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Opisany je postup na produkciu biodostupného folatu, t. j.
kyseliny listovej. ktord mé4 zvy$eny podiel monoglutamyl-
folatu, kultivovanim mikroorganizmov vhodnych na potra-
vindrske G&ely, ktoré obsahuji aktivnu heterolégnu alebo
homolégnu polyglutamylhydrolazovii aktivitu alebo obsa-
huji zvy3ené aktivity enzymov na biosyntézu folatu, Gény
kédujice polyglutamylhydrolizu a enzgmy na biosyntézu
folatu mézu byt rézneho pdvodu, napr. z hledaveov alebo
inych cicavcov, vratane ¢loveka. Opisané su aj potraviny,
predovSetkym mlie¢ne vyrobky, ktoré obsahuju tieto mik-
roorganizmy produkujice monoglutamyl-folat.

Mikroorganizmy so zvy$enou produkciou a zvy$enou biodostupnost'ou folitu
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Mikroorganizmy so zvysSenouda produkciou a zvySenou biodostup-

nostou folatu

Oblast techniky

Vynalez sa tyka zvySenej produkcie folatu, Specificky
biodostupného folatu, .. folatu, ktory je Tahko
vstrebatelny cicavéim gastrointestindlnym traktom, a to s

pouzitim geneticky modifikovanych mikroorganizmov.

Doterajsi stav techniky

Folat (kyselina N-[4-{[(2-amino-1,4-dihydro-4-oxo-6-
pteridinyl)metyl]amino}benzoyl]-L-glutdmova; vitamin B11;
vitamin M) Jje hematopoeticky vitemin, o ktorom sz stale
Castejsie wusudzuje, Ze hraje dbélezitu uUlohu v ochrane
zdravia a wuzdravovani Jludi aj zvierat. Cicavce nevedia
folat wvytvarat. Hlavnymi =zdrojmi fclatu su rastliny,
oredovietkym Spenat a ina listova zelenina, travy, kvasinky
a dalsie mikroorganizmy a nepriamo Zivo&isne organy
{ladviny, pecen). Dopifanie folatu sa v suéasnosti
uskutocnuje jeho priemym podavanim alebo VO forme
vitaminovych pripravkov. Av3ak podavanie tychto vitaminov
ako potravinovych doplnkov je nakladné a nie vzdy
prijatelne.

Folat Jje vSeobecny néazov pre velké mnozZstvo rdznych
derivatov kyseliny listove], ktoré sa 1iSia oxidadnym
stavom, substituciou Jjednéeho uhlika v pteridinovm kruhu a
poltom glutamatovych zvySkov. Tieto rozdiely sa prejevuia v
roznych fyzikalno-chemickych wvlastnostiach, ktoré svolu
s urCitymi zlcZkemi potravy mbézu ovplyviovat biodostupnost
folatu. Jednym z dbdlezitych faktorov ovplyvihujucich kiocdos-
tupnost folatu je jeho stabilita. Vystavenim kysliku, teplu

a najma kyslému traviacemu prostrediu zaludka sa
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nesczoiliza folatu zvyduje. Antioxidanty pritomné v
potrzve, ako su kyselina askorbovéa & redukujice tioly,
chréaria folaty pred touto nestabilitou.

Jals:r faktorom ovplyvnujucim biocostupncst folatu Je
pritcmnost polyglutamylovych zvyskov na folatoch. Dostupné
informdcie naznacduil, Ze biodostupnost monoglutamyl-fo atu
‘e vysSsia akc piodcstupnost pclyglutamyl-folatu.
Polyclutanyl-foclaty musia byt prec absorpciou v Creve
hydrciyzované, aby sa z nich stali prislusné monogiuta-
my_.cve erivaty. Tato premena Je katalyzovara Crevnymi
hydrcldzarmi. AvSak tieto enzymy su citiive na inhibZciu
urcizymi zlozkami nachadzajucimi sa v niektorych
potrzvinach. NavyS$e by mohla byt aktivita tychto enzyriov
ovplywnenz aj difkou glutamatovénc retazca (Gregory, 1989).
Zaverom moznc teda konstatovat, Ze vritomnest folatu ako
moncgiutamylovéhe derivatu zvysuje biodostupncst folatov.

T0lédt je pritomny v potravinarskych vyrcpbkocn, zko su
masc, =zelenina a mliecne vyrobky. Mnoistvoe monoglutamyl-
folazcocv a teda biodostupnost foladtu v rdznych potr

a
je velmi odlisné, napr. ako bolo zistené u vajecCnehc zltka

(72 = monoglutamyl-foldtov, MGF), hovddze] pelens (b€
MGF), pcmarancoveho dzusu (21 3% MGF), kapusty (6 = MGH),
fazule mesacnej (5 % MGF) a salatu (mene? ako °_ MEE)

(Seycum & Selhub, 1998).

Zntraceluldrne uloZeny folat v bakteriach miliecneho
kysrutia Se prevazne pritomny ako polyg_utamvl-io.at.
V mikrocorganizmoch je jednou z funkcii glutamatovenc konca
u pclvglutamyl-foldtov zadrziavanie folatcv v ounke [Shane

Stoxstad, 1975). Vysledkom je moznost, zZe pri predchode
bakt2zii gastrointestinalnym (GI) traktom polyvgiutamyl-
léz zostavaju vo vnitri baktéril a nie s cax destupne

pre c¢rijatie ludskym organizmom. Tento proo.én udiz pyt

znliferim zacrziavaného, intracelularne u.c



Folat rbdZze Dbyt syntetizovany z prekurzorov GTP,

kyseliny para-amino-penzoovej a glutamétu arahou
zahrriajucou mnohco enzymov (pozri obrdzok 1). Niektoré
mikroorgarizmoy, vrétane baktérie mlie&neho kysnutia
Lactococcus lactic, maju gény pre tuto drédhu - gch, folC,

folP, dhna, hppk a dhfr - organizované do génovej skupiny.
GTP-cyklohydrclaza I (gch, EC 3.5.4.16) katalyzuje reakciu
od GTP k dihydroneopterin-trifosfatu cez medziprodukt,
pri¢cm sa uvolni mravcan. Fosfatovy zvy3ok je néasledne
odstréaneny pravdepodobne pdscbenim  fosfatéazy (Pasa) .
Péscbenim dihydroneopterinaldolazy (EC 4.1.2.25) na produkt
predchadzajuce] reakcie vznikne glykolaldehyd a 6-hydro-
xymetyl-7,8-d.hydropterin, ktory je premeneny na 6-hydro-
xymetyl-7,8-dihydropterin-pyrofosfat pdsobenim 2-aminoc-4-
hydroxy-6-hydroxymetyldihydropteridinpyrofosfokindzy (hppk,
EC 2.5.1.15}. Dihydropteroatsyntaza {dps, folP, EC
2.7.6.3.) privaja para-amino-pbenzoat, pricom vznikne 7,8-
dihydropteroaz. Folatsyntaza (folC, EC 6.3.2.17) spaja
glutamat s dinydropteroatom, pricom vznikne dihydrofolét.
Naslednou redukciou tetrahydrofoldtu dihydrofola-reduktazou
(dhfr, EC 1.5.1.2) a pridanim glutamdtu na xarbkoxylova
skupinu vedla®Sieho retazca predtym folylglutamdtsyntazou
spojenych glutamdtovych  zvy3kov (folc, EC 6.3.2.17)
nakoniec vzrnika polyglutamyl-tetrahydrofolat (nie je
znazorneny na obr. 1).

WO 01/00245 obsahuje informacie o sekvenciach 3tyroch
enzymov zucastiujucich sa syntézy foldtu u Corynebacterium
glutamicum: GTP-cyklohydrolédzy I (Fol E), dihydroptercat-
syntézy (ol B), dihydroneopterinaldolazy (Fol P) a 2-
amino-4-hydroxy-6-hydroxymetyldihydropteridinpyrcfosfocxina-
zy (Fol K). Je tu tiez navrhované vniest tieto c¢ény z
Corynebacteriun do Corynebacterium aiebo inych mikrocor-
ganizmov, av3iak bez akéhokolvek upresnenia, 2t

O
Specificke gérv maju byt pouzité alebo aky vysledck ma by*



oCakavany. Naviac je gendémové usporiadanie géncv kcdujucich
tiezo cnzymy velmi odlisné oproti Coryrebacterium
a cstatnym mikroorganizmom, akc sG  Bacillus, baktérie

mliedneho kysnutia a kvasinky.

Podstata vynalezu

Nedévno bolo objavené, Ze mikroorganizmy mdziu byt
pripraveng tak, &by boli schcpné produkovat nielen viac
foldtu, ale aj fo_at v biodostupnej podcbe. FPretc vynalez
posxytuje na potravindrske ucely vhodne re<ombinantné
mixroorganizmy, ktoré su schopné produkovat polyglutamyl-
folat a ktoré obsahuju aktivny heteroldgny a homclogny gén
pre cama-glutamylhydroldzu alebo geneticky moiaifikované

organizmy schopne produkovat nielcn viac feclatu

X

nacorodukciou biosyntetickych génov, ale tieZ relativne

™,

niZsie mnozstvo polygiutamyl-folétov, <im je

e

preancstnena

exkrécia foldtu do prostredia. Vynale: dale] poskyiuje
expresné kazety, ktoré obsahuju gén pre cama-cioutamyl-
hycdrolazu s vhodnymi, vyhodne mikrobialnyml reculalnyml
sekTenciami a postup na produkciu foiatu kultivacicu
mikroorganizmov, ktoré f[fclat proaukuju a obsahu’*l wa<ito
expresnl kazetu. Vynalez tiez poskytuje potraviny, najma
m.eéne vyrobky, ako je Jjogurt a dalsie fermenicované
potraviny, ktoré obsahuju mikroorganizmy produku’uce velke
mno-stvé biodostupného folatu.
Poarobny opis vyrélezu

Vynalez sa tyka zvysovania proguxcie foléta,
Specificky biodostupného folatu, t.j. £

byt Tahko wvstrebany cicavfim gastrointestinalnyr troktom.

Vyna_ez je zamerany na zvysenie  produxkcle riznych
folzazovych derivatov a premenu rozZnychn derivatov

polvzlutamyl-folatu, ako je tc u organlzmev in vive, na

prisiudné derivaty monoglutamyl-folatu. Vyndlez preto

precovsetkym:



1. meni pomer medzi derivatmi polyglutamyl-folatu a
mcnoglutamyl-folatu v prospech derivatov monoglutamyl-
fclatu a tym vSeobecne zvySuje biodostupnost folatovych
derivatov, konkrétnejdie derivatov monoglutamyl-folatu.

2. obmedzuje zadrZiavanie folatovych derivatov u
hestitelskych buniek produkujucich folat a tym sa potencuije
zvy$ena difuzia alebo transport foldtu do extracelulérneho
prostredia. Vysledkom je =zvySend biodostupnost folétu,
pretozZe intraceluldrne uloZeny folat nie je dostupny prijmu

v cicavéim gastrointestindlnom trakte.

3. vyndlez umcZnuje vysSSiu celkovla produkciu folatu
bunkami.
Vynalez sa preto tyka mikroorganizmov, ktoré su

schopné produkovat vys3sSie hladiny intracelularneho folatu
nadprodukciou homeclégnych alebo heteroldgnych enzymov
zGZastnujucich sa biosyntézy monoglutamyl-foldtu, alebo
ktoré obsahujd aktivny heteroldégny gén pre glutamylhyd-
rc_azu. Aktivnym génom pre glutamylhydroldzu sa rozumie
geén, ktory pri expresii produkuije enzym schopny
de<onjugovat polyglutamyl-folaty na monoglutamyl-foldty.
Gény na biosyntézu foldtu, ktoré sU pouZité podla
tonto vynélezu, mdézZu byt vybrané =z nasledovnych génov
pritomnych vo folédtovej génove] skupine: GIP-cyklohydrolaza
I <{gch), dihydroneopterinaldoldza {(dhna) a 2-amino-4-hyd-
roxny~6-hydroxymetyldihydropteridinpyrofosfokinaza (hppk),
alebo ich kombindcia ako gch a hppk. Pozmenena enzymaticka
akzivita mbZe byt vysledkom pozmenenej expresie enzymov
kécovanych vy$Sie wuvedenymi génmi, napr. pritomnostou
viacerych koépii homolédgnych alebo heteroldognych génov
a/alebec pritomnostou silnych prométorov u tychto Jénov.
Pozmenend aktivita mdézZe byt zvySena aktivita alebo zniZené
aktivita, kazdd z nich v8ak vedie k relativnemu zvySeniu

prcdukcie moncglutamyl-folatu.



Bolo objavené, Ze zvysena expresia dihydropterodtsyn-
tazy (dps) nevedie k zvySenej procukcii folatu a Ze zvySena
expresia dihydrofo_.étrecuxtazy (dhfr) aokornca vedie k
zniZenej produxcii folatu. Najvyhodnesim génom na zvySenie
produkcie foladtu je pod a tohto vynalezu ccnh.

Glutamylhydro_azou méze oyt endopeptidaza, t.].
glutamylnyarclaza, ktora pdsobl vo vnutri polyglutamylevého
retazca a tak odstranuje polyglutamylovy retazec v jednom
kroku. CGClutamylhydroléazou mdze byt a’ exopeptidéza, t.j.
enzym, ktory odstiepuje glutamylove zvysky z Zonca
polyglutamylového reZazca a tak uvolhiuje moroglutamylové
zvySky v opakuZitcich sa krokoch. Gény pre enrdo-gluta-
mylhydrolazu mdézZu pcechadzal nepr. z krysy, zatial ¢o gény
pre exo-cluzamylhydroldzu su dostupng napr. z ludského
zdroja.

Génom pre glutamylhydrolazu a genmi pre Dbilosyntézu
folatu wvnasanymi do mikroorganizmov mdozZu byt povodne
(nemodifikované) g¢ény. MoézZe 1st aj o modifikované gény,
ktoré minimélne obsahuju oblast kddujucu katalyzicku doménu
glutamylhydrclazy a biosyntézu folazu. Najma
glutamylhyarclaza kodovana heterolégnym genom mé najmene]
65% sekvenént identitu a hlavnc najmenci 75= identitu -
stanovené porocou konvencného algoritmu BLAST -
s aminokyselinovymi sekvenciam: krysej alebo Iludske- gama-
glutamylhydrolédzy cpisanej v Yao et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 1996, 93(19): 10134-8 a J. Biol. Chem. 199%06,
271(15): 8525-8, a/alebo je] kédujuca sekvencia je schopné
hybridizcvat v stringentnych podmienkach s nuxlectidovymi
sekverciami, opisané v Yao et al.

Termin "folat” zahfna kyselinu listcvi a akukolvek
sol, ester a derivat, vratane icn metylovanych derivatov.
Termin "polyglutamyl-foldt” sa vztehuje na foléaz, ktory na
vo svojom vedlajsom retfazci aspon dva susediace g.utamy.ove

"

zvy&ky, zatial ¢o termin "moncglutamyl-fo at” sa vztahu-e



na folat, u ktorého podstatna Cast folatovach molekul, t.7.
aspon 25 %, ma len jednu glutamylovi skupinu.

Vynalez sa preto tyka intracelularnej expresie génov
kédujucich gama-glutamylhydrolazu alebo génov na biosyntézu
folatu, ktoré pochadzajli zo stavovcov, rastlin, hub alebo
baktérii, v mikroorganizmoch vhodnych na potravinarske
ucely, ktora vedie k intracelularnej gamaglutamyl hydroly-
tickej aktivite. Vyhodnd je gama-glutamylhydrolaza z krysy
(Yao et al. 19%6a), cloveka (Yao et al. 19%6b, US 5 8(1
031), Arabidopsis thaliana (Huangpu et al., 1996), zo séje
(Huangpu et al., 1996), a z gram-pozitivnych Lkaktérii
Bacillus subtilis (Margot et al., 1997), Bacillus
sphaericus (Hourdou et al., 1992) a Bacillus intermedius
(Leshchinskaya et al., 1997) a dalej finkcne ekvivalentné
hydroléazy, ktoré maju sekvenénu identitu s tymito proteinmi
aspon 65% alebo najmenej 75%. Konkrétne je vyndlez zaloZeny
na integracii génu kdédujuceho vysSsSie uvedené gama-
glutamylhydrolézy do plazmidu alebo chromozému mikroorga-
nizmov  vhodnych na potravinarske Gcely, a to takym
spésobom, ze dochadza k uc¢innej expresii tohto génu, ¢&i uzZ
konstitutivnej alebo po indukcii.

Vyndlez sa tyka aj expresie génov kdéddujucich gama-
glutamylhydrolazy alebo gény na biosyntézu folatuy,
uvedenych vys$ie, a to takym spdsobom, Ze je ziskany uUplne
alebc cCiastoc¢ne funkény enzym. Aktivita v3etkych tychto
enzymov vedie k dekonjugécii derivatov polyglutamyl-folatu.
Pri tejto reakcii sU =z derivatov polyglutamyl-folétu
enzymaticky Thydrolyzované mono a/alebo polyglutamatové
zvySky, pricom vzniknu derivaty monoglutamyl-folatu alebo
je folat syntetizovany takym spdsobom, Ze obsahuje len
jeden glutamatovy zvySok.

Vynalez preto umoznuje zvySenie celkovej produkcie
folatu, Specificky derivatov monoglutamyl-foldtu pochadza-
jucich =z derivatov polyglutamyl-foldtu po expresii génu

kédujiuceho gama-glutamylhydrolazy, alebo je wytvcreny



priamc, bez oridavania polyglutamylove skupiny,
nadprodukciou vys$sie opisanych génov na oiosyntézu folartu.
Tym je obmedzené zadrZiavanie derivatov polyglutamyl-folatu
v bunke, &im dochédza k zvySeniu aktivneho alebo rasivneho
transportu monoglutamyl-fcladtu cez bunkovla mempranu de
extracelu_arncho prostredia. VSeobecnym  vysledkom  Jje
zvySend produkcia a olodostugnost folatovych derivatov,
najmé derivatov monoglutamyl-folatu vo fermentovanych
potravinach.

Ako je uxkazane v nizsie uvedenom prikiade 1,
intrace.u_4rna expresiz a translacia gama-glutamylhydrolazy
pochadzajlice] z krysy alebo cloveka v baktériach mliecneho
kysnutia vedie k dekonjugacii polyglutamyl-fclatu na
monoglutamyl-folat, k zniZeniu zadrZziavania intracelular-
neho fol&ts, k zvySeniu monoglutamyl-folatu a k zvyseniu
extracelulédrneho folatu. Produkty a procesy opisanc vo
vynaleze tak veda k zvysene]j dostupnosti fclatu  vo
fermentovanej pctravine. ZvySenie dostupnosti je vysledkom
dvoch javov. Fo prve, zvySenic  monoglutamyvi-rolatu
cbredzuje potrebu aktivity prirodzenych cCrevnych nydroiaz
na dekonjugaciu polyglutamyl-folatov, <cc je wyhcdné,
pretoZe aktivita tychto <¢&revnych hydroléz je citliva na
niextoreée zlczky potravy. Po druhe, aktivita gana-
glutamylhydro_az exprimovanych v mikroorganizmoch comsdzuje
zadrziavanie folatov v bunke a tym dochadza k zvygeniu
extraceluldrne] koncentracie folatu, fole je vynodné
v pcdrienkach, ked baktérie miiec¢neho kysnutia zostavajt
pri prechadzani GI traktom neporusSené, tzakze folat nie Je
uvelfovany. Naviac, zvy3eny export (monogidtamyl-jZolatu z
bunxy povedie k zvySeniu celkove] bilosyntézy folatu
dévodu zniZene] spatne] kontroly.

Prik_.ad 2 ukazuje  uc¢inok nadprodukcie N N
lonydrolazy (EC 3.5.4.16) a Z-amino-4-nylvoxy-f-hodroxymes
ty_dihydropteridinpyrofosfokinazy <(EC 2.7.6.3} v Lictocol-

us  lactis. U L. lactis gér pre gch kodueje blflnkiny

0



protein tychto dvoch enzymov. Vysledkom je nielen celkové
zvysenie produkcie folatu v kulturach rekombinantnych L.
lactis, ale aj Specifické zvySenie monoglutamyl-foldtov na
ukor polyglutamyl-foldtov. To mdzZe byt vysvetlené relativne
nizkcu aktivitou enzymu folylpolyglutamdtsyntézy kddovanej
génom folC, ktorad nie Jje dostatolne vysokd na zvladnutie
vy38ej rychlosti biosyntézy folatu pri nadprodukcii GTP-
cyklchydrolézy. Monoglutamyl-folaty tak mdzu byt Iahie
vyluc¢ované bunkami L. lactis, <cim dochddza nielen k
obohacovaniu fermentacného média folé&tom, ale aj viacej
jeho piodostupnou formou, ktoré& je vyluCovana do média ako
monogiutanmylovad forma.

Hoci sa priklad 1 tyka gama-glutamylhydrolézy
pochadzajuce] z krysy alebo cloveka a kmena  Nz9000
Lactococcus lactis ako baktérii mlieéneho  kysnutia,
produxujucich (pocly/mono)glutamyl-folat, vynalez vsSeobecne
zahfna akékolvek daldie gama-glutamylhydrolazy, najmd gama-
glutamylhydroldzy vhodné na potravindrske ucely. Dalgie
gama-glutamylhydrolazy, ktoré mbzZu byt exprimované
v baktériach mliecneho kysnutia pochadzaija napriklad
z Arabidopsis, s6je alebo Bacillus Intermedius. Vyndlez
zahr¥na aj expresiu uvedenych gama-glutamylhydroléaz
v akorkolvek inom organizme neZ L. lactis kmena NZ9000,
ktory Jje vhodny na potravindrske Gcely, ako su dalsie
baktérie mlie&neho kysnutia, kvasinky a huby. V priklade
boli naklonované gény pre maturovanu gama-glutamylhydrolézu
z krys a lIudi za nizinovy inducibilny prométor. Vynalez
zahfna aj expresiu gama-glutamylhydrolaz pod kontrolou
rdznycn  inducibilnych  promdétorov, napriklad promdtor
pritomny v lektdézovom operdne (Van Rooijen et al., 1990,
1992) alebo pod konstitutivnym prométorom, napriklad génu
pepN (Tan et al., 1992).

Napriek tomu, Ze priklad 2 sa tyka nadprodukcie GTP-

cyklohydrolézy kdédovanej homolégnym génom gch v Lactococcus
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lactis, ktoré vedie k vy$SsSie vrodukcii folatu, 3pecificky
k zvy$eniu monoglutamyl-folatov verzus polylutamyli-folazov,
vyna.ez zahrna aj nadprodukciu daisich aomoldgnych
a heterolognych génov na biosyntézu fclétu, napr. dhna
a/alebo hppk, ale nie folP (dps), fo.C alebo dhir, v L.
lactis. Navy3e vynalez =zahrna expresiu tychto génov na
biosyntézu folatu v dalsicn mikroorganizmoch inych neZ L.
lactis kmena NZz9000, ktoré su vhodné na potravinédrske
ucely, akc st dalSie baktérie mliecCneho kysnutia, xvasinky
a huby. V priklade 2 pol gén gch naklonovany na inducibilny
nizinovy prométor. Vynalez zahyna a° expresiu  GTP-
cyklohydrolézy a pripadne dalsich enzymov na bilosyntéza
fclatu pod kontrolou rdznych inducibilnych promdtorov,
napriklad prométor pritomny v laktdzovom coperdne  (Van
Rocijen et ax., 1990, 1992) alebo pod konstitutivnym
prerétorom nachadzajucim sa pred génom pepN (Tan et al.,

18925 .

Prehlad obrazkov na vykrescch

Obrazok 1 zrazoriuje drahu biosyntézy Zolatu. Zatvorky

oznaluju predpokladané reakéné medziproduxty. Tritosfatove

zvydky su znazornené akc (P)3. Obréazok je vrevzaty z Lacks
et al., 1995.

Obrazox< 2 zndzorhuje  koncentraciu kyseliny listoveid
v kvasnicnom extrakte pri optimalnom pH, <tora ©oola

stanovenad mikrobiclogickym testom po dekonjugacil punkovym
extraktom =z L. lactis NZ%000 indukovaného nizincm =&
nesuceho pNzZ7001, ktory kdéduje TudskG gama-clutamylhyd-
roldzu alebo pNZ8048 (prazdna expresna kazeta), tory pol
pouzizy ako negativna kontrcla.

Obrézok 3 znézornuje intra- a extracelularnu aistripiGciu
foldtu dve hodiny po 1indukclii nizlinom u exponenclalne

rasticich opuniek. Diszribicia folatu 3je =zrazcrnerna pred
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a po enzymatickej dekonjugacii Iudskou plazmou, xtoréa
odlisduje derivéty folatu s kratkymi =zvy3kami kyseliny
glutamovej a s dlhymi zvy3kami kyseliny glutamovej (N>3).
PNZB048, RgH a Hgh odpovedaju kmenu NZ9000 L. lactis
s plazmidom pNZ8048 (prazdna expresna kazeta), pNz7001
(prométor nisA a maturovany gén pre krysiu gama-
glutamylhydroléazu) a pNZ7002 (prométor nisA a maturovany
gén pre ludskd gama-glutamylhydroldzu). Koncentracia foldtu
bola merana mikrobiologickym testom.

Obrazok 4 znazornuje  nadprodukciu  GTP-cyklohydrclazy
detekovanui koncentraciou dihydroneopterintrifosfatu, ktoréd
bola analyzovana HPLC a fluorescenciou (excitacia pri 365
nm, emisia pri 446 nm). Legenda: nebunkovy extrakt z kmena
Nz9000-pNZ7003 obsahujiceho gch (¢) a z kontrolného kmeha
NzZS000-pNZ8048 ().

Obrazok 5 =znazornuje 1intra- (ce) a extraceluldrnu (sup)
koncentraciu foldtu u kmena NZ9000-pNZ7003 nadprodukujuceho
gch a u kontrolného kmena NZ9000-pNZ8048 (obsahujdceho
prazdny plazmid pNzZ8048). Koncentrécia folatu. Koncentracia
foldtu bola merand mikrobiologickym testom pred a po
dekonjugacii Iudskou plazmou, ako externym zdrojom gama-

glutamylhydrolazy.

Priklady uskutolnenia vynédlezu

Priklad 1

Materialy a metdédy

Ludska maturovand exopeptidadza, y-glutamylhydrolaza,
bocla ziskand z cDNA plnej diéky naklonovanej vo vektore
PCR2 s pouZitim polymerdzovej vretazovej reakcie. Vektor
poskytlo The Laboratory of Molecular Diagnostics, Wadsworth
Center, Albany, New York. PCR produkt s diZkou 88> péarov



baz xbébdujuci maturovanu ludskl y-glutamyihyaroldzu bol
ziskany s pouzitim nasledovnych primérov:
HGH-£ (CATGCCATGGGACCCCACGGCGACACCGCCAAG)  a
HGH~r (GCTCTAGATCAATCRAATATGTAACATTGCTG) .
Priamy primér sa predlZil na 5 konci a bolo vytvorené

redtrikéné miestc pre Ncol, ktoré umoZhiuje transxripdnu

fiziu s inducipilnym nizinovym promézcrom ve  vektore
pNZ8048 (Kuipers et al.). 5 pouzizim uvedeného priameho
priméra bol rmaturovany gén nepatrnre rodifikovany

(nukleotidy napisané kurzivou). Reverzny primér sa predlzil
na 3 konci a pclo vytvorené resStrikéné miestc pre Xbal,
ktoré umoczZznuje ligaciu s kohezivnymZ koncami vo vektore
pNz8048. Novy vytvoreny vektor, nesuci geén pre ludsku
maturovanu y-glutamylhydrolazu, bol oznaceny pNZ7001.

Krysia mat.rovana endopeptidaza, y-glutamylhydroléza,
sa ziska z cINA plnej dizky ‘Yao et  a.., 1996b)
naklonovane] vc vektore pCR3 s pouzitim polymerazove]
retazovej reakcie. Vektor poskyt_o The Labcrazory of
Molecular [Ciagnostics, Wadsworth Center, Alpany, New York.
PCR oroduxt s diZxou 885 parov baz <éduiuci maturovanu
krysiu v-glutamylhydrolazu bol ziskany s pouZitim
nasledovnych primérov:

RGH-f (CATGCCATGEGRTCCTATGAGCGCGGCTCCAAG) e
RGH-r (GCTCTAGATCAGTTAAACATATAAGCTTGCTG) .

Priamy primér sa predl#il na 5 konci a bolc vytvorené
restrikéné miestc pre Ncol, ktoré umczZnuie ranskripcént
Zuziu s inducibilnym nizinovym NIS promdtorom vo verntcre
pPNZ8048. S pouZitim uvedeného priameho priméra bel

maturovany cgen nepatrne mcdifikovany (nukleotidy naplisané

kurzivou) . PCR orodukt SO zatupenymi kencari jofe
naklonovany do wvektora PCR blunt {(Invitrogen) a kol
natransformovany do Escherichia c¢oli. Bo.  vyvizol_ovany

ClestocCne nastieveny fragment Ncol-Kpnl a bol zaligeovany do
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pNZ8048. Novy vytvoreny vektor, nesici gén pre krysiu
maturovanu y-glutamylhydroldzu, bol oznacCeny pNZ700Z.

Vektor nestci gén pre maturovanu krysiu alebe Tudsku
v-glutamylhydroldzu bol transformovany elektroporéciou do
kmena NZ9000 Lactococcus lactis, ktory nesie v chromozéme
gény nisR a nisK. Expresia génu pre maturovanu krysiu alebo
Tudsktu vy-glutamylhydroldzu bola dosiahnutéd podle protokolu
k NICE systému (nizinom indukovanéd, kontrolovana expresia)
(De Ruyter et al., 1996). Na expresiu a transléciu génu pre
maturovanu krysiu alebo Iudskad 7y-glutamylhydrolazu boli
pouzité koncentracie nizinu v rozmedzi od 0,1 do 5 ng/ml.
Western blot analyza bola uskuto¢nena len pre Iudska y-
glutamylhydrolazu, s pouzZitim polyklonalnej protilatky,
ktoria poskytle The Laboratory of Molecular Diagnostics,
Wadsworth Center, Albany, New York, USA.

Aktivita enzymu maturovanej krysej alebo ludskej vy-
glutamylhydroldzy bola stanovena rastom kmena NZ9000 L.
lactis nesiiceho pNZ7001 aleboc pNz7002 v 5 ml M17 (Terzaghi
a Sandine, 1975), doplneného 0,5% (hm/obj) glukdzy (GM17)
a 10 pg/ml chloramfenikolu, az kym OD600 nebolo 0,5. Pri
0oD600 = 0,5 bol pridany nizin (1,0 ng/ml), abky bola
indukovand expresia génu pre maturovanu krysiu alebc ludsku
y-glutamylhydroldzu. Po dvoch hodinach rastu bol vyrobeny
20-krat koncentrovany bunkovy extrakt (L ml 0,1 M
merkaptoetanol, 0,1 M NaPOs; pufer, pH 7,0), s pouZitim
kremennych gulic¢iek a drtica buniek FP120 fastprepTM
(Savant Instruments inc. Holbrook, NY, USA). 500 pul koncen-
trovaného bunkového extraktu bolo pridanych do roztoku
kvasni¢ného extraktu (kvasnicny extrakt 0,5 g/1, /Difco
Laboratories, Detroit, USA/ v 20 ml 0,1 M NaPQl, pufra, pH
7,0, 1% kyseline  askorbovej) ako zdroja derivatov
polyglutamyl-folatu. Inkubacia pokracovala Styri nodiny pri

37 °C a pravidelne boli odoberané vzorky. Reakciz bola
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zastavena ohrilatim vzoriek na 100 °C pocas -0 minut.
Koncentracia folatu bola stancvena pomocou mikrobio-
logickéhce testu s Lactobacillus casei, c¢pisaného v Horne
a Pa-terson (1988). V pokusoch bcl axc negativna kcntrola
pouZity kmeA NZ9000 transformovany s pNZg048 (prazdna
nizirova expresna kazeta).

Aktivita enzymu maturovane] krysej alebo ludske] vy-
glutamylhydrclazy v rastiucich baktériach mlieCneho kysnutia
bola stanovend rastom kmena NZ%000 L. lactis nesuceho
pNZ7001 alebo pNZ7002 v ML17 (Terzaghl a Sandine, 1875},
doplneneno G, 5% (hm/ob3j, giukodzy (GM17) a 10  pg/ml
chloramfernikolu. Pri OD600 = 0,5 bol pridany nizin (1,0
ng/ml) a z rasttcej kultury beli periodicky odoberane
vzorky. Vzorky boli centrifugované az do oddelenia buniek
od supernatanta. Supernatant bol zriedeny na 1:1 s 0,1 M
NaZc pufrom oH 4,8, 1% kyse.inou askorbovou. Bunky Dboli
oplachnuté v 0,1 M NaAc pH 4,8, 1% kyseline askorbove]
a boli resuspendované v pdvodnom cbjerme 0,1 M NahAc pufra pH
4,8, 1% kyseline askorbovej. VSetky vzorky poli ohriate na
200 °C podas 10 minut, potom bola stanovena kencentracia
foldtu pomocou mikrcbiologického testu s Lactobacillus
casei, opisaného v Horne a Patterson (1988). Pritomnost
polyglutamyl-folétu bola analyzovand inkubaciou vzoriek
poCas Styroch hodin, pri 37 °C, s ludskou plazmou (Sigma-
Aldrich Chemie, Zwljndrecht, NL), ako =zdrojom y-glutamyl-

hydrolézy, nasledne bola stanovena koncentracia folatu.

Vysiedky

Pridanie 1,0 ng/ml nizinu viedlo k expresii genu pre
Tudsku y-glutamylhydrolézu, co bolo detekované na western
b_ote s pouZitim polyklonéinej protilatky. Krysia y-
giutamylhydroldza nemdZe byt detekovana na western blote,

pretoZe nie “e k dispozicii Specificka protilatka.
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Expresia funkcnej Iudskej gama-glutamylhydroldzy sledovana
in vitro

Mikrobiologicky test na pritomnost fcldtu detekuje
hlavne derivaty foldtu s troma alebo menej glutamatovymi
zvySkami. Rastovd odpoved detekénych mikroorganizmov na
dlhsie folatové retazce (n>3) je znacne zniZovana
v zavislosti od dlzky retazca (Tamura et al., 1972).
Vysledkom Jje, Ze v zdroji obsanhujicom polyglutamyl-folaty
s viac ako tromi glutamylovymi zvy3kami, ako je napriklad
kvasnicny extrakt, ktory obsahuje prevaZne heptaglutamyl-
folaty (Bassett et al., 1976), mbéie byt foldt detekovany
mikrobiologickym testom az po odstraneni polyglutamylovych

retazcov. tohto dévodu bol na testovanie expresie

funkénej  ludskej y-glutamylhydroldzy v Lactococcus lactis
pouzity kvasniény extrakt. Pridanie bunkcvého extraktu z L.
lactis NZS9000, ktory nesie pNZ7001 alebo pNZ7302 indukovany
nizinom, viedlo k dekonjugacii polyglutamyl-folatu, ¢&o bolo
detekované mikrobiologickym testom. Pridanim bunkového
extraktu z L. lactis NZ9000 nestceho pNZ8048 (prazdna
nizinova expresnd kazeta), dekonjugac¢nd aktivita nebola

prejavena (obrazok 2).

Intracelularna expresia gama-glutamylhydrolédzy sledovana in
vivo

Kmen NZ9000 nesuci pNZ7001 alebo pNZ7002 alebo pNzZ8048
(prazdna nizinovd expresnd kazeta) vykazoval identické
rastové charakteristiky. Indukcia nizinom pri 0D600 = 0,5
neovplyviuje rychlost rastu. Po indukcii nizinom bola
merana koncentracia foldtu v supernatante a bunkovych
extraktoch tychto kmefiov. Pre kmene L. lactis NZ9000 nestce
pNZ7001 alebc pNZ7002 Dbolc charakteristické zvyseanie
extraceluléarnej keoncentracie folatu pocas rastu.
Extracelularna koncentracia foldtu u kmenz L. Iactis NZ9%000

nesuceho pNzZ8048 zostala pocas rastu konstantna.
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Intraceluldrna =oncentréacia folatu u kmenov exprimujicich
v-glutamy-.hydrolzzu sa v priebehu rastu nezvySovala, na
rozaiel od zvys$:-jucej se koncentrécie folatu u kontrolného
kmena. Corazok 3 znézornuje ntra- a extracelularnu
distribuciu folztu dve nodiny po indukcii nizirom. Xmen
NZ9000-pNZ7002 mal najvacsiu extracelularnu koncentriciu
foldtu, pravdecodobne vdaka  endopeptidazove aktivite
krysej v-glutamylhydroléazy, ktora okamzite redukuje
polyolutamyl-folity na monoglutamyl-folaty. Exopeptidazova
aktivita _udske” v-glutamylhydrolazy redukuje polyglutamyl-
folédt cez kratiie polyglutamyl-folaty na monoglutamyl-
foldty. Bunkové sxtrekty boli kontrolované aj na pritomncest
intracelu.arne uloZenéhc polyglutamyl-folatu. Hlaainy
foldzu boli starcvené mikrobiologickym testom po inkubacii
s Juzskou plazmcu ako zdreojom y-glutamylhydrolazy. Kmene
NZ90Z0-pNZ7001

a korncentracia folatu sa v priebehu rastu nemenila.

pNZ70C02 neobsahovall polyglutamyl-foléat

M

ntracelu’larna =cncentréacia folatu u kmena NZ9000-pNzZ8043
v sepe C¢lastolne zahrna colyglutamyl-Zolaty, pozri chréazok
3. Narast ex-racelularne’ concentracie fo_atu VO
fermenta¢rom méaiu u kmenov po dekcnjugacil bol c¢bvykle
spdsobeny pritcmnostou  pelyglutamyl-folatu z kvasnicnéeho
extraktu, ktory “e stfastcu bakteridlneho rastového média
GM17. Na =zaklace vysledxov mozZno teca konstatovat, zZe
enzyraticka akzivita exprimovanych v-glutamylhydrolaz
viedla k dekonjuzédci:i intraceluléarneho polyglutamyl-folatu
a vysledkom bolo zniZené zadrZiavanie folatovych derivatov
v burke, &o vedle k zvySeniu extracelularnej koncentracie
folazu.

Informacie - sekvenci: DNA pre geéeny kédujuce ludsku

—

a krysiu v-glutamylhydrolézu peczri v referenciach Yao et
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Priklad 2

Materidly a metddy

Gén gch kédujuci GT2-cyklohydrolazu bol dentifikovany
pomocou analyzy sekvencii & porovnanim homoldgie <&asti
genému L. lactis kmera MG1363 ohraniCenej génmi dhfr
kédujucim dihydroZfolatreduktazu a dhom kédujicim homoserin-
dehydrogenéazu s databazami obsahujicimi neredundantné
gendmy. Sekvencia bola ziskana amplifikiaciou gendmového
useku s pouZitim primércv danfrF(GGAAT TCCAT GGTTA TTGGA
ATATG GGCAG AAG) a dhomR(CGATC CCGGG AAGCC CTGTG CCACT
GTCCA A). Priméry Dboli odvodené na zéklade informacii
o sekvencléch ziskanych v GenBank pod pristupovymi ¢&islami
X60681, resp. X96988. Vysledky porovnania homolégii
naznac¢uju, Ze cast amplifikovaného fragmentu (celkova diZka
pribliZne 8 kb) obsahuje sekvencnt informaciu pre GTP-

cyklohydrolazu a Z2-amino-4-hydroxy-6-hydroxymetyldihyd-

ropteridinpyrofosfokinazu. PCR produkt =ziskany pomocou
primérov hppk-f2(CATGC CATGG GGCAA ACAAC TTATT TAAGC ATGGG)
a gch-r3(GGGGT ACCGA TTCTT GATTA AGTTC TAAG), ktory

obsahuje potenci&ly 3Start kcddn 2-amino-4-hydroxy-6-hyd-
roxymetyldihydropteridinpyrofosfokinazy a potencialny stop
kodén GTP-cyklohydrolazy bol naklonovany do res$trikénych
miest Ncol a Kpnl v pNZ8084 (Kuipers et al.), pricom
vznikol plazmid pNZ7003. Priamy primér sa predizil na 5
konc, aby vzniklo reStrikéné miesto pre Ncol umoZiujuce
translacnu fuziu s inducibilnym nizinovym promdétorom vo
vektore pNZ8048. PouZitie uvedeného priameho priméra viedlo
k miernej modifikédcii pdvodného génu gch; za Met-1 bol
vcleneny glycin, aby sa nezmenila nasledujuca kyselina.
everzny primér sa predlizil na 3 konci, aby vzniklo
reStrikéné miesto pre KpnI umozZiujuce ligdciu s kohezivnymi
koncami VO vektore cNzZ8048. Vektor bol vneseny

elektroporaciou do kmena NzZ9000 L. lactis (De Ruyter et
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al., 199¢.,, pricom vznikol kmen NZ9000-pNZ7003 L. Iactis.
Kmern N29C.0 exprimoval regulacné gény nisRK, ktore su
stakbilne Integrované do pepN ldékusu.

Expresia gch bola regulcvana nizinovym promotorom
pridanim rizinu do fermentacného média (De Ruyter et al.,
1996). Reitrikéné sStiepenie, ligacisz a transformacla budu
uskutccéneré podXa Standardnych protokolov opisanych

v Sambrocx et al.

Stanovenie enzymatickej aktivity GTP-cyklohydroléazy

Na =zistenie, <¢i Jje GTP-cyklohydroldza v L. lactis
aktivne exprimovana, bol wuskutolneny enzymaticxy test.
Nebunkcvy extrakt z NZSC00-pNZ7003 bol pouzity ako zdroj
enzymu a komeriné dostupné CTP bolo pouzité ako substrat.
Upraveny protokol, pdvodne opisany v Saizieu et al. (1995),
bol pouzity na testovanie aktivity GTP-cyklohydrolazy. Kmen
NZ9000 L. lactis nesucil pNzZ7003 sa nechal réast v médiu MI17
(Terzaghi a Sandine, 1975) doplnenom 3J,5% (hm/ocoj) glukézy
(GM17) a 10 ung/ml chloramfenikolu. Pri CDe00 = 0,5 bol
pridany nizin (2,0 ng/ml). Pri 0OD600 = 2,5 boli =zobraté
punky z 25> ml kultury a rozmiesané v 1,0 ml 0,2 M pufra
fosfore&nanu sodného, pH 6,5. Intracelularny obksah bol
uvolnery s pouzitim kremennych guliciek a drzica buniek
FP120 fastprep'™ (Savant Instruments 1nc. Holbroox, NY,
USR). Aktivita GTP-cyklohydrolazy bola stanovena pri 31 °C
v 100 mM-tris/HCl pH 8, 100 mM KCl, 1 mM EDTA pH 8, 537 iM
GTP a 2% nebunkovom extrakte. Postupne odoberane vzorky
boli ohriate na 100 °C poc¢as 10 minut, aby bol enzym
inaktivovany. Spotreba GT?> a tvorba produktu bola
analyzované porccou HPLC. Vzorky (25 pl) bolil aplikovane na
koléna & u 1000 A PL-SAX (Polymer Laboratories) pri

prietoku 2,2 ml/min s beZiacim pufrom, ktory obsanhcval 50

mM fosfédt, 100 mM NaCl, pH 6,5. Spotreba GTP bola sledovana

.

pomocou UV  absorpcie pri 245 nm, reaklny produkt boi
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detekovany fluorometricky; excitacia pri 365 nm, emisia pri

446 nm (pozri obrézok 4).

Nadprodukcia gch

U&inok nadprodukcie gch kédujuceho GTP-cyklohydrolazu
a 2-aminc-4-hydroxy-6-hydroxymetyldihydropteridinpyrofos-
fokinazy na produkciu folatu v rastucich baktériach
mlie¢neho kysnutia bol stanoveny rastom Lactococcus lactis
kmefia NzZS0C0 nesuceho pN27003 v médiu M17 (Terzaghi
a Sandine, 1975) doplnenom 0,5% (hm/obj) glukdézy (GM17)
a 10 pg/ml chloramfenikolu. Pri 0OD600 = 0,5 bol pridany
nizin (2,0 ng/ml). Pri OD600 = 2,5 bola bunkovd kultura
centrifugovand aZ do oddelenia buniek od supernatanta.
Supernatant bol zriedeny na 1:1 s 0,1 M NaAc pufrom pH 4,8,
1% kyselinou askorbovou. Bunky boli opléchnuté v 0,1 M NahAc
pH 4,8, 1% kyseline askorbovej a boli resuspendované
v pbévodnom objeme 0,1 M NaAc pufra pH 4,8, 1% kyseline
askorbovej. Vzorky boli ohriate na 100 °C pocas 10 minut,
potom bola stanovena koncentracia folatu pomocou
mikrobiologického testu s Lactobacillus casei, opisaného
v Horne a Patterson (1988). Pritomnost polyglutamyl-folatu
bola analyzovand inkubaciou vzoriek pocas Styroch hodin,

O o~

pri 37 C, s Yudskou plazmou (Sigma-Aldrich Chemie,
Zwijndrecht, NL), ako zdrojom y-glutamylhydroldzy, nasledne
bola stanovena koncentracia folatu pomocou mikrobiolo-~

gického testu s Lactobacillus casei.

Vysledky

Testom pre enzymatickld aktivitu GTP-cyklohydrolézy
bolo preukazané zvySenie reakéného produktu v case po
pridani GTP (obrazok 4). Tento reakény produkt mal obdobné
chromatografické vlastnosti, aké boli opisané predtym
(retencny ¢as 9,52 min) [Saizieu et al., (1995)] a bnol

stotozneny s dihydroneopterin-trifosféatom, nlavnym



produktom GTP-cyxlohydroléazy. Reak&na Zmes cbsahovala
nadbytok GTP. Pokles koncentracie GTP a nérast dihydronecp-
terin-trifosfatu bol namerany len v nebunkovom extrakte z
NZ9000-pNZ7003. Kontrolna reakciz obsahujuca nebun<kovée
extrakty z kmena NZ9000-pNZ7003 nevykazova'a signifikantné
zniZenie GTP, ani tvorbu produktov prcmery GTP.

Kvelitativnou SDS-PAGE proteilrovou analyzou bunkcvého
extraktu NZ9C00-pNZ7003 indukovaného nizincm bola
preukdzanid nadprodukcia proteinu s velkostou 40 kCa
v porovnani s kcntrolnym kmeniom a NZSCO0-pNZ8048.

Rastuce bunky kmena NZ38000-pNZ7C03 pc indukcii nizinom
vykazovali narast intra- a extracelularnej koncentracie
foldtu v porovnani s kontrolnym kmenom a NZ9000-pNz8048
{obrazok b). Celkova produkcia folatu bola dvojnasobna.
vacsina z nadprodukovanehe folatu bola pritomnd v rastovom
médiu; koncentracie extracelularneho folatu vzrast_.a
v porovnanl s xontrolnym kmenom priblizne dvadsatnasobne.
Narast intracelularnej koncentracZe folatu bcl menej
vyznamny. Dekonjugacicu intracelularnych zéascob folatu bolo
preukazané, Ze len v kontrolnom kmeni je 1ntracelularna
koncentrécia folatu &iastocne pritomna VO forme
polyglutamyl-foldtu. Kmen nadprocuxujuci GTP-cyklohydro_&zu
neprodukoval foldt vo forme polyglutamyl-folatu ani wvnutri

buniek, ani mimo buniek.

Priemyselna vyuZitelnost

Je poskytnuty postup na zvy3erie produkcie folatu,
svecificky biodostupnéhc foléatu, t.j. folatu, ktory Jje
lanko vstrebatelny cicavcim gastrointestinalnym traktom, a
to s pouzZitim geneticky modifikovanych mikroorganizmov
vmodnych na potravinarske uGcely. Dalej su poskytnuté af
potraviny, predovSetkym mlie&ne wvyrcbky, ako si jogurty a

dazlsie fermentovane potraviny, ktoré obsahujt
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mikroorganizmy produkujiuce velké mnoZstvo biodostupného

fcléatu.
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PATENTOVE NAROKY

1. Geneticky modifikovany mikroorganizmus vhodny na
potravinarske ucely, u ktorého modifikacia vedie k zvySeniu
produkovaného mnoZzstva menoglutamyl-folatu, vzhladom na

mnozstvo produkované nemodifikovanym organizmom.

2. Geneticky modifikovany mikroorganizmus vhodny na
potravinarske G&ely podla predchédzajuceho naroku 1,
u ktorého je zvySena aktivita aspon jedného enzymu

zu¢astnujuceho sa syntézy monoglutamyl-foléatu.

3. Geneticky modifikovany mikroorganizmus vhodny na
potravindrske 0cely podla predchadzajiuceho naroku 2,
u ktorého uvedeny enzym zahfina GTP-cyklohydroldzu kddovanu

génom gch.

4, Geneticky modifikovany mikroorganizmus vhodny na
potravinarske UcCely podla predchadzajiceho naroku 1,

u ktorého je zvysSena aktivita gama-glutamylhydrolézy.

5. Geneticky modifikovany mikroorganizmus vhodny na
potravindrske ucely podla predchadzajiceho naroku 2 alebo
3, u ktorého je zvySend aktivita uvedeného enzymu vysledkom

pritomnosti mnohych képii prislusnych génov.

6. Geneticky modifikovany mikroorganizmus vhodny na
potravinadrske 0cely podla predchadzajlceho naroku 2 alebo
3, u ktorého je zvySend aktivita uvedeného enzymu vysledkom
pritomnosti promdtora zvySujuceho expresiu prisludnych

génov.

7. Geneticky modifikovany mikroorganizmus vhodny na
potravinarske ucely podla ktoréhokolvek z vredchadzajucich

narokov 1 az 6, u ktorého su gény kdédujiuce uvedené



enzymatické aktivity Zivocisneho, preacovsetkym cicavcieho
covodu.

8. Geneticky modifikovany mikroorganizmus  vhoany na
potravinarske ucely podla ktoréhokolvek z predchadzajiacich
narokov 1 az €, u ktorého su gény kodujuce uvedené

enzymatické aktivity rastlinného pdvoau.

. Geneticky modifikovany mikroorganizmus  vhodny na
potravinadrske Uc¢ely podla ktoréhokolvek 7z predchadzajucich
narokov 1 aZz €, u ktorého su c¢ény kdéddujuce uvedene
enzymatické aktivity mikrobialneho pdvodu 2z organizmov
vhodnych na potravinérske ucely, najmd z baktérie mlZecéneho

kysnutia alebo kvasinky.

1C. Geneticky modifikovany mikrocrganizmus  vhodny na
pctravindrske ucely podla ktoréhokolvek z predchadzajucich

narokov 1 az S, ktory je baktériou mliecCneho kysnutia.

11. Spésob produkcie monoglutamyl-folatu, vyznacujuci sa
tym, Ze sa kultivuje geneticky modifikcvany mikrocrganizmus
vhodny na potravinarske ucely podla kzcréhokolvek =
predcnédzajicich narokov 1 az 10 a Ze sa ziska-u

produkované folaty.

o

12. Spdsob poskytovaniz bilodostupného folatu pre cicave

A Ay
A C

&3]
-
&3]

gastrointestinalny trakt, vyzmnacdujuci sa tym, 7e =sa

@)

uc¢inné mnoZstvo geneticky modifikovaného mikrocrganizmu,
vhodrého na potravinarske UcCely podla ktoréhokolvek =z

oredchadzajucich narokov 1 az 10.

13. Poctravinovy procukt, vyznacdujueci sa tym, 7Z¢ obszhuje

gereticky modifikovany mikroorganiznus vhodny o>



Y

potravinarske ucely podla ktoréhokolvek z predchéadzajucich
narokcv 1 az 10.

14. Potravinovy produkt podla predchédzajiuceho naroku 13,

vyznacujuci sa tym, Ze ide o mliecny predukt.
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