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Uj, a ptsH gént kédold nukleotid szekvenciak

A talalmany targya korineform baktériumokbdél izolalt poli-
nukleotid, amely a koévetkezdk koziil egy polinukleotid szekvenci-
at tartalmaz:

a) polinukleotid, amely legalabb 70%-ban azonos egy olyan
polipeptidet kédold polinukleotiddal, amely a SEQ ID No.?2
aminosav szekvenciat tartalmazza,

b) polinukleotid, amely egy olyan aminosav szekvencidt tartal-
mazd polipeptidet kdédol, amely legalabb 70%-ban azonos a SEQ
ID No.2-vel,

c) polinukleotid, amely komplementer az a) vagy D) polinuk-
leotiddal,

d) polinukleotid, amely az a), b) vagy c) polinukleotid szek-
vencia legaldbb 15 eygmas utani nukleotidjat tartalmazza,
valamint eljaras L-aminosavak fermentacidés uton vald eldallita-
sidra a foszfotranszferaz rendszer H komponensét kdédold pstH gén
erésitése mellett és az eldbbi polinukleotidok primerként vagy

hibridizacids szondaként valdé alkalmazasa.
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71.737/PA Tehehon:

Uj, a ptsH gént kédolé nukleotid szekvenciak

A talalmany targyat a ptsH gént kdédold nukleotid szekvencidk
és fermentacidés eljarads képezi L-aminosavak, kiilonédsen L-lizin
olyan korineform baktériumokkal valdé eldallitasara, amelyekben a
ptsH gén fokozott hatasu.

Az L-aminosavakat, kiilénésen az L-lizint a humé&n gybégyaszat-
ban és a gydégyszeriparban, f&éként azonban az 4llat-takarmanyo-
zasban alkalmazzak.

Ismeretes, hogy korineform baktérium térzsekkel, kiiléndsen a
Corynebacterium glutamicum-mal fermentédciés Gton aminosavak &l-
lithatdék eld. A kérdés nagy jelentbsége miatt &llanddan dolgoz-
nak az eldballitasi eljards tovabbfejlesztésén. Az eljaras to-
vabbfejlesztése érintheti a fermentdciés technikai intézkedése-
ket /pl. a keverést és az oxigénnel vald ellatast/, a taptalaj
Osszetételét /ide tartozik pl. a cukor koncentracié a fermentéa-
cié alatt/ vagy a termék alakjat pl. az ioncseréld kromatografi-
aval valé feldolgozds sordn vagy maganak a mikroorganizmusnak a
teljesitménnyel kapcsolatos tulajdonségait.

A mikroorganizmusok teljesitménnyel kapcsolatos tulajdonsa-
gainak Jjavitdsara a mutagenezis, szelekcidé és a muténsok kiva-
lasztasa médszereit alkalmazzdk. Ily médon olyan tdrzsekhez le-
het jutni, amelyek rezisztensek antimetabolitokkal, pl. a lizin

analég S-/2-amino-etil/-ciszteinnel szemben vagy auxotrdédfok a
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regulacié szempontjdbél jelentds metabolitokra és L-lizint ter-
melnek.

Néhany év 6ta a rekombinidns DNS technika médszereit is al-
kalmazzak az L-aminosavakat termeld Corynebacterium glutamicum
térzsek javitasara. Ezek szerint egyes aminosav bioszintézis gé-
neket amplifikdlnak és vizsgdljadk ennek hatdsat az L-aminosav
termelésre. Osszefoglald cikkek taldlhatdk e targyban az (1)-(5)
irodalmi helyeken.

A talalmany szerinti feladat abban &ll, hogy 4j alapokat ta-
laljunk L-aminosavak, kiiléndésen az L-lizin javitott fermentacids
eldallitasdhoz.

Az L-aminosavakat, kiildénésen az L-lizint a human gyégy-
aszatban, a gydgyszeriparban és kitlntetett médon az 4&llat-
takarmanyozasban alkalmazzak. Altalanos érdekl&désre tarthat te-
hat szamot az L-aminosavak, kiiléndsen az L-lizin el84llitasara
iranyuldé Gj, tovabbfejlesztett eljarasok kidolgozéasa.

Amikor a kovetkez8kben L-lizint emlitiink, ezen nemcsak a ba-
zist, hanem a sékat - pl. a lizin-monohidrokloridot vagy a
lizin-szulfatot - is értjik.

A talalmany tdrgya korineform baktériumokbdl szarmazd, egy
polinukleotid szekvenciat tartalmazé izolalt polinukleotid, a
kovetkezd8k koziil:

a) egy, a SEQ ID No.2 aminosav szekvenciat tartalmazé
polipeptidet kdédolé polinukleotiddal legalédbb 70%-ban azonos

polinukleotid,



b) a SEQ ID No. 2 aminosav szekvenciaval legaldbb 70%-ban azonos
aminosav szekvenciat tartalmazé polipeptidet kédold polinuk-
leotid,

c) az a) vagy b) polinukleotiddal komplementer polinukleotid,

d) az a), b) vagy c) polinukleotid szekvencia legaldbb 15 egy-
mast kovetd nukleotidjat tartalmazd polinukleotid.

Ugyancsak a talalmany targyat képezi egy polinukleotid,
amely egy korineform baktériumokban replikdlhatd, eldnydsen
rekombinans DNS.

Ugyancsak a talalmany targya egy olyan polinukleotid, amely
egy RNS.

Szintén a talalmany targyat képezi egy polinukleotid, mégpe-
dig elénybsen egy replikdlhatdé DNS, amely a kodvetkezdk valame-
lyikét tartalmazza:

i) a SEQ ID No.l nukleotid szekvencia,

ii) legalabb egy olyan szekvencia, amely az i) szekvencidnak fe-

lel meg a genetikai kéd degeneracids tartomanyan beliil,

iii) legalabb egy olyan szekvencia, amely hibridizal eqgy, i)-vel

vagy ii)-vel komplementer szekvenciaval és adott esetben

iv) eqgy funkcié semleges szensz mutacid az i)-ben.

A taladlmany tovabbi targya az emlitett polinukleotidok vala-
melyikét tartalmazdé vektor és a vektort tartalmazéd, gazdasejtek-
ként szolgald korineform baktériumok.

Ugyancsak a taldlmany targyat képezik olyan polinukleotidok,
amelyek 1lényegében egy polinukleotid szekvenciabdél &llnak. Eze-
ket egy megfelelé génbank hibridizacidé segitségével torténd

screenelése uUtjadn lehet eldadllitani; ezek a SEQ ID No. 1.-nek



megfeleld polinukleotid szekvenciaval rendelkez$ teljes gént tar-
talmazzak, egy nyulvannyal /szonda/, amely a SEQ ID No. 1.-nek
megfeleld polinukleotid szekvenciat vagy ennek egy fragmentumat
tartalmazza. Szintén a taldlmany targyat képezi az emlitett DNS
szekvencidk elkililénitése.

A taldlmany szerinti polinukleotid szekvenciak RNS, cDNS és
DNS hibridizaciés szondaként alkalmazhatdk, a foszfotranszferaz
rendszer H komponensét /ptsH/ kédold cDNS teljes hosszisagban
valdé elkiilénitésére, valamint olyan cDNS vagy gének elkiilénité-
sére, amelyek a szekvencia tekintetében nagyfoku hasonléséagot
mutatnak a foszfotranszferaz rendszer H komponensét kédold gén
szekvenciajaval.

A talalmany szerinti polinukleotid szekvencidk tovabba pri-
merként alkalmazhaték a foszfotranszferdz rendszer H komponensét
kédold gének DNS-ének a polimerdz lancreakcidé /PCR/ révén vald
eldadllitasa soréan.

Az ilyen szondaként vagy primerként szolgalé oligonuk-
leotidok legalabb 30, elénytsen legalabb 20 és kiildndsen eldnyo-
sen legaldbb 15 egymas utani nukleotidot tartalmaznak. Ugyancsak
alkalmazhatdk a legalabb 40 vagy 50 nukleotid hosszusagu oligo-
nukleotidok.

Az ,elkiilénités” a természetes koérnyezetbdl vald kivalasz-
tast jelent.

A ,polinukleotid” kifejezés &altaldban poliribonukleotidokra
és polidezoxiribonukleotidokra vonatkozik, mimellett nem-médosi-

tott vagy moédositott RNS-rél vagy DNS-r&l lehet szé.



A ,polipeptidek” kifejezés olyan peptideket vagy proteineket
jelol, amelyek két vagy toébb, peptid kétéssel Osszekapcsolt ami-
nosavat tartalmaznak.

A talalmany szerinti polipeptidek tartalmaznak egy SEQ 1ID
No. 2. szerinti polipeptidet, tovébbad olyanokat, amelyek a fosz-
fotranszferaz rendszer H komponense biolégiai aktivitasaval ren-
delkeznek és olyanokat is, amelyek a SEQ ID No. 2. szerinti
polipeptiddel legaldbb 70%-ban, eldnydsen legaldbb 80%-ban és
kiilénésen legaldbb 90-95%-ban azonosak és az emlitett aktivitast
mutatjak.

A talalmany targyat képezi tovabba egy eljiras L-aminosavak,
kiilénosen L-1lizin el&dadllitdsdra olyan korineform baktériumok al-
kalmazasaval, amelyekrdl mar ismert, hogy egy L-aminosavat ter-
melnek és amelyekben a pstH gént kédold nukleotid szekvenciak
fokozottak, kozelebbrdl tulexpriméaltak.

A ,fokozas” fogalom ebben az Osszefliggésben egy vagy tébb
olyan enzim intracelluléaris aktivitdsénak egy mikroorganizmusban
valé fokozasat jelenti, amelyet a megfeleld DNS kdédol. Ennek ér-
dekében pl. névelheté a gén vagy gének képiaszama, erds promdtor
alkalmazhaté vagy olyan gén alkalmazhatd, amely egy megfeleld,
magas aktivitasu enzimet kdédol és adott esetben ezeket a miivele-
teket Osszekapcsolhatjuk.

A talalmany targyat képezdé mikroorganizmusok L-aminosavakat,
kiléndsen L-lizint képesek termelni glukézbdl, szachardzbél,
laktézbdl, fruktdézbdl, maltdzbdl, melaszbdl, keményitdbsl, cel-
lulézbdl vagy glicerinbdl és etanolbdél. A korineform baktériumok

képviselb6jeként kiiléndsen a Corynebacterium genust kell megemli-



tenunk. Ennek koérében kilondsen a Corynebacterium glutamicum
speciesre kell hivatkoznunk, amelyré8l a szakteriileten ismert,
hogy L-aminosavakat képes termelni.

A Corynebacterium genushoz - és kilénésen a Corynebacterium
glutamicum fajhoz - tartozé megfeleld torzsek kozé sorolhatdk
pl. a kovetkezd vad tipusu tdrzsek:

Corynebacterium glutamicum ATCC13032

Corynebacterium acetoglutamicum ATCC15806

Corynebacterium acetoacidophilum ATCC13870

Corynebacterium thermoaminogenes FERM BP-1539

Corynebacterium melassecola ATCC17965

Brevibacterium flavum ATCC14067

Brevibacteriium lactofermentum ATCC13869 és

Brevibacterium divaricatum ATCC14020
és az ezekbdl elb4dllitott, L-lizint termeld muténsok ill. tor-
zsek, pl. a kdovetkezdk:

Corynebacterium glutamicum FERM-P 1709

Brevibacterium flavum FERM-P 1708

Brevibacterium lactofermentum FERM-P 1712

Corynebacterium glutamicum FERM-P 6463

Corynebacterium glutamicum FERM-P 6464 és

Corynebacterium glutamicum DSM5715.

A talalmany kidolgozdsa soran sikerilt elkiildniteniink az uj,
a foszfotranszferaz rendszer H komponensét kédolé ptsH gént a C.

glutamicum-bél.
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A ptsH gén vagy mas C. glutamicum gének elkiilénitése érdeké-
ben el&szér e mikroorganizmus génbankjat hozzuk létre E. coli-
ban. Génbankok 1létrehozisat &ltalanosan ismert tankényvekben és
kézikényvekben irjak le /1. pl.: (6), (7)/. Nagyon ismert az E.
coli K-12 W3110 génbankja (8), amelyet lambda vektorokban alaki-
tottak ki. A (9) helyen a C. glutamicum ATCC 13032 génbankjat
irjak le, amelyet a SuperCos I kozmid vektor (10) segitségével
hoztak 1létre E. coli K-12 NM 554 térzsben (11). A (12) helyen
ugyancsak a C. glutamicum ATCC 13032 génbankjat ismertetik a
PHC79 kozmid (13) alkalmazisa mellett. A C. glutamicum génbank-~
janak E. coli-ban vald elSallitasadra alkalmazhatodk plazmidok
(14), mint pl. a pBR322 vagy (15) a pUC9. Gazdaként kiilédndsen a
restrikciés és rekombindcidés hibat mutatd térzsek alkalmasak.
Példa erre a DH50MCR térzs, amelyet (16) ir le. A kozmidok se-
gitségével klénozott hosszi DNS fragmentumok ezutan ismét a
szekvenalas szempontjdbdél megfelels vektorokba szubklénozhatdk,
majd szekvendlhatdék, pl. a (17) helyen leirt médon.

Ily médon kapjuk az udj, a pstH-t kédold C. glutamicum DNS
szekvenciakat, amelyek SEQ ID No. 1-ként a talalmény részét ké-
pezik. A szdéban forgd DNS szekvencidkbdl az eldbbiekben ismerte-
tett médszerekkel tovabba levezettiltk a megfeleléd protein amino-
sav szekvencidjat. A pstH gén termék aminosav szekvenciajit a
SEQ ID No. 2 mutatja be.

Ugyancsak a talalmany targyadhoz tartoznak a SEQ ID No. 1-bdl
a genetikai koéd degenerdltsaga kovetkeztében leszarmaztathatd
kédold DNS szekvencidk. A szakteriileten szensz mutacidként is-

mertek tovabbad a fehérjékben a konzervativ aminosav cserék, ami-



lyen pl. a glicin cseréje alaninra vagy aaz aszparaginsavé
glutaminsavra; ezek nem vezetnek alapveté valtozdsokhoz a fehér-
je aktivitasédban, azaz funkciésemlegesek. Ismert tovabba, hogy a
fehérje N- és/vagy C-termindlisan végbemend valtozasok a funkci-
6t nem befolyasoljdk lényegesen vagy éppen stabilizaljak azt.
Erre vonatkozdéan a szakember adatokat talal a (18)-(21) helyen
€s az ismert genetikai és molekularis bioldgiai tanké&dnyvekben.
Szintén a taldlmany targyat képezik a megfeleld mdédon a SEQ 1ID
No. 2~bSl levezethetd aminosav szekvenciak és az ezeket az ami-
nosav szekvencidkat kédoldé DNS szekvencidk.

A SEQ ID No. 1l-gyel vagy ennek részeivel hibridizald DNS
szekvenciak ugyancsak a taldlmany targyat képezik, akdrcsak azok
a DNS szekvenciadk, amelyek a SEQ ID No. 1-b&l leszarmaztathaté
primerek alkalmazdsa mellett polimeraz lancreakciéval /PCR/ &l-
lithaték eld. Ezeknek az oligonukleotidoknak a hosszusaga jel-
lemzé médon legaladbb 15 nukleotid.

A DNS szekvenciak hibridizalas segitségével vald azonosita-
sdhoz a szakember t.k. a (22) és (23) helyen taldl uUtmutatast. A
DNS szekvenciak polimeradz lancreakcidé /PCR/ segitségével végzett
amplifik&lasara vonatkozdéan a szakember utmutatast merithet t.k.
a (24) kézikonyvb8l és a (25) cikkbdl.

Azt talaltuk, hogy a korineform baktériumok a ptsH gén
tilexpressziéja utan javitott L-aminosav, k&zelebbrél L-lizin
termelést mutatnak.

A tulexprimédlas eléréséhez pl. novelhetjik a megfeleld gének
képiaszamat, vagy mutalhatjuk a prométor és a regulacids régié-

kat vagy a strukturgéntél felfelé talalhatéd riboszéma k&tshelye-



ket. Ugyanigy hatnak az expresszids kazettak, amelyeket a struk-
turgéntdl felfelé épitink be. Indukadlhaté promdétorok segitségé-
vel tovabbad lehetévé valt az expresszidé fokozasa az L-aminosavak
fermentaciés eldallitasa soran. Az m-RNS élettartamdnak meghosz-
szabbitasara vezetd lépésekkel ugyancsak javithatdé az expresz-
szi6. Az enzim fehérje lebomlasanak akadalyozasaval ugyancsak
fokozdédik az enzimaktivitas. A gének vagy gén szerkezetek vagy
kiilénb6z6 képiaszamban fordulhatnak eld a plazmidokban vagy a
kromoszémaba integralédtak és amplifik&lédtak. Egy masik megol-
das szerint a szdéban forgdé gén tulexprimdlasa érhetd el a kozeg
Osszetételének és a tenyésztési kodrilményeknek a megvaltoztatasa
révén.

A szakember szdmara informaciét nydjtanak t.k. a irodalmi
forrasok, valamint az ismert genetikai és molekularbiolégiai

tankényvek.

Plazmidként azok alkalmasak, amelyek korineform baktériumok-
ban tulexprimalhatdok. Szamos ismert plazmid vektor, pl. a p2zl
(40), a pEKEx1l (41) vagy a pHS2-1 (42) a pHM1519, a pBL1 vagy a
pGAl kriptikus plazmidon alapul. Mas plazmid vektorok, pl. a
pCG4-en (43) vagy PpNG2-n (44) vagy a pAGl-en (45)alapulnak,

ugyaniqgy felhasznalhatok.

Alkalmazhatdok tovabba olyan plazmid vektorok is, amelyek se-
gitségével a gén-amplifikacids eljards a kromoszémaba vald in-
tegralas révén megvaldsithatd. Ezzel foglalkozik pl. a hom-thrB
operon duplikacibéjdval ill. amplifikdcidéjaval kapcsolatban a

(40) kozlemény. E mbédszer esetében a teljes gént egy plazmid
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vektorba kldénozzuk, amely replikdlhaté egy gazdaszervezetben
/jellemz8 médon E. coli-ban/, de nem replikdlhaté C. glutamicum-
ban. Vektorként pl. a pSUP301 (47), a pKl8mob vagy a pKl9mob
(48) alkalmazhaté, tovabba a pGEM-T (/Promega Co., MD, AEA/,
pCR2.1-TOPO 8(49), pCR"Blunt (50) vagy a pEM1 (51). Az amplifi-
kalandé gént tartalmazé plazmid vektort ezutdn konjugaciébdval
vagy transzformaciéval az alkalmazni kivant C. glutamicum toérzs-
be wvissziik at. A konjugaciés médszert pl. (52) irja le. A
transzformdcidés mddszerek leiradsa pl. (53)-(55)-ben talalhatd
meqg. ,Cross over” esemény segitségével végzett homoldég rekombi-
nacidé utan a kapott tdrzs a szdéban forgd génbdl legaldbb két koé-

piat tartalmaz.

A talalmany tovabbi targya tehat eljaras L-aminosavak, kiild-
nésen az L-lizin fermentéacidés elSallitdsadra, amelynek soran egy
plazmid vektorral transzformalt torzset alkalmazunk és a plazmid
vektor a foszfotranszferaz rendszer H komponensét kédold gén

nukleotid szekvencidjat hordozza.

Az L-aminosavak, kilondsen az L-lizin termeléséhez ezenkiviil
elényds lehet a ptsH gén mellett a keresett L-aminosav bioszin-
tézis Gt tovabbi génjeinek fokozasa, ezzel az aktudlis bioszin-
tézis Ut egy vagy tobb enzimének, a glikolizisnek, az

anaplerotikanak és az aminosav exportnak a tulexprimaléasa.

Az L-lizin el&adllitasahoz pl. tulexprimdlhaté egy vagy tébb

gén a kovetkezdk kozil:

a foszfoenol-piruvat-cukor-foszfotranszferdz rendszer M kompo-

nensét (ptsM) kdédold ptsM gén (56),
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a dihidrodipikolinat-szintetazt kédoléd dapA gén (57)

a piruvat-karboxilazt kédold pyc gén (58)

a gliceraldehid-3-foszfdt-dehidrogenazt kédold gap gén (59)
a tridézfoszfat-izomerazt kédold tpi gén (59)

a 3—foszfoglicerét—kinézt kédold pgk gén (59)

a lizin exportot kdédolé lysE gén.

Az L-aminosavak, kiilonésen az L-lizin termeléséhez tovabba
eldényds lehet a ptsH gén mellett egyidejlileg a koévetkezdk koziil

egy vagy tdébb gén gyengitése:
a foszfoenolpiruvat-karboxikindzt koédold pck gén (60)
a glukéz-6-foszfat-izomerazt kédold pgi gén (61)
a piruvat-oxidazt kédoldé poxB gén (62).
Az L-aminosavak, kiiléndésen az L-1lizin termeléséhez tovabba

elényds lehet a ptsH gén tulexprimaladsa mellett a nem kivant

mellékreakcidk kikapcsolasa (63).

A talalmdny szerint eldallitott mikroorganizmusok az L-~ami-
nosav, kiléndsen az L-lizin termelés céljabol folyamatosan vagy
szakaszosan sarzsokban (batch eljarads), sarzsokban betapldlassal
(fed batch eljards) vagy sarzsokban ismételt betdplaléassal

(repeated batch eljaras) tenyészthetdk.

Az ismert tenyésztési mbédszerekre vonatkozd Osszefoglalés

tankdnyvekben megtalalhaté (64), (65).

Az alkalmazott tenyésztd kézeg Osszetétele megfeleld médon

ki kell, hogy elégitse az aktudlis mikroorganizmus igényeit. Ki-
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16nb6z8 mikroorganizmusok taptalajaira vonatkozdan kézikonyvek-

ben - pl. (66) - taldlhatdék leirdsok.

Szénforrasként a kovetkezd8k alkalmazhatdk: cukor és szénhid-
ratok, pl. glukdéz, szacharéz, laktédz, fruktédz, maltdéz, melasz,
keményitd és celluldz; olajok és zsirok, mint pl. szbjaolaj,
napraforgéolaj, fo6ldi mogyoré olaj és kékuszzsir; zsirsavak, pl.
palmitinsav, sztearinsav és linolsav; alkoholok, mint pl. glice-
rin és etanol és szerves savak, mint pl. ecetsav. Ezek az anya-

gok kilon-kildén vagy keverékként alkalmazhatdk.

Nitrogénforrasként a kovetkezdk alkalmazhatdk: nitrogént
tartalmazé szerves vegyliletek, mint pepton, élesztdkivonat, hus-
kivonat, malatakivonat, kukoricalekvar, szbjaliszt és kérbamid
vagy szervetlen vegyliletek, mint amménium-szulfat, amménium-klo-
rid, amménium-foszfat, ammé4nium-karbonadt és amménium-nitrat. A

nitrogénforrasok kiiloén-kiilén vagy keverékként alkalmazhatdk.

Foszfor forrasként a kovetkez&8k vehet8k figyelembe: k&lium-—
-dihidrogénfoszfat, dikdlium-hidrogénfoszfat vagy a megfelels,

natriumot tartalmazdé sok.

A taptalajnak ezenkiviil tartalmaznia kell fémsékat (amilyen
pl. a magnézium-szulfat vagy a vas-szulfat), amelyek a nodveke-
déshez sziikségesek. Végiil az eldbb emlitett anyagokon kivil esz-
szencidlis novekedési anyagok, amilyenek az aminosavak és a vi-
taminok, alkalmazhaték. A tenyészkdzeghez megfeleld prekurzorok
is adhaték. Az emlitett adalékanyagok egyszeri adag formajaban
adhaték a tenyészethez vagy megfeleld médon a tenyésztés soran

taplalhatdk be.
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A tenyészet pH-jdnak ellendrzésére megfeleld médon bazisos
vegylleteket, amilyen a natrium-hidroxid, kalium-hidroxid, ammé-
nia, vagy savas vegylleteket, igy foszforsavat vagy kénsavat al-
kalmazunk. A habképz8dés ellendrzésére habzasgatld szereket, igy
pl. zsirsav-poliglikol-észtert haszndlhatunk. A plazmidok stabi-
litasédnak megdérzésére megfeleld szelektiven hatd anyagokat, pl.
antibiotikumokat adagolhatunk. Az aeréb feltételek biztositdsara
oxigént vagy oxigént tartalmazé gazelegyeket, pl. levegdét veze-
tink a tenyészetbe. A tenyésztési hdémérséklet rendszerint 20-45°C,
elénydsen 25-40°C. A tenyésztést addig folytatjuk, amig L-lizin
maximum alakul ki. Ez a cél rendszerint 10-160 éra alatt érhetd

el.

A talalmany tovabbi targya ennek megfelelden eljaras L-ami-
nosavak, kiléndésen L-lizin fermentaciés uton vald eldallitasara,

amelynek soran a kovetkezd lépéseket hajtjuk végre:

i) fermentdlunk egy, az L-aminosavat termeld korineform baktéri-
umot, amelyben legaldbb a foszfotranszferaz rendszer H kompo-

nensét kédold ptsH gén fokozott, kilséndsen tulexprimalt,

ii) az L-aminosavat a téptalajban vagy a baktériumsejtekben du-
sitjuk és

iii) elkulonitjik az L-aminosavat.

Az L-lizin elemzését anioncseréld kromatografiaval, majd nin-
hidrines szarmazékképzéssel végezhetjiik, pl. a (67)-ben leirt

mbédon.
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A taladlmédny szerinti eljaras L-aminosavak, kiiléndsen az

L-lizin fermentacids eldallitasara iranyul.

PELDAK
A taldlmanyt a tovabbiakban megvaldésitasi példak segitségé-

vel szemléltetjiik részletesebben.

1. példa
Genomidlis kozmid génbank elddllitdsa a Corynebacterium

glutamicum ATCC 13032 térzsbdl

A kromoszomalis DNS-t a Corynebacterium glutamicum ATCC
13032 torzsb&dl a (68)-ban leirt mdédon kilonitettik el éa a
Sau3AIl restrikcidés enzimmel (69) részlegesen elbontottuk. A DNS
fragmentumokat tengeri sin 1lugos foszfatazzal /SAP, (70)/
defoszforilezziik. A SuperCosl kozmid vektor DNS-ét /(71), (72)/
az Xbal restrikcidés enzimmel (73) hasitjuk és szintén SAP-vel
defoszforilezzik. Ezutan a kozmid DNS-t a BamHI restrikcids en-
zimmel (74) elhasitjuk. Az ily mdédon kezelt kozmid DNS-t hozza-
adjuk a kezelt ATCC 13032 DNS-hez és a keveréket T4-DNS ligazzal
(75) kezeljik. A 1ligacidés elegyet ezutdn a Gigapack II XL
packing extract (76) segitségével fagokba csomagoljuk. Az E. co-
1i NM 554 torzs megfertbzéséhez (11) szerint a sejteket 10 mM
magnézium-szulfatban felvesszik és a fag szuszpenzidbdl egy
alikvottal keverjik ossze. A kozmid bank fertbézését és titrala-
sdt (7) szerint végeztiik; a sejteket ennek soradn 100 pg/ml

ampicillint tartalmazé LB agarra (77) szélesztettik. Egy éjjelen



at 37°C-on valdé inkubadlas utan elkiilénitjiik a rekombindns egyes

telepeket.

2. példa
A ptsH gén elkiilénitése és szekvendldsa

Egy egyes koldénia kozmid DNS-ét Quiaprep Spin Miniprep készlet-
tel (78) a gyartdé adatai szerint elkiildnitjik és a Sau3AI rest-
rikcidés enzimmel (69) elbontjuk. A DNS fragmentumot SAP-vel (70)
defoszforilezziik. Gélelektroforetikus szeparalds utan kévetkezik
az 1500-2000 bp mérettartomdnyba esé kozmid fragmentumok izola-
ladsa a QuiaExII gélextrakcids készlettel (79). A pZero-1 szekve-
nalé vektor DNS-ét, amelyet az Invitrogen cégtdl szereztiink be
(80), a BanHI restrikciés enzimmel (69) megbontottuk. A kozmid
fragmentumnak a pZero-1 szekvendld vektorba valé ligalasat (7)
szerint végeztiik, a DNS keveréket egy éjjelen &t inkubalva a T4
ligdzzal (81). Ezt a 1ligacids keveréket elektroporééiévél (55)
bevissziik az E. coli DH50MCR térzsbe (16), majd 50 pug/ml zeocint
tartalmazé LB agaron (77) szélesztjik. A rekombindns klén
plazmidjanak elsallitasat Biorobot 9600-zal végeztik (82). A
szekvendlads a (83) szerinti didezoxi-lanchasitdsos mdédszerrel
tortént a (84) szerinti médositissal. Ennek sordn az RR drodamin
terminator ciklus szekvendld készletet (85) alkalmaztuk. A
gélelektroforézises szepardlds és a szekvendlasi reakcidé anali-
zise 29:1 Rotiphorese NF Acrylamid/bisacrilamid/Bisacrylamid
géllel (86) tortént, az ABI prizma 377 szekvendld berendezéssel

(86) .
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A kapott kozelitd szekvencia adatokat a Staden programcso-
mag, Version 97-0 (87) alkalmazdsaval dolgoztuk fel. A pZerol
szarmazék egyes szekvencidit Osszefliggé contig-gad szerkesztet-
tik. A szamitdgép alapi koédold tartomany elemzést az XNIP prog-
rammal (87) végeztik. Tovabvbi elemzést végeztiink a BLAST keresd
programokkal (88) a NCBI (89) nemredunddns adatbankjaval szem-

ben.

A kapott nukleotid szekvenciat a SEQ ID No. 1 mutatja be. A
nukleotid szekvencia elemzése 267 bazisparbél 4llé nyitott
leolvasdékeretet mutat, amelyet pstH génként jelosltink. A ptsH

gén egy 89 aminosavbdl 4116 fehérjét koédol.

3. példa

A pEC-Kl18mobZptsHexp ingavektor elddllitdsa C. gluatmicum-

ban a ptsH gén fokozdsdra
3.1 A ptsH gén kldénozdsa a pCRRBlunt II vektorba

A kromoszomalis DNS-t az ATCC 13021 térzsbd&l kiilénitettiik el
(90) szerint. A ptsH génnek a 2. példabdél a C. glutamicum-ra is-
mert szekvenciaja alapjan a kovetkezd oligoukleotidokat valasz-

tottuk ki a polimeraz lancreakcidhoz:

ptsHexpl:
5’ -ACC ACT GGT GCA ATC TCC AT-3
ptsHexp2:

5" -TTT ACT CAG CGT CAA GGT CC-3'
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A szintetikus primereket a (91) helyrdl szereztiik be és a
PCR reakcidt (92) standard PCR médszere szerint végeztiik, a
(93)-t61l szarmazd Pwo polimerdzzal. A polimerdz lancreakcid se-
gitségével a primerek lehetdvé teszik egy 686 bp DNS elkiilénité-
sét, amely a potencidlis prométor régioéval egyutt a pstH gént
hordozza. Az amplifikalt DNS fragmentum DNS szekvenciajat szek-

venalédssal elemeztiik.

Az amplifikalt DNS fragmentumot a Zero Blunt™ készlettel

(94) a pCR"Blunt II vektorba ligdljuk (95).

Az E. coli TOPIC torzset ezutdn a ligacidés keverékkel
elektroporaciénak vetjiuk ald (96). A plazmid hordozé sejteket
oly médon szelektdltuk, hogy a transzformaciés keveréket 25 Hg/ml
kanamicint tartalmazé LB agaron /(7)/ szélesztettiik. A plazmid
DNS-t egy transzformansbél QIAprep Spin Miniprep készlet
/Qiagen/ alkalmazasdval kiildénitjik el az EcoRI restrikciés en-
zimmel elemezzik, majd agaréz gél /0,8%/ elektroforézist vég-
zliink. A plazmidot pCRBl-nek nevezziik el és az 1. &bram mutatjuk

be.
3.2 A pEC-Klémob2 E. coli-C. glutamicum ingavektor el&allitasa

Az E. coli-C. glutamicum ingavektort a technika allasa sze-
rint &llitottuk eld8. A vektor a pGAl plazmid replikacids régid-
jat tartalmazza, ideértve a ,per” replikadcidés effektort (47), a
TnS transzpozon (98) kanamicin rezisztencidért felelds aph (3’ -IIa)
génjét (98), a pMBl plazmid oriv replikaciés tartomany génjét
(99), a lacZa génfragmentumot, ideértve a lac prométort és egy

tobbsz6rés klénozdsi helyet /mcs; (60)/ és az RP4 plazmid mob
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tartomanyat (47). A 1létrehozott vektort A&talakitjuk a DH5amcr
térzzsé (96). A plazmidot hordozdé sejteket ugy szelektéljuk,
hogy a transzformacidés keveréket 25 mg/l kanamicint tartalmazod
LB agaron szélesztjik. A plazmid DNS-t egy transzformansbdl
QIAprep Spin Miniprep készlet /Qiagen/ alkalmazasaval kiildnitjuk
el és az EcoRI és HindIII restrikcidés enzimmel elemezziik, majd
agaréz gél /0,8%/ elektroforézist végziink. A plazmidot PpEC-

K18mob-2-nek nevezzik el és a 2. 4bran mutatjuk be.

A kovetkezd mikroorganizmust helyeztiik letétbe a Mikroorga-
nizmusok és Sejttenyészetek Német Gyljteményében /MSMZ, Braun-

schweig, Németorszadg/ a Budapesti Szerzddés szerint:
C. glutamicum DMS 5715/pEC-K18mob2 /DSM 13245/.

3.3 A pstH gén kldénozasa a pEC-K18mob2 E. coli-C. glutamicum in-

gavektorba

A 3.2 példaban leirt ingavektorba valdé kldénozas érdekében a
pEC-K18mob2 plazmid DNS-ét teljesen elbontjuk a Kpnl és Xbal

restrikciés endonukleédzzal és SAP-val kezeljik (93).

Az E. coli ToplO-bél elkilonitjiik a pCRBl-pstHexp vektort és
teljesen elbontjuk a KpnI és Xbal restrikcidés endonukleizzal, a
pstH gént hordozé 788 bp méretli fragmentumot pedig O0,8%-os
agar6z gélbdél a QIAquick gélextrakcids készlettel (78) tisztit-
juk. A pstH-t hordozdé fragmentumot T4-ligdzzal O&sszekapcsoljuk a
pEC-K18mob2 vektorral (70). A 1ligacidés keveréket az E. coli
DHS5amcr torzsbe transzformaljuk (96). A plazmidot hordozé sejte-

ket ugy szelektaljuk, hogy a transzformacids keveréket 25 mg/1l



19

kanamicint tartalmazé LB agaron (7) szélesztjiik. Egyik transz-
formansbdl elkiilénitjik a plazmid DNS-t a QIAprep Spin Miniprep
készlet /Qiagen (78)/ alkalmazasaval. Az elemzést az EcoRI rest-
rikcidés enzimmel végzett kezeléssel végezzik, majd agardz gélben
elektroforézist hajtunk végre. A plazmidot pEC-K18mob2pstHexp-

-nek nevezzik el és a 3. abran mutatjuk be.

A torzset E. coli DHS5amcr/pEC-K18mob2pstHexp-nek nevezziik
el és tiszta tenyészet alakjdban 2000.11.28.-&n helyeztiik letét-

be a Budapesti Szerzédés szerint a DSMZ-ben DSM 13878 szamon.

4. példa
A DSM 5715 térzs transzformdldsa a pEC-K1l18mob2pstHexp plazmiddal

A DSM 5715 torzset az elektroporacidés médszer (101) alkalma-

z4sdval a pEC-K1l8mob2pstHexp plazmiddal transzformaljuk.

A transzformansok szelekcidéjat 25 mg/l kanamicinnel kiegé-

szitett LHBIS agaron végezziik, amelynek Osszetétele:
18,5 g/1 agy-sziv husleves

0,5 M szorbit

5 g/1 bakto-tripton

2,5 g/1 bakto-élesztd kivonat

5 g/1 NaCl

18 g/1 bakto-agar.

Az inkubalast 2 napon at 33°C-on végeztiik.
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A plazmid DNS-t egy transzformansbdél a szokidsos mdédon kilso-
nitjuk el (102), EcoRI restrikcidés endonukledzzal elbontjuk és a

plazmidot agaréz gélelektroforézissel elemezziik.

A kapott toérzset DSM 5715/pEC-K18mob2pstHexp-nek nevezziik el.

5. példa
Lizin elédllitasa

A 4. példa szerint eldallitott C. glutamicum DSM 5715/- pEC-
K18mob2pstHexp-térzset a lizin termelés szemopontjabél megfeleld

taptalajon tenyésztijik és a tenyészet feliilliszé6jadban meghataroz-

zuk a 1izin tartalmat.

Ecélbdél a torzset kiindulasként 24 oéran at 33°C-on agar le-
mezen, a megfeleld antibiotikum jelenlétében inkubaljuk /agy-
sziv agar, 25 pg/ml kanamicin/. Ebb&l az agar lemez tenyészetbdl
kiindulva beoltunk egy elétenyészetet /10 ml taptalaj 100 ml-es
Erlenmeyer lombikban/. Az elétenyészethez a Cg III taptalajt al-

kalmazzuk:

10 g/1 bakto-pepton

10 g/1 bakto-élesztd kivonat

2,5 g/1 NacCl

2 tomeg/térf% /kiiloén autoklavozott/ glukédz
A pH-t 7,4-re 4llitjuk be.

25 mg/1 kanamicint adunk a téptalajhoz. Az elétenyészetet 16

6ran at 33°C-on inkubadljuk 240 fordulat/perc razatdsi sebesség-
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gel. A fdétenyészetet ebbdl az elbtenyészetbS8l oltjuk be ugy,

hogy a f&tenyészet kiindulasi OD értéke /660 nm/ 0,05 legyen.

A fétenyészet esetében a MM taptalaijt alkalmaztuk:

kukoricalekvar /CSL/ 5 g/1
MOPS /morfolino-propanszulfonsav/ 20 g/1
glukdéz /kiilon autoklavozva/ 100 g/1
amménium-szulfat 25 g/1
kadlium-dihidro-foszfat 0,1 g/l
magnézium-szulfat. 7H;0 1,0 g/1
kalcium-klorid.2H,0 10 mg/1
vas/II/szulfat.7H,0 10 mg/1
mangan-szulfat.H,;0 5,0 mg/1
biotin /szlréssel sterilezve/ 0,3 mg/1
tiamin.HCl /szliréssel sterilezve/ 0,2 mg/1
L-leucin /szlréssel sterilezve/ 0,1 g/1

kalcium-karbonat 25 g/1

A CSL-t, MOPS-ot és a sbéoldatot ammbénia oldattal pH 7-re &al-
litottuk be és autoklavoztuk. A steril szubsztrat és vitamin ol-
datokat, valamint a szarazon autoklavozott kalcium-karbonatot

ezutan adtuk hozza.

A tenyésztést 10 ml térfogatban, tereldlapokkal ellatott 100

ml-es Erlenmeyer lombikokban végeztiik, 25 mg/l kanamicin hozza-
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adasaval. A tenyésztést 33°C-on és 80% levegd-nedvesség mellett

végeztik.

48 és 72 oOra elteltével az OD értéket 660 nm mérési hullam-
hosszusagon a Biomek 1000 késziilékkel /Beckmann Instruments
GmbH, Miunchen, Németorszag/ hataroztuk meg. A képzédott lizin
mennyiségét aminosav elemz&vel /Eppendorf-Biotronik, Hamburg,
Németorszag/ hatdroztuk meg, ioncseréld kromatografia és az osz-

lop utani szarmazék-képzés /ninhidrines kimutatds/ segitségével.

A kisérlet eredményeit az 1. tédblazatban mutatjuk be.

1. tablazat

Torzs OD (660 nm) lizin.HC1l, g/1
DSM 5715/pEC-K18mob2 11,4 14,14
48 é6ra
DSM5715/pEC-K18mob2pt sHexp 10,7 15,98
48 ora
DSM5715/pEC-K18mob2mob2 10,1 15,24
72 ébra
DSM5715/pEC-K18mob2ptsHexp 10,0 17,13
72 oéra
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Abrak

A kovetkezb abrakat mutatjuk be:

1. abra: A pCRBI-ptsHexp plazmid térképe

2. abra: A pEC-K18mob2 plazmid

3. abra: A pEC-K1l8mob2ptsHexp plazmid

Az alkalmazott roviditések és jeldlések magyarazata a kovetkezd:
Kan: kanamicin rezisztencia gén

zeocin: zeonin rezisztencia gén

pstH: a C. glutamicum ptsH génje

CelEl: a CelEl plazmid replikaciés origédja

lacZ-alpha: a lacZ génfragmentum az E. coli-bél
lacZz-alpha’: a LacZ génfragmentum fragmentuma E. coli-bdl
per: a pGAl képia szamat ellenérzd gén

oriV: ColEl-hez hasonldé origdé a pMBl-bdl

rep: a C. glutamicum pGAl plazmid bdél szarmazd, plazmid &altal

kédolt replikacids tartomany

RP4mob: RP4 mobilizaciébés hely

EcoRI: az EcoRI restrikcids enzim restrikciés helye
HindIII: a HindIII restrikciés enzim restrikcidés helye
Kpnl: a KpnI restrikcidés enzim restrikciés helye

Xbal: az Xbal restrikcids enzim restrikciés helye



Szekvencia protokoll

<110> Degqussa-Hiils AG

<120>

<130> 990219 BT
<140>
<1l41>

<160> 2
<170>

<210> 1

<211> 480
<212> DNS
<213>

<220>
<221>
<222>

CDS

<400> 1

ggacattgtt tttgcttceg gtaacgtgge
gagatcgaca ttaaatcccc tcecttgggg

ccgttcggat taacggcgta gcaacacgaa

act
Thx

atc
Ile

ctg
Leu

atg
Met

tcc
Ser

gac
Asp
85

gta
Val

atc
Ile

gtt
Val

atc
Ile

gac
Asp
70

ctt
Leu

acc
Thr

gct
Ala

ggc
Gly

atg
Met
55

aac

Asn

gac
Asp

gtc
Val

gaa
Glu

tcc
Ser
40

gcg
Ala

gct
Ala

gct
Ala

ttaaaagcgg t

PatentIn Ver.

(163)..(429)

ggt
Gly

gcg
Ala
25

gat
Asp

ctg
Leu

gaa
Glu

gag
Glu

2.1

tce

Ser

10

gct
Ala

gat
Asp

ggc
Gly

gct
Ala

tcc
Ser

gct
Ala

gac
Asp

gca
Ala

gtt
Val
15

gtt
Val

gag
Glu

gaa
Glu

gag
Glu
60

gag

24

Corynebacterium glutamicum

aaaacgaaca

ggtttaacta

aggacacttt

ggc
Gly

tac
Tyr

gag
Glu
45

cac
His

aag,
Glu, Lys

ctg
Leu

gac
Asp
30

acc

Thr

ggc
Gly

atc
Ile

cac
His

15
gac

Asp

gac
Asp

aac
Asn

gct
Ala

03, a ptsH gént koédold nukleotid szekvenciik

atgtctcact agactaaagt 60

acaaatcgct gcgccctaat 120

cc atg gct tcc aag

Met Ala Ser Lys

gca
Ala

gaa
Glu

gcg
Ala

gaa
Glu

gcg
Ala
80

1

cgt
Arg

atc
Ile

tcc
Ser

gtt
Val
65

ctt
Leu

cca gca
Pro Ala

ttg ctg

Leu Leu

35

tect tcce

Ser Ser
50

acc gtc
Thr Val

atc gca
Ile Ala

tcc
Ser
20

acc
Thr

ctc
Leu

acc
Thr

cag
Gln

taaacaacgc tctgcttgtt aaaagctcgt tagaagcttg

174 ¢

222

270

318

366

4114

469

480



<210> 2
<211> 89

<212> PRT
<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 2
Met Ala
1

Arg Pro

Ile Leu

Ser Ser

50

Val Thr
65

Leu Ile

Ser

Ala

Leu

35

Ser

Val

Ala

Lys

Ser

20

Thr

Leu

Thr

Gln

Thr

5

Ile

Leu

Met

Ser

85

25

Val Thr Val Gly Ser Ser
10

Ile Ala Glu Ala Ala Ala
25

Val Gly Ser Asp Asp Asp
40

Ile Met Ala Leu Gly Ala
55

Asp Asn Ala Glu Ala Val
70 75

Leu Asp Ala Glu

Val Gly Leu His Ala
15

Glu Tyr Asp Asp Glu
30

Glu Glu Thr Asp Ala
45

Glu His Gly Asn Glu
60

Glu Lys Ile Ala Ala
80



26

SZABADAIMI IGENYPONTOK

1. Korineform baktériumokbdl izolalt polinukleotid, amely a

kovetkez8k kozil egy polinukleotid szekvenciat tartalmaz:

a) polinukleotid, amely 1legaladbb 70%-ban azonos egy olyan
polipeptidet kédold polinukleotiddal, amely a SEQ ID No.2
aminosav szekvenciat tartalmazza,

b) polinukleotid, amely legaldbb 70%-ban azonos egy olyan
polipeptidet kdédolé polinukleotiddal, amely a SEQ ID No.?2
-aminosav szekvenciat tartalmazza,

c) polinukleotid, amely komplementer az a) vagy b) polinuk-
leotiddal,

d) polinukleotid, amely az a), b) vagy c) polinukleotid szek-
vencia legalabb 15 egymas utani nukleotidjat tartalmazza.

2. Az 1. igénypont szerinti polinukleotid, azzal jellemezve,
hogy a polinukleotid egy korineform baktériumokban replikal-
haté, elénydsen rekombindns DNS.

3. Az 1. igénypont szerinti polinukleotid, azzal jellemezve,
hogy RNS.

4. A 2. igénypont szerinti replikdlhaté DNS, azzal jellemez-
ve, hogy a kovetkezdk valamelyikét tartalmazza:

i) a SEQ ID No. 1 nukleotid szekvenciat vagy

ii) legaldbb egy olyan szekvenciat, amely az i) szekvencianak

felel meg a genetikai kéd degenerdcibés tartomanyan beliil,

vaqgy
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iii) legalabb egy olyan szekvenciat, amely az i) vagy 1ii)
szekvenciaval komplementer szekvencidhoz hibridizal és
adott esetben

iv) i) funkcibé semleges szensz mutacidit.

5. A 2. igénypont szerinti polinukleotid szekvencia, azzal
jellemezve, hogy olyan polipeptidet kédol, amely a SEQ ID No. 2
szerinti aminosav szekvencidt tartalmaz:za.

6. Vektor, azzal jellemezve, hogy valamely, az 1. igénypont
szerinti polinukleotid szekvenciat tartalmaz.

7. Korineform baktérium, azzal jellemezve, hogy egy 6.
igénypont szerinti vektort tartalmaz.

8. Eljaras L-aminosavak fermentacidés Gton térténd eldadllita-
sara, azzal jellemezve, hogy
i) a keresett L-aminosavat termeld korineform baktériumokat,

amelyekben legaldbb a foszfotranszferdz rendszer H komponen-

sét kbédold gén fokozott, tenyésztjik, kozelebbrdl tulexpri-
maljuk,

ii) az L-aminosavat a kozegben vagy a baktérium sejtekben diusit-
juk és

iii) az L-aminosavat elkulonitjuk.

9. A 8. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemezve, hogy
olyan baktériumokat alkalmazunk, amelyekben a keresett L-amino-
savhoz vezetd8 bioszintézis ut tovabbi génjei is fokozottak.

10. A 9. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy
olyan baktériumokat alkalmazunk, amelyekben a keresett L-amino-
sav képzbdését csdkkentd anyagcsere utak 1legalabb részben ki

vannak kapcsolva.
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11. A 9. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
egy plazmid vektorral transzformdlt toérzset alkalmazunk és a
plazmid vektor a foszfotranszferdz rendszer H komponensét kdédold
gén nukleotid szekvencidjat hordozza.

12. A 9-11. igénypont kézil egy vagy tobb szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy olyan korineform baktériumokat alkalma-
zunk, amelyek L-lizint termelnek.

13. A 10. igénypont szerinti eljdras, azzal jellemezve, hogy
egyidejlleg fokozunk, azaz tulexprimdlunk vagy amplifikdlunk egy
vagy tobb kovetkezdé gént:

a gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogendzt kédoldé gap gén,

a piruvat-karboxilazt kédold pyc gén,

a tridzfoszfat-izomerdzt kédold tpi gén,

a dihidropikolinat-szintetdzt kdédold dapA gén,

a foszfoenol-piruvat-cukor-foszfotranszferdz rendszert /ptsM/
kédold ptsm gén

a 3-foszfoglicerat-kinazt kédold pgk gén és

a lizin exportot kdédold lysE gén.

14. A 11. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
L-1lizin el&&llitasara olyan baktériumokat alkalmazunk, amelyek-
ben egyidejlileg gyengitiink egy vagy tobb kévetkezd gént:

a foszfoenol-piruvat-karboxikindzt koédold pck gén,
a piruvat-oxidazt kédold poxB gén,
a glukéz-6-foszfat-izomerazt kdédold pgi gén.

15. Az eldz8 igénypontok kozilil egy vagy tébb szerinti elja-

ras, azzal jellemezve, hogy a Corynebacterium glutamicum fajhoz

tartozdé mikroorganizmusokat alkalmazunk.
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l6. Az 1. igénypont szerinti polinukleotid szekvencidk pri-
merként vald alkalmazdsa olyan gének DNS-einek el&dallitasara,
amelyek a ptsH génterméket koédoljék, azzal jellemezve, hogy a
polimeraz-lancreakcidét alkalmazzuk.

17. Az 1. igénypont szerinti polinukleotid szekvencidak al-
kalmazasa, azzal jellemezve, hogy ezeket hibridizaciés szonda-

ként hasznaljuk fel.

A meghatalmazott:
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