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Opisany je polynukleotid izolovany z koryneformnych
baktérii, ktory obsahuje polynukleotidovii sekvenciu vy-
branii zo skupiny tvorenej: a) polynukleotidmi, ktoré s as-
poii na 70 % identické s polynukleotidom kédujicim pep-
tid, ktorého aminokyselinova sekvencia je uvedens v sek-
vencii id. €. 2, b) polynukleotidmi, ktoré si aspoit na 70 %
identické s polynukleotidom kédujlicim uvedeny polypep-
tid, nachédzajicim sa v plazmide pEK-pckA, respektive na
plazmide pEK-pckB, ¢) polynukleotidom kédujicim pep-
tid, ktory obsahuje aminokyselinovi sekvenciu, ktora je
aspoii na 70 % identicka so sekvenciou aminokyselin podia
sekvencie id. & 2, d) polynukleotidom komplementirnym
k polynukleotidu podla a), b) alebo c), €) polynukleotidom
obsahujuicim aspoii 15 za sebou idicich béz z polynukleoti-
dovej sekvencie podl'a bodov a), b) alebo c).
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Nukleotidové sekvencie kédujice gén pck a spbébsoby fermen-

tadnej vyroby L-aminokyselin

Oblast techniky

Vynédlez opisuje nukleotidové sekvencie kédujice gén pck
z koryneformnych baktérii. Dalej vyndlez opisuje sposob
fermenta&nej vyroby L-aminokyselin, najm& L-lyzinu a L-treoni-

nu tym, Ze sa zniZi expresia produktu génu pck.

Doteraj$i stav techniky

L-Aminokyseliny, najmia L-lyzin a L-treonin, su
vyznamnymi surovinami, ktoré nachadzaju uplatnenie vo vyZive
Tudi i =zvierat, ako i v humannej medicine a farmaceutickom

priemysle.

Je zname, Ze tieto aminokyseliny méZu byt vyrobene
fermentadciou vhodnych kmefiov koryneformnych baktérii, najmd
Corynebacterium glutamicum. Na zlepSenie spdsobu vyroby sa
sustavne pracuje vdaka vyznamu, ktory tieto aminokyseliny

maju.

ZlepSenie spdsobu vyroby tychto aminokyselin sa mézZe
dosiahnut prostrednictvom zmeny techniky fermentacie, ako
napriklad zmenou mieZania a prevzduSiovania kyslikom alebo
zmenou zloZenia Zivného média, ako napriklad zmenou
koncentracie cukru v priebehu fermentécie alebo zmenou spdsobu
spracovania na vyslednd formu, napriklad pridanim ¢istenia
pomocou chromatografie na ionexe alebo zmenou produkénych

vlastnosti samotného fermentujiceho mikroorganizmu.

Na zlepSenie vykonnosti produkénych mikroorganizmov sa

pou?ili spésoby mutagenézy, selekcie a vyhladavania mutantnych
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klonov. Tymto spdsobom sa ziskali kmene, ktoré su odolné proti
antimetabolitom alebo si auxotrofné vzhladom na regulacne

délezité aminokyseliny a produkuji poZadované L-aminokyseliny.

U%Z niekolko rokov sa pouzivaju na zlep3enie kmefov
Corynebacterium sp. produkujucich L-aminokyseliny aj spdsoby
rekombinantnej DNA.

Vynédlez opisuje nové spdsoby fermentacénej vyroby

aminokyselin.

Podstata vynalezu

Aminokyseliny, najmd L-lyzin a L-treonin, predstavuju
komer&ne vyznamny produkt s vyuZitim v ludskej a zvierace]
vyzive, ako i vo farmaceutickom priemysle a v medicine. Z toho
vyplyva v3eobecny zadujem o zlepSeny spdsob vyroby kyseliny

pantoténovej.

I. Predmetom vynalezu je polynukleotid izolovany
z koryneformnych baktérii, ktory obsahuje polynukleotidovu
sekvenciu, vybranu zo skupiny tvorenej:

a) polynukleotidmi, ktoré st aspol na 70 & identickeé
s polynukleotidom kédujicim peptid, ktorého
aminokyselinova sekvencia je uvedend v sekvencii id. ¢&.
2,

b) polynukleotidmi, ktoré s aspoii na 70 % identickeé
s polynukleotidom kédujicim uvedeny polypetid a
nachadzajicim sa v plazmide PpEK-pckA (vid obrazok 1)
respektive na plazmide pEK-pckB (vid obrazok 2),

c) polynukleotid, kéduijici peptid, ktory obsahuje
aminokyselinovi sekvenciu, ktord Jje aspoii na 70
identickd so sekvenciou aminokyselin podla sekvencie
id.¢.: 2,



d) polynukleotid, komplementarny k polynukleotidu podla a),
b) alebo c)
e) polynukleotid, obsahujici aspoii 15 za sebou iduicich baz
z polynukleotidovej sekvencie podla bodov a), b) alebo
c).
Predmetom vynélez je dalej DNA replikovatelna
v koryneformnych mikroorganizmoch, vo vyhodnom uskutocCneni
ide o rekombinantna DNA pochéadzajucu z baktérii
Corynebacterium, ktord obsahuje aspon nukleotidovi sekvenciu,

ktord kéduje gén pck podla sekvencie id. ¢. 1.

II. Dalej vynalez popisuje replikovatelnd DNA podla bodu I.

obsahujlcu:

(1) nukleotidovi sekvenciu podla sekvencie id.C.: 1, alebo

(ii) aspoii jednu sekvenciu, ktord zodpoveda sekvencii podla
bodu (i) vzhladom na degeneraciu genetického kdédu alebo

(iii) aspoii jednu sekvenciu, ktord hybridizuje so sekvenciou
podla bodu (i) alebo (ii) alebo s komplementarnymi
sekvenciami, a popripade

(iv) funk&ne neutralne mutacie v sekvencii podla bodu (i).

Vynalez dalej opisuje

polynukleotid podla bodu II.,

sekvenciu zodpovedajuicu sekvencii id.C.: 1,

obsahujici nukleotidovu

bodu

aminokyselinova

polynukleotid podla
ktorého
id.¢.: 2.

II.,

sekvencia

kédujaci polypeptid,

obsahuje sekvenciu
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e vektor, obsahujici polynukleotid podla bodu I., vyhodne
vektor pEK-pckA alebo pEK-pckB, vid obrazok 1 a 2

e hostitelské bunky koryneformnych baktérii obsahujuce
deléciu Apck.

Predmetom vynalezu su aj polynukleotidy, ktoré podstatnym
spésobom pozostavaju zo sekvencie, ktord mozZno ziskat pomocou
hybridiza&ného skriningu zodpovedajuice] kniZnice obsahujucej
Gplny gén so sekvenciou podla sekvencie id.C 1, pouzZitim
hybridiza&énej sondy, ktord mé& sekvenciu podla sekvencie id.c¢.:
1 alebo aspoii jej fragment, ako i izolacia uvedenej sekvencie

DNA z kniZnice.

Polynukleotidové sekvencie podla vynalezu su vhodné ako
hybridizaéné sondy pre RNA, cDNA a DNA, v pripade cDNA na
izolaciu sekvencie s udplnou diZkou (full-length) kédujice)
fosfoenolpyruvatkarboxykinazu (PEP-karboxykinazu) a na
izolaciu takych cDNA alebo génov, ktoré vykazuju vysoku

sekven&n homoldégiu s génom pre fosfoenolpyruvatkarboxykinazu.

Polynukleotidové sekvencie podla vyndlezu si dalej vhodné ako
priméry na pripravu DNA z génov kédujucich fosfoenol-
pyruvatkarboxykindzu pomocou polymerazove] retazovej reakcie
(PCR) .

Oligonukleotidy sluZiace ako sondy alebo priméry obsahuju
aspoii 30, vo vyhodnom uskutoneni aspofi 20, v uplne obzvlast
vyhodnom uskuto&neni aspofi 15 za sebou idacich baz. Vhodné su

aj oligonukleotidy s diZkou aspofi 40 alebo 50 baz.
V dalsom texte sa pod nasledujicimi terminmi rozumie:

"Izolovany" znamend oddeleny od svojho prirodzeného pozadia,

respektive okolia.
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"Polynukleotid" sa vztahuje v3eobecne na polyribonukleotidy a
polydeoxyribonukleotidy, pricom sa mdze jednat o)
nemodifikovani RNA alebo DNA alebo modifikovani RNA alebo DNA.

Pod pojmom "polypeptid" se rozumie peptid alebo protein, ktory
obsahuje dve alebo viac aminokyselin viazanych peptidovymi

vdzbami.

Polypeptidy podla vynalezu zahffiaju polypeptid podla
sekvencie id. &.: 2, a dalej polypeptidy s biologickou
aktivitou PEP-karboxykinadzy a aj také, ktoré su aspon na 70
identické s polypeptidom podla sekvencie id.¢.: 2, vo vyhodnom
uskuto&neni aspofi na 80 % identické a v obzvlast vyhodnom
uskutodneni aspofi na 90 % aZ 95 % identické s polypeptidom

podla sekvencie id.&:. 2 a ktoré vykazuju uvedend aktivitu.

Predmetom vynalezu je dalej spdsob vyroby aminokyselin,
najma L-lyzinu a L-treoninu, pouZitim koryneformnych baktérii,
najma takych, ktoré poZadované aminokyseliny uZ produkujua, a v
ktorych zoslabeny gén pck, najmd tym, Ze je zniZena Jjeho

expresia.

Pod pojmom "zoslabenie" sa Vv tomto pripade rozumie
zniZenie alebo Uplné =zastavenie intracelularnej aktivity
jedného alebo niekolkych enzymov (proteinov) v mikroorganizme,
ktoré su koédované prislusSnymi DNA, napriklad tym, Ze sa
pou?ije slaby prométor, alebo sa pouZije gén, popripade alela,
ktora kéduje prisludsny enzym s niZ3ou aktivitou, alebo sa
prislusny enzym (protein) inaktivuje a popripade kombinacia

tychto u&inkov.

Mikroorganizmy podla vynalezu méZu vytvarat
L-aminokyseliny, najmd L-lyzin a L-treonin, z glukédzy,
sacharodzy, laktézy, fruktézy, maltézy, melasy, Skrobu,
celulézy alebo =z glycerolu a etanolu. MdéZe sa jednat o
zastupcov koryneformnych baktérii najma z rodu
Corynebacterium. Z rodu Corynebacterium treba uviest

predovSetky druh Corynebacterium glutamicum, ktory je



odbornikom znadmy pre svoju schopnost produkovat L-amino-

kyseliny.

Vhodnymi kmefimi baktérii rodu Corynebacterium, najmd druhu
Corynebacterium glutamicum, s4 napriklad tieto prirodzene sa
vyskytujuce kmene:

Corynebacterium glutamicum ATCC13032

Corynebacterium acetoglutamicum ATCC15806

Corynebacterium acetoacidophilum ATCC13870

Corynebacterium thermoaminogenes FERM BP-1539

Corynebacterium melassecola ATCC17965

Brevibacterium flavum ATCC14067

Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 a

Brevibacterium divaricatum ATCC14020

a od nich odvodené mutantné Kkmene produkujice aminokyseliny,

ako napriklad

kmene produkujice L-lyzin
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 a

Corynebacterium glutamicum DSM5714

alebo kmene produkujuce L-treonin
Corynebacterium glutamicum ATCC21649
Brevibacterium flavum BB69
Brevibacterium flavum DSM5399
Brevibacterium lactofermentum FERM-BP 269
Brevibacterium lactofermentum TBB-10

Corynebacterium glutamicum MH20-22B-DR17



Autorom vynalezu sa podarilo izolovat novy gén z baktérie C.
glutamicum, ktory koéduje fosfoenolpyruvatkarboxykindzu (EC
4.1.1.49) - gén pck.

Na izoléciu tohto génu pck respektive na izolaciu Tubovolného
iného génu =z baktérii C. glutamicum treba najprv vytvorit
génovid kniZnicu tohto mikroorganizmu v baktériach E. coli.
Vytvorenie takej kniZnice je opisané vo vieobecne znamych
u¢ebniciach a priruckach. Ako priklad moZno uviest ucebnicu
Winnacker: Gény a klony: OUvod do genetickych technolégii
(nakladatelstvo Chemnie, Weinheim, Nemecko, 1990) alebo
prirucku Sambrook a dal3i Molecular Cloning: A Laboratory
Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Prikladom
jednej velmi zname] kniZnice je E. coli K-12 kmehna W3110
v A-vektoroch vytvorenid a opisan&d Koharom a dalSimi (vid Cell
50, strana 495 az 508 (1987)). Bathe a dalsi opisuju (vid
Molecular and General Genetics, 252: strana 255 aZ 265, 1996)
DNA kniZnicu baktérie C. glutamicum ATCC13032, vytvorenu
pomocou kozmidu SuperCos I (Wahl a dalsi 1987, Proceedings of
the National Academy of Sciences USA, 84: strana 2160 aZ 2164)
v baktériach E.coli K-12 kmeha NM554 (vid Raleigh a dals:
1988, Nucleic Acids Research 16: strana 1563 az 1575). B®érmann
a dalsi. (Molecular Microbiology 6(3), strana 317 aZ 326))
dalej opisuja kniZnicu baktérii C. glutamicum ATCC13032
vytvoreni pouZitim kozmidu pHC79 (Hohn a Collins, Gene 11,
strana 291 aZ 298 (1980)).

Na pripravu DNA kniZnice baktérie C. glutamicum v E. coli sa
méZu pouzit aj plazmidy, ako napriklad pBR322 (Bolivar, Life
Sciences, 25, strana 807 aZ 818 (1979)) alebo pUCY9 (Norrander
a dalsi 1983, Gene 26: strana 101 aZ 106). Ako hostitelské su
vhodné najmd také kmene E. coli, ktoré su reStrikéne a

rekombinadne deficientné.

Tato DNA kniZnica sa potom prenesie do indikdtorového kmena,

i uZ pomocou transformécie (viz Hanahan, Journal of Molecular



Biology 166, strana 557 aZ 580, 1983) alebo elektroporacie
(Tauch a dalsi, 1994, FEMS Microbiological Letters, 123:
strana 343 aZ 347). Vhodny indikdtorovy kmef sa vyznaluje tym,
e obsahuje mutaciu vo vhodnom géne, a to taku, ktora vyvolava
viditeIna zmenu fenotypu, napriklad zavislost od pridavku

metabolitu do kultiva&ného média (auxotrofiu).

Pre oblast tohto vynalezu je vyznamny mutantny kmefi baktérii
E. <coli HG4 opisany Goldie a Sanwalom (Journal of
Bacteriology 141: strana 1115 aZ 1121 (1980). Tento kmef nesie
mutaciu v géne pck, ktord vyrazne obmedzuje rast tychto
baktérii na médiu so sukcinatom ako vyhradnym zdrojom
uhlika. Po transformacii  vektorom, ktory nesie gén pck mbzZe
déjst k obnoveniu rastu na médiu so sukcinatom ako vyhradnym

zdrojom uhlika.

Dlhé fragmenty DNA klonované pomocou kozmidov alebo inych
vektorov mdézu byt nasledne pouZité na subklonovanie kratsich
fragmentov do znémych vektorov. Tym sa umoZni bliZzSie urcenie

génu podla vynalezu k jednej Specifickej sekvencii DNA.

Na to moZno pouZit plazmidové vektory zname zo stavu
techniky, ako napriklad pBR322 (Bolivar, Life Sciences, 25,
strana 807 aZ 818 (1979)) alebo vektory série pSU (Bartolomé a
dal3i (Gene 102, strana 75 aZ 78 (1991)). Je vyhodné pouzit
kyvadlovy vektor, ktory sa replikuje v baktériach Escherichia
coli aj v baktéridch Corynebacterium glutamicum, ako napriklad
vektor pZl (Menkel et al., Applied and Environmental
Microbiology (1989) 64: strana 549 aZ 554) alebo vektor pEKO
(Eikmanns a dalsi, Gene 102 (1991)). Ak sa pouZije taky
kyvadlovy vektor, potom moZno uskuto&fiovat skrining v obidvoch
druhoch baktérii. Prikladmi takych vektorov su plazmidy pEK-
pckA (obrazok 1) a pEK-pckB (obrazok 2), ktoré boli
skonstruované na zaklade vektoru pEKO a nesia gén pck podla

vyndlezu.



Tymto spdsobom charakterizované fragmenty DNA sa potom
subklonujd do vhodného sekvena&éného vektora. Popripade mozZno
do sekvena&ného vektoru subklonovat priamo fragmenty dlhého
tseku DNA z pdvodného kozmidu. Prikladmi takychto vektorov
vhodnych na sekvenovanie DNA su plazmidy pGEM-5zf£(-) alebo
pGEM-5zf (+) od firmy Promega Corporation (vid Promega
Protocols and Application Guide, druhé vydanie 1991,
katalégové ¢islo Y981, Promega Corporation, Madison,

Wisconsin, USA).

Spésoby sekvenovania DNA boli okrem iného opisané Sangerom a
daldimi (Proceedings of the National of Sciences of the United
States of America, 74: strana 5463 aZ 5467, 1977).

7ziskani nukleotidovi sekvenciu moZno potom spracovat znamymi
algoritmami, respektive programami na analyzu sekvencii, ako
su napriklad programy Stadenovho balika (Nucleic Acids
Research 14, strana 217 aZ 232 (1986)), balik GCG (vid Butler,
Methods of Biochemical Analysis 39, strana 74 aZz 97 (1998)),

program FASTA od Pearsona a Lipmana (Proceedings of the
National Academy of Sciences USA 85, strana 2444 az 2448
(1988)) alebo program BLAST (Altschul a dalsi, (Nature

Genetics 6, strana 119 az 129 (1994)) a porovnat so

sekvenciami vo verejne pristupnych datab&zach.

Ako verejne pristupnd databdza nukleotidovych sekvencii sa
moéZe pouZit napriklad databaza Eurépskeho laboratéria pre
molekulovi bioldégiu (EMBL, Heidelberg, Nemecko) alebo on-line
sluzba na servere NCBI ("National Center for Biotechnology
Information"”, Narodné centrum pre biotechnologické informécie)
Narodnej lekadrskej kniZnice (National Library of Medicine,
Bethesda, MD, USA).

Tymto spdésobom sa ziskala novd sekvencia génu pck z baktérii
Cc. glutamicum. T&to sekvencia Jje ako sekvencia id.c.:1
sucastou vynalezu. Dalej bola od tejto sekvencie DNA  vysSSie

opisanym spbsobom odvodenéa sekvencia aminokyselin
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zodpovedajiceho proteinu. Té&to sekvencia Je uvedend ako
sekvencia id.&.: 2.
Kédujuce sekvencie DNA, ktoré v ddésledku degeneracie

genetického kédu zodpovedaji sekvencii id.é.:1 su tiez
suéastou vynadlezu. Sucastou vyndlezu su aj sekvencie DNA,
ktoré so sekvenciou id.&.:1 hybridizujd. Napokon s stCastou
vynalezu sekvencie DNA, ktoré vzniknd polymerazovou retazovou
reakciou (PCR) pouZitim primérov odvodenych zo sekvencie
id.&.:1. Také oligonukleotidy maji typicky dizku aspoit 15

parov baz.

Navody na identifikdciu DNA pomocou hybridizacie mdzu
odbornici n&jst napriklad v prirucke "The DIG System Users
Guide for Filter Hybridization" (Priruka uZivatela systému
DIG na hybridizaciu) od firmy Boehringer Mannheim GmbH
(Mannheim, Nemecko, 1993) a dalej v ¢lanku Liebl a dalsi.,
(International Journal of Systematic Bacteriology (1991) 41:
strana 255 ai 260). NA&vody na amplifikdciu DNA pomocou
polymerazovej retazovej reakcie (PCR) najde odbornik napriklad
v prirudke Gait: "Oligonucleotide synthesis: a practical
approach" (Syntéza oligonukletidov: prakticky pristup, IRL
Press, Oxford, Spojené kralovstvo 1984) a v knihe Newton a
Graham: PCR (Akademické nakladatelstvo Spektrum, Heidelberg,
Nemecko, 1994).

Autori vyndlezu odhalili, e koryneformné baktérie po
zoslabeni génu pck produkuji v&ESie mnoZstvo L-aminokyselin,

najmd L-lyzinu a L-treoninu.

Zoslabenie génu pck sa mdéZe docielit bud zniZenim expresie
tohto génu alebo tym, Ze sa zhor$ia, popripade uplne inhibujd
katalytické vlastnosti tohto enzymu. Popripade moZno obidva
pristupy kombinovat.

ZniZenie génovej expresie moZno dosiahnut pomocou vhodného
spdsobu kultividcie alebo pomocou genetickej zmeny (mutacie;
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v signédlnych oblastiach tohto génu. Signadlnymi oblastami
génovej expresie sa mienia napriklad represory, aktivatory,
operatory, prométory, atenuatory, viazbové miesta pre ribozémy,
Start-kodén a terminatory. Odbornik najde bliZsie daje
napriklad v patentovej prihla3ke WO 96/15246, v publikaciach
Boyd a Murphy (Journal of Bacteriology 170: strana 5949
(1988)), Voskuil a Chambliss (Nucleic Acids Research 26:
strana 3548 (1998), Jensen a Hammer (Biotechnology and
Bioengineering 58, strana 191 aZ 195 (1998)), Patek a dalsi.,
(Microbiology 142: strana 1297 (1996) a v znadmych ucebniciach
genetiky a molekulovej bioldgie, ako napriklad v ucebnici
Knippers: "Molekulova genetika", 6. vydanie, nakladatelstvo
Georg Thieme , Stuttgart, Nemecko, 1995) alebo v uCebnici
Winnacker: Gene und Klone: Eine Einfiihrung in die
Gentechnologie (Gény a Klony: Uvod do génového inZinierstva,
nakladatelstvo Chemie, Weinheim, Nemecko, 1990).

Mutacie, ktory vedd k zmene, respektive k zniZeniu
katalytickych schopnosti enzymu, sG zname zo stavu techniky;
ako priklady moZno uviest prace Qiu a Goodmana (Journal of
Biological Chemistry 272: strana 8611 az 8617 (1997)),
Sugimota a dal3ich (Bioscience Biotechnology and Biochemistry
61: strana 1760 a% 1762 (1997)) a Mbckela "Treonindehydrataza
z baktérie Corynebacterium glutamicum: zru3enie alostericke]
regulacie a Struktura tohto enzymu" ("Die Threonindehydratase
aus Corynebacterium glutamicum: Aufhebung der allosterischen
Regulation und Struktur des Enzyms") uvedené Vv sprave
Vyskumného centra v Jidlichu (Jul-2906, ISSN09442952, Jiilich,
Nemecko, 1994). Vygerpavajuce informacie k tejto téme moZno
dalej né&jst v znamych ulebniciach genetiky a molekulove]
bioldgie, ako napriklad v ulebnici  Hagemann ~Vieobecna
genetika" (,Allgemeine Genetik", nakladatelstvo Gustav
Fischer, Stuttgart, 1986).

Medzi mutdcie, ktoré prichadzajia do uvahy patri tranzicia,

transverzia, inzercia a delécia. V zavislosti od aCinku zamery
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aminokyselin na enzymatickd aktivitu mozno uvaZovat o
mutdcidch s pozmenenym zmyslom (missense) alebo o mutaciach
bez zmyslu (nonsense). Tnzercia alebo delécia aspofi jedného
pdru baz v géne vedie k mutdcii so zmenou ¢itacieho ramca
(frame shift), &o znamend, Ze sa do proteinu zabuduji chybné
aminokyseliny a alebo sa translacia predCasne ukon&i. Delécia
niekolkych kodénov vedie v&&sinou k dplnému vymiznutiu
enzymatickej aktivity. Navody na vloZenie vhodnej mutéacie su
zname zo stavu techniky a moZno sa o nich dogitat v znamych
uéebniciach genetiky a molekulovej biolégie, ako napriklad
v uCebnici Knippers: "Molekulovd genetika”, 6. vydanie,
nakladatelstvo Georg Thieme , Stuttgart, Nemecko, 1995) alebo
v ulebnici Winnacker: Gene und Klone: Eine Einfihrung in die
Gentechnologie (Gény a Klony: Uvod do génového inZinierstva,
nakladatelstvo Chemie, Weinheim, Nemecko, 1990), alebo
v ucebnici Hagemann ~V8eobecna genetika" (,Allgemeine
Genetik", nakladatelstvo Gustav Fischer, Stuttgart, 1986) .

Prikladom pozmeneného (zmutovaného) génu pck je alela Apck
obsiahnutd& v plazmide pKl9mobsacBApck (vid obrazok 3). To
ApckAllel pozostava len z 5'- a 3'-medznych oblasti génu pck;
v géne chyba (delécia) 1071 bp dlhy fragment kéduijicer
oblasti. Apck-alela mdZe byt vloZena do koryneformnej baktérie
pomocou integra&nej mutagenézy. Na to sa pouzije vyS3ie
uvedeny plazmid pKl9mobsacBApck, ktory nie je replikovatelny
v baktériach C. glutamicum. Po prenose pomocou konjugacie
alebo transformacie a po homolégnej rekombinadcii pomocou
najprv jednej integrujucej "cross over" udalosti a potor
pomocou druhej exciznej "cross over" udalosti sa dosiahne to,
5e sa do daného kmefla baktérie integruje alela Apck miesto
pédvodnej alely pck a déjde tak k totdlnej strate funkcie

enzymu.

Navody a vysvetlenia postupov na integracna mutagenézu najd=
odbornik napriklad publikaciéach Schwarzer a Pihler
(Bio/Technology 9, strana 84 aZ 87 (1991), alebo Peters-



Wendisch a dal3i. (Microbiology 144, strana 915 aZ 927
(1998)) .

Ako priklad kmefia koryneformnych baktérii s oslabenym génom
pck produkujtcich aminokyseliny moZno uviest napriklad kmen
MH20-22BApck produkujici lyzin alebo kmen DM368-2Apck

produkujici treonin.

Okrem zoslabenia génu pck méze byt pre produkciu L-amino-
kyselin vyhodné e3te zvySit expresiu jedného alebo niekolkych

enzymov prislu¥nej biosyntetickej drahy.

Tak napriklad produkciu L-lyzinu moZno zvysit:

- sucCasnym zvySenim expresie génu dapA, ktory kdéduje
dihydrodipikolinatsyntazu (vid EP-B 0 197 10 335), alebo

- su¢asnou amplifikaciou fragmentu DNA spdsobujiceho
rezistenciu na S-(2-aminoetyl)cystein (vid EP-A 0 O08&
166) .

Tak napriklad produkciu L-treoninu moZno zvysit:

- sucasnym zvydenim expresie génu hom, ktory kéduje
homoserindehydrogenazu (Peoples a dalsi, Molecular
Microbiology 2, strana 63 az 72 (1988)) alebo zvySenir

expresie alely génu hom®, respektive homgsr, ktoré kéduju
homoserindehydrogénazu odolnu voli spatnovadzbove:
regulacii (Archer a dal3i., Gene 107, strana 53 az 5¢%
(1991); Reinscheid a dal3i Journal of Bacteriology 173,
strana 3228 aZ 3230 (1991)).

Okrem zoslabenia génu pck méZe byt pre produkciu L-amino-
kyselin podla vynalezu, najmé lyzinu a treoninu, dalej vyhodné
eite inhibovat neZiaduce vedlaj3ie reakcie (vid Nakayama:
"Breeding of amino Acid Producing Micro-organisms" (Pestovani=
mikroorganizmov produkujucich aminokyseliny) v knihe:

Overproduction of Microbial Products, (Produkcia mikrobidlnyc-.
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produktov) editorov Krumphanzla, Sikytu a Vanka, Academic
Press, Londyn, Spojené kralovstvo, 1982.

Mikroorganizmy podla vyndlezu mbéZu byt na uely produkcie
aminokyselin, najmd L-lyzinu a L-treoninu, kultivované
kontinudlnym spdsobom alebo spdsobmi diskontinudlnymi, ¢&i uz
vsadzkovou (batch) kultivAciou alebo vséadzkovou kultivaciou
s pritokom Zivin (fed batch) alebo vsadzkovou kultivaciou
s opakovanym pridavkom Zivin (repeated fed batch) prietokovou
kultivaciou. Prehlad =znamych spdsobov kultivacie je uvedeny
v uéebnici Chmiel: Bioprozesstechnik 1. Einfihrung in die
Bioverfahrenstechnik (6vod do biotechniky, nakladatelstvo
Gustav Fischer, Stuttgart, 1991) alebo v ucebnici Storhas:
Bioreaktoren und Periphere Einrichtungen (Bioreaktory a
periférne zariadenia, nakladatelstvo Vieweg Verlag,
Braunschweig/Wiesbaden, 1994).

Pouzité kultivadné médium musi patriénym spdésobom vyhovovat
narokom prislu3ného mikroorganizmu. Opisy rdéznych znamych
kultivaénych médii pre mikroorganizmy su uvedené prirucke
"Manual of Methods for General Bacteriology" (Metodicky manual
pre v3eobecni baktériolégiu) vydany Americkou bakteriologickou
spoloé&nostou (American Society for Bacteriology), Washington
D.C., USA, v roce 1981. Ako zdroje uhlika sa mdZu pouzit cukry
a sacharidy, ako napriklad glukéza, sacharéza, laktéza,
fruktéza, maltéza, melasa, 3Zkrob a celuléza; oleje a tuky ako
napriklad séjovy olej, slne&nicovy olej, podzemnicovy olej a
kokosovy  tuk; mastné kyseliny, ako napriklad kyselina
palmitovd, kyselina stearovd a kyselina 1linolova, alkoholy,
ako napriklad glycerol a etanol, a organické kyseliny, ako
napriklad kyselina octovd. Tieto latky sa mdéZu pouZit bud
jednotlivo, alebo v zmesi. Ako zdroje dusika sa mdézu pouzit
zlu&eniny obsahujice organicky dusik, ako napriklad peptdn,
kvasnicovy extrakt, mdasovy  extrakt, sladovy extrakt,
kukuriény extrakt, s6éjovd mu&ka a moCovina, alebo anorganicke

zluic¢eniny, ako napriklad siran aménny, chlorid aménny,
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fosfore&nan aménny, uhli&itan aménny a dusicnan aménny. Tieto
zdroje dusika sa mdéZu pouZit bud jednotlivo, alebo v zmesi.
Ako zdroje fosforu moZno pouZit hydrogenfosfore&nan alebo
dihydrogenfosfore¢nan draselny alebo prislusné sodné soli.
Kultiva&né médium musi dalej obsahovat soli kovov, ktoré su
nutné na rast, ako napriklad siran horeCnaty alebo siran
seleznaty. A napokon mdZe byt kultivaéné meédium okrem vysS3ie
uvedenych 1latok obohatené o esencialne rastové latky, ako
napriklad aminokyseliny a vitaminy. Na zvySenie tvorby
aminokyselin moZno kultivaCné médium eSte obohatit o ich
prekurzory. Uvedené zloZzky mdéZu Dbyt pridané do meédia
jednorazovo na zafiatku alebo vhodnym spdsobom v priebehu
kultivacie.

Na kontrolu pH v priebehu kultivdcie st vhodné =zasadite
zlageniny, ako napriklad hydroxid sodny, hydroxid draselny,
amoniak, alebo kyslé zlaceniny, ako napriklad kyselina
fosfore&na alebo kyselina sirovad. Penenie kultivacnej zmes:
moino kontrolovat pridavkom ¢&inidiel potla€ajucich tvorbu
peny, ako sG napriklad polyglykolestery mastnych kyselin.
Stabilitu plazmidov moZno udrZiavat prostrednictvom vhodného
selek&ného &inidla, napriklad antibiotika. Vhodné aerdbne
podmienky moZno udrZiavat privadzanim kyslika alebo zmes:
plynov obsahujucej kyslik, napriklad vzduchu, do kultivacnéh.
média. Vhodnad teplota na pestovanie baktérii je zvycajne
pohybuje od 20 °C do 50 °C a vyhodne od 25 °C do 45 °C. Cas
kultivacie by mal byt takad, aby sa dosiahlo maximum tvorby
aminokyselin. Toto maximum sa obvykle dosiahne v priebehu 10
az 160 hodin.

Nasledujuce mikroorganizmy boli wuloZené v Nemeckej zbierke
mikroorganizmov a bunkovych kultdr (DSMZ, Braunschweig, SRN,
podla ustanoveni BudapeStianskej zmluvy:

-  kmeid Escherichia coli DH5a/pKl9mobsacBApck ako DSM 13047



Spdsob podla vynalezu slazi na fermentacénu produkciu
L-aminokyselin, najmé kyseliny L-asparadgovej, L-asparaginu,
L-homoserinu, L-treoninu, L-izoleucinu a L-metioninu
s vyuZitim koryneformnych baktérii, a vo vyhodnom uskutoé&neni

najmi na fermenta&nd produkciu L-lyzinu a L-treoninu.

Priklady uskuto&nenia vynalezu

Vynalez bude bliZ3ie opisany v nasledujuicich prikladoch.

Na tento udel sa uskuto&nili okrem iného pokusy s baktériami

Corynebacterium glutamicum kmefia MH20-22B produkujucimi 1lyzin

a S baktériami Brevibacterium flavum kmena DM368-2
produkujicimi treonin. Kmefi MH20-22B je uloZeny v Nemecke]
zbierke mikroorganizmov a bunkovych kultar (DSMZ,

Braunschweig, SRN) podla ustanoveni BudapeStianskej zmluvy ako
DSM5715 (EP-B-0435 132) a kmeh DM368-2 je uloZeny ako DSM5399
(EP-B-0385 940).

Priklad 1:: Izolacia génu pck

Na izolaciu génu fosfoenolpyruvatkarboxykinazy (PEP)
(pck) z baktérie nejprve vytvorena kozmidovd kniZnica C.
glutamicum zaloZend na kozmide pHC79 (Hohn a Collins, Gene 11,
strana 291 aZ 298 (1980)). KniZnica bola vytvorena pomocou
znamej metodiky (Sambrook a dalsi: Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (Laboratérny manudl molekulového klonovania,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Najprv sa
izolovala chromozémova DNA baktérie C. glutamicum ATCC13032
(Eikmanns a dal3i, Microbiology 140 (1994) strana 1817 az
1828), ktora bola potom <&iastolne na3tiepend reStrikénym

enzymom Sau3A. Po ligacii ziskanych fragmentov do miesta
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BamHI kozmidu pHC79 boli tieto fragmenty zabalené do
proteinového obalu baktériofaga lambda. FAgové Ccastice sa
potom pouZili na transfekciu baktérii E. coli kmeha ED8654
(vid Murray a dalsi, Molecular and General Genetics 150 (1997)
strana 53 a? 61). Balenie rekombinantnej kozmidovej DNA do
proteinového obalu faga lambda sa uskutoénilo spdsobom podla
Sternberga a dal3ich (Gene 1 (1979), strana 255 az 280).
Transfekcia baktérii E.coli kmefia ED8654 sa uskutocnila
spésobom podla Sambrooka a dalsich (Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (Laboratérny manual molekulového klonovania,

Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989).

7 celkom 30 ziskanych rekombinantnych klonov E. coli boli

izolované zodpovedajuce kozmidy, vid Sambrook a dals:i
(Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1989). Tieto kozmidy boli podrobenea
redtrikénej analyze enzymom HindIII. Tato analyza ukazala, Ze
24 zo skumanych kozmidov obsahovalo inzert a Ze priblizna
velkost inzertov bola okolo 35 kb. Celkom sa izolovalo 2200
klonov E. coli nesdcich kozmid a z tejto kniZnice sa znamymi
spésobmi (Sambrook a dalsi, Molecular Cloning, A Laboratory
Handbook, 1989, Cold Spring Harbour Laboratory Press:

izolovala kozmidova DNA.

Gén pck baktérie Corynobacterium glutamicum sa izolova:
tak, Ze mutantné baktérie E. coli HG4 (Goldie and Sanwal,
Journal of Bacteriology 141 (1980) strana 1115 aZ 1121), ktoré
maju defektni PEP-karboxykindzu, boli znamym spdsobor
(Sambrook a dalsi, Molecular Cloning, A Laboratory Handbook,
1989, Cold Spring Harbour Laboratory Press) transformovang
vy58ie opisanou kozmidovou kniZnicou. Mutantné baktérie  HG4
nie su vdaka defektu v PEP-karboxykindze schopné rast na médi-.
so sukcinatom ako jedinym zdrojom uhlika. Po transformaci:i
uvedenej kozmidovej kniZnice do mutantnych baktérii bol:
ziskanych celkom 1200 klonov. Z tychto klonov boli celkom dva
klony schopné rast na minimalnom médiu M9 (Sambrook a dalsi,



Molecular Cloning, A Laboratory Handbook, 1989, Cold Spring
Harbour Laboratory Press) so sukcinatom (0,4%) ako jedinym
zdrojom  uhlika. Z tychto dvoch klonov  bol izolovany
zodpovedajuci kozmid (Sambrook a dal3i, Molecular Cloning, A
Laboratory Handbook, 1989, Cold Spring Harbour Laboratory
Press) a ten bol opatovnou transformdciou vloZeny do
mutantnych baktérii E. coli HG4. Baktérie ziskané touto
opdtovnou transformaciou boli opat schopné rast na médiu M9 so

sukcindtom ako jedinym zdrojom uhlika.

Teraz bolo treba najst gén pck z baktérie C. glutamicum
v niektorom menSom fragmente pdévodného kozmidu. Na tento ucel
boli uvedené dva pck-komplementujuce kozmidy nastiepené
reStrikénymi enzymami XhoI, Scal a Pvull a znamym spdsobom
(Sambrook a dalsi, Molecular Cloning: A Laboratory Handbook,
1989, Cold Spring Harbour Laboratory Press) eletroforeticky
rozdelené na 0,8% agardézovom géle. Fragmenty s velkostou nad
3,0 kb boli izolované z gélu pomocou elektroelucie (Sambrook
a dals$i, Molecular Cloning, A Laboratory Handbook, 1989, Cold
Spring Harbour Laboratory Press). Takto izolované fragmenty
boli 1ligaciou vloZené do miesta Sall (fragmenty vzniknuteé
Stiepenim enzymom Xhol), respektive do Klenowovym fragmentom
E.coli polymerazy zatupeného miesta EcoRI (fragmenty vzniknuté
Stiepenim enzymami Scal a Pwvull) vektora pEKO (Eikmanns a
dalsi, Gene 102 (1991) strana 93 aZz 98). Touto ligac¢nou zmesou
boli transformované baktérie E. coli kmefia HG4 a ziskané
transformované klony boli testované na schopnost rastu na
médiu so sukcindtom ako vyhradnym zdrojom wuhlika. Medzi
baktériami ziskanymi po 3tiepeni enzymom Pvull sa objavilo
sedem klonov, ktorych plazmidy umoZnili mutantom HG4 rast na
médiu so sukcindtom. Z tychto rekombinantnych kmefiov boli
izolované zodpovedajice plazmidy a uskutoénilo sa reStrikcéné
mapovanie. Z tohto mapovania vyplynulo, Ze vSetkych sedem
plazmidov obsahuje totoZny 4,3 kb dlhy Pvull inzert, pricom
tento inzert sa v troch klonoch vyskytoval v jednej orientéci:

a v Styroch v opacnej. Podla orientacie inzertu vo vektore



boli novo skonZtruované plazmidy oznacené ako pEK-pckA a pEK-
pckB. Re$trikéné mapy obidvoch plazmidov - vid obrazky 1 a 2.

Priklad 2: Sekvenovanie &truktirneho génu pck a prilahlych
oblasti

sekvenoval sa pribliZine 3,9 kb dlhy EcoRI fragment z plazmidu
pEK-pckA (jedno EcoRI miesto pritom pochadzalo =z vektora
pEKO), ktory bol izolovany znamym spdsobom. Presahujuce konce
tohoto fragmentu boli zarovnané Klenowovym fragmentom DNA-
polymerazy (Sambrook a dal3i, Molecular Cloning, A Laboratory
Handbook, 1989, Cold Spring Harbour Laboratory Press) a
vysledny fragment bol vloZeny ligaciou do EcoRV miesta vektora
pGEM-5Zf (+) (Promega, Madison, WI, UsAa) . Inzerty v takto
vzniknutych plazmidoch boli sekvenované metédou terminacie
retazca (Sanger a daldi, Proceedings of the National Academy
of Sciences USA, 74 (1977) strana 5463 aZ 5467). Vysledna
sekvencia je uvedené ako sekvencia id.¢.:1. Ziskana
nukleotidova sekvencia s diZkou 3935 bp bola analyzovana
programovym balikom HUSAR (verzia 3.0) umiestenym na serveri
Nemeckého centra pre vyskum rakoviny (DKFZ, Heidelberg,
Nemecko). Analyzou sa odhalil jeden otvoreny &itaci ramec s

velkostou 1830 bp, kédujuci protein so 610 aminokyselinami.

Priklad 3: Zvy3enad expresia génu pck

Elektropordciou a naslednou selekciou na platniach BHI
s kanamycinom (50 pg/ml, vid Liebl a dalsi, FEMS
Microbiology Letters 65 (1989), strana 299 aZz 304) Dboli
plazmidy pEK-pckA a pEK-pckB vloZené do baktérii C. glutamicum
kmena ATCC13032 a vysledné kmene boli oznacené ako
ATCC13032/pEK-pckA a ATCC13032/pEK-pckB. Oba tieto kmene, ako
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i kmefi vychodiskovy sa previedli do komplexného média Luria-
Bertani (Sambrook a dalsi, Molecular Cloning: A laboratory
manual (1989) Cold Spring Harbour Laboratory Press)
a uskuto¢nil sa na nich test na aktivitu PEP-karboxykindzy
spbésobom podla Bentla a Lardyho (Journal of Biological
Chemistry 251 (1976), strana 2916 aZ 2921). Vysledok tejto
analyzy je uvedeny v tabulke 1 a vyplyva z neho, Ze PEP-
karboxykindzovd aktivita obidvoch kmeniov s plazmidmi pEK-pckA,
respektive pEK-pckB je 10-krat aZ 1l2-krat vysSia ako aktivita

vo vychodiskovom kmeni.

Tabulka 1: PEP-karboxykindzova aktivita v jednotlivych kmefoch

baktérii

Kmen PEP-karboxykindzovd aktivita (nmol min!
na mg proteinu)

ATCC13032 120

ATCC13032/pEK-pckA 1270
ATCC13032/pEK-pckB 1510

Priklad 4: Priprava integracného plazmidu na deleé&nu

mutagenézu pck-génu

Na inaktivaciu génu pre PEP-karboxykindzu bol z vektora pEK-
pckB (vid obrazok 2) izolovany EcoRI-Sacl fragment génu pck a
tento fragment sa ligaciou vloZil do vektora pGEM-
7Zf (+) (Promega, Madison, WI, USA). Z vysledného plazmidu bol
z génu pck vyStiepeny 1,07 kb dlhy fragment HindII-HindIII a
potom bol izolovany gén pck s touto 1,07 kb dlhou deléciou
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ako BfrI-SacI. Gén s deléciou bol najprv =zatupeny a potom
vloZeny ligaciou do vektora pkl9mobsacB , ktory sa replikuje
v baktéridch C. glutamicum (Schiafer a dal3i, (1994) Gene 145,
strana 69 aZz 73). V takto skonStruovanom integracdnom plazmide
pKl9mobsacBApck (vid obrédzok 3) hrani&i 5'-oblast génu pck
(350 bp) priamo s 3'-oblastou tohto génu (340 bp); v gendme
si normidlne obidve tieto oblasti od seba oddelené 1071 bp
dlhym fragmentom génu. AZ do tejto fazy bolo celé klonovanie

uskutoé&fiované v baktériadch E. coli DH5a.

Priklad 5: Dele¢nd mutagenéza génu pck v kmeni MH20-22B
produkujiacom lyzin

Integraé&nym plazmidom pK1l9mobsacBApck boli potom
transformované baktérie E.coli kmena S17-2 (Simon a dalsi,
(1983), Bio/Technology 1, strana 784 aZ 791). Tento kmen
umoziuje prenos plazmidu do baktérii Corynebacterium
glutamicum pomocou konjugacie (Schafer a dalsi, (1990)
Journal of Bacteriology 172, strana 1663 az 1666). Ako
prijemca plazmidu bol vybrany kmefi baktérie C. glutamicum
MH20-22B produkujici lyzin (Schrumpf, a dal$i (1992), Applied
Microbiology and Biotechnology 37, strana 566 az 571). Po
konjugacii baktérii E. coli S171/pKl9mobsacBApck a C.
glutamicum MH20-22B a naslednej selekcii na platniach s

Luria-Bertani médiom s pridavkom 25 ug/ml kanamycinu a
50 pg/ml kyseliny nalidixinovej sa ziskalo viac trans-
konjugatov. Tieto boli dalej selektované na komplexnom médiu
Luria-Bertani (Sambrook a dalsi; Molecular Cloning: A
laboratory manual (1989) Cold Spring Harbour Laboratory Press)
bez antibiotik a s 1% glukdzou, priCom sa hladala druha
rekombina¢nad udalost vedica k excizii vektora i s génom pck.
Po napestovani v tomto médiu boli baktérie vysiate na podobné
médium s 10% sachardézou. Na vektore pkl9mobsacB obsiahnuty gén
sacB kéduje enzym levansukrazu, ktory syntetizuje levan zo
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sacharézy. Vzhladom na to, Ze levan 7je pre baktérie C.
glutamicum toxicky, méZu na médiu so sachardézou rast 1len tie
bunky C. glutamicum, ktoré stratili integraény plazmid (Jdger
a dalsi (1992), Journal of Bacteriology 174, strana 5462 az
5466). 30 klonov rezistentnych na sacharézu sa testovalo na
svoju citlivost na kanamycin. Pri 11 z testovanych klonov sa
okrem rezistencie na sacharézu potvrdila aj poZadovana
citlivost na kanamycin. Pri tychto 11 klonoch do3lo k excizii
aj pozadia vektora. Dal3ou analyzou sa stanovilo, &i doslo aj
k pozadovanej delécii v gendéme. Na to sa pouZila polymerazova

retazova reakcia (PCR).

Na tito PCR sa pouzila chromozémovd DNA Jjednej kolédnie
vychodiskového kmenia a 11 kolénii klonov citlivych na
kanamycin. Jednotlivad kolédénie sa Sparadlom odobrali z agarovej
platne, suspendovali v 50 pl vody a inkubovali 5 minat pri
95°C. Vidy po 1 pl ziskanej suspenzie sa pouZilo ako templéat
na PCR. Ako priméry sa pouzili oligonukleotidy, ktoré
pokryvaju oblast od 2136 do 2158 nukleotidu, respektive od
3815 do 3793 nukleotidu podla sekvencie id.¢&: 1. Podmienky PCR
boli nasledujice: poliato&nd denaturacia: 150 sekund pri 94°C;
denaturacia 60 sekind pri 94°C; hybridizacia 30 sekdnd pri
60°C; amplifikdcia 120 sekind pri 72°C; celkom 30 cyklov,
zakonéenych findlnou extenziou 240 sekind pri 72°C. V reakénej
zmesi  obsahujicej DANN vychodiskového  kmefia bol na zaklade
zvolenych primérov ocakdvany PCR produkt s velkostou 1,68 kb.
V. PCR mixoch obsahujicich DNA pck~deleénych mutantov bol
oCakavany PCR produkt s velkostou 0,61 kb. Jeden z testovanych
klonov skuto&ne umoZnil vzniknut 0,61 kb dlhému PCR produktu.
Tym bola v tomto klone dokazand poZadovanad delécia vnutorného
1071 bp dlhého fragmentu génu pck. Tento klon bol ozna&eny
MH20-22BApck. V reaké&nych zmesiach ostatnych klonov sa
vyskytoval 1,68 kb dlhy PCR produkt. Znamend to teda, :Ze
v tychto klonoch sa vektor vybral tak, 2e bola obnovena
vychodiskova situacia gendému.
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Kmefi MH20-22BApck ako i vychodiskovy kmeni MH20-22B sa
inokulovali do komplexného média Luria-Bertani s pridavkom
12 glukézy. Vo vyrastenych bunkdch sa potom uskutoénila skuska
na PEP-karboxykindzova aktivitu podla Bentleho a Lardyho
(Journal of Biological Chemistry 251 (1976), strana 2916 aZ
2921). Z vysledku tejto analyzy (vid tabulka 2) vyplyva, Ze
v mutantnom kmeni MH20-22BApck nemoZno oproti vychodiskovému
kmeriu MH20-22B detegovat Ziadnu PEP-karboxykindzov( aktivitu.

Tabulka 2:PEP-karboxykindzova aktivita v jednotlivych kmefioch

baktérii

Kmen PEP-karboxykinazova aktivita

! na mg proteinu)

(nmol min~

MH20-22B 65
MH20-22BOpck < 3 *

1

* 3 nmol min™" na mg proteinu je detekény limit

Priklad 6: Produkcia L-lyzinu

UrCoval sa vplyv inaktivacie génu na produkciu 1lyzinu.
Baktérie kmefia MH20-22B (Schrumpf a dalsi, Applied
Microbiology and Biotechnology 1992, 37: strana 566 aZz 571)
ako i bunky MH20-22BAPck s mutédciou v géne pre PEP-
karboxykindzu (vid priklad 5) sa pestovali v komplexnom médin

Luria-Bertani s pridavkom 1% glukézy a potom sa tymito
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kultirami naockovalo fermentaéné médium CGXII (Keilhauer a
dalsi, Journal of Bacteriology 1993, 175: strana 5595 az
5603). PouZilo sa 5 % inokula pri optickej hustote priblizZne
0,5 pri 600 nm). Toto médium obsahuje ako suplement 3 mM
leucin, vzhladom na to, Ze obidva kmene su leucin-auxotrofné.
Kultivovalo sa vidy 60 ml kultdry v 500 ml Erlenmeyerovych
bankdch. Po 24 hodinovej kultivdcii pri 28°C na rotaé&nej
pretrepavacke typu Certomat S/50 (B. Braun Biotech
International Melsungen, Nemecko) pri 120 ota¢kach min™! bola

stanovenad koncentracia do média vylaéeného lyzinu.

Stanovenie koncentracie aminokyselin sa wuskutoénilo pomocou
vysokotlakovej kvapalinovej chromatografie (HPLC), vid Jones a
Gilligan, Journal of Chromatography 1983, 266: strana 471 a:Z=
482. Vysledky chromatografického stanovenia - vid tabulka 3.

Tabulka 3: Koncentracia lyzinu v kultiva¢nom médiu

jednotlivych kmernov

Kmen L-Lyzin (mM)

MH20-22B 54
MH20-22BApck 65

Priklad 7: Dele¢nd mutagenéza génu pck v baktéridch DM368-2
produkujucich treonin

Podobnym spésobom ako v pripade baktérii MH20-22B
produkujucich lyzin sa uskutolnila s baktériami E. coli kmeha
S17-1/pkl9mobsacBApck konjugacia s baktériami DM368-7C
produkujicimi treonim s naslednou selekciou na prvi a druhu
rekombinaciu (vid priklad 5). Z celkom 30 klono~w
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rezistentnych na sacharézu bolo 14 citlivych na kanamycin.
Z tychto klonov bola pomocou PCR analyzy opisanej v priklade 5
u dvoch klonov oznalenych DM3682Apcklé a DM3682Apckl8
dokazanad 1071 bp dlha& delécia v géne pck.

Rovnakym spdsobom ako v priklade 5 sa uskutolnil test
enzymatickej aktivity s vychodiskovym kmefiom DM368-2 a
s obidvoma kmefimi s deléciou v géne pck DM3682Apcklé a
DM3682Apckl8. Z vysledkov testu vyplyva, Ze v obidvoch
mutantoch nemoZno detegovat Ziadnu PEP-karboxykindzovou
aktivitu, wvid tabulka 4.

Tabulka 4: PEP-karboxykindzova aktivita v jednotlivych kmemfioch
baktérii

Kmen PEP-karboxykindzova aktivita

(nmol min™! na mg proteinu)

DM368-2 79
DM368-2BApckl6 < 3
DM368-2BApckl8 < 3

* 3 nmol min™' na mg proteinu je detekény limit

Priklad 8: Produkcia L-treoninu

Analogicky k pokusom s produkciou L-lyzinu sa testovala aj
akumulacia treoninu v kultivaénom médiu PEP-karboxykinaza
defektného kmefia DM368-2BApcklé v porovnani s vychodiskovym
kmefiom DM368-2. Obidva kmene boli napestované v  komplexnom
médiu Luria-Bertani s pridavkom 1% glukdézy a potom preockovan<

do fermenta¢ného média CGXII. Po 24-hodinovej kultivacii pri



28°C na rota&nej pretrepavadke pri 120 ota¢kach min™' bola

stanovend koncentracia treoninu vyli&eného do média.

Stanovenie koncentracie aminokyselin sa uskutocnilo pomocou
vysokotlakovej kvapalinovej chromatografie (HPLC), vid vy33ie.

Vysledky chromatografického stanovenia su v tabulke 5.

Tabulka 5: Koncentracia lyzinu v kultivaénom médiu

jednotlivych kmenov

Kmen L-Treonin (mM)

DM368-2 8
DM368-2BApckle 22

Prehlad obrdzkov na vykresoch:

e Obrazok 1: re3trik&na mapa plazmidu pEK-pckA
e Obrazok 2: reStrik¢énd mapa plazmidu pEK-pckB
e Obrazok 3: reStrikéna mapa plazmidu pkl9mobsacBApck

Udaje o paroch baz si pribliZné hodnoty opakovane ziskané pri
reStrik¢énom Stiepeni.

PouZité skratky a oznaenia maji nasledujici vyznam:

sacB: sacB-gén
ori V: replikaény poéiatok V
ori T: replikaény poCiatok T

Km-r: rezistencia na kanamycin



Kpnl:

HindIII:

HindII:
PstI:
SphI:
Xbal:
Sall:
SacI:
BfrI:
Scal:
BamHI:
EcoRI:
pck’:
pck’ ":
pck:

cielové
cielové
cielové
cielové
cielové
cielové
cielové
cielové
cielové
cielové
cielové

cielové

3'-koncovy fragment génu pck

5'-koncovy fragment génu pck

gén pck

miesto
miesto
miesto
miesto
miesto
miesto
miesto
miesto
miesto
miesto
miesto

miesto

23

reStrikéného
re8trik&ného
re3trikéného
reStrik&ného
reStrikéného
reStriké&ného
reStrikéného
re8trikéného
reStrikéného
reStrikéného
reStrikéného

re$§triké&ného

enzymu
enzymu
enzymu
enzymu
enzymu
enzymu
enzymu
enzymu
enzymu
enzymu
enzymu

enzymu

KpnI
HindIII
HindII
Pstl
SphI
Xbal
Sall
Sacl
BfrI
Scal
BamHI
EcoRI



Opis sekvencii

(1)
(A)
(B)
(C)
(D)
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INFORMACIE O SEKVENCII ID. C. 1
CHARAKTERISTIKA SEKVENCIE:

DLZKA: 3935 parov baz

TYP: deoxyribonukleova

POCET VLAKEN: dve

TOPOLOGIA: line&rna

(ii) TYP MOLEKULY: gendémové& DNA

(vi)

POVOD:

kyselina

(A) ORGANIZMUS: Corynobacterium glutamicum

(ix) CHARAKTERISTICKE RYSY:

(R)
(B)
(xi) OPIS

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

tagattagcc

MENO/KLOC: CDS
POLOHA:2022 aZ 3851

SEKVENCIE ID.&. 1:

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

aaccgccaat

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

aatgacaatt

tatcagaaat
gagtttggat
tgagatttaa
acgatgacat
actccggtgce
ctggcccacce
tgagcgatgg
attgtgattg
tggcccacca
gccttgggge
gttaaaagga
agttgtgctg
gttggtgtge
cccacggetg
actacqggqgqgc
atgacttcag

gccaccacaa

agacattatt
gaatccctag
gctttccgac
gaaagagcat
tctgtgataa
atgtggggct
ctcecagagyg
ctgtcttgga
tacccaaagg
cgaaatagta
agagcccgaa
ccgaggtgga
ccgecttaga
tgccaataga
ttgcagttcce
ttttgaatga

cagctaacgc

tgttattete
agcactacct
gattcticte
taaagcaatc
aaaatgcgca
gtatgtcgcece
aatcgtaaaa
tccaaaggac
aatccatgat
gaaatacact
agaaacccac
agcaaccatc
tcgcaaaatg
ccagcacaca
caatgcgatc
aggagagcgg

gaagaagaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

%00

960

1020



tctgegacga
agggaaccag
gaaggagtgg
cgttgtgcegce
acttcaacac
agtactggcc
tttttgatac
tttcaaagta
gttcggtagt
ttaaaaaggt
tggattgtga
ttgcctattg
aatgtgtgag
agaacggttg
tcatattaaa
aatgtgtccg

gggcgagaac

atc
Ile

agg
Arg

ggc
Gly

aac
Asn

atc
Ile

tgg
Trp

ttc
Phe

gtt
Val

gat
Asp
40

gtt
Val

gaa
Glu
55

gcc
Ala

tac
Tyr

agc
Ser
10

cta
Leu

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

tctgtcgaat

ctt
Leu

cag
Gln
10

g
G

gca
Ala
25

gac
Asp

g

tcc
Ser

(o
G

gga
Gly

acc
Thr

c
L

ggt
Gly

gct
Ala

t
S

cgt
Arg

Ala

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

gacacaaaat

gc
ly

gag
Glu

gcg
Ala

cc gtc

Val

gag
Glu

ag
In

gct
Ala

gag
Glu
45

tc
eu

atc
Ile
60

aaqg
Lys

cc
er
75

aac
Asn

cca
Pro

29

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

ctggagaagt

acc
Thr
15

ceg
Pro

aag
Lys

ctc
Leu
30

ttc
Phe

cag
Gln

tgg
Trp

gat
Asp

cgce
Arg

ctc
Leu

aac
Asn

gag
Glu

tct
Ser

gac
Asp

gtt
vVal
80

acaacaatga
cagcgtaget
gtgaaaccgc
aaagttgcaa
cgctagtgga
caaagttaag
tggggatgtg
gcttcaagta
atgtgagtgt
tcggccacta
ccgctgttet
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

gaa
Glu
65

aag
Lys

cgt
Arg

gte
vVal

gcg
Ala

cgc
Arg

gatgcccatg
tttggtcgaa
taaatgggag
tttcgcgaat
ttctgtegtt
atcagagcac
tgtgagtaat
catatcttta
aaatgttgtt
gcggagtget
tggcgttttg
tgtceccetgg
gaactgtcgg
acgggtgctc
ggtaatgaca
ctacgctagg
ct gct gca
hr Ala Ala
5

ctg

Leu
20

ctg
Leu

gtt
Val

gtg
Val

ctt
Leu

gat
Asp

ccg
Pro

aac
Asn

tee
Ser
85

gag
Glu

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

15690

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2036

2084

2132

2180

2228

2276
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cgc
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

tcec
Ser

tac
Tyr

gct
Ala

tac
Tyr

gce
Ala
280

gac
Asp

atc
Ile

cca
Pro
105

atg
Met

agc
Ser

gtt
vVal

gac
Asp

ggt
Gly
185

gac
Asp

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

gg9g
Gly

ccg
Pro

atg
Met
155

atc
Ile

cct
Pro

aag
Lys

tce
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

cte
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
Glu

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

gaa
Glu
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

gat
Asp

gaa
Glu

gtc
val

gqt
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
165

acc
Thr

ctg
Leu

gaa
Glu

cca
Pro

ggc
Gly
275

gct
Ala

ggc
Gly

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

tagg
Trp

gaa
Glu

aag
Lys

gga
Gly
245

ggc
Cly

acc
Thr

gtt
vVal

tac
Tyr

2324

2372

2420

2468

2516

2564

2612

2660

2708

2756

2804

2852

2900

2948



gca
Ala
310

tac
Tyr

ctqg
Leu

ggc
Gly

gac
Asp

tac
Tyr
390

gac
Asp

gca
Ala

acc
Thr

gaa
Glu

ttc
Phe
410

ggt
Gly

ttc
Phe

aac
Asn

gtt
Val

gca
Ala

tte
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

tcec
Ser

acc
Thr

gac
Asp
360

acc
Thr

gta
vVal

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
vVal
425

qgt
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
Ile

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-

tte
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

agt
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

tagg
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

ctg
Leu

ggc
Gly

gaa
Glu
530

ggc
Gly

ggc
Gly

tgq
Trp
355

atg
Met

aac
Asn

gag
Glu

gga
Gly

gag
Glu
435

gct
Ala

atg
Met

atc
Ile

gtc
Val

ttc
Phe
515

ggc
Gly

acce
Thr

aac
Asn
340

tag
Trp

ggc
Gly

tcc
Ser

tte
Phe

cgt
Arg
420

cac
His

tcc
Ser

ctc
Leu

gac
Asp

aac
Asn
500

ggc
Gly

cac
His

aac
Asn
325

acc
Thr

gaa
Glu

aac
Asn

cgt
Arg

aac
Asn
105

cgc
Arg

ggc
Gly

gca
Ala

cca
Pro

atg
Met
485

tgg
Trp

gac
Asp

gtt
val

2996

3044

3092

3140

3188

3236

3284

3332

3380

3428

3476

3524

3572

3620



ggc
Gly

gac
Asp
550

acc
Thr

tac
Tyr

ttc
Phe

gca
Ala
535

ctc

Leu

gct
Ala

ctc
Leu

gat
Asp

gac
Asp

gac
Asp

cct
Pro

act
Thr

gct
Ala
600

gag
Glu

ggc
Gly

gca
Ala

acc gtt
Thr Val

ctc gac
Leu Asp

555

gag cag
Glu Gln

570

ttc ctc gga
Phe Leu Gly

585

ctg

gtt gga

cac

Val Gly His

540

acc cca

att

Thr Pro Ile

tgg gca
Trp Ala

cca cgt
Pro Arg

aag

gcc
Leu Lys Ala

cgc att
Arg Ile Ser

605

aac
Asn

gtt
Val
590

tca

32

acc
Thr

gayg
Glu

gac
Asp
575

cct
Pro

gca
Ala

gct
Ala

gat
Asp
560

gtt
val

gca
Ala

gct
Ala

gcttaagaac tgctaaataa caagaaaggc tcccaccgaa

ttaagcgatg aatt

INFORMACIE O SEKVENCII ID. C. 2:
CHARAKTERISTIKA SEKVENCIE:

Met

Asn

Pro

Met

Glu

65

Ala

Ala

Met

Val

(1)

Thr

Lys

Glu

Ala

50

Lys

Arg

Gly

Ser

Pro
130

(A)

(B) TYP: protein
(C) ORGANIZMUS: Corynobacterium
(xi) OPIS SEKVENCIE ID.C. 2

Thr Ala Ala

Glu

Ala

35

Glu

Arg

Val

Pro

Lys

115

Phe

Leu

20
val
Asp
Pro
Glu
Thr
100

His

Cys

5

Leu

val

Leu

Asn

Ser

85

Asn

Tyr

Met

DLZKA: 610 aminokyselin

aag
Lys
545

gtc
val

gaa
Glu

gag
Glu

cac
His

gcc
Ala

aag
Lys

gac
Asp

gtt
Val

gct
Ala
610

gaa gac
Glu Asp

gaa gca
Glu Ala

aac gcc
Asn Ala

ctc
Leu

ctg
Leu

565

580

cac agc
His Ser

595

taaagttcac

gag
Glu

cag
Gln

agtgggagcc tttcttgrcg

Ile Arg Gly Leu Gln Gly

Asn

Phe

Val

Ser

70

Arg

Asn

Ala

Gly

Trp

Val

Glu

55

Tyr

Thr

Trp

Gly

Pro
135

Ile

Asp

40

Ala

Leu

Phe

Ala

Ser

120

Ile

Ala

25
Gly
Gly
Ala
Ile
Pro
105

Met

Ser

10

Asp

Ser

Thr

Arg

Cys

90

Pro

Lys

Asp

Ala

Gln

Leu

Ser

75

Ser

Gln

Gly

Pro

glutamicum

Glu

Val

Ala

Ile

60

Asn

Glu

Ala

Arg

Asp
140

Ala

Glu

Glu

45

Lys

Pro

Lys

Met

Thr

125

Pro

Pro

Leu

30

Trp

Leu

Ser

Glu

Lys

110

Met

Lys

Thr

15

Phe

Asp

Asn

Asp

Glu

95

Asp

Tyr

Leu

3716

3764

3812

3861

3921

3935

Lys

Gln

Arg

Glu

Val

80

Asp

Glu

Val

Gly



Val

145

Thr

Phe

Glu

Pro

Ala

225

Ala

Ile

Ala

Trp

Glu

305

Ala

Glu

Asp

Asp

His

385

Ala

Phe

Asp

Thr

Gln

Arg

Val

Asp

Glu

210

Ile

Arg

Asn

Cys

Thr

290

Asp

Pro

Pro

Ile

Trp

370

Pro

Pro

Gly

Trp

Ala
450

Leu

Met

Arg

Val

195

Thr

Leu

Glu

Pro

Gly

275

Ala

Gly

Gly

Gly

Trp

355

Met

Asn

Glu

Gly

Glu

435

Ala

Thr

Gly

Cys

180

Ala

Lys

Ala

Glu

Glu

260

Lys

Gln

Leu

Thr

Asn

340

Trp

Gly

Ser

Phe

Arg

420

His

Ser

Asp

Ile

165

Leu

Trp

Glu

Lys

Gly

245

Gly

Thr

val

Tyr

Asn

325

Thr

Glu

Asn

Arg

Asn

405

Arg

Gly

Ala

Ser

150

Glu

His

Pro

Ile

Lys

230

Trp

Lys

Asn

val

Ala

310

Tyr

Leu

Gly

Asp

Tyr

390

Asp

Ala

Thr

Glu

Glu

Ala

Ser

Cys

Trp

215

Cys

Met

Ala

Leu

Gly

295

Val

Ala

Phe

Met

Trp

375

Cys

Trp

Asp

Met

Ala
455

Tyr

Leu

vVal

Asn

200

Ser

Tyr

Ala

Tyr

Ala

280

Asp

Asn

Ser

Thr

Asp

360

Thr

vVal

Glu

Thr

val

440

Lys

33.

Val

Asp

Gly

185

Asp

Tyr

Ala

Glu

His

265

Met

Asp

Pro

Asn

Asn

345

Gly

Pro

Ala

Gly

Val

425

Gly

Val

Val

Lys

170

Ala

Thr

Gly

Leu

His

250

Ile

Ile

Ile

Glu

Pro

330

Val

Asp

Glu

Ile

Val

410

Pro

Ala

Gly

Met

155

Ile

Pro

Lys

Ser

Arg

235

Met

Ala

Thr

Ala

Asn

315

Ile

Ala

Ala

Ser

Asp

395

Lys

Leu

Leu

Thr

Ser

Gly

Leu

Tyr

Gly

220

Ile

Leu

Ala

Pro

Trp

300

Gly

Ala

Leu

Pro

Asp

380

Gln

Ile

Val

Leu

Leu
460

Met

Ala

Glu

Ile

205

Tyr

Ala

Ile

Ala

Thr

285

Leu

Phe

Met

Thr

Ala

365

Glu

Ser

Asp

Thr

Ala

445

Arg

Pro

190

Thr

Gly

Ser

Leu

Phe

270

Ile

Lys

Phe

Lys

Asp

350

His

Asn

Pro

Ala

Gln

430

Ser

His

Gly

175

Gly

Gln

Gly

val

Lys

255

Pro

Pro

Leu

Gly

Thr

335

Asp

Leu

Ala

Ala

Ile

415

Thr

Gly

Asp

Gln

Phe

Asn

Met

240

Leu

Ser

Gly

Arg

Val

320

Met

Gly

Ile

Ala

Ala

400

Leu

Tyr

Gln

Pro



Met

465

Asn

Phe

Pro

Ile

Lys

545

Val

His

Ala

Trp

Leu

Gly

Glu

530

Ala

Lys

Asp

Val

Ala
610

Met

Ile

Val

Phe

515

Gly

Glu

Glu

Asn

His
595

Leu

Asp

Asn

500

Gly

His

Asp

Ala

Ala

580

Ser

Pro

Met

485

Trp

Asp

Val

Leu

Leu

565

Glu

Gln

Phe

470

Gly

Phe

Asn

Gly

Asp

550

Thr

Tyr

Phe

Ile

Asn

Arg

Ser

Ala

535

Leu

Ala

Leu

Asp

Gly

Lys

Arg

Arg

520

Asp

Asp

Pro

Thr

Ala
600

34

Tyr

Gly

Gly

505

Val

Glu

Gly

Ala

Phe

585

Leu

Asn

Gly

490

Glu

Leu

Thr

Leu

Glu

570

Leu

Lys

Ala

475

Asp

Asp

Lys

Val

Asp

555

Gln

Gly

Ala

Gly

Lys

Gly

Trp

Val

540

Thr

Trp

Pro

Arg

Glu

Met

Arg

Val

525

Gly

Pro

Ala

Arg

Ile
605

Tyr

Pro

Phe

510

Ile

His

Ile

Asn

Val

590

Ser

Leu

Ser

495

Leu

Asp

Thr

Glu

Asp

575

Pro

Ala

Gln

480

Ile

Trp

Arg

Ala

Asp

560

Val

Ala

Ala
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PATENTOVE NAROKY

1. Polynukleotid izolovany 2z koryneformnych baktérii,
ktory obsahuje polynukleotidovi sekvenciu, vybranu zo skupiny

tvorenej:

a) polynukleotidmi, ktoré sG aspoii na 70 % identické
s polynukleotidom kédujicim peptid, ktorého
aminokyselinovad sekvencia je uvedena v sekvencii id. ¢&.
2,

b) polynukleotidmi, ktoré su asponn na 70 % identické
s polynukleotidom kédujucim uvedeny polypetid,
nachddzajicim sa v plazmide pEK-pckA (vid obrazok 1)
respektive na plazmide pEK-pckB (vid obrazok 2),

c) polynukleotid, kébdujici peptid, ktory obsahuje
aminokyselinova sekvenciu, ktord ije asponi na 70
identickd so sekvenciou aminokyselin podla sekvencie
id.¢.: 2,

d) polynukleotid, komplementdrny k polynukleotidu podla a),
b) alebo c) a

e) polynukleotid, obsahujici aspofl 15 za sebou idicich ba:z

z polynukleotidovej sekvencie podla bodov a), b), ¢):alebo ),

2. Polynukleotid podla naroku 1, pricom ide o]
replikovatelnd, vyhodne rekombinantnu DNA.

3. Polynukleotid podla naroku 1, pricom ide RNA
polynukletid.

4. Polynukleotid podla naroku 2, obsahujici nukleotidovu

sekvenciu podla sekvencie id.&.:1.
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5. Replikovatelnd DNA podla naroku 2 obsahujuca:
(1) nukleotidovii sekvenciu podla sekvencie id.¢.: 1,
alebo

(ii) aspon jednu sekvenciu, ktora zodpoveda
sekvencii podla bodu (i) vzhladom

na degeneraciu genetického kdédu alebo

(iii) aspofi jednu sekvenciu, ktord hybridizuje so
sekvenciou podla bodu (i) alebo (ii) alebo

s komplementdrnymi sekvenciami, a popripade

(iv) funk&éne neutradlne mutdcie v sekvencii podla

bodu (i).
6. Polynukleotidovd sekvencia podla naroku 2, v y-
znadcduijaca s a tym ' Ze kéduje polypeptid,

ktorého aminokyselinovd sekvencia obsahuje sekvenciu id.&.: 2.

7. Vektor pEK~pckA podla obrazka 1.

8. Vektor pEK-pckB podla obrazka 2.

9. Vektor pKl9mobsacBApck podla obréazka 3, ktory bol uloZeny
v bunkdch E.coli kmefia DH5a pod &islom DSM13047.

10. Hostitelské bunky koryneformnych baktérii obsahujuce
Iubovolny z vektorov podla né&rokov 6 aZ 8 alebo obsahujuce

deléciu Apck.

11. Spésob fermentaénej vyroby L-aminokyselin, v y-

znacujuci s a tynm p ie sa pouzZiju

baktérie, pricom sa



12.

13.

14.

15.

a) oslabi polynukleotid podla nadroku 1 alebo sa zniZi

aktivita polypeptidu, kédovaného tymto polynukleotidem

b) koncentréacia poZadovaného produktu sa zvySuje

v kultivaénom médiu alebo bakteridlnych bunkach a

c) izoluje sa produkt.

Spésob podla naroku 11, vy znadc¢ujuci s a
tym ’ Ze sa pouZiju baktérie druhu Corynobacterium

glutamicum.

Spésob podla naroku 11, vy znacuijuci s a
t ym , Ze sa na oslabenie pouZije integracnd mutagenéza
pomocou plazmidu pKl9mobsacBApck podla obrazka 3 a
uloZeného pod &islom DSM13047.

Spbdsob podla ndroku 11, vy znac¢cujuci s a
tym , Ze sa na vyrobu L-lyzinu pouZijd baktérie, v

ktorych je

e sGcasne zvySend expresia génu dapA pre dihydropikolinat-

syntazu a/alebo

e suUCasne amplifikovany fragment DNA sprostredkovavajuc:
rezistenciu na S-(2-aminoetyl)-cystein.

Spésob podla nadroku 11, vy znadcujuiuaci s a
t ym, Ze sa na vyrobu L-treoninu pouzZiju baktérie, =
ktorych je sGcCasne zvy3ena expresia génu hom pre homoserin-
dehydrogenazu a/alebo je sulasne zvySenid expresia alely
hom®, respektive hom™F kédujicej homoserindehydrogenaz:

rezistentnli na spitnovazbovi regulaciu.
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