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A pck gént kdédoldé uj nukleotid-szekvenciak

Coryneform baktériumokb6él izol&lt polinukleotid, amely a
kovetkezdket tartalmazé csoportbdél valasztott polinukleotid-
szekvenciat tartalmaz:

a) polinukleotid, amely legaldbb 70%-ban azonos a 2. szamu
szekvenciaban talalhatdé aminosav-szekvencidval rendelkezé poli-
peptidet kédold polinukleotiddal;

b) polinukleotid, amely legaldbb 70%-ban azonos a DSM 13047
szamon letétbe helyezett E. coli torzsben a pKl9mobsacBApck vek-
torban talalhaté pck gén altal kifejezett polipeptidet kbédold
polinukleotiddal;

c) polinukleotid, amely a 2. szAmi aminosav-szekvenciaval
legalabb 70%-ban azonos aminosav-szekvenciaval rendelkezd poli-
peptidet kbédol;

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

e) polinukleotid, amely az a), b), c) vagy d) polinukleotid-

szekvencianak legalabb 15 egymast kévetd bazisat tartalmazza.
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A pck gént kédold Gj nukleotid-szekvenciak

A taladlmany targyat coryneform baktériumokbdl szdrmazd, a
pck gént kédold nukleotid-szekvencidk és L-aminosavaknak, kiils-
nosen L-lizinnek és L-treoninnak a pck gén legyengitése révén
torténd fermentativ elSallitasara szolgaléd eljaras képezi.

Aminosavak, kiléndsen lizin és treonin az &allati takarmanyo-
zadsban, az élelmiszeriparban, a gyégyszeriparban és a human
gybgyaszatban keriilnek felhaszndlésra.

Ismert, hogy ezeket az anyagokat coryneform baktérium t&r-
zsek, kuldndsen Corynebacterium glutamicum fermentacidéjaval 4l-
litjak eld. Nagy jelentdsége miatt 4allanddan javitjak az elé-
allitasi eljaréasokat. Az eljarasok javitasai érinthetnek fermen-
tacidés technikai intézkedéseket, példaul keverést és oxigénella-
tottsagot, vagy a tapoldatok &sszetételét, mint példaul a cukor-
koncentraciét a fermentacié soran, vagy a végtermékké torténd
feldolgozast példaul ioncserés kromatografiaval, vagy magat a
mikroorganizmus belsé teljesitmény sajatsagait.

E mikroorganizmusok teljesitmény sajatsagainak javitasara a
mutagenezisnek, szelekcidnak és mutansok kivalasztasanak modsze-
reit alkalmazzak. Ilyen mdédon antimetabolitokkal szemben rezisz-
tens vagy a szabalyozds szempontijdbdél fontos anyagcsere-termé-
kekre nézve auxotrdéf torzseket kapnak, amelyek a kivant aminosa-
vat termelik.

Néhany éve a rekombindns DNS technika médszereit szintén al-
kalmazzak L-aminosavat termeld Corynebacterium tdrzsek javitasa-

ra.
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A feltalaldk célja aminosavak javitott fermentaciés eldalli-
tasara vonatkozd (j intézkedések nyilvanossagra hozatala.

Aminosavak, kiloéndsen L-lizin és L-treonin az allati takar-
manyozasban, az élelmiszeriparban, a gybgyszeriparban és a human
gyégyaszatban keriilnek felhasznadldsra. Ezért Altalanos az érdek—
16dés ezen termékek eldallitaséara szolgald uj, javitott eljara-
sok kézreadaséra.

A talalmany targyat coryneform baktériumokbél szarmazéd olyan
izolalt polinukleotid képezi, amely a kdvetkezdket tartalmazd
csoportbdl valasztott polinukleotid-szekvenciat tartalmaz:

a) polinukleotid, amely legaldbb 70%-ban azonos a 2. szamua
szekvenciaban taladlhatdé aminosav-szekvenciaval rendelkezd poli-
peptidet kd&édold polinukleotiddal;

b) polinukleotid, amely legaldbb 70%-ban azonos a nevezett
polipeptidet koédold polinukleotiddal és a pEK-pckA (1. abra) il-
letve a pEK-pckB (2. &bra) plazmidon taldlhato;

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

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

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

Szintén a taldlmany targyat képezi coryneform mikroorganiz-
musokban replikacidéra képes, eldénybsen Corynebacterium eredety
rekombinans DNS, amely legaldbb az 1. szamu szekvencidban bemu-

tatott, pck gént kédold nukleotid-szekvenciat tartalmazza.
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Szintén a talalmany targyat képezi az 1. igénypont szerinti,
replikaciéra képes DNS, amely

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

ii) legalabb egy, az i) szekvencidnak a genetikai kéd dege-
neraltsagan belil megfeleld szekvenciat, vagy

iii) legalabb egy, az i) vagy ii) szekvenciaval komplementer
szekvenciaval hibridizalé szekvenciat, és/vagy adott esetben

iv) 1i)-ben mikédésre semleges szenz mutadcidkat tartalmaz.

A talalmany tovabbi targyat képezi

a 2. 1igénypont szerinti polinukleotid, amely az 1. szamu
szekvencidban bemutatott nukleotid-szekvenciat tartalmazza,

a 2. 1igénypont szerinti polinukleotid, amely a 2. szamu
szekvenciaban bemutatott aminosav-szekvenciat tartalmazd poli-
peptidet koédol,

az 1. igénypont szerinti polinukleotidot tartalmazd vektor,
kilonOosen pEK-pckA vagy pEK-pckB, amelyeket az 1. és 2. 4&bran
mutatunk be, és

gazdaszervezetként szolgdld coryneform baktériumok, amelyek-—
be beépitettik a Apck deléciodt.

Szintén a talalmany targyat képezik lényegében olyan poli-
nukleotid-szekvencidbél 4&l16 polinukleotidok, amelyek megfeleld
génbank hibridizacidés screenelésével kaphatok, amelyek az 1.
széamu szekvencianak megfeleld polinukleotid-szekvenciat tartal-
mazé teljes gént olyan szondaval tartalmazzak, amely a nevezett,
1. szamu szekvencia szerinti polinukleotid szekvenciajat vagy

annak fragmentumat tartalmazza és a nevezett DNS szekvencia izo-
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laléasa.

A talalmény szerinti polinukleotid-szekvencidk alkalmasak
RNS, cDNS és DNS hibridizacidés szondaként foszfoenolpiruvat-kar-
boxikinazt kédold teljes hosszUsagti cDNS izoldldsara és olyan
cDNS vagy gén izolalasara, amely a foszfoenolpiruvat-karboxi-
kinaz gén szekvenciajaval nagymértékl hasonlésigot mutat.

A talalmany szerinti polinukleotid-szekvencidk alkalmasak
tovabba primerként foszfoenolpiruvat-karboxikinazt koédold gének-
b6l DNS kinyerésére polimerdz lancreakciéval (PCR = polymerase
chain reaction).

Az ilyen, szondaként vagy primerként szolgdldé oligonukleo-
tidok legalabb 30, eldnydsen legaldbb 20, kiiléndsen eldnydsen
legalabb 15 egymast koévetd bazist tartalmaznak. Ugyanigy alkal-
masak legalédbb 40 vagy 50 bAzispdr hossz(sagi oligonukleotidok. |

»1zolalt” azt jelenti, hogy természetes kdrnyezetétdl elva-
lasztott.

»Polinukleotid” 4&ltaldban olyan poliribonukleotidokra é&és
polidezoxiribonukleotidokra vonatkozik, ahol egyarant lehet sz6
nem médositott RNS-rdl és DNS-r8l vagy médositott RNS-rél és
DNS-r&1.

»~Polipeptidek” alatt olyan peptideket vagy fehérjéket ér-
tink, amelyek peptidkotéssel kapcsolddd két vagy tobb aminosavat
tartalmaznak.

A talalmény szerinti polipeptidek magukban foglaljak a 2.
szamu szekvencia szerinti polipeptidet, kiilénésen olyanokat,
amelyek PEP-karboxikindz bioldégiai aktivitdssal rendelkeznek és

olyanokat 1is, amelyek legalébb 70%-ban, eldnydsen legalédbb 80%-
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ban és kiléndésen olyanokat, amelyek legalabb 90-95%-ban azonosak
a 2. szamu szekvencia szerinti polipeptiddel és rendelkeznek a
nevezett aktivitéssal.

A talalmany oltalmi kérébe tartozik tovabba L-aminosavak,
kiilénésen L-lizin és L-treonin el84llitdsdra szolgald eljaras,
azzal jellemezve, hogy olyan coryneform baktériumokat alkalmaz,
amelyek mar termelik az L-aminosavakat és amelyekben a pck gént
k6dolé nukleotid-szekvencidt legyengitjiik, kiiléndsen alacsony
szinten fejezzik ki.

A ,legyengités” fogalma ebben az &sszefiiggésben egy mikroor-
ganizmusban egy vagy tobb, a megfeleld DNS 4&ltal kédolt enzim
(fehérje) intracelluléaris aktivitdsanak csékkentését vagy kikap-
csolasat jelenti azaltal, hogy példaul egy gyenge prombtert vagy
olyan gént illetve allélt alkalmazunk, amely egy megfeleld enzi-
met alacsonyabb aktivitassal kédol illetve a megfeleld enzimet
(fehérjét) inaktivalja és adott esetben ezeket az intézkedéseket
kombindlja.

A talalmany targyat képezd mikroorganizmusok képesek gliikdz-
bél, szacharozbdl, laktdzbol, fruktdzbdl, maltdzbédl, melaszbodl,
keményitéb&l, celluldzbdl vagy glicerinbdl és etanolbél L-amino-
savak, kuldon6sen L-lizin és L-treonin el&allitdsara. Coryneform
baktériumok képvisel&jeként kiildndsen a Corynebacterium nemzet-
ség johet szdbba.

A Corynebacterium nemzetségen beliil kiiléndsen a Coryne-
bacterium glutamicum faj emlitésre méltd, amelynek L-aminosava-
kat termeld képessége ismert a szakmaban.

A Corynebacterium nemzetség, kiilénésen a Corynebacterium
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glutamicum faj alkalmas tdérzsei példaul az ismert vad tdrzsek
Corynebacterium glutamicum ATCC13032
Corynebacterium acetoglutamicum ATCC15806
Corynebacterium acetoacidophilum ATCC13870
Corynebacterium thermoaminogenes FERM BP-1539
Corynebacterium melassecola ATCC17965
Brevibacterium flavum ATCC 14067
Brevibacterium lactofermentum ATCC 13869 és
Brevibacterium divaricatum ATCC 14020
és ezekbdl elSallitott, L-aminosavakat termeld mutansok illetve
torzsek,
mint példaul az L-lizint termeld tdrzsek
Corynebacterium glutamicum FERM-P 1709
Brevibacterium flavum FERM-P 1708
Brevibacterium lactofermentum FERM-P 1712
Corynebacterium glutamicum FERM-P 6463
Corynebacterium glutamicum FERM-P 6464 és
Corynebacterium glutamicum DSM 5714
vagy példaul az L-treonint termeld tdérzsek
Corynebacterium glutamicum ATCC 21649
Brevibacterium flavum BB69
Brevibacterium flavum DSM 5399
Brevibacterium lactofermentum FERM-BP 269
Brevibacterium lactofermentum TBB-10
Corynebacterium glutamicum MH20-22B-DR17.
A feltalaldknak sikertilt az uj, a foszfoenolpiruvat-karboxi-

kinaz (PEP-karboxikindz) (EC 4.1.1.49) enzimet kédold pck gént
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izolalni C. glutamicum-bél.

A pck gén vagy mas gének C. glutamicum-bdl tdrténd izol4la-
sahoz eldszdr ennek a mikroorganizmusnak egy génbankjat készit-
Jik el E. coli-ban. Génbankok létesitését altalanosan ismert
tankOnyvek és kézikonyvek irjak le. Példaként megemlithetd a
kdvetkezd tankdnyv [Winnacker, Gene und Klone, Eine Einfihrung in
die Gentechnologie, Verlag Chemie, Weinheim, Deutschland (199)]
és kézikényv [Sambrook et al., Molecular cloning, A Laboratory
Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)]. Nagyon is-
mert génbank az E. coli K-12 W311l0 térzsé, amelyet Kohara és
munkatarsai [Cell 50, 495-508 (1987)] A-vektorokban hoztak létre.
Bathe és munkat&rsai [Mol. Gen. Genetics 252, 255-265 (1996)] c.
glutamicum ATCC 13032 génbankot irnak le, amelyet a SuperCos 1
kozmidvektor [Wahl et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 84, 2160-
2164 (1987)] segitségével E. coli K-12 NM554 t&rzsben [Raleigh et
al., Nucl. Acid Res. 16, 1563-1575 (1988)] létesitettek. Masrészt
B6érman és munkatdrsai [Mol. Microbiol. 6(3), 317-326] leirnak
egy (. glutamicum ATCC 13032 génbankot a pHC79 kozmid [Hohn and
Collins, Gene 11, 291-298 (1980)] alkalmazasaval.

C. glutamicum génbank létrehozasahoz E. coli-ban plazmidok
illetve plazmidvektorok — példaul pBR322 [Bolivar, Life Sci. 25,
807-818 (1979)], puUCY [Vieira et al., Gene 19, 259-268 (1982)],
PACYC177 [Chang and Cohen, J. Bacteriol. 134, 1141-1156 (1978)]
vagy pSCl101 [Cohen and Chang, J. Bacteriol. 132, 734-737 (1977)]
— 1s felhasznalhaték. Gazdaszervezetként kiilondsen megfeleldek

restrikcié- és rekombindcidé-hibas E. coli térzsek.

A génbankot ezt kdvetden transzformacidval [Ranahan, J. Mol.
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Biol. 66, 557-580] vagy elektroporadciéval [Tauch et al., FEMS

Microbiol. Lett. 123, 343-347 (1994)] egy indikator toérzsbe épit-—
juk be. Az indikator torzs azaltal tlinik ki, hogy a szdbban forgd
génen olyan mutacidét tartalmaz, amely detektdlhaté fenotipust
eredményez. A taldlmany keretei ko&zdtt a Goldie és Sanwal &altal
leirt [J. Bacteriol. 141, 1115-1121 (1980)] E. coli HG4 muténsnak
van jelentdsége. Ez a torzs olyan mutdciét hordoz a pck génben,
amelynek kovetkeztében a szukcindton, mint egyediili szénforréson
vald ndvekedés erbsen korlatozott. pck gént tartalmazd vektorral
tdérténd transzformaciéval a szukcindton vald ndvekedés ujra
visszadllithaté.

Kozmidok vagy mas vektorok segitségével kldénozott hosszi DNS
fragmentumok azutan révidebb DNS fragmentumok formadjaban ismert
plazmidvektorokba szubklénozhatdék. Ily mdédon valik lehetdvé a
taldalmény szerinti gén hozzarendelése egy specifikus DNS sza-
kaszhoz. Ehhez a technika mai kérilményei kdzdtt ismert plazmid-
vektorokat alkalmazunk, mint példadul a pBR322 vektort [Bolivar,
Life Sci. 25, 807-818 (1979)] vagy a Bartolomé és munkatarsai &al-
tal leirt pSU vektorokat [Gene 102, 75-78 (1991)]. Azonban
elénybsen olyan ingavektorokat alkalmazunk, amelyek Escherichia
coli-ban és Corynebacterium glutamicum-ban egyarant
replikdldéddnak — mint példaul a pZl vektort [Menkel et al., Appl.
Environ. Microbiol. 64, 549-554 (1989)] wvagy pEKO vektort
[Eikmans et al., Gene 102, 93-98 (1991)] -, hogy mindkét fajban
tudjunk vizsgalatokat végezni. Erre példdk a pEK-pckA (1. &bra)
és pPEK-pckB (2. abra) plazmidok, amelyeket a PEKO

plazmidvektorbél kiindulva allitottunk eld és hordozzak a taldl-
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many szerinti pck gént.

Az ily médon jellemzett DNS szakaszokat azutdn ismét a je-
lenleg hasznalatos, a DNS szekvendlashoz alkalmas vektorokba
szubklénozzuk. Masik lehet8ségként a hosszi, kozmidokba kldéno-
zott DNS szakaszok kézvetlenll szekvendld vektorokba szubkldnoz-
haték. Példak ilyen DNS szekvenalashoz alkalmas vektorokra a
pPGEM-5zf (-) vagy pGEM-5zf (+) plazmidok (Promega Corp., Madison,
WI, USA) [Promega Protocols and Application Guide, 2™ ed. Y981
(1991)].

DNS szekvenalasi mdédszereket irnak le tdébbek kdzoétt Sanger
és munkatarsai [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 5463-5467 (1977)].

A kapott DNS szekvencidk azutdn ismert algoritmusokkal il-
letve szekvencia analizdldé programokkal, mint példaul a Staden
altal leirttal [Nucl. Acids Res. 14, 217-232 (1986)], a Butler
szerinti GCG programmal [Methods Biochem. Anal. 39, 74-79
(1998)], a Pearson és Lipman féle FASTA algoritmussal [Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85, 2444-2448 (1988)] vagy az Altschul és
munkatarsai &ltal leirt BLAST algoritmussal |[Nature Genet. 6,
119-129 (1994)] vizsgdlhatdék és a nyilvanosan hozzaférhetd adat-
bankokban el&forduld szekvencidkkal Osszehasonlithaték. Nyilva-
nosan hozzaférhetd nukleotid-szekvencia adatbankok példaul az
Eurdépai Molekularis Bioldégiai Laboratédrium (European Molecular
Biologies Laboratories = EMBL, Heidelberg, Deutschland) vagy az
amerikai Nemzeti Biotechnoldgiai Informacidés Koézpont (National
Center for Biotechnology Information = NCBI, Bethesda, MD, USA) .

Ily médon kaptuk meg az aj, pck gént kédold DNS szekvenciat

C. glutamicum-bél, amely 1. szémi szekvenciaként a taldlmany ré-
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szét képezi. Tovabba a rendelkezésre 4llé DNS szekvenciabél a
fent leirt mdédszerekkel levezettiik a megfelelé fehérje aminosav-
szekvenciajat. A 2. szami szekvencidban mutatjuk be a pck gén-
termék igy addédott aminosav-szekvenciajat.

Az 1. szami szekvencidbdél a genetikai kéd degeneraltsaga ré-
vén adéddéd kdédold szekvencidk szintén a talalmadny oltalmi kdrébe
tartoznak. Hasonldképpen a taldlmany részét képezik olyan DNS
szekvenciak, amelyek az 1. szam( szekvenciaval vagy az 1. szamu
szekvencia részeivel hibridizalnak. Végil a taldlmany oltalmi
korébe tartoznak olyan DNS szekvencidk, amelyeket az 1. szamu
szekvenciabdél addédd primerek alkalmazasaval polimeradz 1lancreak-
cidéval (PCR-rel) 4allitunk elé. Ilyen oligonukleotidok jellemzden
legalabb 15 bazispar hosszusaguak.

Utbaigazitast DNS szekvenciak hibridizaciéval térténéd azono-
sitasara tobbek kozdtt a kévetkezd kézikdnyvben [The DIG System
Users Guide for Filter Hybridization, Boehringer Mannheim GmbH,
Mannheim, Deutschland (1993)] és Liebl és munkatarsai leiraséaban
[Int. J. System. Bacteriol. 41, 255-260 (1991)] talal a szakem-
ber. DNS szekvencidk polimerdz lancreakciéval (PCR-rel) torténd
megsokszorozasara (amplifikdlasara) leirast talalunk tobbek k&-
z6tt Gait kézikdnyvében [Oligonukleotide Synthesis: A Practical
Approach, IRL Press, Oxford, UK (1984)] és Newton and Graham
konyvében  [PCR, Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg,
Deutschland (1994)].

A feltalaldk kideritették, hogy coryneform baktériumok a pck
gén legyengitése utdn jobban termelnek L-aminosavakat, kiiléndsen

lizint és treonint.
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A legyengités elérése céljabdél csdkkenthetd illetve kikap-
csolhatd a pck gén kifejezddése vagy az enzimfehérje katalitikus
tulajdonsagai. Adott esetben a kettd kombinadlhatd egymissal.

A génkifejezddés csdkkentése elérhetd a tenyésztés megfeleld
vezetésével vagy a génkifejezddés szigndl struktiridjanak geneti-
kai megvaltoztatasaval (mutdcidval). A génkifejezddés szigndal
strukturai példaul a represszor gének, aktivator gének, operato-
rok, promoterek, attenuatorok, riboszémakdté-helyek, a start koé-
don és terminatorok. Ezekhez leirdst taldl a szakember példiul a
WO 96/15246 szamon kozzétett nemzetkdzi szabadalmi bejelentésben
és az alabbi hivatkozdsokban [ Boyd and Murphy, J. Bacteriol.
170, 5949 (1988); Voskuil and Chambliss, Nucl. Acids Res. 26,
3548 (1998); Jensen and Hammer, Biotechnol. Bioeng. 58, 191
(1998); Patek et al., Microbiol. 142, 1297 (1996)] és ismert ge-
netikai és molekularis biolégiai tankdnyvekben, mint példéaul
Knippers, Molekulare Genetik 6. Auflage, Georg Thieme Verlag,
Stuttgart, Deutschland (1995) vagy Winnacker, Gene und Klone,
VCH Verlagsgesellschaft, Weinheim, Deutschland (1990).

Olyan mutacidk, amelyek enzimfehérjék katalitikus tulajdon-
sagainak megvaltozasdhoz illetve csékkenéséhez vezetnek, ismer-
tek a szakmaban; példaként megemlithetdk az aldbbiak munkai [ Qiu
és Goodman, J. Biol. Chem. 272, 8611-8617 (1997); Sugimoto et
al., Biosci. Biotechnol. Biochem. 61, 1760-1762 (1997) és
Méckel, Die Threonindehydratase aus Corynebacterium glutamicum:
Aufhebung der allosterischen Regulation und Struktur des Enzyms,

Berichte des Forschungszentrums Jiilichs, Deutschland (1994)) .

Osszefoglald ismertetések hozzaférhetdk ismert genetikai és mo-
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lekuléaris Dbioldgiai tankonyvekben, mint példaul Hagemann,
Allgemeine Genetik, Gustav Fischer Verlag, Stuttgart (1986).

Mutacidként tranzicidk, transzverzidk, inszercidk és deléci-
6k jonnek szamitasba. Az aminosav cseréknek az enzimaktivitasra
gyakorolt hatasaval Osszeflggésben mis-szenz mutacidékrél vagy
nem szenz mutacidkrél beszéliink. Egy génben legaldbb egy bazis-
par inszercidja vagy delécidja keret eltoldsos mutdcidhoz (frame
shift mutation) vezet, amelynek koévetkeztében rossz aminosav
épil be vagy a transzlacid idd eldtt megszakad. Tébb kdéddon delé-
cidéja jellemzd mbdon az enzimaktivitads teljes elvesztését ered-
ményezi. Ilyen tipusiG mutacidk 1létr3ehozdsdra szolgadld leirasok
ismertek a szakmaban és genetikai és molekularis biolégiai tan-
kényvekben hozzaférhetd8k [ Knippers, Molekulare Genetik 6.
Auflage, Georg Thieme Verlag, Stuttgart, Deutschland (1995);
Winnacker, Gene und Klone, VCH Verlagsgesellschaft, Weinheim,
Deutschland (1990) vagy Hagemann, Allgemeine Genetik, Gustav
Fischer Verlag, Stuttgart (1986)] .

Mutacidt szenvedett pck génre egy példa a pKl9mobsacBApck
plazmidban (3. abra) talalhatd Apck-allél. A Apck-allél a rck
génnek csupan az 5 - és 3’ -szegélyeit tartalmazza, a kdédold ré-
gidébdl hianyzik (delécid) egy 1071 bp hosszusagu szakasz. Ez a
Apck-allél integracids mutagenezissel beépithetd coryneform bak-
tériumokba. Ehhez a fent emlitett pKl9mobsacBApck plazmidot
vesszUk igénybe, amely C. glutamicum-ban nem képes replikalddni.
Konjugacidval vagy transzformaciéval toérténd 4tvitel és egy
elsd, integréaciét okozd ,cross-over esemény” és egy masodik, ki-

vagast eredményezé ,cross-over esemény” segitségével végzett ho-
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molég rekombinacidé utdn megvaldsul a Apck-allél beépiilése a pck
génbe és az adott torzsben az enzim mikédésének teljes elveszté-
sét érjik el.

Az integracidés mutagenezisre leirdsokat és magyardzatokat
taldlunk példaul az aldbbi hivatkozdsokban [ Schwarzer and
Pihler, Bio/Technol. 9, 84-87 (1991) vagy Peters-Wendisch et
al., Microbiol. 144, 915-927 (1998)].

Példak aminosav termeld coryneform baktérium térzsekre, ame-
lyek legyengitett pck gént tartalmaznak, a lizint termeld MH20-
22BApck és a treonint termeld DM368-2Apck tdrzsek.

L-aminosavak termeléséhez kiegészitésként eldnyds lehet még
a pck gén legyengitése mellett a mindenkori bioszintézis utvonal
egy vagy tobb enzimjének tulzott kifejezése.

Igy példaul L-lizin elBallitasahoz
* egyidejlileg a dihidro-dipikolinat szintetdzt ko6dold dapA gén

talzott kifejezése (EP-B 0 197 335) vagy
¢ egyidejlileg egy S-(2-aminoetil) -cisztein rezisztenciat
kézvetitd DNS fragmentum megsokszorozdsa (EP-A 0 088 166).

gy példaul L-treonin el8allitasahoz

* egyidejlileg a homoszerin-dehidrogenadzt kédold hom gén [ Peoples
et al., Mol. Microbiol. 2, 63-72 (1988)] vagy egy ,feed back
rezisztens” homoszerin-dehidrogendzt kédolé hom®™ illetve homggg
allel [Archer et al., Gene 107, 53-59 (1991); Reinscheid et
al., J. Bacteriol. 173, 3228-3230 (1991)] tulzott kifejezése.

Tovabba L-aminosavak, kiléndésen lizin és treonin termelésé-—
hez a pck gén legyengitése mellett eldnyds lehet nemkivanatos

mellékreakcidk kikapcsolasa [ Nakayama, Breeding of Amino Acid
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Producing Microorganisms, in: Overproduction of Microbial
Products, Krumphanzl, Sikyta, Vanek (eds.), Academic Press, Lon-
don, UK (1982)].

A talalmany szerint el&&llitott mikroorganizmusok L-aminosa-
vak, kuléndsen L-1lizin és L-treonin eldallitdsa céljabdl szapo-
rithaték folyamatosan vagy szakaszosan batch fermentacids elja-
rassal (Satzkultivierung) vagy fed batch eljardssal (Zulauf-
verfahren) vagy ismételt fed batch eljardssal (repetitives
Zulaufverfahren). Ismert tenyésztési eljardsokrdél oOsszefoglalds
talalhatdé az alabbi tankdnyvekben [ Chmiel, Bioprozesstechnik 1.
Einfilhrung in die Bioverfahrenstechnik (Gustav Fischer Verlag,
Stuttgart (1991) vagy Storhas, Bioreaktoren und periphere Ein-
richtungen, Vieweg Verlag, Braunschweig/Wiesbaden (1994)] .

Az alkalmazott tapocldatnak a mindenkori tdrzs igényeit kell
alkalmas moédon kielégitenie. Kilonb6z6 mikroorganizmusok szamara
szaporitd tapoldatok leirasat tartalmazza az aldbbi kézikdényv
( Manual of Methods for General Bacteriology, American Society
for Bacteriology, Washington D.C., USA (1981)]. Szénforrasként
alkalmazhatdé cukor és szénhidrat, mint példaul glikdz, szacha-
réz, laktéz, fruktdz, maltdz, melasz, keményitd és cellulédz,
olajok és zsirok, mint példaul széjaolaj, napraforgdolaj, foldi-
mogyoré-olaj és kdkuszzsir, zsirsavak, mint példiul palmitinsav,
sztearinsav és 1linolsav, alkoholok, mint példadul glicerin és
etanol és szerves savak, mint példaul ecetsav. Ezek az anyagok
felhasznalhatdk egyedil vagy keverék formdjdban. Nitrogénforras-
ként felhasznalhatdék szerves nitrogént tartalmazd vegyiiletek,

mint pepton, élesztdkivonat, hiskivonat, maldtakivonat, kukori-
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calekvar, szdjaliszt ¢és karbamid vagy szervetlen vegyliletek,
mint amménium-szulfédt, ammé4nium-klorid, amménium-foszfat, ammd-
nium-karbonat és amménium-nitradt. A nitrogénforrisok felhasznal-
hatbk egyediil vagy keverék formdjadban. Foszforforrasként alkal-
mazhaté  foszforsav, kdlium-dihidrogénfoszfat vagy dik&lium-
hidrogénfoszfat vagy a megfeleld natrium tartalmi sék. A tapol-
datnak tartalmaznia kell tovabba fémsédkat, mint példdul magnézi-
um-szulfatot vagy vas-szulfdtot, amelyek sziikségesek a ndveke-
déshez. Végil a fent nevezett anyagok kiegészithetdk létfontos-
sagu novekedést serkentd anyagokkal, mint aminosavakkal és vita-
minokkal. A tapoldathoz ezenfelil megfeleld oltdanyagot adha-
tunk. A nevezett kiegészitd anyagok hozzdadhatdék a tenyészethez
egyszeri adagban vagy a szaporitas soradn megfelelden adagolva.

A tenyészet pH kontrolljdhoz alkalmas médon adagolhatédk ba-
zikus vegyiletek, mint natrium-hidroxid, k&lium-hidroxid, ammé-
nia illetve amménium-hidroxid vagy savas vegyiletek, mint fosz-
forsav vagy kénsav. A habképz&dés kontrollja céljabél adagolhatéd
habzisgatld, mint példadul zsirsav-poliglikolészter. Plazmidok
stabilitasanak fenntartédsadhoz megfeleld szelektiven haté anya-
gok, példaul antibiotikumok adagolhatdk a téapoldathoz. Az aerob
viszonyok fenntartasdhoz oxigént vagy oxigént tartalmazd gazke-
veréket, mint példaul levegét vezetiink a tenyészethez. A tenyé-
szet hémérséklete normdlis koérilmények kozétt 20-45 °C kozdtt,
eldnydsen 25-40 °C kozdtt van. A tenyésztést annyi ideig folytat-
juk, amig a kivant L-aminosav maximuma megtermel&dik. Ezt a célt
normalis esetben 10-160 6ra kozott érjik el.

A kovetkezd mikroorganizmust helyeztitk letétbe a budapesti
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szerzddésnek megfelelden a német mikroorganizmusok és sejtkultu-
rdk gyljteményében (Deutsche Samﬁlung fir Mikroorganismen und
Zellkulturen = DSMZ, Braunschweig, Deutschland) a DSM 13047 le-—
téti szamon:
® Escherichia coli DHS5a/pKl9mobsacApck

A talalmény szerinti eljaréds L-aminosavak, kiildéndsen L-asz-
paraginsav, L-aszparagin, L-homoszerin, L-treonin, L-izoleucin
és L-metionin fermentativ el&6dllitdsat szolgalja coryneform bak-
tériumok segitségével, kilénsdsen L-1lizin és L-treonin

elBallitaséat.

Példak

A talalmanyt a kovetkezd kiviteli példakkal vilagitjuk meg
k6zelebbrdl.

Ebb&l a célbdl tdbbek kdzdtt kisérleteket végeztlink a lizin-
termeld Corynebacterium glutamicum MH20-22B és a treonintermeld
Brevibacterium flavum DM368-2 térzsekkel. Az MH20-22B tdrzset a
DSM 5715 letéti szamon (EP-B-0435 132) és a DM368-2 tdrzset a
DSM 5399 letéti szamon (EP-B-0385 940) helyeztiik letétbe a buda-
pesti szerzddésnek megfelelSen a német mikroorganizmusok és
sejtkulturak gyldjteményében (DSMZ, Braunschweig, Deutschland).

1. példa

A pck gén izolaléasa

A PEP-karboxipeptidédz gén (pck) C. glutamicum-bdl tdrténd
izolélasahoz a pHC79 kozmidra [ Hohn and Collins, Gene 11, 291-
298 (1980)] alapozva, ismertvmédszer szerint [Sambrook et al.,

Molecular cloning, A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor
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Laboratory Press (1989)] kozmid génbankot hoztunk létre. Ehhez a
C. glutamicum ATCC 13032 tOrzsbél kromoszdémalis DNS-t izolaltunk
[ Epikmanns et al., Microbiol. 140, 1817-1828 (1994)] és Sau3A
restrikcibds enzimmel részlegesen emésztettiik. A kapott fragmen-
tumoknak a pHC79 kozmid BamHI hasitasi helyére torténd ligacié-
jat kovetden ezt az Osszetételt lambda bakteriofag fehérjeburka-
ba csomagoltuk és az E. coli ED8654 torzset [ Murray et al., Mol.
Gen. Genetics 150, 53-61 (1997)] ezzel transzformdltuk. A rekom-
binans kozmidnak a lambda fag fehérjeburkdba térténd becsomago-
ladsa Sternberg és munkatdrsai médszere [ Gene 1, 255-280 (1979)]
szerint tortént, az E. coli EDB654 tdrzset Sambrook és munkatar-
sali mdédszere szerint [Molecular cloning, A Laboratory Manual
(Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)] végeztik el. Az igy
kapott Osszesen 30 rekombinans E. coli klén koziul izolaltuk a
megfeleld kozmidokat [ Sambrook et al., Molecular cloning, A
Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)] és
HindIII restrikcidés enzimmel restrikcidés analizisnek vetettiik
ald. Azt taldltuk, hogy a vizsgdlt kozmidok k&ziil 24 inszertumot
tartalmazott, és az inszertumok nagysdga korilbelul 35 kb volt.
Osszesen 2200 kozmidot hordozé E. coli klént egyesitettiink és
ebbdl a keverékbdl ismert eljarassal [ Sambrook et al., Molecular
cloning, A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory
Press (1989)] kinyertik a kozmid DNS-t. |

A pck génnek C. glutamicum-bdél tdrténd izoldlasihoz a kozmid
génbankot a PEP-karboxikindz hidnyos E. coli HG4 mutéansba
[ Goldie and Sanwal, J. Bacteriol. 141, 1115-1121 (1980)] ismert

eljarassal [ Sambrook et al., Molecular cloning, A Laboratory
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Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)] transzformal-
tuk. A HG4 mutans PEP-karboxikindz hidnya folytadn mar nem tudja
a szukcinatot, mint egyediili szénforradst hasznositani. A kozmid
génbanknak ebbe a mutdnsba torténd transzformacidjat kovetden
O0sszesen 1200 klént kaptunk. Ezek koziil &sszesen két klén muta-
tott névekedést M9 minimal téptalajon [ Sambrook et al., Molecu-
lar cloning, A Labdratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory
Press (1989)], amely egyediili szénforrasként szukcinatot (0,4%-
ot) tartalmazott. A megfeleld kozmidoknak ezekbdl a klénokbdl
tértént izoldladsa [ Sambrook et al., Molecular cloning, A
Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)] és
az E. coli HG4 mutansba vald ismételt transzformidcidéja utan az
eredménylil kapott klénok Ujbdl képesek voltak az egyedili szén-
forraskent szukcinatot tartalmazd M9 téptalajon valé névekedés-
re.

A C. glutamicum-bdl szadrmazd pck génnek egy kisebb fragmen-
tumra torténd behatarolasdhoz a két komplementer kozmidot XhoT,
Scal és Pvull restrikcidés enzimekkel emésztettiik és ismert mod-
szerrel [ Sambrook et al., Molecular cloning, A Laboratory Manual
(Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)] 0,8%-os agarbéz gélen
elektroforézissel felbontottuk. A 3,0 kb nagysag folétti frag-
mentumokat elektroeltucidéval [ Sambrook et al., Molecular cloning,
A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)]
izoldltuk a gélbdl és é PEKO vektor [Eikmans et al., Gene 102,
93-98 (1991)] Sall (XhoI-emésztés) illetve a Klenow-val kezelt
EcoRI hasitasi helyére (Scal- és Pvull-emésztés) ligadltuk. A

ligacidés tételekkel E. coli HG4 toérzset transzformaltunk é&s a



4 440 9404 0.y
19 oo '. i .
“es
. - °0e e,

*0 ees en e

kapott transzformatumokat ujbdél azon képességiikkre vizsgaltuk,
képesek-e egyedili szénforrasként szukcinadtot tartalmazd tapko-
zegben novekedni. A pvull ligacids tétellel készlilt transzforma-
cib6s Osszetételben hét olyan klén mutatkozott, amelyeknek a
plazmidja lehetévé tette a HG4 mutdns ndvekedését szukcindton. A
rekombindns torzsekbél izoldltuk a megfeleld plazmidokat és
restrikcidés térképezésnek vetettiik ala azokat. Azt taldltuk,
hogy mind a hét plazmid ugyanazt a 4,3 kb nagysaga Pvull
inszertumot hordozta, harom egy iranyban és négy a masik irany-
ban. Attél fliggben, hogy az inszertumok milyen iranyban helyez-
kedtek el a vektorban, az Gjonnan O8sszeallitott plazmidokat pEK-
pckA és pEK-pckB jeloléssel lattuk el. Mindkét plazmid restrik-
cibs térképét bemutatjuk az 1. és 2. &bréan.

2. példa

A pck struktirgén és azzal hatdros teriletek szekvenalisa

A szekvendldshoz a pEK-pckA plazmidbdl szarmazd kdrilbeliul
3,9 kb nagysagu EcoRI-fragmentumot (ebben a pEKO vektorbdl szar-
mazik egy EcoRI hasitédsi hely) ismert mdédszerrel izol&ltuk. A
fragmentum kiugrdé végeit Klenow-polimerdzzal sima végekké t&l-
tottik fel [ Sambrook et al., Molecular cloning, A Laboratory
Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)] és a pGEM-
52f (+) vektor (Promega Corp., Madison, WI, USA) EcoRV hasitéasi
helyére 1ligaltuk. Az 1igy 1létrehozott plazmid inszercibéjat a
Sanger és munkatarsai &ltal leirt lanchasitd szekvenald mdédszer-
rel [ Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 5463-5467 (1977)] szekvenal-
tuk. A kapott 3935 bp nukleotid-szekvencidt a német rakkutatd

kézpont (Deutsches Krebsforschungszentrum, DKFZ, Heidelberg,
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Deutschland) HUSAR programcsomagjaval analizA&ltuk. A fragmentum
szekvencia analizise egy 1830 bp hosszlisdgl nyilt leolvasasi ke-
retet eredményezett, amely 610 aminosavbol 4116 fehérjét koédol.

3. példa

A pck gén tulzott kifejezése

A pEK-pckA és pEK-pckB plazmidokat elektroporaciéval — ame-
lyet kanamicint (50 pg/ml-t) tartalmazdé BHI agarlemezeken vég-
zett szelekcid kovetett [ Liebl et al., FEMS Microbiol. Lett. 65,
299-304 (1989)] — juttattuk be a C. glutamicum ATCC 13032 t&rzs-
be és az eredményil kapott tdrzseket ATCC 13032/pEK-pckA és ATCC
13032/pEK-pckB jelolésekkel lattuk el. Ezt a két térzset és a
kiinduléasi torzset Luria-Bertani-féle komplex taptalajon
[ Sambrook et al., Molecular cloning, A Laboratory Manual (Cold
Spring Harbor Laboratory Press (1989)] tenyésztettiik és elvégez-
tik a Bentle és Lardy mddszere szerinti [J. Biol. Chemn. 251,
2916-2921 (1976)] PEP-karboxikindz tesztet. Az analizis eredmé-
nyét az 1. tabladzatban mutatjuk be, amely azt mutatja, hogy
mindkét, a pEK-pckA illetve pEK-pckB plazmidokat tartalmazd
torzs PEP-karboxikindz aktivitdsa 10-12-szer nagyobb, mint a ki-
induldsi tdérzsé.
1. tabléazat

PEP-karboxikinaz aktivitas kiildnbdz8 tdrzsekben

TOrzs PEP-karboxikinaz
(nmél/perc, mg fehérije)

ATCC 13032 120

ATCC 13032/pEK-pckA 1270

ATCC 13032/pEK-pckB 1510
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4. példa

Integracidés plazmid el&adllitédsa a pck gén deléciods
mutageneziséhez

A PEP-karboxikinaz gén inaktivalasa céljabdl a pEK-pckB vek-
torbél (2. abra) a pck gén EcoRI-Sacl fragmentumdt izoldltuk és
a PpGEM-7Zf (+) (Promega Corp., Madison, WI, USA) vektorba ligal-
tuk. Az eredményil kapott plazmidbdél egy pck-belsd 1,07 kb
HindII-HindIII fragmentumot deletdltunk, ezutdn az 1,07 kb
delécidt tartalmazd pck gént BfrI-Sacl fragmentumként izoldltuk
és a kiugrd végek feltOltése utadn a C. glutamicum-ban nem
replikaldédd pKl9mobsacB vektorba [ Schidfer et al., Gene 145, 69-
73 (1994)] ligaltuk. Az igy Osszeallitott pKl9mobsacBApck integ-
raci6és plazmidban (3. &abra) a pck gén 5 -terilete (350 bp) kdz-
vetlenil hatarolja a pck gén 3’ -tertiletét (340 bp); a genomban a
két teriletet 1071 bp valasztja el egymdstél. Eddig a lépésig
minden kldénozast E. coli DH5a gazdaszervezetben végeztiink el.

5. példa

A pck gén delécidés mutagenezise a lizint termeld MH20-22B
torzsben

A pKlSmobsacBApck integraciés plazmiddal azutédn E. coli S17-
1 torzset transzforméltunk [ Simon et al., Bio/Techn. 1, 784-791
(1983)] . Ez a torzs lehetévé teszi plazmid A&tvitelét Coryne-
bacterium glutamicum-ba konjugaciéval [ Schafer et al., J. Bac-
teriol. 172, 1663-1666 (1990)]. A konjugadcidé recipienseként a
lizint termeld C. glutamicum MH20-22B tdrzset alkalmaztuk
[ Schrumpf et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 37, 566-571

(1992)] . Az E. coli S17-1/pKl9mobsacBApck és C. glutamicum MH20-
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22B konjugacidéjaboél és azt kévetd, kanamicinnel (25 pg/ml) és
nalidixsavval (50 pg/ml) kiegészitett Luria-Bertani-féle agar-
lemezeken torténd szelekcidval tébb transzkonjugatumot kaptunk.
A masodik rekombindcids eseményhez - amelynek a pck génnel
rendelkezd vektor kivagasdhoz kell vezetnie — térténd kivalasz—
tashoz ezeket a transzkonjugatumokat antibiotikum mentes, 1%
glikézt tartalmazéd Luria-Bertani-féle komplex taptalajon
[ Sambrook et al., Molecular cloning, A Laboratory Manual (Cold
Spring Harbor Laboratory Press (1989)] tenyésztettiilk és azutan
ugyanezen taptalaj 10% szachardzzal kiegészitett valtozatara
szélesztettlik. A pKl9mobsacB vektoron eléforduld sacB gén kbédol-
ja a levan szachardz enzimet és szacharézbél levan szintéziséhez
vezet. Mivel a levan C. glutamicum szamara toxikus, csak azok a
C. glutamicum sejtek képesek szachardzt tartalmazd taptalajon
noévekedni, amelyek az integracidés plazmidot elvesztették [ Jager
et al., J. Bacteriol. 174, 5462-5466 (1992)]. 30 szachardz re-
zisztens klént vizsgaltunk &t kanamicin érzékenységikre nézve. A
megvizsgalt klénok k&zil 11-nél lehetett szachardz reziszten-
cidjuk mellett kivant kanamicin érzékenységiiket is bizonyitani.
Ebben a 11 klénban a vektor hatteret tehat ismét kivagtuk. Annak
megallapitdsat, vajon a kivant delécidé is megtdértént-e, polime-
raz lancreakciéval (PCR-rel) végzett analizissel vizsgaltuk megq.
Ennek érdekében a kiinduléasi toérzs telepébdl és a 11 kanamicinre
érzékeny klén telepeibdl kromoszémalis DNS-t tettiink szabadda.
Ehhez a mindenkori telepet fogpiszkdlédval leemeltiik az agar-
lemezrdl, 50 pl vizben elszuszpendaltuk és 5 percig 95 ©°C-on

inkubaltuk. A kapott oldat 1 pl-ét templatként vittik be a PCR-
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hez. Primerként olyan oligonukleotidokat haszndltunk, amelyek az
1. szamd szekvencia 2136-2158. és 3815-3793. nukleotidjai k&zdt-
ti teriileteket lefedik. A PCR koérilményei a kévetkez&8k voltak:
el6denaturalds 150 masodpercig 94 °C-on; denaturalds 60 masodper-
cig 94 °C-on; hibridizécié 30 méasodpercig 60 °C-on; megsokszoro-
zas (amplifikacié) 120 masodpercig 72 °C-on; 30 ciklus, végek ki-
terjesztése (end-extension) 240 masodpercig 72 °C-on. A kiindula-
si torzs DNS-ét tartalmazd Osszetételben a kivadlasztott primerek
alapjan 1,68 kb PCR terméket vartunk. A pck deléciés mutans PCR
termékeként 0,61 kb terméket vartunk. Egy klénnal kaptunk 0,61
kb nagysagu PCR terméket. Ez&ltal bizonyitdst nyert a belsd 1071
bp nagysagu pck fragmentum kivant delécidéja ennél a klénnal. A
klént MH20-22BApck jelzéssel lattuk el. A hatralev® klénok Osz-—
szetételeiben kimutattuk az 1,68 kb PCR terméket. Ezekben tehat
a vektor ugy lett kivagva, hogy a genomidlis kiinduléasi helyzet
ujra helyredllitddott.

Az MH20-22BApck és az MH20-22B kiinduldsi torzset 1% glikézt
tartalmazo Luria-Bertani-féle komplex tdpoldatban elszaporitot-
tuk és elvégeztik a PEP-karboxikindz tesztet a Bentle és Lardy
dltal leirt médszer [J. Biol. Chem. 251, 2916-2921 (1976)] sze-
rint. Az analizis eredménye (2. téblazat) azt mutatja, hogy az
MH20-22B kiinduléasi toérzzsel ellentétben az MH20-22BApck mutans-

ban mar nem mutathaté ki PEP-karboxikindz aktivitas.
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2. tablazat

PEP-karboxikindz aktivitas kulonbozd torzsekben

TOrzs PEP-karboxikinaz
(nmdél/perc, mg fehérje)

MH20-22B 65

MH20-22BApck < 3%

*3 nmél/perc, mg fehérje a kimutatasi hatar

6. példa

L-1izin eld&allitasa

A PEP-karboxikindz gén inaktivalasanak lizintermelésre gya-
korolt hatasat vizsgalandd az MH20-22B tOrzset [ Schrumpf et al.,
Appl. Microbiol. Biotechnol. 37, 566-571 (1992)] valamint a PEP-
karboxikindz negativ mutans MH20-22BApck todrzset (5. példa) 1%
glikézt tartalmazd Luria-Bertani-féle komplex tadpoldatban elsza-
poritottuk és mindkét tenyészettel egy-egy CGXII fermentaciés
tapoldatot [ Keilhauer et al., J. Bacteriol. 175, 5595-5603
(1993)] oltottunk be (5% inokulum, optikai denzitids 600 nm-en
korilbelul 0,5). A tapoldat kiegészitésként 3 mM leucint tartal-
mazott, mivel mindkét torzs leucin auxotrdf. Az Osszetételek
egyenként 60 ml tenyészetbdl alltak, amelyeket 500 ml-es
Erlenmeyer lombikokban razattunk. 24 6ran &t 28 °C-on, Certomat
S/50 tipusi rotacids razoégépen (Braun, Biotech International,
Melsungen, Deutschland) 120 perc/fordulat mellett tértént szapo-
ritas utan meghatéroztuk a tédpoldatba kivalasztott 1lizin kon-
centracidjat.

Az aminosav koncentracidét nagynyomdst folyadékkromatografia-

val (HPLC-vel) hataroztuk meg [ Jones and Gilligan, J. Chrom.
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266, 471-482 (1983)] . A fermentdcid6 eredménye a 3. tablazatban
olvashaté.

3. tabléazat

Lizin koncentracidé az MH20-22B és MH20-22BApck térzsek tenyésze-

tének feliiluszdbéjéban

TOrzs IL-1lizin (mM)
MH20-22B 54
MH20-22BApck 65
7. példa

A pck gén delécidés mutagenezise a treonint termeld DM368-2
torzsben

Ugyanigy, mint a lizint termeld MH20-22B tdrzs esetében, el-
végeztik az E. coli S17-1/pKl9mobsacBApck és a treonint termeld
DM368-2 konjugacidjat, amelyet az elsd és masodik rekombinicidra
torténd szelekcid koévetett (lasd az 5. példat). 30 szachardz re-
zisztens klonbol 14 wvolt kanamicinre érzékeny. Ezek kozil
kettdében, a DM368-2Apckl6 és DM368-2Apckl8 jelzéssel ellatott
klénokban tudtuk kimutatni — az 5. példadban leirt PCR analizis
segitségével — a 1071 bp delécidt a pck génben.

A DM368-2 kiinduldsi tdérzzsel és a két — DM368-2Apcklé és
DM368-2Apckl8 — pck delécids torzzsel az 5. példaban leirtak
szerint elvégzett enzim teszt azt mutatta, hogy ezekben a mutan-
sokban nem mutathatdé ki PEP-karboxikindz aktivitas (4. tabla-
zat) .

4. tablazat

PEP-karboxikindz aktivitds kiilénbdz8 tdrzsekben
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ToOrzs PEP-karboxikindz
(nmél/perc, mg fehérje)

DM368-2 79
DM368-2Apckl6 < 3%
DM368-2Apckil8 < 3*

*3 nmél/perc, mg fehérje a kimutatdsi hatéar

8. példa

L-treonin el8allitéasa

A lizin el&&llitasadra végzett kisérletekhez hasonldan Ossze-
hasonlitottuk a treonin akkumuldciét a PEP-karboxikin&z hidnyos
DM368-2Apckl6 tdérzs és a kiindulédsi DM368-2 tdérzs tenyészetének
feliliszéjaban. Ehhez mindkét torzset elszaporitottuk 1% glikédzt
tartalmazé Luria-Bertani-féle komplex taptalajon és ezekkel az
inokulumokkal egy-egy CGXII fermenticidés téapoldatot oltottunk
be. 24 o6ran &t 28 °C-on, rotacids razdégépen 120 perc/fordulat
mellett tortént szaporitads utdn meghatdroztuk a tapoldatba kiva-
lasztott treonin koncentracidjat.

Az aminosav koncentracidt nagynyomdst folyadékkromatografia-
val (HPLC-vel) hataroztuk meg (lasd fent). A fermenticid eredmé-
nye az 5. téblazatban olvashatb.

5. tablazat
Treonin koncentracidé a DM368-2 és DM368-2Apckl6 torzsek tenyé-

szetének fellluszdjaban

Tdrzs L-treonin (mM)

DM368-2 8

DM368-2Apckl6 22
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Az abrak leirasa
® 1. abra: a pEK-pckA plazmid restrikcids térképe
e 2. abra: a pEK-pckB plazmid restrikcibés térképe
* 3. abra: a pKl9mobsacBApck plazmid restrikciés térképe
A bazisparok szamanak megaddsanil koriilbeliili értékek szere-

pelnek, amelyek a reprodukdlhatdésdg hataran beliil maradnak.

Az alkalmazott roéviditések és jeldlések jelentése:
sacB: sacB gén
ori V: V replikacidés origd
ori T: a transzfer replikicids origdja
Km-r: kanamicin rezisztencia
KpnI: a Kpnl restrikcids enzim hasitasi helye
HindIII: a HindIII restrikcids enzim hasitéasi helye
HindII: a HindII restrikcidés enzim hasitasi helye
PstI: a PstI restrikcids enzim hasitéasi helye
SphI: az Sphl restrikcids enzim hasitdasi helye
XbaIl: az Xbal restrikcidés enzim hasitdsi helye
Sall: a Sall restrikcids enzim hasitdsi helye
SacIl: a Sacl restrikcidés enzim hasitéasi helye
BfrI: a Bfrl restrikcids enzim hasitdsi helye
Scal: az Scal restrikcids enzim hasitdsi helye
BamHI: a BamHI restrikcids enzim hasitasi helye
EcoRI: az EcoRI restrikcids enzim hasitési helye
pck’ : a pck gén 3’ -terminalis fragmentuma
pck’’ : a pck gén 5 -termindlis fragmentuma

pck: pck gén
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Szekvenciak jegyzéke

AZ 1. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

(A) HOSSZ:
TIPUS:

(B)

DNS

(vi) EREDETI FORRAS:

(ix)

(A)

JELLEMZOK:
(R) NEV/KULCS: CDS
(B) ELHELYEZKEDES: 2022..3851

3935 bazispar

SZERVEZET: Corynebacterium

(xi) AZ 1. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

30
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ctggcagttc
cctgttcaac
tttagacctc
attactgcaa
aagtacaggc
cccaaactca
cctttgaaaa
attcccatga
gcaccgatga
gttggtgttg
cgggtaaaaa
agcatcgccg
ggcgtgacaa
gccgttatat
aacataaatc
aaacccatgg

tagattagcc

tcctaattga
tttaaaactt
tcgctgcaat
tcgtaccggc
tgaagtagtt
aagtgccaac
cagctctgta
tgatgccgta
gctgagctgc
ccatcagtgg
ctgctggtgc
gaagttcaaa
gaggaagacc
ataaggaata
cccacagatc
acagcattgc

aaccgccaat

tcgcgggaat
caatattcgt
ttaggccagt
gatggtggac
aaaccactcc
tgggaaggta
gaacacaaag
aataatgccc
tgcagtggat
gatgccctgc
agacgccaaa
gtgctcatgg
ccacgcaaaa
ggcaacaagt
atcacccaaa
ccatgccggce

aatgacaatt

tatcagaaat
gagtttggat
tgagatttaa
acgatgacat
actccggtge
ctggcccacc
tgagcgatgg
attgtgattg
tggcccacca
gccttggggce
gttaaaagga
agttgtgctg
gttggtgtgc
cccacggctg
actacggggc
atgacttcag

gccaccacaa

glutamicum

agacattatt
gaatccctag
gctttccgac
gaaagagcat
tctgtgataa
atgtggggct
ctcccagagg
ctgtcttgga
tacccaaagg
cgaaatagta
agagcccgaa
ccgaggtgga
ccgccttaga
tgccaataga
ttgcagttcc
ttttgaatga

cagctaacgc
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tgttattttt
agcactacct
gattcttctc
taaagcaatc
aaaatgcgca
gtatgtcgcc
aatcgtaaaa

tccaaaggac

aatccatgat.

gaaatacact
agaaacccac
agcaaccatc
tcgcaaaatg
ccagcacaca
caatgcgatc
aggagagcgg

gaagaagaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

660

720

780

840

900

960

1020
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tctgcgacga
agggaaccag
gaaggagtgg
cgttgtgcgc
acttcaacac
agtactggcc
tttttgatac
tttcaaagta
gttcggtagt
ttaaaaaggt
tggattgtga
ttgcctattg
aatgtgtgag
agaacggttg
tcatattaaa
aatgtgtccg

gggcgagaac

atc
Ile

agg

aac
Asn

tgg
Trp

ttc
Phe

gtt
Val

ggc
Gly

atc
Ile

gat
Asp

ctggaaaacc
cccacgaggg
gcatgcccat
tcgatcactg
ttgtttgcaa
gtcgtggtgg
gactaactgg
tttaaaaggg
tgagggcggg
gtgtactgac
tggcagggta
tccgaatgtt
aattgcccaa
aggttaattc
gaaagtgtgt
ttgtctcacc

tctgtcgaat

ctt
Leu

cag
Gln
10

gca
Ala
25

gac
Asp

tcc
Ser

gga
Gly

40

gtt
Val

gaa
Glu
55

tac
Tyr

agce
Ser
70

gcc
Ala

cta
Leu

acc
Thr

ggt
Gly

gct
Ala

ggc
Gly

gcc
Ala

cag
Gln

ctc
Leu

cgt tcc
Arg Ser
75

atggattttc
gccaggtgga
tactttaagc
gtctagacct
tgtttgttaa
ggtcatgtat
atataacctt
ggatctaggg
tggtgacagt
agtgggccgg
agggaaang
aagtgttaat
atctgaaccc
ttgaaaccac
agatgcgtgt
taaagtttta

gacacaaaat

gag gcg
Glu Ala

gag
Glu

gtc
Val

gct
Ala

gag
Glu
45

atc
Ile
60

aag
Lys

aac
Asn

cca
Pro

29

aacagtgatg
ggtaagaccg
ctttggggca
ttgggctcca
taaatgggtt
ttaggtaggg
tggggtaacg
taaaaatttg
gcgggcatgce
tttgtgctgg
attaccatta
ggtgggaaaa
aatggccatg
ccccaaaata
gggcaggggg
actagttctg

ctggagaagt

acc
Thr
15

aag
Lys

ccg
Pro

ttc
Phe

ctc
Leu
30

cag
Gln

gat
Asp

cgc
Arg

tgg
Trp

aac
Asn

ctc
Leu

gag
Glu

tct
Ser

gtt
Val
80

gac
Asp

acaacaatga
cagcgtagct
gtgaaaccgc
aaagttgcaa
cgctagtgga
caaagttaag
tggggatgtg
gcttcaagta
atgtgagtgt
tcggccacta
ccgctgttct
ctgggaaagt
gacggggaat
ggctatttaa
taggtccact
tatctgaaag
a atg act a
Met Thr T
1
aat aag gaa

Asn Lys Glu

cct
Pro

gct
Ala
35

gag
Glu

atg
Met

gcg
Ala
50

gag
Glu

cgt
Arg

aag
Lys

gaa
Glu
65

gtt
Val

cgc
Arg

gcg
Ala

.
000 oo

gatgcccatg
tttggtcgaa
taaatgggag
tttcgcgaat
ttctgtegtt
atcagagcac
tgtgagtaat
catatcttta
aaatgttgtt
gcggagtgct
tggcgttttg
tgtccectgg
gaactgtcgg
acgggtgctc
ggtaatgaca
ctacgctagg
ct gct gca
hr Ala Ala

5

ctg
Leu

ctg
Leu
20

gtt
Val

gtg
val

ctt
Leu

gat
Asp

aac
Asn

ccg
Pro

tcc
Ser
85

gag
Glu
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1200
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1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2036

2084

2132

2180

2228

2276
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cgce
Arg

aac
Asn

gct
Ala

ggt
Gly

tcc
Ser
150

gaa
Glu

cac
His

cct
Pro

att
Ile

aag
Lys
230

tgg
Trp

aag
Lys

aac
Asn

gtt
Val

acc
Thr

tgg
Trp

ggt
Gly

cca
Pro
135

gag
Glu

gcg
Ala

tcc
Ser

tgc
Cys

tgg
Trp
215

tgc
Cys

atg
Met

gcg
Ala

ctc
Leu

ggc
Gly
295

ttc
Phe

gct
Ala

tcc
Ser
120

atc
Ile

tac
Tyr

ctg
Leu

gtt
Val

aac
Asn
200

tcc
Ser

tac
Tyr

gct
Ala

tac
Tyr

gcc
Ala
280

gac
Asp

atc
Ile

cca
Pro
105

atg
Met

agc
Ser

gtt
Val

gac
Asp

ggt
Gly
185

gac

tac
Tyr

gca
Ala

gag
Glu

cac
His
265
atg
Met

gac
Asp

tgc
Cys
. 90

cca
Pro

aag
Lys

gat
Asp

gtc
Val

aag
Lys
170

gct
Ala

acc
Thr

ggt
Gly

ctg
Leu

cac
His
250

atc
Ile

atc
Ile

atc
Ile

tcc
Ser

cag
Gln

g99
Gly

ccg
Pro

atg
Met
155

atc
Ile

cct
Pro

aag
Lys

tcc
Ser

cgt
Arg
235

atg
Met

gca
Ala

act
Thr

gct
Ala

gag
Glu

gca
Ala

cgc
Arg

gac
Asp
140

tcc
Ser

ggc
Gly

ttg
Leu

tac
Tyr

ggc
Gly
220

atc
Ile

ctc
Leu

gca
Ala

cca
Pro

tgg
Trp
300

aag
Lys

atg
Met

acc
Thr
125

cct
Pro

atg
Met

gcg
Ala

gag
Glu

atc
Ile
205

tac
Tyr

gca
Ala

atc
Ile

gca
Ala

acc
Thr
285

ctg
Leu

30

gaa

gaa

gat

Glu Glu Asp

aag
Lys
110

atg
Met

aag
Lys

cgc
Arg

aac
Asn

cca
Pro
190

acc
Thr

ggc
Gly

tct
Ser

ctg
Leu

ttc
Phe
270

atc

Ile

aag
Lys

95

gae
Asp

tac
Tyr

ctt
Leu

atc
Ile

ggc
Gly
175

ggc
Gly

cag
Gln

gga
Gly

gtc
Val

aag
Lys
255

cca
Pro

cca
Pro

ctg
Leu

gaa
Glu

gtc
Val

ggt
Gly

atg
Met
160

agc
Ser

cag
Gln

ttc
Phe

aac
Asn

atg
Met
240

ctg

Leu

tct
Ser

ggc
Gly

cgc
Arg

gct
Ala

atg
Met

gtg
Val

gtg
Val
145

acc
Thr

ttc
Phe

gaa
Glu

cca
Pro

gca
Ala
225

gct
Ala

atc
Ile

gct
Ala

tgg
Trp

gag
Glu
305

ggc
Gly

tcc
Ser

cct
Pro
130

cag
Gln

cgc
Arg

gtc
Val

gac
Asp

gag
Glu
210

atc
Ile

cgc
Arg

aac
Asn

tgt
Cys

acc
Thr
290

gac
Asp

cca
Pro

aag
Lys
115

ttc
Phe

ctc
Leu

atg
Met

agg
Arg

gtt
Val
195

acc
Thr

ctg
Leu

gaa
Glu

cca
Pro

ggc
Gly
275

gct
Ala

ggc
Gly
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acc
Thr
100

cat
His

tgc
Cys

act
Thr

ggt
Gly

‘tgc
Cys
180

gca
Ala

aag
Lys

gca
Ala

gaa
Glu

gag
Glu
260

aag

Lys

cag
Gln

ctc
Leu

aac
Asn

tac
Tyr

atg
Met

gac
Asp

att
Ile
165

ctc
Leu

tgg
Trp

gaa
Glu

aag
Lys

gga
Gly
245

ggc
Gly

acc
Thr

gtt
Val

tac
Tyr

2324

2372

2420

2468

2516

2564

2612

2660

2708

2756

2804

2852

2900

29438
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gca
Ala
310

tac
Tyr

ctg
Leu

ggc
Gly

gac
Asp

tac
Tyx
390

gac
Asp

gca
Ala

acc
Thr

gaa
Glu

ttc
Phe
470

ggt
Gly

ttc
Phe

aac
Asn

gtt
Val

gca
Ala

ttc
Phe

atg
Met

tgg
Trp
375

tgc
Cys

tgg
Trp

gac
Asp

atg
Met

gca
Ala
455

att
Ile

aac
Asn

cgc
Arg

tct
Ser

aac
Asn

tcc
Ser

acc
Thr

gac
Asp
360

acc
Thr

gta
Val

gaa
Glu

acc
Thr

gtt
val
440

aag
Lys

ggc
Gly

aag
Lys

cgt
Arg

cgc
Arg
520

cca
Pro

aac
Asn

aac
Asn
345

ggc
Gly

cca
Pro

gca
Ala

ggc
Gly

gtc
val
425

ggt
Gly

gtc
Val

tac
Tyr

ggt
Gly

ggc
Gly
505

gtt
Val

gaa
Glu

cca
Pro
330

gtg
Val

gac
Asp

gag
Glu

atc
Ile

gtc
Val
410

cca
Pro

gca
Ala

ggc
Gly

aac
Asn

ggc
Gly
490

gaa
Glu

ctg
Leu

aat
Asn
315

atc
Ile

gca
Ala

gcc
Ala

tcc
Ser

gac
Asp
395

aag
Lys

ctg
Leu

ctg
Leu

aca
Thr

gct
Ala
475

gac
Asp

gat
Asp

aag
Lys

ggt
Gly

gcg
Ala

ctc
Leu

cca
Pro

gac
Asp
380

cag
Gln

atc
Tle

gtt
Val

ctc
Leu

ctc
Leu
460

ggt
Gly

aag
Lys

gga
Gly

tgg
Trp

ttc
Phe

atg
Met

acc
Thr

gct
Ala
365

gaa
Glu

tcc
Ser

gac
Asp

acc
Thr

gca
Ala
445

cgc
Arg

gaa
Glu

atg
Met

cgc
Arg

gtc
Val
525

31

ttc
Phe

aag
Lys

gac
Asp
350

cac
His

aac
Asn

cca
Pro

gca
Ala

cag
Gln
430

tcc
Ser

cac
His

tac
Tyr

cca
Pro

ttc
Phe
510

atc
Ile

ggt
Gly

ace
Thr
335

gac
Asp

ctc
Leu

gct
Ala

gca
Ala

atc
Ile
415

acc
Thr

ggt
Gly

gac
Asp

ctg
Leu

tcc
Ser
495

ctg
Leu

gac
Asp

gtt
Val
320

atg
Met

ggc
Gly

att
Ile

gct
Ala

gca
Ala
400

ctc
Leu

tac
Tyr

cag
Gln

cca
Pro

cag
Gln
480

atc

Ile

tgg
Trp

cgc
Arg

gct
Ala

gaa
Glu

gac
Asp

gac
Asp

cac
His
385

gca
Ala

ttc
Phe

gac
Asp

acc
Thr

atg
Met
465

aac
Asn

ttc
Phe

cct
Pro

atc
Ile

cca
Pro

cca
Pro

atc
Ile

tgg
Trp
370

cct
Pro

cct
Pro

ggt
Gly

tgg
Trp

gca
Ala
450

gca
Ala

tgg
Trp
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(i) A SZEKVENCIA JELLEMzOI:
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Szabadalmi igénypontok

1. Coryneform baktériumokbél izoldlt polinukleotid, amely a
kovetkezdbket tartalmazdé csoportbdl valasztott polinukleotid-
szekvenciat tartalmaz:

a) polinukleotid, amely legaldbb 70%-ban azonos a 2. szamu
szekvenciaban talalhaté aminosav-szekvencidval rendelkez& poli-
peptidet kédold polinukleotiddal;

b) polinukleotid, amely legaldbb 70%-ban azonos a nevezett
polipeptidet kdédold polinukleotiddal és a pEK-pckA (1. &bra) il-
letve a pEK-pckB (2. dbra) plazmidon tal&lhatd;

c) polinukleotid, amely a 2. szamil aminosav-szekvencidval
legalabb 70%-ban azonos aminosav-szekvenciaval rendelkez& poli-
peptidet kdédol;

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

e) polinukleotid, amely az a), b), c) vagy d) polinukleotid-
szekvencidnak legaldbb 15 egymast kévetd bazisdt tartalmazza.

2. Az 1. igénypont szerinti polinukleotid, amelynél a poli-
nukleotid replikacidbéra képes, eldnydsen rekombindns DNS.

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

4. A 2. igénypont szerinti polinukleotid, amely az 1. szamu
szekvenciaban bemutatott nukleinsav-szekvencidt tartalmazza.

5. A 2. igénypont szerinti replikdcidéra képes DNS, amely

1) az 1. szami szekvencidban bemutatott nukleotid-szekven-

ciat, vagy
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ii) legaldbb egy, az i) szekvencianak a genetikai kéd dege-
neraltsagan belil megfeleld szekvenciat, vagy

iii) legalédbb egy, az i) vagy ii) szekvencidval komplementer
szekvenciadval hibridizald szekvencidt, és/vagy adott esetben

iv) 1i)-ben miikddésre semleges szenz mutdcidkat tartalmaz.

6. A 2. igénypont szerinti polinukleotid-szekvencia, amely a
2. szama szekvencidban bemutatott aminosav-szekvenciaval
rendelkezd polipeptidet kbédol.

7. Az 1. abran bemutatott pEK-pckA vektor.

8. A 2. abran bemutatott pEK-pckB vektor.

9. A 3. &bran bemutatott és az E. coli DHS5a tdérzsben a DSM
13047 széam alatt letétbe helyezett pKl9mobsacBApck vektor.

10. Gazdaszervezetként szolgald coryneform baktériumok, ame-
lyek a 6-8. igénypontok szerinti vektorok wvalamelyikét tartal-
mazzak vagy amelyekbe beépitettiik a Apck deléciédt.

11. Eljards L-aminosavak fermentativ elé&dllitadséara, azzal
jellemezve, hogy olyan baktériumokat alkalmazunk, amelyekben

a) az 1. igénypont szerinti polinukleotidot legyengitjik
vagy a nevezett polinukleotid &ltal kdédolt polipeptid aktivita-
sat csOkkentjik.

b) a kivant terméket a tépoldatban vagy a baktériumok sejt-
jeiben dusitjuk fel és

c) izolaljuk a terméket.

12. A 11. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
Corynebacterium glutamicum fajba tartozé baktériumokat alkalma-
zunk.

13. A 12. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
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a legyengitést integracids mutagenezissel, a 3. &abran bemutatott
és DSM 13047 szamon letétbe helyezett pKl9mobsacBApck plazmid
segitségével érjik el.

14. A 12. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy
L-lizin eldallitédsdhoz olyan baktériumokkal fermentdlunk, ame-
lyekben adott esetben
® egyidejlileg a dihidro-dipikolindt szintetazt kédolé dapA gént

tulzottan kifejezzik és/vagy
e egyldejileg eqgy S-(2-aminoetil)-cisztein rezisztenciat
kozvetitd DNS fragmentumot megsokszorozunk.

15. A 12. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
L-treonin eld&allitasidhoz olyan baktériumokkal fermentidlunk, ame-
lyekben adott esetben egyidejlileg a homoszerin-dehidrogendzt ké-
doldé hom gént vagy egy ,feed back rezisztens” homoszerin-
dehidrogenazt kédolé hom™ illetve hompgr allélt tulzottan kifeje-

zunk.

A meghatalmazott: (
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