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HALOGENVEGYULETEKKEL SZEMBEN TOLERANS UJ
FORMIAT-DEHIDROGENAZ ES ELJARAS ANNAK ELOALLITASARA

Kivonat

A talalmany formiat-dehidrogenazra vonatkozik, amely nagy specifikus akti-
vitassal, formiatra és NAD-ra kis Km értékekkel, széles héstabilitassal és pH-
_stabilitassal rendelkezik, széles hdmérséklet- és pH-tartoméanyban mikodoké-
pes, és jo hatékonysaggal képes egy koenzimet regeneralni, ha egy enzima-

tikus redukciés reakcidrendszerben jelen van, anélkiil, hogy inaktivalédna.

Az ipari alkalmazasra megfelel6 jellemzdkkel rendelkezé fenti enzimet
formiat-dehidrogenazt termeld talajbaktériumok szlirésével valasztottak ki. A
talalméany targyat képezi tovabba a taldlmany szerinti enzimet kédolo gént
tartalmazé DNS, egy vektor alkalmazasaval szerkesztett rekombinans DNS, és
a fenti plazmid alkalmazasaval eldallitott transzformans. A talalmany targya
tovabba eljaras a talalmany szerinti formiat-dehidrogenaz eléallitasara, a
Thiobacillus génuszba tartozd mikroorganizmus vagy annak transzformansa
alkalmazasaval, amelyet a fent emlitett mikroorganizmus torzsb6l szarmazd
formiat-dehidrogenaz gén alkalmazasaval szerkesztenek meg, és eljaras egy

koenzim regeneraldsara a fenti enzim alkalmazasaval egy enzimatikus reduk-

cios rendszerben.
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HALOGENVEGYULETEKKEL SZEMBEN TOLERANS UJ
FORMIAT-DEHIDROGENAZ ES ELJARAS ANNAK ELOALLITASARA

A talalmany targyat halogénketon vegyiiletekkel szemben tolerans és formiat-
-dehidrogenaz aktivitassal rendelkezd polipeptid, az ezt kédolé gén, eljaras
formiat-dehidrogenaz eldallitasara a fenti peptidet termelé mikroorganizmus
vagy annak valamely transformansa segitségével, és eljaras egy koenzim rege-
neraldsara nagy hatékonysaggal, amely megendegi a fenti enzim jelenlétét egy

enzimatikus redukcids reakciérendszerben.
A taldlmany hatterét az aldbbiakban ismertetjiik.

A formiat-dehidrogenaz enzim (EC1.2.1.2 szdmu enzim) egy olyan enzim,
amely formiatbol és oxidalt nikotinamid-adenin-dinukleotidbdl (tovabbiakban:
NAD) szén-dioxidot €s redukélt nikotin-amid-adenin-dinukleotidot (tovéabbi-
akbén.: INADH) éfédményeié reakci(')t‘ kata-lii'él.. bA forvrﬁiét-devhi.d-rvo.geha‘iz ergiy
hasznos enzim, amelynek az az elénye, hogy ha egy NADH-dependens enzi-
matikus reakcidoban a koenzim regenerdldsara alkalmazzak, egy olcsé formiat
alkalmazhaté és melléktermékként szén-dioxid keletkezik, amely nem halmo-
z6dik fel a rendszerben. Ezenkiviil, mivel ennek az enzimnek Km értékei
formiatra és NAD-ra alacsonyak, ez az enzim kis szubsztrat koncentracidknal

is hatékonyan miikodik, és a formiat specifikus mikrovizsgalatara alkalmaz-

hatd, ezért iparilag hasznélhat6 enzim.

Ismeretes, hogy a formiat-dehidrogendz magasabbrendi névényekben, meta-
nolt hasznosité élesztdkben, baktériumokban és hasonlékban fordul elé. Az
eddig tiszta formaban elééllitott és jellemzett enzimek kozé tartoznak a borsé-
b6l mint magasabbrendii névénybdl [Pisum sativum: J. Biochem. 77, 845
(1975)] és a metanolt hasznosité élesztéfajokbdl, mégpedig a Candida
boidinii-bdl [Eur. J. Biochem. 62, 151 (1976)], Candida methylica-bol [Eur. J.
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Biochem. 152, 657 (1985)], Candida methanolica-b6l (FEMS Microbiol. Lett.
48, 139 (1987)], Kloeckera sp.-bdl (Agric. Biol. Chem. 38, 111 (1974)],
Pichia pastoris-bol [Agric. Biol. Chem. 47, 2547 (1983)] és Lipomyces
methanosilviensis-b6l (JP-A-60-241887) szdrmaz6é enzimek t6bbek kozott.
Azonban ezek az enzimek mind mutatnak olyan hidnyossagokat, amelyek mi-
att ipari felhaszndlasra nem alkalmasak, mégpedig alacsony a specifikus akti-

vitasuk, Km értékiik nagy formidtra és NAD-ra és/vagy szlik pH-tartoméanyban
aktivak.

Ismeretes néhiany baktériumokbodl tisztitott és jellemzett enzim is, azonban
ezek is mind rendelkeznek bizonyos hatranyokkal ipari alkalmazas szempont-
jabol. Példaul a Pseudomonas sp. 101-b6l szarmaz6 enzimek [Eur. J.
Biochem. 99, 569 (1979)] és a Pseudomonas oxalaticus-bdl szarmazd enzimek
[Eur. J. Biochem. 83, 485 (1978)] viszonylag magas specifikus aktivitassal
rendelkeznek, azonban stabilizdlészer nélkiil instabilak. A Moraxella sp.-bdl
szarmazd enzim [J. Bacteriol. 170, 3189 (1988); JP-A-63--313580] specifikus
aktivitdsa alacsony, ¢és nagy Km értékkel rendelkezik formidtra. A

Hyphomicrobium sp.-bél szarmaz6 enzim (JP-A-2000-78970, Congress of

Japan Soc1ety for Blosmence Blotechnology, and Agrochemlstry (1999) a

kongresszuson felolvasott eléadasok osszefoglalasa 234 oldal) spec1ﬁkus ak-

tivitasa kicsi, és kis pH-tartomanyban aktiv. Ezenkiviil a Paracoccus sp.-bél

szarmazé enzim [JP-A-03-61481) Km értéke nagy formiatra.

Tovabbi probléma az, hogy mig a halogénketon vegyiiletekbdl redukalédssal
eléallithaté termékek (példaul halogénalkoholok) nagyon hasznos vegyiiletek
példaul gydgyaszati termékek kiinduldsi anyagaként, az eddig ismertetett
formiat-dehidrogendzok mind inaktivalédtak egy halogénketon vegyiilet je-
lenlétében, tehat ha egy halogénketon vegyiilet enzimatikus redukalasara
hasznalt reakcidérendszerhez adtak azokat, egyik sem volt képes regeneralni a
koenzimet. Tehat ezidaig nem volt ismert olyan formiat-dehidrogenaz, amely
j6 hatékonysaggal képes lett volna a koenzimet regenerdlni egy halogénketon

vegylilet enzimatikus redukcids reakciérendszerében.



10

15

20

25

30

A baktériumokbol szarmazé formiat-dehidrogenazokat tekintve ismertek olyan
enzimek 1is, amelyek nem igényelnek NAD-ot -elektron akceptorként
(EC1.2.2.1), ilyenek példaul az Escherichia coli-bol [J. Biol. Chem. 250, 6693
(1975)], Clostridium pasteurianum-bol [J. Bacteriol. 159, 375 (1984)],
Clostridium thermoacedticum-bél [J. Biol. Chem. 259, 1826 (1983)] szarmazé

enzimek, azonban ezeket nem lehet a NAD koenzim regeneralasara hasznalni.

A bakterialis NAD-fiiggé formiat-dehidrogenaz gének transzforméansokban
valé expressziojat tekintve ismertek a Pseudomonas sp. 101-bdl [Biotechnol.
Appl. Biochem. 18, 201 (1993)], Mycobacterium vaccae-bdl [Appl. Microbiol.
Biotechnol. 44, 479 (1995), JP-A-10-23896), Pyrococcus KODI-bo6l (JP-A-
2000-69971), Hyphomicrobium sp.-bél [JP-A-2000-78970 Congress of Japan
Society for Bioscience, Biotechnology, and Agrochemistry (1999), a kong-
resszuson felolvasott eléadasok osszefoglalasa, 234. oldal] szarmazo6 gének,
azonban eddig nem volt ismert olyan formiat-dehidrogenaz gén, amely

Thiobacillus génuszba tartozé mikroorganizmusbél szarmazott volna.

Ismert, hogy a Thiobacillus génuszba tartozé baktériumok formiat-dehidro-

genaz aktivitassal rendelkeznek nyers enzimoldatokban [J. Bacteriol. 131, 389

- (1977)], azonban nem volt ismert az ilyen enzim tisztitisa és izolédldsa, sem

annak jellemzése, tovabba az sem ismert, hogy a megfeleld relevans gént va-

laha is izoléaltak volna.
A talalményt 6sszefoglaloan az alabbiakban ismertetjiik.

A taldlmany olyan formiat-dehidrogendzra vonatkozik, amely az eddig ismert
formiat-dehidrogenazok emlitett hatrdnyaitél mentes, mint amilyen az ala-
csony enzimaktivitds, az alacsony specifikus aktivitds, a nagy Km érték for-
miatra és NAD-ra, a sziikk hdmérséklet- és pH-tartomanyban mutatott stabili-
tas, és mikodoképesség sziikk pH-tartomanya, azonban ipari alkalmazhatésag
szempontjabol jé tulajdonsagokkal rendelkezik, példdul j6 toleranciat mutat
halogénketon vegyiiletekkel szemben, valamint eljardsra a fenti enzim el8al-
litasara. A talalmany tovabbi targya eljaras a koenzim j6 hatékonysaggal tor-

ténd regeneralasara még enzimatikus redukcids reakcidrendszerekben is, kiils-
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ndsen halogénketon vegyiiletek enzimatikus redukciojdban, ahol az ismert

formiat-dehidrogenédzok inaktival6dnak.

A technika fent ismertetett adllasanak ismeretében kiterjedt sziirévizsgéalatot
végeztiink olyan talajbél szarmazdé mikroorganizmusokra, amelyek formiat-
dehidrogendz aktivitassal rendelkeznek, és ennek eredményeként elséként
izolaltunk egy Thiobacillus génuszba tartozé mikroorganizmus térzset, amely
olyan formiat-dehidrogenazt képes termelni, amely ipari méretekben is elfo-
gadhatd tulajdonsagokkal rendelkezik. Ebbdl a mikroorganizmus torzsbol
izolaltuk és tisztitottuk a formiat-dehidrogenazt, és sikeriilt egy formiat-dehid-
rogenaz gént is izoldlni, és ezt a gént egy gazda mikroorganizmusban
expresszalni. Ezenkiviill azt talaltuk, hogy a talalmany szerinti formiat-
dehidrogenaz halogénketon vegyiiletekkel szemben tolerdns, és a koenzim re-
generalasara j6 hatékonysaggal képes még egy halogénketon vegyiilet enzima-
tikus redukcids rendszerében is.

A talalmany targyat tehat egy polipeptid képezi, amely halogénketon vegyii-
letekkel szemben tolerans, és formiat-dehidrogenaz aktivitast mutat.

A talalmany targya tovabba egy polipeptid, amely az alabbi fizikai-kémiai tu-

lajdonsagokkal rendelkezik:
(1) hatas: koenzimként NAD alkalmazasdval a formiatokat oxidalja és szén-

dioxidot termel;

(2) moéltémeg: koriilbeliil 9 x 10*;

(3) Km érték formiatra: 1,6 mM;

(4) Km érték NAD-ra: 0,048 mM;

(5) mikodoképességének hémérséklettartomanya: 20 °C - 65 °C, optimalis
hémérséklet 50 °C - 60 °C;

(6) mitkodképességének pH-tartomanya: 5,0 - 10,5, optimalis pH: 5,5 - 9,5;

(7) a stabilitas hdmérséklettartomanya: 50 °C f6l6tt nem stabil;

(8) a stabilitas pH-tartomanya: 4,5 - 9,0.
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A taldlmany szerinti fenti polipeptid nemcsak tolerans halogénketon vegyiile-
tekkel szemben, hanem nagy specifikus aktivitassal rendelkezik, kis Km ér-
tékkel rendelkezik formidtra és NAD-ra, széles h6mérséklet- és pH-tarto-
méanyban stabil, széles hémérséklet- és pH-tartomanyban aktiv, és minden

olyan jellemzdvel bir, amely alkalmassa teszi ipari felhasznalasra.

A taldlmény tovabbi targyat képezik az alabbi polipeptidek:

(a) polipeptid, amely a szekvencialistaban 1. szdmu szekvenciaként azono-
sitott aminosav-szekvenciat tartalmazza;

(b) polipeptid, amely a szekvencialistdban 1. szamu szekvenciaként azono-

sitott aminosav-szekvenciabdl egy vagy tobb aminosav szubsztituci6ja-

crec 7

val, inszercidjaval, delécidjaval és/vagy addicidjaval szarmaztatott ami-

nosav-szekvenciat tartalmaz, és formiat-dehidrogenaz aktivitassal ren-
delkezik.

A talalmény targyat képezi tovabba a fenti polipeptidet k6dolé DNS is.

A talalméany tovabbi targya egy alabbi DNS:

(c) DNS, amely a szekvencialistaban 2. szamua szekvenciaként azonositott

bazisszekvenciat tartalmazza; o e

(d) DNS, amely a szekvencialistdban 2. szamu szekvenciaként azonositott

bazisszekvenciabol egy vagy tdbb bazis szubsztiticidjaval, inszercidja-

R

tartalmaz, és formiat-dehidrogendz aktivitassal rendelkezd polipeptidet

kédol.

A talalmany tovabbi targya egy alabbi DNS:

(e) DNS, amely a szekvencialistdban 3. szamu szekvenciaként azonositott
bazisszekvenciat tartalmazza;

(f) DNS, amely a szekvencialistaban 3. szamu szekvenciaként azonositott

bazisszekvenciabél egy vagy tobb bazis szubsztiticidjaval, inszerciéja-

sz
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tartalmaz, és formiat-dehidrogenaz aktivitassal rendelkezd polipeptidet
kédol.
A talalmany tovabbi targya egy rekombinadns plazmid, amely a fenti DNS-t
tartalmazza.
A taldlmény tovéabbi tirgya egy transzformaéns, amely egy gazda mikroorga-
nizmus fenti rekombinans plazmiddal val6 transzformalasaval allithaté eld.
A taldlmany tovabbi tirgya eljards formiat-dehidrogenaz eldallitasara, oly
moédon, hogy a fenti polipeptidet termelé mikroorganizmus térzset vagy a fenti
transzformdnst tenyészt6kozegben tenyésztve a fenti polipeptidet hagyjuk
termel6dni és felhalmozddni, majd begyiijtjiik.
A taldlmény tovabbi tdrgya eljards egy koenzim regeneralasira, amely meg-
engedi a fenti polipeptid, vagy a fenti polipeptidet termelé mikroorganizmus
torzs, vagy egy abbol nyert feldolgozott anyag jelenlétét egy enzimatikus re-

dukcioés reakciorendszerben.
A taldlmanyt részletesen az alabbiakban ismertetjiik.

Elsésorban ismertetjiik a taldlmany szerinti polipeptidet. A taldlméany szerinti

polipeptid. . - halogénketon vegyiiletekkel szemben- -tolerans; és - formiat- - - -

dehidrogenaz aktivitassal rendelkezik.

Ezenkiviil a taldlmany szerinti polipeptid egy olyan polipeptid, amely formiat-

dehidrogenaz aktivitdssal rendelkezik, és az alabbi fizikai-kémiai tu-

lajdonséagokkal bir:

(1) hatas: koenzimként NAD alkalmazésaval a formiatokat oxidalja és szén-
dioxidot termel;

(2) moltémeg: koriilbeliil 9 x 10%;

(3) Km érték formiatra: 1,6 mM;

(4) Km érték NAD-ra: 0,048 mM;

(5) miikodoképességének hémérséklettartomanya: 20 °C - 65 °C, optimalis
hémérséklet 50 °C - 60 °C;

(6) mikodoképességének pH-tartomdnya: 5,0 - 10,5, optimalis pH: 5,5 - 9,5;
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(7) a stabilitds hdmérséklettartomanya: 50 °C f6l6tt nem stabil;
(8) a stabilitas pH-tartomanya: 4,5 - 9,0.

Jelen esetben polipeptid formiat-dehidrogenaz aktivitasiat ugy hataroztuk
meg, hogy 340 nm-en mértiik az abszorpcié novekedését, amely 30 °C-on vagy
40 °C-on a NADH keletkezéséb6l szarmazott 500 mM natrium-formiatot és

5 mM NAD-ot tartalmazé 0,1 M foszfat pufferben (pH 7).

A méltomeget gélsziiréses kromatografidval hatiroztuk meg. A Km értéket
formiatra ugy hataroztuk meg, hogy az akivitas vizsgalatanak fenti kériilmé-

nyei kézoétt (30 °C, NAD 5 mM) mértiik az aktivitast, mikézben a natrium-

meg, hogy az aktivitds vizsgdlatanak fenti korilményei kézo6tt (30 °C, natri-

s

um-formiat 500 mM) mértiik az aktivitast, mikozben a NAD koncentraciojat
valtoztattuk.

A mikodbéképességhez sziikséges hdmérsékletet és pH-t ugy hataroztuk meg,
hogy mértiik az aktivitast, mikdzben az aktivitdsi vizsgalat fenti koriilményei
k6z6tt a homérsékletet vagy a pH-t valtoztattuk. A hdmérsékleti stabilitast ugy

értékeltiikk ki, hogy a polipeptidet az egyes hémérsékleteken 10 percen ke-

 resztiil kezeltiik, és mértiik a maradék aktivitast. A pH-stabilitast tigy hata-

roztuk meg, hogy a polipeptidet 30 °C-on 22 4ran keresztiil kezeltiik az egyes

pH értékeken, és mértiik a maradék aktivitast.

A talalmany szerinti polipeptid halogénketon vegyiiletekkel szemben tolerans.
A "halogénketon vegyiiletekkel szemben tolerdns" kifejezés a jelen Ossze-
fiiggésben azt jelenti, hogy a nyers enzimoldat maradék aktivitasa 30 °C-on,

10 mM etil-4-kloracetoacetat jelenlétében, 5 percen keresztiil torténd inku-
balds utan legalabb 25%.

A talalmany szerinti polipeptidet formiat-dehidrogenaz aktivitassal rendelkez6
mikroorganizmusokbdl nyerhetjiik. Ezért a talalmany szerinti polipeptid forra-
saként alkalmazhaté mikroorganizmusként elényésen metanolt hasznosité
baktériumokat és formiatot hasznosité baktériumokat alkalmazhatunk. Ennek

megfeleléen - a korlatozas szandéka nélkill - hasznalhatunk példéul



10

15

20

25

Thiobacillus génuszba tartozé mikroorganizmusokat. Kézelebbrél, elényds a

Thiobacillus sp., és kiilonosen elonyds a Thiobacillus sp. KNK65MA.

A fent emlitett Thiobacillus sp. KNK65MA torzset mi izolaltuk és 2001. julius
19-én helyeztiik letétbe FERM BP-7671 szamon (National Institute of
Advanced Industrial Science and Technology International Patent Organism
Depositary, Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki, Japan). A Thiobacillus
sp. KNK65MA bakteriologiai jellemzdit az alabbiakban foglaljuk 6ssze.

1. Morfoldgia

1) Kériilbelil 0,6 pm atmérdji és 1,5 x 2,5 pm hosszisaga bacillus
2) Gram festddés: negativ

3) motilitds: nem-motilis

4) sporogenezis: nem-sporazo

5) telepek husleves agar lemezen: kerek, sima teljes szél, kissé konvex, fé-

nyes, halvanysarga (attetszo)

2. Tenyésztési tulajdonsigok

. 1) Husleves folyékony tenyészet: szuszpendalt. .. = ... ... .. ... ..
2) lakmusztej: valtozatlan

3. Fizioldgiai tulajdonsagok

1) katalaz: +

2) oxidaz: +

3) O/F teszt: -

4) denitrifikacio: +

5) MR-teszt: +

6) VP-teszt: +

7) hidrogén-szulfid termelés: -

8) citromsav hasznositas
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Koser: -
Christensen: -
9) szervetlen nitrogénforras hasznositas
NaNOsj: -
(NH4)>SO0y4: -
10) keményité hidrolizis: -
11) nitrat redukcid: -
12) indol termelés: -
13) gliikk6z savanyitas: -
14) arginin-dihidrolaz: -
15) ureaz: -
16) B-galaktozidaz: +
17) eszkurin hidrolizis: +
18) zselatin hidrolizis: -
19) szaporodashoz
pH 3.,0: -
5,0: -
8,0: +
hémérséklet (°C) 30: +
50: -
20) biotin sziikséglet: +
21) anaer6b szaporodds: +
22) kénvegyiiletek hasznositasa
elemi kén: -

natrium-tioszulfat: +

: .
i

seq
.

eer
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23) etanol oxidacid: +y,

24) sav- és gaztermelés szénhidratokbdl O-F kézegben (sav/gaz)
L-arabinéz: -/-
D-gliiké6z: -/-

5 D-fruktéz: -/-
maltéz: -/-
laktéz: -/-

D-szorbit: -/-
inozit: -/-
10 keményito: -/-
D-xiléz: -/-
D-mannéz: -/-
D-galaktéz: -/-
szacharo6z: -/-
15 trehaléz: -/-
D-mannit: +/-
glicerin: -/-;

25) szubsztrat hasznositas
glikoz: +

20 L-arabinéz: -

D-mannéz: -

D-mannit: +

N-acetil-D-gliikk6zamin: -

maltoz: -

25 kalium-gliikonat: +
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n-kaprinsav: -
adipinsav: -
dl-almasav: -
natrium-citrat: -
fenil-acetat: -

A taldlmany szerinti polipeptidet termelé mikroorganizmus tenyésztékozege-
ként vizes kozeget alkalmazunk, amely f6 szénforrasként metanolt tartalmaz
nitrogénforrasokkal és tapanyagokkal, példaul szervetlen s6kkal egyiitt. Meg-
felel6 eredményeket kaptunk sok esetben, ha szerves nyom-tdpanyagokat, pél-
daul vitaminokat és aminosavakat adtunk a tapkézeghez. Nitrogénforrasként
ammoéniumsék, vizes amméoénia, ammoéniagaz, karbamid, éleszté extraktum,
peptonok, kukoricalekvar, stb. alkalmazhatok. Szervetlen s6ként foszfatokat,
magnéziumsokat, kaliumsdkat, natriumsdkat, kalciumsdkat, vassokat, szulfa-

tokat és kloridokat alkalmazhatunk.

A tenyésztést altalaban 20 és 40 °C, el6nyosen 20 és 30 °C kdzo6tti hémérsék-
lettartomanyban végezhetjiik. A tenyésztés pH-tartomanya 6,0 - 9,0, és el-
nyosen 7,0 - 9,0 lehet. A tenyésztés lehet folyamatos vagy szakaszos.

A tenyészt6kozegbdl vald elvalasztast és tisztitdst Gigy végezhetjiik, hogy a
sejteket a tenyésztés befejeztével példaul a tenyészték6zeg centrifugaldsaval
osszegyljtjlik, €s a sejteket példdul ultrahanggal feltarjuk,, ily médon kinyer-
jik a nyers enzimoldatot. A taldlmany szerinti polipeptidet a nyers enzimoldat
tisztitdsédval allithatjuk eld, a tisztitast példaul kisézassal vagy oszlopkroma-
tografidsan végezhetjiik.

A taldlmany szerinti polipeptid lehet egy nativ enzim, amelyet a fentiek sze-
rint nyeriink a mikroorganizmusbdl, vagy rekombindns enzim, amelyet

rekombinans géntechnolégia alkalmazasaval allitunk el6.

Nativ enzimként a szekvencialistaban 1. szamu szekvenciaként azonositott

polipeptidet emlithetjiik.
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A talalmany szerinti polipeptid egy olyan polipeptid is lehet, amely az 1. sz4-
mu szekvenciaként azonositott aminosav-szekvenciabol egy vagy tobb amino-

« sy

maztatott aminosav-szekvenciat tartalmazza, és formiat-dehidrogenaz aktivi-

tassal rendelkezik.

srcs

jol ismert médszerekkel allithato eld, példaul hely-specifikus mutagenezissel,
egy vagy tobb aminosav fent emlitett szubsztiticidja, inszercidja, delécigja
és/vagy addiciéja utjan. A killénosen megfeleld eljardsok szakirodalombol is-

mertek [lasd példaul Nucleic Acid Res. 10, 6487 (1982); Methods in
Enzymology 100, 448 (1983)].

A "formiat-dihidrogenaz aktivitassal rendelkez6 polipeptid" kifejezés barmely
olyan polipeptidet jelent, amely az 1. szdmu szekvenciaként azonositott ami-
nosav-szekvenciat tartalmazé polipeptid aktivitasanak legalabb 10%-at, el6-
nyosen legalabb 40%-at, még eldnydsebben legaldbb 60%-at, ennél is elényo-

sebben legalabb 80%-4t mutatja az aktivitds vizsgilatdnak fent ismertetett ko-

Az alabbiakban a taldlmany szerinti DNS-t ismertetjiik. A taldlmany szerinti
DNS barmely olyan DNS lehet, amely egy fent definialt polipeptidet kédol. Ez
lehet példaul egy olyan DNS, amely a szekvencialistaban a 2. vagy 3. szamu
szekvenciaként azonositott bazisszekvenciat tartalmazza. Ezenkiviil ez lehet
barmely olyan DNS, amely a 2. vagy 3. szdmu szekvenciaként azonositott ba-
zisszekvenciabdl egy vagy tobb bazis szubsztituciéjaval, inszercidjaval,

e 7y

zik, és formiat-dehidrogenaz aktivitassal rendelkezd polipeptidet kodol.

Az "egy vagy tobb bazis szubsztiticidjdval, inszercidjaval, deléciojaval

¢s/vagy addiciojaval szarmaztatott bazisszekvencia" egy olyan bazisszekven-

s

szubsztitualhatd, inszertalhatd, tordlheté és/vagy hozzaadhato [lasd példaul
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Supplemental Issue, Tanpakushitsu, Kakusan, Koso (Protein, Nucleic Acid
and Enzyme), PCR Method for Gene Amplification, TAKKAJ, 35 (17), 2951-
-3178 (1990) vagy Henry A. Erlich (szerk.) (japan forditdsat lektoralta
Ikunoshin Kato): PCR Technology (1990)].

Ezenkiviil ez lehet egy olyan DNS is, amely a 2. vagy 3. szdmu szekvencia-
ként azonositott bazisszekvenciat tartalmazé DNS-sel hibridizal szigoru ko-

riilmények ko6zott, és formiat-dehidrogendz aktivitassal rendelkez6 polipep-
tidet kédol.

A "DNS, amely a 2. vagy 3. szamu szekvenciaként azonositott bazisszekven-
ciat tartalmazé DNS-sel szigori koriilmények kozott hibridizal" kifejezés egy
olyan DNS-t jelent, amelyet kolénia hibridizaciéval, plakk hibridizaci6val,
Southern hibridizaciéval vagy hasonlé mddszerrel nyerhetiink a 2. vagy 3. ba-
zisszekvenciat mint szondat tartalmazo DNS alkalmazasaval. A talalmény sze-
rinti DNS eléallitasa céljabdl szakember egyszeriien végrehajthatja az ilyen
hibridizaciés eljardsokat szakirodalomban leirtak szerint [Molecular Cloning,

2. kiadas (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989)].

A talalmany szerinti DNS (formiat-dehidrogenaz gén) a formiat-dehidrogenaz

. aktivitassal rendelkez6. fent. emlitett mikroorganizmusbdl nyerheté. A taldl- . . ,

many szerinti DNS-t példaul az alabbi eljarassal allithatjuk el6.

Elészor is, a formiat-dehidrogenaz aktivitassal rendelkezé mikroorganizmus
torzsbol tisztitott formiat-dehidrogenaz amino-terminalisanak aminosav-szek-
venciajat példaul gazfazisi protein szekvendtor alkalmazasival meghataroz-
zuk. Ezutan szintetizdljuk a fenti aminosav-szekvencia alapjan tervezett DNS
primert, és az ismert formiat-dehidrogendz gének bazisszekvenciajaval nagy

homolégiat mutato szekvencia alapjan tervezett DNS primert.

Ezutan a formiat-dehidrogenaz forrasaul szolgalé mikroorganizmusokboél izo-
laljuk a kromoszomalis DNS-t. A kromoszomalis DNS-t ugy éllithatjuk el6,
hogy a tenyésztett sejteket lizaljuk €s példaul egy feliiletaktiv szerrel, CTAB-
vel, kloroformmal, fenollal és hasonléval extrahdljuk, az extrahalt DNS-t

izopropil-alkoholbél kicsapjuk, centrifugaljuk, és a kapott DNS iiledéket eta-
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nollal mossuk [lasd példaul Current Protocols in Molecular Biology (Greene

Publishing Associates and Wiley-Interscience)].

A talalmany szerinti gén egy részét PCR alkalmazasaval allithatjuk elé a fenti
kromoszomalis DNS mint templat és a fent emlitett primerek alkalmazasaval.
Ezutan a taldlmany szerinti gén teljes hosszanak eléallitasara a fentiek szerint
eloallitott kromoszomalis DNS-t megfelelé restrikcidés enzimekkel, példaul
HindIII-mal és EcoRI-gyel emésztjiik, és agardéz-elektroforézisnek vetjiik ala.
Szondaként a fent emlitett formiat-dehidrogenaz gén egy részét képez6 PCR-
-rel eldallittott fenti DNS fragmentumot alkalmazva, Southern hibridizaciot
végziink, és a gélben detektdljuk a formiat-dehidrogenaz gént tartalmazd, és a

formiat-dehidrogenaz génben a fenti restrikciés enzimekkel nem hasitott DNS
fragmentumot.

Ezt a DNS fragmentumot a gélbol kinyerjiik, és példaul T4 DNS-ligazzal
ciklizaljuk, és a kapott DNS mint templat és a parcidlis formidt-dehidrogenaz
génnek az enzim N-terminalis és C-terminélis régidinak megfeleld bazisszek-
venciai alapjan szintetizalt DNS primerek alkalmazasaval, amelyeket PCR-rel
allitottunk el a fentiek szerint és a fenti enzim génjétdl kifelé iranyulnak,
parcidlis gén tovabbi N-termindlis és C-terminalis oldalait kodolo DNS
fragmenseket. A DNS fragmentumok szekvenalasa utdin DNS primereket szer-
kesztiink a DNS-ek azon kovetkeztetett bazisszekvenciai alapjan, amelyek az
enzim N-terminalisat kodolé DNS-t6l felfelé és C-terminalisat kédolé DNS-
-t6l lefelé jelen vannak, és megsokszorozzuk a fenti szekvencidk k6zotti DNS-
-t, ily médon a teljes hosszusagu formiat-dehidrogendz gént tartalmazé DNS
fragmentumot nyerjilk. Az igy kapott DNS fragmentum moéltdmegének meg-
hatarozasaval és parcialis bazisszekvencia analizisével igazolhatjuk, hogy az a

talalmany szerinti formiat-dehidrogendz gén teljes hosszat tartalmazza.

Ezutan a fentiek szerint eldallitott, formiat-dehidrogenaz gént tartalmazé DNS
fragmentumot egy vektor DNS-be épithetjiik be példaul T4 DNS-ligaz alkal-
mazasaval, igy rekombinans plazmidot kapunk. A fenti plazmid alkal-

mazasaval a vektorba inszertalt formiat-dehidrogendz gént tartalmaz6 DNS
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fragmentumot szekvenaljuk, hogy igazoljuk a formiat-dehidrogenaz N-ter-
minalis aminosav-szekvenciajat kdédolé bazisok jelenlétét. Ezenkivil a
transzlacid iniciacidés helyét meghatarozzuk, és a terminacioés kodontdl lefelé
es6 szekvencia mint nyilt leolvasasi keret alkalmazasaval igazoljuk, hogy ez a
bazisszekvencia viszonylag nagy homolégiat mutat az ismert formiat-dehid-
rogendz génnel, a kédolt protein az elektroforézissel meghatarozott mol-

tomegnek felel meg, stb., ezaltal a terméket mint a kivant gént azonositjuk.

Ezutan egy gazda mikroorganizmus torzset az igy kapott DNS-sel vagy a fenti

DNS vektorba valé beépitésével eldallitott rekombinans plazmiddal transz-

formalva transzformanst kapunk.

Ami a gazdat és a vektort illeti, szakirodalombdl ismert gazda-vektor rend-
szerek alkalmazhatéok [Recombinant DNA Experimentation Guidelines"
(szerk.: Life Science Section, Research and Development Bureau of Science
and Technology Agency, Japan, 1996. marcius 22.)]. Gazdaként példaul bar-
mely aldbbi génuszba tartozé mikroorganizmus alkalmazhaté: Escherichia,
Pseudomonas, Flavobacterium, Bacillus, Serratia, Corynebacterium, Brevi-
bacterium, Agrobacterium, Acetobacter, Gluconobacter, Lactobacillus,
Streptococcus és Streptomyces, tobbek kozott. Vektorként mikrobas eredetii
plazmidok és fagok, és ezek szarmazékai alkalmazhatok, amelyek a fent em-
litett gazdakban autoném replikaciéra képesek. Kiilonosen elonyds gazda mik-
roorganizmus az Escherichia coli és a megfelel6 vektor, amely a fenti mikro-
organizmusban autoném replikaciéra képes. Ilyen vektorok példaul a pUC1S8,

pUC19, pBR322, pACYC184, pSC101 és pUCNT.

A transzformansokat tekintve, a rekombinans pFT001 plazmid (amelyet a fen-
tiek szerint eldallitott DNS pUC19 vektorba valé beépitésével kapunk) vagy a
rekombinans pFT002 (amelyet a fenti DNS pUCNT vektorba val6 beépitésével
szerkesztink meg (WO 94/03613) alkalmazhaté Escherichia coli HBI0I
transzformalasara, ily moédon kapjuk az Escherichia coli HBI101 (pFT001l)
vagy Escherichia coli HB101 (pFT002) transzformédnsokat. A rekombindns
pFT001 plazmid az 1. abran, mig a rekombinans pFT002 plazmid a 2. abran

lathato.
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A taldlmany szerinti Escherichia coli HB101 (pFTO001) és Escherichia coli
HBI101 (pFT002) transzformansokat 2001. julius 19-én helyeztiikk letétbe
FERM BP-7672 és FERM BP-7673 szamon (National Institute of Advanced
Industrial Science and Technology International Patent Organism Depository,

Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki, Japan).

Az enzimtermelés novelésére egy erds strukturalis prométert tartalmazé mo-

dositott vektort alkalmazhatunk.

A taldlmany értelmében alkalmazott rekombinans DNS technolégia szakember
szamara jol ismert [lasd példaul Molecular Cloning 2. kiadas (Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 1989), Current Protocols in Molecular Biology

(Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience)].

A formiat-dehidrogenaz termelésére alkalmas taldlmany szerinti eljaras jel-
lemzéje, hogy a fent emlitett polipeptid termelésére képes mikroorganizmus
torzset a fenti polipeptid termelésére és felhalmozésara alkalmas tenyészts-

kozegben tenyésztjiik, majd a felhalmozédott polipeptidet begyijtjiik.

A formiat-dehidrogenaz elGallitasara alkalmas taldlmany szerinti eljaras jel-
lemzdje tovabba, hogy a fenti transzformanst a formiat-dehidrogenaz termelé-

halmozddott formiat-dehidrogenazt begyiijtjiik.

A formiat-dehidrogenaz eldallitasat a talalméany szerinti transzformans alkal-
mazasaval Ggy hajthatjuk végre, hogy a transzformdanst egy szokasos kozegben
tenyésztjiik. A tenyésztésre alkalmazott kézeg szénforrast, nitrogénforrast és
tapanyagokat, példaul szervetlen sékat tartalmazé szokasos kozeg lehet. Ki-
valé eredményeket gyakran értiink el akkor, ha szerves nyom-tipanyagokat,
példaul vitaminokat és aminosavakat is alkalmaztunk. Ami a szénforrast illeti,
szénhidratok, példaul gliikoz és szacharéz, szerves savak, példaul ecetsav és
egyéb savak, és alkoholok alkalmazhaték szokdsos médon. Nitrogénforrasként
ammoéniumsodkat, vizes ammadniat, ammonia gazt, karbamidot, éleszt extrak-
tumot, peptonokat, kukoricalekvart, stb. alkalmazhatunk. Szervetlen soként
kiilonféle  foszfatokat, magnéziumsokat, kaliumsdékat, natriumsoékat,

kalciumsdkat, vassokat, szulfatokat é€s kloridokat alkalmazhatunk.
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A tenyésztést 25 - 40 °C hémérséklettartomanyban végezhetjiik, azonban kii-
16nésen elényds a 25 - 37 °C tartomany. A tenyésztés pH-tartomanya 4 és 8

kozott lehet, elénydsen 5 - 7,5. A tenyésztési eljaras lehet folyamatos vagy

szakaszos.

Szilkség esetén enzimindukci6s kezelést végezhetiink, példaul metanolt, han-

gyasavat, izopropil-1-tio-B-D-galaktozidot (IPTG), laktozt vagy hasonlét ada-

golhatunk.

A koenzim regeneralasat ugy érhetjiik el, hogy megengedjiik a fenti poli-
peptid, vagy a fenti polipeptid termelésére képes mikroorganizmus tdrzs vagy
annak feldolgozott anyaga jelenlétét az enzimatikus redukciés reakciorend-
szerben. Tehat, ha a talalméany szerinti formiat-dehidrogenaz jelen van egy
enzimatikus redukcids reakciorendszerben, a koenzim j6 hatékonysaggal rege-
neralhaté. Kozelebbrdl, a koenzim hatékonyan regeneralhaté a fenti enzim je-
lenlétében még egy halogénketon vegyiilet vagy hasonlé enzimatikus redukci-

6s rendszerében is, amely a szokasos formiat-dehidrogenazt inaktivalna.

Példaul egy halogénketon, példaul etil-4-kléracetoacetat enzimatikus reduk-

cios reakcidja a talalmany szerinti formiat-dehidrogenaz alkalmazasaval a ko-

enzim regeneralasara az alabbiak szerint hajthat6 végre. . . ........ ... ..

A fenti reakciot végrehajthatjuk vizben, vagy vizben nehezen 0ld6dé szerves
oldoszerben, példaul etil-acetétban, butil-acetatban, toluolban, kloroformban
vagy n-hexanban, vagy egy kétfazisu rendszerben, amely egy fenti szerves ol-
doszerbdl és egy vizes kozegbdl all. A reakcidt ugy jatszathatjuk le, hogy a
fenti oldoszerhez hozzaadunk egy halogénketon szubsztratot, a NAD koenzi-
met, és vagy egy halogénketon-reduktazt, vagy egy fenti reduktdz aktivitassal
rendelkezd mikroorganizmust, vagy annak egy feldolgozott anyagat, és a ta-
lalmény szerinti polipeptidet (azaz halogénketonnal szemben tolerans formidt-
-dehidrogenazt) vagy a fenti polipeptidet termelni képes mikroorganizmust
vagy annak egy feldolgozott anyagat, €s az elegyet megfelelé pH szabdlyozas

mellett hangyasavval keverjiik.

A halogénketon vegyiilet nem kiilonosebben kritikus, feltéve, hogy az az al-

kalmazott reduktaz és mikroorganizmus szubsztratja lehet, ilyenek példaul az
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etil-4-klor-acetoacetat, etil-4-bromacetoacetat, etil-4-jod-acetoacetat, metil-4-
-kléracetoacetat, etil-2-kléracetoacetat, 2-klor-1-(3-piridinil)etanon, 1,1-di-
metiletil-[(1S)-3-kl6r-2-0x0-1-(fenilmetil)propil Jkarbamét, 2-kldéracetofenon,
2,3'-dikléracetofenon, kloéraceton, 1-(benziloxi)-3-kl6r-2-propanon és 1-klor-
-3-hidroxi-2-propanon, tobbek kozstt. E16ny6s szubsztratok az a-halogénketo-
nok, példaul etil-4-kléracetoacetat, metil-4-kloracetoacetat, etil-2-klérace-
toacetat, 1,1-dimetiletil-[(1S)-3-kl6r-2-oxo0-1-(fenilmetil)propil Jkarbamat,

2,3'-dikléracetofenon és 1-(benziloxi)-3-klér-2-propanon.

Ami a fenti reduktazt vagy a halogénketon vegyiilet redukaldsara képes mik-
roorganizmust illeti, tébbek k&zott a rekombindns Escherichia coli HBI0!
(pNTS1M1) (FERM BP-8059) alkalmazhatd, amely az etil-4-kloracetoacetatot
a megfeleld alkoholld képes redukalni. Ezt a rekombinans E. coli HBI0I
(pNTS1M1) térzset eredetileg 2001. junius 22-én helyeztiik letétbe, és 2002.
majus 27-én alakitottuk 4t Budapesti Egyezmény szerinti letétté, letéti szama
FERM BP-8059 (National Institute of Advanced Industrial Science and
Technology, 1-1-1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki, Japan). Magatdl értet6dden, ha
aldehid-dehidrogenazt vagy aminosav-dehidrogenazt, vagy a megfeleld akti-

vitassal rendelkezd mikroorganizmust vagy annak feldolgozott anyagat alkal-

A talalméany szerinti polipeptid termelésére alkalmas mikroorganizmusként
példaul a fent emlitett Escherichia coli HBI01 (pFTO01) vagy Escherichia
coli HB101 (pFT002) transzformans alkalmazhaté.

A "feldolgozott anyag" kifejezés a fent emlitett mikroorganizmussal kapcso-
latban a tenyésztett sejtek nyers extraktumat, liofilizalt preparatumat vagy
acetonnal széritott preparatumat, vagy a fenti sejtek szétzuzott anyagat jelenti.
Ezenkiviil ezeket alkalmazhatjuk immobilizalt enzim vagy sejt forméjaban is
szokasos modon. Az immobilizalast kiilonféle mdédszerekkel hajthatjuk végre

szakember szamara ismert médon (példaul térhélositassal, fizikai abszorpcio-
val, zarvanyképzéssel, stb.).
A reakciét 10 °C és 70 °C, elénydsen 20 °C és 60 °C kozotti hémérsékleten, és

pH 4 - 10, elénydsen pH 5,5 - 9,5 értéken hajthatjuk végre. A betoltott
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szubsztrat koncentracidja 0,1 - 90 vegyes%, azonban a szubsztratot folyamato-
san is adagolhatjuk. A reakcidt lejatszathatjuk szakaszosan vagy folyamato-
san. A talalmany szerinti reakcié végrehajthaté immobilizalt enzim, membréan

reaktor és/vagy egyéb eszkozok alkalmazaséaval.

Amint azt fent ismertettiik, a taldAlmany szerinti eljaras olyan, hogy az etil-4-
-k16r-3-hidroxibutirat vagy egyéb alkoholok, aminok, aldehidek vagy hasonlok
enzimatikus redukcios reakcioban valo elGallitasa sordan lehetévé teszi a koen-

zim hatékony regeneraci6jat, ami hozzajarul a draga koenzim felhasznédlasanak
drasztikus csdkkentéséhez.

Az abrakat réviden az alabbiakban ismertetjiik.

Az 1. dbra a taldlméany szerinti formiat-dehidrogenaz gént tartalmazé rekom-
binans pFT001 plazmid restrikciés enzim térképe.

A 2. 4dbra a taldlmany szerinti formiat-dehidrogenaz gént tartalmazé6 rekom-
binans pFT002 plazmid restrikciés enzim térképe.

A 3. 4dbra egy grafikon a talalmany szerinti formiat-dehidrogendz Km értéké-
nek meghatarozasahoz formiatra.
nek meghatarozasahoz NAD-ra.

Az 5. dbra egy grafikon a talalmany szerinti formiat-dehidrogenaz miikodokeé-

pességének hémérséklettartomanya és az optimélis hdmérséklet meghataroza-
sdhoz.

A 6. abra egy grafikon a talalméany szerinti formiat-dehidrogendz miik6ddke-
pességének pH-tartomanya és az optimalis pH meghatarozasahoz.

A 7. dbra egy grafikon a taldlmany szerinti formiit-dehidrogendz homérsékleti
stabilitasanak meghatarozasahoz.

A 8. abra egy grafikon a talalmany szerinti formiat-dehidrogenaz pH stabilita-
sanak meghatarozasahoz.

A talalmany legeldny6sebb kiviteli alakjait az aldbbiakban ismertetjiik.
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A talalményt részletesebben az aldbbi példakkal kivanjuk szemléltetni a kor-

latozas szdndéka nélkiil.

1. példa
Thiobacillus sp. KNK65MR torzs izoldlisa

A taldlmany szerinti formiéat-dehidrogenazt erdsen termeld torzset, a
Thiobacillus sp. KNK65MA-t az alabbiak szerint izolaltuk. A kiilonféle geog-
rafiai helyekrdl begy(ijtott talajmintakat 0,9%-o0s s6oldatban szuszpendaltuk.
Az igy kapott egyes feliluszékat 1% mennyiségben 7 ml cseppfolyos tapko-
zegre oltottuk le, amelynek Osszetételét az 1. tdblazat mutatja, és amely
egyetlen szénforrasként metanolt tartalmaz, majd aer6b koriilmények kozott

30 °C-on razott tenyészetet készitettiink.

1. tablazat

Metanol 8¢g
(NH4)2S04 5g
CH.POL ..........,,A,O’l.s.gv
K,HPO4 4,85¢g
MgSO4 0,5¢g
NaCl 0,1 g
CaCl, 0,1¢g
Hus-extraktum 0,1g
Elesztd-extraktum 0,1g
Polipepton 0,1g
Biotin 20 pg

Kalcium-pantotenat 2 mg
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Folsav 2 ug
Inozit 10 mg
Niacin 400 pg
p-Aminobenzoesav 200 pg
Piridoxin-hidroklorid 400 pg
Riboflavin 200 pg
Tiamin-hidroklorid 400 pg
Borsav 500 pg
CuSOg4 40 pg
KI 100 pg
FeCl, 200 pg
MnSOg4 400 pg
Na;MoOy 200 pg
ZnSO4 ... 400 pg

A fenti Gsszetételt 1 literre toltottiik fel vizzel, pH 9 értékre allitottuk, auto-

klavozassal sterilizaltuk és felhasznaltuk. Azonban a metanolt a sterilizalas

utan adtuk hozza.

A bakterialis szaporodast mutaté egyes tenyésztokozegekben a sejtkoncentra-
ci6t 600 nm-en az abszorpcié mérésével analizaltuk. A fenti tenyésztdkoze-
gekbdl vett 1,5 ml mintak centrifugalasaval kapott sejteket 0,5 ml szubsztrat-
oldatban (0,1 M foszfat puffer, 0,5 M natrium-formiat, 1 mM NAD, 1% Triton
X-100, pH 7) szuszpendaltuk, és 30 °C-on 20 6ran keresztiil razatva tenyész-
tettitk cellularis reakciéhoz. A reakcidelegyet centrifugaltuk, és a feliiliszéban
a NADH mennyiségét 340 nm-en meghataroztuk. A nagy NADH hozam/sejt-
koncentracié hanyadossal rendelkezd torzseket valasztottuk ki nagy formiat-
dehidrogenaz aktivitassal rendelkezd torzsként. Ezutdn a kivalasztott tdrzs te-

nyésztékozegének 5 ml-ét centrifugéltuk, és a kapott sejteket 0,5 ml 0,1 M
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foszfat pufferben (pH 7) szuszpendaltuk, ultrahanggal feltartuk, és centrifu-

galassal, feliiluszoként kaptuk a nyers enzimoldatot.

A nyers enzimoldat formiat-dehidrogendz aktivitdsat ugy hatdroztuk meg,
hogy mértikk 340 nm-en az abszorpcio novekedését, amely 500 mM natrium-
formiatot és 5 mM NAD-t tartalmaz6 0,1 M foszfat pufferben 30 °C-on a

NADH képzddésébdl szarmazott.

A protein vizsgalatokat Bradford modszerével [Anal. Biochem. 72, 248
(1976)] végeztiik, standard proteinként BSA-t alkalmazva.

A formiat-dehidrogenaz o-halogénketon tolerancigjat ugy hataroztuk meg,
hogy 150 pl nyers enzimoldatot 150 pl 20 mM etil-4-kléracetoacetattal ke-
vertiink, az elegyet 30 °C-on 5 percen keresztiil inkubaltuk, és a fent ismerte-
tett moédon meghataroztuk a formiat-dehidrogenaz aktivitast, és az eredményt

ssszehasonlitottuk a kezelés elotti aktivitassal.

Ezutan abban az esetben, ha a nyers enzimoldat specifikus aktivitdsa nagy
volt, és az etil-4-kloracetoacetattal szembeni tolerancia nagy volt, a formiat-
-dehidrogenaz aktivitassal rendelkezd torzset a tenyésztdkszegbol egytelepes

médszerrel izolaltuk, és az igy kapott izolalt térzset tenyésztve nyers enzim-

aktivitasra, proteinkoncentraciora és halogénketon tolerancidra analizaltuk.
Ezutan elvégeztiik a nyers enzimoldatok specifikus aktivitasanak és halogén-
keton toleranciajanak osszehasonlitisdt minden egyes torzsre, és ennek meg-
feleléen a Thiobacillus sp. KNK65MA (FERM BP-7671) torzset valasztottuk
ki mint a nagy specifikus aktivitisu és nagy halogénketon toleranciaju

formiat-dehidrogenazt termeld legjobb torzset.

2. példa

Formiat-dehidrogendz izoldlasa és tisztitasa

A Thiobacillus sp. KNK65MA egy telepét 7 ml tapkézegbe inokulaltuk,
amelynek Osszetétele a 2. tablazatban lathatd, és aerdb koriilmények kozott,

razatassal, 28 °C-on 2 napon keresztiil tenyésztettiikk. A kapott tenyészto-

kozeget 1 térfogat% mennyiségben 100 ml/lombik termeldkodzegre oltottuk,
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amelynek Osszetétele a 3. tablazatban lathatd, és razatott tenyészetben, aerdb

koriilmények kozott, razatassal, 28 °C-on 7 napon keresztiil tenyésztettiik.

2. tablazat

5

Metanol 20g
Glicerin 10 g
Tripton 10 g
Eleszté-extraktum 5g
NaCl 5g
Az osszetételt 1 literre egészitettiik ki vizzel, pH 7-re allitottuk, autoklavo-
zassal sterilizaltuk, és felhasznaltuk. Azonban a metanolt sterilizalas utdn ad-
tuk hozza.

10 3. tablazat
Metanol 20 g
(NH4)2SO4 5¢g
KH,PO4 0,15¢g
K,HPO,4 4,85¢g
Mg SO4 05¢g
NaCl 0,1 g
CaCl, 0,1¢g
Hus-extraktum 0,1 g
Eleszté-extraktum 0,1g

Polipepton 0,1g
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Biotin 20 pg
Kalcium-pantotenat 2 mg
Folsav 2 pg
Inozit 10 mg
Niacin 400 pg
p-Aminobenzoesav 200 pg
Piridoxin-hidroklorid 400 pg
Riboflavin 200 pg
Tiamin-hidroklorid 400 ng
Borsav 500 pg
CuSOy4 40 pg
KI 100 pg
FeCls 200 pg
MnSO4 - 400 pg
Na,MoOy, 200 pg
ZnSOy4 400 pg

A fenti osszetételt vizzel 1 literre egészitettiik ki, pH 9-re allitottuk, auto-

klavozassal sterilizaltuk és alkalmaztuk. Azonban a metanolt a sterilizalas
utan adtuk hozza.

A tenyésztési fazis befejezése utin a sejteket centrifugéalassal Osszegyjtottiik,
és 1 mM ditiotreitet (DTT) és EDTA-t tartalmazé 0,1 M foszfat pufferben (pH
7,0) szuszpendaltuk. A szuszpenzidt ultrahanggal kezeltiik, hogy a sejteket
feltarjuk, és centrifugaltuk. A feliluszot 25 - 60% telitettségli ammonium-
_szulfattal kisoztuk, és a csapadékot centrifugalassal Osszegyiijtottiik. Ezt a
frakciét 1 mM DTT-t és EDTA-t tartalmazo 0,01 M foszfat pufferben (pH 6,5)

oldottuk, és az oldatot azonos dsszetételii pufferrel szemben dializaltuk. Ezu-
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tin DEAE-Sepharose-on (Pharmacia terméke) oszlopkromatografiat végez-
tiink, és az oszlopot azonos Osszetételli pufferrel mostuk, az eludlast 1 mM
DTT-t és EDTA-t tartalmazé 0,1 M foszfat pufferrel (pH 6,5) végeztiik. Az
aktiv frakcidkat osszegyijtottiik, és 24%-os telitettségig ammonium-szulfitot
adtunk hozza, majd TSKgel Phenyl Toyopearl 650 M kromatografias oszlopra
(Tosoh Corporation terméke) vittiik, és az eludlast 24 - 0% telitettségig am-
monium-szulfat gradienssel végeztiik 1 mM DTT-t és EDTA-t tartalmazé 0,1
M foszfat pufferben (pH 6,5). Az aktiv frakci6khoz amménium-szulfatot ad-
tunk 70% telitettségig, majd a centrifugdldssal kapott iiledéket 1 mM DTT-t és
EDTA-t tartalmaz6 0,01 M foszfat pufferben (pH 6,5) oldottuk, majd azonos
Osszetételii pufferrel szemben dializéltuk. Ezutdn a dializis utdn a kapott
anyagot Blue Sepharose 6 Fast Flow (Pharmacia terméke) kromatografias
oszlopra vittiik, és az oszlopot azonos 6sszetételii pufferrel mossuk, majd az
elualast azonos Osszetételi pufferben 0,5 M - 0 M NaCl gradienssel végeztiik.
Az aktiv frakcidokat 6sszegyijtottiik, ultrasziir6 membranon (kizarasi mol-
tomeg 10000) koncentraltuk, és 1 mM DTT-t és EDTA-t tartalmazé 0,01 M
foszfat pufferrel (pH 6,5) szemben dializadltuk. A kapott anyagot Gigapite

(Seikagaku Corporation terméke) tdltetli oszlopon kromatografaltuk. Az osz-

lopot ‘1 mM DTT-t és EDTA-t tartalmazé6 2 mM foszfat pufferrel (pH 6,5) -

mostuk, majd az elualast 1 mM DTT-t és EDTA-t tartalmaz6 50 mM foszfat
pufferrel (pH 6,5) végeztiik. Az aktiv frakcidkat 6sszegyiijtottiik, és SDS-po-
liakrilamid elektroforézissel analizaltuk. Ennek eredményeként a formiat-

dehidrogenazt egyetlen savként detektaltuk, ami az ily médon tisztitott enzim
nagy tisztasagat bizonyitja.

3. példa

Az enzim tulajdonsagai

A 2. példa szerint elballitott, tisztitott formidt-dehidrogendz tulajdonsagait az

alabbiak szerint vizsgaltuk.

Specifikus aktivitds

A kapott formiat-dehidrogendz aktivitdsat Ggy vizsgaltuk, hogy 340 nm-en

mértitk az abszorpcié novekedését, amely a NADH keletkezésébdl szdarmazott
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500 mM natrium-formiatot és 5 mM NAD-t tartalmazé 0,1 M foszfat puffer-
ben (pH 7) 30 °C-on vagy 40 °C-on. Ebben az dsszefiiggésben az 1 pmol
NADH-t 1 perc alatt eredményez6 enzimmennyiséget definialtuk 1 egységnek.
A protein vizsgalatot Lowry mddszerével hajtottuk végre, standard proteinként
BSA-t alkalmazva. A tisztitott formiat-dehidrogenaz specifikus aktivitdsa 7,6

u/mg protein (30 °C-on) vagy 13,3 u/mg protein (40 °C-on).

Km értékek meghatarozasa

A Km értékeket formiatra és NAD-ra az aldbbiak szerint hatiroztuk meg. A
formiatra a Km értéket ugy hataroztuk meg, hogy mértiik az aktivitast a natri-
um-formiat valtozé koncentracioi alkalmazasaval a fenti specifikus aktivitasi
vizsgalat kériilményei kozé6tt (30 °C, NAD 5 mM), és a Km értéket a NAD--ra
ugy hataroztuk meg, hogy a NAD véltozé koncentraciéval mértiik az aktivitast
a fenti specifikus aktivitasi vizsgalat kériilményei kozoétt (30 °C, natrium-
formiat 500 mM). A 3. és 4. abran V jelenti az enzim reakcidésebességét, S je-
jelenti. A Km értéket a 3. abrabol a formidtra 1,6 mM-nek, és a 4. abrabol

NAD-ra 0,048 mM-nek talaltuk.

A mikodoképesség hdmérséklettartomanya €s-az optimalis- homérséklet - -

A miikodéképesség hdmérséklettarttomanyat és az optimalis hdmérsékletet is
megvizsgaltuk. Az 5. dbra grafikusan mutatja a relativ aktivitast az egyes ho-
mérsékleteken, a 30 °C-on mért aktivitast 100%-nak véve. A pH-t konstans 7
értéken tartottuk az 6sszes hdmérsékleten. A talalmany szerinti enzim jél mi-

kodott 20 °C és 65 °C kézott, az optimalis hémérséklet 50 - 60 °C volt.

Miikodéképesség pH-tartomanya és az optimalis pH

A miik6dSéképesség pH-tartomanyat és az optimalis pH-t is megvizsgaltuk. A
6. abran grafikusan mutatjuk az egyes pH-értékeken a relativ aktivitast, a pH
5,6 értéken mért aktivitast 100%-nak véve. A vizsgalat sordn a hdmérsékletet
konstans 30 °C-on tartottuk minden pH értéknél. A taldlmany szerinti enzim

jol miikédétt pH 5,0 - 10,5 tartomanyban, az optimalis pH 5,5 - 9,5 volt.
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Hostabilitds

Megvizsgaltuk a hdstabilitast is. A 7. dbra szerinti grafikont ugy szerkesztet-
tik meg, hogy 0,1 M foszfat pufferben (pH 7) minden egyes hdmérsékleten 10
perc kezelés utan meghataroztuk a maradék aktivitast, a 0 °C-on mért aktivi-
tast vettiik 100%-nak. A talalmany szerinti enzim 50 °C-ot nem meghaladé

hémérsékleteken stabil volt.

pH-stabilitds

Megvizsgaltuk a pH-stabilitast is. A 8. dbra szerinti grafikont ugy szerkesz-
tettiik meg, hogy valtozé pH mellett 30 °C-on 22 6ras kezelés utan meghata-
roztuk a maradék aktivitast, a pH 7,5 értéken mért aktivitast 100%-nak véve.

A talalmany szerinti enzim viszonylag stabil volt pH 4,5 - 9,0 tartoméanyban.

Mo6ltomeg meghatarozasa

Gélsziiréses kromatografids meghatdrozas szerint az enzim moéltdmege koze-

litéleg 9 x 10* (9 x 10* = 5 x 10%).

4. példa

Formiat-dehidrogenaz gén izolilasa

Az 1. példaban leirtak szerint tenyésztett Thiobacillus sp. KNK6SMA sejteket
elészor is lizaltuk, és egy feliiletaktiv szerrel, CTAB-vel, kloroformmal, fe-
nollal vagy hasonléval extrahaltuk, és az extrahalt DNS-t izopropil-alkoholbél
kicsaptuk és centrifugaltuk. Az iledékként kapott DNS-t etanollal mostuk, ily
médon kromoszomalis DNS-t kaptunk [Current Protocols in Molecular
Biology (Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience)]. A kivant
formiat-dehidrogenaz gén eléallitasdra a tisztitott formidt-dehidrogenaz ami-
no-terminalis aminosav-szekvenciajat gazfazisi protein szekvenatorral vagy
hasonléval meghataroztuk, és a fenti aminosav-szekvencia alapjan tervezett, a
szekvencialistaban 4. szamu szekvenciaként azonositott DNS vegyes primer
(primer-1) és az ismert formiat-dehidrogenaz gének bazisszekvenciijaval nagy
homolégiat mutato szekvencia alapjdn tervezett, a szekvencialistaban 5. szamu
szekvenciaként azonositott DNS vegyes primer (primer-2) alkalmazasaval el-

végeztilk a PCR-t, templatként a fentiek szerint kapott kromoszomalis DNS
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alkalmazasaval. A 4., illetve az 5. szamu szekvenciaként azonositott szekven-
ciakban n jelentése adenin, guanin, citozin vagy timin, r jelentése adenin vagy
guanin és y jelentése citozin vagy timin. A PCR eredményeként eléallitottuk a
kivant formiat-dehidrogenaz gén egy részét. Ezutdn a kivant gén teljes
hosszanak eldallitasara az el6zéekben kapott kromoszomalis DNS fragmenset
Sacl, Xbal, HindIll, Clal, BamHI, PstI és EcoRI restrikcios enzimekkel hasi-
tottuk, majd agaréz gélen elektroforézist végeztiink é€s Southern hibridizaciot
hajtottunk végre, szondaként a PCR-rel kapott parcialis formiat-dehidrogenaz
gén DNS fragmenseinek alkalmazasaval. Ennek eredményeként a formiat-
dehidrogenaz gént tartalmazé savot kaptuk, amelyet az EcoRI vagy HindIII
hasitas esetében detektaltunk, ami azt mutatta, hogy a formiat-dehidrogenaz
gént az alkalmazott restrikciés enzim nem hasitotta, és a formiat-dehidrogenaz
gént tartalmazé DNS fragmens kicsi volt. A fenti DNS fragmensek gélbdl valé
kinyerése utan T4 DNS-ligazzal ciklizalast végeztiink, €s a kapott EcoRI vagy
HindIII hasitasokboél szarmazé DNS-t templatként alkalmazva szintetizaltuk az
enzim géntdl kifelé iranyulé DNS primereket (a szekvencialistaban 6., illetve
7 szamu szekvenciaként azonositott primer-3, illetve primer-4), a PCR-rel

fentiek szerint kapott parcialis formiat-dehidrogenaz génnek megfeleld enzim

N-terminalis és C-terminalis végének megfelels bazisszekvencidk alapjan. Ily

médon egy kiilsé gén szegmenseket tartalmazo DNS fragmentumot kaptunk,
amelyek az elézdleg kapott parciélis génben nem voltak jelen. A fenti DNS
fragmentum bazisszekvencidjinak meghatdrozasa utan egy Pstl restrikcids en-
zim restrikciés helyével kombinalt DNS primer (primer-5) alkalmazasaval,
amelynek szekvenciaja megfelel a szekvencialistaban 8. szamu szekvenciaként
azonositott, az enzim N-terminalisat kédolo6 DNS-t61 felfelé elhelyezkedd, ko-
vetkeztetett bazisszekvencianak, egy EcoRI restrikciés enzim restrikcids he-
lyével kombinalt DNS primer (primer-6) alkalmazasaval, amely a szekvencia-
listaban a 9. szamu szekvenciaként azonositott, az enzim C-terminalisat ké-
dol6 DNS-t5]1 lefelé elhelyezkedé kovetkeztetett bazisszekvencianak felel
meg, a fenti hatdrolé régidk kozotti DNS-t PCR-rel felergsitve kaptunk egy
DNS fragmentumot (szekvencialistaban 2. szamu szekvenciaként azonositott

szekvencia), amely a formiat-dehidrogenaz gént teljes hosszisagban tartal-



10

15

20

25

. -
X IEYY

- 29 -

mazta. Az igy kapott DNS fragmentum moéltomeg meghatarozasanak és parci-
alis bazisszekvencia analizisének alapjan megerdsitettiik, hogy a fragmentum
a formiat-dehidrogenaz gén teljes hosszat tartalmazza (szekvencialistaban 3.

szamu szekvenciaként azonositott szekvencia).

5. példa

Formiat-dehidrogenaz gént tartalmazé rekombinans plazmid szerkesztése
és a gén analizise

A 4. példa szerint eldallitott formiat-dehidrogenaz gént tartalmazé DNS frag-
mentumot Pstl és EcoRI restrikciés enzimekkel hasitottuk, T4 DNS-ligaz al-
kalmazasaval az ugyenezen enzimekkel hasitott pUC19 vektor plazmiddal
kombinaltuk, ily modon kaptuk az 1. abra szerinti restrikcids enzim térképpel
abrazolt, formiat dehidrogenaz gént tartalmazdé rekombinans pFT001 plazmi-
dot. Az 1. abran az FDH gén a talalméany szerinti formiat-dehidrogenaz gént
jelenti.

Az igy kapott pFT001 plazmid alkalmazasaval a 4. példa szerint eldallitott,
Pstl és EcoRI helyekkel hatarolt DNS fragmentum bazisszekvenciajat anali-

zaltuk. Ennek eredményeként kimutattuk a tisztitott formiat-dehidrogenazra

" meghatarozott N-terminalis aminosav-szekvenciat kodolé béazisok jelenlétet.

Ezenkiviil meghataroztuk a transzldcios inicidcios helyet is, és a terminacios
kodontol lefelé esé szekvencia mint nyilt leolvasasi keret alkalmazéaséaval
megerdsitettiik, hogy ez a bazisszekvencia homolég az ismert formiat-dehid-
rogenaz gén szekvenciajaval, és hogy az ezzel kédolt protein megfelel az
elektroforézissel meghatarozott moltdmegnek. Az igy kapott, a formiat-de-
hidrogenaz gént teljes hosszisagaban tartalmazo DNS fragmentum bézisszek-
venciajat a szekvencialistaban 2. szami szekvenciaként azonositott szekvencia
mutatja, a nyilt leolvadasi keret bazisszekvenciajat a szekvencialistaban 3.
szamu szekvenciaként azonositott szekvencia mutatja, és a bazisszekvenciabol

kovetkeztetett aminosav-szekvenciat a szekvencialistaban 1. szamu szekvenci-

aként azonositott szekvencia mutatja.
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6. példa
Formiat-dehidrogeniz gént erdsen expresszilé rekombinans plazmid

szerkesztése

A formiat-dehidrogenaz gén N-terminalis, illetve C-terminalis régioinak Ndel
és Pstl restrikcios helyekkel vald kombinalasaval a 4. példa szerint eldallitott
szekvenciaval rendelkezd primereket (primer-7, primer-8) alkalmazva, ame-
lyek szekvencidjat a 10., illetve 11. szamt szekvenciaként azonositott szek-
vencia mutatja, a koztiik 1évé DNS PCR-rel t6rténé megsokszorozasaval kap-
juk azt a nyilt leolvadasi keret DNS fragmentumot, amelyet a szekvencialista

3. szamu szekvenciaként azonositott szekvencidja mutat.

Ezt a DNS fragmentumot Ndel és Pstl restrikcios enzimekkel hasitottuk, és
DNS ligaz alkalmazisdval ugyanezen enzimekkel hasitott pUCNT vektor
plazmiddal (WO 94/03613) kombinélva megszerkesztettik a pFT002
rekombinans plazmidot, amelyet Ggy terveztiink, hogy a formiat-dehidrogenaz
gént nagyobb koncentraciéban expresszalja, mint a pFT001, és amelyet a 2.
4bran bemutatott restrikcios enzim térkép reprezental. A 2. abran az FDH gén
a talalmany szerinti formiat-dehidrogenaz gént jelenti.
7. példa

Transzformans szerkesztése a formiat-dehidrogenaz gént tartalmazé

rekombinans DNS alkalmazasaval

Az 5. és a 6. példa szerint eldallitott rekombinans pFT001 és pFT002 plazmi-
dokat kompetens Escherichia coli HB101 sejtekkel 6sszekeverve elvégeztiik a
transzformalast, majd az elegyet a 4. tablazatban bemutatott osszetételti agar
kozegben szélesztve telepek formajaban nyertik a formiat-dehidrogenaz gént
tartalmazé rekombinans DNS-sel rendelkezé Escherichia coli HBIO01

(pFTOO1) vagy Escherichia coli HB101 (pFT002) transzformansokat.
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4. tablazat

Tripton 10 g
Eleszté-extraktum 5g
NaCl 10 g
Agar 15 mg
Ampicillin 100 mg

A fenti 3sszetételt ionmentes vizzel 1 literre toltottiikk fel, pH 7 értékre alli-

tottuk, és autoklavozassal sterilizaltuk. Az ampicillint azonban a sterilizalas

utan adtuk az elegyhez.

A kapott transzformans telepeket 10 ml folyékony tapkézegre oltottuk le,
amelynek Osszetételét az 5. tablazat tartalmazza, és razatott tenyészetben

aer6b korilmények kozott 37 °C-on 20 6rén keresztiil tenyésztettiik.

5. tablazat

Tripton 16 g
Elesztd-extraktum 10 g
NaCl 5¢g
Ampicillin 100 mg

A fenti Osszetételt ionmentes vizzel 1 literre toltottiik fel, pH 7 értékre alli-

tottuk, és autoklavozassal sterilizaltuk. Az ampicillint azonban a sterilizalas
utan adtuk az elegyhez.

A sejteket a kapott tapkozegbdl centrifugalassal 6sszegytijtsttik, 0,1 M fosz-
fat pufferben (pH 7) szuszpendaltuk, ultrahanggal feltartuk, és centrifugilassal

eltavolitottuk a sejtbdl szarmazé oldhatatlan anyagokat, ily médon kaptuk a

transzformans FDH enzimoldatot. A fenti enzimoldat 0,1 ml részét 1,5 ml 1 M
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natrium-formiattal (pH 7, 0,1 M foszfat pufferben), 0,15 ml 0,1 M NAD-dal
és 1,25 ml 0,1 M foszfat pufferrel (pH 7) elegyitettiik, és az abszorpcid valto-
24sat 340 nm-en 30 °C-on meghataroztuk. Ennek eredményeként azt talaltuk,
hogy az abszorpcié novekedik az NADH képzédése miatt, jelezvén, hogy

mindkét transzformans rendelkezik formiat-dehidrogenaz aktivitassal.

8. példa

A formiat-dehidrogeniz halogénketon toleranciaja

A fenti enzim és egyéb FDH-k tolerancidjat kiilonféle halogénketon vegyiile-
tekkel szemben az alabbiak szerint vizsgaltuk. A 7. példa szerint eléallitott
rekombinans Escherichia coli HB101 (pFT002) térzset, amely a pFT002-vel
integralt KNK65MA FDH gént tartalmazza, 500 ml-es Sakaguchi lombikban
sterilizalt 100 ml cseppfolyés tapkozegre oltottuk le, amelynek Gsszetételét az
5 tablazat tartalmazza, és razatva tenyésztettiik aerob korilmények kozott
37 °C-on 20 6ran keresztiil. A kapott tenyészkozeget centrifugalva §sszegytj-
tottitk a sejteket, amelyeket azutan 0,1 M foszfat pufferben (pH 6,5) szusz-
pendaltunk, ultrahanggal roncsoltunk, €s centrifugaléassal eltavolitottuk a sejt-

bél szarmazé oldhatatlan anyagokat, ily médon transzformans FDH enzimol-

A KNK607 torzsbél (WO 02/46427) szarmazo FDH-t expresszalo
rekombinans Escherichia coli HB101 (pFA002) térzset hasonlé moédon te-
nyésztve kaptuk a transzformans FDH enzimoldatot. Ezenkiviil a Candida
boidinii (ATCC 32195) torzset 100 ml 1. példaban ismertetett tapkozegre (pH
6,0) oltottuk, és razatva tenyésztettitk aerob koriilmények kozétt 28 °C-on 72

6ran keresztiil, ily modon is FDH enzimoldatot kaptunk.

A fentiek szerint eldallitott mindhdrom sejtmentes extraktumhoz 1:1 ardnyban
hozzaadtuk a 6. tablazatban dsszefoglalt kiilonféle halogénketonokat 20 mM
koncentraciéban (azonban az l,l-dimetiletil-[(lS)-3-kl()r-2-oxo—1-(fenilmetil)-
propil]karbamétot 2 mM és az 1-(benziloxi)-3-klor-2-propanont 10 mM kon-
centracioban adtuk hozza), és az elegyet 30 °C-on 5 6ran keresztiil allni

hagytuk (azonban a 7_kléracetofenon esetén ez az idé 28,5 éra volt), majd a
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maradék FDH aktivitast meghatarozzuk. Az FDH aktivitast a 7. példaban is-
mertetett eljaras szerint vizsgéaltuk.

A 6. tablazatbol lathaté, hogy a taldlmény szerinti enzim nagyon tolerans kii-
l6nféle halogénketon vegyiiletekkel szemben az egyéb FDH enzimekkel

6sszehasonlitva. A maradék FDH aktivitast a kezelés utadn kapott szazalékos

maradék aktivitassal fejezziik ki, a kezeletlen sejtmentes extraktum aktivitasat

100%-nak véve.
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6. tablazat

Halogénketon Maradék FDH aktivitas (%)
Képlet Név KNK65MA | KNK607 | Candida
boidinii
o Etil-4-kloracetoacetat 100,7 20,1 14,3
o I cook
o Etil-4-broémacetoacetat 24.1 0,0 0,0
Br M _ cookt
o Etil-4-jodacetoacetat 12,1 0,0 0,0
o Metil-4-kléraceto- 100,0 13,1 14,9
a AL oo | acetst
o | Etil-2-kléracetoacetat | 100,0 | 251 54
COOTR:
Ct
QVA 2-K16r-1-(3-piridinil)- 90,1 6,1 1,5
N 1
Q etanon
0
) 1,1-Dimetiletil-[(1S)- 100,0 81,6 31,3
% -3-kl6r-2-oxo-1-(fenil-
BocHN o . . ,
o metil)propil lkarbamat
2-Kléracetofenon 100,7 100,0 29,4
G\(‘ca
0
T 2,3'-Dikléracetofenon 97,9 27,0 74
(¢]
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Kléraceton 100,0 46,2 38,2

(8}
0 1-(Benziloxi)-3-klor- 100,7 1,6 4.5
U\OYG -2-proapnon
Ho /\'{\Cl 1-K16r-3-hidroxi-2- 80,1 11,7 14,7
o -propanon

9. példa

Eljiris egy koenzim regenerilasira, amely megengedi egy FDH gént tar-
talmazé rekombinans Escherichia coli jelenlétét az etil-4-kléracetoacetat
enzimatikus redukciés rendszerében

A 7. példa szerint kapott, KNK65MA-b6l szirmazé FDH-t expresszalo
Escherichia coli HB101 (pFT002) torzset, és a KNK607-bél szarmazé FDH-t
expresszalé Escherichia coli HB101 (pFT002) torzset (WO 02/46427), 500
ml-es Sakaguchi-lombikban sterilizalt 60 ml folyékony tapkozegre oltottuk,

amelynek dsszetételét az 5. tablazat mutatja; és: 37 °C-on 9 6ran keresztiil ra- . ...

zatva tenyésztettiik. A kapott tenyészkozegeket 500 ml-es Sakaguchi-
lombikban sterilizalt 100 ml 5. tablazat szerinti osszetételii cseppfoly6s ko-
zegre oltottuk 1% mennyiségben, és 37 °C-on 46 o6ran keresztiil razatva te-
nyésztettiik. A kapott tenyésztékozeget centrifugalassal Otszorésére koncent-
raltuk, és ultrahangos kezeléssel kaptuk az FDH enzimoldatot. Masrészrdl,
egy 4-halogénacetoacetat redukalasara reduktaz enzimként torténé alkalma-
zéasra, a rekombinans Escherichia coli HB101 (pNTS1M1) (FERM BP--8059)
tsrzset 500 ml-es Sakaguchi-lombikban sterilizalt 100 ml 5. tablazatban fel-
tiintetett 6sszetételii tapkdzegbe inokulaltuk, és 37 °C-on 23 4ran keresztiil ré-‘
zatva tenyésztettitkk, 10-szeresére koncentraltuk, és a sejteket feltartuk. Az
FDH enzimoldat fenti 6tszdros koncentratumanak 6 ml-jéhez 9,25 ml feltart
HB101 (pNTS1M1) térzset, 25 mg NAD'-ot, 1 g natrium-formiétot és 6 g etil-

4-kl6racetoacetatot adtunk, majd hozzaadtunk 14,75 ml ioncserélt vizet, és 30



10

15

20

- 36 - cee . ve v 0..

ml butil-acetattal 60 ml ssztérfogatra allitottuk. A pH-t 6,5 értéken tartottuk
5 M vizes hangyasavoldattal, és a reakcidt 30 °C-on, keverés kdzben 3,5 dran
keresztiil jatszattuk le. A reakcio befejezédése utan a reakcidelegyet butil-ace-
tattal extrahaltuk, és az extraktumot analizaltuk. Abban a rendszerben, ahol a
koenzimet a talalméany szerinti, KNK65MA-bdl szarmazo FDH alkalmazasa-
val regeneraltuk, az etil-4-kl6r-3-hidroxibutirat 100% konverziés arannyal
keletkezett. Masrészrél a KNK607-b6l szarmazé FDH alkalmazasaval a rend-

szerben az etil-4-k16r-3-hidroxibutirat konverzids aranya 26% volt.

Az etil-3-hidroxibutirat mennyiségi meghatarozasat gazkromatografidval vé-
geztiik. Eszerint egy PEG-20M Chromosorb WAW DMCS 10%, 80/100 mesh
(GL Sciences Inc. terméke) toltetti iivegoszlopon (ID 3 mm x 1 m) végeztiik el

a kromatografiat 150 °C-on. A detektalast FID-vel végeztiik.

Ipari alkalmazhatdsag

A taldlmany nagy specifikus aktivitassal, formiatra és NAD-ra kis Km érté-
kekkel, széles homérséklet- és pH-stabilitassal, széles hémérséklet- és pH-tar-
tomanyban miikodéképes €s halogénketonokkal szemben nagy tolerancidval

rendelkezé formiat-dehidrogenazt biztosit, amely ily médon ipari alkalmazas-

“ra megfelel. A talalmany tovabbi targya a fenti enzimet k6dold gént tartalma-

z6 DNS, egy vektor alkalmazasaval megszerkesztett rekombindns DNS, ¢és a
fenti plazmid alkalmazéasaval kapott transzformans. A taldlmany tovabba haté-
kony eljarast biztosit a fenti enzim eldallitasara, amely érdemi és j tulajdon-
sagokkal rendelkezik, és eljarast egy koenzim regeneralasara nagy hatékony-
saggal, amely megengedi a fenti enzim jelenlétét halogénketon vagy egyéb

vegyiilet enzimatikus redukciés rendszerében.
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A szekvencialistaban szerepl6 kétetlen szovegek forditasai

4. szekvencia:

mesterséges szekvencia neve: primer-1

n jelentése a 3. poziciéban barmely bazis
n jelentése a 9. pozicidban barmely bazis
n jelentése a 12. poziciéban barmely bazis
5. szekvencia:

mesterséges szekvencia neve: primer-2

n jelentése a 6. poziciéban barmely bazis
n jelentése a 15. poziciéban barmely bazis
6. szekvencia:

mesterséges szekvencia neve: primer-3

7. szekvencia:

8. szekvencia:

mesterséges szekvencia neve: primer-5
9. szekvencia:

mesterséges szekvencia neve: primer-6
10. szekvencia:

mesterséges szekvencia neve: primer-7
11. szekvencia:

mesterséges szekvencia neve: primer-8
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Szabadalmi igénypontok

Polipeptid, amely halogénketon vegyiiletekkel szemben tolerans, és

fomiat-dehidrogenaz aktivitassal rendelkezik.

2.

zik:

(1)

(2)
(3)
4)
(5)

(b)

4.

Polipeptid, amely az aldbbi fizikai-kémiai tulajdonsagokkal rendelke-

hatas: koenzimként NAD-ot alkalmazva a formiatokat oxidédlja és szén-

dioxidot termel;

méltomeg: korilbeliil 9 x 10%;

Km érték formiatra: 1,6 mM;

Km érték NAD-ra: 0,048 mM;

miikodoképességének hémérséklettartomanya: 20 °C - 65 °C, optimalis
hémeérséklet 50 °C - 60 °C;

miikddéképességének pH-tartomanya: 5,0 - 10,5, optimalis pH 5,5 - 9,5;

a stabilitas hémérséklettartomanya: 50 °C f6l6tt nem stabil;

Polipeptid, amely
polipeptid, amely a szekvencialistaban 1. szamu szekvenciaként azono-

sitott aminosav-szekvenciat tartalmazza;

polipeptid, amely a szekvencialistaban 1. szamu szekvenciaként azono-
sitott aminosav-szekvenciabél egy vagy tobb aminosav szubsztitici6ja-

val, inszerciéjaval, delécidjaval és/vagy addiciéjaval szarmaztatott ami-

nosav-szekvenciat tartalmaz, és formiat-dehidrogenaz aktivitassal ren-
delkezik.

A 2. vagy 3. igénypont szerinti polipeptid, amely halogénketon vegyii-

letekkel szemben tolerans.
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Az 1 - 4. igénypontok béarmelyike szerinti polipeptid, amely

Thiobacillus génuszba tartozo mikroorganizmusbol szarmazik.

6.

Az 5. igénypont szerinti polipeptid, ahol a mikroorganizmus a

Thiobacillus sp. KNK65MA (FERM BP-7671).

7.

DNS, amely az 1-6. igénypontok birmelyike szerinti polipeptidet ko-

dolja.

8.

(c)

(d)

(e)

(f)

10.

DNS, amely
DSN, amely a szekvencialistiban 2. szamu szekvenciaként azonositott
bazisszekvenciat tartalmazza,

DNS, amely a szekvencialistdban 2. szamu szekvenciaként azonositott

bazisszekvenciabol egy vagy tobb bazis szubsztitocidjaval, inszercidja-

crc

val, delécidjaval és/vagy addicidjaval szarmaztatott bazisszekvenciat

tartalmaz, és formiat-dehidrogenaz aktivitassal rendelkez6 polipeptidet

kodol.

DNS, amely

DNS, amely a szekvencialistdban 3. szamu szekvenciaként azonositott

' bézisszekvenciat tartalmazza;

DNS, amely a szekvencialistdban 3. szamu szekvenciaként azonositott
bazisszekvenciabol egy vagy tobb bazis szubsztiticidjaval, inszercidja-

val, deléciéjaval és/vagy addiciéjaval szarmaztatott bazisszekvenciat

tartalmaz, és formiat-dehidrogenaz aktivitdssal rendelkezd polipeptidet
kodol.

Rekombinans plazmid, amely a 7 - 9. igénypontok barmelyike szerinti

DNS-t tartalmazza.

11.

A 10. igénypont szerinti rekombinans plazmid, ahol a vektor a pUC18,

pUCI19, pBR322, pACYC184, pSC101 vagy pUCNT.

12.

A 10. vagy 11. igénypont szerinti rekombindns plazmid, amely a

pFT001.
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13. 12. A 10. vagy 11. igénypont szerinti rekombinans plazmid, amely a
pFT002.

14. Transzformans, amely egy gazda mikroorganizmusnak a 10 - 13. igény-
pontok barmelyike szerinti rekombinans plazmiddal valé transzformalasaval
allithato eld.

15. A 14. igénypont szerinti transzformans, ahol a gazda mikroorganizmust
az alabbi génuszokba tartozd mikroorganizmusok koziil valasztjuk:

Escherichia, Pseudomonas, Flavobacterium, Bacillus, Serratia, Corynebac-

terium, Brevibacterium, Agrobacterium, Acetobacter, Gluconobacter, Lacto-

bacillus, Streptococcus és Streptomyces.

16. A 14. igénypont szerinti transzformans, ahol a gazda mikroorganizmus
az Escherichia coli.

17. A 14. igénypont szerinti transzformans, ahol a gazda mikroorganizmus

az Escherichia coli HB 101.

18. A 14. igénypont szerinti transzformans, amely az Escherichia coli HB

101 (pFT001) (FERM BP-7672) vagy Escherichia coli HB 101 (pFT002)

19. Eljaras formiat-dehidrogenaz eldallitasara, azzal jellemezve, hogy az
1 - 6. igénypontok barmelyike szerinti polipeptid termelésére képes mikro-
organizmus torzset tenyésztokozegben tenyésztve a fenti polipeptidet hagyjuk

termelédni és felhalmozodni, majd begyijtjuk.
20. A 19. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a mikroorga-
nizmus torzs a Thiobacillus génuszba tartozik.
21. A 20. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a mikroorga-

nizmus torzs a Thiobacillus sp. KNK65MA (FERM BP-7671).

22.  Eljaras formiat-dehidrogenaz eldallitasara, azzal jellemezve, hogy a
14 - 18. igénypontok barmelyike szerinti transzformdnst tenyésztokozegben

tenyésztve a formiat-dehidrogenazt hagyjuk termelddni és felhalmozddni,

majd begytjtjik.
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23. Eljaras egy koenzim regeneralasara, azzal jellemezve, hogy megengedi
az 1 - 6. igénypontok barmelyike szerinti polipeptid, vagy a fenti polipeptid
termelésére képes mikroorganizmus torzs, vagy annak feldolgozott anyaga je-

lenlétét az enzimatikus redukcids reakcidorendszerben.

24. A 23.igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az enzimatikus
redukcios reakcié egy halogénketon vegyiilet enzimatikus redukcios reakcidja.
25. A 24. igénypont szerinti eljéras, azzal jellemezve, hogy a halogénketon

vegyiilet egy a-halogénketon vegyiilet.

A meghatalmazott:

DANUBIA
Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.

dr. Kiss Ildiko
szabadalmi iigyvivé

Aktaszamunk: 100288-9285 Sl
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