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Resenf se tyka zptisobu vyroby mikroorganismi, pro-
dukujicich tryptofan, pfi kterém se mikroorganismy,
které jsou deregulovany v alespof jednom kroku
biosyntézy tryptofanu, opatfi serA-alelou, ktera ma
sniZenou citlivost vi¢i inhibici serinem, ptfi¢emz
- mikroorganismy, které jsou deregulovany v alespoti
Jednom kroku biosyntézy tryptofanu, se podrobi mu-
tagenezi a mutagenem zpracované populace organis-
mi se podrobf selekci na klony se serA-geny, které
koduji pro serin necitlivé fosfoglyceratdehydrogena-
zy, nebo

- ser-alely, které kéduji pro serin necitlivé fosfoglyce-
ratdehydrogenizy, se vyrobi technikami genového
inZenyrstvi, vyhodné technikami m{stné smeérované
mutageneze, a takovéto alely se vnesou do mikro-
organismii, které jsou deregulovany v alespofi jed-
nom kroku biosyntézy tryptofanu, tak Ze se integro-
vané vyskytuji bud na autonomné replikovatelném
rekombinantnim vektoru nebo v chromozomu
kmene. Déale se tyka pouzit{ takto vyrobenych mikro-
organismi pro fermentativni produkci tryptofanu.
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Zpisob vyroby mikroorganismii pro produkci tryptefanu a jejich pouZiti
Oblast techniky

Vynélez se tykd zpiisobu vyroby mikroorganismit pro produkci tryptofanu a jejich pouziti pro
vyrobu tryptofanu.

Dosavadni stav techniky

Je znamé, Ze latkova pfeména tryptofanu ve viech dosud zkouSenych mikroorganismech probiha
pfes jednotnou biosyntézni cestu (Somerville, R. L., Hermann, K. M., 1983, Aminoacids,
Biosynthesis and Genetic Regulation, Adelison-Wesley Publishing Company, USA: 301 - 322
a351-378; Aida a kol., 1986, Biotechnology of amino acid production, progress in industrial
microbiology Vol. 24, Elsevier Science Publishers, Amsterdam: 188 - 206). Latkova pfeména

enzymy, jsou znazornéné na obr. 1.

Znamé zpusoby produkcee tryptofanu spocivaji v tom, Ze je mutovany trpE-gen, ktery je kédovan
pro tryptofan—intenzivni antranilatsyntetazu, exprimovan spole¢né s jinymi geny trp—operonu na
vhodném autonomnim replikovatelném vektoru. VE&tSim mnoZstvim kopii genu dochazi ke
zvy$ené expresi trp—genu a v souladu s tim ke zvySenému mnozstvi jednotlivych enzymi latkové
ptemény tryptofanu. Disledkem toho je nadprodukce tryptofanu.

Ptiklady takovychto postupil jsou popsané pro fadu organismil, napfiklad pro Escherichia coli
(EP 0293207, US4371614), pro Bacillus (US4588687) a pro Corynebakterium
a Brevibakterium (EP 0338 474). Pfi téchto zplGsobech dochazi k fadé probléml ve vedeni

procesu. Mize dochazet k nestabilité a ke ztratam vektoru, nebo k prodlouzeni ristu produkéniho
kmene.

EP-A-0 401 735 (ptihladovatel: Kyowa Hakko Kogyo Co.) popisuje zpiisob produkce L~tFypto-
fanu za pomoci kmeni Corynebakterium nebo Brevibakterium, které obsahuji rekombinantni
plazmidy. Tyto plazmidy nesou genetické informace pro syntézu enzymi DAHP-syntetazy,
antranilatsyntetazy, indol-3—glycerol-P—syntetazy, tryptofansyntetizy a fosfoglyceratdehydro-
genazy. Pouzivaji se anranilsyntetdzové alely, rezistentni vi€i zpétnému ovliviiovani
(feedbackrezistentni).

Dale je znamé zvySovani produkce tryptofanu v kmenech s deregulovanou latkovou pfeménou
tryptofanu vnesenim vice divokych typl genli serA nebo serA, B, C. Chemical Abstracts CA 111
(1989) 16 86 88q a CA 11 (1989) 16 86 89r popisuji napfiklad pouziti kment Bacillus, které
divoky typ alely serA, popfipadé viechny typy divokych genl latkové pfemény serinu (serA,
serB a serC) pfeexprimuji na plazmidy pro produkei tryptofanu.

Zvyseni vytézku tryptofanu snizenim odbourdvani serinu v buiice je znamé z EP-A-0 149 539
(ptihlasovatel: Sauffer Chemical Company). Tato patentova pfihlaSka popisuje K12-mutanty
E. coli, ve kterych je serin, odbouravajici enzym serindeamindaza (sda), rozru$ovan. Popisuje také
pouziti takovych kmenl pro produkci aminokyselin. Priklad VIII popisuje vyuziti takovéhoto
kmene pro nadprodukci tryptofanu z antranildtu. Vytézky tryptofanu, zlep3ené ve srovnani
s kmenem s intaktni serindemindzou, se v této evropské patentové piihlasce vysvétluji tim, Ze
v mikroorganismech, ve kterych je zasoba pfedstupiid tryptofanu velmi vysoka, je serin,
popfipadé kapacita biosyntézy serinu parcialné limitujici pro produkci tryptofanu.
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Podstata vynilezu

Ukolem predlozeného vynalezu je dat k dispozici mikroorganismy, které by ve vy33i mite
produkovaly tryptofan, tedy vypracovat zplsob, ktery by umoZnil vyrobu takovéhoto
mikroorganismu.

Uvedeny tkol byl vyfeSen pomoci zplsobu vyroby mikroorganismii, produkujicich tryptofan,
jehoz podstata spoiva v tom, Zze se mikroorganismy, které jsou deregulovany v alespoii jednom
kroku biosyntézy tryptofanu, opatii serA-alelou, kterd ma sniZzenou citlivost vii¢i inhibici
serinem, pficemz

- mikroorganismy, které jsou deregulovany v alespoii jednom kroku biosyntézy tryptofanu,
se podrobi mutagenezi a mutagenem zpracované populace organismi se podrobi selekci na klony
se serA—geny, které koduji pro serin necitlivé fosfoglyceratdehydrogenazy, nebo

- ser—alely, které koduji pro serin necitlivé fosfoglyceratdehydrogenazy, se vyrobi
technikami genového inZenyrstvi, vyhodné technikami mistné smérované mutageneze, a takovéto
alely se vnesou do mikroorganism, které jsou deregulovany v alespoii jednom kroku biosyntézy

tryptofanu, tak ze se integrované vyskytuji bud’ na autonomné replikovatelném rekombinantnim
vektoru, nebo v chromosomu kmene.

Timto zpGsobem vyrobené mikroorganismy se vyznaCuji tim, Ze maji deregulovanou latkovou
pfeménu tryptofanu a alespont vici zpétnému plsobeni rezistentni (feedbackrezistent) serA—
alelou deregulovanou latkovou pfeménu serinu.

Ve smyslu predlozeného vynalezu se pod pojmem ,vici zpétnému plsobeni rezistentni serA—
alely” rozumi mutanty serA—genu, které pro fosfoglyceratdehydrogenazu koduji ve srovnani
s odpovidajicim divokym typem fosfoglyceratdehydrogenazy odpovidajiciho mikroorganismu se
sniZenou senzitivitou serinu.

Kombinaci podle ptedlozeného vynalezu alespoti jedné vici zpétnému pusobeni rezistentni
serA-alely s mikroorganismem s deregulovanou latkovou preménou tryptofanu se zvysi
neobvykle a neolekdvané o az 2,6 nasobek vytézku ve srovnani s vytézky, kterych se muize
dosahnout se stejnym mikroorganismem bez vici zp€tnému plsobeni rezistentni serA—alely pfi
jinak stejnych kultiva¢nich podminkach.

To, ze kmeny podle pfedlozeného vynalezu produkuji ve zvySené mife tryptofan, je neolekidvané
a piekvapivé, nebot’ vici zpétnému plsobeni rezistentni serA-alely vykazuji efekt pouze pfi
vysoké intercelularni hladiné serinu (Tosa T., Pizer L. J.,, 1971, Journal of Bacteriology
Vol. 106: 972 - 982: Winicov J., Pizer L. J., 1974, Journal of Biological Chemistry
Vol. 249: 1348 - 1355). Podle stavu techniky (naptiklad EP-A-0 149 539) maji mikroorganismy
s deregulovanou latkovou pfeménou tryptofanu v3ak nizkou hladinu serinu. Proto neni mozno
ofekavat pfi vneseni viCi zpétnému pusobeni rezistentni serA-alely podle piedlozeného

vynalezu do mikroorganismi s deregulovanou latkovou preménou tryptofanu zvyseni produkce
tryptofanu.

Vzhledem ktomu. Zze u v8ech znamych mikroorganismi probihd pfeména tryptofanu
mechanismem, znazornénym na obr. 1 a techniky, pouzité pro vyrobu kmenii podle ptedlozeného
vynalezu jsou v principu znamé a pouzitelné na vsechny mikroorganismy, jsou kmeny podle
ptedlozeného vynalezu vyrobitelné z libovolnych mikroorganismi.

Vyborné vhodné jsou pro vyrobu kmeni podle piedlozeného vynalezu bakterie. Obzvlasté
vyborné vhodné jsou gramnegativni bakterie, pfedevsim E. coli.
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Kmeny se tedy podle pfedloZeného vynalezu mohou ziskat tak, Ze se v libovolném tryptofan—
prototrofnim vychozim kmenu zcela nebo ¢astedné zrusi latkova pteména tryptofanu a do tohoto
kmene se zavede vici zpétnému plisobeni rezistentni serA-alela. Mohou se rovnéz ziskat tak, e
se u tryptofan—auxotrofnich vychozich kmentt obnovi schopnost syntetizovat typrofan, pfi¢emz

Jje rekonstruovana latkova pfeména tryptofanu deregulovana, a do takovychto kmenti se vnese
vici zpétnému plasobeni rezistentni serA—alela.

Deregulace latkové pfemény tryptofanu v mikroorganismech se mize provadét pomoci fady
riznych pristupll, které jsou znamé ze stavu techniky.

Jedna moznost deregulace latkové premény tryptofanu spocivd vtom, Ze se zméni enzym
antranilatsyntetiza. Tento enzym katalyzuje u vSech mikroorganizmi prvni krok tryptofan-
specifické biosyntézni cesty. Tryptofan je ve své aktivité potlatovan a tim je regulovan,
v zavislosti na mnoZzstvi tryptofanu, proud metabolitl tryptofanovou biosyntézni cestou. Enzym
je kédovan pomoci genu trpE.

Modifikované trpE—geny, které koduji antranilatsyntetazy se sniZzenou selektivitou vagi
tryptofanu ve srovnani s odpovidajicim divokym typem antranilatsyntetazy, oznaované
v nasledujicim jako vici zpétnému Gcinku rezistentni (feedbackrezistent) trpE—alely, se mohou
ziskat mutagenezi a nasledujici selekci tryptofan—prototrofniho vychoziho kmene. K tomu se
odpovidajici kmen podrobi mutaci indukujicimu zpracovani (Miller J. H., 1972 Experiments in
Molecular Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory, USA: 113 - 1853).

Zpracovavany kmen se nanese na zivné médium, které obsahuje alespoit jeden antagonist
tryptofanu v mnozstvi, které postaCuje k tomu, aby byl ridst kmene potlaten. Jako ptiklady
vhodnych antagonistid tryptofanu je mozno uvést 4-methyltryptofan, S—methyltryptofan, 6—
methyltryptofan, halogenové tryptofany, tryptazan, indol a kyselinu indolakrylovou.

Rezistentni klony se zkouseji na tryptofan—senzitivitu své antranilatsyntetazy. Pro stanoveni
tryptofansenzitivity antranilatsyntetdzy se mize pouzit kazdad metoda, ktera dovoluje zméfit
aktivitu tohoto enzymu za pfitomnosti tryptofanu. Napiiklad se mlze nechat reagovat za
enzymatické katalyzy chorismat ve vhodném pufrovacim systému se svym reakénim partnerem
glutaminem (Bauerle R. a kol., 1987, Methods in Enzymology Vol. 142: 366 - 386). Testovana
vsazka se kineticky alikvotné odebere a pomoci HPLC-analyzy se stanovuje mnoZstvi
antranilatu jako reakéniho produktu, vzniklého za jednotku ¢&asu. MnoZstvi antranilatu,
vytvofeného za ¢asovou jednotku, je pfimo mirou aktivity antranilatsynteazy. Test se provadi za

pfitomnosti a za nepfitomnosti tryptofanu, aby se stanovila senzitivita testované
antranilatsyntetazy.

Je ale také mozné pfipravit tryprofan—insenzitivni trpE-alely pfimou genové technickou
manipulaci (Bauerle R. a kol., 1987, Methods in Enzymology Vol. 142: 366 - 386). Je popsana
fada mutaci v aminokyselinové sekvenci antranilatsyntetdzy riznych organismu, které vedou ke
snizeni senzitivity enzymu vigi tryptofanu (napiiklad pro Salmonellu: Caliguiri M.G., Bauerle
R., 1991, J. of Biol. Chem. Vol.266:8328-8335; pro Brevibacterium a Coryne-
bacterium: Matsui K. a kol., 1987, J. bact. Vol. 169: 5330 - 5332).

Jsou znamé metody, které umoZiiuji zavést mutaci v DNA—fragmentu na specifickém misté.
Takovéto metody jsou mimo jiné popsané v nasledujicich publikacich:

Sakar G., Sommerauer S. S., 1990 Bio Techniques 8: 404 - 407, Polymerase chain reaction
abhingige site directed mutagenese;

Aushubel F. M. a kol., 1987, Curren Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing
Associates, Phage M 13 abhingige Method;
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Smith M., 1985, Ann. Rev. Genet. 19: 423 - 462, jiné metody.

DNA-fragment, ktery zahrnuje divoky typ trpE—genu, se pomoci jiz popsanych standardnich
technik pro vyrobu rekombinantni DNA rekombinuje na vektor. Pouzitim vy3e uvedenych metod
pro ,,site—directed” mutagenezi se jeden nebo nékolik nukleotidi DNA—sekvence zméni tak, ze
nyni genem kddovana aminokyselinova sekvence odpovida aminokyselinové sekvenci tryptofan—
insenzitivni antranilsyntetaze.

Pomoci popsanych technik se da do libovolného trpE—genu zavést jedna nebo vice mutaci, které

zplsobuji, ze kédovana antranilatsyntetdza ma aminokyselinovou sekvenci, vedouci k tryptofan—
insenzitivité.

Dodate¢né jsou vkmenu podle predloZzeného vynalezu Zidouci, ale ne nezbytné nutné,
nasledujici vlastnosti:

defektni tryptofanrepresorovy protein, defektni attenua¢ni kontrola exprese trp—operonu a
defektni tryptofandza. Tyto vlastnosti se daji vkmeni podle pfedlozeného vynalezu
nejjednoduseji ziskat volbou vychoziho kmene, ktery muiZe jiz ziskat jednu nebo vice téchto

odpovidajicich vlastnosti. Ptiprava nebo volba mize probihat kombinaci v nésledujicim
uvedenych selekénich metod.

Tryptofanrepresorovy protein je nadfazeny regulatorovy protein biosyntézy tryptofanu. Spolené
s tryptofanem jako aporepresorem reprimuje tento protein expresi trp—operon—genu. Protein je
kodovan genem trpR. Tryptofanrepresorové mutanty se mohou selektovat naptiklad pod
mutantami, které jsou rezistentni vi¢i antagonistim tryptofanu, jako je napfiklad 5-methyl-

tryptofan. Piiklady jsou popsané v J. Mol. 44, 1969, 185 - 193 nebo Genetics 52, 1965, 1303 -
1316.

Vedle kontroly pomoci trpR-kdédovaného proteinu podiéha trp—operon dodate¢né attenuadni
kontrole. Zodpovédny za tuto regulaci je DNA-region pfed prvnim genem trp—operonu. Mutace
nebo delece v této oblasti mohou vést k deregulaci. Takovéto mutanty mohou byt selektovany
pod mutanty, které jsou rezistentni vici antagonistim tryptofanu, jako je napiiklad 5-
methyltryptofan. Za druhé mohou byt dosaZeny takovéto mutace, obzviasté, ale delece tak, Ze se

zplisobem ,,site—directed—mutageneze indukuje tato zména mistné specificky v attenualni
oblasti DNA.

Pomoci jiz popsanych technik mistn¢ specifické mutageneze je moiné rekombinovat
inaktivovanou attenuaéni oblast do chromozomu kmene podle predlozeného vynalezu na misto
pfirodni attenuacni oblasti.

Enzym tryptofanaza (tnaA) katalyzuje odbouravani tryptofanu na indol, pyruvat a amoniak. Je
zadouci, aby tento enzym byl v tryptofan—produk&nich kmenech inaktivni. Kmeny, ve kterych je
tento enzym defektni, se mohou ziskat tak, Ze se organismy podrobi mutagennimu zpracovani
a pod mutantami se rozumi takové, které jiZz nejsou schopné vyuZivat tryptofan jako zdroje
uhliku a dusiku. Detailni ptiklad popisuje J. Bact. 85, 1965, 680 - 685. Alternativné je rovnéz

mozné pomoci vy3e uvedenych technik zavést mistné specifické delece do tnaA—genu, coZ vede
potom k inaktivaci.

Rada dodateénych mutaci vychoziho kmene je vhodna k tomu, aby se dosahlo daldiho zvy3eni
produkce tryptofanu. Je vyhodné, kdyz je vedle tryptofanové biosyntézni cesty dodateCné
vieobecna biosyntézni cesta aromatickych aminokyselin (cesta shikimi kyseliny) regulainé
insenzitivni. Proto jsou kmeny, které maji regulacné insenzitivni syntetizu kyseliny
dehydroarabinoheptulosonové a jejich tyrosinrepresorovy protein (tyrR) je pisobenim mutace
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nebo delece inaktivovan, vhodné jako vychozi kmeny pro pripravu kmeni podle predloZeného
vynalezu. RovnéZ tak jsou vyhodné kmeny, u nichZ je porusena latkova pfeména fenylalaninu a

tyrosinu. Tim se zajisti vysledny pfechod chorismatu na tryptofan. Takovéto kmeny maji
napfiklad mutace nebo delece v genech pheA a/nebo tyrA.

Je znama fada kmend, které jsou v jednom nebo vice krocich biosyntézy tryptofanu deregulované
a nadprodukuji tryptofan. Jako piiklady je moZno uvést Bacillus subtilis FermBP—4 a
FermP1483 (DE3 123 001), Brevibacterium flavum ATCC 21427  (US 3 849 251),
Corynebacterium  glutamicum  ATCC 21842-21851 (US3594297 a US3 849251),
Micrococcus luteus ATCC 21102 (US 3 385 762), Escherichia coli ATCC 31743 (CA 1182409).
Tyto kmeny jsou rovnéz vhodné jako vychozi kmeny pro pfipravu kmend podle predlozeného

vynalezu. Tim se ukazuje, Ze kmeny pro produkci tryptofanu podle predlozeného vynélezu je
mozno ziskat z nejriznéjsich skupin organismda.

Vedle kmeni s deregulovanou latkovou vyménou tryptofanu je pro vyrobu kmenti podle
predloZeného vyndlezu potfebny alespori jeden gen, ktery koduje fosfoglyceratdehydrogenazu se
snizenou serin—senzitivitou ve srovnani s odpovidajici fosfoglyceratdehydrogenazou divokého
typu.

Fosfoglyceratdehydrogenaza (PGD) se kdduje pomoci genu serA. Sekvence divokého typu serA—
genu je znamé (Tobey K. L., Grant G. A., 1986, J. Bact. Vol.261, & 26: 1279 - 1283).

Nadexprese produktu divokého typu serA—genu pfes plazmid—vektor je rovnéz znama (Schuller
a kol., 1989, J. Biol. Chem. Vol. 264: 2645 - 2643).

Vyroba vii¢i zpétnému ucinku rezistentnich serA-alel pomoci klasického genetického postupu
byla popsana Tosou T. a Pizerem L. T., 1971, J. Bact. Vol. 106, &.3:972 - 982. Selekce se
pfitom provadi pfes rezistenci mutantd viéi serinovému analogu serinhydroxamatu. Mutace

nejsou v tomto literdrnim odkaze blize charakterizované; vliv mutace na latkovou preménu nebyl
zkouman.

Vici zpétnému ucinku rezistentni serA-alely jsou také napfiklad ziskatelné tak, Ze se
mikroorganismus podrobi mutagenezi. Jako mutagen pfichazi v Gvahu ultrafialové zateni a obvy-
klé chemické mutageny, jako je naptiklad ethylmethansulfonat nebo N-methyl-N'—nitro-N—
nitrosoguanidin. Davkovani a doba expozice zvoleného mutagenu se stanovuje pomoci dosavad-

nich postupa (Miller J. H., 1972, Experiments in Molecular Genetics, Cold Spring Harbor
Laboratory, USA: 113 - 143).

Mutagenem zpracované populace organismi se podrobi selekci na klony se serA—geny, které se
koduji pro serin—insenzitivni fosfoglycerdtdehydrogenazy. Napfiklad se inkubuje mutagenem
zpracovana populace na pevném ristovém médiu, které obsahuje v dostatedném mnozstvi
serinhydroxamat, aby se potladil rist nerezistentnich bakterii.

Rezistentni klony se testuji na serin-senzitivitu svoji fosfoglyceratdehydrogenazy. Ptikladné
provedeni tohoto postupu je popsané Thosou a Pfizerem, 1971, J. Bact. 100, 3: 972 - 982.

Alely, které koduji serin—insenzitivni fosfoglyceratdehydrogenazu, se mohou také pripravit
pomoci technik ..genetic engineering*.

Region fosfoglyceratdehydrogenazy, ktery umoziiuje serin—regulaci, lezi v C—terminalni oblasti
proteinu. Proto se tedy inzerce, substituce nebo delece jednotlivych nebo vice aminokyselin
zavadi vyhodné v C—terminalnich 25 % PGD-proteinu, obzvlasté vyhodné v 50 C~terminalnich
aminokyselinach PGD—proteinu. Toto vede ke sniZené senzitivité PGD v(iéi serinu.
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Alely, které kdduji takovéto PGD, se ziskaji tak, Ze se zméni 3'—oblast serA—genu, ktery kéduje
uvedené C—-terminalni oblasti PGD. K tomu se nemutovany serA—gen rekombinuje za vyuziti
technik pro vyrobu rekombinantni DNA, které jsou pro odborniky zndmé, jako je restrikce,
ligace a transformace (Maniatis T., Fritsch E. F. a Sambrook J., Molecular Cloning:
A Laboratory Manual 1982, Cold Spring Harbor Laboratory), na klonovaci vektor.

Specifické zmény ve 3 '—oblasti strukturniho genu se mohou napfiklad dosdhnout pomoci
techniky ,,site—directed—Mutagenese®.

Ptiklady serin—insenzitivnich fosfoglyceratdehydrogendz, které jsou vhodné pro expresi
v mikroorganismech s deregulovanou latkovou pfemeénou tryptofanu, jsou uvedeny znazornénim
svych C—terminalnich aminokyselinovych sekvenci v nasledujic{ tabulce 1. AZ na znazornénou
C—terminalni oblast se proteinové sekvence enzymi nelisi od sekvence divokého typu.

Aby se mohly genové produkty serA-alely vyzkouSet na PGD-aktivitu a serin—senzitivitu,
vyuZzije se k tomu nasledujici test:

PGD—aktivita byla stanovena dikazem obousmérné reakce enzymu podle metody Mc Kitricka
J.C. aLewise J. P., 1980, J. Bact. 141: 235 - 245. Aktivita enzymu se pfitom méfila bez serinu
a s raiznymi koncentracemi serinu. Uvedeny test je vhodny pro stanoveni serin—senzitivity kazdé
fosfoglyceratdehydrogendzy. Mlze se ale pouzit kazda dal3i metoda méteni PGD—aktivity.

Jako mira serin—senzitivity enzymu slouzi hodnota K, coz je koncentrace serinu, ktera inhibuje
aktivitu enzymu z 50 %. K, hodnoty a C—terminalni sekvence aminokyselin vice vi¢i zp&tnému

pusobeni rezistentnich serA-alel, jakoz i divoky typ serA—genu (serAWT), jsou uvedené
v nasledujici tabulce 1.

Tabulka 1

C-terminalni sekvence aminokyselin mutovanych serA-alel Ki/mM

ser AWT |REQG V _NIA AQYL QTSA QMGY VVID IEAD ZDVA EKAL 0,02 SEQ ID NO: 1
QAMK AIPZ TIRA RLLY

serA 3 AEQG V _NIA AQYL QTSA QMGY VVID IEAD EDVA EKAL 0,2 SEQ ID NO: 2
QAMK AIPG TIRA RLL_

serA 1508 | AEQG VCSR ANIA AQYL QTSA QMGY VVID IEAD EDVA EKAL 3,8 SZQ ID NO: 3
QAMK AI®G TIRA RLLY

. ANIA AQYL QTSA QMGY VVID IEAD EDVA EKAL 50 SEQ ID NO: 4

serA 11 AEQG VCSR
AIPG TIRA RLL_

QAMK !

serA 1435 |AEQG V _NIA AQYL QTSA QMGY VVID IEAD EDVA EKAL 100 SEQ ID NC: S
QAMK AIPG TI

Pro vyrobu kmeni podle ptfedlozeného vynalezu jsou vyborné vhodné piekvapivé serA-alely
s hodnotami K; v rozmezi 100 a 50 mM serinu.

Pro expresi PGD-proteinit ve kmenu podle predloZzeného vynidlezu se miZe pouzit kazdy
rekombinantni vektor, ktery vede kexpresi serin—insenzitivnich serA-alel. Rekombinantni
vektor, vhodny pro vyrobu kmenil podle pfedloZeného vynalezu, zahrnuje alesponi jeden serA—
gen, ktery koduje PGD, ktery ma vici divokému typu snizenou senzitivitu vici serinu, a jeden
podil vektoru, ktery je ve kmeni hostitele autonomné replikovatelny.
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Priklady vektord, které jsou autonomné replikovatelné v Escherichia coli, jsou uvedené

Pouwelem P. H., Engerem-Valkem a Brammarem W. J., 1985, Cloning Vectors, Elsevier,
Amsterdam.

Takovéto vektory jsou mimo jiné:

- Plazmidy vysokym po¢tem kopii, jako je naptiklad pBR322 nebo pUC12;
- plazmidy se sttednim pocétem kopii, jako je napiiklad pACYC184, 177,

- plazmidy s nizkym poctem kopii, jako je napfiklad pSC101;

- fagové vektory. jako je naptiklad M 13, gama—vektory.

Srovnatelné vektory jsou popsany pro velky podet bakterii (napfiklad EP 0 401 735 pro Coryne-
bakterium a Brevibakterium nebo CA 111 (1989) 168688q).

Obzvlaste vyhodné jsou vektory se stfednim az nizkym poétem kopii, predeviim jsou vyhodné
vektory s pl5A-replikonem, jako je napfiklad pACYC184 (ATCC 37033) nebo pACYC177
(ATCC 37031).

V literatufe je dale popsan velky pocet vektord pro jiné bakterie (Pouwels a kol., 1985, Cloning
Vectors, Elsevier Science Publishers, Amsterdam).

Vhodné rekombinantni vektory se mohou vyrobit pomoci standardnich technik pro vyrobu
rekombinantnich DNA. Tyto techniky jsou vygerpavajicim zplsobem uvedeny naptiklad
v publikaci Maniatis T., Fritsch E. F. a Sambrook J., 1982, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, USA nebo Ausubel F. M. a kol., 1987, Current
Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates, USA.

Vyroba rekombinantnich vektorl je naptiklad mozna tak, ze se DNA dércovského organismu,
ktery ma serA-alelu v chromozomu nebo na rekombinantnim vektoru, ktery kéduje vit¢i serinu
insenzitivni  fosfoglvceratdehydrogendzu, fragmentuje pomoci restrikénich  enzymil.
Fragmentovana DNA se liguje pomoci konvenénich metod, naptiklad pouzitim enzymu T4-
DNA-ligazy, na rovnéz pomoci restrikénich enzymi linearizovanou molekulu vektoru. Ligaéni
smés se vyuZije k tomu. aby se hostitelské kmeny s deregulovanou latkovou pfeménou tryptofanu
transformovaly pomoci znamych zplsobi, jako je kalciumchloridovy 3ok nebo elektroporace.
Vektory, které obsahuji pozadované serA- alely, se mohou v hostitelskych kmenech ziskat
napiiklad pomoci vyse uvedenych zpisobu, jako je selekce na rezistenci vii¢i antibiotikim nebo
komplementace serA-mutaci.

V dalsi formé provedeni kmeni podle ptedlozeného vynalezu jsou serA-alely integrovany jako
jednotlivé kopie do chromozomu. Tohoto se mlze jednak dosdhnout tim, Ze se provede vyse
popsana mutagenezni a selekéni strategie ptimo s tryptofan—deregulovanym vychozim kmenem.
Za druhé je také mozné serA-alely, které se nachazeji na rekombinantnich vektorech, integrovat
do chromozomu produkéniho kmene. Rada metod k takovéto integraci je znama. Popisy
takovychto technik se nachazeji v nasledujicich publikacich:

Integrace, zprostiedkovana fagem lambda: Balakrishnan a Backmann, 1988, Gene 67: 97 - 103;
Simons R. W. a kol., 1987. Gene 53: 85 - 89;

Genreplacement, zavisly na recD: Shervell a kol., 1987, J. Bact. 141: 235 - 245;
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Dalsi metody: Silhavy a kol., 1988, Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor
Laboratory.

Pfi fermentaci kment podle ptedlozeného vyndlezu se ukazalo zcela prekvapivé, Ze kmeny,
obsahujici vici zpétnému Ginku rezistentni serA-alelu s hodnotou K; pro serin v rozmezi
100 uM az 50 mM a s deregulovanou litkovou vyménou tryptofanu, a obsahujici trpE-alelu
s hodnotou K pro tryptofan v rozmezi 0,1 mM az 20 mM, poskytuji nejvyssi vytézky tryptofanu.

Piiklady provedeni vvnalezu

Nasledujici priklady provedeni slouzi k dal§imu objasnéni pfedlozeného vynalezu.

Priklad 1

Screening na vii¢i zpétnému plsobeni rezistentni alelu a integrace této alely do chromozomu

Pro hledani vii¢i zpétnému pulsobeni rezistentnich trpE-alel se pouZiva analog tryptofanu 5—
methyltryptofan. Jako mutagenni Cinidlo slouzi N-methyl-N"—nitro-N-nitrosoguanidin (NG).
Pouzity vychozi kmen je Escherichia coli K12 YMC9 ATCC 33927. Pracovni postup pfi
mutagenezi se fidi podle udaji Millera (Miller J. H. , 1972, Experiments in Molecular Genetics.
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N. Y.: 125 - 129).

Asi 2 x 10° bunék YMC9 z exponencialni riistové fize v LB péstované kultury se inkubuje ve
4 ml 0,1 M Na—citratového pufru pii pH 5,5 po dobu 30 minut pti teploté 37 °C s 50 pg/ml NG.
Po dvojnasobném promsti 0.1 M fosfatovym pufrem o pH 7,0 se 0,1 ml bunék kultivuje pfes noc
pii teploté 37 °C za tiepani LB. Potom se 0,1 ml bunék zriznych zfedéni (107, 10*, 10°
v 0,9 % NaCl) nanese na plotny s minimalnim médiem se 100 pg/ml 5—methyltryptofanu. Vedle
5—methyltryptofanu obsahuje minimalni médium 5 g/l glukézy, 5 mg/l vitaminu Bl1, 3 g/l
dihydrogenfosforeénanu  draselného, 12 g/l hydrogenfosforeénanu draselného, 0,3 g/l
heptahydratu siranu hofe¢natého, 0,1 g/l chloridu sodného, 5 g/l siranu amonného, 17,7 mg/1
dihydratu chloridu vapenatého, 2 mg/l heptahydratu siranu Zeleznatého, 1 g/l citratu trojsodného

a 15 g/l agaru. Po 24 az 48 hodinach pii teplot€ 37 °C se 5—methyltryptofan—rezistentni klony
oddéli na vyse uvedené plotny.

Pro charakterizaci ziskanych mutantl se stanovuje K —hodnota trpE-genového produktu pro
tryptofan (Bauerle R. a kol., 1987, Methods in Ezymology Vol. 142: 366 - 386). Mutanty by se
mohly pfitom rozdélit do dvou tfid. Mutanty tfidy 1 maji vici zpétnému pusobeni rezistentni

antranilatsyntetdzy, mutanty tfidy 2 maji enzymy se zvySenou aktivitou antranilatsyntetazy pti
nezménéné hodnoté K,

Pro charakterizaci na molekularni roviné se relevantni oblasti DNA rdznych mutantd klonuji
a sekvencuji. K tomuto G&elu se izoluje odpovidajici chromozomalni DNA a ve vsazce se
rozitépi pomoci restrikénich enzymi Nhel a Clal. Fragmenty jedné velikosti asi 5 kb se izoluji a
liguji se pomoci 4158 bp velikého Nhel/Clal-fragmentu pBR322. Ligacni vsazka se transformuje
do trpE—kmene E. coli KB 862 (DSM 7196). Selektuje se na klony, které mohou rist na
minimalnim médiu bez tryptofanu. Komplementujici plazmidy obsahuji viechny 5 kb Nhel/Clal~
fragment. Vedle gent trpE a trpD obsahuje tento 5 kb Nhel/Clal-fragment také DNA—oblasti po
sméu od trpE (asi 0,8 kb) a po sméru od trpD (asi 1 kb). V nasleduyjici tabulce 2 jsou uvedeny
rozdily sekvence aminokyselin a Ki-hodnoty 4 mutanti tfidy 1. V neznazornénych oblastech
souhlasi sekvence mutantl se sekvenci divokého typu.
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Tabulka 2

Sekvence aminokyselin mutovanych trpE-alel Ki/mM
trpE WT NPTA LFIIQ LCGD RPAT LLLE SADI D2SXD DLKS 0,01 SEQ ID NO: 6
trpE 0 E 0,1 SEQ ID NO: 7
trpE 5 S 3,0 SEQ ID NO: 8
trpE 6 F E >15 SEQ ID NO: 9
trpES S E 15 SEQ ID NO: 10

Sekventni analyza mutantti tfidy 2 ukazuje, Ze mutace existuji bud’ v oblasti operatoru trp—
promotoru, nebo voblasti DNA, ktera kéduje trp-fidici peptid. Mutace, oznalené jako
deltatrpL 1, poptipadé deltatrpL2, maji 136 bp, popfipadé 110 hp velikou deleci v oblasti DNA,
kodované pro fidici peptid. Pro deltatrpL 1 mutaci zahrnuje delece oblast pozice nukleotidi 33 aZ
do pozice 168, u deltatrpL2 mutace oblast od pozice nukleotidd 11 az do 120, v sekvenci,
uloZzené v EMBL—databazi pod ¢islem AC VOO372.

Aby se dosdhlo silngj3i exprese vii¢i zpétnému piisobeni rezistentnich trpE—alel, kombinuji se
obé tfidy mutace. K tomu se pouZije mutace deltatrpL1 tfidy 2. Na obr. 2 je ukdzana rada
deltatrpL | mutaci (tfida 2) a mutace trpEO, trpES, trpE6 a trpES8 (tfida 1).

Z plazmidu deltatrpL (obr. 2) se izoluje 1,6 kb Nrul-fragment, ktery nese deltatrpL 1-mutaci a
vyméni se za odpovidajici Nrul-fragment divokého typu plazmidii pEO, pES-pE6, popiipadé
pE8 (obr. 2). Ziskané plazmidy jsou pojmenovany jako pIEO, pIES, pIE6, poptipadé plES a
pouziji se pro chromozomalni integraci homolognich rekombinaci. K tomu se zuvedenych
plazmidi izoluji odpovidajici, asi 5 kb velké chromozomalni Nhel (Clal-fragmenty, jak je
uvedeno v piikladé 2 z low melting agardzy, a v linedrni formé se transformuji do recD—kmene
PD106 [deltatrpL D 102].

Jako transformatni metoda se pouzije CaCl,—metoda podle Cohena a kol., 1972, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 69:2110-2114. K en PR106 je uloZzen podle Budapestské smlouvy od
28.07. 1992 v Némecké sbirce mikroorganismii (DSM) pod &islem 7195 (DSM 7195). Selektuji
se klony, které mohou rist na minimalnim médiu bez tryptofanu a které jsou ampicilin—
senzitivni, to znamena prosté plazmidu.

Pl-trasdukci (Miller J. H., 1972, Experiments in Molecular Genetics, Cold Spring Harbor,
N.Y.: 201 - 205) se trpE-alely, které koduji razné viéi zpétnému pisobeni rezistentni trpE—
enzymy a jsou odpovidajicim zplisobem zpiisobem kombinované s deltatrpL 1-mutaci, prechazeji
z odpovidajicich kmend do KB862. Kmen KB862 je uloZen podle Budapestské smlouvy od
28.07. 1992 v Némecké sbirce mikroorganismi (DSM) pod &islem 7196 (DSM 7196). Selektuji
se klony, které mohou rist na minimalnim médiu bez tryptofanu. Ziskané kmeny byly oznaceny
Jjako PD103 (trpE0), KB862 (trpE5), SV164 (trpE8) a SV 163 (trpE6).

Piiklad 2

Vyroba serA—gend, které jsou kédovany pro serin—intenzivni fosfoglyceratdehydrogenazy
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Divoky typ serA—genu z Escherichia coli kmene E. coli B (ATCC 23226) se klonuje na
plazmidovy vektor pUC18.

Aby se ziskala chromozomaélni DNA tohoto kmene, necha se na n&j pres noc pisobit pfi teplots
37 °C Luria—Broth. Bakterialni buriky se ziskaji centrifugaci (4000 g). Lyze buné&k a &i3téni DNA
se provadi metodou, popsanou Ausubelou a kol, 1987, 2.4.1-2.4.2, Current Protocols in
Molecular Biology, Greene Publishing Associates. Ziskané mnozstvi DNA se stanovuje
spektrofotometricky pti vinové délce 260 nm. Vytézek je okolo 600 mg/100 ml.

100 pg chromozomalni DNA se 3t€pi pomoci restrikéniho enzymu Sphl (Boehringer Mannheim
GmbH) za podminek, udanych vyrobcem. Asi 3 ug smési fragmenti se liguje pomoci 0,2 pg
rovnéz Sphl-Stépeného autonomniho replikovatelného plazmidového vektoru pUCI18 (firmy
Boehringer Mannheim GmbH) pomoci enzymu T,-ligaza (firmy Boehringer Mannheim GmbH)
za podminek, udavanych vyrobcem. Ligacni smés se pouZije k tomu, aby se serA-mutanty
PC1523 (CGSC#: 5411;) (CGSC: E. coli Genetic Stock Center, Department od Biology
255 OML, Yale University, Postbox 6666, New Haven, CT, USA) transformovaly. Jako
transformacni metoda se pouzije CaCl-metoda podle Cohena a kol., 1972, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 69: 2110 - 2114. Transformované bakterie se nanesou na plotny s minimalnim médiem bez
serinu. Klony, které bez serinu rostou, obsahuji serA—gen z E. coli na 3,5 kb velikém Sphl-
fragmentu. Sekvence divokého typu serA—genu je uvedena na obr. 3 (SEQ ID NO: 13;
SEQ ID NO: 14). Rekombinantni vektor se serA—genem je oznaen jako pGC3 (obr. 4).

SerA-alela serAS se vyrobi tak, Ze se plazmid pGC3 rozitépi pomoci restrikénich enzymi Sall
a Kpnl (firmy Boehringer Mannheim GmbH) podle adajit vyrobce. Ziskané fragmenty se rozdéli
podle agarozové gelové elektroforézy. Fragment Sall-Kpnl o velikosti 2,0 kb, ktery obsahuje
uplny serA—gen az na 8 C~terminalni kodon, se na gelu pregisti. K tomu se provadi elektroforéza
na ,low-melting-agaréze® (firmy Boehringer Mannheim GmbH) tak, aby se mohla DNA pomoci
Jjednoduchého roztaveni agardzy ziskat zpét. 0,2 pug tohoto fragmentu se liguje ekvimolarnim
mnozstvim  pUCI8, Stépeného pomoci HindIII/Sall, a  synteticky vyrobeného,
dvousroubovicového oligonukleotidu pomoci T-ligazy (firmy Boehringer Mannheim GmbH)
podle udaji vyrobce. Sekvence nukleotidi tohoto oligonukleotidu je nasledujici:
57 3°
C ATT CGC GCC CGT CTG CTG TAA TA
CTAGG TAA GCG CTGG GCA GAC GAC ATT ATT CGA SEQ IZ NO: 11
37 5°

Tento oligonukle tid dopliiuje 7 z 8 poslednich C—terminalnich kodond serA—genii. Namisto
osmého kodonu se zavadi stoptriplet TAA. Fosfoglyceratdehydrogenaza, kddovana timto serA—
genem, je tim zkracena o jednu C—terminalni aminokyselinu. Aminokyselinova sekvence
zmnoZené PGD je ukdzana v tabulce 1 (serA5). Rekombinantni plazmid se oznaduje jako pGHS
(obr. 5). Pomoci{ liga¢ni vsazky se transformuje serA-mutanta PC1523.

SerA-alela serA1508 se vyrobi nasledujicim zpisobem. Plazmid pGC3 se 3t€pi pomoci
Sphl/Sall (firmy Boehringer Mannheim GmbH) podle udaji vyrovce. 3 kb—fragment, ktery nese
Gplny serA-gen. se Cisti pomoci gelové elektroforézy a liguje se pomoci vektoru pUCIS,
$tépeného pomoci Sphl'Sall. Rezultujici plazmid je oznacen jako pKB1321 (obr. 6).

Plazmid pKBI13221 se inkubuje srestrikéni endonukledzou Hindll (firmy Boehringer
Mannheim) za podminek, které dovoluji pouze parcialni $tépeni ( 0,05 U enzymu pro | pg DNA
pro 10 minut, obvyklé reakéni podminky podle udaje vyrobce). Tim vznikne mimo jiné frakce
fragment(, které jsou Stépeny na pozici 1793 serA-genu HindIl. Na tomto misté se ligaci zavede
DNA-linker s Xbal-3tépnym mistem. Sekvence DNA-linkeru je nasledujici:

.10 -
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5° 37

TGC TCT AGA GCA

ACG AGA TCT CGT SEQ ID NO: 12
37 57

Inzerce vede k polyfosfitodehydrogendze, kterd na tomto misté nese &tyfi pridavné
aminokyseliny. Jejich sekvence je znazoména v tabulce 1. Plazmid s touto inzerci se oznaluje
Jako pKB 1508 (obr. 7). Je transformovan do serA-mutanty PC1523.

SerA-alela serAll se vyrobi tak, ze se 3t&pi plazmid pGHS pomoci Sall a Kpnl (firmy
Boehringer Mannheim GmbH) podle adaji vyrobce a 2,8 kb veliky fragment se ze smési
fragmentd oddéli pomoci gelové elektroforézy z ,low—melting“—agarézy. Tento fragment
obsahuje podil vektoru z pUC18 a C—terminalni oblast serAS. Plazmid pKB 1508 se rovnéz §tépi
pomoci Sall/Kpnl. 2,0 kb veliky fragment DNA se eluuje z ,low—melting“~agarézového gelu.
Tento fragment obsahuje serA-alelu serA1508 s inzertni mutaci, aviak chybi 8 C—terminalni
kodony. Oba fragmenty se spolu liguji a tim se transformuje serA-mutanta PC1523. Vysledny
rekombinantni plazmid se oznaCuje jako pGHI11 (obr. 8). Kédovana fosfoglyceratdehydrogenéaza
spojuje inzertni mutaci serA1508 sdeledni mutaci serAS5. Region smutacemi v kédované
sekvenci aminokyselin je znazornén v tabulce 1.

Pro expresi mutovanych serA-alel v produkénich kmenech se tyto preklonuji ve vektoru
pACYC 184 (ATCC 37033). vektoru se stfednim poctem kopii. K tomu se plazmid pGHS a
plazmid pGH11 3t€pi pomoci Sall/HinhllII a izoluji se vzdy asi 2 kb veliké fragmenty DNA,
obsahujici serA-alely serA5 a serAll, z ,low-melting“~agar6zového gelu. Fragmenty se
v oddélenych vsazkach zpracuji pomoci Klenow—fragmentu DNA-polymerazyl z E. coli (firmy
Boehringer Mannheim) podle pfedpisu vyrobce, aby se 5°—ptevislé $tépené konce restrikéniho
enzymu pievedly na hladké konce. K tomu se 1 pg odpovidajiciho fragmentu ve 20 ul reakéni
vsazky smisi s 5 U Klenow—enzymu, 0,5mM dATP, dGTP, dTTP a dCTP a s vyrobcem
doporu¢enym pufrem a smés se inkubuje po dobu 15 minut pfi teploté 30 °C.

Fragmenty DNA s hladkym koncem se liguji s vektorem pACYC184, $t¢penym pomoci Pvull.
Liga¢ni vsizka se vyuZije k tomu, aby se transformovaly serA-mutanty. Komplementované
plazmidy byly nazvany pGHS5/II, poptipadé pGHI1/II (obr. 9, obr. 10). Plazmid pKB1508 se
Stépi pomoci Sall/Sphl. Fragment velikosti 3,0 kb, ktery obsahuje serA-alelu serA1508, se &isti
pomoci gelové elektroforézy. Tento fragment se vyse popsanym zpisobem pfevede na fragment
s hladkym koncem, liguje se pACYCI184, 3tépenym pomoci Pvull, a ligatni vsazka se
transformuje do E. coli PC1523. Komplementujici plazmid byl nazvan pKB1508/1I (obr. 11).

Plazmidy pGHS/II (serA5), pGHII/II (serAll) a pKBI1508/1I se vyuziji ktomu, aby se
transformovaly kmeny PD103 (trpE0), KB862 (trpE5), SV 164 (trpE8) a SV163 (trpE6).

Ptiklad 3

Konstrukce chromozomalng kdédované, vici zpétnému plsobeni rezistentni serAS-alely za
pomoci rekombinantniho gama-profagu

Pro integraci do chromozomalni lambda ,.attachment site” (att lambda) se serA5-alela klonuje do
plazmidu pRS351 (Simons a kol., 1987, Gene 53: 85 - 96). K tomu se izoluje asi 2 kb veliky
serAS—nesouci HindlIl/'Sall-fragment z plazmidu pGHS. 5'-previslé konce se zaplni pomoci
Klenow-fragmentd DNA-polymerazy [ (firmy Boehringer Mannheim GmbH) podle piedpisu
vyrobce a za pomoci EcoRI-linkeri (Maniatis a kol., 1982, Molecular Cloning: A Laboratory
Mannual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.: 396 -397) se 2kb

-11-
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fragment liguje do pomoci EcoRI $t&peného vektoru pRS551. Rekombinantni plazmid se oznagi
jako pRSSS.

Vyrobenim plotnového lyzatu recA’kmenu, nesouciho pRSS (naptiklad YMC9 ATCC 33927,
pomoci lambdaRS45—figa se vyrobi in vivo homologni rekombinaci heterogenni lambda-lyzat,
ktery vedle lambdaRS45-figa obsahuje také rekombinantni serAS—nesouci lambdaRS45—
derivaty (Simons a kol., 1987, Gene 53: 85 - 96).

Pro selekci na rekombinantni lambdaRS45-derivaty se pouzije serA—kmen PC1523
(CGSC#:5421). K tomu se PC1523 infikuje heterogennim lambda—lyzatem (viz vyse) a potom se
zao¢kuje na kanamycin, obsahujici (25 mg/l) LB-plotny. Ziskané lyzogenni, kanamycin—
rezistentni klony se potom testuji na svoji schopnost ristu na plotnach s minimalnim médiem bez
serinu. Zvoli se serin—prototrofni kmen a tento se pouzije pro vyrobu homogenniho serA5—
lambda-lyzatu (UV-indukci., Simons a kol., 1987, Gene 53: 85 - 86).

Timto homogennim serAS-lambda-lyzitem se infikuje tryptofan—produkéni kmen SV164.
Ziskany kmen SV164 att-lambda: serAS se fermentuje postupem, popsanym v piikladé 4.

Odpovidajici médium obsahuje namisto tetracyklinu jako selekéni agens vzdy 25 mg/l
kanamycinu.

Vytézky tryptofanu se pohybuji okolo 12,5 g/1, pfi€éemz pii pouziti stejného kmene bez serAS se
dosahne vytézku 3,5 g/l.

Ptiklad 4
Produkce tryptofanu Corynebakteriemi

Plazmid pGHS se rozsté€pi pomoci restrikénich enzymd Sall a HindIll (firmy Boehringer
Mannheim GmbH) a z ,low-melting“~agarézového gelu se izoluje 2 kb veliky, serAS—gen
nesouci fragment DNA. Fragment DNA se stejné, jako je popsano v piikladé 2, zpracuje
pusobenim Klenow~fragmentu DNA-polymerazy I zE. coli (firmy Boehringer Mannheim
GmbH) pro dosaZeni hladkého konce. Vektor pWST! se rozitépi pomoci restrikéniho enzymu
Smal (firmy Boehringer) a liguje se fragmentem DNA s hladkym koncem. Vektor pWST]1 je
univerzalni vektor pro E. coli/corynebacterium a muze se replikovat jak v Corynebakteriich, tak
v E.coli. Corynebakteridini replikou tohoto vektoru pochazi zkmene Corynebacterium
glutamicum ATCC 19223. Vyroba vektoru pWSTI1 je popsana v USA 4965 197. Ligaéni

vsazka se vyuzije k tomu, aby se transformoval kmen E. coli PC1523. Komplementujici plazmid
byl nazvan pGHS/III (obr. 12).

Plazmid pGHS5/III se vyuZije k tomu, aby se transformoval tryptofan—produkujici kmen Coryne-
bakterium glutamicum ATCC 21 851. Transformace se provadi pies elektroporaci pomoci
techniky, vy€erpavajicim zpisobem popsané H. Wolfem a kol., 1989, Appl. Microbiol.
Biotechnol. 30: 283 - 289. Klony, které nesou rekombinantni plazmid pGHS/I1I, se selektuji pres
plazmid-kodovanou kanamycinovou rezistenci na agarovych plotnich s 25 mg/l kanamycinu.

Plazmid pGC3 se rozstépi pomoci restrikénich enzvmia Sphl a Sall. 3 kb fragment DNA, ktery
nese divoky typ serA-alely, se pfecisti a vy3e popsanym zplsobem se liguje do vektoru pWSTI.

Ziskany vektor pGC3 (obr. 13) se vyuzije ktransformaci Corynebakterium glutamicum
ATCC 21 851.

Analogicky se vyrobi kmen Corynebakterium glutamicum ATCC 21 581, ktery nese na plazmidu
serA-alelu 1455.
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Pti fermentaci se ukazalo, ze kmen, ktery nese na plazmidu serAS5-alelu, dosahuje nejvyssich
vytézka tryptofanu.

Ptiklad §

Vliv riiznych plazmidem kédovanych serA-alel na produkei tryptofanu u riiznych trpE—-kmeni

Riznymi, v tabulce 3 uvedenymi, produkénimi kmeny tryptofanu, se v 10 ml Erlenmeyerovych
barikich zaoc¢kuje 10 ml LB média (1 % tryptonu, 0,5 % kvasni¢ného extraktu, 0,5 % chloridu
sodného), které bylo smiSeno s 15 mg/l tetracyklinu. Po 8 az 9 hodinové inkubaci za tfepani pti
150 otaCkach za minutu pfi teploté 30 °C se odpovidajici pfedkultury prevedou do 100 ml SM1~
média. SMI-médium obsahuje 5 g/l glukézy, 3 g/l dihydrogenfosfore¢nanu draselného, 12 g/l
hydrogenfosfore¢nanu draselného, 0,1 g/l siranu amonného, 0,3 g/l heptahydratu siranu
hote¢natého, 15 mg/l dihydratu chloridu vépenatého, 2 mg/l heptahydratu siranu Zeleznatého,
1 g/l dihydratu citratu trojsodného, 1 ml/l roztoku stopovych prvki (viz nize), 40 mg/l L-
fenylalaninu, 40 mg/l L-tyrosinu, 5 mg/l vitaminu Bl a 15 mg/l teracyklinu. Roztok stopovych
prvkia sestaiva z0,15 g/l dihydraitu molybdenanu sodného, 2,5 g/l kyseliny borité, 0,7 g/l
hexahydratu chloridu kobaltnatého, 0,25 g/l pentahydratu siranu méd’natého, 1,6 g/l tetrahydratu
chloridu manganatého a 0,3 g/ heptahydratu siranu zine¢natého.

Kultury se tfepou v jednotlivych Erlenmeyerovych baiikach pfi teploté 30 °C po dobu 12 az
16 hodin pii 150 otadckach za minutu. Po této inkubaci je hodnota ODgyy v rozmezi 2 az 4. Dalsi
fermentace se provadi ve vyzkumnych fermentorech BIOSTAT'M firmy Braun Melsungen.
Pouzivé se kultiva¢ni nadoba s celkovym objemem 2 litry.

Médium obsahuje 17,5 g/l glukézy, 5 g/l siranu amonného, 0,5 g/l chloridu sodného, 0,3 g/l
heptahydratu siranu hofe€natého, 15 mg/l dihydratu chloridu vapenatého, 75 mg/l heptahydratu
siranu  Zeleznatého, 1 g/l dihydratu citratu trojsodného, 1,5 ¢/l dihydrogenfosfore¢nanu
draselného, 1 ml roztoku stopovych prvki (viz vy3e), 5 mg/l vitaminu B1 (thiamin), 0,75 g/l L~
fenylalaninu, 0,75 g/l L-tyrosinu, 2,5 g/l kvasni¢ného extraktu (Difco), 2,5 g/l tryptonu (difco) a
20 mg/l tetracyklinu.

Koncentrace glukozy se ve fermentoru udrzuje davkovanim 700 g/l (w/v) glukézového roztoku
(autoklavovaného) na 17,5 g/l. Pred zaoCkovanim se do fermentaéniho média pfida tetracyklin az

na kone¢nou koncentraci 20 mg/l. Dale se udrzuje hodnota pH ptivadénim 25 % roztoku
hydroxidu amonného na 6,7. :

100 ml predkultury se pro zaoCkovani pfecerpa do fermentaéni nddoby. Vychozi objem &ini asi
1 litr. Kultury se nejprve michaji pti 400 ota¢kach za minutu a vzdudni se 1,5 vvm stladeného
vzduchu, zbaveného zarodkt pomoci sterilniho filtru. Fermentace se provadi pfi teploté 30 °C.

Hodnota pH se udrzuje automatickym davkovanim 25 % hydroxidu amonného na 6.7. Syceni
kyslikem ve fermentaénim médiu se v Zadném okamziku fermentace nenecha poklesnout pod
20 %. Syceni kyslikem se pfi fermentaci udrzuje pomoci rychlosti michani.

Ve dvouhodinovych az tfithodinovych periodach se zjiStuje obsah glukézy v zivém roztoku,
optickd hustota a vytézek tryptofanu. Stanoveni glukdzy se provadi enzymaticky pomoci

glukdzového analyzatoru firmy Ysi. Koncentrace glukozy se nastavuje kontinualnim Zivenim
v rozmezi 5 az 20 /L.

Obsah tryptofanu v médiu po fermentaci se stanovuje pomoci HPLC. Médium se rozdéluje na
Nucleosilu  100-7/C8 (250/4 mm: Macherey-Nagel). Sloupec se provozuje izokraticky
s hodnotou toku 2 ml/min. Jako pohyblivd faze se pouziva smés vody a acetonitrilu (83/17), do
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které se pfidava pro litr 0,1 ml kyseliny fosfore&né (85 %). Detekuje se bud’ pomoci diodového

arraydetektoru, nebo pfi pevné vinové délce 215, poptipadé 275 nm.

Po 44 az 50 hodinach se fermentace ukonéi. Produkovand mnoZstvi tryptofanu v g/l z téchto

fermentaci po 48 hodinach jsou shrnuta v tabulce 3.

Tabulka 3

Vyté€iky tryptofanu s riznymi kombinacemi serA/trpE

serAWT serAS serA1508 serAll serA 1455
trpE0 15,7 20,2 nestanov. Nestanov. 6,7
trpES 12,5 18,9 15,0 10,0 7,5
trpE8 11,6 24,1 13,8 24,0 4,0
trpE6 7,5 18,0 nestanov. 11,5 3,9

Sekvenéni protokol:
(D Vseobecné informace:

(1) Prihlasovatel:

(A) Jméno: Consorcium fiir elektrochemische
Industrie GmbH

(B) Ulice: Zielstattstr. 20

(C) Misto: Mnichov

(E) Stat: Némecko

(F) PSC: 81379

(G) Telefon: 089-62792686

(H) Telefax: 089-62792795

(i1) Nazev vynalezu: Mikroorganismy pro produkei tryptofanu a zplsob jejich

vyroby
(itt)  Pocet sekvenci: 14

(iv) Pocitacové ¢itelna forma:
(A) Nosi¢ dat: Floppy disk
(B) Computer: IBM PC kompatibilni
(C) Pracovni systém: PC-DOS/MS-DOS
(D) Software: PatentIn Release #1.0, Version #1.25 (EPA)

2) Informace k SEQ ID NO: 1:
(1) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 52 aminokyselin
(B) Druh: aminokyseliny
(C) Forma retézce: jednotlivy

(D) Topologie: linearni

(ii) Druh molekuly: protein
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(iii)  Hypoteticky: ano

) Druh fragmentu: C—terminus

(vi) Puvod:

(A) Organismus: Escherichia coli
(B) Kmen: B

(vii)  Bezprostfedni pivod:
(B) Klon: pGC3

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: I:

Glu Gln Gly
Gln Met Gly
Ala Glu Lys

Arg Ala Arg

Val Asn Ile Ala Ala Gln Tyr Leu Gln Thr Ser

5 10 15
Tyr Val Val Ile Asp Ile Glu Ala Asp Glu Asp
20 25 30
Ala Leu Gln Ala Met Lys Ala Ile Pro Gly Thr
35 40 45
Leu Leu Tyr

50

Informace k SEQ ID NO: 2:

() Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 51 aminokyselin
(B) Druh: aminokyseliny
(C) Forma tetézce: jednotlivy
(D) Topologie: linearni

(ii) Druh molekuly: protein

(iii)  Hypoteticky: ano

) druh fragmentu: C—terminus

(vi) Pavod:

(A) Organismus: Escherihia coli
(B) Kmen: B

(vii))  Bezprostfedni ptvod:
(B) Klon: pGH5

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 2:
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Ala Glu Gln Gly Val Asn Ile Ala Ala Gln Tyr Leu Gln Thr Ser

5 10 15

Ala Gln Met Gly Tyr Val val Ile Asp Ile Glu Ala Asp Glu Asp

20 25 30

Val Ala Glu Lys Ala Leu Gln Ala Met Lys Ala Ile Pro Gly Thr

35 40 45

Ile Arg Ala Arg Leu Leu

50

2) Informace k SEQ ID NO: 3:

(1)

(if)

(iii)

v)

(vi)

(vii)

(xi)

1

Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 56 aminokyselin
(B) Druh: aminokyseliny

(C) Forma retézce: jednotlivy
(D) Topologie: linearni

Druh molekuly: protein
Hypoteticky: ano

druh fragmentu: C—~terminus
Pavod:

(A) Organismus: Escherichia coli

(B) Kmen: B

Bezprostiedni pivod:
(B) Klon: pKB1508

Popis sekvence: SEQ ID NO: 3:

Ala Glu Gln Gly Val Cys Ser Arg Ala Asn Ile Ala Ala Gln Tyr

5 10 15

Leu Gln Thr Ser Ala Gln Met Gly Tyr Val Val Ile Asp Ile Glu

20 25 30

Ala Asp Glu Asp Val Ala Glu Lys Ala Leu Gln Ala Met Lys Ala

35 40 45

Ile Pro Gly Thr Ile Arg Ala Arg Leu Leu Tyr

50 55

) Informace k SEQ ID NO: 4:

®

(11)
(iii)

Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 55 aminokyselin
(B) Druh: aminokyseliny

(C) Forma retézce: jednotlivy
(D) Topologie: linearni

Druh molekuly: protein

Hypoteticky: ano
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Ala Glu Gln

1

Leu Gln Thr
Ala Asp Glu

Ile Pro Gly Th

(2)

Ala
Ala
Val

Ile

)
(vi)

(vii)

(xi)

CZ 282396 B6

druh fragmentu: C—terminus

Pivod:
(A) Organismus: Escherichia coli
(B)Kmen: B

Bezprostiedni pivod:
(B) Klon: pGH11

Popis sekvence: SEQ ID NO: 4:

Gly
5
Ser
20
Asp
35

~

50

Informace k SEQ ID NO: 5:

M

(ii)
(iii)
)
(vi)

(viD)

(xi)

Glu Gln Gly
Gln Met Gly

Ala Glu Lys

Arg

Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 47 aminokyselin
(B) Druh: aminokyseliny

(C) Forma tetézce: jednotlivy
(D) Topologie: linearni

Druh molekuly: protein
Hypoteticky: ano

druh fragmentu: C—terminus

Plvod:
(A) Organismus: Escherichia coli
(B) Kmen: B

Bezprostiedni pivod:
(B) Klon: pKB1455

Popis sekvence: SEQ ID NO: 5:

5
20

35

-17-

Val Cys Ser Arg Ala
Ala Gln Met Gly Tyr
Val Ala Glu Lys Ala

Ile Arg Ala Arg Leu

Asn Ile Ala Ala Gln Tyr

10 15
Val Val Ile Asp Ile Glu
25 30
Leu Gln Ala Met Lys Ala
40 45
Leu

55

Val Asn Ile Ala Ala Gln Tyr Leu Gln Thr Ser

10 15

Tyr Val Val Ile Asp Ile Glu Ala Asp Glu Asp

25 30

Ala Leu Gln Ala Met Lys Ala Ile Pro Gly Thr
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2) Informace k SEQ ID NO: 6:

(1)

(ii)
(iii)
)

(vi)

(xi)

Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 32 aminokyselin
(B) Druh: aminokyseliny

(C) Forma fetézce: jednotlivy
(D) Topologie: linearni

Druh molekuly: protein
Hypoteticky: ano

druh fragmentu: inertni

Plvod:

(A) Organismus: Escherichia coli

(B) Kmen: YMC9

Popis sekvence: SEQ ID NO: 6:

Asn Pro Thr Ala Leu Phe His Gln Leu Cys Gly Asp Arg Pro Ala

1

5 10

15

Thr Leu Leu Leu Glu Ser Ala Asp Ile Asp Ser Lys Asp Asp Leu

Lys Ser

20 25

2) Informace k SEQ ID NO: 7:

0]

(i1)
(iii)
(iii)
(v)
(vi)

(xi)

Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 32 aminokyselin
(B) Druh: aminokyseliny

(C) Forma fetézce: jednotlivy
(D) Topologie: linearni

Druh molekuly: protein
Hypoteticky: ano

Antisenze: ne

druh fragmentu: inertni
Plvod:

(A) Organismus: Escherichia coli

(B) Kmen: PD103

Popis sekvence: SEQ IDNO: 7:
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Asn Pro Thr Ala Leu Phe His Gln Leu Cys Gly Asp Arg Pro Ala

5 10 15

Thr Leu Leu Leu Glu S

Glu Ser

20 25 30

2 Informace k SEQ ID NO: 8:

M

(i1
(iii)
)
(vi)

(xi)

Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 32 aminokyselin
(B) Druh: aminokyseliny

(C) Forma fetézce: jednotlivy
(D) Topologie: linearni

Druh molekuly: protein
Hypoteticky: ano

druh fragmentu: inertni

Puvod:

(A) Organismus: Escherichia coli

(B) Kmen: KB862

Popis sekvence: SEQ ID NO: 8:

Asn Ser Thr Ala Leu Phe His Gln Leu Cys Gly Asp Arg Pro Ala

1

5 10 15

Thr Leu Leu Leu Glu Ser Ala Asp Ile Asp Ser Lys Asp Asp Leu

Lys Ser

20 25 30

2 Informace k SEQ ID NO: 9:

(1)

(i1)
(iii)
)
(vi)

(xi)

Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 32 aminokyselin

(B) Druh: aminokyseliny

(C) Forma fetézce: jednotlivy
(D) Topologie: linedrni

Druh molekuly: protein
Hypoteticky: ano

druh fragmentu: inertni

Plvod:

(A) Organismus: Escherichia coli

(B) Kmen: SV163

Popis sekvence: SEQ ID NO: 9:
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Asn Pro Thr Ala Leu Phe His Gln Leu Cys Gly Asp Arg Pro Ala

1 5 10 15
Thr Leu Leu Leu Glu Phe Ala Asp Ile Asp Ser Lys Asp Asp Leu

20 25 30
Glu Ser

2) Informace k SEQ ID NO: 10:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 32 aminokyselin
(B) Druh: aminokyseliny
(C) Forma tetézce: jednotlivy
(D) Topologie: linearni

(ii) Druh molekuly: protein

(iii)  Hypoteticky: ano

) druh fragmentu: inertni

(vi) Pivod:
(A) Organismus: Escherichia coli

(B) Kmen: SV164

(xi)  Popis sekvence: SEQ ID NO: 10:

Asn Ser Thr Ala Leu Phe His Gln Leu Cys Gly Asp Arg Pro Ala

1 5 10 15
Thr Leu Leu Leu Glu Ser Ala Asp Ile Asp Ser Lys Asp Asp Leu

20 25 30
Glu Ser

) Informace k SEQ ID NO: 11:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 32 paril bazi
(B) Druh: nukleova kyselina
(C) Forma fetézce: oboji
(D) Topologie: linearni

(i) Druh molekuly: DNA

(iii) Hypoteticky: ne

(iii) Antisenze: ne

(vi) Plvod:
(A) Organismus: in vitro syntetizovany fragment DNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 11:
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AGCTTATTAC AGCAGACGGG CGCGAATGGA TC

32

2) Informace k SEQ ID NO: 12:

(1)

(i)
(iii)
(iii)
(vi)

(xi)

Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 12 parh bazi

(B) Druh: nukleova kyselina
(C) Forma retézce: dvojita
(D) Topologie: linearni
Druh molekuly: DNA
Hypoteticky: ne

Antisenze: ne

Pavod:

(A) Organismus: in vitro syntetizovany fragment DNA

Popis sekvence: SEQ ID NO: 12:

TGCTCTAGAG CA

12

2) Informace k SEQ ID NO: 13:

(1)

(i)
(iii)
(iii)
(vi)

)

Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 1233 part bazi
(B) Druh: nukleova kyselina
(C) Forma fetézce: dvojita
(D) Topologie: linearni

Druh molekuly: DNA (genomicka)
Hypoteticky: ne

Antisenze: ne

Pivod:

(A) Organismus: Escherichia coli
(B) Kmen: B

Informace o zvefejnéni:

(A) Autofi: Tobey K. L.
Grant G. A.

(B) Titul: The nucleotide sequence of the serA gene of Escherichia coli and the
amino acid sequence of the encoded protein, d-3—phosphoglycerate.

(C) Casopis: J. Biol. Chem.
(D) Dil: 261

(E) Strana: 12179 - 12183
(G) Datum: 1986
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ATG
48

Met
GTA
Val
GGT
Gly
CAA
Gln
TCC

Ser

CTG

CGT
Arg
GGC
Gly
TTG
Leu
GAT
Asp

CAT

(xi)

GCA
Ala
GAA
96

Glu
TAC
Tyr
TAA
Leu
CGT
Arg
GTC

Val

GAT

GGC
Gly

ATT

CTT

CczZ 2

82396

Popis sekvence: SEQ ID NO: 13:

AAG
Lys
GGC
Gly
ACC
144
Thr
AARA
Lys
ACC
Thr
GCT
Ala

GCG

Ala

Asn
CTA
Leu
GTG

vVal

Lys
ATT
Ile
GAA
Glu

TCT

GTA
Val
GTGC
Val
AAC
Asn
GAA
192
Glu
CAT
His
ATT
Ile
GCG

Ala

ACG

TTG
Leu
TGG
Trp
CTG
Leu
CTG

Leu

Asn

GAC

TCG

Ser
5
CAC

His
20
ATC
Ile
35
TCC

Ser
50

CTG
240
Leu
55

GGC

Gly
30
GCA

Ala
95
CGC

Arg
i10
ZGC

Arg
125
AAC

Asn
140
GGT

Gly
155
GCT

Ala
170
ADA
Lys
185
CTG

CTG
Leu
CAA
Gln
GAA
Glu
ATC
Ile
ACT
Thr

TGT
288

Ser
GGC

Gly

Lys
ATC
Ile
GAAR
Glu
CTG
Leu

CTG

GAG
Glu
AAG
Lys
TTT
Phe
CGC
Arg

GAA

TTC
Phe
CGC
336
Arg
GTT
val
GGT
vVal
CTG
Leu
ATC
Ile
TCG
Ser
CCG

Pro

AAT

AARQ
Lys
GCG
Ala
CAC
His
GAT
Asp
GAC
Asp
TGT
Cys

GGG

GCG
384
Ala
CCG
Pro
GCG
Ala
GGC
Gly
CTG
Leu
CTG

Leu

ATG

GAC
Asp
CTG
Leu
ARRA
Lys
GCC
Ala
GTG
val

ATC

ATC
Ile

GAG

GAR
432
Glu
GCG
Ala
TAC
Tyr

GGA

GGC

Gly

AGC

-

B6

AAG
Lys
GAA

Glu
25
GGC

Gly
40
CAC

His
55
ATC

Ile
70

GGA

Gly
35

CCG

?ro
100
CTG

1 Leu

115

GCC

-

130

GGT °

480
Gly
145
GGT

Gly
160
ATG

Met -

175
AAC

Asn
150
GAT

Ala

Ile

AGC

Ser

GCG

Ala

TTC

Phe

Ser
CAT
528
His

TAT

Lys
CTT
Leu
CTG
Leu
ATC
Ile
GCC
Ala
AAC
Asn
TTT
Phe
ATA
Ile
GCT
Ala
TTT
Phe
RAT
Ile
GTT

576
val

Thr

GTG

TTT
Phe
CGT
Arg
GST
Asp
GGC
Gly
GCA
Ala
CAG

Gln

GAA
Glu
GGT
Gly
TAC
Tyr
CAG
624

Gln

AGT

CGT
Leu
GCA
Ala
GAT
Asp
CTG
Leu
GAA
Glu
GTT
Val
GCA

Ala

GCG
Ala
GCG
Ala
ACG
Thr
TTT
Phe
GTA
Val

CTG
672

CGT

Leu
15
GCT

Ala
30
GAA

Glu
45
CcGAa

Arg

Lys
75
GAT

Asp
90
CCG

Pro
105
CTG

Leu
120
CAC

His
135
CGC

Arg
150
CAA

Gln
165
TAT

Tyr
180
CAG

Gln
195
CAT
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His
GTA
Val
ATT
Ile
GGT

768
Gly

Lys
GCG

Asp

Asn
CAG
Gln
TCT
Ser
TCG

Ser

Asn
CAG
Gln
ATG
Met
GAA
Glu
GCC

Ala

Leu
cca
Pro
TCA
Ser
ACT
Thr
CAT
glé
His
ACC
Thr
GTC
vVal
GAG
Glu
GAC
Asp
CTG
Leu
CGT
Arg
GGC
Gly
GGT

Gly

Lys
CGT

Arg

Ser
GAG
Glu
CTA
Leu
GTG
Val
CTG
Leu
AAT
864
Asn

CTT

Leu

Asn
AAT
Asn
CCA
Pro
CCG
Pro
GTC
val
TAT
Tyr
GCG
Ala
CTG

Leu

Asp

Asn
ATG
Met
GTG
Val
GCG
Ala
AGC
Ser
CTG
912

Leu

AT

(@]

Ile
GGC
Gly
CTG
Leu
GGC

Gly

Asn
GTG
Val
CTG
Leu
CTG

Leu

Leu
200
CCG

Pro
215
AAG

Lys
230
GAT

Asp
245
GGG

Gly
260
GAT

Asp
275
ACG

Thr
290
GGC
560
Gly
305
TCA

Ser
320
CAC

His
335
GTG

Val
350
ATC

Ile
365
GTT

val
380
CAG

Gln
395
TAC

Tyr
410

Leu

TCC

Ser

CCcC

Pro

ATT

Ile

GCG

Ala

CCA

Pro

cca

Pro

CTG

Leu

ACG

1008

Thr
GGT
Gly
CTA
Leu
GCC
Ala
ATT
Ile
GCa
Ala

TA

Asn
ACC
Thr
GGC
Gly
CCG
Pro
GCA
Ala
TTT
Phe
CAC
His
GAA
Glu
CTC
Leu

GGG

CZ 282396 B6

Met Ser
AAA AAT
Lys Asn
TCG CTG
Ser Leu
GCG CTG
Ala Leu
ATC GAC
Ile Asp
ACC TCT
Thr Ser
ATT GGC
Ile Gly
GTT GCG
Val Ala
TCT GCG
Ser Ala

CGT CGT

1056

Gly
ACT
Thr
GCG
Ala
GAT
Asp
ATG

Met

Arg Arg
GCG CTG
1104

Ala Leu

CAA TAT

1152

Gln Tyr
ATT GAA
Ile Glu
ARA GCT

Lys Ala

Asp Val
205
ATG ATG

Met Met
220
CTG ATT

Leu Ile
235
TGT GAT

Cys Asp
250
GTA TTC

Val Phe
265
CCG CTG

Pro Leu
280
GGT TCG

Gly Ser
295
GGT AAA

Gly Lys
310
GTG AAC

Val Asn
325
CTG ATG

Leu Met
340
AAC AAA

Asn Lys
355
CTG CAA

Leu Gln
370
GCC GAC
1200
Ala Asp
385
ATT CCG

1233

Ile Pro
400

Val
GGC
Gly
AAT
Asn
GCG
Ala
CCG
Pro
TGT
Cys
ACT
Thr
TTG
Leu
TTC
Phe
CAC
His
ATC
Ile
ACT
Thr
GAA
Glu
GGT

Gly

Ser
GCG
Ala
GCT
Ala
CTG
Leu
ACG
Thr
GAA
Glu
CAG
Gln
ATC
Ile
CCG
Pro
ATC
Ile
TTC
Phe
TCC
Ser
GAC
Asp
ACC

Thr

Leu

Lys
TCG
Ser
GCG
Ala
GAA
Glu
TTC
Phe
GAA
Glu
AAG
Lys
GARA
Glu
CAC
His
GCC
Ala
GCC
Ala
GTT
val
ATT

Ile

His
210
GAA
720
Glu
225
CGC

Arg
240
AGC

Ser
255
CCG

Pro
270
GAC

Asp
285
GCG

Ala
300
TAT

Tyr
315
GTC

Val
330
GAA

Glu
345
GAG

Glu
360
CAG

Gln
375
GCC

Ala
390
CGC

Arg
405
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55

)

Met
Val
Gly

Gln

Leu
Leu
Phe
Leu
Arg

Gly

Asp
His
Val
Ile
Gly
Lys
Ala
Asn
Gln

Ser

(D

(ii)
(xi)

CZ 282396

Informace k SEQ ID NO: 14:

Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 410 aminokyselin
(B) Druh: Aminokyselina
(D) Topologie: Linearni

Druh molekuly: Protein

Popis sekvence: SEQ ID NO: 14:

Ala Lys Val Ser Leu Glu Lys Asp

Glu
Tyr
Leu
Arg
Val
Asp
Ser
Leu
Gly
Lys
Gly
Ile
Leu
Pro
Ser
Thr
His
Thr
val
Glu

Asp

Gly
Thr
Lys
Thr
Ala
Ala
Asn
Leu
Val
Lys
Ile
Glu
Ser
Glu
Leu
val
Leu
Asn
Leu
Asn

Asn

Val
Asn
Glu

His

Leu
Leu
Asn
Asp
Asn
Met
Val
Ala
Ser
Leu
Ile

Gly

5
His
20
Ile
35
Ser
50
Leu
65
Gl
80
Ala
95
Arg
110
Arg
125
Asn
140
Gly
155
Ala
170
Lys
185
Leu
200
Pro
215
Lys
230
Asp
245
Gly
260
Asp
275
Thr
290
Gly
305
Ser
320

Gln
Glu
Ile
Thr
Cys
Lys
Ser
Gly
Lys
Ile
Glu
Leu
Leu
Ser
Pro
Ile
Ala
Pro
Pro
Leu

Thr

Lys
Phe
Arg
Glu

Phe

Leu
Ile
Ser
Pro
Asn
Thr
Gly
Pro
Ala
Phe
His
Glu

Leu

Ala
His
Asp
Asp
Cys
Gly
Ala
Pro
Ala
Gly
Leu
Leu
Met
Lys
Ser
Ala
Ile
Thr
Ile
Val

Ser

Leu
Lys
Ala
Val
Ile
Ile
Glu
Glu
Ala
Tyr
Gly
Gly
Ser
Asn
Leu
Leu
Asp
Ser
Gly
Ala

Ala

-24 -

B6

Lys
10

Glu
25

Gly
40

His
55

Ile
70

Gly
85

Pro
100
Leu
115
Ala
130
Gly
145
Gly
160
Met
175
Asn
190
Asp
205
Met
220
Leu
235
Cys
250
Val
265
Pro
280
Gly
295
Gly
310
Val
325

Ile
Ser
Ala
Phe
Asn
Thr
Val
Val
Asn
Ser
His
Tyr
Ala
Val
Met
Ile
Asp
Phe
Leu
Ser
Lys

Asn

Lys
Leu
Leu
Ile
Ala
Asn
Phe
Ile
Ala
Phe
Ile
Val
Thr
Val
Gly
Asn
Ala
Pro
Cys
Thr
Leu

Phe

Phe
Arg
Asp
Gly
Ala

Gln

Ser
Ala
Ala
Leu
Thr
Glu
Gln
Ile

Pro

Leu
Ala
Asp
Leu
Glu
Val
Ala
Glu
Ala
Ala
Thr
Phe
vVal
Leu
Lys
Ser
Ala
Glu
Phe
Glu
Lys

Glu

Leu
15

Ala
30

Glu
45

Arg
60

Lys
75

Asp
90

Pro
105
Leu
120
His
135
Arg
150
Gln
165
Tyr
180
Gln
195
His
210
Glu
225
Arg
240
Ser
255
Pro
270
Asp
285
Ala
300
Tyr
315
Val
330
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Ser Leu Pro Leu His Gly Gly Arg Arg Leu Met His Ile His Glu

335 340 345
Asn Arg Pro Gly Val Leu Thr Ala Leu Asn Lys Ile Phe Ala Glu

350 355 360
Gln Gly Val Asn Ile Ala Ala Gln Tyr Leu Gln Thr Ser Ala Gln

365 370 375
Met Gly Tyr Val Val Ile Asp Ile Glu Ala Asp Glu Asp Val Ala

380 385 390
Glu Lys Ala Leu Gln Ala Met Lys Ala Ile Pro Gly Thr Ile Arg

395 400 405
Ala Arg Leu Leu Tyr

410

PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob vyroby mikroorganismid, produkujicich tryptofan, vyznaéujici se
tim, Ze se mikroorganismy, které jsou deregulovany v alespoit jednom kroku biosyntézy
tryptofanu, opatii serA-alelou, kterd ma snizenou citlivost vi¢i inhibici serinem, pfi¢emz

- mikroorganismy, které jsou deregulovany v alespoii jednom kroku biosyntézy tryptofanu,
se podrobi mutagenezi a mutagenem zpracované populace organismi se podrobi selekci na klony
se serA—geny, které koduji pro serin necitlivé fosforglyceratdehydrogenazy, nebo

- ser—alely. které koduji pro serin necitlivé fosforglyceratdehydrogenazy, se vyrobi
technikami genového inZenyrstvi, vyhodné technikami mistné smérované mutageneze, a takovéto
alely se vnesou do mikroorganismu, které jsou deregulovany v alespoil jednom kroku biosyntézy
tryptofanu, tak Ze se integrované vyskytuji bud’ na autonomné replikovatelném rekombinantnim
vektoru, nebo v chromozomu kmene.

2. Pouziti mikroorganismii, vyrobenych zpisobem naroku 1, pro fermentativni produkci
tryptofanu.

10 vykresu

-25.
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CZ 282396 B6

OBR. 32

10 30 50
ATGGCAAAG&TATCGCTGGAGAAAGACAAGATTAAGTTTéTGCTGGTAGAAGGCGTGCAC
MetAlalysValSeriLeuGluLysAsplysIlelysPheleulLeuValGluGlyVallHis

70 S0 110
CAAAAGGCGCTGGARAAGCCTTCGTGCAGCTGGTTACACCAACATCGAATTTCACARAGGC
GlnLyshlaLeuGluSerLeuArgAlaAlaGlyTysThrAsnIleGluPheHisLysGly

130 150 170
GCGCTGGATGATGAACAATTAAAAGAATCCATCCGCGATéCCCACTTCATCGGCCTGCGA
AlaLeuAspAspGluGlnLeulysGluSerIleArgAspAlaiisPheIleGlyLeuArg

190 210 230

TCCCGTACCCATCTGACTGAAGACGTGATCAACGCCGCA&AAAAACTGG%CGCTATTGGC
SerArgTh:HisLeuThrGluAspValIleAsnAlaAlaGluLysLeuVal.laIleGly

250 270 290
GTTTCTGTATCGGAACARACCAGETTGATCTGGATGCGECEGCARAGCGCGGEATCCCE
CysPheCysIleGlyThrAsnGlnValAspLeuAspAlaAlaAlalysArgGlyIllePro
310 330 350
GTATTTAACGCACCGTTCTCAAATACGCGCTCTGTTGCGGAGCTGGTGA%TGGCGAACTG
ValPheAsnAlaProPheSerAsnThrArgSerValAlaGluLeuValileGlyGluLeu
370 390 410

CTGCTGCTATTGCGCGGCGTGCCGGAAGCCAATGCTAAAGCGCACCGTGéCGTGTGGAAé
LeuleuleuleuArgGlyvValProGluhlaAsnAlalysAlaRisA-gGlyValTrpAsn

-28-
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OBR, 3b

430 430 470

AAACTGGCGGCGGSTTCTTTTGAAGCGCGCGGCAARAMAGITGGETATCATCGSCTACGGT
LyslLeuAlahlaGlySezPheGluAlaAzgGlyLysLysLeuGlyIleZIleGlyTy=Gly

490 510 530

CATATTGGTACGCAATTGGGCATTCTGGCTGAATCGCTGEGAATGTATGTTTACTTT

TA
HisIleGlyThrGlnleuGlyIleleuAlaGluSerLeuClyMetTyrValTyrPheTy:

(]

550 570 590
GATATTGAAAATAAACTGCCGCTGGGCAACGCCACTCAGGTACAGCATCTTTCTGACCTG
AsplleGluAsnlysieuv®roleuGlyAsnAlaThrGlnValGlnHisleuSezrAspleu

610 630 650
CTGAATATGAGCGATGTGGTGAGTCTGCATGTACCAGAGAATCCGTCCACCAAAAATATG
LeuAsnMetSerAspValValSerLeuHisValProGluAsnProSezThrLysAsnMet

670 650 710
ATGGGCGCGAAAGAAATTTCACTAATGAA&CCCGGCTCGéTGCTGATTAATGCTTCGCGC
MetGlyAlaLysGlulleSerLeuMetlysProGlySerleuleulleAsnAlaSerArg

730 750 770
GGTACTGTGGTGGATATTCCGGCGCTGTGTGATGCGCTG&CGAGCAAACATCTGGCGGGG
GlyThrValValAspIlleProAlaLeuCysAspAlaleuAlaSerLysEisLeuAlaGly

730 810 830

GCGGCAATCGACGTATTCCCGACGGAACCGGCGACCAATAGCGATCCATTTACCTCTCCG
AlaAlalleAspValPheProThrGluProAlaThrAsnSerAspProPheThzSerPro

-29-
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OBRA 3c

850 870 890

CTGTGTGAATTCGACAACGTCCTTCTGACGCCACACATT&GCGGTTCGA&TCAGGAAGC&
LeuCysGluPheAspAsnValleuleuThzProlisIleGlyGlySezThrGlnGluAla

S10 830 830
CAGGAGAATATCGGCCTGGAAGT?GCGGGTAAAT?GATCAAGTATTCTGACAATGGCTCA
GlnGluAsnIleGlyLeuGluValAlaGlylysLeullelysTyrSezAspAsnGlySer

$70 990 1010
ACGCTCTCTGCGGTGAACTTCCCGGARGTCTCGCTGCCACTGCACGGTEEGCETCGTCTG
ThrLeuSerAlaValAsnPheProGluValSezLeuProLeuBisGlyGlyArgArgLeu

1030 1050 1070
ATGCACATCéACGAAAACCGTCCGGGCGTéCTAACTGCGéTGAACAAAATCTTCGCCGAé
MetHisTIleHisGluAsnArgProGlyValLeuThrAlaleuAsnlysIlePheAlaGlu

1080 1110 1130
CAGGGCGTCAACATCGCCGCGCARTATCTGCAAACT TCCGCCCAGATGGETTATGTGGTT
GlnGlyValAsnIleAlaAlaGlnTyzLeuGlnThrSerAlaGlnMetGlyTyrValVal

1150 1170 1190

ATTGATATTGAAGCCGACGAAGACGTTGCCGAAAAAGCGCTGCAGGCAATGAAAGCTATT
IleAspIlleGluAlaAspGluAspValAlaGluLysAlaleuGlnAlaMetLysAlaIle

1210 1230

CCGGGTACCATTCGCGCCCGTCTGCTGTACTAR
ProGlyThrIleArgrlaArgLeuleuTyrEnd
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OBR. 6
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OBR. 8

2000
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OBR. 1.0
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OBR. 1.2

Sall/Smal

Konec dokumentu
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