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Zpusob fermentativni vyroby kyseliny D-
pantotenové za pouZiti koryneformnich bakterii

(57)Anotace:

Popisuje se zpiisob vyroby kyseliny D-pantotenové fermentaci
koryneformnich bakterii, pfi kterém se pouZiji bakterie, ve
kterych se zesili, zejména nadmé&mg exprimuje sekvence
nukleotidu (pyc-gen) kédujici pyruvétkarboxyldzu (EC-
&islo6.4.1.1), ptiemz se provadi nasledujici kroky: a)
fermentace bakterii produkujicich kyselinu d-pantotenovou, ve
kterych je prinejmensim zesilen gen kddujict
pyruvatkarboxyldzu, b) obohaceni kyseliny D-pantotenové v
médiu nebo v buitkach bakterii a c) izolace produkované
kyseliny D-pantotenové.




Zplsob fermentativnf vyroby kyseliny D-pantotenové za po-
u¥it{ kxoryneformnich bakterif

- o o> 2 Yo o ot e won -

Vynédlez se tykd zplsobu fermentativn{ vyroby kyseli-
ny D-pantoténové za pouZitf koryneformnfch bakterif, ve
kterych je p¥i nejmen3{im zesflen pyc-gen.
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Kyselina pantotenové predstavuje komerin& vy znamny
vitamin, ktery se pou¥f{vé v kosmetice, 14ka¥stvi, lid-
ské vy¥ivé a v krmivu pro zviFata,

Kyselina pantotenové se miZe vyrdb&t chemickou syn-
tézou nebo biotechnicky fermentac{ vhodnych mikroorganis-
md ve vhodnych ¥ivnych roztocfch. P#i chemické syntéze
je ddle¥itym mezistupn&m DL-pantolakton. Tento se vyré-
bf{ n¥kolikastupnovym zplsobem z formaldehydu, isobuty-
raldehydu a kyanidu. P¥i dal¥fch stupnfch zpisobu se ra-
cemické sm&s rozd&l{, D-pantolakton se kondenzuje @
{b-alaninem a tak se z{skd po¥adovand kyselina pentote-
nova, '

P¥ednost vyroby fermentac{ mikroorganismi spolfvé
v p¥fmé tvorb& poZadované stereoisomern{ D-formy, kte-
rd neobsahuje kyselinu L-pantotenovou. '

RGzné druhy bakterif, jako nap¥{klad B, Escheri-
chia coli, Arthrobacter ureafaciens, Corynebacterium
erythrogenes, Brevibacterium ammoniagenes a rovné&Z kva-
sinky, jako nap*{klad B, Debaromyces castellii, mohou
jak je to uvedeno v EP-A O 493 060, produfkovat v %iv-
ném roztoku, ktery obsahuje glukézu, kyselinu DL-panto-
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inovou a{g-alanin, kyselinu D-pantotenovou, EP-A-0O
493 060 déle uvéd{, ¥e se u Escherichia coli pomoct
amplifikace biosyntéznich gend kyseliny pantotenové

z B, coli, které jsou obsaZeny na plasmidech pFV3 a
pFV5, v ¥ivném roztoku, ktery obsahuje glukdzu, kyse-
linu DL-pantoinovou a ﬁhalanin, zlep${ tvorba kyseli-
ny pantotenové,

EP~A-~ O 590 857 a US patent 5, 518 906 popisujf
mutanty odvozené od kmene IF03547 Escherichia coli, .
jako nap¥fklad FV5714, FV525, FV521, FV22l, FV60S1 a
FV5069, které nesou rezistenty vad¢i rlznym metaboli-

t&m jeko nap®fklad kyselin& salicylové, kyselin& ol-keto-
isovalerové, Kyselind ﬂ-hydroxyasparagové, O-methylthre-
oninu a kyselin& ol -ketoisovalerové, Tyto produkujf v
¥ivém roztoku, ktery obsahuje glukdzu, kyselinu panto-
inovou, a v ¥ivném roztoku, obsahujfcim glukdzu a = -
alanin, kyselinu D-pantotenovou. V EP-A O 590 857 a

v US patentu 5, 518 206 se ddéle uvédi{, Ze po amplifika-
cl biosyntéznich genl kyseliny pantotenové, které Jsou
obsa¥eny na plasmidu pFV3l, se ve shora uvedenych kme-
nech v #ivnych roztoctch obsahujfefch glukdzu, zlep-

31 produkce kyseliny D-pantoinové a v #ivném roztoku,
ktery obsahuje glukdézu a -alanin, se zlep3{ produkce
kyseliny D-pantotenové,

74kladn{ dlohou vyndlezu je dét k dispozici nové
zédklady pro zlepseny zplsob vyroby kyseliny pantoté-
nové za vyu?iti{ koryneformnich bakterif,

Podgstata vyndlezu

—————————— g g uuigey

Vitamin kyselina pantotenové p¥edstavue_komer&né&
vyznamny produkt, kt:ry se pouZfvéd v kosmetice, l4ka¥-




stvi, humdénn{ vy%iv¥& a v krmivech pro zvi¥ata., V3eobec-
B¢ se priklédd velky vyznam tomu, aby byl k dispozieci
zlepSeny zplsob vyroby kyseliny pantotenovs,

Jestli?e se ddle mluv{ o kyselind D-pantotenové
nebo kyselin& pantotenové nebo o pantotendtu, Jjsou tim
min&ny nejen volné kyseliny, nybrZ i sole kyseliny D=
pentotenové, jako nap¥fklad vépenatd sil, sodnd sdl,
amonnd sdl nebo draselnd sdl.

P¥edm&tem vyndlezu je zplsob fermentativn{ vyroby
kyseliny D-pantotenové za pou¥itf koryneformnich bakte-
rif, ve kterych se zesiluje sekvence nukleotidu kodu-
Jtetl enzym pyruvatkarboxyldzu /EC-8fslo 6.4,1.1/, a ze-
Jjm3na se nadmérn& exprimuje,

PouZité kmeny produkujf pop¥{padd Ji%Z p¥ed zesfle-
nim pyc-genu kyselinu D-pantotenovou,

Vyhodné formy provedenf jsou popsdny v narocfch.

Pojem "zesflen{" popisuje v této souvislosti zvy-
Senf intraceluldrnf aktivity jednoho nebo n&koliks enzy-
md v mikroorganismu, které se kodujf vhodnou DNA, tim Zw
se nap¥tklad zvy3{ poet kcpif genu pop¥{pad¢ gend, po-
uZije se silny promotor nebo se pouZije gen, ktery kodu-
Je odpovidajfct enzym vysokou sktivitou s popt{pad&
kombinuje tato opat¥ent,

Mikroorganismy, které jsou predmdtem p¥edloZeného
vyndlezu, mohou kyselinu D-pantotenovou vyrédbét z glu-
kézy, sachardzy, laktdzy, fraktdzy, maltdzy, melasy,
8krobu, celuldzy nebo z glycerinu a ethanolu. Jedng se
0 zdéstupce koryneformnich bakterif, zejména druhu Cory-
nebacterium., U druhu Corynebacterium je t¥eba uvést pfe-
dev3{m druh Corynebacterium glutamicum, o n&m#¥ je odbor-
nému sv&tu znsémo, ¥e produkuje L-aminokyseliny,




Vhodné kmeny druhu Corynebacterium , zejména druhu
Corynebacterium glutamicum, jsou naptiklad zndémé typy
divokych kment.

CorynebécteriUm glutamicum ATCC13032
Corynebacterium acetoglutamicum ATCC15806
Corynebacterium acetoacidophilum ATCC13870
Corynebacterium thermoaminogenes FERM BP-1539
Brevibacterium flavum ATCC14067
Brevibacterium lactofermentum ATCCL3869 a
Brevibacterium divaricatum ATCC14020
a z nich vyrobvené mutanty produkujfcf kyselinu D-panto-
tenovou,

Bylo nalezeno, koryneformn{ bakterie po nadmdrné
expresl pyc-genu kodujfctho pro pyruvatkarboxylézy /EC-
&{slo 6.4.1.1./ produkujf zlepSenym zplsobem kyselinu
pantotenovou.

Pyc-gen koduje pro enzym pyruvdatkarboxylézu /EC-
&{slo 6.4.1.1./, ktery katalyzuje karboxylaci pyruvatu
na octan kyseliny oxalové, Sekvence nukleotidu pyc-ge-
nu je zvetejnéna v DE-A-198 31 609 a byla rovn&# popsé-
na Koffas et al. /Applied Microbiology and Biotechno-
logy 50, 346-352 /1998// a Peters-Wendisch et al. /Mi-
crobiology 144, 915-927 /1998//. Tato je obecn& k dispo-
zici u Nukleotidsequenzdaten-Bank des National Center
for Biotechnology Information /NCBI, Bethesda, MD,USA/
pod accession number Y03548. Pyc-gen popsany na uvede=-
nych mi{stech textu se miZe pou’{vat podle vynédlezu, Dé-
le se mohou pou¥fvat alely pyc-genu, které vyplyvajt
z degenerace genetického kédu nebo se zfskajf z funkZn&
neutrélnfch odpovidajfctch mutacf{ / sense mutation/.

Pro dosafenf uesflenf / nap¥fklad nadm&rnou axpre-




st/ se zvy3{ nap¥iklad podet kopif p¥{sludnych genil

nebo mutuje region promotoru a reguladn{ region nebo
vazebn{ mfsto m{sto ribosomd, které se nachdz{ ve sm¥ru
proti prtoudu struktury genu. Pomoc{ indukovatelnych
promotord je ddle mo¥né zvy3it expresi behem fermen-
tagnf tvorby kyseliny pantotenové, Pomoc{ opat¥ent
slou¥f{cich k prodlou¥enf{ ?ivotnosti m-RNA se rovn&%
zleps{ exprese. Ddle se zabrdné&nim odbourén{ proteinu
enzymu rovnd¥ zesf{l{ aktivita enzymu. Geny nebo kon-
strukce gend jsou p¥i tom p¥ftomny bud v plasmidech s
raznym podtem kopif nebo jsou integrovény v chromosomech
a amplifikovdny v chromosomech. Alternativné& se mGZe
ddle dosdhnout nadm&rné exprese doty&nych genl zm&nou
slo¥enf médif a vedenim kultivace.

Ndvody k tomu najde odbornfk mimo jiné u Martin
et al. /Bio/Technology 5, 137-146 /1987//, u Guerrero
et al.,/Gene 138, 35-41 /1994/, Tsuchiya a Morinaga
/Bio/Technology 6, 428-430 /1988//, u Eikmanna et al.
/Gene 102, 93-98 /1991//, v evropském patentovém spisu
EPS O 472 869, v US patentu 4, 601 893, u Schwarzer
a Plhler /Bio/Technology 9, 84-87 /1991/, u Reinscheid
et al. /Applied and Environmental Microbiology 60, 126~
-132 /1994/. u Lassarre et al., /Journal of Bacterio-
logy 175, 1001-1007 /1993/, v patentové p¥ihl#3ce WO
96/15246, u Malubres et al. /Gene 134, 15-24 /1933/,
v japonském zvetejhovacim spisu JP-A-10-229891, u Jen-
sen und Hammer /Biotechnology and Bioengineering 58,
191-195 /1998/ a ve zndmych ulebnicfch genetiky a mole-
kuldrn{ biologie.

P¥{klad plasmidu s JehoZ pomoc{ se pyruvatkarboxy-
léza nadmdrnd exprimuje, je plasmid pVWExlpyc, ktery




206
o088
L XX ¥
sass

je zvetejnin v DE-A-198 31 609, a spo¥{vd na vycho-
z{m vektoru pVWExl. Plasmid pVWExl obsahuje Jjako

slo?ky mimo Jjiné sekvence plasmidu pBL1l, tac-pro-
motor a lacI%-alelu. Jiné v C. glutamicum repliko-
vatelné vektory plasmidu, jako nap¥{klad pEKExl /Eik-
manns et al., Gene 102:93-98 /1991/ / nebo pZ8-1
evropsky patentovy spis O 375 889/, se mohou pouZf-
vat stejnym zplsobem,

Déle m8¥e byt pro produkci kyseliny pantotenové
vyhodné, vedle genu kodukfcfho pyruvdtkarboxylézu,
zesilovat nebo zejména nadm¥rn& exprimovat jeden ne-
bo n&kolik gend kodujfcich biosyntézn{ cestou enzymy
kyseliny pantotenové, jako nap¥fklad

panD-gen kodujfc{ aspartatdekarboxyléazu /Dusch
et al., Applied and Environmental Microbiology
65, 1530-1539 /1399/ nebo

nanB-gen kodujfcf ketopantodthydroxymethyltrans-
ferdzu /Sahm et al., Applied and Environmental
Microbiology, 65, 1973-1979 /1999/ nebo

panC-gen kodujf{c{ pantotenétsynthetasu /Sahm et
al., Applied and Environmental Microbiology 695,
1973-1979 /1999/ nebo :

11vD-gen kodujfc{ dehydratézu dihydroxykyseliny.

Déle mi¥e byt pro produkei kyseliny pantotenové
vyhodné, kdyZ se vedle nadm&rné exprese zabréni prﬁ-
b&hu ne¥éddoucich vedlejsdfch reakef pyruvétkarboxylé-
zy. /Nakayama: "Breeding of Amino Acid Producing Mi-
croorganisms", v : Overprodukction of Microbial Pro-
ducts, Krumphanzl, Sikyta, Vanek /eds./, Academic
Press, London, UK, 1982/.




Mikroorganismy vyrobené podle vyndlezu se mohou
kultivovat kontinudln& nebo diskontinudln¥ zplisobem batch
vsdzkovéd kultivace/ nebo fed batch /p¥{tokovy zplsob/ ne-
bo repeated fed batch zplisobem / opakoveany p¥itokovy zpl-
sob/ pro produkei kyseliny pantotenové,.

Souhrn zndmych kultivadnfch metod je v uéebnici

Chmiel /Bioprozesstechnik 1. Einfthrung in die bioverfah-

renstechnik /Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, 1991/ nebo

v udebnici Storhas /Bioreaktoren und periphere Einrichtun-
gen /Vieweg Verlag, Braunschweig/Wiesenbach, 1994/.

Kultivadn{ médium které se mé pouZivat, mus{ vhod-
nym zplsobem odpovidat ndrokim stédvajicich mikroorgamismd.

Popisy kultivadn{ch médif{ rdznych mikroorganismd jsou
obsaZeny v p¥irudce "Manual of Methods for General Bacte-
riology" der American Society for Bacteriology/ Washing-
ton D.C., USA, 1981/. Jako zdroj uhlfiku se mohou pouZivat
cukr a uhlohydréty, jako nap*fklad glukéza, sachardza, lak-
téza, fruktdéza, maltdza, melasa, Skroby a celuldza, oleje
a tuky, Jako nap¥fklad sojovy olej, slune&nicovy olej,
podzemnicovy olej a kokosovy olej, mastné kyseliny, Jako
naptfklad kyselina palmitovd, kyselina stearovéd a kyseli-
na linctovéd, alkoholy Jjako nap*fklad glycerin a ethanol
a organické kyseliny jako naptiklad kyselina octovd., Tyto
14tky se mohou pouZ?fvat jednotliv& nebo ve sm&si. Jako
zdroj dusfku se mohou pouZ{ivat organické sloudeniny, ob-
sahujf{e{ dustk, jako nap¥{klad peptony, extrakt kvasnic,
masovy extrakt, sladovy extrakt, pramenitd vpda z kuku¥ice,
moulka ze sojovych bobl a mofovina nebo anorganické slou-
Seniny Jjako nap¥fklad sfran amonny,chlorid amonny, fosfo-
rednan amonny, uhli&itan amonny a dusi&nan amonny. Zdroje
dusfku ae mohou pouZfvat jednotlivé nebo jako sm¥&s. Jako




zdroj fosforu se mohou pou¥{ivat dihydrogenfosfore&nan
draselny nebo hydrogenfosforednan dvojdraselny nebo od-
povidajfc{ sole obsahujfc{ sodf{k.Kultivain{ médium mu-
s ddle obsahovat sole kovd, jako nap¥fklad sfran ho-
tenaty nebo sfran ¥eleza, které jsou nezby tné pro rist.
Konedn& se mohou pou¥fvat esencielnf ristové létky, Jja-
ko aminy a vitaminy p¥fdavn¥ ke shora uvedenym latkdm.
Ke kultivantmu_médiu se pro dalst zvySeni produkce ky-
seliny pantotenové mohou p¥iddvat p¥edstuoni kyseliny
pantotenové, jako nap¥fklad aspartét, /3-alanin, keto-
isovalerdt, kyselina ketopantoinovéd nebo kyselina pan-
toinovéd a pop*{pad& jejich sole. Uvedené p*fdavné 1lét-
ky se mohou p¥iddvat ke kultu¥e ve form& jednordzové
vsézky nebo se mohou vhodnym zpisobem p¥iddvat b&hem
kultivace.

Pro kontrolu pH kutury se p¥idédvajf vhodnym zpl-
sobem zdsadité sloueniny jako nap¥fklad hydroxid sodny,
hydroxid draselny, amoniak nebo kyseld sloudeniny Jako
naptiklad kyselina fosfore¥nd nebo kyselina sf{rovd, Pro
kontrolu vyvoje p&ny se mohou p*iddvat odp&fiovac{ pro-
sttedky jako nap¥fklad polyglykolester mastné kyseliny.
Pro udrZen{ stability plasmidd se mohou k médiu priddvat
vhodné, selektivn& ud&inné létky, nap¥fklad antibiotika.,
Aby se udrZely serobn{ podmfnkyzavéd{ se do kultury ky-
slfk nebo plynné sm&si, obsahujfc{ kysel{k, jako nap¥{f-
klad vzduch, Teplota kultury se pohybuje normdln¥ okolo
20 ° a% 45 °C a s vyhodou okolo 25 °C a¥ 40 °C. V kul-
tivaci se pokraduje tak dlouho dokud se nevytvo*f maxi-
mum kyseliny pantotenové., Tento c¢{l se obvykle dossdhne
b&hem 10 hodin a#% 160 hodin,

Koncentrace vytvo¥ené kyseliny pantotenové se miZe
stanovit zndmymi zplsoby /Velisek: Chromatographic Scien-




ce 60, 515-560 /1992/,

Nésledujfc{ mikroorganismus byl ulo¥en bei der Det-
schen Semmlung fUr Mikroorganismen und Zellkulturen
/DSMZ, Braunschweig, Deutschland/ podle budape3stkd
dmluvy 1. &ervence 1999

Corynebacterium glutamicum DG52-5/pVWExlpye jako
DSM12893.

bl el R T R P R A ¥ Spstutouhrghy

PredloZeny vyndlez je ddéle blf{¥e vysvitlen pomoc {
p¥{klady provedent.

Za timto udfelem byly provedeny pokusy s kmenem
ATCC132AilvA chudym na isoleucin, ktery byl uloZen jako
DSM12455 bei der Deutschen Sammlung flr Mikroorganismen
und Zellkulturen in Braunschweig /Deutschland/ podle bu-
dape3tsté umluvy.

P¥{klad 1
Vyroba kmene ATCC13032 ivA/pVWElpyc

Pomoc{ elektroporace /Tauch et al., 1994, FEMS Mi-
crobiological Letters, 123:343-347/ plasmidu pVWExlpyc
/DE-A-198 31 609/ %o kmene C. glutamicum ATCC13032411vA
& nédsledujfct seleke{ na LB-agaru /Lennox, 1955, Viro-
logy, 1:190-206/ + 25 ug/ml kanamycinu se z{skal kmen
ATCC13032A411vA/pVWEx1pyc.

P#{klad 2
Vyroba kyseliny pantotenové

Tvorba pantotendtu pomoc{ kment C.glutamicum ATCC13
032a1lvA a ATCC1303241lvA/oVWExlpye byla zkouSena v médiu
CGXII /Keilhauer et al., 1993, Journal ofBacteriology,
175:5595-5603; tabulka 4/, které bylo suplementovdno s
25 pg/mlkanamycinu a 25 ug/ml isoleucinu., Toto médium se
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ddle oznaduje jako C. glutamicum testovac{ médium. Po

50 ml &erstv® nasazeného C» glutamicum testovactho mé-

dia bylo nao&kovénol6 hodin starou p¥edkulturou stejné-

ho média, tak, aby optickd hustotm suspense kultury/o.D.580ﬁ
byla na za&étku inkubace0O,l, Po 24hodinové inkubaci p¥i

30 % a 175 ot/minbyla urovdna optickd hustota /O'D’SSO/
kultury a nakonec byly bunky odstrandny 1Ominutovym od-
st¥edovdntm p¥i 5000 g a p¥esah byl sterilizovén.

Pro stanoven{ optick$ hustotyse pou¥il Novaspec II
fotometr firmy Pharmacia /Freiburg, Deutschland/ p¥i dél-
ce mé&Yenych vlin 580 nm.,

Kvantifikace D-pantotendtu v p¥esahu kultury se pro-
véd&la pomoc{ Lactobacillus vlantarum ATCC 8014 podle
ddajd v prfrudce firmy DIFCO /DIFCO MANUAL, 10" Edition,
s. 1100-1102; Michigan, USA/. Pro kalibraci byla pou¥ita
hemivépenatd sOl pantotenétu firmy Sigma /Deisenhofen,
Deutschland/.

Vysledky produkce pantotendtu pomoc{ kmend ATCC130-
32411vA a ATCC130324ilvA/pVWExlpye Jsou shrnuty v tabul-
cel .,

Tabulka 1
kmen gen hustota koncentrace
bun&k oD /ng/ml/
O . S
ATCC13032 ilvA - 11,3 - 3,8

ATCC13032 ilvA/pVWWxlpyc pyc 9,3 ' 8,5
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P¥{klad 3
Vyroba plasmidu pXT-panD

3.1 Vyroba kolisavého vektoru E. coli-C-glutami-
cum nEC-XTIJA '

Jako vychoz{ vektor pro konstrukeci Shuttle-expres-
ntho vektoru E, coli-C-glutamicum pEC-XT394 byl pouZit
expresn{ vektor E.coli pTRCIJ9A /Amann et al., 1988,

Gene 69:301-315/, Po BspHI restrikénim $t&peni{ /Roche
Diagnostics GmbH,. Mannheim, Deutschland, Produktions-
beschreibung BspHI, Product No. 1467123/ a nédsleduj{-
ci{m zpracovédn{ podle Klenowa /Amersham Pharmacie Biotech.
Freiburg, Deutschland, Produktionsbeschreibung Klenow
Fragment of DNA Polymerase I, Product No., 27-0928-01;
Methode nach Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning:

A laboratory Manual, Cold Spring Harbor/ byl resistent-
n{ gen ampicilinu /bla/ vym&n&n za tetracyklonovy re-
sistentnt gen C-glutamicum plasmidu pAGl /GenBank Acces-
sion No, AF121000/. Za tfm dlelem byla oblast nesoucft
rezistentnf{ gen jako Alul fragment /Amerham Pharmacia
Biotech., Freiburg, Deutschland, Produktionsbeschrel-
bung Alul No, 27-0884-01/ klonovéna v linearizovaném
expresnim vektoru E, coli pTRCI9A, Ligace byla provede-
na tak, jak to bylo popsdno Sambrookem et al.,/1389,
Moleculac Cloning: A laboratory Manual, Cod Spring Har-
bor/, ptiZem# sm8s DNA s T4-ligdzou /Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg, Deutschland, Produktionsbeschrei-
bung T4-DNA-Ligase, Produect No. 27-0870-04/ byla inku-
bovédna p¥es noc, Tato liga&n{ smé€s byla potom elektro-
porirovéna do kmene E. coli /Grant, 1930, Proceedings

of the National Academy of Science: U,S.A.,87:4645-4649/
/Teach et al, 1994,FEMS Microbiology Letters, 123:343-
7/. Zkonstruovany expresni vektor E. coli byl oznalen
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 pXTI94.

Jako bdze pro klonovédn{ minimélnfho replikonu z
Corynebacterium glutamicum se pouZil plasmid pGAl
Sonnen et al., 1991, CGene, 107: 69-74/. Ball/PstI-restrunk-
¢nim ¥t&penim /Promega GbmH, Mannheim, Deutschlénd,Pro-
duktbeschreibung Ball, Produkt No, R66917 Amersham Phar-
macia Biotech., Freiburg, Deutschland Produktbeschrei-
bung PstI, Produkt No, 27-0976-01/ vektoru pGAl se mohl
klonovat 3484 bp velky fragment do vektoru pKl8mob2 _
/Tauch et al,, 1998, Archives of Microbiology 169:303-
312/ fragmentovaného Smal a Pstl /amarsham Pharmacia Bio-
tech, Freiburg Deutschland, Produktbeschreibung Smal, Pro-
dukt No, 27-0942-02, Produktbeschreibung PatI, Produit
No., 27.0876-01/., Pomoc{ BamHIPXhoIl restrink&nfiho 3tépeni
/Amersham Pharmacia Biotech., Freiburg, Deutschland, Pro-
duktbeschreibung BamHI, Produ:t No, 27-0950-01/ a né-
sledujfcim zpracovdnim podle Klenowa /Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg, Deutschland, Productbeschreibung Klenow
Fragment of DNA Polymerase I, Product No, 27-0328-01/;
Methode nach Sambrook et al.,, 1989, Molecular Cloning: A
laboratory Manual, Cold Spring Harbor/se deletoval 839 bp
velky fragment. Z konstruktu religovanému T4-ligasou
/Amersham Pharmacia Biotech., Freiburg, Deutschland, Pro-
duktionsbeschreibung T4-DNA-ligase, Product No, 27-0870-04/
se mohl klonovat C.glutamicum minimdln{ replikon jako
2645 bp velky fragment do expresniho vektoru E. coli pXT
294, Za tim dlelem se DNA konstruktu nesouc{cho minimdlnf{
replikon 3t&pila restrinkdnimi enzymy KpnI / Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland, Produkt beschrei-
bung KpnI, Product No. 27-0308-01/ a PstIl /Amarsham Phar-
macia Biotech., Freiburg, Deutschland, Produktbeschreibung
PstI, Product No, 27-0886~03/ a pttom se pomoc{ Klenovy
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polymerdzy /Amersham Pharmacia Biotech., Freibunrh,’
Deutschland, Produktbeschreibung K1lenow Fragment of DNA
Polymerase I, Product No, 27-0928-01/ provedlo zpraco-
vén{ 3< 51 exonukledzou /sambrook et al., 1989, Mole-
cular Cloning: A laboratory Manual, Cold Spring Harbo-
ry/ .

V paraleln{ vsdzce byl expresn{ vektor E. coli nXT
994 roz3tdpen restrinkdnim enzymem RsrII / Roche Diaw
gnostica, Mannheim, Deutschland, Produktbeschreibung RsriI,
Product No, 1232587 a s Klenovou polymerdzou /Amerham
Pharmacia Biotech.,,Freiburg, Deutschland, Klenow Fragment
of DNA Polymerase I, Product No, 27-0928-01/ p¥ipraven
k ligaci. Ligace minimdlntho replikonu s konstruktem vek-
toru pXTJ9A byla provedena , Jjek je to popséano Sambrrokem
et al., /1989, Molecular Cloning: A laboratory Manual,
Cold, Spring, Harbor/, p%ilem? smé&s DNA a T4-ligasodu
/Amersham Pharmacia Biotech., Freiburg, Deutschland, Pro-
duktbeschreibung T4-DNA Ligase , Product No. 27-0870-04/
se inkubovala p¥es noc.

Takto zkonstruovany E.coliéélutamicum Shuttledv
expresni vektor niC-XTI9A se transformoval pomoci elektro-
porace do C-glutamicum DSM571%5., Selekce transformantd se
provédéla na LBHIS agaru, sestdvajictho z 18,5 g/1'boul-
lionu mozku a srdce, 0,5 M sorbitolu, 5 g/lbacto-tnptonu,
2,5 8/1 bacto-yeset extraktu, 5 g/1 NaCl a 18 g/I bacto-
agaru, ktery byl dopln&n 5 mg/ltetracyklinu, Inkubace se
provddéla dva dny p#i 33 °c,

Plasmid DNA byl izolovdn z transformantd obvyklymi
metodami /Peters-Wendisch et al., 1998, Microbiology, 144,
915=927/ t¥ezdn restrikdni endonukledzou HindIII a plasmid
byl ptezkouden nésledujfc{ elektroforézou s agarozovym
gelem,




14

Takto z{skany konstrukt plasmidu byl oznalen Jjako
pEC-XT99A, a je zndzorndn na obr. 1. Kmen, z{skany elektro-
porac{ plasmidu pEC-XTI9A v do kmene Corynebacterium glu-
tamicum DSM5715, byl nazvén DSM5715/pEC-XTI9A a uloZen ja-
ko DSM12967 ¥ bei der Deutschen Sammlung flr Mikroorganismen
und Zellkulturen /DSMZ, Braunschwelg, Deutschland/ podle
budapedtské dumluvy.

3,2 Vyroba plasmidu pXT-panD

Vychdzeje ze sekvenc{ nukleotiddgenu panD C.glutami-
cum ATCCL3032 /Dusch et al., /Applied and Environmental
Microbiology 65/4/, 1530-1539 /1939/ a DE 1985313.7/ Dbio-
syntézy pantotendtu, byly PCR-primery vybrény tak, aby
amplifikovany fragment obsahoval gen s jeho n:tivnimi va-
zebnimi m{sty ribosomi. 405 bp velky fragment amplifikova-
ny s PCR-primerem panD-Cgl/5 * .CATCTCACGTATGAATTCT-3"/ =
nanD-Cg2 /5 -ACGAGG”TTGCAGCAATA -3/ byl v disledku ddajld vy-
robce ligovén vektoru pCR 2.1 /Original TA Cloning Kit,
Tnvitrogene /Leck, Niederlande/, Produktbeschreibung Ori-
ginal TA CloningR Kit, Cat. no KNM2030-01/ a potom trans-
formovén do kmene E. coli TOPLOF /Katalog " Invitrogen
2000" firmy Invitrogen, Groningen, Niederlande/. Selekce
na transformantech se provéadéla inkubac{ p¥i 37 °¢ po 24
hodin na LB-agarovych deskdch se lOO,ug/mlamplcllinu a
40 ug/ml X-Gal /5-bromo-4-chloro-3-indolyl- [y -D-galakto-
sia/.

DNA takto zkonstruovaného plasmidu pCR-D2 se izoloval
obvyklou metodou z transformantu, byl stréven ekstrink&nf{-
mi endonukledzami SacI a Xbal a ligovédn do rovn&? rozs§té-
peného vektoru pEC-XTJ7A. Vzhledem k tomu, ¥e druhé Xba-
¥ezné misto, které le#f v panD-kodujfc{m regionu, je v ho -
titeli E. coli ToplOF p#{tomno methylované, neroz¥{zlo
se toto 3t&pné mf{sto a gen se nésledovné vy¥{zl intaktné
pomdci boénfch SacI a Xbal %eznych mfst z plasmidu pCR-D2.
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Po ligaci se vsdzka elektroporovala do kmene E. coli
DHS mcr. Selekce se provéddéla na LB agarovych deskéch

s 50 mg/ml kanamycinu,., Plasmid DNA z tokto zfskanych
transformantd se izoloval, 3t&pil s restrik&énimi endo-
nukledzami SacT a Xbal a fragmenty byly potom pFezkou-
eny elektroforézou na agarozovém galu, Taekto zkonstruo-
vany plasmid byl oznalen Jako pXT-panDa je znédzorné&n na
obr. 2.

P¥iklad 4
Vyroba produkcentd kyseliny pantotenové ATCC13032 ilvA/p

VWxlpyc, pXT-nanD

V p%*{kladu 3 poosany plasmid pXT-panD byl elektro-
por{rovdn do kmene C. glutamicum ATCC130324AilvA/pVWxl-
nyc. Po dvoudenn{ selekci p¥i 30 °¢ na LB-agaru, ktery
byl dooln&n 10}pg/m1 tetracyklinu a 25 ug/ml kanamycinu,
se ziskal kmen ATCC13032nilvA/pVWEx1lpyc, pXT-panD,

P#{klad 5
Vyroba kyseliny pantotenové

Tvorba pantotendtu pomoc{ kmend C. glutamicum
ATCC130323ilpyc, pXT-pan-D a ATCC130324ilvA/pXTpanD ty-
lo zkoudeno v médiu CGXII / Keilhauer et al., 1993,
Journalof Bacteriology, 175:5595-5603, tabulka 2/,
které bylo dopln&no 10 mg/ml tetracyklinu, 2 mM isoleu-
cinu a v p¥fpadd® kmene ATCC13032 ilvA/pVWExlpyc, pXT=-
panD dodatedn& 25 ug/ml kanamycinu,

Toto médiumbylo ddle oznadeno Jjako testovac{ médium
C-glutamicum., Po 50 ml Cerstvé nasazenéhotestovacfho
médiaC. glutamicum bylo naodkovéno 16 hodin starou
pPedkulturou stejmého média tak, aby optickd hustota
kultivadn{ suspense /b,D.f%K{ byla na za&étku inkubace
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0.1. Kultury byly inkubovény p¥i 30 °C a 130 ot./min.

Po p&tihodinové inkubaci byl p¥idén IPTG /isopropyl—ﬁ-

D-thiogalaktosid/ v koneiné koncentraci 1 mM. Po 48ho-

dinové inkubaci byla urdovédny opticksd hustota /O'D‘SBO/
kultury a potom byly bufiky odstran&ny pomoc{ 10timinu-

tové inkubace p?i 5000 g a pressh byl sterilizovén,

Pro stanoven{ optick4 hustoty byl pouZit Novaspec II
fotometr firmy Pharmacia / Freiburg, Deutschland / p¥i
délce m&¥enych vlin 580 nm,

Kvantifikace D-pantotendtu v kultiva&nim p¥esahu
se provédsle pomoci{ Lactobacillus plantarum ATCC 8014
podle ddaj v prfrusce firmy DIFCO /DIFCO MANUAL, 10°P
Edition, s. 1100-1102; Michigan, USA/. Pro kalibracl by-
la pou¥ita hemivépenaté sll pantotendétu firmy Sigma
/Deisénhofen, Deutschland/.

Vysledek Jje zndzornén v tabulce 3.
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Tabulka 2

Aétke ______________mno¥styf ne litr __ pozndmka ___

/NH4/2802 20 g

modovina 5 8

KH, PO, 1l g

K,HPO, 1 g

MgSO4 x 7 H2O 0,25 g

MOPS 42 g

CaCl2 10 mg

FeSO4 x 7 H20 10 mg

MnSO4 X HQO 10 mg

ZnSO4 x 7 HQO 1 mg

CuSO4 0,2 mg

NiCl, x 6 H,0 0,02 mg

biotin 0,5 mg

glukdza 40 g autoklévovano
oddélené

kyselina protokatechové 0,03 mg sterilizovéno

Tabulka 3

kmen gen hustota koncentrace

e buiky 9Dsgo /28/m1/

ATCC13032 11vA/pVWxlpye pye 17 8,3

ATCC13032 ilvA/pVWExlpyc pyc 19 172

pxT-panD panD

--—-———-.-——-——-————-—--—-—————-————-——-———u—-————-——--—--————_——-———-—
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Jsou pPipojeny nésledujic{ obr.:
obr. 1: restrik&nf{ karta plasmidu pEC-XT99A
obr, 2: restrikén{ karta plasmidu pXT-panD

U dWdaju pérovych &{sel béz{ se jednd o p¥ibliZné
hodnoty, které se ziskaj{ v rdmci reprodukovatelnosti.

PouZité zkratky a oznaleni{ maj{ bdsledujic{ vyznam:

‘lacz 3 -termin fragmentu genu lacZ

lacIq: LacIq alela lac represntho
orgénu

lacZ”: 5°~termin lacZg fragmentu genu

oriv: pivod replikace V

panD: gen aspartatdekarboxylézy

per: ‘ gen pro kontrolu podtu kopif

Ptrec: trc-promotor

rep: replikaén{ region pro C., glu=-
tamicum

T1: transkripdni termingtor Tl

T2: transkripdn{ termindtor T2

Tet: rezistentnf gen tetracyklihu

BamHTI ¢ tezné misto restrikdnfho enzymu
BamHI '

Dral: teznéd misto restrik&nfho enzy-
mu Dral

EcoRI: ¥ezné misto restrik&ntho enzy-
mu EcoRI

EcoRV: Yezné misto restrikéntho enzymu

EcoRV




Xbal:

¥ezné misto

restrikéniho enzymu

~19-
.HindIII: Yezné misto restrik&nfho enzymu
HindIII

KpnI: Yezné misto restrikéniho enzymu Kpnl
NdeT: Yezné misto restrik&ntho enzymu Hdel
NotI: Yezné misto restrik&niho enzymu NotI
Nrul: Yezné misto restrikénfho enzymu Nrul
Patl: reané misto restrikéntho enzymu Patl
SacI: ¥ezné misto restrik&énf{ho enzymu Sacl
Sall: ¥ezné mfstc restrik&ntho enzymu Sall
Smal: ¥Yezné misto restrik&nfiho enzymu Smal
XbaI** methylované Yezné misto Xbal

Xbal
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob fermentativn{ vyroby kyseliny D-pantoteno-
véza pou¥itf koryneformnich bakterif, vy znaduj {-
c{ se tim ¥ se pou¥ijf bakterie, ve kterych se
zes{l{ sekvence nukleotidu /pyc-gen/, kodujfc{ pyruvdt-
karboxyldzu /EC-&fslo 6.4.1.1./, a zejména se nadm&rnd
exprimuje.

2. Zpisob podle nérokul, vy znadujici se
t { m, Ye se poufijf bakterie, ve kterych se déle zes{1{
dal3f{ geny cesty biosyntézy kyseliny D-pantotenové,

3. Zpisob podle ndrokul, vy znadujlfeci se
t £ m, %e se pou¥ijf{ bakterie, ve kterych jsou p¥i nej-
mendf{m &dste¥nd vyFazeny cesty lédtkové vymény, které zmen-
uje tvorba kyseliny D-pantotenové,

4., Zpisob podle jednoho nebo n&kolika predchdzejicich
néroki, vyznadujfici{ se tim Ze se pouZi-
je kmen transformovany vektorem plasmidu, a vektor plas-
midu nese sekvenci nukleotidu kodujfc{ pyruvétkarboxyldzu.

5, Zpisob podle ndroku 4, vy znadujfct se
t £ m, %¢ se pou?ijf bakterie transformované plasmidem
pVWEx1lpyc.

6. Zpisob podle nérokul, vy znadugjici
se tfm %e se soulasn¥ zesflf panD-gen kodujfci as-
partédtdekarboxylédzu,

7. Zpisob podle ndroku l, vy znadéujfici se
t £ m, ¥e se sou¥asn® zes{l{ panB-genkodujic{ ketopan-
todthydroxymethyltransferdazu,
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8. Zplsob podle ndroku 1, vy znadugjic i
s e t{m Ze se soufasn® zesili paC-gen kodujict
pantotendtsyntetdzu,

9. Zpisob nodle ndroku 1, vy znadujfci se
t £ m, ¢ se soulasné zesfli ilvD-gen kodujfic{ dehydra-
tdzu dihydroxykyseliny.

10, Zptsob podle jednoho nebo n&kolika p¥edchézeji-
c{ch ndrokl, vy znadc¢ujici se tim Ze
se uvedené geny zes{lf{ v koryneformnich bakterifch, kte-
ré ji¥ produkujf{ kyselinu D-pantotenovou,

11, Zpisob fermentativni vyroby kyseliny D-pantote-
nové podle jednoho nebo n&kolika p¥edchézejfcich nérokd,
vyznadé¢ujilfctif se t {n, Ze se provedou ndsle-
dujfc{ kroky:

a/ fermentace bakteri{ produkujf{cfch kyselinu D-pan-
totenovou, ve kterych se p¥l nejmen3fim zesflf
gen kodujfc{ pyruvatkarboxyldzu,

b/ obohaceni{ kyseliny D-pantotenové v médiu nebo v
buhkéch bakterif a

¢/ izolace produkované kyselinyD-pantotenové.

12, Koryneformn{ baktorie, ve kterych jsou zes{leny,
zejména nadm&rnd exprimovény sekvence nukleotidu /pyc-
gen/ kodujfct pyruvatkarboxyldzu /EC-8{slo 6.4.1.1./.

13. Corynebacterium glutamicum DG 52-5/pVWExlpyc
ulo¥end pod &{slem DSM 12893 u DSMZ, Braunschweig.
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