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(54) Bezeichnung: Selektion von Phosphatase-Aktivitat

(57) Hauptanspruch: Verfahren zur Selektion eines Nukle-
insduremolekiils, kodierend fiir eine ausgewahlte Phos-
phatase-Aktivitat, aus einer Gruppe zu untersuchender Nu-
kleinsduremolekiile, enthaltend die Schritte:

a) Bereitstellen des zu untersuchenden Nukleinsduremole-
kils, R
b) Einflihren des zu untersuchenden Nukleinsduremolekdls P
in eine Phosphatase-defiziente E. coli Wirtszelle,

c) Kultivieren der Phosphatase-defizienten E. coli Wirtszel-
le in Mangelmedium fiir anorganisches Phosphat, welches
als einzige Phosphatquelle das Substrat der ausgewahliten
Phosphatase-Aktivitat in ausreichender Menge enthalt, und
d) Nachweisen des Wachstums der Wirtszellen in dem
Mangelmedium, wobei Wachstum die ausgewahlte Phos-
phatase-Aktivitat anzeigt.
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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zur Selektion von Nukleinsduremolekilen kodierend fur
Proteine mit Phosphatase-Aktivitat aus einer Bank zu untersuchender Nukleinsauremolekiile.

[0002] Phosphatasen sind Proteine mit Phosphatase-Aktivitat. Ein Protein ist eine Phosphatase beziehungs-
weise besitzt Phosphatase-Aktivitat, wenn es in der Lage ist, von phosphathaltigen Substraten anorganisches
Phosphat abzuspalten. Bekannte und wirtschaftlich interessante Phosphatasen sind beispielsweise die pflanz-
lichen Phytasen.

[0003] Bis zu 80% des Phosphors in Nahrungsmitteln pflanzlichen Ursprungs kann durch Tiere, besonders
monogastrische Tiere wie Schweine und Gefliigel, metabolisch nicht verwertet werden. Infolgedessen gelan-
gen Millionen Tonnen an Phosphor in die Umwelt und verursachen grof3e Probleme, indem sie beispielsweise
zu Algenblute, Sauerstoffverminderung und zur Zerstérung von Nahrungsketten fihren. Auf der anderen Seite
ist es teilweise schwierig, mit herkdémmlichen Futtermitteln, den Phosphorbedarf dieser Tiere zu decken. Es
besteht daher der Bedarf, Futtermittel einzusetzen, deren Phosphorgehalt weitgehend metabolisiert werden
kann.

[0004] Eine Moglichkeit, den Anteil metabolisierbaren Phosphors in Futtermitteln zu erhéhen, besteht darin,
den Futtermitteln Phytase zuzusetzen. Phytasen sind Enzyme, welche die in pflanzlicher Nahrung enthaltene
phosphorhaltige Komponente Phytinsaure beziehungsweise Phytat (Salz der Phytinsaure) hydrolysieren, wo-
bei anorganisches Phosphat freigesetzt wird. Phytinsaure/Phytat ist ein myo-Inositol-1,2,3,4,5,6-Hexakis-Dihy-
drogen-Phosphat; es enthalt ungefahr 14 bis 18% Phosphor und in der Regel 12 bis 20% Kalzium.

[0005] Phytat/Phytinsaure liegtin der Regel als stark negativ geladenes Molekul vor. Dadurch wird der Durch-
tritt durch biologische Membranen erschwert. Um Phytat/Phytinsaure bildet sich eine Hydrathille, was dem
Durchtritt des Molekuls durch eine biologische Membran beziehungsweise durch Poren ebenfalls entgegen-
wirkt. Beispielsweise kann das hydrierte Phytat-Molekiil nicht die periplasmatische Membran von gram-nega-
tiven Bakterien durchdringen.

[0006] Phytase ist das einzig bekannte Enzym, das in der Lage ist, die aufeinander folgende Phosphathydro-
lyse an Kohlenstoffatom 1, 3 oder 6 im Inositolring des Phytats zu initiieren. 6-Phytasen (z. B. AppA) katalysie-
ren die Phosphathydrolyse beginnend am Kohlenstoffatom Nr. 6, 3-Phytasen (Glucose-1-Phosphatase; setzt
nur eine ortho-Phosphatgruppe frei) entsprechend an Kohlenstoffatom Nr. 3. Die Abspaltung der Phosphat-
gruppe durch Phytase fuhrt zur Freisetzung von zweiwertigen Metallionen wie Kalzium, Eisen, Zink und ande-
ren.

[0007] Phytasen kommen in einer Vielzahl verschiedener Mikroorganismen und Pflanzen sowie in Geweben
einiger Tiere vor. Phytasen aus gram-negativen Bakterien sind intrazellulare Proteine, die meistens periplas-
matisch lokalisiert sind. Phytasen aus gram-positiven Bakterien und Pilzen sind hingegen extrazellulare Prote-
ine. Alle bekannten Phytasen sind monomere Proteine mit Ausnahme von Phytase B (PhyB) aus Aspergillus
niger, PhyB ist ein Tetramer. Die Molekiilmassen dieser Enzyme sind sehr variabel und betragen in der Regel
zwischen 38 und 100 kDa. Phytasen aus Pilzen oder Hefen haben aufgrund der Glycosylierung ein héheres
Molekulargewicht. Die Glycosylierung hat jedoch keinen Effekt auf die spezifische Aktivitat und die thermische
Stabilitat der Phytase.

[0008] Die bekannten Phytasen sind weder strukturell sehr dhnlich, noch spalten sie anorganisches Phosphat
Uber denselben Mechanismus. Phytasen lassen sich aufgrund der pH-Abhangigkeit ihrer Enzymaktivitat in drei
Hauptgruppen, namlich saure, neutrale und alkalische Phosphatasen, einteilen. Fir die Unterstiitzung des
Phosphatmetabolismus in Futtermitteln fir monogastrische Tiere kommen in erster Linie Phytasen aus der
Gruppe der sauren Phosphatasen in Frage.

[0009] Die phylogenetische Analyse der Aminosauresequenzen verschiedener Phytasen ergibt ebenfalls drei
Hauptklassen. Diese Einteilung stimmt gut mit der Einteilung der Phytasen nach biochemischen oder katalyti-
schen Eigenschaften Gberein:

Klasse | — Histidin saure Phosphatase-Phytase (HAP)

[0010] Eine der Hauptklasse ist die Familie der HAP. lhre Mitglieder sind unter anderem PhyA und PhyB aus
Aspergillus niger und AppA aus Escherichia coli. Diese haben eine breite Substratspezifitat. Sie sind in der La-

2/27



DE 10 2005 030 552 B4 2009.05.28

ge, Metall-freies Phytat im sauren pH-Bereich zu hydrolysieren. Ihnen gemeinsam ist das hochkonservierte
Motiv RHGXRXP.

[0011] Die Klasse kann weiter in drei Untergruppen unterteilt werden: PhyA, PhyB und PhyC, und zwar ab-
hangig von der Homologie der Aminosauresequenz und biochemischen Eigenschaften wie pH-Optimum oder
der Stellungsspezifitdt der Phytathydrolyse.

Klasse Il — B-Propeller-Phytasen (BPP) oder alkalische Phytasen

[0012] Dazu zahlen beispielsweise PhyC aus Bacillus subtilis und PhyA aus Bacillus amyloliquefaciens
FZB45, Bacillus Phytase (B-Propeller) katalysiert die Hydrolyse der Phytinsaure in Inositol und ortho-Phosphat
in Gegenwart zweiwertiger Elemente wie Kalzium, Eisen oder Zink. Diese Klasse unterscheidet sich von der
HAP-Klasse in einer Reihe von Aspekten wie pH-Optimum, Molekllmasse, Tertiarstruktur, Substratspezifitat
und dem Erfordernis der Gegenwart von Kalzium-lonen bei der Katalyse. Alkalische Phytasen aus Bacillus
oder Pflanzensamen kdnnen aufgrund dieser biochemischen Unterschiede und aufgrund der phylogeneti-
schen Daten als die weitere Gruppe PhyD klassifiziert werden.

Klasse Il — Purple acid-Phosphatasen (PAP):

[0013] Zu dieser Klasse gehdrt beispielsweise GmPhy aus der Sojabohne, Glycine max L. GmPhy wurde
kirzlich aus den Cotyledonen keimender Sojabohnen isoliert. Der aktive Abschnitt von GmPhy besitzt das Mo-
tiv einer Purple acid-Phosphatase (PAP). Das geschatzte Molekulargewicht betragt 70 bis 72 kDa, ahnlich wie
andere pflanzliche PAP. Jedoch ist GmPhy die einzige bekannte PAP mit signifikanter Phytase-Aktivitat. Der
Vergleich der Aminosauresequenz ergab eine 33%ige Homologie zwischen GmPhy und PAP aus Kidneyboh-
nen.

[0014] Indem die Phytasen aus der unverdaubaren Phytinsdure anorganisches Phosphat freisetzen, kann
Phosphat aus dem Futtermittel absorbiert werden. Dadurch wird nicht nur der Phosphatabfall reduziert. Viel-
mehr besteht keine Notwendigkeit mehr, solche Futtermittel anderweitig mit metabolisierbarem Phosphat zu
supplementieren.

[0015] Der Abbau von Phytinsdure beziehungsweise Phytat in Futtermitteln dient jedoch nicht allein zur Be-
reitstellung von metabolisierbarem Phosphat. Phytinsadure beziehungsweise Phytat, wie es in den Randschich-
ten des Getreidekorns vorkommt, gilt als Komplexbildner fiir Metallionen und vermindert somit au3erdem die
Resorption von wichtigen Metallionen aus den Futtermitteln wie Kalzium, Eisen, Magnesium, Phosphor oder
Zink. Bei Menschen wird der Zusammenhang zwischen einem durch bestimmte Vollkornprodukte induzierten
Mineralstoffmangel und dem Vorkommen von Phytinsaure beziehungsweise Phytat in diesen Vollkornproduk-
ten diskutiert. Es ist daher winschenswert, den Anteil an Phytinsdure beziehungsweise Phytat in Vollkornpro-
dukten zu reduzieren. Dies kann durch entsprechenden Einsatz von Phytase bei der Herstellung der Vollkorn-
produkte oder aber durch Zugabe von Phytase zu den Vollkornprodukten geschehen.

[0016] Aufder anderen Seite ist die Verwendung bekannter Phytasen in Futtermitteln durch die hohen Kosten
bei der Bereitstellung der Phytasen begrenzt. Die Anwendbarkeit bekannter Phytasen in Futtermitteln wird
auch dadurch limitiert, dass diese bei den hohen Temperaturen, die fir die Pelletierung der Futtermittel ver-
wendet werden (in der Regel mehr als 80°C), inaktiviert werden. Weiter verlieren bekannte Phytasen einen
Groliteil ihrer Aktivitat wahrend der Lagerung der Futtermittel. Eine Vielzahl der bekannten Phytasen ist schon
deswegen ungeeignet, da sie nur in einem engen pH-Bereich, der im Verdauungstrakt in der Regel nicht vor-
liegt, stabil und/oder aktiv sind. Eine Reihe der bekannten Phytasen ist aulterdem nicht gegen Abbau durch im
Verdauungstrakt vorkommende Proteasen resistent. Darliber hinaus liegt die Phosphorquelle Phytinsaure be-
ziehungsweise Phytat im Verdauungstrakt dieser Tiere hauptsachlich als Kalzium-Phytatkomplex vor, beson-
ders dann, wenn das Futtermittel einen hohen Kalziumgehalt aufweist (cirka 3 bis 40 g/kg). Dieser Kalzi-
um-Phytatkomplex kann aber nicht als Substrat fiir eine Vielzahl bekannter Phytasen dienen.

[0017] Es besteht daher Bedarf an neuen Phosphatasen, insbesondere Phytasen, die verbesserte biochemi-
sche und katalytische Eigenschaften aufweisen, wodurch sie fir die Verwendung in der Futtermittel- und Nah-
rungsmittelindustrie besser geeignet sind. Proteine mit Phytase-Aktivitat werden in einer Vielzahl verschiede-
ner Organismen exprimiert. Nicht alle in der Natur vorkommenden Phytasen sind bisher charakterisiert oder
isoliert worden; nicht alle Gene, die fir Proteine mit Phytase-Aktivitat kodieren, sind bekannt. Es besteht daher
Bedarf, Selektionsverfahren bereitzustellen, mit deren Hilfe Gene, die eine bestimmte ausgewahlte Phospha-
tase-Aktivitat, besonders eine Phytase-Aktivitat, kodieren, in besonders effektiver Weise detektiert und selek-
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tiert werden kdnnen.

[0018] Bekannte Selektionsverfahren, die das Ziel verfolgen, neue Gene aufzufinden, die eine bestimmte
Funktion, beispielsweise eine Enzymaktivitat kodieren, basieren in der Regel auf flissigen Ansatzen in der
wassrigen Phase, so genannten ,liquid assays". Assays fur die Selektion von Phosphatase, insbesondere Phy-
tase kodierenden Genen basieren beispielsweise auf der Bildung eines Phosphormolybdat-Komplexes und
der damit verbundenen Farbreaktion. Hoenig et al. (J. Biochem. Biophys. Methods, 1989, 19(2-3): 249-251)
beschreiben ein Assay basierend auf Malachitgriin; Greiner et al. (Arch. Biochem. Biophys. 1997, 341(2):
201-206) beschreiben die Bestimmung der Phytaseaktivitdt mit einer Reagenzienlésung, enthaltend Hepta-
molybdat/Ammoniumvanadat; nach Heinonen und Lathi (Anal. Biochem. 1981, 113(2): 313-317) kann Phyta-
seaktivitat durch Reduktion des gebildeten Phosphormolybdat-Komplexes nachgewiesen werden. Diese be-
kannten Nachweisverfahren mégen fir eine geringe Anzahl zu untersuchender Proben ausreichend sein. Soll
jedoch eine komplette Bibliothek untersucht werden, die den Einsatz mehrerer Millionen verschiedener Klone
erforderlich macht, sind die bekannten Assays ungeeignet. Diese waren bei der grol’en Anzahl verschiedener
Klone extrem zeitraubend oder gar nicht kontrolliert durchfuhrbar. Es besteht daher auch Bedarf an einem Se-
lektionsverfahren, das auch mit einer groRen Anzahl zu untersuchender Proben durchgefiihrt werden kann und
besonders auch flr eine automatisierte Anwendung einsetzbar ist. Es sollte sich dabei also um ein schnelles
und einfaches Selektions-Assay handeln.

[0019] Aus Mantis und Winans J. Bacteriol. (1993) 175(20): 6626-6636 ist die Komplementation einer phoB-
Tn 5-Mutante und einer phoA-Mutante von E. coli mit zu untersuchenden Nukleinsduremolekulen auf Phos-
phat-Mangelmedium bekannt. Dazu wird ein Klon, der sowohl die phoB-Mutante als auch die phoA-Mutante
komplementiert selektiert. Aus Macrae et al. Gene (1988) 71(2): 339-348, ist die Komplementation einer Phos-
phatase in einer pacA-defizienten Mutante von Aspergillus nidulans auf Phosphat-Mangelmedium bekannt.
Aus Miksch Appl. Microbiol. Biotechnol. (2002) 59(6): 685-694 ist eine durch das kil-Gen vermittelte Lyse der
Zellmembran zur verbesserten Freisetzung intrazellularer Phosphatasen bekannt. Aus Nakamura et al. Biosci.
Biotechnol. Biochem. (2000) 64(4): 841-844 ist ein Assay zu Phytase-Aktivitat mittels Wachstumstest auf
MMP-Medium mit Phytin als einzige Phosphatquelle bekannt.

[0020] Davon ausgehend besteht das der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende technische Problem im
Wesentlichen darin, ein Verfahren zur Selektion eines Nukleinsauremolekiils, das fiir eine ausgewahlte Phos-
phatase-Aktivitat kodiert, bereitzustellen. Besonders soll das Verfahren einfach mit an sich bekannten Mitteln
durchzufiihren sein und eine besonders gute und schnelle Selektion, auch bei einer gro3en Anzahl an zu un-
tersuchenden Proben, ermdglichen.

[0021] Das zugrunde liegende technische Problem wird gelést durch ein Verfahren zur Selektion eines Nuk-
leinsauremolekiils, das fiir ein Protein mit einer ausgewahlten Phosphatase-Aktivitat kodiert, wobei das Nuk-
leinsauremolekiil aus einer Gruppe zu untersuchender Nukleinsduremolekle selektiert wird. Vorzugsweise ist
die Gruppe eine Bank oder Bibliothek. Das erfindungsgeméaRe Verfahren enthalt folgende Schritte, insbeson-
dere besteht es daraus:
a) das zu untersuchende Nukleinsduremolekiil wird bereitgestellt;
b)in das Genom einer Wirtszelle, die eine Phosphatase-Defizienz zeigt beziehungsweise worin keine Phos-
phatase-Aktivitat exprimiert wird, wird das zu untersuchende Nukleinsauremolekiil, und bevorzugt zusatz-
lich ein Nukleinsauremolekiil kodierend fir das Kil-Protein es Phagen Lambda (A), eingeflihrt;
c) die Wirtszelle, worin das zu untersuchende Nukleinsduremolekul, und bevorzugt das Nukleinsguremole-
kil kodierend fir das Kil-Protein des Phagen Lambda, eingeflihrt wurde, wird in einem Mangelmedium fir
anorganisches Phosphat kultiviert, wobei das Mangelmedium das Substrat der ausgewahlten Phosphata-
se-Aktivitat vorzugsweise als einzige Phosphatquelle enthalt und wobei das Substrat der ausgewahlten
Phosphatase-Aktivitat, vorzugsweise in ausreichender Menge, um prinzipiell ein Wachstum der Wirtszel-
lenkultur zu erméglichen oder um den Phosphatbedarf der Wirtszellen zu decken, in dem Mangelmedium
vorhanden ist;
d) das Wachstum der Wirtszellen in dem Medium wird nachgewiesen, wobei in Gegenwart des Nukleinsau-
remolekiils, welches fur die ausgewahlte Phosphatase-Aktivitat kodiert, Wachstum der Wirtszellen auftritt,
und dieses Wachstum die Gegenwart eines Nukleinsduremolekdls kodierend fur die ausgewahlte Phospha-
tase anzeigt.

[0022] Die Erfindung stellt somit ein Verfahren bereit, womit Gene, die eine bestimmte Phosphatase-Aktivitat
kodieren, aus einer Vielzahl verschiedener Organismen herausgefunden werden kénnen. Das erfindungsge-
maRe Verfahren sieht dabei bevorzugt vor, in eine Wirtszelle sowohl das zu untersuchende Nukleinsduremo-
lekdl als auch zusatzlich ein Nukleinsauremolekiil, das das Kil-Protein des Phagen Lambda kodiert, einzufih-
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ren, bevorzugt so, dass die die beiden eingefiihrten Nukleinsduremolekiile in der Wirtszelle exprimiert werden.
Sollte das zu untersuchende Nukleinsduremolekiil ein Protein mit der ausgewahlten Phosphatase-Aktivitat ko-
dieren, so wird dieses in dieser Wirtszelle exprimiert. Daneben, das heil’t parallel dazu, bevorzugt gleichzeitig
und/oder unter den gleichen Bedingungen, wird erfindungsgemaf bevorzugt das Kil-Protein exprimiert. Wird
die Protein exprimierende Wirtszelle in dem erfindungsgemafien Mangelmedium kultiviert, so zeigt das Wachs-
tum der Wirtszelle das Vorhandensein eines Nukleinsduremolekiils kodierend fur die ausgewahlte Phytaseak-
tivitat in besonders deutlicher, das heif’t in besonders sensitiver und selektiver Weise an. Besonders vorteilhaft
ist daher, dass die Schritte des erfindungsgemafRen Verfahrens, besonders die Schritte ¢) und d), in automati-
sierter Weise durchgefiihrt werden kdnnen, beispielsweise in einem automatisierten Zellkultursystem, das be-
sonders auch den automatisierten Nachweis des Wachstums der Wirtszellen ermdglicht.

[0023] In einer bevorzugten Ausfihrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens wird das zu untersuchen-
de Nukleinsauremolekil und bevorzugt auch das Nukleinsduremolekil kodierend fiir das Kil-Protein des Pha-
gen Lambda zunachst in einen Expressionsvektor kloniert (Schritt b1). Anschliefiend wird die Wirtszelle mit
dem Expressionsvektor transformiert (Schritt b2). In einer besonders bevorzugten Variante wird zunachst ein
das kil-Gen tragende Fragment aus der genomischen DNA des Phagen Lambda ampilifiziert und in einen Vek-
tor (Plasmid) eingefihrt, insbesondere kloniert. In einem anderen Schritt wird das zu untersuchende Nuklein-
sauremolekil bereitgestellt, indem es beispielsweise aus einem die Phosphatase-Aktivitat exprimierenden Or-
ganismus, besonders einer Zelle, isoliert und mit geeigneten Primern amplifiziert wird. Danach wird das amp-
lifizierte zu untersuchende Nukleinsauremolekil in einem zweiten Vektor (Plasmid) eingefiihrt, insbesondere
kloniert. Bevorzugt stehen die eingefuhrten Nukleinsduremolekile beziehungsweise Genabschnitte in den
Vektoren unter der Kontrolle induzierbarer Promotoren. AnschlieRend wird der das kil-Gen tragende Abschnitt,
besonders als komplette Expressionskassette, des ersten Vektors, bevorzugt mittels Restriktionsenzymver-
dau, in den zweiten Vektor eingeflihrt. Es wird ein Expressionsvektor erhalten, der sowohl ein exprimierbares
zu untersuchendes Nukleinsauremolekiil als auch bevorzugt ein exprimierbares Nukleinsduremolekiil kodie-
rend fur das Kil-Protein des Phagen Lambdas tragt.

[0024] Das erfindungsgemafe Verfahren lasst sich insbesondere dann besonders gut durchfiihren und I6st
die zugrunde liegende Aufgabe in besonderer Weise, wenn in der erfindungsgeman bereitgestellten Wirtszelle
nicht nur das zu untersuchende Nukleinsauremolekiil, sondern auch ein Nukleinsduremolekil kodierend das
Kil-Protein des Bakteriophagen Lambda besonders gleichzeitig, exprimiert wird.

[0025] Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Wirtszellen und auch solche Zellen, die von der Wirtszelle
abstammen, die mit den vorstehend genannten erfindungsgemafen Nucleinsduren und/oder Vektoren trans-
formiert wurde.

[0026] Erfindungsgemal bevorzugt liegt das zu untersuchende Nukleinsduremolekil also in einem Expressi-
onssystem vor und seine Expression steht unter der Kontrolle eines induzierbaren Promotors. Erfindungsge-
mal besonders bevorzugt liegt auch das Nukleinsduremolekdl, welches fiir das Kil-Protein des Phagen Lamb-
da kodiert, in einem Expressionssystem vor und seine Expression steht vorzugsweise unter der Kontrolle eines
induzierbaren Promotors. Selbstverstandlich kénnen an Stelle der induzierbaren Promotoren auch konstitutive
Promotoren eingesetzt werden, ohne die Lehre der Erfindung zu verlassen.

[0027] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird das Nukleinsauremolekiil, das fiir das Kil-Protein des Pha-
gen Lambda kodiert, aus der genomischen DNA des Phagen Lambda mittels der Amplifikation durch die Po-
lymerase-Kettenreaktion (PCR) mit einem Primerpaar mit den SEQ ID NO: 1 und SEQ ID NO: 2 erhalten. Die-
ses Nukleinsduremolekil hat eine Ladnge von 287 Basenpaaren (bp). Selbstverstandlich kann ein Kil-Protein
kodierendes Nukleinsduremolekil auch mit einem anderen Verfahren erhalten werden, beispielsweise mittels
Synthese, Klonierung, Praparation etc.

[0028] Durch die erfindungsgemal bevorzugte parallele Expression des kil-Gens in der Wirtszelle wird ein
Lbacterial release"-Protein synthetisiert, das den Durchtritt von Proteinen aus dem intrazellularen Medium, ins-
besondere dem Periplasma, in den Extrazellularraum ermdglicht. In gewisser Weise stellt eine solche Expres-
sionskassette mit dem kil-Gen ein induzierbares Sekretions- oder Lysesystem dar.

[0029] Ohne an die Theorie gebunden zu sein, erlaubt die Expression des kil-Gens, besonders tiberraschend,
die Sezernierung intrazellular lokalisierter Proteine mit Phosphatase-Aktivitat in das Extrazellularmedium. In ei-
ner besonders bevorzugten Variante ist daher auch die Ko-Kultivierung von ersten Phosphatase und bevorzugt
kil-Gen exprimierenden Zellen und zweiten, insbesondere anderen, Phosphatase-defizienten Zellen bezie-
hungsweise Zellen, die keine Phosphatase-Aktivitat exprimieren, vorgesehen. Durch die im Falle einer positi-
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ven Probe erfindungsgemal’ auftretende extrazellulare Phosphatase-Aktivitat werden auch die zweiten, insbe-
sondere anderen, Phosphatase-defizienten Zellen mit anorganischem Phosphat versorgt, und kénnen eben-
falls wachsen.

[0030] In besonders bevorzugter Ausfiihrungsform ist die Phosphatase-defiziente Wirtszelle eine gram-nega-
tive prokaryotische Zelle, besonders bevorzugt eine Enterobakterien-Zelle. Besonders bevorzugt ist die erfin-
dungsgemale Wirtszelle Escherichia coli-Zelle (E. coli). Bevorzugt wird die Phosphatase-Defizienz dadurch
erzeugt, dass die Transkription des PHO-Regulons der Zelle, besonders E. coli, unterbunden wird. Dies ge-
schieht erfindungsgemaf bevorzugt durch Deletion des phoB-Gens. Besonders Uberraschend wird in der so
erzeugten Phosphatase-defizienten Mutante eine globale down-Regulierung des PHO-Regulons erzielt. Dies
fuhrt vorteilhafterweise dazu, dass die so erzeugte Phosphatase-defiziente Mutante tGber keinerlei Phosphata-
se-Aktivitat mehr verfiigt und nur noch auf Medium mit ausreichender Menge an anorganischem ortho-Phos-
phat wachsen kann; dieses Phanomen wird vorliegend auch unter ,Phosphatase-Defizienz" subsumiert.

[0031] In einer bevorzugten Ausflihrungsform wird das erfindungsgemalfe Verfahren eingesetzt, um eine be-
stimmte Phosphatase-Aktivitat zu selektieren, namlich die Phosphatase-Aktivitat eines gram-negativen Bakte-
riums. Bevorzugt ist die ausgewahlte Phosphatase eine intrazellulare, besonders cytoplasmatische oder peri-
plasmatische, Phosphatase. Ohne an die Theorie gebunden zu sein, kodiert das Expressionsplasmid die Sig-
nalsequenz (z. B. Signalpeptid von OmpA, welche die Translokation der Phosphatase in das Periplasma Uber
das sec-System erlaubt). In einer bevorzugten Variante ist die ausgewahlte Phosphatase eine Phytase. Dabei
wird erfindungsgemal in Schritt c) des Verfahrens ein Mangelmedium gewahlt, welches als Substrat Phytin-
saure und/oder Phytat enthalt. Das erfindungsgemafe Verfahren erlaubt in dieser bevorzugten Ausfiihrungs-
form daher die besonders einfache und auch automatisierbare Selektion eines eine Phytase-Aktivitat kodie-
renden Nukleinsauremolekils aus einer Gruppe zu untersuchender Nukleinsauremolekiile, besonders aus ei-
ner Bibliothek beziehungsweise Bank von Nukleinsduremolekdlen.

[0032] Besonders uUberraschend gelingt mit dem erfindungsgemafRen Verfahren nicht nur der unmittelbare
Nachweis einer ausgewahlten Phosphatase-Aktivitat, sondern es erlaubt auch eine quasi quantitative Bestim-
mung der ausgewahlten Phytase-Aktivitat. So gibt die beobachtete Intensitat des Wachstums der die Phyta-
se-Aktivitat exprimierenden Wirtszellen einen direkten Aufschluss tber die Aktivitat der exprimierten Phospha-
tase. So spiegelt sich eine hohe Enzymaktivitat in einem schnellen Wachstum beziehungsweise einer hohen
Vermehrungsrate der Wirtszellen wieder.

[0033] In Schritt c) des erfindungsgemafien Verfahrens werden die Wirtszellen in einem Mangelmedium kul-
tiviert, welches das Phosphatase-Substrat als einzige Phosphatquelle enthalt. Bevorzugt ist das Substrat in
dem Mangelmedium in einer Konzentration von 0,1 bis 0,5 mmol/l, besonders bevorzugt von 0,15 bis 0,4
mmol/l, enthalten. Bevorzugt werden die Wirtszellen in dem Mangelmedium fir einen Zeitraum von 2 bis 4 Ta-
gen, besonders bevorzugt fir 3 Tage, kultiviert. Nach dieser Kultivierungsdauer lassen sich deutliche Unter-
schiede im Wachstum der zu testenden Wirtszellen nachweisen. Die Kultivierungstemperatur betragt vorzugs-
weise von 28 bis 32°C, besonders bevorzugt 30°C.

[0034] Schliellich ist ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung die Verwendung des Nukleinsau-
remoleklils, das fur das Kil-Protein des Phagen Lambda kodiert, zum Zwecke des Auffindens von Nukleinsau-
remolekilen, die fur eine bestimmte Phosphatase-Aktivitat kodieren in Selektionsverfahren, wobei insbeson-
dere das vorstehend beschriebene erfindungsgemalie Verfahren durchgefihrt wird.

[0035] Die Erfindung wird durch die beigefligten Figuren und Beispiele naher erlautert, wobei diese nicht be-
schrankend zu verstehen sind.

[0036] Die Figuren zeigen:

[0037] Fig. 1, Beispiel einer Phosphatase-Aktivitat: Die Phytase katalysierte Hydrolyse von Phytat zu Inositol
und ortho-Phosphat in Gegenwart zweiwertiger Elemente;

[0038] Fig.2, Schematische Darstellung eines Expressionsvektors enthaltend ein Nukleinsauremolekiil
(Gen) kodierend eine Phosphatase-Aktivitat (hier: Phytase-Aktivitat) unter Kontrolle des Promotors P, und ei-
nen das kil-Gen tragenden Abschnitt unter der Kontrolle des Promotors P, ; sowie ein N-terminales Signalpep-
tid und ein C-terminales Flag-Tag.

[0039] Fig. 3A, Fig. 3B, Fig. 3C und Fig. 3D, Analyse des Wachstums von E. coli-Kulturen des Stamms
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BL21 phoB::Tn10, ausgestrichen in Petrischalen; Fig. 3A, Zellen nach Transformation des Stamms mit dem
Plasmid pMCS sowie davon abgeleitete Zellen auf Minimalmedium enthaltend eine angemessene Menge an
anorganischem Phosphat; Fig. 3B, gleiche Organismen wie in Fig. 3A, Wachstum auf Minimalmedium, ent-
haltend Phytat als einzige Phosphorquelle; Fig. 3C, Zellen nach Transformation mit dem Plasmid pkil sowie
davon abgeleitete Zellen, Wachstum auf Minimalmedium enthaltend eine angemessene Menge an anorgani-
schem Phosphat; Fig. 3D, gleiche Organismen wie in Fig. 3C, Wachstum auf Minimalmedium, enthaltend Phy-
tat als einzige Phosphorquelle; Legende: (1) Kontroll-phoB-Stamm; (2) Kontrolle-phoB-Stamm enthaltend das
Elternplasmid; (3) phoB-Stamm, welcher die plasmidkodierte Phytase Il von E. coli exprimiert; (4)
phoB-Stamm, welcher die plasmidkodierte Phytase | von E. coli exprimiert; (5) phoB-Stamm, welcher das plas-
midkodierte PhyA von Bacillus amyloliquefaciens FZB45 codiert und worin zwischen phyA und dem C-termi-
nalen Flag-Tag ein Stop-Kodon eingefugt ist; (6) phoB-Stamm, welcher das plasmidkodierte PhyA von Bacillus
amyloliquefaciens FZB45 exprimiert und worin phyA C-terminal mit Flag-Tag fusioniert ist;

[0040] Fig. 4, Klonierung des kil-Gens in das Plasmid pCrcHis2/lacZ unter der Kontrolle des induzierbaren
P,.-Promotors;

[0041] Fig. 5, Klonierung des appA-Gens beziehungsweise des agp-Gens unter der Kontrolle des induzier-
baren P, -Promotors;

[0042] Fig. 6A, Fig. 6B und Fig. 6C, Einfihren von P, kil in Plasmid pMCS um pkil zu erhalten (Eig. 6A), in
Plasmid pappA, um pkilappA zu erhalten (Fig. 6B) und in Plasmid pagp, um pkilagp zu erhalten (Fig. 6C);

[0043] Fig. 7, Klonierung des phyA-Gens in das Plasmid pMCS unter der Kontrolle des induzierbaren Promo-
tors P,

[0044] Fig. 8, Klonierung des phyA-Gens in das Plasmid pkil unter der Kontrolle des induzierbaren Promotors
Ptac;

[0045] Fig. 9A und Eig. 9B, Westerblot-Analyse: Auftrennung von Zellextraktproben (Eig. 9A), Auftrennung
von Proben aus dem uberstehenden Medium (Eig. 9B); Legende: (1) MG1655 (wt); (2) MG1655 induziert mit
IPTG; (3) Marker; (4) MG1655 pMCS; (5) MG1655 pMCS induziert mit IPTG; (6) MG1655 pkil; (7) MG1655 pkil
induziert mit IPTG; (8) MG1655 pappA; (9) MG1655 pappA induziert mit IPTG; (10) MG1655 pkilappA; (11)
MG1655 pkilappA induziert mit IPTG; (12) MG1655 pagp; (13) MG1655 pagp induziert mit IPTG; (14) MG1655
pkilagp; (15) MG1655 pkilagp induziert mit IPTG;

[0046] Fig. 10A und Fig. 10B, Westernblot-Analyse der Zellextraktproben fiir pMCS und die abgeleiteten Zel-
len unter Verwendung eines primaren polyklonalen anti-phyA Antikérpers und eines sekundaren polyklonalen
anti-rabbit IgG AP-konjugierten Antikdrpers (Spur 1 bis 9) oder eines monoklonalen anti-Flag-Tag M2 Antikor-
pers (Spur 10 bis 18 in Eig. 10A, Spur 10 bis 20 in Eig. 10B); Legende zu Eig. 10A: (1) und (11) MG1655
phoB::Tn10 pphy45Flag induziert mit IPTG; (2) und (12) MG1655 phoB::Tn10 pphy45Flag; (3) und (13)
MG1655 phoB::Tn10 pphy45STOP induziert mit IPTG; (4) und (14) MG1655 phoB::Tn10 pphy45STOP; (5)
und (10) Marker; (6) und (15) MG1655 phoB::Tn10 pMCS induziert mit IPTG; (7) und (16) MG1655 phoB::Tn10
pMCS; (8) und (17) MG1655 phoB::Tn10 induziert mit IPTG; (9) und (18), MG1655 phoB::Tn10; Legende fur
Eig. 10B: (1) BL21 phoB pkilphy45Flag induziert mit IPTG; (2) BL21 phoB pkilphy45Flag induziert mit Lactose;
(3) BL21 phoB pkilphy45Flag; (4) BL21 phoB pkilphy45STOP induziert mit IPTG; (5) BL21 phoB
pkilphy45STOP induziert mit Lactose; (6) BL21 phoB:Tn10 pkilphy45STOP; (7) Marker; (8) BL21 phoB:Tn10
pkil induziert mit IPTG; (9) BL21 phoB:Tn10 pkil induziert mit Lactose; (10) Marker; (11) BL21 phoB::Tn10
pkilphy45STOP induziert mit IPTG; (12) BL21 phoB::Tn10 pkilphy45STOP; (13) BL21 phoB::Tn10 pkil induziert
mit IPTG; (14) BL21 phoB::Tn10 pkil; (15) MG1655 phoB::Tn10 pkilphy45Flag induziert mit IPTG; (16) MG1655
phoB::Tn10 pkilphy45Flag; (17) MG1655 phoB::Tn10 pkil induziert mit IPTG; (18) MG1655 phoB::Tn10 pkil;
(19) MG1655 phoB::Tn10 induziert mit IPTG; (20) MG1655 phoB::Tn10.

Beispiel 1: Einflihren des kil-Gens des Bacteriophagen Lambda in das Plasmid pTrcHis2/lacZ

[0047] Ein Plasmid wurde konstruiert, um eine induzierbare Expression des Kil-Proteins zu erhalten. Dadurch
kann eine hohe und kontrollierbare Zelllyse einer gram-negativen Wirtszelle wie E. coli erreicht werden.

[0048] Aus praparierter genomischer DNA des Bacteriophagen Lambda wurde ein 287 bp DNA-Fragment

amplifiziert, das das Kil-Protein kodiert. Dazu wurden die Primer SEQ ID NO: 1 und SEQ ID NO: 2 (Tabelle 1)
verwendet. Die PCR-Fragmente wurden verdaut und in das Plasmid pTrcHis2/lacZ (Eig. 4) als Ncol-Hindlll
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Fragmente kloniert, um das Plasmid pTrcHis2/lacZ kil (Fig. 1) zu erhalten. Die PCR-Bedingungen waren (Tem-
peratur in °C/Zeit in Minuten): (98/10), (96/0,75; 55/0,50; 72/1,5),,, (72/10); Enzym: Herculase.

[0049] Zwolf der erhaltenen Klone wurden mittels Restriktionsverdau mit BsaAl analysiert. Die erwarteten
Fragmentlangen betrugen fiir pTrcHis2/lacZ: 7532 bps und fir pTrcHis2/lacZ kil: 1894 bps und 2738 bps. Drei
von zwolf getesteten Klonen wiesen das richtige Auftrennungsprofil auf.

Tabelle 1:
Primer [SEQ ID NO.] Sequenz
1 kilNcothin CATGCCATGGCATGCCATTGCAGGGTGGCCTGT
2 kilHindlher CCCAAGCTTGTGAATGCTTTTGCTTGATCTCAG
3 appaXholhin CCGCTCGAGCGAAAGCGATCTTAATCCCATTT
4 appaBglliher GAAGATCTTCCCAAACTGCACGCCGGTATGCGT
5 agpXholhin  CCGCTCGAGCGAACAAAACGCTAATCGCCGCAG
6 agpBglilher GARGATCTTCCTTTCACCGCTTCATTCAACACG
7 45hinXhol CCGCTCGAGCGAAGCATAAGCTGTCTGATCCTTAT
8 45herBgllISTOP  GGAAGATCTTTATTTTCCGCTTCTGTCGGTCAG
9 45herBgllIFlag ~ GGAAGATCTTTTTCCGCTTCTGTCGGTCAGTTT

Beispiel 2: Klonieren des appA-Gens und des agp-Gens von E. coli

[0050] Es wurden Plasmide konstruiert, um eine hohe und kontrollierte Expression von AppA (Phytase |) und
Agp (Glucose-1-Phosphatase beziehungsweise Phytase Il) zu erhalten.

a) Klonieren von appA

[0051] Aus praparierter genomischer DNA aus dem E. coli Stamm MG 1655 wurde ein 1316 bp DNA Frag-
ment amplifiziert, das appA Gen, das flr eine saure Phosphatase (Phytase |) kodiert. Dazu wurden die Primer
SEQ ID NO: 3 und SEQ ID NO: 4 (Tabelle 1) verwendet. Die PCR-Fragmente wurden verdaut und als
Xhol-Bglll Fragmente kloniert, um das Plasmid pappA (Fig. 5) zu erhalten.

[0052] Zwei der erhaltenen Klone wurden mittels Restriktionsverdau mit Sall analysiert. Die erwarteten Frag-
mentlangen betrugen fir pMCS: 5403 bps und fiir pagp: 1081 bps und 5546 bps. Einer der zwei getesteten
Klone wiesen das korrekte Auftrennungsprofil auf.

b) Klonieren von agp

[0053] Aus praparierter genomischer DNA aus dem E. coli Stamm MG 1655 wurde ein 1258 bp DNA Frag-
ment amplifiziert, das agp-Gen, das fiir eine saure Phosphatase (Phytase Il) kodiert. Dazu wurden die Primer
SEQ ID NO: 5 und SEQ ID NO: 6 (Tabelle 1) verwendet. Die PCR-Fragmente wurden verdaut und als
Xhol-Bglll Fragmente kloniert, um das Plasmid pagp (Fig. 5) zu erhalten.

[0054] EIf der erhaltenen Klone wurden mittels Restriktionsverdau mit Sall analysiert. Die erwarteten Frag-
mentlangen betrugen fir pMCS: 5403 bps und fiir pagp: 975 bps und 5713 bps. Drei von elf der getesteten
Klone wiesen das korrekte Auftrennungsprofil auf.

Beispiel 3: Einfiihren von P, kil in die Plasmide pMCS, pappA, pagp

trc

a) Einfihren von P, kil in Plasmid pMCS

trc

[0055] Das Plasmid pTrcHis2/lacz kil (siehe Beispiel 1) wurde mit den Restriktionsenzymen Pmel und BssHII
verdaut, wobei ein DNA-Fragment mit 1126 bps isoliert wurde. Plasmid pMCS wurde mit den Restriktionsen-

8/27



DE 10 2005 030 552 B4 2009.05.28

zymen BssHIIl und Bst11071 verdaut, wobei ein DNA-Fragment mit 4477 bps isoliert wurde. Diese PCR-Frag-
mente wurden kloniert, um das Plasmid pkil (Fig. 6A) zu erhalten.

[0056] Zwolf der erhaltenen Klone wurden mittels Restriktionsverdau mit Ncol analysiert. Die erwarteten
Fragmentlangen betrugen fir pTrcHis2/lacz kil: 4632 bps, fir pMCS: 5408 bps und fir pkil: 1606 bps und 3993
bps). Alle zwdIf getesteten Klone wiesen das korrekte Auftrennungsprofil auf.
b) Einfiihren von P kil in Plasmid pappA

[0057] Das Plasmid pTrcHis2/lacz kil (siehe Beispiel 1) wurde mit den Restriktionsenzymen Pmel und Miul
verdaut, wobei ein DNA-Fragment mit 1537 bps isoliert wurde. Plasmid pappA wurde mit den Restriktionsen-
zymen Mlul und Bst11071 verdaut, wobei ein DNA-Fragment mit 5519 bps isoliert wurde. Diese PCR-Fragmen-
te wurden kloniert, um das Plasmid pkilappA (Fig. 6B) zu erhalten.

[0058] Zwolf der erhaltenen Klone wurden mittels Restriktionsverdau mit Ncol analysiert. Die erwarteten
Fragmentlangen betrugen fir pTrcHis2/lacz kil: 4632 bps, flr pappA: 6688 bps und flr pkilagp: 1606 bps und
5278 bps). Sieben der zwolf getesteten Klone wiesen das korrekte Auftrennungsprofil auf.

c) Einfuhren von P, kil in Plasmid pagp

trc!
[0059] Das Plasmid pTrcHis2/lacz kil (siehe Beispiel 1) wurde mit den Restriktionsenzymen Pmel und Miul
verdaut, wobei ein DNA-Fragment mit 1537 bps isoliert wurde. Plasmid pagp wurde mit den Restriktionsenzy-
men Mlul und Bst11071 verdaut, wobei ein DNA-Fragment mit 5351 bps isoliert wurde. Die PCR-Fragmente
wurden kloniert, um das Plasmid pkilagp (Fig. 6C) zu erhalten.

[0060] Zwolf der erhaltenen Klone wurden mittels Restriktionsverdau mit Ncol analysiert. Die erwarteten
Fragmentlangen betrugen fiur pTrcHis2/lacz kil: 4632 bps, flr pagp: 6630 bps und fir pkilagp: 1606 bps und
5220 bps). Acht der zwolf getesteten Klone wiesen das korrekte Auftrennungsprofil auf.

Beispiel 4: Einfihren des phyA-Gens aus Bacillus amyloliquefaciens FZB45 in das Plasmid pMCS

[0061] Das Plasmid pMCS ermoglicht Gber den Promotor P, eine starke und steuerbare Expression. Das da-
rin vorkommende C-terminale ,Flag-Tag" erleichtert Aufreinigung und Nachweis des exprimierten Target-Pro-
teins mittels eines anti-Flag Antikérpers. Der C-Terminus ist jedoch im vorliegend gewahlten Beispiel auf das
Zentrum des Phytaseproteins PhyA gerichtet, wobei das Protein eine stark komplex gefaltete 3-Propellerstruk-
tur aufweist. Um den maéglichen Einfluss der Fusion des phyA-Gens mit dem Plasmid kodierten ,Flag-Tag" auf
die richtige Faltung des Proteins oder auf die Hemmung der Enzymaktivitat auszuschlieRen, wurden zwei Klo-
nierungsstrategien entwickelt: Einmal wurde phyA-Gen im Expressionsrahmen des ,Flag-Tags" kloniert; in ei-
nem zweiten Ansatz wurde ein Stop-Codon zwischen das phyA-Gen und das Flag-Tag eingefligt.

[0062] Dementsprechend wurden Plasmide konstruiert, die eine hohe und kontrollierbare Expression der
Phytase aus Bacillus amyloliquefaciens FZB45 (PhyA) in einer Wirtszelle wie E. coli ermdglichen.

a) Ansatz PhyA im Flag-Tag Expressionsrahmen

[0063] Aus der praparierten genomischen DNA aus Bacillus amyloliquefaciens FZB45 wurde ein 1082 bp
DNA-Fragment amplifiziert, welches das PhyA-kodiert. Dazu wurden die Primer SEQ ID NO: 7 und SEQ ID
NO: 8 (Tabelle 1) eingesetzt. Die PCR-Fragmente wurden verdaut und in Form eines Xhol-Bglll-Fragments in
das Plasmid pMCS kloniert, um das Plasmid pphy45STOP (Fig. 7) zu erhalten. Die PCR-Bedingungen waren
(Temperatur in °C/Zeit in Minuten): (95/5) (95/0,5; 58/0.5; 72/1,5),5, (72/10); Enzym: Herculase.

[0064] 30 der erhaltenen Klone wurden tber die PCR unter Verwendung der Primer SEQ ID NO: 7 und SEQ
ID NO: 8 analysiert. Sechs positive Klone wurden mittels Restriktionsverdau mit Eco47I11l weiter untersucht. Die
erwarteten Fragmentlangen betrugen fir pMCS: 5403 bps und flir pphy45STOP: 5388 bps und 1077 bps. Vier
der sechs getesteten Klone wiesen das korrekte Auftrennungsprofil auf.

b) Ansatz mit Stop-Codon

[0065] Aus der praparierten genomischen DNA aus Bacillus amyloliquefaciens FZB45 wurde ein 1079 bp
DNA-Fragment amplifiziert, welches PhyA kodiert. Dazu wurden die Primer SEQ ID NO: 7 und SEQ ID NO: 9
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(Tabelle 1) eingesetzt. Die PCR-Fragmente wurden verdaut und in Form eines Xhol-Bglll-Fragments in das
Plasmid pMCS kloniert, um das Plasmid pphy45Flag (Fig. 7) zu erhalten. Die PCR-Bedingungen waren (Tem-
peratur in °C/Zeit in Minuten): (95/5) (95/0,5; 58/0,5; 72/1,5),, (72/10); Enzym: Herculase.

[0066] 38 der erhaltenen Klone wurden tber die PCR unter Verwendung der Primer SEQ ID NO: 7 und SEQ
ID NO: 9 analysiert. Sechs positive Klone wurden mittels Restriktionsverdau mit Eco47l11l weiter untersucht. Die
erwarteten Fragmentlangen betrugen fir pMCS: 5403 bps und fur pphy45Flag: 5385 bps und 1077 bps. Alle
sechs getesteten Klone wiesen das korrekte Auftrennungsprofil auf.

Beispiel 5: Einflihren des phyA-Gens aus Bacillus amyloliquefaciens FZB45 in das Plasmid pkil

[0067] Diese Plasmide wurden konstruiert, um eine hohe und kontrollierte Expression der Phytase aus Bacil-
lus amyloliquefaciens FZB45 (PhyA) in Wirtszellen wie E. coli zu erzielen. Diese Plasmide ermdglichen die
kontrollierte Freisetzung des exprimierten Enzyms in den extrazellularen Raum. Um den Einfluss des
Flag-Tags auszuschalten (siehe Beispiel 4), wurden zwei alternative Klonierungsstrategien entwickelt:

a) Ansatz PhyA im Flag-Tag Expressionsrahmen

[0068] Aus der praparierten genomischen DNA aus Bacillus amyloliquefaciens FZB45 wurde ein 1082 bp
DNA-Fragment amplifiziert, welches das PhyA-kodiert. Dazu wurden die Primer SEQ ID NO: 7 und SEQ ID
NO: 8 (Tabelle 1) eingesetzt. Die PCR-Fragmente wurden verdaut und in Form eines Xhol-Bglll-Fragment in
das Plasmid pMCS kloniert, um das Plasmid pkilphy45STOP (Fig. 8) zu erhalten. Die PCR-Bedingungen wa-
ren (Temperatur in °C/Zeit in Minuten): (95/5) (95/0,5; 58/0.5; 72/1,5),, (72/10); Enzym: Herculase.

[0069] Achtder erhaltenen Klone wurden tber die PCR unter Verwendung der Primer SEQ ID NO: 7 und SEQ
ID NO: 8 analysiert. Funf positive Klone wurden mittels Restriktionsverdau mit Eco47Ill weiter untersucht. Die
erwarteten Fragmentlangen betrugen fiir pkil: 5599 bps und fir pkilphy45STOP: 5584 bps und 1077 bps. Alle
funf getesteten Klone wiesen das korrekte Auftrennungsprofil auf.

b) Ansatz PhyA mit Stop-Codon

[0070] Aus der praparierten genomischen DNA aus Bacillus amyloliquefaciens FZB45 wurde ein 1079 bp
DNA-Fragment amplifiziert, welches das PhyA-kodiert. Dazu wurden die Primer SEQ ID NO: 7 und SEQ ID
NO: 9 (Tabelle 1) eingesetzt. Die PCR-Fragmente wurden verdaut und in Form eines Xhol-Bglll-Fragment in
das Plasmid pMCS kloniert, um das Plasmid pkilphy45Flag (Eig. 8) zu erhalten. Die PCR-Bedingungen waren
(Temperatur in °C/Zeit in Minuten): (95/5) (95/0,5; 58/0,5; 72/1,5),5, (72/10); Enzym: Herculase.

[0071] Funfder erhaltenen Klone wurden tber die PCR unter Verwendung der Primer SEQ ID NO: 7 und SEQ
ID NO: 9 analysiert. Ein positiver Klon wurden mittels Restriktionsverdau mit Eco47IIl weiter untersucht. Die
erwarteten Fragmentlangen betrugen fur pkil: 5599 bps und fir pkilphy45Flag: 5581 bps und 1077 bps. Der
getestete Klon wies das korrekte Auftrennungsprofil auf.

Beispiel 6: Translation von agp und appA in Wirtszellen
a) Kultivierung

[0072] Jeweils 10 pl von Ubernachtkulturen der Bakterienstimme MG1655, MG1655 pMCS, MG1655 pkil,
MG1655 pappA, MG1655 pkilappA, MG1655 pagp und MG1655 pagpkil (siehe Tabelle 2) wurden in 10 ml
LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin bei 37°C inokuliert. Wahrend der mittleren log-Phase (ODy,: 0,4-0,7) wur-
de IPTG (Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosid) in einer Endkonzentration von 1 mmol/I hinzugegeben. Da-
durch wurde die Expression von AppA und Agp von dem Promotor P, aus und die Expression von Kil von dem
Promotor P, aus induziert. Die Zellen wurden anschlieend fiir 2,5 Stunden bei 37°C geschiittelt. Danach wur-
den die Zellkulturen zentrifugiert und die Zellpellets sowie die Uberstande (Medium) bei —20°C aufbewahrt.

b) SDS-PAGE
[0073] Zur Zelllyse wurden die Probenpellets in 200 pl eines 1 x SDS-PAGE Probenpuffers resuspendiert. Da-
nach wurden (zur Extraktion) 20 pul CHCI, zugegeben. Zur Extraktion wurden die Proben vortexgerihrt, zentri-

fugiert und die Uberstande der Wasserphase mit Probenpuffer gemischt. Die Uberstande (Medium) der Zell-
kulturen wurden ebenfalls mit Probenpuffer gemischt. Die Extraktproben und die Proben des Zellkulturiber-
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stands wurde ein Lauf in SDS-PAGE (12%) aufgetrennt.

c) Western-Blot-Analyse

[0074] Die Proteine wurden auf Nitrozellulosemembran, unter Verwendung eines Transferpuffers mit 25
mmol/l Tris bei pH 8,3, 192 mmol Glycin sowie 20 Vol.-% Methanol Gbertragen (1 Stunde bis 1,5 Stunde bei
100 V und 4°C). Die Membran wurde entnommen und fir 20 Minuten in phosphatgepufferter Saline (PBS) mit
5% Milchpulver geblockt, mit Wasser gespluilt und anschlieBend, mit einem monoklonalen anti-Flag AP-konju-
gierten Antikodrper (Verdinnung 1:2000; Sigma) in PBS versetzt mit 3% Milchpulver, Gber Nacht bei Raumtem-
peratur inkubiert. Die Membran wurde dann dreimal fir 15 Minuten mit PBS, welches 0,1% Tween 20 enthielt,
gewaschen. Danach wurde sie noch einmal 10 Minuten mit PBS gewaschen und mit dem ,Alkaline Phospha-
tase Conjugated Substrate Kit" von BIO-RAD behandelt, siehe Fig. 9A und Fig. 9B.

d) Ergebnis

[0075] In beiden Fallen wurde eine starke Expression des Target Proteins beobachtet. Weiter wurde eine ef-
fektive Sekretion beider Proteine in den extrazellularen Raum erreicht (Fig. 9A und Fig. 9B).

Beispiel 7: Translation von phyA in Wirtszellen
a) Kultivierung

[0076] Jeweils 10 pl von Ubernachtkulturen der Bakterienstdmme BL21 phoB::Tn10, BL21 phoB::Tn10
pMCS, BL21 phoB:Tn10 pphy45STOP, BL21 phoB:: Tn10 pphy45Flag, BL21 phoB::Tn10 pkil, BL21
phoB::Tn10 pkilphy45STOP, und BL21 phoB::Tn10 pkilphy45Flag (siehe Tabelle 2) wurden in 10 ml LB-Medi-
um mit 12,5 pg/ml Tetracyclin und 100 pg/ml Ampicillin bei 37°C inokuliert. Wahrend der mittleren log-Phase
(ODggo: 0,7) wurde IPTG in einer Endkonzentration von 1 mmol/l hinzugegeben. Dadurch wurde die Expression
von PhyA von dem Promotor P, aus und die Expression von Kil von dem Promotor P, aus induziert. Die Zel-
len wurden anschlief3end fir zwei Stunden bei 37°C geschiittelt. Danach wurden die Zellkulturen zentrifugiert
und Zellpellets und Uberstande (Medium) bei —20°C aufbewahrt.

b) SDS-PAGE

[0077] Zur Zelllyse wurden die Probenpellets in 200 pl eines 1 x SDS-PAGE Probenpuffers resuspendiert. Da-
nach wurden (zur Extraktion) 20 pyl CHCI, zugegeben. Zur Extraktion wurden die Proben vortexgerihrt, zentri-
fugiert und die Uberstande der Wasserphase mit Probenpuffer gemischt. Die Uberstande (Medium) der Zell-
kulturen wurden ebenfalls mit Probenpuffer gemischt. Die Extraktproben und die Proben des Zellkulturiber-
stands wurden in SDS-PAGE (12%) aufgetrennt.

c) Western-Blot-Analyse

[0078] Die Proteine wurde auf Nitrozellulosemembran unter Verwendung eines Transferpuffers mit 25 mmol/l
Tris bei pH 8,3, 192 mmol/l Glycin sowie 20 Vol.-% Methanol Ubertragen (1 Stunde bei 100 V und 4°C). Die
Membran wurde entnommen und fir 1 Stunde in Trisgepufferter Saline (TBS) mit 5% Milchpulver geblockt, mit
Wasser gesplilt und anschlief3end mit einem primaren polyklonalen anti-PhyA-Antikdrper (Verdiinnung 1:3000)
oder der einem monoklonalen AP-konjugierten anti-Flag-Antikérper (Verdinnung 1:2000; Sigma) in TBS ver-
setzt mit 1% bovinem Serumalbumin (BSA) Uiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Die Membran wurde
dreimal fur 5 Minuten in TBS gewaschen. War ein sekundarer Antikérper erforderlich, so wurde die Membran
mit anti-Rabbit IgG AP-konjugierten Antikérper (Verdiinnung 1:1000; cell signaling) in TBS versetzt mit 1%
BSA, inkubiert. Danach wurde die Membran dreimal fir 15 Minuten in TBS mit 0,1% Tween 20 gewaschen,
anschlielfend mit TBS gespult und mit dem ,Alcaline Phosphatase Conjugated Substrate Kit" von BIO-RAD
behandelt, siehe Fig. 10A und Fig. 10B.

d) Ergebnisse

[0079] Die untersuchten Plasmide exprimieren das Protein PhyA aus Bacillus amyloliquefaciens FZB45. So-
wohl der anti-PhyA Antikorper als auch der anti-Flag Antikérper sind in der Lage, das Fusionsprotein
PhyA-Flag zu erkennen (siehe Eig. 10A, Spur 1, 2, 11 und 12). Die Expression des PhyA-Proteins konnte mit
dem anti-PhyA-Antikérpers nachgewiesen werden (siehe Fig. 10A, Spur 3 und 4). Darlber hinaus wurde in
Gegenwart von IPTG eine hohe Expression der Proteine nachgewiesen.
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[0080] Die von pkil abgeleiteten untersuchten Plasmide exprimieren das PhyA-Protein aus Bacillus amyloli-
quefaciens FZB45. Sowohl der anti-PhyA Antikérper als auch der anti-Flag Antikérper sind in der Lage, das
Fusionsprotein PhyA-Flag (siehe Fig. 10B, Spur 1, 2, 3, 15 und 16) zu erkennen. Die Erkennung des nicht mit
einem Tag-Peptid versehenen PhyA-Proteins mittels des anti-PhyA Antikdrpers ist weniger deutlich (siehe
Fig. 10B, Spur 4, 5 und 6).

Beispiel 8: Konstruktion der phoB-Deletionsmutante
a) Praparation des P1,,-Lysats

[0081] Um ein P1 ,-Lysat aus dem Bakterienstamm HA15 herzustellen, wurden 10 pl einer Ubernachtkultur
des Stamms in 10 ml LB-Medium, welches 5 mmol/l CaCl, enthielt, bei 37°C inokuliert. W&hrend der exponen-
tiellen Wachstumsphase wurden die Bakterienzellen mit dem vorbereiteten P1,,-Lysat aus dem Wildtyp
MG1655 infiziert.

[0082] Die infizierte Kultur wurde weiter fir 4 Stunden bei 37°C inkubiert bis Zelllyse beobachtet wurde. Zur
Extraktion wurde CHCI, hinzugegeben, das Lysat wurde zentrifugiert, der Uberstand in ein neues Probenrdhr-
chen mit CHCI, Gbertragen und bei 4°C gelagert.

b) P1-Transduktion

[0083] 50 pl einer Ubernachtkultur der Empfangerstamme BL21, TG1, 1S568, ES1568, JM110, MG1655
mutL::Tn5 wurden in LB-Medium bei 37°C inokuliert bis die exponentielle Wachstumsphase erreicht wurde. Je-
weils 900 pl dieser Zellen wurden mit 2,5 pl CaCl, (1 mol/l) und 100 ul P1,,-Lysat des Bakterienstammes HA15
(phoB::Tn10) versetzt. Die Phagenabsorption, die 38 Minuten bei 37°C erfolgte, wurde durch die Zugabe von
5 mmol/ml Natriumcitrat in LB gestoppt.

[0084] Die Zellen wurden 1 Stunde bei 37°C ohne Schutteln zur phanotypischen Expression inkubiert. Die
Bakterienkultur wurde abzentrifugiert und auf Selektionsplatten, versetzt mit 12,5 ug/ml Tetracyclin ausplattiert.
Die erhaltenen Einzelkolonien wurden aufgereinigt und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Beispiel 9: Transformation kompetenter Zellen

[0085] Kompetente Zellen der Stdmme MG1655, MG1655 phoB::Tn10, MG1655 mutL::Tn5, MG1655
mutL::Tn10 phoB::Tn10, BL21, BL21 phoB::Tn10, TG1, TG1 phoB::Tn10, ES568, ES568 phoB::Tn10,
ES1578, ES1578 phoB::Tn10, JM110, JM110 phoB::Tn10 and DH5a (phoA~) wurden gemafR des Rubidium-
chlorid-Protokolls (Fa. Promega) hergestellt. Schlief3lich wurden pro Probenréhrchen 200 pl aliquotiert und bei
-80°C gelagert.

[0086] Jeder Stamm wurde mit jeweils einem der folgenden Plasmide transformiert: pMCS, pkil, pappA, pki-
lappA, pagp and pkilagp. AuRerdem wurden die Stdmme MG1655 phoB::Tn10, TG1 phoB::Tn10 und BL21
phoB::Tn10 jeweils mit den Plasmiden pphy45STOP, pkylphy45Flag sowie pkilphySTOP transformiert.

[0087] Die jeweils erhaltenen Einzelkolonien wurden aufgereinigt und auf LB-Agarplatten oder Selektionsplat-
ten, welcher 100 pg/ml Ampicillin enthielt, Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Die erzeugten Bakterienstdmme so-
wie die davon abgeleiteten plasmidtragenden Derivate wurden mit Glyzerin versetzt und bei 80°C gelagert. Die
Bakterienstdmme sind in Tabelle 2 aufgefihrt.

[0088] Der Stamm Escherichia coli BL21 phoB::Tn10 pappA wurde bei der Deutschen Sammlung von Mikro-
organismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig (DSMZ) am 20. Juni 2005
unter der Hinterlegungsnummer DSM 17406 hinterlegt.

[0089] Der Stamm Escherichia coli BL21 phoB::Tn10 pagp wurde bei der DSMZ am 20. Juni 2005 unter der
Hinterlegungsnummer DSM 17407 hinterlegt.

[0090] Der Stamm Escherichia coli BL21 phoB::Tn10 pphy45FLAG wurde bei der DSMZ am 20. Juni 2005
unter der Hinterlegungsnummer DSM 17408 hinterlegt.

[0091] Der Stamm Escherichia coli BL21 phoB::Tn10 pphy45STOP wurde bei der DSMZ am 20. Juni 2005
unter der Hinterlegungsnummer DSM 17409 hinterlegt.
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[0092] Der Stamm Escherichia coli BL21 phoB::Tn10 pKilappA wurde bei der DSMZ am 20. Juni 2005 unter
der Hinterlegungsnummer DSM 17410 hinterlegt.

[0093] Der Stamm Escherichia coli BL21 phoB::Tn10 pKilagp wurde bei der DSMZ am 20. Juni 2005 unter
der Hinterlegungsnummer DSM 17411 hinterlegt.

[0094] Der Stamm Escherichia coli BL21 phoB::Tn10 pKilphy45FLAG wurde bei der DSMZ am 20. Juni 2005
unter der Hinterlegungsnummer DSM 17412 hinterlegt.

[0095] Der Stamm Escherichia coli BL21 phoB::Tn10 pKilphy45STOP wurde bei der DSMZ am 20. Juni 2005
unter der Hinterlegungsnummer DSM 17413 hinterlegt.

Tabelle 2
ES568 pMCS ES568 phoB::Tn10 pMCS
ES568 pkil ES568 phoB::Tn10 pkil
ES568 pappA ES568 phoB::Tn10 pappA
ES568 pkilappA ES568 phoB::Tn10 pkilappA
ES568 pagp ES568 phoB::Tn10 pagp
ES568 pkilagp ES568 phoB::Tn10 pkilagp
BL21 BL21 phoB::Tn10
BL21 pMCS BL21 phoB::Tn10 pMCS
BL21 pkil BL21 phoB::Tn10 pkil
BL21 pappA BL21 phoB::Tn10 pappA
BL21 pkilappA BL21 phoB::Tn10 pkilappA
BL21 pagp BL21 phoB::Tn10 pagp
BL21 pkilagp BL21 phoB::Tn10 pkilagp
BL21 phoB::Tn10 pphy45STOP
BL21 phoB::Tn10 pphy45FLAG
BL21 phoB::Tn10 pkilphy45STOP
BL21 phoB::Tn10 pkilphy45FLAG
MG1655 MG1655 phoB::Tn10
MG1655 pMCS MG1655 phoB::Tn10 pMCS
MG1655 pkil MG1655 phoB::Tn10 pkil

MG1655 pappA
MG1655 pkilappA
MG1655 pagp
MG1655 pkilagp

ES1578

ES1578 pMCS
ES1578 pkil
ES1578 pappA
ES1578 pkilappA
ES1578 pagp
ES1578 pkilagp

MG1655 phoB:
MG1655 phoB:
MG1655 phoB:
MG1655 phoB:
:Tn10 pphy45STOP

:Tn10 pphy45FLAG

:Tn10 pkilphy45STOP
:Tn10 pkilphy45FLAG

MG1655phoB:
MG1655phoB:
MG1655phoB:
MG1655phoB:

ES1578 phoB::
ES1578 phoB::
ES1578 phoB::
ES1578 phoB::
ES1578 phoB::
ES1578 phoB::
ES1578 phoB::

:Tn10 pappA
:Tn10 pkilappA
:Tn10 pagp
:Tn10 pkilagp

Tn10

Tn10 pMCS
Tn10 pkil
Tn10 pappA
Tn10 pkilappA
Tn10 pagp
Tn10 pkilagp

TG1 TG1 phoB::Tn10

TG1 pMCS TG1 phoB::Tn10 pMCS
TG1 pkil TG1 phoB::Tn10 pkil

TG1 pappA TG1 phoB::Tn10 pappA
TG1 pkilappA TG1 phoB::Tn10 pkilappA
TG1 pagp TG1 phoB::Tn10 pagp
TG1 pkilagp TG1 phoB::Tn10 pkilagp
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TG1 phoB::Tn10 pphy45STOP
TG1 phoB::Tn10 pphy45FLAG
TG1 phoB::Tn10 pkilphy45STOP
TG1 phoB::Tn10 pkilphy45FLAG

MG1655 mutL::Kn MG1655 mutL ::Kn phoB::Tn10
MG1655 mutL ::Kn pMCS MG1655 mutL ::Kn phoB::Tn10 pMCS
MG1655 mutL ::Kn pkil MG1655 mutL ::Kn phoB::Tn10 pkil
MG1655 mutL ::Kn pappA MG1655 mutlL ::Kn phoB::Tn10 pappA
MG1655 mutL ::Kn pkilappA MG1655 mutL ::Kn phoB::Tn10 pkilappA
MG1655 mutlL ::Kn pagp MG1655 mutL ::Kn phoB::Tn10 pagp
MG1655 mutL ::Kn pkilagp MG1655 mutL ::Kn phoB::Tn10 pkilagp
DH5a (phoA-)

DH5a pMCS

DH5a pkil

DH5a pappA

DH5a pkilappA

DH5a pagp

DH5a pkilagp

Beispiel 10: Selektion von Phytase-Aktivitat
a) Wachstumsbedingungen

[0096] Die in Tabelle 2 (siehe Beispiel 9) aufgelisteten Bakterienstdmme wurden auf Agarplatten verschiede-
ner Minimalmedien ausgestrichen. Die Medienzusammensetzungen basieren auf MOPS-Puffer (Tabelle 4).
MOPS-Puffer wurde hergestellt nach, Neidhardt, Bloch, and Smith, 1974, Culture medium for enterobacteria
(J. Bacteriol. 119: 736-47). Den Medienzusammensetzungen wurden generell 22 mmol/l Glucose und 0,3
mmol/l Thiamin zugefligt. Weiter wurden so genannte Micronutrients in der in Tabelle 5 angegebenen Konzen-
tration zugefiigt. Je nach Zusammensetzung des Minimalmediums waren anorganisches Phosphat (K,HPO,;
Pi;) und/oder Phytat (Na,,C;P,O,,) enthalten (Tabelle 3).

Tabelle 3
Medium [mmol/I] K,HPO, Na,,CsP:O,,
A MOPS 1,32 -
B MOPS P, limitiert 0,066 -
C MOPS Phytat - 1,32
D MOPS Phytat-limitiert - 0,246
E MOPS Phytat, P-limitiert 0,066 1,32
F MOPS Phytat, P,-hyper-limitiert 0,0132 1,32
G MOPS Phytat-limitiert, P-limitiert 0,066 0,246
H MOPS Phytat-limitiert, P,-hyper-limitiert 0,0132 0,246
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Tabelle 4
MOPS-Puffer [mmol/l]
NH,CI 9,52
MgCl, 0,532
K,SO, 0,276
FeSO,'H,0 0,010
CaCl,-H,O 5x10™
NaCl 50
MOPS 40
Tricine 4
Micronutrients + (siehe Tabelle 5)

Tabelle 5
Micronutrients [mmol/I]
(NH,)5(MO,),, 3x10°
H,BO, 4 x10*
CoCl, 3x10°
CuSO, 107
MnCl, 8 x107°
ZnSO, 107

[0097] Die Wachstumsstudien konnten bei Temperaturen von 25°C bis 37°C durchgeflihrt werden. Zweckma-
Rigerweise wurden die Agarplatten Gber 7 Tage bei 25°C beziehungsweise 30°C inkubiert. Das Zellwachstum
wurde taglich Gberprift.

b) Ergebnisse
Verfugbarkeit der Ergebnisse

[0098] Eindeutige Ergebnisse wurden bereits nach 3 beziehungsweise maximal 4 Tagen, je nach verwende-
tem Stamm, erhalten. Eine weitere Inokulation wirde sich demnach ertbrigen.

Expression von AppA in E. coli

[0099] Es zeigt sich, dass E. coli phoB-Stamme, die das Plasmid-kodierte AppA-Protein (Phytase I) oder Glu-
cose-1-Phosphatase (Phytase Il) exprimierten, auf Minimalmedien (Medium D), die Phytat als einzige Phos-
phatquelle enthielten, wachsen konnten. Die Selektion auf Phytaseaktivitat konnte daneben mit weiteren Phy-
tat-limitierten Medien mit von 0,1 bis 0,4 mmol/I Phytat durchgefiihrt werden. Idealerweise betrug die Phytat-
konzentration von 0,15 bis 0,4 mmol/l.

Expression von PhyA aus Bacillus amyloliquefaciens FZB45

[0100] E. coli phoB-Stdmme (BL21 phoB::Tn10), die das Plasmid-kodierte PhyA-Protein aus Bacillus amylo-
liquefaciens FZB45) exprimierten, konnten ebenfalls auf Minimalmedien (Medium D), die Phytat als einzige
Phosphatquelle enthielten, wachsen (siehe Fig. 3A, Fig. 3B, Fig. 3C, Fig. 3D). Die Selektion auf Phytaseak-
tivitat konnte daneben mit weiteren Phytat-limitierten Medien mit von 0,1 bis 0,4 mmol/l Phytat durchgefiihrt
werden. |dealerweise betrug die Phytatkonzentration von 0,15 bis 0,4 mmol/l.

Kontrolle

[0101] Unter den gleichen Bedingungen (Medium D) konnte im Vergleich dazu bei untransformierten Wirts-
zellen beziehungsweise bei Wirtszellen, die mit den Plasmiden pMCS oder pkil transformiert wurden, keinerlei
Wachstum festgestellt werden (siehe Eia. 3A, Fig. 3B, Fig. 3C, Fig. 3D); diese Wirtszellen exprimieren allein
das natirlich vorkommende chromosomal kodierte AppA-Protein.

15/27



DE 10 2005 030 552 B4 2009.05.28

Quantifizierung der Aktivitat

[0102] Weiter konnte festgestellt werden, dass die beobachtete Wachstumsrate unmittelbar mit der Aktivitat
der exprimierten Phosphatase korreliert; dies konnte durch die parallel durchgefiihrten quantitativen Wes-
tern-Plot-Analysen zur Quantifizierung der Expressionsintensitat und durch quantitative Experimente in der
Flissigphase zur Bestimmung der Enzymaktivitat verifiziert werden.

Ubertragbarkeit

[0103] Diese Ergebnisse konnten auch mit den weiteren hergestellten Stammen (Tabelle 2) beziehungsweise
den weiteren Expressionsvektoren bestatigt werden.

Es folgt ein Sequenzprotokoll nach WIPO St. 25.
Dieses kann von der amtlichen Veroffentlichungsplattform des DPMA heruntergeladen werden.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Selektion eines Nukleinsduremolekdls, kodierend fir eine ausgewahlte Phosphatase-Ak-
tivitat, aus einer Gruppe zu untersuchender Nukleinsduremolekiile, enthaltend die Schritte:
a) Bereitstellen des zu untersuchenden Nukleinsduremolekiils,
b) Einflihren des zu untersuchenden Nukleinsduremolekdls in eine Phosphatase-defiziente E. coli Wirtszelle,
c¢) Kultivieren der Phosphatase-defizienten E. coli Wirtszelle in Mangelmedium fur anorganisches Phosphat,
welches als einzige Phosphatquelle das Substrat der ausgewahlten Phosphatase-Aktivitat in ausreichender
Menge enthalt, und
d) Nachweisen des Wachstums der Wirtszellen in dem Mangelmedium, wobei Wachstum die ausgewahite
Phosphatase-Aktivitat anzeigt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei Schritt b) folgende Unterschritte enthalt:
b1) Klonieren des Nukleinsduremolekiils in einen Expressionsvektor,
b2) Transformieren der Wirtszelle mit dem Expressionsvektor.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei in Schritt b) weiter ein Nukleinsduremolekiil, kodierend fir das
Kil-Protein des Phagen Lambda in die Phosphatase-defiziente Wirtszelle eingefiihrt wird.

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei das Nukleinsduremolekil kodierend fir das Kil-Protein des Phagen
Lambda und das eingefuhrte zu untersuchende Nukleinsduremolekul in der Wirtszelle co-exprimiert werden.

5. Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, wobei das Nukleinsduremolekil kodierend fur das Kil-Protein des
Phagen Lambda eine Lange von 287 bp hat und erhaltlich ist durch die PCR-Amplifikation genomischer DNA
des Phagen Lambda mit dem Primerpaar mit den SEQ ID NO: 1 und SEQ ID NO: 2.

6. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei die Phosphatase-defiziente E. coli Wirtszelle
ein phoB™-Stamm von E. coli ist.

7. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei das Mangelmedium das Substrat in einer
Konzentration von 0,1 bis 0,5 mmol/l enthalt.

8. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei die Wirtszellen in dem Mangelmedium von
2 bis 4 Tage kultiviert werden.

9. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei die Wirtszellen in dem Mangelmedium von
28 bis 32°C kultiviert werden.

10. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei die ausgewahlte Phosphatase die Phos-
phatase eines gram-negativen Bakteriums ist.

11. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei die ausgewahlte Phosphatase eine intra-
zellulare Phosphatase ist.
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12. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei die ausgewahlte Phosphatase eine peri-
plasmatische Phosphatase ist.

13. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei die ausgewahlte Phosphatase eine Phyta-
se ist und das Substrat der ausgewahlten Phosphatase Phytinsdure und/oder Phytat ist.

Es folgen 10 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 4
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Fig. 7
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Fig. 9A
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