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Uj, expresszidés szabalyzd szekvenciak és

expressziés termékek fonalas gombakban

Kivonat

A talalmany targyat képezik uj, fonalas gombakbdl,
pontosabban Chrysosporium nemzetséghez tartozd torzsekbdl
szarmazé enzimek, konkrétan: (1) 7. csalddba tartozd gliko-
zil hidrolaz (cellobio-hidrolaz, CBH1l), amely legalabb 75%-
ban azonos a 2. azonositdészamu aminosav-szekvenciaval; (2)
10. csaladba tartozd glikozil hidrolaz (endoxilanédz, XYL1),
amely legalabb 70%-ban azonos a 4. azonositdészami aminosav-
szekvenciaval; és (3) glicerinaldehid-foszfat dehidrogenéaz
(GPD1), amely legaldbb 86%-ban azonos a 6. azonositdszamu
aminosav-szekvenciaval. A taladlmany targyat képezik tovabba
az ilyen ehzimeket kédold nukleinsavszekvencidk, az enzimek
expresszi6jat szabdlyozd szekvencidk, kiilondsen promdéter-
szekvencidk. Ilyen gének expresszidéjara eldnydsen alkalma-

zott gazdaszervezet gomba, kildéndsen Chrysosporium térzs.
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Uj, expresszids szabalyzd szekvenciak és

expresszids termékek fonalas gombakban

A talalmany targyat képezik 0j, fonalas gombakbdl,
konkrétan Chrysosporium nemzetséghez tartozdé tdrzsekbdl
szdrmazd enzimek, és ezeket az enzimeket kdédold szekvencidk
és az enzimek expresszidjit szabalyozdé szekvenciak. A ta-
lalmadny a WO 00/20555.szami nemzetkdzi kozzétételi iratban
(PCT/NL99/00618, benyujtva 1999. oktdber 6.) leirtak to-
vabbfejlesztése, amely nem kerilt kozlésre az elsébbség
idépontja eldétt. Ez utdbbi szabadalmi irat a kitanitéas ré-
szét képezi.

Génexpresszidéra szolgdld szamos gazdaszervezetet és
transzformacidés eljadrast leirtak mdr a szakirodalomban.
Baktériumokat gyakran emlitenek, példaul Escherichia colit.
bAz Escherichia coli azonban olyan organizmus, amely nem ké-
pes szamos fehérje vagy polipeptid szekrécidjara, €s mint
ilyen, nem-kivant gazdasejt fehérjék és polipeptidek ipari
méretd termelésére. Az E. coli tovabbi eldénytelen tulajdon-
sidga, amely baktériumokra &altalanossagban érvényes, hogy a

prokariétak nem biztositjadk azokat a tovabbi mdédositasokat,
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amelyek szamos eukariéta fehérje vagy polipeptid aktiv for-
maban torténd termeltetéséhez szilkségesek. Példaul a fehér-
jék glikozilalasa vagy megfeleld konformacidéjuk kialakulasa
olyan folyamatok, amelyek aktiv fehérjék vagy polipeptidek
eléallitasahoz sziikségesek. Ilyen folyamatokhoz néha emlés-
szervezetbdl szarmazd sejteket lehet alkalmazni; azonban az
ilyen sejtek alkalmazasa hatranyos bonyolult fenntartasuk
és a koltséges tapkézeg miatt. Ezért az ilyen transzforma-
ciés rendszerek nem praktikusak fehérjék és polipeptidek
ipari szintd termeltetésére. Elképzelhetd, hogy alkalmaza-
suk olyan draga gyogyszerek esetén gazdasagos, amelyekbdl
kis mennyiségekre van szilkség, de bizonyosan nem ipari en-
zimek termelésére.

Szamos, gombaban mikodSképes expresszidés rendszert
fejlesztettek ki, példaul Aspergillus niger, Aspergillus
awamori, Aspergillus nidulans, Trichoderma reesel torzsek-
ben. Sok mas rendszert javasoltak, de ezeket kiulonféle
okokbdél mégsem fogadtdk el, illetve alkalmaztak széleskori-
en. Altalanosan megfogalmazva, az idedlis gazdaszervezetnek
szamos kdvetelménynek kell eleget tennie:

- Az idealis gazdaszervezetnek koénnyen fermentalhato-
nak kell lennie, olcsé téaptalaj alkalmazasaval.

- Az idealis gazdaszervezetnek a tapkozeget hatékonyan
fel kell hasznalnia.

- Az idealis gazdaszervezetnek nagy mennyiségben kell
a polipeptideket vagy a fehérjéket termelnie, azaz magas

fehérje/biomassza-aranyt kell mutatnia.



- Az idedlis gazdaszervezetnek képesnek kell lennie a
fehérje vagy a polipeptid hatékony szekrécidjara.

- Az idedlis gazdaszervezetnek lehetévé kell tennie a
kivant fehérje vagy polipeptid kénnyd izolalasat és tiszti-
tasat.

- Az idealis gazdaszervezetnek a kivant fehérjét vagy
polipeptidet ugy kell posztranszlacidsan mdédositania (pro-
cesszalnia), hogy azok aktiv formaban termeldédjenek, és ne.
legyen sziikség tovabbi aktivald vagy mbédositd lépésekre.

- Az idealis gazdaszervezetnek konnyen transzformalha-
ténak kell lennie.

- Az idealis gazdaszervezetnek lehetévé kell tennie
igen sokféle expresszids szabalyozé elem alkalmazasat, igy
piztositva kénnyd és sokoldalu alkalmazhatésagot.

- Az idealis gazdaszervezetnek lehetévé kell tennie
szelektalhaté markerek koénnyili alkalmazhatdsagat, amelyeket
olcsén alkalmazni.

- Az idedlis gazdaszervezetnek stabil transzformanso-
kat kell termelnie.

- Az idealis gazdaszervezetnek lehetévé kell tennie
tenyésztést olyan koriilmények kozott, amely nem karos a fe-
hérje- vagy polipeptid-termékre nézve, példaul alacsony
viszkozitas, kismértékd nyiréfesziltség mellett.

A Novo Nordisk cég altal benyajtott, WO 96/02563. sza-
ma nemzetkozi kozzétételi iratban, valamint az 5,602004.,
5,604,129. és 5,695,985. szamu USA-beli szabadalmi leira-
sokban ismertetik az Aspergillus és Trichoderma rendszerek

hatranyait, és feltételezik, hogy mas gombafajok esetén al-
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kalmazott tenyésztési korilmények jobban megfelelhetnek fe-
hérjék nagy mennyiségben torténd termeltetésére. Valamilyen
médon transzformdlt tenyészet példaul csak Myceliophthora
thermophila, Acremonium alabamense, Thielavia terrestris é€s
Sporotrichum cellulophilum torzsekre irtak le. A
Sporotrichum torzsrdl leirtak, hogy lizal és z&ld pigmentet
termel olyan fermentdcids korilmények kozott, amely mas
torzseknél nem vezetett ilyen eredményre. Thielavia
terrestris nem-spbéraképzdé mutdnsarédl leirtak, hogy morfold-
giai tulajdonsédgai alapjan alkalmazott organizmus. Azonban
azt is megallapitottdk, hogy a Thielavia és Acremonium
térzs (ahol az alkalmazott Acremonium torzs a Thielavia
torzs tokéletlen valtozata volt) protoplaszt-képz8 haté-
konysadga alacsony, és azt, hogy higromicin szelektalhatd
markerként nem alkalmazhatdé. Sok mas torzs morfoldgiai tu-
lajdonsagai alapjan potencialisan alkalmas lehetne, de
transzformadlasukat nem irtéak le. Javasolt torzsek:
Corynascus, Thermoascus, Chaetomium, Ctenomyces, Scytaidium
és Talaromyces. A transzformadlt gazdaszervezetekrSl megem-
1itik, hogy csak kis mennyiséqgli,, bevitt, Humicola-eredeti
xilanazt termelnek, amelyek koziil a Thielvia termelt a leg-
kisebb mennyiségben; azonban az informacidé nem egyértelmd,
és tulajdonképpen azt is bizonyithatja, hogy Thielvia a
legeldényosebben alkalmazhaté mikroorganizmus. A hivatkoza-
sokban szerepld noémenklatura az ipari gombak 1994. évi
ATCC-neveire alapult. Tehdt gy tlnik, hogy nem értek el
nagymértékd heterolég expresszidt, és tulajdonképpen nem

lehetett kozvetlen, pozitiv osszefiiggést levezetni az ala-



pul tekintett morfoldgia és az expresszié mértéke kozott.
Ha fel is lehetett allitani barmilyen o6sszefiiggést, az sok-
kal inkabb negativ volt. Gombak 1996. évi osztalyozasa sze-
rint, Sprotrichum thermophilum ATCC 20493 megfelel egy
Myceliophthora thermiphila térzsnek. Jelenleg a torzset még
Myceliophthora thermophilaként azonositjak. A kozelmaltban
megjelent kozlemények alapjdn a technika fejldédési iranya
elére nem lathaté.

A Novo Nordisk altal kozolt, WO 97/26330. szamu nem-
setkdzi kozzétételi iratban leirt eljards szerint, eldalli-
tanak javitott tulajdonsagokkal rendelkezd mutansokat fona-
las gomba sziildéi sejtjeibél, heteroldég polipeptidek termel -
tetése céljabol. Az eljarasban eldszor specifikusan megval-
toztatjak a morfoldgiat, majd meghatarozzak, hogy vajon a
transzformans tobb heterolég polipeptidet termel-e, mint a
sziiléi torzs. Az eljarast csak Fusarium A3/5 és Aspergillus
orysae tdrzsekkel szemléltetik. Feltételezik, hogy az elja-
ras alkalmazhaté Aspergillus, Trichoderma, Thielavia,
Fusarium, Neurospora, Acremonium, Tolypocladium, Humicola,
Scytalidium, Myceliophthora vagy Mucor torzsekkel 1is. A
fentebb leirtak szerint, a technika fejlédési iranyanak ki-
szamithatatlansaga, és tovabba az idézett bejelentésekben
leirt eljaréasok kiszamithatatlansaga miatt nem rendelkeziink
egy olyan 4&ltalanosan alkalmazhaté kitanitéassal, amely
alapjan indokoltan szamithatnak sikerekre.

A WO 00/20555. szami nemzetkdzi kozzétételi iratban
leirunk egy alternativ, gombaban miksédéképes, expresszios

rendszert, amelyben egyszeruien a fentebb emlitett
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Aspregillit és Trichodermat alkalmazzuk, és kielégiti fenti
kévetelményeket. Az Uj rendszer tovabbi eldényokkel rendel-
kezik: a transzformaciés hatékonysag jobb, mint a gyakran
alkalmazott Trichoderma reesei rendszeré. Tovabba a te-
nyésztési korilmények olyan tovabbi eldényt biztositanak,
amely eldényds a polipeptid-termékre nézve.

Szamos, ipari szempontbdél érdekes, Chrysosporium tor-
zsekb8l szarmazd enzimet leirunk most teljes szekvenciain-
formaciokkal egyiitt. Leirunk uj, Chrysosporium toérzsekbdl
szarmazé prométerrendszereket is, amelyek homoldég és hete-
rolég gének expresszidjara alkalmazhatodk.

A taldlmany targyat kilondsen glikozil hidrolazok 7.
csaladja (példaul cellobio-hidrolazok) és 10. csaladja
(példaul xilanazok) és glicerinaldehid-foszfat dehidrogena-
zok képezik, aminosav-szekvenciaik alapjan azonositva, va-
Jamint az emlitett enzim-fehérjékbdl szarmazd peptidek, és
az emlitett peptideket és fehérjéket kédold nukleinsavszek-
venciak, valamint kiildnésen a génekkel kapcsolatos szabaly-
zé szekvenciak.

A taldlmany targyat képezik kildndsen a fentebb emli-
tett harom osztalybdél szarmazd, izoldlt vagy rekombinans
enzim-fehérjék vagy aktiv részeik, beleértve olyan mutansa-
ikat, amelyek legaldbb egy bizonyos mértékben azonos szek-
venciaval rendelkeznek, a lentebb leirtak és a szabadalmi
igénypontokban ismertetettek szerint, valamint ezeket a fe-
hérjéket vagy részeiket kédold nukleinsavszekvenciak
és/vagy expresszidjukat szabalyzé nukleinsavszekvenciak.

Ezek az enzimek konkrétan: (1) 7. csaladba tartozdé glikozil
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hidrolaz (cellobio-hidrolaz, CBH1l), amely legalédbb 75%-ban,
elénybsen legaldbb 80%-ban, sét, legalabb 85%-ban azonos a
2. azonositészadmu aminosav-szekvenciaval; (2) 10. csaléadba
tartozé glikozil hidrolaz (endoxilanaz, XYL1), amely lega-
1abb 70%-ban, eldénydsen legalabb 75%-ban, sét, legalabb
80%-ban azonos a 4. azonositészami aminosav-szekvenciaval;
és (3) glicerinaldehid-foszfét dehidrogenaz (GPDl1l), amely
legalabb 86%-ban, elénydsen legalabb 90%-ban, sét, legalabb
93%-ban azonos a 6. azonosit6észami aminosav-szekvenciaval.
Szintén a taldlmany targyat képezik elénybsen olyan poli-
peptidek és ezeket a polipeptideket kédolé nukleinsavszek-
venciak, amely polipeptidek legalabb 20, elényosen legalabb
30 folyamatosan egymashoz kapcsolédd aminosavat tartalmaz-
nak a 2., 4. vagy 6. azonositdszamu aminosav-szekven-
cidkbél. A megfeleld nukleotidszekvencidkat bemutatjuk 1.
(cbhl), 3. (xyll) és 5. (gpdl) azonositdszamu szekvencia-
ként, sorrendben.

A rekombinans enzimek tartalmazhatjdk lényegében a
teljes fehérjét, vagy roviditett fehérjét, amely az enzim-
aktivitas legaldbb egy részével rendelkezik. Az ilyen rovi-
ditett rész lehet katalitikus domén, vagy az altaluk tar-
talmazott aminosavak legalabb koriulbelil 75%-a. Példaul a
talalmany szerinti CBH1 katalitikus doménje a 2. azonositéo-
szamli aminosav-szekvencia 20-495. aminosavait tartalmazza,
a talalmany szerinti XYL1 katalitikus doménje a 4. azonosi-
tészami aminosav-szekvencia 54-384. aminosavait tartalmaz-
za. A katalitikus domén kombinalva lehet, vagy nem lehet

kombinalva masik fehérjébsl szarmazd szignalszekvenciaval



és/vagy masik enzim-fehérjébdl szarmazd szénhidratkotd
doménnel. Ezzel alternativ médon, a talédlmany szerinti en-
zimek (CBH1 és XYL1l) celluldézkété doménje fuzionalva lehet
mas enzim-fehérje katalitikus doménjéhez.

A taldlmany szerinti nukleinsavszekvencidk lehetnek
teljes fehérjekddold régiék vagy oligonukleotidok, vagy
elénydsen expresszids szabalyzo szekvenciadk. Oligonukleoti-
dokat proébaként is lehet alkalmazni az 1., 3., és 5. azono-
sitészamu szekvenciaval rendelkezd géneknek megfelels, de
azokkal nem azénos gének azonositésara; ezek a gének, ha
megfelelnek a leirdsban meghatarozott szazalékos azonossagi
kovetelményeknek, valamint kédolé és nem kdédold részeik és
expresszidés termékeik szintén a taldlmany targyat képezik.
Az oligonukleotidok elénydsen 15-75, legeldnydsebben 20-50
nukleotid hosszusaguak.

Szintén a talalmany targyat képezik expresszids rend-
szerek (kazettak), amelyben a harom fehérjeosztaly barme-
lyikébél szarmazdé expresszidés szabalyzé régid (beleértve
prométert) fuzionalva van egy masik, kérdéses fehérjét ko-
doldé génhez; vagy az emlitett fehérjék barmelyikét kbédold
régié fuzionalva van egy masik expresszids szabalyzdé régid-
hoz; vagy az emlitett, Gj fehérjéknek megfeleld expressziods
szabalyzé régidt és fehérjekédold régidt egyarant tartal-
mazza. Az expressziodt szabalyzé régié legalébb 60%-ot, els-
nyosen legaldbb 70%-ot, még eldényosebben legalabb 75%-ot,
s6t, akadr 80%-ot is tartalmaz az 1., 3. vagy 5. azonosito-
szami szekvencia 5’-végi nem-kédold régidjabol, és/vagy le-

galabb 20, specialis esetben legaldbb 40 folyamatosan egy-



mashoz kapcsolédé nukleotidot tartalmaz az emlitett, 5'-
végi nem-kédolé régidkbél. A taldlmany szerinti gének 3’ -
végi nem-kédold régidibdl hasonléképpen szarmazd termind-
cidés szekvenciak szintén alkalmazhatdék az expresszidés ka-
zettakban, akdr homolég vagy heteroldég génekkel kombinacio-
ban is.

A talalmany szerinti polinukleotidok és oligonukleoti-
dok rendelkezhetnek egy minimdlis szekvenciaazonossaggal a
megfeleld 1., 3. vagy 5. azonositdészAma szekvenciahoz ké-
pest, vagy ezzel alternativ médon, sztringens koérilmények
kozott képesek hibridizalédni az adott szekvencidkkal.
Sztringens hibridizaciés koriilményeken szakember altal is-
mert korilményeket értink, példaul hibridizaciét 6 x SSC-t
(20 x SSC elkészitése: 1000 ml oldat 175,3 g natrium-
kloridot, 107,1 g natrium-citrat x 5 H;0-t tartalmaz, pH
7,0-re allitva) 0,1% sSDSs-t, 0,05% natrium-pirofoszfatot, 5
* Denhardt-féle oldatot és 20 pg/ml denaturdlt heringsper-
ma-DNS-t tartalmazé oldatban, 56°C-on, 18-24 o6ra hosszaig,
melyet két 30 perces mosas kovet 5 x SSC-t és 0,1% SDS-t
tartalmazé oldatban, 56°C-on, és két 30 perces mosas kovet
2 x SSC-t és 0,01% SDS-t tartalmazé oldatban 56°C-on.

Az expresszids rendszereket tartalmazhatja
Chrysosporium gazdaszervezet, példaul Chrysosporium
lucknowense gazdaszervezet, vagy mas nem-gomba, elénydsen
gomba-gazdaszervezet. Mas gomba-gazdaszervezetek lehetnek
példaul Chrysosporium-fajok és tdrzsek, Fusarium-fajok,
Aspergillus-fajok, stb. Ezek a gazdaszervezetek eldnydsen

olyan gazdaszervezetek lehetnek, amelyek maguktdl, lényegi



tulajdonsaguknal fogva vagy tenyésztési korilmények eredmé-
nyeként nem képesek termelni a kérdéses fehérjének megfele-
16 fehérjét, igy egyszerlisithetd a kérdéses fehérje kinye-
Lése.

A leirasban és a csatolt szabadalmi igénypontokban a
~polipeptidek” vagy ,peptidek” vagy ,kérdéses polipeptidek”
vagy ,kérdéses peptidek” kifejezéseken, a taldlmany szerin-
ti rendszer expresszids termékeként olyan fehérjéket, azaz
polipeptideket értink, amelyeknek adott funkcidéjuk és/vagy
szekunder és/vagy tercier strukturdjuk van. Ahol szazalékos
aminosav-azonossagra hivatkozunk, az ilyen azonossag a tel-
jes fehérjére, vagy egy olyan konkrét részére vonatkozik,
melyet kezdd és befejezd aminosav-helyzet hatdroz meg, al-
taldanosan alkalmazott BLAST-algoritmussal meghatarozva.

A WO 00/20555. szamu nemzetkdzi kozzétételi iratban
leirt, gombaban miikodéképes expresszidés rendszerben, a te-
nyészet taptalajénak pH-ja semleges vagy lugos lehet, igy a
termelt fehérje vagy polipeptid nincs kitéve tovabb ag-
ressziv és potencialisan inaktivald savas pH-nak. Savas pH-
n is lehetséges a tenyésztés, példaul pH 4-en olyan esetek-
ben, ha a fehérjének vagy polipeptidnek kedvezdébb a savas
kozeg. A tenyésztés eldnydsen 4,0 és 10,0 kozotti pH-n tor-
ténhet. Azonban eldnyosen semleges és lugos pH-t alkalma-
zunk, mivel a gazda-toérzs jobban novekszik ilyen pH-n, pél-
daul 6 és 9O kbzotti pH-n. Lugos pH-n vald novesztés, amely
8-nal magasabb, sét, akar 10-es pH is torténhet, néhany
esetben szintén jelenthet j6 alternativ megoldast. A te-

nyésztés hdémérséklete ilyen gazda-tdrzsek esetén szintén



elényds lehet bizonyos tipusu, termelt polipeptidek stabi-
litasa szempontjabél. A tenyésztés hdémérséklete eldnydsen
23-43°C ko6zdtti. Nyilvanvald, hogy az emlitett korilmények
kiléndsen érdekesek emlésszervezetbdl szarmazd polipeptidek
esetén. A kivalasztott hémérséklet fiigg a tenyésztés gazda-
sdgossagatdl, és a polipeptid vagy a tenyésztett torzs ér-
zékenységétdl.

Azt is meghataroztuk, hogy a biomassza/viszkozitéas-
arédny és a termelédott fehérje mennyisége kimagasldéan ked-
vezébb Chrysosporium gazdaszervezetre. Osszehasonlitasokat
végeztiink Trichoderma longibrachiatummal (amely régebben
Trichoderma reeseiként is ismeretes volt) és Aspergillus
nigerel. Trichoderma longibrachiatum 2,5-5 g/l biomasszat
termelt, Aspergillus niger 5-10 g/l biomasszat és
Chrysosporium 0,5-1 g/1 biomasszat termelt az adott tor-
ssekre kiloén-kiilén optimalizalt kérilmények kozott. Ez igy
5-10-szeres javulast eredményez az ipari toérzsekhez viszo-
nyitva. A talalmany targyat képezik expresszidés rendszerek,
amelyek heterolég fehérjét vagy polipeptidet kdédold nuk-
leinsavszekvenciat tartalmaznak, mikodéképesen kapcsolva
expressziés szabalyozd régidhoz, melyet lentebb leirunk, és
adott esetben szekrécids szignalszekvenciat kédolod szekven-
cidhoz és/vagy hordozé fehérjét koédold szekvenciahoz. A ta-
lalmany szerinti rekombindns torzs eldénydsen szekretalja a
kérdéses polipeptidet. fgy nem sziikséges a sejt feltarasa a
kérdéses polipeptid izolalasa céljébbél, és minimalizalja
annak a kockazatat is, hogy a gazdasejt tobbi komponense az

expresszalt terméket degradalja.
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Chrysosporiumot morfoldgia alapjan lehet meghatarozni,
Barnett és Hunter altal leirtak szerint [,Illustrated
Genera of Imperfect Fungi”, 3. kiadas, Burgess Publishing
Company (1972)]. Tovabbi, a Chrysosporium nemzetséghez tar-
tozé gombadk osztalyozdsdra vonatkozd, tovabbi részletek is
ismertek, példaul a ,Sutton Classification” [Van Oorschot,
C.A.N. ,A revision of Chrysosporium and allied genera” a
,Studies in Mycology No. 20. of the CBS in Baarn” c. koényv-
ben, Hollandia, 1-36. old. (1980)]. A CBS a Budapesti Szer-
z8déssel Osszhangban mikodo torzsgyldjtemény. Az emlitett
kozlemények kitanitdsai szerint a Chrysosporium nemzetség a
Hyphomycetales rendbe tartozé, Moniliaceae csalad tagja. Az
alabbi torzseket Chrysosporiumként hatdroztdk meg, de a
Chrysosporium-definicié nem korlatozédik az aldbbi torzsek-
re: C. botryoides, C. carmichaelii, C. crassitunicatum, C.
europae, C. evolceannui, C. farinicola, C. fastidium, C.
filiforme, C. gorgiae, C. globiferum, C. globiferum var.
articulatum, C. globiferum var. niveum, C. hirundo, C.
hispanicum, C. holmii, C. indicum, C. inops, C.
keratinophilum, C. kreiselii, C. kuzurovianum, C. lignorum,
c. lobatum, C. Ilucknowense, C. Ilucknowense Garg 27K, C.
medium, C. medium var. spissescens, C. mephiticum, C.
merdarium, C. merdarium var. roseum, C. minor, C.
pannicola, C. parvum, C. parvum var. crescens, C. pilosum,
C. pseudomerdarium, C. pyriformis, C. queenslandicum, C.
sigleri, C. sulfureum, C. synchronum, C. tropicum, C.

undulatum, C. vallenarense, C. vespertilium, C. zonatum.
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A C. lucknowense az egyik olyan Chrysosporium-faj,
amelyre kiilénds érdeklédés iranyult, mivel nagy mennyiség-
ben termelt természetes mdédon celluldz-fehérjéket (lasd a
WO 98/15633. szamu nemzetkdzi kozzétételi iratot és az eh-
hez kapcsoldédd 5,811,381. szama USA-beli szabadalmi le-
irast). Az emlitett Chrysosporium lucknowense az alabbi tu-
lajdonsadgokkal rendelkezik:

A koldénidk koriilbeliil 55 mm atmérdt értek el 14 nap
alatt Sabouraud-féle glikéz-agaron; fehér-krémszindek,
filcszeriiek, bolyhosak; slirlek és 3-5 mm magasak; a szélek
hatarozottak, szabalyosak és rojtosak; a hatoldal halvany-
sadrga és krémszin kozotti. A hifak atlatszdak, sima és vé-
kony faluak, kis elagazasokkal. A taptalaj feletti részen a
gombafonalak toébbnyire termékenyek, szorosan valaszfalasak,
korilbelil 1-3,5 pum kiterjedésiek. A taptalajban 1évé hifak
terméketlenek, koriilbelil 1-4,5 pm kiterjedésiek, a véko-
nyabb hifak gyakran deformdltak. A konidiumok terminalisak
és lateralisak; tobbnyire szar nélkuliek vagy rovid, gyak-
ran kip alaki nyulvanyokon vagy roévid oldalagakon ilnek. A
konidiumok maganyosak, de szorosan egymas mellett helyez-
kednek el, 1-4 konidium fejlédik eqgy hifasejten, majdnem
atlatszéak, 361 kivehetden vékony és sima faluak, tobbnyire
mandula alakuak, buzoganyosak vagy forditott tojas alakuak
is, egysejtesek, 2,5-11 x 1,5-6 pum, széles, bazalis hegedé-
sekkel (1-2 pm) . Intercalaris konidiumok nincsenek.
Chlamydospoérdk nincsenek. Chrysosporium lucknowense torzsek
példaul: ATCC 44006, CBs 251.72, CBS 143.77 és CBS 272.77,

tovabbi példakat leirtak a WO 98/15633. szami nemzetkozi



k&zzétételi iratban (5,811,381l. szamu USA-beli szabadalmi
leiréasban).

Ebbsl a fajbbél egy tovabbi toérzset izolaltunk, amely
még nagyobb mértéki celluldz-termelésre volt képes. Belsd
hasznalatra ezt a tdérzset Cl-ként jeloltiik, és az Orosz Tu-
domanyos Akadémia ,International Depository of All Russian
Collection” tdrzsgylijteményében deponéaltunk (Moszkva,
Bakrushina utca 8., Oroszorszag 113184) 1996. augusztus 29-
én, a Budapesti Egyezmény szerint, és amelynek nyilvantar-
tasi szama: VKM F-3500D". Jelolése: Chrysosporium
lucknowense Garg 27K. A Cl-todrzs tulajdonsagai az alabbiak:

A koléniadk koriilbeliil 55-66 mm atmérdéig novekedtek ko-
riilbelidl 7 nap alatt burgonya-dextrbéz agaron; fehér-
krémszintdek, filcszertek, kozépen 2-3 pm magasak; a szélek
hatarozottak, szabalyosak, rojtosak; a hatoldal halvany
krémszini. A hifak atlatszdak, sima és vékony faluak, kis
eladgazasokkal. A taptalaj feletti részen a gombafonalak
termékenyek, valaszfalasak, 2-3 mm kiterjedéslek. A tapta-
lajban 1évé hifék terméketlenek. A konidiumok terminalisak
és lateralisak; szar nélkiliek vagy rovid oldalagakon ul-
nek; hianyoznak; maganyosak, de szorosan egymas mellett he-
lyezkednek el, atlatszdak, vékony és sima faluak, mandula
alakuak, buzoganyosak vagy forditott tojas alakuak, egysej-
tesek, 4-10 pm méretlek. Chlamydospdbérak nincsenek.
Intercalaris konidiumok nincsenek.

A Cl-tdrzs izolalasara szolgald eljaras megtaldhaté a
WO 98/15633. szami nemzetkdzi szabadalmi iratban, az

5,811,381. szamu és a 6,015,707. széamia USA-beli szabadalmi
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leirasokban. Chrysosporium definicidén értiunk olyan torzse-
ket is, amelyek a Chrysosporium szildéi torzseibdl szarmaz-
nak, példaul olyanokat, amelyek mutdcién mentek keresztul,
akar természetes mbdon, akdr indukalt mutagenezissel.
Chrysosporium mutansokat eldallithatunk indukalt mutagene-
zissel, kilonosen besugédrzas é€s kémiai mutagenezis kombina-
cidéjaval.

példaul a Cl-torzset UV-besugarzéassal mutagenizaltuk,
az UV13-6-tdrzs eldallitasahoz. Ezt a torzset tovabbi muta-
cidénak vetettitk ala N-metil-N’-nitro-N-nitrozo-guanidin al-
kalmazasaval, igy Jjutottunk a NG7C-19-t6érzshdz. Ez utdbbi
tdrzset UV-besugarzassal mutacidnak vetettik alé, amelynek
eredményeként jutottunk az UV18-25-t6rzshéz. A mutdcids el-
jaras alatt a morfolégiai jellemz&k bizonyos mértékd varia-
ciét mutattak folyékony tenyészetben vagy tenyésztd talca-
kon vagy mikroszkép alatt vizsgalva. Az egymast kovetd
mutagenezis-eljarasokban a tenyészetek a talcakon egyre ke-
vésbé voltak pelyhes és filcszerti megjelenésiek ahhoz ké-
pest, mint ami a szakirodalomban leirtak alapjan jellemzd
Chrysosporiumra, mig a kolénidk sima és matt megjelenésliek-
k& valtak. A vad tipusu toérzseken megfigyelt barna pigment
pbizonyos tapkozegekben szintén kevésbé volt szembetlindé mu-
tans torzsek esetén. Folyékony tenyészetben az UV18-25-
mutans érzékelhetden kevésbé volt viszkébézus, mint a vad ti-
pusu Cl-torzs, és az UV13-6- és NG7C-19-muténs. Mig vala-
mennyi toérzs megtartotta a Chrysosporiumra jellemzd, mik-
roszképikus tulajdonsagokat, a micélium az egymas kovetd

mutacidkban egyre vékonyabb lett, és az UV18-25 micéliuma-
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nak jél lathatd fragmentaloéddasat lehetett megfigyelni. Va-
l6szintileg a micélium emlitett fragmentaldédasa okozza az
Uv18-25-tenyészetek alacsony viszkozitasadt. A torzsek spd-
ras szaporodasi képessége az egyes mutagenezis-1épések utan
fokozatosan csdkken. A fentebb leirtakkal szemléltetjlk,
hogy Chrysosporium nemzetségbe tartozé torzs bizonyos mér-
tékben eltér a fentebb leirt morfoldgiai definicidétdl. Az
egyes mutacidés lépéseket kovetden tovabba a cellulaz és
extracellularis fehérjék termelése szintén novekedett, mig
néhany mutacié a proteadz-expresszio mértékének csokkenését
eredményezte. Gombak rendszertani besorolasdt meghatérozd
kritériumok rendelkezésre allnak példaul a CBS—-nél, VKMF-
nél vagy ATCC-nél. A torzsek jeldlése belsé hasznalatra:
Chrysosporium Cl-térzs, Uvl3-6-torzs, NG7C-19-tdrzs és
Uv18-25-tdrzs, melyeket az ,All Russian Collection” (VKM)
moszkvai intézetében deponaltuk, a Budapesti Szerzd&édés sze-
rint. A vad tipusu Cl-tdrzs nyilvantartasi szama ,VKM F-
3500 D”, 1996. augusztus 29-én deponaltuk, a Cl Uv1l3-mutans
nyilvantartasi szama: “VKM F-3632 D”, (1998. szeptember 2-
&n deponéaltuk), a Cl NG7c-19-mutans nyilvantartasi szama:
wWWKM F-3633 D” (1998. szeptember 2-an deponaltuk) és a Cl
UV118-25-mutdns nyilvantartasi szama: "“VKM F-3631 D” (1998.
szeptember 2-an deponaltuk).

Eldnydsen nem-toxikus Chrysosporium torzseket alkalma-
zunk, amelyekbdl szamos ismert szakember szamdra, ugyanis
csbkkenti a kornyezetet veszélyeztetd kockazatot nagy
mennyiségben végzett termelés esetén, és egyszerlsiti a

termelési eljarasokat az ezzel jard koltségcsokkenés miatt.



Az expresszidés szabalyzd régid olyan DNS-szekvencia,
melyet gazdaszervezetként alkalmazott Chrysosporium toérzs
expresszi6 céljabdél képes felismerni. Tartalmaz egy promd-
terszekvenciat, amely miikédSképesen van kapcsolva az ex-
presszalandé polipeptidet ké6dold nukleinsavszekvenciahoz. A
prométer ugy kapcsoldédik, hogy az iniciacidés kdbdonhoz vi-
szonyitott elhelyezkedése lehetdvé teszi az expresszalandd
szekvencia expressziéjat. A promdéterszekvencia lehet kons-
titutiv wvagy indukadlhaté. A talalmany targyat képezi minden
olyan expresszids szabalyzé szekvencia vagy ezek kombinaci-
6ja, amely képes Chrysosporium torzsbd8l polipeptidek
expresszi6éjat lehetdvé tenni. Az expresszidés szabalyzd
szekvencia eldnyosen gombaban mikédbképes, expresszibs sza-
balyzé régid, példaul ascomycetesbél szarmazd, szabalyzd
régié. Gombaban miikod6képes, alkalmas expresszids szabalyzd

régié lehet az alabbi gombanemzetségek barmelyikébdl szar-

mazd szabalyozd régid: Aspergillus, Trichoderma,
Chrysosporium, Hansenula, Mucor, Pichia, Neurocspora,
Tolypocladium, Rhizomucor, Fusarium, Penicillium,

Saccharomyces, Talaromyces vagy ezek alternativ szexudalis

formai, példaul Emericella, Hypocrea, példaul
Trichodermdbél szadrmazd cellobio-hidrolaz prombétere,
Aspergillusbdl szarmazd glikoamilaz prombtere,

Aspergillusbbl szarmazd glicerinaldehid-foszfat dehidroge-
naz prométer, Aspergillusbol szarmazé alkohol dehidrogenaz-
A és alkohol dehidrogenaz-R prombétere, Aspergillusbdl sSzar-
mazé TAKA-amilaz prombétere, Neurosporabdél szarmazd foszfo-

glicerat és kereszt—-folyamatsort vezérld prométer,
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Rhizomucor mieheibdl szarmazd aszpartat-protedz prombdtere,
Rhizomucor mieheibdl szarmazd lipaz promdétere és
Penicillium canescensb8l szarmazd béta-galaktozidaz proméd-—
tere. Az expresszids szabdlyzdé szekvencia kiuldndsen olyan
nemzetséghez tartozdé torzsbdl szarmazik, mint amelyhez a
gazdaszervezet tartozik, mivel igy lehet specifikusan adap-
t4lni a konkrét gazdaszervezethez. Ezért az expresszids
szabalyzé szekvencia eldnydsen Chrysosporium tdérzsbdl szar-
mazik.

Az expresszids szabalyozé régid eldnydsen nagymértéki
expressziét tesz lehetévé a kivalasztott gazdaszervezetben.
Ez eldényodsen a taldlmany szerinti Chrysosporiumbdél szarmazd
expressziét szabalyzé régié. Alkalmazhatunk heteroldg gaz-
daszervezetbdl szadrmazd, nagymértékii expresszidt szabalyzd
régiét is, példaul olyanokat, amelyek szakember altal jol
ismertek. Nagy mennyiségben expresszalédé fehérjék, és
ezért alkalmas expresszids szabalyzd szekvencidikat bizto-
sitanak a taldalmany szerinti megoldasra, példaul: hidrofo-
bin, proteadz, amildz, =xilanaz, pektinaz, eszterdz, béta-
galaktozidaz, celluldz (példaul endoglikanaz, cellobio~-
hidrolédz) és poligalakturondz. Nagymértéki termelést lehet
elérni szilard taptalajon, és folyékony tapkozegben végzett
fermentacids korilmények kozott egyardnt. Ilyen fehérjék
jelenlétének és termelddésiik mennyiségének meghatdrozasara
szolgald vizsgadlati eljérésok szakember szamara jol ismer-
tek. A Sigma és Megazyme cég kataldégusai példaul szamos
példat koézdlnek. Megazyme elérhetdsége: Business Park,

Bray, Country Wicklow, frorszag. A Sigma Aldrich cégnek sok



telephelye van viléagszerte, példaul: USA, P.O0.Box 14508,
St. Louis, Missouri. Cellulazra kereskedelemben rendelke-
zésre allé vizsgalati eljarasokat alkalmazunk, ilyenek pél-
daul: CMCaz vizsgadlati eljarasok, endoviszkometrikus vizs-
galati eljarasok, Avicelaz vizsgalati eljarasok, béta-
gliitkanaz vizsgalati eljarasok, RBBCMCaz vizsgalati eljara-
sok, Cellazyme-C vizsgalati eljarasok. Xilandzra szintén
rendelkezésre &llnak vizsgadlati eljarasok kereskedelmi for-
galomban (példaul DNS és Megazyme cégnél) . Alternativ meg-
oldédsok szakember szamara joél ismertek, é€s megtal&dlhatodk a
targyra vonatkozé szakirodalomban, és az ilyen informacié-
kat a kitanitas részének tekintjik. Példaul hivatkozunk a
,Method of Enzymology” sorozatra az 1. kotettdl (1955) a
297-299. kotetig (1998). EldnyOsen Chrysosporiumbbl szarma-
z6 prombéterszekvenciat alkalmazunk, hogy a gazdaszervezet
képes legyen azt megfeleld mértékben felismerni.

Azt talaltuk, hogy a heteroldég expresszids szabalyzd
szekvenciak ugyanolyan hatékonyan mikodnek
Chrysosporiumban, mint a nativ Chrysosporium szekvenciak.
Ez lehetdévé teszi j6l ismert konstrukcidk és vektorok al-
kalmazasat Chrysosporium transzformacidéjara, valamint sza-
mos m&s lehetdséget nyajt olyan vektorok elsdallitasara,
amelyek nagymértéki expressziot biztositanak ebben az 0]
expressziés és szekrécios gazdaszervezetben. Példaul stan-
dard, Aspergillus-transzformaciéds technikakat lehet alkal-
mazni példaul Christiansen és munkatarsai [Bio/Technol. 6,
1419-1422 (1988)] &altal leirtak szerint. Mas kozleményekben

részletesen ismertetnek Aspergillus-transzformacidés vekto-



rokat, példaul a 4,816,405., 5,198, 345., 5,503,991.
5,364,770. és 5,578,463. szami USA-beli szabadalmi leirés-
pan, az EP-B-215.594. szama eurdpai kozzétételi iratban.
(Trichodermara szintén vonatkozik), amelyek tartalmat a ki-
tanitads részének tekintjik. Mivel celluldz kidlondsen nagy-
mértékli expresszidjat értik el Chrysosporium torzsekben,
ilyen fehérjék expresszidés szabalyzé régidi kiuldnosen eld-
nytsek. Konkrét példakban a fentebb emlitett, deponalt
Chrysosporium toérzsekre hivatkozunk.

A talalmany eldényds megvaldsitasi médjai szerint al-
kalmazott nukleinsavkonstrukcid Chrysosporiumb6l, eldnydsen
Chrysosporium lucknowensebll vagy szarmazékabdl szarmazd
nukleinsav-expresszids szabalyzd régiét tartalmaz, valamint
az 1ilyen mutéans Chrysosporium toérzsben a nukleinsavkon-
strukcié az expresszalandd polipeptidet kdédold génhez miko-
" d&képesen van kapcsolva. Ilyen nukleinsavkonstrukcid
Chrysosporiumbdl szarmazo, cellulaz~ vagy xilanaz-expresz-
szidéval, eldénydosen cellobio-hidrolaz expresszidéval, vagy
glicerinaldehid-foszfat dehidrogenaz expresszidval asszoci-
41t expresszids szabalyzd régi6é, melyet lentebb részletesen
ismertetiink. A taldlmany szerinti nukleinsavszekvencia elé-
nydsen Chrysosporium térzsbdl szarmazik, amely todrzset a
leirasban mashol definialunk. Prombdterszekvencidt szamos,
szakember &altal jol ismert médon meg lehet hatdrozni. Az
adott gén kezdeténél, az ATG-kédontdl szintézisirannyal
szemben elhelyezkedd régidban végzett nukleadz-delécids ki-
sérletekkel juthatunk ilyen szekvenciakhoz. Példaul kon-

szenzus szekvencidk elemzése is a kérdéses génhez vezethet.
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Hibridizaciés és amplifikacidés technikak alkalmazasaval
szakember konnyen hozzajuthat a megfelelé prométerszekven-
ciakhoz.

Ezzel a moédszerrel azonositottuk a Cl-endogliikanazok
prombéterszekvenciait, a megfeleld gének klbénozasaval. A ta-
lalmény szerinti megoldasban eldnybsen alkalmazott prométer
az 55 kDa méretli cellobio-hidrolaz (CBHl) prométere, a 30
kDa méretdi xilandz (Yyll) prombétere és a glicerinaldehid-
foszfat dehidrogenaz prométere, mivel az enzimek nagymér-
tékben expresszalédnak sajat promdétereik vezérletével. A
megfelelS prométerszekvenciakat egyszerd médszérrel azono-
sitjuk a WO 00/20555. szami nemzetkozi kozzétételi iratban
leirt klénozassal, az 1. (CBHl-re) illetve 3. azonositésza-
ma (Xyll-re) szekvencidban 1évé informacidik felhasznalasa-
val. Chrysosporiumbdl szarmazé szénhidrat-lebontd enzimek
prombétereit, kilondsen Cl-prombétereket eldényosen lehet al-
kalmazni kivant polipeptideknek gazda-organizmusban vald
expféssziéjéra, kiilonodsen akkor, ha gazda-organizmusként
gombat vagy mas mikroorgaznimust alkalmazunk. A taldalmany
targyat képezik olyan prométerszekvenciak, amelyeknek lega-
14abb 65%-ban, eldnyésen legaldbb 70%-ban, legeldnyOsebben
legaladbb 75%-ban azonosak az 1., 3. vagy >. azonositoészami
szekvenciakkal, vagy mas Chrysosporium-génekre talalt szek-
vencidkkal.

A taladlmany konkrét eldnysés megvaldsitasi médja sze-
rint alkalmazott, taladlmany szerinti rekombinans todrzsre é€s
nukleinsavszekvencidkra a példdkban hivatkozunk. Hivatko-

zunk korabban leirt olyan rekombindns torzsekre is, amelyek
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nagymértékli expresszidét biztosité prométerszekvenciakat
tartalmaznak, kiléndsen olyanokat, amelyek gombakban, peél-
daul Aspergillusban és Trichodermaban biztositanak nagymer-
téki expressziét. A szakirodalomban leirtak szamos ex-
presszibés szabalyzd régidt Aspergillusban torténd alkalma-
zasra, példaul a Novo cég altal benyuajtott, 5,252,726. sza-
ma és az Unilever cég &ltal benydjtott 5,705,358. szamu
USA-beli szabadalmi leirdsban. Az idézett kozlemények tar-
talmat a kitanitas részének tekintjuk.

A hidrofobin-gén gombaban nagymértékben expresszalddo
gén. Ezért feltételeztik, hogy a hidrofobin-gén prométer-
szekvencidja, amely eldénydsen Chrysosporiumbdl szarmazik, a
taladlmany eldényds megvaldsitési médja szerint eldnyosen al-
kalmazhato expressziods szabalyzd szekvencia. példaul
Trichoderma reeseib3l és a Trichoderma harzianumbdél szarma-
26 hidrofobin-gén szekvenciajat leirtdk a szakirodalomban,
valamint Aspergillus fumigatusbdl és Aspergillus
nidulansbb6l szarmazd, ide vonatkozd szekvenciainformaciod-—
kat, melyeket a kitanitads részének tekintiink ([Munoz és
mtsai., Curr. Genet. 32, 225-230 (1997); Nakari-Setala T.
és mtsai., Eur. J. Biochem. 15, 235, 248-255 (1996); M.
Parta és mtsai., Infect. Immun. 62, 4389-4395 (1994); és
Stringer M. A. és mtsai., Mol. Microbiol. 16, 33-44
(1995)]1. A szekvenciainformdcidkat felhasznalva szakember
hozzajuthat Chrysosporiumbél szarmazd hidrofobin-gének ex-
pressziés szabdlyzd szekvenciaihoz, felesleges kisérletezés
nélkiil, a fentebb leirtak szerint, mar kozodlt, standard

technikakat kovetve. A . taldlmény szerinti, rekombinans
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Chrysosporium tdrzs olyan hidrofobin-expresszidt szabalyzd
régiét tartalmazhat, amely mikodéképesen kapcsolddik a kér-
déses polipeptidet kédold szekvenciahoz.

Az expresszids szabalyzd szekvencia tovabba enhanszert
és némitd szekvenciat is tartalmazhat. Ezek szintén jél is-
mertek a szakirodalombdl, és rendszerint a promdtertdl kis-
sé tavolabb helyezkednek el. Az expresszids szabalyzd szek-
vencidk tartalmazhatnak olyan prométereket is, amelyek
aktivdtor-kotéhellyel és represszor-kotShellyel rendelkez-
nek. Néhany esetben az ilyen helyek ugy lehetnek mddositva,
hogy megszlinik az ilyen tipusi szabalyzas. Leirtak fonalas
gombakban mikodSképes promdétereket, amelyekben creA-helyek
vannak. Az ilyen creA-helyeket mutédcidnak lehet alavetni a
glikézrepresszié biztositasa céljabdél, amely normalisan
nem-mutans helyek jelenlétének eredménye. A Gist-Brocades
cég altal benyujtott, WO 94/13820. sza&mi nemzetkdzi kozzé-
tételi iratban 1leirtak ugyanezt az elvet szemléltetik.
Ilyen prométer alkalmazdsa lehetévé teszi olyan nukleinsav-
szekvencia altal koédolt polipeptid termeltetését, amelyet a
prométer glikéz Jjelenlétében szabalyoz. Ugyanezt az elvet
irjak le a WO 97/09438. szami nemzetkdzi kozzéteteli irat-
ban. Ezek a prométerek alkalmazhatdék creA-helyeikkel vagy
azok nélkiil. Azokat a mutéansokat, amelyekben a creA-helyek
mutacidénak lettek alavetve, expresszids szabalyzd szekven-
ciaként lehet alkalmazni a taldlmény szerinti rekombinans
tdrzsben, és azutadn az &ltala szabdlyzott nukleinsavszek-
venciat glikéz jelenlétében lehet expresszalni. Ilyen

Chrysosporiumb6l szarmazé promdéterek analég médon de-
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represszidét biztositanak a WO 97/09438. szami nemzetkozi
kozzétételi iratban leirtak szerint. A creA-helyek azonos-
sagat a szakirodalomban leirtdk. Ezzel alternativ médon,
olyan CreA-k&étdhelyekkel rendelkezd prométert lehet alkal-
mazni, amelyet nem vetettink ald mutdcidénak gazdatdrzsben,
és mutaciot tartalmaz mashol a represszids rendszerben,
példaul magadban a creA-génben, 1gy a toérzs, creA-kotdhelyek
jelenlétének ellenére képes fehérjét vagy polipeptidet ter-
melni gliikéz jelenlétében.

Expressziés szabalyzd szekvencidk lehetnek terminacids
szekvencidk is, és ezek mikodSképesen vannak kapcsolva az
expresszalandd szekvencia 3’-termindlis&hoz. Barmilyen gom-
babdél szarmazdé termindtor valdszinlileg miikodéSképes gazda-
szervezetként alkalmazott, taldlmany szerinti Chrysosporium
tdérzsben. Példaul: A. nidulansbél szarmazé trpC-terminator
(1), A. nigerbdl szarmazbé alfa-glikozidadz-terminator (2),
A. nigerb&l gliikoamilaz-terminadtor (3), Mucor mieheibdl
szarmazé karboxi-protedz-terminator (5,578,463. szami USA-
beli szabadalmi leiras) és Trichoderma reeseibdl szarmazd
cellobio-hidroléz-terminéator. Természetesen
Chrysosporiumbél szdrmazé termindciés szekvenciak mikodSke-
pesek Chrysosporiumban és alkalmasak példaul CBHl-termina-
torként.

A taldlmany szerinti megoldasban eldénydsen alkalmazha-
té6, rekombindns Chrysosporium tdrzsekben az expresszalandé
nukleinsavszekvencia mikodéképesen van kapcsolva szignal-
szekvenciaként definidlt aminosav-szekvenciat kédold szek-

venciahoz. A szignalszekvencia olyan aminosav-szekvencia,
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amely ha mikodéképesen van kapcsolva az expresszalt
polipeptid aminosav-szekvencidjdhoz, lehetdévé teszi annak
szekréciéjat a gomba-gazdaszervezetbdl. Ilyen szigndlszek-
vencia lehet olyan, amely normdlisan asszocialt a heterolég
polipeptiddel, vagy lehet olyan, amely nativ a gazdaszerve-
zet szamara. Lehet idegen is mind a gazdaszervezet, mind a
polipeptid szdmara. A szigndlszekvenciat kédold nukleinsav-
szekvenciat egy fazisban kell elhelyezni, hogy lehetdvé
valjon a szignalszekvencia és a heteroldég polipeptid
transzlaciéja. A talalmany szerinti megoldasban széba johet
barmilyen szignalszekvencia, amely képes lehetévé tenni po-
lipeptid szekrécidéjat Chrysosporium toérzsben. Ilyen szig-
ndlszekvencia lehet alkalmasan valasztott, gombaban miikods-
képes szignadlszekvencia, elénydsen ascomycetesbdl szarmazd
szignalszekvencia.

Alkalmas szignalszekvencidk szarmazhatnak &ltaldban

élesztékb6l, vagy az alabbi nemzetségek barmelyikébdl:

Aspergillus, Trichoderma, Chrysosporium, Pichia,
Neurospora, Rhizomucor, Hansenula, Humicola, Mucor,
Tolypocladium, Fusarium, Penicillium, Sccharomyces,

Talaromyces vagy ezek alternativ szexudlis formai, mint
példaul Emericella, Hypocrea. Kilonosen hasznosan alkalmaz-
haté szignédlszekvenciak gyakran nativ koruilmények kozott
asszocidltak az alabbi fehérjékkel: cellobio-hidroléaz, en-
doglikandz, béta-galaktozidaz, =xilanaz, pektinaz, észteraz,
hidrofobin, protedz vagy amildz. Példaul Aspergillusbdl
vagy Humicolabdél szarmazé amildz vagy glikoamilaz (4),

Aspergillus oryzaebdél szarmazé TAKA-amildz, Aspergillus



nigerbdl szarmazé alfa-amilaz, Mucorbdl szarmazé karboxi-
peptidaz (5,578,463. szadma USA-beli szabadalmi leiréas),
Rhizomucor  mieheibdl szarmazd lipaz vagy proteaz,
Trichodermabdél szarmazdé cellobio-hidrolaz (5), Penicillium
canescensbdl szarmazd béta-galaktozidaz és Saccharomycesbdl
szarmazé alfa-parosodasi faktor.

Alternativ  mdbdon, a szignalszekvencia szarmazhat
Bacillus torzsben eléforduldé amildz- vagy szubtilizin-
génb6l. Ugyanabbdl a nemzetségbél szarmazé szigndlszekven-
cia, mint amelyhez a gazdaszervezet tartozik, kiiléndsen al-
kalmas, mivel specidlisan adaptaldédott az adott gazdaszer-
vezethez, igy eldénydsen alkalmazhatd szignalszekvencia le-
het Chrysosporiumbdl szdarmazdé szigndlszekvencia, kiiléndsen
Chrysosporium Cl-tdrzsb&dl, UV13-6-tdrzsbd&dl, NG7C-19-tdrzs-
b6l és UV1B-25-tbrzsbbdl szarmazd szigndlszekvencia, a fen-
tebb leirtak szerint. Hasznosan alkalmazhaték fonalas gom-
badkbdl, élesztdébd8l és baktériumokbdl szarmazd szigndlszek-
venciédk. Nem-gombaeredetli szigndlszekvencidk szintén hasz-
nosnak tekinthetdk, kiilondsen bakteridlis, noévényi vagy em-
l8sszervezetb8l szarmazdé szigndlszekvencidk.

A taladlmény barmely eldénydos megvaldésitidsi mdédja sze-
rint alkalmazott, rekombinans gazdaszervezet szelektalhaté
markert tartalmaz. Ilyen szelektdlhatdé marker lehetévé te-
szi a transzformdlt vagy transzfektdlt sejtek konnyld sze-
lekcidjat. A szelektdlhatd marker gyakran olyan génterméket
kédol, amely specifikus rezisztencia-tipust biztosit, amely
idegen a nem-transzformalt torzshdz képest. Ez altaléban

lehet nehézfém-, antibiotikum- vagy peszticid-rezisztencia.
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Prototréfia szintén hasznos, nem-antibiotikum tipusu, sze-
lektdlhaté marker. Nem—antibiotikum tipusu, szelektalhaté
markereket eldénydsen olyan esetekben alkalmazunk, ahol a
kérdéses fehérje vagy polipeptid élelmiszerben vagy gydgy-
szerben keril alkalmazasra, az ilyen termék gyorsabb vagy
egyszerlbb engedélyeztetése céljabdl. Nagyon gyakran GRAS-
jeldlést alkalmaznak ilyen markerekre. Szakember szamara
szadmos ilyen marker &ll rendelkezésre. Az FDA példaul koz-
read ilyen listat. A legelterjedtebben alkalmazott szelek-
tdlhaté markerek droggal szemben hatdroznak meg reziszten-
cidt vagy feloldanak tapanyaghianyt, példdul amdS (aceta-
midaz), hph (higromicin foszfotranszferaz), pyrG (orotidin-
5’-foszfat dekarboxilaz), trpC (antraniladt szintetaz), argB
(ornitin karbamoiltranszferdz), sC (szulfat adeniltransz-
feraz), bar (foszfinotricin acetiltranszferaz), glifozinat-
rezisztencia, niaD (nitrat reduktaz), bleomicinreziszten-
cia-gén, pontosabban Sh ble, szulfonil-karbamid-reziszten-
cia, példaul acetolaktdt szintetaz ilvl-mutans. Szelekciédt
kotranszformalas alapjan is lehet végezni, amelyben a sze-
lektalhaté marker egy vektoron van, vagy amelyben a szelek-
t4dlhaté marker ugyanazon a nukleinsavfragmensen van, mint a
kérdéses polipeptidet kédold szekvencia.

A leirasban a ,heteroldg polipeptid” kifejezésen olyan
fehérjét vagy polipeptidet értink, amelyet normalisan nem
expresszal és szekretdl az expresszidéra alkalmazott, talal-
many szerinti Chrysosporium gazdatdrzs. A polipeptid lehet
névényi vagy &llati eredetli azzal a kikodtéssel, hogy nem

fordul eld a gazda-todrzsben. Az eml&sszervezet lehet ember.
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Mikroorganizmusok lehetnek virusok, baktériumok, archaebak-
tériumok és gombak, azaz fonalas gombadk és élesztdk.
Bergey-féle ,Manual for Bacterial Determinology” megfeleld
listat ko6zol baktériumokrdl és archaebaktériumokrédl. Gyéb-
gyaszati célokra nagyon gyakran eldényben részesitenek human
fehérjéket, igy a talalmany egy eldnyds megvaldsitasi moddja
szerint, a tald&lmany szerinti, rekombindns gazdaszervezet
abban az esetben szolgdlhat gazdaszervezetként, ha a poli-
peptid human eredetl. Elelmiszer ipari felhasznalds céljara
a heteroldédg polipeptid eldnydsen allati, noévényi vagy alga-
eredetii. A taldlmany ilyen eldényds megvaldsitasi médjait is
alkalmas példaknak tekintjik. A taldlmany alternativ elé-
nyds megvaldsitdsi médjai szerint, heteroldg polipeptidként
alkalmazhatunk barmilyen baktériumbdl, élesztdébdl, virus-
bél, archaebaktériumbdél és gombdbdl szarmazd polipeptidet.
A polipeptid legeldénydsebben gombaeredetd.

A taldlmany egy eldényds megvaldsitisi médja szerint,
kédonhasznalatra nézve adaptalt, heteroldédg nukleinsavszek-
venciadt alkalmazunk. Tlyen szekvencia annak a gazdaszerve-
zetnek nativ aminosav-szekvenci&jat kédolja, amelybdl az
szarmazott, de eltérd nukleinsavszekvenciaval rendelkezik,
azaz olyan nukleinsavszekvencidval, amelyben bizonyos kédo-
nok helyettesitve vannak mas kdbdonokkal, amelyek ugyanazt
az aminosavat kédoljak, de amelyeket konnyebben hasznal a
gazdaszervezet expresszidéra. Ez a heteroldég nukleinsavszek-
vencia fokozottabb expresszidéjdhoz vezet. Az altalanos gya-
korlat szakember szamara Jj6l1 ismert. A kbédonhasznélatot

adaptalhatjuk gombakban megfigyelt, ismert kédonhasznalat,
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és ezzel szemben, nem-gombadkban megfigyelt kdédonhasznalat
alapjan. S&t, még konkrétabban, a kédonhasznidlatot adaptal-
hatjuk magahoz Chrysosporiumhoz. A hasonlésagok olyan mér-
tékiek, hogy Trichodermaban, Humicolaban és Aspergillusban
megfigyelt kédonhasznalat lehetdvé tesz szekvencidk cseré-
jét az ilyen organizmusok kozott a kdédonhasznidlat adaptala-
sa nélkil. Az emlitett gombdkban 1év8 kdédonhasznalat rész-
letei szakember szamadra rendelkezésre &llnak, és a kitani-
tas részét képezik.

A taldlmany altal igényelt oltalmi k&r nem korlatozéd-
dik a fentebb emlitett rekombinans Chrysosporium tbérzsekre,
de a taldlmany tadrgyat képezi olyan rekombindans
Chrysosporium tdrzs, amely Chrysosporium térzsb8l szarmazd,
homolég fehérjét kdédold nukleinsavszekvenciat tartalmaz,
amely nukleinsavszekvencia mikodéképesen van kapcsolva
expresszids szabdlyzé régidhoz, és a rekombindns térzs tobb
fehérjét expresszal, mint a megfeleld8, nem-rekombindns
toérzs ugyanolyan koriulmények kozott. A kérdéses, homoldg
polipeptid esetén, ez eldénydsen semleges vagy lugos enzim,
példaul hidroldz, proteaz vagy szénhidrat-lebontdé enzim,
melyeket mar mashol leirtak. A polipeptid lehet savas is. A
rekombinadns torzs a polipeptidet eldénydsen nagyobb mennyi-
ségben expresszalja, mint a nem-rekombindns torzs. A hete-
rolég polipeptid esetén megemlitett valamennyi megjegyzés
érvényes a szikséges valtoztatidsokkal a homoldg polipeptid-
re, azaz cellulazra is.

Tehdt szintén a taldlmany tadrgyat képezik olyan gén-

technoldégiailag mobédositott mikroorganizmus-térzsek, ame-



lyekben a bevitt szekvencia lehet Chrysosporium-eredeti.
Viszont 1ilyen torzset példaul olyan heteroldg szekvencidk
alapjan lehet megkiilonbdztetni a nativan eléforduld torzs-
t8l, amelyek a Chrysosporium transzformdldsdra vagy transz-
fektaldsdra alkalmazott nukleinsavszekvencidban jelen van-
nak, az alapjan, hogy tobb képia kérdéses polipeptidet ké-
dolé szekvencia van Jjelen, vagy az alapjan, hogy ezek na-
gyobb mennyiségben expresszaldédnak, mint a nem-médositott
térzsben azonos korilmények kozott, vagy az alapjan, hogy
az expresszid végbemegy olyan korilmények kozott is, amely-
ben normdlisan nem  torténik expresszid.. Ez utdébbi lehet
olyan eset, amelyben egy indukalhatdé prométer szabalyozza a
kérdéses szekvencidt, a nem-rekombindns torzset alkalmazd
esettel szemben, vagy olyan eset, amelyben masik faktor in-
dukdlja az expresszidét, mint a nem-rekombinans toérzs ese-
tén. A taldlmany targyat képezik olyan torzsek, amelyek ge-
netikai médositéssal lettek szarmaztatva, klasszikus gene-
tikai technolégiak vagy modern géntechnolégiai médositéasok
alkalmazasaval.

A taldlmany szerinti expresszidés rendszerek és ezeket
tartalmazd gazda-tdrzsek olyan nukleinsavszekvenciat tar-
talmazhatnak, amely heteroldég fehérjét koédol, példaul szén-
hidrat-lebontdé enzimeket (cellulazokat, xilandzokat, manna-
nazokat, mannozidazokat, pektinadzokat, amilazokat, példaul
gliikoamilazokat, a-amildzokat, oa- és B-galaktozidazokat, a-
és P-glikozidazokat, B-glikandzokat, kitinazokat, kitanéazo-
kat), proteazokat (endoproteindzokat, amino-proteazokat,

amino- és karboxipeptidazokat, keratindzokat), mas hidrola-
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zokat (lipazokat, észterdzokat, fitdzokat), oxidoreduktazo-
kat (katalazokat, glikdéz oxidazokat) és transzferdzokat
(transzglikozildzokat, transzglutaminazokat, 1izomerazokat
és invertéazokat).

A legjelentésebb termékek, melyeket a taldlmény sze-
rinti eljaras alkalmazasaval lehet eldéallitani, celluléazok,
xilanazok, pektindzok, lipazok és proteadzok, amelyben a
celluldzok és xilanazok béta-1,4-kotéseket hasitanak, és a
celluldzok lehetnek endogliikandzok, cellobio-hidroléazok és
béta-gliikozidadzok. Ezek a fehérjék kiulonésen hasznosak
szakember altal ismert, kilonb6zé ipari eljarésokban. Konk-
rétan celluldzokra megemlitjiik a WO 98/15633. szami nemzet-
kozi kozzétételi iratot, amelyben cellobio-hidrolazok és
endoglikanazok alkalmazasadt irtak le. Az emlitett bejelen-
tés tartalmat a kitanitds részének tekintjik.

A talédlmany szerinti rekombindns rendelkezhet
polipeptidet kdédolé nukleinsavszekvenciaval, amely olyan
kérdéses polipeptidet kédol, amely inaktivalt vagy nem sta-
bil savas pH-n, azaz pH 6,0-on, sét pH 5,5 alatt, még eld-
nydsebben pH 5 alatt, sd&ét, akar pH 4,0-en vagy alacsonyabb
pH-értéken. Ez a taldlmany egy kilondsen eldnyds megvaldsi-
tasi moédja, mivel az altaldban kozolt expresszids rendsze-
rek olyan gombaban mikoédéképesek, amelyeket nem semleges-
lagos pH-korilmények kozétt tenyésztenek, hanem savas pH-n
tenyésztik azokat. Tehdt a taldlmény szerinti rendszer biz-
tonsagos, gombadban mikodSképes expresszids rendszert bizto-
sit olyan fehérjékre vagy polipeptidekre, amelyek érzéke-

nyek inaktivalasra vagy nem-stabilak savas pH-n.
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Egészen pontosan, a taldlmany barmelyik eldnyds megva-
lésitasi mdédja szerint, a taldlmany targyat képezi olyan
rekombindns torzs, amelyben a nukleinsavszekvencia a kérdé-
ses polipeptidként olyan fehérjét vagy polipeptidet kédol,
amely optimalis aktivitast és/vagy stabilitast pH 5 folétt,
elényosen semleges vagy lugos pH-n (azaz 7 folott) és/vagy
6-nal magasabb pH-n mutat. A taldlmany kiilonésen eldényds
megvaldésitdsi médjai szerint, ilyen pH-értékeken eldrelat-
hatbéan, az optimalis aktivitas tobb, mint 50%-a, tdbb, mint
70%-a, sét, tobb, mint 90%-a varhatdé. Ilyen tenyésztési ko-
rilmények kozott expresszalt polipeptid nem szikségszerlen
aktiv a tenyésztési korilmények kozott; tulajdonképpen elés-
nyds lehet olyan korilmények kobzdtt tenyészteni, amelyben
inaktiv, mivel aktiv formdja k&ros lehet a gazdaszervezet
szdmara. Azonban szlkséges, hogy a fehérje vagy polipeptid
stabil legyen a tenyésztési korilmények kozott. A stabili-
t4ds jelenthet héstabilitast. A stabilitds lehet konkrét ké-
szitményekkel vagy vegyszerekkel szemben mutatott stabili-
tads, példaul amelyek jelen vannak a kérdéses polipeptidet
vagy fehérjét tartalmazdé készitményekben, vagy elSallitéa-
sukra vagy alkalmazasukra szolgald eljardsokban. Cellula-
zokat vagy lipazokat stb. tartalmazé detergens-készitmé-
nyekben példaul a LAS olyan vegyszer, amely gyakran karos a
fehérjékre. Az alkalmazasok idétartama valtozé lehet rovid-
t6]1 hosszi idétartamiu érintkeztetésig, igy a stabilités el-
térd lehet id&étartam tekintetében az alkalmazastdl filiggden.
Szakember képes meghatdrozni esetr8l esetre, a pontos k&-

riilményeket. Kereskedelemben rendelkezésre &allé vizsgdalati
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eljarasokat lehet alkalmazni kilénbdzé enzim-termékek opti-
malis aktivitasainak meghatarozasara. Példaul a Sigma és
Megazyme cégek kataldbgusai tartalmaznak ilyeneket. Ilyen
tesztekre leirunk konkrét példakat mashol a leirdsban. A
gyartdk segitséget adnak az alkalmazashoz.

Chrysosporium toérzset elénydsen lehet alkalmazni kér-
déses, expresszalandé szekvenciaval valdé transzformaciéra
vagy transzfekcidéra, és ilyen toérzs viszonylag kevés bio-
masszat termel. Azt talaltuk, hogy Chrysosporium toérzsek
kett8-6tszor kevesebb biomasszat termelnek, mint
Trichoderma reesei, ha a fermentédcié végére 200-600 cP
viszkozitasig tenyésztjik, és 10-20-szor kevesebb bio-
masszat termelnek, mint Aspergillus niger, ha 1500-2000 cP
viszkozitdsig tenyésztjik megfeleld korilmények kozott,
azaz a torzsre vonatkozd, optimdlis tenyésztési korilmények
kozott, amely nagymértéki expressziét biztosit. Az
expresszid® mértéke messze meghaladja azt, mint amit a két,
ipari referencia torzs elér, sokkal kevesebb biomassza, és
sokkal alacsonyabb viszkozitads mellett. Ezt azt Jjelenti,
hogy az expresszié mértéke ilyen Chrysosporium torzsekben
nyilvanvaldéan magasabb, mint Aspergillus nigerben és
Trichoderma reeseiben. A taldlmany eldényds megvaldsitasi
médja szerint, ilyen transzformalt vagy transzfektalt
Chrysosporium torzsek a taldlmany targyat képezik.

Azt taldltuk, hogy a C1(18-25)-jeld Chrysosporium
torzs 0,5-1,0 g/l biomasszat termel, ezzel szemben

Trichoderma reesei esetén ez 2,5-5,0 g/l és Aspergillus



’ e .
9die w00 H -

= 34 - =,. 9re " v o8~

veoe o L
* . (Y3

niger esetén ez 5-10 g/1 a fentebb leirt koériilmények ko-
zott. A példakban részletesen leirjuk ezt az eljariast.

A taldlmény egy elényds megvaldsitdsi mddja szerint,
egy rekombinans Chrysosporium tdrzs legaldbb akkora mennyi-
ségben termel fehérjét vagy polipeptidet, amely ekvivalens
az UV13-6- vagy C-19-todrzs altal termelt cellulaz mennyisé-
gével (mol/literben kifejezve), és legeldnydsebben ekviva-
lens vagy nagyobb mértékd, mint az UV18-25-tdrzs &ltal ter-
melt mennyiség, megfeleld vagy azonos koridlmények koézott,
azaz az adott torzsre jellemzd, optimalis tenyésztési ko-
rilmények kdzdtt.

Azt talaltuk, hogy az expresszid és szekrécid mértéke
nagyon magas, ha az UV18-25-tdrzs micélium-morfoldgidjat
mutatija, azaz toredezett, rovid micéliumot mutatod
Chrysosporium toérzset alkalmazunk. Tehdt a taldlmdny sze-
rinti, rekombindns torzs elénydsen ilyen morfoldgidt mutat.
A taldlmany targyat képezik olyan rekombinans torzsek vagy
géntechnoldégiailag masképpen médositott Chrysosporium tor-
zsek, amelyek ezt az uj és taldlmany szerinti jellemzd&t mu-
tatjak. A taldlmany barmelyik eldényds megvaldsitasi mddja
szerint, szintén a taldlmany targyat képezi rekombinans
Chrysosporium torzs, amely tovabba csokkentett mértéki spo-
ruladcidét mutat Cl-hez viszonyitva, eldénydsen UV13-6-tdrzs-
nél kisebb mértéki, eldbnydsen NG7C-19-tdrzsnél kisebb mér-
tékl, eldnydsen UV18-25-tdrzsnél kisebb mértékli sporulacidt
mutat ekvivalens fermentdcids korilmények kozott. A taldl-
many barmelyik elény®ds megvalésitasi médja szerint, szintén

a taldlmany targyat képezi rekombindns Chrysosporium torzs,
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amelyben tovdbb&d a termelt fehérje mennyisége és a bio-
massza aranya legaldbb akkora, mint ez a Cl-ben, elénydsen
legaldbb akkora, mint ez UV13-6-, NG7C-19- és UV18-25-todrzs
badrmelyikében, ekvivalens fermentdcids kdrilmények kozott.
Azonban szintén a talalmany targyat képezik nem-rekombindns
torzsek vagy géntechnoldgiailag masképpen - médositott
Chrysosporium tdrzsek, amelyek ezt az 0Gj és taldlmany sze-
rinti jellemzét mutatjak, oOnmagukban vagy kombindcidéban a
taldlmany mas elényds megvaldésitisi mdédjaival.

A taldlmany masik vonzd, eldényds megvaldsitasi mdéddja
szerint, a taladlmany targyat képezi olyan - Chrysosporium
tdrzs, amely alacsonyabb viszkozitdst mutat, mint az NG7C-
19-t6rzs, eldnydsebb alacsonyabbat, mint az UV18-25-toérzs,
megfeleld vagy megegyezd fermentacids korilmények kozott.
Azonban szintén a talalmany targyat képezik nem-rekombindns
torzsek vagy géntechnolégiailag masképpen mbédositott
Chrysosporium torzsek, amelyek ezt az uj és talalmany sze-
rinti jellemz6t mutatjak, onmagukban vagy kombinacidéban a
taldlmdny mas eldnyds megvaldésitasi médjaival. Meghataroz-
tuk, hogy az UV18-25-tenyészet viszkozitasa 10 cP-nél ki-
sebb, ezzel szemben Trichoderma reesei viszkozitasa 200-600
cP nagysagrendil, Aspergillus niger viszkozitasa 1500-2000
cP nagysagrendi megfeleld, optimalis tenyésztési kdorilmé-
nyek k&zdtt, a fermentacidé végén. Ilyen meghatarozésra
szolgdld eljarast a példakban ismertetiink.

A viszkozitast sok esetben vizudlisan lehet kovetni.
Az anyag fluiditasa olyan nagymértékben valtozhat, hogy le-

het megkodzelitden szilard, szdsz-szerd vagy folyékony. A
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viszkozitast konnyen meg lehet hatdrozni Brookfield-féle
rotacidés viszkoziméterrel, kinematikus viszkozitas-csovek-
kel, golydk esésén alapuld (példaul Hoppler-féle) viszkozi-
méterrel vagy ,Uvegedény” tipusu viszkoziméterrel. Az ilyen
alacsony viszkozitasi tenyészetek hozémai magasabbak, mint
az ismert, magasabb viszkozitasu ipari tenyészetekben, iddé-
egységre és sejtszamra vonatkoztatva.

Az ilyen alacsony viszkozitdas®t, taldlmany szerinti te-
nyészetek feldolgozadsa eldényos, kildnosen akkor, ha méret-
novelés torténik. A taldlmany targyat képezd, alacsony
viszkozitasu Chrysosporium térzsek nagyon Jjé hatéasfokkal
miikddnek akar 150.000 literes tenyészetekben is. Tehat, a
taldlmany eldényods megvaldésitdsi médja szerint, a talalmany
targyat képezi 150.000 literig barmilyen méretli tenyészet.
Barmilyen mas, 4altalanosan alkalmazott fermentacids méret-
ben lehet tenyészteni a taldlmany szerinti torzseket. Ennek
hatterében az 4ll, hogy olyan problémadk merilhetnek fel
nagyméretd tenyészetben, hogy micellaris aggregatumok kép-
z8dnek, amelyek tul slGrlek és/vagy nem egyenletes eloszla-
suak. Ennek eredményeként a mikroorganizmus nem képes a
tapkodzeget hatékonyan felhasznalni tenyésztés alatt, amely
alacsony hatékonysagu termelési folyamathoz vezet, kiiléno-
sen nagyméretl, azaz 150,000 liternél nagyobb térfogatban
végzett fermentdcidéban. A levegdztetés és kevertetés prob-
lematikussad valhat, ami oxigénben és tdpanyagban szegény
korilményekhez vezet, és 1igy csOkken a termeld biomassza
koncentrdcidja, és csdkken a polipeptid hozama a tenyésztés

alatt és/vagy hosszabb fermentacidés idét eredményezhet. To-



vabbd a magas viszkozitas és fokozott nyirdé erd8k jelenléte
nem-kivdnatos az ipari fermentacids eljarasokban, és a ta-
lalmany szerinti ipari eljarasokban, mivel termelést limi-
tdlé faktorok. Valamennyi emlitett negativ jelenséget ki
lehet kiszobolni a taldlmdnyi szerinti Chrysosporium-
gazdaszervezet alkalmazasaval, amely sokkal jobb tulajdon-
sagokat mutat, mint Trichoderma reesei, Aspergillus niger
és Aspergillus oryzae, amelyeket ipari torzsként alkalmaz-
zdk ebben a vonatkozasban, azaz jobb fehérjetermelést és
viszkozitadsi tulajdonsdagokat és biomassza-mennyiséget mu-
tat.

A taldlmany fentebb emlitett, barmelyik eldényos megva-
l6sitasi médja szerint, a Chrysosporium todrzs tovabba egy
vagy tdbb, gombaeredetd enzimet termel, példaul fentebb em-
litett szénhidrat-lebontdé enzimeket, proteazokat, mas hid-
rolazokat, oxidoreduktédzokat és transzferazokat, ezeket a
talalmany kildndsen hasznos elényds megvaldésitasi mddjanak
tekintjuk. A legjelentdésebb termékek konkrétan cellulazok,
xilanazok, pektindzok, 1lipdzok és protedzok. A talalmany
eldényds megvaldésitasi médja szerint, a Chrysosporium torzs
azonban egy vagy tdbb, olyan gombaeredetl enzimet termel,
amelyek semleges vagy ligos kozegben mutatnak optimalis ak-
tivitadst és/vagy stabilitést, eldénydsen lugos kdzegben mu-
tatnak optimdlis aktivitast és/vagy stabilitast, amely en-
zimek lehetnek szénhidrat-lebontdé enzimek, hidrolazok és
proteazok, eldényosen hidrolazok és szénhidrat-lebonté enzi-
mek. Nem-rekombindns Chrysosporium torzs esetén, ilyen en-

zimek elénydsen nem a WO 98/15633. szami nemzetkdzi kozzé-
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tételi iratban leirt celluldzok. Kildndsen érdekes enzimek
lehetnek xilandzok, protedzok, észterazok, alfa-~galakto-~
zidazok, béta-galaktozidazok, béta-glitkanazok és pektina-
zok. Nem korlatozzuk igényiinket a fentebb leirtakra. A sta-
bilitasra és aktivitdsra vonatkozé, leirdsban mashol talal-
hatbé megjegyzések szintén érvényesek.

A talalmany targyat képezi eljaras kérdéses polipeptid
termeltetésére, amely eljdrdsban gazda-tdrzset (példaul
gombat, példaul Chrysosporium, Aspergillus, Trichoderma,
Hansenula, Mucor, Pichia, Neurospora, Tolypocladium,
Rhizomucor, Fusarium, Penicillium nemzetséghez tartozd tér-
zset, vagy baktériumot vagy mas mikroorganizmust) tenyész-
tink a talalmany barmelyik eldényds megvalésitasi médja sze-
rint, olyan koérilmények kozott, amely lehetévé teszi a
polipeptid expressziéjat és eldnydsen szekrécidjat, és azt
kovetden termelddott, kérdéses polipeptid kinyerését.

Ha a leiréasban a ,fehérje” vagy ,polipeptid” kifejezé-
seket emlitjik, a kifejezésen értiink varidnsokat és mutan-
sokat, példaul a természetesen eléforduld fehérjék szubsz-
titdcids, inszercids vagy delécidés muténsait, amelyek a
nem-mutans aktivitasat mutatjak. Ugyanez érvényes a megfe-
leld nukleinsavszekvenciakra. Ilyen polipeptideket, varidn-
sokat vagy mutansokat eldéallithatunk példaul az alabbi el-
jarasok alkalmazadsadval: mesterséges génkombinadcié (,gene
shuffling”), fehérjetervezés, iranyitott evolicid, helyspe-
cifikus mutagenezis, és random mutagenezis. Az 5,223,409.,
5,780,279. és 5,770,356. szadmu USA-beli szabadalmi leirédsok

kitanitadsa az irdnyitott evolucidéra vonatkozik. Az emlitett



eljaras alkalmazasaval létrehozunk random mutans génszek-
venciakbdél allé kényvtarat, példaul mesterséges génkombina-
ciéval (,gene shuffling”), hibdra hajlamos PCR-rel, bé&rmi-
lyen sejttipusban. Az egyes génekhez szekrécidért felelds
régidé és immobilizalasért felelds régidé van kapcsolva, igy
az eredményil kapott fehérje szekretalddik, és régzitve ma-
rad a gazdaszervezet felszinén. Ezt kévetden olyan kdriilmé-
nyeket alkalmazunk, amely sziikséges az adott polipeptid bi-
oldégiai aktivitasahoz. Ez szamos ciklusban lejatszédik, mig
végil a kivant tulajdonsagokkal rendelkezd, végsS génhez
jutunk. Mas szavakkal kifejezve, felgyorsitott, iranyitott
evoluciés folyamat tortént. Az 5,763,192. szama USA-beli
szabadalmi leirasban eljarast k6zdlnek DNS, RNS, peptidek,
polipeptidek vagy fehérjék elddllitasara, amelyben sztoc-
hasztikusan létrehozott szekvencidk kapcsolasaval eldalli-
tott, szintetikus polinukleotid alkalmazasaval, beviszik
azokat gazdaszervezetbe, azt kovetden szelektdljdk a megfe-
leld, eldére meghatarozott tulajdonsdgokkal rendelkezd gaz-
dasejtet.

A talalmany szerinti eljaras mas alkalmazasa az ,ira-
nyitott evoluciés” folyamatban torténhet, ahol elddllitunk
uj, fehérjekddold DNS-szekvencidkat, a kddolt fehérjéket
gazdasejtben expresszaljuk, és azokat a szekvencidkat, ame-
lyek kivant tulajdonsagu fehérjéket kdédolnak, mutacidnak
vetjuk ald és ismét expresszaljuk. Az eljdrast szémos cik-
luson &t ismételjik, amig a kivant tulajdonsagua fehérjéhez
jutunk. Exogén fehérjéket kdédold, Gj DNS-szekvencidkat eld-

allithatunk példadul az alabbi eljarasok alkalmazasaval:
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mesterséges génkombinacid (,gene shuffling”), fehérjeterve-
zés, hibara hajlamos PCR, helyspecifikus mutagenezis és
kombinatorikus és random mutagenezis. Az 5,223,4009.,
5,780,279. és 5,770,356. sza&mu USA-beli szabadalmi leirasok
kitanitdasa az iranyitott evolucidra vonatkozik [lasd még
Kuchner és Arnold, Trends in Biotechnology 15, 523-530
(1997) ; Schmidt-Dannert és Arnold, Trends in Biotechnology
17, 135-136 (1999); Arnold és Volkov, Curr. Opin. Chem.

Biol. 3, 54-59 (1999); Zhao és mtsai., “Manual of
Industrial and Biotechnology”, 2. kiadés, szerk. Demain és

Davies, 597-604. old., ASM Press, Washington DC (1999); Ar-

nold és Wintrode, “Encyclopedia of Bioprocess Technology:

Fermentation, Biocatalysis, and Bioseparation”, szerk.

Flickinger és Drew, 971-987. old., John Wiley & Sons, New

York (1999); és Minshull és Stemmer, Curr. Opin. Chem.

Biol. 3, 284-290 (1999)1].

Kombinatorikus mutagenezis alkalmazdsat leirtdk Hu és
munkatdrsai [Biochemistry 37, 10006-10015 (1998)]. Az
5,763,192. szami USA-beli szabadalmi leirdsban kozolt elja-
rasban eldadllitanak uj, fehérjekdédold DNS-szekvencidkat
sztochasztikusan 1létrehozott, szintetikus szekvenciak al-
kalmazésaval, beviszik azokat gazdaszervezetbe és szelek-
tdljdk a kivant tulajdonsagokkal rendelkezé gazdasejteket.
Mesterséges génkombinaciét (,,DNA shuffling”) szolgdld elja-
rasok: random la&ncinditéast alkalmazdé mutagenezis [Z. Shao
és mtsai., Nucleic Acids Res. 26, 681-683 (1998)], lépcséds
ladncinditast alkalmazdé eljdras [H. Zhao és mtsai., Nature

Biotech. 16, 258-262 (1998)] és heteroduplex rekombinacié
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[A. Volkov és mtsai., Nucleic Acids Res. 27, 18 (1999)].
Egy masik megkozelités lehet még a hibdra hajlamos PCR
[Song és Rhee, Appl. Environ. Microbiol. 66, 890-894
(2000) 1.

Két eljarast alkalmaznak széles korben az iranyitott
evolicid szelekcids lépésében. Az egyik eljarasban a kérdé-
ses fehérje aktivitdsat valamilyen mdédszerrel esszencidlis-
sid teszik a tuléld gazdasejtek szamara. Példaul, ha a ki-
vant aktivitds cellulaz, és pH 8-on aktiv, egy cellulazt-
gént mutdcidénak lehet alavetni és bevinni a gazdasejtekbe.
A transzformansokat kizardlagos szénforrasként cellulézon
novesztik, és fokozatosan emelik a pH-t addig, amig csak
néhany tuléld marad. A tuléldkbdl szarmazd, mutdns cellu-
laz-gént (amely feltételezhetden viszonylag magas pH-n ak-
tiv cellulazt kédol) alavetik egy masik mutécidnak, és az
eljardst addig ismétlik, amig csak olyan transzformansokat
kapnak, amelyek celluldzon pH 8-on képesek novekedni. Az
enzimek termostabil variansait ehhez hasonldéan lehet eldal-
litani, génmutacids ciklusokkal és gazdasejtek magas hémér-
sékleten vald novesztésével (Liao és mtsai., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 83, 576-580 (1986); Giver és mtsai., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 95, 12809-12813 (1998)].

A nagymértékben parhuzamos ,legmegfeleldbb tulélése”
(,survival of the fittest”) elnevezésli megkdzelités alter-
nativdja a sorozatos szkrinelés. A megkdzelités szerint,
egyedi transzformansokat szkrinelink hagyomanyos mdédszerek-
kel, példaul indikatort tartalmazé taptalajon ndvekvd koléd-

nidk koridl kialakuld, szintelen vagy szines zdéndk megfigye-



lésével, kolorimetrias vagy fluorimetrids enzimes vizsgala-
ti eljarasok, immunoldgiai vizsgalati eljarasok, koétési
vizsgalati eljarasok, stb. alkalmazasdval, lasd példaul Joo
és munkatarsai 4ltal leirtakat [Nature 399, 670-673
(1999)], amely szerint olyan citokrém-P450 monooxigenazt
fejlesztettek ki mutdciés ciklusokkal és szkrineléssel,
amelyekhez nem sziikséges kofaktorként NADH; May és munka-
tarsai altal leirtakat [Nature Biotech 18, 317-320 (2000)],
amely szerint reverz sztereoszelektivitdssal rendelkezd
hidantoindzt fejlesztettek ki hasonldé mbédon; és Miuvazaki és
munkatarsai altal leirtakat [J. Mol. Biol. 297, 1015-1026
(2000)], amelyben termostabil szubtilizint fejlesztettek
ki.

Standard klénozdé és fehérje- vagy polipeptid-izoldléasi
technikadkat 1lehet alkalmazni, hogy a kivadnt szekvencia-
informacidkhoz jussunk. Ismert szekvencidk részleteit lehet
alkalmazni prébaként mé&s nemzetségekben és torzsekben 1évé
homolégok izolaldsara. Példaul eqgy adott enzimaktivitast
kédolé nukleinsavszekvenciat lehet alkalmazni
Chrysosporium-konyvtar szlrésére. Szakember képes megilla-
pitani, milyen hibridizacids koérilmények megfeleldek. Nuk-
leinsav-hibridizacidéra, konyvtarak elsallitasdra szolgald,
szokasos eljarasokat és klénozé technikdkat leirnak
Sambrook és munkatarsai (szerk.), ,Molecular Cloning. A
Laboratory Manual” cimi koényvben, Cold Spring Harbor, Press
Plainview, New York (1989), és Ausubel ¢és munkatarsai
(szerk.), ,Current Protocols in Molecular Biology” cimi

konyvben, John Wiley and Sons, New York (1987). A targyhoz
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tartozd informacidk szarmazhatnak késébb megjelent kézi-
kényvekb8l és szabadalmi leirasokbdél, valamint kilonbozé,
kereskedelemben rendelkezésre 4&ll6, erre a szakteriletre
vonatkozé reagenskészletekbdl.

A taldlmadny egy alternativ eldnyds megvaldsitasi médja
szerint, az eljarasban talalmany szerinti torzset tenyész-
tink olyan korilmények kozott, amely lehetédvé teszi a fe-
hérje vagy polipeptid vagy prekurzoranak expresszidjat és
eldnydsen szekrécidjat, és azt kovetden termeldddtt poli-
peptid kinyerését, és adott esetben a prekurzort tovabbi
izolalasi és tisztitdsi 1lépéseknek vetjik ald a kérdéses
polipeptid eld&llitdsa céljabdl. Ilyen eljarasban eldnyésen
a prekurzort hasitjuk, igy a kérdéses polipeptidhez vagy
prekurzorhoz Jjutunk. A hasitasi 1lépésben alkalmazhatunk
Kex-2-szer{i proteazt, barmilyen bazikus aminosavra specifi-
kus proteazt vagy Kex-2-t, példaul akkor, ha egy proteaz-
hasitéhely kapcsoldédik egy jél szekretalddd fehérje-hordo-
zéhoz és a kérdéses polipeptidhez. Szakember konnyen képes
Kex-2-szer(i protedz-szekvencidkat talalni, mivel konszenzus
szekvenciarészletek ilyen célra rendelkezésre allnak, és
mar szamos alternativat kozoéltek, példaul ilyen a furin.

A taldlmény barmelyik eldénytds megvaldsitasi mdébdja sze-
rint, a polipeptid termeltetésére szolgald eljarasban eld-
nydsen a tenyésztést pH 5 folott, eldnydsen 5-10, eldnyd-
sebben 6-9 értéken végezzik. Ilyen eljarasban alkalmasan a
tenyésztést 25-43°C kozotti, eldnydsen 30-40°C kozdtti hé-
mérsékleten végezziik. A taldlmany szerinti eljarasban al-

kalmazott torzsként teljesen megfelel rekombinéans,
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Chrysosporium torzs vagy mas gombatorzs vagy nhem-
gombatérzs. A talalmany szerinti eljardsban, ilyen esetben
tovabba egy megeldzd lépésben elSdllitunk taldlmany szerin-
ti, rekombinans todrzset. A megfeleld kériilmények kivalasz-
tédsa az expresszalandd polipeptid természetétdl figg, és
ilyen szelekcidt szakember képes elvégezni.

A talalméany targyat képezi eljards a taldlmany szerin-
ti, rekombinans toérzs elddllitédsadra. Az eljarasban hetero-
16g vagy homoldg polipeptidet kdédold nukleinsavszekvenciat
stabilan beviszink alkalmas gazdatdrzsbe, amely nukleinsav-
szekvencia miikod&éképesen van kapcsolva expresszids szabdly-
z6 régidhoz, és a bevitel Onmagdban ismert médon torténik,
fonalas gomba transzformadladsidval. A fentebb leirtak sze-
rint, szamos hivatkozads &ll rendelkezésre, és ezekb8l né-
hany kivalasztott kézleményre hivatkozunk. Az ezekben leirt
informacié elegendd ahhoz, hogy szakember ez alapjan képes
elvégezni az eljarast felesleges kisérletezés nélkil. Az
eljarasban beviszink olyan nukleinsavszekvenciat, amely a
taldlmany kiilonbozé eldnyds megvaldsitdsi mdédjai szerint, a
taldlmany targyat képezd rekombindns tdrzsre leirt, barmi-
lyen nukleinsav-elemet tartalmaz egymagaban vagy kombinéaci-
éban.

A Dbevitel torténhet példadul protoplaszt-transzforma-
cidés eljarassal. Az eljarast leirjuk a példadkban. Alterna-
tiv protoplaszt- vagy szferoplaszt-transzformdcidés eljara-
sok j61 ismertek, és a szakirodalomban, mads fonalas gombék-
ra leirtak szerint lehet ezeket alkalmazni. Ilyen eljarasok

részleteit megtaldlhatjuk az idézett, szamos hivatkozasban,



amelyek a kitanitas részét képezik. A taldlmany szerinti
eljarasban eldénydbsen nem-rekombindns térzset alkalmazunk
kiindulasi anyagként arra a célra, hogy bevigyiik a kérdéses
polipeptidet kdédold, kivant szekvenciét.

Szintén a taldlmany targyat képezi eljaras
Chrysosporiumbél szarmazé enzim eldallitasara, amely elja-
rasban Chrysosporiumot vagy mas torzset tenyésztiink, 5-nél
magasabb, eldénydsen 5 és 10 kozotti, alkalmasan 6 és 7,5,
7,5 és 9 kozotti pH-ji tenyésztési tapkozegben vagy tapkos-
zegen, eldénydsen semleges és lugos pH-tartomanyokban.

Pontosabban, a talalmany targyat képezi tovabba elja-
ras olyan enzimek termeltetésére, amelyek semleges vagy lu-
gos kozegben mutatnak optimalis aktivitast és/vagy stabili-
tadst, eldénydsen lugos kozegben mutatnak optimdalis aktivi-
tast és/vagy stabilitdst. A pH-val és optimalis aktivités-
sal kapcsolatos tartomanyokat, valamint ilyenek meghataro-
zdsdra szolgadld vizsgalati eljarasokat ismertetiink mashol
az eljarédsban. Az enzimeket valaszthatjuk szénhidrat-lebon-
t6é enzimek, protedzok, més hidroldazok, oxidoreduktédzok és
transzferazok koézil, a fentebb leirtak szerint, az eljdréas-
ban a megfeleld enzimet kdédold nukleinsavszekvenciaval
transzformdlt vagy transzfektadlt gazdasejtet tenyésztiink.
Az enzim eldénydsen Chrysosporiumpbdél szarmazé enzim. Egy
elényos eljarasban példaul konkrétan celluldzt, xilanazt,
pektinazt, lipézt vagy proteazt termelink, ahol a celluléaz
és a =xilanaz p-1,4-kobtéseket hasit, és a cellulaz lehet
endogliikandz, cellobiohidrolédz és B-glikozidaz. A talalmany

szerinti eljaréasban barmilyen, taldlmany szerinti
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Chrysosporium gazdaszervezetet tenyészthetiink, amely a fen-
tebb felsorolt enzimeket kédoldé nukleinsavat tartalmaz. A
talalmény szerinti nem-rekombinéns Chrysosporium gazdaszer-
vezetek alkalmazasaval eldnyosen szénhidréat-lebontd enzime-
ket, hidrolazokat vagy protedzokat termelink. Ilyen esetben
az enzim eldénydsen nem cellulaz. Az izoldlasra szolgald el-
jadrasok analdgok a WO 98/15633. szamu nemzetkdzi kdzzététe-
1i iratban leirtakkal, melyek a kitanitds részét képezik.
Szintén a talalmany targyat képezik a talalmany sze-
rinti eljaras alkalmazasaval termeltetett enzimek. Szintén
a taldlmany targyat képezik olyan Chrysosporium-eredet( en-
zimek, amelyeket taldlmany szerinti, nem-rekombinans
Chrysosporium tdrzsekbdl lehet izolalni. Ezek a fentebb em-
litett stabilitasi, aktivitasi tulajdonsagokat mutatjak.
Ezek eldénydsen LAS jelenlétében stabilak. A tal&lméany tar-
gyat képezik kilondsen az alabbi enzimek: proteazok pI 4-
9,5, protedzok 25-95 kDa molekulatomeggel, xilanazok 4,0 és
9,5 kdzdtti pI-vel, xilandzok 25 és 65 kDa kozdétti moleku-
latoémeggel, endogliikanazok 3,5 és 6,5 kozétti pI-vel, endo-
gliikanazok 25-55 kDa molekulatdmeggel, P-glikozidazok, o,f-
galaktozidazok pI 4-4,5, B-glikozidazok, a,B-galaktozidizok
45-50 kDa molekulatomeggel, cellobio-hidrolazok pI 4-5,
cellobio-hidrolazok 45-75 kDa molekulatomeggel, példaul 55
kDa molekulatomeggel és 4,4 plI-vel, poligalakturondzok pI
4,0-5,0, poligalakturonadzok 60-70 kDa molekulatdomeggel,
példaul 65 kDa molekulatomeggel, észterazok pl 4-5 és ész-
terazok 95-105 kDa molekulattmeggel, amelyek a fentebb em-

litett stabilitasi és aktivitasi tulajdonsagokat mutatjak.
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A molekulatomeget (MW) SDS-PAGE alkalmazasaval vannak meg-
hatdrozva. A nem-rekombindns, azaz nativ, természetesen
elé6forduld enzim nem a WO 98/15633. szAmi nemzetkozi kozzé-
tételi iratban leirt cellulaz. Szintén a talalmany targyat
képezik olyan enzimek, amelyek a fentebb leirt pI-értékek
és molekulatotmegek kombinacidéival rendelkeznek.

Szintén a taldlmany targyat képezi nem-fehérje termé-
kek (tul)termeltetése a taldlmany szerinti muténs (rekombi-
nans) torzsek alkalmazasaval. Ilyen nem-fehérje termékek
lehetnek primer metabolitok, példaul szerves savak, amino-
savak, ¢és szekunder metabolitok, példaul antibiotikumok,
példaul penicillinek és cephalosporinok és mas terdpias ha-
tadst anyagok. Ezek a termékek biokémiai folyamatsorok kom-
binacidéjadnak eredményeként keletkeznek, amelyben szamos,
kérdéses gombaeredetli gén jatszik szerepet. Gombabdl szar-
mazd primer és szekunder metabolitok, és ilyen metabolitok,
és termelésilikre sz0lgadld eljarasok szakember szdmara joél
ismertek. Primer metabolitok termelésére példakat leirt
Mattey, M., Current Reviews in Biotechnology 12, 87-132
(1992). Szekunder metabolitok termelésére példadkat leirtak

Penalva és munkatarsai, Trends in Biotechnology 16, 483-489

(1998) .

1. példa

Transzformacidés példak Chrysosporium, Trichoderma és

Tolypocladium geodes ésszehasonlitasaval

Két nem-transzformalt Chrysosporium Cl-toérzset és egy

Trichoderma reesei referencia torzset teszteltink két tap-
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kozegen (Gs pH 6,8 és Pridham-agar, PA, pH 6,8). Az antibi-
otikum-rezisztencia mértékének tesztelése céljabdl spdédrakat
gydjtottink 7 napos PDA-talcakrdl. Szelektiv talcdkat inku-
baltunk 32°C-on, és kiértékeltuk 2, 4 és 5 nap milva. Ebbdl
az kovetkezett, hogy az NG/C-19- és UV18-25-jelli C-1-tdr-
zsek nyilvanvaldan alacsony alaprezisztencia-szinttel ren-
delkeztek mind bleomicinre, mind higromicinre. Ez a szint
O0sszehasonlithatdé volt azzal, mint ‘amellyel egy &ltaldnosan
alkalmazott, laboratériumi T. reesei referenciatdrzs ren-
delkezett. Ez egyértelmlien azt mutatta, hogy ezt a két
standard, gombadban mikod&éképes, szelektdlhatdé markert jél
lehet alkalmazni Chrysosporium torzsekben. MAas, standard,
gombaban mikod&képes, szelektdlhatdé markerekkel problémak
nem varhatdk.

Sh-ble (bleomicin—rezisztencia) transzformalt
Chrysosporium torzseket sikeresen szelektdltunk 50 pg/ml
koncentrécidé alkalmazasaval. Ezt a szelekcidés szintet al-
kalmaztuk T. reeseire is, igy bemutattuk, hogy differencia-
lis szelekcidé konnyen elérhetd Chrysosporiumban. Ugyanez
érvényes transzformdlt torzsekre, 150 pg/ml higromicin-
rezisztenciaval.

Chrysosporium esetén olyan protoplaszt-transzformaciés
technikadt alkalmaztunk, amely gombak esetén legaltalénosab-
ban alkalmazott transzformaciés technikdra alapult. Egy 90
mm~-es PDA-té&lcardl az Osszes spdérat felvettik 8 ml ICl-ben,
és atvittik egy 50 ml-es, ICl-tapkozeget tartalmazd razd-
lombikba, és 15 6ra hosszaig inkubaltuk 35°C-on és 200 rpm-

en. Miutadn a tenyészetet lecentrifugdltuk, az uledéket MnP-
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ben mostuk, visszavittik oldatba 10 mg/ml Caylase-Cs;-at
tartalmazé, 10 ml MnP-ben, és 30 percig inkubaltuk, 35°C-on
razatva (150 rpm).

Az oldatot leszlirtiik, és a szilirletet centrifugaltuk 10
percig, 3500 rpm-en. Az liledéket 10 ml MnPCa®'-al mostuk.
Ezt 10 percig centrifugaltuk 25°C-on. Azutdn hozzdadtunk 50
pl hideg MPC-t. A keveréket jégen tartottuk 30 percig, azu-
tdan hozzdadtunk 2,5 ml PMC-t. 15 perc elteltével szobahd-
mérsékleten, 500 pl kezelt protoplasztot oOsszekevertiink 3
ml MnR-Soft-al, és kozvetlenil ezutdn szélesztettiik MnR-
tédlcéra, amely szelekcidés  &agensként Dbleomicint vagy
higromicint tartalmazott. Ot napig inkub&ltuk 30°C-on, azu-
tadn a transzformansokat analizaltuk (azokat a klénokat,
amelyek 48 déra utan lathatdé valtak). A transzformacids ha-
tékonysagot 10 pg pAN8-1-jelld referenciaplazmid (19) alkal-
mazasaval hataroztuk meg. Az eredményeket bemutatjuk az

alabbi 1. téblazatban.

1. tablazat: Transzformacidés hatékonysag (10 pg pAN8-1-

jell, referenciaplazmid alkalmazasaval)

T. reesei NG7C-19 Uvig-25
Eletképesség 10%/200 pl 5 x 10%/200 |5 x 10%/200 pnl
pl
Transzformansok 2500 10* 10*
200 pl-ben
Transzformansok 2500 2000 2000
10° életképes sejtre
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A Chrysosporium transzformadnsok életképessége feliil-
milta a Trichoderma transzformdnsok életképességét. A tor-
zsek transzformdlhatésidganak mértéke Osszehasonlithatéd
volt, és igy egy kisérletben kapott transzformansok szama
4-szer nagyobb volt Chrysosporium esetén, mint T. reesei
esetén. Tehat a Chrysosporiumban 1évé transzformdacids rend-
szer hatékonysadga nemcsak ugyanolyan, mint az &ltaldnosan
alkalmazott T. reesei rendszeré, hanem meghaladja azt. Ez a
javulds kiuldndsen olyan vektorokndl bizonyult hasznosnak,
amelyek transzformaciés hatékonysdga kisebb, mint a pAN8-1
hatékonysdga. Transzformdcidé vonatkozdsdban ilyen kevésbé
hatékony vektorok 1lehetnek példaul olyan fehérjehordozd
vektorok nem-gomb&dbdl szarmazd fehérjék termeltetésére,
amelyek alkalmazasaval &ltaldban 10-szer kevesebb transz-
formanshoz lehet jutni.

Szamos mas transzformacids és expresszids vektort 4al-
litottunk eld, amelyek homoldég Chrysosporiumbdél szarmazd
fehérjét kbédold szekvencidt tartalmaztak, és heterolég fe-
hérjét koédold szekvenciat is tartalmaztak Chrysosporiunmmal
vald transzformacids kisérletekben torténé alkalmazasra.

Az expresszidés rendszerek tartalmazhatnak példaul
Chrysosporiumbél szarmazdé xilandz Xyll-prométerfragmensét
xilandz-szigndlszekvencidhoz kapcsolva egy fazisban xilanaz
nyitott leolvasasi fazisaval, ezt kovetdSen xilandz termina-
tor szekvencidt. A transzformdnsok szelektdlasat szelektal-

hatdé vektorral vald kotranszformacidé alkalmazasaval végez-

zik.
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Egy masik példa szerint Chrysosporium lucknowensebdl
szarmazd cellobio-hidrolaz promdétere Penicillumbdl szarmazd
endogliikanaz-3 szignalszekevencidjdhoz van kapcsolva egy
fdzisban Penicillumbdél szadrmazé endogliikandz-3 nyitott le-
olvasasi fazisaval, ezt Chrysosporiumbdél szirmazd cellobio-
hidroléaz terminator szekvencia koveti. A vektor tovabba egy
masodik expresszids kazettat tartalmaz szelektdlhaté mar-
kerrel, konkrétan acetamidadz-S-génnel (AmdS-génnel).

Egy tovabbi példa szerint Chrysosporiumbdél szarmazd
glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogendz-1 promdéterét kap-
csoltuk Aspergillus nigerbdl szadrmazdé glikoamildz szignal-
szekvencidjahoz, és a glikoamiladz nyitott leolvasasi féazi-
sdt humdn interleukin-6 nyitott leolvasasi fazisadhoz fuzio-
naltuk. Ez a vektor tovabba egy masodik expresszids kazet-
tat tartalmazott szelektalhatdé markerrel, azaz AmdS-génnel.

Egy még tovabbi példa szerint, Aspergillus nidulansbdl
szarmazé glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogendz-A promdéte-
rét kapcsoltuk endogliikanaz-5 nyitott leolvasasi fazisahoz,

majd Aspergillus nidulansbbél szadrmazdé termindcids szekven-

ciadhoz.

2. példa

Példak Chrysosporium transzformansok heterolég és ho-

molég expresszidjara

Cl-tdrzseket (NG7C-19 és/vagy UV18-25) teszteltiink ar-
ra vonatkozdan, hogy milyen mértékben képesek szekretdlni
kiilénbdz8 heteroldg fehérjéket: bakterialis fehérjéket

(Streptoalloteichus hindustanusbdl szarmazé bleomicinre-
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zisztencia-fehérje, Sh ble), gombabdl szarmazd fehérjét
(Trichoderma reeseibdl szarmazdé xilandz-II, XYN2) és human
fehérjét (humén lizozim, HLZ).

Trichoderma reeseibdl szarmazdé xilanaz-II (XYN2) szek-
récidéja Cl-ben

Uv18-25-jelli Cl-torzset transzformaltunk pUT1064- és
pUT1065-plazmidokkal.

A pUT1064-plazmid az aldbbi két, gombdban mikod&éképes
expresszids kazettat mutatja be:

Az els8 kazetta lehet6vé teszi bleomicinrezisztens
transzformansok szelektalasat:

- Neurospora crassa kereszt-folyamatsort szabalyzdé 1.
gén (cpc-1l) prométere (14);

- Streptoalloteichus hindustanusbdél szarmazé bleomi-
cinrezisztencia-gén, Sh ble (4);

- A. nidulansbél szadrmazé triptofdn szintetaz (trpC)

terminatora (5).

A masodik kazetta a xilandz-termelésért felelds kazet-

ta:

- T. reesei tdrzsbdl szarmazé TR2 cbhl-prométer (15);

- T. reesei todrzsbdl szarmazdé TR2 xyn2-gén (szigndl-
szekvenciaval) (16);

- T. reesei torzsb6l szarmazé TR2 cbhl-terminator
(15) .

A vektor E. colibél szarmazdé replikdcidés origdt is
tartalmaz a pUCl9-plazmidbél (6). A plazmid részletes tér-

képét bemutatjuk az 1. abran.
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A pUT1065-plazmid az alabbi, gombdban mikéddképes ex-
presszids kazettat mutatja be:

- A. nidulansbél szarmazé glicerinaldehid-3-foszfat
dehidrogenaz (gpdA) promdétere (2);

- Szintetikus, T. reeseibdl szarmazd cellobio-hidro-
14z-I (cbhI) szignalszekvencia (1, 3);

- S. hindustanusbél szarmazdé bleomicinrezisztencia-
gén, Sh ble (4), hordozdé fehérjeként alkalmazva (10);

- Linkerpeptid (SGERK), amely KEX2-szerd proteaz-
hasitdéhelyet tartalmaz (1):;

- T. reesei torzsbdl szarmazé TR2 xyn2-gén (szigndl-
szekvencia nélkiul) (16);

- A. nidulansbdl szdrmazd triptofan szintetdz (trpC)
terminatora (5).

A vektor P-laktamadz-gént (bla) és E. colibdl szarmazd
replikadcibés origét tartalmaz is a pUCl8-plazmidbdél (6). A
plazmid részletes térképét bemutatjuk a 2. abran.

Cl-protoplasztokat transzformdltunk pUT1064- vagy
pUT1065-plazmiddal, ugyanazt az eljarast koévetve, mint amit
a fenti példaban leirtunk. A pUT1065-plazmidban (Sh ble
XYN2) 1évé fuzids fehérje funkciondlis bleomicinreziszten-
cia vonatkozdsaban, igy lehetdvé teszi a Cl-transzformansok
kénnyld szelekcidéjat. Tovabba, a bleomicinrezisztencia mér-
téke koriulbeliil dsszhangban van az xyn2-expresszid mértéké-
vel. A pUT1064-plazmidban xyn2-t sajdt szignalszekvenciaja-
val klénoztuk.

Cl-transzformansok (bleomicinrezisztens kldénok) xila-

nadz-termelésének mértékét xilandz-aktivitést vizsgdld elja-
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primer transzfor-
(5 pg/ml) tartalmazéd talcakra vittik
és XILAN-té&lcédkra is
vizudlisan detek-
32°C-on novesztettik. Min-

klént XILAN-talcakra szubkld-

noztunk. Transzformdnsonként két szubklédnt hasznaltunk PDA-

talcdk oltéaséara,
elinditasahoz.
ftalatban novesztettiitk 5 napig,

va). Azutdn a tenyészeteket lecentrifugaltuk

percig) .

Ezekbd&l

a mintakbdl

27°C-on

hogy spdérakhoz jussunk folyékony tenyészet
A folyékony tenyészeteket ICl1 + 5 g/l K-

(180 rpm-en razat-

(5000 g, 10

xilanaz-aktivitast mértink

DNS-technikaval Miller és munkatarsai altal leirtak szerint

(18) .

2. tablazat: Aktiv XYN2-termelés mennyisége

jobban termeldk)

Cl-ben (a leg-

Aktiv xilanaz-I1I

koncentraciéja a

Xilanaz-1I1I

specifikus aktivitas

tapkdzegben a tapkodzegben
Nemtranszformalt UV18- 3,9 U/ml 3,8 U/mg dsszfehérije
25
Uv1l8-25::1064, 7-1.klén 4,7 U/ml 4,7 U/mg osszfehérje
UV18-25::1064, 7-2.klbén 4,4 U/ml 4,3 U/mg osszfehérije
Uv1i8-25::1065, 1-1.k1lén 29,7 U/ml 25,6 U/mg
Osszfehérije
Uv1lg8-25::1065, 1-2.klén 30,8 U/ml 39,4 U/mg

osszfehérje
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Ezek az adatok azt mutatjak, hogy:

1) Igazoltuk a 2. példa 1-4. pontjait.

2) Cl-et gazdaszervezetként lehet alkalmazni hetero-
16g, gombaeredeti fehérje szekrécidjara.

Melléklet a példakhoz: téapkdzegek

Transzformdcids tépkozegek:

Mandels-alap: MnP-tapkozeg:

KH,PO, 2,0 g/1 Mandels-alap +
(NH,4) 2S04 1,4 g/l 1 g/1 pepton
MgSO, 0,3 g/l 2 g/l MES

CaCl, 0,3 g/l 100 g/l szacharbz
Oligoelemek 1,0 ml/1 pH 5-re &llitva
MnR MnP CA*':

MnP-szachardz 130 g/1 MnP-tapkodzeg +
Elesztékivonat 2,5 g/1 50 mM CaCl, x 2H,0
Glikbz 2,5 g/1 pH 6,5-re &llitva
Agar 15 g/1

MnR Lagy: MnR csak 7,5 g/l agarral

MPC:

CaCl, 50 mM
MOPS 10 mM
PEG 40%

Tapkozegek szelekcidra é€s tenyésztéshez:

GS:
Gliukdz 10 g/1
Biosoyase 5 g/l [Merieux]

Agar 15 g/1 pH 6,8 sziikséges



PDA:
Burgonyaeredet(i Dextréz Agar 39 g/l [Difco]

pH 5,5 sziikséges
MPG:

Mandels-alap +

Kalium-ftalat 5 g/l
Glikodz 30 g/1
Eleszt8kivonat 5 g/1

A transzformdnsok szelektdlasara alkalmazott regenera-
16 tapkszeg (MnR) 50 pg/ml bleomicinnel vagy 100-150 upg/ml
higromicinnel volt kiegészitve. Az antibiotikumrezisztencia
igazolasa céljadbdél 5 pg/ml bleomicinnel kiegészitett GS-
tapkozeget alkalmaztunk.

PDA egy komplett tapkdézeg a gyors ndvekedéshez és jo
sporuldcidhoz. Folyékony tapkdozeget beoltottunk 1/20-térfo-
gat spodéraszuszpenzidval (valamennyi spdédra egy 90 mm-es PDA-
tdlcardl szarmazott 5 ml, 0,1% Tween-ben). Ilyen tenyésze-

teket 27°C-on novesztettink razott lombikokban (200 rpm).

3. példa

Cl-gének izolédlasa és jellemzése, és CBH1l, XYLl és GPD
génexpresszids szekvenciai

UV18-25 génkoényvtaranak eléallitasa BlueSTAR-ban

UvV18-25-b&l szarmazdé kromoszémélis DNS-t részlegesen
emésztettink Sau3A-enzimmel, 12-15 kb méretld fragmenseket
izoldltunk és 1ligaltunk BlueSTAR klénozé vektor BamHI-

hasitbéhelyébe. A ligacids keverék 20%-anak csomagoléasa 4,6



eees voae o
-

.e
. . .
oo soe e o eoe
° o
.o

x 10* fuggetlen klénbdél allé génkodnyvtarat eredményezett.
Ezt a konyvtarat elszaporitottuk és 4°C-on és -80°C-on ta-
roltuk. A ligécids keverék maradék részét szintén 4°C-on
taroltuk.

UV18-25 génkoényvtaranak szkrinelése cbhl-, xyll- és
gpdl-gének izoldlasa céljabdl

A kilonbozé gének izoldldsa céljabdél, proébanként
bsszesen +7,5 x 10° egyedi BlueSTAR-fagot hibridizaltunk
két parhuzamossal. A hibridizacidékat a cbhl és =xyl PCR-
fragmenseivel homoldg korilmények kézott (65°C; 0,2 x SSC),
A. nigerbdl szarmazd gpdl-gén PCR-fragmenseivel heterolég
korilmények (53°C; 0,5 x SSC) kozott végeztiik (WO 00/20555.
szamu nemzetkozi kozzétételi iratban leirtak szerint). A
pozitiv jelek szamat megadjuk a 3. tablazatban. A pozitiv
klénokat ujra szkrineltik, és minden egyes klén esetén két
egyedi fégot alkalmaztunk a tovabbi kisérletekben. A kiilén-
b6z& klénokbdl szarmazd DNS-t restrikcidés analizissel ele-
meztik az egyes génekbdl szarmazd, kiloénbozé kldénok szama-
nak meghatarozasa céljabdél (az eredményeket bemutatjuk a 3.
tdbladzatban).

Mivel mindhdrom gén esetén 4-6 kuloénbozdé klént izoldl-
tunk, azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a primer gén-
konyvtar (+4-5 x 10° klén) megfelel korulbelil 5 x UV18-25-
genomnak. Ebb&l az eredménybdl arra kovetkeztettiink, hogy a
teljes UV18-25 genomnak 9 x 10° klén felel meg. Abbél kiin-
dulva, hogy egy atlagos genomi inszert mérete 13 kb, ez azt
mutatja, hogy a genom mérete +120 Mb, amely 3-szor nagyobb

méretd az Aspergillus genomjéanal.



A plazmidban 1lévé génre specifikus lancindité oligo-

nukleotidokkal (izolalt PCR-fragmensekbdl kiindulva, koréb-

bi szekvenciameghatdrozds alapjdn lettek tervezve) és a
pBlueSTAR polilinkerében 1évé T7 és T3 lancinditd oligonuk-
leotiddal végzett PCR-reakcidkkal képesek voltunk meghata-

rozni a gének helyzetét szamos kldénban. Az egyes gének ese-

tén egy-egy plazmidot alkalmaztunk a gén szekvenciajanak

meghatarozasara.

Gén Az elsS szkrine- | Szkrinelésben | Kilonb6z6 | Szekvendlasra
lésben pozitiv klénok alkalmazott
pozitiv klén

cbh1l 8 7 4 pCBH7

xyll 9 6 5 pXyl5
gpdl 12 12 6 pGPD4

3. tablazat: UV18-25-génkonyvtarbdél szarmazé 7,5 x 10°

fag

xyll-génre

szarmaz6 gpdA-génre

szkrinelése UV18-25 PCR-fragmenseivel

(homoldég korilmények kozdtt), és- - A.

(heterolég korilmények kozott).

cbhl-génre és

nigerbdl

DNS-

iz0ldlast és restrikcids analizist alkalmaztunk a kilonbozé

klénok szamanak meghatdrozasara.

A klénozott gének szekvenciaanalizise

A cbhl-,
zadsdnak eredményeit bemutatjuk 1., 3. és
szekvenciaként,

tett aminosav-szekvencidit is, 2., 4. és

xyll- és gpdl-génre,

sorrendben.

a szekvencia meghataro-

5. azonositdszamu

Bemutatjuk a fehérjék leveze-

6. azonositdszamu
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Szekvenciaként. A fehérijék néhany tulajdonsagat megadjuk a
4. tabléazatban. Meg kell emlitenink, hogy a transzlacidés
Start-helyet és az intronokat ugyanazon csaladbél szarmazd
génekkel valé homolégia alapjan jelsltik (azaz »papir” ge-
netika alapjéan).

CBH1

CBH1 aminosav—szekvenciéja alapjan azt a kévetkezte-
tést vontuk le, hogy a fehérje kériilbeliil 63 kD méreti, és
egy cellulézkétd domén (CBD) van a fehérje C-termindlis ré-
szében. Erdekes, hogy nem talaltunk CBD jelentére utald je-
let az 1izolalt, 55 kD méretl, legjelentdsebb fehérjében.
Azonban, ebbdl az 55 kD méretli, legjelentdsebb fehérjébsl
izolalt peptidek jelenlétét igazoltuk a kédolt CBHl-fehér-
jében (2. azonositészamn szekvencia), ami megerdsiti azt,
hogy az 55 kD méreti fehérjét a klénozott gén kdédolja. Az
igy kapott eredmény lehetséges magyarazata az, hogy az 55
kD méretld fehérje a CBH1-fehérje roviditett valtozata, CBD
nélkil.

A CBH1 cellobio-hidrolaz aktivitast képes kifejteni
MUF-cellobidzra, MUF-laktozidra, FP-re és avicelre, tovabba
aktiv p—nitrofenil—B—glukoziddal, cellobibézzal és p-nitro-
fenil-laktoziddal szemben is. MUF-cellobioziddal szemben'
mutatott aktivitdsat cellobidz gatolta, 0,4 mM inhibicids
allandéval. Michaelis-konstansok MUF-cellobioziddal szemben
0,14 mM, MUF-laktozidazzal szemben 4 mM és CMC-vel szemben
3,6 g/1 volt. A pH-optimum 4,5 és 7 k&zbtt volt. CMC esetén

a maximalis aktivitas 50%-a, és RBB-CMC esetén az aktivités

80%-a megmaradt pH=8 értéken. pH 5 &s 8 kézott az aktivitas
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70-80%-a megmaradt az inkubdlas 25 éradja alatt. A hémérsék-
let optimuma 60-70°C volt. CBHI1 a 7. cellobio-hidrolaz-
csalad tagja. A megfelel$ CBH-prométert bemutatjuk 1. azo-
nositészama szekvenciaként, amely a taladlmany eldnyss meg-
valésitasi médja szerint, a talalmany targyat képezi.
Xyli
Az Xyll aminosav-szekvenciajabsél azt a kovetkeztetést
vontuk le, hogy szintén jelen van CBD, a fehérje N-termina-
lis oldalan (azaz a szignalszekvencidhoz kézvetleniil, vagy
attdl legaldbb 5 aminosav tavolsagban kapcsolédva). A szak-
irodalomban csak néhadny xilandz ismeretes még, amely CBD-t
tartalmaz (Fusarium oxysporum, Humicola grisea és
Neocallimastix patriciarum). Az Xyll-fehérje becsiilt mérete
43 kD, és a 30 kD méreti fehérjébsl izolalt, szamos peptid
szarmazik ebbdl a fehérjébsl (3. és 4. azonositdészami szek-
vencia). Szamos izolalt peptidet nem talaltunk meg a kédolt
szekvencidban. Ez arra utalhat, hogy alternativ xilanaz-
fehérjék vannak jelen UV18-25-ben. Korabbi analizisekben
nem talaltak CBD-t ebben a 30 kD méretii fehérjében. Az em-
litett eredmények alapjan is feltételeztiik, hogy a fehérje
CBD-része proteolizissel lehasad. Ezt a feltételezést to-
vabb vizsgaltuk (a kilénbdzd Cl-torzsekb6l, azaz Cl vad ti-
pusu, NG7C-, UV13-6-, UV18-25- és protedz-mutidns UV18-25-
torzsbdl szarmazéd, kiilénbszé fehérjék aktivitasainak, N-
terminalis szekvencidjdnak és méretének meghatarozasaval) .
A CBD jelenlétének vagy hidnyanak enzimaktivitasra kifej-
tett hatasat analizaltuk részletesebben. A teljes hosszusa-

gu gén tultermelését kiildnbozd Cl-gazdaszervezetekben vizs-
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galtuk.

A celluldézkétd domén (CBD) jelenléte kiildndsen jelleg-
zetes tulajdonsdga az enzimnek. A 10. glikolitikus enzim-
csalad (xilanaz) egyetlen ismert tagja, amely N-termindlis
CBD-t tartalmaz, a Fusarium oxysporumbdl szarmazd XylF.
Chrysosporium lucknowenseb8l szarmazd Xyll-fehérjében 1lévs
CBD az alabbi szekvenciaval rendelkezik: WGQCG GQGWT GPTTC
VSGAV CQFVN DWYSQ CV (a 4. azonositdészdmi szekvencidban a
22-53. aminosav). Ez a szekvencia nem egyezik meg az
5,763,254. szadmi USA-beli szabadalmi leirasban (Novo) ko&-
z6lt konszenzus szekvencidval. Az 5,763,254. szami USA-beli
szabadalmi leirasban k6z6lt konszenzus szekvencia: W/Y-G/A-
Q-C-G G-Q/I/N-G/N-W/F/Y-S/T/N/Q G-P/A/C-T/R/K-T/C/N-C X-X-
G/p-s/T/F/L/A/- -T/K C—V/T/R/E/K—K/Q/A—Q/I-N Q/D/A-W/F/Y-Y-
Y/S/H/A-Q C.L/I1/Q/V/T, ahol W/Y jelentése W vagy Y stb., X
jelentése barmilyen aminosav, és ,-” azt jelenti, hogy hi-
anyzik aminosav. A legdegenerdltabb konszenzus szekvencid-
hoz képest négy kiilénbség van az Xyll-ben, melyet aldhuz-
tunk fentebb a 7. szekvencidban. Tehat a taldlmany targyat
képezik a konszenzus CBD-t81 kiilénboz4, N-termindlis CBD-
vel rendelkezd xilanazok, amelyek eltérnek Fusarium
oxysporumban l1évé xilanaztél. Pontosabban, a taladlmany sze-
rinti xilandz olyan CBD-vel rendelkezik, amely legaléabb
55%, kilonosen legalabb 65%, eldénydsen legaldbb 75% szek-
vencia-azonossagot mutat a fentebb leirt, 7. szekvenciédval.
A CBD a 23. helyzetben elénydsen Phe, Tyr és Trp egyikét
tartalmazza, vagy legalabb egyet az aldbbi négy aminosav-

bél: Val a 20. helyzetben, Gln a 22. helyzetben, Phe a 23.
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helyzetben és Val a 24. helyzetben. A szekvencia eldénydsen
Cys-Xaa-Phe, Xaa-Phe-Val, Cys-Xaa-Val, Cys-Gln-Phe, Val-
Cys-Xaa-Phe, Gln-Phe-Val, Gln-Trp-Vval, Gln-Tyr-val, Vval-
Cys-Gln, Val-Cys-Gln-Phe és Val-Cys—-Xaa-Phe-Val aminosava-
kat tartalmaz, ahol Xaa jelentése barmilyen aminosav, eld-
nyésen Val, Thr, Arg, Glu, Gln vagy Lys, és legeldnydsebben
Gln vagy Glu.

A xilandz nem rendelkezik MUF-cellobiaz-aktivitassal,
tehat valdédi xilandz. Erés aktivitast mutat széles pH-
tartomanyban 5 és 8 k&6zd6tt, a maximalis aktivitas 65%-4at
megtartja pH 9 és 10 kézoétt; a xilandz-F-csalad tagja. A
talalmany egy eldnyds megvaldésitasi moédja szerint, a taldl-
many targyat képezi a megfeleld Xilandz-prombéter, melyet
bemutatunk 3. azonositészadmu szekvenciaként. Nyirfabdél
szarmazé xildnnal mutatott Michaelis-konstans 4,2 g/1 a 30
kD méretd xilandzra. A hémérséklet-optimuma magas, 70°C

volt a xilandzra.

Gpdl

A gpdl-gén C-termindlis részének DNS-szekvencidajat nem
hataroztuk meg. A taldlmany egy eldnyds megvaldésitasi médja
szerint, a taldlmany targyat képezi a gén prombéterszekven-
ciaja, és bemutatjuk 5. azonositészami szekvenciaként.

A négy Chrysosporium-gén expresszidéjanak mértékét
Northern-analizissel vizsg&ltuk. Kiilénb&z8 €. lucknowense
torzseket névesztettink »Pharmedia”-t cellulédzzal és
laktdézzal (1. tapkoézeg) tartalmazdéd gazdag tapksézegben, vagy
~pharmedia”-t és glikdézt tartalmazé gazdag tépkoézegben (2.

tapkozeg), 33°C-on. 48 o6ra elteltével a micéliumot elkiild-
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nitettik, és RNS-t izolaltunk. Az RNS-t hibridizaltattuk 4
kiilénb6z6 prébaval: EG5, EG6, Xyll és CBH. Az érintkeztetés
utdn a Northern-blotokat csikokra vagtuk, és ismét hibridi-
zaltattuk riboszémalis L3-ra specifikus prébaval, kontroll-
ként, a bloton 1évé mRNS mennyiségének meghatarozasa célja-
bél. A legtdbb toérzs nagyon erds valaszt adott CBH-ra és
erd8s valaszt adott Xyll-re az 1. téapkézegben; a 2. tapko-
zegben a toérzsek fele nagyon erés valaszt adott valamennyi
génre, és a masik fele kismértékli vdlaszt adott. Ezekbdl az
adatokbdl levezettik az expresszibé mértékének sorrendijét,
amely: CBH > Xyll > EG5 > EG6.

C. lucknowensebdl szarmazdé Xyll-fehérje 67%-ban azonos
(72%-ban homolég) 1legkdzelebbi homolégjaval a Genbank-
adatbazisban (4. tablazat). Figyelemre mélté a CBHl-fehérje
nagymértékld homolégiaja Humicola griseaban 1évé homolégia-
hoz képest (74%-ban azonos/82%-ban homoldég). Megjegyezziik
azt 1is, hogy valamennyi esetben a legkdzelebbi homolégok
Fusariumbdl, Humicolabdl vagy mas Pyrenomycetes
(Sordariamycetes) gombabdél szarmaztak, mig a Chrysosporium
a Plectomycetes gombakhoz tartozik az NCBI-adatbazis sze-
rint (4. tablazat). Tehat szintén a taldlmany targyat képe-
zik plectomycetes gombakbél szarmazd, CBD-t tartalmazéd gli-

kanolitikus enzimek, kiuldndsen cellobio-hidrolazok és xila-

nazok.
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gliko- C1 Amino- | Intro-| Megj. Rokon szekvenciak
zidaz izo- savak nok (% azonossag/
csalad| latum szama % homolégia)
BH1 7 70 kD 526 1 CBD Humicola grisea
55 kD| (63 kD) (74/82)
(CBH1:P15828)
Fusarium oxysporum
(58/68) (CBH:P46238)
Neurospora crassa
(60/69) (CBH1:P38676)
YL1 10 30 kD 333 3 CBD Fusarium oxysporum
(43 kD) (67/72) (XylF:P46239)
Penicillum
simplissicum
(58/68) (XylF:P56588)
Aspergillus aculeatus
61/70) (XylF:059859)
PD1 - - Nem 2+°? - Podospora anserina
teljes (85/89) (GPD:P32637)

Neurospora crassa
(GPD:U67457)
Cryphonectria
parasitica

(GPD:P15089)




Y
1v0e Jaes o <

- - .. e 9 vee
65 .... .. s0e® 9 .’
- edu ~ L]

4. tablazat: Strukturdlis és 6sszehasonlitd adatok
taldlmény szerinti CBHl-re, Xyll-re és GPDl-re.

Abrak rovid leirasa:

Az 1. &brén bemutatjuk a pUT1064 térképét.

A 2. abran bemutatjuk a pUT1065 térképét.
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SZEKVENCIALISTA

1. azonositdészami szekvencia:

A teljes Chrysosporium CBHl1 gén DNS- és aminosav-szekven-

cidja a promdéter és terminator szekvencidval egylitt.

A

prométer szekvencia (1-1779), termindtor szekvencia (3427-

4451)

lolve.

aaggtatccgatttggggaacgtcgatgaaagtattgcaaaagtgacgagagttgcgcaa
ctaactcgctgccgaagaagctgcggaagaaagagaacaccgaaagtggaataacgttac
ggatgtcctgacctcaaagttgaaaccagcccttecctgctctatttgggaaagcggettg
cccttgaatgcgctgcactgtggcacgactéccagtgatcgggaggagcaaactaccctg
gtccgttccttggtggggcggcactaggcccaacttagggtgatcggaggtcgatgccgc
ggtcctcgttggtctgggctcttctcatttcccggtttgcaccccccgttgcacctgctg
atcgcccgccaacgccgatgaggttgcgcccagaccgacaatcaccgcggctgcattccc
aagtatattgaagatggcaccaggtacccggttttgcgtcccagtcgtttggtgcqaaat
ttgggagtttttgagcctcaagatctggggaaatcgacctcaacttccatacaagttaaa
gtcgcacacacggcgagttccacgaagagacacatttttttctgaaggcctctctccccg
cacatcagaaaccaccaaataccaagactgcagaagccggggtaagtgggccaccgggac
tacactaaaatgcggggagaagcgagatccgttgcgaagggaagggatggggtgtgctge
ggctttctccgctctcgtgcgccttttgcttgaatctagtgtacaccagggtaggctccg
aaggagtatctacggcagcgctgttcgtgctgcgttgagagtcagggcggagacgagcag
gcgacaggagcctcgcaccggcacttcggatcgcatttgecgecggagcgtcaaatacgetce
ttctgcggtcatcagagagcatcgtgaaccaaggttcttccgcagggcggectgggette
gcagagtcgcactcggcggacgccttccgtgtcacccctgataacctggctgccgcgccc
agactcctccaatgaggtgtgtggttgccctcgccgacccttcagcaaccttaatcgctt
ccatcgcacggctccacgtcctcgaacgatgccctcagtecgtgeccggecgtggcaace
ataacgtgacatcgccgcecccagectactagecgctatcgaccggttaggcttgtcacege

agcgcccattctccatcgggcctCtactctgatccacctcacccaccgcaagcactagcg

és intron szekvencia (2179-2256) kisbettivel van je-

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200

1260
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agcctcaccagagtgcaagcgacacgacccgcttggcccttcgtccttgactatctccca
gacctcttgccatcttgccgacgccgcccccttttttttctcctccccctgccggcaggt
cggtggccccagtcccgagatggcattgctceccgttgtccatgacgacccatcattegatg
gctgactggcacactcgtcttgtttgagcatcgacggcccgcggcccgtctcccacggta
cggaacctcgttgtacagtacctctcgtaatgatacccaacaccggggccgagcgctggg
agggcggcgttcccgagaagccgggaaggcggctggccggctgacctttgtgacttggceg

atggatgcggccatggagaatgtccgtccgaagcgacgcgacaattagcctggctaccat

cgatataaattgggtgattcccagctcttgatgggcgtgtcttctgcctggcagccctcg

tcttcagatcaagcaactgtgtgctgatcctcttccgccATGTACGCCAAGTTCGCGACC
' M Y A K F A T

CTCGCCGCCCTTGTGGCTGGCGCCGCTGCTCAGAACGCCTGCACTCTGACCGCTGAGAAC
L A AL V A G A A A Q N A C T L T A E N

CACCCCTCGCTGACGTGGTCCAAGTGCACGTCTGGCGGCAGCTGCACCAGCGTCCAGGGT
H P S L T W S K C T S G G s €C T S V Q G

TCCATCACCATCGACGCCAACTGGCGGTGGACTCACCGGACCGATAGCGCCACCAACTGC
S 1 T I D A N W R W TH R T D S A T N C

TACGAGGGCAACAAGTGGGATACTTCGTACTGCAGCGATGGTCCTTCTTGCGCCTCCAAG
Y E G N K W D T s Y € S b G P S C A S K

TGCTGCATCGACGGCGCTGACTACTCGAGCACCTATGGCATCACCACGAGCGGTAACTCC
c ¢ 1 b G A DY S ST Y G I T T S G N S8

CTGAACCTCAAGTTCGTCACCAAGGGCCAGTACTCGACCAACATCGGCTCGCGTACCTAC
L N L K F VvV T K G Q Y S T N I G S R T Y

CTGATGGAGAGCGACACCAAGTACCAGAgtaagttcctctcgcacccggccgeccgggaga
L M E S D T K Y Q M

tgatggcgcccagcccgctgacgcgaatgacacaGTGTTCCAGCTCCTCGGCAACGAGTT
F Q0 L L G N E F

CACCTTCGATGTCGACGTCTCCAACCTCGGCTGCGGCCTCAATGGCGCCCTCTACTTCGT
T F D Vv D V. S N L G €C G L N G A L Y F v

GTCCATGGATGCCGATGGTGGCATGTCCAAGTACTCGGGCAACAAGGCAGGTGCCAAGTA
S M D A D GG MS K Y 5§ G N KA G A K Y

CGGTACCGGCTACTGTGATTCTCAGTGCCCCCGCGACCTCAAGTTCATCAACGGCGAGGC
G T G Yy ¢c bs Q €C P R DL K F I N G E A

CAACGTAGAGAACTGGCAGAGCTCGACCAACGATGCCARCGCCGGCACGGGCAAGTACGG
N VvV E N W Q S s T N D A N A G T G K Y G

CAGCTGCTGCTCCGAGATGGACGTCTGGGAGGCCAACAACATGGCCGECGCCTTCACTCC
s ¢ ¢ §$S E M DV W EA ANNMMA A A A F T P

CCACCCTTGCACCGTGATCGGCCAGTCGCGCTGCGAGGGCGACTCGTGCGGCGGTACCTA
H p C W Vv I G @ 5§ R C E G b s €C G G T Y

1320
1380
1440
1500
1560
1620

1680

‘1740

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580

2640



CAGCACCGACCGCTATGCCGGCATCTGCGACCCCGACGGATGCGACTTCAACTCGTACCEG
S T pDb R Y A G I C D P DG C D F N S Y R

CCAGGGCAACAAGACCTTCTACGGCAAGGGCATGACGGTCGACACGACCAAGAAGATCAC
Q G N K T F Y G K G M T V DT T K K I T

GGTCGTCACCCAGTTCCTCAAGAACTCGGCCGGCGAGCTCTCCGAGATCAAGCGGTTCTA
vV v T Q@ F L K N S A G E L § E I K R F Y

CGTCCAGAACGGCAAGGTCATCCCCAACTCCGAGTCCACCATCCCGGGCGTCGAGGGCAA
V Q NG K v I P N S E S T I P G V E G N

CTCCATCACCCAGGACTGGTGCGACCGCCAGAAGGCCGCCTTCGGCGACGTGACCGACTT
s 1 T Q b w CcC b R Q K A A F G D V T D 2

NCAGGACAAGGGCGGCATGGTCCAGATGGGCAAGGCCCTCGCGGGGCCCATGGTCCTCGT
Q D K G 6 M V 0 M G K A L A G P M V L V

CATGTCCATCTGGGACGACCACGCCGTCAACATGCTCTGGCTCGACTCCACCTGGCCCAT
M S I W D D H A V N ML W L D S T W P I

CGACGGCGCCGGCAAGCCGGGCGCCGAGCGCGGTGCCTGCCCCACCACCTCGGGCGTCCC
D G A G K P G A E R GAC P TT S G V P

CGCTGAGGTCGAGGCCGAGGCCCCCAACTCCAACGTCATCTTCTCCAACATCCGCTTCGG
A E V E A E A P N S N VI F S N I R F G

CCCCATCGGCTCCACCGTCTCCGGCCTGCCCGACGGCGGCAGCGGCAARCCCCAACCCGCC
P I G S T VvV 8 G L Pp DG G S G N P N P P

CGTCAGCTCGTCCACCCCGGTCCCCTCCTCGTCCACCACATCCTCCGGTTCCTCCGGCCC
vV $S §s s T P V P S S S T T S S G S S G P

GACTGGCGGCACGGGTGTCGCTAAGCACTATGAGCAATGCGGAGGAATCGGGTTCACTGG
T 6 G T G V A K H Y E O C G G I G F T G

CCCTACCCAGTGCGAGAGCCCCTACACTTGCACCAAGCTGAATGACTGGTACTCGCAGTG
P T Q C E S P Y T CT KL NDW Y S Q C

CCTGTAAacgaacctctctgaaggaggttctgagacacgcgcgattcttctgtatatagt
ttiat:tttcactctggagtgcttcgctccaccagtacataaaccttttttttcacgtaa
caaaatggcttcttttcagaccatgtgaaccatcttgatgccttgacctcttcagttctc
actttaacgtagttcgcgttagtctgtatgtcccagttgcatgtagttgagataaatacc
cctggaagtgggtctgggcctttgtgggacggagccctctttctgtggtctggagagccc
gctctctaccgcctaccttcttaccacagtacactactcacacattgctgaactgaccca
tcataccgtactttatcctgttaattcgtggtgctgtcgactattctattitgctcaaatg
gagagcacattcatcggcgcagggatacacggtttatggaccccaagagtgtaaggacta

ttattagtaatattatatgcctctaggcgccttaacttcaacaggcgagcactactaatc

aacttttggtagacccaattacaaacgaccatacgtgccggaaattttgggattccgtcc

2700
2760
2820
2880

2940

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420

3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020



gctctccccaaccaagctagaagaqgcaacgaacagccaatcccggtgctaattaaatta
tétggttcattttttttaaaaaaattttttcttcccattttcctctcgcttttctttttc
gcatcgtagttgatcaaagtccaagtcaagcgagctatttgtgctatagctcggtggcta
taatcagtacagcttagagaggctgtaaaggtatgataccacagcagtattcgcgctata
agcggcactcctagactaattgttacggtctacagaagtaggtaataaaagcgttaattg
ttctaaatactagaggcacttagagaagctatctaaatatatattgaccctagcttatta

tccctattagtaagttagttagctctaacctatagatagccaaatgctataataggtacc

agggttcéaaa 4451

2. azonositészami szekvencia:

A teljes

feltételezett szignalszekvencia

jelslve,

Chrysosporium CBH1l

betivel van jeldlve.

MYAKFATLAA
IDANWRWTHR
ITTSGNSLNL
VSNLGCGLNG
INGEANVENW
IGQSRCEGDS
TKKITVVTQF
WCDRQKAAFG
STWPIDGAGK
VSGLPDGGSG

IGFTGPTQCE

LVAGAAAQNA
TDSATNCYEG
KFVTKGQYST
ALYFVSMDAD
QSSTNDANAG
CGGTYSTDRY
LKNSAGELSE
DVTD?QDKGG
PGAERGACPT
NPNPPVSSST

SPYTCTKLND

és a celluldézkdtd domén

CTLTAENHPS
NKWDTSYCSD
NIGSRTYLME
GGMSKYSGNK
TGKYGSCCSE
AGICDPDGCD
IKRFYVQNGK
MVQMGKALAG
TSGVPAEVEA

PVPSSSTTSS

WYSQCL *

fehérije

(1-19)

LTWSKCTSGG
GPSCASKCCI
SDTKYQMFQL
AGAKYGTGYC
MDVWEANNMA
FNSYRQGNKT
VIPNSESTIP
PMVLVMSIWD
EAPNSNVIFS
GSSGPTGGTG

526

szekvencidija.

4080
4140
4200
4260
4320
4380

4440

A

délt betivel van

SCTSVQGSIT
DGADYSSTYG
LGNEFTFDVD
DSQCPRDLKF
AAFTPHPC?V
FYGKGMTVDT
GVEGNSITQD
DHAVNMLWLD
NIRFGPIGST

VAKHYEQCGG

50
100
150
200
250

300

350
400
450

500

(496-526) vastag aldhuzott
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3. azonositészami szekvencia:

A teljes Chrysosporium Xyll gén DNS-szekvenciaja a prométer

és terminadtor szekvenciaval egyltt. A prombéter szekvencia

(1-969), termindtor szekvencia (2428-3030 (3028)) és intron

szekvenciak (1043-111e6, 1181-1332(1331), 1596 (1595) -

1674 (1672) kisbetlivel vannak jeldlve.

tcatcaacttggcgtLtggatgtactaatattacacgtcgtttgcnnagcggagtctgtg
tcatctccg;ggggtcgggtgctccagacgacgcttcgggccgatcctgaattcgggaag
gaaacggttcggctaatcaggtcctctaaaatataacgaagcactacagagggagttcct
cagaggacétcgtatcaaccgaagaacgaagcgccgaaaggactgatcaaaacaggagta
ggtagggatgtgtgagtacctaaactttccatacctgacataaaatcatcatggtgcttc
aéacctgﬁtﬁgatgaggcgagggcggaggccgcattgtattttcgttccttccttctttt
tgttagtatatctnagggttccatcgtaaaatggaatcttccagctctactagtaattag
aacaatagttctgatgtcgtgcgccaagctttttcagatgactgccaaaaacccatcatg
ggtatggacaaaagcagtaatcggagtcacaacgccgcattttccttcatgatttccgtc
aaccggagaggtcggaggaggactccggccacatgtgatgcgaagaagtacatggcgcca
tggttctaacctcttatagtctgaaaatgcgcggaggccagcgaagccaagcccgggaac
cgttcttgtcatggtttcagtattgtttcgctaaacattctatccgattcgcgataggtg
cggctgccaccgaaggttgtatccttaaagctttggtaagtacggagtacggaaatggaa

acgcgccgcagtcctggttccatcggtatcctccgcatgctccgccaaaaaaagaaaacc

cgggtatgtttacaaaggatataagagacaagatgcaccacccgeccccctteccatctge

cggttgcccacgtcgccgtcgactgcttgtccgcecttcecctacctgcagectctttcagaga

ccatcaaacATGCGTACTCTTACGTTCGTGCTGGCAGCCGCCCCGGTGGCTGTGCTTGCC
M R T L T F V L ANA A P V A V L A

CAATCTCCTCTGTGGGGCCAGTgtatgtaattgccttactcggaaaatagtcaccactag
Q s P L W G 0O C

agggacttaagctcactacttcctgtttcacaatagGCGGCGGTCAAGGCTGGACAGGTC
G G 0 G W T G

CCACGACCTGCGTTTCtGGCGCAGTATGCCAATTCGTCAAgtcagtaactgcttttatt
p T T C VvV S G A V C Q F V N

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780

.840

900

960

1020

1080

1140

1200
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tcttttctctctgggattacgatttcgttttgcacttagcttggttctgcatttcattgt
tgtattgttctctttttgtgtgtgagaggttttattaccacctaaaggccatttgctaac

aaatctCCccagTGACTGGTACTCCCAATGCGTGCCCGGATCGAGCAACCCTCCTACGGG
D W Y S Q ¢C v P G S S N P P T G

CACCACCAGCAGCACCACTGGRAGCACCCCGGCTCCTACTGGCGGCGGCGGCAGCGGAAC
T T $S S T T G S T P A P T G G G G S G T

CGGCCTCCACGACAAATTCAAGGCCAAGGGCAAGCTCTACTTCGGAACCGAGATCGATCA
G L H D K F K A K G K L Y F G T E I D H

CTACCATCTCAACAACAATGCCTTGACCAACATTGTCAAGAAAGACTTTGGTCAAGTCAC
Yy H' L N N NA L T NI V K K D F G Q V T

TCACGAGAACAGCTTGAAGTGGGATGCTACTGAGCgtgagtgacctctcctccttctccc
H E N S L K W D A T E P

gacaataatagataattacgagccggttcgaggctgacattgcgcgattctagCGAGCC
S R

GCAATCAATTCAACTTTGCCAACGCCGACGCGGTTGTCAACTTTGCCCAGGCCAACGGCA
N Q F N F A NA DAV V N F A Q A N G K

AGCTCATCCGCGGCCACACCCTCCTCTGGCACTCTCAGCTGCCGCAGTGGGTGCAGAACA
L I R G H T L L W H S QL P Q W V Q N I

TCAACGACCGCAACACCTTGACCCAGGTCATCGAGAACCACGTCACCACCCTTGTCACTC
N DR N T L T Q VI ENHUV T T L V T R

GCTACAAGGGCAAGATCCTCCACTGGGACGTCGTTAACGAGATCTTTGCCGAGGACGGCT
Y K G K I L H W D V V N E I F A E D G S

CGCTCCGCGACAGCGTCTTCAGCCGCGTCCTCGGCGAGGACTTTGTCGGCATCGCCTTCC
., R D S VvV F S R V L G E D F V G I A F R

GCGCCGCCCGCGCCGCCGATCCCAACGCCAAGCTCTACATCAACGACTACAACCTCGACA
A A R A A D P N A KL Y I N D Y N L D I

TTGCCAACTACGCCAAGGTGACCCGGGGCATGGTCGAGAAGGTCAACAAGTGGATCGCCC
A N Y A K Vv T R G M V E K V N K W I A OQ

AGGGCATCCCEATCGACGGCATCGGCACCCAGTGCCACCTGGCCGGGCCCGGCGGGTGGA
G I p I D G I G T Q C H L A G P G G W N

ACACGGCCGCCGGCGTCCCCGACGCCCTCAAGGCCCTCGCCGCGGCCAACGTCAAGGAGA
T A A G V P D A L KAUL AW AW ANV K E I

TCGCCATCACCGAGCTCGACATCGCCGGCGCCTCCGCCARACGACTACCTCACCGTCATGA
A I T E L D I A G A S A N DY L T V M N

ACGCCTGCCTCCAGGTCTCCAAGTGCGTCGGCATCACCGTCTGGGGCGTCTCTGACAAGG
A C L Q vs K C Vv G 1 T V W GV S D K D

ACAGCTGGAGGTCGAGCAGCAACCCGCTCCTCTTCGACAGCAACTACCAGCCAAAGGCGG
S W R S 5 S N P L L F D S N Y Q P K A A

CATACAATGCTCTGATTAATGCCTTGTAAgaggaggtatattatttttagaggcaatgaa
Y N A L I N A L *

1260
1320

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
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-1980
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2160
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2280
23§O
2400

2460



gctaggaggaaagaggggaagtgaggtaattagctaggacaggcaaatctagcagcaatt’
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ataagtcaacactatataaaatattcctataatggcttgtgcttcggtgtgcaaaaaaaa

aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaactcaaaaacaaaaatgatccaacatgatt

Cgaaatggcgaccttgcaaatgcacacctcagataataccactatacaatacaccttaaa

tggcacctaaatccatttgtctgcggtcatagacggggcttaagaagcctgggatgcagg

tgtcgatgcaagggttacgtcagtgtatgatatgagtatgaaccatgctgtctgggtaat

tctccactttccctececttacgactcttcgggtgtgectctctagaaagtcgactcctg

gcgcctcagatcgccctttggctctgttcggtacaatgacgtccgctggtttcttccaaa

gaccaggtatttctcccgtggcaacaaagaataccaaatacctatatcgaaccgtagtct

tctgataattagatgtctctcaaggcgcgg

3030

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940

3000

A

4. azonositdészamu szekvencia:
A teljes Chrysosporium Xyll fehérje szekvenciéaja.
feltételezett szignalszekvencia (1-20) délt betildvel van
jelslve, és a celluldzkotd domén (22-53) vastag alahuzott
betiivel van jelolve.

1 MRTLTFVLAA APVAVLAQSP LWGQCGGQGW TGPTTCVSGA VCQFVNDWYS

51 QCVPGSSNPP TGTTSSTTGS TPAPTGGGGS GTGLHDKFKA KGKLYFGTEI
101 DHYHLNNNAL TNIVKKDFGQ VTENSLKWDA TEPSRNQFNF ANADAVVNFA
151 QANGKLIRGH TLLWHSQLPQ WVQNINDRNT LTQVIENHVT TLVTRYKGKI
201 LHWDVVNEIF AEDGSLRDSV FSRVLGEDFV GIAFRAARAA DPNAKLYIND
251 YNLDIANYAK VTRG&VEKVN KWIAQGIPID GIGTQCHLAG PGGWNTAAGV
301 PDALKALAAA NVKEIAITEL DIAGASANDY LTVMNACLQV SKCVGITVWG
351. VSDKDSWRSS SNPLLFDSNY QPKAAYNALI NAL*
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5. azonositdészadmi szekvencia:

A részleges Chrysosporium GPD1 gén DNS-szekvenciaja

a

prométer és terminator szekvenciaval egyilitt. A promdéter

szekvencia (1-1555) és intron szekvencia (1682-1781)

kisbetlivel van jelodlve.

tgagcagcaatgagcagcaatgagcattcctgggccaccgagtctgagtgccagtacgga
gtatcgtacttcgtaccggggtttgatttggtgacggtgcttttcacctctcgatgcccg
aaatcgggtctaagctgagtttgatcaaatatgtgactccaacatcgéccccttcggcaa
accccgtcgacacgtgtgtcatccttccattgcaagcgatcactcgcagggcgtgacgat
gaacgagatttttgcccggaccgattcgcggatatagcggcagccgaccagccctaccac
actgatggccgtgtcactagtgtatgctcccagaaccgcaagcatacactgggcaatgct
tggtatgcagttgaggcagctttatgtttccatacccttccacttcggctcggggactcg
gcggggtcgcggaagtttgacggcagccgtcgggccttaggccgagattaccgtggttgt
ggcccagttttagccgttcccgtccgtttcctaccggaccatgattttcecgtgaaccattg
caatcccgaagcgcatttccgacgttaaggagttacctccgctgecccagaattcatgatc
gtggccggctcaaggcagcgtggcggggcatccgtgtcaagctcccaggaggaggtgcgce
gatttcaaatccgggccaaaacaggccaagactggctggccaaaaaaaggagcgtagacg
gcccgggacatcggacgtcagctcgcagccacccaaaaccggteccgatctactecgettac
tgtggtagttcaggtacttttgagtagtaaaaacgctacggcagggccggggggttccce
ggtgacggaggtgcctctgcggtggcgaacatcccacgcactctcgagctacggtgacac
ctcgtgtcctgttggtcttgcaatgctggggcggcaggaaatgcgtcgcgctecctecccgg
ccaagacctaaaacagacagcgccgcaaagtcgctcactagcaccgcgaaacgaagatgc
cccacctcaacgcaatctgtgatgcaagcaattgggaaggctcaccccacctcagcgagg
ggctcaaccatttttattatcagctcatgccaccacaacatgactgttttctttccttge
tcatcccacatttgacaaaaatcgtcgattaatctctttccatacaggccgtccgecgcectce
tgataaccacataaaagtctcttcagtcaacagctcaaagctccctcatccctccaggta
agcagccaaagagctcccccacggaccccgcactgecctcatcccgecctgtatcggacctg
cgcgacccagcagagaatcccaaacctttgctgcecttgectgecccggttccggactgagcetg

caacccaagcctttaaaaagcttttcccttctcccacggtgtcaactctgtcctatceect

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440
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ccgacatccgttgagctcaacaactccccgaaccttttaccccgegeccgagetacececte 1500

catcaaaccaccctgacagctcgctcactcacctccccacatcacagaaatcaaaATGAC 1560
M T -

TATCAAGGTCGGCATCAACGGTTTCGGCCGTATCGGCCGTATCGTCTTCCGCAACTCCAT 1620
I K v .6 T NG F G R I G R I V F R N S 1 -

CGAGCACTCGGATGTCGAGATCGTTGCCGTCAACGACCCCTTCATTGAGCCCAAGTACGC 1680
E H sSs-D V E I V A V ND P F I E P K Y A -

Tgtaagtagttttttttttccttcctcgcgttctttcctgttccatcgacagtacgagat 1740

GatcttgcaggcggatcggagctaaccgcgattgtcgtacagGAGTACATGCTCAAGTAT 1800
E Y M L K Y -

GACTCGACCCACGGTATCTTCAACGGCACCATCGCCGTCGAGGGCAACGACCTCATTGTC 1860
b s T H G I F NG T I AV EGNUDTUILTI V -

AACGGCAAGAGGGTCAAGTTCTACACTGAGCGGGMCCCCGCCAACATTCCCTGGARGGAA 1920
N G K R V K F Y T E R ? P A NI P W ? E -

ACTGGTGCCGAGTACATMRTCGAGTCGACCGGTGTGTTCACCAMCACCSAGAAGGCTAGC 1980
T GA E Y I 2 E S T G V F T 2?2 T ? K A S -

GCCCACCTCAAGGGCGGCGCCAAGCGCGTCATCATCTCTGCTCCCTCGGCCGATGCCCCC 2040
A ' H L K G GA KR V I I S A P S A DA P -

ATGTACGTCATGGGCGTCAACGAGAAGACCTACGACGGCAAGGCCCAGGTCATCTCTAAC 2100
M Y vVM GV N E K T Y D G K AOQ UV I S N -

GCCTCGTGCACCACCAACTGCCTGGCTCCCCTCGCCAAGGTCATCCACGACAAGTTCGGC 2160
A S C T T N C L A P L A K V I HD K F G -

CTCGTTGAGGGTCTCATGACCACCGTCCACTCCTACACTGCCACCCAGAAGACCGTCGAT 2220
L v E GG L M T T V H S Y T ATOQI K T V D -

GGTCCCTCTGCCAAGGACTGGCGTGGTGGCCGTGGTGCTGCTCAGAACATCATCCCCAGC 2280
G P S A K DW R G G R G A A Q N I I P s -

AGCACTGGCGCCGCCAAGGCCGTCGGCAAGGTCATCCCTGAGCTCAACGGCAAGCTCACC 2340
S T G A A KA V G K V I P E L NG K L T -

GGCATGTCCCTCCGTGTCCCCACCCCCAACGTTTCCGTTGTCGACCTCACCTGCCGCCTC 2400
G M s L RV P TP NV S V V DL T C R L -

GAGAAGGAGGCTACCTACGACGACATCAAGGCCGCCATCAAGGAGGCCGCCGCCGGCCCC 2460
E K EA T Y D D I KA A I K E A AU AG P -
CTCAAGthgagttatctggttcctttttttttttttggagaacgacacatgctgataaa 2520

L K G

acccagGCATCCTCGACTACACTGAGG 2547
I L D Y T E
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6. azonositészamid szekvencia:

A részleges Chrysosporium GPD1 fehérje aminosav-szekvencia-

ja (A C-termindlis szekvencia nem all rendelkezésre).

MTIKVGINGF GRIGRIVFRN SIEHSDVEIV AVNDPFIEPK YAEYMLKYDS

THGIFNGTIA VEGNDLIVNG KRVKFYTER? PANIPW?ETG AEYI?ESTGV

FT?T?KASAH LKGGAKRVII SAPSADAPMY VMGVNEKTYD GKAQVISNAS
CTTNCLAPLA KVIHDKFGLV EGLMTTVHSY TATQKTVDGP SAKDWRGGRG

AAQONIIPSST GAAKAVGKVI PELNGKLTGM SLRVPTPNVS VVDLTCRLEK

EATYDDIKAA IKERAAGPLK GILDYTE



SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Chrysosporiumbdl szadrmazd, 7. glikozil hidrolaz
csaladdnak megfeleldé fehérje, amely legaldbb 75%-ban azonos
aminosav-szinten [BLAST-algoritmussal meghatdrozval] a 2.
azonositdészadmi aminosav-szekvenciaval, vagy legaldbb 20,
folyamatosan egymashoz kapcsoléddé aminosavbdél 4116 részle-
te, amely megegyezik a 2. azonositdszami szekvencia 1-246.
vagy 394-526. aminosavait tartalmazé aminosav-szekvencia
megfeleld részével.

2. Chrysosporiumpbdél szarmazé, 10. glikozil hidrolaz
csaladnak megfeleldé fehérje, amely legaldbb 70%-ban azonos
aminosav-szinten [BLAST-algoritmussal meghatarozval] a 4.
azonositdészadmi aminosav-szekvenciaval, vagy legaldbb 20,
folyamatosan egymashoz kapcsoléddé aminosavbél 4116 részle-
te, amely megegyezik a 4. azonositdészadmi szekvencia 1-133.
vagy 252-383. aminosavait tartalmazé aminosav-szekvencia
megfeleld részével.

3. Chrysosporiumbdl szarmazd, 10. glikozil hidrolaz
csaladdnak megfelelé fehérje, amely legaldbb 65%-ban azonos
aminosav-szinten [BLAST-algoritmussal meghatarozval a 4.
azonositészadmi aminosav-szekvenciaval, vagy legalabb 20,
folyamatosan egymashoz kapcsoldéddé aminosavbdél 4lld részle-
te, amely megegyezik a 4. azonositészadmi szekvencia 1-383.
aminosavait tartalmazé aminosav-szekvencia megfeleld$ részé-
vel.

4. Egy 10. glikozil hidroladz csalddnak megfeleld fe-

hérje, amely olyan celluldézkotd domént tartalmaz, amely le-
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galabb 55%-ban azonos aminosav-szinten a 4. azonositdszama
szekvencia 22-53. aminosavait tartalmazé aminosav-szekven-
ciaval, és/vagy legaldbb 20, folyamatosan egymashoz kapcso-
16d6 aminosavat tartalmaz a 4. azonositdészami szekvencia
22-53. aminosavait tartalmazéd aminosav-szekvenciabdl,
és/vagy a 44. relativ helyzetben F, W és Y aminosavak kozil
legaldbb egyet tartalmaz.

5. Chrysosporiumbél szarmazd, glicerinaldehid-foszfat
dehidrogendznak megfeleldé fehérje, amely legaldbb 86%-ban
azonos aminosav-szinten [(BLAST-algoritmussal meghatdrozval
a 6. azonositdészami részleges aminosav-szekvenciaval, vagy
legaldbb 20, folyamatosan egymdashoz kapcsoldédé aminosavbdl
a4lldé részlete, amely megegyezik a 6. azonositészami szek-
vencia 1-277. aminosavait tartalmazd aminosav-szekvencia
megfeleld részével.

6. Eljaras P-glikozidos kotések hidrolizalasara, azzal
jellemezve, hogy 1. igénypont szerinti enzimet alkalmazunk.

7. Eljarads P-xilozidos kotések hidrolizalaséara, azzal
jellemezve, hogy 2., 3. vagy 4. igénypont szerinti enzimet
alkalmazunk.

8. Nukleinsavszekvencia, amely 1-5. igénypontok barme-
lyike szerinti fehérjét kédol.

9. Nukleinsavszekvencia, amely az 1., 3. és 5. azono-
sitészami nukleinsavszekvencidk barmelyikének 5’-végi nem-
kédold régidjdban lévé nukleotidok legaldbb 70%-a4t tartal-
mazza.

10. Nukleinsavkonstrukcid, amely  Chrysosporiumbdl

szdrmazdé nukleinsav-expresszids szabalyzdé régidét tartalmaz
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az 1., 3. vagy 5. azonositédészamu nukleinsavszekvenciak bar-
melyikének 5’'-végi nem-kédold régidjaban, mikodéEképesen
kapcsolva a kérdéses polipeptidet kédold nukleinsavszekven-
cidhoz.

11. Rekombinans mikroorganizmus-térzs, eldnydsen gom-
batérzs, amely 8-10. igénypontok barmelyike szerinti nuk-
leinsavszekvenciat tartalmaz, és a kédold nukleinsavszek-
vencia altal kédolt polipeptidet képes expresszalni.

12. Eljaras polipeptid eléallitasara, azzal jellemez-
ve, hogy 10. igénypont szerinti konstrukciét vagy 11.
igénypont szerinti mikroorganizmus-tdrzset alkalmazunk.

13. Oligonukleotid-préba, amely legaldbb 15, folyama-
tosan egymashoz kapcsoldédd nukleotidot tartalmaz az 1., 3.
vagy 5. azonositdszami nukleinsavszekvencidk barmelyikébdl
vagy komplementerjébdl.

14. A 13. igénypont szerinti oligonukleotid-préba,
amely 20-50 nukleotid hosszuséagu.

15. A 13. vagy 14. igénypont szerinti oligonukleotid-

préba, amely detektalhatd jelsldvel jeldlt préba.

A meghatalmazott:
DANUBIA

Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.

Z/“// / ,??Q/
Leqé%Zl Zsolt

szabadalmi uUgyvivéjeloslt
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PCT/NL/01/00301 | 2/1
P03 00469

cbh1 terminator
BamH| (5956) Noti (1)

[ T.reesei | - E-coliphage fi

pUT1064
(6335 bp)

xbal (1568)

A.nidulans

xbal (3689)

. Ncol (274
' Cpc promoéter col (2742)

200

1. abra
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trpC terminator.

BamHl (905)

__A.nidulans \_\. %

pUC19 Xyn2

T.reesei

Hindin (1592)
linker
EcoRl (1608)

Sh ble

pUT1065
(6179 bp)
S.hindustanus

T.reesei

Notl (4226) Ncol (1984)

gpdA promoéter

200

2. abra
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