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_Y~CGTaasi. -y -CGTas. |

Keksinnén kohteena ovat pddasiallisesti vy -syklodekstriiniia
tuottavat syklodekstriiniglykesyylitransferaasit, jotka -
muodostavat tdrkkelys-substraatin kanssa pééasiallisesti
vy-~-syklodekstriinia ja sivutuotteina ladhes yksinomaan syklisiai

oligosakkarideia.

Syklodekstriiniglykosyylitransferaasi-entsyymi (lyh.: CGTaasi)
E.C.2.4.1.19 katalysoi syklodekstriinien muodostumista tdrkke-
lyksesta. Niiden glukoosiyksikdiden lukumB&r&n perusteella,
joista syklodekstriini (CD) koostuu, erotetaan a~CD (6 glukoo-
siyksikkoda), B-CD (7 glukoosiyksikk®éd) ja Y-CD (8 glukoosi-

vyksikkdéd).
Tahdn mennessd tunnetaan kahden tyyppisid CGTaaseja:

a) piddasiallisesti «-syklodekstriiniid muodostavat CGTaasit,
joita kutsutaan myds a-CGTaaseiksi, kuten esimerkiksi
seuraavien bakteereiden CGTaasit: Bacillus macerans
(brittildinen patentti GB 2169 902), Klebsiella pneumoniae
(EP-A 220 714) ja Bacillus stearothermophilus (brittildinen

patentti GB 2169 902).

b) padasiallisesti B~syklodekstriiniid muodostavat CGTaasit eli
B-CGTaasit, kuten esimerkiksi seuraavien bakteereiden
CGTaasit: Bacillus circulans (US 4,477,568), Bacillus
megaterium (US-patentti 38 12 011), Bacillus ohbensis

(JP 74 124 285), Micrococcus sp. (EP-A 017 242) ja
1988, 134,

alkalofiilinen Bacillus sp. (J. Gen. Microbiol.
97-105; Appl. Microbiol. Biotechnol. 1987, 26, 149-153).

Y-CGTaasista on kirjallisuudessa tdh3n mennessi kaksi viitettd:

a) Etanolia lisdttdessid tuottaa Bacillus sp.:n syklodekstriini-



glyﬁosyylitransferaasi pddosaltaan 8- ja y-syklodekstriinin
seosta (10,4 - 18,7 %) (JP 63,133,998). Entsyymin kineet-
‘tisid ominaisuuksia ei ole karakterisoitu, joten sitd ei-

luokitella johonkin erityiseen tyyppiin.

b) Kahdessa artikkelissa (Agric. Biol. Chem., 1986, 50 (8),
2161-2162 ja Denpun Kagaku 1986, 33, 137) on kuvattu
Bacillus subtilis n:o 313:n y-CGTaasi. Talle CGTaasille on
tunnusomaista y-syklodekstriiin ja lineaaristen oligosak-
karidien muodostuminen. Koska CGTaasit muodostavat tark-
kelyksestd ainoastaan syklisid tuotteita, tdssd "CGTaasissa"
on kysymys a-amylaasin (muodostaa tdrkkelyksestd lineaarisia
ol%gosakkarideja) ja CGTaasin vaAlimuoto. Tdmd "Y-CGTaasi" ei

sovellu y-syklodekstriinin valmistamiseen, koska silla pdas-
sivu,

tdan vain alhaisiin saantoihin (kts. EP-A 327 099, 2.

rivit 40-43).

Keksinnon tavoitteena oli sen vuoksi valmistaa entsyymeji,
jotka tuottavat piddasiallisesti Y-syklodekstriinia. T&ahidn
tavoitteeseen pddstiin seulomalla bakteereita y-CGTaasin
erityksen suhteen, karakterisoimalla nami bakfeerit ja puh-
distamalla ja karakterisoimalla biokemiallisesti bakteereiden

y-CGTaasit.

Yy-Syklodekstriiniglykosyylitransferaasit ovat keksinndén mie-
lessd pddasiallisesti Y-syklodekstriiﬁié tuottaviay ~syklo-

dekstriiniglykosyylitransferaaseja, jotka muodostavat tark-

kelyssubstraatin kanssa pddasiallisesti y -syklodekstriinia ja
sivutuotteina l3dhes yksinomaan syklisid oligosakkarideja.
Bakteereiden seulomiseen Y-CGTaasin Euoton suhteen kiytetididn
ensisijaisesti tarkkelystd hajottavia, erityisen mielell&dan

alkalofiilisid tdrkkelystid hajottavia bakteereita.

Y~-CGTaasia tuottavien bakteereiden karakterisointia varten

madritetiddn bakteereiden muoto, leveys, pituus ja liikkuvuus.
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Lisdksi selvitetidn niiden varjaytyvyys gram-reaktiossa, niiden
kyky katalaasin muodostamiseen sekd niiden GC-pitoisuus.

Lisdksi middritetdin niiden Kasvuominaisuudet eri limpétiloiSsa,

eri pH-arvoissa ja eri NaCl-konsentraatioissa.

Y-CGTaasin puhdistamisen jalkeen karakterisoidaan entsyymi

bickemiallisesti. Siten madritetddn esimerkiksi entsyymin
molekyylipaino, pH-optimi, pH-stabiilisuus, lampétila-optimi ja

lampdétila-stabiilisuus.

y-CGTaasin saannon nostamiseksi muutetaan koodaavaa geenii
geeniteknologisesti ja ekspressoidaan eritysmutanteissa. Tata

varten geeni ensin kloonataan ja sekvensoidaan. Geeni kloona-

taan mieluummin E. coliin. Tunnistettu geeni laitetaan sen

jidlkeen promoottorin, mieluummin siideltdvin promoottorin

(esimerkiksi APpr-. trp-, lac-, trc-promoottori), erityisen

mielellddan laktoosilla induscitavan tac-promoottorin, kont-
rollin alaiseksi. Tidm# tekee-mahdolliseksi y-CGTaasin ohjat-
tavan yliekspressoinnin. Optimaalista erittymistd varten on
mielekdstd kdyttda signaalipeptidid. Oman signaalipeptidin

kayttaminen sopii hyvin v -CGTaasin erittymiselle.

y-CGTaasin tuottamista varten lajtetaan mikro-organismeihin,
mieluummin E. coliin,-erityisen-mielelléddn E.colin eritysmu-

tanttiin, vektori, joka sisdltda Y-CGTaasia koodaavan geenin ja

Leader-sekvenssin lisdksi myds sddtelyelementtejia, kuten esi-

merkiksi tac-promoottorin. Sopivia eritysmutantteja voidaan

valmistaa patenttijulklaisussa EP-A-338 410 julkaistulla mene-

telmé&lléd. Ylituotto ja y-CGTaasin erittyminen viljelyalustaan

saadaan aikaan indusoimalla promoottori, tac-promoottorin

tapauksessa laktoosilla tai IPTG:lla. KReksinnén mukainen
proteiini voidaan puhdistaa tunnetulla tavalla eritysmutantin

supernatantista.

Tassd kuvatuilla entsyymeilld valmistetaan ensi kertaa paa-



asiallisgsti y ~syklodekstriinia tuottavia CGTaaseja, jotka

muodostavat tdrkkelyssubstraatin kanssa padasiallisesti
Y-syklodekstriinid ja sivutuotteina lahes yksinomaan syklisia

-

oligosakkarideja.

Kuvatuilla geeniteknisillid menetelmilld voidaan saada entsyy-

mejid suurempia mddrid kuin on mahdollista niiden luontoperai-

sistid ladhtomikro-organismeista. Entsyymien avulla voidaan

lyhentd3 paljon y-syklodekstriinien valmistusaikaa menetel-
malld, joka on kuvattu US-patentissa 4,822,874.
y-Syklodekstriinit lisddvdt mm. hydrofobisten aineiden
liukoisuutta vesiliuokseen, ne stabiloivat labiileja aineita
(esim. suojaavat UV-valolta, suojaavat hapettumiselta) ja
sitovat haihtuvia aineita. vy -Syklodekstriinia voidaan kayttaa
myds formulointiaineena. Y-Syklodekstriinejé voidaan kayttaa
Farmaseuttinen teollisuus

Elintarviketeollisuus

mm. seuraavilla aloilla:

Kosmetiikka
Kasvinsuojelu
Kemian teollisuus.

Esimerkeissid on kuvattu keksinndén mukaisen y -CGTaasin erista-

minen, sen geenitekninen modifiointi sekd tdmdn y -CGTaasin

“yliekspressointi alkalofiilisestd Bacillus 290-3-bakteerista

(DSM 5850, tallennettu 19.3.90 DSM-kokoelmaan, Deutsche
Sammlung flr Mikroorganismen und Zellkulturen).
Kuvio 1: Alkalofiilisen Bacillus-bakteerikannan 290-3
Y-CGTaasin B- ja Y -syklodeksiriinin tuottokinetiikka

Kuvio 2: Bacillus 290-3:sta saadun vy -CGTaasin avoin lukukehys

Kuvio 3: Yy-CGTaasin yliekspressointiin kidytetty tac-

promoottori-plasmidi pJFll8u



Kuvio 4! Synteettiset 61igonuk1eotidit M8 ja MS
RKuvio 5: Ekspressointiplasmidi pCM750

Kuvio 6: Synteettiset oligonukleotidit M10, M11l, M12 ja M13

Kuvio 7: Plasmidi pCM720

Esimerkki 1: vy -CGTaasia tuottavien alkalofiilisten bakteerei-

den seulonta

Mit3d erilaisimmista maa-alueista kerdttiin maandytteitsi.
Punnittiin 0,1 - 0,2 g maata ja tamid lietettiin steriileihin
astioihin yhdessid 1 ml:n kanssa steriilii fysiologista keitto-
suolaliuosta. Karkean aineksen laskeuduttua mal jattiin kul-
loinkin 0,1 ml tidrkkelys agarmal jalle (alusta 1: 10 g/l
liuokoinen tarkkelys; 5 g/l peptoni; 5 g/l hiivauute; 1 g/1
KH2PO4; 0,2 g/1 MgSO4 x 7 H20; 10 g/l Naz2C03; 15 g/l Agar; pH
10,4). Agarmalioilla inkuboitiin 30°C:ssa 2 - 3 pdivdi. Tark-
kelystd hajottavien bakteereiden pesikkeilld ndkyi samea
rengas, joka syntyi pienimolekyylisten térkkelyémolekyylien
uudelleenliittymisestia. Pesidkkeet eristettiin ja puhdistettiin
kaksi kertaa tarkkelysagarmaljoilla. Taman jalkeen kasvatettiin
2 ml:ssa nestemdistd alustaa, jolla oli edelld annettu koostu-
mus. 48 tunnin inkuboinnin jdlkeen 30©C:ssa erotettiin sclut
sentrifugoimalla ja supernatantista testattiin CGTaasi-
aktiivisuus. 200 pl supernatanttia ja 200 pl 10-prosenttista
téarkkelysliuosta inkuboitiin 40eC:ssa 1 - 5 tuntia 20 mM
Tris/HCl pH 9,0; 5 mM CaClz-liuocksessa. Entsyymireaktio
pysaytettiin lis&dzamillad 600 ul metanoiia ja supernatantti
analysoitiin HPLC:n avulla sentrifugoinnin jdlkeen. Lukuisista
eristetyisti pesdkkeistid eristettiin Bacillus-kanta 290-3, joka
erittdad viljelyalustaan CGTaasia, joka kineettisesti muodostaa

ensisijaisesti vY-syklodekstriinid (kuvio 1).



Esimerkki 2: Bacillus-kannan 290-3 taksonominen karakterisointi

ettd kysymys on”

Taksonominen ryhmittiminen armtoi tulokseksi,
joka on

gram-positiivisesta, itiditd muodostavasta bakteerista,

luettava tdhan mennessid epiAtidsmillisesti karakterisoituun

Bacillus firmus/lentus-ryhmiin (kts. taulukko 1)..




Taulukko 1:

Eristeen 290-3 taksonomiset tunnusmerkit

Ominaisuudet

Bacillus 2%90-3

Sauvoja

Leveys um

Pituus um

Liikkuvuus

Endosporit

Gram-reaktia

Katalaasi

-

Suurin lampdtila

Kasvu positiivinen

Kasvu negatiivinen

Kasvu
Alustassa
Alustassa

NaCl 5 %
7 %

mol % G+C

pPH 5,7
"pH 7,0

eC:ssa

©°C:ssa

0,7-0,9

2,5-4,0

40
45

36,6
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Esimerkki 3: y-CGTaasin puhdistaminen

Bacillus-kantaa 290-3 kasvatettiin alustassa 1 (kts. esimerkiﬁ
43 tunnin kasvuajan jalkeen solut erotettiin sentrifugoi-

1).
a ja vilielysupernatanttiin lis&ttiin (NH4)2804:a, kunnes
4°C:ss52 3a

.
nalla

3

kyllidstysaste oli 66 %. Seosta sdilytettiin 1 tunti

sen jdlkeen sakka erotettiin sentrifugoimalla 10 000 x g;
Sakka suspendoitiin uudelleen 1/100:aan l&htétila-

20 min.).
5 mM CaClz, 0,03 %

vuudesta puskuria A (20 mM Tris/Cl pH 8,5,
y-CD) ja dialysoitiin sen jalkeen samaa puskuria vasten.

“"sentrifugoinnin (10 min:; 10 000 -x%x-g) jidlkeen entsyymiliuos

vietiin affinitettipylvididseen (Y-syklodekstriini, kytketty
Sepharose 6B-hartsiin butyylidiglysidyylieetterin avulla).
Eluointi suoritettiin puskurilla A, johon oli lisatty 1 %

Y-syklodekstriinia.

Eluoitu proteiinimateriaali vakevditiin saostamalla ammonium-
sulfaatilla ja dialysoitiin uudelleen. Proteiinin puhtautta

kontrolloitiin SDS-polyakryyliamidigeelielektroforeesin avulla.

Esimerkki 4: y -CGTaasin biokemiallinen karakteriscinti

y-CGTaasin biokemiallinen karakterisointi antoi seuraavat

tulokset:
Molekyylipaino 75 000 Da
pH-optimi 6,0 - 8,0
pH-stabiilisuus 5,0 - 10,0
Lémpdtila-optimi 60°C

Lémpotila-stabiilisuus 50eC asti
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Esimerkki 5: y-CGTaasin geenin kloonaus ja sekvensointi

Kloonaus:

Bacillus-kannan 290-3 kromosomaalinen DNA pilkottiin osittain

restriktioentsyymilld Sau 3A, fragmentit fraktioitiin suuruuden

perusteella agarocosigeelielektroforeesin avulla, minkd jalkeen

némi DNA-palat kloonattiin plasmidiin pUCl8 (pilkottu
BamHI:1la).

2 X 104 tidman geenipankin kloonia analysoitiin pesdkkeiden
hybridisointikokeessa (Maniatis et al. 1982, Cold Spring Harbor
. Laboratory) Bacillus 1-1l:n B-CGTaasin koodaavan alueen radio-
aktiivisesti leimatulla, 1,6 Kb suurella DNA-fragmentilla
(BglIIi-PstlI) (Proc. 4th Int. Symposium on Cyclodextrins (Huber

0., Szejtli J., eds) 1988, s. 71-76, Kluwer Academic). T&4lldin
tunnistettiin kloonit pl9 ja p43, joiden plasmideissa oli

Y—CGTaasigeeni.

Sekvensointi:

Y—CGTaasi-rakennegeenin nukleotidisekvénssin maarittamista
varten DNA-fragmentit kloonattiin edelleen plasmidiin pUCl8 tai
pUCl9. Ndiden plasmidien insertteihin tehtiin deleetiot ekso-
nukleaasi III:lla siten, ettid "Sanger'in dideoksi-ketjunkat-
kaisumenetelmdn" mukainen DNA-sekvensointi johti p&3llekkiisiin
sekvensseihin (DNA, 1985;fiJ 165-170). y -CGTaasia koodaava

avoin lukukehys kidsittidid 2097 nukleotidia (kuvio 2). Tasta

johdettu proteiini muodostuu 699 aminohaposta, ja sen mole-

kyylipaino on 78 000 Da. Signaalipeptidin poislohkaisemisen

jdlkeen molekyylipainoksi saadaan 75 @00 Da.

Esimerkki 6: y~-CGTaasin ekspresscointi ja erittyminen E.colissa

Yy-CGTaasin yliekspresscintiin kaytettiin "tac"-promoottoriplas-
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midia pJF118u (kuvio 3). Plasmidi pilkottiin restriktioentsyy-
meilld EcoRI ja HindIIl Jja agarocosigeelielektroforeesin avulla
erotettiin pieni DNA-fragmentti "poly-linkkerista".

Plasmidi pl9 (kts. esimerkki 5) pilkottiin Accl:lla ja

HindIII:lla ja agaroosigeelielektroforeesin avulla eristettiin

2,4 kb suuruinen DNA-fragmentti, jossa Y-CGTaasin rakennegeeni

Geenin 5'-pdidstid (kts. "AccI-kohta"

signaalipeptidiad koodaava alue. Tama

on lidhes tidydellisenai.
kuviossa 2) puuttuu lyhyt,
alue korvataan kahdella synteettiselld oligonukleotidilla M8 ja

M9 (kuvio 4).

Ekspressointiplasmidi pCM750 (kuvio 5) saatiin ligatoimalla
ijll8u5n EcoRI-HindIII-fragmentti oligonukleotidiparin M8, M9
ja pl%:n Accl-HindIII-fragmentin kanssa.

Eritysmutantin E. coli WCM100 transformointi plasmidilla pCM750
ja transformoidun kannan kasvattaminen tdydellisessd alustassa
(10 g/l peptoni; 5 g/l hiivauute; 5 g/1 NacCl; 10 g/l laktoosi;

0,1 g/l1 caClz2; 100 mg/l ampisilliini) 30°C:ssa mahdollisti

y~-CGTaasin 500 kertaa korkeamman saannan verrattuna Bacillus-

kannan 290-3 entsyymisaantoihin.

Esimerkki 7: y-CGTaasin modifiointi

Oligonukleotidiparit M10, M1l ja M12, M1l3 syntetisoitiin

fosforiamidiitti-menetelmdlld (kuvio 6). Oligonukleotidien DNA-

sekvenssi koodaa Bacillus 1-1:n B8-CGTaasin N-terminaalista ami-

nohapposekvenssii (Proc. 4th Int. Symposium on Cyclodextrins

(Huber 0., Szejtly J., teoim.) 1988, s. 71-76, Kluwer Academic)

ja on homologinen y -CGTaasin N-terminaalisen alueen kanssa,

joka kasitti3i DNA-alueen Sspl-katkaisukohtaan asti (kts. kuvio

2).

Plasmidi pCM750 pilkottiin osittain restriktiocentsyymilld AccI.
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.Suoritettiin jadlkipilkonta Sspl:lla ja agarocosigeelielektro-
foreesiﬁ-avulla eristettiin 7,3 kB suuruinen DNA-fragmentti.
Taman DNA-fragmentin ligatointi kaksisidikeisten oligonukleo-
tidien M10, M1l ja M12, M13 tuotti plasmidin pCM720 (kuvio 77,

joka koodaa kimddristd y-CGTaasia.

E. coli WCM1l00:n eritysmutantin transformointi ja kasvattaminen

esimerkin 6 mukaisesti nosti kaksinkertaisesti y-CGTaasin

saantoa verrattuna esimerkin 6 tuloksiin.

Esimerkki 8: y-Svklodekstriinin valmistaminen y~CGTaasilla

10 g liukoista tarkkelystd laitettiin 100 ml:aan puskuria (10

mmol/l Tris/HCl pH 8,0 ja 5 mM CaClz) ja tdrkkelys liuotettiin

kuumentamalla 5 minuuttia 95°C:ssa. 50¢C:een jdZhdytti3misen

jalkeen lisdttiin vy-syklodekstriinin seiektiivisené kompleksin-

muodostajana 1 g sykloheksadekenonia. Tamé&n jalkeen seockseen

pipetoitiin 100 U Y-CGTaasia. Panosta sekoitettiin voimakkaasti

ja reaktioldmpotila pidettiin 80°C:ssa. 8 tunnin reaktioajan

jalkeen saavutettiin optimaalinen Y -syklodekstriinisaanto, joka
oli 48 % laskettuna kaytetysta tarkkelyksesti.
Vertailuesimerkki:

etta

Koe suoritettiin esimerkissd 5 kuvatulla tavalla paitsi,

y-CGTaasin asemesta kdytettiin 100 U Bacillus macerans:n a-
32 tunnin kuluttua saavutettiin maksimaalinen

CGTaasia.
Yy-syklodekstriinisaanto, joka oli 43 %.



ae -
. ®wu %
-

. e
° Cuwe

~w
°

¢ 26C 8 sus
-

L
@

T+

P guwe
s o«
v CTw o
v

=
v wcy ¢

Patenttivaatimukset

-1

lﬁ Yy -Syklodekstriiniglykosyylitransferaasi Bacillus 290-3:sta

(DsSM 5850).

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen y-sykliodekstriiniglykosyy-

P4

litransferaasin aminoterminaalisella alueella modifioitu

johdos, t unnettu siitid, ettd sitd voidaan saada

suurempia mddriad kuin sitd on mahdollista saada sen luonnon-

perdisistd lahtomikro-organismeista.

i}. vy-Syklodekstriinigliykosyylitransferaasi, t unnettu
siitad, ettd sita koodaa patenttivaatimuksen 1 mukaisen

Y ~-syklodekstriiniglykosyylitransferaasin geeni, joka on
korvattu 5'~alueella Bacillus 1-1:n B-CQTaasin jotakin

homologista aminohappoa koodaavalla DNA-alueella.

4. Ekspressointiplasmidit, jotka koodaavat yhden tai useamman

patenttivaatimuksen 1 - 3 mukaisesti saatavaa syklodekstriini-

glykosyylitransferaasia.

5. Menetelmd v-syklodekstriiniglykosyylitransferaasin saami-
seksi, tunnettu siita, etta
a) alkalofiilisiid tarkkelystd hajottavia bakteereita seulctaan
Yy-CGTaasin erittymisen suhteen,
b) ndmd bakteerit karakterisoidaan taksonomisesti,
c) bakteereiden Y-CGTaasi puhdistetaan ja karakterisocidaan
biokemiallisesti,
d) y-CGTaasin geeni kloonataan ja sekvensoidaan,
< e) tamd geeni modifioidaan valmista proteiinia koodaavan alueen
| 5'-alueella
f) ndin modifiocitu geeni laitetaan sdaddeltidvidn promoottorin
kontrollin alaiseksi ja vieddin bakteeriin niin, ettid se
lisdantyy taman kanssa ja ettd geenituote voidaan erittasg,

g) entsyymi otetaan talteen vil jelmin supernatantista indu-
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soinnin ja ekspressoinnin jidlkeen.
6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelma, t unn e t t u s
siitd, ettia vaiheessa e) S5'-aluetta koodaava alue vaihdetaan.

toisen CGTaasin homologista aluetta koodaavaan alueeseen.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd3, t unan e t t u
siita, ettad toisen CGTaasin homologista aluetta kocdaavana

alueena kiytetdidn Bacillus l-1:n vastaavaa aluetta koodaavaa

aluetta.

8. Menetelmd valmistaa Y ~syklodekstriiniglykosyylitransferaa-
seja, tunnettu siitd, etti Y-syklodekstriiniglykosyy-
litransferaasia koodaavaa geenid modifioidaan geeniteknologi-
sesti kdyttidmdllad omaa signaalipeptidiid siten, ettd Y-syklo-
dekstriiniglykosyylitransferaasin ohjattavissa oleva yli-
ekspressointi tulee mahdolliseksi ja ettd ndin modifiocitu geeni

ekspressoituu eritysmutanteissa.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukaihen menetelmd, t unnet tu
siitd, ettd y-syklodekstriiniglykosyylitransferaasia koodaavana
geeninid kidytetiidn patenttivaatimuksen 1 mukaisen ¥ -syklodeks-
triiniglykosyyllitransferaasin geenii.
ok A '
Lo i

10. DNA, joka koodaa kuvion 2 mukaista aminohapposekvenssii. (4

11. ﬁNA; joka koodaa Y-syklodekstriiniglykosyylitransferaasia i
ja jossa on kuvion 2 aminohaposta 75 alkava aminohapposekvens-
si.

12. DNA, joka koodaa y-syklodekstriiniglykosyylitransferaasia UK
ja joka sisidltdd kuviossa 2 annetun aminochappoalueen amincha-
posta 198 aminohappoon 214 asti t&ma mukaanlukien ja/tai
aminohappoaluetta aminochaposta 238 aminohappoon 247 asti tama

mukaanlukien ja/tai aminohappocaluetta aminohaposta 267 amino-
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Jhappoon 275 asti td@md mukaanlukien ja/tai aminohappoaluetta

aminohaﬁbsta 336 aminohappoon 343 asti tama mukaanlukien.

Menetelmd valmistaa Y-sykilodekstriinid, t unn et t u

12,
511ta, ettid kdytetd3idn yhden tai useamman patenttivaatimuksen
1 - 3 mukaista Y-CGTaasia.

14. Bakteerikanta Bacillius 290-3 (D3M 5850).
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Patentkrav

1. < -cyklodextringlykosyltransferas fran Bacillus 290-3
(DSM 5850).

2. I det aminoterminala omradet modifierat derivat av ett

¥ -cyklodextringlykosyltransferas enligt patentkravet 1, k & n -
netecknat dirav, att det kan erhallas i stdrre mdng-
der &n vad som &r mdjligt fran dess naturliga ursprungs-

mikroorganism.

3. ¥ -cyklodextringlykosyltransferas, k @ nne t e cknat
dérab, att det kodas av en gen av Y -cyklodextringlykosyltrans-
feras enligt patentkravet 1, vilken i 5'-omradet substituerats
med ett nagot av B -CGTasets homologa aminosyror fran Bacillus

1-1 kodande DNA-omrade.

4. Expresseringsplasmider, vilka kodar ett eller flera enligt

patentkraven 1 - 3 erhdllbara cyklodextringlykosyltransferaser.

5. Fobrfarande fdr att erhalla Y - cykloglykosyltransferas,
k&d@nnetecknat darav, att

a) alkalofila starkelsenedbrytande bakterier siktas med avse-
ende p& utsdndring av Y-CGTas,

b) dessa bakterier karakteriseras taxonomiskt,

c) bakteriernas Y-CGTas renas och karakteriseras biokemiskt,
d) Y -CGTasets gen klonas och sekventieras,

e) denna gen modifieras med det fdrdigt protein kodande omra-

dets 5'-omrade,

f) den pd salunda modifierade genen fo6rsdttes under kontrollen
av en reglerbar promotor och infdrs i bakterien s&, att den
fOrokar sig med denna och att genprodukten kan avskiljas.

g) enzymet tillvaratages fran odlingens supernatant efter in-

duktion och expression.
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6. Forfarande enligt patentkravet 5, k @ nne t e c knat
dirav, att i steget a) det 5'-omrddet kddande omradet utbytes

mot ett det homologa omr&det hos ett annat CGTas kadande omra-

de.

7. Forfarande enligt patentkravet 6, k @ nne t e cknat
didrav, att som det homologa omrddet hos ett annat CGTas kadande

omr3det anvindes ett det motsvarande omradet av Bacillus 1-1

o
k8dande omrade.

8. Forfarande fdr framstdllning av Y -cyklodextringlykosyl-
transferaser, k @ nnetecknat darav, att den ett

Y -cyklodextringlykosyltransferas kaddande genen modifieras gen-
teknologiskt under anvdndning av den egna signalpeptiden, att
en styrbar Overexpression av 7Y -cyklodextringlykosyltransfera-
set blir md&jligt och att den salunda modifierade genen expres-

seras 1 avsoOndringsmutanter.

9. Forfarande enligt patentkravet 8, k @ nne t ec knat
didrav, att som ¥ -cyklodextringlykosyltransferas kadande gen
anviandes den Y -cyklodextringlykosyltransferaset enligt patent-

kravet 1 ka&dande genen.
10. DNA, som k&dar en aminosyrasekvens enligt figur 2.

11. DNA, som kadar ett Y -cyklodextringlykosyltransferas och
som har en fran aminosyra 75 i figur 2 begynnande aminosyra-

sekvens.

12. DNA, som kddar ett ¥ -cyklodextringlykosyltransferas och
som innefattar det i figur 2 uppvisade aminosyraomradet fran
aminosyra 198 till och med aminosyra 214 och/eller fran amino-
syra 238 till och med aminosyra 247 och/eller fran aminosyra
267 till och med aminosyra 275 och/eller fran aminosyra 336

danda till aminosyra 343 denna medréaknad.




13. rorfarande for framstdllning av 7Y -cyklodextrin,

netecknat darav,

17

k & n

att ett 7Y ~CGTas enligt ett eller

flera av patentkraven 1 - 3 anvandes.

14, Bakteriestam Bacillus 290-3 (DSM 5850).
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big. 2
10 30 50

atgattcgaaggctttetttttcacttgtggttttatttttgattagectttctagttatc
M I R R L 8 F s L VvV VL F L I s F L V I

70 Accl 90 110

gttaacccagagtatacagaggcaaatgaaaacttaéacaatgttaattatgcccaagag
V N P E Y T E ANENULDNV N Y A Q E

130 150 170
attatttatcaaattgttacggatcgtttttatgatggtgacccaactaataatcctgag

I 1 vy g T Vv T D RVF Y D G D P T N N P E

190 210 Sspl 230

ggaactttgtttagtccaggttgtctggatttaactaaatattgtggtggggactggcaé
G T L F s P G C L DL T X Y C G G D W Q

250 270 290

ggggttatcgaaaagatcgaggacgggtatttaccggatatgggcataacggctatttgg
G vV I E K I E DG Y L P DM G I T A I W

310 330 ' 350

atttcgccaccaattgaaaacgttatggagcttcatccaggaggttttgcttcttatcat
I s P P I ENVMEULHU?PGGVF A S Y H

370 390 410

ggttattggggcagagattttaaacgaacaaatcctgcttttggtagtttggcagatttt
G Y W G R D F KRTNP A F G S L A D F

430 450 470
tcgagattaattgaaacggctcataatcacgatataaaagtaatcatcgattttgttccce
S R L I E T A H N H D I K V I I D F V P

490 510 530

aatcatacatctcctgtcgatattgagaatggagctttatatgataatggtcgtttagtt
NH T s P V D I ENGAULYDNGRTILV
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bhig. 2 (oax.)

550 570 590

gggcattattccaatgatagtgaggattatttttatacaaatggtggttcggatttctcé
G H Y s N DS E DY F Y TN NG G S D F s

610 630 _ 650

agttatgaagacagtatttatcgaaatctttatgatttagctagtctaaaccagcaaaac
S Y E p 8 I ¥ R N L Y D L A S L N Q Q N

670 690 710

tcatttattgatcgttatttaaaagaatcgattcaaatgtggttagatttaggaattgat
S F I DR Y L K E S I Q M W UL D UL G I D

730 750 770
ggaattcgagtagatgcggtagcacatatgccagtagggtggcaaaagaactttgttagce
G I R VvV D A V A H M P V G W Q K N F V s

790 810 830

tccatctatgattataatcctgtcectttacatttggagaatggtttacaggtgectggtggt
s I ¥ D Y N P V F T F G E W F T G A G G

850 870 . 890
agtgatgagtatcattattttattaataatagcgggatgagtgcgttagattttcgttac
S D E Y HY F I NN S G M S A L D F R XY

910 930 950
gcacaagtcgtccaagatgtgttaagaaataacgatggaacgatgtatgatttggaaaca
A Q vV Vv 0 DV L RNNUDGTM Y DL E T

970 990 1010
gtgttgcgagaaactgaaagcgtttacgaaaagccgcaagatcaagttacctttatcgat
v L R E T E S VY E K P Q D Q VvV T F I D

1030 1050 1070

aaccatgatattaatcgcttttcgagaaatggtcactcaacgcgtacaacagatttaggg
NH D I NIRT F S RN GH S TR T TOTD L G
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EI:E- 2  (JATK.)
1090 1110 1130

ttagcctttttattaacatctcgaggagtcccaaccatttattatggtactgaaatttaé

L, A F L L. T S R GV P T I Y ¥ G T E I Y
1150 1170 ; 1190

atgacaggtgatggggacccagataatcggaaaatgatgaatacatttgatcaatcgaca

M T G b G D P DN R KMMNTVFDQ s T
1210 1230 1250

gttgcctatcaaatcatacaacagctctcttcactgecgacaagaaaatagagcgattgcet

vV A Y ¢ I I ¢ Q L 8§ 8 L R Q E N R A I A
1270 1290 1310

tatggggatacgacggaacgatggataaatgaagatgtatttatttatgaacgttcattt
Y 6 b T T E R W I N E D V F I Y E R S5 F

1330 1350 1370
aatggagaatatgcacttattgctgtgaaccggagcttaaaccactcttatcagattagt
N G E Y A L I A V N R S L N H s Y @ I s

1390 1410 . 1430
agcttggtaacggatatgccttctcaattatatgaagatgagctgtcaggtcttttagac
S L v T D MP S Q L Y EDEL S G L L D

1450 1470 1490
gggcaatcgataacagtcgatcaaaatgggtctattcagccctttttgttagecaccgggt
G ¢ §$ I T VvV D Q N G I Q P F L L A P G

1510 1530 1550
gaagtaagtgtttggcaatactcaaatggtcagaatgtagcaccggaaattggtcaaatt
E V 8 V W Q ¥ S N G Q N VvV A P E I G QI

1570 1590 : 1610

ggtcctectattgggaaaccaggagatgaagtgagaatcgatggttcaggetttggaagt
G P P I G K P GDEVURIDSGSGF G S
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_kHig- <

1630

agtacgggggatgtttcttttgcgggttcaactatgaatgtattgtcttggaatgacgaé
T 6 D VS F A G S T MNV L 8 W N D D

1650 1670

S

1690 1710 1730
acaattatagccgaactgcctgagcataatggtggaaaaaatagtgtaactgtaacgact
T I I A E L P E H N G G K N S V T V T T

1750 1770 1790

aactcaggcgaaagcagtaatggttatccgtttgaattattaacaggtttacaaacatct
N 58 6 E 8§ 8§ N G Y P F E L L T G L @ T S

1810 1830 1850

gtcagatttgtcgtgaaccaagccgaaacgtctgttggcgaaaatctgtacgtagttggg
VvV R F vV v N Q A E T S V G E N L Y V V G

i87a 1890 1910

gatgtacctgaattagggagctgggatcctgataaagcaattggtcctatgtttaatcaa
b v EL G S WD P D K A TI G P M F N Q

1930 1950 1970

gttttatactcatatcccacttggtattatgatgtgagtgtacctgctaatcaagatata
vV L Y s ¥ P T W Y Y D V 8§ VvV P A N Q D I

1980 2010 2030

gagtacaaatatattatgaaagatcaaaatggaaacgtaagctgggaaagtggaaacaac
E Y K ¥ I M K D @ N G N V 8§ W E S G N N

2050 2070 2090

catatctatagaactccagaaaattcaactggaatcgtagaagttaattttaatcaataa
H I ¥ R T P EN S T G I V E V N F N Q <«
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