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Sposob vyroby L-aminokyselin je zaloZeny na nasledov-
nych krokoch: a) fermentécia baktérii produkujacich Ziada-
ni L-aminokyselinu, v ktorych sa zoslabuje aspoil gén
glyA. najm4 odstranenim prirodzeného prométora, b) kon-
centrovanie Ziadaného produktu v médiu alebo v bunkach
baktérii a c) izol4cia L-aminokyseliny, priom sa pouZivaji
baktérie, v ktorych sa vyhodne zosilfiuju d'alsie gény bio-
syntetickej drahy Ziadanej L-aminokyseliny, alebo sa pou-
Zivaja baktérie, v ktorych sa aspoii ¢iastoéne eliminuji
metabolické dréhy, ktoré zniZuji tvorbu Ziadanej L-
-aminokyseliny. Dale) sii uvedené nukleotidové sekvencie
lacl-tac-5’glyA., pripadne lacl-tac-glyA-zvysku.



Spdsob fermentad&nej vyroby L-aminokyselin pouZitim

koryneformnych baktérii

Oblast techniky

Predmetom vyndlezu je spdsob fermentaénej vyroby
L-aminokyselin, najmd L-treoninu, pouzitim koryneformnych

baktérii, v ktorych sa zoslabuje gén glyA.

Doteraj8i stav techniky

L-Aminokyseliny sa pouZivaju vo vyZive zvierat, v hu-

mannej medicine a vo farmaceutickom priemysle.

Je zname, Ze aminokyseliny sa vyrabaju fermentaciou
kmefiov koryneformnych baktérii, najmé Corynebacterium
glutamicum. Kvoli velkému vyznamu sa stdle pracuje na zlep-
Seni spdsobov vyroby. ZlepSenia spdsobov sa méZu tykat
fermentacno-technologickych opatreni, ako napriklad mie&ania
a zasobovania kyslikom alebo zloZenia Zivnych médii, ako
napriklad koncentrdcie cukru po€as fermenticie, alebo spra-
covania na produktovd formu, napriklad ionexovou chromato-
grafiou, alebo vlastnych GZitkovych vlastnosti samotného

mikroorganizmu.

Na zlepSenie uZitkovych vlastnosti tychto mikroorganiz-
mov sa pouzivaju metdédy mutagenézy, selekcie a volby mutan-
tov. Tymto spdsobom sa ziskaji kmene, ktoré su rezistentné

voCi antimetabolitom, ako je napriklad analég treoninu kyse-

lina a-amino-fB-hydroxyvalérova (AHV), alebo st auxotrofné



vzhladom na regula¢ne vyznamné metabolity a produkujd L-ami-

nokyseliny, napriklad treonin.

UZ niekolko rokov sa taktieZ pouZivajui metédy technolé-
gie rekombonantnych DNA na kmefiové zlepZenie kmefiov Coryne-
bacterium produkujicich L-aminokyselinu tak, Ze jednotlivé
gény pre biosyntézu aminokyseliny sa amplifikuju a skuma sa
u¢inok na produkciu L-aminokyseliny. Prehladny &lanok k tomu
sa nachadza medzi inym v Kinoshita (,Glutamic Acid
Bacteria“, in: Biology of Industrial Microorganisms, Demain
and Solomon (eds.), Benjamin Cummings, Londyn, Velka
Britania, 1985, 115-142), Hilliger (BioTec 2, 40-44 (1991)),
Eggeling (Amino Acids 6, 261-272 (1994)), Jetten a Sinskey
(Critical Reviews in Biotechnology 15, 73-103 (1995)) a
Sahm et al. (Annuals of the New York Academy of Science 782,
25-39 (199%)).

Vynalezcovia si stanovili za uUlohu poskytnit nové
zaklady zlepSenych spbésobov fermenta&nej vyroby L-amino-

kyselin pomocou koryneformnych baktérii.

L-Aminokyseliny sa pouZivaja v huminnej medicine, vo
farmaceutickom priemysle, v potravindrskom priemysle a
celkom obzvlast vo vyZive zvierat. Existuje preto v8eobecny
zaujem o poskytnutie novych, zlepSenych spésobov vyroby

aminokyselin.

Ked sa v nasledovnom texte uvedie L-aminokyselina,

mieni sa tym L-treonin alebo L-izoleucin.

Podstata vyndlezu

Predmetom tohto vyndlezu je spdsob fermentacnej vyroby



L-aminokyselin pouZitim koryneformnych baktérii, v ktorych
sa zoslabuje, najmd na nizkej drovni exprimuje aspon
nukleotidova sekvencia (gén glyA) kédujiuca génovy produkt
glyA, Ziadany produkt sa koncentruje v médiu alebo v bunkéach

a izoluje sa L-aminokyselina.

Pouzité kmene prednostne produkujd L-aminokyseliny uZ

pred zoslabenim génu glyA.
Prednostné formy uskuto€nenia sa nachadzaju v ndrokoch.

Pojem ,zoslabenie“ opisuje v tejto sGvislosti zniZenie
alebo elimindciu intracelularnej aktivity jedného alebo
viacerych enzymov (proteinov) v mikroorganizme, ktoré su
kédované prisluSnou DNA (tu génom glyA), tym, Ze sa napri-
klad pouZije slaby prométor alebo gén, popripade alela,
ktorad kéduje prisludny enzym s nizkou aktivitou, popripade
sa inaktivuje prisludny gén alebo enzym (protein) a tieto

opatrenia sa popripade kombinuju.

Mikroorganizmy, ktoré su predmetom predloZeného vyna-
lezu, mbéZu produkovat aminokyseliny z glukézy, sacharézy,
laktézy, fruktézy, maltézy, melasy, Skrobu, celulézy alebo
z glycerolu a etanolu. MbéZe sa jednat o z&stupcov koryne-
formnych baktérii, najm& rodu Corynebacterium. Pri rode
Corynebacterium treba uviest najmd druh Corynebacterium
glutamicum, ktory je v odbornom svete zndmy pre svoju

schopnost produkovat L-aminokyseliny.

Vhodnymi kmefimi rodu Corynebacterium, najmi druhu Cory-

nebacterium glutamicum, s najma zndme kmene divého typu

Corynebacterium glutamicum ATCC13032,



Corynebacterium acetoglutamicum ATCC15806,
Corynebacterium acetoacidophilum ATCC13870,
Corynebacterium melassecola ATCC17965,
Corynebacterium thermoaminogenes FERM BP-1539,
Brevibacterium flavum ATCC14067,
Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 a

Brevibacterium divaricatum ATCC14020

a z nich vytvorené mutanty, popripade kmene, produkujice

L-aminokyseliny, ako napriklad kmene produkujtce L-treonin

Corynebacterium glutamicum ATCC21649,
Brevibacterium flavum BB69,
Brevibacterium flavum DSM5399,
Brevibacterium lactofermentum FERM-BP 269,

Brevibacterium lactofermentum TBB-10 a

ako napriklad kmene produkujice L-izoleucin

Corynebacterium glutamicum ATCC 14309,
Corynebacterium glutamicum ATCC 14310,
Corynebacterium glutamicum ATCC 14311,
Corynebacterium glutamicum ATCC 15168,

Corynebacterium ammoniagenes ATCC 6871.

Zistilo sa, Ze koryneformné baktérie po zoslabeni génu

glyA zlep3enym produkuji spésobom L-aminokyseliny.

Gén glyA kéduje enzym serinhydroxymetyltransferdzu
(EC 2.1.2.1). Nukleotidové sekvencia génu glyA sa opisala v
japonskom zverejnenom spise JP-A-08107788. Gén glyA opisany
v uvedenom texte sa méZe pouZit podla vynadlezu. Dalej sa

mézu pouzit alely génu glyA, ktoré vyplyvajli z degenero-



vatelnosti genetického kédu alebo vznikajui funké&ne neutril-

nymi mutdciami so zmyslom (sense mutations).

Na dosiahnutie zoslabenia sa méZe zniZit alebo vylué&it
bud expresia génu glyA, alebo katalytické vlastnosti
génového produku. Popripade sa obidve tieto opatrenia

kombinuja.

Expresia génov sa mbéZe zniZit vhodnym uskuto&nenim
kultivacie alebo genetickou zmenou (mutdciou) signalnych
Struktir expresie génov. Signdlnymi Struktirami expresie
génov su napriklad represorové gény, aktivatorové gény,
operdtory, prométory, atenudtory, vazbové miesta pre
ribozémy, iniciany kodén a termindtory. Udaje k tomu najde
odbornik napriklad v patentovej prihldske WO 96/15246,

v Boyd a Murphy (Journal of Bacteriology 170: 5949 (1988)),
vo Voskuil a Chambliss (Nucleic Acids Research 26: 3548
(1998), v Jensen a Hammer (Biotechnology and Bioengineering
58: 191 (1998)), v Patek et al. (Microbiology 142: 1297
(1996)) a v znamych uéebniciach genetiky a molekulovej
bioldégie, ako napriklad v uCebnici od Knippers (,Molekulare
Genetik™, 6. vydanie, Georg Thieme Verlag, Stuttgart,
Nemecko, 1995) alebo Winnacker (,Gene und Klone“, VCH

Verlagsgesellschaft, Weinheim, Nemecko, 1990).

Mutacie, ktoré vedd k zmene, popripade zoslabeniu
katalytickych vlastnosti enzymovych proteinov, st zname zo
stavu techniky; ako priklady sa mdéZu uviest préce Qiu
a Goodman (Journal of Biological Chemistry 272: 8611-8617
(1997)), Sugimoto et al. (Bioscience Biotechnology and
Biochemistry 61: 1760-1762 (1997)) a Mockel (,Die Threonin-
dehydratase aus Corynebacterium glutamicum: Aufhebung der

allosterischen Regulation und Struktur des Enzyms“, spréava



Vyskumného centra Julich, Jul-2906, ISSN09442952, Jiilich,
Nemecko, 1994). Sdiborné opisy sa mbéZu prevziat zo znamych
uCebnic genetiky a molekulovej bioldégie, ako napriklad
Hagemann (,Allgemeine Genetik“, Gustav Fischer Verlag,
Stuttgart, 1986).

Ako mutécie prichddzaju do tGvahy tranzicie, trans-
verzie, inzercie a delécie. V zavislosti od u&inku zameny
aminokyselin na enzymovi aktivitu sa hovori o mutédciéch
s pozmenenym zmyslom (,missense mutations“) alebo mutdciach
bez zmyslu (,nonsense mutations“). Inzercie alebo delécie
aspon jedného paru baz v géne vedd k posunovym mutacidm
(n.frame shift mutations“), nasledkom ktorych sa vkladaja
nespravne aminokyseliny alebo sa predfasne preru3uje trans-
lacia. Delécie viacerych kodénov vedd typicky k uplnému
zlyhaniu enzymovej aktivity. Navody na vytvorenie takych
mutacii patria do stavu techniky a mdéZu sa najst v znamych
uCebniciach genetiky a molekulovej bioldgie, ako napriklad
v ucebnici Knippers (,Molekulare Genetik", 6. vydanie, Georg
Thieme Verlag, Stuttgart, Nemecko, 1995), Winnacker (,Gene
und Klone™, VCH Verlagsgesellschaft, Weinheim, Nemecko,
1990) alebo Hagemann (,Allgemeine Genetik“, Gustav Fischer
Verlag, Stuttgart, 1986).

Gén glyA sa napriklad zoslabil odstranenim prirodzeného
prométora a predradenim regulovatelného kontrolného elementu
uloZeného v protismere. Ako kontrolny element sa pouZil
systém lacI-tac. Aby sa mohlo dosiahnut vsunutie systému
lacI-tac proti smeru chromozémového génu glyA, pripravil sa
integralny plazmid pK18mobglyA’ (obr&zok 1). Plazmid
pK1l8mobglyA’ obsahuje prométor tac (Amann et al., Gene 25:
167-178 (1983); De Boer et al., Proceedings of the National



Academy of Sciences of the United States of America USA 80:
21-25 (1983)) a priamo v smere promdétora tac obsahuje

5’ -termindlnu sekvenciu génu glyA zndzorneni v SEQ ID No 1.
Plazmid obsahuje dalej gén lacI kédujuci inhibitor Lac
(Farabaugh, Nature 274: 765-769 (1978); Stark et al., Gene
51: 255-267 (1987). Sekvencia jednotky lacI-tac-5'glyA je
znazornena v SEQ ID No 2. Plazmid pK18mobglyA’ je repliko-
vatelny v Escherichia coli, nie v3ak v Corynebacterium
glutamicum. Po transformdcii a homolégnej rekombinacii pomo-
cou ,cross over" udalosti spdsobujlcej integriciu sa ziska
intaktna képia génu glyA, ktorého expresia sa mdéZe kontro-
lovat, popripade requlovat protismerne uloZenym kontrolnym
elementom lacI-tac, a inaktivna képia génu glyA skratena
(truncated) na 3’'-konci, vratane prirodzeného prométora.
Sekvencia jednotky lacI-tac-glyA je zndzornned v SEQ ID No
3. SEQ ID No 4 zndzoriiuje zndmu aminokyselinovi sekvenciu
génového produktu glyA. Pridanim vhodnych koncentracii
analégu laktézy izopropyltiogalaktozidu (Firste et al., Gene
48: 119-131 (1986)) sa mdZe expresia génu glyA kontrolovat,
popripade sa mbéZe zniZit, popripade nastavit celuldrny obsah

serinhydroxymetyltransferdzy.

Dalsie navody a vysvetlenia k integraénej mutagenéze
sa nachadzaju napriklad v Schwarzer a Piihler (Bio/Techno-
logy 9, 84-87 (1991)), Peters-Wendisch et al. (Microbiology
144, 915-927 (1998)) alebo Fitzpatrick et al. (Applied
Microbiology and Biotechnology 42, 575-580 (1994)).

Prikladom kmefla koryneformnych baktérii produkujiceho
aminokyselinu so zoslabenym génom glyA je producent treoninu

Corynebacterium glutamicum DM368-2::pK1l8mobglyA’.



Pridavne méZe byt pre produkciu aminokyselin vyhodné
pridavne k zoslabeniu génu glyA zosilnit jeden alebo viac
enzymov danej biosyntetickej drahy, glykolyzy, anaplerotiky,

cyklu kyseliny citrdnovej alebo exportu aminokyseliny.

Takto sa na vyrobu L-treoninu napriklad méZe zvy3ene
exprimovat:

e siCasne gén hom kédujici homoserindehydrogenazu
(Peoples et al., Molecular Microbiology 2, 63-72 (1988))
alebo alela hom® kédujuca ,feed back rezistentnd® homo-
serindehydrogenazu (Archer et al., Gene 107, 53-59
(1991)) a/alebo

e suCasne gén gap kdédujuci glyceraldehyd-3-fosfatde-
hydrogendzu (Eikmanns et al., Journal of Bacteriology
174: 6076-6086 (1992)) alebo

e suCasne gén pyc kédujuici pyruvatkarboxylazu (Peters-

Wendisch et al., Microbiology 144, 915-927 (1998)) alebo

e sGicasne gén mgo kédujici maldt-chindénoxidoreduktézu
(Molenaar et al., European Journal of Biochemistry 254,
395 - 403 (1998)) alebo

siasne gén thrE kédujlci export treoninu (DE 199 41
478.5; DSM 12840).

Dalej méZe byt pre produkciu aminokyselin vyhodné okrem

génu glyA sucasne zoslabit

e gén pck kédujuci fosfoenolpyruvatkarboxykinazu (DE



199 50 409.1, DSM 13047) a/alebo
e gén poxB kédujuci pyruvatoxidazu (DE 199 51 975.7; DSM
13114).

Napokon mdZe byt pre produkciu aminokyselin vyhodné
okrem zoslabenia génu glyA vylucit nezZiaduce vedlajSie
reakcie (Nakayama: ,Breeding of Amino Acid Producing
Microorganisms“, in: Overproduction of Microbial Products,
Krumphanzl, Sikyta, Vanek (eds.), Academic Press, Londyn,
Velk&d Briténia, 1982).

Pouzité kultivac¢né médium musi vhodnym spdsobom vyhovo-
vat ndrokom danych kmefiov. Opisy kultivaénych médii rozlié&-
nych mikroorganizmov sa nachadzaju v prirué&ke ,Manual of
Methods for General Bacteriology" od American Society for
Bacteriology (Washington D.C., USA, 1981). Ako zdroje uhlika
sa mézu pouzivat cukry a sacharidy, ako je napriklad glukéd-
za, sacharodza, laktéza, fruktédéza, maltdza, melasa, Skrob a
celuldza; oleje a tuky, ako napriklad sdéjovy olej, slne&ni-
covy olej, podzemnicovy olej a kokosovy olej; mastné kyseli-
ny, ako je kyselina palmitova, kyselina stearova, kyselina
linolova; alkoholy, ako je napriklad glycerol a etanol; a
organické kyseliny, ako je napriklad kyselina octova. Tieto
latky sa mdézZu pouzivat ako jednotlivé zloZky alebo ako zmes.
Ako zdroje dusika sa mdéZu pouZivat organické zlaceniny obsa-
hujidce dusik, napriklad peptény, kvasnicovy extrakt, mdsovy
extrakt, sladovy extrakt, kukuriény extrakt, séjova miuka a
moCovina, alebo anorganické zluceniny, ako je napriklad
siran aménny, chlorid aménny, fosforecnan aménny, uhlicitan
aménny a dusicnan aménny. Zdroje dusika sa mbéZu pouZivat
jednotlivo alebo ako zmes. Ako zdroje fosforu sa mbézZu
pouzivat kyselina fosforeéna, dihydrogenfosforecnan draselny

alebo hydrogenfosfore€nan draselny alebo prislu3né sodné



soli. Kultiva&né médium musi dalej obsahovat soli kovov, ako
napriklad siran horecénaty alebo siran Zeleza, ktoré su
potrebné na rast. Napokon sa méZu pridavne k vy$3ie uvede-
nym latkam pouZivat esencidlne rastové latky, ako su
aminokyseliny a vitaminy. Ku kultivaénému médiu sa mézu
okrem toho pridavat vhodné prekurzory. Uvedené vsadzkové
suroviny sa mdéZu ku kulture pridavat vo forme jednorazovej
vsddzky alebo sa mdéZu vhodnym spdsobom pridavat poc&as

kultivacie.

Na kontrolu pH kultiry sa vhodne pouZivaju zasadité
zlG&eniny, ako je hydroxid sodny, hydroxid draselny, amo-
niak, popripade amoniakové voda, alebo kyslé zlG&eniny, ako
je kyselina fosforelnéd alebo kyselina sirova. Na kontrolu
tvorby peny sa mdZu pouzZivat odpefovadld, ako napriklad
polyglykolestery mastnych kyselin. Na udrZiavanie stability
plazmidov sa méZu k médiu pridavat vhodné selektivne
pbsobiace latky, napriklad antibiotika. Aby sa udrZiavali
aerdone podmienky, zavadza sa ku kulture kyslik alebo zmesi
plynov obsahujice kyslik, napriklad vzduch. Teplota pri
kultivacii je zvyCajne pribliZne 20 °C aZ 45 °C a najmi
pribliZne 25 °C az 40 °C. Kultivacia prebieha tak dlho, kym
sa nevytvori maximum poZadovaného produktu. Tento ciel sa

zvyCajne dosiahne za 10 hodin aZ 160 hodin.

Metddy stanovenia L-aminokyselin s@i zndme zo stawvu
techniky. Analyza sa mdZe uskuto&fiovat anexovou chromato-
grafiou s naslednou ninhydrinovou derivatizaciou tak, ako sa
opisuje v Spackman et al. (Analytical Chemistry, 30, (1958),
1190), alebo sa méZe uskuto&hovat pomocou HPLC v obratenej
faze (reversed phase HPLC), ako sa opisuje v Lindroth et al.
(Analytical Chemistry (1979) 51: 1167-1174).



Nasledovny mikroorganizmus bol uloZeny v Nemeckej
zbierke mikroorganizmov a bunkovych kultar (DSMZ, Braun-

schweig, Nemecko) podla BudapeZtianskej zmluvy:

o kmen Escherichia coli DHS5amcr/pKl8mobglyA’
ako DSM 13170.

Priklady uskutonenia vyndlezu

PredloZeny vynalez sa v nasledovnom texte bliZSie vy-

svetluje na z&klade prikladov uskutoénenia.

Izolacia plazmidovej DNA z Escherichia coli a vSetky
techniky re3trikcie, Upravy Klenowovou a alkalickou
fosfatdzou sa uskuto¢nili podla Sambrook et al. (Molecular
cloning. A laboratory manual (1989) Cold Spring Harbour
Laboratory Press). Transformdcia Escherichia coli sa
uskuto€nila, pokial sa neopisuje inak, podla Chung et al.
(Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America USA (1989) 86: 2172-2175).

Priklad 1

Klonovanie a sekvenovanie génu glyA z Corynebacterium

glutamicum ATCC13032

Gén glyA sa klonoval v klonovacom vektore pUC18 E. coli
(Norrander et al., Gene (1983) 26: 101-106, Roche Diagnos-
tics, Mannheim, Nemecko). Klonovanie sa uskutod&fiovalo
v dvoch krokoch. Najskdr sa polymerdzovou retazovou reakciou
(PCR) amplifikoval gén z Corynebacterium glutamicum

ATCC13032 prostrednictvom nasledovného oligonukleotidového



.
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priméru odvodeného z japonského zverejneného spisu JP-A-
08107788.

glyAl-forward (dopredu):
5°-GCT TGC AGC GTT TTG CTC TGC C-3°
glyAl-reverse (naspat):
S5°-ACC CGT AAC CTC TTC CAC ATA GG-3°

PCR reakcia sa uskutocCfovala v 30 cykloch v pritomnosti
200 pM deoxynukleotidtrifosfatov (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),

1 pM prislu3ného oligonukleotidu, 100 ng chromozémovej DNA z
Corynebacterium glutamicum ATCC13032, 1/10 objemu 10-krat
koncentrovaného reakéného tlmivého roztoku a 2,6 jednotiek
tepelne stabilnej zmesi Taq-/Pwo-DNA-polymerdzy (Expand High
Fidelity PCR System od firmy Roche Diagnostics, Mannheim,
Nemecko) v zariadeni Thermocycler (PTC-100, MJ Research,
Inc., Watertown, USA) za nasledovnych podmienok: 30 sekund

pri 94 °C, 1 minata pri 64 °C a 3 minGty pri 68 °C.

Amplifikovany fragment s velkostou priblizne 1,7 kb sa
potom nasledne ligoval pomocou SureClone Ligation Kit
(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Svédsko) podla udajov
vyrobcu do Stiepneho miesta Smal vektora pUC18. Pomocou
celkovej ligacnej zmesi sa kmefi E. coli DHSamcr (Grant et
al., Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America USA (1990) 87: 4645-4649)
transformoval. Transformanty sa identifikovali na z&klade
svojej rezistencie na karbenicilin na agarovych platniach
LB obsahujucich 50 pg/mL karbenicilinu. Zo 7 transformantov

sa preparovali plazmidy a re3trikénou analyzou sa preskumali



na pritomnost 1,7 kb PCR~fragmentu ako inzertu. Takto
vzniknuty rekombinantny plazmid sa dalej oznaduje ako
pUC18glyA.

Nukleotidova sekvencia PCR-fragmentu s velkostou 1,7 kb
v plazmide pUCl8glyA sa stanovila podla dideoxymetédy
ukonCenia retazca od Sangera et al. (Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America
USA (1977) 74: 5463-5467). Na to sa cely inzert pUCl8glyA

sekvenoval pomocou nasledovnych primérov.

Univerzalny primér:

5°-GTA AAA CGA CGG CCA GT-3°

Reverzny primér:

5°-GGA AAC AGC TAT GAC CAT G-3°

Ziskané nukleotidové sekvencie sa analyzovali pomocou
programového balika Lasergene (Biocomputing Software for
Windows, DNASTAR, Madison, USA). Analyza poskytla identifi-
kdciu otvoreného ¢itacieho rastra s dizkou 1 302 bp.
PrisluSny gén sa oznacil ako gén glyA. Prislu3ny génovy
produkt obsahuje 434 aminokyselin a je znazorneny ako SEQ
ID No 4.

Priklad 2
Konstrukcia vektora na zniZenu expresiu glyA

Z plazmidu pUC18glyA opisaného v priklade 1 sa pomocou
reStrikénych enzymov EcoRI a Tfil vy3tiepil fragment DNA

s velkostou 1 418 bp, ktory obsahuje gén glyA bez vlastnej

prométorovej oblasti. 5°- a 3°-konce tohto fragmentu sa
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upravili Klenowovym enzymom. Vysledny fragment DNA sa ligo-
val s defosforylovanym vektorom pVWEx2, ktory bol predtym
pomocou BamHI linearizovany a upraveny Klenowovym enzymom
(Wendisch, ,Physiologische und NMR-spektroskopische Unter-
suchungen zur in vivo-Aktivitdt zentraler Stoffwechselwege
im Wildstamm und in rekombinanten Stammen von Coorynebacte-
rium glutamicum“, sprava Vyskumného centra Julich, Jil-3397,
ISSN09442952, Julich, Nemecko, 1997), aby gén glyA s rovna-
kou orientaciou leZal bezprostredne za promdétorom tac
vektora, indukovatelnym pomocou izopropyl-f-D-tiogalaktozidu

(IPTG). Pomocou celkovej ligac¢nej zmesi sa kmeh E. coli

DH5amcr (Grant et al., Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America USA (1990) 87:
4645-4649) transformoval. Transformanty sa identifikovali na
zaklade svojej rezistencie na tetracyklin na agarovych
platniach LB obsahujtcich 15 pg/mL tetracyklinu. Z 12 trans-
formantov sa preparovali plazmidy a re3triké&nou analyzou sa
preskiumali na pritomnost 1 418 bp fragmentu ako inzertu so
spravnou orientédciou vzhladom na prométor tac. Takto
vzniknuty rekombinantny plazmid sa v dalSom texte oznaluje
PVWEx2glyA.

Z plazmidu pVWEx2glyA sa potom polymerazovou retazovou
reakciou (PCR) pomocou nasledovnych oligonukleotidovych
primérov amplifikoval fragment DNA, ktory obsahuje lacI, gén
pre represor prombétora tac, prométor tac a prvych 438 bp

klonovaného génu glyA z Corynebacterium glutamicum.

glyA2-forward (dopredu) (s pripojenou rozpoznavacou

sekvenciou EcoRI, vyznadenou pod&iarknutim):

5°-CCG GAA TTC TCA CTG CCC GCT TTC CAG TC-3°



.
15 * .

glyA2-reverse (naspat) (s pripojenou rozpoznavacou

sekvenciou BamHI, vyznacenou pod&iarknutim)
5°-CGG_GAT CCC AGC TTT CCG GAG AAG TTC AAC-3’

PCR reakcia sa uskutociiovala v 30 cykloch v pritomnosti
200 pM deoxynukleotidtrifosfatov (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),

1 pM prisludného oligonukleotidu, 100 ng plazmidovej DNA
PVWEx2glyA, 1/10 objemu 10-krat koncentrovaného reak&ného
tlmivého roztoku a 2,6 jednotiek tepelne stabilnej zmesi
Taq-/Pwo-DNA-polymerdzy (Expand High Fidelity PCR System od
firmy Roche Diagnostics, Mannheim, Nemecko) v zariadeni
Thermocycler (PTC-100, MJ Research, Inc., Watertown, USA) za
nasledovnych podmienok: 30 sekind pri 94 °C, 30 sekand pri
58 °C a 2 minaty pri 72 °C.

Amplifikovany fragment s velkostou pribliZne 2,0 kb sa
potom natravil pomocou EcoRI a BamHI, izoloval pomocou
NucleoSpin Extract 2 in 1 Kit od firmy Macherey-Nagel
(Diren, Nemecko) podla Gdajov vyrobcu a potom ligoval do
defosforylovaného vektora pKl8mob (Schiafer et al., Gene
(1994) 145: 69-73), taktieZ Stiepeného pomocou EcRI a BamHI.
Pomocou celkovej liga¢nej zmesi sa kmeh E. coli DHS5amcr
(Grant et al., Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America USA (1990) 87:
4645-4649) transformoval. Transformanty sa identifikovali na
zaklade svojej rezistencie na kanamycin na agarovych plat-
niach LB obsahujtcich 50 pg/mL kanamycinu. Z 12 transfor-
mantov sa preparovali plazmidy a reStrik&nou analyzou sa
preskumali na pritomnost 2,0 kb PCR-fragmentu ako inzertu.
Takto vzniknuty rekombinantny plazmid sa dalej oznacéuje
pK1l8mobglyA’ (vid obrézok 1).



Priklad 3

KonStrukcia kmefia Corynebacterium glutamicum
ATCC13032: :pK18mobglyA’ so zniZenou, requlovatelnou

expresiou glyA

Elektropordciou (Haynes et al., FEMS Microbiology
Letters (1989) 61: 329-334) sa prazdny vektor pZl (Menkel et
al., Applied and Environmental Microbiology (1989) 64: 549-
554) a plazmid pK18mobglyA’ opisany v priklade 2 vloZili do
kmena divého typu Corynebacterium glutamicum ATCC13032 (Abe
et al., Journal of General and Applied Microbiology (1967)
13: 279-301).

Po transformacii pomocou pZl sa transformanty

identifikovali na zdklade svojej rezistencie na kanamycin na

agarovych platniach LBHIS obsahujucich 15 pg/mL kanamycinu
(Liebl et al., FEMS Microbiology Letters (1989) 65: 299-
304). Z 3 transformantov sa pripravili plazmidy a redtrik-
¢nou analyzou preskumali na pritomnost prazdneho vektora
pZl. Tymto spbésobom vznikol kontrolny kmeh Corynebacterium
glutamicum ATCC13032/pZl.

Po transformacii s pK18mobglyA’ sa musel plazmid
integrovat homoldégnou rekombindciou klonovaného 5’-konca
glyA do chromozému Corynebacterium glutamicum ATCC13032.
Ziskané klony rezistentné na kanamycin sa identifikovali na

agarovych platniach LBHIS obsahujicich 15 pg/mL kanamycinu a

1 mM izopropyl-B-D-tiogalaktozidu (IPTG) (Liebl et al., FEMS
Microbiology Letters (1989) 65: 299-304). Spravna integracia
pK1l8mobglyA’ v chromozéme sa preskimala v 2 ziskanych
integra¢nych mutantoch polymerazovou retazovou reakciou

(PCR) pomocou nasledovnych oligonukleotidovych klonov.
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Reverzny primér (RSP):
5’ -GGA AAC AGC TAT GAC CAT G-3'

glyA2-reverzny:
5’ -CGG GAT CCC AGC TTT CCG GAG AAG TTC AAC-3’

PCR reakcia sa uskutocéifiovala v 30 cykloch v pritomnosti
200 pM deoxynukleotidtrifosfatov (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),

1 pM prislusSného oligonukleotidu, 100 ng chromozémovej DNA z
Corynebacterium glutamicum ATCC13032::pKl8mobglyA’, 1/10
objemu 10-krat koncentrovaného reaké&ného tlmivého roztoku

a 2,6 jednotiek tepelne stabilnej zmesi Taq-/Pwo-DNA-
polymerazy (Expand High Fidelity PCR System od firmy Roche
Diagnostics, Mannheim, Nemecko) v zariadeni Thermocycler
(PTC~100, MJ Research, Inc., Watertown, USA) za nasledovnych
podmienok: 30 sekund pri 94 °C, 30 sekind pri 48 °C a 2
minaty pri 72 °C. Tymto spésobom vznikol kmef
Corynebacterium glutamicum ATCC13032::pK18mobglyA’, v ktorom

sa nachadza gén glyA pod kontrolou prométora tac indukova-

telrého izopropyl-B-D-tiogalaktozidom (IPTG).
Priklad 4

Stanovenie serinhydroxymetyltransferdzovej aktivity
kédovanej génom glyA v kmeni Corynebacterium glutamicum
ATCC13032: :pK18mobglyA’

Na ziskanie surovych extraktov na stanovenie
serinhydroxymetyltransferdzovej aktivity kédovanej génom
glyA sa kmene C. glutamicum ATCC13032/pZl a C. glutamicum
ATCC13032: :pK1l8mobglyA’, opisané v priklade 3, 14 hodin pri

30 °C predbeZne kultivovali v 100 mL mozgovo-srdcového

infazneho média (Difco Laboratories, Detroit, USA) s 25 ug
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kanamycinu na 1 mL a 100 pM izopropyl-pf-D-tiogalaktozidu
(IPTG). Nasledne sa bunky jedenkrat premyli 0,9% (w/v
(hmotnost/objem)) roztokom chloridu sodného a touto
suspenziou sa naockovalo 100 mL média CgXII tak, aby ODeogo
(optickd hustota pri 600 nm) bola 0,5. Médium bolo identické
s médiom opisanym v Keilhauer et al. (Journal of Bacterio-

logy (1993) 175: 5593-5603), obsahovalo v3ak pridavne 25 ug

kanamycinu na 1 mL a 0, 10 alebo 100 pM izopropyl-B-D-tio-
galaktozidu (IPTG). ZloZenie média opisaného Keilhauerom et
al. je uvedené v tabulke 1.

Tabulka 1

ZloZenie média CGXII

Zlozka Koncentréacia
(NH4) 2S04 20 g/L
Mo&ovina 5 g/L
KH;PO4 1 g/L
K2HPO, 1 g/L
MgSQ,. 7H20 0,25 g/L
Kyselina 3-morfolinopropan- (42 g/L
sulfdénova

CaCl, 10 mg/L
FeS0,4. 7H,0 10 mg/L
MnSO,. H,0 10 mg/L
ZnS0,4. TH;0 1 mg/L
CuSO0q 0,2 mg/L
NiCl,. 6H,0 0,02 mg/L
Biotin 0,2 mg/L
Glukéza 40 g/L

Kyselina protokatechova 30 mg/L
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Kultivacia obidvoch kmefiov sa uskutoéfniovala pri 30 °C.
Po 10 hodinadch sa bunky jedenkrat premyli 50mM tlmivym
roztokom zloZenym z kyseliny 4-(2-hydroxyetyl)-l-piperazin-
etansulfénovej a hydroxidu sodného (pH 7,0), odstredili (10
minat pri 5 000 otaCok za mindtu pomocou Minifuge RF od
firmy Heraeus, Osterode, Nemecko) a resuspendovali v 200mM
tlmivom roztoku zloZenom z kyseliny 4-(2-hydroxyetyl)-1-pi-
perazinetansulfénovej a hydroxidu sodného (pH 7,0) tak, aby

koneény objem bol 5 mL. K tejto suspenzii buniek sa pridalo

50 pl 2mM roztoku pyridoxadl-5-fosfdtu a 50 pul 100mM roztoku
ditiotreitolu a bunky sa rozbili. Rozbitie buniek sa
uskuto&nilo pri 0 °C pomocou ultrazvukového dezintegratora
(Branson Sonifier W-250, Branson Sonic Power Co, Danbury,
USA; trvanie pdsobenia ultrazvuku 6 minat, Sirka pulzu 100
%, intenzita ultrazvuku 2,5). Po Uprave ultrazvukom sa
ulomky buniek oddelili odstredenim (30 minGt pri 4 °C a

13 000 otacok za mindtu v chladenej centrifiige Sigma 202 MK
od firmy Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Nemecko). Supernatant
sa ako surovy extrakt zbaveny buniek pouZil priamo na

stanovenie enzymovej aktivity.

Stanovenie proteinov v surovych extraktoch zbavenych
buniek sa uskutoénilo fotometricky podla Bensadouna a
Weinsteina (Analytical Biochmistry (1976) 70: 241-250).
Obsah proteinov sa pritom stanovil pomocou kalibraé&nej
krivky vytvorenej pomocou hovddzieho sérového albuminu ako

Standardu.

Na stanovenie aktivity serinhydroxymetyltransferazy v
surovych extraktoch zbavenych buniek sa pouZil diskontinu&l-
ny enzymovy test, pri ktorom sa kvantifikoval glycin
vytvoreny zo substratu treoninu. Reak&né vzorky sa 15 minuat

pri 37 °C inkubovali v nasledovnej zmesi (modifikované podla



Scrimgeoura a Huennekensa, Methods in Enzymology (1962), zv.
V: 838-843, Academic Press): 20 mM treoninu, 200 uM pyri-
doxal-5-fosfatu, 900 pM tetrahydrofolatu, 100 mM tlmivého

roztoku zloZeného z kyseliny 4-(2-hydroxyetyl)-l-piperazin-
etansulfénovej a hydroxidu sodného (pH 7,0) a 1,0 a% 1,5 mg
proteinu (zo surového extraktu) vo vyslednom objeme 1 mL.
Reakcia sa preruSila pridanim 0,25 objemu 25% (w/v (hmot-
nost/objem)) roztoku kyseliny trichléroctovej, vzorky sa
inkubovali 15 minit pri 0 °C a denaturovany protein sa
odstredil (15 mindt pri 4 °C a 13 000 otadok za minaGtu v
chladenej centrifige Sigma 202 MK od firmy Sigma-Aldrich,
Deisenhofen, Nemecko). Kvantitativne stanovenie glycinu zo
supernatantu, vytvoreného v enzymovom teste, sa uskutod&nilo
pomocou HPLC v obratenej faze (reversed phase HPLC)
(Lindroth et al., Analytical Chemistry (1979) 51: 1167-
1174) . PouZil sa pristroj HPLC série HP1100 (Hewlett-
Packard, Waldbronn, Nemecko) s pripojenym fluorescen&nym
detektorom (G1321A); riadenie systému a vyhodnotenie udajov

sa uskuto€nilo pomocou HP-Chem-Station (Hewlett-Packard).

1 pL analyzovaného roztoku aminokyseliny sa zmie3sal

v automatickej derivatizécii v predkoléne s 20 pL hotového
¢inidla orto-ftalaldehyd/2-merkaptoetanol (Pierce Europe BV,
Oud-Beijerland, Holandsko). Pritom vzniknuté fluoreskujuce
tiosubstituované izoindoly (Jones et al., Journal of Chro-
matography (1983) 266: 471-482) sa delili v kombinovanej
predkoléne (40x4 mm Hypersil ODS 5) a hlavnej kolédne
(Hypersil ODS 5, obidve kolény od firmy CS-Chromatographie
Service GmbH, Langerwehe, Nemecko) s gradientovym programom
s pribddajucou nepolédrnou fazou (metanol). Poladrnym eluentom
bol acetat sodny (0,1M, pH 7,2); prietok bol 0,8 mL za
mindtu. Fluorescentna detekcia derivatizovanych aminokyselin
sa uskutoéiiovala pri excitaénej vlnovej diZke 230 nm

a emisnej vlnovej dlZke 450 nm. Koncentracie glycinu sa
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vypo¢itali porovnanim s externym Standardom a asparaginom

ako pridavnym internym Standardom.

Vysledky enzymového testu s treoninom ako substratom su

uvedené v tabulke 2.

Tabulka 2
Kmen Koncentracia |Serinhydroxymetyltrans-
IPTG ferdzova aktivita (nmol
(M) glycin/minata/mg
proteinu)
ATCC13032/¢Z1 0 0,9
ATCC13032: :pK1l8mobglyA’ 0 ’
10 0,7
100 1,6

Priklad 5

KonStrukcia kmeha Brevibacterium flavum

DM368-2: :pK18mobglyA’ so zniZenou, regulovatelnou expresiou
glyA

Elektroporaciou (Haynes et al., FEMS Microbiology
Letters (1989) 61: 329-334) sa prazdny vektor pZl (Menkel et
al., Applied and Environmental Microbiology (1989) 64: 549-
554) a plazmid pK18mobglyA’ opisany v priklade 2 vloZili do
kmena Brevibacterium flavum DM368-2 produkujtceho treonin.
Kmenn DM36€-2 sa opisuje v EP-B-0 385 940 a je uloZeny ako
DSM5399.
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Po transformdcii pomocou pZl sa transformanty identi-
fikovali na zaklade svojej rezistencie na kanamycin na
agarovych platniach LBHIS obsahujucich 15 pg/mL kanamycinu
(Liebl et al., FEMS Microbiology Letters (1989) 65: 299-
304). Z 3 transformantov sa pripravili plazmidy a redtrik-
¢nou analyzou preskumali na pritomnost prazdneho vektora
pZl. Tymto spdsobom vznikol kontrolny kmefi Brevibacterium
flavum DM368-2/pZl.

Po transformacii pomocou pKl8mobglyA’ sa musel plazmid
integrovat homolégnou rekombindciou klonovaného 5’ -konca
glyA do chromozému Brevibacterium flavum DM368-2. Ziskané
klony rezistentné na kanamycin sa identifikovali na

agarovych platniach LBHIS obsahujucich 15 pg/mL kanamycinu a

1 mM izopropyl-B-D-tiogalaktozidu (IPTG) (Liebl et al., FEMS
Microbiology Letters (1989) 65: 299-304). Sprévna integracia
pPK18mobglyA’ v chromozéme sa preskimala v 4 ziskanych
integraénych mutantoch polymerazovou retazovou reakciou
(PCR), ako uZ bolo opisané v priklade 3, so 100 ng chromo-
zémove) DNA z Brevibacterium flavum DM368-2::pK18mobglyA’
ako templatom. Tymto spdsobom vznikol kmefi Brevibacterium
flavum DM368-2::pK18mobglyA’, v ktorom sa nachidza gén glyA
pod kontrolou prométora tac indukovatelného izopropyl-B-D-

tiogalaktozidom (IPTG).

Priklad 6

Stanovenie serinhydroxymetyltransferdzovej aktivity
kédovanej génom glyA v kmeni Brevibacterium flavum

DM368-2: : pK1l8mobglyA’

Ziskenie surovych extraktov na stanovenie serinhydroxy-

metyltransferdzovej aktivity koédovanej génom glyA v kmefoch
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B. flavum DM368-2/pZl a B. flavum DM368-2::pK18mobglyA’,

opisanych v priklade 5, sa uskuto&nilo tak, ako sa uZ

opisalo v priklade 4. Stanovenie proteinov v ziskanych

surovych extraktoch zbavenych buniek a diskontinualny

enzymovy test, pri ktorom sa kvantifikuje glycin vytvoreny

zo substratu treoninu, sa taktieZ uskuto&nili tak, ako sa uZ

opisalo v priklade 4.

Vysledky tohto enzymového testu s treoninom ako

substridtom si uvedené v tabulke 3.

Tabulka 3
' Kmen Koncentracia |Serinhydroxymetyltrans-
IPTG ferazova aktivita (nmol
(M) glycin/minita/mg
proteinu)
DM368-2/pZ1l 0 1,6
'DM368~2: : pK18mobglya’ 0 <0,1
10 0,8
100 1,7

Priklad 7

Priprava L-treoninu pomocou Brevibacterium flavum

Na preskumanie tvorby treoninu sa kmene B. flavum
DM368-2/pZ1 a DM368-2::pK18mobglyA’, opisané v priklade 5,
predbeZne kultivovalil4 hodin pri 30 °C v 100 mL mozgovo-

srdcového infuzneho média (Difco Laboratories, Detroit, USA)
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s 25 pg kanamycinu na 1 mL a 100 pM izopropyl-p-D-tiogalak-

tozidu (IPTG). N&asledne sa bunky jedenkrat premyli 0, 9%

(w/v (hmotnost/objem)) roztokom chloridu sodného a touto

suspenziou sa naoc¢kovalo 60 mL média CgXII tak, aby ODgoo

(optickd hustota pri 600 nm) bola 0,5. Médium bolo identické

s médiom opisanym v Keilhauer et al.

logy (1993) 175: 5593-5603), obsahovalo v8ak pridavne 25 Hg

kanamycinu na mL a 0, 10 alebo 100 puM izopropyl-B-D-tio-

galaktozidu (IPTG).

(Journal of Bacterio-

Kultivacia obidvoch kmehov sa uskuto&fiovala 72 hodin

pri 30 °C. Po 48 a 72 hodinich sa odobrali vzorky a bunky sa

kratko odstredovali (5 minGt pri 13 000 ota&ok za minutu

pomocou Biofuge pico od firmy Heraeus, Osterode, Nemecko).

Kvantitativne stanovenie extraceluldrnych koncentracii

aminokyseliny v supernatante z kultivacie sa uskuto&fiovalo

pomocou HPLC v obratenej fdze (reversed phase HPLC)
(Lindroth et al., Analytical chemistry (1979) 51: 1167-

1174), ako sa uZ opisalo v priklade 4. Koncentrdcie treoninu

sa vypo¢itali porovnanim s externym 3tandardom a asparaginom

ako doplnkovym internym Ztandardom.

Vysledky s uvedené v tabulke 4.

Tabulka 4
Kmen Koncentracia L-Treonin
IPTG (g/1)
uM 48 hodin 72 hodin
DM368-2/pZ1 0 1,27 1,32
DM368-2: :pK18mobglyA’ 10 1,32 1,44
0 1,41 1,60
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Prehlad obrézkov na vykresoch

PrilozZeny je nasledovny obrézok:

Obrazok 1: Mapa plazmidu pK18mobglyA’.

DiZkové tdaje treba chapat ako priblizné udaje.

Pouzité skratky a znaCky maju nasledovny vyznam:

BamHI:

BglII:
BstEIT:

EcoRI:
EcoRV:

HindIII:

SacI:

kan:
lacH:
Ptac:
glyA’:

reStrikénéd endonukledza z Bacillus

amyloliquefaciens

reStrikénd endonukleéza
reStrikénéd endonukledza
stearothermophilus

reStrikénd endonukleédza
reStrikénd endonukleéza
reStrikénd endonukleédza
reStrikénd endonukleaza

achromogenes

A

z

z

Bacillus globigii

Bacillus

Escherichia coli
Escherichia coli

Haemophilus influenzae

z0 Streptomyces

gén pre rezistenciu na kanamycin

gén pre represor tac-promdtora Ptac

tac-prométor

5’ -Gsek génu pre serinhydroxymetyltransferdzu

glyA2-reverse: primér na preskimanie integracie

RSP:

reverzny Standardny primér na preskumanie

integracie
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<110>

Degussa-Hils AG

26
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<120>

pouZitim koryneformnych baktérii

<130>

<140>
<141>

<160> 4
<170>

<210> 1

<211> 438
<212> DNA
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 1

atgaccgatg
gaggtggctg
gcgtctgaga
aagtatgccg
attgaggatc
cagcctcact
gacaagatca
aacttctccg

<210>
<211>
<212>
<213>

2
2000
DNA

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

gén
lacl

<220>
<221>
<222>
<223> tac
<220>
<221>

Doplnok

990200 BT

Corynebacterium

N_regidn
(1) ..
5'glyA

(438)

cccaccaagce
ctgccatcgce
acttcgttcc
agggttaccc
ttgcacgtga
ctggcgcaca
tgggtctgtc
gaaagctg

tac-5'glyA

Promoétor
(1391)..(1434)

N_regidn

((6)..

PatentIn Ver. 2.1

glutamicum

ggacgatgtc
tggggaactt
ccgttetgtt
tggccgeegt
tcgtgcgaag
ggctaatgct
tttggctcat

Umela sekvencia

Opis umelej sekvencie:
lacI-

(1097))

ATCC13032

cgttaccagce
gccecgtcaac
ttgcaggcgce
tactacggtg
gctctcttceg
gctgtgctga
ggtggtcact

épésob fermentaénej vyroby L-aminokyselin

cactgaacga
gcgatacatt
agggttctgt
gttgcgaaca
gtgcagagtt
tgactttgge
tgacccacgg

gcttgatcct
agagatgatc
tcttaccaat
agttgacatc
cgccaatgtt
tgagccaggce
aatgaagttg

60

120
180
240
300
360
420
438



<222> (1562)..(1999)
<223> 5'glyA

<400> 2

aattctcact
gccaacgcgce
agtgagacgg
cggtccacgce
atataacatg
cgcagccegg
agcatcgcag
atggcactcc
ttatgccage
gcgatttgct
tgggagaaaa
acattagtgc
atcagecccac
ccgcttegtt
atcgccccga
agcaaccact
gccatcgecg
acgcgggaaa
ggtttcacat
aaggttttgc
aattgcaagc
agccatcgga
tcaaggcgca
aatattctga
agcggataac
cttgcatgcc
gatgaccgat
tgaggtggct
cgcgtctgag
taagtatgcc
cattgaggat
tcagcctcac
cgacaagatc
gaacttctce

<210>
<211>
212>
<213>

3
2866
DNA

<220>
<223>

220>
221>
222>
<223>

gén
lacl

<220>
<221>
222>
223> tac

<220>

Doplnok . : ((6)

gccegettte
ggggagaggc
gcaacagctg
tggtttgcce
agctgtcttce
actcggtaat
tgggaacgat
agtcgcecettce
cagccagacg
ggtgacccaa
taatactgtt
aggcagcttc
tgacgcgttg
ctaccatcga
caatttgcga
gtttgcccge
cttccacttt
cggtctgata
tcaccaccct
accattcgat
tgatccgggce
agctgtggta
ctccegttcet
aatgagctgt
aatttcacac
tgcaggtcga
gcccaccaag
gctgccatcg
aacttcgttc
gagggttacc
cttgcacgtg
tctggcgcac
atgggtctgt
ggaaagctgg

Prométor
(1391)..(1434)

cagtcgggaa
ggtttgcgta
attgcccttce
cagcaggcga
ggtatcgtcg
ggcgegeatt
gccctcattce
ccgtteeget
cagacgcgcc
tgcgaccaga
gatgggtgtc
cacagcaatg
cgcgagaaga
caccaccacg
cggcgcgtgce
cagttgttgt
ttccegegtt
agagacaccg
gaattgactc
ggtgtcaacg
ttatcgactg
tggctgtgca
ggataatgtt
tgacaattaa
aggaaacaga
ctctagagga
cggacgatgt
ctggggaact
cccgttetgt
ctggccgecg
atcgtgcgaa
aggctaatgc
ctttggctca

Umela sekvencia

(1097))

27

acctgtcgtg
ttgggcgeca
accgcctgge
aaatcctgtt
tatcccacta
gcgeccageg
agcatttgca
atcggctgaa
gagacagaac
tgctccacge
tggtcagaga
gcatcctggt
ttgtgcaccg
ctggcaccca
agggccagac
gccacgcggt
ttcgcagaaa
gcatactctg
tcttceggge
taaatgcatg
cacggtgcac
ggtcgtaaat
ttttgcgeceg
tcatcggctc
attaaaagat
tcattcgtct
ccgttaccag
tgcccegtcaa
tttgcaggcg
ttactacggt
ggctctcttc
tgctgtgctg
tggtggtcac

ccagctgceat
gggtggttte
cctgagagag
tgatggtggt
ccgagatatc
ccatctgatc
tggtttgttg
tttgattgeg
ttaatgggcc
ccagtcgcegt
catcaagaaa
catccagcgg
cecgetttaca
gttgatcggc
tggaggtggc
tgggaatgta
cgtggctgge
cgacatcgta
gctatcatgc
cecgettegece
caatgcttct
cactgcataa
acatcataac
gtataatgtg
atgaccatga
tgtgaaaggt
ccactgaacg
cgcgatacat
cagggttctg
ggttgcgaac
ggtgcagagt
atgactttgg
ttgacccacg

taatgaatcg
tcttttcacc
ttgcagcaag
tgacggcggg
cgcaccaacg
gttggcaacc
aaaaccggac
agtgagatat
cgctaacagc
accgtcttca
taacgccgga
atagttaatg
ggcttcgacg
gcgagattta
aacgccaatc
attcagctcc
ctggttcacc
taacgttact
cataccgcga
ttcgcgegeg
ggcgtcaggc
ttcgtgtcge
ggttctggca
tggaattgtg
ttacgccaag
tagctgacct
agcttgatcc
tagagatgat
ttcttaccaa
aagttgacat
tcgccaatgt
ctgagccagg
gaatgaagtt

-Opis umelej sekvencie: lacI-tac~glyA -tac-glyA

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2000



<221> CDS

<222> (1562)..(2863)

<223> glyA

<400> 3
aattctcact

gccaacgcgce
agtgagacgg
cggtccacgc
atataacatg
cgcagcecegg
agcatcgcag
atggcactcc
ttatgccage
gcgatttgcet
tgggagaaaa
acattagtgce
atcagcccac
ccgcttegtt
atcgccgcecga
agcaacgact
gccatcgccg
acgcgggaaa
ggtttcacat
aaggttttgc
aattgcaagc
agccatcgga
tcaaggcgea
aatattctga
agcggataac

cttgecatgcec

gceegettte
ggggagaggc
gcaacagctg
tggtttgcce
agctgtcttce
actcggtaat
tgggaacgat
agtcgccttc
cagccagacg
ggtgacccaa
taatactgtt
aggcagcttc
tgacgcgttg
ctaccatcga
caatttgcga
gtttgcecge
cttccacttt
cggtctgata
tcaccaccct
accattcgat
tgatcecggge
agctgtggta
ctceegttet
aatgagctgt
aatttcacac

tgcaggtcga

cagtcgggaa
ggtttgcgta
attgccctte
cagcaggcga
ggtatcgtcg
ggcgcgeatt
gccctcatte
ccgttccget
cagacgcgcc
tgcgaccaga
gatgggtgtc
cacagcaatg
cgcgagaaga
caccaccacg
cggcgegtge
cagttgttgt
ttccegegtt
agagacaccg
gaattgactc
ggtgtcaacg
ttatcgactg
tggctgtgeca
ggataatgtt
tgacaattaa
aggaaacaga

ctctagagga

28

acctgtcgtg
ttgggegeea
accgcctggce
aaatcctgtt
tatcccacta
gcgeccageg
agcatttgca
atcggctgaa
gagacagaac
tgctccacgce
tggtcagaga
gcatcctggt
ttgtgcaccg
ctggcaccca
agggccagac
gccacgcggt
ttcgcagaaa
gcatactctg
tcttceggge
taaatgcatg
cacggtgcac
ggtcgtaaat
ttttgcgeeg
tcatcggcetce
attaaaagat

tcattegtet

ccagctgceat
gggtggttte
cctgagagag
tgatggtggt
ccgagatatce
ccatctgatc
tggtttgttg
tttgattgceg
ttaatgggce
ccagtecgegt
catcaagaaa
catccagegg
ccgetttaca
gttgatcggce
tggaggtggce
tgggaatgta
cgtggctgge
cgacatcgta
gctatcatge
ccgettegee
caatgcttct
cactgcataa
acatcataac
gtataatgtg
atgaccatga

tgtgaaaggt

taatgaatcg
tcttttecacc
ttgcagcaag
tgacggcggg
cgcaccaacg
gttggcaacc
aaaaccggac
agtgagatat
cgctaacagc
accgtcttca
taacgccgga
atagttaatg
ggcttcgacg
gcgagattta
aacgccaatc
attcagetce
ctggttcacc
taacgttact
cataccgcega
ttcgcgcgeg
ggcgtcaggce
ttcgtgtege
ggttctggca
tggaattgtg
ttacgccaag

tagctgacct

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560



29

g atg acc gat gcc cac caa gcg gac gat gtc cgt tac cag cca ctg aac 1609
Met Thr Asp Ala His Gln Ala Asp Asp Val Arg Tyr Gln Pro Leu Asn

gag
Glu

caa
Gln

tct
Ser

ggt
Gly
65

att
Ile

ttc
Phe

ctg
Leu

gct
Ala

aag
Lys
145

gtt
val

gta
val

gct
Ala

atg
Met

1

ctt
Leu

cgc
Arg

gtt
val
50

tac
Tyr

gag
Glu

gcc
Ala

atg
Met

cat
His
130

ctg
Leu

gat
Asp

att
Ile

ttc
Phe

gct
Ala
210

gat
Asp

gat
Asp
35

ttg
Leu

cct
Pro

gat
Asp

aat
Asn

act
Thr
115

ggt
Gly

tac
Tyr

atg
Met

atc
Ile

cag
Gln
195

cac
His

cct
Pro
20

aca
Thr

cag
Gln

ggc
Gly

ctt
Leu

gtt
Val
100

ttg
Leu

ggt
Gly

gag
Glu

gat
Asp

gct
Ala
180

tct

Ser

ttc
Phe

gag
Glu

tta
Leu

gcg
Ala

cgc
Arg

gca
Ala
85

cag
Gln

gct
Ala

cac
His

gtt
val

cag
Gln
165

ggc
Gly

att
Ile

gct
Ala

5

gtg gct gct

val

gag
Glu

cag
Gln

cgt
Arg
70

cgt
Arg

cct
Pro

gag
Glu

ttg
Leu

gtt
Val
150

gtt
Val

tgg
Trp

gct
Ala

ggt
Gly

Ala

atg
Met

ggt
Gly
55

tac
Tyr

gat
Asp

cac
His

cca
Pro

acc
Thr
135

gcg
Ala

cgt
Arg

tct
Ser

gcg
Ala

ctt
Leu
215

Ala

atc
Ile
40

tct
Ser

tac
Tyr

cgt
Arg

tct
Ser

ggc
Gly
120

cac
His

tac
Tyr

gag
Glu

gca
Ala

gaa
Glu
200

gtt
Val

gcc
Ala
25

gcg
Ala

gtt
vVal

ggt
Gly

gcg
Ala

ggc
Gly
105

gac
Asp

gga
Gly

ggt
Gly

att
Ile

tac
Tyr
185

gtt
Val

gct
Ala

atc
Ile

tct
Ser

ctt
Leu

ggt
Gly

aag
Lys
90

gca
Ala

aaqg
Lys

atg
Met

gtt
Val

gct
Ala
170

cct
Pro

ggc
Gly

gct
Ala

10

gct
Ala

gag
Glu

acc
Thr

tgc
Cys
75

gct
Ala

cag
Gln

atc
Ile

aag
Lys

gat
Asp
155

ctg

Leu

cgc
Arg

gcg
Ala

ggt
Gly

999
Gly

aac
Asn

aat
Asn
60

gaa
Glu

ctc
Leu

gct
Ala

atg
Met

ttg
Leu
140

cct
Pro

aag
Lys

cac
His

aag
Lys

ttg
Leu
220

gaa
Glu

ttc
Phe
45

aag
Lys

caa
Gln

ttc
Phe

aat
Asn

ggt
Gly
125

aac
Asn

gag
Glu

gag
Glu

ctt
Leu

ctg
Leu
205

cac
His

ctt
Leu
30

gtt
Val

tat
Tyr

gtc
Val

ggt
Gly

gct
Ala
110

ctg
Leu

ttc
Phe

acc
Thr

cag
Gln

gat
Asp
190

tgg
Trp

cca
Pro

gcc
Ala

cCcC
Pro

gcc
Ala

gac
Asp

gca
Ala
95

gct
Ala

tct
Ser

tce
Ser

atg
Met

cca
Pro
175

ttc
Phe

gtc
Val

agce
Ser

15

cgt
Arg

cgt
Arg

gag
Glu

atc
Ile
80

gag
Glu

gtg
Val

ttg
Leu

gga
Gly

cgt
Arg
160

aag

Lys

gag
Glu

gat
Asp

cca
Pro

1657

1705

1753

1801

1849

1897

1945

1993

2041

2089

2137

2185

2233



gtt
Val
225

gga
Gly

ctg
Leu

gca
Ala

ttc
Phe

gag
Glu
305

acc
Thr

cag
Gln

act
Thr

act
Thr

gat
Asp
385

gct
Ala

aag
Lys

atc
Ile

cct
Pro

cct
Pro

aac
Asn

gtt
Val

cgt
Arg
290

cgt
Arg

ggt
Gly

atg
Met

gtg
Val

tct
Ser
370

att
Ile

aat
Asn

ctt
Leu

gtc
Val

<210> 4
<211> 434

tac
Tyr

cgt
Arg

tct
Ser

gct
Ala
275

gac

Asp

ctg
Leu

ggc
Gly

gat
Asp

aac
Asn
355

ggt
Gly

cct
Pro

ggt
Gly

gct
Ala

taa

tct
Ser

tcc
Ser

tcc
Ser
260

gcg
Ala

cgt
Arg

act
Thr

act
Thr

ggc
Gly
340

cgt
Arg

ctg
Leu

gca
Ala

aag
Lys

gca
Ala
420

gat
Asp

ggc
Gly
245

gta
Val

aag
Lys

cag
Gln

gct
Ala

gat
Asp
325

cag
Gln

aac
Asn

cgt
Arg

ttc
Phe

tcc
Ser
405

gat
Asp

gtt
Val
230

atc
Ile

ttc
Phe

gct
Ala

gct
Ala

tct
Ser
310

gtg
Val

cag
Gln

gcg
Ala

att
Ile

act
Thr
390

gca
Ala

tac
Tyr

gtt
Val

att
Ile

cca
Pro

act
Thr

cgc
Arg
295

gat
Asp

cac
His

gcg
Ala

gtt
Val

ggt
Gly
375

gag
Glu

gac
Asp

cca
Pro

tct
Ser

ctg
Leu

ggt
Gly

tct
Ser
280

acg
Thr

gcg
Ala

ttg
Leu

gaa
Glu

cct
Pro
360

act
Thr

gtt
Val

att
Ile

ctg
Leu

30

tcc
Ser

gct
Ala

cag
Gln
265

ttg
Leu

ttg
Leu

aag
Lys

gtt
Val

gat
Asp
345

ttc
Phe

cct
Pro

gca
Ala

gag
Glu

tat
Tyr
425

act
Thr

aag
Lys
250

cag
Gln

aag
Lys

gag
Glu

gcc
Ala

ttg
Leu
330

ctg
Leu

gat
Asp

gcg
Ala

gac
Asp

tct
Ser
410

gag
Glu

gtc
Val
235

cag
Gln

ggt
Gly

att
Ile

ggt
Gly

gct
Ala
315

gct
Ala

ctg
Leu

cct
Pro

ctg
Leu

atc
Ile
395

ctg

Leu

ggc
Gly

cac
His

gag
Glu

ggt
Gly

gct
Ala

gct
Ala
300

ggc
Gly

gat
Asp

cac
His

cgt
Arg

gct
Ala
380

att
Ile

cgt
Arg

ttg
Leu

aag
Lys

tac
Tyr

cct
Pro

ggc
Gly
285

cgc
Arg

gtg
Val

ctg
Leu

gag
Glu

cca
Pro
365

acc

Thr

ggt
Gly

ggc
Gly

gaa
Glu

act
Thr

gcg
Ala

ttg
Leu
270

act
Thr

att
Ile

gat
Asp

cgt
Arg

gtt
Val
350

cca
Pro

cgt
Arg

act
Thr

cgt
Arg

gac
Asp
430

ttg
Leu

aag
Lys
255

atg
Met

gag
Glu

ctt
Leu

gtc
Val

aac
Asn
335

ggt
Gly

atg
Met

ggt
Gly

gct
Ala

gta
val
415

tgg
Trp

ggt
Gly
240

aag
Lys

cac
His

cag
Gln

gct
Ala

ttg
Leu
320

tce
Ser

atc
Ile

gtt
Val

ttc
Phe

ttg
Leu
400

gca
Ala

acc
Thr

2281

2329

23177

2425

2473

2521

2569

2617

2665

2713

2761

2809

2857

2866



<212> ERT

<400> 4

Met

1

Glu

Gln

Ser

Gly

65

Ile

Phe

Leu

Ala

Lys

145

val

Val

Ala

Met

vVal

225

Gly

Leu

Ala

Phe

Thr

Leu

Arg

Val

50

Tyr

Glu

Met

His

130

Leu

Asp

Ile

Phe

Ala

210

Pro

Pro

Asn

Val

Arg
2990

Asp

Asp

Asp

35

Leu

Pro

Asp

Asn

Thr

115

Gly

Tyr

Met

Ile

Gln

195

His

Tyr

Arg

Ser

Ala

275

Asp

Ala
Pro

20
Thr
Gln
Gly
Leu
Val
100
Leu
Gly
Glu
Asp
Ala
180
Ser
Phe
Ser
Ser
Ser
260

Ala

Arg

His

Glu

Leu

Ala

Arg

Ala

85

Gln

Ala

His

val

Gln

165

Gly

Ile

Ala

Asp

Gly

245

val

Lys

Gln

Gln

Val

Glu

Gln

Arg

70

Arg

Pro

Glu

Leu

Val

150

val

Trp

Ala

Gly

Val

230

Ile

Phe

Ala

Ala

Ala

Ala

Met

Gly

55

Tyr

Asp

His

Pro

Thr

135

Ala

Arg

Ser

Ala

Leu

215

val

Ile

Pro

Thr

Arg
295

Asp

Ala

Ile

40

Ser

Tyr

Arg

Ser

Gly

120

His

Tyr

Glu

Ala

Glu

200

Val

Ser

Leu

Gly

Ser

280

Thr

31

Asp
Ala

25
Ala
Val
Gly
Ala
Gly
105
Asp
Gly
Gly
Ile
Tyr
185
Val
Ala
Ser
Ala
Gln
265

Leu

Leu

val

10

Ile

Ser

Leu

Gly

Lys

90

Ala

Lys

Met

Val

Ala

170

Pro

Gly

Ala

Thr

Lys

250

Gln

Lys

Glu

Arg

Ala

Glu

Thr

Cys

75

Ala

Gln

Ile

Lys

Asp

155

Leu

Arg

Ala

Gly

Val

235

Gln

Gly

Ile

Gly

Tyr

Gly

Asn

Asn

60

Glu

Leu

Ala

Met

Leu

140

Pro

Lys

His

Lys

Leu

220

His

Glu

Gly

Ala

Ala
300

Gln

Glu

Phe

45

Lys

Gln

Phe

Asn

Gly

125

Asn

Glu

Glu

Leu

Leu

205

His

Lys

Tyr

Pro

Gly

285

Arg

Pro

Leu

30

Val

Tyr

Val

Gly

Ala

110

Leu

Phe

Thr

Gln

Asp

190

Trp

Pro

Thr

Ala

Leu

270

Thr

Ile

Leu

15

Ala

Pro

Ala

Asp

Ala

95

Ala

Ser

Ser

Met

Pro

175

Phe

Val

Ser

Leu

Lys

255

Met

Glu

Leu

Asn

Arg

Arg

Glu

Ile

80

Glu

val

Leu

Gly

Arg

160

Lys

Glu

Asp

Pro

Gly

240

Lys

His

Gln

Ala



Glu

305

Thr

Gln

Thr

Thr

Asp

385

Ala

Lys

Ile

Arg

Gly

Met:

Val

Sex

370

Ile

Asn

Leu

Val

Leu

Gly

Asp

Asn

355

Gly

Pro

Gly

Ala

Thr

Thr

Gly

340

Arg

Leu

Ala

Lys

Ala
420

Ala

Asp

325

Gln

Asn

Axg

Phe

Ser

405

Asp

Ser
310
vVal
Gln
Ala
Ile
Thr
390

Ala

Tyr

Asp

His

Ala

Val

Gly

375

Glu

Asp

Pro

Ala

Leu

Glu

Pro

360

Thr

Val

Ile

Leu

32

Lys

vVal

Asp

345

Phe

Pro

Ala

Glu

Tyr
425

Ala

Leu

330

Leu

Asp

Ala

Asp

Ser

410

Glu

Ala
315
Ala
Leu
Pro
Leu
Ile
395

Leu

Gly

Gly

Asp

His

Arg

Ala

380

Ile

Arg

Leu

Val

Leu

Glu

Pro

365

Thr

Gly

Gly

Glu

Asp

Arg

val

350

Pro

Arg

Thr

Arg

Asp
430

val
Asn
335
Gly
Met
Gly
Ala
val

415

Trp

Leu

320

Ser

Ile

Val

Phe

Leu

400

Ala

Thr
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PATENTOVE NAROKY

1. Spbésob fermentadnej vyroby L-aminokyselin,
vyznadcujuci s a t ym, Ze sa uskuto&iuju

nasledovné kroky:

a) fermentacia koryneformnych baktérii produkujicich
Ziadanu L-aminokyselinu, v ktorych sa zoslabuje aspoi

gén glya,

b) koncentrovanie Ziadaného produktu v médiu alebo v bun-

kdch baktérii a

c) izoléacia L-aminokyseliny.

2. Spbsob podla ndroku 1, vy znaé&ujuci s a
t ym, Ze sa pouZivaju baktérie, v ktorych sa pridavne
zosilfiujh dalSie gény pre biosyntetickd drahu Ziadanej

L-aminokyseliny.

3. Spdsob podla néroku 1, vy zna &uijtci s a
t ym, Ze sa pouZivaji baktérie, v ktorych st aspoi &ias-
toCne eliminované metabolické drahy, ktoré zniZuju tvorbu

Ziadanej L-aminokyseliny.

4. Spdsob podla naroku 1, vy zna &uijuaci s a
t ym, Ze sa zniZuje expresia polynukleotidu, ktory kéduje
gén glyA.

5. Spdsob podla ndroku 1, vy znaduijiaci s a
t ym, Ze sa zoslabuju katalytické vlastnosti polypeptidu
(enzymového proteinu), ktory je kédovany polynukleotidom

glyA.
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6. Spdsob podla ndroku 1, vy zna &uijaci s a
t ym, Ze na dosiahnutie zoslabenia sa pouZiva spdsob
integragnej mutagenézy pomocou vektora pKl8mobglyA’
zndzorneného na obrdzku 1 a uloZeného v E. coli ako DSM
13170.

7. Spbsob podla ndroku 1, vy zna &uijuci s a
t ym, Ze na vyrobu L-treoninu sa fermentuju baktérie,
v ktorych sa sUCasne zvy3ene exprimuje alebo amplifikuje
jeden alebo viac génov vybranych zo skupiny zahrfhajucej

7.1 gén hom kédujiaci homoserindehydrogenazu,

7.2 gén gap koédujuci glyceraldehyd-3-fosfatdehydro-
genazu,

7.3 gén pyc kédujuci pyruvatkarboxylazu,

7.4 gén mgo kdédujuci malat-chindénoxidoreduktazu,

7.5 gén thrE kdédujuci export treoninu.

8. Spdsob podla ndroku 1, vy znadu3juci s a
t ym, Ze sa na vyrobu L-treoninu fermentuju baktérie, v
ktorych sa suCasne zoslabuje jeden alebo viac génov
vybranych zo skupiny zahfhajucej

8.1 gén pck kédujuci fosfoenolpyruvatkarboxykinazu,

8.2 gén poxB kédujuci pyruvatoxidazu.
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9. Spbsob podla jedného alebo viacerych z predchadza-
jucich narokov, vy znad¢ujaci s a t ym, Ze sa

pouzivaji mikroorganizmy rodu Corynebacterium glutamicum.

10. Koryneformné baktérie, v ktorych sa zoslabuje gén

glyA.

11. Vektor pKl8mobglyA’ zndzorneny na obrazku 1 a
uloZeny v E. coli ako DSM 13170.

12. Izolovany polynukleotid obsahujuci

(i) nukleotidovl sekvenciu jednotky lacI-tac-5'glyA

znazornenu v SEQ ID No. 2 alebo

(ii) aspon jednu sekvenciu, ktorad zodpoveda sekvencii (i)

v oblasti degenerédcie genetického kdédu, alebo

(iii) aspofi jednu sekvenciu, ktord hybridizuje so sek-
venciami komplementédrnymi k sekvencidm (i) alebo (ii),
a popripade

(iv) funkéne neutrdlne mutécie so zmyslom v (i).

13. Izolovany polynukleotid obsahujuci

(1) nukleotidovl sekvenciu jednotky lacI-tac-glyA

znadzcrnent v SEQ ID No. 3 alebo

(ii) aspof jednu sekvenciu, ktord zodpovedd sekvencii (i)

v oblasti degeneracie genetického kédu, alebo

(iii) aspofl jednu sekvenciu, ktora hybridizuje so sek-



(iv)

36

venciami komplementdrnymi

a popripade

funk&ne neutrdlne mutacie

k sekvenciam (i) alebo (ii),

so zmyslom v (i).
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