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(57)  Anoticia:

Vynélez sa tyka spdsobu produkcie L-aminokyselin, naj-
mé L-homoserinu a L-treoninu, a aminokyselin s rozvet-
venym retazcom, najmi L-valinu a L-leucinu, s pouZitim
baktérif, ktoré patria do rodu Escherichia, s vy$§im vy-
tazkom. Baktériou pouZitou v spdsobe podla vyndlezu je
baktéria, ktord ma schopnost’ produkovat’ aminokyselinu
a v ktorej je posilneny gén rhrC, kédujiici protein, ktory
md schopnost’ podiel'at’ sa na tvorbe baktérie, ktord ma
protein odolny proti L-treoninu. Vyhodne je to baktéria,
v ktorej je d’alej posilneny rAatB gén, kédujiici protein,
ktory ma schopnost’ podielat’ sa na tvorbe baktérie, ktord
mad protein odolny proti L-homoserinu, pricom tato bakté-
ria sa kultivuje v kultivaCnom prostredi na produkciu
a akumuldciu aminokyseliny v prostredi a aminokyselina
sa ziska z uvedeného prostredia.
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Oblast’ techniky

Vynélez sa tyka biotechnoldgie, bliZSie sa tyka sposobu vyroby aminokyselin; tyka sa najmi spdsobu vy-
roby L-homoserinu, L-treoninu, L-valinu a L-leucinu s pouZitim baktérif, ktoré patria do rodu Escherichia.

Doterajsi stav techniky

Pdvodcovia tohto vyndlezu pripravili mutant E. coli K-12, s mutdciou thrR (v tomto texte oznaCovani
ako rhtA23), ktord sa tyka odolnosti proti vyS§im koncentrdcidm treoninu alebo homoserinu v minimdlnom
médiu (Astaurova O., B. et al., Appl. Bioch. and Microbiol., 21, 611 az 616 (1985)). Uvedend mutdcia umoz-
nila zlepSenie vyroby L-treoninu (patent SU 974 817), homoserinu a glutamdtu (Astaurova O. B., et al., Appl.
Bioch. and Microbiol. 27, 556 az 561 (1991)) s pouzitim prislusnych produkénych kmetiov E. coli.

Pdvodcovia tohto vyndlezu d’alej zistili, Ze riitA gén jestvuje v 18 min na chromozéme E. coli a Ze rhtA
gén je identicky s ORF1 medzi génmi pexB a ompX. Celok, exprimujtici protein kédovany s ORF sa oznacil
ako rhtA (rht: resistance to homoserine and threonine). Uvedeny gén ritA zahfiia 5'-nekédujicu oblast’ vrata-
ne sekvencie SD, ORF1 a termindtor. Povodcovia tohto vyndlezu teda zistili, Ze divoky typ rhtA génu sa po-
diel'a na odolnosti k treonfnu a homoserinu, ak je klonovany v ndsobnych képidch (multicopy state), a Ze
uvedend rhtA23 mutdcia je substitticia A-za-G v polohe -1 vzhl'adom na $tartovaci kodén ATG (Abstracts of
17" International Congress of Biochemistry and Molecular Biology, spojeny s Vyro&nou konferenciou
(1997) Am. Soc. for Biochemistry and Molecular Biology, San Francisco, CA USA, 24. aZ 29. augusta 1997,
abstrakt 457).

Zistilo sa, Ze pocas klonovania ritA génu v E. coli jestvuji najmenej dva rozne gény, ktoré dodavaji
odolnost’ proti treonfnu a homoserinu. Jeden z tychto génov je gén ritA a dalsf zisteny gén bol gén rhtB, kto-
ry vnésa odolnost’ proti homoserinu (Ruskd patentovd prihldSka 98 118 425).

Podstata vynalezu

Podstatou vyndlezu je spdsob produkcie aminokyseliny, predovSetkym L-homoserinu, L-treoninu a ami-
nokyselin s rozvetvenym retazcom s vys§im vytazkom.

Pdvodcovia vyndlezu zistili, Ze oblast’ 86 min na chromozéme E. coli, ak je klonovand viacndsobne kopi-
rujicim vektorom, doddva bunkdm E. coli odolnost’ proti L-homoserinu; pévodcovia vyndlezu d’alej zistili,
Ze v protismernej oblasti jestvuje dalsi gén, gén rhrC, ktory sposobuje odolnost proti treoninu; dalej zistili,
Ze amplifikiciou tychto génov sa mdZe zlepsit aminokyselinovd produktivita baktéri{ E. coli, podobne ako
pri géne rhtA. Na zdklade uvedenych zisteni vznikol tento vyndlez.

V suvislosti s uvedenym spdsobom bolo zistené nasledovné:

1) Baktéria pouZitd v spdsobe podla vyndlezu patri k rodu Escherichia, pricom jej rezistencia proti L-treo-
ninu je zosilnend posilnenim aktivity proteinu definovaného v nasledujticich odsekoch A) alebo B) v bunke
tejto baktérie:
A) protein, ktory zahrnuje aminokyselinovii sekvenciu SEQ ID No.: 4; alebo
B) protein, ktory zahrnuje aminokyselinovi sekvenciu vritane delécie, substiticie, inzercie alebo adicie
jednej aminokyseliny alebo viacerych aminokyselin aminokyselinovej sekvencie SEQ ID No.:4 a ktory ma
schopnost’ urobit’ baktériu, ktord obsahuje uvedeny protein, odolnou proti L-treoninu;
2) Baktéria, ako je opisand v bode 1), pricom jej rezistencia proti L-homoserinu je zosilnend posilnenim ak-
tivity proteinu definovaného v nasledujucich odsekoch C) alebo D) v bunke tejto baktérie:
C) protein, ktory zahrnuje aminokyselinovi sekvenciu SEQ ID No.: 2; alebo
D) protein, ktory zahrnuje aminokyselinovi sekvenciu vritane delécie, substiticie, inzercie alebo adicie
jednej aminokyseliny alebo viacerych aminokyselin aminokyselinovej sekvencie SEQ ID No.: 2 a ktory ma
schopnost urobit’ baktériu, ktord obsahuje uvedeny protein, odolnou proti L-homoserinu;
3) Baktéria, ako je opisand v bode 1) alebo 2), v ktorej aktivita proteinu, ako je definovany v A) alebo v B),
je posilnend transformdciou baktérie pomocou DNA kédujicej pre protein, ako je definovany v A) alebo B);
4) Baktéria, ako je opisand v bode 2), v ktorej aktivita proteinu, ako je definovany v C) alebo v D), je posil-
nend transformdciou baktérie pomocou DNA kédujticej pre protein, ako je definovany v C) alebo D);
5) Sposob produkcie aminokyseliny, ktory zahrnuje nasledujtice kroky:
kultivdciu baktérie, ako je opisand v ktoromkol'vek z bodov 1) az 4), ktord je schopnd produkovat’ aminoky-
selinu, v kultivanom médiu, na produkovanie a akumulovanie aminokyseliny v kultivaénom médiu, a izol4-
ciu aminokyseliny z média;
6) Sposob podla bodu 5), priom aminokyselina je vybrand zo skupiny pozostdvajicej z L-homoserinu, L-
-treoninu a aminokyselin s rozvetvenym retazcom.
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7) Sposob podla bodu 6), pricom aminokyselinou s rozvetvenym retazcom je L-valin alebo L-leucin.

8) DNA, ktord kéduje protein definovany v nasledujicich bodoch A) alebo B):
A) protein, ktory md aminokyselinovi sekvenciu SEQ ID No.: 4,
B) protein, ktory md aminokyselinovi sekvenciu SEQ ID No.: 4 vritane substittcie, delécie, inzercie,
adicie alebo inverzie jednej aminokyselinyalebo viacerych aminokyselin, a tento protein md schopnost’
urobit’ baktériu, v ktorej sa nachddza, rezistentnu proti L-treoninu,

9) DNA uvedend v bode 8), ktord je DNA definovanou v nasledujicich bodoch a) alebo b):

a) DNA, ktord zahrnuje nukleotidovi sekvenciu od nukleotidu 187 po nukleotid 804 v SEQ ID No.: 3;

b) DNA, ktord hybridizuje s nukleotidovou sekvenciou od nukleotidu 187 po nukleotid 804 v SEQ ID

No.: 3, alebo vzorka pripravend z nukleotidovej sekvencie v prisnych podmienkach, a ktord kéduje prote-

in s aktivitou schopnou urobit’ baktériu, ktord tento protein obsahuje, rezistentnou proti L-treoninu.

10) DNA, ako je opisand v bode 9), pri¢om prisne podmienky si podmienky, pri ktorych sa premyvanie
uskutoéiiuje pri 60 °C a koncentracia soli zodpovedad 1 x SSC a 0,1 % SDS.

DNA fragment, kodujtci pre protein uréeny v A) alebo B), sa mbZe oznacit’ ako gén rhzC; protein kédo-
vany génom rhtC sa mbZe oznacit’ ako RhtC protein; DNA kddujica pre protein ur€eny v C) alebo D) sa mo-
e oznadit ako gén rhzB protein, kédovany génom rhizB sa mdZe oznadit’ ako RhzB protein. Uinnost (aktivi-
ta) RhtC proteinu, ktory sa podiel’a na odolnosti baktérie proti L-treoninu (to znamend t¢innost’, vyznacujtica
sa tym, Ze baktéria md RhtC protein odolny proti L-treoninu) sa mdZe oznacit’ ako Rt aktivita a ticinnost’
RhtB proteinu, ktory sa podiela na odolnosti baktérie proti L-homoserinu (to znamend tc¢innost’, vyznacujtica
sa tym, Ze baktéria md RhtB protein odolny proti L-homoserinu) sa mdZe oznalit’ ako Rh aktivita. Kon-
Strukény gén, kédujici RhtC protein alebo RhtB protein v rhrC géne alebo v rhitB géne, mozno oznacit’ ako
rhtC konstrukény gén alebo rhzB konStrukény gén. Vyraz zvySenie, zosilnenie alebo zlepSenie Rt ti¢innosti
(aktivity) alebo Rh t¢innosti (aktivity) znamend zvySenie odolnosti baktérie proti treoninu alebo homoserinu
alebo zvySenie odolnosti pomocou zvySenia po¢tu molekil RhtC proteinu alebo RhtB proteinu so zvySenou
S$pecifickou aktivitou tychto proteinov alebo znecitlivenim negativnej reguldcie proti expresii alebo aktivite
uvedenych protefnov a podobne. Vyraz DNA kdédujtica pre protein znamend DNA, ktorej jedno z vldken ko-
duje pre protein, ak je DNA dvojvladknova. Odolnost’ proti L-treoninu znamend takud vlastnost’ baktérie, Ze
baktéria rastie na minimalnom médiu, obsahujicom L-treonin v koncentrdcii, pri ktorej kmeti divokého typu
uvedenej baktérie nerastie, zvycajne >30 mg.ml™. Odolnost’ proti L-homoserfnu znamen4 taki vlastnost bak-
térie, Ze baktéria rastie na minimalnom médiu, obsahujicom L-homoserin v koncentracii, pri ktorej kmei di-
vokého typu uvedenej baktérie nerastie, zvy¢ajne >5 mg.ml”. Schopnost’ produkovat’ aminokyselinu zname-
nd taku vlastnost’ baktérie, Ze baktéria produkuje a akumuluje aminokyselinu v prostredi (médiu) vo vacSom
mnozstve ako kmeii divokého typu uvedenej baktérie.

Dalej texte sa vynalez vysvetluje podrobnejiie.

1) DNA pouzitd na kédovanie proteinu pouZitého v spdsobe podl'a tohto vyndlezu

Prvy fragment DNA, pouZity v tomto vyndleze (#htC gén), kédujici pre protein, ktory ma Rt aktivitu
a md aminokyselinovi sekvenciu SEQ ID No.: 4. Podrobnejsie, uvedend DNA moZe byt napriklad DNA, za-
hrnujica nukleotidovii sekvenciu s ¢islami nukleotidov 187 aZ 804 nukleotidovej sekvencie SEQ ID No.: 3.

Druhy fragment DNA, pouZzity v tomto vyndleze (rhtB gén), kodujtci pre protein, ktory md aktivitu Rh a
ma aminokyselinovi sekvenciu SEQ ID No.: 2. Podrobnejsie, uvedend DNA moze byt napriklad DNA, za-
hrnujtica nukleotidovii sekvenciu s ¢islami nukleotidov 557 az 1 171 nukleotidovej sekvencie SEQ ID No.: 1.

Uvedeny gén rhtB, ktory méd nukleotidovi sekvenciu SEQ ID No.: 1, zodpoveda Casti komplementarnej
sekvencie k sekvencii oznacenej pristupovym ¢islom M87 049 v GenBank a zahrnuje f138 (&isla nukleotidov
61 959 az 61 543 z M87 049), Co je zndmy, ale funkéne nezndmy ORF (open reading frame, otvoreny Citac{
rdmec), pritomny v 86 min na chromozdéme E. coli a jeho 5'- a 3'-okrajové oblasti. Uvedeny f138, ktory ma
iba 160 nukleotidov v okrajovej oblasti 5'-, by nemohol zvySovat’ odolnost’ proti homoserinu. Medzi 62 160.
a 61 959. nukleotidmi M87 049 (v protismere ORF f138) nie je pritomny nijaky terminacny kodén. Jeden
z ATG kodénov tejto sekvencie je navySe uprednostiiovany ribozémovym vézbovym miestom (62 171 az 62

z M87 049) sa oznacuje ako rhtB gén.

Uvedeny gén rhtB sa moZe ziskat napriklad nao€kovanim Mucts lyzogénneho kmetia E. coli pouZitim ly-
zatu lyzogénneho kmena E. coli, ako je K12 alebo W3 110, spésobom, v ktorom sa pouZije mini-Mu d5005
fag (Groisman E. A, et al., J. Bacteriol. 168, 357 aZ 364 (1986)) a izoluju sa fadgové DNA z kolénif, rasticich
na minimalnom médiu, obsahujiicom kanamycin (40 pg.ml™) a L-homoserin (10 pg.m™). Ako sa objastiuje v
dalej uvedenych prikladoch, gén rhtB sa zmapoval v 86 min na chromozéme E. coli. Uvedeny fragment
DNA vritane génu rhtB moZno preto ziskat’ z chromozému E. coli hybridizciou kolénif alebo PCR (poly-
merase chain reaction, pozri White T. J. et al., Trends Genet. 5, 185 (1989)) s pouZitim oligonukleotidu (pri-
padne oligonukleotidov), ktory md sekvenciu zodpovedajticu oblasti blizkej Casti 86 min na chromozéme
E. coli.
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Oligonukleotid moZe byt alternativne konitruovany podl'a nukleotidovej sekvencie SEQ ID No.: 1. Uplna
kédujica oblast’ méze byt amplifikovand pouzitim oligonukleotidov, ktoré maji nukleotidové sekvencie
zodpovedajtice protismernej oblasti od nukleotidu ¢islo 557 a v smere od nukleotidu ¢&islo 1 171 v SEQ ID
No.: 1 ako priméry pre PCR.

Syntéza oligonukleotidov sa moZe vykonat’ beznym spdsobom, ako je napriklad fosfoamidovy spdsob
(pozri Tetrahedron Letters, 22, 1859 (1981)) s pouZitim komercne dostupného syntetizdtora DNA (napriklad
DNA Synthesizer Model 380B, vyrdbany v Applied Biosystems). PCR sa d’alej mdZe vykonat’ s pouZitim
komerc¢ne dostupného PCR-zariadenia (napriklad DNA Thermal Cycler Model PJ2000, vyrabany spolo¢nos-
tou Takara Shuzo Co., Ltd.) a Tag DNA polymerdzy (doddvanej spolo¢nostou Takara Shuzo Co., Ltd.) spo-
sobom, uvddzanym doddvatel'om.

Gén rhtC sa ziskal v DNA fragmente vrdtane génu rhtB v spojitosti s klonovanim rAtB génu, ako sa uvé-
dza d’alej v prikladoch uskuto€nenia vyndlezu. Uvedeny gén rhtC zodpovedd opravenej (opisuje sa v d’alSom
texte) sekvencii 0128 (nukleotidy &islo 60 860 az 61 480 z pristupového &isla M87049 GeneBank), Co je
zndmy ale funkéne nezndmy ORF. Uvedeny gén rArC moZno ziskat' spsobom PCR alebo hybridizdciou
s pouzitim oligonukleotidov konstruovanych podl'a nukleotidovej sekvencie SEQ ID No.: 3. Uplnii kédujiicu
oblast’ mozno amplifikovat’ pri pouZiti oligonukleotidov, ktoré maji nukleotidovi sekvenciu zodpovedajicu
protismernej oblasti od nukleotidu Cislo 187 a oblasti v smere od nukleotidu ¢islo 804 v SEQ ID No.: 3 ako
priméry pre PCR.

DNA kédujtica pre RhtB protein podl’a tohto vyndlezu méZze kédovat’ pre RhtB protein vritane delécie, sub-
stiticie, inzercie alebo adicie jednej aminokyseliny alebo viacerych aminokyselin na jednom mieste alebo viace-
rych miestach za predpokladu, Ze sa Rh aktivita tymto sposobom kédovaného RhtB proteinu nezhorsi. Podobne,
DNA kédujiica pre RhtC protein podla tohto vyndlezu moZe kédovat’ pre RhtC protefn vratane delécie, substi-
ticie, inzercie alebo adicie jednej aminokyseliny alebo viacerych aminokyselin na jednom mieste alebo viace-
rych miestach za predpokladu, Ze sa Rt aktivita tymto sposobom kédovaného RhtC proteinu nezhorsi.

DNA, ktord kéduje pre v podstate rovnaky protein, ako je RhtB protein alebo RhtC protein, ako sa opisu-
ji vyssie, moZno ziskat' napriklad modifikdciou nukleotidovej sekvencie, napriklad polohovo usmernenou
mutagenézou tak, Ze jeden aminokyselinovy zvySok alebo viac aminokyselinovych zvy$kov sa na uréitom
mieste podrobi delécii, substiticii, inzercii alebo adicii. DNA, modifikovani opfsanym spdsobom moZno
ziskat’ beZne zndmym mutanym postupom. Mutaény postup zahrnuje spdsob spracovania DNA, kodujicej
pre RhtB protein alebo pre RhtC protein, in vitro, napriklad s hydroxylaminom, a sposob spracovania mikro-
organizmu, napriklad baktérie, ktord patri k rodu Escherichia, so zakotvenou DNA, kédujicou pre RhtB pro-
tein ultrafialovym oZiarenim, alebo mutaénym ¢inidlom, ako je napriklad N-metyl-N'-nitro-nitr6zoguanidin
(NTG) a kyselina dusitd, bezne pouzivané v mutacnych postupoch.

DNA, ktord kéduje pre v podstate rovnaky protein ako RhtB protein alebo RhtC protein mozno ziskat’
expresiou DNA, vystavenej mutaénému ucinku in vitro, ako sa opisuje vysSie, v ndsobnych képidch vo
vhodnej bunke, vySetrovanim odolnosti proti homoserinu alebo treoninu a selekciou DNA, ktord zvySuje
uvedent odolnost’.

Je vSeobecne zndme, Ze aminokyselinové sekvencia proteinu a nukleotidovd sekvencia, ktord pre protein
kéduje, sa mdzu podla jednotlivych druhov, kmetiov, mutantov alebo variantov trocha 1i§it’.

Preto DNA, ktord kéduje pre v podstate rovnaky protein, ako je protein RhtC, sa mbZe ziskat’ izoldciou
DNA, ktord hybridizuje s DNA, ktord md, napriklad, nukleotidovii sekvenciu s nukleotidmi ¢islo 187 az 804
nukleotidovej sekvencie SEQ ID No.: 3, alebo z nej ziskate'nou sondou v prisnych podmienkach, a ktord ké-
duje pre protein, ktory mad Rt aktivitu z baktérie, patriacej k rodu Escherichia, ktord sa podrob{ mutacnému
spracovaniu; alebo zo spontdnneho mutanta alebo variantu baktérie, patriacej k rodu Escherichia.

DNA, ktord kéduje pre v podstate rovnaky protein, ako je RhtB protein, sa moze tieZ ziskat’ izoldciou
DNA, ktora hybridizuje s DNA, ktord m4, napriklad, nukleotidovi sekvenciu nukleotidov ¢islo 557 az 1171
nukleotidovej sekvencie SEQ ID No.: 1 alebo z nej pripravitel'nej sondy v prisnych podmienkach a ktord ké-
duje pre protein, ktory ma Rh aktivitu z baktérie, patriacej k rodu Escherichia, ktord sa podrob{ mutacnému
spracovaniu; alebo zo spontdnneho mutanta alebo variantu baktérie, patriacej k rodu Escherichia.

Vyraz ,prisne podmienky” sa tu vztahuje na podmienky, pri ktorych si DNA vzdjomne hybridizované
v pritomnosti soli v koncentricii, zodpovedajicej beznym podmienkam premyvania pri Southernovom hyb-
ridizaCnom postupe, to znamend 60 °C, 1 x SSC, 0,1 % SDS, vyhodne 0,1 x SSC, 0,1 % SDS.

2) Baktéria patriaca k rodu Escherichia pouZitd v spdsobe podla tohto vyndlezu

Baktéria patriaca k rodu Escherichia pouzitd v sposobe podla tohto vyndlezu je baktéria patriaca k rodu
Escherichia, ktorej Rt aktivita je zvySend. Vyhodnym uskutoénenim baktérie je baktéria, ktord md d’alej zvy-
$ent aj Rh aktivitu. Ako priklad baktérie, patriacej k rodu Escherichia, moZno uviest’ Escherichia coli. Rh
aktivita moZe byt zvySend napriklad amplifikdciou poctu képif rarC konstrukéného génu v bunke alebo
transforméciou baktérie, patriacej k rodu Escherichia s rekombinantnou DNA, v ktorej fragment DNA, zahr-
nujici uvedeny rarC konstrukény gén, kédujici RhtC protein sa liguje s prométorovou sekvenciou, ktord
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u¢inne posobi v baktérii, patriacej k rodu Escherichia. Rt aktivitu mozno zvysit tieZ substitticiou prométoro-
vej sekvencie génu rArC na chromozéme prométorovou sekvenciou, ktord i€inne posobi v baktérii, patriacej
k rodu Escherichia.

Popri uvedenom mozZno zvysit’ Rh aktivitu napriklad amplifikdciou poctu képif #htB konstrukéného génu
v bunke alebo transformdciou baktérie, patriacej k rodu Escherichia, s rekombinantnou DNA, v ktorej frag-
ment DNA, zahrnujici uvedeny r4tB kon$trukény gén, kédujici RhtB protein sa liguje s prométorovou sek-
venciou, ktord t¢inne pdsobi v baktérii, patriacej k rodu Escherichia. Rh aktivitu mozno tiez zvy§it’ substitu-
ciou prométorovej sekvencie génu rAirB na chromozéme prométorovou sekvenciou, ktord tcinne pdsobi
v baktérii, patriacej k rodu Escherichia.

Amplifikicia po€tu képif konstrukéného génu ratC alebo konstrukéného génu B v bunke sa mdZe vyko-
nat’ vloZenim vektora ndsobnych képif (multicopy vector), ktory je nositel'om konstrukéného génu #hrC alebo
konstrukéného génu #htB, do bunky baktérie, patriacej k rodu Escherichia. Podrobnejsie, poCet képii sa moze
zvysit vloZenim plazmidu, fagu alebo transpozénu (Berg D. E. a Berg C. M., Bio/Technol. 1, 417 (1983)), ktory
nesie konstrukény gén ratC alebo konstrukény gén r7urB do bunky baktérie, patriacej k rodu Escherichia.

Ako priklad vektora ndsobnych képil mozno uviest’ plazmidové vektory, ako si pBR322, pMW118,
pUC19 a podobne, fagové vektory, ako si 41059, ABF101, M13mp9, a podobne. Ako priklad transpozénov
mozno uviest’ Mu, Tn10, Tn5 a podobne.

VloZenie DNA do baktérie, patriacej k rodu Escherichia, sa modZe vykonat’ napriklad spdsobom, opisa-
nym D. A. Morrisonom (Methods in Enzymology 68, 326 (1979)), alebo spdsobom, v ktorom sa hostitel'skd
bakteridlna bunka spracuje s chloridom vdpenatym na zvySenie priepustnosti pre DNA (Mandel M. a Higa
A., J. Mol. Biol. 53, 159 (1970)) a podobnymi spdsobmi.

Ak u baktérif, patriacich k rodu Escherichia, produkujicich aminokyselinu, ako sa opisuje vysSie, je zvy-
Send Rt aktivita alebo Rt aktivita a Rh aktivita, moZno produkované mnoZstvo aminokyseliny zvysit. Ako
baktérie, patriace k rodu Escherichia, ktoré maji zvySenu Rt aktivitu alebo Rt aktivitu a Rh aktivitu sa pouZi-
ji kmene, ktoré maji schopnost’ produkovat’ vyzadované aminokyseliny. Okrem toho, schopnost’ produkovat’
aminokyselinu mozno vélenit’ do baktérie, v ktorej je z aktivit Rt a Rh zvy$end aktivita Rt.

Na zdklade amplifikdcie rhtc DNA fragmentu sa ziskali nové kmene E. coli MG442/pRhtC, produkujiici
homoserin; E. coli MG442/pVIC40, pRhtC, produkujtci treonin; E. coli NZ10/pRhtBC a E. coli NZ10/pRhtB,
pRAItC, produkujice homoserin, valin a leucin, ktoré akumuluji aminokyseliny vo vy$§om mnoZstve v po-
rovnani s neamplifikovanym rhtC DNA fragmentom.

Uvedené nové kmene boli uloZené (v stlade s Budapestianskou dohodou o medzindrodnom uloZenf{) v ce-
loruskej Zbierke priemyselnych mikroorganizmov (VKPM). Kmeti E. coli MG442/pRhtC bol uloZeny s pri-
stupovym Cislom VKPM B-7700; kmeil E. coli; MG442/pVIC40, pRhtC bol uloZeny s pristupovym ¢islom
VKPM B-7680; kmeil E. coli NZ10/pRhtB, pRhtC bol uloZeny s pristupovym c&islom VKPM B-7681;
akmen E. coli NZ10/pRhtBC bol uloZeny s pristupovym ¢islom VKPM B-7682.

Uvedeny kmeil E. coli MG442/pRhtC (VKPM B-7700) ma d’alej uvedené kultivaéne morfologické a bio-
chemické vlastnosti.

Cytomorfolégia )
Gramnegativne, slabo pohyblivé tyCinky so zaoblenymi koncami. PozdlZzna velkost’ 1,5 az 2 yum.

Kultiva¢né vlastnosti

Agar s bovinnym extraktom:

Po 24 hodindch rastu pri 37 °C produkuje okrihle, takmer biele, polopriezracné kol6nie s priemerom 1,0
az 3 mm, ktoré maju hladky povrch, pravidelné alebo mierne zvlnené okraje, v strede si mierne vyvySené,
maji homogénnu $truktiru, pastoviti konzistenciu a st 'ahko emulgovatelné.

Agar podl'a Liriu:
Po 24 hodinédch rastu pri 37 °C sa vyvinuli takmer biele, polopriezracné kolénie s priemerom 1,5 aZ
2,5 mm, ktoré mali hladky povrch, homogénnu Struktiru, pastovitd konzistenciu a si I'ahko emulgovatel'né.

Minimélne, agarom dopované prostredie M9:
Po 40 aZ 48 hodinéch rastu pri 37 °C sa tvoria kolénie s priemerom 0,5 aZ 1,5 mm, ktoré su sfarbené do
sivobiela, su polopriezracné, mierne konvexné s lesklym povrchom.

Rast na vyvare bovinného extraktu:
Po 24 hodinéch rastu pri 37 °C vznik silného rovnomerného zdkalu a charakteristického zdpachu.
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Fyziologické a biochemické znaky

Rast po ockovani do agaru s bovinnym extraktom: dobry rast v okoli zaockovanej oblasti. Mikroorganiz-
mus sa ukdzal ako fakultativne anaerébny. Neskvapalfiuje Zelatinu.

Dobre rastie na mlieku, rast je sprevddzany koaguldciou mlieka.

Neprodukuje indol.

Teplotné podmienky: rastie na bovinnom vyvare pri 20 az 42 °C; optimum teploty je medzi 33 az 37 °C.
pH hodnota kultivacného prostredia: rastie na tekutom médiu s pH od 6 do 9, optimdlna hodnota pH je 7,2.

Zdroje uhlika: dobre rastie na glukéze, fruktéze, laktéze, mandze, galaktéze, xyloze, glycerole, manitole;
produkuje kyselinu a plyn.

Zdroje dusika: asimiluje dusik vo forme amoniaku, solf kyseliny dusi¢nej, ako aj z niektorych organic-
kych zlicenin.

Je rezistentny proti ampicilinu.

Ako rastovy faktor sa pouZije L-izoleucin. Kmeil mdZe slabo rast’ aj bez izoleucinu.

Obsah plazmidov: bunky obsahuji ndsobny hybridny plazmid pRhtC, ktory zabezpefuje odolnost’ proti
ampicilinu (100 mg.dm™) a nesie gén rhtC, ktory zodpoveda za zvy3ent odolnost’ proti treoninu (50 mg.ml™).

Kmeni E. coli MG442/pVIC40, pRhtC (VKPM B-7680) ma rovnaké kultivaéno-morfologické a biochemic-
ké vlastnosti ako kmefi VKPM B-7700 s vynimkou, Ze dodato¢ne k pRhtC obsahuje ndsobny hybridny plazmid
pVIC40, ktory zabezpeluje odolnost’ proti streptomycinu (100 mg.dm™) a nesie gény treoninového operénu.

Kmei1i E. coli NZ10/pRhtB, pRhtC (VKPM B-7681) md rovnaké kultivaéno-morfologické a biochemické
vlastnosti ako kmeti VKPM B-7700 s vynimkou, Ze sa ako rastovy faktor pouZije L-treonin (0,1 aZ 5 mg.ml™)
namiesto L-izoleucinu. Okrem uvedeného, obsahuje ndsobny hybridny plazmid, ktory zabezpecCuje odolnost’
proti kanamycinu (50 mg.dm™) a nesie rhtB gén, ktory vnasa odolnost’ proti homoserinu (10 mg.ml™).

Kmei E. coli NZ10/pRhtBC (VKPM B-7682) md rovnaké kultivaéno-morfologické a biochemické vlast-
nosti ako kment VKPM B-7681 s vynimkou, Ze obsahuje ndsobny hybridny plazmid pRhtBC, ktory zabezpe-
&uje odolnost’ proti ampicilinu (100 mg.dm™) a nesie obidva gény, rhtB a rhtC, ktoré vnagajii odolnost’ proti
L-homoserinu (10 mg.m'l) a L-treoninu (50 mg.ml'l).

3) Spdsob produkcie aminokyseliny

Aminokyselinu moZno hospodarne produkovat’ kultivaciou baktérie, v ktorej je amplifikiciou poctu kopif
rhtC génu alebo rhitC génu a rhtB génu zvySend Rt aktivita alebo Rt aktivita a Rh aktivita, ako sa uvddza vys-
§ie, a ktord md schopnost’ v kultivaénom prostred{ produkovat’ aminokyselinu; v kultiva¢nom prostred{ (mé-
diu) sa produkuje a akumuluje aminokyselina; aminokyselina sa potom ziska z prostredia. Ako vyhodny pri-
klad aminokyseliny mozno uviest’ L-homoserin, L-treonin a aminokyseliny s rozvetvenym retazcom. Ako
priklad aminokyseliny s rozvetvenym retazcom moZno uviest’ L-valin, L-leucin a L-izoleucin; vyhodny pri-
klad je L-valin a L-leucin.

V spdsobe podla tohto vyndlezu sa kultivdcia baktérie, patriacej k rodu Escherichia, oddelenie a Cistenie
aminokyselin z tekutého prostredia mdZe vykonat’ obdobnymi spdsobmi, ktoré sa beZne pouZivaji na pro-
dukciu aminokyseliny fermentdciou s pouzitim baktérie. Pri kultivdcii sa méZe pouZit’ syntetické prostredie
alebo prirodzené prostredie, pokial’ prostredie obsahuje zdroj uhlika a zdroj dusika, minerdlne litky a, ak tre-
ba, tak aj vhodné mnoZstva vyZivovych zloziek, ktoré baktéria vyZaduje na svoj rast. Zdroj uhlika moZe za-
hrnovat’ r6zne sacharidy, ako je glukéza a sacharéza, a r6zne organické kyseliny v zdvislosti od asimilacnych
schopnost{ pouzitej baktérie. MoZno pouZit’ aj alkohol, ako je etanol alebo glycerol. Ako zdroj dusika sa pou-
Zije amoniak, rdzne aménne soli, ako je sfran aménny, dalsie dusikaté zliceniny, ako si aminy, prirodné
zdroje dusika ako je pepton, séjovy hydrolyzit a digerované fermentacné mikroorganizmy. Ako minerdlne
latky sa pouZzijui dihydrogenfosfore€nan draselny, siran hore¢naty, chlorid sodny, siran Zeleznaty, siran man-
ganaty, uhli¢itan vdpenaty.

Kultivacia sa vyhodne uskutoéni v aerébnych podmienkach za pretrepdvania alebo ako kultivicia s pre-
vzdu$niovanim a mieSanim. Teplota kultivacie je zvyCajne 20 az 40 °C, vyhodne 30 az 38 °C. Hodnota pH
kulttiry je zvy€ajne medzi 5 a 9, vyhodne medzi 6,5 a 7,2; pH kulttiry moZno nastavovat’ amoniakom, uhli¢i-
tanom védpenatym, réznymi kyselinami, roznymi zdsadami a tlmivymi ldtkami. 1 aZ 3 dfiovd kultivdcia zvy-
Cajne vedie k akumulécii vyZadovanej aminokyseliny v prostredi.

Oddelenie aminokyseliny sa méZe po kultivacii vykonat’ odstrdnenim tuhych podielov, ako st bunky, od te-
kutého prostredia odstredenim alebo membrinovou filtraciou, potom izoldciou a Cistenim vyZadovanej ami-
nokyseliny na meni¢i i6nov, skoncentrovanim a frak¢nou krystalizdciou alebo podobnymi spdsobmi.

Prehlad obriazkov na vykresoch

Obréazok 1 zndzorfiuje klonovanie a identifikdciu rhtB a rhtC génov;
Obréazok 2 zndzorfyje Struktiru plazmidu pRhtB, kotviaceho gén r/tB;
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Obrazok 3 znazorfuje Struktiru plazmidu pRhtC, kotviaceho gén rhtC a
Obrazok 4 znazorfiuje Struktiru plazmidu pRhtBC, kotviaceho gén #htB a gén rhtC.

Priklady uskuto¢nenia vynalezu

Vynidlez sa podrobnejSie opisuje pomocou prikladov. Pokial’ sa neuvadza inak, aminokyselina v prikla-
doch mé L-konfigurdciu.

Priklad 1
Ziskanie rhtB a rhtC DNA fragmentov

Krok 1. Klonovanie génov spdsobujticich odolnost’ proti homoserinu a treoninu do mini-Mu fagu

Gény, spdsobujtice odolnost’ proti homoserinu a treoninu sa klonovali in vivo s pouzitim mini-Mu d5005
fadgu (Groisman e., A, et al., J. Bacteriol., 168, 357 az 364 (1986)). Ako donor sa pouzil MuCts62 lyzogén
kmetia MG442 (Guayatiner et al., Genetika (v rustine) 14, 947 az 956 (1978)). Cerstvo pripraveny lyzit sa
pouzil na infikovanie lyzogénnych derivitov Mucts kmetia VKPM V-513 (Hfr K10 metB). Bunky sa naniesli
na platne s minimdlnym glukézovym M9 médiom s metionfnom (50 pg.ml™), kanamycinom (40 pg.ml™)
a homoserinom (10 pg.ml™). Kolénie, ktoré vznikli po 48 hodindch rastu, sa preniesli a izolovali. Plazmidova
DNA sa izolovala a pouZila na transformaciu kmefia VKPM B-513 beznou technikou. Transformanty sa se-
lektovali na agarovych platniach s L-vyvarom s kanamycinom uvedenym postupom. Plazmidovd DNA sa
izolovala z transformantov, ktoré boli odolné proti homoserinu; plazmidovd DNA sa analyzovala restrikénym
mapovanim Struktiry vloZenych fragmentov. Ukdzalo sa, Ze z donora boli klonované dva typy inzertov, ktoré
prislichaji rozdielnym chromozémovym oblastiam. V E. coli potom jestvuji najmenej dva rozdielne gény,
ktoré v ndsobnych képidch doddvaji odolnost’ proti homoserinu. Jeden z uvedenych dvoch typov inzertov je
gén rhtA, ktory uz bol opisany (Abstract of the 17" International Congress of Biochemistry and Molecular
Biology, spojeny s 1997 Annual Meting of the American Society for Biochemistry and Molecular Biology,
San Francisco, Califomia, USA, august 24 — 29, 1997). Mlul-Mlul fragment (0,8 kb) spdsobuje medzi inymi
aj v uvedenych dvoch typoch inzertov odolnost’ iba proti homoserinu (obrdzok 1).

Krok 2. Identifikdcia rhtB génu a rhtC génu

Inzertovy fragment bol sekvenovany Sangerovym spdsobom dideoxy termindcie retazcov. Obidve vldkna
DNA boli celkom sekvenované a vSetky spoje sa prekryli. Sekvenovanie ukdzalo, Ze inzertovy fragment za-
hrnoval f138 (nukleotidové ¢isla 61 543 az 61 959 z pristupového ¢isla M97 049 GenBank), ktory bol zndmy,
ale funk¢ne nezndmy ORF (open reading frame), pritomny v 86 min E. coli chromozéme a priblizne 350 bp je-
ho protismernej oblasti (oblast’ v smere v sekvencii M87 049). Uvedeny f138, ktory mal iba 160 nukleotidov
v 5-okrajovej oblasti nemohol spdsobit” odolnost’ proti homoserinu. V protismere ORF f138 medzi nukleo-
tidmi 62 160 az 61 950 z M87 049 nie je pritomny Ziadny termina¢ny kodén. Dalej, v uvedenej sekvencii za
dové Cisla 62 160 az 61 546) sa oznacil ako gén rirB. Odvodeny protein z uvedeného génu ritB ma oblast,
ktord je vysoko hydrofébna a obsahuje mozné transmembrdnové segmenty.

Ako sa uvddza d’alej, plazmid obsahujtci tento gén vndsa do buniek odolnost’ iba proti vysokym koncen-
tracidm homoserinu. PretoZe pociatony Sacll-Sacll DNA fragment obsahoval druhy neidentifikovany ORF,
0128, bol gén subklonovany a skiSany na jeho schopnost’ vnaSat’ odolnost proti homoserinu a treoninu. Zisti-
lo sa, Ze plazmid, obsahujtici 0128 (fragment Clal-Eco4711T) vnasal odolnost k 50 mg.ml™ treoninu (obrazok 1).
Subklonovany fragment sa sekvenoval a zistilo sa, Ze obsahuje d’al$i nukleotid (G) v polohe medzi nukleo-
tidmi 61 213 az 61 214 M87 049. Prispevok nukleotidu k sekvencii eliminoval posun rdmca a zvic¢Senie ORF
v 5'-okrajovej oblasti az do nukleotidu 60 860. Tento novy gén sa oznacil ako ritC. Zistilo sa, Ze obidva gé-
ny, ritB a rhitC, si homolégne k transportéru, posobiacom pri exporte lyzinu z Corynebacterium glutamicum.

Priklad 2
Vplyv amplifikédcie génov rhtB a rhtC na produkciu homoserinu

1) Konstrukcia L-homoserin produkujticeho kmeia E. coli NZ10/pAL4, pRhtB a produkcia homoserinu

Na ziskanie pRhtB (obrdzok 2) sa gén #htB inzertoval do plazmidu pUK21 (Vieira J. a Messing J., Gene
100, 189 az 194 (1991)).

Na ziskanie kmefiov NZ10/pAL4 sa kmeti NZ10 E. coli transformoval plazmidom pAL4, ¢o je vektor
pBR322, do ktorého bol vloZeny gén thrA, kédujuci pre aspartokindzu — homoserinovi dehydrogendzu L
Kmeii NZ10 je leuB*-revertny mutant thrB’, ziskany z kmefia E. coli C600 (thrB, leuB) (Appleyard R. K.,
Genetics 39, 440 az 452 (1954)).
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Na ziskanie kmefiov NZ10/pAL4, pUK21 a NZ10/pAL4, pRhtb sa kmeii NZ10/pAL4 transformoval
s pUK21 alebo pRhtB.

Ka#dy zo ziskanych transformantov sa kultivoval 18 hodin pri 37 °C vo vyZivnom vyvare s 50 mg.dm™
kanamycinu a 100 mg.dm™ ampicilinu; do 20 x 200 mm skimaviek sa o¢kovalo 0,3 ml ziskanej kultiry vzdy
do 3 ml fermenta¢ného média, ktoré malo d’alej uvedené zloZenie a obsahovalo 50 mg.dm™ kanamycinu a
100 mg.dm™ ampicilinu; kultivdcia prebiehala 48 hodin pri 37 °C v rotaénej trepatke. Po kultivicii sa znd-
mymi spdsobmi stanovilo akumulované mnoZstvo homoserinu v médiu a absorbancia pri 560 nm.

NRYET v - 3
Fermenta¢né médium, zloZenie v g.dm™:

glukéza 80
(NH,4),S0,4 22
K,HPO, 2
NaCl 0,8
MgS0O,4.7 H,O 0,8
FeSO,4.7 H,O 0,02
MnSO,4.5 H,O 0,02
hydrochlorid tiaminu 0,2
kvasinkovy extrakt 1,0
[CaCO; 30

(CaCOs sa sterilizoval samostatne).

Vysledky sa uvaddzaji v tabulke 1. Ako je z tabulky 1 zrejmé, kmeint NZ10/pAL4, pRhtb akumuloval ho-
moserin vo vi¢§om mnoZstve ako kmeti NZ10/pAL4, pUK21, v ktorom nebol gén 74tB zosilneny.

Tabulka 1
M Akumulované mnozstvo|
Kmen ODseql 1,6 moserfu v g.dm”
NZ10/pAL4, pUK21| 14,3 3,3
NZ10/pAL4, pRhtB | 15,6 6,4

2) Konstrukcia homoserin produkujiceho kmefia E. coli MG442/pRhtC a produkcia homoserinu

Na ziskanie pRhtC (obrdzok 3) sa do pUC21 vektora (Vieira, J. a Messing, J.: Gene 100, 189 az 194
(1991)) vlozil gén rhtC.

Aby sa ziskali kmene MG442/pUC21 a MG442/pRhtC, transformoval sa zndmy kment MG442 E. coli,
ktory moze produkovat’ treonin v mnoZstvich nie mensich ako 3 g.dm™ (Gusyatiner, et al., Genetika (rusk4)
14,947 az 956 (1978)), vlozenim pUC21 alebo pRhtC.

Kazdy zo ziskanych transformantov sa 18 hodin kultivoval pri 37 °C vo vyZivnom vyvare s 100 mg.ml"
ampicilinu; do 20 x 200 mm skimaviek sa zaockovalo vZdy po 0,3 ml ziskanej kultiry do 3 ml opisaného
fermentaéného média, obsahujiceho 100 mg.ml" ampicilinu; kultivovalo sa 48 hodin pri 37 °C v rota¢nej
trepacke. Po kultivécii sa zndmymi spdsobmi stanovovalo akumulované mnoZstvo homoserinu v prostredi a
absorbancia pri 560 nm. Vysledky sa uvddzaji v tabul’ke 2.

Tabulka 2
M IAkumulované mnoZstvo,
Kmen ODssq homoserinu v g.dm™
MG442/pUC21| 9,7 <0,1
MG442/pRhtC | 15,2 9.5
Priklad 3

Vplyv amplifikécie rhtB a rhtC génov na produkciu treoninu

1) Konstrukcia kmetia E. coli VG442/pVIC40, pRhtB (VKPM B-7660), produkujiceho treonin a produkcia
treoninu

Beznym sposobom transformdcie sa transformoval kmeii MG442 vloZenim zndmeho plazmidu pVIC40
(patent USA 5 175 107 (1992)). Transformanty sa selektovali na LB agarovych platniach, obsahujicich
0,1 mg.ml" streptomycinu. Tak sa ziskal novy kmeit MG442/pVIC40.

Kmeni MG442/pVIC40 sa transformoval s pUK21 alebo pRhtB na ziskanie kmetiov MG442/pVIC40,
pUK21 a MG442/pVIC40, pRhtB.

Ziskané transformanty sa 18 hodin kultivovali pri 37 °C vo vyZivnom vyvare s 50 mg.dm™ kanamycinu
a 100 mg.dm™ streptomycinu; do 20 x 200 mm skimaviek sa zao&kovalo vzdy po 0,3 ml ziskanej kultiry do
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3 ml fermenta¢ného média opisaného v priklade 2, obsahujticeho 50 mg.dm™ kanamycinu a 100 mg.dm™
streptomycinu; kultivovalo sa 68 hodin pri 37 °C v rotacnej trepacke. Po kultivacii sa zndmymi spdsobmi
stanovovalo akumulované mnoZstvo treoninu v prostred{ a absorbancia pri 560 nm.

Vysledky sa uvddzaju v tabul’ke 3. Ako je z tabulky 3 zrejmé, kmett MG442/pVIC40, pRhtB akumuloval
treonin vo vi¢Som mnoZstve ako kment MG442/pVIC40, pUK21, v ktorom gén rhtB nebol zosilneny.

Tabulka 3
Kmefi ODﬁ()Akumulo/vane mnogstvo
treoninu v g.dm
MG442/pVIC40, pUK21] 16,3 12,9
IMG442/pVIC40, pRhtB | 15,2 16,3

2) Konstrukecia kmetia E. coli VG442/pVIC40, pRhtC (VKPM B-7680), produkujiiceho treonin a produkcia
treoninu

Kmeil MG442/pVIC40 sa transformoval s pRhtC a pUC21. Ziskali sa tak transformanty MG442/pVIC40,
pRhtC a MG442/pVIC40, pUC21. Rovnakym spdsobom ako vySSie sa kmene MG442/pVIC40, pRhtC a
MG442/pVIC40, pUC21 18 hodin kultivovali pri 37 °C vo vyZivhom vyvare s 100 mg.dm™ ampicilinu a
100 mg.dm™ streptomycinu; do 20 x 200 mm skimaviek sa zao&kovalo vzdy po 0,3 ml ziskanej kultiry do
3 ml fermenta¢ného média opisaného v priklade 2, obsahujiiceho 100 mg.dm™ ampicilinu a 100 mg.dm™ strep-
tomyeinu; kultivovalo sa 46 hodin pri 37 °C v rotaCnej trepacke. Po kultivacii sa zndmymi spdsobmi stano-
vovalo akumulované mnoZstvo treoninu v prostredi a absorbancia pri 560 nm.

Vysledky sa uvddzaji v tabulke 4. Z tdajov v tabulke 4 je zrejmé, Ze kment MG442/pVIC40, pRhtC
akumuluje treonin vo vd¢§om mnoZstve ako kment MG442/pVIC40, pUC21, v ktorom gén rhtC nebol zosil-
neny.

Tabulka 4
M Akumulované mnozstvo
Kmen ODsco treoninu v g.dm™
MG442/pVIC40, pUC21| 17,4 4.9
MG442/pVIC40, pRhtC | 15,1 10,2
Priklad 4

Spolo¢ny vplyv génu rhtB a génu rhtC na produkciu aminokyseliny

Do pUC21 sa vloZzil Sacll-Sacll fragment DNA, obsahujici #htB a rhtC gény. Ziskal sa tak plazmid
pRhtBC, ktory kotvi obidva gény, rhthb gén aj rhtC gén (obrdzok 4).

Potom sa transformoval kmeti NZ10 s pUC21, pRhtB, pRhtC alebo pRHBC; ziskali sa tak transformanty
NZ10/pUC21 (VKPM B-7685), NZ10/pRhtB (VKPM B-7683), NZ10/pRhtC (VKPM B-7684), NZ10/pRhtB,
pRhtC (VKPM B-7681) a NZ10/pRhtBC (VKPM B-7682).

Ziskané transformanty sa kultivovali rovnakym spésobom ako vyS$Sie; zndmymi spésobmi sa stanovovalo
akumulované mnoZstvo roznych aminokyselin v prostred{ a absorbancia prostredia pri 540 nm.

Vysledky su zhrnuté v tabulke 5. Z ddajov v tabulke 5 vyplyva, Ze pRhtB a pRhtC maju spolo€ny ti¢inok
na produkciu homoserinu, valinu a leucinu. Tieto vysledky znamenaju, Ze ritB a rhtC génové produkty mdZu
v bunkdch vstupovat’ do interakcif.

Tabulka 5
- . 3| Valin [Leucin|
Kmen ODsgo/Homoserin g.dm 3g. dmg.dm’
INZ10/pUC21 18,7 0,6 0,22 | 0,16
INZ10/pRhtB 19,6 2,3 0,21 | 0,14
INZ10/pRhtC 20,1 0,7 02 | 0,15
INZ10/pRhtBC 21,8 4,2 0,34 | 0,44
INZ10/pRhtB, pRhtC| 19,2 4,4 0,351 0,45
Priklad 5

Vplyv rhtB génu a rhtC génu na odolnost’ proti aminokyselindm

Ako uZz bolo uvedené, plazmidy kotviace rarB a rhtC maju pri pestovani rdznych kmetiov kladny vplyv
na akumuldciu niektorych aminokyselin v kulttre. Zistilo sa, Ze spektrum akumulovanych aminokyselin je
zavislé od genotypu kmetia. Homolégia #itB a rhitC génovych produktov s lyzinovym transportérom LysE
z Corynebacterium glutamicum (Vrljic, M., Sahm, H. a Eggeling, L., Mol. Microbiolo. 22, 815 az 826 (1996))
poukazuje na analogické funkcie tychto proteinov.
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Preto sa skiisal vplyv pRhtB a pRhtC plazmidov na citlivost’ kmefia N99, ktory je mutant rezistentny proti
streptomycinu (Str*) znameho kmetia W3350 (VKPM B-1557), proti niektorym aminokyselindm a analégom
aminokyselin. No¢né kultiry (10° cfu.ml™) kmefiov N99/pUC21, N99//pUK21, N99/pRhtB a N99/pRhtC sa
zriedili 1 : 100 minimdlnym M9 médiom a nechali sa 5 hodin rdst’ v rovnakom médiu. V logaritmickej faze
rastu sa kultiry zriedili a priblizne 10* Zivych buniek sa nanieslo na dobre vysuSené platne s M9 agarom
(2 %), obsahujtice dvojndsobné prirastky aminokyselin alebo ich analégov. Tymto spdsobom sa hodnotila
minimdlna inhibi¢nd koncentricia (minimum inhibitory concentration, MIC) skiSanych zlicenin.

Vysledky sa uvddzajui v tabulke 6. Z vysledkov v tabulke 6 vyplyva, Ze ndsobné képie ratB popri homo-
serfne vndsaji aj zvysent odolnost’ proti a-amino-B-hydroxyvalérovej kyseline (AHVA) a S-(2-aminoetyl)-
-L-cysteinu (AEC), a proti 4-aza-D,L-leucinu; ndsobné képie génu rirC popri treonine zvysili odolnost’ voci
valinu, histidinu a AHVA. Tieto vysledky ukazuju, Ze kazdy z predpokladanych transportérov, RhtB a RhtC,
je $pecificky k niekol’kym substrdtom (aminokyselindm) alebo mdZe vykazovat’ ne$pecifické ticinky ako vy-
sledok amplifikdcie.

Tabulka 6
p MIC v pg.ml’”’
SUbstrdt 60 C2 1 9N99/pRhBINIS/pRAIC

L-homoserin 1 000 20 000 1 000

L-treonin 30 000 40 000 80 000

L-valin 0,5 0,5 2,0

L-histidin 5 000 5 000 40 000

AHVA 100 2 000 15 000

AEC 5 20 5

4-aza-DL-leucin 50 100 50

O-metyl-L-treonin 20 20 20

*/ Rovnaké tdaje sa ziskali s N99/pUK21
Zoznam sekvencii
<110> Ajinomoto Co., Inc.
<120>
<130> EPA-53286
<140>99125406.1
<141> 1999-12-20
<150> RU-98123511
<151> 1998-12-23
<160> 4
<170> PatentIn Ver. 2.0
<210>1
<211> 1231
<212> DNA
<213> Escherichia coli
<220>
<221>CDS
<222> (557)...(1171)
<400> 1
agaaataatg tggagatcgc accgcccatce gaatgtgcca gtatatagcecg tttacgccac 60
ggaccgggct gaacctcctg ctgccagaat gccgceccagat catcaacata atcattaaag 120
cgattaacat gcccgagatg cggatcggct aacaggcgac cggaacgtcce ctgcccgcega 180
tggtcgatga ttaagacatc aaaccccaaa tggaacaggt cataggccag ttccgecatat 240
tttacgtagc tctcaatacg ccccgggcag atgactacca cccggtcatg gtgctgtgeg 300
cgaaaacgga caaagcgcac cggaatgtca tccacaccag taaactctgce ttcatcacge 360
tgacgccaga aatcagtcag cggtcccatg gtaaaagcag caaacgcgtt ttctcettgtt 420
tcccagtett tttgctgctg aaacatcggg taatctgect cttaaaccac gtaaaatcgt 480
tttttttage gtgcctgaca caacgctgceg acagtagcegt attgtggcac aaaaatagac 540
acaccgggag ttcatc atg acc tta gaa tgg tgg ttt gcc tac ctg ctg aca 592

Met Thr Leu Glu Trp Trp Phe Ala Tyr Leu Leu Thr

10
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tcg atc att tta acg ctg tcg cca ggc
Ser Ile Ile Leu Thr Leu Ser Pro Gly

15

20

acc acc tcg ctc aac cac ggt tat ccg
Thr Thr Ser Leu Asn His Gly Tyr Pro

30 35

gct tca gac c¢cgg act ggc gat tca tat

Ala Ser Asp Arg Thr Gly Asp Ser Tyr

45 50

ggg acg cta ttt tcc cge tca gtg att
Gly Thr Leu Phe Ser Arg Ser Val Ile

65

gca ggc gcg gct tac ttg att tgg ctg
Ala Gly Ala Ala Tyr Leu Ile Trp Leu

80

85

gct ggt gca att gac ctt aaa tcg ctg

Ala Gly Ala Ile Asp Leu Lys Ser Leu
95 100

cat ttg ttc cag cgc gca gtt ttt gtg

His Leu Phe Gln Arg Ala Val Phe Val

110 115

att gtg ttt ctg gcg gcg cta ttt ccg
Ile Val Phe Leu Ala Ala Leu Phe Pro

125 130

ccg caa ctg atg cag tat atc gtg ctc
Pro Gln Leu Met GIn Tyr Ile Val Leu

145

gat att att gtg atg atc ggt tac gcc
Asp Ile Ile Val Met Ile Gly Tyr Ala

160

165

cta tgg att aaa gga cca aag cag atg

Leu Trp Ile Lys Gly Pro Lys Gln Met
175 180

ggc tcg ttg ttt atg ctg gtg gga gcg

Gly Ser Leu Phe Met Leu Val Gly Ala

190 195

gcg tgaaaaataa tgtcggatgce ggcgtaaacyg

Ala
205
agacgcgtcet

<210>2

<211> 205

<212>PRT

<213> Escherichia coli
<400> 2

Met Thr Leu Glu Trp Trp Phe

1 5
Thr Leu Ser Pro Gly Ser Gly
20
Asa His Gly Tyr Pro Ala Gly
35

tct
Ser

gcc
Ala

tgt
Cys

gcg
Ala
70
gga
Gly

gcc
Ala

aat
Asn

caa
Gln

ggc
Gly
150
acc
Thr

aag
Lys

ctg
Leu

ggt
Gly

ggt
Gly

gct
Ala
55
ttt
Phe

atc
Ile

tct
Ser

ctc
Leu

ttc
Phe
135
gtc
Val

ctt
Leu

gcg
Ala

tta
Leu

gca
Ala

ggc
Gly
40

ggt
Gly

gaa
Glu

cag
Gln

act
Thr

acc
Thr
120
atc
Ile

acc
Thr

gct
Ala

ctg
Leu

gca
Ala
200

ccttatccga

Ala Tyr Leu

10

Ala Ile Asn

25

Gly Val Tyr

40

11

atc
Ile
25
gtc
Val

tgg
Trp

gtg
Val

cag
Gln

caa
Gln
105
aat
Asn

atg
Met

act
Thr

caa
Gln

aat
Asn
185
tcg
Ser

Leu Thr

10
aac
Asn

tat
Tyr

cgt
Arg

ttg
Leu

tgg
Trp
90
tcg
Ser

cce
Pro

ccg
Pro

att
Ile

cg9
Arg
170
aag
Lys

gcg
Ala

cttactctga

Ser

Thr Met Thr

act
Thr

tgc
Cys

999
Gly

aag
Lys
75
cgce
Arg

cgt
Arg

aaa
Lys

caa
Gln

gtg
Val
155
att
Ile

att
Ile

agg
Arg

Ile

Thr
30

atg 640
Met
tgg 688
Trp
gtt 736
Val
60
tgg 784
Trp
gcc 832
Ala
cga 880
Arg
agt 928
Ser
cag 976
Gln
140
gbtc 1024
Val
gct 1072
Ala
tte 1120
Phe
cat 1168
His
1221
1231
Ile Leu
15
Ser Leu

Cys Trp Ala Ser Asp Arg

45
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Thr Gly Asp Ser Tyr Cys Ala Gly Trp Arg
50 55
Ser Arg Ser Val Ile Ala Phe Glu Val Leu
65 70
Tyr Leu Ile Trp Leu Gly Ile Gln Gln Trp
85 90
Asp Leu Lys Ser Leu Ala Ser Thr Gln Ser
100 105
Arg Ala Val Phe Val Asn Leu Thr Asn Pro
115 120
Ala Ala Leu Phe Pro Gln Phe Ile Met Pro
130 135
Gln Tyr Ile Val Leu Gly Val Thr Thr Ile
145 150
Met Ile Gly Tyr Ala Thr Leu Ala Gln Arg
165 170
Gly Pro Lys Gln Met Lys Ala Leu Asn Lys
180 185
Met Leu Val Gly Ala Leu Leu Ala Ser Ala
195 200
<210>3
<211> 840
<212>DNA
<213> Escherichia coli
<220>
<221>CDS
<222> (187)...(804)
<400> 3
atgccgatca ccgceccagega aatgctcagc gttaacggceg
cgctttggea aaccgtttat ggcgctgatt cgtgcegeatyg
tagtcagcag cataaaaaag tgccagtatg aagactccgt
aaatgt atg ttg atg tta ttt ctc acc gte gce
Met Leu Met Leu Phe Leu Thr Val Ala
1 5
gcg ctt atg agc ccc ggt cce gat tte ttt ttt
Ala Leu Met Ser Pro Gly Pro Asp Phe Phe Phe
15 20 25
gtc agt cgt tcec cgt aaa gaa gcg atg atg ggc
Val Ser Arg Ser Arg Lys Glu Ala Met Met Gly
35 40
tgc ggc gta atg gtt tgg gct ggg att gcg ctg
Cys Gly Val Met Val Trp Ala Gly Ile Ala Leu
50 55
att atc gaa aaa atg gcc tgg ctg cat acg ctg
Ile Ile Glu Lys Met Ala Trp Leu His Thr Leu
65 70
ggc ctg tat ctc tge tgg atg ggt tac cag atg
Gly Leu Tyr Leu Cys Trp Met Gly Tyr Gln Met
80 85
aaa aaa gag gcg gtt tct gca cct gcg cca cag
Lys Lys Glu Ala Val Ser Ala Pro Ala Pro Gln
95 100 105
agt ggg cgc agt ttc ctg aaa ggt tta ctg acc

12

Lys
75
Arg
Arg
Lys
Gln
Val
155
Ile

Ile

Arg

ttgggatgcg
ttgatggcga
aaacgtttcc

Val
60
Trp
Ala
Arg
Ser
Gln
140
Val
Ala

Phe

His

Gly
Ala
Ala
His
Ile
125
Pro
Asp
Leu

Gly

Ala
205

Thr
Gly
Gly
Leu
110
Val
Gln
Ile

Trp

Ser
190

Leu

Ala

Ala

95

Phe

Phe

Leu

Ile

Ile

175
Leu

caagctggaa
tgacgaagag
ccecgcegagtce

atg gtg cac att gtg

Met
10
gtc
Val

gtg
Val

ctt
Leu

att
Ile

cta
Leu
90
gtc
Val

aat

Val

tct
Ser

ctg
Leu

ggc
Gly

atg
Met
75
cgt
Arg

gag
Glu

ctce

His

cag
Gln

ggc
Gly

ctg
Leu
60
gtg
Val

ggt
Gly

ctg
Leu

gct

Ile

acc
Thr

att
Ile
45
cat
His

ggc
Gly

gca
Ala

gcg
Ala

aat

Val

get
Ala
30
acc
Thr

ttg
Leu

ggt
Gly

ctg
Leu

aaa
Lys
110
ccg

Phe
Ala
80
Ile
Gln
Leu
Met
Val
160

Lys

Phe

60
120
180
228

276

324

372

420

468

516

564



Ser

aaa
Lys

aac
Asa

gaa
Glu

caa
Gln
175
gcc
Ala

Gly

gcg
Ala

gtt
Val

acg
Thr
160
atg
Met

999
Gly

Arg

att
Ile

ggc
Gly
145
ctg
Leu

cgce
Arg

gcg
Ala

Ser

atc
Ile
130
act
Thr

gcg
Ala

cgt
Arg

tta
Leu

Phe
115
tac
Tyr

acc
Thr

tgg
Trp

ggt
Gly

ttt
Phe
195

Leu

ttt
Phe

gcg
Ala

ttt
Phe

tat
Tyr
180
gcc
Ala

Lys

gge
Gly

cgc
Arg

acc
Thr
165
caa
Gln

gga
Gly

SK 288294 B6

Gly

tcg
Ser

tgg
Trp
150
gtc
val

cgt
Arg

ttt
Phe

Leu

gtg
Val
135
ggc
Gly

gtt
Val

ctg
Leu

ggc
Gly

tgatgccaga cgcgtcttca gagtaagtcg gataag

<210> 4
<211> 206
<212>PRT
<213> Escherichia coli
<400> 4

Met
1
Met
Arg
Val
Glu
65
Tyr

Glu

Arg
Ile
Gly
145
Leu

Arg

Ala

Leu
Ser
Ser
Met
50
Lys
Leu

Ala

Ser
Ile
130
Thr
Ala

Arg

Leu

Met
Pro
Arg
35
Val
Met
Cys

Val

Phe
115
Tyr
Thr
Trp

Gly

Phe
195

Leu
Gly
20
Lys
Trp
Ala

Trp

Ser
100
Leu

Phe
Ala
Phe
Tyr

180
Ala

Phe
Pro
Glu
Ala
Trp
Met

85
Ala

Lys
Gly
Arg

Thr

Leu
Asp
Ala
Gly
Leu
70
Gly
Pro
Gly
Ser

Trp

Thr
Phe
Met
Ile
55
His
Tyr
Ala

Leu

Val

Val

Phe

Met

40

Ala

Thr

Gln

Pro

Leu

Ala
Phe

25
Gly

Gln

Leu
120
ttc
Phe

att
Ile

gcc
Ala

gcg
Ala

att
Ile
200

Leu

Leu

Met

105

120

135

150

165

Gln

Gly

Val

Arg

Phe

Gly
Val
Leu

Gly

Phe

Ile

Ala

Ala

Ile

Thr

Phe

Ser

Ser

Lys

185

200

13

His

Thr

tca
Ser

ttt
Phe

agc
Ser

aag
Lys
185
cat
His

Met
10
Val
Val
Leu
Ile
Leu

90
vVal

Asn
Leu
Ala
Leu
170

Trp

Leu

Asn

ttg
Leu

gcg
Ala

ctg
Leu
170

tgg
Trp

ttg
Leu

Val
Ser
Leu
Gly
Met
75
Arg

Glu

Leu
Phe
Leu
155
Phe

Ile

Ile

Leu

ttt
Phe

ctg
Leu
155
Tttt
Phe

att
Ile

att
Ile

His
Gln
Gly
Leu
60
Val
Gly

Leu

Ala
Val
140
Ile
Ala

Asp

Ile

Ala

gtc
Val
140
atc
Ile

gcc
Ala

gat
Asp

att
Ile

Ile
Thr
Ile
45
His
Gly
Ala

Ala

Asn
125
Gly
Ile
Leu

Gly

Ser
205

Asn
125

ggt
Gly

att
Ile

ctg
Leu

ggt
Gly

tcg
Ser
205

Val
Ala
30
Thr
Leu
Gly
Leu
Lys
110
Pro
Asp
Val
Pro
Phe

190
Arg

Pro

gat
Asp

gtc
val

elele)
Pro

ttt
Phe
190

€99
Arg

Ala
15
val
Cys
Ile
Gly
Lys

95
Ser

Lys
Asn
Glu
Gln

175
Ala

612

660

708

756

804

840

Leu
Ser
Gly
Ile
Leu
80
Lys
Gly
Ala
Val
Thr
160

Met

Gly
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PATENTOVE NAROKY

1. Sposob produkcie aminokyseliny, vybranej z L-homoserinu alebo L-treoninu, ktory zahrnuje nasledu-
juce kroky: kultivdciu baktérie, ktord je schopnd produkovat’ aminokyselinu, v kultiva¢nom médiu, na produ-
kovanie a akumulovanie aminokyseliny v kultivaénom médiu, a izoldciu aminokyseliny z média, vy -
znadfujuci sa tym, Zebaktéria patri do rodu Escherichia, priCom jej rezistencia voci L-treoninu
je zosilnend posilnenim aktivity proteinu podl'a A) alebo B) v bunkdch tejto baktérie, kde:

A) protein zahrnuje aminokyselinovii sekvenciu zndzornent v SEQ ID No.: 4 v zozname sekvencif alebo

B) protein zahrnuje aminokyselinovi sekvenciu vritane delécie, substitiicie, inzercie alebo adicie jednej
aminokyseliny alebo viacerych aminokyselin v aminokyselinovej sekvencii, zndzornenej v SEQ ID No.: 4
v zozname sekvencif, a tento protefn md schopnost’ urobit’ baktériu, v ktorej sa nachddza, rezistentnd proti L-
-treoninu, priCom tento protein je kédovany DNA, ktord je definovand v a) alebo v b) ako:

a) DNA, ktord zahrnuje nukleotidovii sekvenciu od nukleotidu 187 po nukleotid 804 v SEQ ID No.: 3;

b) DNA, ktord hybridizuje s nukleotidovou sekvenciou od nukleotidu 187 po nukleotid 804 v SEQ
ID No.: 3 v prisnych podmienkach a ktord kéduje protein s aktivitou schopnou urobit’ baktériu, ktord tento
protein obsahuje, rezistentnou proti L-treoninu, pri¢om prisne podmienky st podmienky, pri ktorych sa pre-
myvanie uskuto¢tiuje pri 60 °C a koncentrdcia solf zodpovedd 1 x SSC a 0,1 % SDS.

2. Sposob podla ndroku 1, vyznacdujiaci sa tym, Ze rezistencia proti L-homoserinu je
v baktérii d’alej posilnend prostrednictvom posilnenia aktivity proteinu podl'a C) alebo D) v bunkich tejto
baktérie:

C) protein, ktory zahrnuje aminokyselinovi sekvenciu zndzornent v SEQ ID No.: 2 v zozname sekven-
cii, alebo

D) protein, ktory zahrnuje aminokyselinovi sekvenciu vritane delécie, substitiicie, inzercie alebo adicie
jednej aminokyseliny alebo viacerych aminokyselin v aminokyselinovej sekvencii, zndzornenej v SEQ ID
No: 2 v zozname sekvencif, pricom tento protein md aktivitu schopnu urobit’ baktériu, v ktorej sa nachddza,
rezistentnu proti L-homoserinu.

3. Sposob podlandroku2, vyznadujiuci sa tym, ZeproteinpodlaC) alebo D) je kédova-
ny DNA, ktord je definovand v c) alebo d):

¢) DNA, ktord zahrnuje nukleotidovi sekvenciu od nukleotidu 557 po nukleotid 1171 v SEQ ID No.: 1;

d) DNA, ktord hybridizuje s nukleotidovou sekvenciou od nukleotidu 557 po nukleotid 1171 v SEQ ID
No.: 1 v prisnych podmienkach a ktord kéduje protein s aktivitou schopnou urobit’ baktériu, ktord tento prote-
in obsahuje, rezistentnou proti L-homoserinu, pri€om prisne podmienky st podmienky, pri ktorych sa pre-
myvanie uskuto¢tiuje pri 60 °C a koncentracia sol{ zodpovedd 1 x SSC a 0,1 % SDS.

4. Spdsob produkcie aminokyseliny, ktory zahrnuje nasledujice kroky: kultivdciu baktérie, ktord je
schopnd produkovat’ aminokyselinu, v kultivaénom médiu, na produkovanie a akumulovanie aminokyseliny
v kultivatnom médiu, a izoldciu aminokyseliny z média, vyznacujiuci sa tym, Zebaktéria pat-
1 do rodu Escherichia, pricom jej rezistencia proti L-treoninu je zosilnend posilnenim aktivity proteinu podl'a
A) alebo B) v bunkdch tejto baktérie, kde:

A) protein zahrnuje aminokyselinovi sekvenciu zndzornent v SEQ ID No.: 4 v zozname sekvencif alebo

B) protein zahrnuje aminokyselinovi sekvenciu vratane delécie, substittcie, inzercie alebo adicie jednej
aminokyseliny alebo viacerych aminokyselin v aminokyselinovej sekvencii, zndzornenej v SEQ ID No.: 4 v
zozname sekvencii, a tento protein ma schopnost’ urobit’ baktériu, v ktorej sa nachddza, rezistentni proti L-
-treoninu, pri¢om tento protein je kédovany DNA, ktord je definovand v a) alebo v b) ako:

a) DNA, ktord zahrnuje nukleotidovi sekvenciu od nukleotidu 187 po nukleotid 804 v SEQ ID No.: 3;
b) DNA, ktord hybridizuje s nukleotidovou sekvenciou od nukleotidu 187 po nukleotid 804 v SEQ
ID No.: 3 v prisnych podmienkach a ktord kéduje protein s aktivitou schopnou urobit’ baktériu, ktord tento
protein obsahuje, rezistentnou proti L-treoninu, pri¢om prisne podmienky st podmienky, pri ktorych sa pre-
myvanie uskutoCiuje pri 60 °C a koncentracia soli zodpovedad 1 x SSC a 0,1 % SDS, a pri¢om rezistencia tej-
to baktérie voci L-homoserinu je d’alej posilnend prostrednictvom posilnenia aktivity proteinu podl'a C) alebo
D) v bunkdch tejto baktérie:
C) protein, ktory zahrnuje aminokyselinovi sekvenciu zndzornenti v SEQ ID No.: 2 v zozname
sekvencii, alebo
D) protein, ktory zahrnuje aminokyselinovi sekvenciu vratane delécie, substiticie, inzercie alebo
adicie jednej aminokyseliny alebo viacerych aminokyselin v aminokyselinovej sekvencii, zndzornenej v SEQ
ID No.: 2 v zozname sekvencif, pri¢om tento protein ma aktivitu schopnt urobit’ baktériu, v ktorej sa nacha-
dza, rezistentnu proti L-homoserinu.

5. Sposob podla niroku 4, vyznadfujici sa tym, Ze aminokyselinou je aminokyselina
§ rozvetvenym retazcom.

6. Spdsob podla ndroku 5, vyznadujiuci sa tym, Ze aminokyselinou s rozvetvenym re-
tazcom je L-valin alebo L-leucin.
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7. Sposob podlandroku4, vyznacujici sa tym, Zeprotein podlaC) alebo D) je kédova-
ny DNA, ktord je definovand v c) alebo d):
¢) DNA, ktord zahrnuje nukleotidovu sekvenciu od nukleotidu 557 po nukleotid 1171 v SEQ ID No.: 1;
d) DNA, ktord hybridizuje s nukleotidovou sekvenciou od nukleotidu 557 po nukleotid 1171 v SEQ
ID No.: 1 v prisnych podmienkach a ktord kéduje protein s aktivitou schopnou urobit’ baktériu, ktord tento
protein obsahuje, rezistentnou proti L-homoserinu, pri€om prisne podmienky si podmienky, pri ktorych sa
premyvanie uskutocfiuje pri 60 °C a koncentricia soli zodpovedad 1 x SSC a 0,1 % SDS.

4 vykresy
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