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Piedmétem Feseni je produkce fytasy v kvasinkich a
kvasinkové kmeny, které exprimuji heterologni fytasu. Dale je
tato heterologni fytasa ve vynalezu popsana.
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Oblast techniky

P¥edmé&tem p¥edkladaného vyndlezu je produkce fytasy
v kvasinkdch. Kvasinkové kmeny, které exprimuji heterologni fytasu a

hetelogni fytasu produkovanou kvasinkami.

Dosavadni stav techniky

Fytasy Je specifickd skupina monocester fosfatas, ktera ije
potfebnd k pocidte&nimu uvolnéni fosfatu (,PV) z fytinu (myo-
inositolhexafosfatu). Fytin je hlavni zasobni formou P v potravinich
a Jjidlech obsahujicich obilniny (Reddy N.R. et al, ,Phytates in
Legumes and Cereals.“ Advances in Food Research, 28:1 (1982)).
ProtoZe Zivolichové s jednoduchym Zaltdkem jako nap¥. prase a dribe?
¢i také &lovék majl v gastrointestindlnim traktu jen malou fytasovou
aktivitu, dJe témé&Y v3echen ptijaty fytinovy fosfdt nestriven. To
vede k potfebé doplnovani anorganického fosfatu pomoci drahych a
neobnovitelnych Zzivin dodévanych do stravy téchto zvifat. NeZadouci
je  téz znetistovani p¥irodnho prostfedi fosfaty vyméSovanym
nestrévenym fytinovym fosfadtem skrze hnlij vySe uvedenych zviFat
{(Cromwell G.L. et al., ,P-A Key Essential Nutrient. Yet a - Possible
Major Pollutant -~ Its Central Role in Animal Nutrition.™
Biotechnology In the Feed Industry, Proceedings Altech 7th Annual
Symposium, p.133 (1991)). Na fytin se dale vaZi esencidlni stopové
prvky Jjako Je zinek, &imZz fytin zplGsobuje vyZivové nedostatelnosti
jako Jsou rlstovd a mentdlni retardace u déti pfijimajicich hlavné
roslinou stravu, ze které nebyl odstranén fytin.

Dvé fytasy - phyA a phyB z Aspergillus niger NRRL3135 byly
klonovany a sekvenovdny (Ehrlich K.C. et al., ,Identification and
Cloning of a Second Phytase Gene (phys) from Aspergillus niger
(ficuum)." Biochem. Biophys. Res. Commun., 195: 53-57 (1993){
Piddington C.S. et al., ,The Cloning and Sequencing of the Genes
Encoding Phytase (phy) and pH 2.5 - optimum Acid Phosphatase (aph)
from Aspergillus niger var. awamori.“ Gene, 133: 56 - 62 (1993)).

Nedavno byly izolovany nové geny fytasy z Aspergillus terreus a
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Myceliophthora thermophila (Mitchell et al., ,The Phytase Subfamily
of Histidine Acid Phosphatases: Isolation of Genes for Two Novel
Phytases From the Fungi Aspergillus terreus and Myceliophthora
thermophila.“ Microbiology 143: 245 - 252 (1997)), Aspergillus
fumigatus (Pasamotes et al. ,Gene Cloning. Purification and
Characterization of a Heat-Stable Phytase from the  Fungus
Aspergillus fumigatus"“ Appl. Environ. Microbiol. 63: 1696 - 1700
(1997)), FEmericella nidulans a Talaromyces thermophilus (Pasamontes
et al. ,Cloning of the Phytase from FEmericella nidaluans and the
Thermophilic Fungus Talaromyces thermophilus." Biochim. Biophys.
Acta 1353: 217 - 223 (1997) a kukuf¥ice (Maugenest et al. ,Cloning
and Characterization of c¢DNA Encoding a Maize Seedling Phytase.™
Biochem. J. 322: 511 - 517 (1897)).

Rizné typy fytas Dbyly izolovdny a (nebo) purifikovany
z Enterobacter sp.4 (Yoon et al. ,Isolation and Identification of
Phytase-Producing Bacterium. Enterobacter sp. 4 and Enzymatic
Properties of Phytase Enzyme.“ Enzyme and Microbila Technology 18:
449-454 (1996)), Klebsiella terrigena (Greiner et al. ,Purification
and Characterization of Phytase from Klebsiella terrigena." Arch.
Biochem.Biophys. 341: 201-206 (1997)) a Bacullus sp. DS11 (Kim et
al. ,Purification and Properties of the Thermostable Phytase from
Bacillus sp. DS11."“ Enzyme and Microbial Technology 22: 2-7 (1998)).
Vlastnosti téchto enzymG byly studovany. Ddle Dbyla popsana
krystalografickd struktura phy A 2z Asperfillus ficuum (Kostrewa et
al. ,Crystal Structure of Phytase from Aspergillus ficuum at 2.5 A
Resolution.™ Nature Structure Biology 4: 185-190 (1997)).

Hartingsveldt a spolupracovnici vnesli gen phy A do A. niger
a dosahli tak desetindsobného zvySeni phytasové aktivity oproti
divokému kmeni (,Cloning, Characterization and Overexpression of the
Phytase-Encoding Gene (phyA) of Aspergillus Niger." Gene 127: 87-94
(1993)). Dodatelnd mikrobidlni fytasa 2z takovéhoto zdroje obsaZena
v potravé prasat a dribeZe se wukdzala efektivni p¥fi =zvySovani
vyuZiti fytinového fosforu a =zinku (Simons et al.: ,Impovement of
Phosphorus Availability By Microbilab Phytase in Broilers and Pigs.“
Br. J. Nutr.64: 525 (1990); Lei X.G. et al. ,Supplementing Corn-
Soybean Meals Diets With Microbila Phytase Liearly Improves Phytate
P Utilization by Weaning Pigs.“™ J.Anim. Sci. 71: 3359 (1993); Lei
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X.G. et al. ,Supplementing Corn-Soybean Meals Diets With Microbila
Phytase Maximizes Phytate P Utilization by Weaning Pigs.™
71: 3368 (1993);

J.Anim.

Sci. Cromwell G.L. et al. ,P-A Key essential

Nutrient. Yet a Possible Major Pollutant and its Central Role in
Animal Nutrition.“™ Biotechnology In the Feed Industry:
P. 133 (1991)).

dostupné komer&ni zdroje fytas a nestabilni aktivita enzymu bé&hem

Proceedings

Alltech 7th Annual Symposium. Av3ak néaklady na

zah¥ivani p¥i granulovani krmiva p¥fedem brani praktickému vyuZiti
v agroprimyslu (Jongbloed A.W. et al. ,LEffect of Pelleting Mixed
Feeds on Phytase Activity and Apparent Absorbability of Phosphorus
and Calcium in Pigs.™ Animal Feed Science and Technology 28: 233-242

(1990)). Kromé toho neni zfejm& fytasa produkvand A. niger tim

nejbezpecn&jsim zdrojem pro vyrobu potravin uréenych &lovéku.
Kvasinky mohou byt pouZity k efektivni

produkci enzymu,

protoZe rostou na Jjednoduchém a levném médiu. S vhodnou signalni

sekvenci mlZe byt enzym sekretovidn do média a poté vyhodné& izolovan.

Nékteré kvasinkové expresni systémy maji dalsi vyhodu v tom, Ze jsou
dobfe p¥ijimdny v potravinovém pramyslu a Jjsou bezpednym a
efektivnim producentem potravinovych vyrobkid.

Pichia pastoris je metylotrofni kvasinka schopné
metabolizovat metanol jako vyhradni zdroj uhliku. Tento systém Je
dobte zndmy  pro svou zptisobilost exprese vysokych hladin
heterolognich proteinfi. ProtoZe Jje to eukaryotni systém, mad Pichia
mnoho vyhod vy33ich eukariotnich expresnich systéml Jjako Jsou
spravné ,zpracovani“ proteint (protein processing), sbaleni a
posttranskripéni modifikace. v

Je tedy zfejmé, Ze Jje zde pot¥feba vyvinout uéinny a
Jednoduchy systém k ekonomické produkci fytasy pro aplikace
v primyslu potravin a krmiv.

Podstata vyndlezu
Pfedmé&tem predklddaného vynédlezu Jje metoda produkce fytasy

v kvasinkdch vnesenim heterologniho genu kédujiciho protein nebo

polypeptid s fytasafosfatasovou aktivitou nebo aktivitou kysele

fosfatasy do kvasinkového vldkna a expresi tohoto genu.
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Pfedmétem pfedklddaného vyndlezu Jjsou také proteiny a
polypeptidy majici fytasovou aktivitu s teplotnim optimem v rozmezi
57-65°C pfi pH od 2,5 do 3,5 &i pPi 5,5. Zvlasté dileZité pro fytasu
je pH optimum 2,5 aZ 3,5, protoZe toto je pH v Zaltdku zvifFat.

Vyndlez déale zaji3tuje kvasinkové buiiky nesouci heterologni
gen, ktery kéduje protein nebo polypeptid s fytasovou aktivitou a
ktery Jje funkéné propojen s promotorem schopnym exprese fytasy
v kvasince.

Je8t& dal3im aspektem vyndlezu je vektor majici gen z jiného
organismu neZ kvasinky, ktery kbéduje protein nebo polypeptid
s fytasovou aktivitou, promotor, ktery je schopny inicializace
transkripce v kvasinkdch funkéné spojeny s genem koédujicim peptid
s fytasovou aktivitou a s po&atkem replikace schopnym udrZet vektor
v kvasinkach nebo schopnym integrace do hostitelského genomu.

Vynélez téz zahrnuje metodu produkce proteinu nebo
polypeptidu majich fytasovou aktivitu. Izolovany gen appA, ktery
kéduje protein nebo polypeptid s fytasovou aktivitou, Jje exprimovan
v hostitelské buiice.

Vyndlez také zahrnuje metodu konverze fytinu na inositol a
anorganicky fosfadt Gen appA exprimuje protein nebo polypeptid

s fytasovou aktivitou v hostitelské bufice. Fytin se poté navdZe na

protein nebo polypeptid. Po navdzani je katalyzovana p¥em&na fytinu

na inositol a anorganicky fosfat.

Popis obrazkid na vykresech

Obréazek 1: Analyza  rozpustného proteinu pomoci SDS-PAGE
p¥ipraveného z E. coli transformované genem kédujicim fytasu a
indukovanym IPTG. Buiiky byly kultivovany 4 hodiny a poté sklizeny.
Drdha 1: Markery; drdha 2 a 3: transformanty pEPl (exprimovany
protein mé&l molekulovou hmotnost asi 55 kDa); drdha 4: transformant
transformovany pouze expresnim vektorem pET25b (+).

Obrazek 2: Analyza exprimovaného proteinu (fytasy) v E. coli
pomoci Western blotu. Protildtky byly pfipraveny proti purifikované
nativni fytase z A. niger. Kazdad jamka obsahovala 50 ug celkovych
vnitrobunéén?ch'proteinﬁ. Drdha 1 a 2: Rekombinantni butiky po a pfed
indukci. Drdha 3 a 4: kontrola (pouze expresni wvektor) po a pted

indukeci.
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Obradzek 3: Obraz analyzy mRNA PhyA z E.coli pomoci Nothern
blotu. K analyze byla pouZita sonda PhyA o velikosti 1,4 kb. KaZzZda
jamka obsahovala 20 upg celkové RNA. Drdha 1 a 2: RNA izolovand
z kontrolnich bunék (pouze s expresnim vektorem) po a p¥fed indukci.

Obrazek 4: Casova zavislost indukované exprese fytasy (pEP1)
v E.coliBL21 (DE3). Bunky byly indukovény ve chvili, kdy absorbance
ODgoo dosdhla 0,5. V kazdém casovém bodé byl pfipraven vzorek
rozpustnych proteind a kvantifikovadn pomoci SDS-PAGE analyzy.

Obréazek 5: SDS-PAGE analyza exprimované extraceluldrni fytasy ve
fytasou transformované S.lividans po 72 hodinovém rhstu. Builky byly
odstfedovany 15 minut p¥i 8000 x g. Supernatant byl poté analyzovan
pomoci gelové elektroforézy. Drédha 1: Markery; drdha 2: kontrola
obsahujici pouze expresni vektor; drédha 3: ©pozitivni kolonie
exprimujici fytasu - molekulovd hmotnost byla p¥ibliZné 57 kDa.

Obrazek 6: Analyza fytasy exprimované v S. lividans pomoci
Western blotu. PFi Western blotu byly pouzity protilatky p¥ipravené
proti purifikované nativni fytase z A. niger. KaZda jamka obsahovala
20 ng proteinti z kultivaéniho média (supernatantu). Draha 1:
Supernatant z kontroni buné&cné kultury transformované vektorem;
drdha 2: Supernatant z kultury inokulované positivnimi koloniemi.

Obrazek 7: Analyza  extraceluldrni fytasy exprimované S.
cerevisiae pomoci SDS-PAGE. KaZ?dad z jamek obsahovala 50 pg proteint
z kultivadniho média (supernatantu). Drdha 1 aZz 3: Supernatant
z kultury inokulované pozitivni kolonii a zklizené 5, 10 a 25 hodin
po indukci. Drdha 4 az ©6: Supernatant z kontrolni  kultury
transformované vektorem a zklizené 5, 10 a 25 hodin po indukci.
Drdha 7: Markery (kDa). Molekulovd hmotnost exprimované fytasy byla
pfibliZné 110 kDa (potvrzeno pomoci Western blotu).

Obradzek 8: Casovd =zavislost extraceluldrni fytasové aktivity
exprimované S. cerevisiae transformované konstruktem pYPP1 po
indukci  galaktosou. Aktivita byla analyzovana Vv supernatantu
z nasbiraného média.

Obréazek 9: Analyza extraceluldrni  fytasy exprimované S.
cerevisiae pomoci Western blotu a po deglykosilaci (Endo H). PEZi
analyze byly pouzZity protilatky pripravené proti nativni

purifikované fytase z A.niger. Drdha 1: Barevné SDS-PAGE standardy
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(kDa) od firmy Bio~Rad. Drdha 2 a 3: fytasa - deglykosilovany

protein - 10 a 20 pg. Drdha 4: glykosilovana fytasa (20pg proteinu).

Obrazek 10: Nothern blot RNA

celkové izolované

z transformovanych bunék S. cerevisiae. Drdha 1: Kontrola

(pouze

s expresnim vektorem pYES2). Drdha 2 a 3: Transformanty pYPPI1.
Obrazek 11: Casovd zavislost extraceluldrni phyA fytasové

aktivity produkované transformanty Pichia pastoris Mut® (KM71) a MUT+

(X33) po indukci.

Obrazek 12: Analyza fytasy overexprimované v Pichia pomoci SDS-

PAGE. K transformaci byl pouZit konstrukt pPICZaA-PhyA ve vektoru

KM71 (MUT®).Drdha 1: proteinovy Zeb¥icek. Drdha 2: 40 pl supernatantu
AK1 (kolonie vykazovaly aktivitu extraceluldrni fytasy 21700 mU/ml).
byly 108 po 3: 40 pnl

supernatantu kontrolniho kmene overexprimujiciho lidsky serumalbumin

Kolonie sbirany hodin indukci. Draha

(HAS. 6.7 kDa) na hladiné 1lg/1. Dradha 4: 40 pl supernatantu kontroly
KM71.

Obrazek 13: V1iv deglykosilace (s pouzitim Endo H) na
termostabilitu exprimované fytasy v Pichia. Enzym byl zah¥ivan 15

minut p¥i 37° nebo 80°C, p¥i pH 5,5 v 0,2 M citratovém pufru.

Obrédzek 14: Nothern analyza exprimované phyA mRNA tranformovanym
kmenem Pichia pastoris (KM71 a X33).
phyA o wvelikosti 1,3 kb.

Pro bloting byla pouZita sonda
Drdha 1 a 2: transformant KM71 pfed a po
indukci. Drédha 3 a 4: transformant X33 po a p¥ed indukci.

Obrézek 15: pH optimum extraceluldrni fytasy exprimované Pichia

(X33). Pro pH 1,5, 2,5, 3,5, byl pouZit pufr 0,2 M glycin-HCl. Pro
pH 4,5, 5,5, 6,5 byl pouZit 0,2 M citrat sodny a pro pH 7,5 a 8,5
byl pouzit pufr 0,2 M Tris-HCl.

Obrédzek 16: Teplotni optimum extraceluldrni fytasy exprimované
Pichia (X33). Stanoveni bylo provedeno v 0,2 M citdtovém pufru p¥i
pH 5,5.

Obrazek 17: Uvolnéni  volného  fosforu ze soji fytasou
exprimovanou v Pichia (X33). Pét grami soji bylo rozptyleno v 25 ml
0,2 M citratu, pH 5,5 s raznym mnoZstvim enzymu. Sm&s byla
inkubovéna <¢&ty¥i hodiny p¥i 37°C. Poté bylo stanoveno mnoZstvi
uvolnéného volného fosfatu.

Obrazek 18: Casovd zavislost exprese aktivity extracelularni

fytasy péti transformantl Pichia pastoris obsahujicich gen appA.
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Obrazek 19: Zavislost exprese aktivity fytasy Pichia pastoris na
pH média.

Obré4zek 20: Analyza fytasy 2z E.coli overexprimované v Pichia
pastoris pomoci  SDS-PAGE elektroforézy. Drdha 1: Proteinovy
Zebficek. Drédha 2 aZ 4: Supernatant sebrany 2z kultur pozitivnich
kolonii 23, 22, 11 ve 118 hodiné po indukci.

Obrazek 21: pH optimum fytasy z E. coli overexprimované v Pichia
pastoris.

Obrazek 22: Teplotni optimum fytasy z E. coli overexprimované
v Pichia pastoris.

Obrazek 23: MnoiZstvi volného fosfatu uvolnéného ze sojové moulky

fytasou =z E. coli overexprimovanou v Pichia pastoris po J&tyFech

hodinach plsobeni.

Detailni popis vyndlezu

Predkladany vynalez zajistuje metodu produkce fytasy
v kvasinkdch. Podle této metody je heterologni gen kédujici protein
nebo polypeptid s fytasovou aktivitou exprimovan v kvasinkach.

Enzym, ktery katalyzuje konverzi fytinu na inositol a
anorganicky fosfat je obecné znamy jako fytasa. Mezi mikroorganismy
produkujici fytasu pat¥i bakterie jako nap¥. Bacillus subtilis
(Paver et al., J. Bacteriol. 151, 1102 (1982), ktery je zde zahrnut
odkazem) a Pseudomona Cosgrove, Austral. J.Biol. Sci. 23: 1207
(1970), ktery Jje zde =zahrnut odkazem), déle kvasinky 3jako napft.
Sacharomyces cerevisiae (Nayini et al., Lebensmittel Wissenschaft
und Techneclogie 17: 24 (1984), ktery je zde zahrnut odkazem) a houby
jako nap¥. Aspergillus terreus (Yamada et al., Agric Biol. Chem. 32:
1275 (1986), ktery je zde zahrnut odkazem) a Aspergillus ficuum (van
Gorcom et al., European Patent Application 89/202.436, ktery je zde
zahrnut odkazem) .

Fytasy jsou také endogenné pfitomny v mnoha roétlinnYch druzich.
Loewus (Plant Biology vol.9: Inositol Metabolism in Plnts (eds. D.d.
Morre, W.F.Boss, F.A. Loewus), 13 (1990)) a Gellatly se
spolupracovniky (Plant Physiology (supplement) 93: 562 (1990), které
jsou zde =zahrnuty odkazem) popisuji izolaci a charakterizaci klonu
cDNA fytasy ziskaného z bramborovych hliz. Gibson a spolupracovnici

(J. Cell Biochem., 12C: L407 (1988)) a Christen se spolupracovniky (
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J. Cell Biochem., 12C: L402 (1988), které jsou zde zahrnuty odkazem)
popsali syntézu endogenni fytasy bé&hem klideni semen soji.

Je uprfednostiiovdno, pokud je protein nebo polypeptid s fytasovu
aktivitou sekretovan do kultivadniho média. To poté umozZiiuje vy33i
expresi a snadn&jsi izolaci produktu. Protein nebo polypeptid
s fytasovou aktivitou je spojen se signdlnim sekvenci zajidtujici
smérovani proteinu ven =z builky. Je dale upfednostiiovano, pokud Jje
signdlni sekvence vy3tépena z proteinu.

V upfednostfiovaném provedeni Jje heterologni gen, kédujici
protein nebo polypeptid s fytasovou aktivitou svazan v jediném rémci
s transkripénim zesilujicim elementemn.

Upfednostiiované heterologni geny kédujici protein s fytasovou
aktivitou jsou izolovany z bakteridlnich bunék. Jednim
z vyhodné€jSich genl je gen PhyA z Aspergillus niger. Gen kéduijici
fytasu - phyA z Aspergillus niger NRRL3135 byl klonovan a sekvenovan
(Piddington, C.S. et al., The Cloning and Sequencing of the Genes
Encoding Phytase (phy) and pH 2.5-optimum Acid Phosphatase (aph)
z Aspergillus niger var. Awamori, Gene, 133: 56-62 (1993), ktery je
zde zahrnut odkazem). Hartingsveldt se spolupracovniky vnesl gen
phyA do A. niger. Vysledkem bylo desetindsobné zvySeni fytasové
aktivity v porovnadni s divokym kmenem (Hartingsveldt et al.,
Cloning, Characterization and Overexpression of the Phytase Encoding
Gene (phyA) of Aspergillus niger , Gene 27: 87-94 (1993), ktery je
zde zahrnut odkazem).

DalSim vhodnym heterolognim genem je gen appA z E.coli. Gen,
plvodné nazyvany jako gen koédujici periplasmickou
fosfoanhydridfosforylasu z E. coli (appA) obahuje 1298 nukleotidd
(GeneBank accsession number: M58708). Na pocatku bylo zjisté&no, Ze
tento gen kéduje v E.coli kyselou fosfatasu s pH optimem 2,5 (EcCAP).
Kyseld fosfatasa Jje monomer s molekulovou hmotnosti 44644 daltont.
Zraly EcAP obsahuje 410 aminokyselin (Dassa, J. et al., The Coplete
Nucleotide Sequence of the Escherichia Coli Gene AppA reveals
Significant Homology Between Ph 2.5 Acid Phosphatase and Glucose-1-
Phosphatase, J. Bacteriology. 172: 5497-5500 (1990), ktery Jje zde
zahrnut odkazem). Ostanin se spolupracovniky overexprimoval appA
v E. coli BL21 s pouZitim vektoru pT7 a aktivita kyselé fosfatasy se

zvy8ila p¥ibliZn& 400 krat (440mU/mg protein) (Ostanin, K. et al.,

soes




Overexpression, Site-Directed Mutagenesis and Mechanism of
Escherichia Coli Acid Phosphatase, J. Biol. Chem., 267: 22830-36
(1992), ktery je zde zahrnut odkazem). Nebylo znamo, e produkt genu
appA méd fytasovou aktivitu.

Geny appA nebo phyA mohou byt exprimovany v jakémkoliv
prokaryotickém nebo eukaryotickém expresnim systému. MiZe byt
pouZito mnoho rdGznych hostitelskych systéml a mnoho rGznych vektort
k expresi sekvence &i sekvenci kédujicich tento protein. S vyhodou
bude vektor obsahovat virovy vektor, plasmid, kosmid nebo
oligonikleotid. V prvni ¥adé musi byt vektor kompatibilni s pouZitou
hostujici butikou. Systém host vektor zahrnuje pfinejmesim
nadsledujici: bakterie transformované bakteriofagovou DNA,
plasmidovou DNA nebo kosmidovou DNA; mikroorganismy Jjako nap?.
kvasinky obsahujici kvasinkové vektory; sav&i bun&dné systémy
infikované viry (napf. vakcinovym virem, adenoviry atd.); hmyzi
bunélny systém infikovany viry (napf. bakulovirem) a rostlinné builky
infikované bakteriemi. Expresni elementy té&chto vektorl se 1i3i ve
své sile a specifité. Vv zavislosti na pouzitém systému vektoru a
hostitelského organizmu je mozné pouZit jakykoliv z mnoha
transladénich prvka.

Vyhodnym hostitelskym organizmem k expresi appA nebo phyA jsou
houby vletné kvasinek a filamentarnich hub. Tyto mohou byt vyuZity
jako hostitelské Dbuiky v souvislosti s predkladanym vynalezem.
Upfednostiiované hostitelské buiiky zahrnuji rozlicné kmeny
Saccharomyces cerevisiae. TéZ mohou byt pouZity dal3i kvasinky Tjako
napt. Kluyveromyces, Torulaspora a Schizosaccharomyces. Ve vyhodném
uspofadani jsou pro overexpresi proteinu pouZity buitiky Saccharomyces
cerevisiae. Mezi filamentdrnimi houbami jsou  nejvhodnéjsimi
hostitelskymi bufikami bunky Aspergillus a Neurospora. 2 kment
Aspergillus je nejvhodné&j3i kmenem Aspergillus niger.

V jiném vyhodném usporadani pfedklddaného vynalezu jsou
kvasinkové kmeny methylotrofni. Methylotrofni kvasinky Jjsou tim
druhem kvasinek, které jsou schopny pouZivat methanol ijako zdroj
uhliku k produkci pot¥febnych zdroji energie. Takovyto zdroj energie
musi vystacit na udrZeni bunéénych funkci. Dale musi tyto kvasinky
obsahovat gen pro expresi alkoholoxidasy. Typické methylotrofni

kvasinky zahrnuji &leny druh® Pichia, Hansenula, Torulopsis, Candida




a Karwinskia. Tyto druhy kvasinek mohou pouZivat methanol

uhliku.

jako

vyhradni zdroj Nejvyhodnéjsim methylotrofnim kvasinkovym

kmenem je Pichia pastoris.

Pfedklddany vynalez =zahrnuje také nebo

PhyA

protein polypeptid

aktivitou. v Pichia a vasledny
(okolo 65 mU/ml).

VytéZek aktivity fytasy byl pfibliZné 30 krat vy3si

s fytasovou je exprimovan
protein m& mnohem vy38i extraceluldrni aktivitu
nez vytéZek
aktivity z buné&k Saccharomyces cerevisiae transformovanych genem
phyA, jedenadvacetkradt vy38i neZ z divokého kmene Aspergillus niger
a 65000 krat vy35i neZ z netransformovanych bun&k Pichia. pH optimum
exprimované fytasy bylo 2,5 a 5,5 a teplotni optimum bylo 60°C.
Podobn& gen appA exprimovany v Pichia a Saccharomyces cerevisiae
vedl k proteinu majicimu mnohem vy35i extraceluldrni aktivitu a pH
optimum (od 2,5 do 3,5), které je vice poZadovano.

V preferovaném uspofdddni vyndlezu 3je protein nebo polypeptid
majici fytasovou aktivitu, pficemZ teplotni optimum je v rozmezi 57°C
aZz 65°C. Jedté vyhodné&jsi uspo¥adani zahrnuje protein nebo polypeptid
majici fytasovou aktivitu, pfricemZ teplotni optimum je v rozmezi 58°C
az 62°C.

V jesté dal3im vhodném uspofddadni Jje protein nebo polypeptid
majici takovou fytasovou aktivitu, Ze po zah#ivani proteinu po dobu
15 minut a teplote 80°C =zlstavad tato fytasovd aktivita alespoll na
urovni 40%

plivodni aktivity. Je3té vyhodn&j3i uspofaddani =zahrnuje

protein nebo polypeptid majici takovou fytasovou aktivitu, Ze po

zah¥ivani proteinu po dobu 15 minut a teplote 60°C ztstavd tato

fytasovd aktivita alespoil na urovni 60% pluvodni aktivity.

Purifikovany protein miZe byt ziskdn né&kolika metodami. Protein

nebo polypeptid predklddaného vynalezu pfednostné produkovan

je

v purifikované formé& (prednostné o &istoté pFrinejmen3im 80%, lépe o

Cistoté pFrinejmenSim 90%) konvenénimi technikami. B&Zn& Jje protein

nebo polypeptid pfedklddaného vyndlezu sekretovadn do riistového média
rekombinantnich hostitelskych buné&k. Nebo je protein nebo polypeptid

predkladdaného vynalezu produkovan, ale neni sekretovan do rlistového

média. V téchto pripadech Jje t¥feba k izolaci proteinu nejd¥ive

namnozit hostiteské builky nesouci rekombinantni plasmid. Poté jsou
tyto bufiky lysovany sonikaci, teplem nebo chemickym o3etfenim a
homogenat je zcentrifugovan tak, aby byly odstrané&ny zbytky buné&k.

10
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Supernatant je poté podroben sekvendnimu srifeni siranem amonnym.
K separaci proteinu Je dale frakce obsahujici protein nebo
polypeptid ptredkléddaného vyndlezu podrobena gelové filtraci ptres
kolonu naplnénou vhodné& velkym dextranem nebo polyakrylamidem.
V pripadé potfeby Je moZné frakci s poZadovanym proteinem dale
purifikovat pomoci HPLC.

Predkléddany vyndlez dale zahrnuje kvasinkové kmeny majici
heterologni gen kbédujici protein nebo polypeptid s fytasovou
aktivitou. Heterologni gen by m&l byt funk&né& spojeny s promotorem
schopnym zajistit expresi fytasy v kvasinké&ch.

DalSim aspektem vynédlezu je vektor k expresi fytasy
v kvasinkdch. Takovy vektor nese gen z jiného ne? hostitelského
organizmu, kédujici protein nebo polypeptid s fytasovou aktivitou.
Gen koédujici fytasu m@Ze byt klonovan do jakéhokoliv vektoru, ktery
se autonomé replikuje nebo je integrovdn do genomu kvasinky. Podet
kopii autonomé& se replikujiciho plasmidu nap?¥. plasmidu YEp miZe byt
vysoky, ale mitotickd stabilita kvasinek mlZe byt nedostatedna
(Bitter et al., Expression and Secretion Vectors for Yeas, Meth.
Enzymol. 153: 516 - 44 (1987), ktery je zde zahrnut odkazem). Mohou
obsahovat plasmidovou sekvenci 2-mu zodpov&dnou za autonomni
replikaci a sekvenci E. coli zodpov&dnou za replikaci v E.coli. Je
vhodné, aby v E. coli vektor obsahoval geneticky marker pro selekci
kvasinkovych transformantd a gen kdédujici rezistenci na antibiotika
vhodnou k selekci. Epizomové vektory obsahujici sekvence ARS a CEN
se vyskytuji pouze v jedné kopii na bufiku a jsou stabiln&j3i ne?Z
vektory YEp. V pfipad€, Ze Jjsou fragmenty DNA integrovany v jedné ¢&i
vice kopiich do genomu kvasinky se pouZivaji integrujici se vektory.
V tomto pripadé€ Ije rekombinantni DNA stabilni a neni tteba selekce
(Struhl et al., High-Frequency Transformation of Yeast: Autonomous
Replication of Hybrid DNA Molecules, Proc. Natl. Acad. Sci USA 76:
1035 - 39 (1979); Powel et al., Cloning Vectors, I-IV et seq.,
Elsevier (1985); Sakaili et al., Enhanced Secretin of Human Nerve
Growth Factor from Saccharomyces Cerevisiae Using an Advanced &-
Integration Systém, Biotechnology 9: 1382 - 85 (1991), které jsou
zde zahrnuty odkazy). N&které vektory maji polatek replikace, ktery
je funkéni ve vybranych hostitelskych buiikdch. Prim&feny podatek

replikace zahrnuje 2u, ARS1 a 25uM. Vektory nesou mista pro
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restrikéni endonukleasy pro inzerci fliznich gent, promotorovych
sekvenci a selek&nich markert. Vektory mohou byt modifikovany
vyjmutim &i p¥idédnim restrikénich mist nebo vyjmutim jinych
nechténych nukleotidd.

Gen pro fytasu mlZe byt umist&n pod kontrolu jakéhokoliv
promotoru (Stetler et al., Secretion of Active, Full- and Half-
lenght Human Secretory Leukocyte Protease Inhibitor by Saccharomyces
cerevisiae, Biotechnology 7: 55 - 60 (1989), ktery je zde =zahrnut
odkazem). Lze si vybrat konstitutivni nebo regulovany promotor.
Vhodné promotory pro kvasinkové vektory jsou mezi jinymi promotor
pro metalothionein, 3-fosfoglyceratkinasu (Hitzeman et al., J. Biol.
Chem., 255: 2073 (1980, ktery je =zde =zahrnut odkazem) nebo dal3i
glykolytické enzymy (Hess et al., J. Adv. Enzyme Reg. 7: 149 (1968);
Holland et al., Biochem 17: 4900 (1978), které jsou zde =zahrnuty
odkazem) jako nap¥. enclasu, glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasu,
hexokinasu, pyruvatdekarboxylasu, fosfofruktokinasu, glukosa-6-
fosfatisomerasu, 3~-fosfoglyceratmutasu, pyruvatkinasu,
triosofosfatisomerasu, fosfoglukosaisomerasu a glukokinasu. Dal$i
vhodné vektory a promotory pro pouZiti p¥i expresi v kvasinkach jsou
dale popsany v EP A-73,657 (Hitzeman), ktery je zde zahrnut odkazem.
Jinou alternativou je pouZiti promotoru ADH2 reprimovaného glukosou,
ktery byl popsadn Russellem a spolupracovniky (J. Biol. Chem. 258:
2674 (1982)) a dale Beilerem a spolupracovniky (Nature, 300: 724
(1982), které jsou zde zahrnuty odkazem).

Je moZné vybrat regulovany nebo konstitutivni kvasinkovy
promotor. Silné promotory gent jako nap¥. fosfoglyceratkinasy (PKG),
dalsich gend kédujicich glykolytické enzymy a genu pro alfa-faktor
jsou konstitutivni. V pfipaddm Ze je pouZit konstitutivni promotor,
je proudkt syntetizovdn bé&hem bun&ného riéstu. Promotor ADH2 je
regulovany etanolem a glukozou, promotory GAL-1-10 a GAL7 3jsou
regulovany galaktosou a glukosou, promotor PHO5 fosfatem, promotor
metalothioninu mé&di. Promotory proteint tepelného 3oku, mezi které
patfi i promotor HSP150 jsou regulovany teplotou. Mohou byt pouZity
také hybridni promotory. Regulované promotory Jjsou pouZivany tam,
kde Je kontinudlni exprese poZadovaného produktu zhoubnéa pro
hostitelské bunky. Misto kvasinkovych promotori je moZné pouZit

silné prokaryotické promotory jako je promotor T7. V tomto pFipads
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viak musi byt kvasinkovy kmen transformovan genem kédujicim
odpovidajici polymerasy. Pro ukon&eni transkripce ‘jsou pouZivany
termindtory HSP150 nebo Jjakykoliv funk&ni termindtor. Zde jsou
promotory a termindtory nazyvadny kontrolnimi elementy (&i prvky) .
Pfedkladany vyndlez neni omezen na jakykoliv specificky vektor,
promotor &i termindtor.

Vektor téZ mGZe obsahovat selek&ni marker. Selek&ni markery jsou
vétSinou geny kédujici rezistenci na antibiotika nebo geny schopné
komplentovat (doplnit) kvasinkové kmeny majici dobre popsanou
metabolicku poruchu, Jjako jsou nap¥. tryptofan nebo histidin
deficientni mutanty. Mezi vhodné selek&ni markery patfi URA3, LEUZ,
HIS3, TRP1l, HIS4, ARG4 nebo geny rezistence na antibiotika.

Vektor mZe mit také polatek replikace schopny replikace
v bakteridlni buiice. Manipulace s vektory je efektivnijsi
v bakteridlnich kmenech. Vhodnym bakteridlnim pocatkem replikace
jsou ColEl, Ori nebo oriT.

Zavadeéci sekvence z kvasinky nebo z genu pro fytasu <&i jiného
zdroje mlZe byt pouZita k podpo¥e sekrece exprimované fytasy do
média. Predkladdany vyndlez neni omezen na 2adny specificky typ
zavadéci sekvence nebo signdlniho peptidu.

Mezi vhodné kvasinkové zavad&ci sekvence pat¥i zavadéci sekvence
alfa faktoru, kterd mlZe Dbyt pouZita k primé sekreci fytasy.
Zavadéci sekvence alfa faktoru Jje &asto umistdna mezi sekvenci
proﬁotoru a sekvenci strukturniho genu (Kurjan et al., Cell 30: 933
(1982); Bitter et al., Proc Natl. Acad. Sci USA 81: 5330 (1984);
U.S5. Patent No. 4.546.082; European published patent application No.
324.274, které jsou zde zahrnuty odkazem). Daldi vhodnou zavadéci
sekvenci je §. cerevisiae MF alpha 1. Alfa-faktor je syntetizovan
jako (pre) struktura 165 aminokyselin obsahujicich signalni 19
aminokyselinovy prepeptid nasledujici ,zavad&cim™ (,,leader™) -
peptidem o 64 aminokyselindch. “Ten obsahuje t¥i N-glykosilac¢ni
mista nasledovand (LysArg(Asp/Glu, Ala)2-3 alpha-factor)4 (Kurjan et
al., Cell 30: 933 - 43 (1982), ktery Jje =zde zahrnut odkazem).
Signalni (zavadéci) ¢&ast preproMF alpha 1 dje 3iroce vyuZivana
k dosaZeni syntézy a sekrece heterolognich proteindi v S. cerevisiae.
Pouziti signdlnich (zavad&cich) peptidd homolognich ke kvasinkam je

znamé z U.S.Patent No. 4,546,082, evropské patentové pfihlasky ¢&.
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(European Patent Application No.) 116,201; 123,294; 123,544; 163,529
a 123,289 a DK Patent Application No. 3614/83, ktery je zde zahrnut
odkazem. V evrxopské patentové prihlédsce &. (European Patent
Application No.) 123,289, kterd je zde zahrnuta odkazem, je popsano
pouziti prekurzoru a-faktoru ze S. cerevisiae. PouZiti signalniho
peptidu invertasy ze Saccharaomyces cerevisiae je popsano v WO
84/01153, ktery Jje =zde =zahrnut odkazem. Ukazka pouZiti signalniho
peptidu PHOS ze Saccharomyces cerevisiae k sekreci cizich proteint
je v némecké patentové pFihld3ce (German Patent Application) DK
3614/83, kterd je zde zahrnuta odkazem.

Signalni (zavadéci) sekvence alfa-faktoru ze Saccharaomyces
cerevisiae (MF alpha 1 nebo MF alpha 2) miZe byt téZ pouZita
k sekreé¢nimu procesu exprimovanych heterolognich proteint
v kvasinkdch (americky patent &. (U.S. Patent ©No. 4,546,082,
evropské patentové prihldsSky ¢&. (European Patent Application No.)

16,201; 123,294; 123,544 a 163,529, které Jjsou zde zahrnuty

odkazem). PouZiti fhzniho proteinu sekvence DNA kédujici signalni
(zavadéci) sekvenci S. cerevisiae MF alpha 1 a 5’konce genu
poZadovaného  sekretovaného proteinu bylo ukazano. Dale bylo

pfedvedeno dal3i zpracovdni takto dosaZeného proteinu. PouZiti
my$iho signdlniho peptidu ze slinné amylasy (nebo mutanty tohoto)
k dosaZeni sekrece heterolognich proteinl exprimovanych v kvasinkach
bylo popsano v publikvanych PCT aplikacich &. (Published PCT
Application Nos.) WO 89/02463 a WO 90/10075, které jsou zde zahrnuty
odkazem.

Americky patent &. (U.S. Patent No.) 5,726,038 popisuje pouziti
signdlniho peptidu z kvasinkové aspartatkinasy 3, ktery je schopen
zajistit zvy3enou sekreci proteinli exprimovanych v kvasinkdch. Dal3i
zavadéci sekvence  vhodné k usnadnéni sekrece rekombinantnich
polypeptidl z hostitelskych kvasinek Jsou =znadmé znalym oboru.
Zaviddéci sekvence mtZe byt modifikovadna blizko 3' konce =zavedenim
jedné &i vice restrikénich mist. To usnadni fuzi zavadé&ci sekvence
se strukturnim genem.

Protokoly pro transformaci kvasinek jsou zndmé znalym oboru.
Jeden nich je popsan Hinnenem a spolupracovniky (Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 75: 1929 (1978), ktery Jje zde zahrnut odkazem. V protokolu

Hinnema a spolupracovnikd Jsou selektovany Trp transformanty
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v selekénim médiu, které obsahuje 0,67% zakladniho kvasinkového
dusikového roztoku, 0,5% kyseliny kasaminové, 2% glukosu, 10pg/ml
adeninu a 20pg/ml uracilu.

Gen mnUZe byt udrZovdn na stabilnim expresnim vektoru, umélém
chromozomu nebo integraci do chromozomu hostiteské kvasinky.
Integrace do chromozomu miZe byt dosaZena klonovéanim genu fytasy do
vektoru, ktery rekombinuje do kvasinkového chromozomu. Vhodné
vektory mohou obsahovat nukleotidové sekvence, které jsou homologni
k nukleotidovym sekvencim v kvasinkovém chromozomu. Nebo miZe byt
gen kédujici fytasu umistén mezi rekombinantni mista, jako Jsou
transpozomy, které mohou vnést gen do chromozomu.

Predkladany vynédlez da&le zahrnuje metodu produkce fytasy
zajiSténim izolovaného genu appaA, ktery kéduje protein nebo
polypeptid s fytasovou aktivitou a expresi tohoto genu v hostitelské
bufice. Gen appA Jje prednostné izolovadn z Escherichia coli. Vhodné
hostitelské bufiky =zahrnuji kvasinky a filamentdrni houby. Vhodna
filamentédrni houba Jje Aspergillus niger a vhodné kvasinky Jjsou
Saccharomyces, Kluyveromyces, Torulaspora a Schizosaccharomyces, a
zv148té pak kvasinkovy kmen Saccharaomyces cerevisiae.

Pfedkléddany vyndlez dale =zahrnuje metodu konverze fytinu na
inositol a anorganicky fosfidt. Gen appA Jje izolovan =z organismu
s pouzitim technik znadmych znalym oboru. Protein nebo polypeptid
s fytasovou aktivitou je poté exprimovan v hostitelské bufice podle
tohoto genu. Vysledny protein nebo polypeptid je poté dan dohromady
s fytinem. Tato technika je 2zv1ast& UZiteCnd k oSetfeni fytinu
v potravindch nebo krmivech.

Vhodny gen appA je izolovan z Escherichia coli.

Fytasa produkovana v kvasinkovém systému uvolfiuje fytinovy
fosfor =z kukufice a sojl stejné efektivné Jjako dnes komerdné
dostupné fytasy. Oproti nim je v3ak termostabilnéj3i. Tento systém
overexprese v kvasinkdch produkujici fytasu mlZe Dbyt pouZit
k produkci termostabilni fytasy, kterou lze pouZit v potravina¥ském

primyslu a priémyslu krmiv.

P¥iklady provedeni vyndlezu

P¥iklad 1 - Materidl a metody pro overexpresi phyA v E.coli,

S.lividans a v systému s pouZitim Saccharomyces.
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Gen kédujici fytasu, hostitelské kmeny a expresni plasmidy. Gen
kédujici fytasu byl laskavé darovan Dr. E.J: Mulaneyem z USDA. Gen
(GenBank Accession number M94550) byl obsaZen v plasmidu pMD4.21
v kmeni HB10l1 FE.coli. Fragment Sphl o velikosti 2,7 kb z DNA A.
niger obsahoval kédujici oblast deglykosilované fytasy a Jjeji 5' a
3Y  ,flaking™ sekvence. Plasmid obsahujici signalni peptidovou
sekvenci - Spxy - genu pro xylanasu =z Aureobasidum pullulans
(GenBAnk Accession number U10298) byl laskav@ darovan Dr. X.L.Li
z University of Georgia. Kmen DHS5 E.coli byl pouZit jako podatedni
hostitel pro vSechny rekombinantni plasmidy. K Ulellm exprese phyA
v E.coli byly pouZity expresni vektor pET25b(+) (Novagen, Madison,
WI) a expresni hostitel BL21(DE3)pLysS. Pro expresi phyA v S.
lividans TK24 byl pouZit plasmid pSES1 (Jung. E.D. et al., DNA
sequences and expression in Streptomyces lividans of endoglucanase
gene from Thermomonospora fusca, Appl. Environ. Microbiol. 59: 3032
- 43 (1993), ktery je zde zahrnut odkazem) ke konstrukci pFenosového
(shuttle) plasmidu (od Dr. D.B. Wilsona z Cornell University a on
jej obdrZel od Dr. D.A.Hopwooda =z John Innes Institute, Norwich,
England). K expresi phyA v kvasinkdch byl pouZit expresni vektor
PYESZ2 a hostitelsky kmen S. cerevisiae INVScl (Invitrogen, San
Diego, CA, USA).

Konstrukce plasmidovych kazet a transformace. VSechny
konstruované plasmidy a korespondujici hostitelé jsou vyjmenovany
v tabulce 1. 1,4 kb fragment PCR genu phyA byl amplifikovan z pMD4,
21 za pouziti dvou primerd: proti smé&ru 5'-CGG AAT TCG TCA CCT CCG
GAC T - 3' (SEQ ID No.l) a po sméru 5'-CCC AAG CTT CTA AGC AAA ACA
CTC - 3 (SEQ 1ID No.2). Vysledny fragment obsahoval sekvenci
kédujici deglykosilovanou fytasu z A.niger, PhyA a restrik&ni mista
EcoRl and HindIII po sméru i proti sméru. Po precisténi s pomoci
kitu Geneclean II (Biol0l, Inc., La Jolla, CA, USA) byl fragment
vnesen -do pET25b(+) a vysledny konstrukt pEP1 (6893 Dbp) byl
transformovan do BL21 (DE3)pLysS, po polatednim ové&feni, v buikach
DH5a. Exprese byla pod kontrolou promotoru T7 po kterém nasledovala
zavadéci sekvence (pel B) kédujici 21 aminokyselin a phyA.
Hostitelské buniky transformované pouze vektorem pET25(+) byly

pouzity jako kontrola.
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Tabulka 1. Expresni vektory, konstrukty a jejich hostitelské kmeny
pouZité v této studii

Plasmid Hostitel Popis? Literatura?

pPET25b (+) E. coli DHba a Expresni vektor Novagen
BL21 (DE3)pLysS

pEPL E. coli BL21 PET25bo (+) + gen Tato publikace
(DE3) pLysS PhyA

PSES2 E. coli DH5a a Expresni vektor Jung et al.?,
S.lividans TK24 1993

PSPP1 E. coli DH5a a S. pSES2+Spe2+phyA Tato publikace

cerevisiae INVScl

PYES2 E. coli DH5a a S. Expresni vektor Invitrogen
cerevisiae INVScl

PYEP1 E. coli DHbx a S. ©pYES2+Spel2+phyA Tato publikace
cerevisiae INVScl

PYXP1 E. coli DHS5a a S. pYES2+Spxy+phyA Tato publikace
cerevisiae INVScl

PYPP1 E. coli DH5a a S. pYES2+Sphy+phyA Tato publikace
cerevisiae INVScl

1 Spe2 je signdlnim peptidem pro endonukleazu E2 z T. fusca (Wilson, D.B.
Biochemistry and Genetics of Actinomycete Cellulases, Crit. Rev.
Biotechnol. 12: 45-63 (1992), ktery Jje =zde =zahrnut odkazem; Spxy Je
signdlni peptid pro =xylanasu z A. pullulans (Li and Ljungdahl, Cloning,
Sequencing and Regulation of a Xylanase Gene from the Fungus Aureobasidium
pullulans ¥-2331-1, Appl. Environ. Microbil., 60: 3160 — 66 (1994); Li and
Ljungdahl, Expression of Aureobasidium pullulans xynA in, and Secretion of
Xylanase from, Saccharomyces cerevisiae, BAppl. Environ. Microbiol., 62:
209-13 (1996), které jsou zde zahrnuty odkazem; Sphy je sign&lni peptid pro
phyA =z A. niger (Hartingsveldt et al., ,Cloning, Characterization and
Overexpression of the Phytase-Encoding Gene (phyd) of Aspergillus Niger.™
Gene 127: 87-94 (1993), ktery je zde zahrnut odkazem).

2 Jung. E.D. et al., DNA sequences and expression in Streptomyces lividans
of endoglucanase gene from Thermomonospora fusca, Bppl. Environ. Microbiol.
59: 3032 - 43 (1993), ktery je zde zahrnut odkazem.

Konstrukce plasmidu pro expresi phyA v S. lividans zadala PCR
syntézou fragmentu obsahujiciho pLT promotor a signadlni peptid Spe2
(Lao, G. et al., ,DNA Sequences of Three Beta-1,4-endoglucanase
genes From Thermomonospora fusca“™ J. Bacteriol, 173: 3397 - 407
{1991), ktery je zde zahrnut odkazem).

Primery (primer proti sméru: 5'-CAG CTA TGA CCA TGA TTA CGC
C-3"' (SEQ ID NO.3), primer po sm&ru: 5'-CCT AGA ACG GGA ATT CAT TGG
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CCG CC-3' (SEQ ID No.4)) obsahovaly restrik&ni mista Pstl a EcoR1.
Fragment byl amplifikovdn z pBW2 (Jung. E.D. et al., DNA sequences
and expression in Streptomyces lividans of endoglucanase gene from
Thermomonospora fusca, Appl. Environ. Microbiol. 59: 3032 - 43
(1993), ktery je zde zahrnut odkazem) a poté Stépen pomoci Pstl a
EcoRl. Konstrukt pEPl a plasmid pBluescript SK* (Strategene, La
Jolla, CA, USA) byl oproti tomu 3t&pen v jednom p¥ipad® EcoRI a
HindIII a v druhém p¥ipad& Pstl a HindIII. T¥i roz3t&pené fragmenty
byly poté purifikovany s pouZitim kitu Geneclean II a ligovany do
jednoho rekombinantniho konstruktu, ktery obsahoval poiadované
restrikéni mista Pstl a Kpnl (z pBluescript SK'), promotor pLT1,
zavadéci sekvenci endonukleasy E2 Spe2 (551 bp, Lao, G. et al., ,DNA
Sequences of Three Beta-1,4-endoglucanase genes From Thermomonospora
fusca“™ J. Bacteriol, 173: 3397 - 407 (1991), ktery je zde zahrnut
odkazem) a gen phyA (1365 bp). Po roz3té&peni konstruktu pomoci Pstl
a Kpnl byl vysledny fragment vnesen do expresniho vektoru pSES1 a
vznikly pFfenosovy plasmid (pSPP1, 9131 bp) byl transformovan do
hostitelskych protoplastl S. lividans podle Hopwooda a
spolupracovnikd (Hopwood, D.A., et al., Genetic Manipulation of
Streptomyces - A Laboratory Manual, The John Innes Foundation,
Norwich, England (1985), ktery je zde zahrnut odkazem). Stejné byla
pfipravena kontrola transformaci S. lividans expresnim vektorem
PSES2.

Byly pfipraveny t¥i r8zné pFenosové plasmidy se tfemi
signdlnimi peptidovymi sekvencemi za ucCelem exprese phyA
v kvasinkovém systému (viz tabulka 2). Prvni plasmid vychéazel
z fragnmentu pSPpl Stépeného HindIII a obsahoval promotor pLT,
zavadéci sekvenci Spe2 a sekvenci kédujici oblasti phyA. Fragment
byl ligovan do mista HindIII pYAS2 oSetfeného teleci st¥evni
alkalickou fosfatasou. Po ové¥eni spravné orientace byl vysledny
plasmid nazvan pYEP1 (7783 bp). Druhy plasmid obsahoval zavadéci
peptidovou sekvenci Spxy pro gen kédujici xylanasu v A. pullulans
(Li, X.L. et al., ,Cloning, Sequencing and Regulation of a Xylanase
Gene from the Fungus Aureobasidium pullulans Y-2331-1%, Appl.
Environ. Microbil., 60: 3160 - 66 (1994); Li, X.L. et al.,
~Expression of Aureobasidium pullulans xynA in, and Secretion of

Xylanase from, Saccharomyces cerevisiae", Appl. Environ. Microbiol.,
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62: 209-13 (1996), které jsou zde zahrnuty odkazem) a gen phyA. Spxy
byl spojen s phyA pomoci pEekryvajicich se prodlouZenych konct
(Horton, R.M., ,In Vitro Recombination and Mutagenesis of DNA:

SOEing Together Tailor-Made Genes“,
251-61 (1993),
dvou néslednych PCR reakcich.

pCE4 (Li, et al.,

PCR Protocols: Current Methods

and Applications, ktery Jje zde =zahrnut odkazem) ve

Prvni byla aplifikace sekvence Spxyz
X.L. ~Expression of Aureobasidium pullulans XxynA
in, and Secretion of Xylanase from,

62: 209-13

Saccharomyces cerevisiae™, Appl.
(1996),
s pouZitim protism&rného primeru

CAC GTT CGA T-3V,

Environ. Microbiol., které Jsou zde =zahrnuty

(5'-CGC GGA CTG CTA GCG
(SEQ ID No.#6).

odkazem)
primer 2) Dasi PCR reakci byla
amplifikace koédujici oblasti phyA =z pEPl s pouZitim pfesahuijiciho
protismérného primeru (5'-ATC GAA CGT GCG CTA GCA GTC CCC G-3%,
(SEQ ID No.

AAA CAC TCC-3%V,

primer 3) 7) a primeru po sméru ((5'-GCT CTA GAC TAA GCA

primer 4) (SEQ ID no. 8) s restrikénim mistem Xbal.

Cilem druhého PCR kroku bylo spojeni dvou fragment@ vytvorenych ve

vySe uvedenych dvou PCR reakcich. K tomu byly vyuZity, 3jako

templatt, dva purifikované fragmenty a primery 1 a 4. Vysledny

byl
(7219

fragment obsahoval restriké&ni

klonovan do pSES2.

mista HindIII a Xbal a poté
Takto vznikly plasmid byl pojmenovan pYXP1

bp). Treti plasmid obsahoval signdlni peptidovou sekvenci Sphy genu
phyA a kédujiicvi oblast phyA s tim, Ze byl vyjmut intron mezi nimi

(Hartingsveldt et al., Cloning, Characterization and Overexpression

(phyA)

zahrnut odkazem).

of the Phytase Encoding Gene of Aspergillus niger , Gene 27:
87-94 (1993), 70bp

protismérny primer obsahoval signdlni peptid s restrikénim mistem

zde

ktery je Dva primery -

KonI a primer po sméru, ktery byl stejny s primerem pouZitym pFi
konstrukci pYXP (primer4)

z pEP1.

- byly pouZity k amplifikaci poZadovaného

fragmentu Produkt PCR reakce byl Stépen KpnI a Xbal a

klonovan do pSES2. Vysledny plasmid byl nazvidn pYPPL (7176 bp) .
VSechny vy3e uvedené konstrukty byly transformovany do S. cerevisiae
(Ito et al.,
Intact Yeast Cells Trated with Alkali Cations"“

163 - 68 (1983),

metodou podle Ita a spolupracovnikl ~Transformation of

J. Bacteriol, 153:

ktery je zde zahrnut odkazem).
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Tabulka 2. Signalni peptidy pouZité k expresi phyA v S. cerevisiae

Konstrukt a Peptid Gen Organismus Aktivita
jeho velikost fytasy®

(bp) (mPU/ml)
pPYEP1 7783 Spe (93 bp) Cellulasa E2 T. fusca 0,80

pYXP1 7219 Spxy (102 bp) Xylanasa A A. pullulans Nedetekovana
pYPP1 7176 Sphy (57 bp) PhyA Fytasa A. niger 146

PSES1? 7224 S. cerevisiae Nedetekovana

1 Aktivita fytasy byla detekovdna v supernatantu bun&&né kultury Sabouraud-
rafinosového média 15 hodin po indukeci  (indukovadno bylo p#¥idanim
galaktosy). Definice jednotky aktivity fytasy -viz nédsledujici text.

2 Expresni vektor pro 5. cerevisiae pouZity jako kontrola.

Ristova média a indukce genbvé exprese. V systému E.coli byly
transformanty péstovany v 50ml LBD média obsahujiciho 50 nug/ml
ampicilinu p¥i 30°C. Jakmila velicina OD600 média dosihla hodnoty 0,5
az 0,6 byla indukovdna genovd exprese fytasy pridédnim IPTG
(isopropyl b-D-thiogalaktopyranosid) do média tak, aby vysledna
koncentrace byla 1 mM. T¥i hodiny po indukci byly bufiky odstFedény
p¥i 800 x g, 15 min. Poté byly promyty 1 x PBS a lyzovany lysozymem.
Byly pfipraveny rozpustnd a nerozpustnd buné&lnad frakce a vzorky
cbsahujici 500 pg celkovych proteind (Lowry, O.H. et al., ,Protein
Measurement With the Folin Phenol Reagent“ J. Biol. Chem. 193: 265-
75 (1951), ktery je zde zahrnut odkazem) byly resuspendovany ve
stejném objemu 2xSDS pufru a analyzovany pomoci SDS-PAGE (Laemmli,
U.K., ,Cleavage of Structural Prozteins During the Assembly of the
Head of Bacteriophage T4“ Nature (London) 227: 680-85 (1970), ktery
je zde zahrnut odkazem).

Rekombinantni S. 1lividans byly péstovany v TSB polévce
s thiostreptonem (5 ug/ml) pfi 30°C (Jung. E.D. et al., DNA sequences
and expression in Streptomyces lividans of endoglucanase gene from
Thermomonospora fusca, Appl. Environ. Microbiol. 59: 3032 -~ 43
(1993), ktery je zde zahrnut odkazem). Po 72 hodindch inkubace byly
bunky a médium sklizeno a ptipraveno pro analyzu pomoci SDS-PAGE
(Wilson, D.B. Biochemistry and Genetics of Actinomycete Cellulases,
Crit. Rev. Biotechnol. 12: 45-63 (1992), ktery Jje zde =zahrnut

odkazem) .
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Transformanty S. cerevisiae byly zpo&atku pé€stovany po dobu
48 hodin ve 4% Sabouraud-rafinosovém médiu (100ml) bez uracilu.
Sterilni galaktosa (2%) byla poté p#idéna k indukci exprese fytasy.
Vzorky média a buné€k byly odebirdny v rfiznou dobu a extraceluldrni i
intracelularni vzorky byly pF¥ipraveny podle popisu Li a Ljungdahla
(Li and Ljungdahl, Expression of Aureobasidium pullulans xynd in,
and Secretion of Xylanase from, Saccharomyces cerevisiae, Appl.
Environ. Microbiol., 62: 209-13 (1996), ktery Jje zde =zahrnut
odkazem). V pripadé& potfeby byl supernatant z frakce expresni
bunéfné kultury zakoncentrovadn pomoci koncentratoru a s pouZitim
membran YM10 (MW cutoff - 10000) od firmy Amicon (Beverly, MA, USA).
Ostatni média byla testovana podobné.

Stanoveni aktivity proteinu. MnoZstvi exprimované fytasy za
rozdilnych podminek bvlo kvantifikovano pomoci relativni
densitometrie (s pouZitim p¥istroje IS-1000 Digital Imaging Systém,
Alpha Innotech Corporaticn, San Leandro, CA, USA) specifickych
prouZku na SDS-PAGE. Aktivita fytasy ve vzorcich média a bun&k byla
stanovena tak, jak JjiZ bylo popsano (Piddington C.S. et al., ,The
Cloning and Sequencing of the Genes Encoding Phytase (phy) and pPH
2.5 - optimum Acid Phosphatase (aph) from Aspergillus niger var.
awamori.“ Gene, 133: 56 - 62 (1993), ktery je zde zahrnut odkazem) a
uvolnény anorganicky fosfdt byl stanoven podle metody Chena a
spolupracovnikd (Chen, P.S., et al., ,Microdetermination of P,
Anal. Chem. 28: 1756 - 58 (1956), ktery je zde zahrnut odkazem).
Jednotka fytasové aktivity byla definovdna jako mnoZstvi enzymu,
které wuvolni jeden upmol anorganckého fosfatu z fytinu sodného =za
minutu p¥i 37°C.

Analyza pomoci imuroblotu (Wester blotu). Rozpustna frakce
z bunéfné hmoty fytasou transformovanych bun&k E.coli a supernatant
z média transformantd §. lividans a S.cerevisiae byla pripravena
jako pro SDS-PAGE. Po elektroforéze byly proteiny pFeneseny na
nitrocelulosovou membranu (Protran nitrocellulose membrane,
Schleicher & Schuell, Keene, NH, USA) v 20mM Tris-HCl (pH 8,3), 20%
metanolu a 0,1% SDS s pouzZitim Mini Trans-Blot «cell, Bio-Rad
Laboratories, USA). Prenos byl provadd&n pfes noc p#i konstantnim
napéti 50V a poc&atedni teploté& pufru 4°C. Membréana byla poté

analyzovana pomoci Western blotu. Krali&i polyklondlni protilatky
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IgG (laskavé poskytnuty Dr. A.H:J. Ullahem z USDA, #ed&ni 1:5000)
proti purifikované nativni fytase z A. niger byly pouZity jako prvni
protilédtky. Blot byl zakonen s pouZitim kitu Immuno-Blot Assay Kit
(Bio-Rad Laboratories), ktery obsahoval sekundédrni protilatky
konjugované s k¥enovou peroxidasou.

Izolace a analyza celkové RNA. Celkovd RNA z transformanttl E.
coli a 8. cerevisiae byla izolovana TRIzol™ Reagentem (GIBCO BRL,
Gaithersburg, MD, USA) za 3respektive 15 hodin po inkubaci. Vzorky
RNA (10 ug na drdhu) byly poté separovany pomoci formaldehydové
agarosove (1,5%, hm/obj) gelové elektroforézy a dale pfeneseny na
membranu Hyblot (National Labnet, Woodbridge, NJ, USA) (Davis et
al., Basic Methods in Molecular Biology, 2nd Ed., Appleton and
Lange, Norwalle, Ct. (1994), ktery je =zde zahrnut odkazem). Byl
pfiptraven fragment o velikosti 1,4 kb EcoRI-HindIII v plasmidu pEPL
a poté znalen pomoci nahodného primeru **P s pouZitim kitu na znadeni
DNA. Nasledovala purifikace pfes kolonu G-50 (Pharmacia Biotech.,
Piscataway, NJ, USA) a poté hybridizace s blotovanou RNA na membrand
v hybridizaéni picce (Hybaid, Middlesex, UK). Hybridizované membrany
byly zviditeln&ny pomoci Fuji Imaging Plate a analyzovany Bio-

Imaging analyzdtorem (Kohshim Graphic Systems, Fuji, Japan).

Priklad 2 - Exprese phyA v E.coli.

Cty?i hodiny po indukci byl na SDS-PAGE (12,5%) zretelny
specificky prouZek (okolo 55 kDa) rozpustné buné&dné frakce pri
srovnani s kontrolnim transformovanym expresnim vektorem (obr. 1 a
2) . Tento prouZek reprezentoval 3,8% celkovych rozpustnych proteind
dané frakce. Ve shodé s tim ukdzala nothern analyza overexpresi mRNA
phyA v transformantech s genem pro fytasu. V kontrolnich bufikdch
nebyl pozorovan Zadny signal (obr. 3).

Ve snaze optimalizovat expresi fytasy byl studovan vliv
riznych faktorl na expresi a také Casovd zavislost exprese. Mezi
tyto faktory patf¥i: teplota inkubace (30 a 37°C), pH média (4,0, 5,0,
6,0, 7,0, 8,0 a 9,0) anaerobicita (p¥idani sterilniho miner&lniho
oleje na povrh rostoucich bunék), hladina anorganického fosfatu
v médiu (Dassa, E. et al., ,The Acid Phosphatases with Optimum pH of
2.5 of Escherichia coli™ J. Biol. Chem. 257: 6667 -~ 76 (1982), ktery
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je zde zahrnut odkazem) a koncentrace fytinu sodného (0,01, 0,2,
0,3, 0,4 a 0,5 mM). Vysledky ukazaly, Ze exprese fytasy byla
linedrni v zavislosti na Case po prvnich %est hodin od indukce (obr.
4) . Poté zlstdvala exprese relativné& nezméndna, adkoliv bakterialni
bunky dale rostly. Z ostatnich faktor@ pouze pH a koncentrace fytinu
vyznamné ovliviiovaly expresi fytasy. Maxima proteinu bylo dosaieﬁo
pfi pH 6,0 a koncentraci fytinu sodného 0,3 mM. Za té&chto podminek
se zvy3il obsah fytasy z 3,8 na 9,6% celkovych rozpustnych proteint.
Fytasova ativita nebyla detekovadna ani v extraceluldrni ani
v intraceluldrni frakci. Toto zjist&ni nebylo uplné neocdekavané,
protoZe nativni fytasa z A. niger je glykoprotein o velikosti 70 -
80 kDa (Hartingsveldt et al., Cloning, Characterization and
Overexpression of the Phytase Encoding Gene (phyA) of Aspergillus
niger , Gene 27: 87-94 (1993), ktery je zde zahrnut odkazem). V této
studii mé&l protein exprimovany v systému E. coli velikost p¥riblizZné
55 kDa. Z¥ejm& chyb&jici glykosilace proteinu a dalsdi nezbytné
posttranslac¢ni modifikace b&hem sekrece byly pF¥i&inou chybé&jici

fytasové aktivity.

Pfiklad 3 Exprese phyA v S. lividans.

Heterologni geny byly exprimovany v S. lIividans a vysledné
produkty s enzymatickou aktivitou byly sekretovany ‘do média
(Ghangas, G.S. et al., ,Cloning of the Thermomonospora Fusca
Endoglucanase E2 Gene in Streptomyces Lividans: Affinity
Purification and Functional Domains of the Cloned Cene Product™,
Appl. Environ. Microbiol. 54: 2521-26 (1988); Wilson, D.B.
Biochemistry and Genetics of Actinomycete Cellulases, Crit. Rev.
Biotechnol. 12: 45-63 (1992); Jung. E.D. et al., DNA sequences and
expression in Streptomyces lividans of endoglucanase gene from
Thermomonospora fusca, Appl. Environ. Microbiol. 59: 3032 - 43
(1993), které jsou =zde zahrnuty odkazem). Podobn& byl gen phyad
exprimovan v S. lividans a protein byl sekretovan do média, Jjak je
vidét na prouZcich p¥i analyze vzork( média metodou SDS-PAGE (obr. 5
a 6). Znamend to, Ze signalni peptid z genu pro endonukleasu E2 z T.

fusca byl schopen =zajistit sekreci proteinu ven z buiiky. Tento
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protein m&l velikost 57 kDa a reprezentoval 16,2% celkovych proteint
v médiu. Zm&na pH média na 6,0 a p¥idani 0,3 mM fytinu sodného do

média zvySila vyt&Znost proteinu na 20,3 % celkovych proteint.

ProtoZe byl protein
hladiné&ch,

(fytasa) sekretovan do média v tak vysokych

mélo by byt snadné jej purifikovat a a&inné

k mnoha uleldm, jako je napf¥iklad produkce protilatek proti fytase.

pouzit

ZvySena fytasovd aktivita v3ak opét nebyla nalezena ani v médiu ani

v lyzovahYch buiikach. ACkoliv se velikost proteinu va&i proteinu

exprimovanému v E. coli o trochu zvy3ila (2-3%), stale zde nebyla,
z¥ejmeé z davodd glykosilace fytasy v tomto expresnim systému,
nalezena Z&dnd fytasova aktivita.

Priklad 4 - Exprese phyA v S. cerevisiae

T¥i rozdilné signdlni peptidy byly pouZity ke srovnani

u¢innosti p¥i zajiStovani sekrece expresnich proteint ven =z bundk

(viz tabulka 2). Aktivita fytasy se zna&n& zvy3ila, jestliZe byly

transformanty pYEPl a pYPPl pé&stovany v Sabouraud.rafinosovém médiu,

nezvysila se vSak pfi stejném péstovadni u transformantu pYXPL.

ProuZek fytasy byl zfetelny na SDS-PAGE elektroforeze po 20 hodinach

od indukce (obr. 7).

Exprese transformantl pYEPl a pYPPl byla stanovena ve t¥ech

riznych typech média: Sabouraud-rafinosovém (l1i, X.L. et al.

[4

Expression of Aureobasidium Pullulans XynA in , and Secretion of the

Xylanase From, Environ. Microbiol.

62: 209 13

Saccharamyces Cerevisiae“, Appl.
(1996},
glycerolovém a modifikovaném obecném YEPD médiu.

PYEP1 Dbyla

ktery Je zde =zahrnut odkazem), Sabouraud-

U transformantu

podobnd fytasovd aktivita exprimovanid v Sabouraud-

rafinosovém médiu a Sabouraudov® médiu. V médiu YEPD v3ak nebyla

detekovana ZAadna fytdsovA aktivita. Naproti tomu, u transformantu

PYPP1 se aktivita fytasy velmi 1li3%ila v zavislosti na médiu.

Aktivita se zvy$ila aZ na hodnotu 375 mU/ml, jestliZe bylo pouZito
Sabouraud-glycerolové médium. V médiu YEPD se aktivita dale zvy3ila

az na 1675 mU/ml (viz. Tabilka 3). A&koliv je médium YEPD oproti

Sabouraud-rafinosovému médiu o hodn& levné&jsi, vytézek fytasy se

v ném  zvysil vice nez desetkrat. V tomto uspotrddani tedy
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pfedpokladany signdlni peptid z houbového genu pro fytasu dosahl
nejucinéjsi exprese extraceluldrni fytasové aktivity. Témé&¥ vSechen
produkovany protein byl sekretovdn do YEPD média, protoZe velmi malo
aktivity bylo detekovadno v kvasinkovych bunikdch. Casovd zavislost

exprese fytasy v tomto systému je zndzorn&na na obr. 8.

Tabulka 3 Aktivita fytasy exprimovand transformantem s pYPP1
v rlznych typech média

Po&et hodin po indukeci (mPU/ml)?

Médium 0 10 ’ 15

Sabouraud-rafinosovéu 22 136 146
Sabouraud-glycerolové 6 174 375
YEPD 18 1238 1675

1 Aktivita fytasy byla detekovdna v supernatantu t#¥i médii buné&énych kultur
po 0, 10 a 15 hodinadch po indukci p¥idénim galaktosy. Definice jednotky
fytasové aktivity viz text.

Rizné druhy mikroorganism@ v&etn& bakterii, kvasinek a
filamentdrlnich hub vykazuji fytasovou aktivitu. Kmen A niger
NRRL3135 v3ak produkuje aktivitu nejvy38i - 340 mU/ml(Shieh, T.R. et
al., ,Survey of Microorganisms for the Production of Extracellular
Phytase"™, Appl. Environ. Microbiol. 16: 1348 - 51 (1968), ktery je
zde zahrnut odkazem). Mezi jedenadvaceti kvasinkovymi kmeny ma
nejvy388i fytasovou aktivitu Schwanniomyces castelli - 140 mU/ml
(Lambrechts, C.et al., ,Utilization of Phytate by Some Yeast"“,
Biotechnology Letters 14: 61 - 6 (1992), ktery dje zde =zahrnut
odkazem. Je zfejmé, Ze rekombinantni kvasinkovy kmen transformovany
pPYPPl popisovany v této studii tvo¥il mnohem vy33i fytasovou
aktivitu (1675 mU/ml) neZ mad A. niger (4x) a S. castellii CBS 2863
(11x) . Maximalni tvorba fytasy mlZe byt v daném systému dosaZena
optimalizaci inkubacnich podminek a modifikaci plasmidové kazety
(Demolder, J.W. et al., ,Efficient Synthesis of Secreted Murine
Interleukon-2 by Saccharomyces Cerevisiae: Influence of 3V~
Untranslated Regions and Codom Usage“. Gene: 111: 207 - 13 (1992),

ktery je zde zahrnut odkazem).
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Vysokd hladina exprese funk&ni fytasy v S. cerevisiae byla
zplisobena z¥ejm& dostatednou glykosilaci fytasového proteinu a
dalsimi post-translacnimi modifikacemi ve kvasinkach. Po
zakoncentrovani supernatantu média a analyze za pomoci SDS-PAGE byl
ztetelny prouZek o velikosti pr¥ibliZné& 110 kDa (viz obr. 7 a 9), coZ
je vice neZ velikost nativniho proteinu z A. niger (Hartingsveldt et
al., Cloning, Characterization and Overexpression of the Phytase
Encoding Gene (phyA) of Aspergillus niger , Gene 27: 87-94 (1993),
ktery je zde zahrnut odkazem). Specifickd overexprese phyA mRNA byla
potvrzena nothern analyzou (obr. 10). Tento vysledek ukazuje, Ze
kvasinkovy systém je U&inny p¥i overexpresi aktivni extracelularni
fytasy. Kvasinkovy systém m& nékolik vyhod p¥ed bakteriemi nebo
dal8imi systémy jako nap¥. A. niger (Hartingsveldt et al., Cloning,
Characterization and Overexpression of the Phytase Encoding Gene
(phyA) of Aspergillus niger , Gene 27: 87-94 (1993), ktery je zde
zahrnut odkazem). Ten provadi béhem translokace proteinu pfFes
endoplasmatické retikulum a buné&lnou membranu post-translad&ni
modifkace v&etné spravného sbaleni, glykosilace, tvorby
disulfidickych vazeb a proteolysy. Sekrece proteinu je ulehdena
kratkym hydrofobnim signdlnim peptidem na N-konci prekurzort
proteinu. (Li, X.L. et al., ,Expression of Aureobasidium pullulans
xynA in, and Secretion of Xylanase from, Saccharomyces cerevisiae™,
Appl. Environ. Microbiol., 62: 209-13 (1996), ktery je zde zahrnut
odkazem). Proteiny sekretované kvasinkami jsou chran&ny proti
agregaci a degradaci proteasami. NejduleZit&j3i v3ak je, Ze 1lze
enzym tvofeny S. cerevisiae snadno purifikovat, protoZe ta sekretuje
normalné pouze nékolik proteintd. Vezmeme-1i v uvahu dob¥e znamou
bezpelnost produkce kvasinek pro 1lidi i zviFata, zda& se, %e tento
systém ma velky potencidl v potravindf¥ském primyslu a primyslu

krmiv.

Priklad 5 - Vlastnosti PhyA fytasy overexprimované

v Saccharomyces cerevisiae

Fytasa overexprimovand transformanty s plasmidem pYPP1l byla

zakoncentrovana a pouZita ke studiu jejich vlastnosti (viz. tabulka
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4).
2,5 v8ak byla aktivita enzymu pouze
5 5,5. pH 1

Enzym mé&l dvé& pH optima: 2 aZ 2,5 a 5,0 aZ 5,5. V oblasti 2 a3z

60% oproti aktivité enzymu

v oblasti az PZi nebo 8 nebyla detekovana Zadna

aktivita. pH optimum bylo prakticky stejné jako pH optimum fytasy
z A. niger (Simons et al.: ,Impovement of Phosphorus Availability By
Microbilab Phytase in Broilers Br. J. Nutr.64: 525
(19%90),

funkce

and Pigs."™

ktery je zde zahrnut odkazem), coZ znamend, e aktivni

hydrolyzy fytinu v gastrointestindlnim traktu 1lze zcela

zatimco

Gist-

urcité& predpoklidat. Teplotni optimum enzymu bylo 60°C,

momentalné nejbéiné&j3i fytasa na trhu, vyrdbé&na firmou

Brocades, m& teplotni optimum 55°C (BASF, 1996). P¥i 50 a% 55°C stale

zOstavd vice neZ 80% aktivity, p¥i 75 aZ 80°C v3ak byla detekovana
jiZz pouze mala aktivita. P¥i zahPati exprimované kvasinkové fytasy,
kterd je popsana v tomto vyndlezu, na 15 minut a 37°C respektive 80°C

je zbytkové aktivita 100% respektive 63%. Fytasa BASF Gist-Brocades

z astejného usporadédni mé&la po =zah?ati zbytkovou aktivitu 100%
respektive 52%. Rozdily mezi témito dvdma enzymy p¥i kterékoliwv
teploté& byly signifikantni (viz tabulka 5). 2Zdad se tedy, Ze e
kvasinkovd fytasa teplotné stabiln&j3i ne? soudasnd, komerdnd
dostupnéd, fytasa.
Tabulka 4 Charakteristika fytasy overexprimované v kvasinkAach!
pH optimum?
pH 1,0 2,0 2,5 3,0 4,0 5,0 5,5 6,0 8,0
Relativni 0,5% 59,7° 64,8° 48,1 81,0° 100,0° 1 95,0* 66,3° 0,8°
aktivita (%)

+0,2 £3 +6 +4 +5 +1 +6 +1 +4
Teplotni’ optimum?
°C 25 37 45 50 55 60 75 80
Relativni 24,2° 44,6° 63,9° 83,6° 89,8 100,0° 0,6° 0,9°
aktivita (%)

+0,8 =3 +8 £2 +4 +4 +0,1 +0,2
1 Data reprezentuji prumér relativni aktivity + standardni odchylka (n=4).
Primé€ry s rlznymi hornimi indexy Jjsou rozdilné (P<0,05). K analyze vlivd
oSetfeni byl pouZit obecné& linedrni model statistické analyzy (1988) -

Benferroniho t-test a celkové ndhodné uspofadéni pro porovnani primért p#i
nasobném oSet¥eni. Hladina vyznamnosti byla nastavena na P<0, 05.
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2 Aktivita byla stanovena pf¥i 37°C (definice jednotky aktivity fytasy - viz
text). Byly pouZtity rozdilné pufry: 0,2mM glycin-HCl pro pH 1,0 a¥ 3,5;
0,2 mM citrat sodny pro pH 4,0 aZ 6,5 a 0,2 mM Tris-HCl pro pufry nad 7.

3. Teplotni optimum bylo stanoveno p#i pH 5,5 (0,2 mM citrat sodny) .

Tabulka 5 Porovnéni termostability overexprimované fytasy
v kvasink&ch a vyroku Gist-Brocades fytase z A. niger':?

Relativni aktivita, $% 37°C 80°C
Kvasinkovd fytasa 100%+1 63°+1
Fytasa z A. niger 100%+3 52Y£2

p3< 0,3

1. Data reprezentuji primér relativni aktivity + standardni odchylka (n=3).
Primé@ry s riznymi hornimi indexy jsou rozdilné (P<0,05). K analyze vliva
oSetfeni byl pouZit obecné linedrni model statistické analyzy (1988) -
Benferroniho t-test a celkov& n&hodné uspofadani pro porovnéni primé&rd pri
nasobném ofetteni. Hladina vyznamnosti byla nastavena na P<0,05.

2. Enzym byl zahfivan po 15 minut p#i rlzné teplot& pfed reakci p¥i 37°C a
pH 5,5.

3. Vyznamnost (hodnota P) t-teéstu mezi aktivitou dvou fytas p¥i kaZdé
z nastavenych teplot

ACkoliv je nejasné Jjak se takovéto zvySeni termostability
vztahuje k rdznym post-transladnim modifikacim (sbaleni, 3t&peni,
glykosilace) (Li, X.L. et al., ,LExpression of Aureobasidium
pullulans xynA in, and Secretion of Xylanase from, Saccharomyces
cerevisiae®, Appl. Environ. Microbiol., 62: 209-13 (1996), ktery je
zde zahrnuty odkazem), je jist& vyhodou mit termostabiln&j3i fytasu,
kterd je snad odolnéj3i vacéi teploté b&hem granulovani krmiva, co?

je problém se soulasnou Gist-Brocades fytasou.

Priklad 6 - 1In vitro hydrolyza fytinu =z kuku¥ice, soji a
mleté pSenice expresni kvasinkovou fytasou

Exprimovand kvasinkova fytasa wuvolitiovala fytinovy fosfat

z kukufice a sojové moucky stejné& efektivn& Jjako fytasa Gist-

Brocades jestliZe se porovnani vztdhlo na jednotku aktivity (viz
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tabulka 6). Jak lze predpokladat, byla hydrolyza fytinu zAavisld na

Case a mnoZstvi aktivity. Exprimovand kvasinkova fytasa byla také

dc¢inna p¥i wuvolifiovdni fytinového fosfatu z pSeniéné mouky coZ

znamena jejl moZné velké vyuZiti p¥i kvaZeni chleba. Protofe hrubd

mléta pSenice pouZitd v této studii obsahovala o hodn& vy3si

mnozZstvi své vlastni fytasové aktivity neZ obsahuje bé&Zné& pouZivana

pSenifnd mouka, Je p¥ipadny efekt expresni kvasinkové fytasy na

zvySeni hydrolyzy fytinu, p#i pouZiti v pekdrnach, o hodn& vy335i.

V1iv by vyuZiti kvasinkové fytasy m&lo i na uvolfiovani stopovych

prvkd (Hall, m.N. et al., ,The Early Days of Yeast Genetics™ Cold
Spring Harbor Laboratory Press (1993), ktery Jje zde =zahrnuty
odkazem) .

Tabulka 6 Volny fosfat uvolné&ny z kukufice, sojové moulky (SM) a hrubé

mleté p3enice (HMP) overexprimovanou kvasinkovou fytasou a houbovou fytasou
z A.niger in vitro!

Kvasinkové 0 100 250 500 1000 250
fytasa (houbové
(PU/kg) fytasa)

Volny fosfat (mg/g)

Kukufice: | 0,23%0,03 0,64°+0,8 1,14%40,18 1,460, 04 1,54%0,04  1,16+0,15

1 hod.

4 hod. | 0,36°0,02 1,260, 04 1, 60%£0,03 1,66%40,06 1,72°4£0,04  1,68%+0,04
SM: 1| 0,68%0,01 1,18%+0,02 1,62°0,18 2,48°+0,32 3,13%0,19  1,68°t0,2
hod.

4 hod. | 0,73% 1,67° 2,69° 3,41 3,712 2,78"

HMP: | 3,56+0,39 4,11+0, 64 4,67%0, 05

1 hod.

4 hod. | 5,63%5 6,02+0,48 6,38%£0,07

1 KaZdy vzorek (5g) byl michidn ve 20 ml pufru (0,2 mM citridt sodny) p¥i

teploté 37°C po dobu jedné nebo &ty# hodin.
centrifugaci p¥i 800 g a 15 minut.

Whatman 541 bylo

fosfatu

+Microdetermination of P.“ Anal.

podle

Chena

Supernatant byl p¥ipraven
Po prefiltrovédni pres filtradni papir
v takto wvzniklém vzorku
metody

stanoveno uvolfiovidni volného
spolupracovnika (Chen, P.S. et al.,
Chemn., 1756 — 58 (1956), ktery je zde

zahrnuty odkazem). Data reprezentuji pramér relativni sktivity + standardni

odchylka (n=4). Primé&ry s rtznymi hornimi indexy jsou rozdilné (P<0,05).
K analyze vlivli oSetfeni byl pouZit obecn& linedrni model statistické
analyzy (1988) - Benferroniho ¢t-test a celkové nahodné uspotrddani pro

porovnani primé&rt pri ndsobném ofet¥eni. Hladina vyznamnosti byla nastavena
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na P<0,05. U v3ech zkoumanych plodin existuji vyznamné rozdily mezi prvni a
Ctvrtou hodinou p#i jakémkoliv mnoZstvi enzymu (jak bylo dokdzadno pomoci ¢-
testu. Priméry v ¥adcich s rozdilnym pismenem v hornim indexu se 1i31i
(P<0,05).

2 n=2

Byly porovnadny overexprese fytasy Aspergillu niger (phyA)
v Escherichia coli, Streptomyces lividans a Saccharomyces cerevisiae
za UCelem vyvoje U&inného a Jjednoduchého systému k ekonomické
produkci fytasy. Vnitrobun&&ny protein o velikosti 55 kDa a
reprezentujici 9,6% celkovych rozpustnych proteind byl exprimovan
v E.coli s pouZitim systému s pET25b(+). Extraceluldrni protein o
velikosti 57 kDa, reprezentujici 20,3% celkovych proteintl v médiu
byl exprimovdn v S. lividans s pouZitim pFenosového plasmidu
obsahujiciho promotor pLT1 a =zavadé&ci sekvenci SpelIl endonukleasy
E2. Ani v jednom z vyS3e uvedenych expresnich systémi nebyla
detekovana zvySend aktivita fytasy, pravdé&podobné& proto, Ze protein
nebyl glykosilovd &i jinak post-transla&né modifikovén. Naproti tomu
byla produkovana vysoka fytasova aktivita v S. cerevisiae
transformované genem phyA. T¥i rdzné zavadéci sekvence a tri rlizna
média byla srovnadvédna s cilem nalézt nejlepSi expresni wvektor a
nejlep$i podminky. PouZiti signalniho peptidu Sphy =z genu phyA
v kombinaci s YEPD médiem davalo nejvy33i extracelularni fytasovou
aktivitu.Fytasa overexprimovand ve kvasinkach m&la velikst pfibliZné
110 kDPa a dvé pH optima: 2,0 a% 2,5 a 5,5 aZ 6,0. Teplotni optimum
bylo 60°C.

Pfiklad 7 -~ Materidl a metody pro expresi phyA v Pichia

Hostitel a vektor. Byl zakoupen EasySelectTM Pichia

Expression kit od firmy Invitrogen (San Diego, CA). Kit obsahuje

hostitele a vektory pot¥ebné k expresi genu bud intracelularn& nebo
extracelularné& v kmenech Mut® nebo Mut® (Metanol je vyuZivAn normalné
¢i mélo (s-slow)). X33 byl pouZit jako kmen Mut® a kmen KM71 byl
pouzit jako Mut®. Byly pouZity dva vektory: pPICZB (3,3 kb) a pPICZaA
(3,6 kb). Oba pouzivaly promotor AOX1.
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Konstrukce expresniho vektoru. Viiv rlznych signalnich
peptidd na expresi PhyA v systému Pichia byl sledovan na dvou
pfipravenych konstruktech. Prvni konstrukt byl pripraven 1ligaci
fragmentu 1,5 kb wvelkého EcoRI-KpnI, obsahujiciho sekvenci PhyA
kédujici funk&ni fytasu do pPICZoA. V tomto plasmidu (pICZo-phyA)
byl phyA zavadén alfa-faktorem - velmi Ziroce pouZivanym signalnim
peptidem z Saccharomyces cerevisiae. Druhy konstruktbbyl pfipraven
ligaci 1,4 kb velkého fragmentu KpnI-Xbal PYPP1l do vektoru (kédujici
oblast phyA byla zavddéna svym vlastnim signédlnim peptidem. Ktery
byl velmi ulinny p¥i sekreci exprimované fytasy v Saccharomyces
cerevisiae).

Transformace a exprese. Ové&fené konstrukty byly linearizovéany
Pmel a transformovany do GS115 a KM71 pomoci EasyComp™ dodavanym
v kitu. K selekci pozitivnich kolonii byl pouZit Neocin™. Jednotlivé
kolonie byly inokulovdny do 10 ml MGY média a péstovany p¥i 30°C do
doby, kdy ODgy bylo 2-6. Poté byly buflky zcentrifugovdny a
resuspendovany v 10 ml MMY média obsahujiciho 0,5% metanolu. Vzorky
byly sbiréany 12 a 24 hodin po indukci. Buntky byly odd&leni od
supernatantu a lysovany pomoci sklen&nych kulidek v homogenizacnim
pufru. Aktivita fytasy v supernatantu a v buiikdch byla stanovena
tak, Jjak jiZ bylo popsdno. Ke zjisténi velikosti a relativniho
mnoZstvi exprimovaného proteinu byly provedeny SDS-PAGE a Western
blot. '

Priklad 8 - PhyA fytasova aktivita v Pichia

Expresni konstrukt s pouZitim alfa - faktoru jako signalniho
peptidu pro phyA byl transformovan do dvou kment Pichia. KM71 je
pomaly kmen vyuZivajici metanol, kdezto X33 Jje divoky typ
vyuzivajici metanol u&inn&. Skryning a inkubace byly provadény v 10
ml lahvi&kdch p¥i 29-30°C. U transformace KM71 m&lo po indukci a 24
hodindch 19 kolonii 2z dvaceti extracelularni fytasu vy38i neZ 6
jednotek/ml supernatantu. Kolonie ¢&islo 13 vykazovala nejvy8si
aktivitu (26 Jednotek/ml) po té co byla inkubovadna 108 hodin.
VSechny kolonie transformantt X33 (20 z 20)vylazovaly vice neZ 10

jednotek/ml poté, co byly indukovany 24 hodin. Jedna z kolonii
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(¢islo 101) produkovala fytasovou aktivitu s hodnotou 65 jednotek
/ml supernatantu. Casové zavisloti exprese fytasy v KM71 a X33 byly
sumarizovany na obr. 1l. Navzdory rozdilnosti t&chto dvou kmenll ve
vyuZivani metanolu a proto téZ ve schopnosti exprese fytasy, bylo
zjidténo, Ze alfa-faktor je korektnd& uzivan v kvasinkonch.buﬁkéch.
Vedle toho tém&r vSechen exprimovany protein byl sekretovan do
média, protoZe v bufice nebylo nalezeno vice ne3 5% celkové
exprimované aktivity.

Byl studovdn vliv anorganického fosfatu a PH média na expresi
fytasy V médiich BMGY a BMMY. K pokustm bylo pouzZito phyA
rekombinantbniho kmenu X33 (&islo 101). Médium obsahujici 50 mM
fosfat produkovalo, 168 hodin po indukci, nejvys3i aktivitu fytasy -
66 Jjednotek /min. Byl studovan vliv ruzného PH tohoto pufru
(3,4,5,6,7 a 8)na expresi. JestliZe bylo pH 6, pak transformant X33
produkoval 75 jednotek/ml supernatantu. Na zakladd koncentrace
proteind a SDS-PAGE analyzy byl odhadnut vytéZek exprese fytasy na

cca 3 az 4 mg/ml.

Pfiklad 9 - Vlastnosti PhyA fytasy exprimované v Pichia

Molekulovd hmotnost a deglykosilace expresni fytasy. Silny
prouZek okolo molekulové hmotnosti 95 kDa byl dobfe znatelny na SDS-
PAGE supernatantu pripraveného =z média, které bylo inokulovéano
transformantem z genu phyA (obr. 12). Byl to témé&f Jjediny z¥etelny
protein v supernatantu. Exprimovana fytasa reagovala dobfte
s kraliCimi protildtkami p¥ipravenymi proti purifikované nativni
fytase z A. niger. To =znadi, Z%e imunoreaktivita exprimované fytasy
byla v podstaté& stejnd ijako imunoreaktivita nativni fytasy z A.
niger. Po pouziti Endo H se sniZila velikost fytasy deglykosilaci na
50 kDa. Protilatky proti phyA reagovaly také s deglykosilovanou
fytasou. Deglykosilace provedend za nativnich podminek navic sniZila
aktivitu fytasy o 15%, z &ehoi vyplyva, Ze glykosilace byla dileZitéa
pro aktivitu fytasy. Glykosilace dale ovlivnila termostabilitu ezyml
(obr. 13).

Nothern analyza. Jak je vid&t z obrazku 14, sonda phyA DNA o

velikosti 1,3 kb hybridizovala s mRNA indukovanych transformant® jak
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z KM71 (&.13) a X33 (&.101). sSignal daly také transformanty p¥ed
indukci. Pravdépodobné nebyla exprese phyA v tomto systému
kontrolovana striktné na hladin& transripce.

pH a teplotni optimum a hydrolyza fytinu. Stejné jako je tomu
u fytasy z A. niger, m& expresni fytasa dvé pPH optima - 2,5 a 5,5
(obr. 15). Teplotni optimum exprimované fytasy bylo 60°C (obr. 16).
JestliZe byla expresni fytasa inkubovana se sojovymi vzorky p¥i
aktivitach 100, 200, 400, 800, mU/g a teplotd 37°, byla produkce
fosfatu line&rni v zavislosti na moZstvi fytasy (obr. 17).

Pfiklad 10 Materidl a metody pro overexpresi genu appA =z
E.coli v Sacharomyces cerevisiae.

Gen a protein. Tento gen, pavodn& definovany jako gen
periplasmatické fosfoanhydridfosfohydrolasa z E. coli obsahuje 1298
nukleotidl (GeneBank accession number: M58708). Nejdfive bylo
zjiéténo, Ze gen kéduje kyselou fosfatasu s pH optimem 2,5 (ECAP)
v E. coli. Kyseld fosfatasa je monomer s molekulovou hmotnosti 44644
daltonui. Zralé EcAP obsahuje 410 aminokyselin (Dassa, J. et al.,
»The Complete Nucleotide Sequence of the Escherichia coli Gene appA
reveals Significant Homology Between pH 2,5 Acid Phosphatase and
Glucose-l-Phosphatase™, J. Bacteriology 172: 5497 - 5500 (1990),
ktery Jje zde =zahrnuty odkazem). Ostanin se spolupracovniky
overexprimoval appA v E. coli BL21 vektorem pPT7 a zvySil tak jeji
kyselou fosfatasovou aktivitu p¥ibliZné& 400x (440 mU/mg proteinit)
(Ostanin, K. et al., ,Overexpression, Site-Directed Mutagenesis, and
Mechanism of Escherichia coli Acid Phosphatase™, J. Bio. Chem., 267:
22830 - 36 (1992), ktery je zde zahrnuty odkazem).

Gen a hostitel - kmen CU1869 (No. 47092) E. coli byly
zakoupeny od ATCC. Gen, insert 1,3 kb, byl transformovidn do kmene
BL21 (no. 87441) E. coli s pouZitim expresniho vektoru pAPPAl
(Ostanin, K. et al., ,Overexpression, Site-Directed Mutagenesis, and
Mechanism of Escherichia coli Acid Phosphatase™, J. Bio. Chem., 267:
22830 - 36 (1992), ktery je zde zahrnuty odkazem).

Hostitel a vektor. Vektor pro overexpresi genu appA
vV Saccharomyces cerevisiae byl pYES2 a hostitel byl INVScI
(Invitrogen, San Diego, CA. USA).

Konstrukce expresniho vektoru. Na zadadtku Dbyl izolovan

fragment Xbal 1,3 kb velky z pAAPAl. Tento fragment obsahoval gen
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appA se svym vlastnim signdlnim peptidem. Poté, co byl tento
fragment ligovédn do mista Xbal pYES2, byl takto vznikly konstrukt
(PYES2-appA) transformovdn do Saccharomyces cerevisiae. Fytasova
aktivita v8ak nebyla zvy3ena ani v extra- ani v intra - buné&énych
¢astech v porovnani s kontroou. pAPPAl a PYPP1 (PhyA a jeho signalni
peptid v pYES2) byly kotransformovany do kvasinkového kmene. Ovsem,
znovu nebyla pozorovana vy33i aktivita kvali PAPPAl v médiu nebo v
kvasinkovych buiikach.

Dva primery byly syntetizovany za udelem spojeni signdlniho
peptidu genu PhyA s kédujici oblasti genu appA. Jeden, 80 bp dlouhy,
obsahoval signdlni peptid PhyA a misto KpnI na 5' konci: GGG GTA CCA
TGG GCG TCT CTG TTC TAC TTC CTT TGT ATC TCC TGT CTG GAG TCA CCT CCG
GAC AGA GTG AGC CGG AG (SEQ ID No.9). Druhy primer byl dlouhy 24 bp
s EcoRl mistem na 3 konci: GGG ATT TCA TTA CAA ACT GCA GGC (SEQ ID
No. 10). PCR probehlo ve 25 cyklech, v re¥imu - 1 min. denaturace
pEi 95°C - 1 min. annealing p#i 58°C a 1 min. prodiouZeni Yet&zce p¥i
72°C. Fragment'1,3 kb byl amplifikovadn, 3tépen a ligovan do PYES2.
Poté, co byl insert potvrzen restrik&nim mapovanim, byl konstrukt
(pYESZ—SphyA—appA) transformovédn do INVScI litium acetédtovou
metodou.

Exprese. Vyselektované transformanty byly inokulovany do YEPD
média. Exprese byla indukovéna pridanim galaktosy do kultury poté,
Cco ODgo dosdhla 2 tak, jak to bylo popsano dfive. Buiky byly
sklizeny 15 aZ 20 hodin po indukci.

Stanoveni  aktivity. Kysela  fosfotasova aktivita byla
stanovena p¥i 37°C ve 25 mM glycin-HCl pufru (pH 2,5) s pouZitim p-
nitrofenylfosfatu jako substratu (zasobni roztok - 250mM). 1,7 ml
reak¢éniho pufru bylo p#iddno do 0,1 ml vzorkd. Po pétiminutové
inkubaci ve vodni l&zni p¥i 37°C bylo pfidano 0,2 ml vytemperovaného
substradtu a zamichano. Reak&ni roztok byl prenesen do vytemperované
kyvety, kterd byla p¥imo v drZaku spektrofotometru, a v ni byl
inkubovén p#i 37°C 2 minuty. MnoZstvi uvoln&ného p-nitrofenolu bylo
sledovano prGbé&Ziné po dobu 5 min., pfi  vlinové délce 405nm.
Z vysledkll se poté vypo&etla enzymova aktivita.

In vitro studie. Sojova moucka (5,0 g) byla rozmichdna ve
20 ml 20mM citratového pufru, pH 5,5 a dale smichana s 200 mU fytasy

a inkubovdna p¥i 37°C po dobu 4 hodin za neustalého michani. Po
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ochlazeni ledem po dobu 10 min. byla suspenze p¥enesena do
centrifugalnich zkumavek a centrifugovana po dobu 15 min. pEi 15000

X g. V supernatantu byly stanoveny volné fosfaty.

Priklad 11 - Kvantifikace aktivity fytasy z overexprimovaného

genu E. coli appA v Saccharomyces cerevisiae.

Intracelulédrni aktivita kyselé fosfatasy v genem appA
overexprimované E. coli (pAPPAl) byla 440 mU/mg proteinti. Nebyvale
vysokad vSak byla nalezena fytasova aktivita v transformovaném kmeni
(vétsi neZ 4900 mU/mg proteindl). V kontrole (BL21) bylo pouze
minimdlni mnoZstvi fytasové aktivity. To znamenda, Ze tento gen pro
kyselou fosfatasu také kdédoval fytasu. Sekvence appA genu byla
srovnana se sekvenci genu PhyA a bylo zji3té&nom Ze tyto dva geny
sdili 23% identiti.

Transformace INVScI konstruktem PYES2-Sphy-appA (se zavad&cim
signdlnim peptidem =z PhyA) vedlo k produkci fytasové aktivity
v supernatantu, ktera byla 2000 krat v&t3i ne? aktivita divokého
typu nebo aktivita transformantu obsahujiciho gen appA se svym

vlastnim signdlnim peptidem (viz tabulka 7.)

Tabulka 7. Extracelularni  fytasovd aktivita v transformantech
S genem appA s raznym signdlnimi peptidy

Konstrukt Signdlni peptid Aktivita (mU/ml) Aktivita (mU/mg
proteina)

PYES- appA Nedetekovatelnd Nedetokovatelnéd

PYES2-SphyA-appA PhyA 1,158 445

Vliv koncentrace anorganického fosfatu, fytinu, pH a teploty
média (YEPD) na expresi fytasové aktivity pYES2-Sphy-A-appA e
ukdzan v tabulce 8. ©Nehvy33i fytasovd aktivita za optimd&lnich

podminek byla 2,286 mU/ml (633 mU/mg proteint).
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Tabulka 8. V1iv vlastnosti média YEPD na expresi fytasové aktivity
PYESZ-Sphy-A-appA v kvasinkach

Vlastnosti média Aktivita (mU/ml)

Fosfor, mg/100ml

0 : 1402
1 714
5 ' 722
10 456

Fytinat sodny, g/100ml

0 870

0,1 1019
1,0 1748
pH

5,0 - 892

7,0 996

8,0 2286
Teplota, °C

25 312

30 1037
37 996

Teplotni stabilita overexprimované extraceluldrni fytinové
aktivity produkované kvasinkovymi transformanty byla vy33i neZ
fytasy vnitrobun&éné produkované E. coli transformované PAPPALl (viz.
Tabuka 9).Zahfati extraceluldrni fytasy na 80°C a 15 minut vedlo
k 30% ztraté fytasové aktivity, kdeZto tém&¥ velkera fytasova
aktivita byla ztracena jestliZe stejnym podminkdm byla vystavena

fytasa z E. coli.
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Tabulka 9. Vliv zah¥ivani (80°C, 15 min.) na aktivitu fytas z rtznych
zdroja

Fytasa Relativni aktivita po zahtati (%)
appA v E. coli 0,1
appA v S. cerevisiae 69
PhyA v 5. cerevisiae 66
fytasa BASF 50

Srovnani fytas (200 mU) z E. coli, overexprimované AppA
v kvasinkdch a BASF co do schopnosti uvolfiovat fosfat ze sojové
moucky Jje ukédzano v tabulce 10.Vysledky naznaCuji, Ze fytasy ze
vSech tfi rhGznych zdrojt uvolfiuji fytinové fosfaty ze sojové moudky

¢inné.

o

Tabulka 10. Volné fosfaty uvoln&né ze sojové moudky fytasami ze t¥i
riznych zdroju.

Fytasa Fosfor (mg/g)
appA v E. coli 1,11
appA v S. cerevisiae 0,69
BASF 0,87

JestliZe byl gen E.coli appA (kysela fosfatasa) exprimovan
v Saccharomyces cerevisiae produkoval extracelularni fytasovou
aktivitu v médiu jeZ byla vice neZ 2000 krat vy$8i neZ kontrola.
Overexprimovand fytasa 0¢inn& uvolfiovala fytinové fosfaty ze sojové
moucky a zdad se, Ze je termostabiln&j3i ne? v soudasné dobé dostupné
komeréni fytasa nebo vnitrobun&&na fytasa produkvand v E. coli

stejnym genem (appa).
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Pfiklad 12 - Metody a material pro overexpresi genu E. coli

appA kbédujiciho kyselou fosfatasu / fytasu v Pichia pastoris

Gen a protein. Gen appA a hostitel, kmen E. coli CU1867 (No.
47092) byly obdrZeny z ATCC. Gen, insert 1,3 kb, byl transformovan
do kmene BL21 (no. 87441) E. coli s pouZitim expresniho vektoru
pPAPPAl {Ostanin, K. et al., ~Overexpression, Site-Directed
Mutagenesis, and Mechanism of Escherichia coli Acid Phosphatase™, J.
Bio. Chem., 267: 22830 - 36 (1992), ktery je zde zahrnuty odkazem).

Hostitel a vektor. Byl zakoupen EasySelect™ Pichia Expression
kit od firmy Invitrogen (San Diego, CA). Kit obsahuje hostitele a
vektory pot¥ebné k expresi genu bud intraceluldrné nebo
extraceluldrn& v divokém kmeni (X33). Byly pouZity dva vektory:
pPICZB (3,3 kb) a pPICZoA (3,6 kb). Oba pouzivaly promotor AQX1.

Konstrukce expresniho vektoru. Dva primery byly pouZity
k amplifikaci genu appA z pAPPAl a dv& restrik&ni mista EcoRI a Kpnl
byly zhotoveny na 5 a 3" koncich.

Primer proti smé&ru: GGA ATT CCA GAG TGA GCC GGA (SEQ ID No.
11)

Primer po smé&ru: GGG GTA CCT TAC AAA CTG CA G (SEQ ID No. 12)

Templat: pAPPAl DNA izolovand z ATCC 87441

PCR byla provedena ve 30 cyklech za nasledujiciho uspo¥adani:
1 min. denaturace p¥i 94°C, 1 min. annealing p#i 55°C a 1 min.
prodluZovani freté&zce p¥i 72°C. Fragment o veliksti 1245 pard bazi byl
amplifikovan, Stépen EcoRI a Kpnl a ligovan (16°C p¥es noc) do pPICZ
B (3,3 kb) a do pPICZoA (3,6 kb). Ligace byla potvrzena restrikénim
mapovanim po transformaci konstruktu do DH5a.

Transformace  konstruktu do  Pichia (X33). Pro  kaZdou
transformaci bylo p¥ipraveno 100 pg plasmidové DNA a poté
linearizovéan 3t&penim s Pmel. Po linearizaci byla DNA purifikovand a
resuspendovana v 10 pl sterilni deionizované vody. Ke kazdé
transformaci byla poté pouZita polovina této DNA. K transformaci DNA
do X33 byly pouZity elektroporace a kit EasyComp chemical kit
(Invitrogen). V pfipadé elektroporace byly pouZity 2mm kyvety a Cell
Manipulator (ECM 600, Gentromics, BTX Instrument division, San

Diego, CA 92121). Odpor byl 186 Ohm, nabijeci napéti 1,5 kilovoltd a
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skutefnd doba nabijeni byla pribli?n& 7 milisekund. Elektroporované

bufiky byly inkubovany na YPD agarovych potndch obsahujicich 100 mg -

Zeocinu/ml p¥i 30°C dva a%¥ &ty¥i dny dokud nevyrostly kolonie.
V pfipadé chemické transformace byl ybutiky péstovidny na YPDS
agarovycg plotnach obsahujicich 100 mg Zeocinu/ml. Chemicka metoda
méla v porovnadni s elektroporaci ni#3i transformadni u&innost.

Exprese. Jednotlivé kolonie byly inokulovédny do 10 ml média
MGY (30 ml zkumavky) a pé&stovany p¥i 28-30°C v rota&nim inkubatoru
(200 oté&cek z aminutu) (16-18 hodin) dokud hodnota ODsgo nedoséhla 5-
6. Buﬁky byly poté odstfedé&ny (2000 ot./min) a resuspendovany v 10
ml média BMMY (obsahujiciho 0,5% metanolu) k indukci exprese. Vzorky
(200 pl) byly sbirany kaZdych 12 nebo 24 hodin po indukci. Metanol
(100%) byl pridan v mnoZstvi 100 pl kaZdych 24 hodin za ucelem
udrZeni jeho koncentrace v médiu na hlading 0,5 - 1% v médiu.

Stanoveni. Builkky byly odd&leny =z média (supernatant) a
lysovany s pomoci sklenénych kuli¢ek v homogenisa&nim pufru.
Extracelularni fytasovd aktivita v supernatantu a vnitrobun&&na
fytasova aktivita v lysovanych bufikdch byla stanovena tak jak je
popsano dfive (0,2 M citratovy pufr, pH 5,5, pfi teploté 37°C a
s pouzitim 10 mM fytatu sodného). Kyseld fosfotasova aktivita byla
stanovena p¥i 37°C ve 25 mM glycin-HCl pufru (PH 2,5) s pouZitim p-
nitrofenylfosfatu jako substratu (zédsobni roztok - 250mM). 1,7 ml
reakéniho pufru bylo p#idano do 0,1 ml vzorkd. MnoZstvi uvolndného
p-nitrofenolu bylo sledovadno prib&iné po dobu 5 min., p#i vlinové
délce 405nm. Z vysledk se poté vypoletla énzymové aktivita. Byla
provedena SDS-PAGE (12%) s cilem stanovit velikost a relativni
mnozstvi exprimovaného proteinu. pH optimum a teplotnim optimum
exprimované fytasy byly stanoveny tak, jak bylo popséno ve
vysledcich.

In vitro studie. Sojovad moudka (5,0 g) byla rozmichéna ve
20 ml 20mM citrdtového pufru, pH 5,5 a dale smichana s 200 mU fvtasy
a inkubovédna p#i ' 37°C po dobu 4 hodin za neustalého michani. Po
ochlazeni ledem po dobu 10 min. byla suspenze ptenesena do
centrifugacnich zkumavek a centrifugovana po dobu 15 min. p¥i 15000

X g. V supernatantu byly stanoveny volné fosfaty.
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Priklad 13 - Sledovani fytasové aktivity v koloniich Phicia

bastoris overexprimujicich gen E. coli appA.

Divoky typ Pichia X33 tvoki jak extraceluldrn& (< 0,03 U/mg
proteinll)) tak i intraceluldrn& (< 0,05 U/ml) minimalni mno¥stvi
fytasové aktivity. Bufiky X33 transformované appA genem vnesenym do
PPICZB (bez o - faktoru a tedy by tvo¥ily wvnitrobuné&&nou fytasu)
nevykazaly Z2ZA&dné zvySeni aktivity fytasy (extraceluldarni aktivita
0,2 U/ml a intracelularni aktivity 0,05 U/mg proteintl).

Transformace bunék X33 konstruktem PPIZoA-appA (se zavad&ci
sekvenci o-faktoru) vedla k tvorb& extraceluldrni fytasové aktivity
v médiu. Na zacdtku bylo sledovadno 72 kolonii. Pouze dvé& kolonie
mély po 40 hodindch od indukce aktivitu <1 U/ml. VétZina kolonii
méla za 40 hodin od indukce aktivitu v rozmezi 10 a% 20 U/ml. Viech
70 kolonii m&lo za 118 hodin od indukce fytasovou aktivitu >80 U/ml.
Nejvy85i aktivita fytasy, dosud detekovani, byla 215 U/ml ve 192
hodiné po indukci (viz tabulka 11).

Tabulka 11 - Oblast extraceluldrni fytasové aktivity v koloniich X33
transformovanych pIZoaA-appA 40 a 118 hodin po indukci.

Pocet kolonii 40 hodin po indukci 118 hodin po indukci
2 <1 U/ml
6 1-10 U/ml
36 11-20 U/ml
28 >20 U/ml
70 80 U/ml

Aktivity fytasy a kyselé fosfatasy v transformantu, ktery
exprimuje 215 U fytasové aktivity na ml byly porovnany s aktivitami
divokého typu X33 (192 hodin po indukeci) (viz tabulka 12). Témé&r
vSechna exprimovand fytasa byla sekretoviana z bunék, coZ znamend, Ze

a-faktor byl velmi G&innym signdlnim peptidem p#i sekreci fytasy.
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Tabulka 12 Aktivita fytasy a kyselé fosfatasy
Divoky typ X33 PPIZoA~-appA transformant

Extraceluldrni Intraceluldrni Extraceluldrni Intracelularni

U/ml , U/mg bilkoviny U/ml U/mg bilkoviny
Fytasa 0,05 0,03 215 0,5
Kysela 0,01 0,002 5,88 0,9

fosfatasa

Transformanty E. coli genem pro kyselou fosfatasu appA z E.
coli mély intraceluldrni aktivitu fytasy 5 U/mg proteinti (Ostanin,
K. et al., Overexpression, Site-Directed Mutagenesis and Mechanism
of Escherichia Coli Acid Phosphatase, J. Biol. Chem., 267: 22830-36
(1992), ktery je zde zahrnut odkazem).

Transformant s genem PhyA v A. niger tvo¥il extracelularni
aktivitu 7,6 U/ml (Hartingsveldt et al., Cloning, Characterization
and Overexpression of the Phytase Encoding Gene (phyA) of
Aspergillus niger , Gene 27: 87-94 (1993), ktery je zde =zahrnut
odkazem). Ve srovnani s t&mito vysledky je expresni systémem fytasy

vV Pichia velmi u&innym expresnim systémem.

Priklad 14 Casova zavislost exprese fytasy

Aktivita extraceluldrni fytasy v médiu se zvy3ovala linedrné
u téméf v3ech selektovanych kolonii aZ do 192 hodin po indukci.
Obrazek 18 shrnuje zmé&ny aktivit p&ti kolonii v &ase 24 a3 163 hodin

po indukci.

Ptiklad 15 V1iv pH média na expresi fytasy (kolonie ¢&. 23
aktivita 136 U/ml ve 186hodiné&)

14

Byl studovan viiv rozdilnych pH média na tvorbu
extracelularni fytasy u transformant@. K pokustm byly pouzity 0,1 M

fosfaty pufrovand média. Jako kontrola bylo pouZito médium bez pufru
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(pH 7,0). V médiu pufrovaném na pH 6,0 se tvotila nejvyssi fytasova

aktivita (viz obr. 19).

Pfiklad 16 Velikost exprimované extraceluldrni fytasy

Na SDS-PAGE (12% gel) byl jasné z¥etelny prouZek u vzorku

supernatantu média kultury inokulované t¥emi rozdilnymi koloniemi

- (viz. obr.20). Velikost byla okolo 55 kDa, pravdépodobné byl protein
Castecné glykosilovany. ProtoZe expresni protein reprezentoval

- vét8inu viditelnych proteind v supernatantu, bylo by praktické

ziskdvat enzym bez pot¥eby dlouhé purifikace.

P¥iklad 17 pH optimum a teplotni optimum expresni

extracelularni fytasy (kolonie &. 23)

PH optimum expresni fytasy bylo 2,5 az 3,5 (viz obr. 21). To
je vyznamn& odli3né od obou fytas - fytasy phyA i fytasy z A. niger
(BASF) nebo od na3%ich dal3ich expresnich systémi. Toto PH optimum Jje
- idedlni pro jeji funkci v podminkach pH Zaltdku.

Teplotni optimum exprimovaného enzymu bylo 60°C (viz obr. 22).

Pfiklad 18 V1iv expresni fytasy na hydrolyzu fytinu a

uvolnéni fosfatu ze sojové moudky

Tato overexprimovand E. coli fytasa (kolonie &. 23) ucinné
hydrolyzuje fytin a uvolfiuje tak fosfat ze sojové moucky (viz obr.
23) . Uvoliiovdni volného fosfadtu ve smdsi bylo linedrni od 0 do 800

mU fytasy / g krmiva.

Pfiklad 19 V1iv expresni E. coli AppA fytasy exprimované
Pichia pastoris na biologickou dostupnost fytinového fosfatu u

prasat odstavenych od kojeni
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Ke z3idténi nutriéni  hodnoty expresni E.coli fytasy

exprimované Pichia p¥i krmeni prasat byla tato nova - fytasa

- porovnavana s p¥idavanim anorganického fosfatu ¢&i 5 komercéné
dostupnym mikrobidlnim systémem (Natuphos™, BASF Corp., Mt. Olive,

NJ, USA). Ctyficet osm mladych, pravé od kojeni odstavenych
prasatek, bylo vybrano mezi prasnicemi, které porodily wvice mladat

na Cornellové vyzkumné prasei farm& (Cornell Swine Research Farm) .
Prasatka byla odstavena ve 21 dnu a krmena komer&nim krmivem do 28

. dne. Poté byla pfendéna po dvou do ohradek a n&dhodné bylo mezi nimi
zvoleno o$etfeni. Prasatka si zvykala dva tydny na kukufi&no-sojovou

- zdkladni stravu (tabulka 13).
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Slozka +C -C YP MP
$stravy gstravy ¥stravy ¥stravy

Kukurice 60,5 61,57 61,07

Syrovatkovy 3 3 3 3

bilkovinny

koncentrat

SBM 44% 30 30 30 30

Kukufiény 3 3 3 3

olej

Limeta 0,8 0,93 0,93 0,93

Fosforednan 1,2 0 0 0

vapenaty

Vitaminy a 0,5 0,5 0,5 0,5

minerdlni

latky

smés ECAP 0 0 0,5 0

sm&s MP 0 0 0 0,5

Sal 0,5 0,5 0,5 0,5

CSP 250 0,5 0,5 0,5 0,5

Celkem 100 100 100 100

Cp 20,6 20,6 20,6 20,6

Ca 0,73 0,47 0,47 0,47

Peelkovy 0,6 0,39 0,39 0,39

Pozn.: VSechny smési pouZivaji kuku¥ici jako nosi&

Dopliikové vitaminy a miner&lni latky: 2540 MJ (mezinarodnich jednotek-IU)
Vit. A, 660 MJ Vit. D, 15 MJ Vit. E, 2,2 mg Vit K,

3,3 mg riboflavinu, 13,2 mg kyseliny pantotheové, 17,6 mg niacinu, 110,1 mg
cholinu, 1,98 pg B-12,

37,4 mg Mn, 0,6 mg I, 10 mg Cu, 0,3 mg Se, 100 mg Zn a 100 mg Fe na kg
stravy.

Poté kaZdd ohradka dostdvala jednu ze ¢tyr strav. Skupina
#~positivni kontrola™ (+C) dostdvala =zakladni stravu doplnovanou
fosforelnanem vapenatym. Skupina ,negativni kontrola™ (-C) dostavala
pouze zadkladni stravu. Skupina ,kvasinkovd fosfatasa™ (YP) dostéavala

zdkladni stravu doplfiovanou expresni E. coli fytasou v mnoZstvi 1200
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U/kg krmiva. Skupina ,mikrobidlni fytasa“ (MP) dostavala =zakladni
stravu doplilovanou fytasou BASF v mnoZstvi 1200 U/kg krmiva.
Prasatka méla volny p¥istup k potravé a vod&. PFirtstek vahy

jednotlivych prasatek byl zaznamenadvan tydn&. SeZrané krmivo za den
u kazZdé ohradky bylo

kaZdého

také zaznamenavano. Vzorky krevni

ke

plasmy

z prasat byly odebirany

anorganického fosfatu v krvi.

tydné stanoveni hladiny

V tabulce 14 Jjsou vysledky té&lesné
vahy (body weight - BW), primé&rného denniho p¥irfistku (average daily
gain - ADG), prumérného denniho p¥ijmu (average feed intake - ADFI),

F:G)

poméru krmivo/pZirtstek (feed/gain - a anorganického fosfatu

v plasmé (plasma inorganic phosphorus - PP).

45

[ 2 X X J

L
e [ X2 X4




. .o oo

a
.: : o o o0 L] ee o
e o 0 . o . . * .
¢ 800e o O . . e ° * *
. ™ . o [ . LI
ees ° .o eee o0 oeoe

Tabulka Celkové hodnoty PP, BW, ADG, ADFI a F:G prasat
v zadvislosti na stravé a obsahu fytasy.

+C -C YP MP
Podatedni
stav
PP 12,99 13,02 13,07 13,54
BW 11,54 11,63 12 11,5
1. tyden
PP 10,83 6,48° 8,59® 8,358
BW 14 13,83 14,29 13,92
ADG 0,351 0,316 0,327 0,345
ADF1 0,700 0, 684 0,697 0,697
F:G 2,04 2,20 2,18 2,13
2. tyden
PP 9,76 5,64 8,728 7,84°¢
BW 18,04 17,42 17,83 17,71
ADG 0,578 0,512 0,506 0,542
ADF1 0,833 0,855 0,784 0,837
F:G 1,468 1,67* 1,56 1,55%
3. tyden
PP 112 6,26° 8,648 8,13"%
BW 22,58 21,17 22 22,21
ADG 0,649 0,536° 0,595 0, 643"
ADF1 1,166 1,02 1,001 1,003
F:G 1,8 1,92 1,71 1,36
4. tyden
PP 10,94 6,31¢ 9, 65° 9,28
BW 27,54 25,29 27,79 27,38
ADG 0,708 0,589" 0,827* 0,738
ADF1 0,1,395* 1,049 1,309% 1,273
F:G 1,98 1,87 1,59 1,73

1 Cisla ve stejném radku,

kterd nesdili spoleCné pismeno jsou vyznamné

odlisnd. Analyza rozdild byla provedena pomoci Bonferroniho (Dunnovym) T-

testem, kde alfa=0,05 a df=20

Ke

nedostatek fosfdtu u skupiny negativni kontrola.

konci

ctyrtydenniho

experimentu

pozorvan velky

U vsech ostatnich

t¥i skupin nebyly pozorovany ndznaky nedostatku fosfatu. Je zF¥ejmé,

Zze ve zlepSeni biologické dostupnosti fosfatu z fytinu kukuficno-

sojové mouckové

stravy pro prasata

46
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exprimovand Pichia stejn&, ne-1i wvice, G&innd Jjako komerdni
mikrobidlni fytasa. MaZe tedy nahradit, u od kojeni odstavenych

prasat, dopliiovani stravy anorganickym fosfatem.

Pfiklad 20 V1iv expresni E. coli AppA fytasy exprimované

v Pichia pastoris na biologickou dostupnost Zeleza (Fe) a fytinového

fosfadtu u prasat odstavenych od kojeni

Ke zji3téni vlivu expresni E.coli fytasy exprimované Pichia
na biologickou dostupnost ve stravé obsaZeného,

od

na fytin véazaného

Fe, ©pro, kojeni odstavend, prasata, bylo vybradno dvacet

(Hb)/ dl1 krve).

2 N 2

anemickych prasat (std#i 21 dni, 7,3 g hemoglobinu
Prasata byla krmena sedm dni krmivem s nedostatkem Fe a poté byla ve
véku 28 dni umisténa do metabolickych kleci. Poté byla ve v&ku 35

dni krmena experimentdlni stravou po dobu péti tydnli. Experimentdlni

strava byla nésledujici: =z&kladni strava s nedostatkem Fe (-C,
s pfidanym anorganickym fosfatem), strava s dodavanym Fe (+C),
strava s nedostatkem Fe a fosfatu a s expresni E. coli fytasou (YP)

nebo s komeréni mikrobi&lni fytasou (BASF, MP, USA) v mnoZstvi 1200
U/kg krmiva. Tydn& byly stanovovany: té&lesna vaha (BW), objem
sedimentovanych bunék (PCV), Hb a anorganicky fosfat v plasm& (PP).

Vysledky jsou shrnuty v tabulce 15.
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Tabulka 15 Celkové hodnoty
stravé a obsahu fytasy.
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PCV, Hb, BW a PP prasat v zavislosti na

+C -C Yp MP
Podatedni

stav

PCV 25 25 26 24

Hb 7,73 7,22 7,85 7,08
BW 8,14 8,27 8,17 7,45
PP 7,92 7,76 7,21 7,36
1. tyden

PCV 25 26 29 27

Hb 7,62 8,3 8,77 7,88
BW 9,44 8,84 9,63 8,57
PP 8,41 8,45 8,48 8,22
2. tyden

PCV 29 26 30 28

Hb 8,6 7,34 8,93 8,27
BW 12,32 10,13 11,91 10,84
PP 10,282 9,05%® 8,893 8,222
3. tyden

PCV 362 29 342 332

Hb 11,552 8, 2P 10,842 9,96%
BW 16,772 13P 15, 62% 14, 62%
PP 12,142 11,37% 10, 25°° 9,71°
4. tyden

PCV 39 34 38 36

Hb 12,992 10,11° 12,272 11,35%
BW 21, 362 17,37° 19,443 18, 56%
PP 10,19° 9, 34% 9,49% 8, 8"
5. tyden

PCV 490 38 40 39

Hb 13,522 12, 24" 13, 642 13,13%
BW 26,53 22,59 24,27 23,43
PP 9,272 8, 953 8,793 8, 02"

1 Hodnoty jsou priméry kde n=5.

Priméry ve stejném radku,

které nesdileji

spolecné pismeno v hornim indexu jsou vyznm& rozdilné (P <0,10)

E.

coli fytasa overexprimovand v Pichia byla,

ve zvy3ovani

fytinového fosfatu a vyuZiti Fe z kuku¥i&no-sojové moudkové stravy
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pro od kojeni odstavend prasata, prinejmen3im stejné& ulinnad jako
fytasa BASF.

AZkoliv jsou zde hlavni body vyndlezu detailn& popséany a
vykresleny, je tém, ktefi jsou znali cboru z¥ejmé, Ze se mohou
vyskytnout rGzné modifikace, dopliiky, ndhrady apod. bez toho, aby
byl opuStén duch vyndlezu a jsou tak tyto stdle pokladany za &ast

vyndlezu, jak je definovany v patentovych narocich.
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Primer pro PCR amplifikaci a klonovéani

ggggtaccat gggcgtctet gctgttctac ttceccttteta tcetecctgtet ggagtcacct 60
ccggacagag tgagccggag

<210>
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<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

10
24
DNA
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gggaattcat tacaaactgc aggc
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11

ggaattccag agtgagccgg a

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

<220>
<223>

<400>

12
22
DNA

Umé&la sekvence

Popis umélé sekvence:

12

ggggtacctt acaaactgca cg

80

Primer pro PCR amplifikaci a klonovani

24

Primer pro PCR amplifikaci a klonovani

21

Primer pro PCR amplifikaci a klonovani
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1. Metoda produkce fytasy v kvasinkach zahrnujici: zajisténi
heterologniho genu, ktery kéduje protein nebo polypeptid
s fytasovou aktivitou a exprese Fe&eného genu v kvasinkovyvh
kmenech.

2. Metoda dle naroku 1, kde je protein nebo polypeptid zavadé&n
signdlnim peptidem a sekretovan buiikou do ristového média

nebo pouze exprimovan vnitrobund&né&.

3. Metoda dle naroku 2, kde je protein nebo polypeptid
sekretovédn do rl@stového média a m& koncentraci vy33i nez
300 jednotek/ml.

4.. Metoda dle naroku 1, kde Jje heterologni gen, ktery kéduje
protein nebo polypeptid s fytasovou aktivitou, spojen do

jednoho rédmce s transkrip&nim zesilovacim prvkem.

5. Metoda dle naroku 1, kde je heterologni gen nesen stabilnim

vektorem.

6. Metoda dle naroku 1, kde je heterologni gen nesen um&lym

chromozomemu.

7. Metoda dle naroku 1, kde je heterologni gen integrovan do

chromozomu kvasinkového kmene.

8. Metoda dle ndroku 1, kde je heterologni gen izolovéan

Zz rostlinnych bund&k.

9. Metoda dle naroku 1, kde je heterologni gen izolovan

Zz houbovych bunék.

10.Metoda dle naroku 9, kde heterologni gen je gen phya

z Aspergillus niger.
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15.

16.

17

18

19

20

21.

22.

.Metoda dle n&roku 11,

.Metoda dle naroku 15,

.Metoda dle n&roku 19,
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-Metoda dle naroku 1, kde je kvasinkovy kmen vybran ze

skupiny obsahujici Saccharomyces, Kluyveromyces, Torulaspora

a Schizosaccharomyces.

kde kvasinkovy kmen je Saccharomyces

cerivesia.

.Metoda dle nédroku 10, kde kvasinkovy kmen je metylotrofni

kvasinkovy kmen.

-Metoda dle naroku 9, kde metylotrofni kvasinkovy kmen je

Pichia pastoris.

Metoda dle naroku 1, kde je heterologni gen izolovan

z bakteridlnich bunék.

Metoda dle ndroku 15, kde heterologni gen je gen appa

z Escherichia coli.

-Metoda dle naroku 16, kde je kvasinkovy kmen vybran ze

skupiny obsahujici Saccharomyces, Kluyveromyces, Torulaspora

a Schizosaccharomyces.

.Metoda dle naroku 17, kde kvasinkovy kmen je Saccromyces

cerivesia.

kde kvasinkovy kmen je metylotrofni

kvasinkovy kmen.

kde metylotrofni kvasinkovy kmen je

Pichia pastoris.

Protein nebo polypeptid produkovany metodou dle naroku 1.

Protein nebo polypeptid dle naroku 21, kde protein nebo
polypeptid obsahuje signalni peptid.
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Protein nebo polypeptid dle naroku 21, kde heterologni gen
je gen phyA z Aspergilus niger.

-Protein nebo polypeptid dle naroku 21, kde heterologni gen

je gen appA z Escherichia coli.

Protein nebo polypeptid dle naroku 21 majici fytasovou
aktivitu s optimAdlni aktivitou v oblasti teplot 57-65°C a pH
2,5 -3,5 nebo 5-5,5,

Protein nebo polypeptid dle naroku 25, kde teplotni oblast
pro‘optimélni aktivitu je 58 - 62°C.

Protein nebo polypeptid dle naroku 21, majici fytasovou
aktivitu, kde si protein po zah%ati na 90°C a dobu 15 minut

zachova alespoil 40% své aktivity.

Protein nebo polypeptid dle naroku 27, kde si protein po

zah?ati na 90°C a dobu 15 minut zachova mezi 40% a 60% své

aktivity.

Protein nebo polypeptid dle naroku 21, majici fytasovou
aktivitu, kde si protein po zah¥ati na 60°C a dobu 15 minut

zachova alespoil 60% své aktivity.

-Kvasinkovy kmen obsahujici heterologni gen, ktery kéduje

protein nebo polypeptid s fytasovou aktivitou, a ktery je
funk&né spojen s promotorem schopnym exprese fytasy

v kvasinkach.

Kvasinkovy kmen dle naroku 30, kde heterologni gen je gen

PhyA z Aspergilus niger.

.Kvasinkovy kmen dle naroku 31, kde Je kvasinkovy kmen vybran

ze skupiny obsahujici Saccharomyces, Kluyveromyces,

Torulaspora a Schizosaccharomyces.
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Kvasinkovy kmen dle naroku 32, kde kvasinkovy kmen je

Saccharomyces cerevisiae.
Kvasinkovy kmen dle ndroku 31, kde kvasinkovy kmen je
metylotrofni kvasinkovy kmen.
kde

Kvasinkovy kmen dle naroku 34, metylotrofni kvasinkovy

kmen je Pichia pastoris.
Kvasinkovy kmen dle né&roku 30, kde

heterologni gen je gen

appA z Escherichia coli.

Kvasinkovy kmen dle naroku 36, kde je kvasinkovy kmen vybran
ze skupiny obsahujici Saccharomyces, Kluyveromyces,

Torulaspora a Schizosaccharomyces.

Kvasinkovy kmen dle ndroku 37, kde kvasinkovy kmen je

Saccromyces cerivesia.

Kvasinkovy kmen dle naroku 36, kde kvasinkovy kmen je

metylotrofni kvasinkovy kmen.

Kvasinkovy kmen dle naroku 39, kde metylotrofni kvasinkovy

kmen je Pichia pastoris.

.Vektor obsahujici gen z jiného organismu ne% jsou kvasinky,

ktery kéduje protein nebo polypeptid s fytasovou aktivitou,
promotor funkéné& spojeny s genem kéddujicim peptid s
fytasovou aktivitou, a kde je fedeny promotor schopny
iniciace transkripce v kvasinkdch a ddle obsahuje polatek

replikace schopny udrZet vektor v kvasinkach.

.Vektor dle naroku 41, ktery dale obsahuje selek&ni marker.

Vektor dle ndroku 42, kde je selekdni marker vybran ze
skupiny zahrnujici URA3, LEU2, TRP1, HIS3, HIS4, ARG4 a geny

rezistence k antibiotiklm.
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41, ktery dale obsahuje polatek replikace

schopny replikace v bakterialni buiice.

45.Vektor dle naroku

44, kde pocCatek replikace je vybran ze

skupiny zahrnujici ColEl, Ori a oriT.

46.Vektor dle naroku

41, kde je heterologni gen izolovan

z bakteridlni bufiky.

4'7.Vektor dle naroku 46, kde heterologni gen je gen phya

z Aspergilus niger.

48.Vektor .dle n&roku 46, kde heterologni gen je gen appA

z Escherichia coli.

49.Metoda produkce proteinu nebo polypeptidu majiciho fytasovou

aktivitu a zahrnujici: zaji3t&ni izolovaného genu appaA,

ktery kéduje protein nebo polypeptid s fytasovou aktivitou a

dale expresi Yedeného genu v hostitelské bufice.

50.Metoda dle naroku 49, kde je gen appA izolovan z Escherichia

coli.

51.Metoda dle naroku 49, kde je hostitelskou bunikou kvasinkovy

kmen nebo filamentidrni houba.

52.Metoda dle naroku 51, kde je filamentarni houbou Aspergillus

niger.

53.Metoda dle naroku 51, kde je kvasinkovy kmen vybran ze

skupiny obsahujici Saccharomyces, Kluyveromyces, Torulaspora

a Schizosaccharomyces.

54.Metoda dle naroku 51, kde kvasinkovy kmen je Saccromyces

cerivesia.




55.Metoda dle naroku 49, kde je protein nebo polypeptid zavadén

56

57

signdlnim peptidem a sekretovan buiikou do réistového média

nebo pouze exprimovan vnitrobunécné.

.Metoda konverze fytinu na inositol a anorganicky fosfat

zahrnujici: zajisténi genu appA; expresi proteinu nebo
polypeptidu s fytasovou aktivitou z Feleného genu

v hostitelské buiice a kontakt proteinu nebo polypeptidu

s fytinem za Udelem katalyzy konverze fytinu na incsitol a

anorganicky fosfat.

.Metoda dle naroku 56, kde je fytin obsaZen v potravinach

nebo krmivech.

58.Metoda dle naroku 56, kde je gen appA izolovan z Escherichia

coli.
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