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Eljaras kiralis karbonsavak el&allitasara nitrilekbél, nitrilazt kédolé gént

tartalmazé mikroorganizmusokbél szarmazé nitrilaz segitségével

A talalmany targyat nitrildz-aktivitassal rendelkezd polipep-
tideket kédoldé nukleinsav-szekvenciak, a nukleinsav-szekvencia-
kat tartalmazd nukleinsav-konstrukcidk, valamint a nukleinsav-
-szekvencidkat vagy a nukleinsav-konstrukciékat tartalmazé vek-—
torok képezik. A taldlmany targyadt képezik tovabba a nukleinsav-
-szekvencidk &ltal kédolt aminosav-szekvencidk, valamint a nuk-
leinsav-szekvencidkat, a nukleinsav-konstrukcidkat vagy a nukle-
insav-szekvencidkat vagy a nukleinsav-konstrukcidkat tartalmazé
vektorokat tartalmazé mikroorganizmusok. A talalmany targyat ké-
pezi tovabbad eljards kiradlis karbonsavak el8allitasara racém

nitrilekbdél.
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Eljaras kiralis karbonsavak eldallitasara nitrilekbdl, nitrilazt kédolé gént

tartalmazé mikroorganizmusokbél szarmazé nitrilaz segitségével

A talalmany targyat nitrilaz-aktivitdssal rendelkezd polipep-
tideket ko6dolé nukleinsav-szekvencidk, a nukleinsav-szekvencia-
kat tartalmazé nukleinsav-konstrukciék, valamint a nukleinsav-
-szekvenciakat vagy a nukleinsav-konstrukciékat tartalmazd vek-
torok képezik. A taldlmany targyat képezik tovadbba a nukleinsav-
-szekvenciak &altal koédolt aminosav-szekvenciak, valamint a nuk-
leinsav-szekvencidkat, a nukleinsav-konstrukcidkat vagy a nukle-
insav-szekvencidkat vagy a nukleinsav-konstrukcidkat tartalmazéd
vektorokat hordozé mikroorganizmusok.

A talalmany targyat képezi tovabba egy eljards kiralis kar-
bonsavak el8allitasdra racém nitrilekbdl.

A kiralis karbonsavak keresett vegyliletek szerves kémiai
szintézisekhez. Kiindulasi anyagként szolgalnak szamos gydégyha-
tasu hatdanyag vagy névényvédelemben alkalmazott hatbanyag el&al-
litasandl. Kiralis karbonsavak alkalmazhaték diasztereomer sbékon
at végzett klasszikus racemat elvalasztasokhoz. Igy példaul R-(-) -
vagy S-(-)-mandulasav (a-hidroxi-fenil-ecetsav) alkalmazhatédé
racém aminok racemat elvalasztdsara. Ezenkivil az R- (=) -mandu-
lasavat kOztitermékként alkalmazzak antibiotikumok, és szamos
mezdgazdasagi termék félszintézisénél.

A szakirodalombdél egy sor, kiilonbdz8 szintézisut ismeretes
kiralis karbonsavak el8allitasara. Példaul optikailag aktiv ami-
nosavakat iparilag fermentdcids eljarasokkal &llitanak eld. FEn-

nek az a hatranya, hogy minden egyes aminosavra egy egyedi elja-



rast kell kifejleszteni. Kiilonféle vegyililetek lehetd legszéle-
sebb palettajanak eldallithatdésidga céljabol ezért kémiai vagy
enzimes eljarast alkalmaznak. A kémiai eljardsoknak az a hatra-
nyuk, hogy a sztereocentrumot rendszerint tébblépcsds, sziik kdr-
ben alkalmazhaté szintézisben, koérilményesen kell felépiteni.

Kirdlis karbonsavak enzimes szintézisét egy sor szabadalmi
leirdsban vagy szabadalmi bejelentésben targyaljak. A WO092/05275
szami szabadalmi iratban leirjadk enantiomer o-hidroxi-o-alkil-
vagy a-alkil-karbonsavak szintézisét bioldgiai anyagok jelenlé-
tében. Az EP-B-0 348 901 sz&m0 szabadalmi iratban leirnak egy
optikailag aktiv, a-szubsztitudlt szerves savak el3allitasara
szolgaldé eljarast, amelyben Alcaligenes, Pseudomonas, Rhodo-
pseudomonas, Corynebacterium (KO-2-4-torzs), Acinetobacter,
Bacillus, Mycobacterium, Rhodococcus és Candida nemzetséghez
tartoz6é mikroorganizmusokat alkalmaznak. Az EP-B-0 332 379 szama
szabadalmi iratban igényeltek szerint, L-a-aminosavakat mikroor-
ganizmusok segitségével allitanak eld.

-Hidroxi-karbonsavak el&4llitasat, konkrétan optikailag aktiv
tejsav vagy mandulasav eld4llitdsat kiilénbodzd mikroorganizmusok,
példaul Alcaligenes, Aureobacterium, Caseobacter, Bacillus, Myco-
bacterium, Rhodococcus, Brevibacterium, Nocardia, Variovorax,
Arthrobacter és Candida nemzetséghez tartozé mikroorganizmusok
vagy enzimek alkalmazasaval végzik az EP-A-0 348 901 vagy az ennek
megfeleld USP 5,283,193, valamint az EP-A-0 449 648, EP-B-0 473 328,
EP-B-0 527 553 vagy az ennek megfeleld USP 5,296,373, valamint
az EP-A-0 610 048, EP-A-0 610 049, EP-A-0 666 320 vagy a

WO 97/32030 sz&ml szabadalmi iratokban leirtak szerint.
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Ezen eljarasok hatranya az, hogy gyakran csak csekély optikai
tisztasadgl termékhez vezetnek, és/vagy csak alacsony tér-ids-
-kitermeléssel folynak le. Ez gazdasagilag nem vonzé eljarashoz
vezet. A termelékenység fokozasa ce€ljabdél hozzaadott bizonyos
anyagok, példaul szulfit, diszulfit, ditionit, hipofoszfit vagy
foszfit (lasd EP-A-0 486 289 szamh szabadalmi iratot), vagy a-
~hidroxi-nitrilekkel szemben fokozott rezisztencidval rendelkez§
mikroorganizmusok alkalmazisa (lasd WO97/32030 sza&mt szabadalmi
iratot) nem névelte jelentdsen a termelékenységet.

A talalmany szerinti megoldas kidolgozasa soran célul tiliztiink
ki koénnyl, koltségkiméls, széles kdrben alkalmazhatd eljaras ki-
dolgozasat optikailag aktiv kiralis karbonsavak elB4allitasara,
amely nem rendelkezik a fentebb megnevezett hatranyokkal.

Ezt a feladatot az

R1
R2 " COOH (I)
R3
altalanos képletd kiradlis karbonsavak eléallitasdra szolgalé,

talalmany szerinti eljaras kidolgozésaval oldottuk, amelyben egy
R1

R2 CN (11)
R3
altaldnos képletd racém nitrilt egy olyan aminosav-szekvencia
jelenlétében alakitunk a4t kiralis karbonsavva, melyet az alabbi-
ak koézul valasztott nukleinsav-szekvencia kédol:
a) az 1. szdmu szekvenciaval (SEQ ID NO: 1) rendelkezd

nukleinsav-szekvencia,
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b) olyan nukleinsav-szekvencidk, amelyek a genetikai kéd
degenerdltsidga eredményeként az 1. szamia nukleinsav-szekvencia-
bdl lettek levezetve,

c) az 1. szami nukleinsav-szekvencia olyan szarmazékai,
amelyek a 2. szami aminosav-szekvenciaval rendelkezd polipepti-
det koédoljadk, és aminosav-szinten legalabb 80%-osan homolégok
azzal, anelkil, hogy a polipeptid enzimhatasa lényegesen csdk-
kenne,

vagy olyan ndévekvé (tenyésztett), nyugalomban 1lévd vagy fel-
tart mikroorganizmusok jelenlétében, amelyek a fentebb leirt
csoportban felsorolt barmelyik nukleinsav-szekvenciat vagy olyan
nukleinsav-konstrukciét tartalmaznak, amelyben a fentebb leirt
csoportban felsorolt baArmelyik nukleinsavhoz egy vagy tobb sza-
balyzé szignadl van kapcsolva, és amelyben oéranként legalabb 25
mmol nitril (mg fehérjére vagy gramm szarazanyag-témegre vonat-
koztatva) képes &atalakulni.

Az (I) és (II) &ltalanos képletben a szubsztituensek és szim-
bolumok jelentése az alabbi:

* optikailag aktiv centrum;
R', R’, R’ jelentése egymastol figgetlenil hidrogénatom, szubsz-
titudlt vagy szubsztitudlatlan, elagazdé vagy egyenes lancu,
1-10 szénatomos alkilcsoport, 2-10 szénatomos alkenil-
csoport, szubsztitudlt vagy szubsztitualatlan arilcsoport,
heteroaril-csoport, -OR' vagy -NR'R® &altalanos képletd cso-
port, és R', R? és R’ jelentése mindig egymastol eltérd;
R’ jelentése hidrogénatom, szubsztitualt vagy szubsztitudlat-

lan, elagazé vagy egyenes lanct, 1-10 szénatomos alkil-
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csoport, 2-10 szénatomos alkenilcsoport, 1-10 szénatomos
alkil~karbonil-csoport, 2-20 szénatomos alkenil-karbonil-
—csoport, arilcsoport, aril-karbonil-csoport, heteroaril-
—Ccsoport vagy heteroaril-karbonil-csoport;

R® jelentése hidrogénatom, szubsztitualt vagy szubsztitua-
latlan, elagazdé vagy egyenes lancu, 1-10 szénatomos alkil-
csoport, 2-10 szénatomos alkenilcsoport, arilcsoport vagy
heteroaril-csoport.

R', R’, R’ jelentése az (I) és (II) altalanos képletben egy-
mastdl filiggetlenil hidrogénatom, szubsztitualt vagy szubsztitua-
latlan, elagazdé vagy egyenes lancat, 1-10 szénatomos alkilcso-
port, 2-10 szénatomos alkenilcsoport, szubsztitualt vagy szubsz-
titualatlan arilcsoport, heteroaril-csoport, -OR' vagy -NR'R® 41-
talanos képletd csoport, és R', R’, R’ jelentése mindig kiilénbdz3.

Alkilcsoport lehet szubsztitualt vagy szubsztitualatlan, el-
agazd vagy egyenes lancti, 1-10 szénatomos alkillanc, példaul me-
til-, -etil-, propil-, izopropil-, butil, l-metil-propil-, 2-
-metil-propil-, terc-butil-, pentil-l-metil-butil-, 2-metil-butil-,
3-metil-butil-, 2,2-dimetil-propil-, l-etil-propil-, hexil-,
l,1-dimetil-propil-, 1,2-dimetil-propil-, l-metil-pentil-, 2-
-metil-pentil-, 3-metil-pentil-, 4-metil-pentil-~, 1,1-dimetil-
-butil-, 1,2-dimetil-butil-, 1,3-dimetil-butil-, 2,2-dimetil-
-butil-, 2,3-dimetil-butil-, 3,3-dimetil-butil-, l-etil-butil-,
2-etil-butil-, 1,1,2-trimetil-propil-, 1,2,2-trimetil-propil-, 1-
-etil-l-metil-propil-, l-etil-2-metil-propil-, heptil-, oktil-,
nonil- vagy decil-csoport. Eldny&sen alkalmazott Csoport a me-

til-, etil-, propil-, butil-, izopropil- vagy izobutil-csoport.
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Az alkenilcsoport lehet eldgazé vagy egyenes lancu, 2-10
szénatomos alkenil-lanc, példaul vinil-, propenil-, 1l-butenil-,
2-butenil-, 3-butenil-, 2-metil-propenil-, l-pentenil-, 2-pentenil-,
3-pentenil-, 4-pentenil-, l-metil-1l-butenil-, 2-metil-1l-butenil-,
3-metil-l-butenil-, 1l-metil-2-butenil-, 2-metil-2-butenil-, 3-
-metil-2-butenil-, l-metil-3-butenil-, 2-metil-3-butenil-, 3-
-metil-3-butenil-, l,1-dimetil-2-propenil-, 1,2-dimetil-1-propenil-,
1l,2-dimetil-2-propenil-, l-etil-1-propenil-, l-etil-2-propenil-,
l-hexenil-, 2-hexenil-, 3-hexenil-, 4-hexenil-, 5-hexenil-, 1-
-metil-l-pentenil-, 2-metil-l-pentenil-, 3-metil-l-pentenil-, 4-
-metil-l-pentenil-, l-metil-2-pentenil-, 2-metil-2-pentenil-, 3-
-metil-2-pentenil-, 4-metil-2-pentenil-, l-metil-3-pentenil-, 2-
-metil-3-pentenil-, 3-metil-3-pentenil-, 4-metil-3-pentenil-, 1-
-metil-4-pentenil-, 2-metil-4-pentenil-, 3-metil-4-pentenil-, 4-
-metil-4-pentenil-, 1,1-dimetil-2-butenil-, 1,1-dimetil-3-butenil-,
1,2-dimetil-1-butenil-, 1,2-dimetil-2-butenil-, l1,2-dimetil-3-
-butenil-, 1,3-dimetil-l-butenil-, 1,3-dimetil-2-butenil-, 1, 3-
-dimetil-3-butenil-, 2,2-dimetil-3-butenil-, 2,3-dimetil-1-
-butenil-, 2,3-dimetil-2-butenil-, 2,3-dimetil-3-butenil-, 3,3-
-dimetil-l-butenil-, 3,3-dimetil-2-butenil-, l-etil-l-butenil-,
l-etil-2-butenil-, l-etil-3-butenil-, 2-etil-1l-butenil-, 2-etil-
-2-butenil-, 2-etil-3-butenil-, 1,1,2-trimetil-2-propenil-, 1-
-etil-l-metil-2-propenil-, l-etil-2-metil-1l-propenil-, l-etil-2-
-metil-2-propenil-, 1l-heptenil-, 2-heptenil-, 3-heptenil-, 4-
~heptenil-, 5-heptenil-, 6-heptenil-, l-oktenil-, 2-oktenil-, 3-
-oktenil-, 4-oktenil-, 5-oktenil-, 6-oktenil-, 7-oktenil-,

nonenil- vagy decenil-csoport. Eldnydsen alkalmazott csoport a
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vinil-, propenil-, butenil- vagy pentenil-csoport.

Arilcsoportként olyan szubsztitudlt vagy szubsztitudlatlan
arilcsoportokat alkalmazunk, amelyek 6-20 szénatomot tartalmaz-
nak gyliriben vagy gylirirendszerben. Ezek lehetnek egymassal kon-
denzalt aromds gylridk vagy olyan aromas gylrdk, amelyek alkil-,
alkil-karbonil-, alkenil- vagy alkenil-karbonil-lancokon, karbo-
nil-csoporton, oxigén- vagy nitrogén-atomon keresztiil kapcsoléd-
nak. Arilcsoportok adott esetben 1-10 szénatomos alkil-, 3-8
szénatomos alkenil-, 3-6 szénatomos alkinil- vagy 3-8 szénatomos
cikloalkil-lancokon keresztiil az alapvaznal még Ossze lehetnek
kapcsolva. ElényS6sen alkalmazott csoport a fenil- vagy naftil-
csoport.

Heteroaril-csoportként szubsztitualt vagy szubsztitudlatlan,
egyszerld vagy kondenzalt, aromas, 3-7 tagbdél allé gyilrdket al-
kalmazunk, amelyek egy vagy td&bb heteroatomot, példaul nitrogén-
atomot, oxigénatomot vagy kénatomot tartalmazhatnak, és adott
esetben 1-10 szénatomos alkil-, 3-8 szénatomos alkenil-, 3-6
szénatomos alkinil- vagy 3-8 szénatomos cikloalkil-lancokon ke-
resztil az alapvaznal Ossze lehetnek kapcsolva. Ilyen hetero-
aril-csoport lehet példaul pirazolil-, imidazolil-, oxazolil-,
izooxazolil-, tiazolil-, triazolil-, piridil-, kinolil-,
izokinolil-, akridil-, pirimidinil-, piridazinil-, pirazinil-,
fenazinil-, purinil- vagy pteridil-csoport. A  heterocaril-
csoportok heteroatomon vagy kilénbdz8 szénatomokon keresztil
gylribe vagy gylirirendszerbe kapcsolddhatnak, vagy szubsztituen-
seken keresztil az alapvazhoz kapcsolédhatnak. Elénydsen alkal-

mazott csoport a piridil-, imidazolil-, pirimidinil-, purinil-,
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pirazinil- vagy kinolil-csoport.

Az emlitett R', R’ vagy R’-csoport szubsztituense lehet példa-
ul egy vagy t&bb szubsztituens az alabbiak k&ziil: halogénatom,
példaul fluoratom, klératom vagy brématom, tio-, nitro-, amino-,
hidroxi-, alkil-, alkoxi-, alkenil-, alkenil-oxi-, alkinil-cso-
port vagy tovabbi aromds vagy tovabbi telitett vagy telitetlen,
nem aromas, kérdéses gylrd vagy gyflirlirendszer. El6ny6sen alkal-
mazhaték alkilcsoportok, példaul 1-6 szénatomos alkilcsoportok,
példaul metil-, etil-, propil- vagy butil-csoport, arilcsoport,
példaul fenilcsoport, halogénatom, példaul klératom, fluoratom
vagy brdmatom, hidroxi- vagy amino-csoport.

R’ jelentése az -OR' vagy -NRR® altalanos képletd csoportok-
ban hidrogénatom, szubsztituilt vagy szubsztitualatlan, elagazd
vagy egyenes lanct, 1-10 szénatomos alkilcsoport, 2-10 szénato-
mos alkenilcsoport, 1-10 szénatomos alkil-karbonil-csoport, 2-10
szénatomos alkenil-karbonil-csoport, arilcsoport, aril-karbonil-
-csoport, heteroaril- vagy heteroaril-karbonil-csoport.

Alkilcsoport lehet szubsztitualt vagy szubsztituadlatlan, el-
dgazd vagy egyenes lancu, 1-10 szénatomos alkilcsoport, példaul
metil-, etil-, propil-, izopropil-, butil-, l-metil-propil-, 2-
-metil-propil-, terc-butil-, pentil-, l-metil-butil-, 2-metil-
-butil-, 3-metil-butil-, 2,2-dimetil-propil-, l-etil-propil-,
hexil-, 1,l-dimetil-propil-, 1,2-dimetil-propil-, l-metil-pentil-,
2-metil-pentil-, 3-metil-pentil-, 4-metil-pentil-, 1,l1-dimetil-
-butil-, 1,2-dimetil-butil-, 1,3-dimetil-butil-, 2,2-dimetil-butil-,
2,3-dimetil-butil-, 3,3-dimetil-butil-, l-etil-butil-, 2-etil-

-butil-, 1,1,2-trimetil-propil-, 1,2,2-trimetil-propil-, 1l-etil-
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-l-metil-propil-, l-etil-2-metil-propil-, heptil-, oktil-, nonil-
vagy decil-csoport. Elénydsen alkalmazott csoport a metil-,
etil-, propil-, butil-, izopropil- vagy izobutil-csoport.
Alkenilcsoport lehet eldgazdé vagy egyenes lancu, 2-10 szén-—
atomos alkenilcsoport, példaul vinil-, propenil-, l-butenil-, 2-
-butenil-, 3-butenil-, 2-metil-propenil-, l-pentenil-, 2-pentenil-,
3-pentenil-, 4-pentenil-, l-metil-1l-butenil-, 2-metil-l-butenil-,
3-metil-~1l-butenil-, 1l-metil-2-butenil-, 2-metil-2-butenil-, 3-
-metil-2-butenil-, l-metil-3-butenil-, 2-metil-3-butenil-, 3-metil-
-3-butenil-, l,1-dimetil-2-propenil-, l,2-dimetil-l-propenil-,
1,2-dimetil-2-propenil-, l-etil-l-propenil-, l-etil-2-propenil-,
l-hexenil-, 2-hexenil-, 3-hexenil-, 4-hexenil-, 5-hexenil-, 1-
-metil-l-pentenil-, 2-metil-l-pentenil-, 3-metil-l-pentenil-, 4-
-metil-l-pentenil-, l-metil-2-pentenil-, 2-metil-2-pentenil-, 3-
-metil-2-pentenil-, 4-metil-2-pentenil-, l-metil-3-pentenil-, 2-
-metil-3-pentenil-, 3-metil-3-pentenil-, 4-metil-3-pentenil-, 1-
-metil-4-pentenil-, 2-metil-4-pentenil-, 3-metil-4-pentenil-, 4-
-metil-4-pentenil-, 1,1-dimetil-2-butenil-, 1,1-dimetil-3-butenil-,
1l,2-dimetil-1-butenil-, 1,2-dimetil-2-butenil-, 1,2-dimetil-3-
-butenil-, 1,3-dimetil-l-butenil-, 1,3-dimetil-2-butenil-, 1,3-
-dimetil-3-butenil-, 2,2-dimetil-3-butenil-, 2,3-dimetil-1-butenil-,
2,3-dimetil-2-butenil-, 2,3-dimetil-3-butenil-, 3,3-dimetil-1-
-butenil-, 3,3-dimetil-2~butenil-, l-etil-1-butenil-, l-etil-2-
-butenil-, 1l-etil-3-butenil-, 2-etil-l-butenil-, 2-etil-2-butenil-,
2-etil-3-butenil-, 1,1,2~trimetil~2—propenil—, l-etil-1-metil-2-
-propenil-, 1l-etil-2-metil-l-propenil-, l-etil-2-metil-2-propenil-,

l-heptenil-, 2-heptenil-, 3-heptenil-, 4-heptenil-, S-heptenil-,
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6-heptenil-, 1l-oktenil-, 2-oktenil-, 3-oktenil-, 4-oktenil-, 5-
-oktenil-, 6-oktenil-, 7-oktenil-, nonenil- vagy decenil-cso-
port. Elénydsen alkalmazott csoport a vinil-, propenil-, butenil-~
vagy pentenil-csoport.

Az alkil-karbonil-csoport lehet szubsztitualt vagy szubszti-
tualatlan, elagazé vagy egyenes 1lanc(, 1-10 szénatomos alkil-
karbonil-csoport, példaul metil-karbonil-, etil-karbonil-,
propil-karbonil-, izopropil-karbonil-, butil-karbonil-, 1l-metil-
-propil-karbonil-, 2-metil-propil-karbonil-, terc-butil-karbonil-,
pentil-karbonil-, 1l-metil-butil-karbonil-, 2-metil-butil-karbonil-,
3-metil-butil-karbonil-, 2,2-dimetil-propil-karbonil-, l-etil-
-propil-karbonil-, hexil-karbonil-, 1,1-dimetil-propil-karbonil-,
1,2-dimetil-propil-karbonil-, l-metil-pentil-karbonil-, 2-metil-
-pentil-karbonil-, 3-metil-pentil-karbonil-, 4-metil-pentil-kar-
bonil-, 1,1-dimetil-butil-karbonil-, 1,2-dimetil-butil-karbonil-,
1,3-dimetil-butil-karbonil-, 2,2-dimetil-butil-karbonil-, 2,3-
-dimetil-butil-karbonil-, 3,3-dimetil-butil-karbonil-, l-etil-
-butil-karbonil-, 2-etil-butil-karbonil-, 1,1,2-trimetil-propil-
-karbonil-, 1,2,2-trimetil-propil-karbonil-, l-etil-l-metil-propil-
-karbonil-, l-etil-2-metil-propil-karbonil-, heptil-karbonil-,
oktil-karbonil-, nonil-karbonil- vagy decil-karbonil-csoport. E16-
nydsen alkalmazott csoport a metil-karbonil- (acetil-), etil-
-karbonil- (propionil-), propil-karbonil-, butil-karbonil-, izo-
propil-karbonil- vagy izobutil-karbonil-csoport.

Alkenil-karbonil-csoport lehet elagazé vagy egyenes lancu, 2-10
szénatomos alkenil-karbonil-csoport, példaul vinil-karbonil-,

propenil-karbonil-, 1l-butenil-karbonil-, 2-butenil-karbonil-, 3-
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—butenil-karbonil-, 2-metil-propenil-karbonil-, l-pentenil-karbonil-,
2-pentenil-karbonil-, 3-pentenil-karbonil-, 4-pentenil-karbonil-,
l-metil-l-butenil-karbonil-, 2-metil-l-butenil-karbonil-, 3-metil-
-1-butenil-karbonil-, l-metil-2-butenil-karbonil-, 2-metil-2-
-butenil-karbonil-, 3-metil-2-butenil-karbonil-, 1l-metil-3-butenil-
—-karbonil-, 2-metil-3-butenil-karbonil-, 3-metil-3-butenil-karbonil-,
1,1-dimetil-2-propenil-karbonil-, 1,2-dimetil-1-propenil-karbonil-,
l,2-dimetil-2-propenil-karbonil-, l-etil-l-propenil-karbonil-,
l-etil-2-propenil-karbonil-, l-hexenil-karbonil-, 2-hexenil-kar-
bonil-, 3-hexenil-karbonil-, 4-hexenil-karbonil-, 5-hexenil-kar-
bonil-, 1l-metil-l-pentenil-karbonil-, 2-metil-l-pentenil-karbo-
nil-, 3-metil-l-pentenil-karbonil-, 4-metil-l-pentenil-karbonil-,
l-metil-2-pentenil-karbonil-, 2—metil—2—pentenil-karbonil—, 3-metil-
-2-pentenil-karbonil-, 4-metil-2-pentenil-karbonil-, l-metil-3-
-pentenil-karbonil-, 2-metil-3-pentenil-karbonil-, 3-metil-3-
-pentenil-karbonil-, 4-metil-3-pentenil-karbonil-, l-metil-4-pen-
tenil-karbonil-, 2-metil-4-pentenil-karbonil-, 3-metil-4-pente-
nil-karbonil-, 4-metil-4-pentenil-karbonil-, 1,l1-dimetil-2-bute-
nil-karbonil-, l,1-dimetil-3-butenil-karbonil-, l1,2-dimetil-1-
-butenil-karbonil-, 1,2-dimetil-2-butenil-karbonil-, 1,2-dimetil-
-3-butenil-karbonil-, 1,3-dimetil-1-butenil-karbonil-, 1,3-dimetil-
-2-butenil-karbonil-, 1,3—dimetil—3—butenil—karbonil—, 2,2-dimetil-
-3-butenil-karbonil-, 2,3-dimetil-1-butenil-karbonil-, 2,3-dimetil-
-2-butenil-karbonil-, 2,3—dimetil—3—butenil—karbonil—, 3,3-dimetil-
-l-butenil-karbonil-, 3,3—dimetil—2—butenil—karbonil—, l-etil-1-
-butenil-karbonil-, l-etil-2-butenil-karbonil-, 1l-etil-3-butenil-

-karbonil-, 2-etil-l-butenil-karbonil-, 2—etil—2—butenil—karbonil—,
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2-etil-3-butenil-karbonil-, 1,1,2-trimetil-2-propenil-karbonil-,
l-etil-l-metil-2-propenil-karbonil-, l-etil-2-metil-l-propenil-
-karbonil-, l-etil-2-metil-2-propenil-karbonil-, l-heptenil-
-karbonil-, 2-heptenil-karbonil-, 3-heptenil-karbonil-, 4-heptenil-
—-karbonil-, 5-heptenil-karbonil-, 6-heptenil-karbonil-, 1-oktenil-
-karbonil-, 2-oktenil-karbonil-, 3-oktenil~karbonil-, 4-oktenil-
—-karbonil-, 5-oktenil-karbonil-, 6-oktenil-karbonil-, 7-oktenil-
—karbonil-, nonenil-karbonil vagy decenil-karbonil-csoport. El&-
ny0sen alkalmazott csoport a vinil-karbonil-, propenil-karbonil-,
butenil-karbonil- vagy pentenil-karbonil-csoport.

Arilcsoportként olyan szubsztitualt vagy szubsztitudlatlan
arilcsoportokat alkalmazunk, amelyek 6-20 szénatomot tartalmaz-—
nak gylriben vagy gyfirlirendszerben. Egymissal kondenzalt aromas
gytriik vagy olyan aromas gyiriik lehetnek, amelyek alkil-, alkil-~
-karbonil-, alkenil- vagy alkenil-karbonil~lancokon, karbonil-
csoporton, oxigén- vagy nitrogénatomon keresztiil kapcsolddnak.
Arilcsoportok adott esetben 1-10 szénatomos alkil-, 3-8 szénato-
mos alkenil-, 3-6 szénatomos alkinil- vagy 3-8 szénatomos ciklo-
alkil-lancon keresztil az alapvaznal még Ossze lehetnek kapcsol-
va. Eldnyésen alkalmazott csoport a fenil- vagy naftil-csoport.

Aril-karbonil-csoportként olyan szubsztitualt vagy szubszti-
tualatlan aril-karbonil-csoportokat alkalmazunk, amelyek 6-20
szénatomot tartalmaznak gylriben vagy gylirlirendszerben. Egymas-
sal kondenzalt aromas gyidrtk vagy olyan aromis gylr(k lehetnek,
amelyek alkil-, alkil-karbonil-, alkenil- vagy alkenil-karbonil-
-l4ancokon, karbonilcsoporton, oxigén- vagy nitrogénatomon ke-

resztil kapcsolédnak. ElénySsen alkalmazott csoport fenil-kar-
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bonil- (benzoil-) vagy naftil-karbonil-csoport.

Heteroaril-csoportként szubsztitudlt vagy szubsztitualatlan,
egyszerl vagy kondenzalt, aroméds, 3-7 tagbdél 4llé gyilriket alkal-
mazunk, amelyek egy vagy tobb heteroatomot, példaul nitrogén-,
oxigén- vagy kénatomot tartalmazhatnak, és adott esetben 1-10
szénatomos alkil-, 3-8 szénatomos alkenil- vagy 3-8 szénatomos
cikloalkil-lancokon keresztiil az alapvaznal Osszekapcsolva le-
hetnek. Ilyen heteroaril-csoport lehet példaul pirazolil-,
imidazolil-, oxazolil-, izooxazolil-, tiazolil-, triazolil-,
piridil-, kinolil-, izokinolil-, akridil-, pirimidinil-, pirida-
zinil-, pirazinil-, fenazinil-, purinil- vagy pteridil-csoport.
A heteroaril-csoportok heterocatomon vagy kiilénbdz8 szénatomokon
keresztil gylrlbe vagy gylrilirendszerbe kapcsolédhatnak, vagy
szubsztituenseken keresztiil az alapvazhoz kapcsolédhatnak. Hete-
roaril-karbonil-csoportokon olyan heteroaromés csoportokat ér-
tink, amelyek karbonilcsoporton keresztiil az alapvazhoz kapcso-
lédnak. Elénydsen alkalmazott csoport a piridil-, imidazolil-,
pirimidinil-, purinil-, pirazinil- vagy kinolil-csoport.

Az emlitett R' csoport szubsztituense lehet példaul egy vagy
tobb szubsztituens az aldbbiak kéziil: halogénatom, példaul flu-
or-, klér- vagy brdématom, tiocsoport, nitro-, amino-, hidroxi-,
alkil-, alkoxi-, alkenil-, alkenil-oxi-, alkinil-csoport vagy
tovabbi aromas vagy tovabbi telitett vagy telitetlen, nem aromas
gylird vagy gylirlirendszer. Elénydsen alkalmazhatdk alkilcsopor-
tok, példaul 1-6 szénatomos alkilcsoportok, példadul metil-,
etil-, propil- vagy butilcsoport, halogénatom, példaul kloér-,

fluor- vagy brématom, hidroxi- vagy aminocsoport.
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R' jelentése eldénydsen hidrogénatom.

R® jelentése az -NR'R’ Altalénos képletdi csoportban hidrogén-
atom, szubsztitualt vagy szubsztitudlatlan, elagazé vagy egyenes
lénct, 1-10 szénatomos alkil-, 2-10 szénatomos alkenil-, aril-
vagy heteroaril-csoport, ahol az alkil-, alkenil-, aril- és
heteroaril-csoport jelentését 1lasd fentebb. Eldénydsen hidrogén-
atom vagy 1-10 szénatomos alkil-, példaul metil-, etil- vagy
propil-csoport.

Az emlitett R® csoport szubsztituense lehet példaul egy vagy
tobb szubsztituens az aldbbiak k&ziil: halogénatom, példaul flu-
or-, kloér- vagy brématom, tiocsoport, nitro-, amino-, hidroxi-,
alkil-, alkoxi-, alkenil-, alkenil-oxi-, alkinil-csoport vagy
tovabbi aromas vagy tovabbi telitett vagy telitetlen, nem aromas
gylrd vagy gylrlrendszer. El&nydsen alkalmazhatdk alkilcsopor-
tok, példaul 1-6 szénatomos alkil-, igy metil-, etil-, propil-
vagy butil-csoport, arilcsoport, példaul fenilcsoport, halogén-
atom, példaul klér-, fluor- vagy brématom, hidroxi- vagy amino-
csoport.

Tovabba két szomszédos R*' vagy R® egyutt kialakithat egy to-
vabbi szubsztitualt vagy szubsztitualatlan, aromas, telitett vagy
részben telitett, 5-6 atomos gydrit, amely egy vagy toébb hetero-
atomot, példaul oxigén-, nitrogén- vagy kénatomot tartalmazhat.

R', R?, R’ szubsztituensek egyikének jelentése az (I) és (II)
altalanos képletben elénydésen aril-, példaul fenilcsoport. To-
vabba R', R?, R® szubsztituensek egyikének jelentése az (I) és
(IT) altalanos képletben elénydsen hidroxilcsoport és hidrogén-

atom vagy metilcsoport.
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A talalmany szerinti eljarast eldnyésen 4 és 11 kdzotti, eld-
nyosebben 4 és 9 kozétti pH-nadl végezziik.

Az eljaréasban tovabba eldnydsen 0,01 és 10 tomeg%s kozotti
nitrilt vagy 0,01 és 10 témeg%® kozotti, megfeleld aldehidet vagy
ketont és 0,01 és 10 tomeg% k&zétti hidrogén-cianidot alkalma-
zunk. Az eljarast eldnydsen hidrogén-cianid-felesleggel hajtjuk
végre. Ez bizonyos kériilmények kdzdtt a beadottnal magasabb hid-
rogén-cianid-aradnyhoz vezet. Ami a nitrilt illeti, kilénbdzd
mennyiségd nitrilt alkalmazhatunk a reakcidban. A legkisebb
mennyiségben (= 0,01 és 5 témeg% koézétti mennyiség) alkalmazott
nitril (cianhidrin) eldénydsen annyi, amennyi a megfeleld$ alde-
hiddel és hidrogén-cianiddal egyensulyban van. Az aldehid a mik-
roorganizmusokra vagy enzimre rendszerint toxikus. A nitrileket,
amelyek konnyen parolognak, elénydsen szintén 0,01 és 5 tomeg$
k6z6tti mennyiségben alkalmazzuk. Magasabb cidnhidrin- illetve
nitrilmennyiség késlelteti a reakciét. Az olyan nitrileket, ame-
lyek csak csekély vagy szinte semmilyen olddszer~tulajdonsaggal
sem rendelkeznek, vagy az olyan nitrileket, amelyek vizes kézeg-
ben nagyon rosszul oldédnak, eldnydsen a fentebb megadott meny-
nyiségnél nagyobb mennyiségben alkalmazzuk. Az atalakult mennyi-
ség €s a kitermelés ndvelése céljabél a reakcidt ugy végezziik,
hogy folyamatosan adagolunk racém nitrileket. A terméket a reak-
cié befejezése utdn izolaljuk, vagy egy leagaztatott vezetéken
folyamatosan eltavolitjuk.

A fentebb emlitett, megfeleld aldehideken vagy ketonokon
olyan vegyiileteket értiink, amelyek alkalmazasaval az aldehid

vagy keton és a hidrogén-cianid k&ézétti reakcidban, adott eset-
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ben savkatalizissel, nitril keletkezik. Aldehid ¢és hidrogén-
-cianid ko&z6tti reakcid cidnhidrinekhez vezet, amelyeknek az az
eldényik, hogy az aldehiddel és a hidrogén-cianiddal egyensulyban
vannak. A cianhidrinek egyensulydnak bedllasaval enzimet alkal-
mazva lehetdség van arra, hogy csak az egyik nitril-enantiomer
alakuljon at, ennek ellenére elméletileg 100%-o0os kitermelést el-
érve, minthogy a racém nitrilt &llanddéan pbétoljuk. Az &sszes
tobbi, enzimesen at nem alakithatdé nitrilt (= “fals” illetve ma-
sik enantiomer) eldénydsen kémiai reakciéval racemizaljuk, és az
eljaras szamara uUjra rendelkezésre 4ll a 100%-os elméleti kiter-
melés elérhetdségét biztositva, az egyensuly tehat beall, és a
sztereocentrum megtartasaval lezajlik a kémiai elszappanositas.

A talalmany Szerinti eljarast elénydsen 0°C és 80°C koézotti,
elénybsebben 10 C és 60 C kozotti, kiiléndsen eldnydsen 15 C és 50 C
k6zotti hémérsékleten végezziik.

A talalmany szerinti eljarasban racém nitrileken olyan
nitrileket értiink, amelyek mindkét enantiomer 50:50-aranyu keve-
rékébdl allnak, vagy tetszés szerinti masik keverékbdl, amelyben
a kettd koziil barmelyik enantiomerre nézve dusitott a keverék.

A talalmany szerint el8allitott kiradlis karbonsavakon az
egyik enantiomerre nézve dusitott karbonsavakat értiink. Az elja-
ras alkalmazasaval eldnydsen legaldbb 90%-os, eldnydsebben mini-
malisan 95%-os, kilonosen eldnydsen minimalisan 98%-os, nagyon
kilonbsen eldénydésen minimalisan 99%-os enantiomer-tisztasagot
érink el.

A talalmany szerinti eljaras lehetdvé teszi nagyszamia racém

nitril Aatalakitdsat kiralis karbonsavakkd. Az eljarasban 6éran-
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ként legalabb 25 mmol nitril (mg fehérjére vonatkoztatva), vagy
6ranként legalabb 25 mmol nitril (g mikroorganizmusbdél szarmazd
szarazanyag-tartalomra vonatkoztatva), elényésen legalabb 30
mmol nitril (mg fehérjére vonatkoztatva), vagy éranként legalabb
30 mmol nitril (g mikroorganizmusbdl szarmazd szarazanyag-
tartalomra vonatkoztatva), kilonésen eldényésen 40 mmol nitril
(mg fehérjére vonatkoztatva), vagy O6ranként legaldbb 40 mmol
nitril (g mikroorganizmusbdél szarmazé szdrazanyag-tartalomra vo-
natkoztatva), nagyon kiiléndsen elénydsen 50 mmol nitril (mg fe-
hérjére vonatkoztatva), vagy o6ranként legaldbb 50 mmol nitril (g
mikroorganizmusbél szdrmazé szarazanyag-tartalomra vonatkoztat-
va) képes Aatalakulni.

A talalmany szerinti eljaradsban olyan noévekvd fazisban levd
sejteket lehet alkalmazni, amelyek tartalmazzak a talalmany sze-
rinti nukleinsavakat, nukleinsav-konstrukcidkat vagy vektorokat.
Nyugvé vagy feltart sejteket is lehet alkalmazni. Feltart sejte-
ken példaul olyan sejteket értiink, amelyeket valamilyen kezelés-
sel, példaul olddszerekkel vald kezeléssel atjarhatova tettink,
vagy olyan sejteket, amelyeket enzimes kezeléssel, mechanikai
kezeléssel (példaul French-press vagy ultrahangos kezeléssel)
vagy egyéb médszerrel szétroncsoltunk. Az igy kapott nyers ext-
raktum eldénydsen megfeleld a talalmany szerinti eljarasokban.
Tisztitott enzim is alkalmazhaté az eljarasban. Szintén megfe-~
lelnek immobilizalt mikroorganizmusok vagy enzimek, amelyek eld-~
nyosen alkalmazhatdék a reakcidban.

A talalmany szerinti eljarasban eldallitott kiralis karbonsava-

kat eldnydsen extrakcidéval, vagy kristalyositassal, vagy extrak-
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cidéval és kristdlyositdssal nyerjik ki a reakcidoldatbsdl. Ebbd&1l
a célbdél a vizes reakcibé-oldatot savval, példdul asvanyi savval
(példaul sésavval vagy kénsavval) vagy szerves savval megsava-
nyitjuk, eldnydsen 2 alatti pH-értékre, és azutdn egy szerves
oldészerrel extrahdljuk. Az extrakcidt a kitermelés nodvelése
céljabdél tobbszdr megismételhetjik. Szerves oldészerként elvileg
badrmilyen olddészert alkalmazhatunk, amely vizt6l, adott esetben
sé hozzdaddsara elvald fazist képez. Eldénydsen alkalmazhatd ol-
dészer példaul toluol, benzol, hexan, metil-terc-butil-éter vagy
etil-acetéat.

A szerves fazis betdményitése utdn a terméket rendszerint jé
kémiai tisztasaggal, azaz 90%-nal nagyobb kémiai tisztasaggal
tudjuk kinyerni. Extrakcié utdn a terméket tartalmazd szerves
fazist azonban csak részben tudjuk betoményiteni és a terméket
kikristalyositani. Ebb&l a célbdl az oldatot elénydsen lehfitjik
0°C és 10°C hémérséklet kozé. A kristalyosodas bekévetkezhet k&z-
vetlenil a szerves oldatbdl is. Atkristalyositéas céljaboél a ki-
kristalyositott terméket feloldhatjuk mégegyszer ugyanabban vagy
egy masik olddészerben, és mégegyszer‘kristélyosithatjuk. A to-
vabbi, legaldabb még egyszer végzett kristdlyositds az eutektikum
allapotatél fiiggéen tovabb névelheti a termék tisztasdgat az
enantiomerre nézve.

A kiralis karbonsavak kézvetleniil savval valdé, eldnydsen 2
alatti pH-ra savanyitas utéan kikristdlyosithaték a vizes reak-
cidoldatbdél. EbbSl a célbdl a vizes oldatot elénybsen melegités
kézben betdményitiiik, térfogatdt a kiindulasi 10-90%-4ra, els-

nyosen 20-80%-ara, kildéndsen elényésen 30-70%-4ra csokkentjiik. A
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kristalyositast eldnyGsen hilités koézben végezziik. A kristdlyositas-
ra elénydésen 0C és 10 C kozdtti hémérsékletet alkalmazunk. A
k6ltségek szempontjadbdl eldényds a vizes oldatbdl vald kdzvetlen
kikristalyositas. Ugyanakkor elényds a kirdlis karbonsavak feldol-
gozasa extrakcibval, és adott esetben tovabbi kristalyositassal.

Ezeket az eldnyds feldolgozasi médszereket alkalmazva a ta-
lalmany szerinti eljardssal elBallitott terméket a reakciodéba be-
vitt nitrilre vonatkoztatva 60-100%, elénybsen 80-100%, kiilono-
sen eldénybsen 90-100% kitermeléssel izolaljuk. Az izolalt termék
nagymértékd, 90%-ndl nagyobb, eldénydsen 95%-nal nagyobb, kiloénd-
sen eldénybsen 98%-nal nagyobb kémiai tisztasdgot mutat. Tovabba
a termék nagymértékd enantiomer-tisztasidgot mutat, ami krista-
lyositassal tovabb névelhetd.

Az 1igy kapott termékeket szerves szintézisekben kiinduldsi
anyagként lehet alkalmazni gyégyszer vagy agrokémiai vegyszer
eléallitidsdhoz vagy racemizalashoz.

A talalmany egy tovabbi tArgya egy izoldlt nukleinsav-szek-
vencia, amely nitriladz-aktivitdssal rendelkezd polipeptidet ké-
dol, és az valamelyike:

a) az 1. szamld szekvenciaval (SEQ ID NO: 1) rendelkezd
nukleinsav-szekvencia,

b) olyan nukleinsav-szekvencia, amelyet a genetikai kéd
degeneraltsdga eredményeként az 1. szadmd nukleinsav-szekvencia-
bdél lehet levezetni,

c) az 1. szami nukleinsav-szekvencia olyan szarmazéka,
amely a 2. szamd aminosav-szekvenciaval rendelkezd polipeptidet

kébdol, és aminosav-szinten legaldbb 80%-o0san homoldég azzal,
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anélkil, hogy a polipeptid enzimhatasa lényegesen cs&kkenne.

A talalmany szerinti, 1. szamd szekvenciaval rendelkezd nuk-
leinsav-szekvencia homoldégjan példaul olyan allélvaridnsokat ér-
tink, amelyek levezetett aminosav-szinten legaldbb 95% homolé-
giat, eldnydsen legalabb 97% homolégiat, kiiléndsen eldénydsen
legalabb 98%-os homoldégidt mutatnak a teljes hosszusagui szekven-
ciat véve. A szekvencia részleteit véve a homolbégia eldny&sen
nagyobb is lehet. Az 1. szami szekvenciabol levezetett aminosav-
szekvencidn a 2. szami szekvenciat értjik. Allélvaridnsokon kii-
16nésen olyan funkciondlis variansokat értink, amelyekhez az 1.
szami szekvencidban 1évé nukleotidok delécidjaval, inszercid-—
javal vagy szubsztittciéjaval jutunk, amelybél levezetett, szin-
tetizalt fehérje enzimaktivitdsanak lényegesen nem szabad cs&k-
kennie, egy vagy tébb gén mikroorganizmusba valdé bevitele ese-
tén. A taldlmany targyat képezik ezaltal olyan aminosav-szek-
vencidk is, amelyeket a fentebb leirt csoportban 1év&3 nuklein-
sav-szekvencidk kdédolnak. A talalmany targyat elénybsen olyan
aminosav-szekvencidk képezik, amelyeket az 1. szamd szekvencia
kédol.

Az 1. szadmid szekvencia homolégjain értiink tovabba példaul
gombaeredetld vagy bakterialis homolégokat, réviditett szekvenci-
akat, egyszalu DNS-t, vagy kédold vagy nem-kédold DNS-szekven-
cianak megfeleld RNS-t. Az 1. szami szekvencia homoldégjai esetén
DNS-szinten legaléabb 60%~-0s, eldnydsen legaldbb 70%-o0s, kiiléns-
sen eldnyésen legalabb 80%-o0s, nagyon elénydsen legalabb 90%-os
homolégiat értiink az 1. szama szekvencidban megadott teljes DNS-

-szekvencian.
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Ezenkivil az 1. szami szekvencia homoldégjain értiink szarmazé-
kokat, példaul prométervaridnsokat. Az adott nukleotid-szekven-
Ciatdél szintézisiradnnyal szemben miksédéképesen kapcsolt promdte-—
rek médositva lehetnek egy vagy tobb nukleotidcserével, inszer-
cidéval (inszercidkkal) és/vagy delécidéval (delécidkkal) anélkiil,
hogy ez a prométerek funkciéjat illetve hatékonysadgat hatranyo-
san befolyasolnd. A prombéterek hatékonysidgat noévelni is lehet
szekvenciajuk médositasaval, vagy teljesen helyettesiteni lehet
azokat egy hatékonyabb prombéterekkel, heteroldég szervezetbdl
szadrmazd prombdéterekkel is.

Szarmazékokon olyan varidnsokat is értiink, amelyek nukleotid-
-szekvenciaja a start-kédon elétt -1-t81 -200-ig terjedd szaka-
szon vagy a stop-kdédon utani 0-tél 1000. bazisparig terjedd sza-
kasza 1Ugy van megvaltoztatva, hogy a génexpresszid és/vagy
fehérjeexpresszid mértéke megvaltozott, eldnydsen fokozddott.

Az 1. szami szekvencidt vagy homolégjait baktériumokbdl, eld-
nyésen gram-negativ baktériumokbdl, kiildéndsen eldnydsen az
Alcaligenes nemzetséghez tartoz6é baktériumokbédl, nagyon kilono-
sen eldny&sen Alcaligenes nemzetségb8l és Alcaligenes faecalis
fajbél lehet izoladlni a szakember A&ltal ismert médszerek alkal-
mazasaval.

Az 1. szamu szekvenciat vagy homolégjait, vagy ezen szekven-
ciak részleteit példaul szokasos hibridizaciés eljaras vagy PCR-
—technika alkalmazéséaval, mas gombakbdél vagy baktériumokbdl le-
het izolalni. Ezek a DNS-szekvencidk standard hibridizaciés k-
rulmények kozott képesek hibridizalédni a talalmany szerinti

szekvenciakkal. Hibridizalasra eldnydsen révid, olyan konzerva-
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tiv részletb6l, példaul az aktiv centrumbdél szarmazé oligo-
nukleotidot alkalmazunk, amely mas nitrildzokkal vagy nitril-
hidratazokkal valdé Osszehasonlitds utjan, szakember &ltal ismert
médon lehet meghatérozni. A taldlmdny szerinti nukleinsavak
hosszabb fragmentumait vagy teljes szekvencidkat is lehet hibri-
dizalasra alkalmazni. Aszerint, hogy milyen nukleinsav-oligo-
nukleotidot alkalmazunk, hosszabb fragmentumokat vagy teljes
szekvenciat, vagy milyen nukleinsav-tipust, DNS-t vagy RNS-t al-
kalmazunk hibridizalasra, lehet varidlni ezeket a standard k&-
rilményeket. Példaul az olvadaspont DNS-DSN-hibridre koériilbeliil
10°C-al alacsonyabb, mint ugyanilyen hosszusdg@i DNS-RNS-hibridre.

Standard korulményeken értlink példaul nukleinsavtél fiiggGen
42°C és 58°C k6zotti hémérsékletet vizes puffer-oldatban, 0,1-5 x
SSC (1 X SssC: 0,15 M NaCl, 15 mM natrium-citrat, pH 7,2) kon-
centracidban, vagy még 50% formamid jelenlétében, 42°C-ot 5 x
SSC-ben, 50% formamidban. A hibridizacidés kériilmények DNS-DNS-
-hibridre elénydsen 0,1 x SSC és koriilbeliil 20°C és 45°C kozotti,
eldénybsen koriilbeliil 30°C és 45°C kézoétti hémérséklet. A hibridi-
zacibds korilmények DNS-RNS-hibridre elénydsen 0,1 x SSC és k&-
rilbelil 30°C és 55°C ko&zotti, eldnydsen korilbeliil 45°C és 55°C
k6zotti hémérséklet. A hibridizaciéra fentebb megadott hémérsék-
letek egy konkrét példaban szamitott olvadaspontok, amelyek k&-
rilbelidl 100 nukleotid hosszuisagu és 50%-os G+C-tartalommal ren-—
delkezd nukleinsavra vonatkoznak. DNS-hibridiz&lasban alkalmaz-
haté kisérleti koérilményeket 1leirnak ide vonatkozd genetikai
tankdényvekben, példaul Sambrook és munkatarsai “Molecular

Cloning” cimd kdnyvében (Cold Spring Harbor Laboratory Press,
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1989), amelyben szakember &ltal ismert képletek alkalmazasaval
kiszamithaté példaul a nukleinsav hosszisdgatél, a hibrid fajta-
jatdél vagy a G+C-tartalomtdl valéd figgés. Szakember tovabbi,
hibridizacidéval kapcsolatos informaciét taldlhat az alabbi tan-
kényvekben: Ausubel és munkatdrsai (szerk.), “Current Protocols
in Molecular Biology”, John Wiley and Sons, New York (1994);
Hames and Higgins (szerk.), ,Nucleic Acids Hybridization: A
Practical Approach”, IRL Press at Oxford University Press
(1985), Oxford; Brown (szerk.), ,Essential Molecular Biology: A
Practical Approach”, 1IRL Press at Oxford University Press
(1991), Oxford.

A talalmany szerinti nukleinsav-konstrukcidékon 1. szami sSzek-
venciaval rendelkezd nitrilaz-gént és homolégjait értjik, ame-
lyek elénydsen egy vagy tobb szabalyzé szignallal vannak Ossze-
kapcsolva az génexpresszid fokozdsa céljabol. Ilyen szabalyzd
szekvenciakon értink példaul olyan szekvenciakat, amelyek induk-
torhoz vagy represszorhoz képesek k&étédni, igy szabalyozni képe-
sek a nukleinsav expresszidéjat. Az uj szabalyzé szekvencidkon
kivil még természetes szabalyzd szekvenciak is jelen lehetnek az
aktualis strukturdlis gének eldtt agy, hogy a természetes sza-
balyzast, adott esetben genetikai médositassal le lehet kapcsol-
ni, és a gének expresszidjanak mértéke névekszik. Azonban a gén-
konstrukcidk rendelkezhetnek egyszeriibb struktardval, azaz hoz-
zaadott szabalyzé szignidlok nincsenek inszertalva az 1. szamu
szekvencia vagy homoldégjai elé, és a természetes prométer, sza-
balyzé funkcidéjaval nincs eltavolitva. Helyette, a természetes

szabalyzé szekvencia Ugy van mutélva, hogy a szabalyzas tovabb
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mar nem miikoédik, és a génexpresszid fokozddik. A génkonstrukcidk
eldénydsen tovabba tartalmazhatnak egy vagy toébb, udgynevezett
»enhanszerszekvenciat” funkciondlisan a prométerhez kapcsolva,
amely lehetdévé teszi a nukleinsav-szekvencia fokozott mértékd
expresszidjat. Tovabbi elényds szekvencidk, példaul mas szabaly-
z0 elemek vagy termindtorok inszertdldsdra is van lehetdség a
DNS-szekvenciak 3’ -végéhez. A taldlmany szerinti nukleinsavak
egy vagy tobb képidban lehetnek jelen a konstrukciéban. A konst-
rukcidban tovdbbi markerek 1lehetnek, példaul antibiotikum-
rezisztenciat meghatarozé vagy auxotré6fidt komplementald gén,
adott esetben a konstrukcié szelektdlasa céljabol.

A talalmany szerinti eljarasban elénydsen alkalmazhatd sza-
balyzé szekvenciadk vannak példaul az alabbi prométerekben: cos-,
tac-, trp-, tet-, trp-tet-, lpp-, lac-, lpp-lac-, lacIgq-, T7-,
T5-, T3-, gal-, trc-, ara-, SP6-, A-PR-prombéterekben vagy A-PL-
prométerben, amelyek eldny6sen alkalmazhaték gram-negativ bakté-
riumokban. Tovabbi eldény6s szabdlyzd szekvencidk vannak példaul
gram-pozitiv, amy- és SPO02-promdéterekben, éleszté eredetd ADC1-,
MFa-, AC-, P-60-, CYCl-, GAPDH-, TEF-, rp28-, ADH-promdéterekben.
Ebben az &sszefiiggésben elényds még piruvat karboxildz és példa-
ul Hansenula-bol szarmazé metanol oxidiz prométere. Mesterséges
prombtereket is lehet szabalyzasra alkalmazni.

A nukleinsav-konstrukcidét gazdaszervezetben valdé expresszid
céljabdél vektorba, elénydsen plazmidba, fagba vagy egyéb DNS-be
inszertaljuk, amely lehetdvé teszi a gén optimalis expresszidjat
gazdaszervezetben. Ezek a vektorok a taldlmany egy tovabbi els-

nyos megvaldésitasi médjat jelentik. Alkalmas plazmid példaul E.

72.372/BE



25 :

coli-ban pEGFP, pLG338, pACYC184, pBR322, pUC18, pUCl9, pKC30,
pRep4, pHS1, pHS2, pPLc236, pMBL24, pLG200, pUR290, pIN-III**’*-B1,
Agtll vagy pBdCI, Streptomycesben pIJl01, pIJ364, pIJ702 vagy
pIJ361, Bacillusban pUB110, pCl94 vagy pBD214, Corynebacte-
riumban pSA77 vagy pAJ667, gombdkban pALSl, pIL2 vagy pBB116, 2 1
m élesztdkben pAG-1, Yep6, Yepl3 vagy pEMBLYe23, vagy ndvények-
ben pLGV23, pGHlac’, pBIN19, pAC2004 vagy pDHS51. Az emlitett
plazmidok csak egy kis valasztékat jelentik a lehetséges
plazmidoknak. Tovabbi plazmidok jél ismertek szakember szamara,
és leirasuk megtalalhatdé példdul a fentebb emlitett, »Cloning
Vectors” cimd konyvben (szerk. Pouwels P. H. et al., Elsevier,
Amsterdam-New York-Oxford, 1985, ISBN O 444 904018).

A nukleinsav-konstrukcié tovabbi, beépitett gének expresz-
szalasa céljabdél eldénydsen jarulékos 3’ - és/vagy 5 -terminalis
szabalyzé szekvencidkat tartalmaz az expresszidé fokozasa célja-
bol, amelyeket optimalis expresszidhoz a kivalasztott gazdaszer-
vezettdl és géntdl vagy génektdl fligg8en szelektalunk.

Ezeket a szabalyzé szekvenciadkat azért alkalmazzuk, hogy lehe-
tévé tegylk a gén célzott expresszidjat és a fehérje-expressziét.
Ez Jelentheti példaul a gazdaszervezett8l fiiggéen, hogy a gén csak
indukcidé utan expresszaldédik vagy fokozott mértékben expressza-
16dik (a termék tultermelddik), vagy azt, hogy azonnal expressza-
1o6dik és/vagy fokozott mértékben expresszalddik.

A szabalyzd szekvencidk illetve faktorok ezenkiviil, eldénydsen
jétekony hatast képesek kifejteni a bevitt gén expresszidjara,
és 1gy képesek annak mértékét névelni vagy csdkkenteni. Tehit a

szabalyzé elemek fokoz6 hatisa elénydsen transzkripcié szintjén
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torténhet meg, erds transzkripcids szignalok, példaul prombdterek
és/vagy ,enhanszerek” alkalmazasaval. Azonban lehet6ség van a
transzlaci6é fokozasara is, példaul a mRNS stabilitidsanak javita-
saval.

A talalmany masik elényds megvaldésitasi médja szerint, a vek-
torok vonatkozasaban, a taldlmdny szerinti nukleinsav-konstruk-
ciét vagy a taldlmany szerinti nukleinsavat tartalmazé vektort
eldénybsen bevihetjiik linedris DNS formajaban a mikroorganizmus-
okba, és heteroldg vagy homolég rekombinacidval integralhatjuk a
gazdaszervezet genomjdba. Ez a linedris DNS 4llhat linearizalt
vektorbdl, példaul plazmidbél, vagy csak a nukleinsav-konstruk-
cidébbl vagy nukleinsavbédl.

Heteroldg génnek egy organizmusban vald, optimalis expresz-
szalasa céljabol eldnyds megvaltoztatni a nukleinsav-szekven-
ciakat olyanra, amely megfelel az organizmus altal alkalmazott,
specifikus ,kbédonhaszndlatnak”. A ,kédonhasznalat” kénnyen meg-
hatarozhaté az illetd organizmus mas, ismert génjének szamitdbégé-
pes kiértékelésének segitségével.

A talalmany szerinti nukleinsavnak vagy nukleinsav-konstruk-
cidnak megfelelé gazdaszervezet lehet elvileg minden prokaridta
és eukaridéta organizmus. Gazdaszervezetként eldénydsen alkalma-
zott mikroorganizmusok példaul baktériumok, gombak vagy élesz-
ték. Eldnydsen gram-pozitiv vagy gram-negativ baktériumokat, el-
sbésorban Enterobacteriaceae vagy Nocardiaceae csaladhoz tartozo,
kilondsen Escherichia, Pseudomonas vagy Rhodococcus nemzetséghez
tartozé baktériumokat alkalmazunk. Kiiléndsen eldényosen alkalma-

zott nemzetség és faj az Escherichia coli.
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A taladlmany szerinti gazdaszervezet eldnydsen legalabb egy,
fehérjeszerd agenst tartalmaz a szintetizalt polipeptid, és kii-
lonésen a taldlmany szerinti nukleinsav-szekvencidk 4&altal ké-
dolt, nitrilaz-akitivitassal rendelkezd polipeptid konformacié-
janak kialakitéasa céljabdél, és/vagy ezt az agenst kédold géneket
tartalmaz, ahol az &agens akkora mennyiségben &ll rendelkezésre,
amely toébb, mint az illetdé mikroorganizmusban 1lévé alapmennyi-
ség. Az Aagenst kdédold gének kromoszémdban vagy extrakromoszd-

malis elemekben, példdul plazmidokban taldlhaték.

1. példa

Nitrilaz tisztitasa Alcaligenes faecalis 1650-bél
l. Sejtek eléallitasa
Alcaligenes faecalis 1650-tdrzset 30 C-on 8 éra hosszaig A-téap-

kdzegben tenyésztettink.

A-tapkodzeg:

Elesztd&kivonat 5 g/l
Pepton 3,5 g/l
CH,CO,NH, 5 g/1
KH,PO, 5 g/l
MgSo, 0,2 g/1
FeSO, 0,03 g/1
NacCl 1 g/1
Butironitril 1 g/l

Ezzel az ellrazott tenyészettel beoltottunk 8 liter friss A-
tapkézeget, egy 10 literes fermentorba. A pH-t 7,2-n, a hémér-
sékletet 30°C-on, a leveglztetés sebességét 300 1/6ran és a for-

dulatszamot 300 rpm-en tartjuk. 22 éra milva 81 g nedves sejt-
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masszat nyertink ki. A megfeleld szaraz sejttomeg 3,8 g/l volt,
€s az optikai sliriség 600 nm-en 8 volt.

2. Enzimaktivitas meghatidrozasa oa-hidroxi-fenil-acetonitril-
lel (mandulasavnitril)szemben

A sejteket az 1. pontban leirtak szerint &allitottuk eld, és
10 mM Na/K-foszfat-pufferben (pH 7,2), kétszer mostuk azokat. 40
mg szaraz sejtet felszuszpendaltunk 20 ml, 10 mM Na/K-foszfat-
-pufferben (pH 6,8), és a reakciét 8,3 mM oa-hidroxi-fenil-
—acetonitril hozzaadasaval elinditottuk. A reakciét 40°C-on, ra-
zatas kozben végeztiik. A racemizdcidé kinetikajat mintavétel,
azutan sejtek elkiilénitése utadn nagyhatékonysagt folyadékkroma-
tografia (ODS Hypersil) segitségével koévettilk. Meghataroztuk a
oa-hidroxi-fenil-acetonitril, benzaldehid, mandulasavamid és man-
dulasav mennyiségét. Az eredményeket bemutatjuk az 1. &bran (-
-hidroxi-fenil-acetonitril &talakulasa mandulasavva, “batch”). A
mandulasav keletkezési sebessége 41,3 U/g sziraz sejttdomegre vo-
natkoztatva, 30%-os atalakuladsndl, ahol az 1 egységet ugy defi-
nialjuk, mint amely 1 pmol mandulasavat képes eldallitani 1 perc
alatt, 40°C-on.

3. Enzim-szelektivitds meghatdrozdsa a-hidroxi-fenil-aceto-
nitrillel szemben

A sejteket az 1. pontban leirtak szerint &allitottuk els, és
10 mM Na/K-foszfat-pufferben (pH 7,2), kétszer mostuk azokat. 40
mg szaraz sejtet felszuszpendadltunk 20 ml, 10 mM Na/K-foszfat-
-pufferben (pH 6,8), és a reakciét 8,3 mM a-hidroxi-fenil-aceto-
nitril hozzdaddsaval elinditottuk. A reakciét 30°C-on, razatas
kézben vegeztik. A racemizacié kinetikajat mintavétel, azutan

sejt elkilénitése utdn nagyhatékonysagu folyadékkromatografia
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(Nucleodex P-PM) segitségével kovettik. Ebben meghatdroztuk az
S-(+)- és R-(-)-mandulasavat. A keletkezett R-(-)-mandulasav
(e€rys) oOptikai tisztasaga 98%-os volt, 50%-os Aatalakulasndl. Az
enzim szelektivitasa (=E) 50%-os atalakulasnal 499 volt.

4. Tisztitds

A tisztitasban alkalmazott valamennyi puffer, hacsak maskép-
pen nem emlitjik, 10 mM DTT-t tartalmazott.

1. lépés: Sejtfeltaras

Az 1. példaban leirt, 10 literes fermentaciébdl kinyert sej-
teket lecentrifugaltuk, és kétszer mostuk 1 1liter 0,1 M
Tris/HCl-pufferrel (pH 7,2). A kitermelés koériilbeliil 162 g ned-
ves sejtmassza volt. 81 g nedves sejtmasszat felszuszpendaltunk
160 ml 0,1 M Tris/HCl-pufferben (pH 7,2), és négyszer feltartuk
Menton-Gaulin-féle homogenizatorban, 750 bar nyomds alkalmazasa-
val. A homogenizatumot azutén 30 percig, 30.000 g-n centrifugil-
tuk, és az iledéket eldobtuk. A megmaradt rész (140 ml) a kiin-
dulasi rész aktivitdsdnak 73%-4t tartalmazta, az 1. tablazatban
bemutatottak szerint.

2. lépés: Ioncseréld kromatografia

A megmaradt részt A-pufferrel (20 mM Tris/HCl, pH 8,5) 400
ml-re higitottuk, és még egyszer lecentrifugdltuk 23.000 g-n, 20
percig. Azutan 350 ml-t felvittink Q-Sepharose-oszlopra (atmérd
5 cm, magassag 22 cm, térfogat 432 ml, Q-Sepharose Fast Flow a
Pharmacia cégtél) A-pufferben. Azutdn 20 ml/perc 4&ramlasi
sebeséggel, 10% B-pufferrel (ugyanaz, mint az A-puffer, de 1 M
NaCl-t tartalmaz) mostuk (a felvitt és mosdtérfogat Osszesen 1,5
1). Az eluacidés folyadékban 90 perc alatt linearisan megnove-

kedett 100%-ra a B-puffer mennyisége. Azutan a 91-120. percben
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100% B-pufferrel mostuk. 100 db, 40 ml-es frakciét szedtiink. A
nitrilaz az 50 és a 60. frakcid koézétt eludlédott. A frakcidkat
egyesitettik, és 10 kDa molekulatdmegnél kizard membran (Amicon)
alkalmazasaval, ultraszilréssel 10 ml térfogatra téményitettiik.

3. lépés: Molekulaszilirésen alapulé kromatografia

Az ioncseréld kromatografiadbdl szarmazd koncentratumot (2.
lépés) két lépésben, egyenként 5-5 ml-t, felvittiik molekulaszi-
résen alapulé kromatografids oszlopra (Superdex 200 perp. grade,
Pharmacia, elvalasztasi tartomany 10 és 600 kDa koézott, 2,6 cm
atmérd, 60 cm magassag, 325 ml térfogat) tovabbi tisztitas cél-
jabdél. A detektalast 280 nm-en végeztiik. Az oszlopot 20 mM fosz-—
fat-puffert (pH 7,4), 5 mM DIT-t és 150 mM NaCl-t tartalmazd ol-
dattal ekvilibréaltuk, és 1,5 ml/perc &aramlasi sebességet alkal-
maztunk. 40 frakcidét szedtiink. Nitrilt elszappanositdé aktivitast
a 3-5. frakcidékban taldltunk.

4. lépés: Ioncseréld kromatografia

A molekulaszilirésen alapulé kromatografiabdl szarmazéd, egyesi-
tett frakcidkat (3. 1lépés) Mono Q oszlopot (oszloptérfogat 1 ml,
Mono Q HR 5/5, Pharmacia) alkalmazd, ioncseréléd kromatografiara,
tovabbi  tisztitds céljabdél. A-pufferként szolgalt: 20 mM
Tris/HCl, pH 8,5, 5 mM DTT, B-pufferként szolgalt ugyanez a puf-
fer, azaz A-puffer + 1 M NaCl. Az é&4ramlidsi sebesség 1 ml/perc
volt. A molekulaszirésen alapuld kromatografidbél szarmazéd, ko-
rilbelil 6 mS/cm vezetdképességre higitott, aktivitast tartalma-
26 frakcidkat (korilbeldl 100 ml) koézvetleniill felvittik a Mono Q
oszlopra, és igy a fehérjék adszorbedlddtak. A felvitel utan az
oszlopot 5% B-puffert tartalmazé oldattal mostuk. Az oszlopot 30

perc alatt eludltuk, 5%-tdél 40% B-t tartalmazd gradienssel, majd
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100% b-vel mostuk 10 percig. A nitrildz a gradiens 17. és 18.
frakcidéjdban elualddott.
‘A tisztitas 1-4. lépéseit az 1. tdblazatban mutatjuk be.

1. téblazat: A tisztitasi eljaras vazlata

Préba Térf. Akti- |Osszes Ki- Fehér- |Ossz. Spec.
(ml) vités aktivi- term. | je fehér- | akt.
(U/1) tas (mU) | (%) (mg/ml) | je(mg) | (U/qg)
Feltaras | 160 480 76800 100 - - -
eldtt
Feltaras | 140 400 56000 72,9 - - -
utén

Q-Sepharose

Felvitt 140 192 26880 35 12,4 1736 15

WF 400 77 30800 40,1 0,26 104 296

Superdex 200

Felvitt 9,5 >378 >3591 4,7 2,41 22,90 >157
WF 43 59 2537 3,3 0,21 9,03 281
Mono Q

Felvitt 100 4,8 480 0,6 0,06 6,33 76
WF 4 >77 308 0,4 0,19 0,76 >405

A molekulaszilirésen alapuld kromatografiabél (3. lépés) és a
MonoQ ioncseréld kromatografiabdl (4. lépés) szarmazd, aktivi-
tast tartalmazé frakcidkat (az I. tadblazatban WF-ként jeloltik)
SDS-PAGE alkalmazasaval vizsgdltuk, melyeket a 2. &abran bemuta-
tunk.

5. lépés: Forditott fézisu (RP), nagynyomasu folyadékkroma-
tografia

A MonoQ ioncseréld kromatografiabdél (4. lépés) szarmazd, ak-
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frakcid) forditott fa-

zisl kromatografidval homogenitasra vizsgaltunk, és tovabb tiszti-

tottuk tripszines hasitasra vald elbkészités céljabdél. Az elva-

lasztashoz Abimed-oszlopot

(3 cm)

felszereltiink egy Hewlett-

Packard készilékre (HP 1090). Mozgd fazisként szolgdltak az aldbbi

pufferek: A-puffer:

0,1% TFA-val. Injektalt térfogat 0,1 ml,

viz 0,1%

és B-puffer: aceto-nitril

az aramlasi sebesség 0,5

ml/perc volt. Az elUcids gradiens lefutdsa az aldbbi volt:

Perc % A-puffer % B-puffer

0 80 20

2 80 20

22 30 70
22,1 0 100

24 0 100

25 100 0

30 100 0

A nitrilaz a 12.

ban megfelelt egy 37 kDa méretd csiknak.

és 13.

perc kozott eludldédott. Ez SDS-PAGE-

Ezt a csikot szekve-

naltuk. Applied Biosystems cégt8l beszerzett, , 494 Procise Pro-

tein Sequenzer”

szekvenaldét alkalmaztunk. Az igy kapott, 39 ami-

nosavb6l 4l16 N-termindlis szekvencidt a tovabbiakban 3. szamu

szekvenciaként jeloljiik (SEQ ID NO: 3). A szekvenciat a mellé-
kelt szekvencialistédban k6z6ljik, amely az aldbbi: Met Gln Thr
Arg Lys Ile Val Arg Ala Ala Ala Val Gln Ala Ala Ser Pro Asn Tyr
Asp Leu Ala Thr Gly Val Asp Lys thr Ile Glu Leu Ala Arg Gln Ala
Arg Asp Glu Gly.
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Triptikus peptidek eldallitasa

Mono Q kromatografidbdél (4. lépés) szarmazd mintdt az alabbi-
ak szerint kezeltiink: a fehérjét (korilbelil 0,6 mg) 12,5%-o0s
TCA~val kicsaptuk, és az iledéket hiromszor mostuk 1 ml dietil-
-éter/etanol 1:1 aranyu elegyével. Az iiledéket feloldottuk 0,2
ml, 6 M guanidin-HCl-t és 25 mM Tris/HCl-t tartalmazé pufferben
(pH 8,5) . Ehhez az oldathoz hozzdadtunk 2,6 pl, 1 M DTT-oldatot a
diszulfid-hidak redukalasa céljabél. A mintat 1 o6ra hosszaig,
sététben razattuk. Azutdn a fehérjét 1,5 pl 4-vinil-piridin-
-oldattal (35%-o0s), 2 Ora hosszaig, sotétben reagaltattuk. A re-
akciét agy allitottuk le, hogy 1 éra hosszaig inkubaltuk 2,6 pl,
1 M DTT-oldattal. A vinil-piridinnel kezelt enzimet forditott
fazish HPLC-n tisztitottuk a fentebb leirtak szerint. A retenci-
6s id&é ebben az esetben 10 és 11 perc kozdtt volt. Az aktivitast
tartalmazd frakciét molekulatdmege alapjan azonositottuk, szed-
tik és 0,02 ml-re betoményitettiik. Ehhez hozzaadtunk 0,01 ml
acetonitrilt és 0,1 M Tris/HCl-ot (pH 8,5) tartalmazé puffert,
0,2 ml-re kiegészitve. A pH-értékek korrigadldsa céljabdél még
hozz4dadtunk koérilbelil 0,05 ml, 0,1 M NaOH-oldatot. A mintat
(0,3 mg Dbecsilt fehérjemennyiséqg) &sszekevertiik 0,032 ml, 1

mg/ml-es tripszin-oldattal, 0,1 M Tris/HCl-t (pH 8,5) és 5

o®

acetonitrilt tartalmazé pufferben, és egy éjszakan at inkubaltuk
37°C-on. Az emésztést 0,01 ml ecetsavval &llitottuk le, és azutan
lecentrifugaltuk. A felililiszét forditott fazisG HPLC-n, Cl18-o0sz-
lopon elvalasztottuk. (Mozgéfazis: A-puffer: viz 0,1% TFA-val,
és B-puffer: acetonitril 0,1% TFA-val.) A peptideket (detektalas

205 nm-en és 280 nm-en) gyljtottiik és szekvenaltuk. Applied
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Biosystems cégtél beszerzett, ,494 Procise Protein Sequenzer”
szekvenalét alkalmaztunk. Az igy kapott, 21 aminosavbél alleo,
belsé szekvencidt a tovédbbiakban 4. szami szekvenciaként jeldl-
jik (SEQ ID NO: 4), és egy 11 aminosavbél alld, belsd szekvenci-
at a tovabbiakban 5. szami szekvenciaként jeldljik (SEQ ID NO:
5). A szekvencidkat a mellékelt szekvencialistaban ko6zo617juk,
amelyek az alabbiak:
4. szaml szekvencia:
Glu Glu Ala Pro Glu Gln Gly Val Gln Ser Lys Ile Ala Ser Vval Ala
Ile Ser His Pro Gln
5. szaml szekvencia:
Glu Glu Ala Pro Glu Gln Gly Val Gln Ser Lys

6. Tisztitott nitrildz aktivitiasa a-hidroxi-fenil-aceto-
nitrillel szemben

A tisztitott nitrildz aktivitasat oa-hidroxi-fenil-acetonit-
rillel szemben a 2. példidban leirtak szerint hataroztuk meg. A
tisztitott fehérjék specifikus aktivitasa oa-hidroxi-fenil-aceto-

nitrillel szemben koériilbeliil 12380 U/mg fehérje volt.

2. példa

Alcaligenes faecalis 1650-bd8l szarmazé nitrilaz klénozasa

Az 1. példadban bemutatott, 3. szdmu és 4. szamu peptidszek-
venciabdl levezettiink nukleotidszondakat és megszintetizdaltuk
azokat. A 3. szami, N-termindlis peptidszekvenciabdl levezetett
nukleotidszonda 23 tagu volt, 64-szeresen degeneralt (a nuk-
leotidszondéban. ,A, C, G vagy T” N-re; ,A vagy G” R-re; ,C vagy

G” S-re lett cserélve). Mivel az irodalomban, Alcaligenes tor-
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zsekre leirt [Wada et al., Nucl. Acids Res. 20, 2111-2118
(1992)] szekvenciakban GC aranya magas, glutaminok és izoleu-
cinok esetén a kédonok harmadik helyére a valasztds adott volt.
A nukleotidszonda, melyet a tovabbiakban 6. szadmi szekvenciaként
(SEQ ID NO: 6) jeldlink, meghatdrozta az élébbi 5 -végi primert,
ahol S = C vagy G, és N = A, C, G vagy T.

6. szamu szekvencia:

5’ —-ATGCAGACNAGNAARATCGTSCG-3’

A 4. szam, belsé peptidszekvenciidbdl levezetett nukleotid-
szonda 20 tagu volt, 256-szeresen degenerdlt (a nukleotidszon-
daban ,A, C, G vagy T” N-re; ,A vagy G’ R-re; ,C vagy G’ S-re
lett cserélve). Alcaligenes torzsekre leirt szekvencidkban GC
aranya magas, lizinek esetén a kdédonok harmadik helyére a va-
lasztas adott volt. Ez a nukleotidszonda, melyet a tovabbiakban
7. szamu szekvenciaként (SEQ ID NO: 7) jeldliink, meghatdrozta az
alabbi 3’ -végi primert. A szekvenciat a mellékelt szekvencia-
listaban ko6z6ljilik, amely az alébbi:

7. szamiu szekvencia:
5’ —-TNGCSACNGANGCRATCTTG-3’

A 6. és 7. szami szekvencidval rendelkezd, primer-parok se-
gitségével PCR-t végeztink Acaligenes faecalis 1650-b&l szarmazd
kromoszbémalis DNS-en. Kromoszémadlis DNS-t lizozim- és proteinaz-
-K-kezeléssel elért sejtlizis utdn izolalnuk, Fachmann klasszi-
kus mbédszerét kovetve [ Ausubel, F. M. et al., “Current Protocols
in molecular biology”, John Wiley and Sons (1994)] .

Pwo-polimerédz alkalmazdsaval végzett PCR az alabbi lépésekbdl

allt: denaturdlas 3 percig, 95°C-on; 35 ciklus denaturaléas 1 per-
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cig, 95°C-on, primer-hibridizalds 1 perc 30 masodpercig 58°C-on
és polimerizalas 1 perc 30 masodpercig 72°C-on; és z4ard polimeri-
zalds 5 percig, 72°C-on.

Ilyen kérulményék kdz6tt Acaligenes faecalis 1650-b&1 szarma-
26 kromoszémalis DNS-b&l kériilbeliil 1 kb méretd fragmentum
amplifikalédott. A PCR-termék klénozadsa céljdbdl a mar emlitett
primereket megtoldottuk egy XbaI-hasitdéhellyel és két tovabbi
nukleotiddal (%" -AATCTAGA illetve 5’ -ATTCTAGA), és a PCR-reak-
ciét a fenti korilmények alkalmazdsaval megismételtiik. Ujra egy
korilbelil 1 kb méretd fragmentum amplifikalédott, amit tiszti-
tas és Xbal-enzimes emésztés utdn ugyanigy emésztett pUC18-ba
ligaltunk. E. coli JM109 transzformaldsa és az eredményiil kapott
plazmid izolaldsa utdn a DNS Osszetételét szekvendlassal és azt
kévetSen genomi Southern-blot alkalmazasaval igazoltuk. A teljes
nitrilaz-gén (nit) izolalasadra szolgald molekularis bioldgiai és
mikrobiolégiai médszereket Fachmann ismert, klasszikus mdédszerei
szerint végeztik. A teljes nitrildz-szekvenciat bemutatjuk 1.

szami szekvenciaként.

3. példa

Homoldégia mas fehérjékkel, homoldég szekvenciak azonositasa

SWISSPROT fehérje-adatbazisbél szarmazd szekvenciakkal valéd
Osszehasonlitéasban kimutattuk, hogy a talalmany szerinti
nitrilaz-gén aminosav-szinten 11-96%-os homoldégidt mutat ismert
nitrildzokkal. A legnagyobb mértékd szekvencia-homolégiat
Alcaligenes faecalis JM3 toérzsb8l szarmazd, aril-acetonitril-

-specifikus nitrildz [ Nagasawa et al., Eur. J. Biochem. 194,
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765-772 (1990)] esetén taldltuk. A két nitrildz-gén 93,2%-os
azonossagot mutatott nukleotid-szinten, 1071 bp hosszUsagi sza-
kaszon. A levezetett aminosav-szekvencia 96,1%-o0s azonossagot
mutatott 356 aminosav hosszisadgl szakaszon. A legkisebb mértékd,
11,4%-0s homolégidt Rhodococcus erythropolis SK92 (EP-A-0 719 862
szami szabadalmi irat) tOrzsbdl szarmazdé nitrildzra talaltuk,

534 amninosav hosszlsagu szakaszon.

4. példa

Nitrilaz heterolég expresszidéja E. coliban

A pJOE2702-jell expresszidés vektorba vald klénozds céljabdl
amplifikaltuk a nit-gént. Ehhez 5 -primerként PCR céljara kiva-
lasztottuk a 3. szami szekvenciadt, amelyben az 5 -nit-véghez a
transzlacidés starthellyel atfedé NdeI-hasitéhelyet kapcsoltunk.
Ezt a primert a tovabbiakban 8. szamd szekvencidnak (SEQ ID NO:
8) jeloltik, és a ﬁellékelt szekvencialistdban k6z6ljidk. 3’ -pri-
merként egy 24-tagut szakaszt valasztottunk a nit-gén 3’ -végérél,
amelyhez BanHI-hasitéhelyekkel szegélyezett stop-kédont kapcsol-
tunk. Ezt a tovabbiakban 9. szami szekvencidnak jel&ljiik (SEQ ID
NO: 9), és a mellékelt szekvencialistdban kozoljik.
5" -TTAATCATATGCAGACAAGAAAAATCGTCCG-3’ (8. szamu szekvencia)
5" ~AAGGATCCTCAAGACGGCTCTTGCACTAGCAG-3' (9. szamu szekvencia)

Pwo-polimeraz alkalmazasaval végzett PCR az alabbi lépésekbdl
4llt: denaturdlads 3 percig, 94°C-on; 25 ciklus denaturalas 1 per-
cig, 93°C-on, primer-hibridizdlas 1 perc 30 masodpercig 55°C-on
és polimerizalas 1 perc 30 masodpercig 72°C-on; és zaréd polimeri-

zalas 5 percig, 72°C-on. A PCR-fragmentumot tisztitottuk,
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NdeI/BamHI-enzimekkel emésztettiik, és ugyanigy emésztett
pJOE2702-vektorba integrdltuk [ Volff et al., Mol. Microbiol. 21,
1037-1047 (1996)] . Az eredménylil kapott plazmid jeldlése
pDHE19.2, és bemutatjuk a 3. &bran. NdeI/BamHI-hasitbéhelyek fel-
hasznalasaval a pDHE19.2-plazmidba integrdlt nit-gén a pJOE2702
altal tartalmazott rha,-prométer transzkripciés szabdlyzasa alatt
4ll, amely az E. coliban 1évé, pozitivan szabalyzott rhaBAD L-
ramndz-operonbdl szarmazik [ Egan és Schleif, J. Mol. Biol. 243,
821-829 (1994)] . A nit-gén traszkripcidéjanak terminadlasa és a
transzlacidé inicidlédsa szintén vektorszekvencidkon keresztiil
zajlik le. Emellett a plazmidba még egy gén, Ap"-jeld ampicillin-
rezisztenciagén van beépitve.

Nitrilaz heteroldég expresszidjat a pDHE19.2-plazmidot tartal-
mazé, E. coli JM109-ben mutattuk ki. Ebb8l a célbdl a JM109
(pDHE19.2) torzset 100 upg/ml ampicillint tartalmazé TB-tapkd-
zegben [ Tartof, Hobbs (1987)], 37°C-on, razatva ndvesztettiik.
Amikor az ODg, elérte az 1,7 értéket, a tenyészetet 1:200 arany-
ban atoltottuk friss TB-~tapkdzegbe, amely a nitrilaz indukcidja
celjabél 0,2 tomeg% L-ramndézt tartalmazott, és razatas kdzben,
30°C-on novesztettiik. Nyolc 6ra hossza mulva a sejteket elkiiléni-
tettdk, 10 mM Na/K-foszfat-pufferrel (pH 7,2) mostuk, ugyanebben
a pufferben felszuszpendéltuk ODy,=10-re, és ultrahangos kezelés-

sel feltartuk.

5. példa
Rekombinans E. coli JM109-térzs (pDHE19.2) nitrilaz-aktivita-

sanak meghatarozasa
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1. Sejtek elballitasa

E. coli JM109 (pDHE19.2) tdrzset 37°C-on, réazatva tenyésztet-
tink, 6 6ra hosszaig, 100 pg/ml ampicillint tartalmazé, TB-tapko-
zegben. Amikor az ODg, elérte a 4-et, ebbdl az eldrizott tenyé-
szetb8l 100 ml-t beoltottunk 8 liter friss, 100 ug/ml ampicillint
és 2 g/l L-ramnézt tartalmazd TB-tédpkdzegbe, egy 10 literes
fermentorba. A pH-t 7,2-n, a hémérsékletet 30°C-on, a levegSzte-
tés sebességét 300 1/6réan és a fordulatszamot 400-650
forulat/perc-en (rpm) tartjuk. 16 o6ra milva a sejteket kinyer-
tik. Ekkor az optikai siirtiség 600 nm-en 18 volt, a megfeleld
szdraz sejttdémeg 7,8 g/l volt.

2. Specifikus aktivitds meghatidrozidsa a-hidroxi-fenil-aceto-
nitrillel szemben

A sejteket az 1. pontban leirtak szerint &llitottuk eld, és
10 mM Na/K-foszfat-pufferben (pH 7,2) mostuk azokat. 2 mg szaraz
sejtet felszuszpendaltunk 1 ml, 10 mM Na/K-foszfat-pufferben (pH
7,2), és a reakcidét 8,3 mM a-hidroxi-fenil-acetonitril hozzaada-
saval elinditottuk. A reakcidét 40°C-on, razatads kdézben végeztiik.
A kinetikat mintavétel, azutdn sejtek elkiilénitése utan nagyhaté-
konysagu folyadékkromatografia (ODS Hypersil) segitségével kdvet-
tik. Meghataroztuk a -hidroxi-fenil-acetonitril, benzaldehid,
mandulasavamid és mandulasav mennyiségét. A mandulasav keletkezési
sebessége 403 U/g szaraz sejttoOmegre vonatkoztatva, 30%-os atala-
kulasnal, ahol az 1 egységet Ugy definialjuk, mint amely 1 mol

mandulasavat képes elddllitani 1 perc alatt, 40 C-on.
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6. példa

R-mandulasav szintézise o-hidroxi-fenil-acetonitril elszap-
panositdsaval, E. coli JM109 (pDHE19.2) segitségével, szuszpen-
ziéban

1 1 térfogatban, 2 g/l koncentraciéban, 10 mM Na/K-foszfat-
-pufferben (pH 7,2) 1év6, E. coli JM109 (pDHE19.2) to&rzshdz ra-
zatas kézben, 40°C-on, 10 éra hossza alatt hozzaadtunk 1,3 g/l a-
-~hidroxi-fenil-acetonitrilt. Az adagoldst a nitril-fogyasztds
szabalyozta. R-mandulasav keletkezésének sebességét az 5. példa-
ban leirtak szerint hatdroztuk meg. Az eredményeket bemutatjuk a

4., abran.

2

7. példa

R-mandulasav kinyerése extrakcidéval a o-hidroxi-fenil-aceto-
nitril elszappanositdsiara alkalmazott, E. coli JM109-et
(PDHE19.2-t) szuszpenzidéban tartalmazé reakcidkeverékbél

A 6. példaban leirt, mandulasav eldallitasadra alkalmazott,
vizes reakcidelegybdl centrifugdldssal eltavolitottuk a sejte-
ket, sav alkalmazdsadval a pH-t be&llitottuk 2-re, és haromszor
extrahdltuk metil-terc-butil-éterrel. A madulasav-extraktumban
lévé szerves olddészer ledesztilldlasa utdn fehér mandulasav-
kristalyokat kapunk, melyet visszaoldottunk, és nagyteljesitmé-
nyd folyadékkromatografidval vizsgaltuk kémiai és optikai tisz-
tasagra. Az R-mandulasav kémiai tisztasdga 99% volt, optikai

tisztasaga 97,4% volt.
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8. példa

R-mandulasav kinyerése hidegen végzett kristalyositassal a
o-hidroxi-fenil-acetonitril elszappanositdsara alkalmazott, E.
coli JM109-et (pDHE19.2-t) szuszpenzidban tartalmazé reakcidke-
verékbdl

A 6. példadban leirt, mandulasav eldallitdsara alkalmazott,
vizes reakcidelegybdl centrifugdldssal eltavolitottuk a sejte-
ket, melegités és razatéds koézben a kiindulasi térfogat 40%-ara
toményitettiik, és sav alkalmazasdval a pH-t bedllitottuk 2-re. A
mandulasavat vizfiirdében vald hiitéssel kikristalyositottuk, és
az igy kapott, fehér mandulasav-kristalyokat nuccson leszivtuk,
és megszaritottuk. A kristadlyokat visszaoldottuk, és nagytelje-
sitményld folyadékkromatografidval vizsgaltuk kémiai és optikai
tisztasagra. Az R-mandulasav kémiai tisztasdga 99,1% volt, opti-

kai tisztasaga 99,8% volt.

9. példa

Kilonbozé nitrilek Atalakitasa

Az E. coli tdrzzsel (lasd 6. példat) vagy a kiinduléasi
Alcaligenes torzzsel atalakitottunk kiilonboz8 nitrileket.
Alcaligenes sejteket felvettiink 400 ml Alcaligenes-tapkozegben
(lasd fentebb A-tapkdzegként), 30°C-on és 16 éra hosszaig razat-
tuk 160 rpm-en. A sejteket elkilonitettiik centrifugalassal (30
perc, 4°C és 5000 rpm). A sejtszuszpenzidébodl 150-150 pl-t pipet-
taztunk mikrotiter-télca tenyészt8helyeire. Ezutan a talcat le-
centrifugaltuk. A felililiszét leszivtuk, és a sejtiiledéket két-

szer mostuk Na,HPO,-al (1,42 g/l Finnaqua-ban, pH 7,2). Azutan
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hozzapipettaztunk 150 1 szubsztrat-oldatot, és a sejteket ujra
felszuszpendaltuk. A mikrotiter-tdlca minden egyes 12-es soraba
egy-egy fajta szubsztratot helyeztiink. Kontrollként egy sor
szubsztrat-oldatot sejtek nélkil készitettink el (= ,{lires” érték).

A mikrotiter-talcakat inkubdtor-razdgépben, 30°C-on, 200 rpm-
nél, 2 o6ra hosszdig razattuk. Azutdn a sejteket lecentrifugdl-
tuk, és a feliluszdéban meghatdroztuk a keletkezett amménium-ion
mennyiségét, Biomek-berendezés segitségével. A mérést 620 nm-en
végeztik kalibracidés gérbe felhasznaldsaval, melyet kiilonbdzd
ammonium-hidroxid-oldatokkal 4&llitottunk el& (lasd 5. 4&brat).
Szubsztratként alkalmaztuk az aldbbi anyagokat: o-hidroxi-fenil-
-acetonitril (=1), 2-fenil-propionitril (=2), 2-fenil-butironit-

ril (=3), benzil-cianid (=4), 4-kldér-benzil-cianid (=5), 4-brém-

-benzil-cianid (=6), propionitril (=7), 2-metil-butironitril
(=8, 2-ciano-butéan), geranonitril (=9), valeronitril (=10), 3-
-ciano-piridin (=11), 3-bifenil-2-hidroxi-butironitril (=12), 4-
-fluor-benzil-cianid (=13, 4-fluor-fenil-acetonitril) és o-(3-

—-heptil)-nitrilo-triacetonitril (=14). A szubsztratokbdél 0,2 M
metanolos oldatot készitettiink, és ebb8l a tdérzsoldatbdl kiin-
dulva Na,HPO,-al (1,42 g/l Finnaqua-ban, pH 7,2) 10 mM-ra higi-
tottuk azokat. A sejtszuszpenzidkat 2 g/l Dbiolégiai szaraz
anyagra standardizaltuk. A 2. tablazatban megadjuk egy-egy

mikrotiter-talcasorban a konverzid atlagait.
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Kilonb6z& nitrilek atalakitédsa nitrildz-1650 alkal-

mazasaval
SZUb§Ztrét umol/1 Aktivitas Atalakuléas (%)
szama
1 2141,2 8,9 86,3
2 1001,1 4,1 70,2
3 24,4 0,1 44,3
4 2210,5 9,2 100
5 2136,3 8,9 100
6 1500, 8 6,2 100
7 4,9 0,02 NA
8 - - NA
9 - - NA
10 113,4 0,47 NA
11 - - NA
12 - - NA
13 2222,9 9,2 100
14 84,8 0,35 44,1
A 6. abran az atalakuléasok eredményeit ujra megadjuk aktivitas-

értékekben.
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<210> 1

<211>
<212>

1071
DNA

(SZEKVENCIAK JEGYZEKE)

<213> Alcaligenes faecalis

<220>

<221>
<L222>

<400> 1
atg cag aca

Met
1

ccc
Pro

cgt
Arg

tag
Trp

tcg
Ser
65

agt
Ser

ttc
Phe

ggc
Gly

aaa
Lys

gcc
Ala
145

cta
Leu

Gln

aac
Asn

cag
Gln

ctg
Leu
50

ctg
Leu

gca
Ala

atc
Ile

caa
Gln

ctc
Leu
130

cgt
Arg

tgc
Cys
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CDS
(1) ..(1071)

Thr

tac
Tyr

gcc
Ala
35

cce
Pro

aaa
Lys

gag
Glu

gca
Ala

tgc
Cys
115

daa

Lys

gat
Asp

tgc
Cys

aga
Arg

gat
Asp
20

cgc
Arg

gga
Gly

tac
Tyr

ttt
Phe

ctg
Leu
100

ctg
Leu

ccc
Pro

ctg
Leu

tgg
Trp

aaa
Lys

ctg
Leu

gat
Asp

tat
Tyr

agt
Ser

caa
Gln
85

ggt
Gly

atc
Ile

acg
Thr

att
Ile

gag
Glu
165

atc
Ile

gca
Ala

gag
Glu

ccc
Pro

gcc
Ala
70

cgc
Arg

tat
Tyr

gac
Asp

cat
His

gtg
Val
150

cat
His

gtc
val

acg
Thr

ggc
Gly

ttc
Phe
55

cgc
Arg

att
Ile

agc
Ser

gac
Asp

gta
Val
135

tcc
Ser

ttg
Leu

44
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cgg
Arg

ggt
Gly

tgt
Cys
40

cac
His

tac
Tyr

gcc
Ala

gag
Glu

aag
Lys
120

gag
Glu

gac
Asp

tcg
Ser

gca
Ala

gtt
Val
25

gac
Asp

gtc
Val

tat
Tyr

cag
Gln

cgc
Arg
105

ggc
Gly

cgc
Arg

aca
Thr

ccc
Pro

gcc
Ala
10

gat
Asp

ctg
Leu

tgg
Trp

gcc
Ala

gcc
Ala
90

agc
Ser

gag
Glu

acc
Thr

gaa
Glu

ttg
Leu
170

gcc
Ala

aaa
Lys

atc
Ile

ctg
Leu

aac
Asn
15

gca
Ala

ggc
Gly

atg
Met

gta
Val

ctg
Leu
155

agc
Ser

gta
Val

acc
Thr

gtg
Val

ggc
Gly
60

tcg
Ser

cgg

ggc
Gly

ctg
Leu

ttt
Phe
140

gga
Gly

aag
Lys

cag
Gln

att
Ile

ttt
Phe
45

gca
Ala

ctc
Leu

acc
Thr

agc
Ser

tgg
125

ggt
Gly

cgc
Arg

tac
Tyr

gcc
Ala

gag
Glu
30

ggt
Gly

ccg
Pro

tcg
Ser

ttg
Leu

ctt
Leu
110

tcg
Ser

gaa
Glu

gtc
Val

gcg
Ala

gcc
Ala
15

ctg
Leu

gaa
Glu

gcc
Ala

ctg
Leu

ggt
Gly
95

tac
Tyr

cgt
Arg

ggt
Gly

ggt
Gly

ctg
Leu
175

tct
Ser

gct
Ala

acc
Thr

tgg
Trp

gac
Asp
80

att
Ile

ctg
Leu

cgc
Arg

tat
Tyr

gct
Ala
160

tac
Tyr

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528



tcc cag
Ser Gln

tac agc
Tyr Ser

tcg caa
Ser Gln
210

agt gtg
Ser Val
225

aac gcc
Asn Ala

Ccg gac
Pro Asp

ttg atc
Leu Ile

atc aat
Ile Asn
290

gtg ctg
val Leu

305

agc gtg
Ser Val

gcc tca
Ala Ser

caa gag
Gln Glu

<210> 2

cat
His

gaa
Glu
195

atc
Ile

gtc
Val

ccc
Pro

gga
Gly

att
Ile
275

gac
Asp

gac
Asp

acc
Thr

gtc
Val

ccg
Pro
355

<211> 356
<212> PRT
<213> Alcaligenes faecalis

<400> 2

1
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gaa
Glu
180

cag
Gln

tat
Tyr

acc
Thr

ttg
Leu

cgc
Arg
260

gcc
Ala

cce
Pro

ttg
Leu

agg
Arg

gct
Ala
340

tct
Ser

gcc
Ala

gcc
Ala

tcg
Ser

caa
Gln

ctg
Leu
245

aca

Thr

gat
Asp

gta
Val

999
Gly

gaa
Glu
325

atc
Ile

tga

att
Ile

cac
His

gtt
Val

gag
Glu
230

aaa
Lys

ctg
Leu

ctg
Leu

ggc
Gly

cac
His
310

gag
Glu

agc
Ser

cac
His

gcc
Ala

gaa
Glu
215

acg
Thr

gtg
val

gct
Ala

aat
Asn

cac
His
295
cga

Arg

gct
Ala

cat
His

att
Ile

ctc
Leu
200

ggc
Gly

cta
Leu

ggc
Gly

ccce
Pro

atg
Met
280

tat
Tyr

gac
Asp

ccc
Pro

cca
Pro

gct
Ala
185

agt
Ser

cag
Gln

gac
Asp

ggc
Gly

tac
Tyr
265

gag
Glu

tcc
Ser

ccc
Pro

gag
Glu

cag
Gln
345

45

gcc
Ala

gcc
Ala

tgc
Cys

atg
Met

ggc
Gly
250

ctg

gag
Glu

aaa
Lys

atg
Met

caa
Gln
330

gac
Asp

10

tag
Trp

aag
Lys

ttt
Phe

ctg
Leu
235

agt
Ser

cct
Pro

att
Ile

cce
Pro

act
Thr
315

ggt
Gly

tcg
Ser

ccg
Pro

gtg
val

acc
Thr
220

gaa
Glu

tcc
Ser

cac
His

gcc
Ala

gag
Glu
300

cgg

gtg
val

gac
Asp

tcg
Ser

aac
Asn
205

atc
Ile

gtg
Val

atg
Met

gat
Asp

ttc
Phe
285

gcc
Ala

gtg
Val

caa
Gln

aca
Thr

ttt
Phe
190

atg
Met

gcc
Ala

ggt
Gly

att
Ile

gcc
Ala
270

gcc
Ala

acc
Thr

cac
His

agc
Ser

ctg
Leu
350

tcg
Ser

gct
Ala

gcc
Ala

gaa
Glu

ttt
Phe
255

gag
Glu

aaa
Lys

cgt
Arg

tcc
Ser

aag
Lys
335

cta
Leu

15

cta
Leu

gcc
Ala

agc
Ser

cac
His
240

gcg
Ala

ggc
Gly

gcg
Ala

ctg

aaa
Lys
320

att
Ile

gtg
Val

Met Gln Thr Arg Lys Ile Val Arg Ala Ala Ala Val Gln Ala Ala Ser
5

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1071



Pro

Arg

Trp

Ser

65

Ser

Phe

Gly

Lys

Ala

145

Leu

Ser

Tyr

Ser

Ser

225

Asn

Pro

Leu

Ile

val
305

Asn

Gln

Leu

50

Ala

Ile

Gln

Leu

130

Arg

Cys

Gln

Ser

Gln

210

val

Ala

Asp

Ile

Asn

290

Leu
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Tyr
Ala

35
Pro
Lys
Glu
Ala
Cys
115
Lys
Asp
Cys
His
Glu
195
Ile
val
Pro
Gly
Ile
275

Asp

Asp

Asp

20
Arg
Gly
Tyr
Phe
Leu
100
Leu
Pro
Leu
Trp
Glu
180
Gln
Tyr
Thr
Leu
Arg
260
Ala

Pro

Leu

Leu

Asp

Tyr

Ser

Gln

85

Gly

Ile

Thr

Ile

Glu

165

Ala

Ala

Ser

Gln

Leu

245

Thr

Asp

Val

Gly

Ala

Glu

Pro

Ala

70

Arg

Tyr

Asp

His

Val

150

His

Ile

His

Val

Glu

230

Lys

Leu

Leu

Gly

His
310

Thr
Gly
Phe

55
Arg
Ile
Ser
Asp
Val

135

Ser

His
Ala
Glu
215
Thr
Val
Ala
Asn
His
295

Arg

Gly
Cys

40
His
Tyr
Ala
Glu
Lys
120
Glu
Asp
Ser
Ile
Leu
200
Gly
Leu
Gly
Pro
Met
280

Tyr

Asp

Val

25
Asp
val
Tyr
Gln
Arg
105
Gly
Arg
Thr
Pro
Ala
185
Ser
Gln
Asp
Gly
Tyr
265
Glu

Ser

Pro

46

Asp
Leu
Trp
Ala
Ala

a0
Ser
Glu
Thr
Glu
Leu
170
Ala
Ala
Cys
Met
Gly
250
Leu
Glu

Lys

Met

Lys

Ile

Leu

Asn

75

Ala

Gly

Met

Val

Leu

155

Ser

Trp

Lys

Phe

Leu

235

Ser

Pro

Ile

Pro

Thr
315

Thr
Val
Gly

o0
Ser
Arg
Gly
Leu
Phe
140
Gly
Lys
Pro
Val
Thr
220
Glu
Ser
His
Ala
Glu

300

Arg

Ile
Phe

45
Ala
Leu
Thr
Ser
125
Gly
Arg
Tyr
Ser
Asn
205
Ile
Val
Met
Asp
Phe
285

Ala

Val

Glu

30

Gly

Pro

Ser

Leu

Leu

110

Ser

Glu

Val

Ala

Phe

190

Met

Ala

Gly

Ile

Ala

270

Thr

His

Leu

Glu

Ala

Leu

Gly

95

Tyr

Arg

Gly

Gly

Leu

175

Ser

Ala

Glu
Phe
255
Glu
Lys

Arg

Ser

Thr

Trp
Asp

80
Ile
Leu
Arg
Tyr
Ala
160
Tyr
Leu
Ala
Ser
His
240
Ala
Gly
Ala

Leu

Lys
320



a7

Ser Val Thr Arg Glu Glu Ala Pro Glu Gln Gly Val Gln Ser Lys Ile

325 330 335
Ala Ser Val Ala Ile Ser His Pro Gln Asp Ser Asp Thr Leu Leu Val
340 345 350
Gln Glu Pro Ser
355
<210> 3
<211> 39
<212> PRT
<213> Alcaligenes faecalis
<400> 3
Met Gln Thr Arg Lys Ile Val Arg Ala Ala Ala Val Gln Ala Ala Ser
1 5 10 15
Pro Asn Tyr Asp Leu Ala Thr Gly Val Asp Lys Thr Ile Glu Leu Ala
20 25 30
Arg Gln Ala Arg Asp Glu Gly
35
<210> 4
<211> 21
<212> PRT
<213> Alcaligenes faecalis
<400> 4
Glu Glu Ala Pro Glu Gln Gly Val Gln Ser Lys Ile Ala Ser Val Ala
1 5 10 15
Ile Ser His Pro Gln
20
<210> 5
<211> 11
<212> PRT
<213> Alcaligenes faecalis
<400> 5
Glu Glu Ala Pro Glu Gln Gly Val Gln Ser Lys
1 5 10
<210> 6
<211> 23
<212> DNA
<213> Alcaligenes faecalis
<400> 6
atgcagacna gnaaratcgt scg 23
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<210> 7

<211> 20

<212> DNA

<213> Alcaligenes faecalis

<400> 7
tngcsacnga ngcratcttg

<210> 8

<211> 31

<212> DNA

<213> Alcaligenes faecalis

<400> 8
ttaatcatat gcagacaaga aaaatcgtcc g

<210> 9

<211> 32

<212> DNA

<213> Alcaligenes faecalis

<400> 9
aaggatcctc aagacggctc ttgcactagc ag

72.372/BE
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SZABADAIMI IGENYPONTOK

1. Izolalt nukleinsav-szekvencia, amely nitrildz-aktivitassal
rendelkezé polipeptidet koédol, és az aldbbiak barmelyike:

a) 1. szami szekvenciaval (SEQ ID NO: 1) rendelkezd nuklein-
sav-szekvencia,

b) olyan nukleinsav-szekvencidk, amelyek a genetikai kéd de-
generaltsaga eredményeként az 1. szami nukleinsav-szekvenciabél
lettek levezetve,

c) az 1. szamd nukleinsav-szekvencia szarmazékai, amelyek a
2. szami aminosav-szekvenciaval rendelkezd polipeptidet koédol-
jak, és aminosav-szinten legaldbb 80%-osan homolégok azzal,
anélkil, hogy a polipeptid enzimhatasa lényegesen csdkkenne.

2. Aminosav-szekvencia, amelyet az 1. igénypont szerinti nuk-
leinsav-szekvencia kédol.

3. A 2. igénypont szerinti aminosav-szekvencia, amelyet az 1.
szamu szekvencia koédol.

4. Nukleinsav-konstrukcid, amely 1. igénypont szerinti nukle-
insav-szekvenciat tartalmaz, ahol a nukleinsav-szekvencia egy
vagy tobb szabalyzdé szignallal van &sszekapcsolva.

5. Vektor, amely 1. igénypont szerinti nukleinsav-szekvenciat
vagy 4. igénypont szerinti nukleinsav-konstrukciét tartalmaz.

6. Mikroorganizmus, amely legaldbb egy 1. igénypont szerinti
nukleinsav-szekvenciat vagy legaldbb egy 4. igénypont szerinti
nukleinsav-konstrukciét tartalmaz.

7. A 6. igénypont szerinti mikroorganizmus, amely Escherichia,
Pseudomonas vagy Alcaligenes nemzetséghez tartozd baktérium.

8. Eljaras az

72.372/BE
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R1
R2 COOH (I)

*

R3

altalanos képletd kirdlis karbonsavak eldallitasara, azzal jel-

lemezve, hogy egy
R1

R2 CN (II)
R3

altalanos képletl racém nitrilt &talakitunk kiralis karbonsavva
egy 2. vagy 3. igénypont szerinti aminosav-szekvencia vagy egy
6. vagy 7. igénypont szerinti, névekvé (tenyésztett), nyugalom-
ban 1év8é vagy feltart mikroorganizmus jelenlétében, amelyben
6ranként legaldbb 25 mmol nitril (mg fehérjére vagy gramm Sza-
razanyag-tomegre vonatkoztatva) képes &atalakulni,
ahol az (I) és (II) &ltalanos képletben a szubsztituensek és
valtozdk jelentése az aldbbi:
* optikailag aktiv centrum
R', R’, R’ jelentése egymastdél fiiggetleniil hidrogénatom, szubszti-
tualt vagy szubsztitudlatlan, elagazdé vagy egyenes lénéﬁ,
1-10 szénatomos alkilcsoport, 2-10 szénatomos alkenilcso-
port, szubsztitualt vagy szubsztitudlatlan arilcsoport,
heteroaril-csoport, -OR' vagy -NR'R® &ltalanos képletid cso-
port, és R', R® és R’ jelentése mindig eltéré,
R' jelentése hidrogénatom, szubsztitudlt vagy szubsztitualatlan,
eldgazd vagy egyenes lancu, 1-10 szénatomos alkilcsoport,
2-10 szénatomos alkenilcsoport, 1-10 szénatomos alkil-
-karbonil-csoport, 2-20 szénatomos alkenil-karbonil-csoport,
arilcsoport, arilkarbonil-csoport, heteroaril-csoport vagy

heterocaril-karbonil-csoport,

72.372/BE
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R> jelentése hidrogénatom, szubsztitualt vagy szubsztitudlatlan,
eldgazd vagy egyenes lancu, 1-10 szénatomos alkilcsoport,
2-10 szénatomos alkenilcsoport, arilcsoport vagy heterocaril-
—Csoport.

9. A 8. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az
R', R® vagy R’ szubsztituensek egyikének jelentése -OR'.

10. A 8. vagy 9. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy az R', R’ vagy R’ szubsztituensek egyikének Jjelentése
arilcsoport.

11. A 8-10. igénypontok barmelyike szerinti eljards, azzal
jellemezve, hogy az eljarast vizes reakcidoldatban, 4 és 11 ké-
z6tti pH-n végezzik.

12. A 8-11. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy 0,01 és 10 toémeg$% koézdtti nitrilt vagy 0,01 és
10 tomeg% kozotti, megfeleld aldehidet vagy ketont, és 0,01 és
10 témeg% kozotti hidrogén-cianidot alakitunk &t.

13. A 8-12. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy az eljarast 0°C és 80°C kdzdtti hémérsékleten
végezziik.

14. A 8-13. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a kirdlis karbonsavat extrakciéval, vagy kris-
tédlyositassal, vagy extrakciéval és kristalyositassal, 60% ¢és
100% kozotti kitermeléssel nyerjik ki a reakcidoldatbol.

15. A 8-14. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a kirdlis karbonsav legalabb 90%-os optikai
tisztasaggal rendelkezik.

A meghatalmazptt:
/7
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