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(57) Anoticia:

Urtujit sa kutindzové varianty zdrojovej kutinazy, v
Ktorych bola sekvencia aminokyselin modifikovana tak,
aby sa zlepSila ich znaSanlivost s aniénovymi
povrchovoaktivnymi  latkami. Podrobnejsie, masan-
livost k anionovym povrchovoaktivaym latkam sa
zlepéila zoslabenim viizby anionovej povrchovoaktivnej
latky a enzymu, zmenSenim elektrostatickej interakcie
medzi aniénaktivnym tenzidom a enzymom ndhradou
jedného alebo viacerych kladne nabitych argininovych
zvySkov, ktoré sit umiestnené v blizkosti hydrofobnej
Casti schopnej viazal’ apolarny koniec aniénaktivieho
tenzidu zvySkami lyzinu, nenabitymi aminokyseli-
novymi zvySkami alebo zdporne nabitymi zvySkami
aminokyselin, a/alebo néahradou jedného alebo
viacerych zvySkov aminokyselin, ktoré s umiestnené v
hydrofobnej Casti, schopnej viazat apolamy koniec
aminoaktivneho tenzidu, menej hydrofébnymi zvyskami
aminokyselin.
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Variant kutinazy, spdsob jeho vyroby, DNA, vektor a hos-

titel

Oblast techniky

Tento vynalez so vo vieobecnosti vztahuje na oblast 1i-

polytickych enzymov. Podrobnejsie sa vynalez tyka lipolytic-

kych enzymov, ktoré boli modifikované pomocou rekombinantnej
DNA techniky, dalej spdsobov ich vyroby a ich pouzitia, oso-

bitne v kompozicidch enzymatickych detergentowv.

DoterajsSi stav techniky

Lipolytické enzymy su enzymy, ktoré su schopné hydroly-
zovat triglyceridy na volné mastné kyseliny a diglyceridy,
monoglyceridy a eventualne aZ na glycerol. M6Zu tiez Stiepit
zlozitej$ie estery, ako - st kutinové tkaniva v rastlinach
alebo sebum koze. V priemysle sa lipolytické enzymy pouziva-
ju pri roznych enzymatickych spésoboch ako su inter- alebo
trans- esterifikdcie triglyceridov a syntézy esterov. PouzZi-
vajui sa tiez do detergentov s cielom zvy$it schopnost deter-
gentu odstranovat mastnoty.

Najviac vyuzivané lipolytické enzymy su lipazy (EC
3.1.1.3). Napriklad, EP - A- 258 068 a EP - A - 305 216
(obidve Novo Nordisk) opisuju vyrobu fungdlnej lipazy cestou
heterohostovskych mikroorganizmov pomocou fDNA technik, oso-

bitne lipazy z Thermomyces lanuginosus/Humicola lanigunosa.

EP - A 331 376 (Amano) opisuje lipazy a ich vyrobu technika-
mi rDNA, pouzitie lipdz, vratane sekvencie aminokyselin li-
pazy z Pseudomonas cepacia. Dal$ie priklady lipaz, vyrabany-

mi technikami rDNA, su uvedené v VO 89/09263 a v EP

- A - 218 272 ( oba Gist - Brocades). Napriek velkému poctu
publikdacii o lipazach a ich modifikaciach, komercéné rozSire-

nie nasla iba lipaza z Humicola lanuginosa vo funkcii aditi-

va v detergentoch pod obchodnou znac¢kou Lipolase (TM).
Charakteristickou vlastnostou lipaz je ich aktivacia na

fazovom rozhrani. To znamend, Ze aktivita enzymu je ovela



vy$Sia na substrate, ktory vytvara medzifazové rozhrania
alebo micely, ako na celkom rozpustnom substrate. Medzifézo-
va aktivacia sa prejavuje v ndhlom zvySeni lipolytickej
uéinnosti, ked sa koncentracia substratu zvys$i nad kriticku
koncentraciu pre vznik mycel (CMC - critical micell concent-
ration) a vzniknu fazové rozhrania. Tento jav moZno pozoro-
vat experimentdlne ako diskontinuitu v graficky znadzornenej
zavislosti d¢innosti enzymu od koncentracie substratu.
Mechanizmus medzifazovej aktivacie lipaz je vysvetlova-
ny konformadnymi zmenami proteinovej Struktury lipizovej mo-
lekuly. Vo volnom, neviazanom stave, Spirdlova ciapoCka pok-
ryva katalyticky aktivne miesto. Aby vzniklo spojenie s li-
pidovym substratom, ¢iapocka sa posunie a katalytické miesto
je vystavené expozicii. Predpokladd sa, Ze Spiralova ciapocC-
ka je v interakcii s lipidovym rozhranim a tak umoznuje en-
zymu, aby zostal viazany k medzifadzovému rozhraniu.
V0-A-92/05249 (Novo Nordisk) opisuje geneticky modifi-

kované lipazy, blizSie lipazu z Humicola lanuginosa, ktora

bola modifikovana v kontaktnej lipidovej zéne. Lipidova kon-
taktnd zo6na je v prihlaske definovana ako povrch, ktory je
v aktivnej forme pokryty Spirdlovou c¢iapocCkou. Modifikéacia
zadlezi vo vynechani alebo nahrade jednej alebo viacerych
zvySkov aminokyselin v kontaktnej 1lipidovej zbéne tak, Ze sa
zvys$i elektrostaticky néaboj a/alebo sa znizi hydrofobicita
lipidovej kontaktnej zény, alebo Ze sa tak zmeni povrchové
usporiadanie lipidovej kontaktnej zony. Toto sa dosahuje vy-
nechanim jedného alebo viacerych negativne nabitych zvyskov
aminokyselin lipidovej kontaktnej zény, alebo nahradou tych-
to zvy$kov neutralnymi alebo viac pozitivne nabitymi zvySka-
mi aminokyselin a/alebo substiticiou jedného alebo viacerych
neutralnych zvys$kov aminokyselin v lipidovej kontaktnej zéne
aminokyselinami s kladnym ndbojom a/alebo vynechanim jedného
alebo viacerych hydrofilnych zvysSkov aminokyselin v kontak-
tnej lipidovej zdéne, alebo nadhradou tychto zvyskov hydrofdb-
nymi aminokyselinami .

Kutindzy su podtriedou enzymov (EC 3.1.1.50), hydrolaz

voskovych esterov. Tieto enzymy su schopné degradovat kutin,
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siet esterifikovanych dlhoretazcovych mastnych kyselin
a mastnych alkoholov, ktory vznikd v rastlindch ako ochranny
povlak na listoch a stopkdach. Naviac vykazujui uréitu lipoly-
tickd GCinnost, t.zn. su schopné hydrolyzovat triglyceridy.
Tak sa mdzZu povazovat za Specidlny druh lipaz. Na rozdiel od
lipaz, kutindzy nevykazuju nijakd vyznamnu medzifazovu akti-
VAaciu.

Kutindzy mozZno ziskat 2z celého radu zdrojov, ako su
rastliny (napriklad pel), baktérie alebo huby. Pre ich deg-
rada¢né vlastnosti voci mastnotam sa kutinazy navrhli do en-
zymatickych kompozicii detergentov. Napriklad WO -~ A - 88
/09367 (Genencor) navrhuje kombindcie tenzidu a v podstate
Ccistého bakteridlneho kutindzového enzymu na formulaciu
ucinnej cistiacej kompozicie. Su zverejnené kompozicie de-
tergentov, zahrnujice kutindzu ziskanl z gram negativnych

baktérii Pseudomonasa putida ATCC 53552. V neskor$ej prih-

laske eurdpskeho patentu EP- A - 476 915 (Clorox) je zverej-
nené, ze rovnaky enzym - ktory je potom oznacovany ako lipa-
za - nie je na odstranovanie mastnych s$kvin z textilii viac
uc¢inny ako ostatné, ak sa pouziva pri beznych spdsoboch c¢is-
tenia.

Nedavno bola urcend trojrozmerna Struktira kutinazy

z Fusarium _solani pisi (Martinez et al.(1992) Nature 356,

615 - 618). Zistilo sa, Ze tato kutinaza nevykazuje Spirdalo-
vé pokryvanie katalytickych vazbovych miest. Miesto toho
vznika aktivne miesto serinového =zvySku, pristupné pre roz-
pustadlo. Zda sa, ze toto zistenie potvrdzuje sudasni tedriu
o mechanizme medzifazovej aktivacie lipaz.

Kutindzovy gén =z Fusarium__solani_ pisi sa klonoval

a sekvenoval (Ettinger et al., (1987) Biochemistry 26, 7883
- 7892). VO - A - 90/09446 (Plant Genetics Systems) opisuje
klonovanie a produkciu tohto génu v E.coli. Kutindza mbzZe
ucinne katalyzovat hydrolyzu a syntézu esterov vo vodnom aj
v nevodnom prostredi, za pritomnosti alebo bez pritomnosti
rozhrania medzi kutindzou a substratom. Na zidklade jej vSe-
obecnej stalosti sa prepodklada, Ze by téato kutindza mohla

byt vyuzitd na pripravu Cistiacich ¢&inidiel ako si pracie



prostriedky a iné prostriedky, urcené na rozpustanie
mastndét, ako st kozmetické kompozicie a Sampény. Spbsob,

akym ekonomicky vyrabat uvedeny enzym, nebol doteraz zverej-
neny, a neboli zverejnené ani Specifické enzymatické kompo-
zicie detergentov, obsahujice kutinazu.

V dosledku uvedeného charakteristického znaku, t.zn.
v désledku chybajtucej medzifazovej aktivacie, definujeme pre
G¢el tejto patentovej prihlasky kutindzy ako lipolytické en-
zymy, ktoré v podstate nie su aktivované na rozhrani faz.
Kutinazy sa preto odlisuju od klasickych lipaz tym, Ze nevy-
kazuju Spiralovité zakrytie katalytického vazbového miesta.

Ako bolo uz uvedené hore, iba lipaza odvodenid od Humi-

cola lanuginosa nasla $iroké komerc¢né uplatnenie pod obchod-

nou znackou Lipolase (TM). Henrik Malmos v svojom ¢lanku

v Chemistry and Industry 1990, str. 183 - 186 poznamenava,
ze je zname, ze vo vSeobecnosti je a¢innost lipaz v pracom
procese nizka, a Lipoléase (TM)  nie je vynimka. V priebehu

procesu susSenia, ked sa zniZuje obsah vody v textiliach, en-
zym znova obnovuje svoju uéinnost a mastné Skvrny sa hydro-
lyzuji. V priebehu nasledujuceho plakacieho cyklu sa hydro-
lyzovany material odstrani. Toto tiez vysvetluje, preco uci-
nok lipaz je nizky v prvom pracom procese, ale je vyznamny
v nasledovnych cykloch. A tak stale zostava potreba lipoly-
tickych enzymov, ktoré by mali vyznamnu u¢innost v priebehu
vlastného pracieho procesu.

Teraz sa zistilo, ze kutindzy, osobitne kutinazy z Fu-

sarium solani pisi, maji zjavny uU¢inok pocas vlastného pra-

nia. Stale v&ak treba kutinazové varianty so zvy$enou lipo-
lytickou G¢innostou v kompoziciach bohatych na aniénové de-
tergenty a spdsoby, ako takéto enzymy vyrabat.

V tomto vynadleze sa predkladajd varianty kutinazy,
v ktorych je modifikovana sekvencia aminokyselin tak, aby sa
zlep$ila ich kompatibilita s ani6naktivnymi tenzidmi. Pod-
robnejsie sa zistilo, Ze lipolyticka u¢inost eukaryotickych
kutinadz v kompozicidch bohatych na aniénaktivne detergenty,

podrobnej$ie kutindz z Fusarium solani pisi, Colletotrichum

capsici, Colletotrichum gloeosporiodes a Magnaporthe grisea




sa mbdzZe zleps$it znizenim sily vazby anidnove]j povrchovo ak-

tivnej latky k enzymu.

Podstata vynalezu

Variant kutinadzy zdrojovej kutinazy, v ktorom sa sek-
vencia aminokyselin modifikovala tak, ze sa zleps$ila jeho
kompatibilita k anidénaktivnym tenzidom, osobitne zoslabenim

vazby anidénovych povrchovo aktivnych latok k enzymu.

Vynalez sa vztahuje na varianty kutindzovych enzymov.
Ako bolo diskutované uz hore, kutinaza sa mb6ze ziskat z mno-
hych zdrojov, ako su rastliny (napriklad pel), baktérie
a huby. Kutindza, ktora sa ma pouzit ako zdrojova kutinaza,
alebo vychodiskovy materidl v tomto vynaleze, na modifikaciu
spOsobom rekombinantnej DNA techniky, vyberie sa zo skupiny
eukaryotickych kutindz. Eukaryotické kutindzy sa mdézu ziskat
z rdéznych zdrojov, ako su rastliny (napriklad pel), alebo
huby.

Skupina (eukaryotickych) fungalnych kutindz sa javi ako
pozostavajuca z dvoch rodov s rozdielnymi Specifickostami,
s listovou $pecifickostou a stopkovou $pecifickostou. Kuti-
nazy s 1listovou Specifickostou maji sklon k optimalnemu pH
v oblasti kyslej alebo neutrdlnej, zatial <o kutinazy so
stopkovou Specifickostou maju sklon k optimu pH v alkalicke]
oblasti. Kutinazy, ktoré maju optimum Vv élkalickej oblasti
st vhodnejs$ie v alkalicky riesenych kompozicidch detergen-
tov, ako su vysoko ucinné textilné pracie préasky a tekutiny.
Kutinazy, ktoré maju optimum pH v kyslej az neutralnej ob-
lasti s0 vhodnejS$ie pre vyrobky s miernym ucinkom alebo ako
kondicionery plakania, alebo tieZz na priemyselné cCistiace
pripravky.

V  nasledujucej tabulke I si wuvedené Styri rozdielne

kutindzy so stopkovou $pecifickostou a ich optimd hodnét pH.
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Tabulka I

Priklady kutinaz so stopkovou Specifickostou pH - optimalne

Fusarjium solani pisi 9
Fusarium roseum_ culmorum 10
Rhizoctonia solani 8,5
Alternaria brassicicola (PNBase I) 9

PodTla tohto vynalezu st osobitne vyhodné kutinazy, kto-

ré sa moézu odvodit z divého typu Fusarium solani pisi (Et-

tinger et al. 1987). Ak sa pouziju v urcéitych kompoziciach
detergentov, maju tieto kutindzy zjavné Gc¢inky pri vlastnom
prani.

Ako =zdrojové kutinazy alebo vychodiskovy material na
modifikaciu rekombinatnou DNA technikou su v tomto vynaleze
tiez vhodné kutinazy, ktoré maju vysoky stupen homolégie

sekvencie ich aminokyselin ku kutindze z Fusarium solani pi-

si. Priklady st kutinazy z Colletotrichum capsici, Colletot-

richum gloeosporiodes a Magnaporthe grisea. Ciastkové sek-

vencie aminokyselin tychto kutindz su ukazané na obrazku 11
a je z nich zrejmy vysoky stupen homolégie.

Alternativou na zlep$enie kutindzy z Fusarium solani

pisi modifikaciou jej génu mobzZe byt izolacia kutinaz s gene-
ticky zakédovanymi informéciami z inych eukaryotickych orga-
nizmov, vyuzitim wvzoriek 5’'- a 3’- DNA, odvodenych z cDNA

- Fusarium solani pisi, Colletotrichum capsici, Colletot-

richum gloeosporiodes a Magnaporthe grisea, kédujuce

(pro)kutinazu, a vzoriek rozoznavajucich konzervované sek-
vencie dalgich kutinaz, a ak je nevyhnutné, vyuzitim tychto
vzoriek na znasobenie c-deoxynukleovych kyselin, odvodenych
z informadnych ribonukleovych kyselin (mRNA) kutindzu produ-
kujucich eukaryotickych buniek, pouzitim technolégie polyme-
razovej retazovej (chain) reakcie (PCR) (pozri, napriklad,
VO - A - 92/05249). Po klonovani a expresii Standardnymi
spOsobmi takto ziskanych, kutindzami kédovanych génov
v E.coli sa hodnotil ich u&inok pri odstranovani (mastnej)

§piny za vhodnych podmienok. Tymto spOsobom sa mdéze ziskat



velky pocet prirodzene sa vyskytujucich variantov hore uve-
denych kutindz so zlepSenou u¢innostou pocas prania. Naviac,
sekvencie tychto prirodzene sa vyskytujucich kutindz vytva-
raju vynikajicu bazu proteinového inzZinierstvo kutindz Fusa-

ria solani pisi.

Na zaklade novych nazorov na faktory urcdujiuce aktivitu
lipolytickych enzymov pri vlastnom prani, a na zaklade sta-
rostlivého prehodnotenia +trojrozmernej Struktiry kutinazy

Fusaria solani pisi (Martinez et al. (1992) Nature 356, 615

- 618), sme zistili mnozZstvo moznosti, ako pomocou rekombi-
natnych DNA technik zleps$it =znasSanlivost tychto kutinaz,
a kutindz vsSeobecne, k anidénovym povrchovo aktivnym latkam.

Vychadzajic zo znamej priestorovej Struktuiry kutinazy

z Fusarium_solani pisi sa ziskala priestorova Struktira ku-

tindzy z Colletotrichum gloeosporiodes pouzitim zakonitosti

porovnavacich modelovacich technik ako st implementované do
modulu COMPOSER balika programov molekulového modelovania
SYBYL (TRIPOS associates, Inc. St. Louis, Missouri). Ziskany

model kutinazy =z Colletotrichum gloeosporiodes sa upresnil

pomocou technik minimalizacie enrgie (EM) a molekulovej dy-
namiky (MD), ako su tieto implementované v programovom bali-
ku pre molekulové modelovanie BIOSYM (BIOSYM, San Diego, Ka-
lifornia). V priebehu EM a MD upresnovania modelu sa apliko-
val znalostny pristup. Model sa simultédnne optimalizoval
podla energiovych termov funkcie potencidlnej energie a pod-
Ta zndmych Strukturdlnych kritérii. Kvalita modelu sa posu-
dzovala kritériami ako su pocet a kvalita vodikovych viazieb,
usporiadanie vodikovych vazieb v sekundarnych prvkoch Struk-
tiry, orientacia peptidovych jednotiek, hodnoty dihedrdlnych
uhlov hlavnych retazcov, uhol interakcie aromatickych skupin
a velkost dutin. Model sa naviac kontroloval pomocou nepris-
luSného rozdelenia nabojov, extrémne exponovanych hydrofdéb-
nych zvySkov a energeticky nevyhodnych poldéh disulfidovych
méstikov. Relevantné boéné rotaméry sa vybrali z rotamérovej
kniznice Pondera a Richardsa (Ponder et al. (1987) J.Mol.
Biol. 193, 775 - 791). Konec¢ny vyber osobitnych rotamérov

bo¢nych ratazi z uvedenej kniZnice bol zaloZeny na zhodnote-



ni $truktarnych kritérii, ako bolo uvedené hore. MD sa po-
uzila na umiestenie atémov boénych retazi do ich poléh. Po-
dobny pristup sa pouzil na ziskanie trojrozmernej Struktury

kutinazy z Magnaporthe grisea.

Tento vyndlez ukazuje, Ze sa kutindzy mOZu modifikovat
tak, aby sa ich interakcia s anib6novymi povrchovo aktivnymi
latkami mohla znizit bez toho, aby sa zmenil ich zjavny uci-
nok pocdas vlastného prania.

Toto sa mdéze dosiahnut viacerymi spdsobmi. Po prvé,
spojenie aniénovej povrchovo aktivnej latky k enzymu sa mbzZe
zoslabit znizenim elektrostatickej interakcie medzi aniéno-
voaktivnym tenzidom a enzymom. Napriklad, né&hradou jedného
alebo viacerych kladne nabitych argininovyvh zvyskov, ktoré
sti viazané v blizkosti hydrofébneho miesta, schopného viaza-
nia apolarneho konca aniénovej povrchovo aktivnej laky, ly-
zinovym zvyskom. TieZ mozZno znizit elektrostaticku interak-
ciu medzi anidnovoaktivnym tenzidom a enzymom zatienenim
kladného naboja argininového zvysku tak, ze sa zavedie za-
porny naboj do vzdialenosti asi 6 A od uvedeného argininu,
napriklad zvyskom glutdmove] kyseliny. Alternativne sa in-
terakcia medzi aniénovou povrchovo aktivnou latkou a enzymom
mdZze zoslabit nahradou jedného alebo viacerych kladne nabi-
tych argininovych zvyskov, ktoré su umiestené v blizkosti
hydrofébneho miesta, schopného spojenia s apolarnym koncom
aniénovoaktivneho tenzidu, zvygkami aminovych kyselin bez
naboja. Dalej, elektrostatickd interakcia medzi anidénovoak-
tivnym tenzidom a enzymom sa mdze znizit nahradenim jedného
alebo viacerych kladne nabitych zvyskov argininu, ktoré su
v blizkosti hydrofobnej ¢asti, schopnej viazat apolarny ko-
niec aniénovoaktivneho tenzidu, zaporne nabitymi zvySkami
aminokyselin.

Iny pristup k zoslabeniu spojenia medzi anibénovou po-

vrchovo aktivnou latkou a enzymom ja zalozeny na nahrade

jedného alebo viacerych zvysSkov aminokyselin, ktoré su
v blizkosti hydrofébnej c¢asti, schopnej spojenia apolarneho
konca anioénoaktivneho tenzidu, menej hydrofdébnymi zvySkami

aminokyselin. Tieto menej hydrofébne zvysky aminokyselin s



vyhodne vybrané zo skupiny, pozostavajicej z glycinu, seri-
nu, alaninu, aspartovej kyseliny a treoninu.

Varianty kutinazy, pripravené podla tohto vynalezu,
mézu v dosledku ich zlepsSenej anidnovej kompatibility viest
k vyhodnej enzymovej uc¢innosti, pri ich pouziti ako sucast
kompozicie detergenta alebo ¢istiaceho pripravku, bohatych
na anidénoaktivne 1latky. V kontexte tohto vynalezu aniénovo
bohata znamena, ze detergent alebo ¢istiaca kompozicia obsa-
huje povrchovo aktivny systém, ktory pozostava z viac ako
5 %, v3eobecne viac ako 10 % a osobitne viac ako 20 % anio6-
novych povrchovo aktivnych latok.

Zistilo sa, ze kutindzové varianty podla tohto vynalezu
maju zlepS$enu pouzitelnost poc¢as vlastného prania, teda
v priebehu hlavného pracovného useku spdsobu prania. Vyrazom
zlepsena pouzitelnost pocas vlastného prania, teda v priebe-
hu hlavného pracovného useku spdsobu prania, sa rozumie, Ze
kompozicia detergenta, obsahujica enzym, je schopnd odstra-
nit vyznamny podiel mastnej Spiny Zzo zaspineného textilu
v jednostuprniovom pracom sposobe eurdpskeho itypu automatic-
kych pradiek, pri pouziti beznych podmienok prania, pokial
sa tyka koncentracie, tvrdosti vody a teploty. Treba si uve-
domit, Ze pri rovnakych podmienkach, na trhu bezne dostupny
lipolyticky enzym Lipolase (TM) z Novo Nordisk neprejavuje
nijaky zjavny G¢inok priamo pocas vlastného prania mastnej
Spiny. ‘

U¢inok enzymu na mastnd $pinu priamo pocas vlastného
prania sa moéze overit pouzitim nasledujucej skisky. Nova po-
lyesterova sku$obna tkanina, ktora ma obsah bavlny menej ako
10 % sa predperie za pouzitia.bezenzymového detergentného
pripravku, takého ako je uvedeny dalej, a niésledne sa sta-
rostlivo vypléka. Takto neza$pinena tkanina sa potom zas$pini
olivovym olejom alebo inou vhodnou hydrolyzovatelnou mastnou
gpinou. Kazd4 skuSobna tkanina (s hmotnostou priblizZzne 1 g)
sa inkubovala v 30 ml pracieho roztoku v 100 ml polystyréno-
vej nadobke. Praci roztok obsahoval detergentny pripravok,
uvedeny niz$ie, v davke 1 g v litri. Nadobky s obsahom sa

miegali 30 minat v Miele TMT pracke, naplnenej vodou
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a s pouzitim bezZného 30 °C hlavného pracieho programu.
K praciemu roztoku sa vopred pridal variant kutindzy v mnoz-
stve 3 LU/ml. Kontrolny pokus neobsahoval Ziaden enzym. Pra-

ci prasok mal dalej uvedené zlozenie ( v % hmotnostnych):

LAS 6,9
Mydlo 2,0
Neidngenny tenzid 10,0
Zeolit 27,0
Uhlic¢itan sodny 10,2
Siran sodny 13,0

Po prani sa tkaniny starostlivo vyplakali v studenej
vode a su$ili sa v bubnovej susicke studenym vzduchom. Potom
sa stanovilo zvys$kové mnozstvo tuku v tkanine. To sa méze
vykonat viacerymi spoOsobmi. BeZny spdésob vyuziva extrakciu
skiSobnej tkaniny petroléterom v Soxhletovom extrakénom za-
riadeni, oddestilovanie rozpaistadla a vaZenie zvys$ku tukové-
ho materialu a vyjadrenie v percentach ako podiel k podvodné-
mu mnozstvu mastnoty na tkanine. _

Pod¥a druhého spb6sobu, ktory je citlivejsSi, sa na zaS-
pinenie skuSobnej tkaniny pouZiva brémovany olivovy olej
(Richards, S., Morris, M.A. and Arklay, T.H. (1968), Textile
Research Journal 38, 105 - 107). Kazda skasobna tkanina sa
potom inkubuje v 30 ml pracieho roztoku v 100 ml polystyré-
novych nadobkach. Cela séria nadobiek sa potom mieSa v prac-
ke, naplnenej vodou pri pouziti bezného 30 °C hlavného pra-
cieho programu. Po hlavnom prani sa skisSobné tkaniny staros-
tlivo vyplakali v studenej vode pocCas 5 sekund. Ihned po
plakani sa skGSobné tkaniny suSili studenym vzduchom v su-
Sicke. Po wvysu$eni sa zvySok tuku stanovil urcenim obsahu
brému v tkanine pomocou rontgenovej fluorescencnej spektro-
metrie. Odstraneny tuk sa moze vyjadrit ako percentudlne
mnozstvo z povodne pritomného tuku na skuSobnej tkanine:
aw): brémbw] + 100 %

kde brémy , znamend percentualny obsah brému v tkanine pred

% odstranenie Spiny = [(brodm -~ brém
piny bw

pranim a brdém,  sG percenta bromu v tkanine po prani.

DalsSi spdsob na vyhodnotenie enzymatickej uéinnosti je
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meranie odrazivosti svetla pri 460 nm Standardnou technikou.

V kontexte tohto vynalezu, vyrazy modifikovany, preme-
neny alebo mutantny enzym alebo variant enzymu znamenaju en-
zym, ktory je produktom mutantného organizmu, ktory exprimu-
je mutantny gén. Mutanty gén ( iny ako ten, ktory obsahuje
len "mlCiace"” kludové mutécie) znamend gén koédujuci enzym,
ktory méa sekvenciu aminokyselin, ktora bola priamo alebo
nepriamo odvodena zo sekvencie zodpovedajiceho zdrojového
enzymu a ktora je na jednom alebo na viacerych miestach roz-
dielna. Zdrojovy enzym znamena génovy produkt zodpovedajice-
ho nezmeneného génu. "Mlciaca" kIudovd mutdcia génu znamena
zmenu alebo odlisnost, vzniknutd v polynukleotidovej sekven-
cii génu, ktora (v dbésledku redundancie vo vztahoch kodén
- aminokyselina) nevedie k nijakej zmene sekvencie aminoky-
selin enzymu, kdédovaného tymto génom.

Pozmeneny alebo mutantny mikroorganizmus znamend mikro-
organizmus, ktory je zdrojovym mikroorganizmom, alebo je
zdedeny zo =zdrojového mikroorganizmu, podrobeny mutacii
vzhlTadom na jeho enzymovy gén. Takdto mutacia organizmu sa
moOze previest alebo (a) mutéCioﬁ.zodpovedajﬁccho génu (zdro-
jového génu) uzZz pritomného v zdrojovom mikroorganizme, alebo
(b) prenosom (vlozZzenim) =zodpovedajiuceho génu, =ziskaného
priamo alebo nepriamo =z iného zdroja, a potom vlozeného
(vratane mutéacie génu) do mikroorganizmu, ktory sa stava mu-
tantnym mikroorganizmom. Hostitelsky mikroorganizmus je mik-
roorganizmus, ktorého cCastou je mutantny gén, alebo prenasa-
ny gén iného po6vodu. Vo vSeobecnosti mdéze byt =z rovnakého
alebo odlisného kmena alebo druhu, vznikajuci alebo dedeny
ako zdrojovy mikroorganizmus.

Vyndlez osobitne predklada mutantné formy kutinéazy Fu-

saria solani pisi, zverejnenej v VO - A 90/09446 (Plant Ge-

netics Systems), a kutindz =z Colletotrichum capsici, Colle-

totrichum gloeosporiodes a Magnaporthe grisea. Tieto kutina-

zové varianty sa mOézu pripravit rDNA modifikovanym mikroor-
ganizmom, obsahujicim gén ziskany alebo pripraveny pomocou
rDNA technik.

Ak boli zvySky aminokyselin identifikované tak, zZe ich
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treba nahradit inym zvy$kom aminokyseliny, potom sa ndhrada
vykona napriklad mutaciou R17E, pribuznou sekvencii kutinazy

z Fusarium solani pisi, alebo jej homologom.

Odbornikom z tejto oblasti je zrejmé, ze takéto modifi-
kdcie ovplyviiuju Struktaru Kkutinazy. Samozrejme su prefero-
vané modifikacie, ktoré velmi neovplyviuju elektrostaticky
naboj v okoli aktivnych miest. Pédvodcovia vynalezu vyvinuli
potrebnd uroven poznatkov na pochopenie rovnovahy medzi ne-
siaducou distorziou konformacie enzymu a zvysenim uc¢innosti
enzymu, <&o umoziuje s vysokou uspe$nostou predpovedat
a pripravit varianty kutinazy. V nasledujucej tabulke II
a na inych miestach sua aminokyseliny a zvy$ky aminokyselin
v sekvencii peptidov uvadzané jednopismenovou a trojpismeno-

vou skratkou:

Tabulka II

A = Ala = Alanin V = Val = Valin

L = Leu = Leucin I = Ile = Izoleucin

P = Pro = Prolin F = Phe = Fenylalanin
V = Trp = Tryptofan M = Met = Metionin

G = Gly = Glycin S = Ser = Serin

T = Thr = Treonin C = Cys = Cystein

Y = Tyr = Tyrozin N = Asn = Asparagin

Q = Gln = Glutamin D = Asp = Kys. aspartova
E = Glu = Kys. glutamova K = Lys = Lyzin

R = Arg = Arginin H = His = Histidin

Podla tejto Specifikdcie sa mdze potom opisat mutéacia,
pritomna v sekvencii aminokyslin proteinu, a tak aj samotny
proteinovy mutant, polohou a podstatou mutacie nasledujicou
skratenou formou: identitou zvysku pdévodnej aminokyseliny
ovplyvneného mutdciou, mieston (¢islom sekvencie) mutacie
a identitou =zvyS$ku aminokyseliny, substituovanému na tom
mieste za povodny zvysSok. Ak sa jedna o vlozenie inej amino-
kyseliny do sekvencie naviac, jej poloha sa uvedie jednym
alebo viacerymi indexami, pripojenymi k Cislu posledného

J
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predchadzajuceho ¢lena pravidelnej sekvencie alebo referen-
¢nej sekvencie.

Napriklad mutant, ktory je charakterizovany substitu-
ciou argininu glutaminom v polohe 17 sa oznaci ako Argl7Glu
alebo R17E. (Hypoptetické) vlozZenie dal$ieho zvysSku aminoky-
seliny ako je prolin po argininu sa oznaci ako Argl7ArgPro
lebo R17RP, alternativne ako +17aP, s vlozenym zvyskom, oz-
nadenym ¢islom polohy 17a. (Hypotetické) vynechanie argininu
v rovnakej polohe sa oznaci ako Argl7: alebo R17+. Hviezdic-
ka znameni alebo vynechanie alebo chybajuci aminokyselinovy
zvy$ok vo vyznalenej polohe, ¢i sa rata ako chybajuci sku-
to¢nym vynechanim alebo len porovnanim alebo homolégiou
s inou, alebo referendénou sekvenciou, ktora ma nejaky zvySok
v uvedenej polohe.

Nasobné mutdcie sa oddeluju znamienkami plus, napriklad
R17E+S541+A128F znamend mutantny protein nesuci tri substi-
tuéné mutacie, ako je uvedené pre kazdu z nich vo vyznace-
nych troch polohach sekvencie aminokyselin. Mutéacie udané
v nasledujicej tabulke sa mbéZu Vv pripade potreby kombinovat.

Tabulka III, uvedena dzlej, obsahuje niektoré priklady
uzitodnych kutinazovych variantov podla tohto vynalezu, za-

lozenych na sekvencii kutinaz z Fusarium _solani pisi a Mag-

naporthe grisea.

Tabulka III

Varianty kutinazy od Fusarium solani pisi:
R17L, R17K, R17E, LS51A, L51S, R78L, T80D, R88E, R96N, R96Q,
R156L, A195S, R196A, R196K, R196E.

Varianty kutinazy od Magnaporthe;grisea:
A80D, A88E, RI156L.

Z iného aspektu tento vynalez predklada spdsob pripravy
variantov kutinazy podla tohto vynalezu. Prirodzene sa
nachadzajiuce mikroorganizmy, produkujuice kutinazu, su zvy-

¢ajne rastlinné patogény a tieto mikroorganizmy nie su velmi
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vhodné ako hostitelské bunky modifikovanych kutindzovych gé-
nov. Preto génové kédovanie modifikovanych (pro)kutindz bolo
zahrnuté do rDNA vektorov, ktoré sa méZu preniest do hosti-
telskych mikroorganizmov rDNA technolégie. Na tento Gcel sa
mé6zu pouzit rDNA vektory v podstate podobné rDNA vektorom,
opisanym v WO0-A-90/09446.

V prirode sa nachddzajice mikroorganizmy, ktoré produ-
kuju kutinazu, nie s0 velmi vhodné na fermentadény proces. Na
zvysSenie vytazku fermentdcie zlepSenim kutindz sa génové koé-
dovanie prenesie do mikroorganizmov, ktoré wmbzZu rast rych-
lejsie, na lacnom médiu a ktoré si schopné syntetizovat
a vylucovat velké mnozstvad kutindzy. Takéto, vhodnou rDNA
modifikované (hostitelské mikroorganizmy) podla tohto vynéa-

lezu su baktérie, medzi inymi Bacilli, Coxrynebacteria, Sta-

phyvlococeci, a Strepromyces, alebo nizsSie eukaryoty ako je

Saccharomyces cerevisiae a pribuzné druhy, Kluyveromvyces

marxianus a pribuzné druhy, Hansenula polymorpha a pribuzné

druhy, s druhy rodu Aspergillus. Uprednostnenymi hostitels-

kymi mikroorganizmomi su niZs$ie eukaryoty, pretoze vo fer-
mentadnom procese vo velkom mnozstve produkujd a vylucuju
enzymy. Dalej st schopné vykonat glykolyzaciu molekuly kuti-
nazy. Glykolyzacia mdZze pripievat k stabilite kutinazy
v systéme detergenta.

Vynalez dalej predklada geneticky material, odvodeny
vlioZzenim modifikovanych génov eukaryotickych kutinaz, na-

priklad génu z Fusarium solani pisi do klonujuceho rDNA vek-

tora, a dalej pouzitie tychto na transformdciu novych hosti-
telskych buniek a na expresiu génov variantov kutindazy v no-
vych hostitelskych bunkach.

Podstatu vyndlezu tiez tvoria polynukleotidy, priprave-
né alebo modifikované rDNA technikou, ktoré koéduju varianty
kutinazy, rDNA vektory obsahujice uvedené polynukleotidy,
a rDNA modifikované mikroorganizmy, obsahujice uvedené poly-
nukleotidy a/alebo uvedené rDNA vektory. Vynalez tiez pred-
klada zodpovedajiuce polynukleotidy kdédujiuce modifikované eu-
karyotické kutinazy, napriklad polynukleotidy, ktoré maju

sekvenziu baz, ktorad kdéduje zrely variant kutinazy, v ktorej
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polynukleotidovy koncovy transla¢ny kodén je nasledovany
zastavovacim (stop) kodénom a ktory voliteIne ma nukleotido-
vé sekvencie, kédujuce prepro- alebo pro- sekvencie tohto
variantu kutindzy priamo proti nukleotidovym sekvenciam va-
riantu zrelej kutinazy.

V takom polynukleotide sa kutindzovo kdédovana nukleoti-
dova sekvencia, odvodena od organizmu =z ktorého wvznikla,
m6ze modifikovat takym sposobom, Ze sa najmenej jeden koddn,
a vyhodne tolko kodénov kolko je moZné, stane predmetom
"mléiacich” mutacii za vzniku kodénov, kédujucich ekvivalen-
tné =zvys$ky aminokyselin a ktoré st uprednostrované novym
hostitelom, a tak dosiahnidt v bunkach tohto hostitela
informa&nu-RNA na vkladanie génov zlepSenej stability.

Protismerne nukleotidovym sekvencidm ko6dujucim  pro-
alebo zrelé kutindzy, méZu byt umiestend nukleotidova sek-
vencia, ktora koéduje signadlnu alebo sekre¢nu sekvenciu,
vhodntu pre zvoleného hostitela. Vyhotovenie podla tohto vy-
ndlezu sa tak vztahuje na rDNA vektor, do ktoxrého je vlozena
nukleotidova sekvencia, koédujuca kutinazovy variant, alebo
jeho prekurzor.

Tito nukleotidova sekvencia sa m6ze odvodit napriklad
z:

(a) prirodne sa vyskytujicej sekvencie ( napriklad koédujucej
povodni sekvenciu aminokyselim prepro- alebo pro-kutinazy

produkovanej Fusarium solani pisi);

(b) chemicky syntetizovanych nukleotidovych sekvencii, po-
zostavajucich z kodoénov, uprednosthiovanych novym hostitelom,
a z nukleotidovych sekvencii poskytujucich stabilni infor-
maénu RNA nového hostitela, stale koédujic pévodnlu sekvenciu
aminokyselin;

(¢) geneticky kons$truovanych nukleotidovych sekvencii, odvo-
denych z jednej zo sekvencii nukleotidov, uvedenych v pred-
chadzajucich bodoch a alebo b, kédujucich kutinazy Fusarium

solana pisi s odlisnou sekvenciou aminokyselin, ale ktoré

maju vynikajucu stalost a/alebo G¢innost v systémoch deter-
gentov.

Zhrfujuc, horeuvedené rDNA vektory, schopné riadit ex-
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presiu nukleotidovej sekvencie kédujucej gén kutinadzy v jed-
nom z preferovanych hostitelov, vyhodne obsahuji nasledovné
zlozky:

(a) dvojvlaknové (ds) DNA, kédujuce zreld kutinazu alebo
prekutindzu alebo zodpovedajucu prekutindzu, v ktorej sa od-
stranila najmenej ¢ast pre-sekvencie priamo v smere za sek-
rednym signalom sa odstranila (uprednostnené pre vybranu
hostovsku bunku). V pripadoch, ked d¢ast génu, ktory ma byt
presunuty, nezac¢ina kodénom ATG, musi sa na ¢elo ATG koddn
vlozit. Posunutd ¢ast génu musi vzdy konéit vhodnym zastavo-
vacim (stop) kodoénom;

(b) Regulén expresie (vhodny pre vybrany hostitelsky orga-
nizmus), situovany protismerne k plus vlaknu ds DNA, kdéduju-
cej kutinazu (zlozka (a));

(c) Terminatorova sekvencia (vhodna pre vybrany hostitelsky
organizmus), situovand v smere plus vlakna ds DNA, koédujucej
kutindzu (zlozka (a));

(d1) Nukleotidové sekvencie, umoznujuice integraciu ds DNA do
do genému vybraného hostitela, alebo

(d2) zdroj replikécie, vhodny pre vybraného hostitela;

(e1) VoliteIne (auxotrofny) vyberovy znackova¢ (marker). Au-
xotrofny znadkovad mdze obsahovat kdédovaciu oblast auxotrof-
ného znackovaca a neuplny prométor;

(e2) pripadne ds DNA sekvenciu, kédujucu proteiny pri kulti-
vacii a/alebo sekrécii jednej =z prekurzorovych foriem kuti-
nazy vo vybranom hostitelovi.

Protismerne a/alebo v smere polynukleotidu, ako bol
skor definovany, méze uvedeny rDNA vektor tiez niest dalsie
sekvencie, ktoré ulahc¢uju funkénu expresiu kutinazy. Uvedeny
auxotrofny znackovad moéze pozostavat z kddujiucej oblasti au-
xotrofného znadkovada a z oblasti neuplného promdtora.

Iny priklad tohto vyndlezu je fermenta¢na produkcia
jedného =z variantov kutinazy, opisanych hore. Fermentacia
moZe byt alebo bezna nasadovd fermentacia, viacdavkova néasa-
dova fermentiacia alebo kontinudlna fermentacia. Vyber pouzi-
tého spOsobu zdvisi od hostitelského kmena a od zvyhodneného

suprudého spdsobu vyroby (znameho ako per se ). Vynalez tak
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predklada tiez sposob na pripravu varianta kutindzy, ako je
$pecifikovany na inom mieste. Postup pozostava zo stupinov
fermentativnej kultivacie mikroorganizmu s modifikovanou

rDNA, obsahujiceho gén vytvoreny rDNA technikou, ktory nesie

najmenej jednu mutdciu, ovplyvAujicu sekvenciu aminokyselin
kutinazy, pric¢om prepozic¢iava kutindze =zlepsend ucinnost

v porovnani so zodpovedajucim zdrojovym enzymom, dalej
spdsob pozostdva z pripravy variantu kutinazy odseparovanim
mikroorganizmom pripravenej kutinazy z fermentadného bujonu,
alebo oddelenim buniek mikroorganizmu z uvedeného fermentac-
ného bujénu, z desintegracie oddelenych buniek a zo skoncen-
trovania alebo &iastodného ¢istenia variantu kutinazy z uve-
deriého bujoénu alebo z uvedenych buniek, pomocou fyzikalnych
alebo chemickych spdsobov koncentracie a ¢istenia. Vyhodne
sa zvolia podmienky tak, Ze variant kutinazy je vyludéovany
mikroorganizmom do fermentacného bujénu, enzym sa ziska
z bujoénu po odstraneni buniek, alebo filtraciou, alebo od-
stredenim. Volitelne sa potom variant kutindzy méZe skoncen-
trovat a ¢istit do vyzadovaného stupfia. Vlastné fermentacné
sp6soby, bez ohTadu na Specificky druh mikroorganizmov, mozZu
byt zalozené na znamych fermentaénych technikach a bezne
pouzivanej fermentdcii a na stuprudnych vyrobnych zariade-
niach.

Vynalezom sa tiez predklada spOsob pripravy modifikova-
ného mikroorganizmu, schopného produkcie variantu kutinazy

technikami rDNA, ktorOho podstatou je, Ze génové kodovanie

variantu kutinazy, ktoré je vkladané do mikroorganizmu, je
spojené fuziou v jeho 5°- konci ku génovému fragmentu kodu-

jucemu (modifikovany) pre-sekvencny funkcional ako signéalnu
alebo sekrednu sekvenciu hostitelského organizmu.

V daldom aspekte vynalez predkladda rDNA modifikovany
mikroorganizmus, obsahujuci gén variantu kutinazy, a schopny
produkovat variant kutinazy kodovany uvedenym génom. V rDNA
modifikovanom mikroorganizme je vyhodne odstréneny gén (ak
je poévodne pritomny), kédujuci prirodna kutinazu, napriklad
nahradenim inym $truktdrnym génom.

PodTa dal$ieho aspektu tohto vynalezu sa predkladaju
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zlozenia enzymatického detergenta, pozostavajuceho z variant
kutindzy podla vynalezu. Tieto zloZenia 'Sﬂ kombinidcie va-
riant kutinazy a ddls$ich prisad, ktoré su bezZne pouzZivané do
systémov detergentov, vratane aditiv do kompozicii detergen-
tov, a celkom vyformulované detergentné a c¢istiace kompozi-
cie, napriklad druhov znamych ako per se a opisanych naprik-
lad v EP-A- 258 068.

Dal$ie zlozky tychto detergentnych kompozicii mdézu byt
ktoréhokolvek zo znamych druhov, napriklad také, aké si opi-
sané v GB - 1 372 034 (Unilever), US - A 3 950 277, US
- A 4 011 169, EP - A 179 533 (Procter & Gamble), EP
- A 205 208 a EP - A - 206 390 (Unilever), JP - A - 63-078
000 (1988), a zverejnenie vyskumu 29056 =z jana 1988, spolu
s kazdou z viacerych $pecifikacii v nich uvedenymi, ktoré su
tu v8etky zahrnuté odkazmi.

Varianty kutinazy podla tohto vynalezu mdZu byt uzZitoc-
ne zahrnuté do kompozicii detergentov, formulovanych v akej-
kolvek vhodnej forme, t. zn. v granulovanej forme, roztoku
alebo suspenzie enzymu, alebo na nosnom materiali (napriklad
ako je v EP - A - 258 068 a vyrobky spolo¢nosti Novo Nordisk
Savinase(TM) a Lipolase(TM)).

Pridané mnozstvo variantu kutindzy sa mdZe zvolit v Si-
rokom rozmedzi, napriklad od 10 az 20 000 LU na gram, a vy-
hodne 50 az 2 000 LU na gram kompozicie detergenta. V tomto
oznac¢ovani LU znamena lipazové jednotky, ktoré st definované
rovnako ako v EP - A - 258 068 (Novo Nordisk).

Podobné tvahy moZzno pouzitt mutatis mutandis v pripade
dal$ich enzymov, ako su protedzy, amylazy, celulazy, ktoré
tiez moZu byt pritomné. M6Zzu sa dosiahnut také vyhodné kom-
pozicie detergentov, v ktorych je pritomnd proteaza spolu
s variantom kutinazy, kde protedza je vybrand z proteaz,
ktoré maju pl nizsie ako 10. EP - A - 271 154 (Unilever)
opisuje vidcs§i pocet takychto proteaz. Protedzy na spolocné
pouzitie s variantmi kutindzy mdzZu zahrnovat subtilizin na-
priklad BPN typu, alebo mnohé iné typy subtilizinu, zverej -
nené v literature, napriklad mutantné proteazy, ktoré sa

opisuju napriklad v EP - A 130 756 alebo EP - A - 251 446
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( oba Genetech), US - A - 4 760 025 (Genecor), EP - A - 214
435 (Henkel), WO - A - 87/04661 (Amgen), WO - A - 87/05 050
(Genex), Thomas et al. J. Mol. Biol. (1987) 193, 803 - 813,
Russel et al. Nature (1987) 328, 496 - S500.

Vynalez bude v dalSom objasneny nasledujicimi priklad-
mi. VSetky pouzZité manipulac¢né techniky a analyzy materialov
nukleotidovych kyselin sa vykonali v zasade podla opisu
v Sambrook et al. (1989), s vynimkou pripadov, kde je uvede-

né inak.

Prehlad obrazkov na vvkresoch

V sprievodnych vykresoch je na:
obrazku 1A. Nukleotidové& sekvencia kazety 1 syntetické-

ho kutindzového génu z Fusarium solani pisi a vystavbovych

oligonukleotidov. V kazetovej sekvencii su vyznacené oligo-
nukleotidové prechody. Malé pismend sa vztahuju na vonkajSie
nukleotidové polohy.

Obréazok 1B: Nukleotidova sekvencie kazety 2 syntetické-

ho kutinazového génu z Fusarium solani pisi a vystavbovych

oligonukleotidov. V kazetovej sekvencii su vyznacené oligo-
nukleotidové prechody.
Obrazok 1C: Nukleotidova sekvencia kazety 3 syntetické-

ho kutindazového génu z Fusarium solani pisi a vystavbovych

oligonukleotidov. V kazetovej sekvencii su vyznacené oligo-
nukleotidové prechody. Malé pismena sa vztahuju na vonkajSie
nukleotidové polohy.

Obrazok 1D: Nukleotidova sekvencia syntetického kutina-

zového génu, kddujuceho pre-pro-kutindzu Fusarium solani pi-

si. Je wvyznacena kutindzovad pre-sekvencia, pro-sekvencia
a zrelda sekvencia. Malé pismena sa vztahuju na vonkajSie
nukleotidové polohy.

Obrazok 2: Nukleotidova sekvencia syntetického DNA
fragmentu na spajanie koédovanej sekvencie pro-kutinazy Fusa-

Lium solani pisi k sekvencii kdédovanej derivatom

pre-sekvencie E. coli phoA. Sd vyznacené viazbové miesto

(RBS) ribozému a miesta restrikéného enzymu, pouzité na klo-
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novanie. Tiez si znazornené sekvencie aminokyselin kédovanej
phoA signéalnej sekvencie a ¢ast kutindzového génu s pouzitim
jednopismenového koédu.

Obrazok 3: Nukleotidovéa sekvencia kazety 8, Sacl - Bcll

fragment, ktory koéduje miesto fuzie kédujiucich sekvencii
pre-sekvencie invertazy a =zrelej kutinazy Fusarium solani
Obrazok 4: Plazmid pUR2741, ziskany vynechanim 0,2 kb

Sall -  Nrul z pUR2740, je kyvadlovy vektor z E.

coli-S.cerevisiae, obsahujuci c¢ast z pBR322, vychodisko rep-

likacie v kvasinkovych bunkdch, odvodent od 2 pm plazmidu,
dalej obsahuje kvasinkovy leu2D gén a faziu kédovej oblasti
signalnej sekvencie kvasinkovej invertazy s rastlinnym génom
a-galaktozidazy, ovladanej kvasinkovym prométorom gal7.
Obrazok 5: Plazmid pUR7219 je kyvadlovy vektor z E. co-

1i - S.cerevisiae, obsahujiuci ¢ast =z pBR322 vychodisko

replikacie v kvasinkovych bunkach, odvodent od 2 pm plazmi-
du, dalej obsahuje kvasinkovy leu2D gén a fuziu koédovej ob-
lasti signalnej sekvencie kvasinkovej invertazy s oblastou

ké6dovanou zdrojovou kutindzou z Fusarium solani pisi, ovla-

danou kvasinkovym prométorom gal7.

Obrazok 6: Plazmid pUR2740 je kyvadlovy vektor z E. co-

1i - S. cerevisiae, obsahujuci cast z pBR322, vychodisko
replikdcie v kvasinkovych bunkach, odvodenu od 2 pum plazmi-
du, dalej obsahuje kvasinkovy leu2D gén a fuziu kédovej ob-
lasti signdlnej sekvencie kvasinkovej invertazy s rastlinnym
génom «a-galaktozidazy, ovladanej kvasinkovym prométorom
gal7.

Obrazok 7: Nukleotidova sekvencia kaziet 5, 6 a 7, ob-
sahujucich rdzne typy spojeni k6édovych sekvencii
pre-sekvencie exlA a zrelej kutinazy z Fusarium solani pisi.

Obrazok 8: Plazmid pAV14B, ziskany vlozenim 5,3 kb Sal

fragmentu gendmickej DNA z Aspergillus niger var. awamori na

mieste Sall v pUCL9.
Obrazok 9: Plazmid pUR7280, ziskany nahradenim fragmen-
tu Af1II, obsahujiceho exlA v pAV14B, s fragmentom

BSPHI-Af1LII, obsahujucim pre-pro-kutindzovu kédovua sekvenciu
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z Fusarium solani pisi. Plazmid pUR7280 tak obsahuje pre-

pro- kutindzovy gén z Fusarium solani pisi, ovladany promé-

torom a terminAtorom z Aspergillus niger var. awamori.

Obrazok 10: Plazmid pUR7281, ziskany zavedenim vybero-

vych znackova&ov A. nidulans amdS a Aspergillus niger var.

awamori pyrG do pUR7280.
Obrazok 11: Ciastkova sekvencia aminokyselin kutinaz

> Fusarium solani pisi, Colletotrichum capsici, Colletot-

richum gloeosporiodes a Magnaporthe grisea, znazormnujuca

umiestnenie zvys$kov v 3 - D Struktire.

Obrazok 12: Znasanlivost kutinazy z Fusarium solani pi-

si a variantov kutinazy v kompozicii detergenta, zalozenej
na LAS.

Obréazok 13: Znasanlivost kutindzy z Fusarium solani pi-

si a variantov kutinazy v kompozicii detergenta, zaloZene]
na PAS.

Obrazok 14: Znasanlivost kutindzy z Fusarium solani pi-

si a variantov kutinazy v kompozicii detergenta, zalozeného
na vysoko neiénogénnom zaklade.

Obrazok 15: Znasanlivost kutinazy z Fusarium solani pi-

si a variantov kutinazy s SDS.

Obrazok 16: Udinok kutindzy =z Fusarium solani pisi

a variantu kutindzy R17E pri vlastnom prani.

Priklady uskutoénenia vynalezu

Priklad 1
Konstrukcia syntetického génu, koédujuceho pre-pro-kutinazu

Fusaria solani pisi.

Synteticky gén, kédujuci pre-pro-kutinazu z Fusarium
solani pisi sa pripravil v podstate spdsobom opisanym v EP

- A 407 225 (Unilever). Na zaklade publikovanej nukleotido-

vej sekvencie génov Fusarium solani_ pisi (Soliday et
al. (1984 a VO-A-90/09446, Plant Genetic systems), sa navrhol
celkom synteticky DNA fragment, pozostavajuici z oblasti koé-

dujicej pre-pro-kutinazové polypetidy z Fusaria solani pisi.

V porovnani s nukleotidovou sekvenciou poévodného génu z Fu-
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sarium solani pisi, synteticky kutinazovy gén obsahuje nie-

kolko nukleotidovych zmien, ktorymi sa vkladaji rozoznavacie
miesta resStrikéného enzymu v prihodnych polohach génu bez
ovplyvnenia koOdovanej sekvencie aminokyselin. Nukleotidova
sekvencia celkom syntetického kutindzového génu je zndzorne-
nda na obrazku 1D.

Kons$trukcia syntetického kutindzového génu sa uskutoc-
nila zostavenim troch oddelenych kaziet, po¢inajuc syntetic-
kymi DNA polynukleotidmi. Kazdad kazeta syntetickej DNA je
vybavena miestom EcoRI na zaciatku a miestom HindIII na kon-
ci. Oligonukleotidy sa syntetizovali s vyuzitim DNA synteti-
zéra 380A od Applied Biosystems a purifikovali sa pomocou
polyakrylamidovej gélovej elektroforézy. Na konstrukciu kaz-
dej z kaziet sa pouzil dalej uvedeny spbsob. ZmieSali sa ek-
vimolové mnozstva (50 pmol) oligonukleotidov tvoriacich dant
kazetu, fosforylovali sa ich 5'- konce a vykonala sa ligacia
$tandardnym spdsobom. Vysledna zmes dvojvlaknovych DNA mole-
kil sa &tiepi ucinkom EcoRI a HindIII, deli podla velkosti
pomocou agardzovej gélovej elektroforézy a znova sa ziskaja
z gélu pomocou elektroelicie. Vysledna synteticka DNA kazeta
sa podrobila ligacii s 2,7 kb EcoRI-HindIII fragmcnfom pUC9

a transformovala sa do Escherichia coli. Na overenie sekven-

cie syntetickych kaziet sa EcoRI-HindIII-vsuvka viacerych
klonov celkom sekvenovala v oboch smeroch za pouzitia vhod-
nych polynukleotidovych primérov. Pouzitim tohto sp6sobu sa
skon$truovali pUR7207 (obsahujuci kazetu 1, obrazok 1A),
pUR7208 (obsahujuci kazetu 2, obrazok 1B) a pUR7209 (obsahu-
juci kazetu 3, obrazok 1C). Nakoniec sa zostavil synteticky
kutindzovy gén spojenim 2,9 kb EcoRI-Apal fragmentu
z pUR7207 s 0,2 kb Apal-Nhel fragmentom z pUR7208 a s 0,3 kb
Nhel-HindIII fragmentom z pUR7209, ¢o poskytlo pUR7210. Ten-

to plazmid obsahuje vzor, kédujici uplnu pre-pro-kutinazu

Fusaria solani pisi (obrazok 1D).

Priklad 2

Expresia (pro)kutinazy =z Fusaria solani pisi v Escherichia

coli.
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Pomocou syntetickej kutindzy sa konStruoval expresny
vektor pre E. coli, ktory je funkéne podobny vektoru opisa-
nému v VO-A-90/09446 (Plant Genetic Systems). Kons$trukcia
vektora bola rie$ena tak, Ze Casti syntetického génu kéduju-

ceho pro-kutindzu Fusarium solani pisi predchadza vhodny ex-

presny signal E. coli, napriklad (i) indukovatelny prométor,
(ii) ribozémové vazbové miesto a (iii) signélna sekvencia,
ktorad poskytuje translaény iniciac¢ny kodén a obsahuje infor-
maciu vyzadovani na export pro-kutindazy cez cytoplazmovia
membranu.
~ Navrhol sa synteticky linker (pozri obrézok 2) na fuziu
derivatu phoA signdlnej sekvencie E. coli (Michaelis et al.,
1983) s pro-sekvenciou syntetického kutindzového génu. Na
opimalizéaciu $tiepenia signalneho peptidu a sekrécie
pro-kutindzy sa zmenila nukleotidova sekvencia tohto linkera
tak, Ze tri C-termindlne aminokyselinové zvySky phoA signal-
nej sekvencie (Thr-Lys-Ala) sa zmenili na Ala-Asn-Ala,
a N-termindalny aminokyselinovy zvysSok kutinazovej
pro-sekvencie (Leu 1, pozri obrézok 1D) sa zmenil na Ala.
Tato kon$trukcia zabezpeduje sekréciu kutindzy do periplaz-
matického priestoru (pozri WO - A - 90/09446, Plant Genetic
Systems) .
Aby sa ziskala takato konStrukcia, odstrdnil sa 69 bp
fragment EcoRI-Spel, pozostavajuci z kutinazove]j
pro-kutindzy a Cast pro-sekvencie =z pUR7210, a nahradili sa

syntetickou DNA linkerovou sekvenciou (EcoRI-Spel fragment),

poskytujucou derivat phoA pre-sekvencie E. coli a zmeneny
N-termindlny aminokyselinovy zvySok kutinazovej
pro-sekvencie (obrazok 2). Vysledny plazmid sa oznacil

pUR7250 a pouzil sa na izolaciu 0,7 kb fragmentu
BamHI-HindIII, obsahujuceho ribozémové viazbové miesto
a pro-kutinazovu kodujucu oblast fuzovanu k phoA kédujtcej
oblasti signalnej sekvencie. Tento fragment sa podrobil li-
gacii s 8,9 kb BamHI - HindIII fragmentom pMMB67EH (Furste
et al., 1986) na ziskanie pUR7220. V tomto plazmide je syn-
teticky gén kédujuci pro-kutinazu fazovany k pozmenenej ver-

zii phoA signalnej sekvencie a umiesteny pod kontrolou indu-
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Kmeh WK6 E. coli, prechovavajuci pUR7220, sa nechal
rast v 2-litrovej nadobe =za trepania, obsahujucej 0,5 litra
média IXTB (Tartof a Hobbs, 1988), pozostavajuceho z:

0,017 M KH2P04

0,017 M K,HPO,

12 g/1 Bakto - trypténu

24 g/1 Bacto-kvasinkového extraktu

0,4 % glycerol (v/v).

Kultury sa pestovali cez noc pri 25 °C - 30 °C za pri-
tomnosti 100 pg/ml ampicilinu za vydatného pretrepavania
(150 ot/min), a2 sa dosiahla hodnota OD 10 - 12 pri 610 nm.
Potom sa pridal IPTG (iozopropyl-p-D-tiogalaktopyranozid) az
do koneénej koncentracie 10 pM a pokracovalo sa v inkubéacii
dalsich 12 - 16 hodin. Ked sa uz nepozoroval nijaky dalsi
narast lipolytickej aktivity, <o sa posudzovalo analyzou
vzoriek odoberanych z kultur, bunky sa oddelili centrifuga-
ciou a resuspendovanim pri 0 °C v pufri. Pufer mal rovnaky
objem, ako bol poévodny objem kultiry, a obsahoval 20 %
sacharézy. Bunky sa opdt oddelili centrifugaciou a resuspen-
dovali v ladovej vode s rovnakym objemom, ako bol objem
povodnej kultury, ¢im nastala 1yza buniek osmotickym Sokom.
Zvysky buniek sa odstranili odstredenim a Cisty bunecny ex-
trakt sa okyslil na pH 4,8 kyselinou octovou. Okysleny ex-
trakt sa ponechal cez noc pri 4 °C a odstranil sa vyluceny
podiel. V tomto stupni sa z extraktu prostého buniek ziskala
pomocou ultrafiltrdcie a vymrazovanim Cista, lepSia ako 75
%-n4, kutinaza, ktord bola v podstate bez endogénnych lipaz.
Alternativne sa kutindza mdZe ¢istit na homogénny preparat
(t.zn.s &istotou lepdou 95 %) prenesenim okysleného extraktu
na SP-sephadex, eluciou enzymu pufrom o pH 8,0, prepustenim
koncentrovaného alkalizovaného roztoku vhodnym objemom
DAE-celulézy (Vhatman DE-52) a priamym pouzitim DEAE prieto-
ku na Q-sephardézovom HP (Pharmacia) stipci. Eltciou s vyuzZi-
tim solného gradienta sa ziskal preparat homogénnej kutinazy

s typickym celkovym vytazkom lepSim ako 75 %.



Priklad 3
Kon$trukcia génov kédujucich varianty kutinazy Fusarium so-
lani pisi.

Pouzitim syntetického génu pre-pro-kutinazy Fusaria so-

lani pisi, opisaného v priklade 1, sa konstruovali variantné
gény, obsahujice zmeny v kodovanych sekvenciach aminokyse-
lin. Pri tychto kon$trukciach sa v podstate postupovalo rov-
nako ako v priklade 1 pri kon$trukcii troch kaziet uplného
syntetického génu. Napriklad sa zostavila nova verzia kazety
1 pouzitim rovnakych oligonukleotidov (oligos) ako je uvede-
né v priklade 1, s vynimkou dvoch oligos, ktoré pokryvaju
kodujuci triplet v polohe, ktorda sa ma podrobit mutdcii. Na
miesto nich sa pouzili dva nové oligos, ktoré obsahovali mu-
tantnu sekvenciu, ale inak boli identické s povodnymi oli-

gos, ktoré nahradili.

Priklad 3A
Kongtruovalo sa génové kédovanie pre variant R17E kuti-

nadzy Fusaria solani pisi pouzitim variantu kazety 1, zabudo-

vanim variantu CUTI1C IG (obsahujticeho GAG miesto AGA) a va-
riantu CITI1I IG (obsahujiceho CTC miesto TCT) miesto
CUTI1C IG a CUTO1Il IG (pozri obrazok 1A). Nova kazeta 1 sa
klonovala a sekvenovala v podstate tak, ako je opisané
v priklade 1 a zamenil sa asi 120 bp DNA fragment
EcoRI/Nrul, obsahujiuci mutaciu R17E za zodpovedujuci frag-
ment v pUR7210, &im sa ziskal pUR7240(R17E). Z tohto plazmi-
du sa pouzil 0,6 kb fragment Spel-HindIII na nahradu zodpo-
vedajuceho fragmentu v pUR7220, ¢im sa ziskal expresny plaz-
mid pUR7222(R17E) E. coli. Tento E. coli expresny plazmid sa
transformoval do kmefia WK6 E. coli. Transformanty sa kulti-
vovali tak, ako je uvedené v priklade 2, a ziskal sa tak va-
riant pro-kutindzového enzymu, ktory sa <&istil v podstate
rovnakym spOsobom, aky je uvedeny v priklade 2. Podobne sa

mo6ze nahradit Arg 17 s Lys alebo s Leu.

Priklad 3B

Konstruovalo sa génové koédovanie pre variant R196E ku-
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tinadzy Fusaria solani pisi pouzitim variantu kazety 3, zabu-

dovanim variantu CUTI3F MH (obsahujiceho GAG miesto CGG)
a variantu CUTI3M MH (obsahujiceho CTC miesto CCG) miesto
CUTI3F MH a CUTI3M MH (pozri obrazok 3A). Nova kazeta 3 sa
klonovala a sekvencovala ako je uvedené v priklade 1 a zame-
nil sa asi 120 bp DNA fragment EcoRI/Nrul, obsahujuci muta-
ciu R196E za zodpovedujuci fragment v pUR7210, ¢&im sa ziskal
pUR7241(R196E). Z tohto plazmidu sa pouzil 0,6 kb fragment
Spel-HindIII na nahradu zodpovedajuceho fragmentu
v pUR7220, &im sa ziskal expresny plazmid pUR7225(R196E) E.
coli. Tento E. coli expresny plazmid sa transformoval do
kmenia WK6 E. coli. Transformanty sa kultivovali tak, ako je
uvedené v priklade 2 a ziskal sa tak variant
pro-kutindzového enzymu, ktory sa ¢istil v podstate rovnakym
sposobom, aky je uvedeny v priklade 2. Podobne sa méze nah-
radit Arg 196 s Lys (196K) pouzitim variantu CUTI3F MH (ob-
sahujici AAG miesto CGG) a variantu CUTI 3M (obashuhiuceho
CTT miesto CCG) miesto CUTI3F MH a CUTI3M MH. Podobne sa Arg
196 m6zZe nahradit s Leu (R196L) pouzitim variantu CUTI3F MH
(obsahujiceho CTT miesto CGG) a variantu CUTI3M MH (obsahu-
juceho AAG miesto CCG) na miesto CUTI3F MH a CUTI3M MH. Rov-
naky spOsob sa pouzil k nahrade Arg 196 s Ala(R196A).

Priklad 3C

Kon$truovalo sa génové kédovanie pre variant L51A kuti-

nazy Ffusaria solani pisi pouzitim variantu kazety 1, zabudo-
vanim variantu CUTI1F IG (obsahujuceho GCT miesto CTC) a va-
riantu CITI1L IG (obsahujuceho AGC miesto GAG) miesto
CUTI1F IG a CUTO1L IG (pozri obrazok 1A). Nova kazeta 1 sa
klonovala a sekvenovala v podstate tak, ako je opisané
v priklade 1 a zamenil sa asi 120 bp DNA fragment
EcoRI/Nrul, obsahujuci mutaciu L51A za =zodpovedujuci frag-
ment v pUR7210, &im sa =ziskal pUR7242 (LS1A). Z tohto plaz-
midu sa pouzil 0,6 kb fragment Spel-HindIII na ndhradu zod-
povedajuceho fragmentu v pUR7220, ¢im sa ziskal expresny
plazmid pUR7245 (L51A) E. coli. Tento E. coli expresny plaz-

mid sa transformoval do kmena VK6 E. coli. Transformanty sa



- 27 -

kultivovali tak, ako je uvedené v priklade 2 a ziskal sa tak
variant pro-kutindzového enzymu, ktory sa ¢istil v podstate
rovnakym spdésobom, aky je uvedeny v priklade 2. Podobne sa

mdéze nahradit Leu 51 s Ser.

Priklad 3D

Pouzitim kaziet kon$truovanych v prikladoch 3A a 3B sa
m6ze konstruovat variant kutinazy v dvoch modifikaciach.
V priklade 3A sa opisala konStrukcia pUR7240 (R17E). V prik-
lade 3B sa opisala kon$trukcia DNA fragmentu Eagl/HindIII,
obsahujuceho mutaciu R196E. Na ziskanie pUR7243
(R17E+R196E) sa DNA fragment Apal/HindIII plazmidu pUR7240
nahradil s DNA fragmentom Apal/HindIII plazmidu pUR7241.
Z uvedeného plazmidu pUR7243 (R17E+R196E) sa pouzil 0,6 kB
DNA fragment Spel-HindIII na nahradu =zodpovedajiceho frag-
mentu v pUR7220, ¢im sa ziskal expresny plazmid E. coli
pUR7226 (R17E+R196E). Tento expresny plazmid E. coli sa po-
uzil na transformaciu do kmeria WK6 E. coli. Transformanty sa
kultivovali rovnakym sposobom, ako je uvedené v priklade
2 a variant pro-kutindzového enzymu sa ziskal a Cistil

v podstate rovnakym sposobom, aky je opisany v priklade 2.

Priklad 3E

Pouzitim kaziet kon$truovanych v prikladoch 3A a 3C sa
mdéze konstruovat variant kutindzy v dvoch modifikdaciach.
V priklade 3A sa opisala konStrukcia pUR7240 (R17E) . V prik-
lade 3C sa opisala kon$trukcia DNA fragmentu Eagl /HindIII,
obsahujiceho mutdaciu L51A. Na ziskanie pUR7244 (R17E+L51A)
sa DNA fragment Apal/HindIII plazmidu pUR7240 nahradil s DNA
fragmentom Apal/HindIII plazmidu pUR7241. Z uvedeného plaz-
midu pUR7244 (R17E+L51A) sa  pouzil 0,6 kB DNA fragment
Spel-HindIII na nahradu zodpovedajiceho fragmentu
v pUR7220, ¢im sa ziskal expresny plazmid E. coli pUR7246
(R17E+L51A). Tento expresny plazmid E. coli sa pouzZil na
transformaciu do kmenia WK6 E. coli. Transformanty sa kulti-
vovali rovnakym spdsobom, ako je uvedené v priklade 2 a va-

riant pro-kutinazového enzymu sa ziskal a c¢istil v podstate



e

- 28 -

rovnakym sposobom, aky je opisany Vv priklade 2.

Priklad 4

Expresia kutinazy Fusarium solani pisi v Saccharomyces cere-

visiae.

Na expresiu syntetického kutindzového génu Fusarium so-

lani pisi v Saccharomyces cerevisiae sa konStruoval expresny

vektor, v ktorom pred syntetickym génom kodujucim zdrojovia

kutinazu predchadza pre-sekvencia invertazy Saccharomyces

cerevisiae (Taussig a Carlsson, 1983) a silny, indukovatelny

gal7 prométor (Nogi a Fukasawa, 1983). Na pripravu syntetic-
kého génu kutinazy pre takd fuziu sa syntetizoval adaptorovy
fragment, v ktorom je fuzovana kédujuca sekvencia pre inver-
tazovu pre-sekvenciu k sekvencii kdédujuce] N-terminal zrelej
kutinazy. Tento fragment sa zostavil ako kazeta
EcoRI-HindIII v pUC9 v podstate tak, ako sa opisuje v prik-
lade 1 (kazeta 8, pozri obrazok 3), ¢im sa ziskal pUR217.
Plazmidy pUR7210 a PUR7217 sa transformovali do JM 110
E.coli (kmeii postradajuci bariéru metylazovej aktivity),
a 2,8 kb leI—HindIII fragment z pUR7217 sa podrobil ligacii
s 0,6 kb BclI-HindIII fragmentom z pUR7210, ¢im sa ziskal

pUR 7218, v ktorom kédujuca nukleotidova sekvencia zdrojové-
ho kutinazového polypeptidu je fuizovana s castou koédujicej

oblasti pre-sekvencie invertdzy Saccharomyces cerevisiae.

Expresny vektor pUR2741 (pozri obrazok 4) sa odvodil
z pUR2740 (Verbakel, 1991, pozri obrazok 6) izolaciou 8,9 kb
Nrul-Sall fragmentu pUR2740, vyplnenim Sall vyénievajuceho
konca Klenowovou polymerdzou a recirkulaciou uvedeného frag-
mentu. Na ziskanie pUR7219 (pozri obrézok 5) sa podrobil li-
géacii 7,3 kb fragment Sacl-HindIII =z pUR2741 s 0,7 kb frag-

mentom Sacl-HindIII plazmidu PUR7218. Volitelne sa mdzZe u-

miestnit terminator polll Saccharomyces cerevisiae za kuti-
nizovy gén v mieste HindIII, ktoré prdzdne nie je uzitoCné

pre Gu¢innu expresiu kutinazového génu. E. coli - Saccharomy-

ces cerevisiae kyvadlovy plazmid pUR7219 obsahuje zaciatok

pre replikaciu v kmefnoch Saccharomyces cerevisiae, uchovava-
+-

jucich 2 M plazmid (cir kmene) , dalej obsahuje
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prométor-deficitnd verziu génu Leu2 Saccharomyces cerevi-

siae, dovolujucu vyber vysokého poctu képii transformantov

v kmenoch leu2” Saccharomyces cerevisiae, a synteticky gén

kédujuci zrelu cast kutindzy Fusarium solani pisi, vhodne

pripojentu k pre-sekvencii invertazy Saccharomyces cerevisiae

pod kontrolou silného, indukovatelného gal7 prométora Sac-

charomyces cerevisiae

Ko-transformoval sa kmen Saccharomyces cerevisiae SUS50

/a,ciro, leu2, his4, canl), ktory je identicky s kmenom

YT6-2-1L (Erhart a Hollenberg, 1981), s ekvim6lovou zmesou

2p plazmidu Saccharomyces cerevisiae a pUR7219 za pouzitia
&tandardného protokolu elektroporacie kvasinkovych buniek.
Transformanty sa selektovali podla leucinovej prototrofie
a uplnd DNA sa izolovala z véacSieho po¢tu transformantov.
Vsetky transformanty, u ktorych sa zistil obsah aj 2p plaz-
midu aj pUR7219, tak dokladuji, Ze prométorovo-deficitna
verzia leu2 génu, obsiahnuta na pUR7219, méze funkCne dopl-
fnovat leu2 deficitné kmene v désledku sucasnej pritomnosti
2p kvasinkového plazmidu, len ak je pritomna v znacnom pocte
k6pii. Jeden =z transformantov bol spracovany na pUR2719
plazmid kultivaciou na dplnom médiu na viac ako 40 generacii
a naslednou replikdciou na selektivnom a uplnom tuhom médiu
sa ziskal kmen SU51 (a, cir’, leu2, hios4, canl) Saccharomy-

ces cerevisiae

Kmen SUS1 Saccharomyces cerevisiae uchovavajuci

pUR7219 sa kultivoval v 1 litrovej trepacke, obsahujuce]
0,2 litra MM média, pozostavajuceho z:

-kvasinkovd dusikova baza (YNB)

bez aminokyselin 6,7 g/l
-histidin 20 g/1
-glukoza 20 g/1

Kultiry sa pestovali cez noc pri 30 °C za silného pre-
trepavania (150 ot/min) aZ sa dosiahla OD hodnota 2 aZ 4 pri
610 nm. Bunky sa oddelili centrifugaciou a resuspendovanim

do 1 litra média YPGAL, obsahujuceho:
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-kvasinkovy extrakt 10 g/1
-bakto-peptén 20 g/1
-galaktdza 50 g/1

v 2 litrovej nadobe a inkubdcia pokracovala dalsich 12 az
16 hodin. V pravidelnych intervaloch sa odoberali vzorky
kultiry a biomasa sa z nich oddelila centrifugovanim. Super-
natant sa analyzoval na aktivitu kutindzy automatickym tit-
raénym zariadenim za pouzitia olivového oleja ako substratu.
Vzdy 100 az 200 pl kazdej vzorky sa za neustaleho mieSania
pridalo k 5,0 ml substratu lipazy (Sigma, obsahujuceho oli-
vovy olej ako substrat pre lipdzu) a 25,0 ml pufra ( 5 mM
Tris.HC1l pH 9,0, 40 mM HC1l, 20 mM CaClz). Skuska sa vykonala
pri 30 °C a uvolnené mastné kyseliny sa stanovili automatic-
kou titraciou s 0,05 M NaOH na pH 9,0 za pouzitia titratora
Mettler DL2S. Ziskala sa krivka mnoZstva titranta v zavis-
losti od &asu. Hodnota lipadzovej G¢innosti vzorky sa vypoci-
tala z najvads$ieho sklonu uvedenej krivky. Jedna jednotka
enzymatickej aktivity je definovand ako mnozstvo enzymu,
ktoré uvolni 1 pmol mastnej kyseliny z olivového oleja za
jednu minttu v hore uvedenych podmienkach. Odbornikom v da-
nej oblasti su tieto stanovenia zname.

Ked sa uz kutinazova aktivita dalej nezvyS$uje, odstra-
nia sa bunky centrifugiciou a &iry bunecny extrakt sa okysli
na pH 4,8 kyselinou octovou. Kutindza sa ziska spOsobom, aky

je opisany v priklade 1.

Priklad S

Expresia variantov kutindzy Fusarium solani pisi v Saccharo-

myces cerevisiae

Na ziskanie pUR7229 (R196E) sa pouzil 0,5 kb
Apal-HindIII fragment z pUR7241 (R196E) ako nahrada za ana-
logicky fragment v pUR7218. V uvedenom PUR7229 (R196E) je

gén, ktory je nositelom mutacie, vhodne fuzovany k sekvencii

kédujucej signalnu sekvenciu Saccharomyces cerevisiae . 7,0

kb fragment SacI-HindIII =z pUR2741 sa podrobil ligacii
s 0,7 kb SacI-HindIII fragmentom z pUR7229 (R196E), Cim sa
ziskal pUR7235 (R196E). Tento plazmid sa pouzil na transfor-
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maciu do kmena SUS1 Saccharomyces cerevisiae. Vysledné

transformanty sa inkubovali spdsobom, aky je uvedeny v prik-
lade 4 a vytvoreny variantny enzym sa z kultivac¢ného pros-

tredia ziskal sposobom, aky je uvedeny v prikladoch 1 a 4.

Priklad 6

Expresia kutinazy Fusaria solani pisi v Aspergilli.

Na expresiu syntetického kutindzového génu Fusarium so-

lani pisi v Aspergillus niger var.awamori sa skonStruoval

expresny vektor, v ktorom sa umiestil synteticky gén, koédu-

juci Fusarium solani pisi pre-pro-kutinazu. Umiestenie sa

vykonalo pod kontrolou indukovateIného exlA prométora Asper-
gillus niger var.awamori (Maat et al., +992, Graaf et al.,
1992)

Konstrukcia expresného plazmidu pre-pro-kutinazy
(pUR7280) vychadzala z plazmidu pAV14B, ktory bol ulozeny
v kmeni JM109 E. coli z "Centraabureau voor Schimmelcultu-
res, Baarn, The Netherlands, pod é¢islom CBS 237.90

z 31.maja 1990, a obsahuje asi 5,3 kb Sall fragmentu, na

ktory je umiesteny 0,7 kb enoxylanidzovy gén (exlA) spolu
s 2,5 kb 5 - boc¢nymi sekvenciami a 2,0 kb 3 - bo¢nymi sek-
venciami (obrazok 8). V pAV14B bola kédujica oblast exlA
nahradend oblastou kédujicou pre-pro-kutindzu. KonStrukciu
pUR7280 usnadnuje BspHI miesto (5 -TCATGA-3 -), pozostavaju-
ce =z prvého kodonu (ATG) ex1l1lA génu a AflIT miesto
(5 -CTTAAG-3 ), pozostiavajuce zo stop-kodénu (TAA) exlA geé-
nu.

Konstrukcia sa vykobala nasledovne: pAV14B (7,9 kb) sa
¢iastoéne strihol s BSpHI a linearizovany plazmid sa izolo-
val z agardzového gélu. Potom sa izolovany 7,9 kb fragment
strihol s Bsml. Toto strihnutie nastava niekolko nukleotidov
niz$ie v smere od BspHI miesta a sluZi na odstréanenie plaz-
midov, linearizovanych na dalsich BspHl miestach. Fragmenty

sa oddelili na agarozovom géle a izoloval sa 7,9 kb fragment
BspHI-Bsml. Tento bol &iastoc¢ne strihnuty s Af1IT a izoloval
sa vysledny 7,2 kb BsfHI-Af1lII fragment.

0,7 kb BsfHI-Af1II fragment z pUR7210, obsahujuci uplny
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vzor kédujuci pre-pro-kutindzu Fusarium solani pisi, sa pod-

robil 1ligacii s 7,2 kb BspHI-AflII fragmentom plazmidu
pAV14B, ¢im sa ziskal pUR7280. SkonStruovany vektor

(pUR7280) sa moOzZe potom preniesfj (napriklad do Aspergillus

niger , Aspergillus niger var.awamori a pod.) spdésobom bez-

!
{
i
i

nych ko-transformaé¢nych technik . a gén pre-pro-kutindzy sa
potom mézZe exprimovat cestou indukcie prométora endoxylanizy
I1I. Skon$truovany rDNA vektor sagméie vybavit tiez konven-
¢nymi vyberovymi znackovacémi ( hapriklad amdS alebo pyrG,
hygromycin a pod.) a hostitel sa mbéZe transformovat vysled-
nym vektoromu rDNA tak, aby produkoval vyZadovany protein.
Prikladom mé6ze byt zavedenie vyberovych znackovacov andS
a pyrG do expresného vektora, poskytujuceho pUR7281 (obrazok
10). Na tento ucel sa vytvori miesto Notl premenenim EcoRI
miesta (pritomnéhop 1,2 kb proti smeru ATG kodénu génu
pre-pro-kutindzy) na Notl miesto, pouzitim syntetického oli-
gonukleotidu (5 -AATTGCGGCCGC-3 ) za vzniku pUR7282. Vhodny
DNA fragment, obsahujuci Gplny gén A.nidulans amdS a pyrG

gén Aspergillus niger var.awamori spolu s ich vlastnymi pro-
métormi a termindtormi, sa vybavil boénymi NotI miestami, na
ktoré sa =zaviedol pUR7282, ¢im sa ziskal pUR7281 ( obrazok
10) .

Ako alternativny pristup expresie syntetického génu ku-

tindzy Fusarium solani pisi v Aspergillus niger var.awamori

sa skons$truovali expresné vektory, v ktorych synteticky gén,
kédujuci zdrojovi kutindzu nieje predchadzany jeho vlastnou

pre-pro-sekvenciou, ale pre-sekvenciou Aspergillus niger

var.awamori exlA.

Aby sa pripravil synteticky kutinazovy gén pre takuto
fuziu, syntetizovalo sa niekolko adaptorovych fragmentov,
v ktorych kodujiuca sekvencia exlA pre-sekvencie je pripojena
réznym spoOsobom k  sekvencii kédujucej N-zakoncenie zrelej
kutinazy. Toto spojenie sa vykona v kazete S fuziou
pre-sekvencie exlA k pro-sekvencii kutinazy. V kazete 6 sa
fizuje pre-sekvencia exlA k N-terminadlovému zvysku zrelej
kutinazy. Kazeta 7 je identickd s kazetou 6, ale v nej sa

zmenilo uvedené N-zakoncenie zvysSku polypeptidu, kdédovaného
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v zdrojovou kutinadzou, z poévodného glycinového zvySku na se-
rinovy zvysok, aby sa lep$ie splnili pozZiavky na $tiepenie
signalneho peptidu. Kazety 5, 6 a 7 sa zostavili zo synte-
tickych oligonukleotidov v podstate tak, ako sa opisuje
v priklade 1 (pozri obrazok 7). Kazeta 5 sa pouzila na vy-
tesnenie 0,1 kb EcoRI-Spel fragmentu z pUR7210, ¢im vznikne
pUR7287. Kazety 6 a 7 sa vyuzili na vytesnenie 0,1 kb
EcoRI-Bcll fragmentu =z pUR7210, <cim sa =ziskali pUR7288
a pUR7289. V kazdom z plazmidov pUR7287, pUR7288 a pUR7289
sa 0,7 kb fragmenty BspHI-Af1l1II podrobili ligacii s 7,2 kb
BspHI-Af1II fragmentmi =z pAVW14B, ¢im sa ziskali pUR 7290,
pUR7291 a pUR7292.

SkonS§truované vektory rDNA sa potom preniesli na plie-

sen (Aspergillus niger, Aspergillus niger var.awamori )

spOsobom bezZnej ko-transformacnej techniky
a pre-(pro)-kutindzovy gén sa exprimoval cestou indukcie
promotora enodxylandzy II. SkonsStruované rDNA vektory mbzZu
byt tiez vybavené bezZnymi vyberovymi znackovacémi (napriklad
amdS alebo pyrG, hygromycin) a plieser sa mdze transformovat
vyslednym rDNA vektorom, aby produkovala vyzadovany protein,
ako je znazornené v tomto priklade pre pUR7280 (pozri vys-
Sie).

Kmene Aspergillus, transformované alebo s expresnymi
vektormi pUR7280, pUR7281, pUR7290, pUR7291 a pUR7292 ( ob-

sahujice zdrojova kutindzovi kédujicu oblast Fusarium solani

pisi s, alebo bez zodpovedajucej pro-sekvencie, alebo kuti-
nidzovl signdlnu sekvenciu, alebo exlA signdlnu sekvenciu pod

kontrolou exlA prométora a terminatora =z Aspergillus niger

var.awamori) sa kultivovali v nasledujidcich podmienkach:
1-litrové trepacie nadoby so 400 ml syntetického média (pH
6,5) sa ockovali s spérami (konec¢na koncentracia 10E6/ml).

Médium malo nasledovné zlozenie (AV médium):

sacharéza 10 g/1
NaNO4 6,0 g/l
KC1 0,52 g/1
KH, PO, 1,52 g/1

MgSO, . 7H,0 0,49 g/l



Kvasinkovy extrakt 1,0 g/l
ZnS0,4.7H50 22 mg/1
H;BO4 11 mg/l
MnC1,.4H,0 5 mg/l
FeSO,.7H,0 5 mg/1
CaCl,.6H,0 1,7 mg/l
CuS0, .H,0 1,6 mg/l
NaH,Mo0, . 2H,0 1,5 mg/l
Na,EDTA 50 mg/1

1

Inkubovalo sa 24 hoain pri 30 °C pri 200 ot/min v Mk
X inkubatorovej trepaéke: Po kultivacii sa bunky oddelili
filtraciou (0,45 um filtei), dvarazy premyli s AV médiom bez
icxtraktu (solny roztok), resuspen-
dovali v 50 ml soIného ro&toku a preniesli do 300 ml trepac-

sacharézy a kvasinkového

kovej nadoby, obsahujﬁcej 50 ml solného roztoku ku ktorému
~sa pridala xyloza do konéénej koncentracie 10 g/l (indukcné
médium) . Inkubéacia pokraéovala cez noc pri rovnakych pod-
mienkach, ako su opisané bore. Vysledné kultury sa filtrova-
1i miratkaninou na odstranenie biomasy a kutinaza sa ziskala

v podstate rovnakym spésobom, ako je opisané v priklade 2.

Priklad 7 :
Expresia variantov kutindzy Fusarium solani pisi v Aspergil-
1i.

Pouzitim v podstate %hodného sp6sobu ako v priklade 6,
ale teraz s pouzitim plaémidu pUR7240 (R17E) alebo pUR7241
(R196E), alebo pUR7242 (L51A) miesto pUR7210 na kos$trukciu

fungdlneho expresného vektora, sa pripavili v Aspergillus

niger var.awamori varianty kutinazy Fusarium_ _solani pisi,

pozostavajuce z hore uvedenych mutéacii.

Priklad 8
Identifikacia a izolacia génov pribuznych k génu kutinazy

Fusarium solani pisi.

Gény kodujuce kutinazy s rdznym stupnom homoldgie s Fu-

sarium solani pisi sa izolovali z roéznych hib. Fungdlne kul-
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tiry sa pestovali v 500 ml trepackach, obsahujuacich 200 ml
média, opisaného Hankinom a Kolakuttudyom (1968) a doplnené-
ho s 0,25 % glukdézy. Inkubovali sa 4 dni pri 28 °C v inku-
bac¢nej Mk X trepacke (100 ot/min). V tomto cCase sa glukéza
spotrebovala a produkcia kutindzy sa indukovala pridavkom
kutinového hydrolyzatu, opisaného Ettingerom et al. (1987).
V pravidelnych intervaloch sa  odoberali vzorky kultiry
a hodnotila sa lipolyticka Uc¢inost $tandardnym sposobom
(pozri priklad 4). BeZne po asi dvoch drioch po indukcii sa
objavila lipolyticka aktivita a v tom Case sa bunky oddelili
filtraciou beznym spdsobom. Mycélia sa premyli, zmrazili
v tekutom dusiku a 1lyofilizovali bezZnym spOsobom. Bunkové
RNA preparaty sa izolovali pouzitim guanidintiokyanatového
spdsobu a ¢istili sa centrifugaciou v gradiente hustoty roz-
toku chloridu cézneho, v podstate rovnako, ako opisal Sam-
brook et al. (1989). Izolovali sa polyA(+) mRNA frakcie po-
uzitim polyATtract mRNA izolacénej supravy (Promga).
PolyA(+) mRNA frakcie sa pouzili pri Southernovej hybridi-
zac¢nej analyze bezZnou technikou s pouzZitim cDNA fragmentu

z génu kutindzy Fusarium solani pisi ako porovnavacieho ma-

teridlu na overenie expresie kutinaze podobnych génov. Na
syntézu cDNA sa pouzili prepardaty mRNA, pozostavajice z ma-
terialu, schopného hybridizdcie porovnavacim materialom, za
pouzitia ZAP cDNA syntéznej stupravy (Stratagene, La Jolla)
a spOsobu podla pokynov dodavatela, ¢&im sa ziskali cDNA
fragmenty s Xhol kohéznym koncom, odboc¢ujucim z poly-A ob-
lasti a s EcoRI adaptorom na druhom konci. Ziskané cDNA
fragmenty sa pouzili na konS$trukciu expresnych knizZnic sme-
rovym klonovanim v zmysle orientdcie do lambda ZAPII vekto-
rov (Stratagene, La Jolla), umoznujicich expresiu
B-galaktoziddzou fuzovanych proteinov (Huse et al.,1988).
Tieto knizZnice sa triedili =za pouzitia antiséra proti kuti-

ndze Fusarium solani pisi.

Alternativne sa syntetizované c¢cDNA frakcie podrobili
PCR-screeningu za pouzitia kutindzovych Specifickych primé-
rov (pozri tabulku 2). Tieto priméry sa odvodili z porovna-

nia aminokyselinovej sekvencie niekolkych fungalnych kutina-
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zovych génov (Ettinger et al., 1987). Podmienky na PCR reak-
ciu sa optimalizovali pre kazdui skupinu primérov za pouzitia

cDNA kutinazy z Fusarium solani pisi ako kontrolnej vzorky.

V takych prepardatoch cDNA, s ktorymi sa mbZe generovat Spe-
cificky PCR fragment s dizkou podobnou (alebo vic¢sou) dizke

PCR fragmentu vznikajuceho z cDNA kutindzy z Fusarium solani

pisi za rovnakych podmienok, sa PCR fragment ¢istil gélovou
elektroforézou a izoloval sa z gélu.

Ako alternativny pristup sa technika PCR-screeningu za
pouzitia kutindzovych $pecifickych primérov pouzila tiez
priamo na genomicki DNA niektorych fungalnych kmefiov s po-

uzitim genomickej DNA z Fusarium solani pisi ako pozitivnej

kontrolnej vzorky. V tych preparatoch fungalnej genomickej
DNA, s ktorymi mdze vznikat $pecificky PCR fragment s dizkou
podobnou (alebo vacsou) ako dizka PCR fragmentu vznikajuceho

za rovnakych podmienok z c¢DNA kutindzy Fussarium solani pi-

si, sa PCR fragment &istil gélovou elektroforézou a izoloval
sa z gélu. _

V kmefioch s pozitivnou reakciou pri uvedenej skuske Ci
spOsobom s pristupom expresnej knizZnice alebo s PCR scree-
ningovym pristupom (alebo s cDNA, alebo s genomickou DNA),
ako aj v podetnych dalSich kmerioch sa izolovala genomicka
DNA s vysokou molekulovou hmotnostou. Kmene sa pestovali
v podstate rovnako ako je opisané Ettingerom et al., (1987)
a genomickd DNA sa izolovala podla opisu de Graafa et
al.(1988). Genomicka DNA sa fermentovala s réznymi restrik-
¢nymi enzymami a analyzovala Southernovou hybridizaciou za
pouzitia alebo vloZenia analogickej cDNA (pristup expresne]j
kniznice), alebo PCR fragmentu (PCR-screeningovy pristup),

alebo génu kutinazy z Fusarium solani pisi (dal$ie kmene)

ako porovnavacieho materialu, a potom sa konStruovala fyzi-
kdlna mapa kutindzovych génov. Vhodny vyluh genémickej DNA
sa frakcionoval podla velkosti gélovou elektroforézou
a fragmenty prislusnej velkosti sa izolovali z gélu a sub-
klonovali sa do pUC19. Tieto gendémické kniznice sa triedili
vlozenim zodpovedajucej cDNA (pristup expresnej knizZnice),

alebo PCR fragmentu (PCR screeningovy pristup), ¢im sa zis-
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kali klony pozostavajuce =z genomickych kopii kutinazovych
génov. Tieto gény sa sekvenovali v oboch smeroch. Pomocou
sekvenovania zodpovedajucej cDNA, alebo porovnanim s inymi
kutinazovymi sekvenciami (Ettinger et al., 1987) sa identi-
fikovali intony. N-terminalovy koniec zrelého kutinazového
polypeptidu bol vydedukovany tieZ tymto porovnavanim. Intro-
ny sa odstranili pouzitim bezZnej PCR techniky a bezprostred-
ne pod vzormi sa vybudovalo HindIII. Kédujuca sekvencia pre
pre-sekvenciu ivertazového génu (predchodcom je Sacl miesto,

porovnaj s kazetou 8, obrazok 3) Saccharomyces cerevisiae sa

fuziou pripojila k sekvenciéam kédujicim N-koncovy ¢len zre-
1ych kutinaz. Ziskané SacIl-HindIII fragmenty, obsahujice ku-
tinAzové gény spojené k sekvencii kédujucej pre-sekvenciu

ivertazy S.cerevisiae, sa podrobili ligécii s 7,3 kb

SacI-HindIII fragmentom plazmidu pUR7241 (pozri obrazok 4)

a transformovali sa do kmefia SU51 S.cervisiae. Fungalne ku-

tindzy sa exprimovali a z kultivac¢ného prostredia sa ziskali

sposobom , aky je opisany v priklade 4.

Priklad 9
Znasanlivost variantov R17E, R196E a R17E+R196E kutinazy Fu-

sarium solani pisi s roéznymi aniénovymi povrchovo aktivnymi

latkami.
Znasanlivost variantov R17E, R196E a R17E+R196E kutina-

zy Fusarium solani pisi s roznymi anidénaktivnymi tenzidmi sa

skugala nasledovne. Pripravili sa roztoky enzymu v rdznych
detergentnych pripravkoch. Roztoky sa inkubovali pri 40 °C
a v uréditych intervaloch sa odoberali vzorky. V tychto sa
potom stanovovala aktivita enzymu sp6sobom, opisanym v prik-

lade 4. Pouzili sa nasledovné detergentné pripravky A az C:



Pripravok A

Zluéenina % (hmotnostné)
Linedrny alkylbezénsulfonat sodny 11,7
Neiénogénny saponat 7EO 5,8
Neioénogénny saponat 3EO 3,2
Zeolit 38,8
Sokolan CP7 4.8
Sodna sol CMC 0,8
Uhlic¢itan sodny 13,9
Perboritan sodny 8,0
TAED 5,4
Kremi¢itan sodny 2,5

Pripravok B

ZlGicenina

% (hmotnostné)

Primarny alkylsiran sodny
Neidnogenny saponat 7EO
Neiénogénny saponat 3EO
Mydlo

Zeolit

Uhlic¢itan sodny
Perboritan sodny

TAED

Kremicitan sodny

6,5
6,5
8,3
2,3
38,0
15,9
8.0
5,4
2,5




Pripravok C

Zlucenina % (hmotnostné)
Linearny alkylbenzénsulfonat sodny 6,9
Neidénogénny sapondt 10,0
Mydlo 2,0
Zeolit 27,0
Uhlic¢itan sodny 10,2

Vysledky pre kompozicie A az C si udané v obrazoch 12
az 14. Z vysledkov vyplyva, ze varianty kutinazy su stabil-
nej$ie najmd v anidénovo bohatej kompozicii A, ako prirodny

typ kutinazy z Fusarium solani pisi.

Priklad 10

Znasanlivost variantov 196K a R196L kutindzy z Fusarium so-

lani_pisi s dodecylsiranom sodnym (SDS).
Znasanlivost variantov 196K a R196L kutindzy z Fusarium

solani pisi s dodecylsiranom sodnym (SDS) sa skiSala nasle-

dovne. Pripravili sa roztoky enzymov v 0,4 mM SDS a 10 mM
Tris pri 0 ° FH tvrdosti vody. Roztoky sa inkubovali pri 40
°C a v urc¢itych intervaloch sa odoberali vzorky na analyzu.
Stanovovala sa zvys$kova enzymova aktivita spdsobom, opisanym
v priklade 4. Vysledky su znazornené na obrazku 15. Na ob-
rdzku mozno vidiet, Ze oba varianty kutinazy si stabilnejsSie
k aniénovej povrchovo aktivnej latke dodecylsiranu sodnému

(SDS), ako prirodné typy kutindzy z Fusarium solani pisi.

Priklad 11
Stanovenie G¢innosti variantu R17E kutindzy z Fusarium

solani_ pisi pri skuaske prania.

Skusobné platno vyrobené =z tkaniny polyester/bavlna sa
zamastilo olivovym olejom. Kazdé skisobné platno sa potom
inkubovalo v 30 ml pracieho roztoku v 100 ml polystyrénovych

nadobkdach. Nadoby sa miesSali v pracke Miele TMT, naplnenej
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vodou za pouzitia normalneho 40 °C hlavného pracieho progra-

o

mu. Praci roztok obsahoval 2 g v litri (pri 27 FH francuz-
ske stupne tvrdosti vody ) pracich praskov A alebo B z prik-
ladu 9.

Vysledky su znazornené na obrazku 16. Z obrazku je
zrejmé zvysenie pracej schopnosti (odstranenie mastnoty) va-
riantu R17E kutinazy v rdéznych podmienkédch prania v porovna-

ni s prirodzenym typom kutindzy =z Fusarium solani pisi. Pre

porovnanie sa vykonali rovnaké skusky s pripravkom Lipolase
(TM). Vo vsetkych pripadoch bol lep$i kutinazovy variant
R17E.
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PATENTOVE NAROKY (nové)
1. Kutindazovy variant zdrojovej kutindzy, v ktorom sa

modifikovala sekvencia aminokyselin tak, aby sa zvySila zna-
Sdanlivost k anidénovo povrchovo aktivnym 1latkam zoslabenim
vdzby anidénovej povrchovo aktivnej latky k enzymu

(a) zmenSenim elektrostatickej interakcie medzi anidnaktiv-
nym tenzidom a enzymom nahradou jedného alebo viacerych
kladne nabitych argininovych zvySkov, Kktoré su umiestené
v blizkosti hydrofébnej &asti schopnej viazat apolarny ko-
niec aniodénaktivnho tenzidu, zvys$kami lyzinu, nenabitymi ami-
nokyselinovymi zvys$kami alebo zaporne nabitymi zvySkami ami-
nokyselin, a/alebo

(b) nahradou jedného alebo viacerych =zvysSkov aminokyselin,
ktoré su umiestené v hydrofébnej casti, schopnej viazat apo-
larny koniec anioténaktivneho tenzidu, menej hydrofébnymi

zvy$kami aminokyselin.

2. Variant kutindzy podla néaroku 1, v ktorom menej hyd-
rofébne zvy$ky aminokyselin sa vybrané zo skupiny, pozostéa-
vajucej =z glycinu, serinu, alaninu, aspartovej kyseliny

a treoninu.

3. Variant kutindzy podla ktoréhokolvek z predchadzaju-
cich narokov, v ktorom zdrojova kutinaza je eukaryoticka ku-

tinaza.

4. Variant kutindzy podla ktoréhokolvek z predchadzajui-
cich narokov, v ktorom zdrojovy enzym je kutindza, ktora je
imunologicky skrizend s protilatkou proti kutindze z Fusa-

rium solani pisi.

5. Variant kutindzy podla ktoréhokolvek z predchadzuju-
cich narokov, v ktorom modifikované zvy$ky st umiestené
v jednej alebo vo viacerych z dalej uvedenych poldh v sek-

vencii aminokyselin kutinazy Fusaria solani pisi, alebo

v zodpovedajucich aminokyselindch odlisnych kutinaz: 17,



- 42 -
s1, 78, 80, 88, 96, 156, 195 a 196.

6. Variant kutindzy podla ktoréhokolvek z predchadzaju-
cich narokov, v ktorom modifikované zvy$ky su umiestené
v hydrofébnej c¢asti okolo aminokyselin 51 a 195 kutinazy Fu-

saria solani pisi, alebo zodpovedajicich aminokyselin odlis-

nych kutinaz.

7. Variant kutinazy podla ktoréhokolvek z predchadzaju-

cich narokov, ktory je variantom kutindzy Magnaporthe grisea

a obsahuje jednu alebo viac z nasledovnyvh mutacii: A80D,
A88E, R156L.

8. Spdsob pripravy variantu kutindzy podla ktoréhokol-
vek z predchddzajtcich narokov, vy znac¢ u j ac i s a
t y m, ze zahrnuje stupen fermentativnej kultivacie rDNA mo-
difikovaného mikroorganizmu, obsahujiceho gén pripraveny
technikou rDNA, ktory kéduje variant kutinazy, a dalej stu-
peii pripravy prepardtu variantu kutindzy, oddelenim variantu
kutinazy, vyprodukovaného mikroorganizmom bud z fermentacné-
ho prostredia, alebo oddelenim buniek mikroorganizmu z fer-
mentad¢ného média, desintegraciou oddelenych buniek a koncen-
traciou alebo <&iastoénym ¢istenim kutindzy bud z uvedeného
média alebo =z uvedenych buniek, spdsobmi fyzikalneho alebo

chemického skoncentrovania alebo Cistenia.

9. rDNA modifikovany mikroorganizmus, ktory bol trans-
formovany rDNA vektorom, nestcim gén kédujuci variant kuti-
nazy podla ktoréhokolvek =z prechdadzajicich narokov 1 az

7 a ktory je schopny exprimovat uvedeny variant kutinazy.

10. rDNA modifikovany mikroorganizmus podla naroku 9,
nesuci gén kédujici variant kutinazy, ktory je vlozeny do
mikroorganizmu fiziou v jeho 5’- konci k fragmentu génu, ko-
dujicemu (modifikovany) pre-sekvencény funkcional ako signal-

nu alebo sekrec¢ni sekvenciu pre hostitelsky organizmus.



"

(Y

- 42 -

11. rDNA modifikovany mikroorganizmus podla nérokov 9

alebo 10, v ktorom hostitelsky organizmus je eukaryot, na-

priklad kvasinka rodu Saccharomyces alebo Kluyveromyces ale-

bo rod Hansenula, alebo huba rodu Aspergillus.

12. rDNA modifikovany mikroorganizmus podla narokov 9
az 11, nesuci rekombinatny DNA vektor, kdédujici pre variant
kutinidzy podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 7, pricom uvede-
ny mikroorganizmus bol vytvoreny ako auxotr6fny mutant nah-
radou génu génového kdédovania za auxotrdéfny znackovac v jed-

nej z buniek jeho predkov.

13. Polynukleotid, ktory ma zakladnd sekvenciu, ktora

kéduje zdrojovy kutindzovy variant podla ktoréhokoIlvek z na-

rokov 1 a2 7, v ktorom polynukleotide za koncovym translac-
nym kodénom nasleduje zastavovaci (stop) koddén a volitelne
ma nukleotidovi sekvenciu, kdédujucu pre pre-sekvenciu tejto
kutindzy priamo protismerne nukleotidovej sekvencie, kdéduju-

cej pre zrely enzym.

14. Polynukleotid, ktory ma zakladni sekvenciu ktord
kéduje zdrojovy variant kutinazy podla ktoréhokolvek z naro-
kov 1 az 7, v ktorom polynukleotide za koncovym translacnym
kodénom nasleduje zastavovaci kodén a volitelne ma nukleoti-
dovi sekvenciu, kédujicu pre najmenej cast zodpovedajice]
pre-sekvencie a/alebo signadlnu alebo sekrecnu sekvenciu,
vhodné pre vybrany hostitelsky organizmus, priamo protismer-

ne nukletidovej sekvencie, koédujicej pre zrely enzym.

15. Polynukleotid, ktory ma zdkladni sekvenciu ktora
k6éduje zdrojovy variant kutindzy podla kotréhokolvek z naro-

kov 1 az 7, v ktorom variant kutindzy, koédujuci nukleotidovi

sekvenciu, odvodenid =z organizmu vzniku, bol modifikovany
tak, Ze najmenej jeden koddén, a vyhodne tolko kodénov kolko
je mozné, boli podrobené "mlc¢iacej" mutacii, aby vytvorili

kodény, koédujice ekvivalentné zvysky aminokyselin a aby boli

preferované novym hostitelom ako je urcdené v jednom z ndro-
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kov 9 az 12, a tym poskytnut v bunkdch takého hostitela in-

forma&ni RNA na vloZenie génu zlepSenej stability.

16. Polynukleotid podla niektorého =z néarokov 13 az 15,
v ktorom protismerne nukleotidovym sekvenciam kédujucim pre
pro- alebo zrely kutindzovy variant je umiestena nukleotido-
va sekvencia, ktora kéduje pre signalnu alebo sekrecnu sek-
venciu hostitela, ako je urdené v ktoromkolvek z narokov 9

az 12.

17. Enzymaticka kompozicia detergenta, obsahujuca va-

riant kutindzy podla ktoréhokolvek z ndrokov 1 az 7.
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Obr. 1A

RV {02ﬁ‘ﬁf

Syntetické oligonukleotidy pouzité na skonstruovanie kazety 1.

KOD dlzka

CUTI1A IG (44) aat
TAA
CUTI1B IG (39) GCC
AAC
CUTI1C IG (42) CAG
ACA
CUTI1D IG (39) GAT
GCcC
CUTI1E IG (33) ATC
ACG
CUTI1F IG (28) GGC
CUTI1G IG (31) GGT

g9
CUTI1H IG (39) ACT
GAG
CUTI1I IG (42) TGT
CTG
CUTILJ IG (39) GCA
GTC
CUTI1K IG (33) TGA
GGC
CUTI1L IG (41) AGC
ccc
10 20
aattcg
gc
70 80

CGCCACGGCT TCGGCTCTGC
GCGGTGCCGA AGCCGAGACG

130 140
TGGTAGAACA ACTCGCGA
ACCATCTTGT |TGAGCGCTGC

190 200
CTTCATTTAT GCTCGAGGTT
GAAGTAAATA CGAGCTCCAA

250

] ——— .
5! < sekvencia

—-——=> 3 !

tcg agc tca tcA TGA AAT TCT TCG CGT

CCA CAC TTC TC

GCC ACG GCT TCG GCT CTG CCT ACT AGT

CCT GCT

GAG CTT GAG GCG CGC CAG CTT GGT AGA

ACT CGC GAC

CTG ATC AAC GGC AAT AGC GCT TCC TGC

GAT GTC

TTC ATT TAT GCT CGA GGT TCA ACA GAG

AAC TTG GGA ACT CTC GGG CCC AGC A
TAA CGC GAA GAA TTT CAT gat gag ctc

AGT AGG CAG AGC CGA AGC CGT GGC GGC

AAG TGT

TCT ACC AAG CTG GCG CGC CTC AAG CTC

AGC AGG GTT

GGA AGC GCT ATT GCC GTT GAT CAG ATC

GCG AGT

ACC TCG AGC ATA AAT GAA GAT GAC ATC

TTG CTG GGC CCG AGA GTT CCC AAG TTG

GTC TCT GT

30 40
agctcatcAT GAAATTCTTC

tcgagtagTA CTTTAAGAAG.

90 100
CTACTAGTAA CCCTGCTCAG
GATGATCATT GGGACGAGTC

150 160

ATCTGATCAA CGGCAATAGC
TAGACTAGTT GCCGTTATCG

210 220
CAACAGAGAC GGGCAACTTG
GTITGTCTCTG CCCGTTGAAC

S0 60

GCGTTAACCA CACTTCTGGC
CGCAATTG GTGAAGAGCG

110 120
GAGCTTGAGG CGCGCCAGCT
CTCGAACTCC GCGCGGTCGA

170 180
GCTTCCTGCG CCGATGTCAT
CGAAGGAC GGCTACAGTA

230 240
GGAACTCTCG GGCCCAGCA
CCTTGAGAGC CCGGGTCGTT
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Syntetické oligonukleotidy pouzité na skonStruovanie kazety 2

KOD dizka 5' <--~ sekvencia ===> 3!
CUTI2A MH (40) AAT TCT CGG GCC CAG CAT TGC CTC CAA CCT
TGA GTC CGC C
CUTI2B MH (36) TTC GGC AAG GAC GGT GTC TGG ATT CAG GGC
GTT GGC
CUTI2C MH (36) GGT GCC TAC CGA GCC ACC CTA GGA GAC AAT
GCT CTC
CUTI2D MH (39) CCG CGG GGA ACC TCT AGC GCC GCA ATC AGG
GAG ATG CTA
CUTI2E MH (45) GGC CTC TTC CAG CAG GCC AAC ACC AAG TGC
CCT GAC GCG ACT TTG .
CUTI2F MH (46) ATC GCC GGT GGC TAC AGC CAG GGT GCT GCA
CTT GCA GCC GCT AGC A
CUTI2G MH (45) CTT GCC GAA GGC GGA CTC AAG GTT GGA GGC
AAT GCT GGG CCC GAG
CUTI2H MH (36) GTA GGC ACC GCC AAC GCC CTG AAT CCA GAC
ACC GTC
CUTI2I MH (36) TCC CCG CGG GAG AGC ATT GTC TCC TAG GGT
GGC TCG
CUTI2J MH (39) GAA GAG GCC TAG CAT CTC CCT GAT TGC GGC
GCT AGA GGT
CUTI2K MH (45) ACC GGC GAT CAA AGT CGC GTC AGG GCA CTT
GGT GTT GGC CTG CTG
CUTI2L MH (41) AGC TTG CTA GCG GCT GCA AGT GCA GCA CcCC
TGG CTG TAG CC
10 20 30 40 50 60
AATTCTC GGGCCCAGCA TTGCCTCCAA CCTTGAGTCC GCdITCGGCA AGGACGGTGT
GAG CCCGGGTCGT AACGGAGGTT GGAACTCAGG CGGAAGCCGT TqCTGCCACA
7Q 80 90 100 110 120
CTGGATTCAG GGCGTTGGAG GTGCCTACCG AGCCACCCTA GGAGACAATG CTCTCLCGCG
GACCTAAGTC CCGCAACCGC CACGGAT@GC TCGGTGGGAT CCTCTGTTAC GAGAGGGCGC
130 140 150 160 170 180
GGGAACCTCT AGCGCCGCAA TCAGGGAGAT GCT4§GCCTC TTCCAGCAGG CCAACACCAA
CCCﬂTGGAGA TCGCGGCGTT AGTCCCTCTA CGATCCGGAG AAqGTCGTCC GGTTGTGGTT
190 200 210 220 230 240
GTGCCCTGAC GCGACTTTdA TCGCCGGTGG CTACAGCCAG GGTGCTGCAC TTGCAGCCGC
CACGGGACTG CGCTGAAACT AGCGGCC%CC GATGTCGGTC CCACGACGTG AACGTCGGCG
250
TAGCA

ATCGTTCGA
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Obr. 1C
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Syntetické oligonukleotidy pouzité na skonstruovanie kazety 3.

KOD dlzka
CUTI3A MH (43)
CUTI3B MH (45)
CUTI3C1 MH (42)
CUTI3D MH (42)
CUTI3E MH (39)
CUTI3F MH (33)
CUTI3G1l MH (32)
CUTI3H MH (30)
CUTI3I MH (45)
CUTI3J1 MH (42)
CUTI3K MH (42)
CUTI3L MH (39)
CUTI3M MH (33)
CUTI3N1 MH (45)

10 20

AATTCCCGC TAGCATCGAG
GGGCG ATCGTAGCTC

70 .80
TTCTGTTCGG CTACACCAAG
AAGACAAGCC GATGTGGTTC

130 140
ACAGGACCAA TCTTCTGC
TGETCCTGGTT CCAGAAGACG

190- 200

CTGCACCTCA CTTGGCATAT
GACGTGGAGT GAACCGTATA

250 260
AGAAGGTTCG GGCTGTCCGT
TCTTCCAAGC CCGACAGGCA

5! o= —

AAT
GGC
AAG
ACC
AAT
GAC
GTC
ACT
ATC
CCT
CGG
AAG
GTT
ta

GGC
CTT
GAT
GTC
ATT
AGT
GAC
ACC
CAA
GAG
AGG
agc
CCG

TCC CGC
CAT TCG
ATC GCC
AAG AAC
CGC GGC
AGG ACC
TTC TGC
GGT AGC
GTT GCT
GAT GCC
GGA CCT
CGG GCT
CGA GTC
GGT GTA
CTT GTC
GGC AGG
CTG TAG
ACA AAC
CTT GGT
ATA TGC
GCT ACC
GAA CTC

tta
AAC

agc
CTT

30
GACCTCGACT
CTGGAGCTGA

90

AACCTACA
TTGGATGTCT

150
AATACAGGAG
TTATGTCCTC

210
GGTCCTGATG

sekvencia

TAG
TGA C

GGT ACC
CTA CAG
CGA ATC
AAG
AAT
TTG
GCA

ACA

GCC
GTC
GAG

GCC
ACG

GTC
GAA
AAT

GTA GTT GGG

GTT
GAG
CCT
CAA GTG

AGG GGC

TCA
CTC

AGC
GAT

40
CGGCCATTCG

CAT CGA GGA
GTT CTG
CCC AAC TAC
GGA GAT
CCT CAC TTG
CCT GAG
CGT GGT TCT

CTC GAT
CAG A

ATC TCC TGT
AGG TGC AGC
AGG

AGA ACC ACG

-——- 3!

CCT CGA CTC

TTC GGC TAC
CCT GcCC

CTC GTT TGT

GCA TAT GGT

TTC CTC ATC GAG

GCT TGA gct

GCT AGC GGG
AAC GGT ACC GGC

GAT TCG GCC GCG

ATT GCA GAA
AAC GAT
GGC ATC

TCC CCG

GAC AGC

50 60

TGA GATC GCCGGTACCG

GCCquAAGC ACTGTTCTAG CGGCCATGGC

100
ATCGCGGCCG
TAGCGCCGGC

160
ATCTCGTTTG
TAGAGCAAAC

220
CQCGGGGACC

CC%GGACTAC

270
GGTTCTGCTT
CCAAGACGAA

GGGCCCCTGG

280
GAgctte
CTcgaattcg

110 120
AATCCCCAAC TACCCTGCCG
TTAGGGGTTG ATGGGACGGC

180

170
TACTGGTAGC TTCATCGTTG
ATGHCCATCG AACTAGCAAC

230 240
TGCCCCTGAG TTCCTCATCG
ACGGGGACTC AAGGAquGC

o]
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Obr. 1D (1. zo 4)

H
E H B 1
c gsS s X nH B
o is p m cp g
R At H n Ia 1
I IT I I II I

/ /
attcgagctcatcATGAAATTCTTCGCGTTAACCACACTTCTCFCCGCCACGGCTTCG
1 - B ittt o m e o= ———m + 60

ctta qctcgagtagTACTTTAAGAAGCGCAATTGGhGTGAAGAGCGGCGGTGCCGAAGC

M K F F A L T T UL L A A T A S -
B pre-sekvencia
s
As
sH
cI
IT

/
GCTCTGCCTACTAGTAACCCTGCTICAGGAGCTTGAGGCGCGCCAGCTTGGTAGAACARCT

HOT W
HOFCT W

CGAGACGGATGATC TGGGACGAGTCCTCGAACTCCGCGCGGTCGAACCATCTTG&%&A

AlL P T S N P A Q E L E A R Q L|G R T T -
,’, pro-sekvencia _l«.zrely

E
c
o}
4
5
I
I
I

N
r
u
1

CGCGAEFATCTGATCAACGGCAATAGCGCTTCCTGCGCCGATGTCATCTTCATTTATG T
121 fm——— o —— o ——— e fomm - ——— + 180

GCGCTGCTAGACTAGTTGCCGTTATCGCGAAGGACGCGGCTACAGTAGAAGTAAATACGA

= 0w

X
h
o}
I
C

R D DL I NGN S A S C A DV I F I Y A -
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Obr. 1D (2, zo 4)

an WUl o Bl -4

T
t
h
E M 1
C m 1
1 e 1
I I I

GAGTCCGCOTTCGGCAAGGACGGTGTCTGGATTCAGGGCGTTGG

241 ————m—m- -+
CTCAGGCGGAAGCCGTT%CT

N
A sS
v pa
T Bc
I II
I II

301

D
r S
S E a g
t a I r
u T I A
I I I I
GGCCTCTTCCAGCAGGCCAACACCAAGTGCCCTGACGCGACTTTGFTCGCCGGTGGCTAC

! -~—=4 420
CCGGAGAAG TCGTCCGGTTGTGGTTCACGGGACTGCGCTGAAACTAGCGGCCRFCGATG

361

G L F Q Q A N T K C¢C P D A T L I A G G Y -



W 02—

Obr. 1D (3. zo 4)

AGCCAGGGTGCTGCACTTGCAGCCACTAGCATCGAGGACCTCGACTCGGCCATTCGTGAC

42) —-m—mmme—— Fomm——————— - 480

B
S
i
E
I

HWQ »m

AAGATCGCCGGTACCGTTCTGTTCGGCTACACCAAGAACCTAC?%?ATCGCGGCCGAATC
481 ———————w— o ——————— o —— T e T S o ——————— + 540

TTCTAGCGGCCATGGCAAGACAAGCCGATGTGGTTCITGGATGTCTTAGCGCCGGCTTAG

K I A ¢ TV L F G ¥ T K N L Q N R G R I -

P BB

B S gs

b h 1t

. s A 1Y
I I II

CCCAACTACCCTGCCGACAGGACCAAGIGTCTTCTGCAATACAGGAGATCTCGTTTGTACT
541 —————-——-— o —————— e e o ——— + 600

GGGTTGATGGGACGGCTG[TCCTGGTTCCAGAAGACGTTATGTCCTCTAGAGCAAACATGA

601 e — o R T e —— + 660
CCATCGAACTAGCAACGACGTGGAGTGAACCGTATACC4;GACTACGGGCCCCTGGACGG

G $ L I VvV A A P H L A Y G P D A R G P A -
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CCTGAGTTCCTCATCGAGAAGGTTCGGGCTGTCCGTGGTTCTGCTTGAg cttapgett
———— e o = - 718

———— > — +——

K Vv

R

A



PV 90191

Obr. 2

EcoRI  BamHl RBS
GAATTCGGATCCGTGGAGAAAATAAAATGAAACAAAGCACTATTGCACTGGCACTCTTAC

CTTAAGCCTAGGCACCTCTTTTATTTTACTTTGTTTCGTGATAACGTGACCGTGAGAATG
M K Q S T I A L A L L P
Spel
CGTTACTGTTTACCCCTGTGGCAAACGCGGCGCCTACTAGT
GCAATGACAAATGGGGACACCGTTTGCGCCGCGGATGATCA

L L F T P V A N A|A P T S

Pho A's.s. pro-kutindza
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Obr. 3

Syntetické oligonuleotidy pouzité na skons$truovanie kazety 8

KOD dizka 5! <TTTgac1 Sekvencia --=> 3!

AC 01 cv (38) AAT TCT CGA GCT CAT CAC ACA AAC AAA CAA
AAC AAA AT

AC 02 CV (25) GAT GCT TTT GCA AGC CTT CCT TTT C

AC 03 CV (39) CTT TTG GCT GGT TTT GCA GCC AAA ATA TCT
GCG GGT AGA Bell

AC 04 cCvV (25) ACA ACT CGC GAC GAT CTG ATC ATC A

AC 05 CV (41) AGC TTG ATG ATC AGA TCG TCG CGA GTT GTT
CTA CCC GCA GA

AC 06 CV (17) TAT TTT GGC TGC AAA AC

AC 07 ¢CV (46) CAG CCA ARA GGA AAA GGA AGG CTT GCA AAA
GCA TCA TTT TGT TTT G

AC 08 CV (23) TTT GTT TGT GTG ATG AGC TCG AG

Sacl
aattctcgagctcatcacacaaacaaacaaaacaaaAﬂfATGCTTTTCCAACCCTTCCTT

————————— SO SRR EONNTOS S OPINN K RS SO S
gagctcgagtagtgtgtttgttqgttttgtttTACTACGAAAACGTTCGGAAGGAA
M M L L Q A F L
Bcll

TTCfTTTTGCCTGGTTTTGCAGCCAAAATATCTGCGGGTAGAACAACTCGCGACGATCTE

----- S U U SOOI SO
AAGGAAAACCGA AAAACGTCGGTTTTA;LGACCCCCATCTTGTTGACCGCTCCTAGAC

¥r L L A G F A A K I S A{G R T T R D D L
ATCATCA invertdza . s.s.| zreld kutindza
TAGTAGTTCCA

1 I
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Obr. 12
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Obr. 14
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PATENTOVE NAROEKY (pdévodné)

1. Variant kutinazy zdrojovej kutinazy, v ktorom bola
modifikovana sekvencia aminokyselin tak, Zze sa zlepsSila zna-

ganlivost k povrchovym anidénaktivnym latkam.

2. Variant kutinizy podla naroku 1, v ktorom sa znasan-
livost k anidnaktivnemu tenzidu zlepsSila zoslabenim vézby

aniénaktivneho tenzidu k enzymu.

3. Variant kutinazy podla ktoréhokolvek z predchadzaju-
cich narokov, v ktorom sa vdzba povrchovo aniodnaktivnej lat-
ky k enzymu zoslabila zoslabenim elektrostatickej interakcie

medzi povrchovo anidnaktivnou ladtkou a enzymom.

4. Variant kutindzy podla ktoréhokolvek z narokov 1 az
3, v ktorom sa elektrostaticka interakcia medzi anidnaktiv-
nym tenzidom a enzymom zoslabila ndhradou jedného alebo via-
cerych argininovych =zvys$kov s kladnym ndbojom, ktoré su u-
miestené v blizkosti hydrofébnej c¢asti enzymu a st schopné
viazat apoldrny koniec anidnaktivneho tenzidu, lyzinovymi

zvySkami .

5. Variant kutinazy podla ktoréhokolvek z néarokov 1 az
3, v ktorom elektrostaticka interakcia medzi anidénaktivnym
tenzidom a enzymom je zoslabend nahradou jedného alebo via-
cerych kladne nabitych argininovych zvyskov, ktoré su umies-
tené v blizkosti hydrofébnej ¢asti a sa schopné viazat apo-
larny koniec aniénaktivneho tenzidu, zvy$kami aminokyselin

bez naboja.

6. Variant kutindzy podla ktoréhokolvek z narokov 1 az
3, v ktorom elektrostatickd interakcia medzi anidnaktivnym
tenzidom a enzymom je zoslabend ndhradou jedného alebo via-
cerych kladne nabitych argininovych zvys$kov, ktoré st umies-
tené v blizkosti hydrofébnej c¢asti a s schopné viazat apo-

larny koniec anidnaktivneho tenzidu, zvysSkami aminokyselin



so zapornym nabojom.

7. Variant kutinazy podla ktoréhokolvek z narokov 1 az
3. v ktorom elektrostaticka interakcia medzi anidénaktivnym
tenzidom a enzymom je zoslabend nadhradou jedného alebo via-
cerych kladne nabitych argininovych zvyskov, ktoré su umies-
tené v blizkosti hydrofébnej ¢asti a si schopné viazat apo-
larny koniec aniodnaktivneho tenzidu, menej hydrofébnymi

zvy$kami aminokyselin.

8. Variant kutinazy podla naroku 7, v ktorom menej hyd-
rofébne zvyéky aminokyselin st vybrané zo skupiny, pozosta-
vajicej =z glycinu, serinu, alaninu, aspartove]j kyseliny

a treoninu.

9. Variant kutindzy podla ktoréhokolvek z predchadzaju-
cich narokov, v ktorom zdrojova kutindza je eukaryoticka ku-

tinaza.

10. Variant kutindzy podla ktoréhokolvek z predchadza-
jucich narokov, v ktorom zdrojovy enzym je kutinaza, ktora
je imunologicky kriZena s protildtkou proti kutindze z Fusa-

rium solani pisi.

11. Variant kutinidzy podla ktoréhokolvek z predchadza-

jucich ndrokov, kédovany génmi, ktoré maju sirokua homolégiu
k 5 - a/alebo 3 koncom génov, kédujucim kutindzu z Fusarium
solani pisi, Colletotrochum capsici,, Colletotrochum gloeos-

poriodes, Mganaporthe grisiea a/alebo ku konzervovanym sek-

venciam v kutinazach.

12. Variant kutindzy podla ktoréhokolvek z prechadzaja-
cich narokov, v ktorom modifikované =zvy8ky su umiestené
v jednej alebo vo viacerych =z dalej uvedenych poldéh sekven-

cie aminokyslin kutinazy Fusarium solani pisi, alebo v zod-

povedajucich aminokyselinach odli$nych kutinaz: 17, 51, 78,
80, 88, 96, 156, 195 a 196.
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13. Variant kutinidzy podla ktoréhokolvek z predchadza-
jucich néarokov, v ktorom modifikované =zvysSky su umiestené
v hydrofébnej ¢asti okolo aminokyselin 51 a 195 kutinazy Fu-

sarium solani pisi, alebo zodpovedajucich aminokyselin od-

lisnych kutinaz.

14 . Variant kutindzy podla ktoréhokolvek z predchadza-

jucich narokov, ktory je variantom kutinazy Magnoporthe gri-

siea a obsahuje jednu alebo viac z nasledujiucich mutécii:
A80D, A88E, R156L.

15. Spdsob pripravy variantu kutindzy podla ktoréhokol-
vek z predchadzajucich narokov, ktory zahrnuje stupen fer-
mentativnej kultivacie rDNA modifikovaného mikroorganizmu,
obashujiceho gén pripraveny technikou rDNA, ktory koduje va-
riant kutindzy, dalej stupen pripravy prepardtu variantu ku-
tindazy, oddelenim variantu kutindzy, vyprodukovaného mikro-
organizmom bud =z fermentacného prostredia, alebo oddelenim
buniek mikroorganizmu z fermentaéného média, desintegraciou
oddelenych buniek a koncentraciou alebo ¢iastoCnym Cistenim
kutinazy bud z wuvedeného média alebo z uvedenych buniek,
sposobmi fyzikdlneho alebo chemického skoncentrovania alebo

¢istenia.

16. rDNA modifikovany mikroorganizmus, ktory bol trans-
formovany tDNA vektorom nestcim gén, kédujuci variant kuti-
nazy, podla ktoréhokolvek z prechadzajicich narokov 1 az 14

a ktory je schopny exprimovat uvedeny variant kutinazy.

17. rDNA modifikovany mikroorganizmus podYa naroku 16,
nestci gén, kodujuci variant kutinazy, ktory je vlozeny do
mikroorganizmu fuziou v jeho 5 - konci k fragmentu génu, ko-
dujicemu (modifikovany) pre-sekvencny funkcional ako signal-

nu alebo sekrec¢nu sekvenciu pre hostitelsky organizmus.

18. rDNA modifikovany mikroorganizmus podla narokov 16

alebo 17, v ktorom hostitelsky organizmus je eukaryot, na-
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priklad kvasinka rodu Saccharomyces alebo Kluyveromyces ale-’

bo rod Hansenula, alebo huba rodu Aspergillus.

19. rDNA modifikovany mikroorganizmus podla narokov 16
aZ? 18, nesuci rekombinatny DNA vektor, koédujuci pre variant
kutindzy podYa ktoréhokolvek z narokov 1 az 14, pricom uve-
deny mikroorganizmus bol -.vytvoreny ako auxotréfny mutant
nahradou génu génového koédovania za auxotrdfny znackovacd

v jednej z buniek jeho predkov.

20. Polynukleotid, ktory md zdkladni sekvenciu, kéduju-
cu zrely kutindzovy variant podla ktoréhokolvek z narokov
1 az 14, alebo funkény ekvivalent alebo jeho mutant, v kto-
rom polynukleotide koncovy translac¢ny kodén je sledovany
zastavovacim (stop) kodénom a volitelne ma nukleotidova sek-
venciu, kédujucu pre pre-sekvenciu tejto kutindzy priamo
protismerne nukleotidovej sekvencie, kédujucej pre zrely en-

zym.

21. Polynukleotid, ktory ma zakladni sekvenciu, ktora
kéduje kutinadzovy variant podla ktoréhokolvek z narokov 1 az
14, v ktorom polynukleotide za koncovym translaénym koddénom
nasleduje zastavovaci (stop) kodén a volitelne mad nukleoti-
dovi sekvenciu, koédujucu pre najmenej cCast zodpovedajicej
pre-sekvencie a/alebo signalnu alebo sekreénit sekvenciu,
vhodné pre vybrany hostitelsky organizmus,.priamo protismer-

ne nukletidovej sekvencie, kdédujucej pre zrely enzym.

22. Polynukleotid, ktory ma zakladnd sekvenciu, ktora
kéduje zrely variant kutinazy podla ktoréhokolvek z néarokov
1 az 14, alebo jeho funkény ekvivalent alebo jeho mutant,
v ktorom variant kutindzy kédﬁjﬁci nukleotidovi sekvenciu,
odvodenu z organizmu vzniku, bol modifikovany tak, Ze najme-
nej jeden koddn, a vyhodne tolko kodénov kolko je mozZné, bo-
1i podrobené "mlciacej" mutacii, aby vytvorili koddény kdéddu-
juce ekvivalentné zvys$ky aminokyselin a aby boli preferované

novym hostitelom, ako je urcené v jednom z narokov 9 az 12,
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a tym poskytnit v bunkach takého hostitela informacnt RNA na

vloZzenie génu zlepsSenej stability.

23. Polynukleotid podla niektorého =z narokov 20 az 22,
v ktorom protismerne nukleotidovym sekvenciam, koédujucim pre
pro- alebo zdrojovy kutindzovy variant je umiestena nukleo-
tidova sekvencia, ktora kéduje pre signalnu alebo sekreénu
sekvenciu hostitela, ako je urcéené v ktoromkolvek z narokov
9 az 12.

24. Rekombinantny DNA vektor, schopny riadit expresiu
nukleotidovej sekvencie, kédujicej variantny gén kutinazy,
obsahujuci nasledovné zlozZky:

(a) dvojvlaknovu (ds) DNA, kédujicu pre zrely variant kuti-
nidzy alebo prekutinazy alebo =zodpovedajucej prekutinazy,
v ktorej bola najmenej jedna ¢ast presekvencie odstranena
priamo v smere sekreéného signalu (preferovaného pre vybrané
hostiteIské bunky), za predpokladu Ze tam, kde cast génu,
ktory ma byt posunuty, nezacina koddénom ATG, tam sa musi ko-
dén ATG umiestitt na celo, a tiez za predpokladu Ze cast gé-
nu, ktorid sa ma posunut, kon¢i vhodnym zastavovacim (stop)
kodénom, alebo ma taky koddén pridany;

(b) regulén expresie (vhodny pre vybrany hostitelsky orga-
nizmus), umiesteny proti smeru plus vlakna ds DNA, kédujucej
variant kutinazy ( zlozky (a));

(¢) terminac¢nia sekvenciu (vhodnu pre vybraﬁy hostovsky orga-
nizmus), umiestenu v smere plus vlakna ds DNA, koédujicej va-
riant kutinazy (zlozZky (a));

(d1) nukleotidovia sekvenciu, ktora umozrnuje integraciu uve-
denej ds DNA do gendému vybraného hostitela, alebo

(d2) poc&iatok replikacie, vhodny pre vybraného hostitela;
(el) volitelne (auxotréfny) vybérovy znackovac;

(e2) volitelne ds DNA sekvenciu, kédujucu proteiny spojené
s kultivaciou a/alebo sekréciou jedného z prekurzorov, ktora

vytvara variant kutindzy vo vybranom hostitelovi.
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25. Rekombinantny DNA vektor podla néaroku 24, ktory
tiez nesie protismerne a/alebo v smere polynukleotidu, ako
je hore urcené, dal$ie sekvencie, usnadnujuce funkénu expre-

siu kutinazy.

26 . Rekombinanty DNA vektor podla ktoréhokolvek z naro-
kov 24 a 25, ktory nesie auxotrdfny znackovac, pozostavajuci
z kédujucej oblasti auxotrdfneho znacCkovaca a z neuplnej

prométorove] oblasti.

27. Enzymaticka kompozicia detergenta, obsahujuca va-

riant kutindzy podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 14.
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