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DESCRIPCION

Procedimiento para la produccién microbiana de aminodcidos mediante un aumento de la actividad de vehiculos
de exportacion.

La invencion se refiere a un procedimiento para la produccién microbiana de aminodcidos segin las reivindicacio-
nes 1 a 20, genes de exportacion segun las reivindicaciones 21 a 26, genes reguladores segun la reivindicacion 27 y 28,
estructuras génicas segun las reivindicaciones 29 y 30, vectores segtin la reivindicacién 31 a 33, células transformadas
seglin la reivindicacion 34 a 40, proteinas de membrana segun la reivindicacién 41 y 42 asi como a usos segtn la
reivindicacion 43 a 48.

Los aminoécidos son de gran interés econémico, siendo multiple el uso de aminoécidos: as{ se necesita por ejem-
plo L-lisina, tal como también L-treonina, y L-triptéfano como aditivo de alimento para animales, L-glutamato como
aditivo de condimentos, L-isoleucina y L-tirosina en la industria farmacéutica, L-arginina y L-isoleucina como medi-
camento, o L-glutamato y L-fenilalanina como sustancia de partida para la sintesis de productos quimicos finos.

Un procedimiento preferido para la produccién de estos aminodcidos mds diversos es la produccién biotecnol6-
gica por medio de microorganismos; entonces, de esta manera se obtiene directamente la forma Spticamente activa y
biolégicamente eficaz del aminoécido respectivo, y pueden utilizarse materias primas baratas y simples. Como micro-
organismos se utilizan por ejemplo Corynebacterium glutamicum y sus subespecies relacionadas flavum y subespecies
lactofermentum (Liebl et al., Int J System Bacteriol (1991) 41:255-260) tales como también Escherichia coli y bacte-
rias relacionadas.

Estas bacterias producen los aminoacidos pero normalmente sélo en la cantidad necesaria para el crecimiento,
de tal modo que no se segrega ni forma ningiin amindacido en exceso. Esto se basa en que la biosintesis de los
aminodcidos en la célula se controla de multiples maneras. En consecuencia, se conocen ya procedimientos mas
diversos, para aumentar la formacién de producto mediante la interrupcién de los mecanismos de control. En el caso de
estos procesos se utilizan por ejemplo andlogos de aminoécidos, para interrumpir la regulacion eficaz de la biosintesis.
Asf se describe un procedimiento en el que se usan las cepas de Corynebacterium, que son resistentes frente a andlogos
de L-tirosina y L-fenilalanina (documentos JP 19037/1976 y 39517/1978). También se describen procedimientos en
los que se utilizan bacterias resistentes contra andlogos de L-lisina o también L-treonina, para superar los mecanismos
de control (documento EP 0 205 849 B1, solicitud de patente del RU GB 2 152 509 A).

Ademds se conocen también microorganismos construidos mediante técnicas de ADN recombinante, en los que
también se suprime la regulacién de la biosintesis, clondndose y expresandose los genes que codifican las enzimas
esenciales que ya no pueden inhibirse por retroalimentacion. Asi se conoce por ejemplo una bacteria recombinante
que produce L-lisina con aspartato cinasa resistente a la retroalimentacion, codificada en el plasmido (documento EP
0 381 527). Ademas se describe una bacteria recombinante que produce L-fenilalanina con prefenatodeshidrogenasa
resistente a la retroalimentacion (documento JP 124375/1986, documento EP 0 488 424). Ademads se consiguieron
también rendimientos elevados de aminoacidos mediante la sobreexpresiéon de genes que no codifican para enzimas
sensibles a la retroalimentacién de la sintesis de aminodcidos. Asi por ejemplo, se mejora la formacién de Lisina
mediante la sintesis elevada de la dihidropicolinatosintasa (documento EP 0 197 335). También se consigue una mejor
formacién de treonina mediante la sintesis elevada de la treoninadeshidratasa.

Ensayos adicionales para obtener un aumento de la produccién de aminodcidos apuntan a una mejor preparacion
de los metabolitos primarios celulares del metabolismo central. Asi se conoce que la sobreexpresién que se consigue
mediante técnicas recombinantes de la transcetolasa posibilita una mejor formacién de producto de L-triptéfano, L-
tirosina o L-fenilalanina (documento EP 0 600 463 A2). Ademads, la reduccién de la actividad de fosfoenolpiruvato-
carboxilasa en Corynebacterium conduce a una mejor formaciéon de aminodcidos arométicos (documento EP 0 3331
145).

Estos multiples ensayos para obtener un aumento de la productividad estan dirigidos en general a superar entonces
la limitacion de la sintesis citosédlica de los aminodcidos. Pero también, como una limitacion adicional, se tiene en
cuenta fundamentalmente la exportacion de los aminodcidos formados en el interior de la célula en el medio de cul-
tivo. Por tanto, hay planteamientos aislados para mejorar esta exportacién y con esto la rentabilidad de la produccién
de aminodcidos. Asi se ha elevado la permeabilidad celular en el caso de Corynebacterium mediante, deficiencia de
biotina, tratamiento con penicilina o detergente. Sin embargo, estas ayudas para la extraccién fueron exitosas exclusi-
vamente en el caso de la produccién de glutamato, mientras que no pudo mejorarse la sintesis de otros aminoacidos
de esta manera. También se han desarrollado cepas de bacterias en las que la actividad del sistema de secrecién se
eleva debido a una mutacioén fisica o quimica. De ese modo se obtuvo, por ejemplo, una cepa de Corynebacterium
glutamicum que es adecuada especialmente para la produccion de L-lisina mediante una mejor actividad de secrecién
(documento DE 42 03 320).

Todos los ensayos realizados hasta ahora para obtener un aumento de la secrecién de aminoécidos formados en el
interior de la célula se caracterizan en total porque puede conseguirse un eflujo mas elevado de aminoécidos debido
a los procedimientos escogidos no especificos o no dirigidos solamente por azar. En la solicitud de patente alemana
nimero 195 23279.8-41 se describe Uinicamente un procedimiento que permite aumentar de manera muy selectiva la
secrecion de aminodcidos formados en el interior de la célula, aumentando la expresion de los genes que codifican
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la importacién de aminodcidos. El conocimiento que sirve de base a esta estrategia, que la célula usa proteinas de
importacion para la exportacion de aminodcidos, como también el hecho de que los microorganismos de la naturaleza
no forman ni segregan aminodcidos en exceso, sugiere la suposiciéon de que para el transporte de aminoacidos no
existen en absoluto proteinas o genes de exportacion especificos, sino que los aminodcidos se excretan de la célula a
través de otros sistemas de exportacion.

Los sistemas de exportacién conocidos hasta ahora exportan iones metdlicos venenosos, antibidticos téxicos y to-
xinas de alto peso molecular. Estos sistemas de exportacion estan constituidos de manera relativamente compleja: por
regla general son proteinas de membrana que participan en la membrana citoplasmética, que sin embargo provocan
solamente una reaccién parcial de la exportacion, de tal modo que, seguramente, son necesarias proteinas auxiliares
extracicloplasmadticas, adicionales para el transporte (Dinh, T. et al., A family of extracytoplasmic proteins that allow-
transport of large molecules across the outer membranes of gram-negative bacteria. J. Bacteriol. 1994, 176: 3825-
3831). Ademads se sabe que en el caso del sistema de exportacion dependiente de sec son esenciales al menos 6 com-
ponentes proteicos diferentes para las proteinas extracelulares. Este estado de la técnica sugiere que, de la misma
manera los sistemas responsables de la exportacion de aminodcidos, pero hasta ahora desconocidos, se componen de
varios componentes proteicos, 0 que varios genes son responsables de la exportacion de aminoacidos. Una indica-
cién para esto podrian ser los diversos mutantes defectuosos en la exportacién de lisina descritos por Vrljic et al. (J
Bacteriol (1995) 177: 4021-4027).

Se encontr6 sorprendentemente ahora, que para la exportacién de aminodcidos en cada caso sélo es responsable un
dnico gen especifico, de modo que por primera vez se proporciona un procedimiento para la produccién microbiana
de aminodcidos en el que se aumenta de manera controlada la expresion del gen de exportacién y/o la actividad
del vehiculo de exportacién de un microorganismo que produce los correspondientes aminodcidos. El aumento de la
actividad o expresion, del vehiculo de exportacién que resulta de este modo de procedimiento conduce a una tasa
de secrecidn elevada, de modo que se aumenta la exportacion del correspondiente aminoédcido. Los microorganismos
modificados de tal modo acumulan también un porcentaje elevado del correspondiente aminodcido en el medio de
cultivo.

Para obtener un aumento de la actividad del vehiculo de exportacién se aumenta especialmente la actividad en-
dégena de un microorganismo que produce aminodcidos. Por ejemplo, puede conseguirse un aumento de la actividad
enzimatica, efectuando una conversion del sustrato mas elevada mediante la modificacion del centro catalitico o su-
primiendo la accién de los inhibidores enziméticos. También puede provocarse una actividad enzimética mediante el
aumento de la sintesis enzimdtica, por ejemplo mediante amplificaciones génicas o mediante la interrupcién de facto-
res que reprimen la biosintesis enzimética. La actividad enddgena del vehiculo de exportacién se aumenta mediante
una mutacion del gen de exportacién endégeno. Las mutaciones de este tipo pueden producirse o bien de manera no
dirigida segtin procedimientos cldsicos, tales como por ejemplo mediante radiaciéon UV o sustancias quimicas desen-
cadenantes de mutaciones, o bien de manera controlada por medio de procedimientos de tecnologia de genes tales
como delecién (delecciones), insercién (inserciones) y/o intercambio(s) de nucledtidos.

La expresion del gen de exportacion se aumenta mediante el aumento del nimero de copias génicas y/o mediante el
refuerzo de los factores reguladores, que influyen de manera positiva en la expresion del gen de exportacién. Asi puede
tener lugar un refuerzo de los elementos reguladores preferiblemente en el plano de la transcripcién, aumentandose
especialmente las sefiales de transcripcion. Esto puede efectuarse por ejemplo, aumentando la actividad del promotor
mediante el cambio de la secuencia promotora intercalada en el gen estructural o intercambiando el promotor com-
pletamente por promotores mds eficaces. También puede llevarse a cabo un refuerzo de la transcripciéon mediante la
influencia correspondiente de un gen regulador asociado al gen de exportacion, tal como se expone a continuacién de
manera adicional. Sin embargo, ademads es posible el refuerzo de la traduccién, mejordndose por ejemplo la estabilidad
del ARNm.

Para obtener un aumento del ndmero de copias génicas se incorpora el gen de exportacién en un constructo génico
o en un vector, preferiblemente en un vector con nimero de copias mas pequefio. El constructo génico contiene espe-
cialmente secuencias génicas reguladoras asociadas al gen de exportacidn, preferiblemente aquellas que refuerzan la
expresion génica. Las secuencias génicas reguladoras presentan especialmente una secuencia de nucleétidos que co-
difica la secuencia de aminodcidos indicada en la tabla 1 o sus variaciones de alelo o una secuencia de nucledtidos del
nucleétido 954 al 82 segtn la tabla 2 o una secuencia de ADN fundamentalmente de accidn similar. Las variaciones
de alelo o las secuencias de ADN de accidn similar presentan especialmente derivados funcionales que pueden obte-
nerse mediante delecion (deleciones), insercién (inserciones) y/o sustitucién (sustituciones) de nucleétidos a partir de
las correspondientes secuencias, conservdndose sin embargo la funcién o actividad de proteina reguladora o incluso
elevandose: asi, mediante la mutacién de la secuencia génica reguladora puede influenciarse la eficacia de la unién
de la proteina reguladora sobre el ADN del gen de exportacion que ha de regularse, de tal modo que se refuerza la
transcripcioén y por consiguiente se aumenta la expresion génica. Ademads, pueden estar asignadas al gen de exporta-
cién como secuencias reguladoras, pero también como los denominados “potenciadores” (“enhancer”), que producen
también una expresion del gen de exportacion elevada a través de una mejor interaccion entre la ARN polimerasa y el
ADN.

Para la incorporacion del gen de exportacion en el constructo génico se aisla preferiblemente el gen de exporta-
cion a partir de una cepa de microorganismos del género Corynebacterium, y con el constructo génico que contiene
el gen de exportacién se transforma una cepa de microorganismos que produce los correspondientes aminoacidos,
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especialmente Corynebacterium. El aislamiento y transformacién del correspondiente gen de transporte tiene lugar
segun procedimientos habituales: en el caso del aislamiento y clonacién de un gen de transporte a partir de Coryne-
bacterium es adecuado por ejemplo el procedimiento de la complementacién homéloga de un mutante defectuoso de
exportacion (J Bacteriol (1995) 177: 4021-4027). Si no es posible la clonacién directa del gen estructural, inicialmente
puede efectuarse también la insercion de secuencias de vectores en el gen de transporte para aislarlo después a través
de “rescate en plasmido” en forma de fragmentos inactivos. Para el procedimiento segtin la invencién son adecuados
especialmente genes de C. glutamicum ATCC 13032 o C. glutamicum subespecie. flavum ATCC 14067 o también C.
glutamicum subespecie lactofermentum ATCC 13869. Tras el aislamiento de los genes y su recombinacién in vitro
con vectores conocidos (Appl Env Microbiol (1989) 55: 684-688; Gene 102 (1991) 93-98), se lleva a cabo la transfor-
macién en las cepas que producen aminodcidos mediante electroporacién (Liebl et al. (1989) FEMS Microbiol Lett
65: 299-304) o conjugacidn (Schifer et al. (1990) J Bacteriol 172: 1663-1666). Para la transferencia se utilizan prefe-
riblemente vectores con nimero de copias reducido. Como células huésped se utilizan preferiblemente productores de
aminodcidos de este tipo, que estdn desregulados en la sintesis de los correspondientes aminodcidos y/o que contienen
un porcentaje elevado en metabolitos del metabolismo central.

Tras el aislamiento pueden obtenerse genes de exportacion con secuencias de nucleétidos que codifican la secuen-
cia de aminodcidos indicada en la tabla 3 o sus variaciones de alelo o que presentan la secuencia de nucledtidos del
nucleétido 1016 al 1726 segtin la tabla 2 o una secuencia de ADN fundamentalmente de accién similar. También en el
presente documento las variaciones de alelo o secuencias de ADN de accién similar comprenden especialmente deri-
vados funcionales en el sentido indicado anteriormente para las secuencias reguladoras. En el procedimiento segtin la
invencion se utilizan preferiblemente estos genes de exportacion.

Una o varias secuencias de ADN pueden estar intercaladas y/o conectadas al gen de exportacién con o sin promotor
intercalado o con o sin reguladores asociados, de tal modo que el gen estd contenido en una estructura génica.

Mediante la clonacién de genes de exportacion pueden obtenerse pldsmidos o vectores que contienen el gen de
exportacién y (tal como se menciond anteriormente) que son adecuados para la transformacién de un productor de
aminodcidos. Las células que pueden obtenerse mediante transformacion, en las que se trata preferiblemente de células
transformadas de Corynebacterium, contienen el gen en forma que puede replicarse, es decir en copias adicionales del
cromosoma, integrandose las copias génicas mediante recombinacién homéloga en cualquier posicién del genoma,
y/o en un plasmido o vector.

Se conoce un gran nimero de secuencias que codifican una funcién desconocida de proteinas de membrana. Me-
diante la preparacion de genes de exportacion segin la invencion, tales como por ejemplo del gen de exportacidn con la
secuencia de nucleétidos desde el nucleétido 1016 hasta el 1766 segun la tabla 2, o con las correspondientes proteinas
de exportacion, como por ejemplo el gen con la secuencia de aminoécidos segtin la tabla 1, pueden identificarse ahora
proteinas de membrana cuya funcién es el transporte de aminodcidos mediante la comparacién de secuencias. El gen
de exportacién identificado con esto puede utilizarse a continuacién para la mejora de la produccién de aminoacidos
segtin el procedimiento segin la invencion.

Las proteinas de membrana conocidas del estado de la técnica presentan por regla general 12 hélices transmembra-
na, en parte también 4. Se encontr6 ahora sorprendentemente que las proteinas de membrana adecuadas o responsables
de la exportacién de aminodcidos presentan 6 hélices transmembrana (compdrese por ejemplo con la secuencia ex-
puesta en la tabla 3 de una proteina de exportacion en la que las 6 zonas transmembrana estin sefialadas mediante
subrayado). Con esto se encuentra en este caso una clase de proteinas de membrana hasta ahora todavia no descrita y
por consiguiente nueva.

Ejemplos de realizaciéon

a) Clonacion de un gen de exportacion y clonacion de un regulador de Corynebacterium glutamicum

Se aisl6 ADN cromosomico de C. glutamicum R127 (FEMS Microbiol Lett (1989) 65: 299-304) tal como se
describe por Scharzer et al. (Bio/Technology (1990) 9: 84-87). Se escindi6 con la enzima de restricciéon Sau3A y
se separd mediante centrifugacion en gradiente de sacarosa tal como se describe por Sambrook et al. (Molecular
Cloning, A laboratory manual (1989) Cold Spring Harbour Laboratory Press). Se analizaron las fracciones individuales
mediante electroforesis en gel para determinar su tamafio y se utiliz6 la fraccién con un tamafio de fragmento de
aproximadamente 6-10 kb para la ligacién con el vector pJC1. Para esto, se linealiz6 y desfosforil6 el vector pJC1
con BamHI. Se ligaron cinco ng del mismo con 20 ng de los fragmentos cromosémicos de 6-10 kb. Se transformé el
mutante NA8 de defecto de exportacion (J Bacteriol (1995) 177: 4021-4027) con la mezcla bésica de ligacion total
mediante electroporacién (FEMS Microbiol Lett (1989)65: 299-304). Se seleccionaron los transformantes en LBHIS
(FEMS Microbiol Lett (1989) 65: 299-304) con 15 ug de kanamicina por ml. Se sometieron estos transformantes a
andlisis en pldsmidos extensos, poniéndose por separado 200 de los 4500 clones obtenidos en total, y determindndose
su porcentaje y tamafio en el pldsmido. En promedio, un pldsmido recombinante portaba aproximadamente la mitad
de los clones resistentes a kanamicina sometidos a ensayo con un inserto de tamafio promedio de 8 kb. Con esto se
obtuvo una probabilidad de 0,96 con respecto a la presencia de cada gen cualquiera x de C. glutamicum en el banco
de genes construido. Se sometieron a prueba por separado todos los 4500 transformantes obtenidos para determinar la
recuperacion de la secrecion de lisina. Para esto se utiliz6 el sistema descrito por Vrljic para obtener la induccién de la
segregacion de L-lisina en Corynebacterium glutamicum (J Bacteriol (1995) 177: 4021-4027). Para esto se produjeron
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las denominadas placas de indicador de medio minimo, que contenian 20 g de (NH,),SO,, 5 g de urea, 1 g de KH,PO,,
1 g de K,HPO,, 0,25 g de MgSO, x 7H,0, 42 g 4cido morfolinopropanosulfénico, 1 ml de CaCl, (1 g/100 ml), 750 ml
de agua destilada, 1 ml de sales de trazas de Cg, 1 ml de biotina (20 mg/100 ml), pH 7, glucosa al 4%, 1,8 mg de 4cido
protocatéquico, 1 mg de FeSO, x 7H,0, 1 mg de MnSO, x H,0, 0,1 mg de ZnSO, x 7H,0, 0,02 mg de CuSO,, 0,002
mg de NiCl, 6H,0, 20 g de agar-agar, asi como 107 células/ml del mutante 49/3 de C. glutamicum auxotréfico para
lisina, por litro. Se picaron por separado todos los 4500 transformantes originales por medio de palillos de dientes
en las placas de indicador, con cada uno de los controles del NA8 no segregado originalmente (J Bacteriol (1995)
177: 4021-4027) y de la cepa de partida R127. Paralelamente, se inocularon 2 placas respectivamente, de las que
sélo una contenia ademds L-metionina, para inducir de ese modo la segregacion de lisina. Se incubaron las placas de
indicador a 30°C, y se sometieron a ensayo tras 15, 24 y 48 horas. En total se obtuvieron 29 clones que mostraban un
cuadrante de crecimiento en una placa de indicador mezclada con metionina mediante la cepa de indicacidn 49/3. Se
aislaron los clones, y después se sometieron a prueba de nuevo, tal como se describié anteriormente, para determinar
la recuperacién del cuadrante de crecimiento. De esta manera se obtuvieron los dos clones NA8 pMV8-5-24 y NAS
pMV6-3, que tenian la capacidad de recuperarse para segregar lisina.

Se realizaron preparaciones de plasmidos de estos clones, tal como se describe por Schwarzer et al. (Bio/Technolo-
gy (1990) 9: 84-87). Mediante la retransformacién en NAS, se comprobd el efecto asociado al pldsmido de la segrega-
cion de L-lisina. Se sometieron a andlisis de restriccién ambos plasmidos. El pldsmido pMV§-5-24 portaba un inserto
de 8,3 kb, y el pMV6-3 uno de 9,5 kb. La figura 1 muestra el mapa fisico del inserto.

b) Subclonacion de un fragmento de ADN que reconstituye la exportacion de lisina

Del inserto del plasmido pMV6-3 se produjeron subclones individuales con el uso de los sitios de corte de restric-
cién determinados. Asi se ligé el fragmento Xhol-Sall de 3,7 kb, el fragmento BamHI de 2,3 kb y el fragmento BamHI
de 7,2 kb con el correspondiente vector pJC1 tratado y cortado (Mol Gen Genet (1990) 220: 478-480). Se transformé
directamente C. glutamicum NAS con los productos de ligacion, se sometieron a prueba los transformantes tal como
se describi6 anteriormente para determinar la recuperacién de la segregacién de lisina y se comprobd la presencia
del subclon mediante la preparacion de plasmidos y andlisis de restriccion. De esta manera se obtuvo la cepa con el
plasmido pMV2-3 como subclon mds pequeiio (figura 1). Este fragmento que facilita la exportacién de lisina contiene
como inserto el fragmento BamHI-de 2,3 kb de pMV6-3.

¢) Secuencia del gen de exportacion de lisina lysE 'y su regulador lysG

Se realiz6 la secuencia de nucledtidos del fragmento BamHI de 2,3 kb segtin el procedimiento de terminacion de
la cadena didesoxi de Sanger et al. (Proc Natl Acad Sci USA (1977) 74: 5463-5467), y las reacciones de secuencia
con el kit de secuenciacion Auto-Read de Pharmacia (Uppsala, Suecia). El andlisis electroforético tuvo lugar con
el dispositivo de secuencia de ADN de fluorescencia ldser automético (A.L.F.) de Pharmacia-LKB (Piscataway, NJ,
EE.UU.). Se analiz6 la secuencia de nucleétidos obtenida con el paquete de programa HUSAR (Versién 3.0) del centro
de investigacion del cancer alemén (Deutschen Krebsforschungszentrums) (Heidelberg). La secuencia de nucleétidos
y el resultado del andlisis se reproducen en la tabla 2. El andlisis dio dos marcos de lectura completamente abiertos
(ORF) en el trozo de ADN secuenciado. ORF1 codifica para una proteina con una longitud de 236 amino4cidos,
ORF2 para una con una longitud de 290 aminoécidos. La proteina derivada de ORF1 muestra un conglomerado de
aminodcidos hidréfobos, tal como es caracteristico para proteinas de membrana continua. El andlisis detallado de la
distribucién de los aminodcidos hidréfobos e hidréfilos con el programa PHD.HTM (Protein Science (1995) 4: 521-
533) se muestra en la tabla 3. De aqui se obtiene que la proteina contiene seis zonas de hélice hidr6fobas, que atraviesan
la membrana. Por consiguiente, en el caso de esta proteina, se trata del exportador buscado del aminoécido L-lisina. El
correspondiente gen se denomina por ello a continuacién como lysE. Se marca en la tabla 2 de manera correspondiente.
ORF2 se transcribe en direccién contraria con respecto a ORF1. El andlisis de secuencias muestra que ORF2 tiene
alta identidad con los genes reguladores, que se agrupan como una familia (Ann Rev Microbiol (1993) 597-626). Los
genes de esta familia regulan la expresion de los genes mds diversos que participan en los procesos catabdlicos y
anabdlicos de manera positiva. A continuacién, ORF2 se denomina por ello como lysG (Govern = Regular). Debido
a esta asignacion y porque lysE s6lo podia clonarse (véase a)) y subclonarse (vedse b)) junto con lysG, lysG es el
regulador de lysE y por consiguiente también participa en la exportacion de lisina. En la tabla 2 o tabla 1 también se
muestra el gen lysG y su secuencia de aminodcidos derivada.

d) Identificacion de una proteina de membrana desconocida de Escherichia coli mediante comparacion de secuencias

Con las secuencias establecidas segtin la tabla 3, pueden examinarse los bancos de secuencias que ya existen para
asignar de ese modo una funcién a las proteinas derivadas de las zonas secuenciadas. De manera correspondiente,
se compara la secuencia de aminodcidos del exportador de lisina de C. glutamicum con la utilizacién del paquete de
programa HUSAR (versién 3.0) del centro de investigacion del cancer aleman (Deutschen Krebsforschungszentrums
(Heidelberg) con las secuencias de proteinas derivadas de todas las secuencias de ADN depositadas. Para obtener una
unica secuencia de funcion hasta ahora desconocida de E. coli se obtuvo una alta homologia del 39,3% de aminodcidos
idénticos y el 64,9% de aminodcidos similares. En la figura 2 se muestra la comparacién. Con esto, el marco de lectura
abierto no caracterizado hasta el momento de E. coli se identifica por medio de este procedimiento como un gen de
exportacion de aminodcidos.
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e) Aumento de la exportacion de L-lisina acumulada intracelularmente

Se transformé la cepa C. glutamicum NAS8 (J Bacteriol (1995) 177: 4021-4027) con el plasmido pMV2-3, y se
compararon las segregaciones de L-lisina de las cepas. Para esto, se pusieron NA8 y NA8pMV2-3 en medio complejo,
tal como se describe en Vrljic ef al. (J Bacteriol (1995) 177: 4021-4027), y el medio de fermentaciéon CGXII (J
Bacteriol (1993) 175: 5595-5603) se inocul6 por separado respectivamente. El medio contenfa ademds L-metionina 5
mM, para inducir la biosintesis de L-lisina intracelular. Tras el cultivo durante 24 horas a 30°C en la mesa sacudidora
de rotacion a 140 rpm, se realiz6 la determinacién de L-lisina en el exterior e interior de la célula. Para la determinacién
en el interior de la célula se realizaron centrifugaciones en aceite de silicona (Methods Enzymology LV (1979) 547-
567); la determinacion de los aminodcidos tuvo lugar por medio de cromatografia liquida de alta resolucién (J Chromat
(1983) 266: 471-482). Estas determinaciones se realizaron a tiempos distintos, tal como se indica en la figura 3. De
manera correspondiente al procedimiento usado, se segrega y se acumula de manera aumentada la L-lisina acumulada
en el interior de la célula de ese modo mediante pMV2-3. De manera correspondiente, se reduce fuertemente también
segun lo esperado la L-lisina existente en el interior de la célula. Por consiguiente, el uso del exportador descrito y
descubierto representa un procedimiento para mejorar la formacion de L-lisina determinada.

f) Aumento de la acumulacion de L-lisina mediante lysE o LysEG

Se ligé en pZl el fragmento Pvull-HindII de 1173 pb que porta el lysE correspondiente de la informacién de se-
cuencia del subclon pMV2-3, que contiene el fragmento BamHI de 2374 pb secuenciado en pJC1 (véase la figura 1)
(Appl Env Microbiol(1989) 55: 684-688), y de ese modo se obtuvo el plasmido plysE. Se introdujo este pldsmido, asi
como el plasmido pMV2-3 que porta la lysElysG mediante electroporacion en la cepa d de C. glutamicum, detectan-
dose zonas cromosémicas. En primer lugar, las cepas obtenidas de C. glutamicum d pMV2-3, C. glutamicum d plysE,
C. glutamicum pJC1 se disponen tal como se describi6 en e) en el medio complejo, después se cultivaron en medio
minimo de produccién CGXII junto con glucosa al 4% y L- metionina 5 mM, y se tomaron muestras para la deter-
minacién de L-lisina acumulada. Como puede apreciarse en la figura 4, se consigue mediante lysElysG un aumento
de la acumulacioén de lisina en comparacién con los controles. El plysE alcanza una acumulacién extraordinariamente
aumentada de 4,8 mediante este procedimiento hasta 13,2 mM de L-lisina.

Leyendas de las tablas y las figuras

Tabla 1: La secuencia de aminodcidos del regulador del exportador de lisina de Corynebacterium glutamicum, con
el motivo de hélice-giro-hélice tipico de las proteinas de unién a ADN.

Tabla 2 (tres lados): la secuencia de nucleétidos de la zona que codifica para el regulador de la exportacion de
lisina y del exportador de lisina de C. glutamicum.

Tabla 3: La secuencia de aminoacidos del exportador de lisina de Corynebacterium glutamicum, con las hélices
transmembranas identificadas TMH1 a TMH6.

Figura 1: Los fragmentos de ADN obtenidos mediante la clonacién en pMV6-3 y pMV8-5-24, que provocan la
secrecion de lisina, asi como el subclon pMV2-3 producido a partir de pMV6-3, que se secuencid y provoca también
la secrecion de lisina. B, BamHI; Sm, Smal; Sc, Sacl; S1, Sall;H, HindII; X, Xhol.

Figura 2: Comparacién de la secuencia de aminodcidos derivada de LysE de C. glutamicum (atrriba) con un pro-
ducto génico de funcién hasta el momento desconocida de Escherichi coli (abajo) que se identifica como vehiculo de
exportacion.

Figura 3: Aumento de la exportacion de lisina mediante pMV2-3 con C. glutamicum de NAS. Arriba, los controles
con segregacion y acumulacion en el interior de la célula reducida de lisina hasta aproximadamente 150 mM. Abajo la
alta segregacion causada por pMV2-3 con acumulacién sélo reducida en el interior de la célula de aproximadamente
30 mM.

Figura 4: El aumento de la acumulacién de lisina en C. glutamicum mediante 1lysElysG (pMV2-3) (curva media),
y la acumulacién limitada mediante lysE (plysE) (curva superior).
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TABLA 2
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TABLA 2 (continuacion)
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TABLA 2 (continuacion)

V V M TALA ATII KLMILMMG =

LysE 4

} ox£3
N BE R T K
5° CTACTGGCGTAACCGGTAGTTTGACTACAACTACCCAATCAAAAGCGCCCAAAA

Sv

CCTTAGCCACCGGAAGCGGGTTTACAACTACGGCCGCAGCACCCTTTAGAGTAGCTAGC&
S DT A KAW I NIGA ADUHSTIUETDTIA

Gmcmmmmmmmmmmsmimamm
E L B A DSV PF ELNNILSDUL S NDULQ

GAGMACWGTGGTTAGNACGTGACCAGTGCCATAGGCGCGGCAWAA&
E VvV S S A G IULASTVTDA AGTYUZ EGQ

GAGCGCGTC&TGGGTACGTQCGCGGTAGACGCGH‘CACNACGGGCGCMGGACCCGCTA
E RL VW AULA AMDZGQA ATL S Q GREUGQATI

CMTMC&M&CWATAMATMWWCWWC&
D N L XKRVY MDTINNVNILMGES SUL S

K G Q S AR S GEPIOGD ULUYI KUDTULL

CGGGACGCGTTCACCACTCTT TCC T TACTGCGGTTC TGGTARCAACCGTCGACTGACGTT
G Q AL PSP AIVGLGNDNA AAZST GQL

GCTTCAAGAGTGGCAGTAGCGGGCCAAGGAGGTGGGTTGCTAATTACTACCTTATCGAACC
L R B G DD G PEEUVWRNITISYS?P

GACTACTTAGTCTTCGCCCGTCGGRAGGAGGCGGTACTTGAGTCGGCGGAGGOGACACTC
I L L P C G EEAMUPFPEAMALAEA ATUL

Q H

GAGACCTGGCATCCTTCTTTATGGGTGCATTTCTCGGAAGGTCTGCGTTGTTACAGTGC
E P G Y S 8§ I 6V YLAIZKG SAVYVYIDHR

GTTACGCATGTACCAAAGAAGGTTTCCTCATAGA

L A

Y M T E EL P T D

10

<-orf34

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2374



ES 2281 088 T3

TABLA 3
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para la produccién microbiana de aminodcidos, en el que se aumenta la actividad del vehiculo
de exportacion especifica para los correspondientes aminodcidos de LysE con una secuencia de aminodcidos indicada
en SEC ID No 2 y/o la expresion del gen de exportacion especifica para los correspondientes aminodcidos de lysE con
la secuencia de nucleétidos desde el nucleétido 1016 hasta el 1726 segiin SEC ID No 1 de un microorganismo que
produce los correspondientes aminodcidos.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la expresion génica del vehiculo de exportacion
lysE se aumenta mediante un aumento del ndmero de copias génicas.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 2, caracterizado porque para obtener un aumento del nimero de copias
génicas el gen de exportacion lysE se incorpora en un constructo génico.

4. Procedimiento segun la reivindicacién 3, caracterizado porque el gen de exportacion lysE se incorpora en un
constructo génico que contiene la secuencia génica reguladora asignada para el gen de exportacion.

5. Procedimiento segtin la reivindicacion 4, caracterizado porque la secuencia génica reguladora lysG con una
secuencia de aminodcidos segin SEC ID No 5 es una de las secuencias génicas reguladoras.

6. Procedimiento segtn la reivindicacién 5, caracterizado porque la secuencia génica reguladora lysG presenta
una secuencia de nucledtidos desde el nucleétido 1421 hasta el 2293 segtin SEC ID No 3.

7. Procedimiento segtin una de las reivindicaciones 2 a 6, caracterizado porque un microorganismo que produce
los correspondientes aminodcidos se transforma con el constructo génico que contiene el gen de exportacion lysE.

8. Procedimiento segtn la reivindicacién 7, caracterizado porque un microorganismo del género Corynebacterium
se transforma con el constructo génico que contiene el gen de exportacion lysE.

9. Procedimiento segun la reivindicacién 7 u 8, caracterizado porque se utiliza un microorganismo para la tras-
formacioén en el que se desregulan las enzimas que participan en la sintesis de los correspondientes aminodcidos.

10. Procedimiento segtin una de las reivindicaciones 7 a 9, caracterizado porque se utiliza un microorganismo
para la transformacién, que contiene un porcentaje elevado de metabolitos del metabolismo central.

11. Procedimiento segiin una de las reivindicaciones 2 a 10, caracterizado porque el gen de exportacién lysE se
afsla a partir de una cepa de microorganismos del género Corynebacterium.

12. Procedimiento segiin una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque se aumenta la expresion del
gen de exportacion lysE mediante el refuerzo de las sefiales de transcripcion.

13. Procedimiento segtin una de las reivindicaciones anteriores para la produccién de L-lisina.

14. Gen de exportacion lysE que codifica un vehiculo de exportacién de amino4cidos LysE con una secuencia de
aminodcidos indicada en SEC ID No 2.

15. Gen de exportacion segtn la reivindicacion 14, con la secuencia de nucledtidos desde el nucledtido 1016 hasta
el 1726 segin SEC ID No 1.

16. Gen de exportacion segin una de las reivindicaciones 14 6 15 que comprende secuencias génicas reguladoras.

17. Gen de exportacién segun la reivindicacién 16, caracterizado porque la secuencia génica reguladora lysG
presenta una secuencia de aminodcidos indicada en SEC ID No 5.

18. Gen de exportacién segun la reivindicacion 17, caracterizado porque la secuencia génica reguladora lysG
presenta una secuencia de nucleétidos desde el nucle6tido 1421 hasta el 2293 segin SEC ID No 3.

19. Un gen regulador lysG adecuado para la regulacién de un gen de exportacion lysE que codifica un vehiculo de
exportacién de aminodcidos con una secuencia de nucleétidos segiin SEC ID No 1, con una secuencia de aminodcidos
indicada en SEC ID No 5

20. Gen regulador segtn la reivindicacién 19 con la secuencia de nucledtidos desde el nucleétido 1421 hasta el
2293 segin SEC ID No 3.

21. Constructo génico que contiene un gen de exportacion seglin una de las reivindicaciones 14 a 16.
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22. Constructo génico segun la reivindicacién 21 que contiene ademds una secuencia génica reguladora segin la
reivindicacién 19 6 20.

23. Vector que contiene un gen de exportacién segtin una de las reivindicaciones 14 a 16 o un constructo génico
segun la reivindicacion 21.

24. Vector segtin la reivindicacion 23, que contiene ademds una secuencia génica reguladora segtin la reivindicacién
19 6 20 o una constructo génico segun la reivindicacion 22.

25. Célula transformada que contiene un gen de exportacién segiin una de las reivindicaciones 14 a 16 en forma
que puede replicarse o un constructo génico segtin la reivindicacién 21.

26. Célula transformada segun la reivindicacién 25 que contiene un vector segun la reivindicacién 23.

27. Célula transformada segiin la reivindicacidn 25 6 26 caracterizada porque pertenece al género de Corynebac-
terium.

28. Célula transformada segtin una de las reivindicaciones 25 a 27, caracterizada porque en ésta estan desregula-
das las enzimas que participan en la sintesis de los aminoécidos, que se extrae de la célula por medio del vehiculo de
exportacién codificado por el gen de exportacién lysE transferido en la célula transformada.

29. Célula transformada segiin una de las reivindicaciones 25 a 28 caracterizada porque contiene un elevado
porcentaje de metabolitos del metabolismo central.

30. Célula transformada segin una de las reivindicaciones 25 a 29 que contiene ademds una secuencia génica
reguladora lysG segutn la reivindicacién 19 6 20 en forma que puede replicarse o un constructo génico segtn la
reivindicacion 22.

31. Célula transformada segtn la reivindicacién 30 que contiene un vector segin la reivindicacién 24.

32. Un vehiculo de exportacion de aminoécidos LysE con 6 hélices transmembrana, codificado por un gen de
exportacién lysE con la secuencia de aminodcidos indicada en SEC ID No 2.

33. Uso del gen de exportacion lysE con una de las secuencias de nucleétidos segtiin SEC ID No 1 para el aumento
de la produccién de aminodcidos de microorganismos.

34. Uso segtn la reivindicacién 33, caracterizado porque se utiliza el gen de exportacion lysE cuya expresion
génica del vehiculo de exportacion lysE se aumenta mediante un aumento del nimero de copias génicas y/o mediante
el uso de factores reguladores que influyen de manera positiva en la expresion del gen de exportacion.

35. Uso segun la reivindicaciéon 33 6 34 caracterizado porque se transforma el microorganismo que produce
aminodcidos con un constructo génico que contiene el gen de exportacién lysE.

36. Uso segun la reivindicacién 35, caracterizado porque el constructo génico porta ademads secuencias génicas
reguladoras.

37. Uso segtin una de las reivindicaciones 33 a 36, caracterizado porque se utiliza el gen de exportacion lysE de
Corynebacterium.

38. Uso segtin una de las reivindicaciones 33 a 37, caracterizado porque se utiliza Corynebacterium como micro-
organismo que produce aminoécidos.
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Complementaci6n del defecto de exportacion
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ccatttgetg
cctgaacctt
gtctgtgagt
gtcaatgggt
ggtttcggga
cgacgggaca
acggtcttga
tttceceatceca
ggttccaagt
taaaacatct
gagegttget
cgaatctgeg
tttagtttct
tteggttget

agctttaacg

gaagctgeet

atattaaacce

aaggtgttac
ttcagaagta
ctagctagag
atctcatcga
agaagtcccee
atggatacgc
agcacatctt
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tctactactt
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ttgatggcga
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ttggeccggtt

cgctgactca

tcatcaatga

atgttaagaa
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atctagattc
ggaggatcac
aaccaaggce
gecectgcocgceec
tgggaccgaa
catceccgcaa
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gtg atc atg gaa atc ttc att aca ggt ctg ctt

cgggcgaaga
attgctgcat
cgttgccaat
tttagcatgyg
gcctcaccaa
tcgacgegec
ggcatcgcag
gcaatggcca
gcttcacggg
tcatcttcca
ggaggaaace
aggcgtccag
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cgacccacgt

agggctaagg

tgaatggggt
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atagttgcge
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1
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val

tta
Leu

aag
Lys

gtc
val
50

gcc
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ctg
Leu

gtg
val

gac
Asp

gtg
Val
130

atg
Met

gac

gga
Gly

tte
Phe

agc

210

acc
Thr

Ile

ctg
Leu

cgc
Axg
35

ttt
Phe

gcg
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tta
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gaa
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acg
115
<gg
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gcg
Ala

cgg
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195

cce
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gca
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tee
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gaa
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ccyg
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tgg
Trp

gcg
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cct
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gty
val
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tgg
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ctg
Leu

aag
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ttg
Leu
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atc
Ile

gga
Gly

ttc
Phe

ate
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Phe
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cca

-Pro

ttg

gag
Glu

gca
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gtg
val
165

att
Ile
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val

gtg
val

gee
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Ile

gga
Gly

ctc
Leu

ate
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gtg
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70

gce
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cag
Gln

ggc
Gly

gtg
val

ate
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150
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Phe
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ggt
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tgg
Trp

atc
Ile
230

Phe

ccg
Pro

att
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gce
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cte
Leu

gtc
val

ate
Ile

ggt
Gly

age
Ser
135

gtg
val

atc
Ile

gce
Ala

tte
Phe

cgc
Arg
215

aaa
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Ile

cag
Gln

gcg
Ala
40

ggc
Gly

gat
Asp

atg
Met

att
Ile

tcg
Ser
120

gtc
Val

ctg
Leu

gge
Gly

gct
Ala

ggc
Gly
200

tgg
Trp

ctg

Thr

aat
Asn
25

gtt
val

acc
Thr

att
Ile

gca
Ala

gaa
Glu
105

gcg
Ala

gat
Asp

acc

ggc
Gly

ggc
Gly
185

gca
Ala

ate
Ile

atg

Lys Leu Met

Gly
10

gta
val

ctt
Leu

ttg
Leu

atg
Met

gcg
Ala

gaa
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gtg
val

aag
Lys

tgg

gtc
val
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gcg
Ala

gca
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aac
Asn

ttg
Leu

Leu

ctg
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cte
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ggc
Gly

cgc
Arg
75

aaa
Lys

aca
Thr

gee
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cag
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ttg
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ttc
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val

Leu
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gtt
val
60
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cgg
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atg ggt
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235
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att
Ile

tgt
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gat
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ggt
Gly
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Pro

gac
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gtt
val

ccg
Pro

caa
Gln

gca
Ala

tca
Ser
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gtg
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tag

Gly

aaa
Lys
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tta
Leu

ctt
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gage
Gly

atg
Met
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110

acg

tgg
Trp

aat
Asn

tac

Tyr

agce
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cgce
Arg

gca
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caa
Gln

att
Ile

ttg
Leu

atc
Ile
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gtg
val

cgc
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gta
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gcg
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9gg¢
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ctg
Leu

ccg

gtt
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Ser
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Gly

tct
Ser

tee
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gct
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aac
Asn

cce
Pro
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aag
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ctg
Leu

gtg
vVal

ttttcgegygg

Leu

att
Ile

gac
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aat
Asn
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tac

aag
Lys
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Asp

cgg
Arg
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Leu
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tgg
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1162

1210
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1594

1642
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gctgctcaac
cttgctecgeg
cgatgtcatt
gggacttacc
gcaggccctg
gcaacaagtt
ttggctgatg
tgagetctgy

cacgcaatgce

<210>2
<211> 236
<212> PRT

tgacgaagca
cagcacccat
gagcttgcgg
ctggctggeg
cgcaagtggt
ctcaccgtca
aatcagaagc
accgtaggaa

gtacatggtt

<213> Corynebacterium glutamicum

<220> (LysE)
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ccaatcaatg
gcaagcgceca
accatatcaa
cgggaaccct
gagaaagcaa
tcgeeoggtt
gggcageccct
gaaataccca

tcttccaaag

cactggtcac
tctgcgcaag
tattgttcac
ctggaattcc
tgacgccaag
gctcecaccea
cctccgcecat
cgtaaagagc

gagtatct

ggtatccgeg
tgactgcecg
gttcaacatg
atcgagatat
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gcctceccgetg

gcaacaatgt
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2374
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<400> 2

Met

Leu

Ile

Asp

Asn

63

Lys

Asp

Pro
145

Leu

Thr

<210>3
<211> 2374
<212> ADN

val

Leu

Lys

val

50

Ala

Leu

val

Asp

Val

130

Met

Asp

Gly

Trp

Ser

Met
225

Ile

Leu

Axrg

35

Phe

Ala

Leu

Glu

Thr

115

Arg

Leu

Ala

Arg

Met

Ser

20

Glu

Leu

Pro

Trp

Ala

100

Pro

val

Met

Phe

Trp
180

Glu

Ile

Gly

Phe

Ile

pPhe

85

Pro

Leu

Glu

Ala

val

165

Ile

Ile

Gly

Leu

Ile

vVal

70

Ala

Gln

Gly

val

Ile
150
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Phe

Pro

Ile

Ala

55

Leu

val

Ile

Gly

Ser

135

val

Ile

Gln

Ala

40

Gly

Asp

Met

Ile

Ser

120

val

Leu

phe Ile Gly

Phe

Ala

Ala

Thr
Asn

25
val

Thr

Ile

Glu
105
Ala

Asp

Gly

Gly
185

Gly
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val

Leu

Leu

Met

Ala

90

Glu

val

Lys

TP

val

170

Ala

Leu

Leu

Leu

Gly

Arg

75

Lys

Thx

Ala

Gln

Leu

155

Gly

Phe

Leu

vVal

val

val
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Trp

Asp

Glu

Ala

Ala

Leu

Ile

Cys
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Asp

Gly

Ala

Pro
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Val

Pro

Gln

Ala

Gly

Lys

30

Leu

Leu

Gly

Met

Thr

110

Thr

Trp

Asn

Ser
190

Phe Pro Leu Val Gly Phe Gly Ala Ala Ala Leu
200

195

Ser Pro Lys Val Trp Arg Trp Ile Asn Val Val
21S

210

220

Thr Ala Leu Ala Ile Lys Leu Met Leu Met Gly
230

<213> Corynebacterium glutamicum

<220> (complemento para <210> 1)

<221> no cierto
<222> CDS (2)..(652)

<223> orf3

<220>
<221> gen
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Gln
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Leu

Ile
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Gly
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Leu

Ser
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Ser
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Ala

80

Asn

Pro

AsSn
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TYIr

160

Ile

Arg Pro Leu

Ala Vval val
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<222> CDS (1421)..(2293)

<223> LysG

<400> 3
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a gat act cct ttg gaa gaa acc atg tac gca ttg cgt gac att gtt gcg 49

Asp Thr Pro Leu Glu Glu Thr Met Tyr Ala Leu Arg Asp Ile Val Ala
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ctt
Leu
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gca
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tgg
Trp
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Asp
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Asp
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tca gtt
Ser Val
170

gag
Glu

ttt
Phe
185

tct
Ser

gac
Asp

atc
Ile

aac
Asn

ggc
Gly

taa

gacgttgatc
gaaacccacc
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ceggegatga
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ctggceeccca

agtacttaag
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gaa ggc
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ttg gta
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ctt
Leu
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val
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age tte
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gaa
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agt
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250

cag cgc
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caa gca
Gln Ala

gcg
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gct
Ala
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cgg
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aag
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ccacccgeac
cgggcacggt
cgtetttcecge
tatcgageac
acaaaaagac
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Asp Thr
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1392

1444
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ctg
290

ccg
Pro

cee
Pro

cge
Arg

gt
val

gta
val
370

ttg
Leu

cce
Pro

gac
Asp

cecyg
Pro

gga
Gly
450

gtg
val

cga
Azg

gtt
val

27$s

caa
Gln

tta
Leu

gtg
val

ttg
Leu

tta
Leu
355

gta
val

cgg
Arg

gte
val

o999
Gly

teg
Ser
435

ctt
Leu

atc
Ile

tog
Trp

gat
Asp

gca
Ala

ace
Thr

tte
Phe

gaa
Glu
340

gga
Gly

gaa
Glu

gat

tta
Leu

cge
Axg
420

gcg
Ala

ctt

ctc
Leu

cge
Arg

gca
Ala
500

gaa
Glu

ate
Ile

aac
Asn
325

gat
Asp

gcg
Ala

ctt
Leu

gcce
Ala

cge
Arg
405

gtc
val

gaa
Glu

cce
Pro

ctc
Leu

ctg
Leu
485

gca
Ala

act

Thr

gec
Ala
310

gag
Glu

gaa
Glu

gta
val

gga
Gly

tac

Tyx
3so0

ttc
Phe

gat
Asp

ggt
Gly

gaa
Glu

gat
Asp
470

gaa
Glu

atc
Ile

aaa
Lys
295
atc
Ile

gta
Val

gcg
Ala

acce
Thr
ace
375
atg

Met

ggat
Gly

ggt
Gly

ttt
Phe
acc
455
gag

Glu

tect
Ser

gag
Glu
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280

gcg
Ala

aac
Asn

get
Ala

cac
His

cgt
Arg
360

atg
Met

gtt
val

ccc
Pro

cct
Pro

ggt
Gly
440

caa

Gln

ata
Ile

aga
Arg

dgoa
Gly

caa
Gln

gca
Ala

tet
Ser

aca
Thr
345

gaa
Glu

cgcC

gat

aaa
Lys

gtg
val
425

gag
Glu

gect
Ala

cee
Pro

tct
Ser

ttg
Leu
505

cta
Leu

gat
Asp

tog
Trp
330

tta
Leu

gee
Ala

cac
His

999
Gly

gat
Asp
410

g99
Gly

gca
Ala

get
Ala

att
Ile

cta
Leu
450

<99
Arg

tct
Ser

tcg
Ser
315

ggt
Gly

tcc
Ser

aat
Asn

ttg
Leu

aaa
Lys
398

gtg
val

cge

att
Ile

cce
Pro

gac
Asp
475

gct
Ala

cct
Pro

gga
Gly
300

cta

Leu

gga
Gly

ttg
Leu

cee
Pro

gce
Ala
380

cta
Leu

ctt
Leu

agy
Arg

cgce
Axg

atg
Mat
460

aga

tag

ggtttttcac ttettcgece gecaggaattg ggccaggeag

g

<210> 4
<211> 216
<212> PRT

<213> Corynebacterium glutamicum

<220> (orf3)

288

cgc
Arg

tcc
Ser

gca
Ala

ctg
Leu

gtg
val
365

att
Ile

gat
Asp

caa
Gln

cge
Arg

cga
Arg
445

cta

Leu

cecg
Pro

cte
Leu

ttacttctga aaaggttcag

agtaacacct tcagcaaatg

ctt
Leu

aca

acg

cgg

350

gcg
Ala

gca
Ala

tgg
Trp

gac
Asp

gta
val
430

ggc
Gly

aaa
Lys

atg
Met

aca
Thx

gct
Ala

tgg
Trp

cte
Leu
335

cgt
Arg

gga
Gly

acc
Thr

gct
Ala

cgt
Arg
415

tcc
Ser

ctt
Leu

gca
Ala

tat
Tyr

gac
Asp
495

gaa
Glu

tte
phe
320

acg
Thy

gga
Gly

tgt

cce
Pro

gcg
Ala
400

gac
Asp

att
Ile

ggt
Gly

gga
Gly

tgg
Trp
480

gee
Ala

atc
Ile
305

cct
Pro

ctg
Leu

gat
Asp

caa
Glu

tca
Ser
385

atg
Met

ctg
Leu

gtc
val

tgg
Trp

gaa
Glu
465

caa

Gln

gte
Val

1684

1732

1780

1828

1876

1924

1972

2020

2068

2116

2164

2212

2260

2313

2373

2374
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<400> 4

Asp

Ser

Ile
Gly
65

Gly

Leu

Leu

145

Thr

Leu

Ile

Thr

<210>5

<211>290
<212> PRT

Thr

Gly

Ala

His

50

Asp

val

Leu

Ser

130

Ala

Ser

Asp

Asp

Asp
210

Lys

Glu

35

Gln

Asp

Ile

Asp

Glu

115

aAsp

Ala

Ser

Glu

195

Ser

Ala

20
Ala
Pro
Gly
Ala
Gly
100
Gly
Ile
val
Leu
Leu
180

Ile

Lys

Glu

Leu

Ala

Sex

Glu

Phe

85

Ile

Mot

Ala

Ile
165
Asn

Ser

Thr

<213> Corynebacterium glutamicum

<220> (LysG)

ES 2281 088 T3

Glu

Tyr

Glu

Asn

70

Ser

Pro

Leu

Gln

Arg

150

Gly

AsSn

His

Arg

Thr

vVal

Phe

Serx

55

Leu

Pro

Glu

Asn

Glu

135

Glu

Ala

Asp

Glu
215

Met

Gly

Met

40

Ile

Leu

Leu

Gly

val

120

Arg

Gln

Ser

Glu

Ala

200

Asn

Tyr
Ile

25
Ala
Ile
Gln
Ala
Sex
105
Asn

Gly

Gly

Phe
185

Gly

Ala

10

Ser

Glu

Asn

Ser

Gln

90

Arg

Asn

Gln

Glu

val

170

Ser

Ile

Leu

Ser

Glu

Arg

Ala

75

Gly

Ile
Ser
Tyr
155

Glu

Asp

Axrg Asp

Tyr Gly

Gly Cys
45

Trp Val
60

Ala Asn
Leu Leu
Ser Gln
ASp Met

125

Leu Ala
140

Gly Ala
Gln Leu

Ala Glu

Ile Txp
205

Ile

Pro
30

Glu

Asn

Gly

110

val

Gln

Asp

Asp

190

Ala

val

15

Glu

Leu

Glu

Gly

Asp

Lys

Arg

Met

Thr

175

Glu

Lys

Ala

Leu

Leu

Pro

Leu

80

Lys

Ser

Lys

Ala

Val

160

Ser

Ala

Ala
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<400> 5

Met

Ser

Ser

Gln

65
Leu
Asp
Trp
Leu
Ala
145

His

Gly

Gly
Ala
225
Ala

Ile

Leu

Asn

Phe

Gln

Arg

50

Ala

Ser

Ser

Gly

Serx

130

Asn

Leu

Lys

val

Arg

210

Ile

Pro

Asp

Ala

Pro
290

ES 2281 088 T3

Pro Ile Gln Leu Asp Thr Leu Leu Ser Ile Ile Asp Glu Gly
15

5

10

Glu Gly Ala Ser Leu Ala Leu Ser lle Ser Pro Ser Ala val
30

Arg
35
Thr

Ala

Gly

Gly

115

Leu

Pro

Ala

Leu

Leu

195

Arg

Arg

Met

Thr

Arg
275

20

val

Gln

Arg

Arg

Ser

100

Ala

Leu

val

Ile

Asp

180

Gln

Axrg

Arg

Leu

Pro

260

Leu

Lys

Pro

Lys

Leu

85

Thr

Arxg

Ala

Ala
165

Trp

Asp

val

Gly

Lys

245

Met

Ala
Ala
Met

70

Ala

Leu

Arg

Gly

150

Thr

Ala

Arg

Ser

Leu

230

Ala

Asp

Leu Glu
40

Lys Ala
55

Val Leu

Glu Ile

Phe Pro

Thr Leu
120

Gly Asp
135

Cys Glu
Pro Ser
Ala Met
Asp Leu

200

Ile val
215

Gly Trp

Gly Glu

Trp Gln

Ala val
280

2S

His

Thr

Leu

Pro

Pro

105

Arg

val

Val

Leu

Pro

185

Asp

Pro

Gly

val

Arg

265

Val

10

His val Gly

Glu

Gln

Leu

90

val

Leu

Leu

Val

Arg

170

val

Gly

Ser

Leu

Ile
250

Trp

Asp

Ala
Ala
75

Thr

Glu

Gly

Glu

155

Asp

Leu

Arg

Ala

Leu

235

Leu

Arg

Ala

Gly
60
Glu

1le

Asp

Ala

140

Leu

Ala

Arg

val

Glu

220

Pro

Leu

Leu

Ala

Arg
45

Glu

Ala

Glu

Glu

125

val

Gly

Tyr

Phe

Asp

205

Cly

Glu

ASp

Glu

Ile
285

Val

Val

Lys

Ile

Val

110

Ala

Thr

Thr

Met

Gly

1%0

Gly

Fhe

Glu

Ser
270

Glu

Leu

Ala
Asn
95

Ala

His

Met

val

175

Pxro

Pro

Gly

Gln

Ile

255

Axrg

Gly

val

val

Gln

80

Ala

Ser

Thr

Glu

Arg

160

Asp

Lys

val

Glu

Ala

240

Pro

Serxr

Leu
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