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KIVONAT
A talalmany targya az E. coli altal termelt korizmat dez-Ala310]CMPD; [Leu3]CMPD; [dez-Thr304,
mutaz/prefenat dehidrogenaz (CMPD) enzim delécios, Lys305, dez-GIn306]CMPD; és [Cys 309]CMPD. A fenti
szubsztiticios és/vagy addicids analégjait kédolé DNS analogok a vad tipust enziméhez hasonlé enzimaktivi-
szekvencidk. Az elényds expresszios termékek kozé tassal bimak, de fenilalanin jelenlétében annak gatlé
tartoznak a [dez-GIn3Y7, dez-Ala308, dez-Gly309, hatésa irant joval ellenallobbak.
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A taldlmany targya altalaban fenilalanin mikrobiologiai
szintézise, kozelebbrdl az E. coli enzimjével, a korizmat
mutdz/prefenat dehidrogenazzal (CMPD) analég
polipeptideket kddolé Gj DNS szekvencidk. A vad tipu-
st enzimmel dsszehasonlitva az analogok enzimaktivita-
sa joval ellenallobb fenilalaninnal kivéltott visszacsato-
lasos gatlas irdnt. Az analogot kodold DNS szekvenciak
ezért hasznosak a fenilalanin termelésére alkalmazott
mikroorganizmus enzimjellemzdinek kiegészitésére.

Az L-fenilalaninnak E. coliban valé mikrobioldgiai
termelésében szdmos metabolikus enzim vesz részt.
Ezek legfontosabbjai k6zé tartozik egy bifunkcids en-
zim, a korizmat mutaz/prefenat dehidrogenaz (CMPD),
amely mind korizmétnak prefenattd, mind prefenatnak
fenil-piruvatta val6 atalakitasaban részt vesz. A CMPD-
r6l megallapitottak, hogy az az E. coli pheA génjének
expresszios terméke, nukleotid szekvenciajat Hudson és
munkatérsai [J. Mol. Biol., /180: 10231051 (1984)] ir-
tak le.

A CMPD-16l feltételezik, hogy enzimként dimer for-
maban miikddik, amely dimer a pheA gén exp-
resszigjanak két azonos polipeptid termékét foglalja ma-
gaban. Az enzim aktivitasat a metabolikus ut végtermé-
ke, az L-fenilalanin altal kivaltott ,,visszacsatolasos gat-
las” befolyasolja. Ha a fenilalanin-szint megkozeliti pél-
daul az 1,0 mmol/l értéket, a prefenat dehidrogenaz akti-
vitasaban rendkiviili cs6kkenés kévetkezik be, ami valo-
szintileg annak a kévetkezménye, hogy a fenilalanin
részt vesz az enzimesen inaktiv CMPD polipeptid
tetramerek reverzibilis képzédésében [14sd a Baldwin és
munkatarsai, Arch, Biochem. Biophys., 2/1: 66-75
(1981) szakirodalmi helyen]. Mintegy 1,0 mmol/l
fenilalanin-koncentraciénal a prefenat dehidrogenaz ak-
tivitasa legalabb 90%-kal csdkken.

A klonozas és a génexpresszié rekombinans techno-
logiainak alkalmazasbavétele utan kisérleteket tettek a
fenilalanin-termelésben alkalmazott E. coli gazdasejtek
endogén CMPD kapacitasanak fokozasara [Forberg és
munkatarsai, J. Biotech., 7: 319-332 (1988); Choi és
munkatarsai, Biotechnol. Lett., 8 223-228 (1982);
Hwang és munkatarsai, Appl. Microbiol. Biotechnol.,
22:108-113 (1985); Gil és munkatarsai, Enzyme
Microb. Technol., 7: 370-372 (1985); Park és munka-
tarsai, Chem. Eng. Commun., 45: 185-196 (1986)].

Azt ismertették, hogy E. coli mutans térzsek CMPD
enzimtermelése lényegében fuggetlen a visszacsatola-
sos fenilalanin gatlastol (lasd példaul a 72727/81 sza-
mu kdzzétett ausztral szabadalmi bejelentésben).

Backmann és munkatérsai a 4 753 883 szamu ameri-
kai egyesiilt allamokbeli szabadalmi bejelentésben gaz-
dasejteknek CMPD analég polipeptideket kodolo olyan
DNS szekvenciakkal képzett ,mutansait” ismertetik,
amelyek kevéssé érzékenyek a fenilalaninnal vald gat-
lasra annak alapjan, hogy ,....az E. coli CMPD kataliti-
kusan kritikus szegmense az N-terminalis 337 amino-
savban jelolhet6 meg, a fenilalanin-visszacsatolds iranti
érzékenység egyetlenegy aminosavon, a 338-as tripto-
fanon mulik, és hogy a teljes 49 C-terminalis aminosa-
vak delécidja nem rontja le a katalitikus aktivitast, de
lényegesen cstkkenti a visszacsatolds iranti érzékenysé-
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get”. Backmann €s munkatarsai olyan plazmid vektorok
kifejlesztését javasoljik, amelyek a CMPD Trp338
delécidt, valamint szubsztiticids analégokat, koztik a
Trp338-t kddolé DNS szekvenciat tartalmaznak, vala-
mint javasoljak az ilyen plazmid vektoroknak fenil-
alanin-termelésre szolgalé mikrobialis gazdaszerveze-
tek transzformalasara valé alkalmazésat.

A talalmany targya E. coli CMPD analdg polipepti-
deket kédold 4j DNS szekvencidk, amelyeknek prefe-
nat dehidrogenaz és/vagy korizmat mutdz enzimaktivi-
tasa kevésbé érzékeny fenilalanin jelenlétében bekovet-
kezd gatlasra, mint a vad tipusu E. coli CMPD enzimé.
A taldlmany targyat képezik tovabba az ezen szekvenci-
ak altal kodolt polipeptidek. A talalmény szerinti DNS
szekvenciak magukban foglalnak olyan szekvencidkat,
amelyek az E. coli CMPD 301-315 egységeit, elony6-
sen 304-310 egységeit érint delécids, szubsztitlicios
és/vagy addicids analdgokat kédolnak. A jelenleg els-
nyosnek tartott analdgkddolé szekvencia a kovetkezd
polipeptideket hatarozza meg, ahol, és a tovabbiakban
vagy hianyat jeloli: [dez-GIn307, dez-Ala308, dez-Gly309,
dez-Ala310]CMPD; [Leu36]CMPD; [dez-Thr304,
Lys305, dez-GIn306]CMPD; és [Cys309]CMPD. A fenti
analogkddolé DNS szekvencidk mindegyikének exp-
resszids terméke mind prefenat dehidrogenaz, mind
korizmat mutaz aktivitassal bir, de a két enzimaktivitas
koziil egyik, vagy mindketté kevésbé érzékeny fenil-
alanin jelenlétében bekdvetkezd gatlasra. A prefenat
nilalanin jelenlétében bekdvetkezd gatlasa iranti ellen-
allas szempontjabdl elényds a [dez-Thr304, Lys305, dez-
GIn306]CMPD-t kodoldo DNS szekvencia expresszios
terméke. A korizmat mutaz aktivitasgétlasa iranti ellen-
allas szempontjabol elényos a [Cys209]CMPD.

A taldlmany targyat képezik tovabba olyan auto-
ném replikaciora képes DNS expresszids vektorok,
amelyek a taldlmény szerinti DNS szekvenciat tartal-
mazzak operativan §sszekapcsolva olyan expresszidt
szabalyoz6 DNS szekvenciadkkal (promoterekkel, ope-
ratorokkal és hasonlokkal), amelyek megkonnyitik a
kivant CMPD analdg polipeptidek ezekkel transzfor-
malt kivalasztott gazdasejtben, példaul E. coliban vald
expresszidjat (transzkripcidjat és transzlicidjat). Az
elényds expresszios vektorok egy szelektalhaté mar-
ker gént tartalmaznak a gazdasejt transzformaci6jarol
valé bizonyossag szerzése érdekében, tartalmaznak
tovabba egy promotert, amely az EcoRI és Haell he-
lyek kozott az 1. példaban bemutatott médon médosi-
tott expresszids szabalyozé DNS szekvenciat tartal-
maz, és a vad tipust E. coli CMPD enzim endogén
expresszidjaval operativan kapcsolatos promoterbdl
szarmazik (példaul az E. coli pheA gén expresszids
kontrollszekvencidja).

Bar a taldlmany szerinti E. coli CMPD analogot
koédolé DNS szekvencia-prototipusokat kémiai mutéci-
6val hoztuk Iétre vad tipust E. coli pheA gén vektorba
val6 beépitésével, a taldlméany korébe tartozik a talal-
many szerinti DNS szekvencidknak helyspecifikus
mutagenezissel (amelyet példaul egy vad tipusu pheA
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génen hajtunk végre) vald létrehozasa, valamint a
CMPD polipeptidet kodolo szekvencia egy részének
vagy egészének kémiai szintézissel valo elballitasa.

A CMPD delécids analdgokat kodolé taldlmany
szerinti DNS szekvencidkbél hidnyoznak az 1-15.
kodonok, amelyek a vad tipusti enzim aminosav-szek-
venci4jaban a 301-315. helyzeteket athidalo aminosav-
egységeket hatarozzak meg. A delécidk lehetnek folya-
matosak vagy megszakitottak, elonydsen a 304-310.
aminosavakat kodol bazisparok teriiletére terjednek ki.
A szubsztiticidés analdgokat kédolo talalmany szerinti
DNS szekvencidk k6zé tartoznak azok, amelyekben a
CMPD aminosav-szekvencidjanak 301-315. helyzet(i
egységei, elénydsen 304-310. helyzetii egységei koziil
egyet vagy tobbet meghataroz6 kodonok 1-3 bazisparja
oly médon van kicserélve, hogy abban a helyzetben,
ahol a valtozas tortént, olyan aminosav expressziojat
teszi lehetvé, amely a vad tipust enzim megfeleld
aminosavjatol eltér6. Az addiciés analdogokat kodold
DNS szekvencidk ennek megfeleléen olyan kiegészitd
kodonokat tartalmaznak, amelyek az enzim el6zéekben
megjel6lt tartomanyaban tovabbi egységek kifejezddé-
sét kodoljak. Jelenleg elényosnek tartjuk azokat a DNS
szekvencidkat, amelyek delécids analog polipeptideket,
szubsztiticiés analog polipeptideket, és olyan polipep-
tideket kodolnak, amelyek a vad tipusi CMPD amino-
sav-szekvencidjahoz viszonyitva mind delécidét, mind
szubsztiticiot tartalmaznak. A taldlmany korén beliil
értjiik azt az esetet is, amikor az elézGekben emlitett
médositasokat mas olyan ismert vagy késébb kifejlesz-
tendé DNS szekvenciamoédositasokkal ,.kombinaljak”,
amelyek megnovekedett korizmat mutaz és/vagy pre-
fenat dehidrogenaz-aktivitassal bird, vagy fenilalanin-
visszacsatolasos gatlas irant megnovekedett ellenallas-
sal rendelkez6 CMPD polipeptidek expresszidjat teszik
lehetdvé.

A talalmany szerinti DNS szekvencidk hasznossaga
akkor nyilvanul meg, ha ezeket megfelelé E. coli gaz-
daszervezetbe transzformaéljuk (vektor segitségével
vagy kromoszomalis beiiltetéses eljarassal), hogy ezal-
tal a sejt fenilalanin-szintézisre vonatkozé kapacitasat
megndoveljiik.

A taldlmany tovabbi szempontjai és el6ényei a kévet-
kezd részletes leirasbol valnak nyilvanvalova, amely
leirasban a talalmany elényts megvaldsitasi modjat
mutatjuk be.

Az abran pheA DNS-t tartalmazé pIJN302 plazmid
restrikcios térképét mutatjuk be.

EcoRI =35
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A kovetkezd példak a jelenleg elényGsnek tartott
taldlmany szerinti DNS szekvencidk kifejlesztését mu-
tatjak be. Ko6zelebbrdl, az 1. példa analégot kodold
DNS szekvencia kémiai mutacidval valo létrehozasat
mutatja be, a 2. példa a fenilalanin-visszacsatolasos gat-
las vizsgalatanak eredményeire vonatkozik, a 3. példa-
ban az 1. példa szerint kifejlesztett DNS szekvencian
végrehajtott szekvenciaanalizist mutatjuk be.

1. példa

Kémiai mutaciét hajtunk végre a pIN302 plazmidon.
A pIN302 plazmid az E. coli K12 pheA génjét tartalma-
z6 EcoRI-BamHI inzertet hordozé pLG338 vektort tar-
talmazza. A pheA gén moédositott, a mddositas abban 4ll,
hogy hianyzik bel6le a promoterrel kapcsolatos regulalé
szekvencia, €s bele van épitve a kddolo szekvenciatdl a
3’ termindlis iranyaban egy BamHI hely. A pheA gén a
vad tipusu CMPD-t kddolja.

A pheA gén E. coli K12 kromoszémabdl izolélhaté
egy 6,3 kb EcoRI-BamHI fragmensen, amint azt
Edwards €s munkatirsai a WO 87/00202 kozzétételi
szamu PCT bejelentésben leinjdk (amelyet leirasunkba
referenciaként épitiink be), valamint amint azt Hudson
és munkatarsai [J. Mol. Biol., /80: 1023-1051 (1984)]
ismertetik. A pheA gén és a leagazé régiok nukleotid-
szekvenciajanak meghatarozasat kévetéen egy BamHI
restrikcios hely vihetd be kozvetleniil a géntdl a 3” ter-
minalis irAnyaban, oly médon, hogy a GGTGCC szek-
venciatol a GGATCC szekvenciaig terjedé gént hely-
specifikus mutacidval atalakitjuk, amint azt Edwards és
munkatarsai a WO 87/00202 szamon kozzétett eurdpai
szabadalmi bejelentésben leirjak. Ez a szekvencia a
pheA gén TGA stop kodonjat kovetS 7. nukleotidnal
kezdddik, amint az az aldbbiakban lathatd:

BapHI
GTT GAT CGA ACC TGA TGA AAAGGATCCGGATG

Val Asp Pro Thr Stop

A pheA gén promoter régidja a promoter €s
attenuator szekvenciak olyan szintetikus promoterrel
val6 helyettesitésével deregulalhato, amely a termé-
szetes promoteren alapszik, de amelybdl hidnyzik a
Pribnow-szekvenciat atlapold kettds szimmetria
(~=10). Ez a helyettesités végrehajthat6 az EcoRI hely-
t6l az 5° iranyban és a természetes pheA gén N-termi-
nalisaban 1év4 Haell hely kozott. A szintetikus helyet-
tesité tartomany nukleotidszekvencidja a kovetkezd
lehet:

-10

GAATTCTTTTTTGITGACAGCGTGAAAACA GTACGGGIATAATACTAAA

S.D. start

Haell

GTCACAAAAAGGCAACACTATGACATCGGA AAACCCGTTA CTGGCGCT

A termindlis restrikcios helyeket alahtzassal jelol-
tilk, ugyancsak aldhiztuk a promoter és a riboszéma-

start kodon kévet). A pheA gén az Edwards és munka-
tarsai altal leirt konstrukciokbol izolalhaté BamHI és

kotd hely —35 és —10 régioit (S. D., amelyet az ATG 60 EcoRI hasitdssal az EcoRI helyt6l 5° irdnyban, és a
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BamHI helyt6l 3’ iranyban, és az EcoRI/BamHI EcoRI-
és BamHI-val hasitott pLG338-ba klonozhat6 [Stoker
és munkatarsai, Gene, 18: 335-341 (1982)], igy hozha-
t6 létre a pJN302, amelynek restrikcios térképét az ab-
ran mutatjuk be. A pLG338 szamos laboratériumbol,
koztik Stoker és munkatarsai laboratériumébol
konnyen beszerezhetd.

Mintegy 2 pug pJN302 DNS-t 200 pl 50 mmol/l-es
pH=4,6-0s natrium-acetatot, 88 mmol/l natrium-nitritet
és 0,25 mmol/l spermint tartalmazé reakcidelegybe vi-
sziink. Az elegyet 30 °C hémérsékleten inkubaljuk, és
30 perc elteltével 60 ul mintat vesziink belSle. A mintat
30 ul 1 mol/l-es pH=8-as triszbe vissziik. Az elegyhez
4,5 ul 4 mol/l-es natrium-kloridot és 300 pl etanolt
adunk. Ezutan a DNS-t 20 °C hémérsékleten 4 6ran at
valé tarolassal kicsapjuk, majd Eppendorf mikrocentri-
fugaban valo centrifugalassal elkiilonitjiik. 60 perc el-
teltével a fenti elegybdl jabb 70 pul mintat vesziink, és
ehhez 35 pl 1 mol/l-es pH=8-as triszt adunk. Az elegy-
hez 5,25 pl 4 mol/l-es natrium-kloridot €s 350 ul eta-
nolt adunk. A DNS-t kicsapjuk, és az eldzbek szerint
kinyerjiik. A megmarad6 70 ul reakcidelegyet 6sszesen
90 perc inkubalas utan a 60 perces inkubalas utan vett
mintaval pontosan azonos médon kezeljiik.

A DNS csapadékokat 10 pl vizben szuszpendaljuk,
és a szuszpenziob6l 3-3 pl-t hasznalunk a
HW1012 (phed) baktériumtdrzs kompetens sejtjeinek
transzformalasara. A transzformansokat 40 pg/ml
kanamicint tartalmazé LB lemezeken izolaljuk. Leme-
zenként mintegy 200400 transzformanst nyeriink.
Minden telepet belegytjtiink egy 6sszesen 1,5 ml-es L-
taplébe. A sejteket mossuk, €s 1:5 aranyban sooldatban
higitjuk. Ez utdn azokat a sejteket szelektaljuk, amelyek
a B-2-tienil-alanin vagy a 3-fluor-tirozin toxikus amino-
sav-analdgokat tartalmaz6 lemezeken szaporodasra ké-
pesek. A mosott sejtekb8l 100 pl-es alikvot részeket
szélesztiink az alabbi tapkozegeken:

1. M9 minimal tapkozeg, 0,5% gliikkoz, 40 pg/ml
kanamicin és 10 mmol/l $-2-tienil-alanin (az L-fenil-
alanin egy toxikus analogja).

2. M9 minimal tipkozeg, 0,5% gliikdz, 40 pg/ml
kanamicin és 20 mmol/l B-2-tienil-alanin.

3. M9 minimal tapkozeg, 0,5% glikoz, 40 pg/ml
kanamicin és 1 mmol/l 3-fluor-tirozin.

A 10 mmol/l B-2-tienil-alanint tartalmazé lemezen
néhény ezer telep fejlodott ki. Ezek koziil néhanyat meg-
vizsgaltunk, ezek alacsony rezisztencidt mutattak vissza-
csatolasos gatlassal szemben. Ezért ezeket a telepeket
nem vizsgaltuk tovabb. A 3-fluor-tirozint tartalmazo le-
mezen 20 telep nétt ki. Ezek koziil négyet megvizsgél-
tunk, ezek ugyancsak alacsony rezisztenciat mutattak
visszacsatolasos gatlassal szemben. Ezeket a telepeket
sem vizsgaltuk tovabb. A 20 mmol/l B-2-tienil-alanint
tartalmaz6 lemezen négy telep nétt ki. Ezek mindegyike
igen magas rezisztenciat mutatott L-fenilalaninnal kival-
tott visszacsatolasos gatlassal szemben. Ezek mindegyi-
kébdl izolaltuk a plazmid DNS-t, és ezt friss kompetens
HW1012 sejtek retranszformalasara alkalmaztuk.

A négy telep barmelyikébdl retranszformalt plazmi-
dokat tartalmazé sejtek szaporodasra képesek, ha
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M9 minimal tapkozeget, 0,5% gliikdzt, 40 pg/ml kana-
micint és 20 mmol/l B-2-tienil-alanint tartalmazé leme-
zekre szélesztjiik Gket. A retranszformansok ugyancsak
olyan CMPD-t termeltek, amelyek rezisztencigja L-
fenilalaninnal kivaltott visszacsatolasos gatlasra az ere-
deti izolatumokénak megfeleld. Minden retranszfor-
mansbol izolaltuk a plazmid DNS-t, és a pheA génben
bekovetkezett mutacié természetének meghatarozasara
jellemeztiik. A négy mutins plazmid jel6lése a kovetke-
z6: pIN305, pIN306, pJN307 és pIN308.

2. példa

A négy, mutacioval létrehozott, plazmidban foglalt
CMPD DNS szekvencia altal kédolt varhato CMPD
analég, fenilalaninnal kivaltott visszacsatoldsos gatlas
elleni rezisztencigjat vizsgaltuk pheA gén expresszio-
janak termékeként kapott vad tipusi CMPD-hez hason-
litva, a kovetkezé modon.

Sejtkivonatok készitése

A CMPD vizsgalatokhoz sziikséges enzim izolala-
sara 25 ml-es térfogatban pJN302, pJN305, pJN306,
pIN307 vagy pJN308 valamelyikét tartalmazé
HW1012 sejteket szaporitunk mintegy 1,0 optikai si-
rliségig 40 pug/ml kanamicint tartalmaz6 L folyékony
tapkozegben. A sejteket centrifugalassal kinyerjiik,
10 ml 200 mmol/l-es pH=8-as trisszel mossuk, majd
1 ml 200 mmol/l-es pH=8-as triszben Ujra szusz-
pendaljuk. A sejteket francia nyomaskamraban
lizaljuk. A lizadtumot 15 percig 14 k fordulat/perc
mellett centrifugaljuk, és a feliilliszét vizsgalatra
kinyerjiik. A prefenat dehidrataz(PD)-vizsgalat célja-
ra 50 ul feliilisz6t alkalmazunk, a korizmat mutdz
(CM)-vizsgalatot 20 pl feliiliszé alkalmazédsaval vé-
gezzik.

Prefenat dehidrogendz(PD)-aktivitds vizsgdlata

A PD-aktivitast 1,25 ml reakcidelegyben vizsgaljuk,
amely reakcioelegy 27 mmol/l-es triszre nézve, pH=8,
1 mmol/l kalium-prefenatot, 50 pl vizsgalandé sejt-
kivonatot és az 1. tablazatban megjelélt kiilonbozs kon-
fenat beadasaval inditjuk meg. A reakciéelegyet 37 °C
hémérsékleten 1 percig inkubaljuk, ekkor 0,25 ml min-
tat vesziink az elegybdl, és a mintat 0,75 ml 1 mol/l-es
natrium-hidroxiddal elegyitjiik. A minta abszorpcidjat
320 nm-nél mérjitk, vakprobaként vizet hasznélva. To-
vabbi mintakat vesziink az elegybdl 5 és 9 perc eltelté-
vel, a mintakat az 1 perc utan vett mintaval azonos mo-
don kezeljik.

A 320 nm-nél mért abszorpci6 névekedési sebességét
kiszamoljuk, és az extraktum jelenléte nélkiil készitett
kontrollsebességgel korrigaljuk. A prefenat dehidroge-
naz-aktivitas egységeként azt az enzimmennyiséget jelsl-
jiik meg, amely 1 perc alatt katalizalja 1,0 pmol prefenét
fenil-piruvatta valé alakulasat a vizsgélati koriilmények
kozott, fenil-piruvatra 17 500 molx1l-lem-! extinkcids ko-
efficienst alkalmazva.

A prefenat dehidrogendz-aktivitast az 1. tablazatban
mutatjuk be egység/ml extraktumértékben és az L-
fenilalanin hidnyaban meghatarozott aktivitds szazalé-
kéban megadva.
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1. tablazat
Prefenit dehidrogenaz-aktivitas egység/ml (megmaradt %)
Phe konc. Vad tipust
N DIN302 pIN305 pIN306 pIN307 pIN308
0,61 (100%) 0,28 (100%) 039 (100%) 0,62 (100%) 0,34 (100%)
2 0,1 (16%) 0,33 (118%) 0,34 (87%) 0,68 (110%) 0,33 (97%)
10 0,035 (5,7%)| 03 (107%) 0,4 (102%) 0,63 (102%) 0,32 (94%)
20 0,032 (5,2%)| 027 (96%) 0,36 (92%) 0,66 (106%) 0,31 (91%)
50 0,029 (4,7%) 0,23 (82%) 0,22 (56%) 0,6 97%) 0,28 (82%)
100 0,023 (3.8%)| 0,24 (86%) 0,1 (26%) 0,57 (92%) 0,26 (76%)
200 0,026 (4.2%) 02 (71%) 0,076 | (19%) 0,52 (84%) 0,26 (76%)

Korizmdt mutdzaktivitas vizsgdlata

A korizmat mutaz(CM)-aktivitast 0,8 ml reakcio-
elegyben vizsgaljuk, amely 1 mmol/l korizmatot,
100 mmol/l pH=7,5-es triszt, 0,5 mmol/l EDTA-t,
0,01% BSA-t és 20 ul sejtextraktumot tartalmaz, ezen-
kiviil a 2. tablazatban megadott valtozé koncentraciéji
L-fenilalanint tartalmaz.

A reagiltatast a sejtextraktum beadasdval inditjuk
be. A reakcidelegyet 5 percig 37 °C hémérsékleten
inkubaljuk, majd a reakciét 0,1 ml 4,5 mol/l-es hidro-
gén-klorid hozzaadéasaval leallitjuk. Az elegyet tovabbi
10 percig 37 °C h6émérsékleten inkubaljuk minden
prefenatnak fenil-piruvatta vald atalakuldsara, majd ek-
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elegyhez, majd abszorpcidjat 320 nm-nél mérjiik. Vak-
prébaként olyan mintat alkalmazunk, amely nem tartal-
maz sejtkivonatot, ezzel korrigaljuk a szubsztrat ab-
szorpcidjat. A CM-aktivitas értékeit a gazdaszervezet
CM/prefenat dehidrogenaz értékével is korrigaljuk.
Minden vizsgalatot parhuzamosban végziink, €s a tabla-
zatban az atlagértékeket adjuk meg. Egy egységen azt
az enzimmennyiséget értjiikk, amely 1 perc alatt katali-
zalja 1,0 pmol korizmatnak a vizsgdlati koériilmények
kozott torténd atalakuldsat. Az extinkcids koefficiens a
PD-vizsgalatra megadott.

A CM-aktivitast a 2. tablazatban adjuk meg egy-
ség/ml extraktumértékben, és az L-fenilalanin hidnya-

kor 0,1 ml 12 mol/l-es néatrium-hidroxidot adunk az 30 ban meghatdrozott aktivitis szazalékaban.

2. tablazat
Korizmat mutazaktivitds egység/ml (megmaradt %)
Phe konc. Vad tipusi
mmél pIN302 pIN305 pIN306 pIN307 pIN308

0 0,944 (100%) 0,838 (100%) 0,878 (100%) 0,646 (100%) 0,555 (100%)

10 0,712 (75%) 0,924 (110%) 0,961 (109%) 0,722 (119%) 0,643 (116%)

50 0,741 (78%) 0,706 (84%) 0,546 (62%) 0,541 (84%) 0,455 (82%)
100 0,672 (71%) 0,649 (77%) 0,440 (50%) 0,409 (63%) 0,478 (86%)

Az 1. és 2. tablazatokbol egyértelmiien lathatd, hogy
a vad tipusu enzimnek mind a prefenat dehidrogenaz
(PD), mind a korizmat mutaz(CM)-aktivitasat gitolja az
L-fenilalanin. Mig a PD-aktivitast alacsony szint
(10 mmol/) szinte teljesen gatolja, a CM-aktivitast még
az olyan magas szint, mint a 100 mmol/] sem gétolja
tébbel, mint mintegy 30%-kal. Ez az eredmény 06ssz-
hangban all a fenilalanin mikrobiol6giai fermentacios
eldallitasa soran végzett vizsgélati eredményekkel,
amelyek a PD szubsztrat, a prefenat lényeges felgyiilé-
sét mutatjak, mig 50-100 mmol/l-es L-fenilalanin szin-
tig lényegében nem kovetkezik be a CM szubsztrat, a
korizmat felgyilése. Ennek megfeleléen mig a CMPD
analég expresszios termékek PD-aktivitdsgatlds irdnti
ellenallasa meglehetdsen hatarozott, a CM-aktivitas
gatlds iranti rezisztencia nem nagy mértékd. Emlitésre
mélté azonban, hogy az alacsony (10 mmol/l-es) fenil-
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alanin-koncentracié az analégok CM-aktivitasat kis
meértékben mindig fokozza, amely eredményt a vad ti-
pust enzim kapcsan kordbban nem irtak le.

3. példa

A pIN305, pJN306, pJN307 és pJN308 plazmidok
szubklonanalizise felfedte, hogy a plazmidok mind-
egyikébdl nyert 221 bazisparbol allo AlwNI/Ncol
restrikcidés fragment (amely a vad tipusi enzim
CMPD 266-337 egységeinek megfelelé kodonokat
oleli fel) helyettesithette a pJN302 plazmid AlwNI-
Ncol fragmentjét, és hogy a kapott plazmid lehetévé
teszi a megfelels, fenilalanin-gatldssal szemben re-
zisztens CMPD aktivitds expresszidjat. A pJN305 tel-
jes szekvenalasa nem mutatott semmiféle muticiot a
CMPD 301-315 egységeket meghatarozé régidkon
kiviil.
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A négy AIwNI/Ncol fragment DNS szekvencia
analizise sordn nem talaltunk véltozast a DNS szek-
vencidban a CMPD 301-315 egységeket meghatéaro-
z6 kodonokat tartalmazé région kiviill. A 3. tablazat-

ban a pJN302 (vad tipust) és a pJN305, pJN306,
pIN307, pJN308 plazmidok fenti tartomanyanak
nukleotid és ebbdl levezetett aminosav-szekvencidjat
mutatjuk be.

3. tablazat
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Jelenleg az AGO77 jeld torzset tartjuk a legjobb gaz-
datérzsnek a taldlmany szerinti mutins pheA gén leg-
jobb titerje szempontjabol, ez a torzs egy pJN307 plaz-
middal transzformalt E. coli torzs.

A 3. tablazatban kozolt informaciokbol nyilvanvald,
hogy az elséként elkészitett CMPD analogok a vad ti-
pusi CMPD-t8] csak egy kis tartomanyban kiilonboz-
nek, amely tartomany a 304-310 egységeket &leli fol.
A pIN306 ¢és pIN308 plazmidok DNS-ei a
[Leu306]CMPD és [Cys399]CMPD szubsztitucids analé-
gokat hatarozzak meg; a pJN305 plazmid a [dez-GIn307,
dez-Ala308, dez-Gly3%9, dez-Ala31]CMPD delécios ana-
16got hatdrozza meg, és a pJN307 plazmid a [dez-
Thr3%4, Lys305, dez-GIn306]CMPD kombindcids delécids
és szubsztiticids analdgot hatdrozza meg.

Amint azt az el6z6ekben megjeloltiik, bar kiindulasi
modszeriink bizonyos elényds talalmény szerinti DNS
szekvencidk nyerésére a plazmidban hordozott pheA
gén kémiai mutacidja volt, a specifikus mutalt klénok
szekvenalasa révén nyert informéciok, amelyek az el6-
z6 példakban szerepelnek, konnyen lehet6vé teszik
mind a mutalt szekvencidk duplikacidjat (a pheA gén-
képidk helyspecifikus mutagenezisével, vagy a pheA
gén egy részének vagy egészének kémiai szintézisével),
mind mas analégkddold DNS-ek kifejlesztését. Emli-
tésre mélté példaul, hogy a CMPD 301-315 egységeit
meghatirozé DNS régi6 a 221 bazisparbél 4ll6 restrik-
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ciés fragmensben foglaltatik, amely pheA génnek
AIwWNI és Ncol endonukleazokkal valé emésztésével
allithato el6. Az ilyen fragment kénnyen szintetizélhaté
ugy, hogy egyetlen restrikciés endonukledz emésztési
helyet tartalmazzon, kézelebb a CMPD 301-315 egysé-
geket meghatarozé kodonokhoz, és a szintetikus frag-
ment felhasznélhat6 a pheA génben a természetes szek-
venciaji AlwNI/Ncol fragment helyett. Ez utdn
kénnyen alkalmazhaté rovid szintetikus DNS duplexek
alkalmazasaval ,kazetta” formé4ji mutagenezis. Poten-
cialisan hasznalhaté az emergens polimeraz lancreakcio
(PCR) technoldgia a taldlméany szerinti fenilalanin és
fenilalanin-szarmazék visszacsatolasos gatlassal szem-
ben ellenall6 analégot k6doléd szekvencia elGallitasara.

A taldlmany szerinti elényos megvalositasi mod is-
meretében szakember szamara a taldAlmany szdmos moé-
dositas és variaci6 formédjaban megvalosithato. Ezért az
elényds megvaldsitasi moédot nem korlatozé szandékkal
ismertettiik.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras mutans E. coli CMPD-t kédolé DNS elé-
allitasara, azzal jellemezve, hogy a CMPD-t kodolo
DNS kémiai mutagenezise, helyspecifikus mutagenezi-
se és/vagy a mutacid(kat) hordozé DNS szintézise Utjdn
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[dez-GIn3%7, dez-Ala308 dez-Gly3%, dez-Ala3l0],
[Leu306], [dez-Thr304, Lys305, dez-GIn30¢] vagy [Cys309}
mutacidt tartalmazé CMPD-t kodolé DNS-t alli-
tunk el6.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy [dez-GIn3%7, dez-Alad0¢, dez-Gly39,
dez-Ala319] mutécidt tartalmazé CMPD-t kodold
DNS-t allitunk el6.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy [Leu3%] mutéciot tartalmazé CMPD-t kddolod
DNS-t allitunk eld.

4. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy [dez-Thr3%, Lys305, dez-GIn306] mutécidt tartal-
maz6é CMPD-t kddolé DNS-t allitunk eld.

5. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy [Cys39] mutdciot tartalmazé CMPD-t kédold
DNS-t allitunk el6.

6. Eljaras mutans E. coli CMPD elGéllitasara, azzal
Jellemezve, hogy az 1-5. igénypontok barmelyike sze-
rint el6allitott DNS-t gazdasejtben vagy sejtmentes

10 rendszerben expresszéltatunk, és a mutdns enzimet a

gazdasejtbll és/vagy a tapkdzegbdl kinyerjiik.



HU 215 148 B
Int. C1.6: C 12 N 15/52

8.25 kB
kan
Hindlil

1. abra

Kiadja a Magyar Szabadalmi Hivatal, Budapest
A kiadasért felel: Torécsik Zsuzsanna osztalyvezetd
Windor Bt., Budapest



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

