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Tiivistelma - Sammandrag

Keksintd koskee Actinomadura EPP.:n Uppfinningen avser isolering och kloning
ksylanaasien eristystd ja kloonausta. av xylanaser fran ~Actinomadura spp. Mole-
Naiden ksylanaasien molekyylipainot avat kylvikterna fOr dessa xylanaser &r 35 kDa
35 kDA ja 50 kDA, Ne ovat termostabiileja och 50 kDA, De &r termostabila och salunda
ja siten edullisia k#yttida puumassan bio- fdrmanliga att anvdénda vid bioblekning av

valkaisussa. pappersmassa.

%




.. e
. wee

. ..
ae Y

*s ssse Sees  ss
see ase
. .

" 118010
Actinomaduran ksylanaasisekvenssit ja kayttomenetelméat
Actinomaduras xylanassekvenser och férfaranden £6r dess

anvandning

Keksinnén ala on termostabiilit entsyymit ja niiden kayttd.
Erityisesti keksinndén ala on korkeassa lampdtilassa aktiiviset
ksylanaasit. Keksinndén mukaiset koostumukset ovat kayttdkel-
poisia kasvibiomassan ominaisuuksien muuntamiseen, erityisesti
ligniinipitoisuuden vahentémiseen. Keksintd kohdistuu mnmyds
entsyymivalkaisumenetelmaén, jossa kaytetdan keksinndén mukai-

sia entsyymikoostumuksia.

Sulfaattimassan valkaisun tarkoituksena on poistaa massasta
keiton jalkeen massassa j&ljelld oleva jaanndsligniini. Tama
on perinteisesti tehty kayttamdllad klooria sisdltavii kemi-
kaaleja. Huoli ymparistdsta ja kuluttajien vaatimukset ovat
herattaneet tarpeen kehittdd vaihtoehtoigia valkaisuteknii-

koita.

Ensimmdinen biotekninen l&hestymistapa t&h&n ongelmaan oli
k&yda kasiksi ligniiniin, suoraan ligniinid hajottavilla ent-
syymeilléd. Entsymaattisen ligniininhajotuksen kemia nayttaa

kuitenkin olevan hyvin monimutkaista ja vaikeata saadella.

Ligniinid voidaan hajottaa, kaytt&mdlld ligninaaseja tuottavaa
mikro-organismia sellaisenaan. Késittelyajat ovat kuitenkin
suhteellisen pitkia. K&sittelyajat voivat olla esimerkiksi
paivid, ja mikro-organismit tarvitsevat lisiravinteita toimi-
akseen. Myds muiden, ei-toivottujen mikrobien kontrollointi
voi olla vaikeaa. Ligniinihajotuksen kayttd eristetyillad ligni-
naaseilla tai mikro-organismeilla on runsaan tutkimuksen koh-
teena. (Katso esimerkiksi Farrell, R.L., et al., Lignocellu-
losics, 305-315 (1992); Jurasek, L., Lignocellulosics, 317-325
(1992)).

Puumassa sisaltdd selluloosan ja ligniinin lis&ksi hemisellu-
loosaa. Toinen lahestymistapa on kaydid kasiksi hemiselluloo-
saan - puun kolmanteen pd&aineogaan. Luontaisessa lehtipuussa

hemigelluloosa on paaasiassa ksylaania, kun taas havupuussa
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hemiselluloosa on pddosin glukomanﬁaaneja ja Jjonkin verran
ksylaania. Massan keiton aikana osa ksylaanista liukenee keit-
toliemeen. Keittoajan loppuvaiheessa alkalikonsentraation
pienentyessd osa liuenneesta ja muuntuneesta ksylaanista saos-

tuu uudelleen takaisin selluloosakuiduksi.

Vuonna 1986 havaittiin, ettd valkaisemattoman éulfaattimassan
esikasittely ksylanaasilla johtaa vahentyneeseen kemikaalien
tarpeeseen valkaisuprosessissa (Viikari, L., et al., Procee-
dings of the 3rd Int. Conf. on Biotechnology in the Pulp Paper
Ind., Tukholma (1986), s. 67-69). Sulfaattimassan ksylanaasi-
esikasittely hydrolysoi osittain sulfaattimassassa olevaa
ksylaania. Tam& tekee massan rakenteesta huokoisempaa ja mah-
dollistaa tehokkaamman ligniinifragmenttien poiston myShem-
missad valkaisu- Jja vuuttovaiheissa. Useigssa laboratorioissa
selostettiin myShemmin ksylanaasiesikdsittelyn olevan hyoddyl-
linen yhdessa sellaisten perdkkdisten valkaisujaksojen kanssa,
jotka koostuvat aineista Clz, ClO=z, Hz20z, ©O= ja Os. Katso
katsaukset artikkeleissa viikari, L., et al., FEMS Microbiol,
Rev. 13: (1994, painossa); Viikari, L., et al., teoksessa:
Saddler, J.N., toim., Bioconversion of Forest and Agricultural
Plant Residues, C-A-B International (1993), s. 131-182; Grant,
R., Pulp and Paper Int. (Syyskuu 1993), s. 56-57; Senior &
Hamilton, J. Pulp & Paper: 111-114 (syyskuu 1992); Bajpai &
Bajpai, Process Biochem. 27: 319-325 (1992); Onysko, A., Bio-
tech. Adv. 11:; 179-198 (1993);  ja Viikari, L., et al., J.
Paper and Timber 73: 384-389 (1991). '

"Tdllaisen ksylanaasikésittelyn j&lkeen massan paremman valkais-

tavuuden suorana seurauksena on myShempien valkaisukemikaalien
kulutuksen vaheneminen, mikd kloridia sisdltaviad kemikaaleja
kdytettdessd johtaa ympdristdn kannalta ei-toivottujen orgaa-
nisten klooriyhdisteiden vdhentyneeseen muodostumiseen. Ksyla-
naasikéasittelyn jadlkeen massan paremman valkaistavuuden suo-
rana seurauksena on my0s mahdollisuus valmistaa tuote, jolla
on sellainen 1lopullinen valkoisuusaste, mika valkoisuusaste
muutoin olisi vaikea aikaansaada (kuten esimerkiksi kokonaan

kloorivapaassa (TCF) peroksidi valkaisussa. Ksylanaasientsyy-
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min substraattispesifisyyden wvuoksi selluloosakuidut eiviat
vahingoitu, ja tuotteen lujuusominaisuudet ovat reilusti hy-

vaksyttavien rajojen siséapuolella.

Asia ei kuitenkaan ole niin yksinkertainen kuin pelkdstdin
ksylanaasikdsittelyvaiheen lis#3minen. Useimmat massanvalkai-
suun suunnitellut kaupalliset ksylanaasit eivat ole erityisen
lamménkestdvid, erityisesti kaytettdessd neutraaleja tai emdk-
sisiada pH-olosuhteita. Kaytanndssa ksylanaasit ovat tavalli-
sesti tehottomia tai inaktiivisia lampdtiloissa, Jjotka ovat

korkeampia kuin 60 °C.

Ksylanaasien kloonaﬁs on selostettu Actinomadura sp. FC7:sta‘
(Ethier, J. -F. et al., teoksessa: Industrial Microorganisms:

Basic and Applied Molecular Genetics, R. Baltz, et al., toim.

(Proc. 5th ASM Conf. Gen. Mol. Biol. Indust. Microorg., 11-15,

lokakuuta, 1992, Bloomington, Indiana, posteri C25); baktee-
reista (esim. Ghangas, G.S., et al., J. Bacteriol. 171: 2963-
2969 (1989); Lin, L.-L., Thomson, J.A., Mol. Gen. Genet. 228:

55-61 (1991); Shareck, F., et al., Gene 107: 75-82 (1991);

Scheirlinck, T., et al., Appl., Microbiol. Biotechnol. 33:

534~541 (1990); Whitehead, T.R., Lee, D.A., Curr. Microbiol.

23: 15-19 (1991); Jja sienistd (Boucher, F. et al., Nucleic
Acids Res. 16: 9874 (1988); 1Ito, K. et al., Bioscl. Biotec.

Biochem. 56: 906-912 (1992); Maat, J. et al., teoksessa Vis-
ser, J. et al., toim., Xylans and Xylanases (Elsevier Science,

Amsterdam), s. 349-360 (1992); van den Broeck, H. et al., EP
463,706 Al (1992), WO 93/25671 ja WO 93/25693). Eridit tutkijat
ovat ehdottaneet, ettd entinen suku Actinomadura tulisi jakaa
kahteen sukuun, Actinomadura Jja Microtetraspora, joista jal-
kimmainen sisaltda esim. entisen A. flexuosan (Kroppenstedt, et
al., System. Appl. Microbiol. 13: 148-160 (1990).

Thermomoﬁospora fusca-lajin tiedet&ddn tuottavan termostabii-
leja ja alkalistabiileja ksylanaaseja (EP 473,545, Sandoz).
Hemiselluloosaa hydrolysoivien entsyymien kayttd eri valkai-
sujarjestelmissd kuvataan patenteissa WO 89/08738, EP 383,999,
WO 91/02791, EP 395,792, EP 386,888, EP 473;545, EP 489,104 ja
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WO 91/05908. Hemisellulolyyttisten entsyymien k&yttd parannet-
tuun vedenpoistoon mekaanisesta massasta kuvataan patenteissa
EP 262,040, EP 334,739 ja EP 351,655 sekd DE 4,000,558. Bio-
massan hydrolyysiss&d nestemdisiksi polttoaineiksi tai kemikaa-
leiksi on korkean saannon saamiseksi olennaista muuntaa seki
selluloosa ettad hemiselluloosa (Viikari et al.,
"Hemicellulases for Industrial Applications, " teoksessa:
Bioconversion of Forest and Agricultural Wastes, Saddler, J.,
toim., CAB International, USA (1993)). Myds rehuteollisuudessa
esiintyy tarvetta kayttaa sopivia entsyymiaktiivisuuksien
yhdistelmid runsaasti B-glukaania ja hemiselluloosaa sisalta-

vadn substraatin hajottamiseen.

EméksisessAd pH:ssa aktiivinen ksylanaasi vAhentdisi massan
happamaksi tekemisen tarvetta ennen ksylanaasikasittelya.
Lis&ksi monien nykyaikaisten massan keitto- ja valkaisuproses-
sien lampdtilat ovat suhteellisen korkeita, paljon korkeammat
kuin 50 "C, mikd on sopiva l&mpdtila monille kaupallisille
valkaisuentsyymeille. N&in ollen tarvitaan sellaisia puumassan
valkaisuprosesseihin sopivia termostabiileja ksylanaasivalmis-

teita, jotka ovat stabiileja emdksisissd pH-arvoissa.

RKuvassa 1 esitetdan pH:n vaikutus A. flexuosan (DSM43186)
ksylanaasiaktiivisuuteen (viljelysupernatantti).

Kuvissa 2, 2A ja 2B esitetdan lampdtilan vaikutus A. flexuosan
(DSM43186) ksylanaasiaktiivisuuteen (viljelyssid saatu super-
natantti). Jokaisessa kuvassa neljad pylvastd kusgsakin ajan-
kohdassa tarkoittavat vastaavasti vasemmalta oikealle pH-ar-
voja pH 7, pH 8, pH 9 ja pH 9, 5.

Kuvassa 3 esitetddn A. flexuosan (DSM43186) ksylanaasien DEAE
Sepharose CL-6B-kromatografian eluutiok&ayra.

Kuvassa 4 esitet3in kuvan 3 DEAE:n pooli I:n Phenyl Sepharose
CL-4B-kromatografian eluutiokdyra. Osoitetaan fraktiot, jotka
yhdistettiin néytteen DEPS I/l saamiseksi.
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Kuvassa 4A esitetdidn kuvan 3 DEAE:n pooli II:n Phenyi Sepha-
rose CL-4B-kromatografian eluutiokdyrd. Esitetdin fraktiot,
jotka yhdistettiin naytteiden DEPS II/1 ja DEPS II/2 saami-

seksi.

Kuvassa 4B esitetddn kuvan 3 DEAE:n pooli III:n Phenyl Sepha-‘
rose CL-4B-kromatografian eluutiokdyrada. Esitetdan fraktiot,
jotka yhdistettiin ndytteiden DEPS III/1 ja DEPS III/2 saami-

seksi.

Kuvassa 5 esitetddn eri kromatografiapoolien Coomassie Bril-
liant Blue-proteiinivarjayskuvio. Kaksi vasemmanpuoleisinta
kaistaa: molekyylipainomarkkerit; kaista 1: kasvualusta; kais-
ta 2: DEPS (pooli I/1); kaistat 3 ja 4: DEPS (poolit II/1 ja
vastaavasti II/2); kaista 5: tyhja; kaistat 6 ja 7: DEPS (poo-
lit IIT1/1 ja vastaavasti III1/2); kaista 8: +tyhja. DEPS: ku-
vassa 3 esitetyn DEAE-kromatografian jalkeen saadut fraktiot
ja kuvassa 4 esitetyn Phenyl Sepharose-kromatografian jélkeen
saadut fraktiot.

Kuvassa 5A esitetadn kuvassa 5 vdrjattyjen eri kromatografia-
poolien Western blot-analyysi. Toteamiseen kaytettiin T. fus-
can TfxA-ksylanaasia vastaan muodostettua polyklonaalista
antiseerumia. Vasemmanpuoleisin kaista: molekyylipainomark-
kerit; kaista 1: kasvualusta (medium); kaista 2: DEPS (pooli
I/1); kaistat 3 ja 4: DEPS (poolit II/1 ja vastaavasti 1I/2);
kaista 5: tyhja; kaistat 6 ja 7: DEPS (poolit III/1 ja vastaa-
vasti III/2); kaista 8: tyhj&. DEPS: kuvassa 3 esitetyn DEAE-
kromatografian jdlkeen saadut fraktiot Jja kuvassa 4 esitetyn

Phenyl Sepharose-kromatografian jalkeen saadut fraktiot.

Kuvassa 6 esitetdidn DEAE-lapivirtausmenetelmén lapaisseen
permeaatin Phenyl Sepharose FF-kromatografian eluutiokayrai.
Osoitetaan putket, Jjotka yhdistettiin néytteiden PFl ja PF2
saamiseksi.

Kuvassa 6A esitetdadn DEAE-ldpivirtausmenetelmdssd saadun kon-

sentraatin Phenyl Sepharose FF-kromatografian eluutiokayrii.
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Osoitetaan putket, jotka vyhdistettiin naytteiden KF1l, KF2 ja

KF3 saamiseksi.

Kuvassa 7 esitetddn eri kromatografiapoolien Coomassie Blue-~
proteiinivadrjayskuvio. Lyhenteet ovat kuten kuvissa 6 ja 6A.
Vasemmanpuolimmaiset ja oikeanpuolimmaiset kaistat: molekyyli-
painomarkkerit; kaista 1: kasvualusta (medium); kaista 2: PF1;
kaista 3: PF2; kaista 4: KF1l; kaista 5: KF2; kaista 6: KF3.

Kuvassa 7A esitetaan kuvassa 7 proteiinivarjattyjen eri kroma-
tografiapoolien Western blot-analyysi. Toteamiseen kaytettiin
T. fuscan TfxA-ksylanaasia vastaan muodostettua polyklonaalista
antiseerumia. Lyhenteet ovat kuten kuvissa 6 ja 6A. Vasemman-
puolimmaiset Jja oikeanpuolimmaiset kaistat: molekyylipaino-
markkerit; kaista 1: kasvualusta (medium); kaista 2: PF1i;
kaista 3: PF2; kaista 4: KF1l; kaista 5: KF2; kaista 6: KF3.

Kuvassa 8 esitetddn BSA:n vaikutus 35 kDa:n ksylanaasin ter-
mostabiilisuuteen, Umpinaiset nelidt: ei BSA:ta; avoimet ne-
1lidt: BSA: n kanssa.

RKuvassa 9 esitetdan BSA:n vaikutus 50 kDa:n ksylanaasin ter-
mostabiilisuuteen. Umpinaiset nelidt: ei BSA:ta; avoimet ne-
1lidt: BSA: n kanssa.

Kuva 10 koostuu kuvista 10A-10C.

Kuvassa 10A esitetddn pH:n vaikutus 35 kDa:n ksylanaasin ak-

tiivisuuteen 80 'C:ssa.

Kuvassa 10B esitetaan pH:n vaikutus 50 kDa:n ksylanaasin ak-
tiivisuuteen 60 °C:ssa, (umpinaiset nelidt), 70 "C:ssa (avoi-
met nelidt) ja 80 "C:ssa (umpinaiset ympyrat).

Kuvassa 10C esitet#dn pH:n wvaikutus 35 kDa:n ksylanaasin (um- '
pinaiset nelidét) 3ja 50 kDa:n ksylanaasin (avoimet nelidt)
aktiivisuuteen 60 "C:ssa 60 minuutin inkubaatioilla.
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Kuvassa 11 esitetddn lampdtilan vaikutus 35 kDa:n ksylanaasin
(umpinaiset nelidét) ja 50 kDa:n ksylanaasin (avoimet nelidt)

aktiivisuuteen pH-arvossa 7 60 minuutin inkubaatioilla.
Kuvassa 12 esitetddn plasmidin pALK185 (4470 bp) kartta.

Kuvassa 13 esitet#in Actinomadura sp. DSM43186:n 35 kDa:n
ksylanaasin 1375 emasparin DNA-sekvenssi ja aminohapposekvens-

si,

Kuvassa 14 esitetdaian Actinomadura sp. DSM43186: n 50 kDa: n
ksylanaasin 1864 emdsparin DNA-sekvenssi ja aminohapposekvens-

si,

Kuvassa 15 esitet&an homologiavertailu aminohappotasolla 1864
emdparin insertistd johdetun AM5O0-peptidin ja Actinomadura sp.
FC7: n ksylanaasi II:n (talletusnumero U08894) geenin valilla.
Kuva esittdd  sen, ettd 434 padllekkdiselld aminohapolla oli
70,7 %:n identtisyys.

Kuvassa 15A esitetddn homologiavertailu aminohappotasolla 1864
emdsparin insertist& Jjohdetun AMSO-peptidin ja Streptomyces
lividansin ksylanaasi A: n (xlna) geenin (talletusnumero

M64551) valilla, Kuva esittdad sen, ettd 489 padllekkdaisellid
aminohapolla oli 70,3 %:n identtisyys.

Plasmidit pALK923, pALK938, pALK939, pALK940, pALK941 ja pALK
1056 talletettiin talletuslaitokseen Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1 b,
D-38124'Braunschweig, Saksa Jja niille annettiin vastaavasti
talletusnumerot DSM 9322, DSM 9899, DSM 9900, DSM 9901, DSM
9902 ja DSM 9903. pALK 923 talletettiin 29. heindkuuta, 1994,
ja pALK 938-941 seka pALK1056 talletettiin 3. huhtikuuta,
1995,

Plasmidit pALK927 Jja ‘pALK928 (jotka antoivat positiivisen
signaalin §. lividans xlnA-oligomeerikoettimen kanssa ja sisal-
sivat Actinomaduran 50 kDa:n ksylanaasin geenin) talletettiin
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DSM: ssd 27. syyskuuta, 1994, ja niille annettiin talletusnu-
merot DSM 9447 ja vastaavasti DSM 9448.

Seuraavassa kuvauksessa kdytetdadn laajalti useita yhdistelmid-
DNA-tekniikassa kaytettyja termeja. Seuraavat maaritelmat
annetaan selityksen ja patenttivaatimusten ymmirtdmisen selven-
tamiseksi ja johdonmukaistamiseksi, mukaan lukien ne puitteet,

joissa termia kaytetaan.

Ksylanaasi, T&ssd& kaytettynd ksylanaasi on hemisellulaasi,
joka pilkkoo ksylaanin ksyloosiketjussa olevia B-1,4-sidoksia
(ksylaani on toisiinsa B-1,4-sidoksin liittyneiden D-ksyloosi-
tdhteiden polymeeri). Ksylanaasiaktiivisuus tarkoittaa samaa

kuin ksylanolyyttinen aktiivisuus.

Aminohapposekvenssilld, joka on spesifisen aminohapposekvens-v
sin "ekvivalentti", tarkoitetaan aminohapposekvenssiid, joka ei
0le identtinen spesifisen aminohapposekvenssin kanssa, mutta
joka pikemminkin sisdltda ainakin joitakin aminohappomuutoksia
(deleetioita, substituutioita, inversioita, insertioita, ym.),

jotka eivat olennaisesti wvaikuta proteiinin biologiseen ak-
tiivisuuteen verrattuna spesifisen aminohapposekvenssin vas-
taavaan aktiivisuuteen kun aminohapposekvenssia kaytetaan
haluttuun tarkoitukseen. "Ekvivalentti" aminohapposekvenssi on
edullisesti vahint&83n 85-99 %:sesti homologinen aminchappo-
tasolla spesifiseen aminohapposekvenssiin ndhden, edullisimmin
vdhint&dan 90 %:sesti ja erityisen edullisessa suoritustavassa

vahintddn 95 %:sesti homologinen aminohappotasolla.

Keksinnén mukaisen ksYlanaasin aminohapposekvenssin "biologi-
sella" aktiivisuudella tarkoitetaan sellaisen aminohapposek-
venssin entsymaattista, funktionaalista (kuten esimerkiksi
erityssignaalia tai spesifisen domeenin sekvenssiia) tai immuno-
logista aktiivisuutta.

Isdnndlld, joka on "olennaisilta osiltaan kykenemdtdén" synteti-
soimaan yhtd tai wuseampaa entsyymid, tarkoitetaan isant&a,
jossa yhden tai useamman luetellun entsyymin aktiivisuus on
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heikentynyt, vajavainen tai puuttuva villityyppiin verrattuna.

Entsyymivalmiste. “Entsyymivalmisteella" tarkoitetaan koostu-
musta, joka sisdltda entsyymeja, jotka on uutettu (joko osit-~
tain tai kokonaan puhdistettu) mikrobista tai sellaisen mik=-
robin kasvatukseen kdytetystd kasvualustasta. "Uutettu" tar-
koittaa mitd tahansa menetelmdia, Jjolla halutut entsyymit ero-
tetaan solumassasta, ja siihen sisgsdltyy solujen rikkominen Jja
myds pelkastdidn kidytettyjen solujen poistamista kasvualustas-
ta. T&man vuoksi termi ‘"entsyymivalmiste" kdsittad koostumuk-
set, jotka sis&dltavat kasvualustaa, Jjota on ensin kaytetty
halut(t)u(je)n mikrobi(e)n viljelyyn Jja mitd tahansa entsyy-
mejd, joita mikrobi(t) ovat eritténeet kyseiseen kasvualustaan

viljelyn aikana.

Biovalkaisu. “"Biovalkaisulla" tarkoitetaan 1ligniinin uutta-
mista selluloosamassasta sen jadlkeen, kun hemiselluloosaa
hajottavat entsyymit ovat vaikuttaneet 1ligniinid hajottavien
entsyymien kanssa tali ilman niitd. Hemiselluloosat voivat
rajoittaa ligniinin poistamista Jjoko fysikaalisesti (saostu-
malla uudelleen kuidun pintaan keiton aikana) tai kemialli-
sesti (ligniini-hiilihydraattikomplekseilla). Hemisellulaasi-
aktiivisuus hajottaa osittain hemiselluloosaa, mikd voimistaa
ligniinien wuutettavuutta tavanomaisilla valkaisukemikaaleilla
(kuten kloorilla, klooridioksidilla, peroksidilla, jne.) (Vii-
kari et al., "Bleaching with Enzymesg" teoksessa Biotechnology
in the Pulp and Paper Industry, Proc. 3rd Int. Conf., Tukhol-
ma, s.67-69 (1986); Viikari et al., "Applications of Enzymes
in Bleaching" teoksessa Proc. 4th Int. Symp. Wood and Pulping
Chemistry, Pariisi, Veol.1l, s8.151-154 (1987); Kantelinen et
al., "Hemicellulases and their Potential Role in Bleaching"
teoksessa International Pulp Bleaching Conference, Tappi Pro-
ceedings, 8, 1-9 (1988)). Tamdn parantuneen valkaistavuuden
etuna on alempi valkaisukemikaalien kulutus ja pienempi ymp&-

ristdkuormitus tai paremmat lopulliset wvalkoisuusarvot.

Homologinen, Entsyymilld, Jjoka on "homologinen® keksinndn
mukaisen is&nndn suhteen, tarkoitetaan sitd, ettd is&ntdlajina
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olevan saman lajin transformoimaton kanta luontaisesti tuottaa
jonkin verran natiivia proteiinia; keksinndén mukaisen isannéan
suhteen "homologisella" geenilld tarkoitetaan geenid, jota
esiintyy isa@ntdlajina olevan saman 1lajin transformoimattoman
kannan genomissa. Entsyymilld, Jjoka on "heterologinen" kek-
sinndén mukaisen isannan suhteen, tarkoitetaan sitd, ettid isan-
tédlajina olevan saman lajin transformoimaton kanta ei luon-
taisesti tuota natiivia proteiinia; keksinnén mukaisen isadnnin
suhteen "heterologisella" geenilla tarkoitetaan geenid, jota
ei esiinny isantédlajina olevan saman lajin transformoimattoman

kannan genomissa.

Kloonausvdline. Plasmidi- tai faagi-DNA tai muu DNA- sekvenssi
(kuten esimerkiksi 1lineaarinen DNA), 3joka tarjoaa sopivan
nukleiinihappoymparistdén halutun geenin siirtamiseksi is&nta-
solun sisalle. Keksinndn mukaiset kloonausvdlineet voidaan
suunnitella replikoitumaan itsendisesti prokaryootti- ja euka-
ryootti-isannissa. Sieni-isdnnissa, kuten Trichodermassa,
kloonausvalineet eivat tavallisesti replikoidu itsendisesti,
vaan sen sijaan ne tarjoavat ainoastaan vdlineen halutun gee-
nin siirtdmiseksi Trichoderma-iséntidn josta se insertoituu
Trichoderman genomiin, Kloonausvalineelle voidaan lisédksi
karakterisoida yhdelld tai muutamalla endonukleaasin tunnistus-
kohdalla, jossa sellaiset DNA-sekvenssit voidaan pilkkoa maa-
ritettdvalla tavalla ilman ettd vdline menettdd olennaisen bio-
logisen funktionsa, ja johon DNA:ta voidaan 1liitt&38 mainitun
DNA:n replikaation 3ja kloonauvksen aikaansaamiseksi. Kloonaus-
vadline voi 1lis&dksi sis&dltdd markkerin, 3joka sopii kiytettad-
vaksi kloonausvdlineelld transformoitujen solujen tunnista-
miseksi. Markkerit ovat esimerkiksi antibioottiresistenssi,
Vaihtoehtoisesti sellaiset markkerit wvoidaan siirtdi kloonaus-
vdlineelld, joka on eri kuin se, joka siirtda halutun geenin.

Sanaa "vektori" kaytetddn joskus "kloonausvilineen" asemesta.

Ilmentymisvdline. V&Aline tai vektori, jdka on samanlainen kuin
kloonausvaline, mutta joka pystyy ilment&m&&n halutun geenin

haluttuun is@nt&&n transformoinnin jilkeen.
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Sieni-is&nt33 kaytettdessd haluttu geeni siirretdin edulli-
sesti sieni-is&dnnalle osana kloonaus- tai ilmentymisvalinetta,
joka integroituu sienen kromosomiin. Kloonausvalineestd tai
ilmentymisvadlineesta perdisin olevat sekvenssit voidaan myds
integroida halutun geenin kanssa integraatioprosessin aikana.
Esimerkiksi T. —reeseissd haluttu geeni voidaan ohjata cbhl-
lokukseen.

Haluttu geeni voidaan edullisesti asettaa vektorissa (joka
integroituu halutun geenin kanssa) tarjoamien tiettyjen saa-
telysekvenssien, kuten esimerkiksi promoottorisekvenssien,
siddtelyn alaisuuteen (so. kytketddn niihin toiminnallisesti).
Haluttaessa is&nndn kromosomi voi tarjota sellaiset saately-

sekvenssit insertiolokuksessaan.

Ilmentymisvektorilla olevat ilmentymisen s&atelysekvenssit
vaihtelevat riippuen siitd, onko vektori suunniteltu ilmenta-
maddn tietyn geenin prokaryootti- tai eukaryootti-isdnnidssa
(esimerkiksi sukkulavektori voi toimia bakteeri-isd@nnissd, ja
se voi lis8ksi sisdltd& transkriptioon liittyvid osasia, kuten
vahvistajaosasia, terminaatiosekvensseja ja/tai translaation
initiaatio- ja terminaatiokohtia.

'I. Actinomadura flexuosan ksylanaasien tunnistaminen ja eris-

tdminen

Actinomadura flexuosasta on tunnistettu, puhdistettu jJja k100-
nattu kaksi ksylanaasia. Molemmilla naist& ksylanaaseista on
sellainen pH-optimi Jja termostabiilisuus, Jjoka on haluttu
puumassan entsyymivalkaisussa. Naist& ksylanaaseista toisen

molekyylipaino on noin 35 kDa (AM35) ja toisen molekyylipaino
on noin 50 kDa (AM50).

Optimilampotila-alue Actinomadura flexuosan Kksylanaaseille oriE
puhdistamattomissa valmisteissa 70-80 'C pH-arvossa 6-7. Taman
ksylanaasivalmisteen optimilampotila-alue pH-arvossa 8 on
60-70 "C. Sulfaattimassan valkaisussa t&mi on hyddyllista,

koska sellun keiton jdlkeen massan pH on emiksinen.
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Puhdistetuissa valmisteissa AM35 sdilyttdd 80 % aktiivisuudes-
taan ja AMS0 sailyttda 90 % aktiivisuudestaan 24 tunnin jal-
keen inkuboitaessa BSA:n ladsndollessa. Lampdtilassa 80 °‘C seka
AM35 ettd AMS0 ovat aktiivisimmillaan pH-arvossa 6, mutta
molemmilla on pH 5:n Jja pH 7:n vdlilla laaja aktiivisuusta-

sanne, jossa noin 80 % aktiivisuudesta on sailynyt.

AM35 ja AMS0 voidaan eristda preparaatista, joka on saatavissa
Actinomadura flexuosa-isanndstd, jonka talletusnumero on DSM-
43186 ja joka on saatavissa talletuslaitoksesta Deutsche Samm-
lung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder
Weg 1b, D-38124 Braunschweiqg, Saksa. Molemmat ksylanaasimuodot
voidaan puhdistaa ajamalla ne kromatografiapylviadssarjojen
l3pi. Ensimmdinen puhdistusvaihe DEAE Sepharose CL-4B:1lla
piddttdd noin puolet ksylanaasiaktiivisuudesta silloin, kun
nivte lis&tAAan pH-alueella 8,6-9 12,5 mM Na=HPO4:s$sd; toinen
pucli havaitaan la@pivirtausnesteessa.

Sitoutuneen ksylanaasiaktiivisuuden eluointi suolagradientilla
antaa terdvian, ensin elucituvan aktiivisuuspiikin ja levean,
mydhemmin eluoituvan aktiivisuuspiikin. Terdvd, aikaisemmin
eluoituva piikki sailyttda homogeenisuutensa, kun sille teh-
daan Phenyl Sepharose CL-4B-kromatografia. Mydhemmidsta, le-
vedstada aktiivisuuspiikistd otetut ndytteet erottuvat vahintdan
kahdeksi piikiksi, kun niille’ tehdda&n Phenyl Sepharose CL-4B-
kromatografia., Nd&md myShemmin eluocituvat ksylanaasit risti-
reagoivat wvain heikosti Thermomonospora fuscan Xsylanaasia

vastaan valmistetun polyklonaalisen vasta-aineen kanssa.

SDS-PAGE: 1la mddritettynd DEAE-piddttymastd saaduissa pooleis-
sa ksylanaasin molekyylipaino oli noin 50 kDa, kun taas DEAE-
lapivirtauksessa ksylanaasien molekyylipainot olivat 30, 35,
40 ja 50 kDa. Actinomadura flexuosa $is&dltdi nidin ollen kolme
tai neljad ksylanaasiproteiinivyohyketta.
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11, Ksylanaasin bhiovalkaisu k#yttien Actinomadura flexuosan
ksylanaaseja

Keksint® koskee menetelm&a kasvibiomassan kemialliseksi kdsit-
telemiseksi tunnin ajan olosuhteissa, Jjoissa on korkea, 50-80
"C:n lampdtila ja pH 5-8, erityisesti 60-70 "C:n lampdtila Jja
pH 6-7, edullisimmin 60 "C:n l&mpdtila ja pH 6,5. Edullisessa
suoritustavassa kasvibiomassa biovalkaistaan ksylanaaseilla,
jotka pystyvdt hydrolysoimaan ksylaaniketjua puumassassa neut-
raalissa tali kohtalaisen emdksisessd pH:ssa ja korkeassa lam-
pétilassa (60 “C).

Puumassa on Yhdistelmémateriaali) 'jbka koostuu padasiassa
selluloosa-, hemiselluloosa- ja ligniinimatriisista. Tavalli-
nen puumassan tuotantomenetelma on kemiallinen massanvalmistus
(pulping). Eras tyypillinen kemiallisen massanvalmistuksen
tapa on emd3ksinen sulfaattikeitto, niin kutsuttu sellunkeitto.
Prosessiolosuhteissa (korkeat lampdtilat ja korkea emaksisyys)
keittokemikaalit wuuttavat 1ligniinin eroon massasta. Kaikki
ligniini ei kuitenkaan poistu keiton aikana, vaan osa siitéd
(noin 5 %) Jj&& massaan. Tamd jaanndsligniini on poistettava,
jotta massa saadaan paperintuotantoon sopivaksi.

Lighiinin poistamiseksi on 'kehitetty moﬁia menetelmii. Tyypil-
lisesti puumassa kd@sitelld&n kloorilla tai muilla myrkylli-
silld kemikaaleilla ligniiniosan poistamiseksi ja valkaistun
massan saamiseksi. Kemikaalikésittelyn myrkyllisilld sivutuot-
teilla on kuitenkin negatiivinen vaikutus sen ympAristdn ter-
veyteen ja stabiilisuuteen, johon ne vapautetaan. N&ain ollen
on suuri tarve kehitt&a vaihtoehtoisia, enemmdn ymparistdad
suojelevia tekniikoita massan valkaisun suorittamiseksi. Kei-
tetyn massan kdsittely entsyymeilla, jotka hajottavat massassa
hemiselluloosakomponentin, esim. ksylaanin, muuntaa massaa
niin, ettd 1ligniinin poistettavuus helpottuu. Tamd Jjohtaa
parantuneeseen valkaistavuuteen, mikd puolestaan on edullista,
koska siitd seuraa alhaisempi valkaisukemikaalikulutus Jja
pienempi ympAristdkuormitus ja/tai korkeémpi lopullinen valkoi-
suusaste,.
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Taman keksinndn mukaisessa menetelmissi kehitetiin biovalkai-
sumenetelmd, jonka avulla voidaan kayttdd termostabiileja ja
neutraaleja ksylanaaseja sellaisissa olosuhteissa, etta tarve
sdatda pH:ta ja lampdtilaa keittovaiheen jalkeen véhenee tai
eliminoituu. Keksinndn mukaiset prosessointiolosuhteet voivat
lisdksi vaikuttaa vadhentamallad sellulaasiaktiivisuutta entsyy-

mivalmisteessa tal kasvualustassa.

Edullisessa suoritustavassa keksinndén mukainen menetelmd suo-
ritetaan puumassassa in vitro. Menetelmdadn kuuluu entsyymi-
valmisteen, kasvualustan tai ksylanaasia sisaltavan konsentroi-
dun seoksen saattaminen kosketukseen puumassan kanssa. Rutiini-
laskutoimitukset tekevdt alan asiantuntijoille mahdolliseksi
optimikédsittelyajan maarittamisen riippuen halutusta tulok-
sesta, kaytetyn ksylanaasientsyymin konsentraatiosta ja spesi-
fisestd aktiivisuudesta, kaytetyn massan tyypistd ja konsen-
traatiosta, happaman keittoliemen pH:sta ja lampodtilasta seka

muista parametrimuuttujista.

Keksinndén mukaista menetelmdd voidaan kayttaad yksin tai lisana
muihin kdsittelyihin, jotka vahentdvat puumassan ligniinipitoi-
suutta, parantavat sen vedenpoistokykyd ja/tai alentavat sen
vedensitomiskykya. Edullisessa suoritustavassa keksintda kay-
tetdadn vahvistamaan puumassan valkoisuusominaisuuksia kemial-
listen massojen kasittelylla, so. niiden massojen, jotka sgi-
sdltavat kemiallisella kasittelylld kemiallisesti muunnettua

ligniinia.

Edullisessa suoritustavassa keksinnén mukaisissa-menetelmissé
kaytetyt ksylanaasit ovat edullisesti Actinomadura flexuosan
ksylanaaseja, ja erityisesti Actinomadura flexuosan 35 kDa:n
ja/tai 50 kDa:n ksylanaaseja. Erityisesti kasvualustat, jotka
sisaltavat - yhdistelméiséntien kasvatuksen geurauksgena
eritettyjad entsyymej&, ovat edullisia keksinndn mukaisissa
menetelmissd, joka yhdistelmdisdntd on saatu transformoimalla
Trichoderma reesei-is&ntésolu keksinndén mukaisia Actinomadura
flexuosan 35 kDa ja/tai 50 kDa ksylanaasia koodaavilla

geeneilla,
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III. Keksinndn mukaisten isédntien geenimuokkaus

Menetelmdd keksinndn mukaisten isantien geneettiseksi muokkaa-
miseksi mahdollistetaan kloonaamalla halutut ksylanaasiaktiivi-
suutta koodaavat geenisekvenssit Jja ilmentdmdlla sellaiset
geenisekvenssit, Tdssa kaytettyna +termilld "geenisekvenssit"
tarkoitetaan nukleiinihappomolekyylia (edullisesti DNA). Ha-
luttua ksylanaasia koodaavat geenisekvenssit saadaan monista
eri lAhteistid. Ndihin l&hteisiin kuuluvat Actinomadura flexuo-
san genominen DNA, c¢DNA, synteettinen DNA ja ndiden yhdistel-
mat. Vektorisysteemejd voidaan kayttda valmistamaan sellaisia
isdntid, Jjotka tuottavat keksinndén mukaisia entsyymivalmis-
teita. Vektorikonstruktioon (a) voidaan edelleen tehdd erilli-
nen vektorikonstruktio (b) joka koodaa vadhint&&n yhtad isannéan
genomiin integroitavaa haluttua geenida Jja (c¢) kohtiin (a) tai
(b) 1liitetyn selektiomarkkerin. Vaihtoehtoisesti markkerina
voidaan kayttdad erillista vektoria.

Nukleiinihappomolekyylin, kuten esimerkiksi DNA:n, sanotaan

"pystyvdn ilment&dméan" polypeptidin, mikali se sis&ltaa trans-
kription saadtelyinformaation sisdltlvat ilmentymisen s&&dtely-
sekvenssit ja sellaiset sekvenssit ovat "toiminnallisesti

kytketyt" polypeptidia koodaavaan nukleotidisekvenssiin.

Toiminnallinen sidos on sidos, Jjossa sekvenssi yhdistetaan
sdatelysekvenssiin (tai sekvensseihin) sellaisella tavalla,
joka saattaa sekvenssin i1lmentamisen s&itelysekvenssin vai-
kutuksen tai kontrollin alaiseksi. Kahden DNA-sekvenssin (ku-
ten esimerkiksi proteiinia koodaavan sekvenssin ja promoottori-
aluesekvenssin, joka on liittynyt koodaavan sekvenssin 5’ -
pdahdn) sanotaan olevan toiminnallisesti kytketyt, jos promoot-
toritoiminnan induktio johtaa sekvenssin mRNA:n koodaaman
proteiinin transkriptioon, ja Jjos kahden DNA-sekvenssin vali-
sen sidoksen luonne ei (1) johda lukukehys-mutaation .esiin-
tuloon, (2) estd ilmentymisen sdatelysekvenssien kykyad ohjata
mRNA: n, antisense-RNA:n tai proteiinin ilmentymistd tai (3)

estd templaatin kykyad tulla promoottorialuesekvenssin tran-
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skriboimaksi. = Promoottorialue olisi ndin ollen toiminnalli-
sesti kytketty DNA-sekvenssiin, jos promoottori pystyisi vai-
kuttamaan sen DNA-sekvenssin transkriptioon.

Geenin ilmentymiseen tarvittavien s&ddtelyalueiden tdsmillinen
luonne voil vaihdella lajien tai solutyyppien v&lilli, mutta
tavallisesti niihin sis&8ltyy valttamadttomind 5 -ei-transkri-
boidut ja 5 -ei-transloidut (ei-koodaavat) sekvenssit, Jjotka
osallistuvat transkription ja vastaavasti translaation aloituk-
seen.

Proteiinin ilmentdminen transformoiduissa isdnnissa vaatii
sellaisten gddtelyalueiden kaytdn, Jjotka toimivat kyseisissa
isdnnissi. Voidaan kAyttdd laajaa valikoimaa transkription Jja
translaation sddtelysekvensseja. Eukaryooteilla, joilla tran-
skriptio ei ole 1liittynyt translaatioon, sellaiset s&dtely-
alueet voivat joko tarjota, tai sitten eivat tarjoa, initiaat-
torimetioniini (AUG)-kodonin, riippuen siitd, sisdltaakd kloo-
nattu sekvenssi sellaisen metioniinin. Sellaisiin alueisiin
kuuluu tavallisesti promoottorialue, joka on riittdva ohjaa-

maan RNA-synteesin aloitusta is&dntdsolussa.

Kuten vleisesti tiedetddn, eukaryootti-mRNA:n translaatio

aloitetaan kodonilla, joka koodaa ensimmaisen metioniinin.
Tadsta syystd on edullista varmistaa, ettid eukaryoottipromootto-
rin ja DNA-sekvenssin, joka koodaa proteiinia tai sen funktio-
naalista Jjohdannaista, vé&linen sidos ei sisdlld yhtddn vali-
kodonia, joka pystyy koodaamaan metioniinia. Sellaisten kodo-
nien esiintyminen johtaa joko fuusioproteiinin muodostumiseen
(jos AUG-kodoni on samassa lukukehyksessad kuin proteiinia
koodaava DNA-sekvenssi) tai Jlukukehys-mutaatioon (jos AUG-
kodoni ei ole samassa lukukehyksess&d kuin proteiinia koodaava

sekvenssi).

Edullisessa suoritustavassa haluttu proteiini eritet#&n ympi-

rOivaddn kasvualustaan erityksen signaalisekvenssin lasndolon
vuoksi. Jos halutulla proteiinilla ei ole omaa signaalisekvens-

sid tai jos sellainen signaalisekvenssi ei toimi hyvin isén-
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nassd, silloin proteiinin koodaava sekvenssi voidaan kytkea
toiminnallisesti is&nnan kanssa homologiseen tai heterologi-
seen signaalisekvenssiin. Haluttu koodaava alue voidaan kytkea
mihin tahansa signaalisekvenssiin, joka mahdollistaa proteii-
nin erityksen is&nnastd. Sellaiset signaalisekvenssit voidaan
suunnitella joko spesifisten proteaasikohtien kanssa tai ilman
niitd, niin ettd signaalipeptidisekvenssi on mydhemmin helpos-
ti irroitettava. Vaihtoehtoisesti wvoidaan k&ayttda isantaa,
joka eritt&a proteiinin kasvualustaan, esimerkiksi sellaista

is&ntad, jolla on membraanissaan mutaatio.

Ei-transkriboidut ja/tai ei-transloidut alueet 3'-suuntaan
proteiinia koodaavasta sekvenssistd voidaan haluttaessa saada
edelld kuvatuilla kloonausmenetelmilla. 3'-Ei-transkriboitu
alue voidaan s&ilytt&a sen transkription terminaation saately-
sekvenssiosasten takia; 3'-ei-transloitu alue voidaan sailyt-
tdd sen translaation terminaation saatelysekvenssiosasten
takia, tai sellaisten osasten takia, jotka ohjaavat polyade-

nylaatiota eukaryoottisoluissa.

Keksinndn mukaiset vektorit voivat edelleen sisaltda muita
toiminnallisesti kytkeytyneitd saatelyosia, kuten esimerkiksi

vahvistajasekvensseja.

Edullisessa suoritustavassa konstruoidaan geneettisesti sta-
biilit transformantit, joilla halutun proteiinin DNA integroi-
daan isannan kromosomiin. Haluttua proteiinia koodaava sekvens-
si voi olla perdisin Actinomadura flexuosasta. Sellainen inte-
graatio voi tapahtua de novo solun sisalla tai, edullisimmassa
suoritustavassa sitd voidaan avustaa transformoimalla sellai-
sella vektorilla, joka insertoi itsensd toiminnallisesti isdn-
nan kromosomiin, esimerkiksi DNA-osilla, jotka edistadvat DNA-

sekvenssien integraatiota kromosomeihin.

Solut, jotka ovat stabiilisesti integroineet kromosomeihinsa
niihin siirretyn DNA:n, valikoidaan siirtamalld niihin myds
yhden tai useamman markkerin, joka mahdollistaa sellaisten

isantasolujen wvalikoimisen, jotka sisiltavat ilmentymisvek-
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torin kromosomissaan, markkeri voi esimerkiksi antaa biosidi-
resistenssin, esimerkiksi resistenssin antibiooteille tai
raskasmetalleille, kuten esimerkiksi kuparille, tai vastaaval-
le. Valikoitaﬁa markkerigeeni voidaan 1liittdi joko suoraan
ilmennettdviin DNA-geenisekvensseihin tai se voidaan siirti3a

samaan soluun kotransfektiolla,

TArkeitd tekijodita tiettyé plasmidi- tai wvirusvektoria ’valit—
taessa ovat: helppous, jolla vektorin sisaltdvat resipientti-
solut voidaan tunnistaa ja valikoida niistad resipienttisoluis-
ta, jotka eivét sisd8llid vektoria; tietyssd isdnhdssd haluttu-
jen vektorin kopioiden lukumddrd; ja se, halutaanko vektorin

pystyvan "sukkuloimaan" eri lajisten isdntdsolujen valilla.

Kun yhden tai useamman konstruktion sisaltidva vektori tai
DNA-sekvensgi valmistetaan ilmentamigstd varten, DNA-konstruk-
tio(t) siirretdidn sopivaan isdntdsoluun milla tahansa monista
sopivista keinoista, mukaan lukien transformaatio kuten edella
on kuvattu. Vektorin siirtdmisen jédlkeen resipienttisoluja
kasvatetaan selektiivisella kasvualustalla, joka valikoi trans-
formoitudut solut kasvun perusteella. Kloonat(t)u(je)n geeni-
sekvenssi(e)n ilmentdminen Jjohtaa halutun proteiinin tuottoon
tai té&man proteiinin fragmentin tuottoon. Tam& ilmentyminen
voi tapahtua transformoiduissa soluissa jatkuvasti tai saade-
tysti.

Niinpd ksylanaasia koodaavat sekvenssit voidaan kytked toi-
minnallisesti mihin tahansa haluttuun vektoriin ja transfor-
moida valikoituun isdntddn niin, ettid sellaisten proteiinien

ilmentyminen turvataan siind is&nndssa.

Ksylanaasia koodaavat sekvenssit voidaan fuusioida muihin
sekvensseihin lukukehyksessa niin, ettd konstruoidaan fuusio-
proteiinia koodaava DNA. Ksylanaasigeenid koodaava yhdistelmé-
vektori voidaan esimerkiksi valmistaa kuten edelld, paitsi
ettd ksylanaasia koodaava sekvenssi fuusioidaan 7T. reesein
sellulaasin, hemisellulaasin tai mannanaasin sekvenssin kans-
sa, tai mainitun sellulaasin, hemisellulaasin tai mannanaasin

W
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‘vdhint&8n yhden funktionaalisen domeenin kanssa, kuten on

kuvattu patenteissa US 5,298,405 ja WO 93/24622 sekd GenBankin
esityksessa (submission) L25310, Jjotka kukin sisidllytetdan
tdhdn viitteelld. Erityisesti entsyymi on CBHI, CBHII, EGI,
EGII, XYLI, XYLII tai mannanaasi (MANI), tai niiden domeeni,
kuten esimerkiksi erityssignaali tai ydinsekvenssi (core se-
guence). Mannanaasilla on sama domeenirakenne kuin sellulaa-
seilla: aktiivisen kohdan sisaltdva ydindomeeni, seriini-treo-
niinirunsaan alueen sisdltavda saranadomeeni ja sitojadomeenin
sigaltdva hanta.

Voidaan konstruoida fuusiopeptidejd, Jjotka sisdltdvdt N-ter-

minaalisen mannanaasin tai sellobiohydrolaasin tai endogluka-
naasin ydindomeenin tai niist& peraisin olevat ydin- ja sara-
nadomeenit fuusioituneena Actinomaduran ksylanaasisekvenssiin,
Tuloksena on proteiini, Jjoka sisaltidi N-terminaalisen manna-
naasin tai sellobiohydrolaasin tai endoglukanaasin ytimen tai
ytimen Jja saranadomeenit Jja C-terminaalisen Actinomaduran
ksylanaasin. Fuusioproteiini sis&ltaa fuusiokonstruktiona eri
domeenien sekd mannanaasin tai sellobiohydrolaasin tai endo-

glukanaasin ettd ksylanaasin aktiivisuudet.

Fuusioproteiinit voidaan konstruoida myds siten, ettd manna-

naasi- tai sellobiohydrolaasi- tai endoglukanaasihantd tai
niiden haluttu fragmentti sisd8llytetd8n, sijoitettuna Actino-
maduran ksylanaasisekvenssin "eteen, erityisesti niin, etta
mahdollistetaan hédnndssd olevan ei-spesifisen proteaasikohdan
kdyttd proteaasikohtana ksylanaasisekvenssin talteenottami-
seksi ilmennetysta fuusioproteiinista. Vaihtoehtoisesti fuu-
sioproteiinit voidaan konstruoida siten, ettd saadaan proteaa-
sikohta 1liittadj&ddn (linker), Jjoka sijoitetaan Actinomaduran
ksylanaasin eteen, Jjoko héantédsekvenssien kanssa tai ilman
niita.

IV. Keksinndn mukaiset entsyymivalmisteet

Keksinndéss@d kuvataan entsyymikoostumukset, jotka ovat hyddyl-
lisid entsyymivalkaisumenetelmdssd8 ja sellun- ja paperinval-
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mistuksessa. Kuvataan 'my6s menetelmd sellaisen entsyymival-
misteen tuottamiseksi, jolta puuttuu joko osittain tai koko-
naan sellulolyyttinen aktiivisuus (so. kyky hajottaa sellu-
loosa taysin glukoosiksi) ja joka on rikastettu sellun- ja
paperinvalmistuksessa toivottavilla ksylanaaseilla. "Sellu-
lolyyttisen aktiivisuuden puuttumisella" tarkoitetaan vahen-
nettya, alennettua, heikennettya tai estettyad kykyad hajottaa
gselluloosa glukoosiksi. Valmisteet, joista puuttuu sellulo-
lyyttinen aktiivisuus, ja niiden valmistaminen yhdistelma-
DNA-menetelmilld kuvataan US-patentissa 5,298,405, joka si-
sallytetaan ta&hdn viitteella. Kuten téassd kuvataan, ksylanaa-
seja voidaan saada keksinnén mukaisilla isannilla suoraan
(isannat itse siirretdadn valiaineeseen jossa puunkasittely
tapahtuu). Vaihtoehtoisesti wvoidaan kayttada isantien kasva-
tuksessa saatua kasvualustaa tai siitad puhdistettuja entsyy-
meja. Lisaksi jos haluttuja aktiivisuuksia on useammassa kuin
yhdessa yhdistelmdisannéssd, voidaan sellaiset valmisteet
eristad sopivista isannist&d ja yhdist&a ennen kayttdad keksin-

ndn mukaisessa menetelmissi.

Keksinndén mukaiset entsyymivalmisteet tyydyttévat sellu- ja
paperiteollisuuden eri sovellutuksissa vaadittavat erityis-
tarpeet. Esimerkiksi jos aiottu sovellutus on sellun mekaa-
nisen massan lujuuden parantaminen, keksinndén mukaiset entsyy-
mivalmisteet voivat tarjota entsyymeja, jotka vahvistavat tai
helpottavat selluloosakuitujen kykyd sitoutua toisiinsa. Sa-
malla tavalla massan hiertdmissovellutuksessa (pulp milling)
keksinndén mukaiset entsyymivalmisteet voivat tarjota entsyy-
meja, jotka vahvistavat tai helpottavat edullista turpoamista.

Keksinndén mukaisten entsyymivalmisteiden saamiseksi viljellaian
sopivigsa olosuhteissa edelld kuvattuja vyhdistelmaisintia,
joilla on halutut ominaisuudet (so. is&ntid, jotka pystyvat
ilmentamaédn haluttuja Actinomadura flexuosan 35 kDa ja/tai 50
kDa ksylanaasientsyymeja suurina m&arind ja valinnaisesti
niitd, jotka eivat pysty olennaisesti ilment&mdan vhta tai
useampaa sellulaasientsyymid), halutut entsyymit eritetdan

isénnista kasvualustaan ja entsyymivalmiste otetaan talteen
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mainitusta kasvualustasta alalla tunnetuilla menetelmilla.

Entsyymivalmiste voidaan tuottaa viljelem&lld yhdistelmaisén-

taa kantaa fermentorissa. Keksinndén mukaista
entsyymivalmistetta voidaan tuottaa esimerkiksi nestemaisessé
kasvualustassa, Jjoka sisaltaa padhiilenladhteend kaurasta va-
pautettuja (oat spelt) ksylaaneita, kuten on kuvannut Morosoli
(Biochem J., 239: 587-592 (1586)).

Entsyymivalmiste on kasvualusta, 3jossa on tai ei ole
transformoituja isantéasoluja, tai se otetaan talteen
kasvualustasta soveltaen alalla hyvin tunnettuja menetelmia.
Joka tapauksessa koska ksylanaasientsyymit erittyvat kasvu-
alustaan ja niilla on aktiivisuutta sellaisissa
ymparistdolosuhteissa, : jotka vallitsevat
hemigsellulolyyttisessd liuoksessa, keksinndn etuna on se, etta
keksinndn mukaisia entsyymivalmisteita voidaan kayttad suoraan
kasvualustasta ilman mydhempdd  puhdistusta. Haluttaessa
sellaiset valmisteet voidaan lyofilisoida tai

entgyymiaktiivisuus voidaan muulla tavoin konsentroida ja/tai

stabiloida sailytysta varten. Keksinndn mukaiset
entsyymivalmisteet ovat hyvin taloudellisia hankkia ja
kayttaa, koska (1) entsyymeja voidaan kayttaa

puhdistamattomassa muodossa; spesifisen entsyymin eristédminen
kasvuliuoksesta on tarpeetonta ja (2) koska entsyymit
erittyvat kasvualustaan, vain kasvualusta on otettava talteen
halutun entsyymivalmisteen saamiseksi; entsyymid ei tarvitse

uuttaa isannista.

Haluttaessa ilmennetty proteiini voidaan edelleen puhdistaa
tavanomaisten olosuhteiden mukaisesti, kuten esim. uutolla,
saostuksella, kromatografialla, affiniteettikromatografialla,

elektroforeesilla tai vastaavalla.

Keksintd kuvataan yksityiskohtaisemmin seuraavissa esimerkeigs-
sa. Namd esimerkit esitt&vat vain muutaman konkreettisen so-
vellutuksen keksinndsta. Alan asiantuntijalle on itsestdan-

selvda aikaansaada useita samanlaisia sovellutuksia. Esimerk-

s
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kejad ei niin ollen pida tulkita keksinndén piiriad kaventavina

vaan keksinndén kayttdd selventavina.

ESIMERKIT
Egimerkki 1
Actinomadura flexuosa DSM43186-kannan ravistelupullo- ja fer-

mentoriviljelyt

Actinomadura flexuosa DSM43186-kantaa levitettiin kaurahiuta-
le-kivennadisaine-alustamaljalle (Deutsche Sammlung von Mikro-
organismen und Zellkulturen GmbH, DSM Catalogue of strains, 3.
painos., Braunschweig, Saksa (1983)); 1 litra sisdltdad 20 g
agaria, 20 g kaurahiutaleita, 1 ml hivenaineliuosta, joka
sisaltaa 100 mg FeSO4 X 7 H0, 100 mg MnCl, x 4 HpO, 100 mg
ZnSO4 X 7 Hp0 / 100 ml; pH 9,0) ja inkuboitiin 50 °C:ssa itidi-
den muodostumiseen saakka. Itiditd muodostava pesdke siirros-
tettiin 10 ml:aan XPYB-kasvualustaa (Greiner-Mai, E. et al.,
System. Appl. Microbiol. 9:97-109 (1987); Holtz, C. et al.,
Antonie van Leeuwenhoek 59:1-7 (1991)); 1 litra sisdltda 5 g
kaurasta erotettua ksylaania, 5 g peptonia kaseiinista, 5 g
hiivauutetta, 5 g lihauutetta, 0,74 g CaCly; x 2 HyO0; pH 9,0)
ja inkuboitiin 55 ¢°C:ssa pydrivassd ravistelijassa (rotary
shaker) (250 rpm) kahdesta kolmeen paivaa. Sen jalkeen 5 ml:n
ymppli siirrettiin 250 ml:aan samaa kasvualustaa ja inkuboitiin
samoissa olosuhteissa kolme paivaa. Saatu ksylanaasiaktiivi-
suus oli 17 nkat/ml (mitattu pH-arvossa 6,0, 60 °C:ssa, 5
minuutin reaktio; Bailey, M.J. et al., J. Biotechnol. 23:
257-270 (1992).

Menettely toistettiin kahta 1 1:n fermentaatiota varten (Bio-
stat M, B. Braun, Melsungen, Saksa) kuten edelld. Fermentaat-
ioihin kaytettiin 10 % (v/v) ymppid. pH pidettiin pH-arvossa
7,8 +0,2 lisdamadlla ammoniakkia (12,5 % (v/v)) ja fosforihap-
poa (17 % (v/v)), fermentointilampdtila oli 50 °C. Fermentoria
sekoitettiin nopeudella 400 rpm ja ilmavirran nopeus oli 1
1/min. Saadut ksylanaasiaktiivisuudet olivat 32 ja 58 nkat/ml
(pH 6,0, 60 °C, 5 minuutin reaktio; Bailey, M.J. et al., J.
Biotechnol. 23: 257-270 (1992).
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Esimerkki 2
Viljelysupernatantista saadun Actinomadura flexuosan ksylanaa-
giaktiivisuuden optimi-pH:n jJa -ladmpdtilan midrittédminen

Ksylanaasiaktiivisuudet mitattiin kaikissa esimerkeissd M.J.
Baileyn ym., J. Biotechnol. 23: 257-270 (1992), mukaisesti
kdyttamalla substraattina 1 %:ista (w/v) koivun ksylaania
(Roth 7500). Maaritysolosuhteet ovat, ellei toisin mainita, pH
5,3 ja lampdtila 50 "C 5 minuutin inkubaatioajalla. (Bailey,
M. ym , J. Biotechnol. 23: 257-270 (1992)). Yksi ksylanaasi-
yksikkdé (1 nkat) md3&dritellddn sellaisena entsyymimd&rana, joka
tuottaa pelkistdvid hiilihydraatteja, Jjoiden pelkistyskyky
vastaa yhden nmol:n ksyloosia muodostumista yhdessid sekunnissa
koivun ksylaanista maaritysolosuhteissa. Kansainvadlinen yksik-
k6 (International Unit) on sellaisen entsyymimddradn, 3joka
tuottaa yhden mikromoolin mitattuja lopputuotteita yhdessa
minuutissa polymeerisestid substraatista, jolloin 1 IU = 16,67
nkat.

Actinomaduran ksylanaasiaktiivisuuden optimi-pH:n maaritta-
miseksi ravistelupulloviljelmasta perdaisin olevat naytteet
(viljelysupernatantti) laimennettiin McIlvainin puskureihin
(0,25 M sitruunahappoa - 0,5 M Naz2HPO.), joiden pH-alue oli
3,0-11,0. Entsyymi-puskuriseosten Jlopulliset pH:t olivat 3,5,
4,5, 5,4, 6,4, 7,2, 8,0, 8,5, 9,7 ja 11,2, Ksylanaasiaktiivi-
suus mitattiin Jjokaisessa pH:ssa 50 *C:ssa, 5 minuutin reak-
tiocaikaa kdyttden. Ksylanaasiaktiivisuus osoitti 80-100 %
maksimiaktiivigsuudestaan pH-alueella noin 5, 4-8, 0. Entsyymilla

oli maksimiaktiivisuus noin pH-arvossa 6,4 (kuva 1).

LampOstabiiliuden madritt&miseksi naytteet viljelusupernatan-
tista laimennettiin McIlvainin puskureihin. BSA:ta lisattiin
konsentraatioon 100 ug/ml ja pepstatiini A:ta (10 pg/ml) sa-
moin kuin fenyylimetyylisulfonyylifluoridia (PMSF, 174 pg/ml)
lisattiin proteaasi-inhibiittoreina. Entsyymi-puskuriseosten
lopulliset pH-arvot olivat 6,9, 7,8, 9,0 ja 9,4, NAytteitid
inkuboitiin ilman substraattia 60 ‘C:ssa, 70 °‘C:ssa ja 80

"C:ssa. Naytteet otettiin 0, 30, 60 ja 120 minuutin v&liajoin
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ja jd&hdytettiin vAlittSmédsti jAillid ennen jaAnndsksylanaasi-
aktiivisuuden maAdrittamista 50 “C:ssa (5 minuutin reaktio
vastaavassa pH:ssa). Entsyymi o0li hyvin stabiili, kun sita
inkuboitiin 60 "C:ssa ja 70 "C:ssa; yli 60 % ksylanaasiaktiivi-
suudesta oli s&@ilynyt 120 minuutin inkubaation 70 °C:ssa pH-
arvogsa 9 jalkeen (kuvat 2, 22 ja 2B).

Esimerkki 3
Actinomaduran ksylanaasien puhdistus

Actinomaduran kasvatusalustasta perdisin olevien ksylanaasien
puhdistus suoritettiin +4 ’'C:ssa FPLC- laitteistoon (Pharma-
cia) kytketyillad kromatografiapylvdilla. Ksylanaasiaktiivisuus-
mittaukset suoritettiin 50 "C:ssa ja pH-arvossa 6,5. Prote-
iinia seurattiin 280 nm:ssd lapi koko puhdistuksen. Niytteet
ajettiin 0,1 % SDS:&8a sisdltdvilld polyakryyliamidi-slab-gee-
leilld Bio-Rad Mini Protean IIl-elektroforeesisysteemilld Jja

vidrjattiin Coomagsie Brilliant Blue-varillia.

Thermomonos pora fusca-lajin ksylanaasi A:ta (TfxA), saatu
prof. David Wilsonilta, Cornellin yliopisto) vastaan valmis-
tettua polyklonaalista vasta-ainetta kdytettiin toteamaan
Actinomaduran ksylanaasi(t) Western blot-analyyseissa. Totea-

misessa kaytettiin Promegan ProtoBlot® AP System-ja&rjestelmii.

Edella kuvatun kahden 1 1l:n fermentaation kasvatusalustat
yhdistettiin ja sentrifugoitiin kiihtyvyydelld 8000 g 30 mi-
nuutin ajan, Supernatantti (1500 ml) laimennettiin 1 + 2 12,5
mM Na=HPO.: 118 pH 9,0 ja sdadettiin pH-arvoon 8,6 1 M NaOH-
:1lla. Tama ndyte pantiin kahdessa erdssa DEAE Sepharose CL~6B
(Pharmacia)-ioninvaihtopylvddlle (2,5 x 29 cm), joka oli ta-
sapainotettu 12,5 mM Na=HPO4:11& pH 9,0, virtausnopeudella 100
ml/h. Molempien ajojen lapivirtaukset yhdistettiin ja k&sitel-
tiin erikseen, kuten mydéhemmin kuvataan.

Sitoutuneiden proteiinien eluutio DEAE-pylvﬁésté suoritettiin
lineaarigradientilla (400 ml + 400 ml) 25 mM Na=HPQa:st& pH
9,0, 1 M NaCl:aa sisdltidvaan 25 mM Na=2HPO4: d3n, pH 9,0, vir-
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tausnopeudella 105 ml/tunti, ja 10 ml:n fraktiot otettiin
talteen. Voitiin ker&td kaksi ksylanaasiaktiivisuutta sisdl-
tdvad piikkid (poolit I ja 1II), samoin kuin toisen piikin
pitka "hdnndnmuodostus" (pooli III).

Kolme poolia '(jokainen yhaistetty molemmista DEAE—ajoista):
sdadettiin kukin sisdltamddn 2 M natriumkloridia ja siirret-
tiin erikseen Phenyl Sepharose CL-4B (Pharmacia)-pylvadlle
(2,5 x 15 c¢m), 3joka oli tasapainotettu 25 mM Na=-HPO.: 118 pH
9,0, joka sigdlsi 2 M NaCl. Eluutio suoritettiin virtausno-
peudella 100 ml/tunti kaksivaiheisella gradientilla 100%:i-
sesta puskuri A:sta (25 mM Na=HPO., pH 9) 35 %:iseen puskuri
B: hen (25 mM NazHPOa, Jjoka sisalsi 60 % etyleeniglykolia) 60
minuutin aikana, mita seurasi jyrkempi gradientti 35 %:isesta
B:sta 100 %:iseen B: hen 60 minuutin aikana. Otettiin talteen 7
ml:n (pooli I) ja 5 ml:n (poolit 1II ja III) fraktiot. Saadun
pooli I:n ksylanaasiaktiivisuutta sisdltavat fraktiot yhdis-
tettiin ja nimettiin DEPS I:ksi. Kummatkin DEAE-poolit II ja
III johtivat kahteen ksylanaasiaktiivisuutta sisdltidvdan piik-
kiin, joille annettiin nimet DEPS II/1, DEPS II/2 ja vastaa-
vasti DEPS III/1 ja DEPS III/2.

DEAE-ajojen lépivirtaukset‘ (katso edelld) konsentroitiin kal—3
volla, jonka lapdisyraja oli 30 kDa, ja sdddettiin sisidltamiin
2 M NaCl. Tamd ndyte pantiin Phenyl Sepharose 6 FastFlow (ma-

tala sub; Pharmacia)-pylvaille (2,5 x 34 cm), joka oli tasa-

painotettu 25 mM Na:HPO4:11& pH 9,0, joka sisdlsi 2 M NacCl.

Eluutio suoritettiin virtausnopeudella 300 ml/h samanlaisella

gradientilla kuin DEAE-pooleille kayttden Phenyl Sepharose

CL-6B: td, ja 10 ml:n fraktiot otettiin talteen. Saadut ksy-

lanaasiaktiivisuutta sisdltdvat piikit nimettiin KFI: ksi,

KFII:ksi ja KFIII:ksi. Konsentraatiosta saadulle permeaatille

tehtiin samanlainen Phenyl Sepharose 6 FastFlow (matala sub)-

ajo, ja ksylanaasiaktiivisuutta sisaltidvat fraktiot nimettiin

PFI:ksi ja PFII: ksi.

Kaikkia saatuja DEPS-, KF- ja PF-piikkeji dialysoitiin 25 mM
Na=2HPO4: 882 vastaan y6n yli,
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Noin puolet ksylanaasiaktiivisuudesta Jsitoutui DEAE Sepharo-
seen ensimmaisessad puhdistusvaiheessa. DEAE-proteiinien eluu-
tio tastd ioninvaihtajasta johti todella terdvd&n piikkiin,
jota seurasi leveda “piikki" (kuva 3). Tamad leved "piikki"

jaettiin kahteen eri pooliin. Kukin n@istd pooleista puhdistet-z

tiin edelleen hydrofobisella interaktio-kromatografia(HIC)-pyl-
vadlla (kuvat 4, 4A ja 4B). Joitakin eroja voitiin ndhdid sii-
nd, ettd DEAE:n pooli I johti homogeeniseen piikkiin HIC:1lla
(kuva 4), mutta molemmat poolit II (kuva 4A) ja III (kuva 4B)
johtivat vdhint&8n kahteen piikkiin., Naytteet ndistd pooleista
ajettiin SDS-PAGE: lla ja proteiinivdrjédttiin Coomassie Blue-va-
rilla (kuva 5) samoin kuin analysoitiin Western blot-analyy-
seilld T. fuscan vasta-aineen kanssa (kuva 5A). Vasta-aine
reagol vain kasvatusalustasta perdisin olevien kahden - kolmen
pienemmdn molekyylipainon omaavan (35 kDa tai aiempi) vydhyk-
keen kanssa ja heikosti ndissad pooleissa olevien proteiinien
kanssa. Naissa pooleissa olevien proteiinien n&enndiset mole-
kyylipainot olivat 50 kDa arvioituna SDS-PAGE:sta molekyyli-
painostandardien kanssa. Puhtaimpia olivat poolit DEPS II/2,
DEPS III/1 ja DEPS III/2.

DEAE-ioninvaihtajan lapivirtaus konsentroitiin kalvolla, jonka
lapaisyraja oli 30 kDa. Noin puolet ksylanaasiaktiivisuudesta
havaittiin konsentraatissa 3ja puolet permeaatissa. Molemmat
puhdistettiin edelleen hydrofobisella interaktio-kromatogra-
fialla, mikd& johti kahteen ksylanaasiaktiivisuuspiikkiin per-
meaatilla (kuva 6) ja kolmeen konsentraatilla (kuva 6A). Nami
piikit analysoitiin SDS-PAGE: lla samoin kuin Western blot-ana-
lyyseilla (kuva 7). Konsentraatista peraisin olevalla ensim-
maiselld piikilld, KF1l:114, oli SDS-PAGE:lla vydhyke, jonka
ndennainen molekyylipaino oli 40 kDa, muttei antanut reaktiota
Western blot-analyysissa. T&alla piikilld oli kuitenkin korkein
ksylanaasiaktiivisuus., KF2:1lla oli SDS-PAGE:lla 50 kDa:n vyd-
hyke, joka reagoi heikosti vasta-aineen kanssa, mutta Western
blot-analyysissad wvoitiin havaita selvd 30 kDa:n vydhyke. Kol-
mannella piikilla, KF3:1la, oli Western Dblot-analyysissa

35 kDa: n vybhyke. Konsentraatti sisdlsi ksylanaaseja, joiden
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nienndiset molekyylipainot olivat 50, 40, 35 sekid 30 kDa.

Ensimmédinen permeaatista saatu piikki, PF1, reagoi T. fuscan
vasta-aineen kanssa osoittaen kaksi vydhykettd, joiden mole-
kyylipainot olivat 35 kDa Jja +vastaavasti 30 kxDa. Toisaalta
PF2:1la oli Western blot-analyysissd vain yksi 35 kDa:n vyd-
hyke.

Yhteenvetona Actinomadura sp. DSM43186:n kasvualusta sisdltai
ksylanaaseja, . joiden molekyylipainot ovat noin 50, 40, 35 ja
30 kDa. N&ist&d 35 kDa:n Jja 50 kDa:n proteiinit tulevat esiin
molekyylipainon paavydhykkeinad (SDS-PAGE:1la). On mahdollista,
etta SDS-PAGE:11a havaittu 40 kDa:n ksylanaasivydhyke on
SDS~-PAGE: 1la havaitun 50 kDa: n hajoamistuote ja etta
SDS-PAGE: 1la havaittu 30 kDa: n ksylanaasivyodhyke on
SDS~PAGE: 1lla havaitun 35 kDa:n ksylanaasivydhykkeen hajoémis—

tuote.

Egsimerkki 4
Peptidien tuotanto ja sekvensointi

DEAE Sepharose CL-6B-ajosta (kuva 3) perdisin olevalle pooli
I-naytteelle (12 ml) tehtiin geeliekskluusiockromatografia
HighLoad 26/60 Superdex G75-pylvadlla (Pharmacia), joka oli
tasapainotettu 25 mM Na=2HPO4:11ad pH 9, virtausnopeudella 120
ml/tunti. Ksylanaasiaktiivisuutta sisalt&vén piikin fraktiosta
saatu nayte (25ml) laimennettiin (1 + 1) vedelld ja asetettiin
mono Q (Pharmacia)-ioninvaihtajalle, 3Jjoka o0li tasapainotettu
25 mM Na=HPOa:1la pH 9. Eluutio suoritettiin virtausnopeudella
30 ml/tunti lineaarigradientilla 12,5 mM Na=HPOQOa4:std, pH 9,
12,5 mM Na=HPO4: 83n, pH 9, Jjoka sigdlsi 0,5 M NaCl, 50 minuu-
tin aikana. Ksylanaasiaktiivisuutta sisdltdvd piikki (1 ml)
konsentroitiin Centricon mikro-rikastuslaitteella (lapaisyraja
30 kDa) ja eluoitiin 1%:isella ammoniumbikarbonaatilla. T&mi
konsentroitu nayte haihdutettiin 3ja alkyloitiin vinyylipyri-
diinill&. Alkyloitu n&dyte pilkottiin trypsiinilli (modifioitu
trypsiini, sequenal-luokka, Promega V5111). Pilkottu tuote
pantiin HPLC: hen kytketylle kdanteisfaasipylvidlle, ja piikit,
jotka absorboivat aallonpituudella 214 nm, otettiin késin
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talteen. Jokaiselle kerdtylle fraktiolle tehtiin Edmanin de-

gradaatio kaasupulssi-nestefaasisekvensoijassa (gas-pulsed-

liquid-phase sequencer) (Kalkkinen ja Tilgman, J. Protein
Chem. 7: 242- 243 (1988)) 3ja vapautuneet PTH-aminohapot ana-
lysoitiin on-line kayttamdllad kapean lapimitan

kdidnteisfaasi-HPLC: ta&.

(narrow Dbore)

Puhdistetusta 50 kDa:n ksylanaasista saadut peptidit luetel-

laan taulukossa 1.

Taulukko 1: Peptidit puhdistetusta 50 kDa:n ksylanaasista

Peptidi Sekvenssi

1696 Ala-Ala-Ser-Thr-Leu-Ala-Glu-Gly-Ala-Ala-Gln-His-Asn-Arg

1697 Tyr-Phe-Gly-Val-Ala-Ile-Ala-Ala-Asn-Arg

1698 Leu-Asn-Asp-Ser-Val-Tyr-Thr-Asn-Ile~Ala-Asn-Arg

1699 Asn/Gly/X-Thr-Gly-Ile-Thr-val-X-Gly~Val

1703 His/Glu/Thr-Glu/Phe-Leu/Asn-Val /Ser-Tyr/Val-Asn/Thr-
Met/Ala-Val /Glu-Asn/X-Glu/X-Met /X

$ 1704 Glu-Phe-Asn-Ser-Val-Thr-Ala-Glu-Asn-Glu-Met-(Lys)

= = = S %

Peptidisekvenssien #1696, 1697,‘ 1698 Ja 1704 yhdistelmd sopii
yhteen 75 %:n yhtdldisyydelld Streptomyces lividansin Xksyla-
naasi A:n aminohappojen 42-89 kanssa. Lisdksi peptidi #1699
osoittaa 78 %:n yhtdlaisyyttaéa &, lividansin XlnA:n aminohappo-
jen 301-309 kanssa: '

Actinomadura
50 kD #1696 #1697 #1698 #1704
a 1 AASTLAEGAAQHNR YFGVAIAANR LNDSVYTNIANR EFNSVTAENEMK 48
I

R NI

S. lividans 42 AESTLGAMAPAQSGR YFGTAIASGR LSDSTYTSIAGR EFNMVTAENEMK 89
XlnA
Actinomadura #1699
- 50 kDa NTGITVXGV
R
§. lividans SRCLGITVWGVRD

XInA 300 310




4% ove® S#es oo sese O

118010

29

Esimerkki 5 _
Puhdistettujen 35 kDa:n ja 50 kDa:n ksylanaasien pH-ominai-
suudet ja lampdtilastabiilius

Puhdistettujen 35 kDa:n 3ja 50 kDa:n entsyymien (2100 pg/ml
BSA: ta) lampdtilastabiilius mAdritettiin inkuboimalla entsyymi-
niytteitd 70 "C:ssa, pH 6,0:ssa, 0,2, 6 ja 24 tuntia kestavini
ajanjaksoina, minkd 3jalkeen naytteiden ksylanaasiaktiivisuus
madaritettiin (pH-arvossa 6,5, 60 °C, 20 minuutin reaktio).
Niissd naytteissd, joihin oli 1lisdatty BSA:ta, voitiin mitata
yli 80 % alkuperdisestd aktiivisuudesta jopa 24 tunnin inku-
boinnin jéalkeen (kuvat 8 ja 9 35 kDa:n ja vastaavasti 50 kDa:n
ksylanaasille). Kun BSA:ta ei 1lisatty, voitiin alkuperdisestd
aktiivisuudesta silti mitata noin 60 % (35 kDa) +tai 70 %
(50 kDa) 24 tunnin inkuboinnin jalkeen (kuvat 8 ja 9).

pH-riippuvuus ma&ritettiin inkuboimalla entsyymindytteitd eri
pH-arvoissa (pH 4-8) Jja 80 "C:n (35 kDa) sekd 60, 70 ja 80
"C:in (50 kDa) lampdtiloissa 20 minuutin ajan (35 kDa) tai 10
minuutin ajan (50 kDa). Lampdtilassa 80 'C 35 kDa:n ksylanaa-
sin pH-optimi oli noin pH-arvossa 6, 3ja sen aktiivisuudesta
miltei 90 % oli noin pH-arvosta 5 pH-arvoon 7 (kuva 10a).
Lampotiloissa 60 "C ja 70 "C 50 kDa:n ksylanaasin pH-optimi
oli pH-alueella 5-7 ja 80 °'C:ssa pH-optimi oli pH-alueella
6-7. Naissad olosuhteissa entsyymi oli hyvin stabiili pH-v&lil-
18 5-7 (kuva 10B). Sekd 35 kDa:n ettd 50 kDa:n ksylanaasin
inkubointi 60 "C:ssa 60 minuutin ajan pH-arvoissa 4,2-8,7
osoitti samanlaisen stabiilisuuden Xuin edelld olevassa ko-
keessa havaittiin, paitsi etta 50 kDa:n ksylanaasi nayttéa
olevan vdhemman stabiili pH-arvossa 4,2 naAissid olosuhteissa
(kuva 10C). Lampdétilariippuvuuskokeet pH-arvossa 7 35 kDa:n Jja
50 kDa: n ksylanaasin 60 minuuttia kestidvillad inkubaatioilla
substraatin kanssa lamp&tiloissa 50, 60, 70 ja 80 'C osoitti
molemmille entsyymeille maksimiaktiivisuuden 70 ‘C:ssa (kuva
11). Naiden tulosten perusteella 50 kDa:n ksylanaasi naytti
olevan hieman stabiilimpi 80 "C:ssa ja pH-arvossa 7 kuin 35
kDa: n ksylanaasi. Toisaalta 35 kDa:n ksylanaasi oli aktiivi-
sempi ja stabiilimpi pH-alueella 4-5, |
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Esimerkki 6 A »
Valkaisukokeet kdyttaden Actinomaduran viljelysupernatanttia

Toisinaan seuraavia valkaisukoesarjoja tehtiin Actinomadura
flexuosan ksylanaasin hyddyllisyyden madrittamiseksi seka
sulfaattisellun ECF (kloorikaasuvapaa) ettd TCF (tdysin kloo-
rivapaa)-valkaisussa.

ECF-valkaisu

Actinomadura flexuosan ksylanaasia sisdlt8vid kasvualustoja
(katso esimerkki 1) lisattiin suomalaiseen happidelignifioi-
tuun havupuusulfaattiselluun (kappaluku = 15) maddradna 50 tai
100 nkat/g massan kuiva-ainetta pH-arvossa 7 ja lampdtilassa
70 *C 1 tunnin ajaksi. T&ssd kasvualustassa on hyvin vahan
endoglukanaaseja ja sellulaaseja. Vertailumassaa pidettiin

samoissa olosuhteissa ilman entsyyminlisdysta.

Kaikki massat valkaistiin sitten samalla tavalla kahdessa
vaiheessa: klooridioksidi ja alkalinen wuutto. Hajonneen lig-

niinin mittana ma3dritettiin suodoksen ahsorbanssi 280 nm: ssi.
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Téulukko 2

0 nkat/g 50 nkat/g 100 nkat/g

Entsyymivaihe

Konsistenssi, % 3 : 3 3
Lampétila, °C _ 70 70 70
pH alussa/lopussa 7,0/7,1 7,0/7,2 o 7,2/7,4
Retentioaika, min 60 60 60
A280 (laim. 1/10) ; 0,22 0,49 0,65
Cl0z-vaihe

Konsistenssi, % . 3 3 3
ClO=z-annos 2,3 2,3 2,3
Lampétila, "C . : 60 80 60
pH lopussa g 2,4 2,5 2,5
Retentiocaika, min 60 60 60
Uuttovaihe

Konsistenssi, % ' : 10 : 10 10
NaoH-annos, % 1,5 1,5 1,5
Lampétila, °C : 70 70 - 70
pH lopussa ' 10,9 - 10,9 : 10,9
Retentiocaika, min 60 60 60
Lopullinen massa

Valkoisuusaste, % ISO 56,7 . 59,9 60, 6
Kappaluku \ 6,6 5,6 5,4
Viskositeetti dm3/kg ' 920 910 900

Ruten taulukosta 2 voidaan n#&hd&d, ligniinid poistui enemmin
(mita todistaa muutos A289:ssa) ksylanaasilla tehdyn esikdésit-
telyn jalkeen. Lopullisilla massoilla oli 3-4 yksikkOa kor-
keampi valkoisuusaste massan lijuuden hidviadmattd (viskositee-
tin muutos 20 yksikkdad on menetelmédn normaalin vaihtelun ra-

joissa),

TCF~-valkaisu

Suomalaista happidelignifioitua havupuusulfaattimassaa, jonka
kappaluku oli 15, kadsiteltiin Actinomadura flexuosan ksylanaa-
silla kdyttden entsyymiannoksia 50 ja 100 nkat/g massan kui-
va-ainetta. Kasittely tehtiin pH-arvossa 7 70 "C:ssa 1 tunnin
ajan. Vertailumassaa pidettiin samoissa olosuhteissa ilman
entsyyminlisdysta. :
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Téman J&lkeen kaikki massat valkaistiin samalia tavalla kah-
dessa vaiheessa: metallinpoistokdsittely kelatoimalla EDTA:n
kanssa ja vetyperoksidikdsittely. Hajonneen 1ligniinin mittana
midritettiin suodoksen absorbanssi 280 nm: ssa.

Taulukko 3

0 nkat/g 50 nkat/g 100 nkat/g
Entsyymivaihe _
RKonsistenssi, % 3 3 3
Lampotila, *C 70 : 70 70
pH alussa/lopussa : 7,0/7,4 7,0/7,3 ; 7,0/7,3
Retentiocaika, min 60 60 ' 60
Abs 280 nm (laim. 1/10) 0,27 0,43 0,57
Kelatointivaihe .
Konsistenssi, % j 3 3 : 3
EDTA, % . 0,2 0,2 . 0,2
Lampdtila, °C ; 70 70 70 :
pH lopussa 5,5 5,6 o 5,8
Retenticaika, min 60 60 . 60
Abs 280 nm (laim. 1/10) 0, 24 0, 44 0,64
Konsistenssi, % 10 10 10
H=0=2-annos, % 3,0 3,0 3,0
Hz0=-kulutus, % 0,87 0, 85 0,91
DTPA, % : . 0,2 0,2 0,2
MgSQa, % 0,5 0,5 0,5
NaOH, % 3,0 3,0 3,0 ‘
Lamp&tila, °C . 80 80 - 80 : : i
pH lopussa ; 10,6 10,6 10,6 : ‘ i
Retentiocaika, min 180 180 _ 180 ; o
Lopullinen massa
Valkoisuusaste, % ISO . 71,9 72,9 73,0
Kappaluku ‘ 9,0 8,3 7,9
Viskositeetti dm3/kg 870 890 890

Taulukko 3 osoittaa, ettd A2se_pmittauksen ja kappaluvun mukaan o
ksylanaasiesikédsittelyn jidlkeen poistui merkittdviasti enemmén ‘
ligniinid samalla kun massan lujuus (viskositeetin mukaan)

sdilyi hyvana.
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Esimerkki 7 | | , -
Valkaisukokeet kayttéden puhdistettujé 35 kDa:n Jja SO kDa: n
ksylanaaseja

Puhdistettua suurempaa 50 kbDa:n (AM50) ksylanaasia ja pienem-
paa 35 kDa:n (AM35) ksylanaasia (mukaan lukien mydés 30 kDa:n
ksylanaasi) kdytettiin valkaisukokeisiin kolmivaiheisessa
peroksidivalkaisussa. Puhdistetut entsyymivalmisteet olivat
samat kuin ne jotka kdytettiin puhdistettujen entsyymien pH:n

ja lampoétilaominaisuuksien ma3Arittamisessa.

Mukaan otettiin myds kontrollindyte ilman entsyymikasittelya.
Raaka-aineena kAytetyn havupuumassan (V 541-18 (2129)) kuiva-
painopitoisuus ja kappaluku olivat 28,8 % ja vastaavasti 13,5,
Massan alkuvalkoisuusaste oli 37, 1.

Entsyymikésittely ja -annos

Entsyymin aktiivisuus mitattiin 60 *C:ssa, pH-arvossa 6,5'

kdyttden koivupuun ksylaania (Roth no. 7500) substraattina.
Entsyymiannos oli 100 nkat/g kuivamassaa. Actinomaduran ksy-
lanaasit liuotettiin 25 mM dinatriumfosfaattipuskuriin, joka
sisalsi 50 mM NaCl, ja kontrollindytteeseen 1lisdttiin sama

madra tétd puskuria. Massan pH sd&dettiin rikkihapolla.
Kelatointi

Kelatointi suoritettiin 1lis&amdlld EDTA:ta 0,2 %:iin kuiva-
painosta ja se tehtiin 3,0 %:n konsistenssilla 50 "C:ssa yhden
tunnin aikana.

Perokesidivalkaisu

Kolme peroksidivalkaisuvaihetta (80 C, 180 min) suoritettiin
samalla tavalla, paitsi ettd jokaisen vaiheen jdlkeen kolman-
nes massasta otettiin pois testausta varten. Olosuhteet olivat

seuraavat:

dRb T
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Ronsistenssi 10 %
H20= 3 %
NaOH . 3 %
DTPA 0,2 %

MgSQOa 0,5 %
Tulokset

Tulokset Ecopulp X-200-entsyymivalmisteella (Primalco Ltd.
Biotec., Rajamdki, Suomi), joka sisdltda T. reesein ksylanaasi
II:ta on sis&dllytetty seuraavaan tarkasteluun. Raaka-ainemassa
ja kaikki muut kasittelyt ovat samoja, paitsi ettd entsyymi-
kdsittely (100 nkat/g kuivapainoa) suoritettiin vedessad, pH-
arvossa 5,0 50 "C:ssa, mikd on lahelld T. reesein xyl II:n
optimia. Entsyymin aktiivisuus mitattiin 60 "C:ssa, pH-arvossa
6,5 kdyttden koivupuun ksylaania (Roth no. 7500) substraat-
tina. Kontrollindytettd kdsiteltiin samalla tavalla, mutta
ilman entsyymid.

Pelkistidvdt sokerit (% kuivapainosta) analysoitiin entsyymi-
kdsittelyn jdlkeen, ja ne olivat seuraavanlaiset:

%

Kontrolli : 0,19
AMS50 _ 1,18
AM35 b 1, 64
Kontrolli 0,20

Ecopulp X-200 1,32

Valkaisujen tulokset esitet&in taulukossa 4.

e A

i
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“Taulukko 4

ISO-valkoi - ~ Kaytetty

suusaste Kappa reroksidi (%)
Pl-vaihe
Kontrolli 59,6 5,9 2,7
AM50 _ ‘ 62,3 6,3 2,17
AM35 ' : 63,7 5,3 2,6
Kontrolli : 62,2 5,9 2,2
Ecopulp X-2008 ' 64,1 7,2 2,3
P2-vaihe
Kontrolli ‘ 67,2 6,8 2,2
AM50 : 69, 7 4, 8 2,4
AM35 ' : 70,7 4,9 2,2
Kontrolli : 68, 8 7,7 2,2
Ecopulp X-200% ' 70,6 5,5 2,
P3-vaihe ‘
Kontrolli 71,3 5,2 2,2
AMS0 : _ ' 74,0 4,1 2,2
AM35 74, 4 2,2 2,0
Kontrolli : 73,3 6,8 2,2
Ecopulp X-200% 74,9 4,2 2,1

AM50:n ja AM35:n kayttd nosti selvasti valkoisuusastetta nos-

tamatta kdytetyn peroksidin maaraa.

Egsimerkki 8 _
Kromosomaalisen DNA:n eristys ja genomikirjaston konstruointi

Actinomadura flexuosa sp. DSM43186-kantaa viljeltiin 50 ml:ssa
kasvualustaa, jonka koostumus o0li 10 % (w/v) sakkaroosia, 0,5
% (w/v) kaurasta eristettyd ksylaania, 0,5 % (w/v) peptonia
kaseiinista, 0,5 % (w/v) hiivauutetta, 0,5 % (w/v) lihauutet-
ta, 0,074 % (w/v) CaClz x 2H=20, pH 7,4-7,5, valiseinin varus-
tetussa ravistelupullossa 2,5 pdivdn ajan 52 °C:ssa raviste-
lemalla nopeudella 200 rpm. 2,5 ml tadtd viljelmdd siirrettiin
50 ml: aan tuoretta kasvualustaa, Jjohon oli lisatty 0,8 % gly-
siinia, ja kasvatettiin 2 pdivaa 50 'C:ssa, 200 rpm. Solut
pelletoitiin sentrifugoimalla 3ja pestiin seoksella 10 % sak-
karoosia - 25 mM Tris-HCl (pH 8,0) - 25 mM EDTA.
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Kromosomaalinen DNA efistettiin Hopwoodin ym., Genetic mani-
pulation of Streptomyces: A laboratory manual, The John Innes
Foundation, Norwich, Yhdistynyt Kuningaskunta (1985), mukai-
sesti. Lyhyesti sanottuna myseeli hajoitettiin lysotsyymilla
ja 2 x Kirbyn seoksella (2 g natriumtri-isopropyylinaftaleeni-
sul fonaattia, 12 g natrium-4-aminosalisylaattia, 5 ml 2 M
Tris-HCl (pH 8,0), 6 ml Tris-HCl:11la kyllastettya fenolia,
mikd tadydennetddn vedella 100 ml:aan). DNA saostettiin isopro-
panolilla ja liuotettiin TE:hen (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA,
pH 8,0). RNA pilkottiin RNaasilla.

Kfomosoﬁaalinen DNA pilkottiin .osittain Sau3A:1la (Boehringer)
ja fraktioitiin koon mukaan sakkarocosigradientissa (10-40 %
(w/v) sakkaroosia seoksessa 1 M NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH 8,0,
5 mM EDTA), jota ajettiin nopeudella 55 000 rpm 6 tunnin ajan
22 "C:ssa Beckman TL-100-ultrasentrifuugissa TLS-55-rootto-
rissa. Gradientti Jjaettiin fraktioihin ja niitd, jotka sis&l-
sivat kooltaan péddosin 7-10 kb:n DNA:ta, kaytettiin genomisen

Actinomadura-kirjaston konstruoimiseen.

Esipilkottua ZAP Express™™ BamHI /CIAP Vector Cloning Kit
-pakkausta (Stratagene) kédytettiin kirjaston konstruoimiseen
ja kaikissa seuraavissa vaiheissa noudatettiin valmistajan
ohjeita. Lyhyesti sanottuna noin 200 ng kokofraktioitua DNA: ta
liitettiin 1 pg:aan ZAP Express valmisteisia kAsivarsia ja
pakattiin kaytté&madlld Gigapack II pakkausuutetta (Stratagene).
Kirjaston tiitteri mddritettiin infektoimalla E.coli XL1-Blue
MRF’ -solut pakkausfaagin sarjalaimennoksilla ja maljaamalla
NzZ¥-maljoille, Ligaatioseoksen kokonaistiitteri oli noin 3 x
107 pfu/ml, yli 96 %:n inserttifrekvenssilld. Kirjastoa kdytet-

tiin seulontaan ilman monistusta.

Esimerkki 9A

35 kDa: n ksylanaasia koodaavan geenin erigstédminen RBB-ksylaani-

maljojen hydrolysointiaktiivigsuuden perusteella

ZAP ExpregssT™™-vektorissa olevaa Actinomadura flexuosa sp.

DSM43186: n DNA:n genomikirjastoa seulottiin ksylanolyyttisen

7
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aktiivisuuden suhteen seuraavalla tavalla. Iééntéé, Strata-
genen E. coli XL-Blue MRF' -soluja, kasvatettiin LB-elatusai-
neessa + 0,2 % (w/v) maltoosia + 10 mM MgSO. ja sdidettiin
tiheyteen ODesoo=0,5. Soluja infektoitiin yhdistelmdkirjastolla
15 minuuttia 37 "C:ssa ja maljattiin NZY-topagarin kanssa
NZ¥-maljoille. Maljoja inkuboitiin 4 tunnin ajan 42 "C:ssa,
padllystettiin nitroselluloosasuodattimilla, Jjotka oli kyl-
lastetty 10 mM IPTG:11d8 lacZ-fuusioproteiinin ilmentédmisen

indusoimiseksi, ja inkuboitiin yli yoén huoneenlampdtilassa.

Suodattimet pestiin 50 mM K-fosfaattipuskurilla (pH 6,8) ja
siirrettiin RBB-ksylaani + Km-maljoille. Maljassa on kaksi
kerrosta; alempi 15 ml:n kerros varsinaista LB:tda + Km:aa (40
pg/ml) Jja S5 ml:n ylemempi kerros RBB-ksylaania (0,5 % (w/v)
RBB-ksylaania, 1 % (w/v) kaurasta vapautettua ksylaania LB +
Km -seoksessa, joka on puskuroitu 50 mM K-fosfaatilla, pH
6,8). Maljat siirrettiin 50 "C:seen toiseksi ySksi ksylanolyyt-
tisen aktiivisuuden mdarittamiseksi. Suodattimet otettiin pois
ja selvd kehd RBB-ksylaani + Km-maljoilla paljasti ne kloonit,
joilla o0li ksylanaasiaktiivisuutta. Alkuperdisistd NZY¥-mal-
joista poimittiin 22 positiivista plakkia SM-puskuri/kloro-
formi-seokseen.

ZAP Express-vektori on suunniteltu mahdollistamaan mink# ta-

hansa lambdavektorin sisaltamédn kloonatun insertin yksinker-
tainen, tehokas in vivo-irrotus ja saattaminen uudestaan reng-
asmuotoon Kloonatun insertin sisaltavédn fagemidin muodosta-
miseksi. Lyhyesti sanottuna positiivisia klooneja inkuboitiin
XL1 Blue MRF’ -solujen kanssa ExAssist-auttajafaagin kanssa.
Lamp&ddenaturoinnin (70 “C, 15 min) Jja sentrifugoinnin jalkeen
irrotettu fagemidi pBK-CMV pakataan rihmamaisina faagipartik-
keleina supernatantissa. Vapautettu fagemidi sekoitettiin
XLOLR~solujen kanssa ja maljattiin LB/kanamysiinille (50 pg-
/ml) valmistajan ohjeiden mukaisesti.

Vapautetun fagemidin DNA-molekyyleilld transformoidut E. coli

XLOLR~solut testattiin uudelleen RBB-ksylaanilla + Km:1llA&.
Alkuperdisistd 22 positiivisesta kloonista 12 kloonia sdilytti
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ksylanaasiaktiivisuutensa. FagemidiQDNA:t pilkbttiin EcoRI -
/PstI:1lla, niille tehtiin elektroforeesi, blotattiin nailon-
kalvolle ja hybridiseoitiin digoksigeniini-leimatun pALK185:sti
perdisin olevan 1,15 kb:n T. fuscan ksylanaasifragmentin kans-
sa (kuva 12). Plasmidi pALK185 sisdltdd T. fuscan xynA-geenin
pTX101l: sta (Ghangas, G.S. et al., J. Bact. 171: 2963-2969
(1994)). Nelja fagemidid hybridisoitui T. fuscan DNA-koettimen
kanssa, mik3d osoittaa, ettd ne kantoivat yhtd tai useampaa
geenid, jolla on jonkin verran homologiaa T. fuscan fragmentin
kanssa. N&dille fagemideille annettiin nimet pALK938, pALK939,
pALKS940 ja pALK941,

 Esimerkki 9B _
35 kDa:n ksylanaasia koodaavan geenin eristdminen T. fuscan

xyrA-geeniin hybridisoitumigsen perusteella

ZAP ExpressTM-vektorissa olevaa Actinomadura flexuosa sp.

DSM43186: n DNA: n genomikirjastoa seulottiin pALK185:std8 perai-
sin olevalla digoksigeniini-leimatulla 1,15 kb:n T. fuscan
ksylanaasifragmentilla (kuva 12) toimittajan ohjeiden mukai-
sesti. Poimittiin 17 positiivista kloonia. Fagemidit irrotet-
tiin in vivo, kuten edelli esimerkissd 9A kuvataan. E. coli
-kloonit, jotka sisdlsivat positiivisia fagemideja, testattiin
ksylanolyyttisen aktiivisuuden suhteen RBB-ksylaanilla, kuten
edellad esimerkissa 9A kuvataan. Yksitoista kloonia osoitti
ksylanolyyttistd aktiivisuutta. Valittiin yksi klooneista ja
plasmidille annettiin nimi pALK1056.

Esimerkki 10

35 kDa: n ksylanaasia koodaavan geenin eristédminen T fﬁscan.

TfxA-vasta-aineen tunnistaman polypeptidin tuotannon perus-
teella

Actinomaduran genomikirjaston seulontéan kdytettiin polyklo—.

naalista vasta-ainetta Thermomonospora fuscan 32 kDa:n Xksyla-
naasia, TfxA: ta, vastaan. Stratagenen XL-Blue MRF’'-soluja

kasvatettiin LB-elatusaineessa + 0,2 % maltoosia + 10 mM MgSOa

MRS A



e Sese sses sw OSees e

. mes

. e
s ase

s sess

. e a
® a aae aew
-

.

118010

39

ja laimennettiin tiheyteen ODsoo=0,5. Soluja infektoitiin
yhdistelmékirjastolla 15 minuuttia 37 "C:ssa ja maljattiin
NZY-top-agarin kanssa NZY¥-maljoille. Maljoja inkuboitiin 3,5
tunnin ajan 42 ‘C:ssa, paidllystettiin nitroselluloosasuodatti-
milla, Jjotka oli kyllastetty 10 mM IPTG:113, ja inkuboitiin
yli yén huoneenldmpdtilassa. Toteaminen suoritettiin 1:1500
laimennetulla T. fuscan TfxA-vasta-aineella kayttidmdlla Pro-
megan ProtoBlot® AP-systeemia. Kaksitoista positiivista kloo-
nia, joista klooni 1.1 antoi selvasti voimakkaimman signaalin,
otettiin talteen SM-puskuri/kloroformi-seokseen ja puhdistet-

tiin toisella seulontakerralla.

Fagemidit irrotettiin in vivo, kuten edelld olevassa esimer-
kissa 92 on kuvattu. Sitten fagemidit pilkottiin EcoRI:1lla ja
PstI:114, niille tehtiin elektroforeesi, Dblotattiin nailon-
kalvolle ja hybridisoitiin digoksigeniini-leimatun pALK185:sta
peraisin olevan 1,15 kb:n T fuscan ksylanaasifragmentin kans-
sa (kuva 12). Actinomadura flexuosa sp. DSM43186~kannan kro-
mosomaalisesta DNA:sta T. fusca xynA-koetin hybridisoitui noin
4 kb:n EcoRI-Pst-fragmenttiin, Kloonit testattiin myds ksyla-
nolyyttisen aktiivisuuden suhteen RBB-ksylaanilla, kuten e-
della olevassa esimerkissa 9A on kuvattu. Yksi klooni (klooni
1.1) o0li positiivinen molemmissa seulonnoissa. Titd kloonia

kantavalle fagemidille annettiin nimi pALK923.

Esimerkki 11
35 kDa: n proteiinia koodaavan ksylanaasigeenin restriktioent-
syymianalyysl ja sekvensointi

Plasmidit pALK938, ©pALK939, pALK940, pALK941, pALK1056 3ja
PALK923 analysoitiin restriktiocentsyymianalyysilld ja kdytet-
tiin ksylanaasigeenin sekvensointiin. DNA sekvensoitiin kayt-
tédmédlla ABI (Applied Biosystems)-pakkauksia, jotka perustuvat
fluoreseiini-leimattuihin T3- ja T7-alukkeisiin tai sekvenssi-
spesifisiin alukkeisiin fluoreseiini-leimatuilla dideoksinuk-
leotideilla, Taq dye-alukesyklisekvensointiprotokollalla toi-
mittajan ohjeiden mukaan. Koska Actinomaduran DNA:ssa on kor-

kea GC-pitoisuus, sekvensointireaktiot suoritettiin 10 %:i-
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sella (v/v) DMSO: 11a emdspariutuslidmpdtilassa 58-60 “C. Sek-
vensointireaktiot analysoitiin ABI 373A-sekvenoijalla ja saa-
dut sekvenssit karakterisoitiin kayttdm&lla Genetics Computer
Group Sequence Analysis Software Package-systeemid, versiota
7. 2. Kuvassa 13 esitetdaan 35 kDa:n ksylanaasia koodaava DNA-
sekvenssi. Sekvenssilld on 1035 bp:n ORF (avoin lukukehys),
mikd wviittaa 344 aminohapon polypeptidiin ja vastaa molekyy-
lipainoltaan noin 37,5 kDa:n proteiinia. Oletettu signaalin-
prosessointikohta havaitaan alaniini 43:n Jjdlkeen, Jja ennus-
tetulla kyps&lld proteiinilla on noin 32,9 kDa:n laskennal-
linen molekyylipaino. Sekvenssiaineisto on nédin ollen hyvéssé
sovussa 35 kDa:n ksylanaasin puhdistustulosten kanssa, jotka
kuvattiin esimerkissd 3. 35 kDa:n geenisekvenssi ilmeni sa-
manlaisena kaikissa tutkituissa klooneissa, paitsi pALK923:n
DNA: ssa. pALK923 sisdlsi 93 emdsparin tuntemattoman sekvenssin
insertin N-terminaalissa, minkd j&lkeen Actinomaduran 35 kDa:n
ksylanaasigeenin sekvenssi alkoi kohdassa, Jjoka vastaa emas-

paria 411 kuvassa 13.

Sekvenssilld on korkea homologia eri organismeista perdisin
olevia ksylanaaseja kohtaan. Aminohappotasolla geenilld on 76
%: n homologia T. fuscan XynA: ta kohtaan.

Egimerkki 12

Actinomaduran 50 kDa: n ksylanaasigeenin eristédminen

ZAP ExpresgTv-vektorissa olevaa Actinomadura flexuosa sp.
DSM43186: n DNA: n genomikirjastoa seulottiin kayttadmdlla DNA-
koetinta.

Puhdistetusta 50 kDa:n proteiinista per@isin olevien peptidi-
sekvenssien perusteella suunniteltiin oligonukleotidialukkeet.
Alukesekvenssit esitetddn taulukossa 5. Koska peptidisekvens-
sien #1696, #1697, #1698 Jja #1704 yhdistelmd vastaa 75 %:n
samankaltaisuudella Streptomyces lividansin ksylanaasi A:ssa
olevia aminohappoja 42-89, syntetisoitiin 39 emdsparin anti-
sense-oligonukleotidi &. lividansin xlnA-sekvenssin emdksista
331-369. & lividansin xlnA 331-369as-koetin ja alukkeet §#-
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1704as, #1703as, #1696s leimattiin digoksigeniinilld ja termi-
naalisella transferaasilla, ja kdytettiin koettimina hybridi-
saatiossa 50 "C:ssa teoksen Boehringer, DIG DNA Labeling and

Detection Nonradioactive, Applications Manual, mukaan.

Aluke #1704das ja S lividansin xlnAas-koetin tunnistivat saman
1,0 kb:n EcoRI-Pstl-fragmentin Actinomaduran DNA:ssa. Frag-
mentti on erilainen kuin T. fuscan xynA- koettimen tunnistama
4 kb:n fragmentti. N&diden tulosten perusteella kaytettiin
39-meeristd & lividansin xlnAas-koetinta seulomaan Actinoma-

dura-kirjasto 50 kDa:n ksylanaasia koodaavan geenin suhteen.

Kolme positiivista plakkia otettiin talteen yli yén detektion
jadlkeen. N&aille klooneille annettiin nimet Act, xyl. 50/13,
Act. xyl. 50/14 ja Act. xyl.50/165.

Kloonatun Actinomaduran insertin sisiltévidt fagemidit irro-'
tettiin, kuten esimerkissd 9A on kuvattu, Ksylanaasiaktiivi-
suuden madrittamiseksi E. coli-kloonit levitettiin RBB-ksy-
laani + Km-maljoille, kuten esimerkissa 9A on kuvattu, kayt-
tamdlla positiivisena kontrollina kantaa, joka tuottaa Acti-
nomaduran 35 kDa:n ksylanaasia (plasmidista pALK923). Kloonit
Act. xyl.50/13 ja Act.xyl.50/14 osoittivat ksylanaasiaktiivi-

suutta muodostaen selvdn kehan pesdkkeen ympdrille. |
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Taulukko 5. Oligonukleotidialukkeet, joita kﬁyt‘ettiin Actinoma-
duran 50 kDa:n ksylanaasia koodaavan geenin toteamisessa.

Aluke ' DNA-sekvenssi

Actinomadura sp. DSM43186 i
#1696s  GCA/C/G/TGCA/C/G/TCAA/G/CAC/TAAC/TA/CG
#1703as ACCATA/GTTA/GTAA/C/G/TACA/C/GITA
#1704as TTCATC/TTCA/GTTC/TTCA/C/G/TGC

S. lividans xind 331-369as

CGTGAGTTCAACATGGTGACGGCCGAGAACGAGATGAAG
S. lividans xinA 257-284s

AGAGCGGCCGCTACTTCGGCACCGCCAT
S. lividans xInA 530—561@?

CACGCCGTTGATGTGGTCGATCATCGCCTGGC

§ = sense; as = antisense

Esimerkki 13

50 kDa: n ksylanaasiproteiinin geenin sekvensointi
Fagemidi~DNA: t klooneista Act.xyl.50/13 ja Act.xyl.50/14 nimet-
tiin pALK927:kgi ja vastaavasti pALK928:ksi. §. lividansin
xIlnA 331-369as ~oligomeeria kaytettiin Actinomaduran insertin
sekvensointiin. Lisaksi  syntetisoitiin kaksi oligomeeris,
jotka vastaavat nukleotideja 257-284 3Jja 530-561 &5, lividansin
xlnA-sekvensgissd, samoin kuin sekvenssispesifiset alukkeet
kloonatun insertin sekvenssin saamiseksi. Sekvensointireaktiot
suoritettiin 10 %:isella (v/v) DMSO:lla emdspariutuslampdti-
lassa 58 "C. Sekvensointi suoritettiin kuten esimerkissa 11 on
kuvattu. Kuvassa 14 esitetdan Actinomadura sp. DSM43186:n 50
kDa: n ksylanaasigeenin 1864 em8sparin sekvenssi. Puhdistetusta
50 kDa:n proteiinista saadut peptidisekvenssit osoitetaan
johdetun aminohapposekvenssin alleviivauksella. Johdetulla
peptidisekvenssilld on 70-71 %:n samanlaisuus Actinomadura sp.
FC7:n ksylanaasi II-proteiinia <(kuva 15) Jja §. lividansin
ksylanaasi A-proteiinia (kuva 15A) kohtaan. Sekvenssilli on

1479 emdsparin antisense avoin Jlukukehys, mikd wviittaa 492
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aminohapon polypeptidiin, joka vastaa molekyylipainoltaan noin
53,5 kDa: n proteiinia.

Esimerkki 14
Fuusioproteiinit

Ksylanaasigeeni& koodaava yhdistelmavektori valmistetaan fuu-

sioimalla ksylanaasia koodaava sekvenssi T. reesein sellulaa-
sin tai hemisellulaasin sekvenssin tai vahintddn yhden maini-
tun sellulaasin tai hemisellulaasin funktionaalisen domeenin
kanssa, kuten on kuvattu US-patentissa 5,298,405, patentissa
WO 93724621 Jja Genbankin esityksessd (submission) L25310,
jotka sisallytetdaian tahan viitteelld. Erityisesti entsyymi on
CBHI, CBHII, EGI, EGII, XYLI, XYLII tai mannanaasi (MANI) tai
niiden domeeni, kuten esimerkiksi erityssignaali tai ydinsek-

venssi.

Voidaan konstruoida fuusioproteiineja, Jjotka sisdaltdvat N-
terminaalisen mannanaasin tai sellobiohydrolaasin tai endo-
glukanaasin ydindomeenin tai samasta lahteestd peradisin olevat
ydin- ja saranadomeenit Actinomaduran ksylanaasisekvenssiin
fuusioituneena. Tuloksena on proteiini, Jjoka sis&ltdd N-ter-
minaalisen mannanaasin tai sellobiohydrolaasin tai endogluka-
naasin ytimen tail ydin- ja sarana-alueet sekd C-terminaalisen
Actinomaduran ksylanaasin, Fuusioproteiini sisaltaa
mannanaasi- tai sellobiohydrolaasi- tai endoglukanaasi- ett#

ksylanaasiaktiivisuutta eri domeenien fuusiokonstrukteina.

Fuusioproteiinit wvoidaan konstruoida myd&s siten, ettd sisdlly-
tetddn mannanaasi- tai sellobiohydrolaasi- tai endoglukanaasi-
hantd tai niiden haluttu fragmentti asetettuna ennen Actinoma-
duran ksylanaasisekvenssin eteen, erityisesti niin, ett& hian-
nassd olevan ei-spesifisen proteaasikohdan kdyttd mahdollistuu
proteaasikohtana ksylanaasisekvenssin talteen ottamiseksi
ilmennetysta fuusioproteiinista. Vaihtoehtoisesti voidaan
konstruoida fuusioproteiineja, joilla on proteaasikohta 1lii-
toskohdassa (linker), Jjoka sijoitetaan ennen Actinomaduran
ksylanaasia joko hantdsekvenssien kangsa tai ilman niité.
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Esimerkkl 15

Igannat

Haluttua ksylanaasia tai fuusioproteiinia koodaava yhdistelmi-
konstruktio valmistetaan kuten edelld 3ja transformoidaan Tri-
choderma spp., Escherichia coli, Bacillus spp. tai Strepto-

myces spp. -isantdin.

Kaikki t&ssé& siteeratut viitteet sisdllytetddn tdhdn viitteel-
18. Vaikka t&m& keksintd on kuvattu yksityiskohtaisesti ja sen
vksityiskohtaisiin suoritustapoihin viitaten, alan asiantun-
tijalle on selvda, ettd siihen voidaan tehdd eri muutoksia ja

modifikaatioita keksinndn hengestd ja piiristid poikkeamatta.

i
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SEKVENSSILISTAUS
(1) YLEISTA INFORMAATIOTA:
(i) HAKIJA:
(A) NIMI: AB Enzymes GmbH
(B) KATU: Feldbergstrasse 78
(C) KAUPUNKI: D-64293 Darmstadt
(D) MAA: GERMANY

(ii)

(iid)

(iv)

(v)

(vi)

(vi)

(vi)

KEKSINNON NIMITYS: Actinomaduran ksylanaasisekvenssit
ja kayttdmenetelmat

SEKVENSSIEN LUKUMAARA: 25

OSOITE KIRJEENVAIHTOA VARTEN:

(A) ASIAMIES: Oy Borenius & Co Ab
(B) POSTIOSOITE: Tallberginkatu 2 A
(C) KAUPUNKI: Helsinki

(D) MAA: Suomi.

(E) POSTINUMERO: FI-00180

MUUT YHTEYSTIEDOT:
(A) PUHELIN: 358-9-6866840
(B) TELEFAX: 358—0—6866844%

PRIORITEETTIHAKEMUSTEN TIEDOT:
(a) HAKEMUKSEN NUMBERO: US 08/468,812
(B) HAKEMISPAIVA: 06-06-1995

PRIORITEETTIHAKEMUSTEN TIEDOQT:
(A) HAKEMUKSEN NUMERO: US 08/332,412
(B) HAKEMISPAIVA: 31-10-1994

PRIORITEETTIHAKEMUSTEN TIEDOQT:
(A) HAKEMUKSEN NUMBERO: US 08/282,001
(B) HAKEMISPAIVA: 29-07-1994

(2) INFORMAATIO SEQ ID NO:1:STA: )

(i)

(ii)

SEKVENSSIN TUNNUSMERKIT: .
(A) PITUUS: 1375 emésparia
(B) TYYPPI: nukleiinihappo
(C) SAIKEISYYS: ei relevantti
(D) TOPOLOGIA: lineaarien

MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)
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(ix) PIIRRE: |
(A) NIMI/AVAIN: CDS
(B) SIJAINTI: 303..1334

(%i) SEKVENSSIN KUVAUS: SEK ID NO: 1:

CCCGGGTATT CATGTGAATG ATTAGCAACA GTTATGTTAC GGAGATATTT CTGAGAGTGT
TGACAGGTCG TGAAGTCGGT CCGATACTTT CGAGCTAGCT CCGATAGTTT TCGATACGCC
GGCACATCGA GCACGTCGGA CGAGTCACGC GCCACGTCGG TTTTCCGCCG CACGCCGCGC
AGAGCGGCCG GAGAACCCCC GCGTGTCCGC GGCATCGGTG CCGGTCCGTC GTTCGCCGCC
GACCGCGCGC CGGGTCGCGA CACGCCAGCC CCCATCGGCC CTTCTTCACG AGGAAGCCGT

AC ATG AAC GAA CCC CTC ACC ATC ACG CAG GCC AGG CGC CGC AGA CGC
Met Asn Glu Pro Leu Thr Ile Thr Gln Ala Arg Arg Arg Arg Arg
1 5 10 15

CTC GGC CTC CGG CGC ATC GTC ACC AGT GCC TTC GCC CTG GCA CTC GCC
Leu Gly Leu Arg Arg Ile Val Thr Ser Ala Phe Ala Leu Ala Leu Ala
20 25 30

ATC GCC GGT GCG CTG CTG CCC GGC ACG GCC CAC GCC GAC ACC ACC ATC
Ile Ala Gly Ala Leu Leu Pro Gly Thr Ala His Ala Asp Thr Thr Ile
35 40 45

ACC CAG AAC CAG ACC GGG TAC GAC AAC GGC TAC TTC TAC TCG TTC TGG
Thr Gln Asn Gln Thr Gly Tyr Asp Asn Gly Tyr Phe Tyr Ser Phe Trp
50 55 60

ACC GAC GCG CCC GGG ACC GTC TCC ATG ACC CTC CAC TCG GGC GGC AGC
Thr Asp Ala Pro Gly Thr Val Ser Met Thr Leu His Ser Gly Gly Ser
65 70 75

TAC AGC ACC TCG TGG CGG AAC ACC GGG AAC TTC GTC GCC GGC AAG GGC
Tyr Ser Thr Ser Trp Arg Asn Thr Gly Asn Phe Val Ala Gly Lys Gly
80 85 90 95

TGG TCC ACC GGG GGA CGG CGG ACC GTG ACC TAC AAC GCC TCC TTC AAC
Trp Ser Thr Gly Gly Arg Arg Thr Val Thr Tyr Asn Ala Ser Phe Asn
100 105 110

CCG TCG GGT AAC GGC TAC CTC ACG CTC TAC GGC TGG ACC AGG AAC CCG
Pro Ser Gly Asn Gly Tyr Leu Thr Leu Tyr Gly Trp Thr Arg Asn Pro
. 115 120 125

CTC GTC GAG TAC TAC ATC GTC GAG AGC TGG GGC ACC TAC CGG CCC ACC
Leu Val Glu Tyr Tyr Ile Val Glu Ser Trp Gly Thr Tyr Arg Pro Thr
130 135 140

GGC ACC TAC AAG GGC ACC GTC ACC ACC GAC GGG GGA ACG TAC GAC ATC
Gly Thr Tyr Lys Gly Thr Val Thr Thr Asp Gly Gly Thr Tyr Asp Ile
145 150 155

TAC GAG ACC TGG CGG TAC AAC GCG CCG TCC ATC GAG GGC ACC CGG ACC
Tyr Glu Thr Trp Arg Tyr Asn Ala Pro Ser Ile Glu Gly Thr Arg Thr
160 165 17Q 175

TTC CAG CAG TTC TGG AGC GTC CGG CAG CAG AAG CGG ACC AGC GGC ACC
Phe Gln Gln Phe Trp Ser Val Arg Gln Gln Lys Arg Thr Ser Gly Thr
180 185 190

ATC ACC ATC GGC AAC CAC TTC GAC GCC TGG GCC CGC GCC GGC ATG AAC

118010

60
120
180
240
300
347
395
443
491
539
587
635
683
731
779
827

875

923




Ile

CTG
Leu

AGC
Ser

CCG
Pro
240

GGC
Gly

CGC
Arg

CGG
Arg

CAC
His

AAC
Asn
320

TGG

Thr

GGC
Gly

GGT
Gly
225

GGT
Gly

GGT
Gly

TAC
Tyr

ATG
Met

GCC
Ala
305

GGC
Gly

CCG

Ile

AGC
Ser
210

AGC
Ser

AAC
Asn

GGC
Gly

AAC
Asn

GAC
Asp
290

CAG
Gln

AAC
Asn

ACG

Gly
195

CaC
His

TCC
Ser

cce
Pro

TGC
Cys

cTC
Leu
275

GTG
val

TGG
Trp

AAC
Asn

GTC

Trp Pro Thr Val

Asn

GAC
Asp

ACC
Thr

GGC
Gly

GTC
val
260

AAC
Asn

ccc
Pro

ccce
Pro

TGG
Trp

ACC
Thr
340

His

TAC
Tyr

GTC
val

AAC
Asn
245

GCG
Ala

GTC
val

TAC
Tyr

GAG
Glu

GGC
Gly
325

TGT
Cys

TGGCGCGGCG GCTCCCGGCC G

Phe

CAG
Gln

TCC
Ser
230

cce
Pro

ACC
Thr

TCG
Ser

CCG
Pro

TCC
Ser
310

GTG
vVal

ACC
Thr

Asp

ATC
Ile
215

ATC
Ile

GGC
Gly

CTC
Leu

GTC
Val

Gee
Ala
295

CAG
Gln

ACG
Thr

GCG
Ala

Ala
200

ATG
Met

AGC
Ser

AAC
Asn

TCC
Ser

AGC
Ser
280

CGC
Arg

GTG
Val

ATC
Ile

AAC
Asn

47
Trp Ala

GCG ACC
Ala Thr

GAG GGT
Glu Gly

CCC GGT
Pro Gly
250

GCC GGC
Ala Gly
265

GGC TCG
Gly Ser

ATC ATC
Ile Ile

CTC ATC
Leu Ile

CAG CAC
Gln His
330

Arg

GAG
Glu

GGC
Gly
235

AAC
Asn

CaG
Gln

AAC
Asn

GCC
Ala

GCC
Ala
315

AAC
Asn

Ala

GGC
Gly
220

AAC
Asn

CCG
Pro

CAG
Gln

AAC
Asn

ACC
Thr
300

AGA
Arg

GGC
Gly

Gly
205

TAC
Tyr

cccC
Pro

GGT
Gly

TGG
Trp

TGG
Trp
285

TGG
Trp

ccec
Pro

AAC
Asn

Met Asn

CAG AGC
Gln Ser

GGC AAC
Gly Asn

AAC CCC
Asn Pro
255

AGC GAC
Ser Asp
270

ACG GTC
Thr Val

AAC ATC
Asn Ile

AAC GGC
Asn Gly

TGG ACC
Trp Thr
335

TGAGTTCCCG CCCCCAAAGG

(2) INFORMAATIO SEK ID NO: 2: STA:

1

(i) SEKVENSSIN TUNNUSMERKIT:
(A) PITUUS:
(B) TYYPPI:

(ii) MOLEKYYLITYYPPI:

(D) TOPOLOGIA:

proteiini

344 aminohappoa
aminohappo
lineaarinen

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SER ID NO: 2:

5

10

Met Asn Glu Pro Leu Thr Ile Thr Gln Ala Arg Arg Arg Arg Arg Leu
15

Gly Leu Arg Arg Ile Val Thr Ser Ala Phe Ala Leu Ala Leu Ala Ile

20

25

Ala Gly Ala Leu Leu Pro Gly Thr Ala His Ala

Gln Asn Gln Thr Gly Tyr A

50

35

40

sp Asn Gly Tyr Phe
55

Asp Ala Pro Gly Thr Val Ser Met Thr Leu His

65

70

75

30

Asp Thr Thr Ile Thr

45

Tyr Ser Phe Trp Thr

60

"Ser Gly Gly Ser Tyr

80

'

118010

971
10198
1667
1115
1163
1211
1259
1307
1354

1375

s
Tl



Ser

Ser

Ser

val

Thr

145

Glu

. Gln

Thr

Gly

Gly

225

Gly

Gly

Tyr

Met

.. ' Ala
305

Gly

. Pro

)
e - ene

.
as wae

Thr
Thr
Gly

Glu
130

Tyr
Thr
Gln
Ile
Ser
210
Ser
Asn
Gly
Asn
Asp
290
Gln

Asn

Thr

Ser

Gly

Asn

115

Lys

Trp

?he

Gly
195
His
Ser
Pro
Cys
Leu

275

val
Trp
Asn

val

Trp
Gly
100

Gly

Tyr

Gly

Arg

180

Asn

Asp

Thr

Gly

Val

260

Asn

Pro

Pro

Trp

Thr
340

Arg Asn Thr
85

Arg Arg Thr
Tyr Leu Thr
Ile Val Glu

135

Thr Val Thr
150

Tyr Asn Ala
165

Ser Val Arg
His Phe Asp
Tyr Gln Ile

215

Vai\Ser Ile
230

Asn Pro Gly
245

Ala Thr Leu
val Ser Val
Tyr Pro Ala

295

Glu Ser Gln
310

Gly val Thr
325

Cys Thr Ala

Gly
val
Leu
120
Ser
Thr
Pro
Gln
Ala
200
Met
Ser
Asn
Ser
Ser
280
Arg
Val

Ile

Asn

Asn
Thr
105
Tyr
Trp
Asp
Ser
Gln
185
Trp
Ala
Glu
Pro
Ala
265
Gly
Ile

Leu

Gln

48

Phe
90

Tyr
Gly
Gly
Gly
Ile
170
Lys
Ala
Thr
Gly
Gly
250
Gly
Ser
Ile

Ile

His

330

(2) INFORMAATIO SEQ ID NO: 3: STA:

. (i) SEKVENSSIN TUNNUSMERKIT:
PITUUS: 1864 emdsparia
TYYPPI: nucleiinihappo

(n)
(B)
(C)
(D)

SAIKEISYYS:
TOPOLOGIA:

val
Asn
Trp
Thr
Gly
155
Glu
Arg
Arg
Glu
Gly
235
Asn
Gln
Asn
Ala
Ala

315

Asn

Ala

Ala

Thr.

Tyr
140
Thr
Gly
Thr
Ala
Gly
220
Asn
Pro
Gln
Asn
Thr

300

Arg

Gly
Ser
Arg
125
Arg
Tyr
Thr
Ser
Gly
205
Tyr
Pro

Gly

Trp

285

Trp

Pro

Gly Asn

el relevantti

ei relevantti

(ii) MOLEKYYLI TYYPPI:

DNA (genominen)

(vi) ALKUPERAINEN LAHDE:
(A) ORGANISM: Actinomadura
(B) KANTA: DSM43186

(ix)

PIIRRE:

(A) NIMI/AVAiN: CDS

Lys
Phe
110
Asn
Pro
Asp
Arg
Gly
190
Met
Gln
Gly
Asn
Ser
270
Thr
Asn

Asn

Trp

Gly
85
Asn

Pro

Thr

Trp
Pro
Leu

Gly

Ile Tyr

Thr
175
Thr
Asn
Ser
Asn
Pro
255
Asp
val
Ile

Gly

Thr

335

Phe

Ile

Leu

Ser

Pro

240

Gly

Arg

Arg

His

Asn
320

118010



(B) SIJAINTI:

49

194,.1669

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEK ID NO: 3:

118010

TTCGGCAGCC TATTGACAAA TTTCGTGAAT GTTTCCCACA CTTGCTCTGC AGACGGCCCC 60
GCCGATCATG GGTGCACCGG TCGGCGGGAC CGTGCTCCGA CGCCATTCGG GGGTGTGCGC 120
CTGCGGGCGC GGCGTCGATC CCGCGGGGAC TCCCGCGGTT CCCTTTCCGT GTCCCTCTAA 180
TGGAGGCTCA GGC ATG GGC GTG AAC GCC TTC CCC AGA CCC GGA GCT CGG 229
Met Gly Val Asn Ala Phe Pro Arg Pro Gly Ala Arg
345 350 355
CGG TTC ACC GGC GGG CTG TAC CGG GCC CTG GCC GCG GCC ACG GTG AGC 277
Arg Phe Thr Gly Gly Leu Tyr Arg Ala Leu Ala Ala Ala Thr Val Sex
360 365 370
GTG GTC GGC GTG GTC ACG GCC CTG ACG GTG ACC CAG CCC GCC AGC GCC 325
val Val Gly Val Val Thr Ala Leu Thr Val Thr Gln Pro Ala Ser Ala
375 380 385
GCG GCG AGC ACG CTC GCC GAG GGT GCC GCG CAG CAC AAC CGG TAC TTC 373
Ala Ala Ser Thr Leu Ala Glu Gly Ala Ala Gln His Asn Arg Tyr Phe
390 395 400
GGC GTG GCC ATC GCC GCG RAC AGG CTC ACC GAC TCG GTC TAC ACC AAC 421
Gly Val Ala Ile Ala Ala Asn Arg Leu Thr Asp Ser Val Tyr Thr Asn
405 410 415 420
ATC GCG AAC CGC GAG TTC AAC TCG GTG ACG GCC GAG AAC GAG ATG AAG 469
Ile Ala Asn Arg Glu Phe Asn Ser Val Thr Ala Glu Asn Glu Met Lys
425 430 435
ATC GAC GCC ACC GAG CCG CAG CAG GGG CGG TTC GAC TTC ACC CAG GCC 517
Ile Asp Ala Thr Glu Pro Gln Gln Gly Arg Phe Asp Phe Thr Gln Ala
440 445 450
GAC CGG ATC TAC AAC TGG GCG CGC CAG AAC GGC AAG CAG GTC CGC GGC 565
Asp Arg Ile Tyr Asn Trp Ala Arg Gln Asn Gly Lys Gln Val Arg Gly
455 460 465
CAC ACC CTG GCC TGG CAC TCG CAG CAG CCG CAG TGG ATG CAG AAC CTC 613
His Thr Leu Ala Trp His Ser Gln Gln-Pro Gln Trp Met Gln Asn Leu
470 475 480
AGC GGC CAG GCGvCTG CGC CAG GCG ATG ATC AAC CAC ATC CAG GGG GTC 661
Ser Gly Gln Ala Leu Arg Gln Ala Met Ile Asn His Ile Gln Gly Val ‘
485 490 495 500
ATG TCC TAC TAC CGG GGC AAG ATC CCG ATC TGG GAC GTG GTG AAC GAG 709
Met Ser Tyr Tyr Arg Gly Lys Ile Pro Ile Trp Asp Val Val Asn Glu
505 _ 510 515
GCG TTC GAG GAC GGA AAC TCC GGC CGC CGG TGC GAC TCC AAC CTC CAG 757
Ala Phe Glu Asp Gly Asn Ser Gly Arg Arg Cys Asp Ser Asn Leu Gln
520 525 530
CGC ACC GGT AAC GAT TGG ATC GAG GTC GCG TTC CGC ACC GCC CGC CAG 805
Arg Thr Gly Asn Asp Trp Ile Glu Val Ala Phe Arg Thr Ala Arg Gln
535 540 545
GGG GAC CCC TCG GCC AAG CTC TGC TAC AAC GAC TAC AAC ATC GAG AAC 853
Gly Asp Pro Ser Ala Lys Leu Cys Tyr Asn Asp Tyr Asn Ile Glu Asn :
550 555 560

e
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TGG
Trp
565

AAG
Lys

AAC
Asn

TTC
Phe

AAC
Asn

GTG
Val
645

TCC
Ser

AAG
Lys

GAC
Asp

GGC
Gly

GTG
Val
725

TGC
Cys

™™re
Phe

GGT
Gly

TGG
Trp

TGC

Cys
805

CTC
Leu

AAC
Asn

TCC
Ser

AGC
Ser

GCG
Ala

GCC
Ala
630

GAC
Asp

TGG
Trp

ARG
Lys

GAC
Asp

GGT
Gly
710

CCG
Pro

CAC
His

CGC
Arg

GCG
Ala

GAG
Glu
790

CTC
Leu

TAC
Tyr

GCG
Ala

CGC
Arg

GGT
Gly

GCC
Ala
615

CCG
Pro

cae
Arg

CGC
Arg

CAG
Gln

GGT
Gly
695

TCC
Ser

AAC
Asn

AGC
Ser

ATC
Ile

GTG
Val
775

CTC
Leu

GAC
Asp

TCC
Ser

GCC
Ala

GGC
Gly

AAC
Asn
600

CTC
Leu

Gee
Ala

TGC
Cys

TCG
Ser

GCC
Ala
680

GGC
Gly

GGG
Gly

GGC
Gly

GGT
Gly

TTC
Phe
760

GTC
Val

CGG
Arg

GCG
Ala

TGC
Cys

AAG
Lys

GTG
Val
585

CCG
Pro

GGC
Gly

CaG
Gln

ACC
Thr

TAC
Tyr
665

TAC
Tyr

GGC
Gly

CAG
Gln

AAC
Asn

TCC
Ser
745

GGC
Gly

CAG
Gln

GCC
Ala

GTG
Val

TGG
Trp
825

ACC
Thr
570

ccce
Pro

TAC
Tyr

GTG
val

ACC
Thr

GGC
Gly
650

CaG
Gln

TAC
TyT

CCG
Pro

ATC
Ile

ACC
Thr
730

AAC
Asn

AAC
Asn

ATC
Ile

GAC
Asp

GGT
Gly
810

GGC
Gly

CAG
Gln

ATC
Ile

AAC
Asn

GAC
Asp

TAC
Tyr
635

ATC
Ile

AAC
Asn

GCG
Ala

TCC
Ser

CGG
Arg
715

GCC
Ala

CAG
Gln

AAG
Lys

TAC
Tyr

GGC
Gly
795

GGC
Gly

GGC
Gly

GCG
Ala

GAC
Asp

CCG
Pro

GTC
Val
620

GCC
Ala

ACC
Thr

cca
Pro

GTG
Val

AAC
Asn
700

GGC
Gly

GAC
Asp

CAG
Gln

TGC
Cys

AGC
Ser
780

ACC
Thr

GGC
Gly

AAC
Asn

GTC
Val

TGC
Cys

AAC
Asn
605

GAG
Glu

AGC
Ser

GTC
Val

CTG
Leu

CTC
Leu
685

CCG
Pro

GTG
val

GGC
Gly

TGG
Trp

CTG
Leu
765

TGC
Cys

ATC
Ile

ACC
Thr

AAC
Asn

50

TAC
Tyr

GTG
Val
590

TTC
Phe

GTC
Val

GTG
val

TGG
Trp

CTG
Leu
670

GAC
Asp

CCG
Pro

Gee
Ala

ACC
Thr

ACC
Thr
750

GAC
Asp

TGG
Trp

GTG
val

GGC
Gly

CAG
Gln
830

AAC
Asn
575

GGC
Gly

CGC
Arg

ACC
Thr

ATC
Tle

GGT
Gly
655

TTC
Phe

GCC
Ala

GTC
Val

TCC
Ser

CAG
Gln
735

TAC
Tyr

GCG
Ala

GGC
Gly

GGC
Gly

AAC
Asn
815

AAG
Lys

ATG
Met

TTC
Phe

ACC
Thr

GAG
Glu

CGG
Arg
640

GTC
vVal

GAC
Asp

CTG
Leu

TCG
Ser

AAC
Asn
720

GTC
Val

ACC
Thr

GGC
Gly

GGC
Gly

GTG
val
800

GGC
Gly

TGG
Trp

GTG
Val

CAG
Gln

ACC
Thr

CTG
Leu
625

GAC
Asp

CGC
Arg

AAC
Asn

AAC
Asn

cca
Pro
705

CGG
Arg

CAG
Gln

TCG
Ser

GGC
Gly

GCC
Ala
785

CaG
Gln

ACG
Thr

TCC
Ser

CGG
Arg

TCG
Ser

CTG
Leu
610

GAC
Asp

TGC
Cys

GAC
Asp

AAC
Asn

GAG
Glu
690

CCaG
Pro

TGC
Cys

CTG
Leu

TCC
Ser

TCC
Ser
770

AAC
Asn

TCC
Ser

CGG
Arg

TAC
Tyr

GAC
Asp

CAC
His
595

CAG
Gln

ATC
Ile

CTG
Leu

AGC
Ser

GGC
Gly
675

GGC
Gly

CCG
Pro

ATC
Ile

TAC
Tyr

GGT
Gly
755

AGC
Ser

CAG
Gln

GGG
Gly

CTG
Leu

AAC
Asn
835

TTC
Phe
580

TTC
Phe

caG
Gln

GAG
Glu

GCC
Ala

GAC
Asp
660

AAC
Asn

TCC
Ser

GGT
Gly

GAC
Asp

GAC
Asp
740

GAG
Glu

AAC
Asn

AAG
Lys

CTG
Leu

caG
Gln
820

GCC
Ala

118010

901

949

997
1045
1093
1141
1189
1237
1285
1333
1381
1429
1477
1525
1573
1621

1669
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TEATCCCCGG CTGATCGACC CTAGTTGAGG CCGTCTCCGG TACGGCACCG TCGGACCGGA
GGCGGTCCCT TGTTCGTCCA GGACGGAAGG ACCGGTCTGA GCAGGCGCGG CGATCGGACA

CCATGGTGGG AGGCACGAAA GCGGGAGGGG GTCGTATTCC GAGACTCCGG GAAGTGGAGG

TGTTCCTCCA CCTGA

51

(2) INFORMAATIO SEK ID NO: 4: STA:

Met

Gly

Val

Leu

Ala

Glu

Glu

Asn

Trp

Leu

145

Arg

Gly

Asp

Ala

Lys

225

Val

Gly
Leu
Thr
Ala

50
Ala
Phe
Pro
Trp
His
130
Arg
Gly
Asn
Trp
Lys
210

Thr

Pro

(i) SEKVENSSIN TUNNUSMERKIT:

(ii) MOLEKYYLITYYPPI:

(aA) PITUUS:

(B) TYPE:

(D) TOPOLOGIA:

aminohappo

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS:

Val Asn Ala Phe Pro Arg Pro

Tyr

Ala

35
Glu
Asn
Asn
Gln
Ala
115
Ser
Gln
Lys
Ser
Ile
195
Leu

Gln

Ile

Arg

20
Leu
Gly
Arg
Ser
Gln
100
Arg
Gln
Ala
Ile
Gly

180

Glu

Ala

Asp

5

Ala
Thr
Ala
Leu
val

85
Gly
Gln
Gln
Met
Pro
165
Arg
Val
Tyr

Vval

Cys
245

Leu
Val
Ala
Thr

70
Thr
Arg
Asn
Pro
Ile
150
Ile
Arg

Ala

Asn

Tyr
230

Val

Ala
Thr
Gln

55
Asp
Ala
Phe
Gly
Gln
135
Asn
Trp
Cys
Phe
Asp
215

Asn

Gly

Ala

Gln

40
His
Ser
Glu
Asp
Lys
120
Trp
His
Asp
Asp
Arg
200
Tyr

Met

Phe

Ala

25
Pro
Asn
vVal
Asn
Phe
105
Gln
Met
Ile
Val
Ser
185
Thr
Asn

Val

Gln

lineaarinen

proteiini

492 aminohappoa

SEK ID NO: 4:

Gly Ala Arg Arg

10

Thr
Ala
Arg
Tyr
Glu
Thr
Val
dln
Gln
Val
170
Asn
Ala
Ile

Arg

Ser
250

Val

Ser

Thr

75
Met
Gln
Arg
Asn
Gly
155
Asn
Leu
Arg
Glu
Asp

235

His

Ser

Ala

Phe

60
Asn
Lys
Ala
Gly
Leu
140
val
Glu
Gln
Gln
Asn
220

Phe

Phe

Val
Ala

45
Gly
Ile
Ile
Asp
His
125
Ser
Met
Ala
Arg
Gly
205
Trp

Lys

Asn

Phe

val
Ala
val
Ala
Asp
Arg
110
Thr
Gly
Ser
Phe
Thr
190
Asp
Asn

Ser

Ser

Thr Gly
15

Gly Val

Ser Thr

Ala Tle

Asn Arg
80

Ala Thr
95

Ile Tyr

Leu Ala

Gln Ala

Glu Asp
175

Gly Asn
Pro Ser
Ala Ala
Arg Gly

240

Gly Asn
255

118010

1729
1789
1849

1864
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Pro Tyr Asn
Gly Vval Asp
275

Gln Thr Tyr
290

Thr Gly Ile
305

Tyr Gln Asn

Tyr Tyr Ala

Gly Pro Ser
355

Gln Ile Arg
370

Asn Thr Ala
385

Ser Asn Gln
Gly Asn Lys
Gln Ile Tyr

435

Ala Asp Gly
450

val Gly Gly
465

Trp Gly Gly

Pro
260
val
Ala
Thr
Pro
val
340
Asn
Gly
Asp

Gln

Cys
420
Ser
Thr
Gly

Asn

Asn
Glu
Ser
Val
Leu
325
Leu
Pro
Val
Gly
Trp

405

Leu

Ile

Thr

Asn
485

Phe
val
Val
Trp
310
Leu
Asp
Pro
Ala
Thr
390
Thr
Asp
Trp

Val

Gly
470

Gln

Arg Thr
Thr Glu
280

Ile Arg
295

Gly val

Phe Asp

Ala Leu

Val Ser
360

Ser Asn
375

Gln Vval
Tyr Thr
Ala Gly
Gly Gly

440

Gly Vval
455

Asn Gly

Lys Trp

52

Thr
265
Leu
Asp
Arg
Asn
Asn
345
Pro
Arg
Gln
Ser
Gly
425
Ala
Gln

Thr

Ser

Leu
Asp
Cys
Asp
Asn
330
Glu
Pro
Cys
Leu
Ser
410
Ser
Asn
Ser

Arg

Tyr
450

(2) INFORMAATIO SEK ID NO: 5: STA:

(i) SEKVENSSIN TUNNUSMERKIT:
480 aminohappoa
aminohappo

(1i) MOLEKYYLITYYPPI:

(viii) SIJAINTI GENOMI SSA:

(xi) SEKVENSSIKUVAUS:

1

(A) PITUUS:
(B) TYYPPI:
(C) SAIKEISYYS:

Gln Gln

Ile Glu

Leu Ala
300

Ser Asp
315

Gly Asn

Gly Ser

Pro Gly

Ile Asp
380

Tyr Asp
395

Gly Glu

Sexr Asn

Gln Lys

Gly Leu
460

Leu Gln
475

Agn Ala

ei relevantti

(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

peptidi

(A) KROMOSOMI /SEGMENTTI:

5

10

AM50

SEK ID NO: 5:

Phe
Asn
285
val
Ser
Lys
Asp
Gly

365

Val

Cys

Phe

Trp
445

Cys

Leu

Ala
270
Ala
Asp
Trp
Lys
Asp
350
Gly
Pro
His
Arg
Ala
430

Glu

Leu

1

Ala
Pro
Arg
Arg
Gln
335
Gly
Ser
Asn
Ser
Ile
415
val
Leu

Asp

Ser

15

18010

Leu
Ala
Cys
Ser
320
Ala
Gly
Gly
Gly
Gly
400
Phe
val
Arg
Ala

Cys
480

Met Gly Val Asn Ala Phe Pro Arg Pro Gly Ala Arg Arg Phe Thr Gly

Gly Leu Tyr Arg Ala Leu Ala Ala Ala Thr Val Ser Val Val Gly Val
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val

Thr

Leu Ala

Ala
65

Glu
Glu
Asn
Trp
Leu
145
Arg
Gly
Asp
Ala
Lys
225
Val

Pro

Gly

Gln

Thr

305

Tyr

Gly

Gln

50

Ala
Phe
Pro
Trp
His
130
Arg
Gly
Asn
Trp
Lys
210

Thr

Pro

Val
Thr
290
Gly

Gln

Pro

Ile
370

Ala
35

Glu
Asn
Asn
Gln
Ala
115
Ser
Gln
Lys
Ser
Ile
155
Leu
Gln
Ile

Asn

Asp
275

Tyr
Ile
Asn
Ala
Ser

3585

Arg

20

Leu
Gly
Arg
Ser
Gln
100
Arg
Gln
Ala
Ile
Gly

180

Glu
Cys
Ala
Asp
Pro
260
val
Ala
Thr
Pro
Val
3490

Asn

Gly

Thr
Ala
Leu
val
85

Gly
Gln
Gln
Met
Pro
165
Arg
Val
Tyr
Val

Cys
245
Asn
Glu
Ser
Val
Leu
325
Leu

Pro

val

Val
Ala
Thr
70

Thr
Arg
Asn
Pro
Ile
150
Ile
Arg
Ala
Asn

Tyr
230
vVal
Phe
Val
Val
Trp
310
Leu
Asp

Pro

Ala

Thr
Gln
55

Asp
Ala
Phe
Gly
Gln
135
Asn
Trp
Cys
Phe
Asp
215
Asn
Gly
Arg
Thr
Ile
295
Gly
Phe
Ala

val

Ser
375

53

Gln
40

Hisg
Ser
Glu
Asp
Lys
120

Trp

His

AAsp

Asp

Arg
200

Tyr
Met
Phe
Thr
Glu
280
Arg
val
Asp
Leu
Ser

360

Asn

25

Pro
Asn
val
Asn
Phe
105
Gln
Met
Ile
Val
Ser
185

Thr

Asn

’Val

Gln
Thr
265
Leu
Asp
Arg
Asn
Asn
345

Pro

Arg

Ala
Arg
Tyr
Glu
90

Thr
Val
Gln
Gln
val
170
Asn
Ala
Ile
Arg
Ser
250
Leu
Asp
Cys
Asp
Agn
330

Glu

Pro

Cys

Ser

Thr
75

Met
Gln
Arg
Asn
Gly
155
Asn
Leu
Arg
Glu
Asp
235
His
Gln
Ile
Leu
Ser
315
Gly
Gly

Pro

Ile

Ala
Phe
60

Asn
Lys
Ala
Gly
Leu
140
Vval
Glu
Gln
Gln
Asn
220
Phe

Phe

Gln

Glu

Ala
300
Asp
Asn
Ser

Gly

Asp
380

" 30

Ala
45

Gly
Ile
Ile
Asp
His
125
Ser
Met
Ala
Arg
Gly
205
Trp
Lys
Asn
Phe
Asn
285
vVal
Ser
Lys
Asp
Gly

365

Val

Ala
vVal
Ala
Asp
Arg
110
Thr
Gly
Ser
Phe
Thr
190
Asp
Asn
Ser
Ser
Ala
270
Ala
Asp
Trp
Lys
Asp
350

Gly

Pro

118010

Ser
Ala
Asn
Ala
95

Ile
Leu
Gln
Tyr
Glu
175
Gly
Pro
Ala
Arg
Gly
255
Ala
Pro
Arg
Arg
Gln
335
Gly

Ser

Asn

Thr
Ile
Arg

80

Thr

Ala

Ala

Tyr
160
Asp
Asn
Ser
Ala
Gly
240
Asn

Leu

Ala

Ser
320
Ala
Gly

Gly

Gly
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Asn Thr Ala Asp
385

Ser Asn Gln Gln
Gly Asn Lys Cys
420

Gln Ile Tyr Ser
435

Ala Asp Gly Thr
450

val Gly Gly Gly
465

54

Gly Thr Gln Val GIn

330

Trp Thr Tyr Thr Ser

405

Leu Asp Ala Gly Gly

425

Cys Trp Gly Gly Ala

440

Ile val Gly Val Gln

455

Thr Gly Asn Gly Thr

470

(2) INFORMAATIO SEK ID NO: 6: STA:

Leu

Ser

410

Ser

Asn

Ser

Arg

(i) SEKVENSSIN TUNNUSMERKIT:

() PITUUS:
(B) TYYPPI:
(C) SAIKEISYYS:
(D) TOPOLOGIA:

(ii) MOLEKYYLITYYPPI:

(viii) SIJAINTI GENOMISSA:
(A) KROMOSOMI /SEGMENTTI:

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS:

Met Pro Ile Asn Val Met Pro Arg Pro

Xaa Xaa Xaa Arg
20

5

Ala

Ala Ala Ala Leu Val

35

Leu Gly Ala Ala Ala

50

Ala Ser Gly Arg

65

Leu

Glu Phe Agsn Met Val

85

Glu Pro Asn Arg Gly

100

Asn Trp Ala Val Gln

115

Trp His Ser Gln Gln

130

Leu Arg Gln Ala Met

145

peptidi

Gly
10

Leu Léu Ala Gly Ala

25

Ala Pro Ser Pro Ala

40

Ala Gln Ser Gly Arg

55

Asn Asp Ser Thr Tyr

70

Thr Ala Glu Asn Glu

Gln Phe Asn Phe
105

90

Ser

Asn Gly Lys Gln Val

120

Pro Gly Trp Met Gln

135

Ile Asp His Ile Asn

150

118010

Tyr Asp Cys His Ser Gly

G

9

400

Gly Glu Phe Arg Ile Phe

415

Ser Asn Gly Ala Vval val

430

Gln Lys Trp Glu Leu Arg

445

Gly Leu Cys Leu Asp Ala

460

475

434 aminochappoa
aminohappo

ei relevantti
lineaarinen

U08894

Ala
val
val
Ty
Thr
75
Met
Ser
Arg

Ser

Gly
155

SEK ID NO: 6:

Arg
Gly
Ala
Phe
60

Thr
Lys
Ala
Gly
Leu

140

Val

Leu Gln Leu Tyr Ser Cys

480

Lys Xaa Xaa Xaa
15

Leu Leu Thr Ala
30 )

Ala Glu Ser Thr
45

Gly Thr Ala Ile

Ile Ala Asn Arg
80

Ile Asp Ala Thr
95

Asp Arg Ile Tyr
110

His Thr Leu Ala
125

Ser Gly Ser Ser

Met Ala His Tyr




1ys
Gly
Asp
Ala
Lys
225
Val
Pro
Gly

Thr

Leu
305

Asp
Tyr
Gly

l:\: Thr

. Ser
* 385
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(2) INFORMAATIO SEK ID NO: 7: STA:
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Gly

Asn
Trp
Lys
210

Thr

Pro

vVal
Thr
290
Gly
Gln
Ser
Thr
Ile
370
Thr
Asn

Asn

Ile

Lys

Ser

Ile

195

Leu

Gln

I1le

Asn

Asp

275

Ile

Thr

Ala

Ser

355

Lys

Ser

Gln

Lys

Ile
Gly
180

Glu
Cys
Gly
Asp
Ser
260
val
Ala
Thr
Pro
val
340
Glu
Gly
Asp

Gln

Cys
420

val
165
Gly

val

val

Cys
245
Asn
Ala
Asn
val
Leu
325
Leu
Xaa
val
Gly
Trp

405

Leu

Gln

Arg

Ala

Asn

Tyr
230
Val
Phe
Ile
val
Trp
310
Leu
Asn
Xaa
Gly
Val
390

Thr

Asp

Trp
Arg
Phe
Asp
215
Met
Gly
Arg
Thr
Val
295
Gly
Phe
Ala
Xaa
Ser

375

Gln

Tyr

Ala

Asp

Asp

Arg

200

Asn

Phe

Thr

Glu

280

Asn

Val

Asp

Leu

Xaa

360

Gly

Leu

Thr

Ala

55

val
Ser
185
Thr
Asn
Val
Gln
Thr
265
Leu
Asp
Arg
Gly
Xaa
345
Pro
Arg
Gln

Asp

Gly
425

Val
170
Asn
Ala
Ile

Arg

Ser
250

Leu
Asp
Cys
Asp
Asn
330
Xaa
Pro
Cys
Leu
Ser

410

Thr

(1) SEKVENSSIN TUNNUSMERKIT:
492 aminohappoa
aminohappo
el relevantti

(A) PITUUS:
(B) TYYPPI:

(C) SAIKEISYYS:
(D)

(A)

(viii) SIJAINTI GENOMISSA:
KROMOSOMI /SEGMENTTI :

e . (ii) MOLERYYLITYYPPI: peptidi

Asn
Leu
Arg
Glu
Asp
235
His
Gln
Ile
Leu
Thr
315
Gly
Xaa

Pro

Leu

Trp
395

Gln

Gly

TOPOLOGIA: lineaarinen

Glu
Gln
Asn
Asn
220
Phe
Phe
Asn
Gln
Ala
300
Asp
Asn
Xaa
Ala
Asp
380
Asp

Glu

Asn

AMS0

Ala
Arg

Ala
205

Trp
Lys
Asn
Phe
Gly
285
Val
Ser
Lys
Xaa
Ser

365

Val
Cys
Leu

Gly

Phe

Thr

190

Asp

Asn

Gln

Ser

Ala

270

Ala

Ser

Trp

Lys

Asn

350

Asp

Pro

His

Arg

Thr
430

118010

Ala
175
Gly
Pro
Trp
Arg
Gly
255
Ala
Ser
Arg
Arg
Ala
335
Gly
Ala
Asn
Gly
Val

415

Lys

Asp
Asn
Asn
Ala
Gly
240
Ser

Leu

Pro

Ser
320
Ala
Gly
Gly
Ala
Gly
400

Tyr

val

T,
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(xi) SEKVENSSIKUVAUS: SEK ID NO:7:

Met Gly
1

Gly Leu

. Val Thr

Leu Ala
50

Ala Ala
65

Glu Phe

Glu Pro

" Asn Trp

Trp His
130

. Leu Arg

145

Arg Gly
Gly Asn
Asp Trp
Ala Lys

210

Lys Thr
225

Vval Pro

Pro Tyr

Gly Vval
Gln Thr
290

Thr Gly
305

Tyr Gln

Val

Asn

Asn

Gln
Ala
115
Ser
Gln
Lys
Ser
Ile
195
Leu
Gln
Ile

Asn

Asp
275

Tyr

Ile

Asn

Asn
Arg
20

Leu
Gly
Arg
Ser
Gln
100
Arg
Gln
Ala
Ile
Gly

180

Glu
Cys
Ala
Asp
Pro
260
val
Ala

Thr

Pro

Ala
5

Ala
Thr
Ala

Leu

Val
85

Gly

Gln

Gln

Met

Pro

165

Arg

val

Tyr

val

Cys
245
Asn
Glu
Ser

Val

Leu
325

Phe
Leu
val
Ala
Thr
70

Thr
Arg
Asn
Pro
Ile
150
Ile
Arg

Ala

Asn

Pro

Ala

Thr
Gln
55

Asp
Ala
Phe
Gly
Gln

135

Asn

Trp

Cys

Phe

Asp
215

Tyr Asn

vVal

Phe

Val

val

Trp

310

Leu

Gly
Arg
Thr
Ile
295

Gly

Phe

56

Arg
Ala
Gln
40

His
Ser
Glu
Asp
Lys
120
Trp
His
Asp

Asp

Arg
200

Tyr

Met
Phe
Thr
Glu
280
Arg

vVal

Asp

Pro GlyvAla Arg

Ala
25

Pro

Asn

val

Asn
Phe
105
Gln
Met
Ile
Val
Ser
185
Thr
Asn
val
Gln
Thr
265
Leu
Asp

Arg

Asn

10

Thr

Ala

Arg

Tyr

Glu
90

Thr
Val
Gln
Gln
val
170
Asn
Ala
Ile
Arg
Ser
250
Leu
Asp
Cys

Asp

Asn
330

Val Ser
Ser Ala
Tyr Phe

Thr Asn
75

Met Lys
Gln Ala
Arg Gly

Asn Leu
140

Gly val
155

Asn Glu
Leu Gln
Arg Gln

Glu Asn
220

Asp Phe
235

His Phe
Gln Gln
Ile Glu

Leu Ala
300

Ser Asp
315

Gly Asn

Arg
val
Ala
45

Gly
Ile
Ile
Asp
His
125
Ser
Met
Ala
Arg
Gly
205
Trp
Lys
Asn
Phe
Asn
285
vVal

Ser

Lys

118010

Phe
Val
30

Ala
Val
Ala
Asp
Arg
110
Thr
Gly
Ser
Phe
Thr
190
Asp
Asn
Ser
Ser
Ala
270
Ala
Asp

Trp

Lys

Thr

15
Gly

Ser
Ala
Asn
Ala
95

Ile

Leu

Gln

Gly

val

Thr

Tle

Arg

Thr

Ala

Ala

Tyr Tyr

Glu
175
Gly
Pro
Ala
Arg
Gly
255
Ala
Pro
Arg

Arg

Gln
335

Asp
Asn
Ser
Ala
Gly
240
Asn
Leu
Ala
Cys
Ser

320
Ala

ST
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Gly
Gln
Asn
385
Ser
Gly
Gln
Ala
val

465

Trp

Tyr Ala

Pro Ser
355

Ile Arg
370

Thr Ala
Asn Gln
Asn Lys
Ile Tyr

435

Asp Gly
450

Gly Gly

Gly Gly

Val
340
Asn
Gly
Asp
Gln
Cys
420
Ser
Thr

Gly

Asn

Leu

Pro

Val

Gly

Trp

405

Leu

Ile

Thr

Asn
485

Asp

Pro

Ala

Thr

390

Thr

AsSp

Trp

vVal

Gly

470

Gln

Ala Leu

Val Ser
360

Ser Asn
375

Gln Val
Tyr Thr
Ala Gly
Gly Gly

440

Gly val
455

Asn Gly

Lys Trp

57

Asn
345
Pro
Arg
Gln
Ser
Gly
425
Ala
Gln

Thx

Ser

Glu

Pro

Cys

Leu

Ser

410

Ser

Asn

Ser

Arg

Tyr
49Q

Gly

Pro

Ile

Tyr
395
Gly
Ser
Gln
Gly
Leu

475

Asn

Ser
Gly
Asp
380
Asp
Glu
Asn
Lys
Leu
460

Gln

Ala

Asp
Gly
365

val
Cys
Phe
Gly
Trp
445

Cys

Leu

Asp
350
Gly
Pro
His
Arg
Ala
430
Glu

Leu

Tyr

118010

Gly

Ser

Asn

Ser

Ile

415

Val

Leu

Asp

Ser

Gly

Gly

Gly

Gly

400

Phe

vVal

Arg

Ala

Cys
480

(2) INFORMAATIO SEK ID NO: 8: STA:

(i) SEKVENSSIN TUNNUSMERKIT:
(A) PITUUS: 491 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) SAIKEISYYS: ei relevantti
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLERYYLITYYPPI: peptidi

(viii) SIJAINTI GENOMISSA:

X

Val

Ala

Leu

Ala

65

Glu

(A) KROMOSOMI /SEGMENTTI:

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEK ID NO: 8:

Leu Xaa Xaa Xaa
20

Thr Ala Leu Ile
35

Gly Ala Ala Ala
50

Ser Gly Arg Leu

Phe Asn Met Val
85

M64551

Met Gly Ser Tyr Ala Leu Pro Arg Ser Gly Val Arg Arg Ser Ile Arg
. 5 15

10

Leu Ala Ala Leu Val Val Gly Val Leu Gly Thr
25 30

Ala Pro Pro Gly Ala His Ala Ala Glu Ser Thr
. 40 45

Ala gln Ser Gly Arg Tyr Phe Gly Thr Ala Ile Co
5 60

Ser Asp Ser Thr Tyr Thr Ser Ile Ala Gly Arg

70 _ 75 80

Thr Ala Glu Asn Glu Met Lys Ile Asp Ala Thr :
90 95 . ’ .



Glu Pro
Asn Trp
Trp His

130

Leu Arg
145

Lys Gly
Gly Ser
Asp'Tfp
Ala Lys

210

Lys Thr
228

Val Pro
Pro Tyr
Gly val
Ser Thr

290

Leu Gly
305

. _ Glu Gln
Tyr Thr
Asp Ser

j E Gln Ile
L o 370

Ser Thr
385

Thr Asn

Gly Asp

.s swse
L]
s » vee eew
-
.

Gln Tle

vor Ser Asp

Gln
Ala
115
Ser
Gln
Lys
Ser
Ile
195
Leu
Gln
Ile
Asn
Asp
275
TYTr
Ile
Thr
Ala
Ser
355
Lys
Ser
Gln
Lys
Tyr

435

Gly

Arg
100
val
Gln
Ala
Ile
Gly
180

Glu

Ala
Asp
Ser
260
val
Ala
Thr
Pro
Val
340
Glu
Gly
Asp
Gln
Cys
420

Ser

Ser

Gly
Gln
Gln
Met
val
165

Ala

val

Met

Cys
243
Asn
Ala
Asn
val
Leu
325
Leu
Pro
val
Gly
Trp

405

Leu

Cys

val

Gln
Asn
Pro
Ile
150
Gln
Arg
Ala
Asn
230
val
Phe
Ile
val
Trp
310
Leu
Asp
Pro
Gly
Thr
330
Ala
AsSp

Trp

val

Phe
Gly
Gly
135
Asp
Trp
Arg
Phe
Asp
215
Asn
Gly
Arg
Thr
Thr
295
Gly
Phe
Ala
Xaa
Ser
375
Gln
Ala
Ala

Gly

Gly

58

Asn
Lys
120
Trp
His
Asp
Asp
Arg
200
Met
Phe
Thr
Glu
28Q
Asn
Val
Asn
Leq
Xaa
360
Gly
Leu
Thr
Ala
Gly

440

Val

Phe
105
Gln
Met
Ile
Val
Ser
185

Thr

Asn

val

Gln
Thr
265
Leu
Asp
Arg
Asn
Xaa
345
Xaa
Arg
Gln
Asp
Gly
425

Asp

Gln

Ser

val

Gln

Asn

vVal

170

Asn

Ala

Val

Arg
Ser
250
Leu
Asp
Cys
Asp
Asp
330
Xaa
Xaa
Cys
Leu
Ala
410
Thr

Asn

Ser

Ser
Arg
Ser
Gly
155
Asn
Leu
Arg
Glu
Asp
235
Hisg
Gln
Ile
Leu
Ser
315
Gly
Xaa
Xaa
Leu
Trp
395
Gly
Ser

Gln

Gly

Ala
Gly
Leu
140
Val
Glu
Gln
Ala
Asn
220
Phe
Phe
Asn
Gln
Ala
300
Asp
Ser
Xaa
Xaa
Asp
380
Asp
Glu
Asn

Lys

Leu

Asp
His
125
Ser
Met
Ala
Arg
Ala
205
Trp
Lys
Asn
Phe
Cly
285
Vval
Ser

Lys

Xaa

‘Ala

365

val

Leu

Gly

Trp
445

118010

Arg
110
Thr
Gly
Ala
Phe
Ser
190
Asp
Thr
Gln
Ser
Ala
270
Ala
Ser
Trp
Lys
Asn
350
Asp
Pro
His
Arg
Ser
430

Arg

Leu

Val
Leu
Arg
His
Ala
178
Gly
Pro
Trp
Arg
Gly
255
Ala
Pro
Arg
Arg
Ala
335

Gly
Gly
Asp
Ser

Val

415

Leu

Asp

Tyr

Ala

Pro

Asn
Ser
Ala
Gly
240
Ser
Leu
Ala
Cys
Ser
320
Ala
Gly
Gly
Ala
Gly

400

TyT

Val

Asn

Ala
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59
450 455 ' 460
Val Gly Asn Gly Thr Ala Asn Gly Thr Leu Ile Gln Leu Tyr Thr Cys
465 470 475 480
Ser Asn Gly Ser Asn Gln Arg Trp Thr Arg Thr

485 490

(2) INFORMAATIO SEK ID NO: 9: STA:

(i) SEKVENSSIN TUNNUSMERKIT:
(A) PITUUS: 14 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminchappo ‘
(C) SAIKEISYYS: ei relevantti ) i
(D) TOPOLOGIA: ei relevantti

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi

(viii) SIJAINTI GENOMISSA: :
(A) KROMOSOMI /SEGMENTTI: #1696

(xi) SEKVENSSIKUVAUS: SEK ID NO: 9:

Ala Ala Ser Thr Leu Ala Glu Gly Ala Ala Gln His Asn Arg
1 5 10

(2) INFORMAATIO SEK ID NO: 10: STA:

(i) SEKVENSSIN TUNNUSMERKIT:
(A) PITUUS: 10 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) SAIKEISYYS: ei relevantti
(D) TOPOLOGIA: ei relevantti

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi

(viii) SIJAINTI GENOMISSA
(A) KROMOSOMI /SEGMENTTI: #1697

(xi) SEKVENSSIKUVAUS: SEK ID NO: 10:

Tyr Phe Gly Val Ala Ile Ala Ala Asn Arg
1 5 10

(2) INFORMAATIO SEK ID NO: 11: STA:

(i) SEKVENSSIN TUNNUSMERKIT:
(A) PITUUS: 12 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) SAIKEISYYS: ei relevantti
(D) TOPOLOGIA: ei relevantti

. (ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi

(viii) SIJAINTI GENOMISSA
(A) KROMOSOMI /SEGMENTTI: #1698
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SERKVENSSIKUVAUS: SEK ID NO: 11:

Leu Asn Asp Ser Val Tyr Thr Asn Ile Ala Asn Arg

1

5 | 10

(2) INFORMAATIO SEK ID NO: 12: STA:

(1)

(ii)

(viii)

(ix)

(x1i)

Xaa
1

SEKVENSSIN TUNNUSMERKIT:
(A) PITUUS: 9 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) SAIKEISYYS: ei relevantti
(D) TOPOLOGIA: ei relevantti

MOLEKYYLITYYPPI: peptidi

SIJAINTI GENOMISSA: :
(A) KROMOSOMI /SEGMENTTI: #1699

PITRRE:
(A) NIMI/AVAIN: Peptidi
(B) PAIKKA: 1
(D) MUU INFORMAAIO: /huom= "Paikka 1 voi olla Asn,
Gly tai Xaa"
SEXVENSSIN KUVAUS: SEK ID NO: 12:

Thr Gly Ile Thr val Xaa Gly Val
5

(2) INFORMAATIO SEK ID NO: 13: STA:

(1)

’(ii)

(viii)

(ix)

(ix)

SEKVENSSIN TUNNUSMERKIT:
(A) PITUUS: 11 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) SAIKEISYYS: ei relevantti
(D) TOPOLOGIA: ei relevantti

MOLEKYYLITYYPPI: peptidi
SIJAINTI GENOMISSA: :
(A) KROMOSOMI/SEGMENTTI: #1703
PITRRE:
(A) NIMI/AVAIN: Peptidi
(B) PAIKKA: 1
(D) MUU INFORMAAIO: /Jhuom= "Paikka 1 voi olla His,
Glu tai Thr"
PIIRRE:

(A) NIMI/AVAIN: Peptidi
(B) PAIKKA: 2

(D) MUU INFORMAATIO: /huom= "Paikka 2 voi olla Glu

tai Phe"
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(ix) PIIRRE:
(A) NIMI/AVAIN: Peptidi
(B) PAIKKA: 3
{D) MUU INFORMAATIO: /huom= "Paikka 3 voi olla Leu
tai Asn"

(ix) PIIRRE:
(A) NIMI/AVAIN: Peptidi
(B) PAIKKA: 4
(D) MUU INFORMAATIOQ: /huom= "Paikka 4 voi ola Val
tai Ser"

(ix) PIIRRE: o
(a) NIMI/AVAIN' Peptidi
(B) PAIKKA: 5
(D) MUU INFORMAATIO: /huom= "Paikka 5 wvoi olla Tyr
tai val"

(ix) PIIRRE:
(A) NIMI/AVAIN: Peptidi
(B) PAIKKA: 6
(D) MUU INFORMAATIO: /huom= “"Paikka 6 voi o0lla Asn
tai Thr* S : : S

(ix) PIIRRE:

(A) NIMI/AVAIN: Peptidi

(B) PAIKKA: 7

(D) MUU INFORMAATIO: /huom= "Paikka 7 voi olla Met
tai Ala"

(ix) PIIRRE:
(A) NIMI/AVAIN: Peptidi
(B) PAIKKA: 8
L (D) MUU INFORMAATIO: /huom= "Paikka 8 voi olla Val
‘ tai Glu"

. (ix) PIIRRE:

" (A) NIMI/AVAIN: Peptidl

= , (B) PAIKKA: 9 i

. (D) MUU INFORMATIO: /huom= "Paikka 9 voi olla Asn tai
HIM ; Xaa"

ae sease 4SSN €@ Ssee @w

(ix) PIIRRE:
(A) NIMI/AVAIN: Peptidi
(B) PAIKKA: 10
(D) MUU INFORMAATIO: /huom= "Paikka 10 voi olla Glu
tai Xaa"

(ix) PIIRRE
(A) NIMI/AVAIN Peptidi
(B) PAIKKA: 11
(D) MUU INFORMAATIO: /huom= "Paikka 11 voi olla Met
tai Xaa"
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(xi) SEKVENSSIKUVAUS: SEK ID NO: 13:
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 _ 10
(2) INFORMAATIO SEK ID NO: 14: STA:
(i) SEKVENSSIN TUNNUSMERKIT:
(A) PITUUS: 12 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) SAIKEISYYS: ei relevantti
(D) TOPOLOGIA: ei relevantti
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi

(viii) SIJAINTI GENOMISSA: ;
(A) KROMOSOMI /SEGMENTTI: #1704

(xi) SEKVENSSIKUVAUS: SEK ID NO: 14:
Glu Phe Asn Ser Val Thr Ala Glu Asn Glu Met Lys
1 5 , 10
(2) INFORMAATIO SEK ID NO: 15: STA:
(i) SERVENSSIN TUNNUSMERKIT:
{(A) PITUUS: 14 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) SAIKEISYYS: ei relevantti
(D) TOPOLOGIA: ei relevantti
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi

(vi) ALKUPERAINEN LAHDE: . .
(A) ORGANISMI: S. lividans

(viii) SIJAINTI GENOMISSA:
(A) KROMOSOMI /SEGMENTTI: X1lnA

(xi) SEKVENSSIRUVAUS: SEK ID NO: 15:

‘Ala Glu Ser Thr Leu Gly Ala Ala Ala Ala Gln Ser Gly Arg
1 5 10

(2) INFORMAATIO SEK ID NO: 16: STA:

(i) SEKVENSSIN TUNNUSMERKIT:
(A) PITUUS: 10 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) SAIKEISYYS: ei relevantti
(D) TOPOLOGIA: ei relevantti

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi
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(vi) ALKUPERAINEN LAHDE:
(A) ORGANISMI: S. lividans

(viii) SIJAINTI GENOMISSA:
(A) KROMOSOMI /SEGMENTTI: X1lnA

(xi) SEKVENSSIKUVAUS: SEK ID NO: 16:

Tyr Phe Gly Thr Ala Ile Ala Ser Gly Arg
1 5 10

(2) INFORMAATIO SEK ID NO: 17: STA:
(i) SEXKVENSSIN TUNNUSMERKIT:
(A) PITUUS: 12 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) SAIKEISYYS: ei relevantti
(D) TOPOLOGIA: ei relevantti
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi

(vi) ALKUPERAINEN LAHDE: o
(A) ORGANISMI: S. lividans

(viii) SIJAINTI GENOMISSA:
(A) KROMOSOMI /SEGMENTTI: XlnA

(xi) SEKVENSSIKUVAUS: SEK ID NO:17:

Leu Ser Asp Ser Thr Tyr Thr Ser Ile Ala Gly Arg
1 5 10

(2) INFORMAATIO SEK ID NO: 18: STA:
(i) SEKVENSSIN TUNNUSMERKIT:
(A) PITUUS: 12 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) SAIKEISYYS: ei relevantti
(D) TOPOLOGIA: ei relevantti
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi

(vi) ALKUPERAINEN LAHDE:
(A) ORGANISMI: S. lividans

(viii) SIJAINTI GENOMISSA:
(A) KROMOSOMI/SEGMENTTI: XlnA

(xi) SEKVENSSIKUVAUS: SEK ID NO: 18:

Glu Phe Asn Met Val Thr Ala Glu Asn Glu Met Lys
1 5 10
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(2) INFORMAATIO SEK ID NO: 19: STA:

(1) SEKVENSSIN TUNNUSMERKIT:
(A) PITUUS: 13 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(C) SAIKEISYYS: ei relevantti
(D) TOPOLOGIA: ei relevantti

(ii) MOLEKRYYLITYYPPI: peptidi

(vi) ALRUPERAINEN LAHDE:
(A) ORGANISMI: S. lividans

(viii) SIJAINTI GENOMISSA:
(A) KROMOSOMI /SEGMENTTI: XlnA

(x1) SEKVENSSIKUVAUS: SEK ID NO: 19:

Ser Arg Cys Leu Gly Ile Thr Val Trp Gly Val Arg Asp
1 5 10

(2) INFORMAATIO SEK ID NO: 20: STA:

(i) SEKVENSSIN TUNNUSMERKIT:
(A) PITUUS: 16 em3sparia
(B) TYYPPI: nukleiinihappo
(C) SAIKEISYYS: yksisdikeinen
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

- (ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)

" (vi) ALKUPERAINEN LAHDE:
(A) ORGANISMI: Actinomadura sp. DSM43186

3 © (viii) SIJAINTI GENOMISSA:

W (A) KROMOSOMI /SEGMENTTI: #16968
" ' (xi) SEKVENSSIKUVAUS: SEK ID NO: 20:
A GCNGCNCAVA YAAYMG

P 16

e (2) INFORMAATIO SEK ID NO: 21: STA:

(i) SEKVENSSIN TUNNUSMERKIT:
(A) PITUUS: 16 emdsparia
(B) T?YPPI: nukleiinihappo
(C) SAIKEISYYS: yksisidikeinen
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

L)
. ¢ eme OO
. .

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)

(iv) ANTI-SENSE: KYLLA
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(vi) ALKUPERAINEN LAHDE:
(A) ORGANISMI: Actinomadura sp. DSM43186

(viii) SIJAINTI GENOMISSA:
(A) KROMOSOMI /SEGMENTTI: #1703as

(xi) SEKVENSSIKUVAUS: SEK ID NO: 21:

ACCATRTTRT ANACNA o : 16

(2) INFORMAATIO SEK ID NO: 22: STA:
(i) SEKVENSSIN TUNNUSMERKIT:
(A) PITUUS: 17 emasparia
(B) TYYPPI: nukleiinihappo
(C) SAIKEISYYS: yksisdikeinen
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)

(vi) ALKUPERAINEN LAHDE:
(A) ORGANISMI: Actinomadura sp. DSM43186

(viii) STIJAINTI GENOMISSA:
(A) KROMOSOMI /SEGMENTTI: #1704as

{xi) SEKVENSSIKUVAUS: SEK ID NO: 22:
TTCATYTCRT TYTCNGC ' : : 17
(2) INFORMAATIO SEK ID NO: 23: STA: .
(i) SERVENSSIN TUNNUSMERKIT:
(A) PITUUS: 39 emasparia
(B) TYYPPI: nukleiinihappo
(C) SAIKEISYYS: yksisdikeinen
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)
(iv) ANTI-SENSE: KYLLA

(vi) ALKUPERAINEN LAHDE
(A) ORGANISMI: 8. lividans

(viii) SIJAINTI GENOMISSA:
(A) KROMOSOMi/SEGMENTTI: x1nA 331-369as
(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEK ID NO: 23:

CGTGAGTTCA ACATGGTGAC GGCCGAGAAC GAGATGAAG 39
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(2) INFORMAATIO SEQ ID NO: 24: STA:
(1) SEKVENSSIN TUNNUSMERKIT:
(A) PITUUS: 28 emasparia.
(B) TYYPPI: nukleiinihappo
(C) SAIKEISYYS: yksisdikeinen
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)
(vi) ALKUPERAINEN LAHDE:
(A) ORGANISMI: &. lividans

(viii) SIJAINTI GENOMISSA
(A) KROMOSOMI /SEGMENTTI: xlnA 257-284s

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEK ID NO: 24:

AGAGCGGCCG CTACTTCGGC ACCGCCAT 28

(2) INFORMAATIO SEK ID NO: 25: STA:
(i) SEKVENSSIN TUNNUSMERKIT:
(A) PITUUS: 32 emdsparia
(B) TYYPPI: nukleiinihappo
(C) SAIKEISYYS: yksisaikeinen
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: DNA (genominen)
(iv) ANTI-SENSE: KYLLA

(vi) ALKUPERAINEN LAHDE:
(A) ORGANISMI: S. lividans

(viii) SIJAINTI GENOMISSA: .
(A) KROMOSOMI /SEGMENTTI: =xlnA 530-561as
(xi) SEKVENSSIKUVAUS: SEK ID NO: 25:

CACGCCGTTG ATGTGGTCGA TCATCGCCTG GC N : 32
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Patenttivaatimukset

1. Eristetty DNA, tunnettu siitd, ettd se koodaa Actinomadura flexuosan (DSM
43186) ksylanaasin aminohapposekvenssid, joka sisidltdd kuvan 13 mukaisen
aminohapposekvenssin tai aminohapposekvenssin, joka on vahintddn 85 %:sti
homologinen mainitun kuvan 13 mukaisen aminohapposekvenssin kanssa ja jolla on

ksylanolyyttinen aktiivisuus.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen eristetty DNA, tunnettu siitd, etti se sisaltis

kuvan 13 mukaisen nukleiinihapposekvenssin.

3. Eristetty DNA, tunnettu siitd, ettd se koodaa Actinomadura flexuosan (DSM
43186) ksylanaasin aminohapposekvenssid, joka sisdltdd kuvan 14 mukaisen
aminohapposekvenssin tai aminohapposekvenssin, joka on vihintddn 85 %:sti
homologinen mainitun kuvan 14 mukaisen aminohapposekvenssin kanssa ja jolla on

ksylanolyyttinen aktiivisuus.

4, Patenttivaatimuksen 3 mukainen eristetty DNA, tunnettu siitd, ettd se sisaltd

kuvan 14 mukaisen nukleiinihapposekvenssin.

3. Eristetty DNA-fragmentti, tunnettu siitd, ettd se on perdisin plasmidista
PALK923 (DSM 9322), pALK938 (DSM 9899), pALK939 (DSM 9900), pALK940
(DSM 9901), pALK941 (DSM 9902) tai pALK1056 (DSM 9903), joka koodaa
Actinomadura flexuosan (DSM 43186) 35 kDa ksylanaasia.

6. Eristetty DNA-fragmentti tunnettu siitd, ettd se on.peréiisin plasmidista pALK927
(DSM 9447) tai plasmidista pALK928 (DSM 9448), joka koodaa Actinomadura
flexuosan (DSM 43186) 50 kDa ksylanaasia,

7. Yhdistelmévektori, tunnettu siitd, ettd se sisiltid DNA-sekvenssin, joka koodaa

Actinomadura flexuosan (DSM 43186) ksylanaasin aminohapposekvenssid ja mainittu
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aminohapposekvenssi sisdltdd kuvan 13 mukaisen aminohapposekvenssin tai kuvan 13
mukaisen aminohapposekvenssin  kanssa  vihintdin 85 %:sti homologisen

aminohapposekvenssin, jolla on ksylanolyyttinen aktiivisuus.

8. Yhdistelmivektori, tunnettu siitd, ettd se sisdltdd DNA-sekvenssin, joka koodaa
Actinomadura flexuosan (DSM 43186) ksylanaasin aminohapposekvenssid ja mainittu
aminohapposekvenssi sisiltdd kuvan 14 mukaisen aminohapposekvenssin tai kuvan 14
mukaisen aminohapposekvenssin  kanssa  vihintddn 85 %:sti  homologinen

aminohapposekvenssin, jolla on ksylanolyyttinen aktiivisuus.

9. Patenttivaatimuksen 7 mukainen yhdistelmdvektori, tunnettu siiti, ettd se sisiltdd

DNA-sekvenssin, joka koodaa kuvan 13 mukaista aminohapposekvenssia.

10.  Patenttivaatimuksen 8 mukainen yhdistelmévektori, tunnettu siité, etti se sisiltia

DNA-sekvenssin, joka koodaa kuvan 14 mukaista aminohapposekvenssia.

11.  Patenttivaatimuksen 7 mukainen yhdistelmévektori, tunnettu siitd, ettd mainittu

DNA-sekvenssi on kuvan 13 mukainen.

12.  Patenttivaatimuksen 8 mukainen yhdistelmavektori, tunnettu siitd, etti mainittu

DNA -sekvenssi on kuvan 14 mukainen.

13.  Patenttivaatimuksen 7 mukainen yhdistelmévektori, tunnettu siit, etti se sisiltid
DNA-fragmentin plasmidista pALK923 (DSM 9322), pALK938 (DSM 9899), pALK 939
(DSM 9900), pALK940 (DSM 9901), pALK941 (DSM 9902) tai pALK1056 (DSM
9903), joka koodaa Actinomadura flexuosan (DSM43186) 35 kDa ksylanaasia.

14, Patenttivaatimuksen 8 mukainen yhdistelmivektori, tunnettu siits, ettii se sisiltia
sellaisen fragmentin plasmidista pALK927 (DSM 9447) tai plasmidista pALK928 (DSM
9448), joka koodaa Actinomadura flexuosan (DSM 43186) 50 kDa ksylanaasia.
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15.  Mink& tahansa patenttivaatimuksen 7-14 mukainen yhdistelmavektori, joka
sisdltdd minkd tahansa patenttivaatimuksen 1-6 mukaisen eristetyn DNA-sekvenssin,

tunnettu siitd, ettd mainittu eristetty DNA-sekvenssi kytketddin toiminnallisesti

homologiseen ksylanaasipromoottoriin tai Trichoderma reesein cbhl-promoottoriin.

16.  Yhdistelméiisintd, tunnettu siitd, ettd mainittu isintd on Trichoderma spp. ja se
on transformoitu  minkd tahansa  patenttivaatimuksen  7-15  mukaisella

yhdistelmévektorilla.

17.  Patenttivaatimuksen 16 mukainen yhdistelmiisinti, tunnettu siiti, etti mainittu

isiintd on Trichoderma reesei.

18.  Kasvualusta, tunnettu siitd, ettd se sisdltid Trichoderma-yhdistelmiisinnin
viljelyssd eritettyjd 35 kDa tai 50 kDa ksylanaasientsyymejd, joka yhdistelmdisints on
saatu transformoimalla mink3d tahansa patenttivaatimuksen 7-15 mukaisella

yhdistelmévektorilla.

19. Patenttivaatimuksen 18 mukainen kasvualusta, tunnettu siitd, etti mainittu isinti

on 7. reesei.

20.  Minké tahansa patenttivaatimuksista 18-19 mukainen kasvualusta, tunnettu siiti,
ettd 35 kDa tai 50 kDa ksylanaasin aminohapposekvenssid koodaava DNA kytketisin

toiminnallisesti homologiseen ksylanaasipromoottoriin tai 7. reesein cbhl-promoottoriin.

21.  Entsyymivalmiste, tunnettu siiti, ettdi se on saatu kasvualustasta
ultrasuodatuksella, kuivauksella, haihdutuksella, saostuksella, immobilisaatiolla tai milld
tahansa "downstream"-kisittelymenetelmélld, mainitun kasvualustan  sisltdessd
Trichoderma-yhdistelmiisanndn viljelyn aikana eritettyjd 35 kDa tai 50 kDa
ksylanaasientsyymeji, joka yhdistelmiisdntd on saatu transformoimalla mink4 tahansa

patenttivaatimuksen 7-15 mukaisella yhdistelmivektorilla.
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22,  Patenttivaatimuksen 21 mukainen entsyymivalmiste, tunnettu siiti, ettd mainittu

yhdistelmdisintd on 7. reesei.

23.  Minki tahansa patenttivaatimuksista 21-22 mukainen entéyymivalmiste, tunnettu
siitd, ettd 35 kDa tai 50 kDa ksylanaasin aminohapposekvenssid koodaava DNA on
toiminnallisesti kytketty homologiseen ksylanaasipromoottoriin tai 7. reesein cbhl-

promoottoriin.

24.  Biovalkaisumenetelma, tunnettu siitd, ettd mainitussa menetelméssi massaan
lisitddn kasvualustaa, mikd sisdltid Trichoderma-yhdistelmiisdnndn viljelyn aikana
eritettimid 35 kDa tai 50 kDa ksylanaasientsyymejd, joka yhdistelmdisinti on saatu
transformoimalla  ~ minkd  tahansa  patenttivaatimuksen 7-15 mukaisella

yhdistelméavektorilla.

25.  Patenttivaatimuksen 24 mukainen menetelmi, tunnettu siitd, ettd 1dmpétila on

50-80 °C, edullisesti 70 °C.

26‘ Menetelmi kasvibiomassan kemialliseksi kisittelemiseksi, tunnettu siitd, etti
menetelméssd mainittu biomassa saatetaan kosketukseen kasvualustan kanssa yli 50 °C:n
lampétilassa ja yli 6,0:n pH-arvossa ja mainittu kasvualusta sisiltdda Trichoderma-
yhdistelméisannin viljelyn aikana eritettyjd 35 kDa tai 50 kDa ksylanaasientsyymejé,
joka yhdistelméisintid on saatu transformoimalla minki tahansa patenttivaatimuksen 7-15

mukaisella yhdistelmévektorilla.

27. Biovalkaisumenetelm#, tunnettu siiti, etti massaan lisitiin mink3 tahansa

patenttivaatimuksen 18-23 mukaista kasvualustaa tai entsyymivalmistetta.

28.  Menetelmi kasvibiomassan kemialliseksi kisittelemiseksi, tunnettu siitd, etti
mainittu biomassa saatetaan kosketukseen mink# tahansa patenttivaatimuksen 18-23
mukaisen kasvualustan tai entsyymivalmisteen kanssa yli 50 °C:n limpétilassa,

edullisesti 70 °C:n ldmpétilassa.
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‘Patentkrav

1. Ett isolerat DNA, kiinnetecknat av, att det kodar en aminosyresekvens for
xylanas hos Actinomadura flexuosa (DSM 43186), vilken sekvens innehaller en
aminosyresekvens enligt figur 13 eller en aminosyresekvens, som till minst 85 % #r
homolog med den nimnda aminosyresekvensen enligt figur 13, och som #r xylanolytiskt

aktiv,

2. Isolerat DNA enligt patentkrav 1, kiinnetecknat av, att den innehdller en

nukleinsyresekvens enligt figur 13.

3. Ett isolerat DNA, kiinnetecknat av, att det kodar en aminosyresekvens fir
xylanas hos Actinomadura flexuosa (DSM 43186), vilken sekvens innehaller en
aminosyresekvens enligt figur 14 eller en aminosyresekvens, som till minst 85 % é&r
homolog med den ndmnda aminosyresekvensen enligt figur 14, och som &r xylanolytiskt

aktiv,

4. Isolerat DNA enligt patentkrav 3, kiinnetecknat av, att den innehéller en

nukleinsyresekvens enligt figur 14,

5. Ett isolérat DNA-fragment, kdnnetecknat av, att det hirstammar fran en plasmid
pALK923 (DSM9322), pALK938 (DSM 9899), pALK939 (DSM 9900), pALK940
(DSM 9901), pALK941 (DSM 9902) eller pALK1056 (DSM9903), som kodar 35 kDa
xylanas hos Actinomadura flexuosa (DSM 43186).

6. Ett isolerat DNA-fragment, kiinnetecknat av, att det hirstammar fran en plasmid
pALK927 (DSM 9447) eller en plasmid pALK928 (DSM 9448), som kodar 50 kDa
xylanas hos Actinomadura flexuosa (DSM 43186).

7. - En rekombinantvector, kiinnetecknad av, att den innehdller en DNA-sekvens,

som kodar en aminosyresekvens for xylanas hos Actinomadura flexuosa (DSM 43186),
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vilken ndmnda aminosyresekvensen innehaller en aminosyresekvens enligt figur 13 eller
en aminosyresekvens, som till minst 85 % 4r homolog med aminosyresekvensen enligt

figur 13, och som &r xylanolytiskt aktiv.

8. En rekombinantvektor, kiinnetecknad av, att den innehdller en DNA-sekvens,
som kodar en aminosyresekvens for xylanas hos Actinomadura flexuosa (DSM 43186),
vilken némnda aminosyresekvensen innehéller en aminosyresekvens enligt figur 14 eller
en aminosyresekvens, som till minst 85 % 4r homolog med aminosyresekvensen enligt

figur 14, och som &r xylanolytiskt aktiv.

9. Rekombinantvektor enligt patentkrav 7, kiinnetecknad av, att den innehéller en

DNA-sekvens, som kodar en aminosyresekvens enligt figur 13.

10.  Rekombinantvektor enligt patentkrav 8, kiinnetecknad av, att den innehéller en

DNA-sekvens, som kodar en aminosyresekvens enligt figur 14.

11.  Rekombinantvektor enligt patentkrav 7, kiinnetecknad av, att den nimnda DNA-

sekvensen dr forenlig med figur 13.

12.  Rekombinantvektor enligt patentkrav 8, kiinnetecknad av, att den nimnda DNA-

sekvensen dr forenlig med figur 14.

13.  Rekombinantvektor enligt patentkrav 7, kiinnetecknad av, att den innehaller ett
DNA-fragment ur en plasmid pALK923 (DSM9322), pALK938 (DSM 9899), pALK939
(DSM  9900), pALK940 (DSM 9901), pALK941 (DSM 9902) eller pALKI1056
(DSM9903), vilket kodar 35 kDa xylanas hos Actinomadura flexuosa (DSM 43186).

14.  Rekombinantvektor enligt patentkrav 8, kiinnetecknad av, att den innehaller ett
'sadant fragment ur en plasmid pALK927 (DSM 9447) eller en plasmid pALK928 (DSM
9448), vilket kodar 50 kDa xylanas hos Actinomadura flexuosa (DSM 43186).
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15.  Rekombinantvektor enligt ndgot av patentkraven 7 till 14, som innehdller en
isolerad DNA-sekvens enligt ndgot av patentkraven 1 till 6, kiinnetecknad av, att den
ndmnda isolerade DNA-sekvensen funktionsdugligt kopplas till en homolog

xylanaspromotor eller till en Trichoderma reesei cbhI-promotor.

16.  En rekombinantvérd, kiinnetecknad av, att nimnda vird dr Trichoderma spp. och
att den har transformerats med en rekombinantvektor enligt ndgot av patentkraven 7 till

15.

17. Rekombinantvird enligt patentkrav 16, kdnnetecknad av, att den ndmnda viirden

ir Trichoderma reesei.

18.  Ett odlingsmedium, kiinnetecknat av, att det innehdller i en kultur av en
Trichoderma-rekombinantvird utséndrat 35kDa eller 50 kDa  xylanasenzym, dir
rekombinantvidrden erhllits genom transformation med en rekombinantvektor enligt

ndgot av patentkraven 7 till 15.

19.  Odlingsmediet enligt patentkrav 18, kiinnetecknat av, att den nimnda virden &r

T. reesei.

20.  Odlingsmediet enligt ndgot av patentkraven 18 till 19, kiinnetecknat av, att det
DNA som kodar aminosyresekvensen for 35 kDa eller 50 kDa xylanas #r
funktionsdugligt kopplat till en homolog xylanaspromotor eller till en Trichoderma reesei

cbhl-promotor.

21.  Ett enzympreparat, kiinnetecknat av, att det erhallits ur et odlingsmedium
genom ultrafiltrering, torkning, indunstning, utfélining, immobilisering eller genom vilket
som helst "downstream”-behandlingsforfarande, varvid odlingsmediet innehéller 35 kDa
celler 50 kDa xylanasenzym som utséndrats i en kultur av en Trichoderma-
rekombinantvird, vilken rekombinantvird erhéllits genom transformation med en

rekombinantvektor enligt nagot av patentkraven 7 till 15.
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22.  Enzympreparat enligt patentkrav 21, kiinnetecknat av, att den ni#mnda

rekombinantvirden dr 7. reesei.

23.  Enzympreparat enligt ndgot av patentkraven 21 till 22, kiinnetecknat av, att det
DNA som kodar aminosyresekvensen for 35 kDa eller 50 kDa xylanas ér
funktionsdugligt kopplat till en homolog xylanaspromotor eller till en T. reesei cbhl-

promotor.

24.  Ett biologiskt blekningsfdrfarande, kiinnetecknat av, att man i massa tillfor ett
odlingsmedium som innehdller 35 kDa eller 50 kDa xylanasenzym, som utstndrats i en
kultur av en Trichoderma-rekombinantvérd, vilken rekombinantvird erhéllits genom

transformation med en rekombinantvektor enligt nagot av patentkraven 7 till 15.

25.  Férfarande enligt patentkrav 24, kiinnetecknat av, att temperaturen #r 50 till 80
°C, fordelaktigt 70 °C.

26.  Ett forfarande for kemisk behandling av vixtbiomassa, kiinnetecknat av, att man.
vid forfarandet sammanfor biomassan med ett odlingsmedium vid en temperatur hdgre 4n
50 °C och vid ett pH-védrde hdgre 4n 6,0 och nidmnda odlingsmediet innehaller 35 kDa
eller 50 kDa xylanasenzym, som utsondrats i en kultur av en Trichoderma-
rekombinantvdrd, vilken rekombinantvird erhdllits genom transformation med en

rekombinantvektor enligt nagot av patentkraven 7 till 15.

27.  Ett biologiskt blekningsfSrfarande, kiinnetecknat av, att man i massa tillfor ett

odlingsmedium eller ett enzympreparat enligt ndgot av patentkraven 18 till 23,

28.  Ett forfarande for kemisk behandling av véixtbiomassa, kdnnetecknat av, att man
sammanfdr nimnda biomassa med ett odlingsmedium eller enzympreparat enligt nagot av
patentkraven 18 till 23 vid en temperatur hdgre &n 50 °C, fordelaktigt vid en temperatur
om 70 °C.
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CCCGGGTATTCATGTGAATGATTAGCAACAGT TATGY TACGGAGATATTTCTGAGAGTGTTGACAGGTCGTGAAGTCGRTCCGATACTTTCGAGCTAGCTCCGATAGTTT
} N N i A M . " n n M L L H

TCGATACGCCGGCACATCGAGCACGTCGGACGAGTCACGCGCCACGTCGETTTTCCGCCGCACGCCGCG?AGAGCGGCC?GAGAACCCCEGCGTGTCCGQGGCATCGGTG

CCGGTCCGTCGTTCGCCGCCGACCGCGCGCCGGGTCGCGéCACGCCAGCQCCCATCGGC?CTTCTTCACQAGGAAGCCGTACATGAACGeACCCCTCAC?ATCACGCAGG

- HNEP LTI T q
CCAGGCGCCGCAGACGCCTCGGCCTCCGGCGCATCGTCACCAGTGCCTTCGCCCTGGCACTCGCCATCG?CGGTGCGCTQCTGCCCGGC?CGGCCCACG?CGACACCACC

A RRRRRLGLRRIVY TS AFALALA AIAGALLPGEGTAHADTT
ATCACCCAGAACCAGACCGGGTACGACAACGGCTACTTCTACTCGTTCTGGACCGACGCGCCCGGGACC?TCTCCATGA?CCTCCACTC?GGCGGCAGCIACAGCACCTC

ke

I T NOQTGY ONGYF Y SF WTDAPGTVY SHNTLHSGEGGEGS Y ST S
GTGGCGGAACACCGGGAACTTCGTCGCCGGCAAGGGCTGGTCCACCGGGGEACGGLGGACCGTGACCTACAACGCCTCCTTCAACCCGTCGGGTAACGGE TACCTCACGE

W R NT GGNVF V A ECG KOG W S T GG RR TV T YNASTFNPSGENGYTLT
TCTACGGCTGGACCAGGAACCCGCTCGTCGAGTACTACATCGTCGAGAGCTGGGGCACCTACCGGCCCACCGGCACCTACAAGGGCACCGYCACCACCG%CGGGGCAACG

LY e w T RNPLVYEY Y I VESWGTYRPTGET Y K GETV T T DGTGT
TACGACATCTACGAGACCTGGCGGTACAACGCGCCGTCCATCGAGGGCACCCGGACCTTCCAGCAGTTCTGGAGCGTCCGGCAGCAGAAGCGGACCAGC?GCACCATCAC

D

t
Y 0O I Y ETWRYNA AP S I EGTRTTFQGQF WS VROQOQOKRT S G T I T
CATCGGCAACCACTTCGACGCCTGGGCCCGEGCCGGLATGAACCTGGGCAGCCACGACTACCAGATCATCGCGACCGAGGGCTACCAGAGCAGCGGTAGCTCCACCGTCT

e

I €6 NHF D AW AR AGMHNTULGSHOTYOGI! HATETGTYOQS$S SG S STV

. CCATCAGCGAGGGTGGCAACCCCGGCAACCCGGGTAACCCCGGCAACCCCGGCAACCCCEGTAACCCGGGTAACCCCGGCGGTGGCTGCGTCGCGACCCTCTCCRCEGRE 1100

S 1 § £ GG NP GNUPGNZPGNZPGNTPGNTPTUGNZPTGSGTE GCTCVY A TL S AG
CAGCAGTGGAGCGACCGCTACAACCTCAACGTCTCGBGTCAGCGGCTCGAACAACTGGACGGTCCGGATGGACGTGCCCTACCCGGCCCGCATCATCGCCACCTGGAACAT

—= 1210

Q@ @ w s 8 RYNLNVS Y S E S NNWWTVRMDVY P Y P ARTITI ATWN.II

CCACGCCCAGTGGCCCEAGTCCCAGBTGCTCATCGCCAGACCCAACCGCAACGRCAACAACTGGGRCETGACCATCCAGCACAACRGCAACTGCACETRGCCGACEGTCA
2 . 2 A A A n I A A h 1320

H A QW UPE S GVY LI ARPNGNGNNUWGVYT ! QHNSGE N'W T WP TV
CCTGTACCGCGAACTGAGTTCCCGCCCCCAAAGGTGGCGCEGCGRCTCLCLGGLLE

TCT AN

F\ %Mre 13

110

220

330

440

550

660

770

880

990

-
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TTCGGCAGCCTATTGACAAATTTCGTGAATGTTTCCCACACTTGCTCTGCAGACGGCCCCGCCGATCATGGGTGUACCGGTCGGCLGGACCGTGCTCLRACECCATTCGS
: 1 i i i i A A 1 i i " 1 " I]O

GGGTGTGCGCCTGCRGGCGCCGCGTCGATCCCGLGGGGACTCCCGEGGTTCCCTTTCCGTGTCCCTCTAATGGAGGCTCAGGCATGGGCGTGAACGCCTTCCCCAGACCE
i I i I . L N N A A et " = 290

MG Y N A F P R P
GGKCCYCGGCGGTTCACCGGCGGGCTGTACCGGGCCCTGGCCGCGGCCACGGTGAGCGTGCTCGGCGTGGTCACGGCCCTGACGGTGACCCAGCCCGCCAGCGCCGCGGC
L . . : 5 A N . L L : A < 33

€ ARRTF TG GLYRALAAATVYSY VY G VY VYT ALTVYTQPASARARANT
#1696

GAGCACGCTCGCCGAGGGTGCCGCGCAGCACAACCGGTACTTCGGCGYGGCCATCGCCGCGAACAGGCTFACCGACTCGETCTACACCA@CATCGCGAA?CGCGAGTTCA 240

§ T L AE G A A QHNRYTFGY AT A ANRLTODSVY YTNTIANTRETF
#1696 #1697 #1698 #1704~
Ik 1
ax ik
ACTCGGTGACGGCCGAGAACGAGATGAAGATCGACGCCACCCAGCCGCAGCAGGGGCGGYTCGACTTCACCCAGGCCGACCGGATCTACAACTGGGCGCGCCAGAALGGE 55
z —— A . N : " P . N " iy -~ L 550

A"

N 8§ VvV T AENEMIK I 0 ATEPAGQQGRTFDODTFTAaQADRTIYNUWARGCNG
#1704 7

1
AAGCAGGTCCGCGGCCACACCCTGGCCTGGCACTCGCAGCAGCCGCAGTGGATGCAGAACCTCAGCGGC?AGGCGCTGC?CCAGGCGATgATCAACCACfTCCAGGGGG[ 660

¥
K @ YV R GH T L A WUHS O0Q0P QW HOQONLSZGaALRAO GGAMI NHIO GEGYVY
CATGTCCTACTACCGGGGCAAGATCCCGATCTGGGACGTGGTGAACGAGGCGTTCGAGG&CGGAAACTCFGGCCGCCGEIGCGACTCCA@CCTCCAGCG?ACCGGTAACQ 770

¥ S Y YR G K [ Pt WOV VY NEATFEDUGNZSGRRTCHDSNLOGRTGN
_ATTGGATCGAGGTCGCGTTCCGCACCGCCCGCCAGGGGGACCCCTCGGCCAAGCTCTGCTACAACGACTACAACATCGAGAACTGGAACEEEGCEAAGACCCAGGCGGTC

880

DW I EVAFRTARG GGDPSAKLTETYNDYNTIENVYNAAXT aALVHEIFT
. TACAACATGGTGCGGGACTTCAAGTCCCGCGGCGTGCCCATCGACTGCGTRGGETTCCAGTCGCACTTCAACAGCEGTAACCCGTACAACCCGAACT TCCGCACCACCLT
, EATES ' CGGCRTGLCCATCGACTREGT AG A AAC C ; :

990

Y N M VY RDF X SRGVYP1DGCVY 6 F QS HFNSTG GNPYNTPNTFR RTITL
GCAGCAGTTCGCGGCCCTCGGCGTGGACGTCGAGGTCACCGAGCTGGACATCGAGAALGCCCCEECLCAGACCTACGCCAGCGTBATCCGRGACTGCCTGECCGTGRACE

1100

M @ @ F A AL G VY DVYEVYTETLU®DOTIENAPAOGTYASY [ RDCL AVYOD

GCTGCACCG?CATCACCGTCTGGGGTGTCCGCGACAGCGACTCCTGGCGCTCGTACCAQfACCEGCTGCTGTTCGACAA?AACGGCAACAAGAAGCAGGCCTACTACGCG

#1639
RS T 6 L T v WE YRDSDS WRS Y ONPTLLTFTDNNTGNTIKTIKTGEGATYTYA
GTGCTCGACGCCCTGAACGAGGGCTCCGACGACGGTGGCRGCCCGTCCAACCCGCCGETCTERGCCGCCGECGEGTEECGETTCCGGECAGATCCGGRECGTGECCTCCAA

1210

1320

Y L DALNETGSODDG GGG GP S NP P VY SPPPGGEG S GG ! REG VY A S N
CCGGTGCATgGACGTGCCGéACGGCAACACCGCCGACGG?ACCEAGGTCCAGCTGTACGACIGCCACAGCGGTTCCAACCAGCAGTGGACCTACACCTCGTCCGGTGAGT

1430

R C I D VPNGENTADTETO QY QLYODTCUHSESNGOQWTI YT S S GEE ' 3
TCCGCATCTTCGGCAACAAGTGCC TEGACGCGAGCEECTECAGCAACGETGCGETGGTCCAGATCTACAGC TGCTGAGGCAACGECAACCAGAAGT GRGAGE TCCRRELC 1540 :

F R 1 FGNKTCLDAGSGS S NG AVY Y O! Y S§CWGEGANTIUGKUWETLRA
GACGGCACCATCGTGGGCETGCAGTCCGGGCTGTGCCTCGACGLGGTGGGTGGCEGLACCGGCAACGGCACGLGRCTRCAGCTCTACTCCTACTGGGGCGRCAACAACCA

1650

b6 T 1! v VvV 0 S GLCLDAVY GGG T G6ENGETRULOLTYSCWOGES G NNOU G
GAAGTGGTCCTACAACGCCTGATCCCCGGCTGATCGACCCTAGTTGAGGCCGTCTCCGGTACGGCACCGTCGGACCGGAGGLEGTCCCTTGTTCGTCCAGGACGGAAGGA

1760

. K W 5 ¥ N A . ’

CCGGTCTGA?CAGGCGCGG?GATCGGACA?CATGGTGGGeGGCACGAAAGCGGGAGGGGGTCGTATTCCGAGACYCCGGGAAGTGGAGGTGTTCCTCCACCTGA 18

: | f:f( Eﬁi v llf )
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MGSYALPRSGVRRSIRVL---LAALVVGVLGTATALIAPPGAHAAESTLGAAAAQSGRYF

10 20 30 40 S0

70. 80 90 100 110 120
GVAIAANRLTDSVYTNIANREFNSVTAENEMKIDATEPQQGRFDFTQADRIYNWARQNGK
Paelibbesfbetbe bbbty CORPErE bbbt be e b ppbetinn bl
GTAIASGRLSDSTYTSIAGREFNMVTAENEMKIDATEPQRGQEFNESSADRVYNWAVONGK

60 70 80 90 100 110

130 140 150 160 170 180
QVRGHTLAWHSQQPOWMONLSGOALRQAMINHIQGVMS Y YRGKIPTWDVVNEAFEDGNSG

PELEEree bt ertetbtec bbb bnretbetbbesbs bl LiEreiil st
QVRGHTLAWHSQQPGWMOSLSGRPLROAMIDHINGVMAHYKGKIVOWDVVNEAFADGSSG
120 130 140 150 160 170

190 200 210 220 230 240
RRCDSNLQRTGNDWIEVAFRTARQGDP SAKLCYNDYNIENWNAAKTQAVYNMVRDFKSRG
Pobrrrrtstren vt tespbrnbbr i b= iibe 1ttty il
ARRDSNLQRSGNDWIEVAFRTARAADP SAKLCYNDYNVENWIWAKTQAMYNMVRDFKQRG
180 190 200 210 220 230

250 260 270 280 290 300
VPIDCVGEFQSHFNSGNPYNPNFRTTLOOFAALGVDVEVTELDIENAPAQTYASVIRDCLA

PEERELEPERLER R s s b bR bbb i iy il i
VPIDCVGFQSHFNSGSPYNSNFRTTLONFAALGVDVAITELDIQGAPASTYANVINDCLA

240 250 260 270 280 290
310 320 330 340 350 360
VDRCTGITVWGVRDSDSWRSYQNPLLFDNNGNKKQAY YAVLDALNEGSDDGGGPSNPPVS
Pl PUERTEEREEEr el tettptetetstiatt LUTEL st
VSRCLGITVWGVRDSDSWRSEQTPLLFNNDGSKKAAYTAVLDAL-——--NGGDSSEPP~=
300 310 320 330 340 350
370 380 390 400 410 420

PPPGGGSGOIRGVASNRCIDVPNGNTADGTQVOLYDCHS GSNOQWTY TSSGEFRIFGNKC

AN R R N R R R R R R R R R R RN R R R A AR SR N N

==—=ADGGQIKGVGSGRCLDVPDASTSDGTQLQLWDCHSGTNOOWAATDAGELRVYGDKC
360 370 380 390 400

430 440 450 460 470 480
LDAGGSSNGAVVQI Y SCWGGANQKWELRADGTIVGVQSGLCLDAVGGGTGNGTRLOLYSC
PRt TR b pea e L LP LR s b i st e |
LDAAGTSNGSKVQI Y SCWGGDNQOKWRLNSDGSVVGVOSGLCLDAVGNGTANGTLIQLYTC

410 420 430 440 450 . 460
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10 20 30 40 50 60

MGVNAFPRPGARRFTGGLYRALAAATVSVVGYVTALTVTOPASAAASTLAEGAAQHNRYF
Poslesbbitte PID Jeedecezeestizes B0 Mhsbl sl bl st 11
MPINVMPRPGARK————=—— RALLAGAVGLLTAAAALVAPSPAVAAESTLGAAAAQSGRYF
10 20 30 40 50
70 80 g0 100 110 120

GVATAANRLTDSVYTNIANREFNSVTAENEMKIDATEPQQGRFDF TQADRI YNWARONGK

Padtbestbettetba b bbopel rrerree i resbababe 100ETIEE Hitd

GTAIASGRLNDSTYTTIANREFNMVTAENEMKIDATEPNRGQENF SSADRI YNWAVONGK
60 70 80 90 100 110

130 140 150 . 160 170 180
QVRGHTLAWHSQQPOWMONLSGOALROAMINHIOGVMS Y YRGKTPIWDVVNEAFEDGNSG
PVREEERER e R pebs il sprbib bbb zsts bl it
QVRGHTLAWHSQQPGWMQSLSGSSLROAMIDHINGVMAHYKGKIVOWDVVNEAFADGNSG

120 130 140 150 160 170

190 200 210 220 230 240
RRCDSNLORTGNDWIEVAFRTARQGDP SAKLCYNDYNIENWNAAKTQAVYNMVRDFKSRG
Porrrrrrereti e b tes e bbb er i e vt
GRRDSNLQRTGNDWIEVAFRTARNADPNAKLCYNDYNI ENWNWAKTQGVYNMVRDFKQRG
180 190 200 210 220 230

250 - 260 270 280 290 300
VPIDCVGFQSHFNSGNPYNPNFRTTLOQFAALGVDVEVTELDIENAPAQTYASVIRDCLA
AR R R R RN N R AR RN R RN R R R R R R RN R A IR NN R RN RN
VPIDCVGFQSHFNSGSPYNSNFRTTLONFAALGVDVAITELDIQGASPTTYANVVNDCLA

240 250 260 270 280 290

310 320 330 340 350 360
VDRCTGITVWGVRDSDSWRSYQNPLLEFDNNGNKKOAYYAVLDALNEGSDDGGGPSNPPVS
Pt PErrrherbat bt bbbttt reretl sillete:
VSRCLGITVWGVRDTDSWRSDQTPLLEDGNGNKKAAY SAVLNAL~———= NGGGTSE-——~-

300 310 320 330 340

370 380 390 400 410 420
PPPGGGSGQIRGVASNRCIDVPNGNTADGTQVQLYDCHSGSNQOQWTYTSSGEFRIFGNKC

IR I R e N T R N R RN
PPPASDAGTIKGVGSGRCLDVPNASTSDGVQLOLWDCHGGTNOQWT Y TDSQELRVYGNKC

350 360 370 380 390 400
430 440 450 460 470 480
LDAGGSSNGAVVOIY SCWGGANQKWELRADGTIVGVQSGLCLDAVGGGTGNGTRLOLYSC
[Tleteefle 11
LDAAGTGNGTKVQI
410
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