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Eljaras D-pantoténsav fermentacids eldallitasara a panD gén

megerdsitésével mikroorganizmusokban

A talalmany targyat D-pantoténsav fermentacids elBiallitaséara
szolgaldé eljards képezi olyan mikroorganizmusok alkalmazasaval,
amelyek kozvetlenul D-pantoténsavat termelnek és amelyekben az L-
aszpartat-1 dekarboxilazt kdédold panD gén egymagaban vagy a panB
és/vagy a panC génekkel kombindltan felerdsitve, kilondsen fokozot-
tan fejezddik ki.

A talalmany targyat képezik tovabbad megfeleld rekombindns DNS
szekvenciak és nevezett szekvencidkat tartalmazd expresszids vekto-
rok, amelyekkel alkalmas mikroorganizmusokat transzformalva, Javi-

tott D-pantoténsav termeld torzsek allithatdk eld.
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Eljaras D-pantoténsav fermentacids eldallitasara a panD gén

megerdsitésével mikroorganizmusokban

A pantoténsav olyan kereskedelmileg jelentds vitamin, amely a
kozmetikaban, a gydgyaszatban, a humadn téaplalkozasban és az allati
taplalkozéasban kerul felhasznélésra.

Pantoténsav eld&allithatd kémiai szintézissel vagy biotechnoléd-
giai uton, megfeleld mikroorganizmusok alkalmas tapoldatokban
torténd fermentacidjaval. A kémiai szintézisnél a D,L-pantolakton
egy fontos kozbensd termék. Tobblépcsés eljarassal &llitjak eld
formaldehidbdl, izobutil-aldehidbdél és cianidbdél. Tovabbi eljarasi
lépésekben felbontjak a racém keveréket és D-pantolaktont f-
alaninnal kondenzalva nyernek D-pantoténsavat.

A mikroorganizmusokkal torténé fermentdcids eldallités eldnye
a kivant, L-pantoténsavtdl mentes, D-formdju sztereoizomer kdzvet-
len képz&désében rejlik.

Baktériumok kilonb6zé fajtai, mint példaul Escherichia coli,
Arthrobacter wurefaciens, Corynebacterium erythrogenes, Brevibac-
terium ammoniagenes, és éleszték 1is, mint példaul Debaromyces
castellii képesek - ahogyan azt az EP-A 0493060 szami szabadalmi
irat mutatja - glikdézt, D,L-pantoinsavat és PB-alanint tartalmazd
tapoldatban D-pantoténsavat eld&allitani. Az EP-A 0493060 szamu sza-
badalmi irat bemutatja tovabba, hogy Escherichia coli-nadl a pFV3 és
pPEFVS plazmidokon talalhatéd, a pantoténsav bioszintéziséért felelds

gének megsokszorozéasaval gliikézt, D,L-pantoténsavat és P-alanint



tartalmazé tapoldatban a D-pantoténsav képzd&dése javul.

Az EP-A 0590857 szami szabadalmi irat és az U.S.P. 5,518,906
szamu szabadalmi irat Escherichia coli IF03547 torzsb8l levezetett
olyan mutansokat - FV5714, FV525, FV814, FV521, FV221, FV6051 és
FV5069 - ir le, amelyek kilénboz4d antimetabolitokkal, mint szali-
cilsavval, oa-ketovajsavval, P-hidroxi-aszparaginsavval, O-metil-
treoninnal és oa-ketoizovaleridnsavval szemben rezisztenciaval ren-
delkeznek, és glukozt tartalmazd tépoldatban pantoinsavat és glii-
kézt és P-alanint tartalmazd tapoldatban D-pantoténsavat termelnek.
Az EP-A 0590857 szami szabadalmi iratban és az U.S.P. 5,518,906
szamu szabadalmi iratban tovabbad megmutatjak, hogy a pantoténsav
bioszintéziséért felelds gének — amelyek a pFV31l plazmidon taldlha-
tok — a fent megnevezett torzsekben glikdzt tartalmazd tapoldatban
a pantoinsav és glikdézt és P-alanint tartalmazd tapoldatban a D-
pantoténsav termelddését megjavitja.

A WO 97/10340 kOzzétételi szaml nemzetkézi szabadalmi bejelen-
tésben ezenkivil megmutatjak, hogy Escherichia coll pantoténsavat
termeld torzseiben az acetohidroxisav szintetdz II enzim — a valin
bioszintézis egy enzimje - aktivitadsdnak novelésével a pantoténsav
termel&dés tovabb fokozhato.

Talalmanyunkban pantoténsav fermentativ elddllitasara szolgald
javitott eljaras alapjainak rendelkezésre bocsatasat tulztik ki fel-
adatul.

A pantoténsav vitamin olyan kereskedelmileg Jjelentds termék,

amely a kozmetikaban, a gyodgyaszatban, a human taplalkozasban és az



allati téaplalkozasban keruil felhaszndlédsra. Ezért 4ltalanos az
érdeklddés a pantoténsav elddllitds uj eljardsainak kozzétételére.

A kévetkezékben D-pantoténsav vagy pantoténsav vagy pantotenat
emlitésekor nemcsak a szabad savra gondolunk, hanem beleértjuk a
pantoténsav sdéit 1is, mint példdul kalcium-, natrium-, ammbénium-
vagy kalium-sdb6jat.

A taldlmany targyadt mindenekeldétt D-pantoténsav fermentidcids
eldallitaséara szolgald eljaras képezi olyan mikroorganizmusok al-
kalmazéasaval, amelyek kozvetlenil D-pantoténsavat termelnek és ame-
lyekben az L-aszpartat-1 dekarboxilazt (E.C. 4.1.1.11) koédold panD
gént egymagaban vagy a panB és/vagy a panC génekkel kombindltan
felerésitjik, kildonosen fokozottan kifejezzik. A taldalmany targyat
képezik tovabbad az igénypontokban leirtak szerinti, megfeleld
rekombinans DNS szekvenciak. Szintén a talalmany targyat képezi D-
pantoténsav fermentacids elddllitédsa, amelyet a 8-17. igénypontok-
ban leirtak szerint el6allitott, Jjavitott D-pantoténsav termeld
mikroorganizmusok alkalmazasaval végzunk.

A, felerd6sités” fogalom ebben az Osszefliggésben egy mikroorga-
nizmusban egy vagy tébb enzim intracellularis aktivitdséanak novelé-
sét jJelenti. Ezeket az enzimeket a megfeleld DNS kbédolja, amelyben
példaul megnoveljik a gén illetve a gének masolatainak szamat, erds
prométert vagy olyan gént alkalmazunk, amely a megfeleld enzimet
nagy aktivitassal kédolja, és adott esetben ezeket a miveleteket
kombinaljuk.

A talalmény targyat képezé mikroorganizmusok glukdzbdl, sza-
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chardézbodl, laktdzbodl, fruktdzbol, maltdzbdl, melaszbdl,
keményitébdél, celluldzbdl vagy glicerinbdl és etanolbdl képesek
pantoténsav eldadllitéséara. Szdba johetnek  penészgombak vagy
élesztdk vagy Gram-pozitiv baktériumok, példaul Corynebacterium
nemzetséq, vagy Gram-negativ baktériumok, mint példaul az
Enterobacteriaceae csaldd tagjai. Az Enterobacteriaceae csaladnal
kiilonosen az Escherichia nemzetség az Escherichia coli fajjal
emlitendé. Az Escherichia coli fajon beliil meg kell emliteni az
ugynevezett K-12 torzseket, mint példaul az MG1655-t vagy a W3110-t
[Neidhard et al., Escherichia coli and Salmonella, Cellular and
Molecular Biology (ASM Press, Washington D.C.)] vagy a vad tipusu
Escherichia coli IFO3547 toOrzset (Fermentacids Intézet Osaka, Ja-
pan) és az abbdl levezetett mutansokat. A Corynebacterium nemzet-
ségnél kuldndsen a Corynebacterium glutamicum faj emlitésre méltd,
amely szakmai korokben aminosavtermeld képességérdl ismert. Ezek
koze a fajtak kozé tartoznak vad tipusu toérzsek, mint példaul
Corynebacterium glutamicum ATCC13032, Brevibacterium flavum
ATCC14067, Corynebacterium melassecola ATCC17965 és ezekbdl leveze-
tett mutansok.

Felfedezéslunk szerint az Gj - kildnésen Corynebacterium
glutamicum-bol szarmazod - L-aszpartat-1 dekarboxilaz (E.C.
4.1.1.11) koédolasaért feleldSs panD gének fokozott kifejezddését
kovetden mikroorganizmusok tobb pantoténsavat termelnek.

Ezenkivul felfedeztiik, hogy a panD gén fokozott kifejezddése

olyan torzsekben hat elénydsen, amelyekben raadasként a keto-



pantoat-hidroximetil transzferdzt és pantotendt szintetdzt koédold
panB és panC gének 1is egyenként vagy egyittesen fokozottan
fejezdédnek ki.

Fokozott kifejezddés eléréséhez megemelhetd a megfeleld gének
masolatainak szama, vagy mutacidé hozhaté 1létre a strukturgéntdl
felfelé (upstream) elhelyezkedd promdter és szabalyozd régidban.
Ugyanigy hatnak expresszids kazettdk, amelyeket a struktiurgéntdl
felfelé épitunk be. Indukalhatd prométerek révén tovabbi lehetdéség
nyilik a kifejezddés fokozasara a fermentativ D-pantoténsav
képzbdés folyamdn. A m-RNS élettartamdnak meghosszabbitdsara iréa-
nyuld intézkedések szintén javitjdk a kifejezbdést. Tovabbad az en-
zimfehérjék lebomlasanak megakaddlyozdsa szintén erdsiti az enzim-
aktivitast. A gének vagy génszerkezetek rendelkezésre 4&llhatnak
kulénboz& masolatszamban plazmidokban vagy beépithetdk kromoszéméba
€s megsokszorozhatdk (amplifiké&lhatdk). Tovabbad egy masik megoldas-
ként az érintett gén fokozott kifejezddése elérhetd a tapoldat-
Osszetétel és tenyésztési korilmények megvaltoztatasaval.

Ezekhez a mbédszerekhez uUtmutatdst taldl a szakember tobbek ko-
zott [Martin et al., Bio/Technology 5, 137-146 (1987); Guerrero et
al., Gene 138, 35-41 (1994); Tsuchiya and Morinaga, Bio/Technology
6, 428-430 (1988); Eikmanns et al., Gene 102, 93-98 (1991); EPS O
472 869 szama eurdpai szabadalmi leiréds; U.S.P. 4,601,893 szamu
szabadalmi 1irat; Schwarzer and Puhler, Bio/Technology 9, 84-87
(1991); Reinscheid et al., Appl. Environ. Microbiol. 60, 126-132

(1994); LaBarre et al., J. Bacteriol. 175, 1001-1007 (1993); WO



96/15246 koOzzététell szami nemzetkdzi szabadalmi bejelentés; Jensen
and Hammer, Biotechnol. Bioeng. 58, 191-195 (1998) vagy Manual of
Methods for General Bacteriology der American Society for
Bacteriology, Washington D.C., USA (1981)].

Ezenkivil talalunk még utmutatadst |[Chang and Cohen, J.
Bacteriol. 134, 1141-1156 (1978); Hartley and Gregori, Gene 13,
347-353 (1981); Amann and Brosius, Gene 40, 183-190 (1985); Broer
et al., Proceedings of the National of Sciences of the United
States of America 80, 21-25 (1983) ; LaVallies et al.,
Bio/Technology 11, 187-193 (1993); PCT/US 97/13359 szami nemzetkozi
szabadalmi Dbejelentés; Llosa et al., Plasmid 26, 222-224 (1991);

Quandt and Klipp, Gene 80, 161-169 (1989); Hamilton, J. Bacteriol.

171, 4617-4622 (1989); Makrides, Microbiol. Rev. 60, 512-538

(1996)] és a genetika és molekularis bioldgia ismert tankdnyveiben.

A panD gén vagy mas gének - mint példidul panB és panC — C.
glutamicum-bo6l torténéd izolaldsdhoz mindenekeldtt ennek a mikroor-
ganizmusnak egy génbankjat hozzuk létre E. coli-ban. Génbankok 1lé-
tesitését altalanosan ismert tankonyvek és kézikdényvek irjak le.
Peldaként emlitjik Winnacker: Gene und Klone, Eine Einfihrung in
die Gentechnologie (Verlag Chemie, Weinheim, Deutschland, 1990)
vagy Sambrook és munkatarsai: Molecular Cloning, A Laboratory
Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989) koényveit. Egy
ismert génbank az E. coli K-12 W3110 toérzsé, amelyet Kohara és mun-
katarsai A-vektorokban hoztak létre [Cell 50, 495-508 (1987)]. Bathe

és munkatarsai olyan génbankot irnak le [Molecular and General



Genetics 252, 255-265 (1996)], amelyet C. glutamicum ATCC13032

torzsbdl a SuperCos I kozmid vektor segitségével [Wahl et al.,
Proceedings of the National Academy of Sciences USA 84, 2160-2164
(1987)] E. coli K-12 NM554 torzsben [Raleigh et al., Nuc. Acids Res.
16, 1563-1575 (1988)] hoztak létre. C. glutamicum génbank létreho-
zasara FE. coli-ban plazmidok 1is - mint pBR322 [Bolivar, Life
Sciences 25, 807-818 (1979)] vagy pUC9 [Viera et al., Gene 19, 259-
268 (1982)] - felhasznalhatdk. Gazdaszervezetként kilondsen alkal-
masak olyan E. coli tdrzsek, amelyek restrikcid- és rekombinacid-
hianyosak. Erre egy példa a Grant és munkatarsai &ltal leirt
DHSamcr torzs [Proceedings of the National Academy of Sciences USA
87, 4645-4649 (1990)]. A génbankot azutén egy indikdtor tdrzsbe
épitjuk be transzformacidéval [Hanahan, J. Mol. Biol. 166, 557-580
(1983)] vagy elektroporaciéval [Tauch et al., FEMS Microbiol. Lett.
123, 343-347 (1994)]. Az indikator torzs azaéltal mutatkozik meg,
hogy az érdekléddésre szamottartd génben mutéacioval rendelkezik,
amely egy kimutathaté fenotipusos jegyet, példaul auxotrdfiat idéz
el6. A taldalmany keretein belul a panD génben mutaciéval rendelkezd
E. coli DVY9 mutans [Vallari and Rock, J. Bacteriol. 164, 136-142
(1985)] kiilonds jelentdségl. Egy masik példa pantoténsavat igényléd
E. coli mutansra az SJ2 torzs, amely a panB génben rendelkezik mu-
tacidéval és a Yale Egyetem Genetikai Kozpontjatdél (Genetic Stock
Center of Yale University, New Haven, Connecticut, USA) szerezhetd

be. Az indikator térzs transzformacidja — mint példaul a panD mu-

tans DV9 transzformacidéja egy, az érdeklédésre szamottartd gént,



mint példaul a panD gént hordozd rekombinans plazmiddal - és az
érintett gén kifejezddése utadn az indikadtor toérzs a megfeleld tu-
lajdonsagot, mint példaul a pantoténsav igényt illet&en prototrdf
lesz. Az ilyenforman izoldlt gén illetve DNS fragmentum a szekven-
cia meghatarozasaval [mint példdul Sanger et al., Proceedings of
the National Academy of Sciences USA 74, 5463-5467 (1977)] leirhaté
és jellemezhetd. Ezutadn publikalt mdédszerekkel analizélhatd az azo-
nossag foka [Altschul et al., J. Mol. Biol. 215, 403-410 (1990)] az
adatbankokban, mint példaul a GenBank-ban tal&lhatdé ismert génekkel
[Benson et al., Nuc. Acids Res. 26, 1-7 (1998)] osszevetve.

Ilyen médon kaptuk meg az 0j, a panD gén kdédold DNS szekvenci-
ajat C. glutamicum-bdl, amely 1. szami szekvenciaként a taldlmany
részét képezi. Tovabbad a rendelkezésre 4&ll6 DNS szekvenciabdl a
fent leirt mddszerekkel levezettik a megfeleld enzim aminosav-
szekvenciait. A 2. szaml szekvencidban a panD gén termékének, neve-
zetesen az L-aszpartat-1 dekarboxildznak az 1gy addédé aminosav-
szekvenciajat szemléltetjik. Tovabba ilyen uton kaptuk meg az uj,
panB és panC kédold DNS szekvencidjat C. glutamicum-bol, amely 3.
szamu szekvenciaként a taldlmény részét képezi. A 4. szamu szekven-
cidban a panB gén termékének, nevezetesen a ketopantodt-hidroxi-
metil transzferaznak és az 5. szaml szekvencidban a panC gén termé-
kének, nevezetesen a pantotendt szintetdznak az igy adédd aminosav-
szekvenciajat szemléltetjuk.

Olyan k6dold DNS szekvenciak, amelyek az 1. szadmi szekvencia-

bél és/vagy 3. szamh szekvencidbdél a genetikai kéd degeneraltsaga



folytan adddnak, szintén a taldlmany targyat képezik. Ehhez hasonld
médon az 1. szaml szekvenciaval és/vagy 3. szamu szekvenciaval hib-
ridizaldé DNS szekvencidk a talalmany targyat képezik. Szakmai ko-
rokben tovabba olyan konzervativ aminosav kicseréldédések, mint pél-
daul glicin cseréje alaninra vagy aszparaginsav cseréje glutamin-
savra fehérjékben ,szenz mutacidként” ismertek, amelyek nem vezet-
nek a fehérje aktivitasanak alapvetd megvaltozasdhoz, azaz mikodés
semlegesek (funktionsneutral). Tovabba ismert, hogy valtozasok egy
fehérje N- és/vagy C-végén annak mikodését lényegesen nem korlatoz-
zak, sét stabilizalhatjak. Ezekrdél taldl a szakember kozleményeket
tobbek kozott az alabbiakban [Ben-Bassat et al., J. Bacteriol. 169,

751-757 (1987); O'Regan et al., Gene 77, 237-251 (1989); Sahin-Toth

et al., Protein Sciences 3, 240-247 (1994); Hochuli et al

-
Bio/Technology 6, 1321-1325 (1988) és ismert genetikai és
molekularbioldgiai tankonyvekben. Azok az aminosav-szekvencidk,
amelyek a 2. szami, 4. szami és 5. szamu szekvencidbdl ennek
megfelelden addéddnak, szintén a taldlmany targyat képezik.

Az 1lyen mdédon “ellemzett gént azutdn egyediil vagy masokkal
kombinaltan kifejezhetjuik alkalmas mikroorganizmusban. Ismert moéd-
szer gének kifejezésére illetve fokozott kifejezésére ezeknek
plazmid vektorok segitségével torténé megsokszorozasa (amplifi-
kadlasa), amelyeket ezenfellil expresszids szignallal lathatunk el.
Plazmid vektorként olyanok johetnek szamitdsba, amelyek a megfeleld
mikroorganizmusokban repliké&lédni tudnak. Escherichia coli szamara

példaul a pSCl01 [Vocke and Bastia, Proceedings of the National
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Academy of Scineces USA 80(21), 6557-6561 (1983)] vagy a pKK223-3
[Brosius and Holy, Proceedings of the National Academy of Scineces
USA 81, 6929 (1984)] vektor, Corynebacterium glutamicum szamara
példédul a pEKEx1l [Eikmanns et al., Gene 102, 93-98 (1991)] vagy a
pz8-1 [EP 0 375 889 szaml eurdpai szabadalmi leiras] vektor Jjohet
szamitasba a Jjelen talalmanyban. Ilyen mikroorganizmusokra példéak
az ATCC13032/pND-D2 és ATCC13032/pND-DBC2 C. glutamicum torzsek, és
az MG1655/pND-D2 E. coli torzs, amelyek a pND-D2 és pND-DBC2
plazmidokat tartalmazzak. A pND-D2 plazmid a pZ8-1 plazmidon alapu-
16 E. coli-C. glutamicum ingavektor, amely a C. glutamicumbdl szar-
maz6d panD gént hordozza. A pND-DBC2 plazmid a pZ8-1 plazmidon ala-
puldé E. coli-C. glutamicum ingavektor, amely a C. glutamicumbdl
szarmazd panD, panB és panC géneket hordozza.

A szakember szamara nyilvanvald, hogy kromoszdémdban tdrténd
olyan mutacidk, amelyek metabolitok és antimetabolitok elleni re-
zisztenciat okoznak vagy amelyek a pantoténsav képzddését megeldzé
lépcséfokok eltlinését megakadalyozzak, a taldlmanyban foglalt mive-
letekkel elénydsen kombinadlhatdk.

A talalmany szerint eldallitott mikroorganizmusok pantoténsav
termelés céljabdl tenyészthetdék folytonosan, vagy szakaszosan
~batch fermentacioval” vagy , fed batch” rataplalasos technikéaval,
vagy ismételt ratapléaléasos mbédszerrel. Ismert tenyésztési
modszerekr8l oOsszefoglalds taldlhaté Chmiel tankonyvében [Bio-
prozesstechnik 1. Einfihrung in die Bioverfahrenstechnik (Gustav

Fischer Verlag, Stuttgart (1991)] wvagy Storhas tankonyvében
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[Bioreaktoren und periphere Einrichtungen (Vieweg Verlag,
Braunschweig/Wiesbaden (1994)].

Az alkalmazanddé tapoldatnak a mindenkori mikroorganizmusok
igényeinek kell alkalmas médon megfelelnie. Kildédnbdz& mikroorganiz-—
musok szaporitd tapoldatainak leiradsai taldlhatdék a [Manual of
Methods for General Bacteriology, American Society for Bacteriology
(Washington D.C., USA (1981)] kézikdényvben. Szénforrasként felhasz-
nalhaté cukor és szénhidrat, mint példaul glukdz, szachardz, lak-
toéz, fruktdz, maltdz, melasz, keményitd és celluldz, olajok és zsi-
rok, mint példaul szdéjaolaj, napraforgdolaj, foldimogyord-olaj és
kokuszzsir, =zsirsavak, mint példidul palmitinsav, sztearinsav és
linolsav, alkoholok, mint példdul glicerin és etanol, és szerves
savak, mint példaul ecetsav. Ezek az anyagok egyedil vagy keverék-
ként alkalmazhatdk. Nitrogénforrasként felhaszndlhatdk szerves nit-
rogéntartalmi vegyiletek, mint pepton, élesztdkivonat, huskivonat,
malatakivonat, kukoricalekvar, szo6ojaliszt és karbamid, vagy szer-
vetlen vegyuletek, mint amménium-szulfdt, amménium-klorid, ammdni-
um-foszfat, amménium-karbonat és amménium-nitrdt. A nitrogénforra-
sok egyedul vagy keverékként alkalmazhatdk. Foszforforrasként al-
kalmazhaté kalium-dihidrogénfoszfat vagy dikdlium-hidrogénfoszfat
vagy a megfeleld natrium sb6. A szaporitd tapoldatnak tovabba tar-
talmaznia kell fémsodkat, mint példadul magnézium-szulfatot vagy vas-
szulfatot, amelyek a novekedéshez elengedhetetlenek. Végil a fent
emlitett anyagokhoz kiegészitésként adhatdk létfontossagu noveke-

dést serkenték, mint aminosavak és vitaminok. Ezenfelil a szaporitd
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tapoldat a pantoténsav termelés tovabbi fokozasa érdekében
kiegészithetd a pantoténsav eldvegylileteivel (prekurzoraival),
aszpartattal, f-alaninnal, ketoizovalerattal, ketopantoinsavval
vagy pantoinsavval és adott esetben ezek sdéival. A nevezett
kiegészitd anyagok egyszeri kiegészitésként vagy a szaporitds soréan
megfeleld moédon a adagolva adhatdék a tenyészethez.

A tenyészet pH kontrolljadhoz bazikus vegylileteket — mint nat-
rium-hidroxid, kalium-hidroxid, amménia - vagy savas vegyiileteket —
mint foszforsav vagy kénsav — adagolunk megfeleld médon. A tulzott
habképzddés elkerilésére habzadsgatld szert, mint példaul zsirsav-
poliglikolésztert adagolhatunk. Plazmidok stabilit&sé&nak fenntarté-
sahoz alkalmas, szelektiven hatdé anyagokat, példaul antibiotikumo-
kat adhatunk a tapoldathoz. Aerob viszonyok fenntartédsa érdekében
oxigént vagy oxigént tartalmazd gazkeveréket, példaul levegdt jut-
tatunk a tenyészethez. A tenyésztés hdémérséklete normalis esetben
20-50 °C kozdtt, eldnydsen 25-45 °C kozott van. A szaporitast annyi
ideig végezzik, amig a pantoténsav képzddés maximumiot ér el. Ezt a
célt normalis esetben 10-160 o6réan belil érjik el.

Az nagy L-aszpartat-1 dekarboxilaz enzimaktivitassal
rendelkezd torzsek felhasznalhatdék P-alanin L-aszpartatbodl torténd
eldallitasara is. Ehhez fermentacids eljarasok, enzimes atalakuléasi
reakcidk vagy a kettd kombindcidi alkalmazhatodk.

A képzd&d6 pantoténsav koncentrdcidja ismert eljarasokkal meg-
hatarozhato [Velisek, Chromatographic Science 60, 515-560 (1992)].

A kovetkezd mikroorganizmusokat helyeztik letétbe a Német Mik-



roorganizmusok és Sejtkulturak Gydjteményében (Deutsche Sammlung
fir Mikroorganismen und Zellkulturen, DSMZ, Braunschweig,
Deutschland) a budapesti szerzdédésnek megfelelden:

Corynebacterium glutamicum ATCC13032/pND-D2 DSM12438 jelzéssel,

Corynebacterium glutamicum ATCC13032/pND-DBC2 DSM12437 jelzéssel.

Példak

A talalmanyt az alabbi, részletesen kifejtett példadk segitsé-
gével vilagitjuk meg kozelebbrdél.

1. példa

C. glutamicum-bél szarmazdé panD gén kldénozasa és szekvenalasa

1. A panD gén klbébnozéasa

C. glutamicum ATCC13032-b&1 szarmazd kromoszdma DNS-t izolal-
tunk Tauch és munkatarsai leirasa szerint [Plasmid 33, 168-179
(1995)] és Sau3A restrikcidés enzimmel (Pharmacia Biotech, koédszam:
27-0913-02; Freiburg, Deutschland) részlegesen hasitottuk. 7-9 kb
nagysagu DNS fragmentumokat izoldltunk ,Nucleotrap Extraction Kit
for Nucleic Acids” (Macherey ©Nagel, kat. szam: 740584; Diren,
Deutschland) segitségével és az MBI Fermentas cégtdél (Vilnius,
Litauen) beszerzett, pUCl9 vektor defoszforilezett BamHI hasitasi
helyére |[Norrander et al., Gene 26, 101-106 (1982)] ligaltuk. A
ligalast a Sambrook és munkatéarsai &ltal leirtak szerint [Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor (1989)] végeztik,
ahol a DNS kevereket T4 1ligazzal (Pharmacia Biotech, Freiburg,

Deutschland) egy éjszakan keresztil inkubaltuk. Ezt a ligacids ke-
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vereket azutan E. coli DHS5uaMCR tdrzsbe [ Grant, Proceedings of the
National Academies of Sciences USA 87, 4645-4649 (1990)] wvittik be
elektroporaciéval [ Tauch, FEMS Microbiol. Lett. 123, 343-347
(1994)] és 100 pg/ml ampicillin tartalmu LB agarra [ Lennox,
Virology 1, 190 (1955)] szélesztettiik. 24 o6ras, 37 °C-on tértént
inkubacidot kovetden tudtuk a C. glutamicum génbankot a plazmid DNS
— alkalikus 1lizis moédszere szerinti [ Birnboim and Doly, Nuc. Acids
Res. 7, 1513-1523 (1997)] — Ujraizolalédsa révén a transzformatumok-
boél kinyerni. Ezt a génbankot a - panD génben mutaciét hordozd -
E.coli DV9 torzs [ Vallari and Rock, J. Bacteriol. 164, 136-142
(1985)] kompetens sejtjeibe vittik be elektroporacioéval. Ehhez kap-
csoldbddan az elektroporacidés réteget a regeneracids fazisban
[ Tauch, FEMS Microbiol. Lett. 123, 343-347 (1994)] kétszer mostuk E
tapoldattal [ Vogel and Bonner, J. Biol. Chem. 218, 97-106 (1956)] .
Az E tapoldat Osszetételét az 1. téblazatban mutatjuk be. Ezekkel a
sejlekkel 50 ml, 100 pg/ml ampicillint tartalmazé E tapoldatot ol-
tottunk be 250 ml-es Erlenmeyer lombikban és levegds razogépen, 250
ford/perc mellett 39 °C-on inkubaltuk. Kétnapi inkubalas utan a
baktérium szuszpenzidt felhigitottuk és 100 pg/ml ampicillinnel ki-

egészitett LB agarra [ Lennox, Virology 1, 190 (1955)] kentiix ki.
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1. tabléazat

Tapoldat komponens |Literenkénti mennyiség Megjegyzés
K,HPO, 10 g
NaNH,HPO, * 4 H,0 3,5 g
citromsav 2 g
MgsoO, * 7 H,0 0,2 g
glikoz 4 g kulon sterilezve
tiamin 0,2 ng sterilre szlrve

Izolaltuk egy DV9 transzformdtum plazmid DNS-ét, pNIC-1,3 je-
loléssel lattuk el és agardz gélelektroforézissel [ Sambrook et al.,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor (1989)]
€s 1smert hosszusadgl standard DNS fragmentumokkal &sszehasonlitva
jellemeztuk. A pNIC-1,3 plazmid egy 7 kb hosszUsagu inszertumot
tartalmaz. pNIC-1,3 komplementacids képességét a panD mutéans DVO
Ujabb transzformacidjaval vizsgaltuk meg. A kapott transzformatumok
ujra képesek voltak P-alanin mentes E téapoldatban a fent megadott
kortilmények kozotti novekedésre.

A 7 kb inszertum szubkldénozasat a pNIC-1,3 plazmidnak restrik-
ci0s enzimes (Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) BamHI, koéd:
27-0868-03; EcoRI, kod: 27-0884-03; BglII, kod: 27-0946-02 hasita-
saval és azt kovetden a megfeleld restrikcids emésztéssel
eldkészitett pKl8mob vektorba [ Schédfer, Gene 145, 69-73 (1994)]

tortend ligalasaval végeztik. A kapott ligacids terméket az E. coli
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panD mutans DV9  torzsbe juttattuk be elektroporaciéval; a
komplementképzd transzformdtumok kivalogatdsa a fent leirtak sze-
rint toértént, ahol az agar lemezek ebben az esetben 50 ng/ml
kanamicint tartalmaztak. A komplementet képzé egyedi klénokbdl izo-
laltuk a plazmidokat és restrikciés analizissel jellemeztiik azokat.
Egy korulbelil 3 kb nagysagu DNS inszertumot tartalmazd EcoRI
szubklént, amelyet a tovabbiakban pNIC-10-nek neveziink, kivalasz-
tottunk az ezt kovetd szekvencia analizishez.

2. A panD gén szekvendléasa

A pNIC-10-bél szarmazd 3 kb fragmentum kétszalu szekvendlasa-
hoz ezt eldszor kilonbdzé restrikcids enzimekkel hasitottuk és a
fragmentumokat a pUCl9 vagy pKl8mob plazmidba szubklbénoztuk. A
szekvenalashoz beliltetett plazmid DNS-t a ,,QIAGEN Plasmid Mini Kit
(Qiagen, Inc. Chatsworth, CA, USA) segitségével a gyartd utasitasa
szerint 1izolaltuk és a plazmid méreteket agardz gélelektroforézis-
sel hataroztuk megqg.

A szekvenadlast a didezoxi-lancszakitads modszerével végeztiik
Sanger és munkatarsai leirdsa szerint [Proceedings of the National
Academies of Sciences USA 74, 5463-5467 (1977)] Zimmermann médosi-
tdsaival [ Nuc. Acids Res. 18, 1067 (1990)]) . A ,Cy5-AutoRead
Sequencing Kit”-et hasznaltuk (Pharmacia Biotech, koéd: 27-2690-02,
Freiburg, Deutschland). A gélelektroforézissel torténd felbontas és
a szekvenadlési reakcid analizise egy ,lLong Ranger Gel Solution” -
poliakrilamid gélben (FMC BioProducts, Rockland, Me., USA) tértént

egy automatikus lézer-fluoreszcensz (ALF) expressz DNS szekvenald-



17 PPN

val (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden). A kapott durva
szekvencia adatokat azutdn a Staden-Programpaket [ Nuc. Acids Res.
14, 217-231 (1986)] 97-0 verzid felhasznalasaval dolgoztuk fel. A
PNIC-10 szubkldn Osszes egyedi szekvencidjat egy &sszefiiggé 3060 bp
hosszusagu contig-ba &llitottuk oOssze, amelyet Contigl3 jelzéssel
lattunk el. Az egész DNS fragmentumnak XNIP szamitdgépes programmal
végzett kdédold terilet analizise [ Staden Nuc. Acids Res. 14, 217-
231 (1986)] 5 nyilt leolvasasi keret (open reading frame = ORF)
azonositasat eredményezte.

Az 1. abran Contigl3 restrikciés térképét valamint az orf-1-
tél orf-5-ig jeldlt ORF-ek helyzetét mutatjuk be. Homoldégia anali-
ziseket végeztink a ,BLAST” keresd programmal [ Gish and States,
Nature of Genetics 3, 266-272 (1993); Altschul et al., J. Mol.
Biol. 215, 403-410 (1990)], amely a ,National Library of Medicine”
(Bethesda, MD, USA) NCBI szerverének on-line szolgalatan keresztiil
al_t rendelkezésre. Contigl3 analizise azt eredményezte, hogy orf-3
a panD gén. A kovetkezdkben az orf-3 nyilt leolvasasi keretet panD
génként Jjeldljuk. A panD gént hordozd DNS fragmentum nukleotid-
szekvenciajat 1. szami szekvenciaként é&brazoljuk. A fenti mbédsze-
rekkel kapott panD géntermék, nevezetesen az L-aszpartat-1
dekarboxilaz aminosav-szekvencidjat 2. szamu szekvenciaként &bra-
zoljuk.

2. példa

C. glutamicum-bél szarmazé panB és panC gén klénozasa és

szekvenalasa
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1. A panB és panC gén kldénozasa

C. glutamicum ATCC13032 torzsbdl szarmazd kromoszdédma DNS-t
izolaltunk Schwarzer és Pihler leirdsa szerint [ Bio/Technology 9,
84-87 (1990)] és Sau3A restrikcids endonukledzzal hasitottuk.
Gélelektroforézissel torténé felbontassal 3-7 kb illetve 9-20 kb
nagysagu DNS fragmentumokat extrahdltunk és ezt kovetéen a pBR322
vektor egyeduli BamHI hasitasi helyére ligaltuk. A ligacids felté-
tekkel az E. coli DHSamcr torzset [ Grant, Proceedings of the
National Academies of Sciences USA 87, 4645-4649 (1990)] transzfor-
maltuk [ Hanahan, J. Mol. Biol. 166, 557-580 (1983)] . Az inszertumot
hordozé telepeket — tetraciklin érzékenységuk segitségével — 10
ng/ml tetraciklint tartalmazé LB agarlemezekre torténd Aatoltassal
azonositottuk. Plazmid preparacidéval [ Sambrook et al., Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press
(1989)] az egyesitett klénokbdl 8 csoportot, egyenként 400, 9-20 kb
inszertumot tartalmazdé plazmiddal és 9 csoportot, egyenként 500, 3-
7 kb inszertumot tartalmazé plazmiddal izolaltunk. Az E. coli panB
mutans SJ2 to6rzset [ Cronan et al., J. Bacteriol. 149, 916-922
(1982)] czzel a génbankkal, elektroporacié Utjan [ Wehrmann et al.,
Microbiology 140, 3349-3356 (1994)] transzformaltuk. A transzforma-
tumokat kozvetlenil 15 g/l agart tartalmazd CGXII téptalajra
[ Keilhauer et al., J. Bacteriol. 175, 5595-5603 (1993)] szélesztet-
tuk. Azokbdl a klonokbdl, amelyek képesek voltak pantotenadt kiegé-

szités nélkili novekedésre, plazmid DNS-t izold&ltunk [ Sambrook et

al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
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Laboratory Press (1989)]. 8 plazmidnal tudtuk Ujra transzformalds
(Retransformation) uUtjéan bebizonyitani az E. coli mutdns SJ2 tdrzs
panD hianyanak heteroldég komplementdlési képességét.

Ezzel a 8 plazmiddal restrikcids térképezést végeztiink. A
vizsgalt plazmid vektorok egyike, amelyet a kovetkezdkben pURI-nek
nevezunk, tartalmaz egy 9,3 kb inszertumot (2. &bra). E. coli panC
mutans DV39 torzs transzformacidja [ Vallari and Rock, J. Bacteriol.
164, 136-142 (1985)] azt eredményezte, hogy a pURLl vektor szintén
képes volt ennek a panC hidnyos muténsnak a komplementdlasara.

2. A panB és panC gének szekvendléasa

PUR1-b&1 szarmazd inszertum egy 2,2 kb nagysagu fragmentumat
(2. abra) Sanger és munkatédrsai altal leirt didezoxi-lancszakitéas
modszerével [Proceedings of the National Academies of Sciences USA
74, 5463-5467 (1977)] végeztik. E1&szdr exonukledz III-mal szub-
klénokat hoztunk létre, amelyeket standard primerek (univerzalis és
reverz primer, Boehringer Mannheim, Deutschland) segitségével
szekvenaltunk. A szekvenalasi reakcid gélelektroforézissel tdérténd
analizisét az automatikus lézer-fluoreszcensz (ALF) szekvenaldval
(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) végeztiik el. A ka-
pott nukleotid-szekvenciat a HUSAR programcsomaggal (Release 4,0,
EMBL, Cambridge, GB) analizaltuk. A nukleotid-szekvenciat 3. szamu
szekvenciaként tesszuk kozzé. Az analizis 2 nyilt leolvasasi keret
azonositasat eredményezte. Az egyik nyilt leolvasadsi keret — ame-
lyet panB génként azonositottunk — 812 bp hosszusagu és egy 271

aminosavbol 4all6 polipeptidet kdédol, amely a 4. szamu szekvencia. A
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masodik nyilt leolvasasi keret — amelyet panC génként azonositot-
tunk — 837 bazispart 6lel fel. Ez egy 279 aminosavbél &llé6 poli-
peptidet kdédol, amelyet az 5. szaml szekvencidban mutatunk be.

3. példa

Vektorok 6sszeallitasa panD, panBC és panDBC kifejezéséhez

A C. glutamicum-bdl és E. coli-bél szarmazd, pantotendt bio-
szintézisért felelds géneket polimerdz lanc reakciéval (polymerase
chain reaction = PCR) valamint szintetikus oligonukleotidokkal meg-
sokszoroztuk (amplifikaltuk). A PCR kisérleteket Tag DNS polimeraz-
zal (Gibco BRL, Eggestein, Deutschland) PCT-100 hé&éciklus berende-
zésben (MJ Research Inc., Watertown, Mass., USA) végeztiik el. Egy-
szeri 2 perces 94 “C-on tdrténé denarurdlasi lépést egy 90 masod-
perces 94 °C-on torténd denaruraldsi lépés, majd egy 90 masodperces
annealing lépés primertdl figgé hdémérsékleten T= (2AT+4GC)-5 °C
[ Suggs et al., in: Brown D.D. and Fox C.F. (eds.) Developmental
kiology wusing purified genes, Academic Press, NY, USA 683-693
(1981)] , valamint egy 72 °C-on 90 masodpercig tartd extenzids lépés
kOvetett. Az utolsd harom lépést 35-sz0r ciklikusan ismételtiik és a
reakciot egy végsd extenzids lépéssel, 10 percig 72 °C-on fejeztiik
be. Az 1igy megsokszorozott termékeket, miutéan agardz gélelektrofo-
rézissel megvizsgaltuk azokat, pCR@2,l vektorba (Original TA
Cloning Kit, Invitrogene, Leek, Niederlande) ligaltuk a gyartd uta-
sitasal szerint és végll az E.coli TOP10F’ tdrzsbe transzformaltuk.
Transzformatumok kivalogatésa 100 pg/ml ampicillint és 40 upg/ml X-

Gal-t (5-brdém-4-klér-3-indolil-B-D-galaktozid) tartalmazé LB agar-
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lemezeken 37 °C-on 24 6ras inkubacidval tértént.

C. glutamicum ATCC13032 torzsbdl és E. coli K12 tdrzsbdl
[ Merkel and Nichols (1993), GenBank: L17086] szarmazb, pantotenéat
bioszintézisért felelds panD (1. szami szekvencia) és panBC (3.
szamu szekvencia) gének nukleotid-szekvencidjabdél kiindulva PCR
primereket szintetizadltunk (MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland).
Ezeket a primereket uUgy valasztottuk meg, hogy a gének sokszorozan-
d6é fragmentumait valamint azok nativ riboszéma koétShelyeit tartal-
mazzak, lehetséges promdter régidkat azonban ne. Kiegészitésként
megfeleld restrikcidés hasitdsi helyeket vittink Dbe, amelyek
lehetdvé teszik a célvektorba torténd klonozast. A PCR primerek
szekvenciait, a hozzaadott hasitédsi helyeket (aldhtizott szekvenci-
ak), wvalamint a megsokszorozott gént (fragmentum nagysag bp-ban

megadva zardjelben) a kovetkezd 2. tablazatban soroljuk fel.
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2. tablazat

Primer Szekvencia restrikcids hasitasi Termék Plazmid
hellyel
panD-Ecl 5 ~GAATTCGACAGGGTAGAAAGGTAGA-3' panDg . pND-D1
EcoRI (462 bp)
panD-Ec?2 5" -AGATCTGGGATAACAATCAAGCAACC-3’
BglII
panD-Cgl 5" —=CATCTCACGCTATGAATTCT-3/ panch. pND-D2
EcoR1I (405 bp)
panD-Cg?2 5’ ~ACGAGGCCTGCAGCAATA-3’
Pstl
panBC-E1 5 ~GGATCCCACAACATCAATTTATCAGG-3’ panBC, . | pND-BC1
BamHI (1700 bp)
panBC-E2 5 —-GGATCCTTAAGTATTACGCCAGCTC-3
BamHI
panBC-C1 5" —GTCGACTCTGAGCTGGTCATCACATC-3" panBCCQ_ pND-BC2
Sall (1700 bp)

panBC-C2 5" —GTCGACACGCAGGGTTGGTACTAGAG-3
Sall

A kifejezéshez bazisvektorként mind C. glutamicum-ba, mind E.
coli-ba a 3. abran bemutatott pZ8-1 E. coli-C. glutamicum inga
expresszids vektort (EP 0 375 889 szamu eurdpai szabadalmi leirdas)
ultettuk be. Az eldbzd8leg a pCR@2,1 vektorba klénozott amplifikatu-
mokat a primerbe inszertalt restrikcids hasitési helyek segitségé-
vel az ugyanilyen modon kezelt pZ8-1 expresszids vektorba ligaltuk
és 1gy az ezen a plazmidon taldlhatdé tac prombéter kontrollja alé

helyeztuk. Egyetlen kivételt képez a panDg .. amplifikdtum, itt az
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EcoRI-BglII fragmentumot a pZ8-1 vektor kompatibilis EcoRI-BamHI
restrikcidés helyére kloénoztuk. Az 1igy elSallitott expresszids
plazmidok mindenkori plazmid jelolését a 2. téablazatban adjuk meg.
Az E. coli-b6él szarmazd, panDp . gént hordozd pZ8-1 expresszids
vektort pND-D1 és a C. glutamicum-bdél szarmazod, panD. , gént hordo-
26 pZ8-1 expresszids vektort pND-D2 névvel illetjik. Ennek
megfelelden a panBCp . gént és panBC. , gént tartalmazéd expresszids
plazmidoknak pND-BCl illetve pND-BC2 a neve. Példaként a 3. abran a
panDy . és panD. , gének pZ8-1 vektorba torténd klbénozasi stratégi-
ajat mutatjuk be. A klénozds helyességét minden expresszids plaz-
midnal a mindenkori inszertum szekvenalasaval vizsgdltuk &t.
Tovabba mind az E. coli, mind a C. glutamicum panD génekkel
Osszeallitottunk egy mesterséges panDBC operont. Az E. coll operon-
hoz a panD; . gént tartalmazdé pCR2,1 vektort EcoRI-gyel hasitottuk,
a DNS-t agardz gélen felbontottuk és a panD fragmentumot az 1.1.
példéaban leirtak szerint ,Nucleotrap Extraction Kit for Nucleic
Acids” (Macherey Nagel, Duren, Deutschland) segitségével tisztitot-
tuk meg a gélbdl. Ezutan a fragmentumot az EcoRI-gyel hasitott pND-
BCl plazmidba ligéaltuk. A  panD gén helyes orientéacidjaval
rendelkezé plazmidokat azaltal kaptunk, hogy a ligacids keveréket a
panD auxotrdéf E. coli DV9 torzsbe transzformaltuk, és ezeket az 1.
példaban leirtak szerint az auxotrdfia komplementaciodjaval kivalo-
gattuk. A komplementalt mutansok plazmid DNS-ét izoldltuk és a he-
lyes génelrendezddést a pND-DBCl-nek nevezett plazmid inszertumdnak

szekvenalasaval allapitottuk meg (4. &bra).
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A C. glutamicum panDBC operon 6sszeallitasdnal hasonldan jJar-
tunk el. A panD., gént tartalmazd pCR2,1 vektort EcoRI-gyel hasi-
tottuk, mialtal a panD. , gén egyreszt a primer belsejénél és mas-
részt a vektor egy EcoRI hasitési helyénél kihasadt beldéle. Ezt a
génfragmentumot tisztitads utdn EcoRI-gyel hasitott pZ8-1 wvektorba
klénoztuk és a helyes panD orientacidéval rendelkezd plazmidot -—
pND-D4 — a fentiek szerint kaptuk még és vizsgaltuk at. Ezutan a
PND-D4 plazmidot Sall restrikcidés enzimmel (Pharmacia Biotech, kod:
27-0882-01; Freiburg, Deutschland) hasitottuk és a megtisztitott
panBC fragmentummal — amelyet a pND-BC2 plazmid Sall emésztésével
kaptunk — 1ligaltuk. Az elektropordcids keveréket E. coli DH5aMCR
térzsbe juttattuk be elektroporédcidval és a panDBC génelrendezéssel
rendelkezé 10 plazmidot restrikcidés analizisekkel deritettik fel.
Ezen plazmidok egyikének — amelyet pND-DBC2 névvel Jeldltink (4.
dbra) — helyes génelrendezbdését szekvencia-analizissel igazoltuk.

A pZ8-1 expressziods vektort valamint az ezen a plazmidon nyug-
vb6 pND-D1, pND-D2 és pND-DBC1 szerkezeteket az E. coli MG1l655
torzsbe transzformdltuk és a transzformdtumokat 50 pg/ml kanamicint
tartalmazd LB-agaron [ Lennox, Virology 1, 190 (1955)] wvalogattuk
ki. A kapott torzseket MG1655/pZ8-1, MG1655/pN-D1, MG1655/pND-D2 és
MG1655/pND-DBC1 nevekkel lattuk el.

A pZ8-1, pND-D1, pND-D2 és pND-DBC2 plazmidoknak C. glutamicum
ATCC13032 torzsbe torténd elektroporacidja és azt kovetd, 25 ng/ml
kanamicint tartalmazd LB-agaron [ Lennox, Virology 1, 190 (1955)]

torténd kivalogatads utédn az ATCC13032/pzZ8-1, ATCC13032/pND-D1,
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ATCC13032/pND-D2 és ATCC13032/pND-DBC2 toérzseket kaptuk.

4. példa

Pantotenat képzdédés killonbozdé E. coli K12 tdrzsekben

D-pantotenat kvantitativ mérése Lactobacillus plantarum-mal
végzett pantotendt meghatarozas szerint tértént (teszt torzs:
Lactobacillus plantarum ATCC8014, kat. szam: 3211-30-3; tapoldat:
Bacto Pantothenate Assay Medium, DIFCO Laboratories, kat. szam:
0604-15-3; Michigan, USA). Ez az indikator torzs csak pantotenat
jelenlétében, a megadott tapoldatban képes szaporodni és ndvekedése
fotometriasan mérhetd, linedris fuggést mutat a tapoldat pantotenat
tartalmaval. A kalibracidhoz pantotendat hemikalcium séjat (Sigma,
P2250) adtuk a téapoldathoz. Az optikai slrlséget LKB Biochrom
Photometer (Pharmacia Biotech, Freiburg Deutschland) segitségével,
580 nm-en (ODgg,) hatdroztuk meg.

Az E. coli MG1655/pZ8-1, MG1655/pND-D1, MG1l655/pND-D2 és
MG1655/pND-DBC1 torzsek pantotenat termeléséhez 50 ml teszt tapol-
datot (50 pg/ml kanamicint tartalmazd Medium E) oltottunk be eqgy
ugyanilyen tapoldatban szaporitott 16 o6rds, ODgg, =0,1 siriségli te-
nyészettel. Ezeknek a tenyészeteknek 5 és 72 o6ras, 37 °C-on 250
ford/perc mellett torténd inkubaciodjat koévetden a sejteket 10 per-
ces 5000 g centrifugalassal pelletdltuk. Az igy kapott sejtmentes
feluluszot sterilre szilrtuk és a pantotenat meghatarozasig 4 °C-on
taroltuk.

A feluldsz6 D-pantotendt mennyiségének meghatdrozasat L.

plantarum ATCC8014 torzzsel végeztik a DIFCO kézikdnyv uUtmutatasai
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szerint [ DIFCO Manual, Michigan USA, 10th Edition, 1100-1102].

Ezeknek a méréseknek az eredményeit a 3. tablazatban mutatjuk be.

3. téablazat

ODsgy €s pantotenat akkumulacid (pg/ml)
Torzs Gén 5 ora 72 oOra
ODggp | pantotenat | ODgg, pantotenat
MG1655/pz8-1 - 2,0 0,30 2,3 1,47
MG1655/pND-D1 panDg . 2,3 0,90 2,5 6,95
MG1655/pND-DBC1 panDBCy .. 2,0 0,96 2,0 6,96
MG1655/pND-D2 panD. . 2,2 4,07 2,3 9,66
5. példa

Pantotenat képzdédés kiilonboézé C. glutamicum térzsekben

A C. glutamicum ATCC13032/pz8-1, ATCC13032/pND-D1,
ATCC13032/pND-D2 és ATCC13032/pND-DBC2 torzsekkel torténd panto-
tenat termelést CGXII téapoldatban [ Keilhauer et al., J. Bacteriol.
175, 5595-5603 (1993)] (4. tabléazat) vizsgaltuk, amelyet eld&zdéleg 25
pg/ml  kanamicinnel egészitettiink  ki. Ezt a tapoldatot a
kovetkezbkben C. glutamicum teszt téapoldatnak nevezziik. Egyenként
50 ml C. glutamicum teszt tépoldatot oltottunk be egy ugyénilyen
tapoldatban szaporitott 16 o6rds, ODgg, =0,1 slrlségl tenyészettel.

Ezeknek a tenyészeteknek 48 o6ras, 30 °C-on 150 ford/perc mellett

torténd inkubacidjat kovetden a sejteket 10 perces 5000 g centrifu-
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pantotendt koncentracidét a 4.

tavolitottuk el. A
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fellluszdbét

Sterilre

példaban leirtak szerint hataroztuk

meg. C. glutamicum ktilonbozé tdrzseivel kapott pantotenat
termel&dés eredményeit az 5. tablazatban foglaltuk &ssze.
4. tabléazat
Tapoldat komponens |Literenkénti mennyiség Megjegyzés
(NH,) »,S0, 20 g
karbamid 5 g
KH,PO, lg
K,HPO, lg
MgSO, 7 H,0 0,25 g
MOPS 42 g
CaCl, 10 mg
FeSO, * 7 H,0 10 mg
MnSO, * H,0 10 mg
ZnsO, * 7 H,0 1 mg
CuS0, 0,2 mg
NiCl, * 6 H,0 0,02 mg
biotin 0,5 mg
glikodz 40 g kulon autoklavczva

protokatechinsav

0,03 mg

sterilre szlrve

szUrtik és
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Torzs Gén Pantotenat (pg/ml)

ODsygp pantotenat
ATCC13032/pz8-1 - 21 0,19
ATCC13032/pND-D1 panDg . 20 0,32
ATCC13032/pND-D2 panD¢ . 19 1,78
ATCC13032/pND-DBC2 panDBC. . 20 2,60
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Szekvenciak jegyzéke
AZ 1. SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:

SZEKVENCIA JELLEMZGTI:
HOSSZ: 540 bazispar
TIPUS: nukleotid
SZALASSAG: kétszalu
TOPOLOGIA: linearis

(1)

OOwp

(
(
(
(

(11) MOLEKULATIPUS: genomidlis DNS
(1ii) HIPOTETIKUS: nem
(iv) ANTISZENZ: nem

(vi) EREDETI FORRAS:

(A) SZERVEZET: Corynebacterium glutamicum
(B) TORZS: ATCC13032

(ix) JELLEMZOK:
(A) NEV/KULCS: CDS
(B) ELHELYEZKEDES: 77..484

(D) EGYEB INFORMACIO: /start kédon = 77

/EC_szadm = 4.1.1.11
/termék = ,L-aszpartat-1 dexzrboxildz”
/gén = ,panD”

(xi) AZ 1. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

AATATTCCTT TCCTTGTCAT CTCACGCTAT GATTTCTARAA ACTTGCAGGA CAACCCCCAT 60
AAGGACACCA CAGGAC ATG CTG CGC ACC ATC CTC GGA AGT AAG ATT CAC 109
Met Leu Arg Thr Ile Leu Gly Ser Lys Ile His
1 5 10
CGA GCC ACT GTC ACT CAA GCT GAT CTA GAT TAT GTT GGC TCT GTA ACC 157
Arg Ala Thr Val Thr Gln Ala Asp Leu Asp Tyr Val Gly Ser Val Thr
15 20 25
ATC GAC GCC GAC CTG GTT CAC GCC GCC GGA TTG ATC GAA GGC GAA AAA 205
Ile Asp Ala Asp Leu Val His Ala Ala Gly Leu Ile Glu Gly Glu Lys
30 35 40
GTT GCC ATC GTA GAC ATC ACC AAC GGC GCT CGT CTG GAA ACT TAT GTC 253
Val Ala Ile Val Asp Ile Thr Asn Gly Ala Arg Leu Glu Thr Tyr Val
45 50 55

ATT GTG GGC GAC GCC GGA ACG GGC AAT ATT TGC ATC AAT GGT GCC GCT 301
Ile Val Gly Asp Ala Gly Thr Gly Asn Ile Cys Ile Asn Gly Ala Ala

60 65 70 75

GCA CAC CTT ATT AAT CCT GGC GAT CTT GTG ATC ATC ATG AGC TAC CTT 349
Ala His Leu Ile Asn Pro Gly Asp Leu Val Ile Ile Met Ser Tyr Leu
80 85 90




CAG GCAa
Gln Ala

GTG GAC
Val Asp

GCA CTA
Ala Leu

125

ACT
Thr

GCC
Ala
110

CCT
Pro

GAT
Asp
95

GAC
Asp

GGA
Gly

GCG
Ala

AAC
Asn

TCC
Ser

GAA GCC
Glu Ala

CGC ATC
Arg Ile

GGG CTT
Gly Leu
130

AAG
Lys

GTT
Val
115

TTG
Leu

GCG
Ala
100

GCG
Ala

ACG
Thr

30

TAT GAG
Tyr Glu

CTC GGC
Leu Gly

TCG AGA
Ser Arg

GCTCGCCAAT ATTGCTGCCG GCCTCGTTGA AAATGGTCAT

A 2.

(1)

(11)

Gln

Val

Ile

Gly

65

Pro

Glu

Arg

Gly

SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

(A)
(B)
(D)

Leu

Ala

His ?

Thr

50

Thr

Gly

Ala

Ile

Leu
130

2.

Arg

Asp

Asn

Gly

Asp

Lys

Val

115

Leu

SZAMU SZEKVENCIA LETRASA:

Thr
Leu
20

Ala

Gly

Asn

Leu

Ala

100

Ala

Thr

MOLEKULATIPUS:

Ile

Asp

Gly

Ala

Ile

Val

85

Tyr

Leu

Ser

136 aminosav
aminosav

Leu Gly

Tyr Val

Leu Ile

Arg Leu
55

Cys Ile
70

Ile Ile

Glu Pro

Gly Asn

Arg Ser
135

linearis

fehérje

A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:
HOSSZ:
TIPUS:
TOPOLOGIA:

Ser Lys Ile

Gly

Glu
40

Glu

Asn

Met

Lys

Asp

120

Ile

Ser
25

Gly

Thr

Gly

Ser

Ile

105

Leu

10

Val

Glu

Tyr

Ala

Tyr

90

Val

Ala

His

Thr

Lys

Val

Ala

75

Leu

His

Glu

cca
Pro

AAC
Asn

AGC
Ser
135

AAG
Lys

GAT
Asp
120

ATT
Ile

GGTGGC

Arg

Ile

Val

Ile

60
Ala
Gln

Val

Ala

Val

His

Ala

Asp

Leu
125

ATT GTG CAC
Ile Val His
105

CTT GCG GAA
Leu Ala Glu

TAGCGTTTTA

Thr Val Thr
15

Ala Asp Leu
30

Ile val Asp

Gly Asp Ala
Leu Ile Asn
80

Thr Asp Ala
95

Ala Asp Asn
110

Pro Gly Ser

397

445

494

540
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A 3. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:
(A) HOSSZ: 2164 bazispar
(B) TI?US: Qukleotid
(C) SZALASSAG: kétszalu
(D) TOPOLOGIA: linearis
(11) MOLEKULATIPUS: genomidlis DNS
(iii) HIPOTETIKUS: nem
(1v) ANTISZENZ: nem
(vi) EREDETI FORRAS:
(A) SZERVEZET: Corynebacterium glutamicum
(B) TORZS: ATCC13032
(ix) JELLEMZOK:
(A) NEV/KULCS: CDS
(B) ELHELYEZKEDES: 351..1163
(D) EGYEB INFORMACIO: /start_kédon = 351
/JEC_szé&m = 4.1.2.12
/termék = ,ketopantodt-hidrcximetil
transzferaz”
/gén = ,panB”
(ix) JELLEMZOK:
(A) NEV/KULCS: CDS
(B) ELHELYEZKEDES: 1166..2002
(D) EGYEB INFORMACIO: /start kdédon = 1166
/EC_szédm = 6.3.2.1
/termék = , pantotendt szintetaz”
/gén = , panC”
(xi) A 3. SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA:
GCTTCGGGGT ACCAATTCCT TTAAGAACCA TCAGATCAAT CTGTTGTACA TTCTCGGCCA 60
GATTCAGCTT TTCGGTAAGG ACGAAACACT TTCACTTGAA TCGGCAGCAA AGTTTCTTAA 120
AGTTTCTAAG GCAACTGCAA CGAGGTATTT TAGAACTCTC CGAGAAATGG AATTAGTTCA 180
CGAGGTCAGC AAACGCCCTT TGCGGTTTGC GCTCACGGAT AAAGGTCGTG AGATAGTAGG 240
TCTTGAGGTA AAAATTTGAC TCCATAACGA GAACTTAATC GAGCAACACC CCTGAACAGT 300
GAATCAAATC GGAATTTATT TATTCTGAGC TGGTCATCAC ATCTATACTC ATG CCC 356

Met Prc

|
|



ATG
Met

GCT
Ala
155

CTT
Leu

GGT
Gly

ATC
Ile

ACG
Thr

GTG
vVal
235

ACG
Thr

-ACG
Thr

GGG
Gly

GGT
Gly

GAG
Glu
315

GCa
Ala

GGT
Gly

TTC
Phe

ACC
Thr

TCA
Ser
140

Lys

TCG
Ser

GAT
Asp

ACC
Thr

AAG
Lys
220

AGC
Ser

GGT
Gly

ATT
Ile

TAC
Tyr

CGT
Arg
300

CAG
Gln

GCG
Ala

GCC
Ala

GGC
Gly

TTG
Leu
380

GGC
Gly

GTA
Val

GCG
Ala

TCC
Ser

TTG
Leu
205

CGT
Arg

CCA
Pro

GCG
Ala

CGA
Arg

ACC
Thr
285

GGC
Gly

GCG
Ala

CGC
Arg

GGC
Gly

CTC
Leu
365

GGC
Gly

ATT
Ile

AAC
Asn

CGC
Arg

GCT
Ala
190

GAT
Asp

GCG
Ala

AAT
Asn

GCT
Ala

CGC
Arg
270

CCG
Pro

GCG
Ala

GGT
Gly

GAG
Glu

AAT
Asn
350

AAC

Asn

GAT
Asp

GAT
Asp

GGC
Gly

ATT
Ile
175

GCC
Ala

GAG
Glu

CTT
Leu

CAG
Gln

GCG
Ala
255

ATT
Ile

CAG
Gln

AGT
Ser

GCG
Ala

GTT
Val
335

GGC
Gly

CGC
Arg

TCC
Ser

GCA
Ala

CAG
Gln
160

TTT
Phe

AAC
Asn

ATG
Met

GTG
Val

GCG
Ala
240

GTG
Val

GTT
Val

TCC
Ser

TCT
Ser

TTT
Phe
320

ACC
Thr

ACA
Thr

GGC
Gly

TTG
Leu

AAG
Lys
145

Lys

GAT
Asp

GTT
Val

ATT
Ile

GTG
Val
225

GTG
Val

AAG
Lys

GAT
Asp

GAG
Glu

GGA
Gly
305

GCG
Ala

GAG
Glu

GAT
Asp

AAG
Lys

CAC
His
385

Lys

GTT
Val

GAG
Glu

GTG
Val

GTG
Val
210

GTT
Val

GAG
Glu

ATC
Ile

GCT
Ala

CAT
His
290

AAG
Lys

GTT
Val

GAT
Asp

GGG
Gly

AAG
Lys
370

GAC
Asp

ATC
Ile

TCG
Ser

GCT
Ala

CTG
Leu
195

CTG
Leu

GAT
Asp

TCC
Ser

GAG
Glu

GGA
Gly
275

TCC
Ser

CTC
Leu

GTG
Val

CTT
Leu

CAG
Gln
355

CCa

Pro

GCC
Ala

CGC
Arg

GTT
Val

GGC
Gly
180

GGT
Gly

GCC
Ala

CTG
Leu

GCG
Ala

GGT
Gly
260

ATT
Ile

TTG
Leu

ATC
Ile

TTG
Leu

TCC
Ser
340

GTT
Val

CGC
Arg

GCG
Ala

32

ACC
Thr

CTC
Leu
165

GTC
val

CGC
Arg

AAG
Lys

CCG
Pro

ATC
Ile
245

GGC
Gly

CCG
Pro

GGC
Gly

GCC
Ala

GAG
Glu
325

ATC
Ile

TTG
Leu

TTC
Phe

CAG
Gln

CGT
Arg
150

ACC
Thr

GAT
Asp

GAT
Asp

GCG
Ala

TTT
Phe
230

CGG
Arg

GTG
Val

GTT
Val

GGC
Gly

GAT
Asp
310

ATG
Met

ACC
Thr

GTG
Val

GTC
val

GCC
Ala
390

CAT
His

AGC
Ser

ATG
Met

ACC
Thr

GTG
Val
215

GGT
Gly

GTC
Val

GAG
Glu

GTC
Val

CAC
His
295

GCC
Ala

GTT
Val

ACT
Thr

TGG
Trp

CGC
Arg
375

TAC
Tyr

TTC
Phe

TAT
Tyr

CTC
Leu

ACC
Thr
200

ACG
Thr

ACC
Thr

ATG
Met

ATC
Ile

GGC
Gly
280

GTG
Val

CGC
Arg

cca
Pro

ATC
Ile

CAG
Gln
360

GAG
Glu

ATC
Ile

CGC
Arg

GAT
Asp

CTT
Leu
185

TTG
Leu

ATC
Ile

TAT
Tyr

CGT
Arg

GCG
Ala
265

CAC
His

GTT
Val

GCG
Ala

GCA
Ala

GGA
Gly
345

GAT
Asp

TAC
Tyr

GCC
Ala

GAA
Glu

GCG
Ala
170

GTT
vVal

TCG
Ser

GCT
Ala

GAG
Glu

GAA
Glu
250

CAG
Gln

ATC
Ile

CAG
Gln

TTG
Leu

GAG
Glu
330

ATC
Ile

GCC
Ala

GCC
Ala

GAT
Asp

404

452

500

596

644

692

740

788

836

884

932

980

1028

1076

1124



ATC
Ile
395

GTA
Val

TCC
Ser

TCG
Ser
35

ATT
Ile

TAC
Tyr

GAG
Glu

CccC
Pro

Lys
115

GTG
Val

GGA
Gly

GAT
Asp

GCC
Ala

CAG
Gln
195

CGT
Arg

ACC
Thr

GAT
Asp

CAC
His

GCA
Ala

GTC
Val
20

TTG
Leu

TTT
Phe

CGC
Arg

GCA
Ala

GGT
Gly
100

TTG
Leu

GTG
Val

CAA
Gln

CTA
Leu

GAT
Asp
180

CGA
Arg

CGA
Arg

TTG
Leu

CCa
Pro

GCG
Ala

ACC
Thr

GGG
Gly

GTT
Val

GTC
Val

AAC
Asn

GGT
Gly
85

GGC
Gly

GAG
Glu

GCG
Ala

Lys

GAC
Asp
165

GGC
Gly

GCG
Ala

Lys

GCC
Ala

GCC
Ala
245

GGT
Gly

ACA
Thr

CTC
Leu

Lys

AAT
Asn

TAT
Tyr
70

GTG
Val

TTG
Leu

GGT
Gly

AAG
Lys

GAT
Asp
150

ATT
Ile

TTA
Leu

CAA
Gln

GCA
Ala

AGC
Ser
230

ACC
Thr

ACC
Thr

AAG
Lys

GTC
Val

GCA
Ala

CCC
Pro
55

CCcC
Pro

GAT
Asp

Cca
Pro

GCC
Ala

CTG
Leu
135

GCT
Ala

CcCcC
Pro

GCC
Ala

GCT
Ala

GCT
Ala
215

GCC
Ala

CTC
Leu

TTC
Phe
400

CAG
Gln

CccC
Pro

GCA
Ala
40

CTG
Leu

CGC
Arg

ATT
Ile

CTA
Leu

AGC
Ser
120

TTC
Phe

CAG
Gln

GTG
Val

GAA
Glu

CTG
Leu
200

GGT
Gly

GAC
Asp

GAA
Glu

Ccca
Pro

GCG
Ala

ACC
Thr
25

CGC
Arg

CAG
Gln

CAA
Gln

GTG
Val

GTG
Val
105

AGG
Arg

Asn

CAG
Gln

GAG
Glu

TCC
Ser
185

GTG
vVal

GAA
Glu

GGC
Gly

CCa
Pro

GGC
Gly

CTT
Leu
10

ATG
Met

GCT
Ala

TTT
Phe

CTC
Leu

TTC
Phe
90

TGG
Trp

CCT
Pro

TTG
Leu

GTT
Val

ATT
Ile
170

AGC
Ser

CTG
Leu

GCG
Ala

GTG
Val

TTA
Leu
250

GAA
Glu

ATC
Ile

GGT
Gly

GAA
Glu

GAA
Glu

GAC
Asp
75

GCA
Ala

GCG
Ala

GGC
Gly

GTG
val

GCG
Ala
155

CGT
Arg

CGC
Arg

CCG
Pro

CTA
Leu

CGC
Arg
235

GAA
Glu

GCG
Ala

GAC
Asp

GCG
Ala

ARAC
Asn

GCA
Ala
60

GCC
Ala

CCC
Pro

CGC
Arg

CAT
His

CGC
Arg
140

GTG
Val

CcCcC
Pro

AAT
Asn

CAG
Gln

GAT
Asp
220

TTG

Leu

ATC
Ile

33

GAG
Glu
405

GCC
Ala

CTA
Leu

GAC
Asp
45

CTC
Leu

GAT
Asp

GAT
Asp

ACC
Thr

TTC
Phe
125

CCT
Pro

ATT
Ile

GTT
Val

CAA
Gln

GTG
Val
205

ATC
Ile

GAT
Asp

GAC
Asp

TCC
Ser

CTC
Leu

CAC
His

ACT
Thr

GGT
Gly

TTA
Leu

GTG
val

GGT
Gly
110

GAT
Asp

GAT
Asp

CGG
Arg

CCG
Pro

CGT
Arg
190

TTG
Leu

CAA
Gln

CAC
His

GGC

Gly i

TTT
Phe

CTC
Leu

AGC
Ser

GTT
Val

GAT
Asp

GCA
Ala

GAG
Glu
95

TCC
Ser

GGT
Gly

CGT
Ara

CGA
Arg

ATT
Ile
175

CTT

Leu

AGT
Ser

GGT
Gly

CTG
Leu

=

N
wr (D
(P2}

TA ATG CAG
Met Gln

CAC
His

GGA
Gly

GTA
Val

TGC
Cys

CTG
Leu
80

GAA
Glu

ATC
Ile

GTG
Val

GCA
Ala

TTG
Leu
160

ATT
Ile

TCT
Ser

GGG
Gly

GCG
Ala

GAA
Glu
240

CTC
Leu

1

CAC
dis

CAC
His

GCC
Ala

GAT
Asp
65

CTT
Leu

ATG
Met

GGA
Gly

GCT
Ala

TAT
Tyr
145

GTT
Val

CGT
Arg

GCG
Ala

TTG
Leu

CGC
Arg
225

ATT
Ile

ACC
Thr

AAA
Lys

GCC
Ala

AGT
Ser
50

GAT
Asp

GAA
Glu

TAC
Tyr

ACA
Thr

ACC
Thr
130

TTT
Phe

GCC
Ala

GGC
Gly

GAT
Asp

CAG
Gln
210

GAC
Asp

GTC
Val

CAA
Gln

1171

1219

1267

1315

1363

1411

1459

1507

1555

1603

1651

1699

1747

1795

1843

1891

1939
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CCA GCG TTG GTG GTC GGC GCG ATT TTC GTG GGG CCG GTG CGG TTG ATC
Pro Ala Leu Val Val Gly Ala Ile Phe Val Gly Pro Val Arg Leu Ile

260

265

270

GAC AAT ATC GAG CTC TAGTACCAAC CCTGCGTTGC AGCACGCAGC TTCGCATAAC
Asp Asn Ile Glu Leu

275

GCGTGCTCAG CTCAGTGTTT TTAGGTGCGC GGTGCGGATC GGAACCGGGA GTTGGCCACT

GCGGTGGCGT GGCCTCACCC GACAGCGCCC ATGCCGCCTG ACGAGCTGCA CCCAACGCCA

CA

A 4.

SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

(1)

(
(
(

(11)

(x1)

Met
1
Arg
Asp
Leu
Leu
65
Ile
Tyr
Arg
Ala
His
145
Val
Ala

Ala

Gly

A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:
HOSSZ:

A)

B) TiPUSE
D) TOPOLOGIA:

MOLEKULATIPUS:

A 4.

Pro

Glu

Ala

Val

50

Ser

Ala

Glu

Glu

Gln

130

Ile

Gln

Leu

Glu

Ile
210

Met

Ala

Leu

35

Gly

Ile

Thr

Val

Thr

115

Thr

Gly

Gly

Glu

Ala

195

Gly

SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

271 aminosav
aminosav
linedris

fehérje

Ser Gly Ile Asp Ala Lys Lys

Lys

20
Ser
Asp
Thr
Lys
Ser
100
Gly
Ile
Tyr
Arg
Gln
180

Ala

Ala

5

Val

Ala

Ser

Leu

Arg

85

Pro

Ala

Arg

Thr

Gly

165

Ala

Arg

Gly

Asn

Arg

Ala

Asp

70

Ala

Asn

Ala

Arg

Pro

150

Ala

Gly

Glu

Asn
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Abrak
A kovetkezd abrakat mellékeljuk:
1. é&bra: Contigl3 térképe orf-1-tél orf-5-ig
2. abra: a pURI altal tartalmazott klénozott DNS fragmentum térképe
€s a szekvenalt DNS darabok helyzetének megadasa
3. abra: a pZ8-1, pND-D1 és pND-D2 plazmidok térképe
4. abra: a pND-DBCl és pND-DBC2 plazmidok térképe
Az abrakon alkalmazott roviditések jelentése a kdvetkezd:
rrnBT1TZ2: az rrnB gén transzkripcids termindtora
Ptac: tac promdéter
panB: a panB géen kdédold régidja
pnaC: a panC gén kodold régidja
panD: a panD gén kédold régidja
rep-C.g.: C. glutamicum-ban torténd replikacidért felelds DNS régiod
oriV-E.c.: vegetativ transzfer ered&éje E. coli-ban
kan: kanamicin rezisztencia
EcoRI: az EcoRI restrikcids enzim hasitasi helye
E: az EcoRI restrikcids enzim hasitdsi helye
BamHI: a BamHI restrikcids enzim hasitasi helye
B: a BamHI restrikcids enzim hasitési helye
BglTII: a BglII restrikcidés enzim hasitasi helye
Clal: a Clal restrikcids enzim hasitédsi helye
H: a HindIII restrikcids enzim hasitédsi helye
Ncol: az Ncol restrikcids enzim hasitasi helye

Nrul: az Nrul restrikcids enzim hasitdsi helye
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NsiI: az Nsil restrikcidés enzim hasitasi helye
P: a Pstl restrikcids enzim hasitédsi helye
Pstl: a Pstl restrikcidés enzim hasitési helye
Pvul: a Pvul restrikcids enzim hasitasi helye
sacl: Sacl restrikcids enzim hasitéasi helye
Sall: Sall restrikcids enzim hasitasi helye
Scal: Scal restrikcids enzim hasitési helye
SphI: Sphl restrikcids enzim hasitasi helye

X: Xbal restrikcids enzim hasitdsi helye

Xhol: XhoI restrikcids enzim hasitéasi helye
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SZABADALMI IGENYPONTOTK

1. Mikroorganizmusokban, Corynebacterium és Escherichia nem-
zetségekben replikaldéddni képes, adott esetben rekombinéns DNS,
amely aszpartat-l dekarboxildzt kdédold nukleotid-szekvenciat tar-
talmaz.

2. Az 1. igénypont szerinti, replikaciéra képes DNS, amelynek
nukleotid-szekvenciaja Corynebacterium eredetl, az 1. &bran bemuta-
tott helyzetld panD-t kédol.

3. A 2. igénypont szerinti, replikdcidéra képes DNS, amelynek
1) panD-t kédold nukleotid-szekvenciajat az 1. szama szekvencia mu-
tatja; vagy
i1) szekvenciaja a genetikai koéd degeneraltsagan beliil megfelel az
1) szekvenciéanak; vagy
i1i) szekvenciaja az 1) vagy 1i) szekvenciaval komplementer szek-
venciaval hibridizal és adott esetben
iv) szekvenciaja 1i)-ben mikodés semleges szenz mutacidkat tartalma-
z6 szekvencia.

4. Mikroorganizmusok — kilénésen a Corynebacterium vagy
Escherichia nemzetségb8l — amelyeket az 1-3. igénypontok barmelyike
szerinti, replikdcidéra képes DNS bevezetésével transzformaltunk.

5. pND-DZ plazmid vektor, amelynek ismertetéjelei a 2. &bran
bemutatott restrikcids térképen lathatoék és amelyet Corynebacterium

glutamicum ATCC13032/pND-D2-ként DSM 12438 jeldléssel helyeztlink

letétbe.
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6. pND-DBC2 plazmid vektor, amelynek ismertet&jelei a 4. &abran
bemutatott restrikcids térképen lathatdk és amelyet Corynebacterium
glutamicum ATCC13032/pND-DBC2-ként DSM 12437 jeldléssel helyeztiink
letétbe.

7. Eljaras D-pantoténsav eldallitasara, azzal jellemezve, hogy
mikroorganizmusokban felerdsitjik (fokozottan kifejezzik) a panD
gént és adott esetben tovabbi, az aszpartat-1 dekarboxilaz kédola-
saért felelds nukleotid-szekvenciakat, és ezeket a mikroorganizmu-
sokat fermentaciodval szaporitjuk.

8. A 7. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
felerdsités eléréséhez a gén illetve nukleotid-szekvenciak masola-
tainak szamat ugy noveljik meg, hogy mikroorganizmusokat transzfor-
malunk ezt a gént illetve nukleotid-szekvenciakat hordozd plazmid
vektorokkal vagy kromoszomalis sokszorozast (amplifikaciét) vég-
zunk.

9. A 7. 1génypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
fokozott kifejezddés eléréséhez a strukturgéntél felfelé (upstream)
elhelyezkedl prométer és szabdlyozd régidban mutaciodt végziink.

10. A 7. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy a
fokozott kifejezddés eléréséhez a struktiurgéntdl felfelé (upstream)
expresszids kazettakat épitink be.

11. A 7. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
panD gén kifejezddését a mikroorganizmusokban a megfeleld m-RNS
élettartamanak meghosszabbitdsaval és/vagy az ehhez tartozdé enzim-

fehérjék lebomlasanak megakadalyozasaval javitjuk.
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12. A 8-11. 1igénypontok szerinti eljéras, azzal Jjellemezve,
hogy a panD gént olyan mikroorganizmusokban fejezzlik ki
felerdsitve, amelyek tovédbbli metabolit illetve antimetabolit re-
zisztencidval rendelkeznek.

13. A 8-12. 1igénypontok szerinti eljaréas, azzal jellemezve,
hogy a fokozott kifejezddéshez a mikroorganizmusokat megvaltozta-
tott szaporitd tapoldatokban fermentdljuk és/vagy a fermentacid ko-
rilményeit valtoztatjuk meg.

l4. A 8-13. igénypontok szerinti eljaréas, azzal Jjellemezve,
hogy olyan mikroorganizmusokat alkalmazunk, amelyekben a pantotenat
(pantoténsav) képzddést csokkentd anyagcsere uUtvonalakat legalabb
részben kiiktattuk.

15. A 8-14. igénypontok szerinti eljaréas, azzal jellemezve,
hogy olyan mikroorganizmusokat alkalmazunk, amelyekben a panD génen
kivil a pantoténsav anyagcsere egyéb génjeit egyenként vagy egyut-
tesen felerdsitettuk (fokozottan kifejeztuk).

16. A 15. igénypont szerinti eljaréds, azzal Jjellemezve, hogy
olyan mikroorganizmusokat alkalmazunk, amelyekben a Corynebacterium
eredetd panD génen kivil a ketopantodt-hidroximetil transzferaz (EC
4.1.2.12) és pantotenat szintetdz (EC 6.3.2.1) enzimeket kédold egy
vagy tobb gént felerdsitettink (fokozottan kifejeztiink) .

17. A 15. és 16. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy kuldnbozd kompatibilis, a nevezett géneket egyenként tartalma-
z6 plazmid vektorokkal transzformdlt mikroorganizmusokat alkalma-

zunk.
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18. A 15. és 16. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemezve,
hogy egy plazmid vektorral transzformdlt torzset alkalmazunk és a
plazmid vektor a nevezett gének kozil - beleértve a panD gént -
egyet vagy tobbet hordoz, ahol a gének egyméds utan elrendezve kozds
prométer kontrollja alatt, vagy egymastdl elvalasztva, kiilénbozd
prométerek kontrollja ald rendezve helyezkednek el.

19. A 17. igénypont szerinti eljaréds, azzal jellemezve, hogy
PND-D2 plazmid vektorral transzformdlt mikroorganizmusokat alkalma-
zunk.

20. A 17. igénypont szerinti eljéarads, azzal jellemezve, hogy
PND-DBC2 plazmid vektorral transzformdlt mikroorganizmusokat alkal-
mazunk.

21. Eljaras pantoténsav eldallitédsara, azzal jellemezve, hogy
a kovetkezd lépéseket végezziik:

a) mikroorganizmusok fermentacidjat egy vagy tobb, az
elézbekben leirt igénypont szerint, amelyben legaldbb a panD gént —
adott esetben a panB és/vagy panC génnel kombindltan - felerdésitve
fejezzik ki;

b) a pantoténsav feldusitasat a tapoldatban vagy a mikroorga-
nizmusok sejtjeiben; és

c) pantoténsav izolalasat.

22. A 21. igénypont szerinti eljéras, azzal jellemezve, hogy a
fokozottan kifejezett gének a Corynebacterium nemzetségbe tartozd
mikroorganizmusokbdl szarmaznak.

23. A 21. vagy 22. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemez-
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ve, hogy az a) lépésben a pantoténsav egy prekurzorat adagoljuk az
aszpartatot, B-alanint, keto-izovaleratot, ketopantoatot vagy
pantoatot tartalmazd csoportbdl valasztva.

24. Eljaras egy vagy tobb, az elézd8ekben leirt igénypont sze-
rint, azzal Jjellemezve, hogy Escherichia vagy Corynebacterium nem-

zetségbe tartozd mikroorganizmusokat alkalmazunk.
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