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KIVONAT
A jelen talalmany targyat egy javitott enzimatikus tulaj-
donsagokkal rendelkezd, izolalt, mutadns savas foszfatiaz/fitaz
képezi. A mutans savas foszfataz/fitdz kiiléonésen alkalmas a ta-

karmany-készitményekben torténd felhasznalasra.
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A jelen bejelentés az 1999. november 18-an benyujtott,
60/166,179 szami, amerikai egyesilt éllamokbeli ideiglenes

szabadalmi bejelentés clsobbséget igényli.

A jelen talalmany targyat az Escherichia coli-bol szarma-

20 foszfatéz/fitéz helyspecifikus mutagenezise képezi-

A fitazok (amelyek a mono€szter foszfatazok cgY specia-
11s csoportjét alkotjak) szﬁkségesek ahhoz, hogy clinditsak a
foszfat (»P") 1ehasadész’1t a fitatrol (mas néven mio—inozitol—he-
xafoszfétrél), amely 2@ gabonék esetén @ fo p-tarolasi forma
[N.R. Reddy és mtsai.: ,,Phytates in Legumes and Cereals”, Ad-
yances 1n Food Research, 28: 1, (1982)]. Mivel az egyszerﬁ
gyomorral rendelkezd szervezetek (mint amilyen példéul a ser-
tés, a baromfi vagy az ember) gyomor- és bélrendszerében ala-
csony a fitéz-aktivités, az elfogyasztott fitat foszfatja majdnem
teljes egészében emészthetct\en. Ezért ezen szervezetek esetén
szitkség van a gzervetlen foszfat (ami €8y draga €s nem meg-
ﬁjithaté tépanyag) p(’)tléséra. Még ennél 1s nagyobb problémz’st
jelent az, hogy az ¢€zen slolények frialéke altal a kornyezetbe
juttatott hasznositatlan fitat-P a kornyezet szamara p-szennye-
z6dést jelent (G.L. Cromwell &g mtsai.: P -A Key Essential
Nutrient, Yet @ Possible Major pPollutant — [ts Central Role in

Animal Nutrition”, Biotechnology In the Feed Industrys Procee-



dings Alltech 7th Annual Symposium, 133. oldal, (1991)]. To-
vabba, a fitat esszencialis nyomelemekkel, mint példaul a cink-
kel, kelatot képez, ami hidnybetegségeket okoz, mint példaul a
novekedes és a szellemi fejlédés visszamaradasat, olyan gyere-
kekben, akik féleg névényi eredetii taplalékot (amibél nem von-
tak ki a fitatot) fogyasztanak.

Aspergillus niger NRRL3135-b31 két fitazt —a phyA-t és a
phyB-t— klonoztak és szekvenaltak [K.C. Ehrlich és mtsai.:
»Identification and Clonig of a Second Phytase Gene (phys)
from Aspergillus niger (ficuum)”, Biochem. Biophys. Res.
Commun., 195: 53-57 (1993); C.S. Piddington és mtsai.: »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)]. Nemrég uj fi-
taz-géneket izolaltak Aspergillus terreus-bél és Miceliophthora
thermophila-bél [Mitchell és mtsai.: ,,The Phytase Subfamily of
Histidine Acid Phosphatases: Isolation of Genes for Two Novel
Phytases From the Fungi Aspergillus terreus and Miceliophtho-
ra thermophila”, Microbiology, 143: 245-252, (1997)], Asper-
gillus fumigatus-bol [Pasamontes és mtsai.: ,,Gene Cloning, Pu-
rification, and Characterization of a Heat-Stable Phytase from
the Fungus Aspergillus fumigatus”, Appl. Environ. Microbiol.,
63: 1696-1700, (1997)], Emiricella nidulans-bél és Talaromy-
ces thermophilus-b6l [Pasamontes és mtsai.: »Cloning of the
Phytase from Emiricella nidulans and the Thermophilic Fungus
Talaromyces thermophilus”, Biochim. Biophys. Acta, 1353:
217-223, (1997)], valamint kukoricdbél [Maugenest és mtsai.:
»Cloning and Characterization of a ¢cDNA Encoding a Maize

Seedling Phytase”, Biochem. J., 322: 51 1-517, (1997)].



Sokféle tipusu fitdz enzimet izolaltak és/vagy tisztitottak
Enterobacter sp. 4-b6l [Yoon és mtsai.: ,,Isolation and Identifi-
cation of Phytase-Producing Bacterium, Enterobacter sp. 4, and
Enzymatic Properties of Phytase Enzyme”, Enzyme and Micro-

bial Technology, 18: 449-454, (1996)], Klebsiella terrigena-bol

[Greiner és mtsai.: ,,Purification and Characterization of a Phy-
tase from Klebsiella terrigena”, Arch. Biochem. Biophys., 341:
201-206, (1997)] és Bacillus sp. DS11-b6] [Kim és mtsai.: ,Pu-
rification and Properties of a Thermostable Phytase from Bacil-
lus sp. DS11”, Enzyme and Microbial Technology, 22: 2-7,
(1998)]. Ezen enzimek tulajdonségait tanulmanyoztak. Raadasul
az Aspergillus ficuum-b6l szarmazé phyA kristalyszerkezetét is
meghataroztidk [Kostrewa és mtsai.: ,,Crystal Structure of Phy-
tase from Aspergillus ficuum at 2.5 A Resolution”, Nature
Structure Biology, 4: 185-190 (1997)].

Hartingsveldt és mtsai. a phyd-gént bejuttattak az A. ni-
ger-be, és azt tapasztaltdk, hogy a fitaz-aktivitas tizszeresére
nétt a vad tipushoz képest [”Cloning, Characterization and
Overexpression of the Phytase-Encoding Gene (phyA) of Asper-
gillus niger”, Gene, 127: 87-94, (1993)]. Kimutattak, hogyha a
sertések és a baromfiak taplalékat ezzel a tipusu mikrobialis fi-
tazzal egészitik ki, akkor jobban hasznosul a fitatbél szdrmazé
foszfat, valamint a cink [Simons és mtsai.: sImprovement of
Phosphorus Availability By Microbial Phytase in Broilers and
Pigs”, Br. J. Nutr., 64: 525 (1990); X.G. Lei és mtsai.: »Supp-
lementing Corn-Soybean Meal Diets With Microbial Phytase
Linearly Improves Phytate P Utilization by Weaning Pigs”, J.
Anim. Sci., 71: 3359, (1993); X.G. Lei és mtsai.: »SUpp-
lementing Corn-Soybean Meal Diets With Microbial Phytase
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Maximizes Phytate P Utilization by Weaning Pigs”, J. Anim.
Sci., 71: 3368, (1993); G.L. Cromwell és mtsai.: ,P -A Key Es-
sential Nutrient, Yet a Possible Major Pollutant — Its Central
Role in Animal Nutrition”, Biotechnology In the Feed Industry;
Proceedings Alltech 7th Annual Symposium, 133. oldal,
(1991)]. A fitaz takarméany-kiegészitéként torténé gyakorlati al-
kalmazasat az allattenyésztésben azonban eleve kizarja az,
hogy a fitdz nagyiizemileg csak korlatozottan és drdagan 4allitha-
t6 eld, valamint az, hogy instabil, ha a takarmany tablettizésa
soran hohatasnak teszik ki [A.W. Jongbloed és mtsai.: ,Effect
of Pelleting Mixed Feeds on Phytase Activity and Apparent Ab-
sorbability of Phosphorus and Calcium in Pigs”, Animal Feed
Science and Technology, 28: 233-242, (1990)]. Sét, az A. niger
altal termelt fitdz feltehetéleg nem a legbiztonsiagosabb forras
az emberi fogyasztasra alkalmas élelmiszerek eldallitasara.
Ezért sziikkség van a fitaz-termelés fejlesztésére, hogy a
fitazt alkalmazni lehessen az élelmiszer- és a takarményipar-

ban.

A jelen talalmany targyat egy izolalt, mutidns savas fosz-
fataz/fitaz képezi, amelyet Ggy allitunk eld, hogy egy vad tipu-
su, Escherichia coli-bdl szarmazo savas foszfataz/fitaz (amely-
nek aminosav-szekvencidja az l-es szamu szekvencidnak felel
meg) tobb aminosavat kicseréljiik. Ezeket az aminosav-cseréket
az l-es szamu szekvencia 200., 207. és 211. poziciojaban hajt-
juk végre. A jelen talalmany targyat képezi egy olyan, izolalt,
mutans savas foszfatdz/fitaz is, amely abban kiilénbozik az 1-es
szamu szekvencidnak megfelel6 aminosav-szekvenciaju, vad ti-
pusu savas foszfataztél/fitaztol, hogy abban legaldabb egy ami-

nosav ki van cserélve, amely aminosav-csere megakadalyozza,
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hogy a 200. és a 210. poziciéban taldlhat6 ciszteinek kozott di-
szulfid-ko6tés alakuljon ki. A jelen taldlmany szerinti mutans
savas foszfataz/fitaz takarmany-készitményekben alkalmazhaté.

A jelen talalmany targyat képezi egy olyan eljaras is,
amelynek segitségével javithatdok az 1-es szamu szekvencianak
megfelel6 aminosav-szekvenciaji, vad tipusi, Escherichia coli-
-bol szarmazé6 savas foszfataz/fitaz enzimatikus tulajdonsagai.
Ez az eljaras magaba foglalja a vad tipusi savas foszfataz/fitaz
aminosav-szekvencidjanak a megvaltoztatasat, azaltal hogy az
1-es szamu szekvencia 200., 207. és 211. poziciéjaban amino-
sav-cseréket hajtunk végre. Ezen eljaras egy masik kiviteli for-
ma szerint azt foglalja magéaba, hogy az 1-es szamu szekvencia-
nak megfelel6 aminosav-szekvenciaju, vad tipusu savas foszfa-
taz/fitdz aminosav-szekvencidjat ugy valtoztatjuk meg, hogy
legalabb egy olyan aminosav-cserét hajtunk végre, amely ami-
nosav-csere megakadalyozza, hogy a 200. és a 210. poziciéban
talalhaté ciszteinek ko6zott diszulfid-kotés alakuljon ki.

A jelen talalmany targyat képezi egy olyan, izolalt DNS-
-molekula is, amely a jelen taldlmany szerinti mutans savas
foszfatazt/fitazt kédolja. A talalmany targyat képezik tovabba
olyan, rekombinans DNS expresszaldsira alkalmas rendszerek
€s gazdasejtek is, amelyek a jelen talalmany szerinti DNS-mo-
lekulat tartalmazzak. Ezek a konstrukciék alkalmasak a jelen
taldlmany szerinti mutans savas foszfataz/fitdz rekombinans
uton torténd eldallitasara.

A jelen talalmény targyat képezi egy olyan alapvets mole-
kuldris moédszer is, amely széleskorlien alkalmazhatd kiillonféle
€16lényekbdl szarmaztathaté mutans savas foszfatazok/fitizok
tervezésére, aminek eredményeképpen javitott enzimatikus tu-

lajdonsagokkal (mint példaul nagyobb hdstabilitassal és katali-



tikus hatékonysidggal) rendelkez6 mutansokat kapunk. Ez a
modszer magaba foglalja egy vad tipusid enzim génjének az azo-
nositasat €és izoldlasat; valamint az ezen a génen végzett hely-
specifikus mutagenezist, abbdl a célbdl, hogy javitsuk az enzim
mikodését és/vagy stabilitasat. A jelen talalmany egyik kiviteli
formaja szerint azért végziink helyspecifikus mutagenezist,
hogy a vad tipusu génbe célzottan vigyiink be mutacidkat, ab-
bol a célbdl, hogy a vad tipusi enzimhez N-glikozilacids helye-
ket adjunk és/vagy megvaltoztassuk az enzim fizikai-kémiai tu-
lajdonsagait (példaul noveljiik az enzim nettd pozitiv toltését).
Ezenkiviil a vad tipusi génen abbdl a célbdl is végezhetiink cél-
zott mutagenezist, hogy megsziintessiink bizonyos diszulfid-ké-
téseket (amelyek eredetileg jelen vannak a végleges fehérje-ter-
mékben), és igy javitsuk az enzim héstabilitasat és katalitikus

mikoédését.

Az 1. abran az E. coli-bol szarmazd savas foszfataz/fitaz
génjének (appA) a nukleotid-szekvenciaja (2-es szamu szekven-
cia) és a savas foszfataz/fitaz ebbdl levezetett aminosav-szek-
vencidja (1-es szamu szekvencia) lathaté. A primereket aldhu-
zassal és nyilakkal jeloltiik. A GH-hurok régiét (202-211) vas-
tag betiikkel jeloltik; az a-domén egyetlen diszulfid-ko6tésének
a kialakitasaban a C200 (amely a G-hélixben talalhatd) és a
C210 (amely a GH-hurokban talalhatd) vesz részt. A kicserélt
aminosavakat (A131, V134N, C200, D207 és S211) vastagon
alahuztuk.

A 2. abrén a Pichia pastoris-ban expresszéalt rekombinans
fehérjék (tisztitott fehérjék) SDS-gélelektroférizes (15 %) vizs-
galatanak az eredménye lathaté. Minden sdvban 30 pg fehérjét

futtattunk. Az egyes savok jelentése az alabbi: M: el6re meg-



festett marker (Biorad, kDa) (foszforilaz b, 103; szarvasmarha
szérum albumin, 76; ovalbumin, 49; szénsav-anhidraz, 33,2;
sz6ja tripszin-inhibitor, 28); 1: Endo Hy (endoglikozidaz Hy); 2:
r-AppA (az appA gén altal Pichia pastorisban termelt rekombi-
nans fehérje); 3: r-AppA + Endo Hy 4: az U jeli mutans fehér-
je; 5: az U jelii mutans fehérje + Endo Hy 6: az R jeld mutans
fehérje; 7: az R jeli mutans fehérje + Endo Hy; 8: az Y jeld mu-
tans fehérje; 9: az Y jeld mutans fehérje + Endo Hy.

A 3. abran a tisztitott r-AppA () és a mutans fehérjék (U:
B Y: A; R: ¢) enzimatikus aktivitasa lathaté a pH fiiggvényé-
ben, 37°C-on, szubsztratként natrium-fitatot hasznalva. Minden
egyes mutans fehérje, valamint az r-AppA maximalis aktivitasat
100 %-nak definialtuk. Az alabbi puffereket hasznaltuk: pH
1,5-3,5: 0,2 M glicin-HCI; pH 4,5-7,5: 0,2 M natrium-citrat; pH
8,5-11 0,2 M Tris-HCI. Csillagokkal jeloltiik az r-AppA ¢és a
tobbi, mutdns fehérje kozotti szignifikans kiilonbseget (P <
0,05). Az adatok harom kisérlet mérési eredményeinek felhasz-
nalasaval atlag + standard hiba formajaban vannak feltiintetve.

A 4. abran a tisztitott r-AppA () és a mutans fehérjék (U:
m: Y: A; R: ¢) megmaradé enzimatikus aktivitasa lathatd, mi-
utan 15 percig a jelzett hémérsékletnek tettiik ki azokat. A tisz-
titott enzimeket 15 percig i.nkubéltuk 0,2 M glicin-HCl-ben, pH
2,5-6n. A héhatasnak valé kitevés utan a reakcidelegyet 30 per-
cig jégen tartottuk. A natrium-fitat felhasznalasaval meghataro-
zott kezdeti aktivitast minden egyes rekombindns enzim esetén
100 %-nak definialtuk. Csillagokkal jeldltik az r-AppA és a
tobbi, mutans fehérje kozotti szignifikans kiildnbséget (P <
0,05). Az adatok harom kisérlet mérési eredményeinek felhasz-

nalasaval atlag + standard hiba formajaban vannak feltiintetve.
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A jelen taldlmany targyat egy izolalt, mutans savas fosz-
fataz/fitaz képezi, amelyet egy vad tipusu, Escherichia coli-bél
szarmaz6 savas foszfataz/fitaz helyspecifikus mutagenezisével
allitottunk elé. Az egyik kiviteli forma szerint a mutans savas
foszfatazt/fitazt gy allitjuk eld, hogy egy vad tipusu, Escheri-
chia coli-bol szarmazé savas foszfataz/fitaz tébb aminosavat
célzottan kicseréljiikk. Egy masik kiviteli forma szerint a mutans
savas foszfatazt/fitdzt gy 4allitjuk eld, hogy a vad tipusiu savas
foszfatdzon/fitdzon legalabb egy aminosavat kicseréliink, abbol
a c€lbol, hogy a mutans savas foszfataz/fitdz cisztein aminosa-
vai kozott megakadalyozzuk a diszulfid-kotés kialakulasat. A
vad tipusu savas foszfataz/fitiz aminosav-szekvenciaja az alab-

bi, 1-es szamu szekvencidnak felel meg:

Lys Ala Ile Leu Ile Pro Phe Leu Ser Leu Leu Ile Pro Leu Thr

Gln Ser Ala Phe Ala Gln Ser Glu Pro Glu Leu Lys Leu Glu Ser
20 25 30

Val Ile Val Ser Arg His Gly Val Arg Ala Pro Thr Lys Ala Thr
35 40 45

Leu Met Gln Asp Val Thr Pro Asp Ala Trp Pro Thr Trp Pro Val
50 55 60
Leu Gly Trp Leu Thr Pro Arg Gly Gly Glu Leu Ile Ala Tyr Leu
70 75 80

His Tyr Gln Arg Gln Arg Leu Val Ala Asp Gly Leu Leu Ala Lys
85 90 95

Gly Cys Pro Gln Pro Gly Gln Val Ala Ile Ile Ala Asp Val Asp
100 105 110

Arg Thr Arg Lys Thr Gly Glu Ala Phe Ala Ala Gly Leu Ala Pro
115 120 125

Cys Ala Ile Thr Val His Thr Gln Ala Asp Thr Ser Ser Pro Asp
130 135 140
Leu Phe Asn Pro Leu Lys Thr Gly Val Cys Gln Leu Asp Asn Ala

150 155 160



Asn

Phe

Asn

Ser

Asp

225

Glu

Gly

Asn

Arg

Pro

305

Phe

Glu

Gly

Trp

Lys

385

Leu

Gly

Val

Thr

Phe

Cys

210

Asn

Ile

Arg

Ala

Ala

290

Pro
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Thr
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Pro

Lys

Gly

Trp
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Val

Val

Leu

Cys

Gln
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Ala
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Arg

Ser

Thr

Leu

Leu

245

Asp

Tyr

Leu

Gln

His

325

Thr

Phe

Ser

Ser

Glu

405
Ile

Ile

Gln

Asn

Gln

Thr

230

Gln

Ser

Leu

Leu

Ala

310

Asp

Leu

Glu

Leu

Leu

390

Glu

Val

Leu

Thr

Leu

Ala

215

Gly

Gln

His

Leu

Asp

295

Tyr

Thr

Pro

Arg

vVal

375

Asn

Arg

Asn

Ser

Ala

Cys

200

Leu

Ala

Ala

Gln

Gln

280

Leu

Gly

Asn

Gly

Trp

360

Phe

Thr

Asn

Glu

Arg

Phe
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Leu
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Gln

Trp
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Leu

Gln
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Gln

Pro
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Ala
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Ala

170

Arg

Lys

Ser

Ser

Gly
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Asn

Thr

Lys

Thr

Ala

330

Pro

Arg

Thr

Pro

Gln

410
Arg

Gly

Glu

Arg

Glu

Leu

235

Met

Thr

Pro

Thr

Leu

315

Asn

Asp

Leu

Leu

Gly

395

Gly

Ile

Leu

Glu

Leu

220

Ala

Pro

Leu

Glu

Ala

300

Pro

Asn

Ser

Gln

380

Glu

Met

Pro

Ser

Glu

Lys
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Lys

Ser

Glu

Leu

vVal

285

Leu

Thr

Gly

Thr

Asp

365

Gln

Val

Cys
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Ile
Arg
190
Gln
vVal
Met
Pro
Ser
270
Ala
Thr
Ser
Gly
Pro
350
Asn
Met
Lys

Ser

Cys
430

Ala

175

Val

Asp

Ser

Leu

Gly

255

Leu

Arg

Pro

vVal

Ala

335

Pro

Ser

Arg

Leu

Leu

415

Ser

Asp

Glu
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Thr

240

Trp

His

Ser
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Leu

320

Leu

Gly

Gln
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Thr

400
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Az l-es szamu szekvencianak megfeleld6 aminosav-szek-

venciaju, vad tipusu savas foszfatazt/fitazt az alabbi, 2-es sza-
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46
91
134
179
224
269
314
359
404
449
494
539
584
629
674
719
764
809
854
899
944
989
1034
1079
1124

1169

10

mu szekvencianak megfelel6 nukleotid-szekvencia kddold sza-

kasza (a 187. és az 1486. bazisok kozotti szakasz) kédolja:

taa

TTG
CCG
tag

aac

ATT
CTG
GCC
GCA
GGT
CTG
GGT
ACA
ACC
ATT
ACT
ACC
AAT
GAA
AGC
ATG
GAG
TTG

CCA

gga gca

TTG ATG
CGA TTG
cat cgc
ata tcg
CCG TTA
AAG CTG
CCA ACC
TGG CCA
GGT GAG
GTG GCC
CAG GTC
GGC GAA
GTA CAT
CCT CTA
GAC GCG
GGG CAT
TTT CCG
AGC TGT
GCC GAC
CTG ACG
CCG GGG
CTA AGT

GAG GTT

AAG ACA GCG

GTG

AAT

ACA TTA

CTG GCA

gaa
TGT
AAA
atc

ATG
ACC
GAA
AAG
ACC
CTA
GAC
GCG
GCC
ACC
AAA
ATC
CGG
CAA
TCA
AAT
GAA
TGG
TTG
GCC
TTG
cccC

AAT

aca ATG
TCG CTC
AGT T

agg caa
AAA GCG
CCG CAA
AGT GTG
GCC ACG
TGG CCG
ATC GCC

GGA TTG

TGG TAT

TCC ACC

aac gaa

tca ata

ATC TTA

TCT GCA
GTG ATT

CAA CTG

TTA
CTT
cgt

atg

ATC
TTC
GTC

ATG

CTT

GTG

agg
tca
CCA
GCT
AGC

CAG

TGG TTC

TTG GTA

cct gat

gat atg
TTT TTA
CAG AGT
CGT CAT

GAT GTC

GTA
TAT

CTG

ATT
TTC

CAG
ACT
CTC

CAA
TCA
TTA

GTT
ATA
GGA
CAT
CGC
ACG
ACT

CTC

ATT GTC

GCC GCcC
GCA GAT
GGC GTT
AGC AGG
ACG GCG
AAC TTG
ACG CAG
TCA TTA
TTT CTC
AGG ATC
AAC GCG
AGT CGC
CCC CAT
TCA GTG

GGC GGC

AAA CTG
CTC GGA
GCG AAA
GAT GTC
GGG CTG
ACG TCC
TGC CAA
GCA GGA
TTT CGC
TGC CTT
GCA TTA
ACC GGT
CTG CAA
ACT GAT
CAATTT
GCC ACC
CCA CCG
CTG TTT

GCA CTG

GGT TGG

CAT TAC

AAG GGC

CTG
CAA

TGC

GAC
GCA
AGT
CTG
GGG
GAA
AAA
CCA
GCG
CAA
TCA
TAT
CCG
CAA

ATT

GAG CGT
CCT GAC
CCC GAT
GAT AAC
TCA ATT
CTG GAA
CGT GAG
TCG GAA
GTA AGC
GCA CAG
CAC CAG
TTA CTA
TTA TTG
AAA CAG

GCC GGA

GTC
TGG
geg
daa
TCT
GAG
GGT
ACC
ACA
CGC
CCG
ACC
TGT
CCG
GCG
GCT
CGG
AAA
CTC
CTC
GGA
TGG
CAA
GAT
GCG

CAC

GAG CTC AAC TGG

GGC
CTG
gcg
agc
CTT
CCG
GTG
CCA
CCA
CAG
CAG
CGT
GCA
TTA
AAC
GAC
GTG
CAG
AAG
GCA
ATG
AAC
CGC
TTG
TAT
GAT

ACG

ATT
GAC
cat
gga
CTG
GAG
CGT
GAC
CGC
CGT
CCT
AAA
ATA
TTT
GTG
TTT
CTT
GAC
GTG
TCA
CCG
ACC
ACG
ATC
GGT
ACT

CTT



1214
1259
1304
1349
1394
1439

1484

Met

Pro

Val

Gln

Lys
65
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CCA GGT CAG CCG GAT AAC ACG CCG CCA GGT GGT GAA CTG GTG TTT
GAA CGC TGG CGT CGG CTA AGC GAT AAC AGC CAG TGG ATT CAG GTT
TCG CTG GTC TTC CAG ACT TTA CAG CAG ATG CGT GAT AAA ACG CCG
CTA TCA TTA AAT ACG CCG CCC GGA GAG GTG AAA CTG ACC CTG GCA
GGA TGT GAA GAG CGA AAT GCG CAG GGC ATG TGT TCG TTG GCC GGT
TTT ACG CAA ATC GTG AAT GAA GCG CGC ATA CCG GCG TGC AGT TTG

TAA

Ez a savas foszfatdz/fitdz az E.coli-bél szarmazik.

A jelen talalméany szerinti mutans savas foszfataz/fitaz
eldallitasa soran az l-es szamu szekvencia 200., 207. és 211.
pozicidjaban hajtjuk végre az aminosav-cseréket. Kiilonésen
elényds, ha az 1-es szamu szekvencianak megfelel6 savas fosz-
fatazon/fitdzon az alabbi aminosav-cseréket hajtjuk végre: a
200. poziciéban 1évé Cys-t Asn-ra cseréljiik; a 207. pozicidban
1évé Asp-t Asn-ra cseréljitk; valamint a 211. poziciéban 1évé
Ser-t Asn-ra cseréljiik. A mutans savas foszfataz/fitdz amino-
sav-szekvenciija ennek eredményeképpen az alabbi, 3-as szamu

szekvencianak felel meg (az aminosav-cseréket aldhizassal és

vastag bettlivel jeloltiik):

Lys Ala Ile Leu Ile Pro Phe Leu Ser Leu Leu Ile Pro Leu Thr

Gln Ser Ala Phe Ala Gln Ser Glu Pro Glu Leu Lys Leu Glu Ser
20 25 30
Val Ile Val Ser Arg His Gly Val Arg Ala Pro Thr Lys Ala Thr
35 40 45
Leu Met Gln Asp Val Thr Pro Asp Ala Trp Pro Thr Trp Pro Val
50 55 60
Leu Gly Trp Leu Thr Pro Arg Gly Gly Glu Leu Ile Ala Tyr Leu
70 75 80



Gly

Lys

Glu

Asp

Pro

145

Asn

Phe

Asn

Ser

Asp

225

Glu

Gly

Asn

Arg

Pro

305

Phe

Glu

Gly

Trp

His

Gly

Arg

Cys

130

Leu

Val

Thr

Phe

Cys

210

Asn

Ile

Arg

Ala

Ala

290

Pro

Ile

Leu

Glu

I1le
370

Tyr

Cys

Thr

115

Ala

Phe

Thr

Gly

Pro

195

Asn

Val

Phe

Ile

Gln

275

Thr

Gln

Ala

Asn

Leu

355
Gln

Gln

Pro

100

Arg

Ile

Asn

Asp

His

180

Gln

Leu

Ser

Leu

Thr

260

Phe

Pro

Lys

Gly

Trp

340

Val

Val

Arg

85

Gln

Lys

Thr

Pro

Ala

165

Arg

Ser

Thr

Leu

Leu

245

Asp

Tyr

Leu

Gln

His

325

Thr

Phe

Ser

Gln

Pro

Thr

Val

Leu

150

Ile

Gln

Asn

Gln

Thr

230

Gln

Ser

Leu

Leu

Ala

310

Asp

Leu

Glu

Leu

Arg

Gly

Gly

His

135

Lys

Leu

Thr

Leu

Ala

215

Gly

Gln

His

Leu

Asp

295

Tyr

Thr

Pro

Arg

vVal
375

Leu

Gln

Glu

120

Thr

Thr

Ser

Ala

Asn

200

Leu

Ala

Ala

Gln

Gln

280

Leu

Gly

Asn

Gly

Trp

360
Phe

12

Val

Val

105

Ala

Gln

Gly

Arg

Phe

185

Leu

Pro

Val

Gln

Trp

265

Arg

Ile

Val

Leu

Gln

345

Arg

Gln

Ala

90

Ala

Phe

Ala

Val

Ala

170

Arg

Lys

Ser

Ser

Gly

250

Asn

Thr

Lys

Thr

Ala

330

Pro

Arg

Thr

Asp

Ile

Ala

Asp

Cys

155

Gly

Glu

Arg

Glu

Leu

235

Met

Thr

Pro

Thr

Leu

315

Asn

Asp

Leu

Leu

Gly

Ile

Ala

Thr

140

Gln

Gly

Leu

Glu

Leu

220

Ala

Pro

Leu

Glu

Ala

300

Pro

Leu

Asn

Ser

Gln
380

d °
ov A4

Leu

Ala

Gly

125

Ser

Leu

Ser

Glu

Lys

205

Lys

Ser

Glu

Leu

Val

285

Leu

Thr

Gly

Thr

Asp

365
Gln

Leu

Asp

110

Leu

Ser

Asp

Ile

Arg

190

Gln

Val

Met

Pro

Ser

270

Ala

Thr

Ser

Gly

Pro

350

Asn

Met

Ala

95

Val

Ala

Pro

Asn

Ala

175
vVal

Ser

Leu

Gly

255

Leu

Arg

Pro

Val

Ala

335

Pro

Ser

Arg

Lys

Asp

Pro

Asp

Ala

160

Asp

Leu

Glu

Ala

Thr

240

Trp

His

Ser

Leu

320

Leu

Gly

Gln

Asp



Lys
385

Gly

46

13 ..' . LX)

Thr Pro Leu Ser Leu Asn Thr Pro Pro Gly Glu Val Lys Leu Thr

390 395 400

Ala Gly Cys Glu Glu Arg Asn Ala Gln Gly Met Cys Ser Leu Ala

405 410 415

Phe Thr Gln Ile Val Asn Glu Ala Arg Ile Pro Ala Cys Ser Leu

420 425 430

A 3-as szamu szekvencidanak megfelel6, mutans savas
foszfataz/fitaz molekulatomege deglikozilacié utan 45-48 kDa,
€s a specifikus fitdz-aktivitdsa 63 egység/mg. Az érett fehérje a
3-as szamu szekvencia 21. és 432. aminosava k6z6tti szakasza-
nak az aminosav-szekvenciajaval rendelkezik.

A jelen talalmany egy masik kiviteli formédja szerint a
mutans savas foszfatazt/fitdzt ugy allitjuk el6, hogy az 1-es
szamu szekvencianak megfelel6 aminosav-szekvenciaban leg-
alabb egy aminosavat kicseréliink, abbé6l a célbdl, hogy a mu-
tans savas foszfatazban/fitazban megakadalyozzuk a diszulfid-
-kotés kialakuldsat. Ennek sordn leginkabb ugy jarunk el, hogy
az l-es szamu szekvencia 200. és/vagy 210. pozicidjaban 1évd
ciszteineket célzottan kicseréljiikk valamilyen mas aminosavra,
azért hogy megakadalyozzuk a diszulfid-ko6tés kialakulasat ezen

két aminosav kozott.

A 3-as szamu szekvencianak megfelel6 aminosav-szek-
venciaju, mutans savas foszfatazt/fitazt az alabbi, 4-es szamu
szekvencianak megfelel6 nukleotid-szekvencia k6édolo szakasza
(a 187. és az 1486. bazisok kozotti szakasz) kddolja (az amino-
sav-szekvencia 200., 207. és 211. pozicidjaban 1évd aszparagi-

nokat k6dol6 kodonokat alahuizassal és vastag betiivel jeloltiik):

taa gga gca gaa aca ATG TGG TAT TTA CTT TGG TTC GTC GGC ATT

TTG TTG ATG TGT TCG CTC TCC ACC CTT GTG TTG GTA TGG CTG GAC

*



91
134
179
224
269
314
359
404
449
494
539
584
629
674
719
764
809
854
899
944
989
1034
1079
1124
1169
1214
1259
1304

1349

CCG CGA

tag cat
aac ata
ATT CCG
CTG AAG
GCC CCA
GCA TGG
GGT GGT
CTG GTG
GGT CAG
ACA GGC
ACC GTA
ATT CCT
ACT GAC
ACC GGG
AAT TTT
GAA AGC
AGC GCC
ATG CTG
GAG CCG
TTG CTA
CCA GAG
AAG ACA
GTG ACA
AAT CTG
CCA GGT
GAA CGC
TCG CTG

CTA TCA

TTG AAA

cgc atc
tcg ATG
TTA ACC
CTG GAA
ACC AAG
CCA ACC
GAG CTA
GCC GAC
GTC GCG
GAA GCC
CAT ACC
CTA AAA
GCG ATC
CAT CGG
CCG CAA
TGT
GAC AAT
ACG GAA
GGG TGG
AGT TTG
GTT GCC
GCG TTG
TTA CCC
GCA AAT
CAG CCG
TGG CGT
GTC TTC

TTA AAT

AAC

AGT T
agg caa
AAA GCG
CCG CAA
AGT GTG
GCC ACG
TGG CCG
ATC GCC
GGA TTG
ATT ATT
TTC GCC
CAG GCA
ACT GGC
CTC AGC
CAA ACG
TCA AAC
TTA ACG
GTT TCA
ATA TTT
GGA AGG
CAT AAC
CGC AGT
ACG CCC
ACT TCA
CTC GGC
GAT AAC
CGG CTA
CAG ACT

ACG CCG

aac

tca

ATC
TCT
GTG
CAA
GTA
TAT
CTG
GTC
GCC
GAT

GTT

AGG GCA GGA GGG

GCG
TTG
CAG
TTA
CTC
ATC
GCG
CGC
CAT
GTG
GGC
ACG
AGC
TTA

cccC

14

gaa cgt

ata atg

TTA ATC
GCA TTC
ATT GTC
CTG ATG

AAA CTG

CTC GGA CAT

GCG AAA
GAT GTC
GGG CTG
ACG TCC

TGC CAA

TTT CGC
AAC CTT
GCA TTA
ACC GGT
CTG CAA
ACT GAT
CAA TTT
GCC ACC
CCA CCG
CTG TTT
GCA CTG
CCG CCA
GAT AAC
CAG CAG

GGA GAG

agg cct

tca gat
CCA TTT
GCT CAG
AGC CGT
CAG GAT
GGT TGG
TAC
AAG GGC
GAC GAG
GCA CCT
AGT CCC
CTG GAT
TCA
GAA CTG
AAA CGT
CCA TCG
GCG GTA
CAA GCA
TCA CAC
TAT TTA
CCG TTA
CAA AAA
ATT GCC
GAG CTC
GGT GGT
AGC CAG
ATG CGT

GTG AAA

gat
atg
TTA
AGT
CAT
GTC
CTG
CAA
TGC
CGT
GAC
GAT
AAC
ATT
GAA
GAG
GAA
AGC
CAG
CAG
CTA
TTG
CAG
GGA
AAC
GAA
TGG
GAT

CTG

gcg gcg
aaa agc
TCT CTT
GAG CCG
GGT GTG
ACC CCA
ACA CCA
CGC CAG
CCG CAG
ACC CGT
TGT GCA
CCG TTA
GCG AAC
GCT GAC
CGG GTG
AAA CAG
CTC AAG
CTC GCA
GGA ATG
TGG AAC
CAA CGC
GAT TTG
GCG TAT
CAC GAT
TGG ACG
CTG GTG
ATT CAG
AAA ACG

ACC CTG

cat
gga
CTG
GAG
CGT
GAC
CGC
CGT
CCT
AAA
ATA
TTT
GTG
TTT
CTT
AAT
GTG
TCA
CCG
ACC
ACG
ATC
GGT
ACT
CTT
TTT
GTT
CCG

GCA
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1394 GGA TGT GAA GAG CGA AAT GCG CAG GGC ATG TGT TCG TTG GCC GGT
1439 TTT ACG CAA ATC GTG AAT GAA GCG CGC ATA CCG GCG TGC AGT TTG

1484 TAA

A jelen talalmany egyik kiviteli formaja szerint a mutans
savas foszfataz/fitaz génjét a szakmaban jol ismert rekombindans
DNS technolégia segitségével egy expresszids vektor-rendszer-
be épitjiilk be. Ezaltal a gént egy gazdasejtben expresszaltathat-
juk, és igy megnyilik a lehetéség a savas foszfataz/fitdz terme-
lésére és tisztitasara, valamint kilonb6zé készitményekben
(mint példaul takarmanyokban) torténd felhasznalasara.

A mutans savas foszfataz/fitdz génjének DNS-e DNS-hib-
ridizaciés technikak segitségével izolalhatd €s/vagy azonositha-
t6. A jelen taldlmany szerinti nukleinsav-probak (DNS- vagy
RNS-prébak) szigoru feltételek mellett hibridizalni fognak egy
komplementer nukleinsavval. Kevésbé szigoru feltételeket is
valaszthatunk. A szigori koériilményeket altalaban gy valaszt-
juk meg, hogy a hémérséklet az aktualis szekvencia olvadasi
hémérsékleténél (T,) koériilbeliil 50°C-kal alacsonyabb legyen,
meghatdrozott ionerésségnél és pH-nal. A T, az a h6mérséklet,
amelynél az aktualis szekvencia 50 %-a egy tokéletesen Gssze-
il16 probéaval hibridizdl (meghatarozott ioner6sségnél és pH-
nal). A T,, fiigg az oldat jellemzG4itd]l és a proba bazisosszetéte-
1ét6l; a T, DNS-RNS hibridizacidé esetén az alabbi képlet
szerint szamolhato ki:

n=79,8°C + (18,5xlog[Na'])

+  (58,4°C x %[G+C])
- (820 / a duplex bazisparjainak a szdma)
- (0,5 x % formamid)

(Promega Protocols and Applications Guide, 2. kiadas, Promega
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Corp., Madison, WI, (1991); amely teljes egészében a jelen ki-
tanitas részét képezi). A nem-specifikus kotédés a sokféle, is-
mert eljards barmelyikével megakadalyozhatd, ilyen eljarasok
példaul az alabbiak: a membran blokkolasa fehérjetartalmu ol-
dattal, heterolog RNS, DNS, és SDS hozzaadasa a hibridizacids
pufferhez, RN-azzal torténd kezelés.

A nukleinsav-hibridizaciods vizsgalatokhoz vagy a génsok-
szorozddas kimutatasara szolgalo eljarasokhoz az alkalmas, szi-
goru feltételek altalaban a fent leirtaknak vagy az alabbi kozle-
ményben leirtaknak felelnek meg: Southern: ,,Detection of Spe-
cific Sequences Among DNA Fragments Separeted by Gel Elec-
trophoresis”, J. Mol. Biol., 98: 503-517, (1975); amely kozle-
mény teljes egészében a jelen kitanitas részét képezi. Példaul, a
kovetkezd koriilményeket olyan nukleinsav-probak esetében al-
kalmazhatjuk, amelyek legalabb 20, el6nyodsen legalabb 25,
vagy még eldnydsebben legalabb 30 bazist tartalmaznak: 42°C-
-on toérténd hibridizacié, SX SSPE-vel és 50 % formamiddal;
valamint 50°C-on torténé mosas 0,5X SSPE-vel. A szigorusagot
példaul azaltal névelhetjilk, hogy 55°C-on vagy elénydsebben
60°C-on mosunk, megfelel6en valasztott mosokozeget hasznal-
va, ahol novekszik a mosdkézeg natrium-koncentracidja (pl.:
1X SSPE, 2X SSPE, 5X SSPE, stb.). Abban az esetben, ha to-
vabbra is gondot okozna a kereszt-hibridizécid, tovabb emel-
hetjitkk a hémérsékletet, példaul ugy, hogy 65, 70, 75 vagy
80°C-on mosunk. A hibridizaciés koriilmények valtoztatasaval
azonosithaték a kivant homolégia-foku [pl. nagyobb mint 80,
85, 90 vagy 95 %-os homoloégia-foki; a homolédgia-fok a
TBLASTN nevii program (S.F. Altschul és mtsai.: ,,Basic Local
Alignment Search Tool”, J. Mol. Biol., 215: 403-410, (1990);

amely kézlemény teljes egészében a jelen kitanitas részét képe-
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zi) segitségével hatarozhatdé meg, az alapértelmezés szerinti be-
allitasokat hasznalva] szekvenciak.

A jelen talalmany szerinti, mutans savas foszfatdz/fitaz
elényosen a szakmaban ligdzos detektdldsi reakcioként (LDR)
és ligaz lancreakcidoként (LCR) ismert modszerek (Barany: ,,Ge-
netic Disease Detection and DNA Amplification Using Cloned
Thermostable Ligase”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88(1): 189-
-193, (1991); amely kozlemény teljes egészében a jelen kitani-
tas részét képezi) segitségével detektalhato.

A jelen talalmany szerinti DNS-molekula barmely proka-
riota vagy eukariota expressziés rendszerben expresszaltathato,
ha a DNS-molekulat az expresszids rendszerbe megfeleld orien-
tacioban és leolvasasi keretben épitjiik be. A fehérjekodold
szekvencia/szekvencidk expresszdlasdra szamos gazda-vektor
rendszer alkalmas. Az elonyds vektorok k6zé tartoznak a viralis
vektorok, a plazmidok, a kozmidok vagy az oligonukleotidok.
A vektor-rendszernek el6szor is kompatibilisnek kell lennie a
gazdasejttel. A gazda-vektor rendszerek ko6zé tobbek kozott, de
nem kizarolag, az alabbiak tartoznak: bakteroifdg DNS-sel,
plazmid DNS-sel vagy kozmid DNS-sel transzformalt baktériu-
mok; élesztd-vektorokat tartalmazé mikroorganizmusok (mint
példaul élesztd); virussal (pl. vakcinia virussal, adenovirussal,
stb.) fert6zott emlds-sejt rendszerek; virussal (pl. bakulovirus-
sal, stb.) fert6zott rovar-sejt rendszerek; valamint baktériumok-
kal fert6zott novényi sejtek. Ezen vektorok expresszids elemei
kiilonb6z6 erdsségiiek és specificitdsuak lehetnek. Az alkalma-
zott gazda-vektor rendszert6l fiiggéen a szamos, alkalmas
transzkripciés és transzlaciés elem barmelyike hasznalhato.
Példaul, egy a jelen taldlmany szerinti DNS-molekula, a helyes

leolvasasi keretet figyelembe véve, egy transzkripcidés enhan-
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cer-elemmel van 6sszekapcsolva.

A jelen taldlmany szerinti DNS-molekula expresszalasara
alkalmas el8nyds gazdasejtek k6z¢é példaul kiillénféle gombase;j-
tek —mint példaul éleszt6k vagy fonalas gombak- tartoznak. Az
eldny6s éleszté-gazdasejtek példaul a Saccharomyces cerevisi-
ae kiillonféle torzseihez tartoznak. Masfajta élesztéket (mint
példaul Kluyveromyces-t, Torulaspora-t vagy Schizosaccharo-
myces-t) is haszndlhatunk. A fehérje tultermelésére hasznalt
¢leszté-torzs egy elényos kiviteli forma szerint a Saccharomy-
ces cerevisiae. Az el6nyo6s fonalas gomba gazdasejtek k6zé pél-
daul az Aspergillus- és a Neurospora-sejtek tartoznak. Az As-
pergillus eldnybsebb torzse az Aspergillus niger.

Az éleszt8-tdrzs a jelen talalmany egy masik elényos ki-
viteli formaja szerint egy metilotréf éleszt3-tdorzs. A metilotrof
¢leszték azon éleszté-nemzetségekhez tartoznak, amelyek a
sejtmiik6dés fenntartasdhoz sziikséges energiaforrasok eldalli-
tasara szénforrasként képesek metanolt hasznalni, és amelyek
egy alkohol-oxiddzt kédolé gént tartalmaznak. A jellegzetes
metilotréf élesztdk a Pichia, a Hansenula, a Torulopsis, a Can-
dida és a Karwinskia nemzetségekhez tartoznak. Ezen élesztd-
-nemzetségek tagjai képesek arra, hogy egyediili szénforrasként
metanolt hasznéaljanak. A metilotrof éleszts-torzs egy elényo-
sebb kiviteli forma szerint a Pichia pastoris.

A tisztitott fehérjét sokféle eljaras segitségével kaphatjuk
meg. A jelen taldlmany szerinti fehérjét vagy polipeptidet els-
nydsen tisztitott formaban (elényésen legalabb koriilbeliil 80
%-0s, még elényodsebben 90 %-os tisztasagban) allitjuk eld, ha-
gyomanyos technikdk segitségével. A jelen talalmany szerinti
fehérje vagy polipeptid altalaban a rekombinans gazdasejtek te-

nyésztlkozegébe szekretalédik. A jelen talalméany szerinti fe-
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hérje vagy polipeptid egy masik valtozat szerint nem szekreta-
16dik a tenyésztékozegbe. Ez esetben —a fehérje izolalasa célja-
b6l- a rekombinans plazmidot tartalmazé gazdasejteket szapo-
ritjuk, majd azokat szonikalassal, hével vagy kémiai kezeléssel
lizaljuk, és végiil a homogenizatum centrifugalasaval eltavolit-
juk a sejttormeléket. A feliiliiszét ezutan sorozatos ammonium-
-szulfatos kicsapasnak vetjiikk ala. A jelen talalmany szerinti fe-
hérjét vagy polipeptidet tartalmazo frakciot a fehérjék szepara-
lasa céljabdél egy megfelel6 méretli dextran- vagy poliakril-
amid-oszlop felhasznalasaval gélszilirésnek vetjiik ala. A fehér-
je-frakcid sziikség esetén HPLC-vel tisztithatd tovabb.

A jelen taldlméany targyat képezi ezenkiviil egy olyan
élesztd-torzs is, amely egy fitaz-aktivitassal rendelkezd fehér-
jét vagy polipeptidet kddolé heterolog gént tartalmaz. A hetero-
16g gén miikoédtethetéen hozza kell, hogy legyen kapcsolva egy
olyan promoterhez, amely élesztében képes elésegiteni a fitaz
expresszidjat.

A jelen talalmany tovabbi targyat képezi egy olyan vek-
tor, amely a fitaz élesztében torténd expresszalasara szolgal. Ez
a vektor egy olyan gént tartalmaz, amely nem éleszt6bé8l szar-
mazik, és amely egy fitaz-aktivitassal rendelkezd fehérjét vagy
polipeptidet kédol. A fitdz-gén barmely olyan vektorba klénoz-
hatd, amely autoném moédon replikalédik vagy amely beépiil az
¢lesztd genomjaba. Az autoném moddon replikalédé plazmidok
(pl. az YEp plazmidok) koépiaszama magas lehet, mikdozben a
mitotikus stabilitasuk azonban elégtelen lehet (Bitter és mtsai.:
»Expression and Secretion Vectors for Yeast”, Meth. Enzymol.,
153: 516-544, (1987); amely koézlemény teljes egészében a je-
len kitanitds részét képezi). Ezek tartalmazhatjak a 2 mu-plaz-

mid szekvenciat, amely az autondm mdédon torténd replikacidért
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felelds, valamint tartalmazhatnak egy E. coli eredetli szekven-
ciat, amely az E. coli-ban torténd replikacioért felelés. A vek-
torok elonydsen tartalmaznak egy genetikai markert, amely az
élesztd-transzformansok szelektdlasara szolgal, valamint egy
antibiotikum-rezisztencia gént, amely az E. coli-ban térténd
szelektalasra szolgal. Az ARS és a CEN szekvenciakat tartal-
mazd episzomalis vektorok a sejtben egyetlen példanyban for-
dulnak el8, és sokkal stabilabbak, mint az YEp vektorok. Ha a
DNS-fragmenst egy vagy tobb kopiaban be akarjuk épiteni az
éleszt6 genomjaba, akkor integraléodo vektorokat alkalmazunk.
A rekombinans DNS ebben az esetben stabil, és nincs sziikség
szelekciora (Struhl és mtsai.: ,,High-Frequency Transformation
of Yeast: Autonomous Replication of Hybrid DNA Molecules”,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76: 1035-1039, (1979); Powels és
mtsai.: Cloning Vectors [-IV, és a kovetkezdk, Elsevier,
(1985); valamint Sakai és mtsai.: ,,Enhanced Secretion of Hu-

man Nerve-Growth Factor from Saccharomyces Cerevisiae

Using an Advanced 6-Integration System”, Biotechnology, 9:
1382-1385, (1991); amely koézlemények mindegyike teljes egé-
szében a jelen kitanitds részét képezi). Néhany vektor replika-
ciés origéval rendelkezik, amely a kivalasztott gazdasejtben
miikodik. Az alkalmas replikaciés origdék kozé példaul a kovet-
kezék tartoznak: 2u, ARS1 és 25 uM. A vektorok restrikcids
endonukleaz hasitasi helyekkel is rendelkeznek, a fuzids gén, a
promoter-szekvencidk és a szelekciés markerek beépitése célja-
bdl. A vektorok restrikciés endonukleaz hasitasi helyek eltavo-
litasdval vagy hozzaadasdval, illetve egyéb, nemkivanatos nuk-
leotidok eltavolitasaval moédosithatdk.

A fitaz-gént barmilyen promoter irdnyitasa ala helyezhet-

jiuk (Stetler és mtsai.: ,Secretion of Active, Full- and Half-
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-Lenght Human Secretory Leukocyte Protease Inhibitor by
Saccharomyces cerevisiae”, Biotechnology, 7: 55-60, (1989);
amely kdzlemény teljes egészében a jelen kitanitas részét képe-
z1). Konstitutiv vagy regulalt élesztd promotert valaszthatunk.
Az ¢leszté-vektorokhoz hasznalhatdé promoter-szekvenciak kozé
tobbek kozott a metallotionein vagy a 3-foszfo-glicerat-kinaz
promoterei tartoznak (Hitzeman és mtsai.: J. Biol. Chem., 255:
2073, (1980); amely kozlemény teljes egészében a jelen kitani-
tas részét képezi), vagy egyéb glikolitikus enzimek promoterei
(Hess és mtsai.: J. Adv. Enzyme Reg., 7: 149, (1968); valamint
Holland és mtsai.: Biochem., 17: 4900, (1978); amely kozle-
mények mindegyike teljes egészében a jelen kitanitas részét ké-
pezi), ilyen glikolitikus enzimek példaul az alabbiak: enolaz,
glicerin-aldehid-3-foszfat-dehidrogenaz, hexokinaz, piruvat-de-
karboxildz, foszfo-frukto-kinaz, glikéz-6-foszfat-izomeraz, 3-
-foszfo-glicerat-mutaz, piruvat-kinaz, trioz-foszfat-izomeraz,
foszfogliik6z-izomeraz és glikokinaz. Az élesztés expresszids
rendszerekben hasznalhat6 tovabbi alkalmas vektorokrél és pro-
moterekrdl az EP A-73,657 szamu, eurdpai szabadalmi leiras-
ban (Hitzemann) olvashatunk, amely szabadalmi leiras teljes
egészeében a jelen kitanitas részét képezi. Hasznalhatjuk tovab-
ba a glikézzal represszalhaté ADH2 promotert is (Russel és
mtsai.: J. Biol. Chem., 258: 2674, (1982); valamint Beier és
mtsai.: Nature, 300: 724, (1982); amely k6zlemények mindegyi-
ke teljes egészében a jelen kitanitas részét képezi).

Konstitutiv vagy regulalt élesztd promotereket hasznéalha-
tunk. Az erés promoterek (mint példaul a foszfo-glicerat-kinaz
(PGK) génjének a promotere, vagy egyéb, glikolitikus enzime-
ket k6dolé gének promoterei, valamint az alfa-faktor génjének

a promotere) konstitutiv promoterek. Ha konstitutiv promotert
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hasznalunk, akkor a termék a sejtek novekedése soran szinteti-
zalédik. Az ADH2 promoter etanollal és gliikkézzal, a GAL-1-10
és a GAL-7 promoterek galaktozzal és glikézzal, a PHOS pro-
moter foszfattal, a metallotionin promoter pedig rézzel regulal-
hatd(k). A hésokk promotereket, amelyekhez a HSP 150 promo-
ter is tartozik, a hémérséklet regulalja. Hibrid promotereket is
hasznalhatunk. Abban az esetben hasznalunk regulalt promote-
reket, ha a kivant termék folyamatos expresszidja karos a gaz-
dasejtekre. Eleszté-promoter helyett egy erés prokariota-pro-
motert (ilyen példaul a T7 promoter) is hasznédlhatunk, de ez
esetben az éleszto-torzset egy olyan génnel kell transzformal-
nunk, amely a megfelelé6 polimerazt kédolja. A transzkripcid
hasznalhatunk barmilyen mas, miik6déképes terminator-szek-
venciat is. A promotereket és a terminator-szekvenciakat itt
szabalyoz6 elemeknek nevezziik. A jelen talalmany nem korla-
tozodik semmilyen konkrét vektorra, promoterre vagy termina-
tor-szekvenciara.

A vektor egy szelektdlhatéo markert is tartalmazhat. A sze-
lektalhat6 markerek gyakran antibiotikum-rezisztencia gének,
vagy olyan gének, amelyek képesek olyan éleszt-térzseket
komplementédlni, amelyek alaposan jellemzett anyagcsere-hia-
nyossagokat mutatnak; ilyen éleszfc'i—térzsek példaul azok a mu-
tansok, amelyek nem képesek triptofant vagy a hisztidint szin-
tetizdlni. Az eldnyds, szelektalhaté markerek k6zé példaul az
alabbiak tartoznak: URA3, LEU2, HIS3, TRP1, HIS4, ARG4,
vagy antibiotikum-rezisztencia gének.

A vektor tartalmazhat egy olyan replikacidés origot is,
amely egy baktérium-sejtben teszi lehetévé a replikdciot. A

vektorok manipulalasa baktérium-torzsekben hatékonyabb. Az
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elényds, bakteridlis replikaciés origék kézé tartozik a ColE1,
az Ori vagy az oriT.

A fitaz-aktivitassal rendelkezé fehérjét vagy polipeptidet
a sejtek elényosen a tenyészt3-kdzegbe szekretaljak. Ez na-
gyobb expresszids szintet tesz lehetévé, raadasul igy konnyeb-
ben izolalhat6 a termék. A fitaz-aktivitassal rendelkezd fehérje
vagy polipeptid ez esetben egy szignal-szekvenciahoz van hoz-
zakapcsolva, amely a fehérjét a sejten kiviilre iranyitja. A szig-
nal-szekvencia el6nyos esetben lehasad a fehérjérél.

Az expresszalt fitdz-enzimnek a tenyészté-kozegbe torté-
nd kivalasztadsdnak az el6segitésére egy vezér-szekvenciat hasz-
nalhatunk, amely az éleszt6bdl vagy a fitaz-génekbdl, illetve
egyeb helyrdl szarmazik. A jelen talalmany nem korlatozédik
semmilyen konkrét vezér-szekvenciara vagy szignal-peptidre.

Az alkalmas vezér-szekvencidk kozé tartozik az élesztd
alfa-faktoranak a vezér-szekvenciaja, amelyet a fitaz szekrécié-
Janak az irdnyitasara hasznalhatunk. Az alfa-faktor vezér-szek-
venciajat gyakran a promoter szekvencia és a strukturalis gén-
szekvencia ko6zé épitjik be (Kurjan és mtsai.: Cell, 30: 933,
(1982); Bitter és mtsai.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 5330,
(1984); a 4,546,082 szamu, amerikai egyesiilt allamokbeli sza-
badalmi leirds; valamint a 324,274 szamu, eurdpai szabadalmi
bejelentés; amely kézlemények mindegyike teljes egészében a
jelen kitanitas részét képezi). Tovabbi alkalmas vezér-szekven-
cia a S. cerevisiae eredetli MF alfa 1 (alfa-faktor) vezér-szek-
venciaja; az MF alfa 1 egy 165 aminosavbél 4ll6 prepro forma-
ként szintetizdlodik, amely egy 19 aminosavas szignal- vagy
prepeptidet tartalmaz, amelyet egy 64 aminosavas ,vezér’-
vagy propeptid kdvet, amely harom N-glikozilaciés helyet tar-
talmaz, amit a (LysArg(Asp/Glu, Ala)2-3 alfa-faktor)4 kovet
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(Kurjan és mtsai.: Cell, 30: 933-943, (1982); amely kézlemény
teljes egészében a jelen kitanitas részét képezi). A prepro MF
alfa 1 szignal-vezér részét széleskdriien hasznaltak heteroldg
nak az elOsegitésére. Az élesztoével homoldg szignal-/vezér-
peptidek alkalmazasarél az alabbi koézleményekben olvasha-
tunk: a 4,546,082 szami, amerikai egyesiilt allamokbeli szaba-
dalmi leiras; a 116,201, a 123,294, a 123,544, a 163,529 és a
123,289 szamu, eurdépai szabadalmi bejelentések; valamint a
DK 3614/83 szamu szabadalmi bejelentés; amely kozlemények
mindegyike teljes egészében a jelen kitanitas részét képezi. Az
idegen fehérjék szekrécidjanak az eldsegitésére a 123,289 sza-
mu, eurdopai szabadalmi bejelentés (amely teljes egészében a je-
len kitanitas részét képezi) a S. cerevisiae eredetii a-faktor pre-
kurzor alkalmazasat, a WO 84/01153 szamu, nemzetkoézi kdzzé-
tételi irat (amely teljes egészében a jelen kitanitas részét képe-
zi) a Saccharomyces cerevisiae eredetili invertaz szignal-peptid
alkalmazasat, a DK 3614/83 szamu szabadalmi bejelentés
(amely teljes egészében a jelen kitanitas részét képezi) pedig a
Saccharomyces cerevisiae eredetli PHOS szignal-peptid alkal-
mazasat javasolja.

A Saccharomyces cerevisiae eredeti alfa-faktor (MF alfa
1 vagy MF alfa 2) szigndl-, illetve vezér-peptidje szintén al-
kalmas az élesztoben expresszalt heteroldog fehérjék szekrécio-
janak az elb6segitésére (lasd az alabbi koézleményeket: a
4,546,082 szamu, amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi lei-
ras; a 116,201, a 123,294, a 123,544 és a 163,529 szamu, eurod-
pai szabadalmi bejelentések; amely kozlemények mindegyike
teljes egészében a jelen kitanitas részét képezi). Kimutattak,

hogyha a §. cerevisiae eredetii MF alfa 1 szignal-, illetve ve-
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zér-szekvencidajat kédolé DNS-szekvenciat a kivant fehérje gén-
jének 5’-végéhez kapcsoltak, akkor a kivant fehérje szekretalo-
dik és végbemennek rajta a sziikséges moédosulasok. A WO
89/02463 és a WO 90/10075 szamu, nemzetkdzi kézzétételi ira-
tokban (amelyek mindegyike teljes egészében a jelen kitanitas
részét képezi) arrél olvashatunk, hogy az egér nyal-amilaz szig-
nal-peptidje (vagy annak valamilyen mutdnsa) alkalmas az
élesztében expresszalt heterolég fehérjék szekrécidjanak az
elosegitésére.

Az 5,726,038 szamu, amerikai egyesiilt dllamokbeli sza-
badalmi leirdsban olvashatjuk, hogy az élesztd aszparaginsav-
-proteaz 3 szignal-peptidje alkalmas az éleszt6ben expresszalt
fehérjék szekrécidjanak a javitdsara. A szakember egyéb olyan
vezér-szekvencidkat is ismer, amelyek képesek megkdnnyiteni a
rekombinans polipeptideknek az éleszt6 gazdasejtekbdl térténd
szekréciojat. A vezér-szekvencia a 3’-vég kozelében médosit-
haté, abbdl a célbdl, hogy kialakitsunk egy vagy tébb restrikci-
0s endonukledz hasitasi helyet. Ez megkénnyiti a vezér-szek-
vencia €s a strukturgén fuziodjat.

A szakember szamara ismertek az élesztd-transzformalas
receptjei. Az egyik ilyen receptet Hinnen és mtsai. irtak le
(Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75: 1929, (1978); amely kozle-
mény teljes egészében a jelen kitanitas részét képezi). A Hin-
nen és mtsai. 4ltal ismertetett recept a Trp transzformansok
szelektiv tapkozegben torténé szelektalasat irja le, ahol a sze-
lektiv tapkozeg az alabbiakat tartalmazza: 0,67 % élesztd nitro-
gén-alap; 0,5 % olyan aminosav, amit a kazein enzimatikus le-
bontasaval kapunk; 2 % glikéz; 10 pug/ml adenin és 20 pg/ml
uracil.

A gén egy stabil expresszids vektorban vagy egy mester-

.
. oo

oo o
.



26

séges kromoszémaban tarthaté fenn, vagy a gént beépithetjiik
az ¢leszté gazdasejt kromoszémajaba. A kromoszémaba torténé
beépités gy valdsithatéo meg, hogy a fitazt-gént egy olyan vek-
torba klénozzuk, amely rekombinaciéval beépiil az élesztd vala-
melyik kromoszomajaba. Az alkalmas vektorok olyan nukleo-
tid-szekvencidkat tartalmazhatnak, amelyek homolégok az
élesztékromoszoma nukleotid-szekvenciaival. A fitdz-gén egy
masik valtozat szerint rekombinacids helyek (mint példaul atvi-
heté genetikai elemek) kozott lehet, ami altal a gén be tud épiil-
ni a kromosz6maba.

A jelen taldlminy tovabbi targyat képezi egy vad tipusu
savas foszfatdz/fitaz enzimatikus tulajdonsagainak a javitasa.
Az a kivanatos, hogy ezt a javitast iigy valdsitsuk meg, hogy a
vad tipusu savas foszfataz/fitaz aminosav-szekvencidjat a 200.,
a 207. és a 211. poziciéban médositsuk, a fent leirtaknak meg-
felelden. Ezekkel a m6dositasokkal példaul javithatjuk a savas
foszfataz/fitaz héstabilitdsat. A javitott enzimatikus tulajdon-
sag egy mésik valtozat szerint azt jelenti, hogy az enzim koriil-
belil pH 3,5 és 5,5 k6zott nagyobb fitdz-aktivitassal rendelke-
zik.

Egy éleszté-rendszerben termelt fitiz-enzim ugyanolyan
hatékonyan hasitja le a foszfiatot a kukorica- vagy szdja-fitat-
r6l, mint az a fitdz, amely jelenleg a kereskedelmi forgalomban
kaphat6, mikozben azt tapasztaltuk, hogy egy éleszt3-rendszer-
ben termelt fitaz héstabilabb. Az élesztds fitdz-overexpressziés
rendszer alkalmas egy, az élelmiszer- és a takarmanyiparban
felhasznalhat6 hdstabil fitaz termelésére.

A jelen taldlmany szerinti, javitott savas foszfataz/fitaz
felhasznalhaté a takarmanyozasban, abbél a célbol, hogy javit-

suk az egyszerii gyomru allatok [ilyen allatok példaul a kovet-
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kez6k: baromfi, sertés, fejletlen bendGvel rendelkezé borjuk,
egyes allatkerti 4llatok és kedvtelésbdl tartott allatok (pl.
macskak vagy kutyak)] foszfat-emésztését. A jelen taldlmany
alkalmazasaval elérheto lenne, hogy a takarmanyokhoz ne kell-
jen nagy mennyiségben szervetlen foszfatot keverni, igy ol-
csébb lenne a takarméanyok eldallitdsa, tovabba a takarmanyok
kisebb koncentrdcidoban tartalmazndk a nem megujithaté6 forma-
ban jelenlévd foszfatot. Mivel a jelen taldlmany megkonnyiti a
foszfat felszivédasat az egyszerli gyomru allatok szamara, ezért
lehetséges, hogy ezeknek az allatoknak az iiriiléke kevesebb
hasznositatlan fitat-foszfatot tartalmazzon, aminek kovetkezté-
ben csokken a foszfat-szennyez6dés mértéke.

A mutans savas foszfatazt/fitazt a jelen talalmany szerinti
takarmany-készitmények eldallitdsa sordn valamilyen nyers no-
vényi anyaggal keverjik, majd a végterméket ezen keverék fel-
dolgozasaval tabletta vagy por formajaban allitjuk el6. A nyers
novényi anyag sokféle novény és/vagy a takarmanyozasban al-
talanossagban hasznalt ndvényi melléktermék szdmos kombina-
ciéjat tartalmazhatja, ezen névények vagy novényi részek kozé
példaul az alabbiak tartoznak: kukorica, szdjabab, buza, rizs,
gyapotmag, repcemag, cirok és burgonya. A takarmany-készit-
mény ezenkiviil feljavithaté kiilénféle vitaminokkal, asvanyi
anyagokkal, allati fehérjékkel és antibiotikumokkal. A takar-
many-készitmény az egyik kiviteli forma szerint az alabbiak
keverékét tartalmazza: a mutans savas foszfataz/fitiz (a megfe-
lel6 koncentrdciéban), energiaforras(ok) (pl. kukorica, biuza),
fehérjeforras(ok) (pl. szo6jabab, rizs, gyapotmag-liszt, repce-
mag-liszt, cirokliszt), valamit vitamin- és asvanyi anyag kiegé-
sziték. A takarmany-készitmény a mutans savas foszfatazt/fi-

tazt 300-1000 egység/kg mennyiségben tartalmazza. Egy tipikus
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takarmany-készitmény példaul az aldbbiakat tartalmazza: 50-70
% kukorica, 20-30 % szdjabab, kériilbeliill 1 % vitamin- és as-
vanyi anyag kiegésziték, valamint a mutdns savas foszfataz/fi-
taz megfelel6 mennyisége.

A jelen taldlméany szerinti mutans savas foszfataz/fitaz
rdaaddsul az emberi taplalkozas javitasara is alkalmas, kiilono-
sen azért, mert néveli a cink és a vas felvételét. Ha az emberi
tapldlékhoz hozzdadjuk a mutans savas foszfatazt/fitazt, akkor
szamos, taplalkozéasi hianybdl szarmazé6 probléma (mint példaul
a gyermekek novekedési zavara vagy szellemi visszamaradott-
saga) kezelhetd, illetve megel6zhetd.

A jelen talalmany targyat képezi egy olyan alapvetd mole-
kularis moédszer is, amely széleskorlien alkalmazhaté kiilénféle
€161ényekbdl szarmaztathaté mutans savas foszfatazok/fitdzok
tervezésére, aminek eredményeképpen javitott enzimatikus tu-
lajdonsagokkal (mint példaul nagyobb hdstabilitassal és katali-
tikus hatékonysaggal) rendelkezé mutidnsokat kapunk. Ez a
modszer magaba foglalja egy vad tipusu enzim génjének az azo-
nositasat és izoldlasat; valamint az ezen a génen végzett hely-
specifikus mutagenezist, abbol a célbol, hogy javitsuk az enzim
miikodését és/vagy stabilitasat. A jelen talalmany egyik kiviteli
formaja szerint azért végziink helyspecifikus mutagenezist,
hogy a vad tipusi génbe célzottan vigyiink be mutacidkat, ab-
bol a célbdl, hogy a vad tipusi enzimhez N-glikozilaciés helye-
ket adjunk és/vagy megvaltoztassuk az enzim fizikai-kémiai tu-
lajdonsagait (példaul noveljiik az enzim nettd pozitiv toltését).
Ezenkivill a vad tipusu génen abbdl a célbdl is végezhetiink cél-
zott mutagenezist, hogy megsziintessiink bizonyos diszulfid-ko-
téseket (amelyek eredetileg jelen vannak a végleges fehérje-ter-

mékben), és igy javitsuk az enzim hdstabilitasat és katalitikus
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miikodését.

PELDAK

1. Példa

A mutacidk tervezéséhez sziikséges szekvencia-analizis

Az AppA enzim glikozilacidjat javité mutdacidok tervezésé-
nél az alabbiak voltak a f6 szempontok: 1) a potencialis gliko-
zilaciés helynek az oldészer altali hozzaférhetésége 25 %-os,
vagy annal nagyobb legyen; tovabba 2) a hely egy egyszeri
aminosav-csere altal kénnyen kialakithato legyen, és igy egy
N-glikozilaciés motivumot (Asn-X-Ser vagy Asn-X-Thr, ahol
az X nem prolin) kapjunk. Kezdetben, az AppA enzim kristaly-
szerkezetének a hidnyaban a patkany savas foszfatdzanak (35
%-0s szekvencia-azonossag) a kristalyszerkezetét (G. Schneider
és mtsai.. EMBO J., 12: 2609-2615, (1993); amely kdzlemény
teljes egészében a jelen kitanitids részét képezi) hasznaltuk a
hozzaférhet6ségeknek az alabbiakban leirtak alapjan térténé ki-

szamitasara. El8szor is, az AppA enzim és a patkiny savas
foszfataz szekvencidjat a PIMA nevii program [amely képes

tobb szekvencidt egymashoz igazitani (egymas mellé rendelni)]
(R. Smith és mtsai.: Protein Engineering, 5: 35-41, (1992);
amely kozlemény teljes egészében a jelen kitanitas részét képe-
z1) segitségével szamos, kézeli rokon foszfataz/fitdz szekven-
ciajadhoz igazitottuk. Az alabbi fehérjék szekvenciait igazitot-
tuk egymashoz: emberi prosztata savas foszfatdz prekurzor
(génbank (GeneBank) hozzaférési szam: P15309), a Caenorhab-
ditis elegans-b6él szarmazé hisztidin savas foszfatiz (génbank
(GeneBank) hozzaférési szam: Z68011), az Aspergillus fumiga-

tus-bo6l szarmazé fitaz (génbank (GeneBank) hozzaférési szam:

e« ® o
.
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US59804), a Pichia angusta-bdl szarmazd, represszalhatd savas
foszfataz (génbank (GeneBank) hozzéaférési szam: AF0511611),
patkany savas foszfataz (génbank (GeneBank) hozzaférési
szam: 576257), és az E. coli-bdl szarmazé AppA (génbank
(GeneBank) hozzaférési szam: M58708). Ezutan a DSSP (defi-
nition of secondary structure of proteins) (W. Kabsch és mtsai.:
Biopolymers, 22: 2577-2637, (1983); amely kézlemény teljes
egészében a jelen kitanitas részét képezi) nevii program segitsé-
gével a patkany foszfataz Osszes aminosavanak meghataroztuk
az oldoészer altal hozzaférheté felszinét, majd ezekbsl az érté-
kekbdl kiszamoltuk a szazalékos hozzaférhetéséget, ugy hogy a
megfelel6 aminosav teljes felszinével osztottunk, amint azt ko-
rabban mar leirtdk (D. Eisenberg és mtsai.: Chemica Scripta,
29A: 217-221, (1989); amely koézlemény teljes egészében a je-
len kitanitas részét képezi). Csak azokat az aminosavakat tekin-
tettilk az olddszer szamara hozzaférhetének, amelyekre 25 %-
-nal nagyobb érték jott ki. Az értékeket az AppA enzim megfe-
lel6 aminosavaihoz a fent leirt szekvencia-igazitas alapjan ren-
deltiik hozza, azt feltételezve, hogy a patkany savas foszfatiz
és az AppA enzim altalanos szerkezete konzervalt. Végiil pedig
azokat az amionosavakat, amelyekrdl azt feltételeztiik, hogy
hozzaférhetdek az oldoszer szdmara, abbdl a szempontbdl vizs-
galtuk, hogy melyiknek a pontmutacidja altal lehetne kodnnyen
egy N-glikozilaciés helyet kialakitani. A 31 potencialis hely
ko6ziil kivalasztottunk azt az 5-6t, amelyik a kivant feltételek-
nek a legjobban megfelelt. A P2 jell primer segitségével (ame-
lyet egy masik appA-mutagenezis vizsgalatra terveztiink) egy
tovabbi mutaciot (a C200N-t) hajtottunk végre. A szekvencidk
egymashoz igazitasabol az deriilt ki, hogy a C200N mutacio egy

ugynevezett hézag-régioban (gapped region) talalhatd; valamint
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az, hogy a C200 a C210-zel egyiitt [Lim és mtsai. C178/C188-
-cal jelolik (Nat. Struct. Biol., 7: 108-113, (2000); amely kéz-
lemény teljes egészében a jelen kitanitds részét képezi)] részt
vesz egy egyediili diszulfid-kotés [amely a fehérje a-doménjé-
ben a G-hélix és a GH-hurok (egy rendezetlen szakasz a G- és a
H-hélixek ko6zott) kozott talalhato] kialakitdsdban (Lim és
mtsai.: Nat. Struct. Biol., 7: 108-113, (2000); amely kézlemény
teljes egészében a jelen kitanitds részét képezi). gy tehat 6
PCR-primert terveztiink: az E2-t és az K2-t a vad tipusiu appA-
-szekvencia (J. Dassa és mtsai.: J. Bacteriol., 172: 5497-5500,
(1990); amely kozlemény teljes egészében a jelen kitanitds ré-
sz¢ét képezi) felszaporitasara, a tobbit pedig négy mutans kiala-
kitasara (1. tdblazat és 1. abra). Az dsszes primert a Cornell
University (Ithaca, NY) Oligonukleotid-Szintézis Részlegén

szintetizaltak.

.
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1. tabléazat
Moédositott primerek és a felszinnek az old6szerhez torténd
hozzaférhet6ségének a mértéke a mutacidk esetén
Primer’ Pozicié” Primer-szekvencia® Modositas® Hozzaférhetéség (%)

E2 (f) 241-264 5 GGAATTCGCTCAGAGCCG EcoRl  —--e--

GA 3’ restrikcids
(5-6s szami szekvencia) hely

Al (1) 565-592 5’ CTGGGTATGGTTGGTTAT Al131N 1,05
ATTACAGTCAGGT 3’ V134N 0,55

(6-0s szamu szekvencia)

P2 (f) 772-795 5° CAAACTTGAACCTTAAAC C200N nm
GTGAG 3’

(7-es szamu szekvencia)

P3 (1) 796-825 5’ CCTGCGTTAAGTTACAG D207N 0,63
CTTTCATTCTGTTT 3’ S211IN 0,65

(8-as szamu szekvencia)

K2 (r) 1469-1491 5° GGGGTACCTTACAAACTG Kpnl
CACG 3’ restrikcids
(9-es szamu szekvencia) hely

' f=forward; r=reverse

® A nukleotid-pozicié az E. coli-nak a periplazmatikus, 2,5-6s pH-optimumi,

savas foszfatizan (génbank (GeneBank) hozzaférési szam: M58708) alapul.

> Az alahuzés a kicserélt nukleotidokat jelsli.

‘ Aminosav-muticiok vagy kialakitott restrikciés helyek. A kdédold régio a

20. kodonnal kezdd6dik, és a 432. kodonnal ér véget. Az A131, a V134, a C200,
a D207 és az S211 jeli aminosavakat Lim és mtsai. A109-cel, V112-vel, C178-
-cal, D185-tel és S189-cel jelolik (Nat. Struct. Biol., 7: 108-113, (2000);

amely k6zlemény teljes egészében a jelen kitanitds részét képezi).

’ Az aminosav-felszin oldészerhez valé hozzaférhetdségének a szazalékos

mértéke (R. Smith és mtsai.: Protein Engineering, 5: 35-41, (1992); W. Kabsch
és mtsai.: Biopolymers, 22: 2577-2637, (1983); amely k6zlemények mindegyi-
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ke teljes egészében a jelen kitanitds részét képezi); nm=nincs meghatarozva.

2. Példa

A mutansok eldallitdsa PCR-rel

Az E. coli appA-mutansait a megaprimer helyspecifikus
mutagenezis moddszer szerint allitottuk eld (B. Seraphin és
mtsai.: Nucl. Acids Res., 24: 3276-3277, (1996); valamint A.M.
Smith €és mtsai.: BioTechniques, 22: 438-439, (1997); amely
kézlemények mindegyike teljes egészében a jelen kitanitas ré-
szét képezi). A PCR —amelyet az appA intakt kodolé régidjanak
a felszaporitdsara hasznaltunk— reakcidelegye az alabbi ossze-
tételdi volt: 50 pl-es végtérfogat; 200 ng DNS [az E. coli BL21
jelid torzsébdl izolalt, pAPPA1l jelii plazmidba (J. Dassa és
mtsai.: J. Bacteriol., 172: 5497-5500, (1990); amely kozlemény
teljes egészében a jelen kitanitas részét képezi) beépitett
appA}; az E2 és a K2 jeld primerek mindegyikébdl 50 pmol-nyi
mennyiség; 5 egység AmpliTaq DNS-polimeraz (Perkin Elmer,
Norwalk, CT); 10 mM koncentracioju Tris-HCI, pH 8,3; 50 mM
mindegyik dNTP (Promega Corp., Madison, WI) 200 mM kon-
centracioban. A reakcidhoz a GeneAmp PCR system 2400 nevi
késziiléket (Perkin Elmer) hasznaltuk, a PCR menete pedig a
kovetkezd volt: 1 ciklus 94°C-on (3 perc); 30 ciklus, amely az
alabbi szakaszokbdl 4llt: 0,5 perc 94°C-on, 1 perc 54°C-on és
1,5 perc 72°C-on; és végiil 1 ciklus 72°C-on (10 perc). A mu-
tansokhoz tartozé megaprimereket egy kiilén PCR soran allitot-

tuk eld (2. tablazat).
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2. tablazat

Az E. coli appA-mutansok elnevezése és konstrukciéja

Konstrukcié' Méret (bp) Glikozilacids

helyek szama

Muténs R E2A1P3K2 1350 7
E2P2P3K2 1350 5

Y E2A1P2P3K2 1350 7

Vad tipus r-AppA E2K2 1350 3

' A primer elnevezésével kapcsolatban lasd az 1. tablazatot.

Az els6 mutagén PCR-reakciét (100 pl) a fent leirtak sze-
rint végeztik, az aldbbiak felhasznalasaval: az app4 PCR-reak-
ciékeverékének 4 pl-e; valamint a megfeleld, az 1. tablazatban
felsorolt, moédositott primerek. Az 6sszes megaprimer PCR-ter-
méket agar6z gél-elektroforézissel valasztottuk szét (1,5 %-o0s,
alacsony olvaddsponti agaréz, Gibco BRL, Grand Island, NY).
A gélbdl a vart fragmenseket kivagtuk, majd azokat a GENE-
CLEAN II nevi kit (Biol01, Vista, CA) segitségével mostuk ki
a gelbdl. A végsd mutagén PCR-reakciét (100 pl) a fent leirtak
szerint végeztik, az aldbbiak felhasznaldsaval: az appA PCR-
-reakcidtermékének 4 pl-e; valamint a tisztitott megaprimer
(kildnb6z6 mennyiségben —50 ng és 4 pg kozott—, a méretétdl
fiiggen). Ot olyan ciklust végeztiink, ahol az egyes ciklusok a
kévetkezd szakaszokbdl alltak: 1 perc 94°C-on, majd 2 perc
70°C-on. Mikézben a reakcidelegy 70°C-os volt, 1 pmol for-
ward-primert és 2 egység AmpliTaq DNS-polimerazt adtunk
hozza, majd az elegyet 6vatosan megkevertiik; majd ezt kévetd-
en 25 olyan ciklust végeztiink, ahol az egyes ciklusok a kovet-

kez6 szakaszokbdl alltak: 1 perc 94°C-on, 1 perc 56°C-on, vala-
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mint 1,5 perc 70°C-on.

3. Példa

Szubklbénozis és expresszid

Kiindulisi gazdaszervezetként az E. coli TOP10OF’ jeli
torzsét (Invitrogen, San Diego, CA) hasznaltuk. A PCR-frag-
menseket tisztitottuk, majd a pGEMT-Easy nevi vektorba (Pro-
mega) klonoztuk, a gyartd utasitasait kovetve. Az izolalt plaz-
mid-DNS EcoRI-es emésztését hasznaltuk a pozitiv transzfor-
mansok szirésére. A kapott inszerteket az FEcoRI-helyen a
pPICZaA-ba (Kit Easy-Select, Invitrogen) klénoztuk, majd a
plazmiddal TOP10F’-sejteket transzformaltunk, amelyeket 25
pg/ml Zeocint tartalmazé LB (Luria-Bertani) kdézegen szélesz-
tettiink. A kivant inszertet a helyes orientacidoban tartalmazé
koloniak sziirésére a plazmid-DNS Sall-es vagy BstXl-es
emésztését hasznaltuk. A fehérje-expresszid céljara gazdaszer-
vezetként a P. pastoris X33 jelli térzsét (Mut'His™; Invitrogen)
hasznaltuk, amelyet az elektroporaciét megel6zéen egy YPD
(yeast extract peptone dextrose medium) nevii folyékony tapko-
zegben tenyésztettiink. 2 ug plazmid DNS-t a Bg/Il vagy a Pmel
jell restrikcidés enzimek segitségével linearizaltunk, majd ezzel
a DNS-sel a gyarté (Invitrogen) utasitdsainak megfelel6en X33-
-sejteket transzformdaltunk. Miutan a szelektalt transzformanso-
kat 24 oran keresztiil glicerint tartalmaz6é minimal-tapkézegben
(GMGY) tenyésztettiik, 0,5 % metanolt tartalmazé tapkozeget

(GMMY) hasznaltunk a fehérje-expresszié indukalasara.

4. Példa

Az enzim tisztitasa és biokémiai jellemzése

A tapkozeg feliiluszdéjaban 1€vo, expresszalt r-AppA-t és a



mutians enzimeket kétlépéses ammoénium-szulfatos kicsapasnak
(25 % és 75 %) vetettik ala, amint azt fentebb mar emlitettiik
(E. Rodriguez és mtsai.: Biochem. Biophys. Res. Commun.,
257: 117-123, (1999); amely koézlemény teljes egészében a je-
len kitanitads részét képezi). Az elsé 1épés szuszpenzidjat 4°C-
-on, 25000 g-n 20 percig centrifugdltuk. A masodik 1épés csa-
padékat 10 ml, 25 mM koncentraciéji Tris-HCl-ben (pH 7)
szuszpendaltuk, majd a szuszpenzidt az emlitett oldattal szem-
ben egy éjszakan at dializaltuk. A fehérje-extraktumot a diali-
zis utan egy 25 mM koncentraciéju Tris-HCl-oldattal (pH 7)
ekvilibralt DEAE(dietil-amino-etil)-Sepharose oszlopra (Sigma,
St. Louis, MO) vittiikk fel. Az oszlophoz ko6t6doétt fehérjét 1 M

s 7y

tracioju Tris-HCl-oldat (pH 7)] elualtuk. Azt a harom frakciot,
amelynek a legnagyobb volt az aktivitasa, a kévetkez8 vizsgéilat
céljara egyesitettiik, és egy 25 mM koncentraciéju Tris-HCl-ol-
dattal (pH 7,5) szemben dializaltuk. A fitdz-aktivitds méréséhez
szubsztratként natrium-fitatot hasznaltunk (E. Rodriguez és
mtsai.: Biochem. Biophys. Res. Commun., 257: 117-123,
(1999); valamint C.S. Piddington és mtsai.: Gene, 133: 56-62,
(1993); amely kézlemények mindegyike teljes egészében a jelen
kitanitas részét képezi). Az enzimet 0,25 M glicin-HCI-oldattal
(pH 2,5) higitottuk, és ugyanannyi térfogat szubsztrat-oldatot
[amely 11 mM natrium-fitatot tartalmazott (Sigma)] adtunk
hozza. A mintat 15 percig inkubaltuk 37°C-on, majd a reakciét
azonos térfogati, 15 %-os triklor-ecetsav hozzaadasaval allitot-
tuk le. Ezutan 0,2 ml mintdhoz a kovetkezdket adtuk: 1,8 ml viz
és az alabbi Osszetételd oldatbél 2 ml: 0,6 M koncentracidéji
kénsav, 2 % aszkorbinsav és 0,5 % ammdnium-molibdat; majd

az elegyet megkevertiik, és 50°C-on 20 percig inkubaltuk, és
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végiil a szabad, szervetlen foszfor mennyiségét 820 nm-en meg-
hataroztuk. 1 fitaz-egységet ugy definidltunk, mint azt az akti-
vitast, amely a natrium-fitatrél 1 perc alatt, 37°C-on 1 pmol
szervetlen foszfort hasit le. Az enzim-kinetikai mérésekhez a
natrium-fitaitot a koévetkezé végkoncentraciokban hasznaltuk:
0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 2,5; 10 és 25 mM. A savas foszfataz-ak-
tivitds meghatarozasara pNPP-t (Sigma) hasznaltunk, 25 mM
végkoncentraciéban (R. Smith és mtsai.: Protein Engineering,
5: 35-41, (1992); amely kézlemény teljes egészében a jelen ki-
tanitds részét képezi). 50 pl enzimhez (40 nmol) 850 pl, 250
mM koncentracidju glicin-HCl-oldatot (pH 2,5) adtunk. Az ele-
gyet ezutan 37°C-on 5 percig inkubaltuk, majd 100 pl pNPP-t
adtunk hozza. Ezt kévetéen 0,1 ml mintat 0,9 ml, 1 M koncen-
traciéju NaOH-oldattal kevertiink, majd az elegyet 10 percig in-
kubaltuk, és végiil a felszabadult p-nitro-fenol mennyiségét 405
nm-en meghataroztuk. Az enzim-kinetikai mérésekhez a pNPP-t
a kovetkez6 végkoncentraciokban hasznaltuk: 0,1; 0,2; 0,75; 1;
2,5; 10 és 25 mM. A savas foszfataz-/fitaz-aktivitas 1 egységet
gy definialtunk, mint azt az enzim-mennyiséget, amely 1 perc
alatt 1 pmol p-nitro-fenol keletkezését katalizalja. Az enzimet
(2 mg/ml) a héstabilitasi vizsgalat elétt 0,2 M koncentracidjui
glicin-HCl-oldattal (pH 2,5) 1:400 aranyban higitottuk. A higi-
tott mintakat 25, 55, 80 vagy 90°C-on 15 percig inkubaltuk. A
mintakat ezutan 30 percig jégen tartottuk, majd a fent leirtak
alapjan meghataroztuk a megmaradé fitdz-aktivitast. A tisztitott
enzimeket ugy deglikozilaltuk, hogy 100 pg 6sszfehérje-meny-
nyiséget 37°C-on 0,5 nemzetkozi egység endoglikozidaz Hy-fel
(Endo Hy) 4 6ran keresztiil inkubédltunk, a gyarté (New England
Biolabs, Beverly, MA) utasitasainak megfeleléen. A natrium-

-dodecil-szulfatos poliakrilamid-gélelektroforézist (SDS-
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-PAGE) (15 vegyes %-os gélt hasznalva) az irodalomban leirtak
alapjan (U.K. Laemmli: Nature, 227: 680-685, (1970); amely
kézlemény teljes egészében a jelen kitanitas részét képezi) vé-
geztik. A fehérje-koncentraciokat a Lowry-mddszer (O.H.
Lowry €és mtsai.: J. Biol. Chem., 193: 265-275, (1951); amely
kozlemény teljes egészében a jelen kitanitas részét képezi) se-
gitségével hataroztuk meg.

Az adatokat a SAS nevii program (6.04-es verzid, SAS in-
stitute, Cary, NC, USA) segitségével elemeztiik.

5. Példa

A helyspecifikus mutagenezisnek a fitaz-expresszidora és a

glikozilacidra gyakorolt hatasa

Minden egyes élesztd-transzformansb6l genomikus DNS-t
vontunk ki, azért hogy a kivant, mutaltatott appA-t az E2 és a
K2 jeli primerek segitségével PCR-rel felszaporitsuk. Minden
egyes kivant mutaciét szekvendlassal er§sitettiink meg. Minden
egyes mutans esetén 24 koloénia fitaz-aktivitasat vizsgaltuk, az
indukcié utan kiillonb6z6 idépontokban. Mindharom mutans fe-
hérje (vagyis az R, az U és az Y jelii mutans fehérje), tovabba
az r-AppA 1is, expresszalodott és szekretalédott, ami azt ered-
ményezte, hogy az extracellularis fitdz-aktivitds idében nétt,
amely 96 6raval a metanollal torténdé indukcié utdn elért egy
platot. A tapkozeg feluluszdéjaban a platé-aktivitas 35, 175, 57
és 117 egység/ml volt (3. tablazat). Kontrollként a pPICZaA
jeli expresszids vektorral transzformalt, X33 jelii élesztd-tor-
zset hasznaltuk, amely nem mutatott semmiféle aktivitast, to-
vabba SDS-PAGE-s vizsgalattal sem tudtunk kimutatni fitaz-fe-
hérjét. Ha a tisztitott fehérjéket vessziik alapul, akkor az U jeli

mutans fehérjének volt a legnagyobb a specifikus fitaz-aktivita-



39 oo. . oo

sa (63 egység/mg), amelyet az Y jeli mutans fehérje (51 egy-
ség/mg), az r-AppA (41 egység/mg) és az R jelli mutans fehérje
aktivitasa (32 egység/mg) kovetett. A tiszitas utan az U jeli
mutans fehérje, az Y jeld mutans fehérje, az r-AppA és az R je-
li mutans fehérje kitermelése 654, 324, 688, illetve 425 mg/l
volt (3. tablazat).

3. tablazat
Fitaz-kitermelés, valamint az r-AppA és a harom mutans
fehérje specifikus aktivitasa

Fehérje Fitaz-aktivitas' Fehérje-kitermelés? Specifikus aktivitas?®

-Endo H¢ +Endo Hy

r-AppA 117+15 688+44 41+3 37+4
R 35+4 425426 32+2 29+2
U 175+19 654+39 63+4° 65+5°
Y 57+8 324+18 51+5 46+6

Fitaz-aktivitids (egység/ml) GMMY tapkozegben, 96 d6ras tenyésztés utan
Fehérje-kitermelés (mg tisztitott fehérje egy liter tenyészetben)
Specifikus fitdz-aktivitas (egység/mg tisztitott fehérje)

Szignifikans kiilonbség (P<0,05) az r-AppA kontrollhoz képest. Az

eredményeket harom kisérletbdl kaptuk.

Az SDS-PAGE-s vizsgalat soran a tisztitott r-AppA mole-
kulatomege 50-56 kDa-nak, az R jelii mutans fehérje molekula-
tomege 68-70 kDa-nak, az Y jelld mutans fehérje molekulatéme-
ge pedig 86-90 kDa-nak bizonyult (2. abra). A molekulatéomeg
novekedésének az oka a glikozilaciés fok novekedése (a gliko-
zi1lacios fok 14 %-os az r-AppA-ban, 48 %-os az R jelii mutins
fehérjében, és 89 %-o0s az Y jelli mutans fehérjében). Az U jeli

mutans fehérje glikozilaciéos foka azonosnak bizonyult az r-
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-AppA glikozilaciés fokaval. Endo H¢-fel térténé deglikozilacid
utan ezen rekombinans enzimek mindegyikének hasonl6 volt a
molekulatomege (45-48 kDa). A deglikozilacié nem volt szigni-
fikans hatassal a mutansok, valamint az r-AppA specifikus akti-
vitadsara (3. tablazat). Ha azonban ezeket a tiszitott fehérjéket
B-merkapto-etanollal és Endo H¢-fel is kezeltiik, akkor a fitaz-

-aktivitas teljes elvesztését tapasztaltuk.

6. Példa

A helyspecifikus mutagenezisnek a fitdz pH- és hdmérsékleti

optimumara, valamint hdstabilitidsdra gyakorolt hatisa

Habar mind az R, mind az U, mind az Y jeld mutéans fe-
hérjének ugyanaz volt pH-optimuma, mint az r-AppA-nak (2,5),
pH 3,5-6n, 4,5-6n és 5,5-6n az U jeli mutans fehérje aktivabb
volt, mint az r-AppA (p<0,05), az Y jelii mutans fehérje pedig
kevésbé volt aktiv, mint az r-AppA (p<0,05) (3. abra). Az U je-
i mutdns fehérje homérsékleti optimuma 65°C volt, a masik
két mutidns fehérje és az r-AppA hémérsékleti optimuma pedig
55°C volt. 0,2 M glicin-HCl-ben (pH 2,5) az U jelii mutans fe-
hérje megmaradé fitaz-aktivitasa magasabb volt, mint az r-
-AppA megmaradd fitaz-aktivitasa (p<0,05), miutdn az enzime-

ket 15 percig 80, illetve 90°C-on tartottuk (4. abra).

7. Példa

A helyspecifikus mutagenezisnek az enzim-kinetikara

gyakorolt hatasa

Az U jelii mutans fehérje esetén az r-AppA-hoz képest a
pNPP-re (p-nitrofenil-foszfat) vonatkozd K,-érték a felére
csOkkent, a natrium-fitatra vonatkozé K,-érték pedig 70 %-kal

cs6kkent (p<0,05) (4. tablazat). Kovetkezésképpen az U jeld
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mutans fehérje latszélagos katalitikus hatékonysaga (k.../K.) a
pNPP esetén 1,9-szeres, a natrium-fitat esetén pedig 5,2-szeres
emelkedést mutatott az r-AppA-nal tapasztaltakhoz képest. Ha-
bar az Y jeld mutans fehérje k.,,/K,-értéke a natrium-fitat ese-
tén szintén szignifikansan kiillonbo6zott az r-AppA k.y/K,-érté-
kétdl, a valddi novekedés csak viszonylag kismértékid volt. Az
R jeli mutans fehérje katalitikus hatékonysaga ezzel szemben
mindkét szubsztrat esetén szignifikdnsan alacsonyabb volt,

mint az r-AppA katalitikus hatékonysaga.

4. tablazat

Az r-AppA és a hirom mutans fehérje katalitikus tulajdonséagai’

Enzim Szubsztrat
pNPP Na-fitat

Km kCﬂl kcal/Km Km kcal kCﬂI/Km

(mM) (min") (min"M") (mM) (min'l) (min"M'l)

r-AppA 3,66+ 752+ (2,0+0,18) 1,95+ 2148+ (1,1140,13)
0,44 7,9 x10° 0,25 33 x10°

R 7,87+ 390+ (0,5£0,07) 3,07+ 1657+ (0,54+0,09)
0,84" 5,9 x10° 0,26 23" x10¢°

U 1,86+ 1073+ (5,8+0,37) 0,58+ 4003+ (6,90+0,70)
0,35 137 x10°° 0,08" 56° x10°°

Y 3,18+ 787+ (2,5+0,17) 2,03+ 3431+ (1,69+0,21)
0,39 6,7 x10° 0,19 41 x10%°

! A reakciésebességi méréseket hirom parhuzamosban végeztiik, az itt leirtak

szerint. A K, -értékeket a Lineweaver-Burk-féle grafikonos modszer segitségé-
vel szamoltuk ki. Az dsszes reakciot 0,25 M glicin-HCl-ben (pH 2,5) végeztiik.

Szignifikans kiilonbség (P<0,05) az r-AppA kontrollhoz képest. Az eredmé-
nyeket 6t fiiggetlen kisérletbol kaptuk.

A fenti eredmények arra utalnak, hogy az AppA enzimhez
helyspecifikus mutagenezissel tovabbi N-glikozilaciés helyek
adhaték, valamint/vagy egyéb aminosav-cserék végezheték az
enzimen. Az R és az Y jeli mutans enzimek esctén —az intakt
appA-génrdl termel6dd r-AppA-val 6sszehasonlitva— a nagyobb

mértékii glikozilacié vilagosan lathato volt, erre az utalt, hogy
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ezen enzimeknek a deglikozilacié el6tt és utan kiilonbozdek
voltak a molekulatomegeik. Tehat ezen két mutans esetén a P.
pastoris valoban felismerte a mesterségesen kialakitott N-gli-
kozilacidos helyeket, amelyeknek a sejten belil torténé ,,feldol-
gozasa” is helyesen tortént. Mivel az R és az Y jeli mutansok
tobb mutacidt is tartalmaznak, ezért ezen eredmények alapjan
nem tudjuk megbecsiilni, hogy egy konkrét, mesterségesen kia-
lakitott N-glikozilaciés helyen milyen foku a glikozilacid, de
hasznos informaciot nyerhetiink a mutans fehérjék egymas ko-
z6tti, valamint az r-AppA-val torténd 6sszehasonlitasabdl. El6-
sz6r is, habar mind az R, mind az Y jeld mutans fehérje négy-
gyel tobb N-glikozilacids hellyel rendelkezik, mint az r-AppA,
az Y jeli mutans fehérje glikozilaciés foka magasabb mint az R
jeli mutans fehérje glikozilacids foka (89 %, illetve 48 %). Mi-
vel az Y jeli mutans esetén végrehajtott C200N szubsztitucid
az egyetlen kiilonbség ezen két mutans fehérje ko6zott, és mivel
ezzel a szubsztituciéval nem adtunk tovabbi, feltételezett N-
-glikozilaciés helyeket a fehérjéhez, ezért ugy tiinik, hogy a
C200N csere 6nmagaban képes novelni az N-glikozilacié fokat
bizonyos helyeken. Masodszor, habar az U jeli mutans két hoz-
zdadott N-glikozilaciés hellyel is rendelkezik (Asn 207 és Asn
211), a latszdélagos molekulatomege azonos volt az r-AppA-
-éval, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a két mesterségesen
kialakitott N-glikozilaciés hely az U jeli mutans esetében
,csendes”. Ez azt mutatja, hogy egy ilyen szignal-szekvencia
jelenléte bar sziikséges a glikozilaciéhoz, azonban az nem fel-
tétleniil eredményez glikozilaciét (M. Meldgaard és mtsai.:
Microbiol., 140: 159-166, (1994); amely kozlemény teljes egé-
szében a jelen kitanitas részét képezi). Lehetséges, hogy azok

az aminosavak, amelyek az U jelii mutans fehérje esetében mu-
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taltatva vannak, nem annyira hozzaférhetdek az olddszer sza-
r'vnéyra, mint ahogyan azt a szerkezet alapjan végzet"t szekvchbcia
eg‘_y;néshoz igazitas alapjan varnank. Az AppA enzim mostansag
publikalt kri‘st'ély.s’ze’rkezete talan segit megol‘daArvli ‘ezt a kérdést
(Lim és mtsai.: Nat. Struct. Biol., Z: 108-113, (2000); valamint
z. ]i.a'“érs, mtsai.: Acta Crystallogr. D Biol. Crystallogr., 54:
647-649, (1998); amely kézlemények mindegyike teljes egészé-
ben a jelen kitanitas részét képezi). Végiil pedig, az R jelii mu-
tans fehérje glikozilaciés foka szignifikansan magasabb mint az
U jelii mutans fehérje glikozilacios foka. A kiilonbséget az R
jeli mutans fehérjének a két hozzdadott N-glikozilaciés helye
(amelyeket az A131N és a V134N cserék altal kaptunk) okoz-
hatja. A fenti eredmények alapjan az alabbiakat mondhatjuk: 1)
az A131N és a V134N cserék fokozzak az AppA enzim glikozi-
laciéjat, 2) a D207N és az S211N cserék ,csendesek”; 3) a
C2OON csere ugy tilinik, hogy novelte az Y jeli mutans fehérje
glikozilaltsagat egyéb helyeken, az U jeli mutans fehérje gliko-
zilaltsagat azonban nem novelte.

Kimutattak, hogy a fehérjék tovabbi glikozilacidja altala-
ban megkoénnyiti a fehérjék térszerkezetének a kialakulédsat és
fokozza a fehérjék stabilitasat (M. Haraguchi és mtsai.: Bio-
chem. J., 312: 273-280, (1995); valamint B. Imperiali és mtsai.:
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92: 97-112, (1995); amely kozle-
mények mindegyike teljes egészében a jelen kitanités részét ké-
pezi). Ellentétben azzal, amit vartunk, az R és az Y jelli mutéans
fehérjéknek nem volt nagyobb a hdstabilitasuk, annak ellenére,
hogy magasabb volt a glikozilaciés fokuk. Az U jeld mutans fe-
hérjének viszont meglepé moédon nagyobb volt a hdstabilitasa,
annak ellenére, hogy a glikozilaciés foka ugyanakkora volt,

mint az r-AppA-¢é. Habar a C200N csere nem vonja maga utan,
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hogy az N-glikozilacié egyéb helyeken is megtérténjen, bizo-
nyos helyeken azonban elképzelheté a glikozilacié fokozddasa.
Ugy tilinik, hogy inkdbb a muticiék énmagukban -mintsem a
glikozilacido— jarult(ak) hozza ehhez az eredményhez. Egy nem-
rég megjelent tanulmany hat kiilonb6z6 fitdz eléallitasat ismer-
teti, amelyeket vagy az Aspergillus niger-ben vagy a Hansenula
polymorpha nevi élesztében expresszaltak (M. Wyss és mtsai.:
Appl. Environ. Microbiol., 65: 359-366, (1999); amely kozle-
mény teljes egészében a jelen kitanitds részét képezi). Az ered-
mények azt mutattak, hogy a glikozilacié foka a valasztott gaz-
daszervezettél fiiggott, azonban az nem befolyasolta szignifi-
kansan a hostabilitast, a specifikus aktivitast vagy a fehérje tér-
szerkezetének ujboli kialakulasat (M. Wyss és mtsai.: Appl.
Environ. Microbiol., 65: 359-366, (1999); amely k6zlemény tel-
jes egészében a jelen kitanitas részét képezi).

A kinetikai adatok azt mutatjak, hogy az r-AppA, tovabba
mindharom mutans fehérje alacsonyabb K,- és magasabb
k.oi/K-értékekkel rendelkezik a natrium-fitatra, mint a pNPP-
-re. Vilagosan latszik, hogy ezen rekombinans enzimek latszo-
lagos hatékonysaga nagyobb a natrium-fitdt esetén, mint a
pNPP esetén, ami arra utal, hogy az AppA enzim inkabb fitiz,
mint savas foszfatdz (Lim és mtsai.: Nat. Struct. Biol., 7: 108-
-113, (2000); valamint E. Rodriguez és mtsai.: Biochem. Bio-
phys. Res. Commun., 257: 117-123, (1999); amely kézlemények
mindegyike teljes egészében a jelen kitanitas részét képezi). Az
U jelt mutans fehérjének nott a legjobban a latszdélagos haté-
konysaga —mindkét szubsztratra vonatkozéan— az r-AppA-éhoz
képest. Az a legvaldsziniibb, hogy a k.,,/K, ndovekedése a K,
nagymértékii csdkkenésének koszonhetd (1,86 mM a 3,66 mM-

-lal szemben a pNPP esetén, valamint 0,58 mM az 1,95 mM-lal
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szemben a natrium-fitat esetén). Ez azt jelenti, hogy az U jeli
mutans mar sokkal kisebb szubsztrat-koncentracional telitédik,
mint az r-AppA. Réaadasul ezen két fitaz-forma kozott a k.4-ban
is szignifikans kiildnbség mutatkozott, mindkét szubsztratra vo-
natkozéan. A patkany savas foszfatazanak a szerkezete alapjan
(G. Schneider és mtsai.: EMBO J., 12: 2609-2615, (1993);
amely kozlemény teljes egészében a jelen kitanitds részét képe-
zi) Ggy tlnik, hogy ezek a mutaciok nem érintik az enzim aktiv
helyét, vagy azon részét, amely a savas foszfatdz dimerek ki-
alakulasaért felelds. Lehetséges, hogy ezek a mutaciok —6nma-
gukban vagy kézdsen— az enzim konformaciés flexibilitdsara
vannak hatdssal, amint azt korabban mar egy masik fehérjére
leirtak (G. Kern és mtsai.: Protein Sci., 2: 1862-1868, (1993);
amely kézlemény teljes egészében a jelen kitanitas részét képe-
zi). Az E. coli-bdl szarmazé fitaz nemrég ko6zolt kristalyszerke-
zete alapjan (Lim és mtsai.: Nat. Struct. Biol.,, 7: 108-113,
(2000); valamint Z. Jia és mtsai.: Acta Crystallogr. D Biol.
Crystallogr., 54: 647-649, (1998); amely kodzlemények minde-
gyike teljes egészében a jelen kitanitads részét képezi) azt
mondhatjuk, hogy ezen mutacidk egyike sem érinti kdzvetleniil
a szubsztratkotd zsebet. Azonban a C200 és a C210 [amelyet
Lim és mtsai. C178-cal és C188-cal jelolnek (Nat. Struct. Biol.,
7: 108-113, (2000); amely k6ézlemény teljes egészében a jelen
kitanitas részét képezi)] a fehérje a-doménjében a G-hélix és a
GH-hurok ké6zo6tt egy diszulfid-kotés kialakitasdban vesz részt
(Lim és mtsai.: Nat. Struct. Biol., 7: 108-113, (2000); amely
koézlemény teljes egészében a jelen kitanitas részét képezi). A
C200N mutacié azt eredményezi, hogy megsziinik az o-domén
egyediili diszulfid-kotése, amely a G-hélix és a GH-hurok ko-

zdtt volt. Ennek a cserének az lehet a kdvetkezménye, hogy az
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o-domén konnyebben mozdul el az enzim koézponti iirege vagy
»Szubsztratkoté helye” felé (Lim és mtsai.: Nat. Struct. Biol.,
7: 108-113, (2000); amely ko6zlemény teljes egészében a jelen
kitanitas részét képezi). Ezt a belsdé flexibilitasrdl sz416 elmé-
letet az a tény is alatamaszthatja, hogy az U jeli mutans fehér-
je, és kisebb mértékben az Y jelli mutans fehérje is, fokozott
katalitikus hatékonysagot mutatott a natrium-fitat hidrolizise
soran. Mivel az U jeld mutans fehérje glikozilaciés foka nem
nott, ezért a mesterségesen kialakitott glikozilacidés helyek
[vagyis az N207 és az N211, amelyet Lim és mtsai. D 185-tel
és S189-cel jelolnek (Nat. Struct. Biol., 7: 108-113, (2000);
amely k6zlemény teljes egészében a jelen kitanitds részét képe-
zi)] valdsziniileg el vannak rejtve az oldészernek kitett felszin-
té6l. Az U jeli mutans fehérje fokozott hdstabilitasa ezért a
megnovekedett szamu hidroféb koélcsénhatasokkal magyarazha-
td, ami nincs jelen az Y vagy az R jeli mutans fehérjékben.
Erdemes megemliteni, hogy a deglikozilacié nem volt
szignifikans hatassal a specifikus fitdz-aktivitasra, sem a harom
mutans fehérje, sem az r-AppA esetén. A deglikozilacié azon-
ban okozhat olyan konformaciés valtozasokat, amelyek hatassal
vannak a szubsztrat-kotddésre és/vagy a szubsztrat-atalakitas
sebességére, amint az a glikoprotein hormonok (M. Terashima
és mtsai.: Eur. J. Biochem., 226: 249-254, (1994); amely kézle-
mény teljes egészében a jelen kitanitas részét képezi) vagy az
S. cerevisiae-ben expresszalt, Schwanniomyces occidentalis-b4l
szarmazo6 o-amilaz (Y. Han és mtsai.: Appl. Environ. Microbi-
ol., 65: 1915-1918, (1999); amely kozlemény teljes egészében a
jelen kitanitas részét képezi) esetében tapasztalhaté. A B-mer-
kapto-etanollal torténd kezelés és a deglikozilacié egyiitt telje-

sen inaktivalta mindegyik mutans fehérjét, valamint az intakt
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kontrollt is. Ez arra utal, hogy a négy diszulfid-kotés egyiitt
kulcsszerepet jatszik ezen rekombinans fitazok katalitikus mii-
kodésének a fenntartidsaban (A.H.J. Ullah és mtsai.: Biochem.
Biophys. Res. Commun., 227: 311-317, (1996); amely kozle-
mény teljes egészében a jelen kitanitas részét képezi).
Végezetiil, az U jeli mutédns fehérjében, ahol hianyzik a
G-hélix és a GH-hurok kozotti diszulfid-kotés (amely egyéb-
ként a C200 és a C210 ko6zott alakul ki), lehetséges, hogy az a-
-domén egy kicsivel flexibilisebbé valik, ami pozitiv hatassal
van az enzim katalitikus hatékonysagara és hdstabilitasara. Mi-
vel az E. coli-bol szarmazé fitaz kristalyszerkezetét a kozeljo-
vében fogjak publikalni (Lim és mtsai.: Nat. Struct. Biol., 7:
108-113, (2000); amely k6zlemény teljes egészében a jelen ki-
tanitds részét képezi), ezért a tovabbi, célzott mutagenezises
kisérletek fényében érthetévé kell, hogy valjanak azok a kon-

formécids valtozasok, amelyek javithatjak az enzim jellemzdit.

Habar itt részleteiben az el6nyos kiviteli formakat ismer-
tettilk, a szakember szdmara nyilvanvald, hogy szdmos moédosi-
tas, hozzdadas, behelyettesités, stb. képzelhetd el, anélkiil hogy
ekdozben eltdvolodnank a jelen talalmany szellemétsl, ezért
ezek is a jelen taldlmany alabbi igénypontok altal meghataro-

zott targyat képezik.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Egy izolalt, mutans savas foszfataz/fitaz, amelyet ugy
allitunk eld, hogy az 1-es szamu szekvencianak megfeleldé ami-
nosav-szekvenciaju, Escherichia coli-boél szarmazd, vad tipusu
savas foszfatazon/fitdzon t6bb aminosav-cserét hajtunk végre,
ahol az emlitett aminosav-cserék magukba foglaljak a 200., a

207. és a 211. poziciéban végrehajtott aminosav-cseréket.

2. Az 1. igénypont szerinti, izolalt, mutans savas foszfa-
taz/fitaz, azzal jellemezve, hogy a 200. pozicidban végrehajtott
aminosav-csere egy Cys cseréje Asn-ra, a 207. poziciéban vég-
rehajtott aminosav-csere egy Asp cseréje Asn-ra, valamint a
211. pozicidoban végrehajtott aminosav-csere egy Ser cseréje
Asn-ra, ahol az emlitett, 1zolalt, mutans savas foszfataz/fitaz

aminosav-szekvenciaja a 3-as szamu szekvencianak felel meg.

3. Az 1. igénypont szerinti, izolalt, mutans savas foszfa-

taz/fitaz, azzal jellemezve, hogy tiszta formaban van jelen.

4. Az 1. igénypont szerinti, izolalt, mutans savas foszfa-
taz/fitaz, ahol az i1zolalt, mutans savas foszfataz/fitiz rekombi-

nans.

5. Eljaras a vad tipusu, Escherichia coli-bdl szarmazo, az
1-es szamu szekvencianak megfelelé6 aminosav-szekvenciaju sa-
vas foszfataz/fitdz enzimatikus tulajdonsagainak a javitasara,
ahol az emlitett eljards magaba foglalja a kévetkez6t: az emli-
tett, vad tipusu savas foszfataz/fitdz aminosav-szekvenciajanak

a megvaltoztatasa, azaltal hogy az l-es szamu szekvencia 200.,
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6. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
a 200. pozicidoban végrehajtott aminosav-cscre egy Cys cseréje
Asn-ra, a 207. pozicidoban végrehajtott aminosav-csere egy Asp
cseréje Asn-ra, valamint a 211. poziciéban végrehajtott amino-
sav-csere egy Ser cseréje Asn-ra, ahol az emlitett aminosav-
-cserék egy olyan mutans savas foszfatazt/fitazt eredményez-
nek, amelynek az aminosav-szekvenciaja a 3-as szamu szekven-

cianak felel meg.

7. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy

a javitott enzimatikus tulajdonsag a nagyobb hdstabilitas.

8. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
a javitott enzimatikus tulajdonsag a fokozott fitaz-aktivitas, ko-

riilbeliil 3,5 és 5,5 k6zotti pH-tartomanyban.

9. Egy, az 1. igénypont szerinti, mutans savas foszfa-

tazt/fitazt kdédold izolalt DNS-molekula.

10. A 9. igénypont szerinti, izolalt DNS-molekula, ahol a

vad tipusu savas foszfatazt/fitazt az E. coli-bol izolaljuk.

11. A 10. igénypont szerinti, izolalt DNS-molekula, azzal
jellemezve, hogy tartalmaz egy, a 4-es szamu szekvencianak
megfelel6 nukleotid-szekvenciat, vagy egy olyan DNS-moleku-
lahoz hibridizal, amely tartalmaz egy, a 4-es szamu szekvencia-
nak megfelelé nukleotid-szekvenciat, ahol a hibridizacié az

alabbi szigorusagi feltételek mellett torténik: 42°C-on torténd
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hibridizacid, 5X SSPE-t és 50 % formamidot tartalmazo hibri-
dizaciés kdzegben; valamint 50°C-on térténé mosas 0,5X SSPE-

-vel.

12. A 9. igénypont szerinti, 1zolalt DNS-molekula, azzal
jellemezve, hogy a 200. poziciéban végrehajtott aminosav-csere
egy Cys cseréje Asn-ra, a 207. pozicidban végrehajtott amino-
sav-csere egy Asp cseréje Asn-ra, valamint a 211. pozicidban
végrehajtott aminosav-csere egy Ser cseréje Asn-ra, ahol az
emlitett aminosav-cserék egy olyan mutans savas foszfatazt/fi-
tazt eredményeznek, amelynek az aminosav-szekvenciaja a 3-as

szamu szekvencianak felel meg.

13. Egy rekombindns-DNS expresszidos rendszer, amely

tartalmaz egy, a 9. igénypont szerinti DNS-molekuléat.

14. A 13. igénypont szerinti expressziés rendszer, azzal
jellemezve, hogy a DNS-molekula egy heterolég expresszids

vektorban van.

15. A 13. igénypont szerinti expresszios rendszer, azzal
jellemezve, hogy a DNS-molekuldt a megfelelé orientacidban,
valamint a helyes leolvasasi keret figyelembe vételével épitjiik

be az expresszids rendszerbe.

16. Egy gazdasejt, azzal jellemezve, hogy tartalmaz egy, a

9. igénypont szerinti, heterol6g DNS-molekulat.

17. A 16. igénypont szerinti gazdasejt, azzal jellemezve,

hogy az emlitett, heterol6g DNS-molekula nukleotid-szekven-



51 Ol. . oo

ciaja a 4-es szamu szekvencianak felel meg.

18. A 16. igénypont szerinti gazdasejt, azzal jellemezve,
hogy az emlitett, heterolég DNS-molekula egy rekombinans-

-DNS expresszids rendszerben van.

19. A 16. igénypont szerinti gazdasejt, ahol az emlitett

gazdasejt egy éleszto-sejt.

20. A 19. 1génypont szerinti gazdasejt, ahol az éleszts-
-sejt az alabbi nemzetségekbe tartozé fajok valamelyik torzsé-
hez tartozik: Saccharomyces, Kluyveromyces, Torulaspora és

Schizosaccharomyces.

21. A 19. igénypont szerinti gazdasejt, ahol az éleszt6-

-sejt egy metilotrof éleszto-torzshéz tartozik.

22. A 21. igénypont szerinti gazdasejt, ahol a metilotr6f
éleszt6-torzs az alabbi nemzetségek valamelyikébe tartozik: Pi-

chia, Hansenula, Torulopsis, Candida és Karwinskia.

23. Eljaras egy mutans savas foszfataz/fitaz rekombinans
uton torténd eldallitasara, amely eljaras magaba foglalja a ké-
vetkezdket: egy gazdasejt transzformalasa legalabb egy, a 9.
igénypont szerinti, heterolég DNS-molekulaval, olyan kériil-
mények mellett, amelyek alkalmasak a mutans savas foszfa-
taz/fitdz expresszaldsara; majd a mutans savas foszfataz/fitaz

i1zolalasa.

24. A 23. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,



hogy a gazdasejt egy élesztd-sejt.

25. A 24. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az éleszt6-sejt az alabbi nemzetségekbe tartozé fajok
valamelyik torzséhez tartozik: Saccharomyces, Kluyveromyces,

Torulaspora és Schizosaccharomyces.

26. A 24. i1génypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,

hogy az éleszto-sejt egy metilotrof éleszto-térzshoz tartozik.

27. A 26. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a metilotrof éleszt6-t6rzs az alabbi nemzetségek valame-
lyikébe tartozik: Pichia, Hansenula, Torulopsis, Candida és

Karwinskia.

28. Takarmany-készitmény, amely tartalmazza az 1.

igénypont szerinti, izolalt, mutans savas foszfatazt/fitazt.

29. Eljaras egy takarmany-készitmény eléallitasara, ahol
az eljaréds magaba foglalja a kovetkez6t: az 1. igénypont szerin-
ti, izolalt, mutadns savas foszfatdz/fitdz hozzaadasa egy takar-
manyhoz, olyan kérilmények mellett, amelyek mellett eredmé-

nyesen lehet takarmany-készitményeket el6allitani.

30. Egy izolalt, mutans savas foszfatdz/fitdz, amely abban
kiilonbozik az 1-es szdmu szekvencianak megfelel6 aminosav-
-szekvenciaju, vad tipusu, Escherichia coli-bdl szarmazéb savas
foszfataztol/fitaztol, hogy abban legalabb egy aminosav ki van
cserélve, amely aminosav-csere megakadalyozza, hogy a 200.

és a 210. poziciéban taldlhaté ciszteinek kozott diszulfid-kotés
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alakuljon ki.

31. A 30. igénypont szerinti, izolalt, mutans savas foszfa-

taz/fitaz, azzal jellemezve, hogy tiszta formaban van jelen.

32. A 30. igénypont szerinti, izolalt, mutans savas foszfa-
taz/fitaz, ahol az i1zolalt mutans savas foszfataz/fitaz rekombi-

nans.

33. Eljaras a vad tipusu, Escherichia coli-bol szarmazd,
az l-es szamu szekvencianak megfelelé6 aminosav-szekvenciju
savas foszfataz/fitdz enzimatikus tulajdonsagainak a javitasara,
ahol az emlitett eljaras magaba foglalja a kovetkezdt: az emli-
tett, vad tipusi savas foszfataz/fitaz aminosav-szekvenciajanak
a megvaltoztatasa, azaltal hogy legaldbb egy aminosav-cserét
hajtunk végre, amely aminosav-csere megakadalyozza, hogy a
200. és a 210. pozicioban taldlhatd ciszteinek k6zott diszulfid-

-kotés alakuljon ki.

34. A 33. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,

hogy a javitott enzimatikus tulajdonsag a nagyobb héstabilitas.
35. A 33. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a javitott enzimatikus tulajdonsag a fokozott fitdz-aktivi-

tas, korilbeliil 3,5 és 5,5 k6z6tti pH-tartomanyban.

36. Egy, a 30. i1génypont szerinti, mutans savas foszfa-

tazt/fitazt kodold izolalt DNS-molekula.

37. Egy rekombinins-DNS expresszidos rendszer, amely
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tartalmaz egy, a 36. igénypont szerinti DNS-molekulat.

38. A 37. igénypont szerinti expresszioés rendszer, azzal
jellemezve, hogy a DNS-molekula egy heteroldg expresszids

vektorban van.

39. A 37. igénypont szerinti expresszidés rendszer, azzal
jellemezve, hogy a DNS-molekulat a megfelelé orientacidban,
valamint a helyes leolvasasi keret figyelembe vételével épitjiik

be az expresszids rendszerbe.

40. Egy gazdasejt, azzal jellemezve, hogy tartalmaz egy, a
36. igénypont szerinti, heterolég DNS-molekulat.

41. A 40. igénypont szerinti gazdasejt, azzal jellemezve,
hogy az emlitett, heterolég DNS-molekula egy rekombinans-

-DNS expresszios rendszerben van.

42. A 40. igénypont szerinti gazdasejt, ahol az emlitett

gazdasejt egy éleszto-sejt.

43. A 42. igénypont szerinti gazdasejt, ahol az éleszt6-
-sejt az alabbi nemzetségekbe tartozé fajok valamelyik torzsé-
hez tartozik: Saccharomyces, Kluyveromyces, Torulaspora és

Schizosaccharomyces.

44. A 42. igénypont szerinti gazdasejt, ahol az éleszté-

-sejt egy metilotréf éleszté-torzshoz tartozik.

45. A 44. igénypont szerinti gazdasejt, ahol a metilotrof
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éleszt6-torzs az alabbi nemzetségek valamelyikébe tartozik: Pi-

chia, Hansenula, Torulopsis, Candida és Karwinskia.

46. Eljaras egy mutans savas foszfataz/fitaz rekombinans
uton torténd eldallitasara, amely eljaras magaba foglalja a ko-
vetkezdOket: egy gazdasejt transzformdalasa legalabb egy, a 36.
igénypont szerinti, heterolég DNS-molekulaval, olyan koriil-
mények mellett, amelyek alkalmasak a mutans savas foszfa-
taz/fitaz expresszalasara; majd a mutans savas foszfataz/fitaz

izolalasa.

47. A 46. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,

hogy a gazdasejt egy éleszto-sejt.

48. A 47. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az éleszté-sejt az alabbi nemzetségekbe tartozd fajok
valamelyik torzséhez tartozik: Saccharomyces, Kluyveromyces,

Torulaspora és Schizosaccharomyces.

49. A 47. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,

hogy az éleszt6-sejt egy metilotrof éleszto-torzshoz tartozik.

50. A 49. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a metilotr6f éleszt6-to6rzs az alabbi nemzetségek valame-
lyikébe tartozik: Pichia, Hansenula, Torulopsis, Candida és

Karwinskia.

51. Takarmany-készitmény, amely tartalmazza a 30.

igénypont szerinti, izolalt, mutans savas foszfatazt/fitazt.
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52. Eljaras egy takarmany-készitmény eldallitasara, ahol
az eljaras magaba foglalja a kovetkez6t: a 30. igénypont szerin-
ti, izolalt, mutans savas foszfatdz/fitdz hozzaadasa egy takar-
manyhoz, olyan koriilmények mellett, amelyek mellett eredmé-

nyesen lehet takarmany-készitményeket eldallitani.

A meghatalmazott
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