PCR-reaktiossa
(Coen, 2001) tai joillain muilla rekombinantti-DNA-menetelmilla (Sambrook et
al., 1989). Eristetty polynukleotidi viedaan sitten vektoriin, esim. plasmidivekto-
riin, erityisesti ekspressiovektoriin, joka sisdltdad seuraavat toiminnallisesti liite-
tyt elementit: transkriptiopromoottorin, polyesteraasia koodaavan segmentin ja
transkriptioterminaattorin. Promoottori on edullisesti vahva promoottori, joka
mahdollistaa proteiinin yliekspression. Yksi sopiva promoottori on T. reesein
sellobiohydrolaasin | (cbh1) promoottori. Promoottori valitaan siten, etta se ky-
kenee toteuttamaan mielenkiinnon kohteena olevan geenin ekspression vali-
tussa tuotantoisannassa. Vektori voi olla integroitu kromosomiin tai se voi olla
automaattisesti monistuva.

Seuraavaksi vektori transformoidaan heterologiseen tai homologi-
seen isantasoluun, jotta saadaan luotua "geneettisesti muunneltu mikro-orga-
nismi”, jota viljelldan olosuhteissa, joissa proteiinin ekspressio on mahdollinen.
Menetelmia eri isantdjarjestelmassa tapahtuvaan proteiinin tuotantoon rekom-
binanttitekniikoilla tunnetaan alalla hyvin (Gellissen, 2005). Vaihtoehtoisesti ai-
noastaan vahva promoottori on liitetty polyesteraasigeeniin isdnnan kromo-
somissa, jolloin mainitun geenin ekspressio on yliekspressoitu. Isdntasolu voi
olla mik& tahansa sopiva eukaryoottinen tai prokaryoottinen solu. Edullisesti se
on sieni, kuten rihmasieni tai hiiva, ja edullisimmin se kuuluu sukuun Tricho-
derma, erityisesti se on T. reesei. Se voi my0s olla Saccharomyces- tai Pichia -
kantaa, kuten S. cerevisiae ja P. stipitis, vastaavasti. Edelleen se voi olla As-
pergillus -kantaa, kuten A. nidulans, A. niger tai A. oryzae tai jopa bakteeri-
isanta.

Polyesteraasiproteiini tuoteaan edullisesti solun ulkopuolella, jolloin
eritetty proteiini voidaan saada kasvualustasta. Vaihtoehtoisesti solut voidaan
rikkoa entsyymin vapauttamiseksi, ja entsyymi voidaan sitten ottaa superna-
tantista solujatteiden poiston jalkeen. Entsyymid voidaan puhdistaa edelleen
useilla erilaisilla proteiininpuhdistusmenetelmilla, jos halutaan. Téallainen puh-
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distaminen voi sisdltdd esim. konsentraation, saostamisen, kromatografian,
immunopuhdistuksen, faasierottelun jne. muiden proteiinien ja erityisesti mui-
den entsyymien poistamiseksi.

Tassa yhteydessa "entsyymivalmiste” voi olla mikd tahansa koos-
tumus, joka sisaltaa ainakin yhden keksinndn mukaisista polyesteraaseista. Se
voi my0s sisaltda yhden tai useampia entsyymeja. Se voi olla raakamuodossa,
esim. kaytetyn viljelman tai solun supernatantin muodossa, tai se voi sisaltaa
polyesteraasin puhdistetussa tai olennaisesti puhdistetussa muodossa.

Polyesteraasit ovat hyddyllisia kutiinia, suberiinia tai muuta polyes-
teria sisaltdvan materiaalin hydrolyysille. Kutiinia ja/tai suberiinia siséltava ma-
teriaali on yleensa kasviperaista, kun taas muu polyesteria sisaltdva materiaali
voi olla kasvista saatua tai ihmisen tekemaa. Kasiteltdvaan materiaaliin lisa-
taan entsyymia maara, joka on tehokas halutun reaktion katalysoimiseksi, hyd-
rolyysin sallivissa olosuhteissa. Polyesteraaseja voidaan esim. kayttas kasvi-
polyesterivahojen, eli kutiinin ja suberiinin, hajottamiseksi tai niiden depolyme-
roinniksi osittain. Nain ollen polyesteraaseja voidaan kayttaa esim. maatalous-
tai elintarviketuotteiden tai vihanneksista, hedelmista, marjoista ja viljoista saa-
tavien sivutuotteiden kasittelyyn. Niita voidaan myds soveltaa muissa kuin elin-
tarvikeprosesseissa, kuten menetelmissa, jotka kasittavat puuraaka-aineiden,
massa- ja paperituotteiden tai prosessin jatteiden tai vesien tai sivutuotteiden
késittelya, tai synteettisten tai muiden ihmisen tekemien polyesterikuitujen tai
-tekstiilien muokkausta tai tahrojen tai rasvan poistamista pyykista ja tiskeista.

Sopivissa olosuhteissa polyesteraaseja voidaan kayttda myos kata-
lysoimaan k&anteinen reaktio eli esterifikaatio, jossa muodostetaan esterisidok-
sia esim. rasvahappojen ja alkoholien vilille.

Keksintd& havainnollistetaan seuraavilla esimerkeilla, jotka eivat ole
rajoittavia. Tulisi kuitenkin ymmartaa, etté edella olevassa kuvauksessa ja esi-
merkeissa esitetyt suoritusmuodot on tarkoitettu ainoastaan havainnollistaviksi
ja ettd useat erilaiset muutokset ja muunnelmat ovat mahdollisia patenttivaati-
musten puitteissa.

Esimerkki 1. Polyesteraasiaktiivisuuksien mittaaminen
Menetelmia suberiinin hajottamisen mallintamiseksi

Suberiinin alifaattisen kerroksen hajoamista jaljiteltiin mallisubstraa-
teilla eli naftolijohdannaisilla, joissa oli eroja sekéa kromoforin (1-naftyyli, 2- naf-
tyyli, Naftooli AS, Naftooli AS-D) irtotilavuuden etta esterisidoksen siséltavan
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hiiliketjun suhteen. Naftolijohdannaisten substraattiliuoksia (0,5 - 1 mM) valmis-
tettiin 1-prosenttisessa asetonissa ja 1-prosenttisessa Triton X-100:ssa 50
mM:ssa Na-sitraattia (pH 5) tai 50 mM:ssa NaP:ta (pH 8). Reaktioseos, joka
sisalsi 170 pl substraattiliuosta ja 10 ul entsyyminaytettad inkuboitiin 40 °C:ssa
20 minuuttia. Inkubaation jalkeen lisattiin 20 ul 1-prosenttista Fast Blue BB -
suolavaria ja absorbanssi (1NA substraatit - 450 nm, 2NA substraatit - 510 nm,
NAS substraatit - 595 nm, NASD substraatit - 595 nm) mitattiin 10 minuutin li-
sainkubaation jalkeen. Entsyymien aktiviteetit maariteltin vertaamalla standar-
dikdyraan, joka tehtiin useille eri 1NA:n, 2NA:n, NAS:n tai NASD:n maérille
(varjaytyneet reaktiotuotteet).

Aromaattisia aineita sisaltavien suberiinikerrosten hajoamista valvot-
tiin mallisubstraatilla 4-metylumbelliferyyli 4-metyyliferuulihappoesteri (MUFE),
joka sisélsi p-kumaronihappojohdannaisia (havaitaan luonnollisessa suberii-
nissa), jotka oli esterdity fluoresoivalla molekyylilla (4-metyyliumbelliferoni,
4MU). MUFE-testi tehtiin inkuboimalla 190 pl 0,1 mM substraattiliuosta ja 10 pl
entsyymiliuosta 40 °C:ssa. Fluoresenssi mitattiin (Aex = 355 nm; Aey = 465 nm)
20 min inkubaation jalkeen kayttdmalld 4- metyyliumbelliferonia (4MU) stan-
dardina.

Suberiinin hajoamista mitattiin myds kayttdmalla radioaktiivisesti lei-
mattua suberiinia substraattina. Koivun pinnan tuohesta eristettyd suberiinia
leimattiin yhdisteella [*H]NaBH,. Reaktioseos sisalsi 10 mg suberiinia (5x10° - 10°
dpm/mg), 1,9 ml puskuria (0,1 % Triton X-100:aa 50 mM:ssa Na-sitraattipuskuria,
pH 5, tai 50 mM:ssa Na-fosfaattipuskuria, pH 7) ja 0,1 ml entsyymiliuosta. Re-
aktioseosta inkuboitiin 37 °C:ssa, ja 0,1 mln reaktionaytteitd otettiin 48 tuntia
kestaneen inkubaation aikana. Entsymaattisen toiminnan vapauttamat hydro-
lyysituotteet (*H-leimatut monomeerit) uutettiin reaktionaytteista etyyliasetaatil-
la, ja ndin syntynyt radioaktiivisuus mitattiin nestetuikelaskimella. Entsymaatti-
sen hajoamisasteen (%) maara todettiin mittaamalla radioaktiivisuus, joka va-
pautui, kun eméas oli kokonaan hydrolysoinut suberiinin.

Menetelmia kutiinin hajoamisen mallintamiseksi

Kutinaasiaktiivisuutta mallintavaa esteraasiaktiivisuutta mitattiin spekt-
rofotometrisella testilld (hieman muunneltu Davies et al., 2000), jossa sub-
straattina oli 2,1 mM p-nitrofenyylibutyraattia (p-NPB). Reaktio toteutettiin 0,1
M:ssa natriumfosfaattipuskuria (pH 7,0) 40 °C:ssa 10 minuutin ajan ja vapau-
tuneen p-nitrofenolin maara mitattiin 340 nm:ssa kayttdmalla standardina kau-
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pallista p-nitrofenolia. Talla menetelmallad saatiin sopiva ja nopea testi epaspe-
sifille esteraasiaktiivisuudelle.

Myds kutinaasiaktiivisuutta mitattiin kayttamalla 3H-leimattua omena-
kutiinia substraattina ja soveltamalla metodologiaa, jonka ovat esittédneet Koller
et al. (1982) ja Davies et al. (2000). Reaktioseos sisalsi 8 mg kutiinia (5x10°
dpm/mg), 1,9 ml reaktioseosta (joka sisalsi 0,025 % Triton X-100:aa 50
mM:ssa Na-fosfaattipuskuria, pH 7,0) ja 0,1 ml entsyymiliuosta. Reaktioseosta
inkuboitiin 37 °C:ssa, ja reaktiota seurattiin 24 h. Kutinaasin toiminnan seura-
uksena vapautuneet hydrolyysituotteet (*H-leimatut monomeerit) uutettiin 0,1
ml:n reaktionaytteesta etyyliasetaatilla, ja ndin syntynyt radioaktiivisuus mitat-
tiin nestetuikelaskimella. Entsymaattisen hajoamisasteen (%) maara voidaan
todeta mittaamalla radioaktiivisuus, joka vapautuu, kun emas on kokonaan
hydrolysoinut kutiinin.

Esimerkki 2. Polyesterolyyttisten aktiivisuuksien seulonta

Kaikkiaan 55 mikro-organismia, joista suurin osa rihmasienia, seu-
lottiin, jotta saatiin selville niiden kyky tuottaa suberiinia muuntelevia entsyyme-
jé@ suberiini-indesoiduissa olosuhteissa. Seulonta perustui vilielysupernatantilla
tehtyihin entsymaattisiin kokeisiin (naftoolisubstraattien hydrolyysi ja fluoresoi-
vasti leimattu aromaattinen yhdiste ja radioleimattu suberiini, kuten Esimerkis-
sé 1 on esitetty) ja eroteltujen kiinteiden aineiden GC/MS-analyysiin, jolloin pit-
kien rasvahappojen, kuten hydroksirasvahappojen ja diolien, lisdantyneet maa-
rat vahvistivat, ettd mikro-organismi kykeni hajoittamaan suberiinia kasvunsa
aikana. Coprinus cinereuksen ja Trichoderma reesein havaittiin olevan potenti-
aalisia kutiinia/suberiinia hajoittavien entsyymien tuottajia.

Esimerkki 3. Polyesteraasia koodavien geenien genomianalyysi Coprinus
cinereuksesta

Coprinus cinereuksen todettiin kykenevan tuottamaan polyesteraa-
seja, joilla on aktiivisuutta luonnollisissa polyestereissa, kuten kutiinissa ja sub-
eriinissa (Esimerkki 2). Coprinus cinereuksen julkaistua genomia
(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/coprinus _cinereus/Home.html)
kaytettiin tunnettujen polyesteraasien (kutinaasien ja suberinaasien) perusteel-
la tehtyihin samankaltaisuushakuihin, ja kuusi erilaista kutinaasi-tyyppista gee-
nia loydettiin. Proteiinien samankaltaisuutta analysoitiin Clustal\WW-monirin-
nastusohjelmalla.  Geeneistd viisi (CC1G_09668.1, CC1G_03922.1,
CC1G_115603.1, CC1G_07482.1 ja CC1G_09365.1) osoitti korkeaa sekvens-
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sihomologiaa kutinaaseille ja yhdelld (CCIG_05430.1) oli korkeampi homologia
asetyyli-ksylaaniesteraasien (AXE) kanssa siten, ettd esim. sekvenssi-identti-
syys Trichoderma reesei AXE1:n kanssa oli 30%. Tulokset on esitetty kuviossa
1, jossa on osoitettu kutinaasien seriini-aktiivinen kohta ja aspartaatti- ja histi-
diini-aktiiviset kohdat. Mainituista geeneista ja vastaavista entsyymeista kayte-
taan tastd eteenpéin yksinkertaisesti merkintdja 09668, 03922, 11503, 07482,
09365 ja 05430, vastaavasti.

ClustalW-monirinnastusohjelmalla analysoitujen Coprinus cinereus
-kutinaasien valiset sekvenssi-identiteetit on esitetty taulukossa 1. Geeneissa
09668, 03922 ja 11503 oli 199 aminchappoa, 07482:ssa oli 200 aminohappoa,
09365:ssa oli 216 ja 05430:ssa oli 229 aminohappoa.

Taulukko 1. Coprinus cinereus -kutinaasien valiset sekvenssi-identiteetit

09668 03922 11503 07482 09365 05430
09668 100
03922 88 100
11503 75 76 100
07482 60 59 57 100
09365 53 53 49 53 100
05430 29 30 25 25 24 100

Esimerkki 4. Polyesteraasia koodaavien geenien genomianalyysi Tricho-
derma reeseista

Trichoderma reeseilld havaittiin olevan aktiivisuutta kutiinin ja sub-
eriinin suhteen (esimerkki 2). T. reesein julkaistua genomia (http://genome.jgi-
psf.org/Trire2/Trire2.home.html) kaytettiin tunnettuihin kutinaaseihin perustuvi-
en hakujen tekemiseen, ja yksi kutinaasi (tyyppinen) geeni (v1.2: tre17732,
v2.0: tre60489, teline 7) I6ydettiin.

Laajojen blast-hakujen tuloksena l0ydettiin suberinaasi-tyyppinen
geeni (v1.2: tre40871, v2.0: tre31227, teline 37). Steptomyces scabiesin sub-
erinaasin proteiinisekvenssia kaytettiin ensin haussa, joka tehtiin BLAST-ohjel-
malla (blastp) National Center for Biotechnology Information -keskuksessa,
NCBI, kayttamalla oletusparametrejéd (matriisi: Blosum62, gap costs: olemas-
saolo 11, laajennus 1). Taman jalkeen tehtiin oletusparametreja kayttaen
BLAST-haku Trichoderma reesei -genomille fungaalisilla sekvensseilld, joissa




10

15

20

25

30

35

12

oli samankaltaisuutta S. scabies -suberinaasin (joka sisalsi SEST-tyyppisia al-
ueita) kanssa.

Taman SEST-alueen sisaltdvat entsyymit toimivat esteraaseina ja
lipaaseina, mutta niiden sekvenssihomologia todellisten lipaasien kanssa on
pieni. Naiden entsyymien tertiaarirakenne on olennaisesti erilainen kuin alfa-
/beetahydrolaasiperheessa ja ainutkertainen kaikkien tunnettujen hydrolaasien
joukossa. Taman tyyppistéd esteraasialuetta sisdltéavia proteiineja on I0ydetty
useista erilaisista hydrolaaseista. Rakennetietoa sisaltaviin kuuluu Streptomy-
ces scabiesista saatava esteraasi (SEST), joka on perunaruven aiheuttaja ja
hydrolysoi tietyn esterisidoksen suberiinissa. Joillakin hypoteettisilla tai putatii-
visilla proteiineilla on myds havaittu olevan samankaltaisuutta S. scabies -este-
raasin kanssa.

Esimerkki 5. Uusien polyesteraasien kloonaus Coprinus cinereuksesta

Kolme erityyppista polyesteraasia (09668, 07482, 05430), joiden va-
linen homologia oli matalin, valittiin esimerkista 3 yliekspressioon Trichoderma
reeseissé. Valituissa kutinaaseissa oli optimaalinen kodonin kayttd ja sopivia
natiivisignaalisekvensseja ekspressioisannalle.

Kromosomi-DNA:n eristamiseksi kasvatettin Coprinus cinereus
-kantaa VTT-D-041011 sienirihmastona nesteviljelyissa, jotka aloitettiin itidista.
Itioita inokuloitiin 50 ml:ssa YP-kasvualustaa ja kasvatettiin kaksi vuorokautta
24 °C:ssa ravistellen. Sienirihmastosta korjattiin sato suodattamalla, ja geno-
minen DNA eristettin Raederin ja Brodan, 1985, meneteiméalla. Genomista
DNA:ta kaytettiin templaattina kahden kutinaasigeenin (CC1G_09668.1,
CC1G_07482.1) ja AXE-tyyppisen geenin (CC1G_05430.1) PCR-monistuksiin
alukkeilla, jotka oli suunniteltu siten, ettd ne luovat C-terminaalisen Hisg-tagin,
ja joilla oli lambdafaagi-pohjaisia paikkakohtaisia rekombinaatiosekvensseja.
Geenien natiivisignaalisekvensseja kaytettiin. Kaytetyt alukkeet olivat:
CC1G_09668.1 eteenpainsuuntaava: sekvenssin nro: 14, CC1G_09668.1
kaanteissuuntaava: sekvenssin nro: 15, CC1G_07482.1 eteenpainsuuntaava:
sekvenssin nro: 16, CC1G_07482.1 kdanteissuuntaava: sekvenssin nro: 17,
CC1G_05430.1 eteenpéinsuuntaava: sekvenssin nro: 18, CC1G_05430.1
kaanteissuuntaava: sekvenssin nro: 19. PCR-reaktiot toteutettiin lAmmaodnkes-
tavallda Phusion-polymeraasilla (Finnzymes, Suomi) valmistajan suosittelemas-
sa reaktioseoksessa. PCR-ohjelmassa oli 30 sekunnin alkudenaturaatiovaihe
98 °C:ssa, jonka jalkeen seurasi 25 10 sekunnin jaksoa 98 °C:ssa, 30 sekun-
nin jaksoa 64 °C:ssa ja 30 sekunnin jaksoa 72 °C:ssa, jossa lampdkasittely-
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lampaotilaa laskettiin 1 °C:lla jaksoa kohti, kunnes saavutettiin 50 °C:een lam-
potila. Taman jalkeen seurasi 10 minuutin loppupidennysvaihe 72 °C:ssa. Mo-
nistetut PCR-tuotteet rekombinoitiin Gateway donori-vektoriin pDONR221 (In-
vitrogen) Gateway Recombination -pakkauksella ja sekvensoitiin. Saadut sek-
venssit on esitetty taulukossa 2.

Taulukko 2. Kloonatut Coprinus cinereus -kutinaasisekvenssit

Geeni Kloonattu nukleotidi- | Johdettu aminohappo-
sekvenssi sekvenssi

C. cinereus 09668 sekvenssin nro: 1 sekvenssin nro: 2
klooni 3.1

C. cinereus 07482 sekvenssin nro: 3 sekvenssin nro: 4
klooni 4.2

C. cinereus 05430 sekvenssin nro: 5 sekvenssin nro: 6
klooni 5.1

Kaksi 09668:n kloonia, 3.1 ja 3.5, sekvensaoitiin. Kloonin 3.5 nukleotidisekvens-
sien ja genomisekvenssin valilla oli muutamia eroja, mutta kaikki kolme nukleo-
tidisekvenssia koodaavat samaa aminohapposekvenssia (sekvenssin nro: 2).
Julkaistu genomisekvenssi on saatu haploidigenomista, ja se perustuu auto-
maattiseen genomiannotaatioon. Nain ollen kloonattujen geenien sekvenssit
voivat erota julkaistujen geenien sekvensseistd. Eroja on voinut syntyd myos
PCR:n aikana.

Sekvenssi nro 4 ja sekvenssi nro 6, vastaavasti, eroavat genomista
johdetusta aminohapposekvenssistd yhden aminohapon verran. Tama ero on
osoitettu kuviossa 1, jossa kyseiset kaksi erilaista aminohappoa on varjostettu.
Kolmen muun kutinaasi-tyyppisen proteiinin sekvenssit CC1G_03922,
CC1G_11503, and CC1G_09365 sekvenssit ovat sekvenssilistauksessa, vas-
taavassa jarjestyksessa, sekvenssin nro: 7, sekvenssin nro: 8 ja sekvenssin
nro: 9.

Geenit siirrettiin LR-rekombinaatioreaktioilla pDONR221 vektorista
Trichoderma reesein expressiovektorin pMS186, mikéd sai aikaan plasmidit
pAWP26 (CC1G_09668.1), pAWP27 (CC1G_07482) ja pAWP28
(CC1G_05430.1). Vektori pMS186 sisaltdd Gateway-lukukehyskasetin C
(RfC), joka on sijoitettu cbh7:n (sellobiohydrolaasi 1:n) promoottorin ja termi-
naattorin valiin, ja hygromysiiniresitanssikasetin. LR-rekombinaatioreaktio suo-
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ritettiin kayttamalla Gateway Recombination -pakkausta (Invitrogen) valmista-
jan ohjeita noudattaen.

Esimerkki 6. Uusien esteraasien kloonaus Trichoderma reeseisti

Trichoderma reeseistd eristettiin kutinaasi- (v1.2: tre17732, v2.0:
tre60489, teline 7) ja suberinaasi- (v1.2: tre40871, v2.0: tre31227, teline 37)
cDNA RT-PCR:11& Trichoderma reesein cDNA-ekspressiokirjastosta RutC-30
(Margolies-Clark E., et al., 1996) alukkeilla, jotka oli suunniteltu luomaan C-
terminaalin Hise-tagin ja joilla oli lambdafaagi-pohjaisia paikkakohtaisia rekom-
binaatiosekvensseja; kutinaasi eteenpdinsuuntaava: (sekvenssin nro: 20),
kéanteissuuntaava kutinaasi: (sekvenssin nro: 21), suberinaasi eteenpainsuun-
taava (sekvenssin nro: 22), kdanteissuuntaava suberinaasi: (sekvenssin nro:
23). Kutinaasin natiivisignaalisekvenssia kaytettiin, kun taas suberinaasikon-
struktille kaytettiin cbh/:n signaalisekvenssia. PCR-reaktiot toteutettiin lAmmon-
kestavalla Phusion-polymeraasilla (Finnzymes, Suomi) valmistajan suosittele-
massa reaktioseoksessa. PCR-ohjelmassa oli 30 sekunnin alkudenaturaatio-
vaihe 98 °C:ssa, jonka jalkeen seurasi 25 10 sekunnin jaksoa 98 °C:ssa, 30
sekunnin jaksoa 64 °C:ssa ja 30 sekunnin jaksoa 72 °C:ssa, jossa lampokéasit-
telylampdtilaa laskettin 1 °C:lla jaksoa kohti, kunnes saavutettiin 50 °C:een
lampotila. TAmén jélkeen seurasi 10 minuutin loppupidennysvaihe 72 °C:ssa.
Vahvistetut PCR-tuotteet rekombinoitiin Gateway donori-vektoriin pPDONR221
(Invitrogen) Gateway Recombination -pakkauksella ja sekvensoitiin. Saadut
sekvenssit on esitetty taulukossa 3.

Taulukko 3. Kloonattuja Trichoderma reesei -kutinaasi- ja suberinaasi-
sekvensseja

Geeni Kloonattu nukleo- Johdettu amino-
tidisekvenssi happosekvenssi

T. reesei 17732 (kutinaasi) sekvenssin nro: 10 sekvenssin nro: 11
T. reesej 40871 (suberinaasi) sekvenssin nro: 12 sekvenssin nro: 13

Kutinaasin kloonattu nukleotidisekvenssi ja sen johdettu aminohap-
posekvenssi olivat molemmat sekd 5'- ettéd 3'-paassa pidempia kuin T. reesein
genomin laskenta-annotaation perusteella ennustettiin.

Kutinaasi- ja suberinaasigeenit siirrettiin LR-rekombinaatioreaktioilla
pDONR221 vektorista Trichoderma reesein expressiovektoriin pMS186, mika
sai aikaan plasmidit pAWP24 (kutinaasi) ja pAWP25 (suberinaasi). Vektori
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pMS186 sisdltdd Gateway-lukukehyskasetin C (RfC), joka on sijoitettu cbh7:n
(sellobiohydrolaasi 1:n) promoottorin ja terminaattorin valiin, ja hygromysiini-
resitanssikasetin. LR-rekombinaatioreaktio suoritettin kayttamalla Gateway
Recombination -pakkausta (Invitrogen) valmistajan ohjeita noudattaen.

Esimerkki 7. Uusien polyesteraasien ekspressio Trichoderma reeseissé

Polyesteraasigeenit ekspressoitiin 7. reeseissd suuren sellulaasi-
geenin cbh1 vahvasti indusoivan promootterin alaisena. Sirkulaarisia ekspres-
siovektoreita (5 pg) transformoitiin 7. reesein cbh1:n negatiiviseen kantaan
VTT-D-04966 PEG-vélitteiselld transformaatiolla, olennaisesti Penttilan M. et
al., 1987, kuvaamalla tavalla, ja transformantit valittin hydromysiiniresistans-
siin maljoilla, jotka sisalsivat 125 pyg/ml hygromysiinida B. Kaksi perakkaista
transformanttikierrosta siveltiin selektiiviselle kasvualustalle ja testattiin PCR:ll&
genomiin integroinnin osalta. Positiiviset transformantit puhdistettiin yksi-itio vil-
jelyilla ja niistd testattiin kutinaasiaktiivisuus nesteviljelyissd kayttamalla p-
nitrofenyylibutyraattia (p-NPB) mallisubstraattina (esimerkki 1). 50 ml viljely-
alustaa (TrMM + 4 % laktoosia, 2 % jateviljaa, 100 mM PIPPS:43, pH 5,5) in-
okuloitiin 1x10” itiéll3 ja kasvatettin enimmillaan 10 vuorokautta 28 °C:ssa no-
peudella 250 rpm ravistellen. Kaikissa kolmessa Trichoderma konstruktissa, eli
niissa, jotka transformoitiin Coprinus geenilla 09668, 07482 ja vastaavasti
05430, ilmeni p-NPB aktiivisuutta. Kuusi transformanttia, joissa ilmeni kunkin
geenin suurimpia aktiivisuuksia, viljeltiin uudelleen perusteellisemman analyy-
sin tekemiseksi. C. cinereus 09668 vaikutti lupaavimmalta ehdokkaalta, ja sitéa
viljeltiin laboratorio-mittakaavan kaymislaitteessa. Myds kaikkein potentiaali-
simmat transformantit (p-NPB:li& tehdyn aktiivisuustestin perusteella), jotka
kantoivat T. reesein kutinaasi- tai suberinaasigeenia valittin myds kaymislait-
teessa tapahtuvaan viljelyyn.

Esimerkki 8. Uusien esteraasien tuottaminen laboratoriomittakaavan
kaymislaitteessa

Kutinaasia tuottavaa transformanttia 09668 (CcCUT) viljeltiin Braun
Biostat C -kdymislaitteessa (B. Braun Biotech, Saksa), jonka tyétilavuus oli 20
litraa. Kasvualusta sisélsi (grammoina I'"): laktoosia (60), (NH4)2SO. (5) ja
KH2PO4 (5). Kasvualustan nestafaasi oli tislaajan jateviljasta tehty vesipitoinen
uute, joka oli valmistettu kuumentamalla 60 g I’ jateviljaa 115 °C:ssa 20 mi-
nuutin ajan autoklaavissa, jaahdyttdmalla ja sentrifugoimalla kiinteiden aines-
osien poistamiseksi. Sentrifugointisupernatanttia, joka sisélsi seka typpilahteen
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etta kiihdyttimia, kaytettiin kasvualustassa ainoana nesteena. Viljelylampotila
oli 28 °C ja pH oli 5,0 - 5,5 (ohjattu lisddmalld ammoniumhydroksidia ja fosfori-
happoa). Liuotettu happi pidettiin arvossa >30 % sekoittamalla sitd nopeudella
300...700 rpm ja ilmastamalla jatkuvasti 8 | min™. Vaahtoamista kontrolloitiin
lisdamalla automaattisesti Struktol J633-polyoleaattia vaahtoamisen estami-
seksi (Schill & Seilacher, Saksa). Vilielyn jélkeen solut poistettiin sentrifugoi-
malla ja vilielysupernatantti tiivistettiin ultrafiltraatiolla kayttamalla Millipore
(Ranska) BioMax 10 -kalvoja, nimellinen halkaisija 10 kDa.

C. cinereus -kutinaasia (CcCUT) tuotettin menestyksellisesti kay-
mislaitteessa. Kutinaasin tuotanto lisdéntyi maksimiin, joka oli yli 8000 nkat ml”
96 tunnissa (kuvio 2). Kymmenkertaisella vilielysuodoksella oli esteraasiaktiivi-
suus (p-NPB:II3), joka oli 70 000 nkat ml”, kokonaisproteiinisisélté 104 mg mi™
ja kutinaasiméaéra, joka oli noin 23 mg mi™. Kutinolyyttisen aktiivisuuden lasna-
olo viljelysupernatantissa vahvistettin myos eristetylla omenakutiinilla ennen
lisatutkimuksia (taulukko 4). Kutiinia kasiteltiin vilielysupernatantilla (45 tunnin
nayte, p-NPB-aktiivisuus 1780 nkat ml") 0,1 % Triton X-100:a lasnéollessa
kayttamalla 1000, 5000 ja 20 000 nkat g™ entsyymiannoksia substraattia (pH
7,40 °C).

Taulukko 4. CcCUT:n kutinolyyttinen aktiivisuus

Annos (nkat/g) Vapautuneet rasvahapot*
(% substraatista)

Viite 0,71
1000 2,31
5 000 3,59
20 000 3,78

* kokonaismaéara, sisaltdd mono- ja oligomeereja

Trichoderma reesei -kutinaasia (TrCUT) ja -suberinaasia (TrSUB)
tuottavia transformantteja viljeltiin kdymislaitteessa laboratoriossa vastaavalla
tavalla kuin edelld on kuvattu CcCUT:n osalta. Kuviossa 3 nahd&an entsyymi-
en aktiivisuudet ajan funktiona.

Esimerkki 9. Rekombinanttientsyymien puhdistus

C-terminaalisen His(6)-tagin lasnéolo teki mahdolliseksi CcCUT:n ja
TrCUT:n yksivaiheisen puhdistuksen kayttdmalla immobilisoitua metalliaffini-
teettikromatografiaa (IMAC). Tiivistetty viljelysupernatantti vietiin kelatoivaan
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Sefaroosi FF kolonniin (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden), joka oli
etukateen ladattu Ni**:lla ja tasapainotettu 50 mM:lla natriumfosfaattia, joka si-
salsi 500 mM NaCl ja 5 mM imidatsolia, pH 7,2. Kolonni pestiin tasapainotta-
valla puskurilla, jossa oli supplementtina imidatsolia 50 mM (CcCUT:lle) tai 20
mM (TrCUT:lle) sitoutumattoman materiaalin poistamiseksi. Rekombinanttipro-
teiini eluoitiin tasapainottavalla puskurilla, jossa oli supplementtina 200 mM
imidatsolia, ja fraktioita keréttiin ja seulottiin niiden p-NPB:n aktiivisuuden ja
proteiinin lasndolon suhteen SDS-PAGE:lla. SDS-PAGE (12 % Tris-HCI Ready
Gel:id, Bio-Rad) tehtiin Laemmlin (1970) mukaan kayttamalla Pre-stained
SDS-PAGE Standards (Broad Range Cat. no. 161-0318, Bio-Rad tai LMW,
Cat. No 17-0446-01, GE Healthcare) ja Coomassie Brilliant Blue:sta (R350;
Pharmacia) proteiinien varjaamiseen.

Puhdistettu CcCUT osoitti homogeenisyyttda SDS-PAGE:n suhteen,
ja noin 10 grammaa puhdistettua entsyymia valmistettiin lisékarakterisointia ja
hydrolyysitutkimuksia varten. 3 grammaa TrCUT:a puhdistettiin siten, ettd val-
misteen puhtaus oli noin 95 % (SDS-PAGE analyysin mukaan). TrSUB puhdis-
tetaan samalla tavalla kuin CcCUT ja TrCUT karakterisointia varten.

Esimerkki 10. Uusien polyesteraasien karakterisointi

Puhdistetut Coprinus cinereus (CcCUT) ja Trichoderma reesei
(TrCUT) -kutinaasit karakterisoitiin biokemiallisesti koon, aktiivisuuden, sub-
straatin spesifisyyden, pH:n ja lampétilaominaisuuksien osalta.

Substraatin spesifisyys

Substraatin spesifisyys maaritettiin kayttdmalla p-nitrofenoleja, jotka
oli esterdity asetaatilla (C2), propionaatilla (C3), butyraatilla (C4), valeraatilla
(C5), kaproaatilla (C6), kapraatilla (C10), lauraatilla (C12), myristaatilla (C14),
palmitaatilla (C16) ja stearaatilla (C18). Substraattidispersioiden konsentraatiot
olivat 5 mM. Alempaa p-nitrofenyylistearaatin konsentraatiota (2,5 mM) kaytet-
tiin sen heikomman liukenevuuden vuoksi. Aktiivisuustesteja tehtiin kuvatulla
tavalla p-nitrofenyylibutyraatille (p-NPB) pH:ssa 7, 40 °C:ssa (esimerkki 1).
Saadut spesifit aktiivisuudet on esitetty kuviossa 4. CcCUT:n ja TrCUT:n aktii-
visuus oli korkeampi lyhyemmilld (C2 - C10) rasvahapoilla kuin pidemmilla
(C16 ja C18). Yilattden p-NP asetaattien (C2) ja propionaattien (C3) aktiivi-
suuksien havaittiin olevan selvasti korkeampia kuin p-NPB:lla (C4). CcCUT:n
ja TrCUT:n C4/C16 -suhde oli 1,8 ja vastaavasti 3,1. Tyypillisesti kutinaasien
aktiivisuus on korkeampi rasvahapoilla C2 - C8, ja suhde C4/C16 on valilla 1 -
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4. C4/C16 -suhde, joka on noin 1 tai <1 indikoi, ettd kutinolyyttista aktiivisuutta
ei ole (Kolattukudy, 1984).

Lipaasi- ja kolesteryyliesteraasiaktiivisuus

Lipaasiaktiivisuutta testattiin kayttamalla oliividljyemulsiota sub-
straattina Kontkasen et al. (2004) mukaan. Taulukossa 5 on esitetty CcCUT:n
ja TrCUT:n lipaasiaktiivisuus.

Kolesteryyliesteraasin (CE) aktiivisuuden maarittdmiseen kaytetty
testi perustui vapautuneen kolesterolin spektrofotometriseen maaritykseen
Tenkasen et al. (2002) mukaan tehdyn 4,3 mM:n kolesteryylioleaatin hydrolyy-
sin jalkeen. CcCUT-valmisteessa ei ilmennyt kolesteryyliesteraasiaktiivisuutta.
TrCUT-valmisteen aktiivisuutta ei maaritetty.

Proteiinikoe

Proteiinikonsentraatio madaritettin Bio-Rad DC -proteiinitestipak-
kauksella (Bio-Rad, Richmond, Kalifornia), jossa standardina kaytettiin naudan
seerumin albumiinia.

Lampdotilan vakaus

CcCUT:n ja TrCUT:n lampétilan vakaus tutkittiin inkuboimalla ent-
syymeja 30 - 80 °C:ssa 1, 3 ja 20 tuntia 5 mg/ml proteiinikonsentraatiossa ja
pH:ssa 5 (20 mM natriumasetaattipuskuria). Inkubaatioiden jéalkeen jaadnndsak-
tiivisuus mitattiin kayttamalla p-NPB:t& substraattina (pH 7 ja 40 °C). CcCUT
oli melko vakaa 50 °C:een lIdmpétiloihin asti, mutta jadnndsaktiivisuus laski jyr-
kasti 60 °C:ssa. TrCUT oli jokseenkin vakaa ja sailytti 80 % aktiivisuudestaan,
kun sita inkuboitiin 50 °C:ssa 20 tuntia tai 60 °C:ssa 1 tunti (taulukko 5).

pH:n vakaus

CcCUT:n ja TrCUT:n pH:n vakaus maaritettiin inkuboimalla puhdis-
tettuja entsyymiliuoksia eri pH-arvoissa huoneenlampétilassa ja 50 °C:ssa 20
tuntia. Liuoksen pH s&adettiin Mcllvainen puskurilla (0,2 M Na,HPO4:a ja 0,1 M
sitruunahappoa) pH:ssa 2,2 - 8,0, 0,2 M Tris-HCI -puskuria pH:ssa 7,2 - 9,1 tai
0,2 M glysiini-NaOH-puskuria pH:ssa 8,6 - 10,6, jotta saatiin 5 mg ml”" prote-
iinikonsentraatio. Jadnndsaktiivisuus mitattiin p-NPB:la pH:ssa 7 ja 40 °C:ssa.
Tulokset on esitetty taulukossa 5. Siitd voidaan nadhda, ettd molemmat ent-
syymit olivat aktiivisia laajalla pH-alueella, johon kuului myos hapan alue.
CcCUT:n jaénndsaktiivisuus oli noin 80 % pH:ssa 3 huoneenlampdtilassa, kun
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taas jaannodsaktiivisuus 50 °C:ssa oli noin 40 % pH:ssa 5 ja noin 100 % pH:ssa
6. Osoittautui, ettéd TrCUT sailytti yli 90 % aktiivisuudestaan pH-alueella 4 - 7.

pH-optimi

Puhdistettujen kutinaasivalmisteiden esteraasiaktiivisuuksia mitattiin
eri pH-arvoilla kayttamalla Mcllvainen puskuria (0,2 M Na;HPO4:a ja 0,1 M sit-
ruunahappoa) pH:ssa 2,3 - 8,0, 0,2 M Tris-HCI -puskuria pH:ssa 7,2 - 9,1 ja
0,2 M glysiini-NaOH -puskuria pH:ssa 8,6 - 10,6 kayttamalla p-NPB:ta sub-
straattina. Reaktioaika oli 10 minuuttia 40 °C:ssa. Tulokset on esitetty taulu-
kossa 5. CcCUT:n pH-optimi oli noin 7 - 8, kun taas TrCUT:lla ilmeni kaksi sel-
vasti erilaista pH-optimia (noin 4 ja 8). TrCUT on siis sopiva happamammalla
alueella tapahtuviin kasittelyihin.

Taulukko 5. Coprinus cinereus -kutinaasin 09668 (CcCUT) ja
Trichoderma reesei -kutinaasin (TrCUT) biokemiallisia ominaisuuksia

Ominaisuus CcCUT TrCUT
Molekyylipaino, kDa (SDS-PAGE) | 22 (20,8%) 28 (25,99
Kypsén proteiinin pituus (aa) 181 231
Lampovakaus (pH 5) T2 50°C |>20h(70%) |>20h (80%)

T/255°C |3h n.d.

T/260°C | <1h 1,5h
pH-vakaus (20h) 50°C 6-9 4-7

23°C 4-9 n.d.
pH-optimi (p-NPB:lla) 7-8 4ja8
Aktiivisuus (nkat mg™")  Lipaasi | 234 88

CE 0 n.d.

a) teoreettinen Mw

n.d. = ei maaritetty (not determined)

Esimerkki 11. Eristetyn omenakutiinin hydrolyysi

Eristettyd omenakutiinia kasiteltin CcCUT:lla ja TrCUT:lla. Sub-
straatti kasiteltiin entsymaattisesti ja kemiallisesti karbohydraattien ja pektiinin
sekd ei-kovalenttisten lipidien poistamiseksi, tdssa jarjestyksessa. Kutiini sus-
pendoitiin 0,2 M:ssa natriumfosfaattipuskuria, pH 8, 20 mg ml”:n konsentraati-
ossa ja kasiteltin CcCUT:lla ja TrCUT:lla 45 °C:ssa 20 tunnin ajan. Entsyy-
miannokset olivat 1000 ja 10 000 nkat g substraattia (p-NPB-aktiivisuus), ja
kasittelyt tehtiin Triton X-100 -lisdyksella ja ilman sitd. Hydrolysaatit uutettiin
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kahdesti 2 MTBE-volyymilld, jotta kaikki rasvahapot, sekd mono- ettd oligo-
meerit, saatiin talteen kiinteastd matriisista. MTBE-uutteessa olevia vapaita ras-
vahappoja analysoitiin suoraan seka vapautuneiden oligomeerien alkalihydro-
lyysin jalkeen kayttamalla entsymaattista kolorimetristd menetelmaa (Free fatty
acids, Roche Diagnostics Ltd.) Vapautuneiden rasvahappojen maéara on esitet-
ty taulukossa 6. Molemmat kutinaasit kykenivat hydrolysoimaan omenakutiinia.

Taulukko 6. Omenakutiinin kasittely CcCUT:lla ja TrCUT:lla

Entsyymi Annos Ei pesuainetta 0,1% Triton X-100
(nkat/g) Monomeerit* Mono- ja Mono- Mono- ja
oligomeerit* meerit* oligomeerit*
Viite 0 0,23 0,51 0,22 0,63
CcCut 1000 3,30 2,61 1,53 1,68
10 000 7,30 10,08 3,97 6,50
TrCut 1000 0,85 1,21 0,57 0,74

* % substraatista, steariinihappona laskettuna (284,5 g/mol)

Esimerkki 12. Koivuntuohen suberiinin hydrolyysi

Hoyry-rdjaytettyd koivun ulommaisen tuohen suberiinia kasiteltiin
CcCUT:lla ja TrCUT:lla vastaavalla tavalla kuin edelld kuvatuissa kutiinikasitte-
lyissd. Tulokset on esitetty taulukossa 7.

Taulukko 7. Koivun tuohen suberiinin kasittely CcCUT:lla ja TrCUT:lla

Entsyymi Annos Ei pesuainetta 0,1% Triton X-100
(nkat/g) Monomeerit* Mono- ja Mono- Mono- ja
oligomeerit meerit* oligomeerit*®
Viite 0 0,04 0,07 0,06 0,09
CcCut 1000 0,30 0,24 0,48 0,45
10 000 1,91 1,75 2,70 2,67
TrCut 1000 0,31 0,33 0,41 0,40

* % substraatista, steariinihappona laskettuna (284,5 g/mol)

Esimerkki 13. Kuorittujen vehnajyvien kasittely

Kuorittuja vehnajyvia kasiteltiin kutinaasilla (CcCUT) kuorten pois-
tamiseksi, koska ne koostuvat padasiassa substituoitumattomasta lineaarises-
ta ksylaanista ja kutiinikerroksista. Jyvia (2 g) kasiteltiin vesisuspensioissa
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20 %:n kuiva-ainepitoisuudella 30 °C:ssa 2 tuntia ravistellen (100 rpm). CcCUT
testattiin entsyymiannoksista, joissa oli 500 ja 5000 nkat g”':n substraatti (p-
NPB-aktiivisuutena). Kahden erilaisen ksylanaasin ja lipaasin vaikutus tutkittiin
myos. Entsyymikésittelyiden jalkeen tehtiin sentrifugointi (9700 g/10 min) nes-
te- ja kiinteafaasien erottamiseksi. Jyvat pestiin vedella (10 ml) ja sentrifugointi
toistettiin. Jyvat pakastekuivattiin ja punnittin painonmenetyksen analysoimi-
seksi. Vertailukasittelyt tehtiin identtisissa olosuhteissa, mutta ilman entsyymi-
lisdyksid. Vapautuneiden rasvahappojen maarad analysoitin MTBE-uutoksen
jalkeen, ja rasvahapot liuotettiin EtOH/Triton/vesi-liuokseen. Pelkistyvat sokerit
analysoitiin nestenaytteistd DNS-menetelmalla (Bernfield, 1955).

Vapautuneiden rasvahappojen ja solubilisoitujen hiilihydraattien méaa-
rat entsyymik&sittelyjen jalkeen on esitetty taulukossa 8. Siitd voidaan nahda,
ettd CcCUT selvasti lisasi kaytetyissad olosuhteissa vapautuneiden rasvahap-
pojen maaraa. Kasittelyilld ei ollut mitddn vaikutusta hiilihydraattien maaraan.
Jyvien ulkonddssa ei havaittu muutoksia kutiinin kohdistuvaa selektiivistd toi-
mintaa osoittavien kasittelyjen jalkeen.

Taulukko 8. Kuorittujen vehnéjyvien entsymaattinen kasittely

Kasittely Annos Muut entsyymit Rasvahapot Hiilihydraatit
(nkat g"') (mg) (mg)
Viite - - 0,40 4,7
CcCUT - ksylanaasiA 100 nkat g 0,32 5,3
CcCUT - ksylanaasiB 100 nkat g'1 0,45 5,9
CcCUT 500 - 0,53 4,4
CcCUT 5000 - 1,23 3,7
CcCUT 500 ksylanaasiA 100 nkat g 0,88 5,0
CcCUT 5000 ksylanaasiA 100 nkat g"1 1,02 4,2
CcCUT 500 ksylanaasiB 100 nkat g’ 1,08 4,9
CcCUT 5000 ksylanaasiB 100 nkat g 0,98 4,8
CcCUT - lipaasiA 1000 nkat g 0,77 4,0
CcCUT 1000 lipaasiA 1000 nkat g'1 1,42 3,7
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Patenttivaatimukset

1. Polyesteraasiproteiini, joka sisaltdd aminohapposekvenssin, jolla
on ainakin 50-prosenttinen identtisyys sekvenssin nro 2 tai 6 kanssa, tai sen
variantin, jolla on polyesteraasiaktiivisuutta.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen proteiini, joka mainittu proteiini
kasittaa sekvenssin nro 4, 7, 8 tai 9 mukaisen aminohapposekvenssin, tai sen
variantin, jolla on polyesteraasiaktiivisuutta.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen proteiini, jolla mainitulla prote-
iinilla on vahintaan 80-, 90-, 95- tai 98-prosenttinen identtisyys sekvenssin nro
2, 4 tai 6 kanssa.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen proteiini, jolla proteiinilla on va-
hintdan kutinaasi- tai suberinaasiaktiivisuutta tai molempia.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen proteiini, jolla liséksi on li-
paasiaktiivisuutta.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen proteiini, joka proteiini on perai-
sin sienestd Coprinus, edullisesti Coprinus cinereus.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen proteiini, joka mainittu proteiini
on peraisin sienesta C. cinereus, ja sisaltda aminohapposekvenssin, joka vas-
taa sekvenssid nro 2, 4, 6, 7, 8 tai 9, tai sen variantin, jolla on vahintaan ku-
tinaasi- tai suberinaasiaktiivisuutta tai molempia.

8. Eristetty polynukleotidi, joka on valittu ryhmasté, joka koostuu:

a) polynukleotidista, joka sisaltaa sekvenssin nro 1, 3, tai 5, mukai-
sen nukleodisekvenssin, tai nukleotidisekvenssin, joka koodaa patenttivaati-
muksen 1 mukaista proteiinia,

b) kohdan a) komplementaarisesta saikeesta, ja

c) sekvenssista, joka on degeneroitunut geneettisen koodin suhteen
jonkin kohdan a) tai b) mukaisesta sekvenssista.

9. Vektori, joka siséltad patenttivaatimuksen 8 mukaisen polynukle-
otidin.

10. Geneettisesti modifioitu mikro-organismi, joka on transformoitu
patenttivaatimuksen 9 mukaisella vektorilla.

11. Menetelma patenttivaatimuksen 1 mukaisen polyesteraasiprote-
iinin tuottamiseksi, joka menetelma kasittda vaiheet, joissa transformoidaan
mikro-organismi vektorilla, joka siséltda patenttivaatimuksen 8 mukaisen poly-



10

15

20

25

30

25

nukleotidin, viljelldan transformoitu mikro-organismi olosuhteissa, jotka sallivat
mainitun polynukleotidin ekspression, ja otetaan talteen ekpressoitu proteiini.

12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen menetelma, jossa polynukle-
otidi saadaan sienestéd Coprinus cinereus, ja ekspressoidaan isannassa, joka
valitaan ryhmastéa, joka koostuu seuraavista: Trichoderma, Saccharomyces,
Pichia, Aspergillus ja bakteerit, etenkin isénta on T. reesei.

13. Entsyymivalmiste, joka sisaltaa patenttivaatimuksen 1 mukaista
proteiinia.

14. Menetelma kutiinin, suberiinin tai muun polyesterin hydrolysoi-
miseksi, joka menetelméa kasittda vaiheet, joissa kutiinia, suberiinia tai muuta
polyesteria sisaltdvaa materiaalia kasitellaan patenttivaatimuksen 1 mukaisella
proteiinilla olosuhteissa, jotka sallivat mainitun polyesterin osittaisen hydrolyy-
sin tai kokonaishydrolyysin.

15. Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelma, joka menetelméa
kasittaa vaiheen, jossa maatalous- tai elintarvikeraaka-aineita tai vihanneksis-
ta, hedelmistd, marjoista tai viljoista saatuja sivutuotteita kasitellaan mainitulla
proteiinilla.

16. Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelm3, joka menetelméa
kasittad vaiheen, jossa puun raaka-aineita, massa- tai paperituotteita, proses-
sin jatteita tai vesia tai sivutuotteita kasitellaan mainitulla proteiinilla.

17. Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelma4, joka kasittaa vai-
heen, jossa modifioidaan synteettisia tai muita ihmisen valmistamia polyesteri-
kuituja tai -tekstiileja mainitulla proteiinilla.

18. Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelma, joka kasittaa vai-
heen, jossa mainitulla proteiinilla poistetaan tahroja tai rasvaa pyykista tai tis-
kista.

19. Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelma, joka kasittaa vai-
heen, jossa depolymerisoidaan kutiinia tai suberiinia mainitulla proteiinilla.

20. Patenttivaatimuksen 1 mukaisen proteiinin tai patenttivaatimuk-
sen 13 mukaisen entsyymivalmisteen kaytto elintarviketeollisuudessa, massa-
ja paperiteollisuudessa, tekstiiliteollisuudessa, tai pyykki- ja astianpesusovel-
luksissa tai kemiallisessa synteesissa.
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Patentkrav

1. Polyesterasprotein, som innehaller en aminosyrasekvens som
har atminstone 50-procents identitet med sekvens nr 2 eller 6, eller en variant
darav med polyesterasaktivitet.

2. Protein enligt patentkrav 1, vilket protein innehaller en aminosy-
rasekvens enligt sekvens nr 4, 7, 8 eller 9, eller en variant darav med polyeste-
rasaktivitet.

3. Protein enligt patentkrav 1, vilket protein har atminstone 80-, 90-,
95- eller 98-procents identitet med sekvens nr 2, 4 eller 6.

4. Protein enligt patentkrav 1, vilket protein har minst kutinas- eller
suberinasaktivitet eller bada.

5. Protein enligt patentkrav 4, vilket dessutom har lipasaktivitet.

6. Protein enligt patentkrav 1, vilket protein harstammar fran svam-
pen Coprinus, féretradesvis Coprinus cinereus.

7. Protein enligt patentkrav 6, vilket protein harstammar fran svam-
pen C. cinereus, och vilket innehaller en aminosyrasekvens som motsvarar
sekvens nr 2, 4, 6, 7, 8 eller 9, eller en variant darav, med minst kutinas- eller
suberinasaktivitet eller bada.

8. Isolerad polynukleotid, som valts ur gruppen som bestar av:

a) en polynukleotid som innehaller en nukleotidsekvens enligt se-
kvens nr 1, 3 eller 5, eller en nukleotidsekvens som kodar for ett protein enligt
patentkrav 1,

b) en sekvens som &r komplementar till sekvensen i punkt a), och

c) en sekvens, som ar degenererad i férhallande till den genetiska
koden till en sekvens enligt punkt a) eller b).

9. Vektor som innehaller en polynukleotid enligt patentkrav 8.

10. Genetiskt modifierad mikroorganism, som transformerats med
en vektor enligt patentkrav 9.

11. Foérfarande for att framstalla ett polyesterasprotein enligt patent-
krav 1, vilket forfarande omfattar steg dar man transformerar en mikroorganism
med en vektor som innehaller en polynukleotid enligt patentkrav 8, odlar den
transformerade mikroorganismen under betingelser som tillater expression av
namnda polynukleotid, och tar tillvara det expresserade proteinet.

12. Férfarande enligt patentkrav 11, dar polynukleotiden erhéalls ur
svampen Coprinus cinereus, och expresseras i en vard, som valjs ur gruppen
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som bestar av: Trichoderma, Saccharomyces, Pichia, Aspergillus och bakteri-
er, foretradesvis ar varden T. reesei.

13. Enzympreparat som innehaller ett protein enligt patentkrav 1.

14. Forfarande for att hydrolysera kutin, suberin eller ndgon annan
polyester, vilket férfarande innehaller steg dar man behandlar kutin, suberin el-
ler ndgot annat material som innehaller polyester med ett protein enligt patent-
krav 1 under betingelser som tillater partiell eller total hydrolys av namnda po-
lyester.

15. Forfarande enligt patentkrav 14, vilket omfattar ett steg dar man
behandlar ravaror for jordbruk eller livsmedel eller biprodukter som erhallits ur
grénsaker, frukter, bar, eller sad med namnda protein.

16. Forfarande enligt patentkrav 14, vilket omfattar ett steg dar man
behandlar tréravaror, massa- eller pappersprodukter, processavfall eller
-vatten eller biprodukter med namnda protein.

17. Forfarande enligt patentkrav 14, vilket omfattar ett steg dar man
modifierar syntetiska eller andra av ménskan framstélida polyesterfiber eller
-textiler med ndmnda protein.

18. Forfarande enligt patentkrav 14, vilket omfattar ett steg dar man
med ndmnda protein avlagsnar flackar eller fett fran byke eller disk.

19. Forfarande enligt patentkrav 14, vilket omfattar ett steg dar man
depolymeriserar kutin eller suberin med ndmnda protein.

20. Anvandning av ett protein enligt patentkrav 1, eller ett enzym-
preparat enligt patentkrav 13 inom livemedelsindustrin, massa- eller pappers-
industrin, textilindustrin, eller inom tvatt- eller diskmedelstillampningar eller i
kemisk syntes.




<110>
<120>
<130> 2070
<160> 23
<170>
<210> 1
<211> 714
<212> DNA
<213>
<400> 1
atgaagttca
gtcacagagc
ggaaccggtyg
aagctcecgetg
ggctaccteg
accgecgtecce
ttcegtgact
tcacccacct
tcactttecgg
agacctactg
actttaccta
gcattgaaac
<210> 2
<211> 199
<212> PRT
<213> Copr
<400> 2

737FI

ccactctege
tcgagteeceg
aagtcggcac
ttcgggactc
ctggtagcga
gctgccccaa
aaagctcage
cgctgetcege
tgacccatac
caacgtcggt
tggatcggtyg

aggacaccce

inus

SEQUENCE LISTING

PatentIn version 3.3

Coprinus cinereus

caccctegeca
ccagetcette
cttgggtacc
tgtcgagttce
ccgtggtggt
cgccaagatc
gttccatggt
cagctcectecg
agggatgatg
gacctcatct
agtgctacct

cgacgctgcet

cinereus

Valtion teknillinen tutkimuskeskus

Novel Esterases and Their Use

ctcggecgecg
tgcagggacyg
gtegttggtc
gagggcattg
gcccgeacca
ttcatctceg
gttgactcgce
ctgcagacca
ctecteecegg
gtgccggect
gccacaatag

cgatggatcg

Met Lys Phe Thr Thr Leu Ala Thr Leu Ala Leu

1

Leu Ala Ala

Asp Val Tyr
35

Gly Thr Vval
50

5

Pro Val Thr

20

val

val

Phe Phe Ala

Gly Pro

Glu

40

Gly
55

Leu

10

Leu Glu Ser Arg

25

Arg Gly Thr Gly

Ser Ala Ala

Page 1

tectecgetet
tgtacgtcett
ctggcctcag
actacccege
tggcaaacaa
gctactcgta
ctgtagacaa
ggcgagagtc
tggccteccaa
tcctacccete
ctgactctcecce

ccgcetegegt

cgctgecccea
cttegetegt
tgcagcggte
cctegtcetec
ggtcteccaa
agttccgacg
ggtgcccagy
actggtgtcg
agccgcagga
cttgecteccc
tcgectgacct

ttag

Gly Ala vVal Ser Ala

Gln Leu
30

Glu Vval
45

Val Lys
60

Phe Cys

Gly Thr

Leu Ala

15

Arg

Leu

Val

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

714




Arg Ser

65

Asp

Gly Tyr Leu

Lys Val Ser

Ser Gly Tyr

115

Leu Ser Ala

130

Asp Pro

145

Tyr

Lys Thr Tyr

Leu Leu Ala

Ile
195

Arg Trp

<210> 3
<211> 732
<212> DNA
<213> Copr

<400> 3
atgaagtttt

attggtctcg
acgactgaga
gtcaagectcg
attggatatc
acgactgtcc
aaactacact
tccagccaag
gaccgcgtceca
acacttgage

catctteege

VvVal Glu

70

Ala Gly

85

Gln
100

Thr Al

Ser Gln

Ala Asp Gl

Arg Asp

15

Asn
165

Cys

Pro His

180

Ala Ala

inus

ccgcecctegt
aagcgcgaca
ctectgeacce
ttcecagagaa
tcatcggggy
gccaatgttce
tggttaaaac
gcgcccaggt
ctggggtagt
agagacggaa

ttcectectea

Phe

Gly

Gly

Asp

Val

Phe

Arg

Glu Gly

Asp Arg

a Ser Arg

Ala Gln

120

n Ala
135

Arg

Ala Leu

0

Gly Asp

Thr

Tyr

val

cinereus

cgecectegece
aggcacctge
cctaggcgac
atctgtggaa
tgaccctgag
gaatgcgaag
tggtgctega
gacccacctt
cacctttggce
gactttctgt

tttcgaatat

Ile

Gly

Cys

105

vVal

val

Pro

Leu

Gly
185

Asp Tyr

75

Gly Ala

90

Pro Asn

Thr His

Thr Gly

Gly Gly

155

Ile
170

Cys

Ser Asp

ctecggegetg
agcgatgtet
aggattgcetce
ttcactggcg
ggtgccaaaa
attttcatgt
tgattggtgc
gctgetegte
gacccgtaca

cgtaatgggg

cataacgtac

Page 2

Pro Ala Leu

Arg Thr Met

Ala Ile

110

Lys

Ala
125

Leu Ala

val
140

vVal Thr

Leu Gln Ser

Ala Gly Leu

Thr Pro Asp

190

ccaccacctt
atgtcttrtt
cgtttttecag
tgcecectatge
cgatggcgaa
ctgggtatag
tcaatggttg
aactttcaga
aggacactgce
atttgatttg

gtecctteatce

Val Ser

80

Ala
95

Asn

Phe Ile

Arg Gln

Phe Gly

Arg Arg

160

Pro Thr

175

Ala Ala

cgcegeccca
cgtgcgaggyg
ggatgcgcetyg
cgctgggttg
tatggttacg
gtacgagttc
ttteceegtet
tgaggatctc
cctteecgga
cgaacgcgtg

gtattgatta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660




taggtcctgt cggctaatgg gtacatctag gatgccgaag aggctgcteg ctgggtceget

gaccgcgttt ag

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

4
200
PRT

Coprinus

4

Met Lys Phe

1

Phe

Val

Gly

Pro

65

Ile

Asn

Met

Gln

Gly

145

Arg

Leu

Ala

Ala

Tyr

Asp

50

Glu

Gly

Met

Ser

Leu

130

Asp

Lys

Pro

Arg

<210>

Ala

val

35

Arg

Lys

Tyr

vVal

Gly

115

Ser

Pro

Thr

Leu

Trp

195

5

Ser

Pro

20

Phe

Ile

Ser

Leu

Thr

100

Tvyr

Asp

Tyvr

Phe

Pro

180

Val

cinereus

Ala Leu

Ile Gly

Phe Val

Ala Pro

vVal Glu

70

Ile Gly
85

Thr Thr

Ser Gln

Glu Asp

Lys Asp

150

Cys Arg
165

Pro His

Ala Asp

Val

Leu

Arg

Phe

55

Phe

Gly

vVal

Gly

Leu

135

Thr

Asn

Phe

Arg

Ala

Glu

Gly

40

Phe

Thr

Asp

Arg

Ala

120

Asp

Ala

Gly

Glu

vVal
200

Leu

Ala
25

Thr

Arg

Gly

Pro

Gln

105

Gln

Arg

Leu

Asp

Tyr
185

Ala

10

Arg

Thr

Asp

Val

Glu

90

Cys

Val

vVal

Pro

Leu

170

His

Leu

Gln

Glu

Ala

Pro

75

Gly

Ser

Thr

Thxr

Gly

155

Ile

Asn

Page 3

Gly

Gly

Thr

Leu

60

Tyr

Ala

Asn

His

Gly

140

Thr

Cys

Asp

Ala

Thr

Pro

45

Val

Ala

Lys

Ala

Leu

125

val

Leu

Glu

Ala

Ala

Cys

30

Ala

Lys

Ala

Thr

Lys

110

Ala

val

Glu

Arg

Glu
190

Thr

15

Ser

Pro

Leu

Gly

Met

95

Ile

Ala

Thr

Gln

vVal

175

Glu

Thr

Asp

Leu

val

Leu

80

Ala

Phe

Arg

Phe

Arg

160

His

Ala

720

732




<211>
<212>
<213>

823
DNA

<400> 5
atggtctcecca
gcggececeyg
actgagcccce
tctcaaaccyg
agctcegtegg
cctaatcaga
tagtgcatcg
ggtgacactc
tctagcatcyg
caagggccte
ctccggcaag
gacccaggac
tttgttctgt
gaacgatgct
<210> 6
<211> 229
<212> PRT
<213> Copr
<400> 6
Met Val Ser

1

Thr Gly Val

Ile
35

His Ile

Val Gly

50

Gln

Ser Thr

65

Asp

Ser Ser Ser

aatcactcac
cceccaccac
cgggecccgg
ttteccaccga
cgggtactge
agattgtgct
ggctaagttg
tcgecggtay
ccaaccgagyg
tcteccccaa
tcctacaacg
tacagcctca
gcttcgggtce

gcgaggtttyg

inus

Coprinus cinereus

ctceetegte
cceetgegec
catcgtcggt
ctcggtegat
ggccctcaag
tattgggtac
ttgatgggcet
aggaggcggyg
ttcgtctece
cagtcgtcgce
agggcacagce
ccttecgete
tttecgactat

ttcttgataa

cinereus

ctcctegecet
caagtgcaca
caactcatca
taccectgeta
acgcacttga
tcgcaggtga
tgcgtttteg
ctcttgggea
ttecetettte
cgtagccaaa
tcgcagggac
gcgcgtcaag
cgtccatttg

gattggtggt

tcaccctcac
tcatcgecgce
cccagatcca
cgcttgagaa
caaaccaggc
ggatggattg
tatagggcgce
cccgaactcece
ttccaccccce
ttcggcgace
ggcatgttcecc
agctggtgeg
acgtaccttg

taa

Lys Ser

Ala Ala

20

Ala Ala

Leu Ile

Ser Val

Ala Gly

85

Leu

Ala

Arg

Thr

Asp

Thr

Thr

Pro

Ala

Gln

55

Tyr

Ala

Sex

Ala

Ser

40

Ile

Pro

Ala

Leu

Pro

25

Thr

Gln

Ala

Leu

val

10

Thr

Glu

Asn

Thr

Lys
90

Leu

Thr

Pro

Gln

Leu

75

Thr

Page 4

Leu

Pro

Pro

Ser

60

Glu

His

Ala

Cys

Gly

45

Ser

Asn

Leu

Phe

Ala

30

Pro

Gln

Tyr

Thr

cggtgtcgea
ccgcegeateg
gaaccagagt
ctacaacgag
gaataggtgce
ctagtactac
tcatatcatc
cgctatcgac
acaccccact
ccegecacgt
ccecgeggect
actttaacga

agaggtacca

Thr
15

Leu
Gln val
Gly Ile
Thr

Val

Glu
80

Asn

Asn Gln

95

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

823




Ala Asn

Gly Ala

Leu Gly
130

Val Ala
145

Tyr Asn

Thr Gln

Asp Phe

Leu Thr
210

Asp Lys
225

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Met Lys
1

Leu Ala

Asp Val

Gly Thr
50

Arg Gly
65

Gly Tyr

Arg Cys
100

His Ile
115

Thr Arg

Val Ala

Glu Gly

Asp Tyr
180

Asn AsSp
195

Tyr Leu

Ile Gly

7

199

PRT
Coprinus
7

Phe Thr

Ala Pro
20

Tyr Val

35

val Val

Ser Val

Leu Ala

Pro Asn Gln

Ile Gly Asp

Thr Pro Ala
135

Lys Phe Gly
150

Thr Ala Arg
165

Ser Leu Thr

Leu Phe Cys

Glu Arg Tyr

215

Gly

cinereus

Thr Leu Val

Ala Ala Glu

Phe Phe Ala

Gly Pro Ser
55

Asp Phe Glu
70

Gly Gly Asp
85

Lys

Thr

120

Ile

Asp

Arg

Phe

Ala

200

Gln

Thr

Leu

Arg

40

Phe

Gly

Arg

Ile

105

Leu

Asp

Pro

Asp

Arg

185

ser

Asn

Leu

Glu

25

Gly

Ser

Ile

Gly

Val Leu

Ala Gly

Ser Ser

Arg His

155

Gly Met
170

Ser Arg

Gly Leu

Asp Ala

Ala Leu
10

Ser Arg

Thr Gly

Ala Ala

Asp Tyr

75

Gly Ala

Page 5

Ile

Gly

Ile

140

Val

Phe

val

Ser

Ala
220

Gly

Gln

Glu

Val

Pro

Arg

Gly

Gly

125

Ala

Ser

Pro

Lys

Thr

205

Arg

Ala

Leu

Ile

45

Ser

Ala

Thr

Tyr

110

Gly

Asn

Gly

Arg

Ser

190

Ile

Phe

Val

Phe

30

Gly

Leu

Leu

Met

Ser

Gly

Arg

Lys

Gly

175

Trp

val

Val

Ser

15

Cys

Thr

Ala

vVal

Ala
95

Gln

Leu

Val

Ser

160

Leu

Cys

His

Leu

Ala

Arg

Leu

val

Thr

80

Asp




Lys

Ser

Leu

Asp

145

Lys

Ile

Arg

val

Gly

Ser

130

Pro

Thr

Leu

Trp

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ala

Tyr
115

Ala

Tyr

Tyr

Ala

vVal
195

8
199
PRT

8

Met Lys Phe

1

Leu

Asp

Gly

Arg

65

Gly

Lys

Ala

Val

Thr

50

Gly

Phe

Val

Ala

Tyr

35

Val

Ser

Leu

Ser

Ser

100

Ser

Ala

Arg

Cys

Pro

180

Ala

Coprinus

Phe

Pro

20

val

Ile

Val

Ala

Ser
100

Thr Ala

Gln Gly

Asn Gln

Asp Asp

150

Asn Phe
165

His Leu

Ala Arg

cinereus

Ala Leu

vVal Ala

Phe Phe

Gly Pro

Thr Phe

70

Gly Gly
85

Ile Ala

Ser

Ala

Ala

135

Ala

Gly

Thr

Val

Ala

Gln

Ala

Arg

55

Glu

Asp

Ala

Arg

Gln

120

Arg

Leu

AsSp

Tyr

Thr

Ile

Arg

40

Leu

Gly

Arg

Gln

Cys

105

Val

Val

Pro

Leu

Gly
185

Leu

Asp

Gly

Arg

Ile

Gly

Cys
105

Pro

Thr

Thr

Gly

Ile

170

Ser

Ala

10

Thr

Thr

Thr

Asp

Gly

90

Pro

Asn

His

Gly

Gly

155

Cys

Asp

Ile

Arg

Thr

Ala

Tvr

75

Ala

Asp

Page 6

Ala

Leu

val

140

Leu

Asp

Ala

Gly

Gln

Glu

vVal

60

Pro

Arg

Ala

Lys

Ala

125

val

Asp

Gly

Ser

Ala

Leu

Ile

45

Ser

Ala

Thr

Lys

Ile

110

Ala

Thr

Ser

Leu

Asp
190

Leu

Arg

Gly

Arg

Val

Met

Ile
110

Phe

Arg

Phe

Arg

Pro

175

Ala

Ser

15

Cys

Thr

Ala

val

Ala

95

Phe

Ile

Gln

Gly

Arg

160

Thr

Ala

Ala

Asp

Leu

vVal

Ala

80

Gln

Tle




Ser

Leu

Asp

145

Lys

Tle

Ser

Gly

Ser

130

Pro

Thr

Leu

Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Tyr
115

Ala

Asn

Phe

Leu

Ile

195

9
216
PRT

Ser

Ala

Arg

Cys

Pro

180

Ala

Coprinus

9

Met Arg Leu

1

Leu

Leu

Val

Glu

65

Ser

Leu

Thr

Leu

Ala

Asp

His

50

Val

Ser

Gly

Ala

Ser
130

Thr

Ile

35

Val

Val

Arg

Tyr

Ala

115

Gly

Ser

Pro

20

Arg

Leu

Gly

Thr

Leu

100

Ala

Tyr

Gln

Asp

Asp

Asn

165

His

Gly

cinereus

Pro

Val

Asp

Phe

Pro

Leu

85

Gln

Asn

Ser

Gly

Gln

Arg

150

Ala

Leu

Arg

Leu

Pro

Leu

Ala

Gly

70

Ser

Gly

Ile

Gln

Ala

Ala

135

Ala

Gly

Thr

Val

Leu

Ile

Leu

Arg

55

Phe

Phe

Gly

Ala

Gly
135

Gln

120

Arg

Leu

Asp

Tyr

Pro

Pro

Glu

40

Gly

Arg

Ala

Asp

Lys

120

Ala

Val

vVal

Pro

Leu

Gly
185

Leu

Asn

25

Ala

Thr

Asp

Gly

Lys

105

Ser

Gln

Thr His

Thr Gly

Gly Gly
155

Ile Cys
170

Ser Asp

Ile Thr
10

Pro Ile

Arg Gln

Ala Glu

Asn Leu

75

Ile Ser
90

Glu Gly

Cys Pro

val Vval

Page 7

Leu

val

140

Leu

Ala

Ala

Leu

Ile

val

Thr

60

Ile

Tyr

Ala

Ser

His
140

Ala

125

Ile

Glu

Gly

Thr

Ala

Glu

Thr

45

Pro

Lys

Ala

Lys

Ala

125

Leu

Ala

Thr

Asn

Arg

Glu
190

Sexr

His

30

Cys

Thr

Val

Ala

Thr

110

Lys

Ala

Arg

Phe

Arg

Ser

175

Ala

Leu

15

Asp

Arg

Leu

Leu

Ser

95

Met

Ile

Ala

Gln

Gly

Arg

160

Thr

Ala

Thr

Asp

Ser

Gly

Pro

80

Tyxr

Ala

Phe

Ala



Gln
145

Leu Ala
Gly Asp Pro
Arg

Lys Thr

Val Thr
195

Leu

Ala Arg Trp

210

<210>
<211>
<212>
<213>

10
1120
DNA

<400> 10

caggacaggt
ccattctctyg
caaaaaaacc
atgcctttge
tcaacgagtt
cctgecgacct
cggaaaacga
gaaacgtcgg
gcaggacctt
gctcegttea
acaatgtcaa
gtctgtcectce
catggtcgtc
cgtggtgcetc
gacgctggtt
gcegcecatttyg
ttcttgaagt
gcgaacataa

tataagcaag

Ser Ser

Val

Gln Ser

150

vVal
165

Tyr

Phe
180

Cys

Asp Pro

vVal Ala

gaggagtata
gtgtctettyg
cacttacaag
ataccccaag
cctetetgag
cattagcgat
tcecttgegge
cgtgettgte
gggcgtcaag
gaatggcatc
ccaagccaga
cagagctgcec
cacaacgcgy
tttggcgacce
gtgtgccatg
acgtatgccg
cttggagagyg
aaaaaaggga

cgttatgaga

Lys

Asn

His

Phe

Arg Ala

Asp Gly

Met Asn

200

Arg Val

215

Trichoderma reesei

taaagagtct
gagcaaaagc
atgcggtcect
ccagcececcce
ttggccaagg
ggtgaagacg
gacgtgacag
ggcccttggt
ggagttccgt
aacatgtaag
tactgactcet
ccaacaccaa
cgagcaacct
cttactacgg
atggagacaa
aagatgcgga
gttacggaag
tcaatgattg

tacatcaatc

Ile Asn
155

Arg

Leu Pro Gly

170

Asp
185

Lys Ile

Tyr Lys Ser

ggattgactc
agcccttcecag
tggccattct
agtcagtcaa
tgatgccceat
cecgetgette
tettgtttge
tctttgattce
atcctgecgag
tcteteccat
tgatgtttaa
gctcgtecte
cgacgccgeg
caagccegtyg
catttgccag
tacggcetget
aggttgtgag
tatatagcga

atgttttgac
Page 8

Gly val

Ala Met

Cys Glu

Ser Trp
205

cgagttctac
cctecteagea
caccaccctc
tcgcagggac
tggcgacacce
cctetttgge
tcgaggcact
tetgecagacy
cgtgcaggac
catgacggta
aaaagggcca
ggcggctact
acaatgtcaa
gctaactttg
ggtggtgaca
gcttttgtgg
agtcaaagta

aagccactga

Ile

Glu

Gly

190

Asp

Thr Phe

160

Asn
175

Arg

Leu Pro

Pro Ala

ttecectetegy
tcttecacteg
ctecgcaggec
tggccttega
atcacggcectg
atctcggaga
tgecgatectyg
gcgcecttggta
ttcecetgtegg
cttatccatt
accagatcaa
cccagggaag
agatcagcgc
acgcggctaa
ttatcttgtt
tgecctettgt
tggagaatgg

acatattgta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1120




<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

11
248
PRT

Trichoderma reesei

11

Met Arg Ser

1

Ala

Ser

Agp

Ala

65

Asp

Gly

Gly

Gln

Gln

145

Gly

Leu

Asp

Leu

Tvr

Ile

Thr

50

Ala

val

val

Ser

Asp

130

Ile

Gly

Asp

Pro

Val
210

Pro

Asn

35

Ile

Ser

Thr

Leu

Arg

115

Phe

Lys

Tyr

Ala

Tyr

195

val

Leu Ala

Lys Pro
20

Glu Phe

Thr Ala

Leu Phe

Val Leu
85

val Gly
100

Thr Leu

L.eu Ser

Ser Val

Ser Gln

165

Ala Thr
180

Tyr Gly

Cys His

Ile

Ala

Leu

Ala

Gly

70

Phe

Pro

Gly

Gly

Leu

150

Gly

Met

Lys

Asp

Leu

Pro

Ser

Cys

55

Ile

Ala

Trp

val

Ser

135

Gln

Ser

Ser

Pro

Gly
215

Thr

Gln

Glu

40

Asp

Ser

Arg

Phe

Lys

120

val

Ser

Met

Lys

Val

200

Asp

Thr

Ser

25

Leu

Leu

Glu

Gly

Phe

105

Gly

Gln

Cys

Val

Ile

185

Ala

Asn

Leu

10

val

Ala

Ile

Thr

Thr

90

Asp

Val

Asn

Pro

Val

170

Ser

Asn

Ile

Leu

Asn

Lys

Ser

Glu

75

Cys

Ser

Pro

Gly

Asn

155

His

Ala

Phe

Cys

Page 9

Ala

Arg

Val

Asp

Asn

Asp

Leu

Tyr

Ile

140

Thr

Asn

val

Asp

Gln
220

Gly

Arg

Met

45

Gly

Asp

Pro

Gln

Pro

125

Asn

Lys

Ala

val

Ala

205

Gly

His

Asp

Pro

Glu

Pro

Gly

Thr

110

Ala

Met

Leu

Ala

Leu

190

Ala

Gly

Ala

15

Trp

Ile

Asp

Cys

Asn

95

Ala

Ser

Ala

Val

Ser

175

Phe

Lys

Asp

Phe

Pro

Gly

Ala

Gly

80

val

Leu

Val

Asn

Leu

160

Asn

Gly

Thr

Ile




Ile Leu Leu Pro His Leu Thr Tyr Ala Glu Asp Ala Asp Thr Ala Ala
230

225

Ala Phe Val Val Pro Leu Val Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

12

DNA
<400> 12

atgacgtgga
ggtctctgece
gaacagctgg
ccctacgcac
ggcgactcgt
cgccgeggtyg
gggggccacyg
cttaccgggg
gctecttetet
ttcecgattcect
cagatggcca
cgegtecget
ttcaacgcgyg
aagctggagce
atccggegtt
gactacgacg
tacgcgagaa
gagaagtcgg
ccggagaact
atgatggcca
gcggagaatt
cttggccaca
acgatgagct
<210>
<211>

<212>
<213>

13
443
PRT

1332

245

atccagatat
tggttgcgceca
tgctacaacc
cgccetteec
actcggeegyg
ccaacgcecta
acccaacctt
ccgagecgeayg
ccattggcgyg
acagcttcta
gttcggattt
gggagaagag
atacggacga
gcaagctteg
cagtcgacgce
aggectttga
acgagacctg
tgctegtgge
gcctcgaccece
tggccgetga
cgatgtggta
tggcaatgag

ga

Trichoderma reesei

tgcgacctgg
gggecgtgga
tcctectceca
cagtcgacca
cataggcaca
cceggtgetyg
tcagtttcte
ccagatcgat
caacgacctg
ctccecggeacce
tgaaaaccgt
gcegtggtte
gtgcgacgac
ccagcgecatg
catcaacgcece
ggggecatcge
gttettectt
agaagatgcc
ggcacagacg
gagggacccce
tgtgcctaca

agatcggatc

Trichoderma reesei

235

ttgctgetgt
tggcagcegt
gactcgtecg
ggcagecegtce
ggcctcatca
gtgcagcgceyg
tcctgcacgg
ggcttcaaca
ggcttcectteg
tgcgagactg
cttcgacttyg
accattaccg
tactcctttyg
aacgacatgg
gcctttgecg
ttctgcgage
gtcggeggece
ctgttgectc
tccggggact
atgcttcgaa
tattacggca

tacaaggcat

Page 10

tggcgctgge
acgagcatcg
cagccacteg
cgtecggett
atggcaccga
acctccaccg
gctctactgt
caacctecgac
acatcatgaa
ctcectecgeca
tcatcatgga
tgacgggata
gcatgtggtyg
ttgtcgacgt
agcecccecgggt
caggcgtcecgt
tggacaacaa
ccgactetec
ggggggagct
aggcagacgyg
agacgtttca

ggcgtgaaat

240

tccaatcege
ccetgaaaat
accctecget
tattgcecctce
agatgaatgt
cagtctggac
tggtgacatyg
ggccgacttt
tagctgcatc
cgccgacgag
gattctcgac
tgcgegettce
gcgeggecee
caacaacaag
cctetttgte
tgagccegac
ccecgagegeg
actaatcgac
ggccttgtgt
gcgggttgtyg
tccgeggagt

gcacgttecg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1332




<400>

Met

Ala

Pro

Pro

Pro

65

Gly

Glu

Arg

Phe

Glu

145

Ala

Asn

Thr

Asn

Glu

225

Phe

Thr

Pro

Tyr

Pro

50

Phe

Asp

Asp

Asp

Leu

130

Arg

Leu

Ser

Ala

Arg

210

Lys

Asn

13

Trp

Ile

Glu

35

Asp

Pro

Ser

Glu

Leu

115

Ser

Ser

Leu

Cys

Leu

195

Leu

Axrg

Ala

Asn

Arg

20

His

Ser

Ser

Tyr

Cys

100

His

Cys

Gln

Ser

Ile

180

Arg

Arg

Pro

Asp

Pro

Gly

Arg

Ser

Arg

Ser

85

Arg

Arg

Thr

Ile

Ile

165

Phe

His

Leu

Trp

Thr
245

Asp

Leu

Pro

Ala

Pro

70

Ala

Arg

Ser

Gly

Asp

150

Gly

Arg

Ala

Val

Phe

230

Asp

Ile

Cys

Glu

Ala

55

Gly

Gly

Gly

Leu

Ser

135

Gly

Gly

Phe

Asp

Ile

215

Thr

Glu

Ala

Leu

Asn

40

Thr

Ser

Ile

Ala

Asp

120

Thr

Phe

Asn

Tyr

Glu

200

Met

Ile

Cys

Thr

Val

25

Glu

Arg

Arg

Gly

Asn

105

Gly

Val

Asn

Asp

Ser

185

Gln

Glu

Thr

Asp

Trp Leu Leu
10

Ala Gln Gly

Gln Leu Val

Pro Ser Ala
60

Pro Ser Gly
75

Thr Gly Leu
90

Ala Tyr Pro

Gly His Asp

Gly Asp Met
140

Thr Thr Ser
155

Leu Gly Phe
170

Phe Tyr Ser

Met Ala Ser

Ile Leu Asp
220

Val Thr Gly
235

Asp Tyr Ser
250

Page 11

Leu

Arg

Leu

45

Pro

Phe

Ile

val

Pro

125

Leu

Thr

Phe

Gly

Ser

205

Axrg

Tyr

Phe

Leu

Gly

30

Gln

Tyr

Ile

Asn

Leu

110

Thr

Thr

Ala

Asp

Thr

190

Asp

Val

Ala

Gly

Ala

15

Trp

Pro

Ala

Ala

Gly

val

Phe

Gly

Asp

Ile

175

Cys

Phe

Arg

Arg

Met
255

Leu

Gln

Pro

Pro

Leu

80

Thr

Gln

Gln

Ala

Phe

160

Met

Glu

Glu

Trp

Phe

240

Trp



Trp

Met

Asn

Ala

305

Tyr

Asn

Pro

Gln

Ala

385

Ala

His

Ala

Arg

val

Ala

290

Phe

Ala

Pro

Pro

Thr

370

Ala

Glu

Pro

Trp

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt catgaagttc accactctcg cc

<210>
<211>
<212>

Gly

val

275

Ala

Glu

Arg

Ser

Asp

355

Ser

Glu

Asn

Arg

Arg

435

14
52
DNA

Pro

260

Asp

Phe

Gly

Asn

Ala

340

Ser

Gly

Arg

Ser

Ser

420

Glu

Lys

vVal

Ala

His

Glu

325

Glu

Pro

Asp

Asp

Met

405

Leu

Met

Artificial

Leu

Asn

Glu

Arg

310

Thr

Lys

Leu

Trp

Pro

390

Trp

Gly

His

Glu

Asn

Pro

295

Phe

Trp

Ser

Ile

Gly

375

Met

Tyr

His

Val

Arg

Lys

280

Arg

Cys

Phe

Val

Asp

360

Glu

Leu

val

Met

Pro
440

Lys

265

Ile

Val

Glu

Phe

Leu

345

Pro

Leu

Arg

Pro

Ala

425

Thr

Leu

Arg

Leu

Pro

Leu

330

val

Glu

Ala

Lys

Thr

410

Met

Met

Arg

Arg

Phe

Gly

315

vVal

Ala

Asn

Leu

Ala

395

Tyr

Arg

Ser

09668 eteenpdin suuntautuva aluke

14

15
71
DNA

Page 12

Gln

Ser

val

300

val

Gly

Glu

Cys

Cys

380

Asp

Tyr

Asp

Arg

Val

285

Asp

Val

Gly

Asp

Leu

365

Met

Gly

Gly

Arg

Met

270

Asp

Tyr

Glu

Leu

Ala

350

Asp

Met

Arg

Lys

Ile
430

Asn

Ala

Asp

Pro

Asp

335

Leu

Pro

Ala

val

Thr

415

Tyr

Asp

Ile

Glu

Asp

320

Asn

Leu

Ala

Met

Val

400

Phe

Lys




<213> Artificial

<220>
<223> 09668 taaksepdin suuntautuva aluke

<400> 15
ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtce ctagtggtgg tggtggtggt gaacgcgagc

ggcgatccat ¢

<210> 16

<211> 52

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> 07482 eteenpdin suuntautuva aluke

<400> 16
ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt catgaagttt tccgcceccteg tce

<210> 17
<211> 70
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> 07482 taaksepdin suuntautuva aluke

<400> 17
ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtc ctagtggtgg tggtggtggt gaacgcecggtc

agcgacccag
<210> 18
<211> 53
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> 05430 eteenpdin suuntautuva aluke

<400> 18
ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt catggtctcec aaatcactca cct

<210> 19
<211> 75
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> 05430 taaksepdin suuntautuva aluke

<400> 19
ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtc ctagtggtgg tggtggtggt gaccaccaat

cttatcaaga acaaa

<210> 20
<211> 52

Page 13

60

71

52

60

70

53

60

75



<212> DNA
<213> Artificial

<220>

<223> 17732 eteenpdin suuntautuva aluke

<400> 20

ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt catgcecggtecce ttggecattce tc 52
<210> 21

<211> 74

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> 17732 taaksepdin suuntautuva aluke

<400> 21

ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtc ctagtggtgg tggtggtggt gagaaacaag 60
aggcaccaca aaag 74
<210> 22

<211> 101

<212> DNA

<213> Trichoderma reeseil

<400> 22

ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt catgtatcgg aagttggceccg tcatctcecggce 60
cttecttggece acagctcgtyg ctcectcectgect ggttgecgcag g 101
<210> 23

<211> 72

<212> DNA

<213> Trichoderma reesei

<400> 23
ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtc ctagtggtgg tggtggtggt gttgceccatgt 60
ggccaagact cc 72

Page 14
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