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DESCRIPCIÓN

Procedimiento para la producción microbiana de aminoácidos mediante un aumento de la actividad de vehículos
de exportación.

La invención se refiere a un procedimiento para la producción microbiana de aminoácidos según las reivindicacio-
nes 1 a 20, genes de exportación según las reivindicaciones 21 a 26, genes reguladores según la reivindicación 27 y 28,
estructuras génicas según las reivindicaciones 29 y 30, vectores según la reivindicación 31 a 33, células transformadas
según la reivindicación 34 a 40, proteínas de membrana según la reivindicación 41 y 42 así como a usos según la
reivindicación 43 a 48.

Los aminoácidos son de gran interés económico, siendo múltiple el uso de aminoácidos: así se necesita por ejem-
plo L-lisina, tal como también L-treonina, y L-triptófano 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 síntesis de productos químicos finos.

Un procedimiento preferido para la producción de estos aminoácidos más diversos es la producción biotecnoló-
gica por medio de microorganismos; entonces, de esta manera se obtiene directamente la forma ópticamente activa y
biológicamente eficaz del aminoácido 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 aminoácidos pero normalmente sólo en la cantidad necesaria para el crecimiento,
de tal modo que no se segrega ni forma ningún aminóacido en exceso. Esto se basa en que la biosíntesis de los
aminoácidos en la célula se controla de múltiples maneras. En consecuencia, se conocen ya procedimientos más
diversos, para aumentar la formación de producto mediante la interrupción de los mecanismos de control. En el caso de
estos procesos se utilizan por ejemplo análogos de aminoácidos, para interrumpir la regulación eficaz de la biosíntesis.
Así se describe un procedimiento en el que se usan las cepas de Corynebacterium, que son resistentes frente a análogos
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 análogos 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).

Además se conocen también microorganismos construidos mediante técnicas de ADN recombinante, en los que
también se suprime la regulación de la biosíntesis, clonándose y expresándose los genes que codifican las enzimas
esenciales que ya no pueden inhibirse por retroalimentación. Así se conoce por ejemplo una bacteria recombinante
que produce L-lisina con aspartato cinasa resistente a la retroalimentación, codificada en el plásmido (documento EP
0 381 527). Además se describe una bacteria recombinante que produce L-fenilalanina con prefenatodeshidrogenasa
resistente a la retroalimentación (documento JP 124375/1986, documento EP 0 488 424). Además se consiguieron
también rendimientos elevados de aminoácidos mediante la sobreexpresión de genes que no codifican para enzimas
sensibles a la retroalimentación de la síntesis de aminoácidos. Así por ejemplo, se mejora la formación de Lisina
mediante la síntesis elevada de la dihidropicolinatosintasa (documento EP 0 197 335). También se consigue una mejor
formación de treonina mediante la síntesis elevada de la treoninadeshidratasa.

Ensayos adicionales para obtener un aumento de la producción de aminoácidos apuntan a una mejor preparación
de los metabolitos primarios celulares del metabolismo central. Así se conoce que la sobreexpresión que se consigue
mediante técnicas recombinantes de la transcetolasa posibilita una mejor formación de producto de L-triptófano, L-
tirosina o L-fenilalanina (documento EP 0 600 463 A2). Además, la reducción de la actividad de fosfoenolpiruvato-
carboxilasa en Corynebacterium conduce a una mejor formación de aminoácidos aromáticos (documento EP 0 3331
145).

Estos múltiples ensayos para obtener un aumento de la productividad están dirigidos en general a superar entonces
la limitación de la síntesis citosólica de los aminoácidos. Pero también, como una limitación adicional, se tiene en
cuenta fundamentalmente la exportación de los aminoácidos formados en el interior de la célula en el medio de cul-
tivo. Por tanto, hay planteamientos aislados para mejorar esta exportación y con esto la rentabilidad de la producción
de aminoácidos. Así 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 extracción fueron exitosas exclusi-
vamente en el caso de la producción de glutamato, mientras que no pudo mejorarse la síntesis de otros aminoácidos
de esta manera. También se han desarrollado cepas de bacterias en las que la actividad del sistema de secreción se
eleva debido a una mutación física o química. De ese modo se obtuvo, por ejemplo, una cepa de Corynebacterium
glutamicum que es adecuada especialmente para la producción de L-lisina mediante una mejor actividad de secreción
(documento DE 42 03 320).

Todos los ensayos realizados hasta ahora para obtener un aumento de la secreción de aminoácidos formados en el
interior de la célula se caracterizan en total porque puede conseguirse un eflujo más elevado de aminoácidos debido
a los procedimientos escogidos no específicos o no dirigidos solamente por azar. En la solicitud de patente alemana
número 195 23279.8-41 se describe únicamente un procedimiento que permite aumentar de manera muy selectiva la
secreción de aminoácidos formados en el interior de la célula, aumentando la expresión de los genes que codifican
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la importación de aminoácidos. El conocimiento que sirve de base a esta estrategia, que la célula usa proteínas de
importación para la exportación de aminoácidos, como también el hecho de que los microorganismos de la naturaleza
no forman ni segregan aminoácidos en exceso, sugiere la suposición de que para el transporte de aminoácidos no
existen en absoluto proteínas o genes de exportación específicos, sino que los aminoácidos se excretan de la célula a
través de otros sistemas de exportación.

Los sistemas de exportación conocidos hasta ahora exportan iones metálicos venenosos, antibióticos tóxicos y to-
xinas de alto peso molecular. Estos sistemas de exportación están constituídos de manera relativamente compleja: por
regla general son proteínas de membrana que participan en la membrana citoplasmática, que sin embargo provocan
solamente una reacción parcial de la exportación, de tal modo que, seguramente, son necesarias proteínas auxiliares
extracicloplasmáticas, 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). Además se sabe que en el caso del sistema de exportación dependiente de sec son esenciales al menos 6 com-
ponentes proteicos diferentes para las proteínas extracelulares. Este estado de la técnica sugiere que, de la misma
manera los sistemas responsables de la exportación de aminoácidos, pero hasta ahora desconocidos, se componen de
varios componentes proteicos, o que varios genes son responsables de la exportación de aminoácidos. Una indica-
ción para esto podrían ser los diversos mutantes defectuosos en la exportación de lisina descritos por Vrljic et al. (J
Bacteriol (1995) 177: 4021-4027).

Se encontró sorprendentemente ahora, que para la exportación de aminoácidos en cada caso sólo es responsable un
único gen específico, de modo que por primera vez se proporciona un procedimiento para la producción microbiana
de aminoácidos en el que se aumenta de manera controlada la expresión del gen de exportación y/o la actividad
del vehículo de exportación de un microorganismo que produce los correspondientes aminoácidos. El aumento de la
actividad o expresión, del vehículo de exportación que resulta de este modo de procedimiento conduce a una tasa
de secreción elevada, de modo que se aumenta la exportación del correspondiente aminoácido. Los microorganismos
modificados de tal modo acumulan también un porcentaje elevado del correspondiente aminoácido en el medio de
cultivo.

Para obtener un aumento de la actividad del vehículo de exportación se aumenta especialmente la actividad en-
dógena de un microorganismo que produce aminoácidos. Por ejemplo, puede conseguirse un aumento de la actividad
enzimática, efectuando una conversión del sustrato más elevada mediante la modificación del centro catalítico o su-
primiendo la acción de los inhibidores enzimáticos. También puede provocarse una actividad enzimática mediante el
aumento de la síntesis enzimática, por ejemplo mediante amplificaciones génicas o mediante la interrupción de facto-
res que reprimen la biosíntesis enzimática. La actividad endógena del vehículo de exportación se aumenta mediante
una mutación del gen de exportación endógeno. Las mutaciones de este tipo pueden producirse o bien de manera no
dirigida según procedimientos clásicos, tales como por ejemplo mediante radiación UV o sustancias químicas desen-
cadenantes de mutaciones, o bien de manera controlada por medio de procedimientos de tecnología de genes tales
como deleción (delecciones), inserción (inserciones) y/o intercambio(s) de nucleótidos.

La expresión del gen de exportación se aumenta mediante el aumento del número de copias génicas y/o mediante el
refuerzo de los factores reguladores, que influyen de manera positiva en la expresión del gen de exportación. Así puede
tener lugar un refuerzo de los elementos reguladores preferiblemente en el plano de la transcripción, aumentándose
especialmente las señales de transcripción. 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 más eficaces. También puede llevarse a cabo un refuerzo de la transcripción mediante la
influencia correspondiente de un gen regulador asociado al gen de exportación, tal como se expone a continuación de
manera adicional. Sin embargo, además es posible el refuerzo de la traducción, mejorándose por ejemplo la estabilidad
del ARNm.

Para obtener un aumento del número de copias génicas se incorpora el gen de exportación en un constructo génico
o en un vector, preferiblemente en un vector con número de copias más pequeño. El constructo génico contiene espe-
cialmente secuencias génicas reguladoras asociadas al gen de exportación, preferiblemente aquellas que refuerzan la
expresión génica. Las secuencias génicas reguladoras presentan especialmente una secuencia de nucleótidos que co-
difica la secuencia de aminoácidos indicada en la tabla 1 o sus variaciones de alelo o una secuencia de nucleótidos del
nucleótido 954 al 82 según la tabla 2 o una secuencia de ADN fundamentalmente de acción similar. Las variaciones
de alelo o las secuencias de ADN de acción similar presentan especialmente derivados funcionales que pueden obte-
nerse mediante deleción (deleciones), inserción (inserciones) y/o sustitución (sustituciones) de nucleótidos a partir de
las correspondientes secuencias, conservándose sin embargo la función o actividad de proteína reguladora o incluso
elevándose: así, mediante la mutación de la secuencia génica reguladora puede influenciarse la eficacia de la unión
de la proteína reguladora sobre el ADN del gen de exportación que ha de regularse, de tal modo que se refuerza la
transcripción y por consiguiente se aumenta la expresión génica. Además, pueden estar asignadas al gen de exporta-
ción como secuencias reguladoras, pero también como los denominados “potenciadores” (“enhancer”), que producen
también una expresión del gen de exportación elevada a través de una mejor interacción entre la ARN polimerasa y el
ADN.

Para la incorporación del gen de exportación en el constructo génico se aísla preferiblemente el gen de exporta-
ción a partir de una cepa de microorganismos del género Corynebacterium, y con el constructo génico que contiene
el gen de exportación se transforma una cepa de microorganismos que produce los correspondientes aminoácidos,
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especialmente Corynebacterium. El aislamiento y transformación del correspondiente gen de transporte tiene lugar
según procedimientos habituales: en el caso del aislamiento y clonación de un gen de transporte a partir de Coryne-
bacterium es adecuado por ejemplo el procedimiento de la complementación homóloga de un mutante defectuoso de
exportación (J Bacteriol (1995) 177: 4021-4027). Si no es posible la clonación directa del gen estructural, inicialmente
puede efectuarse también la inserción de secuencias de vectores en el gen de transporte para aislarlo después a través
de “rescate en plásmido” en forma de fragmentos inactivos. Para el procedimiento según la invención 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 recombinación in vitro
con vectores conocidos (Appl Env Microbiol (1989) 55: 684-688; Gene 102 (1991) 93-98), se lleva a cabo la transfor-
mación en las cepas que producen aminoácidos mediante electroporación (Liebl et al. (1989) FEMS Microbiol Lett
65: 299-304) o conjugación (Schäfer et al. (1990) J Bacteriol 172: 1663-1666). Para la transferencia se utilizan prefe-
riblemente vectores con número de copias reducido. Como células huésped se utilizan preferiblemente productores de
aminoácidos de este tipo, que están desregulados en la síntesis de los correspondientes aminoácidos y/o que contienen
un porcentaje elevado en metabolitos del metabolismo central.

Tras el aislamiento pueden obtenerse genes de exportación con secuencias de nucleótidos que codifican la secuen-
cia de aminoácidos indicada en la tabla 3 o sus variaciones de alelo o que presentan la secuencia de nucleótidos del
nucleótido 1016 al 1726 según la tabla 2 o una secuencia de ADN fundamentalmente de acción similar. También en el
presente documento las variaciones de alelo o secuencias de ADN de acción similar comprenden especialmente deri-
vados funcionales en el sentido indicado anteriormente para las secuencias reguladoras. En el procedimiento según la
invención se utilizan preferiblemente estos genes de exportación.

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

Mediante la clonación de genes de exportación pueden obtenerse plásmidos o vectores que contienen el gen de
exportación y (tal como se mencionó anteriormente) que son adecuados para la transformación de un productor de
aminoácidos. Las células que pueden obtenerse mediante transformación, 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, integrándose las copias génicas mediante recombinación homóloga en cualquier posición del genoma,
y/o en un plásmido o vector.

Se conoce un gran número de secuencias que codifican una función desconocida de proteínas de membrana. Me-
diante la preparación de genes de exportación según la invención, tales como por ejemplo del gen de exportación con la
secuencia de nucleótidos desde el nucleótido 1016 hasta el 1766 según la tabla 2, o con las correspondientes proteínas
de exportación, como por ejemplo el gen con la secuencia de aminoácidos según la tabla 1, pueden identificarse ahora
proteínas de membrana cuya función es el transporte de aminoácidos mediante la comparación de secuencias. El gen
de exportación identificado con esto puede utilizarse a continuación para la mejora de la producción de aminoácidos
según el procedimiento según la invención.

Las proteínas de membrana conocidas del estado de la técnica presentan por regla general 12 hélices transmembra-
na, en parte también 4. Se encontró ahora sorprendentemente que las proteínas de membrana adecuadas o responsables
de la exportación de aminoácidos presentan 6 hélices transmembrana (compárese por ejemplo con la secuencia ex-
puesta en la tabla 3 de una proteína de exportación en la que las 6 zonas transmembrana están señaladas mediante
subrayado). Con esto se encuentra en este caso una clase de proteínas de membrana hasta ahora todavía no descrita y
por consiguiente nueva.

Ejemplos de realización

a) Clonación de un gen de exportación y clonación de un regulador de Corynebacterium glutamicum

Se aisló ADN cromosómico 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 escindió con la enzima de restricción Sau3A y
se separó mediante centrifugación 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 tamaño y se utilizó la fracción con un tamaño de fragmento de
aproximadamente 6-10 kb para la ligación con el vector pJC1. Para esto, se linealizó y desfosforiló el vector pJC1
con BamHI. Se ligaron cinco ng del mismo con 20 ng de los fragmentos cromosómicos de 6-10 kb. Se transformó el
mutante NA8 de defecto de exportación (J Bacteriol (1995) 177: 4021-4027) con la mezcla básica de ligación total
mediante electroporación (FEMS Microbiol Lett (1989)65: 299-304). Se seleccionaron los transformantes en LBHIS
(FEMS Microbiol Lett (1989) 65: 299-304) con 15 µg de kanamicina por ml. Se sometieron estos transformantes a
análisis en plásmidos extensos, poniéndose por separado 200 de los 4500 clones obtenidos en total, y determinándose
su porcentaje y tamaño en el plásmido. En promedio, un plásmido recombinante portaba aproximadamente la mitad
de los clones resistentes a kanamicina sometidos a ensayo con un inserto de tamaño 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
recuperación de la secreción de lisina. Para esto se utilizó el sistema descrito por Vrljic para obtener la inducción de la
segregación 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 mínimo, que contenían 20 g de (NH4)2SO4, 5 g de urea, 1 g de KH2PO4,
1 g de K2HPO4, 0,25 g de MgSO4 x 7H2O, 42 g ácido morfolinopropanosulfónico, 1 ml de CaCl2 (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 ácido
protocatéquico, 1 mg de FeSO4 x 7H2O, 1 mg de MnSO4 x H2O, 0,1 mg de ZnSO4 x 7H2O, 0,02 mg de CuSO4, 0,002
mg de NiCl2 6H2O, 20 g de agar-agar, así como 107 células/ml del mutante 49/3 de C. glutamicum auxotrófico 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
sólo una contenía además L-metionina, para inducir de ese modo la segregación de lisina. Se incubaron las placas de
indicador a 30ºC, 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 indicación 49/3. Se
aislaron los clones, y después se sometieron a prueba de nuevo, tal como se describió anteriormente, para determinar
la recuperación del cuadrante de crecimiento. De esta manera se obtuvieron los dos clones NA8 pMV8-5-24 y NA8
pMV6-3, que tenían la capacidad de recuperarse para segregar lisina.

Se realizaron preparaciones de plásmidos de estos clones, tal como se describe por Schwarzer et al. (Bio/Technolo-
gy (1990) 9: 84-87). Mediante la retransformación en NA8, se comprobó el efecto asociado al plásmido de la segrega-
ción de L-lisina. Se sometieron a análisis de restricción ambos plásmidos. El plásmido pMV8-5-24 portaba un inserto
de 8,3 kb, y el pMV6-3 uno de 9,5 kb. La figura 1 muestra el mapa físico del inserto.

b) Subclonación de un fragmento de ADN que reconstituye la exportación de lisina

Del inserto del plásmido pMV6-3 se produjeron subclones individuales con el uso de los sitios de corte de restric-
ción determinados. Así se ligó el fragmento XhoI-SalI 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 transformó
directamente C. glutamicum NA8 con los productos de ligación, se sometieron a prueba los transformantes tal como
se describió anteriormente para determinar la recuperación de la segregación de lisina y se comprobó la presencia
del subclon mediante la preparación de plásmidos y análisis de restricción. De esta manera se obtuvo la cepa con el
plásmido pMV2-3 como subclon más pequeño (figura 1). Este fragmento que facilita la exportación de lisina contiene
como inserto el fragmento BamHI-de 2,3 kb de pMV6-3.

c) Secuencia del gen de exportación de lisina lysE y su regulador lysG

Se realizó la secuencia de nucleótidos del fragmento BamHI de 2,3 kb según el procedimiento de terminación 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 secuenciación Auto-Read de Pharmacia (Uppsala, Suecia). El análisis electroforético tuvo lugar con
el dispositivo de secuencia de ADN de fluorescencia láser automático (A.L.F.) de Pharmacia-LKB (Piscataway, NJ,
EE.UU.). Se analizó la secuencia de nucleótidos obtenida con el paquete de programa HUSAR (Versión 3.0) del centro
de investigación del cáncer alemán (Deutschen Krebsforschungszentrums) (Heidelberg). La secuencia de nucleótidos
y el resultado del análisis se reproducen en la tabla 2. El análisis dio dos marcos de lectura completamente abiertos
(ORF) en el trozo de ADN secuenciado. ORF1 codifica para una proteína con una longitud de 236 aminoácidos,
ORF2 para una con una longitud de 290 aminoácidos. La proteína derivada de ORF1 muestra un conglomerado de
aminoácidos hidrófobos, tal como es característico para proteínas de membrana continua. El análisis detallado de la
distribución de los aminoácidos hidrófobos e hidrófilos con el programa PHD.HTM (Protein Science (1995) 4: 521-
533) se muestra en la tabla 3. De aquí se obtiene que la proteína contiene seis zonas de hélice hidrófobas, que atraviesan
la membrana. Por consiguiente, en el caso de esta proteína, se trata del exportador buscado del aminoácido L-lisina. El
correspondiente gen se denomina por ello a continuación como lysE. Se marca en la tabla 2 de manera correspondiente.
ORF2 se transcribe en dirección contraria con respecto a ORF1. El análisis 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 expresión de los genes más diversos que participan en los procesos catabólicos y
anabólicos de manera positiva. A continuación, ORF2 se denomina por ello como lysG (Govern = Regular). Debido
a esta asignación y porque lysE sólo podía clonarse (véase a)) y subclonarse (veáse b)) junto con lysG, lysG es el
regulador de lysE y por consiguiente también participa en la exportación de lisina. En la tabla 2 o tabla 1 también se
muestra el gen lysG y su secuencia de aminoácidos derivada.

d) Identificación de una proteína de membrana desconocida de Escherichia coli mediante comparación de secuencias

Con las secuencias establecidas según la tabla 3, pueden examinarse los bancos de secuencias que ya existen para
asignar de ese modo una función a las proteínas derivadas de las zonas secuenciadas. De manera correspondiente,
se compara la secuencia de aminoácidos del exportador de lisina de C. glutamicum con la utilización del paquete de
programa HUSAR (versión 3.0) del centro de investigación del cáncer alemán (Deutschen Krebsforschungszentrums
(Heidelberg) con las secuencias de proteínas derivadas de todas las secuencias de ADN depositadas. Para obtener una
única secuencia de función hasta ahora desconocida de E. coli se obtuvo una alta homología del 39,3% de aminoácidos
idénticos y el 64,9% de aminoácidos similares. En la figura 2 se muestra la comparación. 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
exportación de aminoácidos.
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e) Aumento de la exportación de L-lisina acumulada intracelularmente

Se transformó la cepa C. glutamicum NA8 (J Bacteriol (1995) 177: 4021-4027) con el plásmido 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 et al. (J Bacteriol (1995) 177: 4021-4027), y el medio de fermentación CGXII (J
Bacteriol (1993) 175: 5595-5603) se inoculó por separado respectivamente. El medio contenía además L-metionina 5
mM, para inducir la biosíntesis de L-lisina intracelular. Tras el cultivo durante 24 horas a 30ºC en la mesa sacudidora
de rotación a 140 rpm, se realizó la determinación de L-lisina en el exterior e interior de la célula. Para la determinación
en el interior de la célula se realizaron centrifugaciones en aceite de silicona (Methods Enzymology LV (1979) 547-
567); la determinación de los aminoácidos tuvo lugar por medio de cromatografía líquida de alta resolución (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
según 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 formación de L-lisina determinada.

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

Se ligó en pZ1 el fragmento PvuII-HindII de 1173 pb que porta el lysE correspondiente de la información 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 plásmido plysE. Se introdujo este plásmido, así
como el plásmido pMV2-3 que porta la lysElysG mediante electroporación en la cepa d de C. glutamicum, detectán-
dose zonas cromosómicas. En primer lugar, las cepas obtenidas de C. glutamicum d pMV2-3, C. glutamicum d plysE,
C. glutamicum pJC1 se disponen tal como se describió en e) en el medio complejo, después se cultivaron en medio
mínimo de producción CGXII junto con glucosa al 4% y L- metionina 5 mM, y se tomaron muestras para la deter-
minación de L-lisina acumulada. Como puede apreciarse en la figura 4, se consigue mediante lysElysG un aumento
de la acumulación de lisina en comparación con los controles. El plysE alcanza una acumulación 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 aminoácidos del regulador del exportador de lisina de Corynebacterium glutamicum, con
el motivo de hélice-giro-hélice típico de las proteínas de unión a ADN.

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

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

Figura 1: Los fragmentos de ADN obtenidos mediante la clonación en pMV6-3 y pMV8-5-24, que provocan la
secreción de lisina, así como el subclon pMV2-3 producido a partir de pMV6-3, que se secuenció y provoca también
la secreción de lisina. B, BamHI; Sm, SmaI; Sc, SacI; S1, SalI;H, HindII; X, XhoI.

Figura 2: Comparación de la secuencia de aminoácidos derivada de LysE de C. glutamicum (arriba) con un pro-
ducto génico de función hasta el momento desconocida de Escherichi coli (abajo) que se identifica como vehículo de
exportación.

Figura 3: Aumento de la exportación de lisina mediante pMV2-3 con C. glutamicum de NA8. Arriba, los controles
con segregación y acumulación en el interior de la célula reducida de lisina hasta aproximadamente 150 mM. Abajo la
alta segregación causada por pMV2-3 con acumulación sólo reducida en el interior de la célula de aproximadamente
30 mM.

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

1. Un procedimiento para la producción microbiana de aminoácidos, en el que se aumenta la actividad del vehículo
de exportación específica para los correspondientes aminoácidos de LysE con una secuencia de aminoácidos indicada
en SEC ID No 2 y/o la expresión del gen de exportación específica para los correspondientes aminoácidos de lysE con
la secuencia de nucleótidos desde el nucleótido 1016 hasta el 1726 según SEC ID No 1 de un microorganismo que
produce los correspondientes aminoácidos.

2. Procedimiento según la reivindicación 1, caracterizado porque la expresión génica del vehículo de exportación
lysE se aumenta mediante un aumento del número de copias génicas.

3. Procedimiento según la reivindicación 2, caracterizado porque para obtener un aumento del número de copias
génicas el gen de exportación lysE se incorpora en un constructo génico.

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

5. Procedimiento según la reivindicación 4, caracterizado porque la secuencia génica reguladora lysG con una
secuencia de aminoácidos según SEC ID No 5 es una de las secuencias génicas reguladoras.

6. Procedimiento según la reivindicación 5, caracterizado porque la secuencia génica reguladora lysG presenta
una secuencia de nucleótidos desde el nucleótido 1421 hasta el 2293 según SEC ID No 3.

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

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

9. Procedimiento según la reivindicación 7 u 8, caracterizado porque se utiliza un microorganismo para la tras-
formación en el que se desregulan las enzimas que participan en la síntesis de los correspondientes aminoácidos.

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

11. Procedimiento según una de las reivindicaciones 2 a 10, caracterizado porque el gen de exportación lysE se
aísla a partir de una cepa de microorganismos del género Corynebacterium.

12. Procedimiento según una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque se aumenta la expresión del
gen de exportación lysE mediante el refuerzo de las señales de transcripción.

13. Procedimiento según una de las reivindicaciones anteriores para la producción de L-lisina.

14. Gen de exportación lysE que codifica un vehículo de exportación de aminoácidos LysE con una secuencia de
aminoácidos indicada en SEC ID No 2.

15. Gen de exportación según la reivindicación 14, con la secuencia de nucleótidos desde el nucleótido 1016 hasta
el 1726 según SEC ID No 1.

16. Gen de exportación según una de las reivindicaciones 14 ó 15 que comprende secuencias génicas reguladoras.

17. Gen de exportación según la reivindicación 16, caracterizado porque la secuencia génica reguladora lysG
presenta una secuencia de aminoácidos indicada en SEC ID No 5.

18. Gen de exportación según la reivindicación 17, caracterizado porque la secuencia génica reguladora lysG
presenta una secuencia de nucleótidos desde el nucleótido 1421 hasta el 2293 según SEC ID No 3.

19. Un gen regulador lysG adecuado para la regulación de un gen de exportación lysE que codifica un vehículo de
exportación de aminoácidos con una secuencia de nucleótidos según SEC ID No 1, con una secuencia de aminoácidos
indicada en SEC ID No 5

20. Gen regulador según la reivindicación 19 con la secuencia de nucleótidos desde el nucleótido 1421 hasta el
2293 según SEC ID No 3.

21. Constructo génico que contiene un gen de exportación según una de las reivindicaciones 14 a 16.
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22. Constructo génico según la reivindicación 21 que contiene además una secuencia génica reguladora según la
reivindicación 19 ó 20.

23. Vector que contiene un gen de exportación según una de las reivindicaciones 14 a 16 o un constructo génico
según la reivindicación 21.

24. Vector según la reivindicación 23, que contiene además una secuencia génica reguladora según la reivindicación
19 ó 20 o una constructo génico según la reivindicación 22.

25. Célula transformada que contiene un gen de exportación según una de las reivindicaciones 14 a 16 en forma
que puede replicarse o un constructo génico según la reivindicación 21.

26. Célula transformada según la reivindicación 25 que contiene un vector según la reivindicación 23.

27. Célula transformada según la reivindicación 25 ó 26 caracterizada porque pertenece al género de Corynebac-
terium.

28. Célula transformada según una de las reivindicaciones 25 a 27, caracterizada porque en ésta están desregula-
das las enzimas que participan en la síntesis de los aminoácidos, que se extrae de la célula por medio del vehículo de
exportación codificado por el gen de exportación lysE transferido en la célula transformada.

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

30. Célula transformada según una de las reivindicaciones 25 a 29 que contiene además una secuencia génica
reguladora lysG según la reivindicación 19 ó 20 en forma que puede replicarse o un constructo génico según la
reivindicación 22.

31. Célula transformada según la reivindicación 30 que contiene un vector según la reivindicación 24.

32. Un vehículo de exportación de aminoácidos LysE con 6 hélices transmembrana, codificado por un gen de
exportación lysE con la secuencia de aminoácidos indicada en SEC ID No 2.

33. Uso del gen de exportación lysE con una de las secuencias de nucleótidos según SEC ID No 1 para el aumento
de la producción de aminoácidos de microorganismos.

34. Uso según la reivindicación 33, caracterizado porque se utiliza el gen de exportación lysE cuya expresión
génica del vehículo de exportación lysE se aumenta mediante un aumento del número de copias génicas y/o mediante
el uso de factores reguladores que influyen de manera positiva en la expresión del gen de exportación.

35. Uso según la reivindicación 33 ó 34 caracterizado porque se transforma el microorganismo que produce
aminoácidos con un constructo génico que contiene el gen de exportación lysE.

36. Uso según la reivindicación 35, caracterizado porque el constructo génico porta además secuencias génicas
reguladoras.

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

38. Uso según una de las reivindicaciones 33 a 37, caracterizado porque se utiliza Corynebacterium como micro-
organismo que produce aminoácidos.
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