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Az rplK gént kédoldé uj nukleotid-szekvenciak

A talalmany targyat olyan izolalt polinukleotid képezi,
amely a kovetkezéket tartalmazd csoportbdl valasztott poli-
nukleotid-szekvenciat tartalmaz:

a) polinukleotid, amely legalabb 70%-ban azonos a 2. szamu
szekvenciaban taldlhaté aminosav-szekvenciaval rendelkezé poli-
peptidet ké6dold polinukleotiddal;

b) polinukleotid, amely a 2. szamu aminosav-szekvenciaval
legaldbb 70%-ban azonos aminosav-szekvenciaval rendelkez$ poli-
peptidet koédol;

c) polinukleotid, amely az a) vagy b) polinukleotidokkal
komplementer és

d) polinukleotid, amely az a), b) vagy c) polinukleotid-
szekvencianak legaldbb 15 egymdst kévetd bazisat tartalmazza.

Tovabba a taldlmany targyat képezi L-aminosavak fermentativ
eléallitasa legyengitett rplK gént hordozd Coryneform glutamicum

baktériumokkal.
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Az rplK gént kédold uj nukleotid-szekvencidk

A taladlmany targyat a coryneform baktériumokbdl sziarmazd
rplK gént kédold nukleotid-szekvenciak és az rplK gén
legyengitésével aminosavak, kuldontsen L-lizin fermentativ
elBadllitisara szolgald eljaras képezi.

L—aminosavak, kiilénésen L-lizin az &llati takarmanyozasban,
a human gydégyaszatban és a gybégyszeriparban keriilnek
felhasznalasra.

Ismert, hogy ezeket az aminosavakat coryneform baktérium
tdrzsek, kilonésen Corynebacterium glutamicum fermentacidjaval
411itjak eld. Nagy jelentSsége miatt Aallanddan javitjak az eléd-
dllitadsi eljarasokat. E mikroorganizmusok belsé teljesitmény

sajatsidgainak Jjavitasara a mutagenezis, szelekcidé és mutans

kivalasztas médszereit alkalmazzak. Ilyen médon
antimetabolitokkal — példadul az S-(2-aminoetil)-cisztein 1lizin
analdéggal — szemben rezisztens vagy a szabalyozas szempontjabdl

fontos anyagcsere-termékekre nézve auxotrdéf torzseket kapnak,
amelyek L-aminosavat termelnek.

Néhany éve a rekombinans DNS technika médszereit is
alkalmazzak aminosavat termeld Corynebacterium torzsek
javitasara, ahol egyes aminosav bioszintézis géneket
megsokszoroznak (amplifikalnak) és megvizsgaljdk az L-aminosav
termelésre gyakorolt hatdst. Errdl attekintd irodalom taladlhatéd
tobbek kézodtt az aladbbi publikédcidkban [Kinoshita, Glutamic Acid
Bacteria, in: Biology of Industrial Microorganisms, Demain and

Solomon (eds.) Benjamin Cummings, London, UK, 115-142 (1985);



Hilliger, BioTec 2, 40-44 (1991); Eggeling, Amino Acids 6, 261-
272 (1994); Jetten and Sinskey, Crit. Rev. Biotech. 15, 73-103
(1995) és Sahm et al., Ann. New York Acad. Sci. 782, 25-39
(1996)].

Az RplK fehérje (riboszémalis nagy alegység fehérje K) egy
el8szdr Escherichia coli-ban leirt, bakteridlis riboszéménak — a
sejt transzlaciés késziulékének, a fehérje bioszintézis
szinterének — alkotérésze.

A riboszdémak olyan seijt részecskék, amelyek harom
ribonukleinsav (RNS) molekuldbdél és meghatdrozott mennyiséqgl
fehérjébs6l allnak. A riboszdémakat legtdbbszdr sejtkivonatokbdl
nyerik ki wultracentrifugalassal. Az egyéb sejtalkotdrészektsl
valé tovabbi tisztitds szokds szerint szachardéz gradiensben
iilepitéssel torténik. A preparalasnak ez a technikaja vezetett a
riboszéma alkotdérészek szokasos jeldléséhez, amely koézvetlenidl a
szedimentacibs sajatsagokra vonatkozik. Egy funkcionalis
baktérium riboszbémat ezen az alapon gyakran 70S-riboszdémaként
jeldlnek, amely a 30S-kis alegységbdél és az 505 nagy alegységbdl
411. Az E. coli 30S kis alegység 21 kililonb6zé6 polipeptidbdl és a
szakember szamara 16S RNS-ként ismert, 1542 nukleotid hosszusagu
RNS molekuldbdél &ll; az 50S alegység az RplK fehérje mellett
tartalmaz még tovabbi 31 kilénb6zd polipeptidet, egylitt két RNS
molekulaval, amelyek 120 illetve 2904 nukleotid hosszusaguak, az
igynevezett 5S illetve 23S rRNS molekulak. Id&kézben alkottak: a
riboszémalis fehérjékre egy alternativ nevezéket. Ennek alapjan
a kis 30S alegység polipeptidjeit S1-S21-ig, a nagy 50S alegység

polipeptidjeit L1-L32-ig jeldlik. Az RplK fehérje a riboszémalis



L11 fehérjének felel meg [ Noller and Nomura, in: Neidhardt et
al., Escherichia coli and Salmonella typhimurium: Cellular and
molecular biology, American Society for Microbiology, Washington
D.C. 167-186 (1996)] . Az utdbbbi években mads szervezetekben, mint
példadul Borrelia burgdorferi-ben [ Fraser et al., Nature 390,
580-586 (1997)], Helicobacter pylori-ban [ Tomb et al., Nature
388, 539-547 (1997)], Serratia marcescens-ben [ Sor and Nomura,
Mol. Gen. Genet. 210, 52-59 (1987)], Haemophilus influenzae-ben
[ Fleischmann et al., Science 269, 496-512 (1995)] és a Bacillus
subtilis Gram-pozitiv baktériumban [ Jeong et al., Mol.
Microbiol. 10, 133-142 (1993)] is azonositottak az Lll-hez
hasonldé fehérjéket.

A riboszéman lejatsz6ddé transzlacid, tehdt a matrica-RNS
(mRNS) irdnyitotta polipeptid bioszintézis komplex folyamat. A
riboszdéma mellett tovabbi fehérjék nélkilézhetetlenek a
transzlacidés folyamathoz, amelyeket a szakemberek fehérje-
szintézis faktoroknak neveznek [ Noller, Ann. Rev. Biochem. 60,
191-227 (1991)] . Az L11 fehérje kozvetiti a riboszdéma és egyes

fehérje-szintézis faktorok kozdétti  kdlcsoOnhatést; példaként

megemlithetd itt a G elongacids faktor (EF-G) és az 1
terminacidés faktor (TF-1). Az L11 fehérje hidnya az Lll-mutdans
E. coli riboszdémajaban tehat a transzlacid sebességének

csbkkenését okozza [ Xing and Draper, Biochem. 35, 1581-1588
(1996)] .

Az L11 fehérje nélkildzhetetlen a riboszébmadn levd RelA
fehérje kotdédéséhez és aktivitasahoz is. RelA katalizalja

aminosav  hiany koérilményei k6z6tt a guanozin-tetrafoszféat



(pPGpp) szintézisét ATP-ré6l GDP-re torténd pirofoszfat-csoport

adtvitelével. PPGpPpP E. coli-ban sok gén kifejezbdését
befolyasolja vagy negativ vagy pozitiv  vonatkozasban. A
bioszintézis utakban hatékony géntermékek kifejezb8dését

dltaldban stimuldlja. A katabolikusan hatékony géntermékeket a
szabadlynak megfelelSen negativan szabalyozza. ppGpp-n keresztil
E. coli-ban olyan gének és operonok nagy szama szabalyozdédik,
amelyek az aminosav bioszintézisben kézponti szerepet jatszanak.
Az eddig ismert, E. coli-ban pozitivan befolyasolt gének ko&zé
tartoznak tobbek kozott az argF, argl, argECBH (arginin
bioszintézis), gltB, glnA, gdh (glutamin/glutamat bioszintézis),
ilvB, ilvA (izoleucin bioszintézis), metC, metF, metK (metionin
bioszintézis), thrA, thrB, thrC (treonin bioszintézis), 1lysa,
lysC, dapB, asd (lizin Dbioszintézis) [ Cashel et al., in:
Neidhardt et al., Escherichia coli and Salmonella typhimurium:
Cellular and molecular biology, American Society for
Microbiology, Washington D.C., 1458-1496 (1996)] . ppGpp pozitiv
szabalyozb szerepét az aminosav bioszintézisben iddkézben méas
baktériumokban is kimutattédk, Salmonella typhimurium-ban [ Rudd
et al., J. Bacteriol. 163, 534-542 (1985)], Vibrio sp.-ben

[ Flardh et al., J. Bacteriol. 176, 5949-5957 (1994)] és B.
subtilis-ben [ Wendrich and Marahiel, Mol. Microbiol. 26, 65-79
(1997)] .

A szakma mai szintjén nyilvadnvaldé a torekvés annak
kideritésére, vajon a coryneform baktériumok rplK génje

nukleotid-szekvencidjanak ismerete hozzajarul-e ezen baktériumok

aminosav termelésének javitasahoz.



A feltaldldk célja aminosavak, kiildndésen L-lizin javitott
fermentaciods eldallitasara vonatkozd aj intézkedések
nyilvdnossagra hozatala.

Aminosavak, kiiléndsen L-lizin a humén gydgyaszatban, a
gyégyszeriparban és kiildndsen az allati takarmanyozasban
kerlilnek felhasznalasra. Ezért dltalénos az érdeklédés
aminosavak, kiilénodsen L-1lizin eldéallitasara szolgald aj,
javitott eljarasok kozreadasara.

A taladlmdny targyadt olyan izol&lt polinukleotid képezi,
amely a kovetkezdket tartalmazd csoportbdl valasztott polinuk-
leotid-szekvenciat tartalmaz:

a) polinukleotid, amely legalabb 70%-ban azonos a 2. szama
szekvencidban taldlhatdé aminosav-szekvenciidval rendelkez8 poli-
peptidet kédold polinukleotiddal;

b) polinukleotid, amely a 2. szami aminosav-szekvenciaval
legaldbb 70%-ban azonos aminosav-szekvenciaval rendelkezd poli-
peptidet kédol;

c) polinukleotid, amely az a) vagy b) polinukleotidokkal
komplementer és

d) polinukleotid, amely az a), b) vagy c) polinukleotid-
szekvencianak legaldbb 15 egymast kovetd bazisat tartalmazza.

Szintén a talalmany térgyat képezi az 1. igénypont szerinti
polinukleotid, amelyben elénydsen olyan replikaciéra képes DNS-
r81 van szd, amely

i) az 1. szami szekvenciaban bemutatott nukleotid-szekven-
ciat, vagy

ii) legalédbb egy, az 1) szekvencianak a genetikai k&od



degeneraltsagan beliil megfeleld szekvenciat, vagy

iii) legaldbb egy, az i) vagy ii) szekvenciaval komplementer
szekvenciaval hibridizaldé szekvencidt, és adott esetben

iv) i)-ben m{ikodésre semleges szenz mutacidkat tartalmaz.

A taldlmany tovabbi targyat képezi

a 4. igénypont szerinti polinukleotid, amely az 1. szama
szekvenciadban bemutatott nukleotid-szekvenciat tartalmazza,

a 2. igénypont szerinti polinukleotid, amely a 2. szama
szekvenciidban bemutatott aminosav-szekvenciat tartalmazé poli-
peptidet kédol,

az 1. igénypont, kildndsen a d) pont szerinti polinukleotid,
amely a 3. szami szekvencidban bemutatott nukleotid-szekvenciat
tartalmazza,

az 1. igénypont, kildndsen a d) pont szerinti polinukleotid,
amely a 4. szami szekvenciadban bemutatott aminosav-szekvenciat
tartalmazé polipeptidet kédol,

az 1. igénypont d) pontja szerinti, a 3. szami szekvenciaban
és az 1. A&abran (A = deHa) bemutatott mutans polinukleotidot
tartalmazé vektor, amelyet a budapesti szerzddésnek megfelelden
E. coli .DHSa/pArle térzsben, DSM 13158 szadmon helyeztiink
letétbe, és

gazdaszervezetként szolgaldé olyan coryneform baktériumok,
amelyek az rplK génben inszerciét vagy delécidét tartalmaznak.

Szintén a taladlmany targyat képezik lényegében olyan poli-
nukleotid-szekvencidbdél 4l1l16 polinukleotidok, amelyek megfeleld
génbank hibridizacidés screenelésével kaphatdk, amelyek az 1.

szamu szekvencianak megfeleld polinukleotid-szekvenciat



tartalmazé teljes gént wvagy annak részeit olyan szondaval
tartalmazzak, amely a nevezett, 1. szamua szekvencia szerinti
polinukleotid szekvencidjat vagy annak fragmentumat tartalmazza
és a nevezett DNS szekvencia izolaléasa.

A taldlmany szerinti polinukleotid-szekvenciak alkalmasak
RNS, cDNS és DNS hibridizacidés szondaként a riboszdémilis L11
fehérjét kdédold teljes hosszUsagh cDNS izolalasara és olyan cDNS
vagy gén izolalasara, amely az rplK gén szekvenciajaval nagy-
mértékd hasonlbésagot mutat.

A talidlmany szerinti polinukleotid-szekvencidk alkalmasak
tovabba primerként, amelyeknek a segitségével polimeréaz
lancreakciéval (PCR = ©polymerase chain reaction) génekbdl
eléallithatdé az rplK génterméket illetve a riboszdémalis L1l
fehérjét kédold DNS.

Az ilyen, szondaként vagy primerként szolgaldé oligonukleo-
tidok legaldbb 30, eldénydsen legaldbb 20, kiiléndsen elénydsen
legaldbb 15 egymast kovetd nukleotidot tartalmaznak. Ugyanigy
alkalmasak 1legaldbb 40 vagy 50 nukleotid hosszisagua oligo-
nukleotidok.

,1z0l41t” azt Jelenti, hogy természetes kornyezetétdl
elvdlasztott.

.Polinukleotid” &ltaldban olyan poliribonukleotidokra és
polidezoxiribonukleotidokra vonatkozik, ahol egyarant lehet sz6
nem moédositott RNS-r8l1 és DNS-r6l vagy mbédositott RNS-rél és

DNS-rd1l.



»Polipeptidek” alatt olyan peptideket vagy fehérjéket
értiink, amelyek  peptidkotéssel kapcsolédd  két  vagy tSbb
aminosavat tartalmaznak.

A talalmany szerinti polipeptidek magukban foglaljak a 2.
szamu szekvencia szerinti polipeptideket, kildndsen olyanokat,
amelyek az rplK  gén  termékének bioldgiai  aktivitasaval
rendelkeznek és olyanokat is, amelyek iegalébb 70%-ban,
elénydsen legaldbb 80%-ban és kildndésen olyanokat, amelyek
legaldbb 90-95%-ban azonosak a 2. szami szekvencia szerinti
polipeptiddel és rendelkeznek a nevezett aktivitassal.

A taldlmadny oltalmi korébe tartozik tovabba aminosavak,
kiiléndsen L-1lizin elbadllitasara szolgald eljaras, azzal
jellemezve, hogy olyan coryneform baktériumokat alkalmaz,
amelyek mar termelik az L-aminosavat és amelyekben az rplK gént
kédold nukleotid-szekvenciat legyengitjiik.

A ,legyengités” fogalma ebben az Osszefliggésben eqgy
mikroorganizmusban egy vagy tobb, a megfeleld DNS &altal kdédolt
enzim illetve fehérje intracellularis aktivitasanak csokkentését
vagy kikapcsolasat Jjelenti azaltal, hogy példaul egy gyenge
prométert vagy olyan gént illetve allélt alkalmazunk, amely egy
megfeleld enzimet illetve fehérjét alacsonyabb aktivitassal
kédol illetve a megfelelé enzimet illetve fehérjét inaktivalja
és adott esetben ezeket az intézkedéseket kombinalja.

A talalmany targyat képez6 mikroorganizmusok  képesek
aminosavak, kiiléndsen lizin elbdallitasara glikdzbébl,
szachar6zbdbl, laktézbdl, fruktdzbdbl, maltdzbdl, melaszbdl,

keményitdébdbl, celluldzbol vagy glicerinbdl és etanolbédl.



Coryneform baktériumok képviseldi koézil fb6leg a Corynebacterium
nemzetség JjOhet szdéba. A Corynebacterium nemzetségen belil
kiiléndsen a Corynebacterium glutamicum faj emlitésre méltd,
amelynek L-aminosavakat termeld képessége ismert a szakmaban.

A Corynebacterium nemzetség, kiilonésen a Corynebacterium
glutamicum faj alkalmas térzsei példaul az ismert vad tdérzsek

Corynebacterium glutamicum ATCC13032

Corynebacterium acetoglutamicum ATCC15806

Corynebacterium acetoacidophilum ATCC13870

Corynebacferium melassecola ATCC17965

Corynebacterium thermoaminogenes FERM BP-1539

Brevibacterium flavum ATCC14067

Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 és

Brevibacterium divaricatum ATCC14020
és ezekbBl el®illitott, L-aminosavakat termeld mutédnsok illetve
toérzsek, mint példaul a kovetkezd, L-lizint termeld torzsek

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 DSM 5715

A feltaldldknak sikeriilt az 4j rplK gént izolalni
Corynebacterium glutamicum-boOl.

Az rplK gén C. glutamicum-bél torténd izoladlasdhoz eldszdr
egy génbankot készitunk Corynebacterium glutamicum-bol.

Génbankok létesitését altalénosan ismert tankdnyvek és
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kézikdnyvek irjdk le. Példaként megemlitheté a  kOvetkezd
tankoényv [Winnacker, Gene und Klone, Eine Einfihrung in die
Gentechnologie, Verlag Chemie, Weinheim, Deutschland (199)] és
kézikdényv [Sambrook et al., Molecular cloning, A Laboratory
Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)]. Nagyon
ismert génbank az E. coli K-12 W311l0 térzsé, amelyet Kohara és
munkatarsai [Cell 50, 495-508 (1987)] A-vektorokban hoztak létre.
Bathe és munkatarsai [Mol. Gen. Genetics 252, 255-265 (1996)] cC.
glutamicum ATCC 13032 génbankot irnak le, amelyet a SuperCos I
kozmidvektor [Wahl et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 84, 2160-
2164 (1987)] segitségével E. coli K-12 NM554 torzsben [Raleigh et
al., Nucl. Acid Res. 16, 1563-1575 (1988)] létesitettek. Masrészt
Borman és munkatarsai [Mol. Microbiol. 6(3), 317-326] leirnak
egy C. glutamicum ATCC 13032 génbankot a pHC79 kozmid [Hohn and
Collins, Gene 11, 291-298 (1980)] alkalmazasaval.

C. glutamicum génbank létrehozasdhoz E. coli-ban plazmidok,
példaul pBR322 [Bolivar, Life Sci. 25, 807-818 (1979)] vagy pUC9 [
Vieira et al., Gene 19, 259-268 (1982)] is felhasznalhatok.
Gazdaszervezetként kiléndsen megfeleldek restrikcid- és
rekombindcibé-hibas E. coli toérzsek. Erre példa a DHS5aMCR torzs,
amelyet Grant és munkatdrsai irtak le [Proc. Natl. Acad. Sci. USA
87, 4645-4649 (1990)].

A kozmidok segitségével kldénozott hosszi DNS fragmentumok

ezutdn Ujbdél szokasos, a szekvenalashoz alkalmas vektorokba

szubklbénozhatdk.
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Médszereket irnak le DNS szekvenélésra tobbek kozott példaul
Sanger és munkatdrsai [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 5463-5467
(1977)].

Ily médon kaptuk meg az 0j, az rplK gént kédold DNS
szekvenciat C. glutamicum-bdél, amely 1. szamd szekvenciaként a
taldlmany részét képezi. Tovabbéa a szbban forgéd DNS
szekvehciébél a fent leirt mdbédszerek segitségével levezetjik a
megfelelé fehérje aminosav-szekvenciajat. Az rplK géntermék
illetve az L11 fehérje 1igy addéddd aminosav-szekvenciijat a 2.
szam szekvencidban mutatjuk be.

Az 1. szamd szekvenciadbdél a genetikai kéd degeneraltsaga
révén addédd kédold DNS szekvencidk szintén a taldlmany oltalmi
kdrébe tartoznak. Ugyanigy a taldlmany részét képezik olyan DNS
szekvencidk, amelyek az 1. szami szekvenciaval vagy annak
részeivel hibridizalnak. A 2. szamid szekvencidbdél megfeleld
médon addédé aminosav-szekvencidk szintén a taldlmany oltalmi
kOrébe tartoznak.

A feltaldldk kideritették, hogy coryneform baktériumok az
rplK gén legyengitése utan Jjobban termelnek L-aminosavakat,
kilonosen L-lizint.

A legyengités elérése céljabdl vagy az rplK gén kifejezddése
vagy a fehérje funkcionadlis tulajdonsagai csokkenthetdk. Adott
esetben a kettd kombindlhaté egymassal.

A génkifejez6dés csokkentése elérheté a tenyésztés megfeleld
vezetésével vagy a génkifejez&dés szignal strukturdjéanak
genetikai megvaltoztatasaval (mutacidéval). A génkifejezddés

szignal strukturdi példaul a represszor gének, aktivator gének,
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operatorok, prombterek, attenuatorok, riboszbémakoétd-helyek, a
start kédon és terminatorok. Ezekhez leirast taldl a szakember
példadul a WO 96/15246 szamon kozzétett nemzetkdzi szabadalmi
bejelentésben és az aladbbi hivatkozasokban [ Boyd and Murphy, J.
Bacteriol. 170, 5949 (1988); Voskuil and Chambliss, Nucl. Acids
Res. 26, 3548 (1998); Jensen and Hammer, Biotechnol. Bioeng. 58,
191 (1998); Patek et al., Microbiol. 142, 1297 (1996)] és ismert
genetikai és molekuldris biolégiai tankodnyvekben, mint példaul
Knippers, Molekulare Genetik 6. Auflage, Georg Thieme Verlag,
Stuttgart, Deutschland (1995) vagy Winnacker, Gene und Klone,
VCH Verlagsgesellschaft, Weinheim, Deutschland (1990).

Olyan mutacidk, amelyek a fehérjék funkcionalis
tulajdonsagainak megvaltozasahoz illetve csdkkenéséhez vezetnek,
ismertek a szakmaban; példaként megemlithet&k az aldbbiak munkai
[ Qiu és Goodman, J. Biol. Chem. 272, 8611-8617 (1997); Sugimoto
et al., Biosci. Biotechnol. Biochem. 61, 1760-1762 (1997) és
M6ckel, Die Threonindehydratase aus Corynebacterium glutamicum:
Aufhebung der allosterischen Regulation und Struktur des Enzyms,
Berichte des Forschungszentrums Jilichs, Deutschland (1994)].
Osszefoglald ismertetések hozzaférhetdk ismert genetikai és
molekularis biolédégiai tankdényvekben, mint példdul Hagemann,
Allgemeine Genetik, Gustav Fischer Verlag, Stuttgart (1986).

Mutaciéként tranzicidk, transzverzidk, inszercidk és deléci-
6k jonnek szadmitadsba. Az aminosav cseréknek az enzimaktivitasra
gyakorolt hatasaval Osszefiiggésben mis-szenz mutacidkrdél vagy
nem szenz mutacidkrdl beszéliink. Egy génben legalabb egy bazis-

par inszercidja vagy delécidja keret eltolasos mutdcidhoz (frame



shift mutation) vezet, amelynek kovetkeztében rossz aminosav
épiil be vagy a transzlacié idé eldétt megszakad. Ilyen tipusa
mutacidk létrehozadsara szolgald leirdsok ismertek a szakmaban és
genetikai és molekularis bioldgiai tankdnyvekben hozzaférhetdk
[ Knippers, Molekulare Genetik 6. Auflage, Georg Thieme Verlag,
Stuttgart, Deutschland (1995); Winnacker, Gene und Klone, VCH
Verlagsgesellschaft, Weinheim, Deutschland (1990) vagy Hagemann,
Allgemeine Genetik, Gustav Fischer Verlag, Stuttgart (1986)].
Mbédszereket PCR segitségével létrehozott mutacidkra az alabbi
publikacidéban taldlhatunk [Newton C.R., Graham A. PCR 2. Auflage,
Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg (1997)].

Egy példa olyan plazmidra, amelynek segitségével
végrehajthaté az rplK gén delécidés mutagenezise, az 1. abran
bemutatott pArplK plazmid.

A pArplK plazmid a Jager és munkatdrsai altal leirt [ J.
Bacteriol. 174, 5462-5465 (1992)] pKl8mobsacB plazmidbél 4&ll,
amelybe az rplK gén egy alléljét - 3. szadma szekvencia -
épitettiik be. A ArplK Jjeld allél 12 bp hosszisagu delécidt
tartalmaz a gén 5 -teriiletén. Az L1l fehérje ArplK allél 4ltal
kédolt valtozatédt a 4. szami szekvencidban mutatjuk be. Az L1l
fehérje Dbemutatott valtozata a ,prolin-alanin-leucin-glicin”
tetrapeptid hiadnydban tér el az L11 fehérje vad tipusu
formadjatdl, amely a 2. szami szekvencia 30-33. pozicidinak felel
meg. A pArplK plazmid homolég rekombinacidéja a kromoszémalis
rplK gén ArplK allélre toérténd kicserélébdéséhez vezet. Az
inszercids mutagenezisre leirasokat és magyarazatokat talalunk

példaul az alabbi hivatkozasokban [ Schwarzer and Pilhler,
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Bio/Technol. 9, 84-87 (1991) vagy Fitzpatrick et al., Appl.
Microbiol. Biotechnol. 42, 575-580 (1994)] .

L-aminosavak, kiléndsen L-lizin termeléséhez kiegészitésként
eldnyds lehet még az rplK gén legyengitése mellett a mindenkori
bioszintézis 1utvonal egy vagy tobb enzimjének felerdsitése,
kiiléndsen talzott kifejezése.

gy példaul L-lizin el&allitdsdhoz eldnybs lehet egyidejilileg

a dihidro-dipikolinat szintetézt kédoldé dapA gént (EP-B 0 197

335),

e egy feed back rezisztens aszpartat kindzt koédold 1lysC gént
[ Kalinowski et al., Mol. Gen. Genet. 224, 317-324 (1990)],

e a piruvat-karboxildzt kdédold pyc gént [ Eikmanns, J. Bacteriol.

174, 6076-6086 (1992)]

a malat-kinon oxidoreduktazt kédold mgo gént [ Molenaar et al.,
Eur. J. Biochem. 254, 395-403 (1998)]1,
e a lizin kivitelt kédold lysE gént (DE-A-195 48 222),
e a zwal gént (DE 199 59 328.0; DSM 13115)
tartalmazd csoportbé6l kivalasztott egy vagy tdbb gén felerdsité-
se, f6leg tulzott kifejezése.
Tovabbad L-aminosavak termeléséhez az rplK gén legyengitése
mellett eldnyds lehet egyidejlileg
e a foszfoenolpiruvat-karboxikinazt ko6dolé pck gént (DE 199 50
409.1; DSM 13047),
e a glilkéz-6-foszfat izomerazt koédold pgi gént (US 09/396,478;
DSM 12969),
e a piruvat-oxidazt koédold poxB gént (DE 199 51 975.7; DSM

13114),



15

e a zwa2 gént (DE 199 59 327.2; DSM 13113),

¢ a PPGPP-szintetdz I-et kédold relA gént (EC 2.7.6.5)

tartalmazd csoportbdl kivalasztott eqgy vagy tObb gén
legyengitése.

Tovdbba L-aminosavak termeléséhez a 6-foszfogliikondt-dehid-
rogenéz gén talzott kifejezése mellett eldényds lehet
nemkivanatos mellékreakcidk kikapcsolasa [ Nakayama, Breeding of
Amino Acid Producing Microorganisms, in: Overproduction of
Microbial Products, Krumphanzl, Sikyta, Vanek (eds.), Academic
Press, London, UK (1982)].

Az 1. igénypont d) pontja szerinti mutans polinukleotidot
tartalmazé mikroorganizmusok szintén a taldlmany targyat képezik
és L-aminosavak, kiiléndsen IL-1lizin termeltetése céljabdl
szaporithaték folyamatosan vagy szakaszosan batch fermentaciés
eljarassal (Satzkultivierung) vagy fed batch eljarassal (Zulauf-
verfahren) vagy ismételt fed batch eljaréassal (repetitives
Zulaufverfahren). Ismert tenyésztési eljérésokrél‘ 60sszefoglalas
taldlhaté az aldbbi tankonyvekben [ Chmiel, Bioprozesstechnik 1.
Einfiihrung in die Bioverfahrenstechnik (Gustav Fischer Verlag,
Stuttgart (1991) vagy Storhas, Bioreaktoren und periphere Ein-
richtungen, Vieweg Verlag, Braunschweig/Wiesbaden (1994)] .

Az alkalmazott téapoldatnak a mindenkori tdérzs igényeit kell
alkalmas médon kielégitenie. Kilonb6z6 mikroorganizmusok szamara
szaporité tapoldatok leirasat tartalmazza az alabbi kézikonyv
[ Manual of Methods for General Bacteriology, American Society
for Bacteriology, Washington D.C., USA (1981)] . Szénforrasként

alkalmazhatéd cukor és szénhidréat, mint példaul glikoéoz,
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szacharodz, laktoz, fruktoz, maltdz, melasz, keményitd és
cellulédz, olajok és zsirok, mint példaul szb6jaolaj,
napraforgéolaj, féldimogyordé-olaj és kdkuszzsir, zsirsavak, mint
példaul palmitinsav, sztearinsav és 1linolsav, alkoholok, mint
példaul glicerin és etanol és szerves savak, mint példaul
ecetsav. Ezek az anyagok felhasznalhatdk egyediil ‘vagy keverék
formdjaban. Nitrogénforrasként felhasznalhatdék szerves nitrogént
tartalmazé vegyliletek, mint pepton, élesztdékivonat, huskivonat,
malatakivonat, kukoricalekvar, szbjaliszt és karbamid vagy
szervetlen vegyliletek, mint amménium-szulfat, amménium-klorid,
ammé4nium-foszfat, amménium-karbonat és amménium-nitrat. A
nitrogénforrasok felhasznalhatdk egyedﬁl vagy keverék
formajadban. Foszforforrasként alkalmazhaté foszforsav, kalium-
dihidrogénfoszfit vagy dikalium-hidrogénfoszfat vagy a megfeleld
natrium tartalmi soék. A tépoldatnak tartalmaznia kell tovabba
fémsbékat, mint példdul magnézium-szulfatot vagy vas-szulfatot,
amelyek szilikségesek a novekedéshez. Végiil a fent nevezett
anyagok kiegészithetdk létfontossagu ndvekedést serkentd
anyagokkal, mint aminosavakkal és vitaminokkal. A tapoldathoz
ezenfelil megfeleld oltdanyagot adhatunk. A nevezett kiegészitd
anyagok hozzdadhaték a tenyészethez egyszeri adagban vagy a
szaporitds soran megfelelden adagolva.

A tenyészet pH kontrolljdhoz alkalmas mébdon adagolhatdk
bazikus vegyilletek, mint natrium-hidroxid, kdlium-hidroxid,
ammédnia illetve amménium-hidroxid wvagy savas vegyiletek, mint
foszforsav vagy kénsav. A habképzdédés kontrollja céljabdl

adagolhaté habzasgatld, mint példaul zsirsav-poliglikolészter.
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Plazmidok stabilitdsdnak fenntartasdhoz megfeleld szelektiven
haté anyagok, példaul antibiotikumok adagolhatdék a téapoldathoz.
Az aerob  viszonyok fenntartasahoz oxigént vagy oxigént
tartalmazbé gazkeveréket, mint példadul 1levegdt vezetiink a
tenyészethez. A tenyészet hémérséklete normalis koriilmények
kozdétt 20-45 °C  kozdtt, eldnydsen 25-40 °C ko6zétt van. A
tenyésztést annyi ideig folytatjuk, amig a kivant L-aminosav
maximuma megtermelddik. Ezt a célt normalis esetben 10-160 o6ra
koz6tt érjik el.

L-aminosavak meghatdrozdsadra szolgaldé mbédszerek ismertek a
szakmdban. Az analizis todrténhet Spackman és munkatdrsai [ Anal.
Chem. 30, 1190 (1958)] leirasa szerint anioncserés
kromatografidval és azt koévetd ninhidrines szarmazékképzéssel,
vagy reverz fazisi HPLC segitségével a Lindroth és munkatéarsai
dltal leirtak szerint [ Anal. Chem. 51, 1167-1174 (1979)].

A kévetkezd mikroorganizmust helyeztiik letétbe a budapesti

szerz&désnek megfelelden a német mikroorganizmusok és
sejtkultiurak gyldjteményében (Deutsche Sammlung fir
Mikroorganismen und Zellkulturen = DSMZ, Braunschweig,

Deutschland) a DSM 13158 letéti szamon:

e Escherichia coli DH5a/pArplK

Példak

A taldlmanyt a koOvetkezd kiviteli példakkal vilagitjuk meg
kbzelebbrdl.

1. példa

Genomidlis kozmid génbank eléallitdsa Corynebacterium
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glutamicum ATCC 13032 tdrzsbél
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 t6rzsbdél kromoszdémélis
DNS-t izol&ltunk Tauch és munkatdrsai leirédsa szerint [ Plasmid

33, 168-179 (1995)] és Sau3AIl restrikcidés enzimmel (Amersham

Pharmacia, Freiburg, Deutschland; kbédszam: 27-0913-02)
részlegesen hasitottuk. A DNS fragmentumokat garnélardk
alkalikus foszfatdzzal (shrimp alkalischer Phosphatase = SAP)

(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschland; kbédszam:
1758250) defoszforileztik. A SuperCosl kozmidvektor DNS-ét
[Wahl et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 2160-2164 (1987)]
(Stratagene, La Jolla, USA; SuperCosl kozmidvektor kit, kbodszéam:
251301) Xbal restrikcidés enzimmel (Amersham Pharmacia, Freiburg,
Deutschland; kédszam: 27-0948-02) hasitottuk és szintén
garnélardk alkalikus foszfatdzzal defoszforileztik. Ezutan a
kozmid DNS-t BamHI restrikcidés enzimmel (Amersham Pharmacia,
Freiburg, Deutschland; kbédszam: 27-0868-04) hasitottuk. Az ily
médon kezelt kozmid DNS-t Osszekevertik a kezelt ATCC 13032 DNS-
sel és az Osszetételt T4 DNS 1ligazzal (Amersham Pharmacia,
Freiburg, Deutschland; kédszam: 27-0870-04) kezeltik. A ligaciéds
keveréket ezutdn a Gigapack II XL Packing Extract (Stratagene,
La Jolla, USA; kdédszam: 200217) segitségével fagokba vittik be.
Az E. coli NM 554 torzs [Raleigh et al., Nucl. Acid Res. 16,
1563-1575 (1988)] megfertbzéséhez a sejteket felvettik 10 mM
MgSO,~-ban és Osszekevertik a fagszuszpenzid egy részletével. A
fert6zést és a kozmidbank titerének meghatadrozasat a Sambrook és
munkatarsai altal 1leirtak [ Molecular Cloning: A Laboratory

Manual, Cold Spring Harbor (1989)] szerint végeztiik, ahol a
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sejteket 100 mg/l ampicillint tartalmazé LB agarra [ Lennox,

Virol. 1, 190 (1955)] szélesztettik. Egy éjszakdn &t 37 °C-on

torténd inkubacibt kbévetden rekombinans egyedi klénokat
szelektaltunk.
2. példa

A zwal gén izolalasa és szekvenalasa

Egy egyedi klén kozmid DNS-ét izolaltuk a Qiaprep Spin Mini-
prep Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland; kbédszam: 27106)
segitségével a gyartd utasitasai szerint és részlegesen
hasitottuk Sau3AI restrikciés enzimmel (Amersham Pharmacia,
Freiburg, Deutschland; kédszam: 27-0913-02) . A DNS
fragmentumokat garnélarak alkalikus foszfatazzal (shrimp
alkalischer Phosphatase = SAP) (Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Deutschland; kb&dszam: 1758250) defoszforileztiik.
Gélelektroforézissel tortént felbontds utédn kovetkezett az 1500-
2000 bp nagysagrendbe tartozdé kozmid fragmentumok izolalasa a
QiaExII Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland;
kdédszam: 20021) segitségével. Az Invitrogen cégtél beszerzett
pZero-1 szekvenald vektor (Groningen, Niederlande; Zero
Background Cloning Kit, koédszam: K2500-01) DNS-ét  BamHI
restrikcidés enzimmel (Amersham Pharmacia, Freiburg, Deutschland;
kédszam: 27-0868-04) hasitottuk. A kozmid fragmentumok
ligacidéjat a pZero-1 szekvenald vektorba a Sambrook és
munkatdrsai 4ltal 1leirtak [ Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor (1989)] szerint végeztiik, ahol a DNS
keveréket T4 1ligazzal (Pharmacia, Biotech, Freiburg, Deutsch-

land) egy ¢éjszakadn &t inkubaltuk. Ezt a 1ligacibds keveréket
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azutdn E. coli DH5aMCR torzsbe [Grant, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
87, 4645-4649 (1990)] juttattuk be elektroporaciéval [Tauch et
al., FEMS Microbiol. Lett. 123, 343-347 (1994)] és 50 mg/l
zeocint tartalmazé LB agarra [ Lennox, Virol. 1, 190 (1955)]
szélesztettik. A  rekombinans klénok plazmid preparacidija
Biorobot 9600 (Qiagen, Hilden, Deutschland; k6dszam: 900200)
segitségével tortént. A szekvendlast a Sanger és munkatarsai
4ltal leirt [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 5463-5467 (1977)]
didezoxi lanchasitdé médszer mdédositott valtozataval [Zimmermann
et al., Nucl. Acid. Res. 18, 1067 (1990)] végeztiik. Az RR
dRhodamin Terminator Cycle Sequencing Kit-et alkalmaztuk (PE
Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland; kdédszam: 403044) .
A gélelektroforézises felbontds és a szekvenaldé reakcid
analizise Rothiphorese NF Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) gélben
(Roth, Karlsruhe, Deutschland; kédszam: Al24.1) és az ABI Prism
377 szekvendald berendézésben (PE Applied Biosystems,
Weiterstadt, Deutschland) tdértént.

A kapott nyers szekvencia adatokat azutdn a Staden
programcsomag [Nucl. Acid. Res. 14, 217-231 (1986)] 97-0
verzidéjanak alkalmazadsaval dolgoztuk fel. A pZero-1 szarmazékok
egyedi szekvencidit Osszefiiggé szakassza (contig) allitottuk
tssze. A kbédold teriilet szamitdgépes analizisét az XNIP program [
Staden, Nucl. Acid Res. 14, 217-231 (1986)] segitségével fejeztiik
be. Tovabbi analiziseket végeztiink a BLAST kutatd program [

Altschul et al., Nucl. Acid Res. 25, 3389-3402 (1997)]

alkalmazasaval az NCBI (National Center for Biotechnology
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Information, Bethesda, MD, USA) nem-redundadns adatbankjaval
szemben.

Az rplK gén igy kapott nukleotid-szekvenciajat az 1. széami
szekvenciaban mutatjuk be. A nukleotid-szekvencia analizisének
eredménye egy 438 Dbazisparbél 4&allé nyilt leolvasasi keret,
amelyet rplK génként jeldltink meg. Az rplK gén 145 aminosavbél
4116 polipeptidet kbédol, amelyet a 2. szamu szekvenciaban
mutatunk be.

3. példa

Az rplK gén egy masolatat tartalmazd vektor eldallitéasa

C. glutamicum rplK génjét tartalmazd, 1200 bp kromoszdémalis
DNS fragmentumot klénoztunk PCR segitségével.

Ehhez a Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 t&rzsbdl
kromoszémalis DNS-t izoladltunk Tauch és munkatarsainak leirasa
szerint [Plasmid 33, 168-179 (1995)]. Polimerdz lancreakcid
segitségével az rplK gént tartalmazé 1200 bp nagysagu DNS
fragmentumot megsokszoroztuk. Ehhez az 1. szadma szekvencia
alapjan a kovetkez6 primereket vezettik le.

Pl-felfelé iranyuld (lasd még az 5. szami szekvenciat):
5 -AGG AGC AGG CTG TTG TCA CC-3

p2-lefelé irdnyulé (lasd a 6. szami szekvenciat):

5" -GCG GAT AGC TAC GTC GAT GG-3'

A bemutatott oligonukleotidokat az ARK Scientific cé&g (ARK
Scientific GmbH Biosystems, Darmstadt, Germany) szintetizglta és
a PCR-t a Pfu-DNS polimerdz (Stratagene, La Jolla, USA) és a PTC
100-Thermocyclers (MJ Research Inc., Waltham, USA)

alkalmazasaval végeztik el.
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A PCR-nél egy hé&denaturalasbél (94 °C, 90 masodperc),
annealing-b&l (58 °C, 90 masodperc) és polimerdz reakcidbédl (72
°c, 90 masodperc) &llé ciklust 35-szdr ismételtiink. Az igy kapott
1200 bp DNS fragmentumot ezt kovetbéden Qiagen PCR Purification
Spin Kits (Qiagen, Hilden, Germany) segitségével tisztitottuk
meg.

Az rplK gént tartalmazdé DNS amplifikatumoknak C. glutamicum-
ban replikdcidéra képes plazmidra torténd klénozasadhoz eldalli-
tottuk a pECM3 plazmidot, amely a Tauch és munkatarsai 4altal
leirt pECM2 plazmid [ FEMS Microbiol. Lett. 123, 343-347 (1994)]
szarmazéka. Ehhez a pECM2 plazmidot BamHI és BglII restrikciéds
enzimekkel (Ahersham Pharmacia, Freiburg, Germany) hasitottuk és
T4 1ligazzal (Amersham Pharmacia, Freiburg, Germany) kezeltiik
Sambrook és munkatarsai médszere szerint [Molecular cloning, A
Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)],
amelynek eredményeképpen megkaptuk a pECM3 plazmidot. Az
Escherichia coli DH5aMCR toérzs [Grant et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 87, 4645-4649 (1990)] transzformacidéjat a pECM3 plazmid-
dal Tauch és munkatarsai leirdsa szerint [FEMS Microbiol. Lett.
123, 343-347 (1994)] végeztik. A transzformadtumokat klbéramfeni-
kolt (Merck, Darmstadt, Germany) tartalmazé (50 mg/l) LBG agaron
(10 g tripton, 5 g élesztékivonat, 5 g NaCl, 2 g gliikéz,
literenként 15 g agar) valogattuk ki.

Végil az rplK gént tartalmazé 1200 bp DNS amplifikatumot a
pECM3 plazmiddal, amelyet eldz6leg Smal restrikcidés enzimmel
(Amersham Pharmacia, Freiburg, Germany) linearizaltunk,

osszekevertiik és T4 1ligazzal (Amersham Pharmacia, Freiburg,
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Germany) kezeltik, amelynek eredményeképpen megkaptuk a prplK
plazmidot. Az Escherichia coli DH50MCR torzs transzformacidja a
prplK plazmiddal Tauch és munkatdrsai leirasa [FEMS Microbiol.
Lett. 123, 343-347 (1994)] alapjan tortént és a
transzformatumokat kléramfenikolt (Merck, Darmstadt, Germany)
tartalmazé (50 mg/l) LBG agaron valogattuk ki. A prplK plazmid
tehat hordozza a C. glutamicum teljes rplK génjét és képes mind
E. coli-ban, mind C. glutamicum-ban autoném médon replikalddni.

4. példa |

Deléci6 beépitése az rplK génbe

PCR technikaval eldallitottuk az rplK génnek egy ArplK
jelzéssel ellatott alléljat, amely 12 bp hosszusagt delécidt
tartalmaz. Az rplK génben létrehozott 12 bp hosszusagu delécidé a
C. glutamicum L11 fehérje N-terminalis teriiletén a ,prolin-
alanin-leucin-glicin” tetrapeptid hia&nyahoz ve:zet.

Az rplK delécidés allél 1létrehozdsdhoz primerként a 3.
példaban leirt Pl-fel és P2-le primerek mellett a koévetkez&kben
leirt, az ARK Scientific cég (ARK Scientific GmbH Biosystems,
Darmstadt, Germany) altal gyartott oligonukleotidokat
hasznaltuk.

Pl-lefelé iradnyuld (lasd még a 7. szama szekvenciat):

5 —extenzib6-CGC CGT GAG C-5" -0ldal-GCC AAC TGG AGG AGC AGG GT-3'
p2-felfelé irdnyuld (lasd a 8. szamu szekvenciét):

5 -extenzibé-TCC AGT TGG C-5" —01ldal-GCT CAC GGC GTC AAC ATC AG-3'

A PCR-hez alkalmazott primereket az ismert DNS szekvenciabdl
vezettiik le. Ezeknek mindegyike tartalmaz egy 10 bp hosszusagu

5 -extenzidét, amely pontosan komlementer a Pl-fel és P2-le
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primerek 5 -részével. A C. glutamicum ATCC 13032 to&rzsbdl
kivontuk a kromoszdémalis DNS-t és azzal mint matrixszal a
megadott oligonukleotidok - Pl-le, P2-fel és P2-le —, a Pfu-DNS
polimerdz (Stratagene, La Jolla, USA) és a PTC 100-Thermocyclers
(MJ Research Inc., Waltham, USA) alkalmazisa mellett, egymastél
elkilénitett PCR reakcidkban két 600 bp hosszisagd  DNS
fragmentumot hoztunk 1létre. Ezeknél a PCR reakcidéknal egy
hédenaturalasbdél (94 °C, 90 masodperc), annealing-bdl (58 °C, 90
masodperc) és polimeraz reakciébdél (72 °C, 90 masodperc) 4&allé
ciklust 35-szdr ismételtink.

Az elsé 600 bp DNS amplifikatumot, amelyet rplK-1l.rész-nek
jeldliink, a Pl-fel és Pl-le oligonukleotidokkal kaptuk. Ez
tartalmazza az rplK gén 5 -teriiletét (1-87. nukleotidok) és még
a Pl-le oligonukleotidb6l szarmazdé 10 bp extenziét, amely
megfelel az rplK gén 100-109. nukleotidjainak (1. szamua
szekvencia). Tehdt ez a megsokszorozot rplK génterilet az
alkalmazott kromoszémalis DNS templathoz viszonyitva 12 Dbp
hézagot tartalmaz. A masodik 600 bp DNS fragmentumot, rplK-
2.részt, a P2-le és P2-fel oligonukleotidokkal kaptuk és
tartalmazza az rplK gén 3’ -teriiletét (78-435. nukleotidok)
hordozza az azonos hézagot (88-99. nukleotidok) a
megsokszorozott rplK génterilileten belul. Ennek kovetkeztében a
két 600 bp DNS amplifikatum felmutat egy 20 bp hosszisagi,
egymassal atlapoldé DNS teriiletet. Mindkét 600 bp hosszisagu PCR
terméket, rplK-1l.részt és rplK-2.részt felhasznaltuk egy tovéabbi
PCR reakcibban egyuttesen DNS templatként, ahol az rplK-l.rész

»irdnyba mutatd” szala és az rplK-2.rész ,visszafelé mutatd”
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szala egymassal atlapold, komplementer DNS terileteinek
koszdnhetben ©Ossze tudott kapcsoléddni. Ennek az egymassal
Atlapoldé DNS teriiletnek az extenzidja illetve a Pl-fel és P2-le
oligonukleotidok hozzaadasa egy 1200 bp hosszusagu PCR
amplifik&dtum létrehozé&sdhoz vezetett, amely a C. glutamicum rplK
gén 12 bp delécidét hordozd szarmazéka. Ezeknél a PCR reakcidknal
egy hédenaturalasbél (94 °C, 90 masodperc), annealing-bdl (58 °C,
90 masodperc) és polimeradz reakcidébdl (72 °C, 90 masodperc) &lld
ciklust 35-sz6r ismételtiink.

A ArplK allél nukleotid-szekvencidja a 3. szama szekvencia
és ezen allél kbédolta L1l fehérje valtozat szekvenciaja a 4.
szdmi szekvencia. EbbSl az L11 fehérje valtozatbdél hianyzik a
,pProlin-alanin-leucin-glicin” tetrapeptid, amely a 2. szama
szekvencidban bemutatott L11 fehérje vad tipusdban a 30-33.
aminosav pozicidknak felel meq.

5. példa

A ArplK allél beépitése a kromoszdmaba

Az rplK génben 12 bp delécidét tartalmazd ArplK allélt
integracidés mutagenezissel, a Schdfer és munkatarsai &altal leirt
sacB rendszer [ Gene 14, 69-73 (1994)] segitségével épitettiik be
C. glutamicum kromoszémadjadba. Ez a rendszer lehetdévé teszi a
szakember szdmara homolég rekombinacidéval végbemend allél
kicserélddések azonositasat illetve szelekcibjat.

1. A pArplK csere vektor Osszeallitéasa

A 4. példaban kapott ArplK, 1200 bp rplK-delécids allélt a
Qiagen PCR Purification Spin Kits (Qiagen, Hilden, Germany)

segitségével megtisztitottuk és a Schidfer és munkatarsai 4altal
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leirt pKl8mobsacB [ Gene 14, 69-73 (1994)] mobilizalhaté klénozd
vektorral ligécidbhoz készitettiik eld. Ez utdbbit eldzdleg a Smal
restrikciés enzimmel (Amersham Pharmacia, Freiburg, Germany)
linearizaltuk, Osszekevertik az rplK-delécids alléllel és T4-DNS
ligdzzal (Amersham Pharmacia, Freiburg, Germany) kezeltik. Ennek
eredménye lett a pArplK plazmid.

Az E. coli DH5a t6rzs transzformacidéjat a pArplK plazmiddal
Tauch és munkatdrsai leirasa [ FEMS Microbiol. Lett. 123, 343-347
(1994)] alapjan végeztik el. A transzformatumokat kanamicint
(Merck, Darmstadt, Germany) tartalmazé (50 mg/l) LBG agaron
valogattuk ki. Ily mdédon jott létre a DH50/pArplK térzs.

Kivalasztottunk egy klént, amelyet ATCC13032ArplK jeldléssel
lattunk el.

2. Az allél-csere kivitelezése

C. glutamicum rplK génjében kromoszdémalis 12 bp deléciédt
hajtottunk végre a Schdfer és munkatdrsai 4&ltal leirt sacB
rendszer [ Gene 14, 69-73 (1994)] segitségével tortént
integridcidés mutagenezissel. Ez a rendszer lehetévé teszi a
szakember szdmdra homoldég rekombindcidéval végbemend allél
kicserélddések azonositasat illetve szelekcidjat.

A mobilizalhaté pArplK plazmidot az E. coli S17-1 donor
térzsb81l [Simon et al., Bio/Technol. 1, 784-794 (1993)] kiindulva
a Schiafer és munkatdrsai 4altal leirt [J. Bacteriol. 172, 1663-
1666 (1990)] konjugacidés mdbdszerrel a C. glutamicum ATCC 13032
téorzsbe mint recipiensbe vittik at. Mivel a pArplK plazmid C.
glutamicum-ban nem képes replikalddni, telepitése C. glutamicum

kromoszémajaba csak a plazmid kédolta rplK delécidés fragmentum
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és az azonos, kromoszémalis rplK génterlilet k6zé, homolédg
rekombindcié Gtjan toérténd integracidval lehetséges. A transz-
konjugatumokat kanamicinnel (25 mg/1) (Merck, Darmstadt,
Germany) és nalidixsavval (50 mg/l) (Merck, Darmstadt, Germany)
kiegészitett LBG agaron valogattuk ki.

A pArplK plazmid ezt koévetd kivagasara a sacB rendszer
segitségével csak rplK egy vad tipusia allélje Jjelenlétében
lehetett vaAlogatdst végezni. Ehhez a 3. példaban Osszeallitott,
a teljes rplK gént hordozé prplK plazmidot vittik at az
integracidés toérzsbe elektroporaciéval Liebl és munkatarsai
médszere [FEMS Microbiol. Lett. 65, 299-304 (1989)] szerint. A
térzs szelekcidéja kanamicinnel (25 mg/1) (Merck, Darmstadt,
Germany) és kléramfenikollal (10 mg/l) (Merck, Darmstadt,
Germany) kiegészitett LBG agaron tortént.

Egy kivalasztott transzformalt telepet 100 ml LBG folyékony
tapoldatba (250 ml-es Erlenmeyer lombikba) oltottuk at és 24
6ran keresztil 30 °C-on 300 fordulat/perc razatassal inkubaltuk.
Végiul ebbdl a 2 x 10° sejt/ml koncentraciéju folyékony tenyészet-
bl 10% szachardézt tartalmazé LBG agarra (Merck, Darmstadt,
Germany) szélesztettiink és 48 o6ran keresztil 30 °C-on inkubaltuk.
Azok a C. glutamicum sejtek, amelyek képesek voltak ezen a
taptalajon novekedni, a beéplilt pArplK plazmidot elveszitették
az rplK delécidés allél és a természetes rplK régid koézott
bekdvetkezett masodik rekombindcids esemény kovetkeztében. Ez a
masodik rekombindcibés esemény vagy a természetes kromoszdmalis
rplK gén elrendezés visszallitasdhoz vezet, wvagy olyan C.

glutamicum ArplK mutanst eredményez, amely elvesztette a 12 bp
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N-terminalis DNS fragmentumot. Kivalasztott »Szacharobz
rezisztens” és potencidlis pArplK hordozd C. glutamicum
sejtekbdl kivontuk a .kromoszéomalis DNS-t. Ez szolgalt

matrixként, amellyel az rplK szekvencia felhasznalésaval a Pdel-
fel és Pdel-le iranyuld oligonukleotidokat (ARK Scientific GmbH
Biosystems, Darmstadt, Germany) levezettik. A primerekkel, a
Pfu-DNS polimerdz (Stratagene, La Jolla, USA) és a PTC 100-
Thermocyclers (MJ Research Inc., Waltham, USA) alkalmazasaval
elvégeztiik a PCR kisérleteket. A PCR-nél egy hddenaturalasbdl
(94 °C, 90 masodperc), annealing-b8l (58 °C, 90 masodperc) és
polimerdz reakcidobdél (72 °C, 90 masodperc) &allé ciklust 35-szdér
ismételtink. Végil az igy kapott megsokszorozott DNS-t (DNS
amplifikatumot) Qiagen PCR Purification Spin Kits (Qiagen,
Hilden, Germany) segitségével tisztitottuk meg.

A megtisztitott DNS amplifikatumok nukleotid-szekvenciajanak
analizise, amelyet a kordbban leirtak szerint végeztiik el, azt
mutatta, hogy az  esetek 43%-4ban olyan DNS amplifikatum 3jott
létre, amelybdl hianyzott a 12 bp DNS terilet. Ennek
koévetkeztében a hozzadjuk tartozd, pArplK plazmidot hordozd
transzkonjugatumokban a masodik rekombinacids esemény az rplK
génben kromoszdémalis 12 bp delécidhoz vezetett.

Végil egy kivalasztott, delécidét hordozd transzkonjugatumbodl
a Schifer és munkatarsai altal leirt , Plasmid-Curings” mbédszer [
J. Bacteriol. 176, 7309-7319 (1994)] szerint eltavolitottuk a

prplK plazmidot. Az 1igy kapott C. glutamicum ATCC13032 ArplK

tdrzs tehat egy kromoszdémalis 12 bp deléciét hordoz az rplK



29

génen beliil, amely az L11 fehérje ,prolin-alanin-leucin-glicin”
tetrapeptidjének elvesztését eredményezi.

Az 5. példaban kapott C. glutamicum ATCC13032 ArplK torzset
lizin termeléséhez alkalmas tapoldatban szaporitottuk és

meghataroztuk a tenyészet feliiliszdjanak lizintartalmat.

6. példa

Lizin el&allitésa

Ehhez a torzset eldbészdér agarlemezen (agy-sziv  agar)
inkubaltuk 33 °C-on 24 6ra4n keresztiil. Ebb&l az agarlemez tenyé-
szetb8l kiindulva inokulumot oltottunk be (10 ml tapoldat 100
ml-es Erlenmeyer lombikokban). Az inokulum tapkézegeként a CgIII
teljes taptalajt (10 g/l Bacto pepton, 10 g/1 élesztékivonat,
2,5 g/1 NaCl, 20 g/l gliikéz, pH 7,4) hasznaltuk. Az inokulumot
48 6ran at 33 °C-on 240 rpm mellett razdgépen inkubdltuk. Ezzel
az inokulummal oltottuk be a f& tenyészetet oly mdébdon, hogy a
kezdeti OD érték (660 nm-en) 0,1 legyen. A f8 tenyészethez MM
tapkozeget hasznaltunk.

Az MM tépoldat Osszetétele:

CSL (corn steep liquor = kukoricalekvar) 5 g/1
MOPS (morfolino-propanszulfonsav) 20 g/1
gliiké6z (lebontott, autoklavozott) 50 g/1
(NH,) ,S0, 25 g/1
KH,PO, 0,1 g/1
MgsO, x 7 H,0 1,0 g/1
CaCl, x 2 H,0 10 mg/1

FeSO, x 7 H,0 10 mg/1
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MnSO, x H,0 5,0 mg/1
biotin (sterilre szilirt) ’ 0,3 mg/l
tiamin x HC1l (sterilre sziirt) 0,2 mg/l
CaCo5 25 g/1

A CSL, MOPS és a sboldat pH-jat ammdéniadval 7-re 4dllitottuk
és autokldvoztuk. Ezutdn hozzdadtuk a steril szubsztrat és
vitamin oldatokat, valamint a szarazon sterilezett CaCO;-ot.

A tenyésztés 10 ml térfogatban, 100 ml-es Erlenmeyer
lombikokban razatassal toértént. A tenyésztést 33 °C-on 80%-os
paratartalomnal végeztiik.

48 b6ra elteltével 660 nm-en megmértiik az optikai denzitéast
(OD) Biomek 1000 késziilékkel (Beckmann Instruments  GmbH,
Miinchen) . A képzdédoétt 1lizin mennyiségét aminosav analizatorral
(Eppendorf-BioTronik, Hamburg, Deutschland) mértiik ioncserés
kromatografiat kovetd ninhidrines szarmazékképzéssel.

Az 1. tablazat mutatja a kisérleti eredményeket.

1. tablazat

TOrzs OD (660 nm) Lizin-HCL (g/1)

ATCC13032ArplK 13,0 0,98

ATCC13032 13,8 0,0
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Az abrak leiréasa

1. abra: a pArplK plazmid restrikcidés térképe

Az alkalmazott roviditések és jeldlések jelentése:
pdeltarplK: pArplK
sacB: a levan-szacharaz enzimet kédold sacB gén Bacillus
subtilis-bdl
lacZ-alpha: a P-galaktozidaz gén 5’ végének része
ori V: V replikacids origd
KmR: kanamicin rezisztencia
RP4 mob: az RP4 plazmid mob-régidja
BamHI: a BamHI restrikcidés enzim hasitasi helye
EcoRI: az EcoRI restrikcidés enzim hasitasi helye

ArplK: rplK allél 12 bp delécidval az N-terminalis teriileten
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Szekvencidk jegyzéke
AZ 1. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

(i) A SZEKVENCIA JELLEMZ@I;
(A) HOSSZ: 835 badzispar
(B) TIPUS: DNS '

(vi) EREDETI FORRAS:
(A) SZERVEZET: Corynebacterium glutamicum

(ix) JELLEMZOK:
(A) NEV/KULCS: CDS
(B) ELHELYEZKEDES: 201..635
(D) EGYEB INFORMACIO: rplK gén

(xi) AZ 1. SzAMO SZEKVENCIA}LEiRASA:

ttgcgtgtag ggtagacaat cgcgtqtttt'ttaagcatgc tcaaaatcat tcatcccecgg 60

tggcccggtt acgtaaagat cagcaaagatrgétcaactaa agcgatcatc tgaagttgta 120

30
gcgggaccga gcatccggac ggttactagt ggggtttcat cgtcccagtt gtggecggta 180
acaaggaagc aggtttaacg atg gct cct aag aag aag aag aag gtc act ggc 233
Met Ala Pro Lys Lys Lys Lys Lys Val Thr Gly
35 1 5 10
ctc atc aag ctc cag atc cag gca gga cag gca aac cct gct cct cca 281
Leu Ile Lys Leu Gln Ile Gln Ala Gly Gln Ala Asn Pro Ala Pro Pro
15 20 25
40

gtt ggc cca gca ctt ggt get cac ggc gtc aac atc atg gaa ttc tgc 329
Val Gly Pro Ala Leu Gly Ala His Gly Val Asn Ile Met Glu Phe Cys
30 35 40

45 aag gct tac aac gct gcg act gaa aac cag cgc ggc aac gtt gtt cct 377
Lys Ala Tyr Asn Ala Ala Thr Glu Asn Gln Arg Gly Asn Val Val Pro
45 50 55

gtt gag atc acc gtt tac gaa gac cgt tca ttc gac ttc aag ctg aag 425
50 val Glu Ile Thr Val Tyr Glu Asp Arg Ser Phe Asp Phe Lys Leu Lys
60 65 70 75

act cct cca gct gca aag ctt ctt ctg aag gct gct ggc ctg cag aag 473
Thr Pro Pro Ala Ala Lys Leu Leu Leu Lys Ala Ala Gly Leu Gln Lys
55 80 ‘ 85 90

ggc tcc ggc gtt cct cac acc cag aag gtc ggc aag gtt tcc atg gct 521
Gly Ser Gly Val Pro His Thr Gln Lys Val Gly Lys Val Ser Met Ala
95 100 105
60
cag gtt cgt gag atc gct gag acc aag aag gaa gac ctg aac gct cgc 569
Gln Val Arg Glu Ile Ala Glu Thr Lys Lys Glu Asp Leu Asn Ala Arg
110 " 115 120
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gat

atc

Asp Ile

125

gac gct gct gcg aag atc atc gct ggt acc get cgt tcc atg
Asp Ala Ala Ala Lys Ile Ile Ala Gly Thr Ala Arg Ser Met
130

135

ggc atc acc gtc gaa ggc taaaagcttt cacaccggtt agtggctcat
Gly Ile

140

Thr Val Glu Gly

145

617

665

tcaaaatgaa tggccaccaa ccaattttca ccaaagtttt atgtggcagg gccagctccg 725

gcccgttaaa ccacagaatt ccatgaaagg gaatttctaa tgagcaagaa ctctaaggcg 785

taccgegagg ccgctgagaa gatcgacgct ggtcgcatct actccccact

A 2. SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:

25

30

35

40

45

50

(1)

(vi)

(x1)

Met

Ile

Gly

Ala

Tyr

65

Lys

His

Ala

Ala

Gly
145

Ala

Gln

Ala

Thr

Glu

Lys
130

(A)
(B)

TipUs:

A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:
HOSSZ:

145 aminosav
fehérje

EREDETI FORRAS:

(A) SZERVEZET: Corynebacterium glutamicum

Pro

Ala

Gln

Thr
115

Ile

Lys Lys
5

Gly Gln
20

Gly Val
Asn Gln
Arg Ser
Leu Lys

85

Lys Val
100

Lys Lys

Ile Ala

Lys

Ala

Asn
Arg
Phe

70

Ala

Gly

Glu

Gly

Lys

Asn

Ile

Gly

55

Asp

Ala

Lys

Asp

Thr
135

Lys
Pro
Met

40
Asn
Phe
Gly
Val
Leu

120

Ala

Val Thr Gly

Ala

25
Glu
vVal
Lys
Leu
Ser
105

Asn

Arg

10

Pro

Phe

Val

Leu

Gln

90

Met

Ala

Ser

A 2. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

Pro
Cys
Pro
Lys

75
Lys
Ala

Arg

Met

Leu

Val

Lys

vVal

60

Thr

Gly

Gln

Asp

Gly
140

Ile
Gly
Ala

45
Glu
Pro
Ser
Val
Ile

125

Ile

Lys
Pro

30
Tyr
Ile
Pro
Gly
Arg
110

Asp

Thr

Leu

15

Ala

Asn

Thr

Ala

Val

95

Glu

Ala

Val

Gln

Leu

Ala

Val

Ala

Pro

Ile

Ala

Glu

835
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10

15

20

25

30

35

40

SZAMU SZEKVENCIA ADATAT :

(1)

(vi)

(1x)

(x1)

A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:

(A)

HOSSZ:

825 bazispar

(B TipPUS: DNS

EREDETI FORRAS:

(A)

JELLEMZOK :

(A)
(B)

SZERVEZET:

NEV/KULCS: CDS

ELHELYEZKEDES :

Corynebacte

200..622

(D) EGYEB INFORMACIO: ArplK

A 3. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

tgcgtgtagg gtagacaatc gcgtgttttt taagcatgct caaaatcatt catcceceggt 60

ggcccggtta cgtaaagatc agcaaagatg atcaactaaa gcgatcaict gaagttgtag

cgggaccgag catccggacg gttactagtg gggtttcatc gtcccagttg tggccggtaa

caaggaagca ggtttaacg atg gct cct éag aag aag aag aag gtc act ggc

ctc
Leu

gtt
Val

gct
Ala

gtt
Val
60

gca
Ala

cct
Pro

atc
Ile

gct
Ala

gaa
Glu
140

atc
Tle

ggc

aag
Lys

gct

Gly Ala

gcg
Ala
45

tac
Tyr

aag
Lys

cac
His

gct
Ala

gcg
Ala
125

ggc
Gly

30

act
Thr

gaa
Glu

ctt
Leu

acc
Thr

gag
Glu
110

aag
Lys

ctc
Leu
15

cac

His

gaa
Glu

gac
Asp

ctt
Leu

cag
Gln
95

acc
Thr

atc
Ile

cag
Gln

ggc
Gly

aac
Asn

cgt
Arg

ctg
Leu
80

aag

Lys

aag
Lys

atc
Ile

atc
Ile

gtc
val

cag
Gln

tca
Ser
65

aag

Lys

gtc
Val

aag
Lys

gct
Ala

cag
Gln

aac
Asn

cgc
Arg
50

ttc
Phe

gct
Ala

ggc
Gly

gaa
Glu

ggt
Gly
130

gca.
Ala

atce
Ile

ggc
Gly

gac
Asp

gct
Ala

aag
Lys

gac
Asp
115

acc
Thr

gga
Gly
20

atg
Met

aac
Asn

ttc
Phe

ggc
Gly

gtt
Val
100

ctg
Leu

gct
Ala

cag gca aac

Gln

gaa
Glu

gtt
Val

aag
Lys

ctg
Leu
85

tcc
Ser

aac
Asn

cgt
Arg

Ala

ttc
Phe

gtt
Val

ctg
Leu
70

cag
Gln

atg
Met

gct
Ala

tcc
Ser

Asn

tgc
Cys

cct
Pro
S5

aag
Lys

aag
Lys

gct
Ala

cgc
Arg

atg
Met
135

cct
Pro

aag
Lys
40

gtt
Val

act
Thr

ggc
Gly

cag
Gln

gat
Asp
120

ggc
Gly

taaaagcttt cacaccggtt agtggctcat tcaaaatgaa

gct
Ala
25

gct
Ala

gag
Glu

cct
Pro

tcc
Ser

gtt
Val
105

atc

Ile

atc
Ile

1

cct
Pro

tac
Tyr

atc
Ile

cca
Pro

ggc
Gly
90

cgt
Arg

gac
Asp

acc
Thr

0

cca
Pro

aac
Asn

acc
Thr

gct
Ala
75

gtt
Val

gag
Glu

gct
Ala

gtc
Val

tggccaccaa

Met Ala Pro Lys Lys Lys Lys Lys Val Thr Gly
5

120

180

232

280

328

376

424

472

520

-568

616

672
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.

45 ccaattttca ccaaagtttt atgtggcagg gccagctccg gcccgttaaa ccacagaatt 732

A 4,

60

65

10

15

ccatgaaagg gaatttctaa tgagcaagaa ctctaaggcg taccgcgagg ccgctgagaa 792

gatcgacgct ggtcgcatct actccccact cga

(1)

(vi)

(x1)

Met

Ile

Val

Gln

Ser

Lys

val

Lys

Ala

Gln

Asn

Arg

50
Phe
Ala
Gly
Glu

Gly
130

SZAMUO SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

(A)

HOSSZ:

141 aminosav

(B) TIPUS: fehérje

EREDETI FORRAS:

(A)

SZERVEZET:

A 4. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

Pro

Ala

Ile
35

Gly

Asp

Ala

Lys

Asp

115

Thr

Lys Lys
5

Gly Gln
20

Met Glu

Asn Val
Phe Lys

Gly Leu
85

Vval Ser
100

Leu Asn

Ala Arg

Lys Lys Lys Val Thr Gly
' 10

Ala

Phe

Val

Leu

Gln

Met

Ala

Ser

Asn

Cys

Pro

55

Lys

Lys

Ala

Arg

Met
135

Pro
Lys

40
vVal
Thr
Gly
Gln
Asp

120

Gly

Ala
25

Ala

Glu

Pro

Ser

val

105

Ile

Ile

Pro Pro

Tyr Asn

Ile Thr

Pro Ala
75

Gly Val
90
Arg Glu

Asp Ala

Thr Val

Leu

Val

Ala

Val

60

Ala

Pro

Ile

Ala

Glu
140

—

Ile

Gly

Ala
45

Tyr

Lys

His

Ala

Ala

125

Gly

Lys

Ala

Thr

Glu

Leu

Thr

Glu

110

Lys

Corynebacterium glutamicum

Leu

15
His
Glu
Asp
Leu
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AZ 5. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:
(A) HOSSZ: 20 bazispar

(B) TIipus: DNS

(vi) EREDETI FORRAS:
(A) mesterséges szekvencia

(ix) JELLEMZOK: )
(D) EGYEB INFORMACIO: primer Pl-fel

(xi) AZ 5. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

aggagcaggc tgttgtcacc.

A 6. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOT :
(A) HOSSZ: 20 bazispar

(B) Tipus: DNS

(vi) EREDETI FORRAS:
(A) mesterséges szekvencia

(ix) JELLEMZOK: )
(D) EGYEB INFORMACIO: primer P2-le

(xi) A 6. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

gcggatagct acgtcgatgg

A 7. SZAMO SZEKVENCIA ADATAI:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZ: 30 bazispar

(B) TIipPUS: DNS

(vi) EREDETI FORRAS:
(A) mesterséges szekvencia

(ix) JELLEMZQK: )
(D) EGYEB INFORMACIO: primer Pl-le

(xi) A 7. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

cgcecgtgage gccaactgga ggagcagggt

ccoe
.

3 .
eoe os0,

2
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SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

(ix)

(x1)

A SZEKVENCIA JELLEMZOT:
(A) HOSSZ: 30 bazispar
(B) TIPUS: DNS

EREDETI FORRAS:
(A) mesterséges szekvencia

JELLEMZOK :
(D) EGYEB INFORMACIO: primer P2-fel

A 8. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

tccagttgge gctcacggeg tcaadatcag
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Szabadalmi igénypontok

1. Coryneform baktériumokbdél izolalt polinukleotid, amely a
kOovetkez8ket tartalmazé csoportbdl valasztott polinukleotid-
szekvenciat tartalmaz:

a) polinukleotid, amely legaldbb 70%-ban azonos a 2. szami
szekvencidban talalhatdé aminosav-szekvenciaval rendelkezd poli-
peptidet kédold polinukleotiddal;

b) polinukleotid, amely a 2. szamid aminosav-szekvenciaval
legalabb 70%-ban azonos aminosav-szekvenciaval rendelkezd poli-
peptidet kédol;

c) polinukleotid, ameiy az a) vagy Db) polinukleotidokkal
komplementer és

d) polinukleotid, amely az a), b) vagy c) polinukleotid-
szekvencidnak legaldbb 15 egymédst kdévetd bazisat tartalmazza.

2. Az 1. igénypont szerinti polinukleotid, amelynél a poli-
nukleotid replikacidbra képes, eldédnydsen rekombinans DNS.

3. Az 1. igénypont szerinti polinukleotid, amelynél a poli-
nukleotid RNS.

4. A 2. igénypont szerinti polinukleotid, amely az 1. szama
szekvencidban bemutatott nukleinsav-szekvenciat tartalmazza.

5. A 2. igénypont szerinti polinukleotid-szekvencia, amely a
2. szami szekvencidban bemutatott aminosav-szekvenciat tartalmzd
polipeptidet koédol.

6. Az 1. igénypont, kiilondésen a d) pont szerinti polinuk-
leotid, amely a 3. szami szekvenciaban bemutatott nukleotid-

szekvencidt tartalmazza.
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7. Az 1. igénypont, kilondésen a d) pont szerinti polinuk-
leotid, amely a 4. sza&mi szekvenciaban bemutatott aminosav-szek-
venciat tartalmzd polipeptidet kbédol.

8. A 2. igénypont szerinti replikacidéra képes DNS, amely

i) az 1. szami szekvencidban bemutatott nukleotid-szekven-
ciat, vagy

ii) 1legaladbb egy, az 1i) szekvencianak a genetikai kéd
degeneraltsagan belil megfeleld szekvenciat, vagy

iii) legaladbb egy, az i) vagy 1i) szekvenciaval komplementer
szekvenciaval hibridiz&alé szekvenciat, és adott esetben

iv) i)-ben miikédésre semleges szenz mutacidkat tartalmaz.

9. Az 1. igénypont szerinti polinukleotidot tartalmazé
vektor, amelyet E. coli DH5a/pArplK tdérzsben, DSM 13158 letéti
szamon helyeztiink el és amelyet a 3. sza&mi szekvencidban és az
1. 4bran mutatunk be.

10. Gazdaszervezetként szolgdldé coryneform baktériumok,
amelyek az rplK génben deléciét vagy inszercidt tartalmaznak.

11. Eljaras L-aminosavak, kiléndésen L-lizin el&allitasara,
azzal jellemezve, hogy a koévetkezd lépéseket végezzik,

a) a kivant L-aminosavat termeld olyan baktériumok
fermentaci6jat, amelyekben legaldbb az rplK gént legyengitettiik,

b) a kivant L-aminosav feldusitasat a tapoldatban vagy a
baktériumok sejtjeiben, és

c) az L-aminosav izolalasat.

12. A 11. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy

olyan baktériumokat alkalmazunk, amelyekben kiegészitésként
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feler6sitjiik a kivant L-aminosav bioszintézis  utvonaléanak
tovédbbi génjeit.

13. A 11. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
olyan baktériumokat alkalmazunk, amelyekben a kivant L-aminosav
képzédését csokkentd anyagcsere-utvonalakat legalabb részben
kikapcsoljuk.

14. A 11. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
az 1. igénypont — kuldéndsen l.a)-1.d)- szerinti polinukleotid ki-
fejezbdését csokkentjik.

15. A 11. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
az 1. igénypont - kildénésen 1l.a)-1.d)— szerinti polinukleotid
altal kbédolt polipeptidek (enzimfehérjék) katalitikus
tulajdonsagait csokkentjlk.

16. A 11. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
olyan baktériumokat alkalmazunk, amelyekben a legyengitéshez a p
ArplK plazmid - 1. &bra, DSM 13158 - alkalmazasaval inszercios
mutagenezist hozunk létre.

17. A 11. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
L-aminosavak, kiloénosen L-1lizin elddllitasahoz olyan
baktériumokat fermentalunk, amelyekben egyidejiileg

17.1 a dihidro-dipikolinat szintetazt kédold dapA gént,

17.2 egy feed back rezisztens aszpartat kinazt kédold gént,

17.3 az S—-(2-aminoetil)-cisztein rezisztenciat kdzvetitd DNS

fragmentumot,

17.4 a piruvat karboxilazt kédold pyc gént,

17.5 a pyc gént [ Eikmanns, J. Bacteriol. (1992)],

17.6 a maladt:kinon oxidoreduktdzt kdédold mgo gént,
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17.7 a lizin kivitelt kédoldé lysE gént,

17.8 a zwal gént
tartalmazé csoportbdl valasztott egy vagy tébb gént talzottan
kifejeziink.

18. A 11. igénypont szerinti eljaras, azzal Jjellemezve, hogy
L-aminosavak, kilénosen L-1lizin eldallitaséhoz olyan
baktériumokat fermentalunk, amelyekben egyidejiileg

18.1 a foszfoenolpiruvat-karboxikinazt kédold pck gént,

18.2 a glikdéz-6-foszfat izomerdzt kédold pgi gént,

18.3 a piruvat-oxidazt kdédold poxB gént,

18.4 a zwa2 gént,

18.5 a PPGPP-szintetdz I-et k6dold relA gént
tartalmazo csoportbdl kivadlasztott egy vagy tobb gént
legyengitiink.

19. Az eldzd igénypontok koziil egynek vagy tobbnek megfeleld
eljaras, azzal Jjellemezve, hogy Coryneform glutamicum fajba
tartozé mikroorganizmusokat hasznalunk.

20. Az 1. igénypont szerinti polinukleotid-szekvenciak
felhasznaléasa primerként olyan gének DNS—-ének polimeraz
lancreakci6val torténdé eldadllitasara, amelyek az rplK génnek
megfeleld hatast fejtenek ki.

21. Az 1. igénypont szerinti polinukleotid-szekvenciak

felhasznalasa hibridizacidbés szondaként.
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