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Je opisany spdsob vyroby kyseliny pantoténovej pouZi-
tim mikroorganizmov so zlepSenou produk&nou schop-
nost'ou zosilnenim expresie nukleotidovych sekvencii
kédujicich ketopantoatreduktazu, najmi gén panE, pri-
padne gén ilvC. Dalej st opisané mikroorganizmy ob-
sahujuce tieto nukleotidové sekvencie a spdsob vyroby
kyseliny D-pantoténovej pozostavajuci z fermentacie
uvedenych mikroorganizmov, koncentrovania kyseliny
pantoténovej v médiu alebo v bunkich mikroorganiz-
mov a izolécie kyseliny D-pantoténove;j.
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01-2190-99-Ce
Spésob vyroby kyseliny pantoténovej

Oblast techniky

Kyselina pantoténovad predstavuje komeréne vyznamny vi-
tamin, ktory sa vyuZiva v kozmetike, medicine, vo vyZive lu-

di a zvierat.

Doteraj8i stav techniky

Kyselina pantoténova sa mézZe vyrabat chemickou syntézou
alebo biotechnicky fermentdciou vhodnych mikroorganizmov vo
vhodnych Zivnych roztokoch. Pri chemickej syntéze je dbélezZi-
tou zli€eninou DL-pantolaktén. Vyrdba sa viacstupiiovym spd-
sobom z formaldehydu, izobutyraldehydu a kyanidu. V dalsich

krokoch spdsobu sa deli racemickd zmes a D-pantolaktén sa

kondenzuje s B-alaninom a ziska sa kyselina pantoténova.

Vyhoda fermentacnej vyroby pomocou mikroorganizmov

spo¢iva v priamej tvorbe Ziaducej stereoizomérnej D-formy.

Kyselinu pantoténovid mézZu v Zivnom roztoku, ktory obsa-
huje glukézu, kyselinu DL-pantoinovi a P-alanin, produkovat
rézne druhy baktérii, ako napriklad Escherichia coli,
Arthrobacter ureafaciens, Corynebacterium erythrogenes,
Brevibacterium ammoniagenes a taktieZ kvasinky, ako napri-
klad Debaromyces castellii, ako sa ukazuje v EPA 0 493 060.
EPA 0 493 060 dalej ukazuje, Ze pri Escherichia coli sa
amplifikaciou génov biosyntézy kyseliny pantoténovej, ktoré

sa nachaddzaju na plazmidoch pFV3 a PFV5, v Zivnom roztoku,



ktory obsahuje glukézu, kyselinu DL-pantoinovid a B-alanin,

zlepSuje tvorba kyseliny D-pantoténovej.

EPA 0 590 857 a US patent 5,518,906 opisuji mutanty
odvodené od kmefia IF03547 Escherichia coli, jako je FV5174,
FV525, FV814, FV521, FV221, FV6051 a FV5069, ktoré nesu
rezistencie vod&i rozliénym antimetabolitom, ako je kyselina
salicylovd, kyselina P-ketomaslovd, kyselinaf-hydroxyaspa-
ragovad kyselina, O-metyltreonin a kyselina a—ketoizovalé;o—
vé, a produkujui kyselinu D-pantoténovi v Zivnom roztoku,
ktory obsahuje glukézu a kyselinu pantoinovd a v Zivnom
roztoku, ktory obsahuje glukézu a B-alanin. V EPA 0 590 857
a US patente 5,518,906 sa dalej ukazuje, Ze po amplifikécii
génov biosyntézy kyseliny pantoténovej, ktoré sa nachadzaju
na plazmide pFV31l, sa vo vy5Sie uvedenych kmefioch v Zivnom
roztoku obsahujicom glukézu zlepSuje produkcia kyseliny D-
pantoinovej a v Zivnom roztoku obsahujicom glukézu a P-ala-

nin sa zlep3uje produkcia kyselina D-pantoténovej.

Vo WO 97/10340 sa okrem toho ukazuje, Ze v kmefoch
Escherichia coli vytvarajucich kyselinu pantoténovu sa
pomocou zvySenia aktivity enzymu syntdzy II acetohydroxy-
kyseliny, enzymu biosyntézy valinu, dalej zvy3Suje produkcia

kyseliny pantoténovej.

Vyndlezcovia si stanovili za Glohu poskytnit nové pod-

klady pre zlepSeny spdsob vyroby kyseliny pantoténovej.

Podstata vynalezu

Vitamin kyselina pantoténovad predstavuje komercne vy-
znamny produkt, ktory sa vyuZiva v kozmetike, medicine, vo

vyzive Yudi a zvierat. Existuje preto v3eobecny zaujem o
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poskytnutie zlep3enych spdsobov vyroby kyseliny pantoténo-
vej. Ked sa v nasledujicom texte uvadza kyselina D-pantoté-
nova, kyselina pantoténov& alebo pantotenat, mieni sa tym
nielen volna kyselina, ale aj soli kyseliny pantoténovej,
ako napriklad vapenatd, sodnd, aménna alebo draselna sol.
Predmetom vyndlezu je spdsob vyroby a zlep3enie mikroorga-
nizmov produkujticich kyselinu pantoténovi pomocou zosilne-
nia, najmi nadmernej expresie nukleotidovych sekvencii,
najmi génu panE, kédujucich ketopantodtreduktézu, jednotlivo

alebo kombinovane navzajom, a popripade doplnkovo génu ilvC.

Pojem ,zosilnenie"“ opisuje v tejto sivislosti zvy3enie
intraceluldrnej aktivity jedného alebo viacerych enzymov,
ktoré si kédované prisludnou DNA, tym, Ze sa zvySi polet ké-
pii génu (génov), pouzije sa silny prométor alebo sa pouzZije
gén, ktory kéduje prislu3ny enzym s vysokou Specifickou

aktivitou a tieto opatrenia sa kombinuja.

Zistilo sa najmid, Ze pri nadmernej expresii génu panE
spolu s génmi panB, panC a panD sa dalej zlep3uje tvorba ky-
seliny pantoténovej. Na dosiahnutie nadmernej expresie sa
mdéfe podet képii zodpovedajucich génov zvySit pomocou plaz-
midovych vektorov, ako napriklad pBR322 (Sutcliffe, COLD
SPRING HARBOR SYMPOSIA ON QUANTITATIVE BIOLOGY 1979, 43: 77-
90) nebo pUC19 (Viera, Gene 1982 19:259-268), alebo sa mdze
mutovat prométorovd a regulalna oblast, ktord sa nachadza
proti smeru Struktirneho génu. Znamym prikladom toho je mu-
tacia lac-UV5 prométora lac (Winnacker: Gene und Klone, Eine
Einfiihrung in die Gentechnologie (Verlag Chemie, Weinheim,
Nemecko, 1990). Rovnakym spdsobom pbsobia expresivne kazety,
ktoré sa zabuduju proti smeru Struktirneho génu. Tato metdda
sa pouzila napriklad v LaVallie et al., (BIO/TECHNOLOGY 11,
187-193 (1993) a v PCT/US97/13359. Dalej sa mdéZe alterna-



tivne dosiahnut nadmernd expresia prislu3nych génov zmenou
zloZenia médii a uskuto&nenia kultivacie. Prikladom toho je
v3eobecne zndma reguldcia expresie operénu lac pomocou glu-
kézy a laktdzy. Vyndlezcovia okrem toho zistili, Ze nadmerna
expresia génu panE sa vyhodne prejavuje v kmeifioch, ktoré vy-
kazuji mutdcie rezistencie vo&i metabolitom a antimetaboli-
tom, ako napriklad rezistencie vo&i L-valinu. Dalej sa zis-
tilo, Ze nadmernd expresia génu panE sa vyhodne prejavuje v
kmetioch, ktoré maji defektné mutdcie v génoch metabolickych
drah, ako napriklad v géne avtA alebo ilvE, ktoré premiefiajn
predstupne kyseliny pantoténovej alebo zniZuju tvorbu kyse-

liny pantoténovej.

Mikroorganizmy, ktoré si predmetom predloZeného vyna-
lezu, mdZu produkovat kyselinu pantotenovi z glukdézy, sa-
charézy, laktézy, fruktdzy, maltdzy, melasy, Skrobu, celu-
l6zy alebo z glycerolu a eﬁanolu. Pritom sa jedn& o plesne,
kvasinky alebo najmid grampozitivne baktérie, napriklad rodu
Corynebacterium, alebo gramnegativne baktérie, napriklad
Enterobacteriaceae. Pri &eladi Enterobacteriaceae je treba
menovat najmd rod Escherichia s druhom Escherichia coli. V
ramci druhu Escherichia coli je potrebné uviest takzvané
kmene K-12, ako napriklad kmene MG1655 alebo W3110 (Neidhard
et al.: Escherichia coli and Salmonella. Cellular and Mole-
cular Biology (ASM Press, Washington D. C.)) alebo kmen
Escherichia coli divého typu IF03547 (Institat pre fermen-
tdciu, Osaka, Japonsko) a od nich odvodené mutanty. Pri rode
Corynebacterium moZno uviest najmé& druh Corynebacterium
glutamicum, ktory je v odbornom svete zndmy pre svoju schop-
nost tvorit aminokyseliny. K tomuto druhu patria kmene divé-
ho typu, napriklad Corynebacterium glutamicum ATCC13032,
Brevibacterium flavum ATCC14067, Corynebacterium melassecola
ATCC17965 a iné.



Na izolaciu génu ilvC a génu panE sa najskér vytvori
napriklad z Escherichia coli mutant, ktory nesie mutaciu v

géne ilvC a géne panE.

Nukleotidova sekvencia génu ilvC Escherichia coli je
zndma (Wek and Hatfield, Journal of Biological Chemistry
261, 2441-2450 (1986)). Metédy izolacie chromozomdlnej DNA
si taktieZ zndme (Sambrook et al.: Molecular Cloning, A
Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1989). Volbou vhodnych primerov sa méZe gén ilvC ampli- '
fikovat pomocou polymerizovej retazovej reakcie (Innis et
al., PCR protokols. A guide to methods and applications,
1990, Academic Press). Potom sa vloZi do plazmidového vek-
tora. Ako plazmidové vektory pfrichddzaji do Gvahy take,
ktoré sa mdZu replikovat v prisludnych mikroorganizmoch. Pre
Escherichia coli prichadzaju pre predloZeny vyndlez do uvahy
napriklad vektory pSC101 (Vocke and Bastia, Proceedings of
the National Academy of Science U.S.A. 80 (21), 6557-6561
(1983)) alebo pKK223-3 (Brosius and Holy, Proceedings of the
National Academy of Science USA 81, 6929 (1984)), pre Cory-
nebacterium glutamicum napriklad vektor pJCl (Cremer et al.,
Mol. Gen. Genet. 220:478-480 (1990)) alebo pEKEx2 (Eikmanns
et al., Gene 102:93-98 (1991)) alebo pZ8-1 (eurdpsky paten-
tovy spis 0 375 889) a pre Saccharomyces cerevisiae napri-
klad vektor pBB116 (Berse, Gene 25: 109-117 (1983)) alebo
pDGl (Buxton et al., Gene 37: 207-214 (1985)). Metédy zabu-
dovania fragmentov DNA do plazmidovych vektorov si opisané v
Sambrook et al.: Molecular Cloning, A Laboratory Manual
(Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Metdédy trans-
formacie a elektropordcie st opisané v Tauch et al. (FEMS
Microbiology Letters 123:343-347 (1994). Prikladom takého
transformovaného kmefia je kmefi Escherichia coli
MG1655/pFE32. Plazmid pFE32 obsahuje gén ilvC z MG1655,



ktory sa zabudoval do vektora pBR322. Dalsim prikladom
takého transformovaného kmefia je kmeifi ATCC13032/pFES1
Corynebacterium glutamicum. Plazmid pFES1 obsahuje gén ilvC
z ATCC13032, ktory sa zabudoval do vektora pECm3. Plazmid
pPECm3 je derivédtom plazmidu pECm2 (Tauch, 1994, FEMS Micro-
biological Letters, 123:343-348), ktorého gén rezistencie na
kanamycin sa odstréanil pomocou restrikcie BglII a BamHI s

naslednou religaciou.

Na zabudovanie muticie do génu ilvC, ktord eliminuje
jeho funkciu, sa mdZe do tohto zabudovat napriklad delécia
alebo inzercia. Na vytvorenie delécie sa mdZe pomocou vhod-
nych restrikénych enzymov a nasledného naviazania vzniknu-
tych koncov odstranit vnitornd &ast nukleotidovej sekvencie
Struktirneho génu. Tymto spdsobom mutovany gén ilvC Jje ne-
funkény. Rovnakym spdsobom sa mbéZe do génu ilvC vloZit druhy
gén, aby kdédoval rezistenciu na antibiotikum. Tymto spdsobom
mutovany gén ilvC je tieZ nefunkény. Takto mutovany gén ilvC
sa mdéZe potom vloZit do mikroorganizmu a v jeho chromozdéme
sa mbéZe vymenit za gén divého typu. Metdédy uskutoénenia
tejto génovej vymeny si zndme z literatury. Pre Escherichia
coli sa mbZe pouZit metdda opisanda v Hamilton et al. (Jour-
nal of Bacteriology 171, 4617-4622 (1989)), ktoré je zaloiZe-
nd na replikaénych mutantoch plazmidu pSC101, citlivych na
teplotu. Takym plazmidom je napriklad pMAK705. Pre Coryne-
bacterium glutamicum sa mbézZe pouZit metdda génovej vymeny
opisanéd Schwarzerom a Pihlerom (BIO/TECHNOLOGY 9, 84-87
(1991)), pri ktorej sa pouzivajl nereplikativne plazmidové
vektory. Pre Saccharomayces cerevisiae je opisand metdda
cielenej génovej vymeny v Rocca et al. (Nucleic Acid Re-
search 20(17), 4671-4672 (1992)).



Mutovany gén ilvC sa mdéZe napriklad takto vytvorit z
génu ilvC divého typu. Plazmid pFE32 obsahuje pBR322, do
ktorého restrikéného miesta strihu BamHI bol zabudovany gén
ilvC divého typu. Do miesta strihu KpnI génu ilvC z pFE32
bol zabudovany gén aacCl, ktory kdéduje rezistenciu na anti-
biotikum gentamycin (Schweizer, BioTechniques 15 (5), 831-
834 (1993)). Tymto spdsobom ziskany plazmid pFE33 obsahuje
alelu ilvC::aacCl, ktord uZ nembdZe tvorit Ziadny funkény
génovy produkt ilvC. Alela ilvC::aacCl sa odobrala z plazmi-
du pFE33 a vloZila do miesta strihu SphI plazmidu pMAK705,
¢im vznikol plazmid pBDl. Plazmid pDBl je plazmidovym vekto-
rom spdsobilym na vymenu alel, ktory sa skladd po prvé z
PMAK705 a po druhé z alely ilvC::aacCl. Plazmid pDBl sa pou-
Zil podla metédy opisanej Hamiltonom et al., aby sa vymenil
gén ilvC divého typu nachadzajici sa v MG1655 za alelu
ilvC::aacCl. Tymto spdsobom vzniknuty kmefi sa oznaduje ako
FE4.

Na izolaciu mutantu FE4, ktory nesie mutéciu v géne
panE, sa kmeii FE4 podrobil transpozénovej mutagenéze
s transpozénom Tn5. Transpozén Tn5 je opisany v Auerswald
(COLD SPRING HARBOR SYMPOSIA ON QUANTITATIVE BIOLOGY 45,
107-113 (1981)). Metdédda transpozdénovej mutagenézy je opisana
napriklad v prirucke od Millera, A: Short Course in Bacte-
rial Genetics, A Laboratory Manual and Handbook for Escheri-
chia coli and Releated Bacteria (Cold Spring Harbor Labora-
tory Press, 1992). Metdéda je dalej opisand v Simon (Gene,
80, 161-169 (1998)) a aj v priruc¢ke od Hagemanna: Gentechno-
logische Arbeitsmethoden (Gustav Fischer Verlag, 1990) a v
poetnych inych publikdciadch pristupnych verejnosti. Mutanty
sa méZu dalej vytvarat po mutagenéze ultrafialovym svetlom
alebo po spracovani chemik&liou vyvolavajicou mutdciu, ako

napriklad N-metyl-N’-nitro-N-nitrozoguanidin. Medzi mutanta-



mi ziskanymi tymto spdsobom sa mdéZu po skiidke potreby
rastovych latok, najmd potreby kyseliny pantoténovej, izolo-
vat také mutanty, ktoré nesti mutdciu v géne biosyntézy ky-
seliny pantoténovej. Zvlastny zaujem je o také mutanty, po-
trebujice kyselinu pantoténovi, ktoré nemdéZu zhodnocovat ako
rastovi latku ketopantoat, ale pantoat, a teda si mutované v
géne panE kédujlicom ketopantodtreduktazu (EC 1.1.1169). Pri-
kladom toho je takto ziskany kmefi FE5, ktory okrem mutdcie

ilv::aacCl nesie mutaciu panE::TnS5.

Mikroorganizmy, ktoré nesi defektnd mutéciu v géne ilvC
a panE, ako napriklad kmefi FES Escherichia coli, sa méZu po-
uZit ako hostitelia na klonovanie na izolaciu génu ilvC a
obzvlasit zaujimavého génu panE alebo nukleotidovych sekven-
cii, ktoré kéduju proteiny s ketopantoatreduktazovou akti-

vitou.

Na to sa zaloZi génova banka z&ujem pitajiceho mikro-
organizmu. ZaloZenie génovych bank je opisané vo vSeobecne
znamych ucebniciach a priruckach. Ako priklad moZno uviest
ucebnicu od Winnackera: Gene und Klone, Eine Einfilhrung in
die Gentechnologie (Verlag Chemie, Weinheim, Nemecko, 1990)
alebo priruc¢ku od Sambrooka et al.: Molecular Cloning, A
Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1989). Znamou génovou bankou je banka kmefia W13110 E. coli
K-12, ktord zaloZili Kohara et al. (Cell 50, 495 - 508
(1987)). Génové banky rdéznych mikroorganizmov sa mdéZu zatial
ziskat zakapenim, ako napriklad génovad banka kmefia Sp63
Saccharomyces pombe od firmy Stratagene (Heidelberg, Nemec-
ko) v plazmide Lambda FIX II (Elgin, Strategies 4: 6-7
(1991)), génova banka kmena W1485 Escherichia coli od firmy
CLONTECH (Heidelberg, Nemecko) v plazmide pGAD10 (Kitts,
CLONTECH (Heidelberg, Nemecko) Vectors On Disc version 1.3,
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1994), ktorého nukleotidovd sekvencia je pristupna pod Gen-
Bank accession number (prirastkovym &islom génovej banky)
U13188. Génova banka vyrobenid vy33ie opisanym spdsobom sa
potom méZe pomocou transformicie zaviest do vyZ3ie opisaného
hostitela FES. Takto sa napriklad pGAD10 - génova banka
W1485 zaviedla do kmefia FE5 pomocou transformacie a ziskané
transformanty sa preski$ali na svoju schopnost réast na Ziv-
nej pdéde bez kyseliny pantoténovej. Inzercie obsiahnuté v
plazmidovej DNA ziskanych transformantov prototrofnych vocli
kyseline pantoténovej sa méZu preskimat pomocou urc¢enia nuk-
leotidovej sekvencie. Metédy ur&ovania nukleotidovych sek-
vencii sa méZu pre&itat napriklad v Sanger et al. (Procee-
dings of the National Academy of Science USA 74:5463-5467
(1977)). Nuleotidové sekvencie sa mbéZu priradit génom pomo-
cou skumania homolégie. Jedna z moZnosti na toto vyhladava-
nie homolégie ponika porovnanie s nukleotidovymi sekvenciami
baz dat EMBL a génovej banky, ktoré sa méZu uskuto&nit pro-
strednictvom BLAST E-mail Service (Altschul, Journal of Mo-
lecular Biology 215, 403-410 (1990)). Prikladom takého
transformantu je kmeii FE5/pFEbankl6é Escherichia coli, ktory
nesie gén panE kmefla MG1655 E. coli.

Gén panE izolovany a identifikovany opisanym sp&sobom
sa mbéze potom v ziaducom mikroorganizme priviest k expresii.
Na to sa amplifikuje pomocou plazmidovych vektorov. Tieto
zasa mdfu byt vybavené signélovymi Struktdrami, ktoré za-
istujd G&innd transkripciu a translaciu. Prehlad expresiv-
nych vektorov sa nachadza napriklad v uCebnici od Winnacke-
ra: Gene und Klone, Eine Einfithrung in die Gentechnologie
(Verlag Chemie, Weinheim, Nemecko, 1990) alebo v Sambrook et
al.: Molecular Cloning, A Laboratory Manual (Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 1989). Dalej sa mdéZu expresivne

signily, ako napriklad prométor tac, vlozit do chromozému

~.



10

proti smeru génu panE. Také metddy st opisané vo WO
98/04715. Gén panE, ktory sa ma exprimovat, sa méZe prevzat
z klonovaného fragmentu chormozémovej DNA alebo sa mdze
amplifikovat zasa pomocou polymerdzovej retazovej reakcie.
MnoZstvo ketopantodtreduktdzy nachddzajicej sa v prislusnom
mikroorganizme sa méZe stanovit pomocou metédy opisanej v
Shimizu et al. (Journal of Biological Chemistry 263: 12077-
12084 (1988)). Prikladom takého kmeila je kmeii MG1655/pFE65
Escherichia coli. Plazmid pFE65 sa skladd z vektora pKK223-
3, do ktorého restrik&neho miesta strihu EcoRI sa vloZil gén

panE Escherichia coli MG1655.

Podla vyndlezu sa prejavilo ako vyhodné dodatocne ku
génu panE kdédujucemu ketopantodtreduktdzu zosilnit, najmi
nadmerne exprimovat jeden alebo viac génov biosyntézy kyse-
liny pantoténovej. K tomu patria gény, ktoré kédujh enzymy
ketopantodt-hydroxymetyltransferazu (EC 4.1.2.12), aspartat-
l-dekarboxyldzu (EC 4.1.1.11) a pantotenadtsyntetazu (EC
6.3.2.1). V Escherichia coli nesti tieto gény oznacenie panB,
panD a pan C (Miller, A Short Course in Bacterial Genetics,
A Laboratory Manual and Handbook for Escherichia coli and
Related Bacteria (Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1992). Na to sa gény mdZu zabudovat do rdznych kompatibil-
nych plazmidovych vektorov. Priklady na to s opisané v
Bartolome et al. (Gene 102, 75-78 (1991)). Expresia génov sa
mdZe dalej zvy3it zmenou proti smeru uloZenych chromozémo-
vych signdlovych 3truktir. Dalej sa prislu3né gény mdZu
usporiadat navzajom za sebou za kontroly spolo&ného prométo-
ra a zabudovat do plazmidového vektora a zaviest do vhodného
mikroorganizmu. Prikladom k tomu je kmeii MG1655/pFE80 Esche-
richia coli. Plazmid pFE80 sa skladd z plazmidu pKK223-3,

ktory obsahuje gény panB, panD, panC a panE v uvedenom
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poradi. Proti smeru génu panB sa nachddza v pFE80 promdtor

tac ako expresivny signal.

Dalej sa ako vyhodné ukdzalo nadmerne exprimovat gén
panE a expresivnu jednotku skladajucu sa z génov panB, panD,
panC a panE v hostitelskych kmefioch, ktoré obsahuju chromo-

zémové mutéicie.

MéZu sa pouzit jednotlivo alebo spolo&ne mutécie, ktoré

spdsobuju rezistenciu vo&i produktom metabolizmu, ako napri-
klad L-valinu alebo kyseline P-ketoizovalerovej, alebo voé&i

analégom produktov metabolizmu, ako napriklad kyseline B-
hydroxyasparidgovej alebo O-metyltreoninu. Také mutanty sa
vyskytujti spontanne alebo sa méZu vytvarat po mutagenéze
ultrafialovym svetlom alebo po spracovani s chemikaliou vy-
volavajuicou mutdciu, ako napriklad N-metyl-N’-nitro-N-nitré-
zoguanidin, a potom selektovat na agarovych platniach, ktoré
obsahuji prislu$nd latku. Spdsoby vyvolania mutacie a selek-
cie si v3eobecne zname a mézu sa medzi inym preCitat v Mil-
ler (A. Short Course in Bacterial Genetics, A Laboratory Ma-
nual and Handbook for Escherichia coli and Releated Bacteria
(Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1992)) alebo v priruc-
ke ,Manual of Methods for General Bacteriology" od American
Society for Bacteriology (Washington D.C., USA, 1981). Ako
priklad pre také mutanty je kmeii FE6 Escherichia coli, ktory
sa izoloval ako spontanne sa vyskytujuci, na L-valin rezis-
tentny mutant kmefla MG1655.

Dalej sa mdiu cielene vyludit nepriaznivé alebo rusivé
chromozémovo kédované metabolické reakcie. Na to sa do pri-
sludnych génov vloZia inzercie alebo delécie a takto vznik-
nuté mutované gény, popripade alely sa zabuduji do chromo-

z6mu prislu3ného hostitela. MOZu sa pouZit metddy, ktoré

~
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boli opisané vy33ie pre mutaciu génu ilvC. Prikladom takych
mutantov je kmeii FE7 Escherichia coli, ktory nesie mutaciu

avtA::aadB v chromozéme. Pritom sa jednd o kmei MG1655,

do ktorého génu avtA sa vloZil gén aadB z plazmidu pHP45%Q,
sprostredkujici rezistenciu na streptomycin (Prentki a
Krisch, Gene 29, 303-313 (1984). V hostitelskych kmefoch
vytvorenych tymto spbésobom sa méZe nadmerne exprimovat gén
panE samotny alebo v kombindcii s inymi génmi. Prikladmi

k tomu sG kmene FE6/pFE80 a FE7/pFE80.

Mikroorganizmy vytvorené podla vynalezu sa méZu kulti-
vovat na ucely produkcie kyseliny pantoténovej kontinudlne
alebo diskontinudlne spdsobom batch alebo spdésobom fed batch
(pritokovy systém) alebo spdésobom repeated fed batch (opako-
vany pritokovy systém). Zhrnutie znadmych kultiva&nych metdd
sa opisuje v ucéebnici od Chmiela (Bioprozesstechnik 1. Ein-
fihrung in die Bioverfahrenstechnik (Gustav Fischer Verlag,
Stuttgart, 1991)) alebo v ulebnici od Storhasa (Bioreaktoren
und periphere Einrichtungen (Viewegh Verlag, Braunschweig/-
Wiesbaden, 1994)). Kultivac¢né médium, ktoré sa ma pouZit,
musi vhodnym spésobom vyhovovat narokom danych mikroorga-
nizmov. Opisy kultivaénych médii réznych mikroorganozmov sa
nachadzaju v prirucke ,Manual of Methods for General Bacte-
riology™ od American Society for Bacteriology (Washington
D.C., USA, 1981). Ako zdroje uhlika sa mbéZu pouZit cukry a
sacharidy, ako je napriklad glukéza, sachardéza, laktédza,
fruktéza, maltdza, melasa, Skrob a celuldza; oleje a tuky,
ako napriklad séjovy olej, slneCnicovy olej, podzemnicovy
olej a kokosovy olej, mastné kyseliny, ako je kyselina pal-
mitovd, kyselina stearova, kyselina linolova; alkoholy, ako
je napriklad glycerol a etanol; a organické kyseliny, ako je
napriklad kyselina octova. Tieto latky sa méZu pouZivat ako

jednotlivé zloZky alebo ako zmes. Ako zdroje dusika sa mohou

~ .



13

pouzivat organické zlu&eniny obsahujice dusik, napriklad
peptény, kvasnicovy extrakt, mdsovy extrakt, sladovy ex-
trakt, madacia voda, s6jovd mika a mocovina, alebo anor-
ganické zlu&eniny, ako je napriklad siran aménny, chlorid
aménny, fosfore&nan aménny, uhlic¢itan aménny a dusicnan
aménny. Zdroje dusika sa mdZu pouZivat jednotlivo alebo ako
zmes. Ako zdroje fosforu sa mdZu pouZivat kyselina fosfo-
re&na, dihydrogenfosfore&nan draselny alebo hydrogenfosfo-
reénan draselny alebo prislu3né soli obsahujuce sodik. Kul-
tivaéné médium musi dalej obsahovat soli kovov, ako napri-
klad siran hore&naty alebo siran Zeleza, ktoré su potrebné
pre rast. Napokon sa mdZu dodatogne k vy55ie uvedenym latkam
pouzivat esencidlne rastové latky, ako sui aminokyseliny a
vitaminy. Ku kultiva&nému médiu sa mdéZu okrem toho pridavat
vhodné prekurzory kyseliny pantoténovej, ako napriklad B-
alanin alebo kyselina ketopantoinova a ich soli. Uvedené
davky sa mézu ku kulture pridavat vo forme jednorazovej
vsadzky alebo sa mdéZu vhodnym spbésobom pridavat pocas kul-

tivacie.

Na kontrolu pH kultury sa vhodne pouZivaju zasadité
zlu&eniny, ako je hydroxid sodny, hydroxid draselny, amo-
niak, alebo kyslé zludeniny, ako je kyselina fosforeéna
alebo kyselina sirova. Na kontrolu tvorby peny sa méZu pou-
#ivat odpefiovadld, ako napriklad polyglykolestery mastnych
kyselin alebo silikénové oleje. Na udrZiavanie stability
plazmidov sa méZu k médiu pridavat vhodné selektivne p&so-
biace latky, napriklad antibiotik&. Aby sa udrZiavali
aerébne podmienky, zavadza sa do kultiry kyslik alebo zmesi
obsahujuce kyslik, napriklad vzduch. Teplota kultdry je
obvykle pribliZne 20 °C a% 45 °C a najmi pribliZne 25 °C aZ

40 °C. Kultdra sa udrZiava tak dlho, kym sa nevytvori
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maximum kyseliny pantoténovej. Tento ciel sa obvykle

dosiahne za 10 hodin aZ 160 hodin.

Koncentracia vytvorenej kyseliny pantoténove)j sa mdzZe
stanovit pomocou znamych spdsobov (Velisek; Chromatografic
Scinece 60, 515-560 (1992)).

Nasledujice mikroorganizmy sa uloZili v Nemecke]
zbierke mikroorganizmov a bunkovych kultdr (DSMZ, Braun-’
schweig, Nemecko) podla budapeStianskej zmluvy:

Escherichia coli K12 kmeifi FE5 ako DSM12378,

Escherichia coli K12 kmefh MG1655/pFE32 ako DSM12413,

Escherichia coli K12 kmefi MG1655/pFE65 ako DSM12382,

Escherichia coli K12 kmei MG1655/pFE80 ako DSM12414,

Escherichia coli K12 kmeri FE6 ako DSM12379,

Escherichia coli K12 kmen FE7 ako DSM12380.

Pomocou spbésobu podla vyndlezu sa odbornikovi poskytuje

novy nastroj na docielenie zlepSenia tvorby kyseliny panto-

ténovej mikroorganismov.
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Prehlad obrazkov na vykresoch

PriloZené su nasledovné obrazky:
Obrazok 1: Mapa plazmidu pDB1
Obrdzok 2: Mapa plazmidu pGAD10
Obrazok 3: Mapa plazmidu pFEbanklé
Obré&zok 4: Mapa plazmidu pFE32
Obrédzok 5: Mapa plazmidu pFE65
Obrdzok 6: Mapa plazmidu pFE80

|
Obrédzok 7: Mapa plazmidu pFE91
Obrazok 8: Mapa plazmidu pJDCEX2
Obréazok 9: Mapa plazmidu pJD-YHR063c.

Pri Gdaji po&tu parov baz sa jednd o pribliZné hodnoty,

ktoré sa ziskajli v ramci reprodukovatelnosti.



b

Skratky pouZité na obrédzkoch maju nasledovny vyznam:

rrnBT1T2: Transkripény termindtor génu rrnB

Ptac:

P AHD1:

T ADH1:

repts:

ilvC:

ilvC’:

“ilvc:

panB:

panC:

panD:

pankE:

Amp:

tet’:

‘tet:

Cm:

tac-prométor

prométor génu ADH1 zo Saccharomyces cerevisiae

terminator génu ADH1 zo Saccharomyces cerevisiae

termosenzitivny zaciatok replikacie

kédujuca oblast génu ilvC

5°-oblast génu ilvC

3°-oblast génu ilvC

kédujica oblast génu panB

kédujica oblast génu panC

kédujica oblast génu panD

kédujiaca oblast génu panE

gén rezistencie na ampicilin

5°-oblast génu tet

3°-oblast génu tet

gén rezistencie na chloramfenikol



Gm:

Gald:

bps:

LEUZ:

ApR:

P-CUP1:

T-CYC1:

ORF:
SD:
EcoRI:
EcoRV:
HincII:

HindIII:

e

gén rezistencie na gentamycin

reguldtor pre gény indukovatelné galaktdézu zo

Saccharomyces cerevisiae

pary baz

gén beta-izopropylmaldtdehydrogendzy zo

Saccharomyces cerevisiae

sekvencie endogénneho plazmidu 2u zo

Saccharomyces cerevisiae

gén beta-laktamizy

prométor génu CUP1 Saccharomyces cerevisiae (meta-

lotionein)

termindtor génu CYCl1l (cytochrém C) Saccharomyces

cerevisiae

open reading frame (otvoreny citaci ramec)

Shineho-Dalgarnova sekvencia

miesto strihu restrik&ného enzymu EcoRI

miesto strihu restrikéného enzymu EcoRV

miesto strihu restrik&ného enzymu HincII

miesto strihu restrikéného enzymu HindIII



KpnI:

Sall:

Smal:

Sphl:

Pvull:

NotlI:

SpelI:

Xbal:

Pstl:

miesto strihu

miesto strihu

miesto strihu

miesto strihu

miesto strihu

144

restrikéného
restrikéného
restrikcéného
restrikéného

restrikcného

enzymu

enzymu

enzymu

enzymu

enzymu

miesto strihu restrikéného enzymu

z Norcardia otitidis-cavarium

miesto strihu restriké&éného enzymu

Shpaerotilus spec.

miesto strihu restrikéného enzymu

z Xanthomonas badrii

miesto strihu restrikéného enzymu

z Providencia stuartii

Kpnl
SallI
Smal
SphI
PvulIl

NotlI

Spel zo

Xbal

Pstl
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'Pri'U aal\L uch&*oe'b.ml'a. u/m'ﬁ_zu
Priklad 1

Produkcia mutantu ilvC::aacCl panE::Tn5 kmerfia MG1655

Escherichia coli K12
1. Produkcia mutantu ilvC::aacCl

Vychadzajuc z nukleotidovej sekvencie pre gén ilvC v E.
coli K12 MG1655, (EMBL-GenBank: Prirastkové &. M87049) sa
syntetizovali primery PCR (MWG Biotech (Ebersberg, Nemec-
ko)) . Fragment DNA s velkostou pribliZne 1500 kb sa mohol
amplifikovat pomocou tychto primerov za $tandardnej metédy
PCR od Innis et al. (PCR protocols. A guide to methods and
applikations, 1990, Academic Press). Chromozémova DNA E.
coli K12 MG1655 pouZitd na PCR sa izolovala pomocou kitu
NucleoSpin C + T (Macherey-Nagel (Diiren, Nemecko), opis
produktu NucleoSpin C + T, Art.-Nr. 740952). Velkost sa sta-
novila pomocou gélovo-elektroforetického delenia (30 minut,

10 V/cm) v 0,8% agardzovom géli.

Primer PCR pre gén ilvC z E. coli:

ilvCl 5’ -~ AGAAGCACAACATCACGAGG -3

ilvC2 57 -=CTCCAGGAGAAGGCTTGAGT -3’

Produkt PCR génu ilvC se transformoval do plazmidu
pCR®2.1 a do kmefia TOP10F" E. coli K12 (Invitrogen (Leek,
Holandsko), opis produktu Original TA Cloning® Kit, Cat. no.

KNM2030-01) .

Uspech klonovania sa dokdzal Stiepenim DNA plazmidu

pCR®2.1i1vC restrikénymi enzymami EagIl (Pharmacia Biotech
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(Freiburg, Nemecko), opis produktu EagI, Code no. 27-0885-
01) EcoRI (Pharmacia Biotech (Freiburg, Nemecko), EcoRI
(Pharmacia Biotech (Freiburg, Nemecko), opis produktu EcoRI,
Code no. 27-0884-03) a KnpI (Pharmacia Biotech (Freiburg,
Nemecko), opis produktu KpnI, Code no. 27-0908-01). Na to sa
izolovala plazmidovd DNA pomocou kitu QIAprep Spin Plasmid
(QIAGEN (Hilden, Nemecko), Cat. No. 27106) a po Stiepeni

v 0,8% agardézovom géli (30 minGt, 10V/cm) sa delila.

Na izolaciu génu ilvC z plazmidu pCR®2.1ilvC sa izo-
lovan&d plazmidovd DNA Stiepila enzymami HindIII (Pharmacia
Biotech (Freiburg, Nemecko), opis produktu HindIII, Code no.
27-0860-01) a Xbal (Pharmacia Biotech (Freiburg, Nemecko),
opis produktu XbaI, Code no. 27-0948-01), 3Stiepna nasada sa
delila v 0,8% agardzovom géli (30 minut, 10 V/cm) a fragment
ilvC 1,5 kbp sa izoloval pomocou kitu GLASSMAX™ (GIBCO BRL
(Eggensteiﬁ, Nemecko), opis produktu GLASSMAX™ Spin Cartrid-
ges, Cat. No. 15590-052). Izolovany fragment ilvC sa ligoval
s plazmidom pMAK705 taktieZ Stiepenym HindIII a XbaI (Hamil-
ton et al., Journal of Bacteriology 1989, 171:4617-4622) po-
mocou T4-DNA-ligdzy (Pharmacia Biotech (Freiburg, Nemecko),
opis produktu T4-DNA-ligdza, Code no. 27-0870-03) a kmeii
DHSamcr (Grant, Proceedings of the National Academy of
Science 1990, 87: 4645-4649) sa elektroporoval s ligacnou
nasadou (Tauch, FEMS Microbiology Letters 1994, 123: 343-
347). Selekcia buniek nesticich plazmid sa uskutochnovala
rozostretim elektropora¢nej nadsady na agar LB (Lennox, Viro-
logy 1955, 1: 190), ktory bol zmieSany s 25 pug/ml chloram-
fenikolu (Sigma (Deisenhofen, Nemecko), (Deisenhofen, Nemec-
ko), Code no. C 0378), a inkubdciou 24 hodin pri 30 °C. Hla-
dany plazmid sa mohol po izoladcii DNA a kontrolnom Stiepeni,

pri naslednej gélovej elektroforéze v 0,8% agarbé6zovom géli
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(30 minat, 10 V/cm), enzymami HindIII, XbaI a KpnI iden-

tifikovat v jednom klone a oznal&il sa ako pFE30.

Na izolaciu génu ilvC z plazmidu pFE30 sa izolovana
plazmidovd DNA 3tiepila enzymom BamHI (Pharmacia Biotech
(Freiburg, Nemecko), opis produktu BamHI, Code no. 27-0868-
03), 3tiepna nasada sa delila v 0,8% agardzovom géli (30
minat, 10 V/cm) a fragment ilvC 1,5 kbp sa izoloval pomocou
kitu GLASSMAX™. Izolovany fragment ilvC sa ligoval pomocu
T4-DNA-ligazy s plazmidom pBR322 taktieZ Stiepenym BamHI-
(Sutcliffe, COLD SPRING HARBOR ON QUANTITATIVE BIOLOGY 1979,
43: 77-90) a kmefi DHSamcr sa elektroporoval s liga&nou nasa-
dou. Selekcia buniek nestGcich plazmid sa uskutocfiovala rozo-
stretim elektropora&nej néasady na agar LB, ktory bol zmieSa-
ny so 100 pg/ml ampicilinu (Sigma (Deisenhofen, Nemecko),
Code no. A 9518), a inkubaciou 24 hodin pri 37 °C. Ziskané
kolénie sa paralelne nao&kovali na agar LB+ampicilin a LB +
(5ug/ml) tetracyklinu (Sigma (Deisenhofen, Nemecko), Code
no. T3383). DNA z kolénii senzitivnych na tetracyklin sa
izolovala pomocou kitu QIAprep Spin Plasmid a uspech klono-
vania sa overoval itiepenim pomocou BamHI a KpnI a naslednym
delenim v 0,8% agarézovom géli (30 minit, 10 V/cm). Skon-

Struovany plazmid sa nazval pFE32.

Do miesta strihu KpnI plazmidu pFE32 sa klonoval gén
aacCl a ziskany plazmid a ozna&il pFE33. Gén aacCl sa na to
izoloval z agarbzového gélu (30 mindt, 10 V/cm), v ktorom sa
delila KpnI-restrik&na nasada plazmidu pMS255 (Becker, Gene
1995, 162: 37-39). Ligacia sa uskutocfiovala pomocou T4-DNA-
ligézy. Po eletroporéacii liga&nej néasady do kmeha DHS5amcr sa
transformanty selektovali na agare PA (Sambrook, Molecular

cloning, 2" edn, Cold Spring Harbor, 1989), ktory bol zmie-

any s 10 pg/ml gentamycinu (Sigma (Deisenhofen, Nemecko) ,
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Code no. G3632). DNA z kolénii rezistentnych na gentamycin
sa izolovala pomocou kitu QIAprep Spin Plasmid a uspech
klonovania sa overoval Stiepenim pomocou BamHI a KpnI a na-

slednym delenim v 0,8% agarézovom géli (30 minut, 10 V/cm).

Fragment ilvC:aacCl sa vyStiepil z plazmidu pFE33 re-
strikciou SphI-(Pharmacia Biotech (Freiburg, Nemecko), opis
produktu SphI, Code no. 27-0951-01), delil v 0,8% agardzovom
géli (30 minut, 10 V/cm) a izoloval pomocou kitu GLASSMAX™.
Fragment sa ligoval s plazmidom pMAK705, Stiepenym SphI,’
pomocou T4-DNA-ligazy, ligadnd nédsada sa elektroporovala
kmefla DH5amcr a transformanty sa selektovali pomocou inku-
b&cie na agare PA+gentamycin 24 hodin pri 30 °C. DNA z ko-
1l6nii rezistentnych na gentamycin sa izolovala pomocou kitu
QIAprep Spin Plasmid a Uspech klonovania sa dokazal Stiepe-
nim pomocou SphI a EcoRI v 0,8% agardézovom géli (30 minut,

10 V/cm). SkonS§truovany plazmid sa nazval pDBI.

Pomocou plamzidu pDBl sa v kmeni E. coli K12 MG1655
vymenil chromozomdlny gén ilvC za preru3eny fragment
ilvC:aacCl. Na génovi vymenu sa pouZila modifikovanad metdda
podla Hamiltona et al. Plazmid pDBl sa elektroporoval do
kmefia E. coli K12 MG1655 a potom sa na selekciu kointegratov
inkubovali transformanty 24 hodin pri 42 °C na LB-chloramfe-
nikolovom agare. Ziskané kolénie sa na rozjednocovanie znova
inkubovali nanesené na rovnakom médiu 24 hodin pri 42 °C. Na
dezintegrdciu plazmidu sa jednotlivé kolénie inkubovali v 5
ml kvapalného média LB 24 hodin pri 42 °C a potom sa rozo-
strel zriedovaci rad kvapalného média na agar LB-chloramfe-
nikol. Tento zriedovaci rad sa inkuboval 24 hodin pri 30 °C.
Na oSetrenie plazmidu sa jednotlivé koldénie ziskané zo zrie-
dovacieho radu sa naniesli v 3 za sebou nasledujicich nate-

roch jednotlivych kolénii na agar LB vidy na 24 hodin pri 42
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°C. Na kontrolu fenotypu sa ziskané jednotlivé kolénie pa-
ralelne nao&kovali na agarové platne s nasledujicimi média-
mi: médium E (Vogel, Journal of Biological Chemistry 1956,
218: 97-106) + glukéza (0,4%), médium E + glukéza (0, 4%)
(Sigma (Deisenhofen, Nemecko), Code no. G8270) + 50 pg/ml
izoleucinu (Sigma (Deisenhofen, Nemecko), Code no.17268),
médium E + glukéza (0,4%) + 50 pg ketoizovaleratu (ICN
(Eschwege, Nemecko), Code no. 151395), médium E + glukéza
(0,4%) + 50 pg/ml izoleucinu + 50 pg ketoizovaleratu, médium
PA + gentamycin + médium LB + chloramfenikol. Tieto média sa
inkubovali 48 hodin pri 37 °C. Medzi 150 testovanymi jednot-
livymi koléniami sa nachddzala jedna, ktorej fenotyp indiko-
val vymenu chromozomalneho génu ilvC za fragment ilvC:aacCl.

Tento kmefi sa oznad¢il ako FE4.
2. Produkcia dvojnasobného mutantu ilvC::aacCl panE::Tn5

Kmeii FE4 sa naniesol do 5 ml kvapalného média LB + 10mM
MgSO4 + 0,2% maltézy (Sigma (Deisenhofen, Nemecko), Code no.
M5885) (LBMgMal) pri 37 °C na optickd hustotu 0,5. Meranie
optickej hustoty sa uskuto&nilo fotometrom Novaspec II Phar-
macia (Freiburg, Nemecko) pri vlnovej dizke 660 nm. 2 ml
roztoku baktérii sa odstredovalo 5 min pri 3000 ot./min
(centrifiga Beckmann model J2-21, rotor JA~-17). Po extrakcii
pelety pomocou 0,5 ml kvapalného média LBMgMal sa suspenzia
zmieZala s 30 pl lyzatu A::Tn5(Simon, Gene 1989, 80(1):161-
169), pribliZne 10° bakteriofagov. Tento lyzat sa izoloval
z kmefia E. coli K12 C600 (Appleyard, Genetics 1954, 39:440-
452), podla Hagemannove]j metddy (Gentechnologische.Arbeits-
methoden, Gustav Fischer Verlag, 1990: 14-18). Suspenzia
s lyzatom A::Tn5 sa inkubovala 45 minat pri 30 °C. Po od-
stredovani 5 minat pri 3000 ot./min sa peleta extrahovala do
10 ml PA + 10mM pyrofosfatu a inkubovala 3 hodiny pri 37 °C.
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Roztok baktérii sa rozostrel ako zriedovaci rad na médium E-
agar + glukéza (0,4%) + 25 pg/ml kanamycinu + 50 pg/ml izo-
leucinu + 50 pg/ml ketoizovalerdtu + 50 pg/ml pantotenatu a
inkuboval 48 hodin pri 37 °C. Jednotlivé kolénie sa paralel-
ne nao&kovali na médium E-agar + glukdéza (0,4%) + 25 pg/ml
kanamycinu + 50 pg/ml izoleucinu + 50 pg/ml ketoizovaleratu
+ 50 pg/ml pantotendtu a na médium agarE + glukéza (0,4 %) +
25 pg/ml kanamycinu + 50 pg/ml izoleucinu + 50 pg/ml keto-
jzovaleratu a 48 inkubovali pri 37 °C. Medzi 14000 nao&kova-

nymi jednotlivymi koléniami sa mohla identifikovat jedna

kolénia, oznadéend ako FE5, ktord réstla na médiu E-agar +
glukéza (0,4%) + 25 pg/ml kanamycinu + 50 pg/ml izoleucinu +
50 pg/ml ketoizovaleratu + 50 pg/ml pantotenatu, nie vSak na
médiu E-agar + glukéza (0,4%) + 25 pg/ml kanamycinu + 50

pg/ml izoleucinu + 50 pg/ml ketoizovaleratu.
3. Charakterizicia kmefiov FE4 a FE5

Spolu s kmefimi E. coli SJ2 (Jakowski, Genetic Stoch
Center, Yale University), ktory nesie mutéciu v géne panB,
MW6 (Williams, Genetic Stock Center, Yale University), ktory
nesie mutédciu v géne panC, a DV9 (Vallari, Journal of Bacte-
riology 1985, 164:136-142), ktory nesie mutéciu v géne panD,
jako aj s divym typom sa kmene FE4 a FE5 naniesli na rdzne
doplnené zdkladné médiad (média E-agar + glukéza (0,4%) + 50
pg/ml izoleucinu + 50 pg/ml ketoizovalerdtu; pri SJ2, DVI a

MW6 pridavne 50 pg/ml tiaminu) a inkubovali 48 hodin pri 37
°c. Ako pridavné suplementy sa pouZili pantotendt (vapenata
sol), ketopantoat (sodn& sol), B-alanin (Sigma (Deisenhofen,

Nemecko), Code no. A7752) a pantodt (draselna sol). Ketopan-

todt sa pripravil z ketopantolaktédnu reakciou s ekvimolovymi

~ .
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mnoZstvami NaOH pri 60 °C a naslednym odparenim. Ketopanto-
laktén sa syntetizoval podla Ojima et al. (Organic Synthesis
63, 18 (1985)). Pantoidt sa pripravil z pantoyllakténu (Sigma
(Deisenhofen, Nemecko), Code no. P2625) podla metdédy od Pri-
merana a Burnsa (Journal of Bacteriology 1983, 153: 259-
269). Vysledok testu rastu (tabulka 1) uk&zal, Ze kmefi FE4
rastol na v3etkych rozliéne doplnenych zékladnych médiach.
Kmefi FE5 rastol len na médidch, ktoré boli doplnené bud pan-
totendtom, alebo pantoadtom, nie v3ak na zdkladnych médiach,

ktoré boli zmie3ané s ketopantoatom.

Tabulka 1
Kmeni Suplementy zdkladného média
Ziadny P-Alanin Ketopantoat Pantoat Pantotenat
[50 pg/ml] [50 pg/ml] (50 pg/ml] [50 pg/ml]
MG1655|+ + + T T
SJ2 - - + ¥ n
MW6 - - - - T
DV9 - + - _ n
FE4 + + + + +
FES - - - T m
+ = rast

Ziadny rast
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Priklad 2
Izolacia génu panE Escherichia coli K12 kmefia W1485

Do kmefia FE5 sa elektroporovala genémova kniZnica
(Genomic Library) E. coli K12 W1485 MATCHMAKER (CLONTECH
(Heidelberg, Nemecko), Cat. no XL4001AB). Gendémova kniZnica
(Genomic Library) E. coli K12 MATCHMAKER obsahuje chromozé-
mova DNA E. coli K12 W1485 ako inzerty s priemernou velkos-
tou 1,0 kbp v plazmide pGAD10, velkost jednotlivych inzeftov
sa pritom meni od 0,5 do 3,0 kbp (CLONTECH (Heidelberg, Ne-

mecko) ). Selekcia transformantov sa uskuto&nila rozostretim
na médium E-agar + glukbéza (0,4%) + 100 pug/ml ampicilinu +

50 pug/ml izoleucinu + 50 pg/ml ketoizovalerdtu. Z 20 ziska-
nych kolénii sa pomocou kitu QIAprep Spin Plasmid izolovala
plazmidovad DNA. Stiepenim plazmidovei DNA pomocou EcoRI a
naslednym delenim v 0,8% agardézovom géli (30 minut, 10 V/cm)
sa ukdzalo, Ze pri plazmidoch sa jednalo o 20 vektorov
PGAD10 s rozdielne velkymi inzertmi. Sekvencovanie (IIT Bio-
tech (Bielefeld, Nemecko)) inzertov ukdzalo porovnanim homo-
légie pomocou programu BLAST (Altschul, Journal of Molecular
Biology 1990, 215: 403-410), Ze inzerty obsahovali v 7 pri-
padoch Uplny gén ilvC a v 13 pripadoch otvoreny &itaci ras-
ter, ktory bol oznaeny ako ,podobny Salmonella typhimurium
apbA“ (EMBL-GenBank: prirastkové Cislo U82664). Tento otvo-
reny Citaci raster sa ako oznac¢il panE.

Priklad 3

Nadmernéd expresia génu ilvC E, coli v kmeni E. coli K12
MG1655
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Na nadmernd expresiu génu ilvC sa pouZzil plazmid pFE32
(vi)d priklad 1). Kédujtca oblast génu ilvC je v plazmide
pFE32 pod kontrolou prométora tet kédovaného plazmidom
pBR322. Plazmid pFE32 sa elektroporoval do kmena E. coli K12
MG1655 a transformanty sa po nadslednej inkubdcii po&as 24
hodin pri 37 °C selektovali na agare LB, ktory bol zmie3any
so 100 pg/ml ampicilinu. Ziskany kmefi sa oznacil ako

MG1655/pFE32.
Priklad 4

Nadmernd expresia génu pan E E. coli v kmeni MG1655 E. coli
K12

Vychadzajic z nukleotidovej sekvencie pre gén panE v
E. coli K12 MG1655 sa syntetizovali primery PCR (MWG Biotech
(Ebersberg, Nemecko)). Fragment DNA s véIkosfou priblizZne
1000 bp sa mohol amplifikovat pomocou tychto primerov za
standardnej metédy PCR z chromozémovej DNA E. coli K12
MG1655. Chromozémova DNA E. coli K12 MG1655 pouZita na PCR
sa izolovala pomocou kitu NucleoSpin C + T. Velkost sa
stanovila delenim gélovou elektroforézou (30 minat, 10 V/cm)

v 0,8% agarbdzovom géli.
Primer PCR pre gén panE z E. coli:
panEl 5’ - AGGAGGACAATGAAAATTAC -3
pank2 5’ -TCAGTCTCTTCACTACCAGG -3’
Produkt PCR génu panE sa transformoval do plazmidu

pCR®2.1 a do kmefia E. coli TOP10F’ (Invitrogen (Leek,
Holandsko), opis produktu Original TA Cloning® Kit, Cat. no.
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KNM2030-01) . Uspech klonovania sa dok&zal Stiepenim DNA
plazmidu pCR®2.1panE restrik&nymi enzymami EcoRI a HincII
(Pharmacia Biotech (Freiburg, Nemecko), opis produktu
HincII, Code no. 27-0858-01). Na to sa izolovala plazmidovéd
DNA pomocou kitu QIAprep Spin Plasmid a po Stiepeni v 0,8%

agarbézovom géli (30 minGt, 10 V/cm) sa delila.

Na izolaciu génu panE z plazmidu pCR®2.1panE sa izolo-
vanid plazmidovd DNA Stiepila enzymom EcoRI, Stiepna nasada
sa delila v 0,8% agardzovom géli (30 minit, 10 V/cm) a
fragment panE 1,0 kbp sa izoloval pomocou kitu GLASSMAX™.
Izolovany fragment panE sa ligoval s plazmidom pKK223-3,
taktieZ Stiepenym EcoRI, pomocou T4-DNA-ligdzy a kmen E.
coli DHS5amcr sa elektroporoval s liga&nou ndsadou. Selekcia
buniek nesicich plazmid sa uskutoéifiovala rozostretim elek-
troporaénej nésady na agar LB, ktory bol zmieSany so 100
pg/ml ampicilinu a naslednou inkub&ciou 24 hodin pri 37 °C.
Hladany plazmid sa mohol po izoladcii DNA a kontrolnom 3tie-
peni, pri naslednej gélovej elektroforéze v 0,8% agarbdzovom
géli (30 minat, 10 V/cm), enzymami EcoRI a HincII identifi-

kovat v jednom klone a oznac¢il sa ako pFE6S5.

Kédujica oblast génu panE je v plazmide pFE65 pod kon-
trolou prométora tac kédovaného plazmidom pKK223-3. Plazmid
pFE65 sa elektroporoval do kmefia E. coli K12 MG1655 a
transformanty sa po nislednej inkubdcii pocas 24 hodin pri
37 °C selektovali na agare LB, ktory bol zmieSany so 100
pg/ml ampicilinu. Ziskany kmen sa oznacil ako E. coli K12
MG1655/pFE65.

Priklad 5
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Nadmernad expresia génu panE E. coli spolu s panB, panC a
panD E. coli v kmeni MG1655 E. coli K12

Vychadzajtc z nukleotidovej sekvencie pre gén panB, gén
panC a gén panD v E. coli K12 MG1655 (EMBL-GenBank: pri-
rastkové &islo L17086) sa syntetizovali primery PCR (MWG
Biotech (Ebersberg, Nemecko)). Pomocou primerov panB sa
mohol z chromozémovej DNA E. coli K12 MG1655 amplifikovat
fragment DNA s velkostou pribliZne 800 bp, pomocou primerov
panD fragment DNA s velkostou pribliZne 400 bp za standar-
dnej metédy PCR. Pomocou primerov panC sa mohol z chromozé-
movej DNA E. coli K12 MG1655 amplifikovat fragment DNA s
velkostou pribliZne 850 bp modifikovanou Standardnou metédou
PCR. Tag-polymerdza sa nahradila Pfu-polymerazou a podmien-
ky tlmenia v ndsade PCR sa prislusne modifikovali (STRATAGE-
NE (Heidelberg, Nemecko), opis produktu Pfu-polymeréza, Code
no. 600135). Chromozémovd DNA E. coli K12 MG1655, pouzité na
PCR, sa izolovala pomocou kitu NucleoSpin + T. Velkost viet-
kych amplifikdtov sa stanovila delenim gélovou elektroforeé-

zou (30 minut, 10 V/cm) v 0,8% agardézovom géli.

Primer PCR pre gén panB z E. coli:

panBl 5’ - AGGATACGTTATGAAACCGA -3

panB2 5’ -ACAACGTGACTCCTTAATGG -3/

Primer PCR pre gén panC z E. coli:

panCl 5’ - AGGAGTCACGTTGTGTTAAT -3°

panC2 5’ -AAGTATTACGCCAGCTCGAC -3
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Primer PCR pre gén panD z E. coli:
panD1 5’ - AGGTAGAAGTTATGATTCGC -3
panD2 57 ~TAACAATCAAGCAACCTGTA -3

Produkt PCR génu panB sa transformoval do plazmidu
pCR®2.1 a do kmefia TOP10F° (Invitrogen (Leek, Holandsko).
Uspech klonovania produktu PCR panB sa dokdzal 3tiepenim DNA
plazmidu pCR® 2.1panB restrikénymi enzymami EcoRI, ECORV .
(Pharmacia Biotech (Freiburg, Nemecko), opis produktu EcoRV,
Code no. 27-0934-01) a PvulI (Pharmacia Biotech (Freiburg,
Nemecko), opis produktu PvuII, Code no. 27-0960-01). Na to
sa izolovala plazmidovd DNA pomocou kitu QIAprep Spin Plas-
mid a po 3tiepeni v 0,8% agarézovom géli (30 mintut, 10V/cm)
sa delila. Produkt PCR génu panD sa transformoval do plaz-
midu pCR® 2.1 a do kmefia TOP10F’ (Invitrogen (Leek, Holand-
sko) . Uspech klonovania produktu PCR panD sa dokédzal Stie-
penim DNA plazmidu pCR® 2.1panD restrik&nymi enzymami EcoRI,
EcoRV a HincII. Na to sa izolovala plazmidovad DNA pomocou
kitu QIAprep Spin Plasmid a po Stiepeni v 0,8% agarézovom
géli (30 minat, 10V/cm) sa delila. Produkt PCR génu panC sa
transformoval do plazmidu pUCl19 (Viera, Gene 1982 19:259-

268) a elektroporoval do kmefla E. coli DHS5amcr. Uspech klo-
novania produktu PCR panC sa dokdzal Stiepenim DNA plazmidu
pUC19panC restrik&nymi enzymami EcoRI, HindIII a Sall (Phar-
macia Biotech (Freiburg, Nemecko), opis produktu SalI, Code
no. 27-0882-01). Na to sa izolovala plazmidovad DNA pomocou
kitu QIAprep Spin Plasmid a po Stiepeni v 0,8% agardzovom
géli (30 minGt, 10V/cm) sa delila. SkonStruovany plazmid sa
nazval pFE60.
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Na izoldciu génu panB z plazmidu pCR®2.1panB sa izolo-
vand plazmidovad DNA Stiepila enzymom EcoRI, Stiepna nasada
sa delila v 0,8% agardzovom géli (30 minut, 10V/cm) a frag-
ment panB 800 bp sa izoloval pomocou kitu GLASSMAX™. Izolo-
vany fragment panB sa pomocou T4-DNA-ligazy ligoval s plaz-

midom pKK223-3, taktieZ Stiepenym EcoRI, a kmen E. coli

DH5amcr sa elektroporoval s liga&nou nasadou. Selekcia bu-

niek nesucich plazmid sa uskutoé&fiovala rozostretim elektro-

pora&nej nasady na agar LB, ktory bol zmie3any so 100 pg/ml
ampicilinu, a naslednou inkub&ciou 24 hodin pri 37 °C. Hla-
dany plazmid sa mohol po izoldcii DNA a kontrolnom Stiepeni,
pri naslednej gélovej elektroforéze v 0,8% agardzovom géli
(30 mindt, 10 V/cm) identifikovat v jednom klone restrikény-
mi enzymami EcoRI, EcoRV a Pvull a oznaéil sa ako pFE40.
Kédujlica oblast génu panB je v plazmide pFE40 pod kontrolou
tac-prométora kédovaného plazmidom pKK223-3.

Na izolaciu génu panD z plazmidu pCR®2.1panD sa izolo-
vand plazmidov& DNA 3tiepila enzymom EcoRI, Stiepna nasada
sa delila v 0,8% agarézovom géli (30 minat, 10V/cm) a frag-
ment panD 400 bp sa izoloval pomocou kitu GLASSMAX™. Izolo-
vany fragment panD sa pomocou T4-DNA-ligézy ligoval s plaz-

midom pKK223-3, taktieZ 3tiepenym EcoRI, a kmen E. coli

DHSomcr sa elektroporoval s liga&nou nasadou. Selekcia bu-
niek nesucich plazmid sa uskutociiovala rozostretim elektro-
pora&nej nadsady na agar LB, ktory bol zmie$any so 100 pg/ml
ampicilinu a néslednou inkub&ciou 24 hodin pri 37 °C. Hlada-
ny plazmid sa mohol po izolacii DNA a kontrolnom Stiepeni,
pri néslednej gélove] elektroforéze v 0,8% agarézovom géli
(30 mintt, 10 V/cm) identifikovat v jednom klone restrikcény-
mi enzymami EcoRI, EcoRV a HincII a oznail sa ako pFES50.
Koédujica oblast génu panD je v plazmide pFE50 pod kontrolou
tac-prométora kédovaného plazmidom pKK223-3.
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Gén panC sa Stiepenim pomocou HindIII-Smal (Pharmacia
Biotech (Freiburg, Nemecko), opis produktu SmaI, Code no.
27-0942-01) izoloval z plazmidu pFE60, na to sa 3tiepna
nasada delila v 0,8% agarézovom géli (30 minat, 10 V/cm) a
fragment panB 850 bp sa izoloval pomocou kitu GLASSMAX™.
Izolovany fragment panC sa pomocou T4-DNA-ligdzy ligoval s
plazmidom pFE50, taktieZ Stiepenym HindIII a SmaI, a kmeh E.
coli DH5amcr sa elektroporoval s liga&nou nasadou. Selekcia

buniek nesicich plazmid sa uskuto&ifiovala rozostretim elek-

tropora&nej nasady na agar LB, ktory bol zmie3any so 100

pg/ml ampicilinu a néslednou inkubdciou 24 hodin pri 37 °C.
Hladany plazmid sa mohol po izolacii DNA a kontrolnom Stie-
peni, pri néslednej gélovej elektroforéze v 0,8% agardzovom
géli (30 mindt, 10 V/cm) identifikovat v jednom klone
restrikénymi enzymami EcoRI, EcoRV, SmaI, HindIII a HincII a
ozna&il sa ako pFE52. Kédujuce oblasti génu panD a génu panC
si v plazmide pFE52 pod kontrolou tac-prométora kédovaného

plazmidom pKK223-3 a tvoria jeden operoén.

Do miesta strihu EcoRI nasledujicom po tac-prométore
plazmidu pFE52 sa klonoval gén panB a ziskany plazmid sa
ozna&il pFE70. Gén panB sa na to izoloval z agarézového gélu
(30 minat, 10 V/cm), v ktorom sa delila EcoRI-restriké&na
nadsada plazmidu pFE40. Ligacia sa uskutod&ifiovala pomocou T4-
DNA-ligdzy. Po eletropordcii ligacnej nasady do kmefla SJ2 sa
transformanty selektovali na agarovom médiu E, ktoré bolo
zmieSané s 0,4% glukdézy, 100 pg/ml tiaminu a 100 pg/ml ampi-
cilinu. DNA z kolénii rezistentnych na ampicilin sa izolova-
la pomocou kitu QIAprep Spin Plasmid a uspech klonovania sa
overoval Stiepenim pomocou EcoRI, EcoRV, Smal, HindIII a
HincII a néslednym delenim v 0,8% agarézovom géli (30 minuat,

10 V/cm). Kédujlice oblasti génu panB, génu panD a génu panC
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si v plazmide pFE70 pod kontrolou tac-prométora kédovaného
plazmidom pKK223-3 a tvoria jeden operdn.

Gén panE sa Stiepenim pomocou HindIII-SphI (Pharmacia
Biotech (Freiburg, Nemecko), opis produktu SphI, Code no.
27-0951-01) izoloval z plazmidu pFE65, na to sa 3tiepna
nasada sa delila v 0,8% agarézovom géli (30 minut, 10 V/cm)
a fragment panE sa izoloval pomocou kitu GLASSMAX™. Izolo-
vany fragment panE sa pomocou T4-DNA-ligazy ligoval s plaz-
midom pFE70, taktieZ 3tiepenym HindIII a &iastoCne Sphl, ‘a
kmefi FE5 sa elektroporoval s liga&nou nésadou. Selekcia bu-

niek nestcich plazmid sa uskutoé&fiovala rozostretim elektro-
pora&nej nasady na médiumE-agar + glukdza (0,4%) + 50 pg/ml
izoleucinu + 50 pg/ml ketoizovaleratu, ktory bol zmieSany

so 100 pg/ml ampicilinu a néslednou inkubaciou 48 hodin pri
37 °C. Hladany plazmid sa mohol po izoléacii DNA a kontrolnom
Stiepeni, pri naslednej gélovej elektroforéze v 0,8% agard-
zovom géli (30 minGt, 10 V/cm), identifikovat v jednom klone
restrik&énymi enzymami EcoRI, EcoRV, SphI, HindIII a HincII a
ozna&il sa ako pFE80. Kédujuce oblasti génu panB, génu panbD,
génu panC a génu pan E sd v plazmide pFE80 pod kontrolou
tac-prométora kéddovaného plazmidom pKK223-3 a tvoria jeden

operén.

Plazmid pFE80 sa elektroporoval do kmefia E. coli K12
MG1655 a transformanty sa selektovali na agare LB, ktory bol

zmie3any so 100 pg/ml ampicilinu, a naslednou inkubaciou 24
hodin pri 37 °C. ziskany kmeifi sa oznagil ako MG1655/pFES80.

Priklad 6
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Nadmernd expresia génu panE E. coli spolu s panB, panC a
panD E. coli v mutante E. coli K12 MG1655, rezistentnom na

valin

Kmen E. coli K12-MG1655 sa naniesol na médiumE-agar,
ktory bol zmie3any s 0,4 % glukézy a 100 pg/ml valinu (Sig-
ma, Deisenhofen, Nemecko), V0258). Po 48 hodinach inkubacie
pri 37 °C sa mohla izolovat jedna kolénia. Tento kmeii sa
ozna&il ako FE6. Plazmid pFE80 sa elektroporoval do kmeia
FE6 a transformanty sa selektovali na agare LB, ktory bol
zmieSany so 100 pg/ml ampicilinu, a néslednou inkubéciou 24

hodin p¥#i 37 °C. Ziskany kmefi sa oznaéil ako FE6/pFE80.
Priklad 7

Nadmerni expresia génu panE E. coli spolu s, panB, panC a
panD E. coli v mutante avtA::aadB E. coli K12 MG1655

Vychadzajic z nukleotidovej sekvencie pre gén avtA
(EMBL-GenBank: prirastkové &islo Y00490) v E. coli K12
MG1655 sa syntetizovali primery PCR (MWG Biotech (Ebersberg,
Nemecko)). Pomocou tychto primerov sa mohol Standardnou me-
tédou PCR z chromozémovej DNA E. coli K12 MG1655 amplifiko-
vat fragment DNA s velkostou pribliZne 1,6 kbp. Velkost sa
stanovila delenim gélovou elektroforézou (30 minit, 10 V/cm)

v 0,8% agardzovom géli.
Primer PCR pre gén avtA E. coli:
avtAl 57’ - TGCTCTCTCTCAACGCCGAA -3°

avtA2 5’ -GAAGCCGCCAACCAGGATAA -3’
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Produkt PCR génu avtA sa transformoval do plazmidu
pPCR®2.1 a do kmefia TOP1OF’ (Invitrogen (Leek, Holandsko).
Uspech klonovania sa dokédzal Stiepenim DNA plazmidu
pCR®2.lavtA restrikénymi enzymami EcoRI a Smal. Na to sa
izolovala plazmidovad DNA pomocou kitu QIAprep Spin Plasmid a
po 3tiepeni v 0,8% agarézovom géli (30 mindt, 10 V/cm) sa
delila. Do miesta strihu SmaIl plazmidu pCR®2.1avtA sa klono-
val gén aadB a ziskany plazmid sa nazval pFE23. Gén aadB sa

na to izoloval z agarézového gélu (30 minit, 10 V/cm),

v ktorom sa delila restrikéna nésada Smal plazmidu pHP45Q
(EMBL-GenBank: prirastkové &. K02163).Ligacia sa uskuto&nila
pomocou T4-DNA-ligdzy. Po elektroporacii ligac¢nej nasady do
kmefia DHSomcr sa transformanty selektovali na agare PA, kto-

ry bol zmieSany s 20 pg/ml streptomycinu (Sigma, Deisenho-
fen, Nemecko), Code no. S6501). DNA z kolénii rezistentnych
na streptomycin sa izolovala pomocou kitu QIAprep Spin Plas-
mid a uspech klonovania sa overil Stiepenim pomocou EcoRI a
SphI a né&slednym delenim v 0,8% agarézovom géli (30 minuat,
10 V/cm).

Fragment avtA::aadB sa vyStiepil z plazmidu pFE23
restrikciou EcoRI, delil 0,8% agardzovom géli (30 minut, 10
V/cm) a izoloval pomocou kitu GLASSMAX™. Fragment sa ligoval
s plazmidom pMAK705, &iasto¢ne Stiepenym EcoRI, pomocou T4-

DNA-1igazy, liga&nad nasada sa elektroporovala do kmefia
DHS5amcr a transformanty sa selektovali pomocou inkubacie na

agare LB + 20 pug/ml streptomycinu + 25 pg/ml chloramfenikolu
24 hodin pri 30 °C. DNA z kolénii rezistentnych na strepto-
mycin a chloramfenikol sa izolovala pomocou kitu QIAprep
Spin Plasmid a uspech klonovania sa dokazal Stiepenim pomo-
cou Sphl a EcoRI v 0,8% agardzovom géli (30 minat, 10 v/cm) .

Skon3truovany plazmid sa nazval pFE24.
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Pomocou plazmidu pFE24 sa v kmeni E. coli K12 MG1655
vymenil chromozomalny gén avtA za alelu avtA::aadB. Na gé-
novi vymenu sa pouZila modifikovand metéda podla Hamilton et
al. Plazmid pFE24 sa elektroporoval do kmefia E. coli K12
MG1655 a potom sa na selekciu kointegrdtov inkubovali trans-
formanty 24 hodin pri 42 °C na agare LB-chloramfenikol.
7Ziskané kolénie sa na rozjednocovanie znova inkubovali nane-
sené na rovnakom médiu 24 hodin pri 42 °C. Na dezintegraciu
plazmidu sa jednotlivé kolénie inkubovali v 5 ml kvapalného
média LB 24 hodin pri 42 °C a potom sa rozostrel zriedovaci
rad kvapalného média na agar LB-chloramfenikol. Tento zrie-
dovaci rad sa inkuboval 24 hodin pri 30 °C. Na o3etrenie
plazmidu sa jednotlivé kolénie ziskané zo zriedovacieho radu
naniesli v 3 za sebou nasledujticich ndteroch jednotlivych
kolénii na agar LB vZdy na 24 hodin pri 42 °C. Na kontrolu
fenotypu sa ziskané jednotlivé kolénie paralelne naockovali
na agarové platne s nasledujucimi médiami: médium LB + 20
pg/ml streptomycinu a médium LB + 25 g chloramfenikolu.
Tieto médid sa inkubovali 48 hodin pri 37 °C. Medzi 250
testovanymi jednotlivymi koléniami sa nachadzala jedna, kto-
rej fenotyp indikoval vymenu chromozomdlneho génu avtA za

fragment avtA::aadB. Tento kmefl sa ozna&il ako FET7.

Plazmid pFE80 sa elektroporoval do kmefia FE7 a trans-

formanty sa selektovali na agare LB, ktory bol zmieSany so
100 pg/ml ampicilinu, néslednou inkubaciou 24 hodin pri 37
°c. Ziskany kmefi sa ozna&il jako FE7/pFE80.

Priklad 8

Stanovenie aktivity ketopantodtreduktdzy v rdéznych kmeiioch
Escherichia coli K12
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Specifickd aktivita ketopantodtreduktazy sa stanovila
podla metédy opisanej v Shimizu et al. (Journal of Biologi-
cal Chemistry 263: 12077-12084 (1988)). Na to sa pomocou
HybaidLyser (Heidelberg, Nemecko) a RiboLyser Kit Blue zis-
kali bunkové extrakty jednotlivych kmefiov. Aktivita ketopan-
todtreduktdzy extraktov sa stanovila na zéklade spotreby
NADPH pri pridavku ketopantodtu. Pre kmefi E. coli K12 MG1655
sa stanovila Specifickd aktivita ketopantoatreduktazy 6,5
mU/mg, pre kmeii E. coli K12 MG1655/pFE65 22,0 mU/mg.

V pripade kmefia FE5 sa nedala odmerat Ziadna aktivita.

Priklad 9

Tvorba pantotendtu pomocou rdéznych kmefiov Escherichia coli
K12

Tvorba pantotenatu kmefimi MG1655, MG1655/pFE32,
MG1655/pFE65, MG1655/pFE80, FE6/pFE80 a FE7/pFE80 sa skumala
v davkovej (batch) kultdire. Ako kultiva&né médium sa pouzilo
médiumE, opisané Vogelom (Journal of Biological Chemistry
1956, 218: 97-106), s glukdzou (0,4%) ako zdrojom uhlika.

ZloZenie pouZitého média je uvedené v tabulke 2.

Tabulka 2
Z1lGéenina Koncentracia
MnSO,. 7H20 0,2 g/1

Monohydrat kyseliny citrénovej [2,0 g/l
KzHPOq 10, 0 g
NaNH4HPO,. Ho0 3, 5 g/l
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250ml Erlenmeyerove banky sa naplnili 20 ml uvedeného
3ivného média a nasada sa naodkovala. Po inkubacii 48 hodin
pri 37 °C sa stanovila opticka hustota a koncentracia panto-
tenatu. Na stanovenie hustoty buniek sa pouZila optickad hus-
tota s fotometrom Novaspec II Photometer od firmy Pharmacia
(Freiburg, Nemecko) pri meracej vlnovej diZke 580 nm. Obsah
pantotendtu sa stanovil v sterilne filtrovanom supernatante
kultary. Stanovenie pantotendtu (ako vépenate]j soli) sa
uskutoé&nilo pomocou kmefa Lactobacillus plantarum ATCC® 8014
podla udajov prirudky ,DIFCO MANUAL“ firmy DIFCO (Michigan,
USA;, 10" Edition, 1100-1102 (1984)). Vysledok je zhrnuty
v tabulke 3.

Tabulka 3
Kmei Koncentracia|Hustota buniek|Produktivita
[ug/ml) [oDsgol (pg/ml/oDsgo]
MG1655 0,51 2,8 0,18
MG1655/pFE32(1,7 2,8 0,60
MG1655/pFE65}4, 6 2,9 1,6
MG1655/pFE80|14,0 2,9 4,8
FE6/pFES0 35,7 3,2 11,2
FE7/pFE80 41,7 3,0 13,9
Priklad 10

Tvorba pantotendtu rdznymi kmefimi Escherichia coli K12

v pritomnosti ketopantoatu

Tvorba pantotendtu kmefimi MG1655, MG1655/pFE32,
MG1655/pFE65 pri pridanom ketopantoidte sa skimala v davkovej

(batch) kultdre. Na to sa médium opisané v priklade 8 do-

plnilo 50 pg/ml ketopantodtu. Ostatné podmienky pokusu su



také, ako sa uvadzaju v priklade 8. Vysledok je zhrnuty

v tabulke 4.
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Tabulka 4

Kmen Koncentraicia|Hustota buniek|Produktivita
[pg/ml] [oDsgo] (rg/ml/0Dsgo]

MG1655 6,2 2,9 2,1

MG1655/pFE32(9,0 2,9 3,1

MG1655/pFE65(|12,6 2,9 4,3

Priklad 11
Izolacia génu ilvC Corynebacterium glutamicum ATCC13032
Chromozémova DNA z C. glutamicum ATCC13032 sa izolovala

(Plasmid, 33:168-179) a

parcidlne Stiepila restrik&nymi enzymami Sau3A (Pharmacia

tak, ako sa opisuje v Tauch et al.

Biotech (Freiburg, Nemecko), opis produktu Sau3A, Code no.
27-0913-02) . Fragmenty DNA v rozsahu velkosti 7 aZ 9 kb sa
izolovali pomocou ,Nucleotrap Extraction Kit for Nucleic
Acids“ (Macherey a Nagel, Diliren, Nemecko; Cat. No. 740584) a
ligovali do defosforylovaného miesta strihu BamHI vektora
pUC19 (Viera et al., 1982, Gene, 19:259-268; MBI Fermentas,
Litva). Ligadcia sa uskuto&nila tak, ako sa opisuje v Sam-
brook et al.
Cold Spring Harbor), pri&om zmes DNA s T4-ligdzou (Pharmacia

(1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual,

Biotech (Freiburg, Nemecko) sa inkubovala cez noc. Tato 1li-
gadéna zmes sa nasledne elektroporovala do kmefia E. coli
DH5aMCR (Grant, 1990, Proceedings of the National Academy of
Sciences U. S. A., 87:4645-4649) 1994, FEMS Micro-
biological Letters, 123:343-348) a rozostrela na agar LB

(Lennox, 1955, Virology, 1:190) + 100 mg/ml ampicilinu. Po

(Tauch,
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inkubdcii po&as 24 hodin pri 37 °C sa mohla ziskat

z transformantov génovd banka C. glutamicum reizolaciou
plazmidovej DNA podla ,metddy alkalickej lyzy“ od Birnboima
a Dolyho (1997, Nucleic Acids Research, 7: 1513-1523). Pomo-
cou tejto génovej banky sa elektroporovali kompetentné bunky
kmeha FE5 E. coli, ktory nesie mutdcie v géne panE a ilvC.
Elektropora¢nad ndsada sa v nadvédznosti na regeneraénu fazu
(Tauch et al., 1994, FEMS Microbiological Letters, 123:343-
348) dvakrat premyla médiom E (Vogel and Bonner, 1956, Jour-
nal of Biological Chemistry, 218:97-106). Selekcia transfor-

mantov sa uskuto&nila rozostretim na médium E-agar + glukdza
(0,4 %) + 100 pg/ml ampicilinu + 50 pg/ml izoleucinu + 50

pg/ml ketoizovalerdtu. Zo 4 ziskanych kolénii sa pomocou ki-
tu QIAprep Spin Plasmid izolovala plazmidovéd DNA. Stiepenim
Xbal plazmidovej DNA a naslednym delenim v 0,8% agardézovom
géli (30 minut, 10 V/cm) sa ukdzalo, Ze pri plazmidoch'sa.
jednalo o vektory pUC19 s pribliZne 6,5 kbp velkymi inzer-
tami. Sekvencovanie inzertov s naslednym porovnanim homolé-
gie pomocou programu BLAST (Altschul, Journal of Molecular
Biology 1990, 215: 403-410) ukazalo, Ze inzerty vo v8etkych
pripadoch obsahovali Gplny gén ilvC z C. glutamicum (EMBL-
GenBank: prirastkové &. L09232). Jeden z tychto plazmidov sa
oznac¢il ako pFE90.

Priklad 12

Expresia génu ilvC Corynebacterium glutamicum ATCC13032 v

Corynebacterium glutamicum ATCC13032

Na expresiu génu ilvC z C. glutamicum v C. glutamicum
sa pouzil plazmid pECm3. Plazmid pECm3 je derivatom plazmidu
PECm2 (Tauch, 1994, FEMS Microbiological Letters, 123:343-

348), ktorého gén rezistencie na kanamycin sa odstranil
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pomocou restrikcie BglII (Pharmacia Biotech (Freiburg,
Nemecko), opis produktu BglII, Code no. 27-0946-02) a BamHI
s naslednou religaciou. Plazmidy pECm2 a pECm3 su schopné
replikacie v E. coli aj v C. glutami&um. Na izolaciu génu
ilvC z plazmidu pFE90 (priklad 11) sa izolovana plazmidova
DNA Stiepila enzymom Xbal (Pharmacia Biotech (Freiburg,
Nemecko), opis produktu XbaI, Code no. 27-0948-01), Stiepna
ndsada sa delila v 0,8% agarézovom géli (30 minat, 10 V/cm)
a izoloval sa 6,5 kbp fragment ilvC pomcou kitu GLASSMAX™.
Izolovany fragment ilvC sa ligoval pomocou T4-DNA-ligdzy °
s plazmidom pECm3, taktieZ Stiepenym Xbal, a kmeii FE5 E.
coli sa elektroporoval s liga&nou nadsadou. Selekcia buniek

nesuUcich plazmid sa uskutoCiiovala rozostretim elektroporaé-

nej nasady na agar LB, ktory bol zmieSany s 50 pg/ml chlo-
ramfenikolu, a néaslednou inkubdciou 24 hodin pri 37 °C. Hla-
dany plazmid sa mohol po izolacii DNA a kontrolnom Stiepeni,
pri nadslednej gélovej elektroforéze v 0,8% agarézovom géli
(30 minat, 10 V/cm), identifikovat v jednom klone enzymom

Xbal a oznac¢il sa ako pFE91.

Plazmid pFE91 sa elektroporoval do kmefia C. glutamicum
ATCC13032 a transformanty sa selektovali na agare LB, ktory
bol zmie3any so 7,5 pg/ml chloramfenikolu, a né&slednou inku-
baciou 48 hodin pri 30 °C. Ziskany kmefi sa oznadil ako C.
glutamicum ATCC13032/pFE9l.

Priklad 13

Tvorba pantotendtu pomocou Corynebacterium glutamicum
ATCC13032

Tvorba pantotendtu pomocou kmeita C. glutamicum
ATCC13032/pFE91 sa skimala v médiu CGXII (Keilhauer et al.,
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1993, Journal of Bacteriology, 175:5595-5603) s 10 mg/ml
chloramfenikolu, v dal3om texte oznacovanom ako testovacie
médium C. glutamicum. Toto médium je uvedené v tabulke 5. Po
50 ml Cerstvo nasadeného testovacieho média ‘C. glutamicum sa
nao¢kovalo 16-hodinovou kultirou (testovacie médium C. glu-
tamicum, 30 °C, 150 Upm) s hustotou buniek o0.D.sgg 0,1. Po
48-hodinovej inkubdcii pri 30 °C a 150 U/min sa bunky od-
stranili 10-mindtovou centrifugéciou pri 5000 x g, superna-
tant sa sterilne filtroval a stanovila sa koncentrdcia pan-
totendtu. Hustota buniek sa stanovila tak, ako sa opisuje.

v priklade 9.

Stanovenie pantotendtu (ako vapenatej soli) sa usku-
toé&nilo pomocou kmefla Lactobacillus plantarum ATCC® 8014
podla udajov priruéky ,DIFCO MANUAL“ firmy DIFCO (Michigan,
USA;, 10 Edition, 1100-1102 (1984)). Vysledok je uvedeny
v tabulke 6.
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Tabulka 5
Zlozka Koncentrdcia na |Poznamka
liter
(NHy) 2504 20 g
Mocovina 5gqg
KH,PO4 lg
K>HPO, lg
MgS0,. 7H20 0,25 g
MOPS 42 g
CaCl; 10 mg
FeSO4. 7H20 10 mg
MnSQ,.H,0 10 mg
ZnS04.7THL0 1 mg
CuSQy 0,2 mg
NiCl,. 6H,0 0,02 mg
Biotin 0,5 mg
Glukéza 40 g Oddelene auto-
klavovana
Kyselina 0,03 mg Sterilne
protokatechova filtrovana
Tabulka 6
Kmen Koncentracia|Hustota buniek|Produktivita
(ug/ml] [oDsgo] [1ng/ml/0Dsgg)
ATCC13032 0,2 20 0,010
ATCC13032/pFE91]|0,3 20 0,015
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Priklad 14

Expresia génu panE Saccharomyces cerevisiae

1. Amplifikdacia ¢itacieho rastra YHRO063c:
Vychadzajuic z nukleotidovej sekvencie &itacieho rastra
YHRO063c Saccharomyces cerevisiae (prirastkové &islo
U00061 National Center for Biotechnology, Bethesda, MD,
USA) sa syntetizovali nasledovné PCR-primery (MWG-
Biotech, Ebersberg, Nemecko). Zaciatok, popripade koniec

¢itacieho rastra je oznaéeny bodkou (.):

oJD539 (5' EcoRI-NotI START):
5'- GCG CGA ATT CAG ATC CGC GGC CGC AAA GAG GAG AAA TTA
ACT.ATG ACT GCA CCA CAC AGA AG -3'

0JD540 (3' SpeI-PstI STOP):
5'- CGC GAC TAG TCT GCA G.TC AGT CCT TTC TCC AGT CAC-3'

Ako templat sluiZila gendmova DNA kmefia JD242 S. cerevisiae,
ktorad sa izolovala podla metédy od C. Guthrieho a G. R.
Finka (Guide to yeast genetics and molecular biology,
Methods in Enzymology, zv. 194, Academic Press, San
Diego, CA, 1991). Tento kmefi je haploidnym segregantom
diploidného kmefia SC288C (Winston et al., Yeast 11, 53 a
dalej, (1995)), ktorého gendm sa sekvencoval (Goffeau et
al., Science 274, str. 546, (1996)). Tetradenova analyza
sa uskutoénovala podla metédy C. Guthrieho a G. R. Finka
(Guide to yeast genetics and molecular biology, Methods
in Enzymology, zv. 194, Academic Press, San Diego, CA,
1991). Kmefi JD242 je auxotrofny pre leucin (alela leu2Al)

a uracil (alela ura3-52). Fragment DNA s velkostou pri-
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bliZne 1,2 kB sa mohol amplifikovat pouZitim kitu ,High
Fidelity Expand Polymerase“ od firmy Roche (Mannheim) 28
cyklami PCR za podmienok uvedenych vyrobcom. Velkost sa
stanovila elektroforetickym delenim v 0,8% agarézovom
géli.

2. Kon8trukcia pJdD-YHRO063c:
Na expresiu c¢itacieho rastra YHR063c v S. cerevisiae sa
vloZil PCR-amplifikat do kyvadlového vektora pJDCEX2 E.
coli - S. cerevisiae (obrdzok 8 a Dohmen at al., 1995,'
Journal of Biological Chemistry 270, 18099-18109).

Produkt PCR sa restringoval pomocou EcoRI a Spel (AGS,
Heidelberg, Nemecko). Nasledne sa zmie3al s pJDCEX2-DNA,
ktord bola spracovand EcoRI a Xbal (AGS, Heidelberg, Nemec-
ko), a ligoval s T4-DNA-ligazou (Roche, Mannheim, Nemecko).
Liga¢na nasada sa transformovala do kmefia XL1-Blue E. coli
(Bullock et al., 1987, Biotechniques 5, 376). Transformant

sa ziskal selekciou na agare LB, ktory obsahoval 150 pg/ml
ampicilinu (Sigma, Diesenhofen, Nemecko). Plazmidova DNA

z klonov rezistentnych na ampicilin sa preparovala alkalic-
kou lyzou (Sambrook et al.: Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Izolova-
na plazmidova DNA sa skimala restrikciou pomocou NotI a PstI
a naslednym delenim v 0,8% agardézovom géli. Plazmid so Zia-
danou Strukirou dostal ndzov pJD-YHR063c (obrazok 9). Sek-
vencia v produkte PCR klonovanom pJD-HYR063c sa overovala

sekvencovanim s oligonukleotidmi oJD105 a oJD106.

0JD105 (T-CYCl):
5°~GAAGTCATCGAAATAG-3"

oJD106 (P-CUP1l):
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5~TCGTTTCTGTCTTTTTC-3"

3. KonStrukcia pKK-YHRO63c:

Na konStrukciu &itacieho rastra YHR063c v E. coli sa pouZil
plazmid pKK223-3 (Brosius and Holy, Proceedings of the Na-
tional Academy of Science USA 81, 6929 (1984)). Na to sa
plazmid pJD-YHR063c najskdér restringoval s EcoRI a PstI
(AGS, Heidelberg, Nemecko). Fragment YHRO063c s velkostou
pribliZne 1,2 kB sa po elektroforetickom deleni v 0,8% aga-
rézovom géli z tohto vystrihol a DNA sa izolovala kitom
QiaexII Gel Extraktion (Qiagen, Hilden, Nemecko). Nasledne
sa ligovala do plazmidu pKK223-3, ktory bol otvoreny pomocou
EcoRI a PstI, T4-DNA-ligdzou (Roche, Mannheim, Nemecko).
Liga&né& nasada sa transformovala do kmefia XL1-Blue E. coli

(Stratagene, LaJolla, CA, USA. Transformant sa ziskal selek-

ciou na médiu LB, ktoré obsahovalo 150 pg/ml ampicilinu
(Sigma, Deisenhofen, Nemecko). Plazmidova DNA z klonov re-
zistentnych na ampicilin sa preparovala alkalickou lyzou
(Sambrook et al.: Molecular Cloning, A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Uspech klono-
vania sa skumal restrikciou pomocou EcoRI a PstI a néslednym
delenim v 0,8% agarbézovom géli. Plazmid so Ziadanou Strukta-
rou dostal nazov pKK-YHRO63c.

Priklad 15
Komplementacia mutantu FES5 E. coli

Na analyzu funkcie panE ¢itacieho rastra z S. cerevi-
siae sa skimalo, ¢€i expresia tohto Citacieho rastra mdizZe
komplementovat potrebnost kyseliny pantoténovej kmefia FES E.
coli (priklad 1). Tento kmeh je v mutovany do genloci panE a

ilvC. Na to sa najskdér kmefi FES5 transformuje plazmidom
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pKK-YHRO63c.

Nésledne sa skimal rast kmefia FE5/pKK-YHR063c na mi-
nimadlnom agare M9 (Sambrook et al.: Molecular Cloning a

Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1989), ktory bol doplneny 50 pg/ml ketoizovaleratu (Kiv) a
50 pg/ml izoleucinu (Ile), v zavislosti od pridavku pantote-

natu (50 pg/ml). Ako negativna kontrola sluZil kmen
FE5/pKK223-3 a ako pozitivna kontrola kmeii FE4/pFE65 (pri-
klad 4). Tabulka 7 ukazuje vysledok pokusu: Citaci raster
YHR063c S. cerevisiae nachadzajici sa v plazmide pKK-YHR063c
komplementuje dvojndsobni mutdciu panE-ilvC kmefa FE5 E.

coli. Citaci raster YHR063c ma& funkciu génu panE.

' Tabulka 7
Kmet M9 + Kiv + Ile{M9 + Kiv + Ile
s pantotendtom|bez pantotenatu
FE5/pFE65 rast rast
FE5/pKK223-3 |rast Ziadny rast
FES/pK-YHR063c|rast rast

Priklad 16

Stanovenie aktivity ketopantodtreduktdzy v réznych kmefioch

Saccharomyces cerevisiae

Kmefi JD242 S. cerevisiae (vid priklad 14) sa transfor-
moval plazmidmi pJDCEX2 a pJD-YHR063c podla metdédy Dohmen et
al. 691 (1991)).

mantov sa uskuto&fiovala na minim&lnom médiu bez leucinu

(Dohmen et al., Yeast 7, Selekcia transfor-

s 0,8% agarom (vid tab. 8a,b). -
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Ako Zivné médium sa pouZil variant minimidlneho média
Yeast Nitrogen Base (YNB), opisaného v Difco-Manual (Michi-
gan, USA;, 10th Edition, 1100-1102 (1984)), neobsahujﬁci
kyselinu pantoténovﬁ.hMédium obsahovalo pridavne glukézu
(2%), uracil (40 pg/ml), CuSOs; (150 puM) na indukciu Peyp;-
promotéra suplementu pJDCEX2 a pJD-YHR~063c,-Leu Drp-Out od
firmy CLONTECH (Heidelberg, Nemecko, Cat. No. 8605-1) (650
pg/ml) a suplementy ketopantoat (100 pg/ml) a P-alanin (100

pug/ml) . ZloZenie pouzitého média je uvedené v tabulke 8a’ a
bl
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Tabulka 8a:
Zlozka Koncentréacia na
liter
(NHq) 250, 549
KH2PO, lg
MgS04. 7TH20 0,5 ¢
NaCl 0,149
CaCl, 0,149
H3BO3; 500 pg
Cus0, 40 pg
KI 100 pg
FeCl;. 6H,0 200 ug
MnSO,. H,0 400 pg
NazMoO4.2H0 400 ug
ZnS0q4. 7H0 200 pg
Biotin 2 ug
Kyselina folova 2 ug
Inozitol 2 mg
Niacin 400 pg
Kyselina p-aminobenzoova [200 pg
Pyridoxinhydrochlorid 400 pg
Riboflavin 200 pg
Tiaminhydrochlorid 400 pg
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Tabulka 8b:

Prisada MnoZstvo na liter
Glukéza 20 g

Uracil 40 mg

CuS0q4 24 mg

-Leu DO suplement 650 mg
Ketopantoat 100 mg

B-Alanin 100 mg

250ml Erlenmeyerove banky sa naplnili 50 ml uvedeného
Zzivného média, ndsada sa naockovala pomocou ocka
s jednotlivou koléniou agarovej platne (vid tab. 8a,b) a
inkubovala 72 hodin pri 30 °C a 175 U/min. Touto predkultu-
rou sa naoc¢kovalo 50 ml rovnakého Zivného média v 250ml
Erlenmeyerovej banke tak, aby mala otpickd hustotu (580 nm)
0,5. Po 24 hodinach kultivéacie pri 30 °C a 175 U/min sa
merala opitckd hustota fotometrom Novaspec II od firmy
Pharmacia (Freiburg, Nemecko) pri meracej vlnovej diZke 580
nm. Pre obidve kultiry mala hodnotu 4,0. Specificki aktivita
ketopantodtreduktdzy kmeriov S. cerevisiae JD242/pJDCEX2 a
pJD242/pJdD-YHR063c sa stanovila podla metdédy opisanej
v Shimizu et al. (Journal of Biological Chemistry 263:
12077-12084 (1988)).

Na to sa pomocou Hybaid RibolLyser (Heidelberg, Nemecko)
a RibolLyser Kit Red ziskali bunkové extrakty jednotlivych
kmefiov. Aktivita ketopantodtreduktazy extraktov sa stanovila
na zaklade spotreby NADPH pri pridavku ketopantoédtu. Obsah
proteinov sa zistil podla Bradfortovej metédy (Bradford,
Analytical Biochemistry 72, 248 a dalej, (1976)). Pre kon-
trolny kmeifi JD242/pJDCEX2 sa stanovila 3Specifick& aktivita

-~
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ketopantoadtreduktdzy 3 mU/mg proteinu a pre kmeifi JD242/pJD-
YHR063c 3Specifickd aktivita 386 mU/mg proteinu.

Priklad 17
Tvorba pantotendtu roéznymi kmefimi Saccharomyces cerevisiae

Tvorba pantotendtu kmefimi S. cerevisiae JD242/pJDCEX2 a
JD242/pJD-YHR063c sa skumala v davkovej (batch) kulture. .

250ml Erlenmeyerove banky sa naplnili 50 ml Zivného
média uvedeného v tab. 8a,b, ndsada sa naodkovala pomocou
oCka s jednotlivou koldéniou z agarovej platne (vid tab.
8a,b) a inkubovala 72 hodin pri 30 °C a 175 U/min. Touto
predkultirou sa naoc¢kovalo 50 ml rovnakého Zivného média
v 250ml Erlenmeyerovej banke tak, aby mala optickd hustotu
(580 nm) 0,5. Po 24 hodindch kultivécie pri 30 °C a 175
U/min sa stanovila optickd hustota a koncentrdcia pantotend-
tu. Na stanovenie hustoty buniek sa merala optickd hustota
fotometrom Novaspec II od firmy Pharmacia (Freiburg, Nemec-
ko) pri meracej vlnovej dlZke 580 nm. Obsah pantotendtu sa

stanovil v sterilne filtrovanom supernatante kultiry.

Stanovenie pantotenatu (ako vapenatej soli) sa usku-
to&fiovalo pomocou kmefa Lactobacillus plantarum ATCC® 8014
podla Gdajov prirucky ,DIFCO MANUAL“ firmy DIFCO (Michigan,
USA;, 10*" Edition, 1100-1102 (1984)). Vysledok je zhrnuty
v tabulke 9.
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Tabulka 9

Kmefi S. cerevisiae|Koncentracia|Hustota buniek|Produktivita

[pg/ml] [oDsso]l [ug/ml/oDsgo]

JD242/pJDCEX2 0,93 4,0 0,023

JD242/pJD-YHR063c [1,12 4,1 0,027
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PATENTOVE NAROKY

1. Spésob vyroby a zlep3enia mikroorganizmov produku-
jacich kyselinu pantoténovii zosilnenim, najmd nadmernou
expresiou nukleotidovych sekvencii kédujucich ketopantodtre-
duktézu, najmd génu panE, jednotlivo alebo navzajom kombino-

vane, a popripade doplnkovo génu ilvC.

2. Spdésob podla nadroku 1, vy zna & u jaci s a
t ym, Ze na dosiahnutie nadmernej expresie sa zvySuje .
pocet képii génov, popripade nukleotidovych sekvencii
v mikroorganizmoch pomocou inzercie plazmidovych vektorov

nesuicich tieto gény, popripade nukleotidové sekvencie.

3. Spbsob podla naroku 1, vy znaé&u3jutci s a
t ym, Ze na dosiahnutie nadmernej expresie sa mutuje pro-
métorovéd a reguladna oblast nachidzajlica sa proti smeru

Struktirneho génu.

4. Spdsob podla naroku 1, vy zna &ujuici s a
t y m, Ze na dosiahnutie nadmernej expresie sa zabuduju

proti smeru Strukturneho génu expresivne kazety.

5. Spdésob podla narokov 1 aZ 4, vy znadu3jaci
s a t ¥y m, Ze sa v mikroorganizmoch zosilfiuji, najmi
nadmerne exprimuji nukleotidové sekvencie kédujiice ketopan-
toatreduktdzu, ktoré maju jednu alebo viac mutdcii rezisten-

cie vo&i metabolitom a/alebo antimetabolitom.

6. Spbésob podla narokov 2 aZ 5, vy znadujuci
s a t ¥y m, Ze na dosiahnutie zosilnenia alebo nadmernej
expresie sa meni kultiva&né médium a/alebo uskuto&nenie

fermentécie.
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7. Spbésob podla ndrokov 1 az 6, vy znac¢ujiuci
s a t ym, Ze sa v mikroorganizmoch eliminuji metabolické
drédhy, ktoré zniZujua tvorbu pantotendtu (kyseliny pantoté-

novej).

8. Spdsob podla ndroku 7, vy zna ¢u jaci s a

t ym, Ze sa eliminuje gén avtA.

9. Spdésob podla ndroku 7, vy zna ¢ujuci s a

t ym, Ze sa eliminuje gén ilvE.

10. Spésob podla naroku 1, vyznadcujuci s a
t ym, Ze sa v mikroorganizmoch, najmd rodov korynebaktérii
alebo E. coli, nadmerne exprimuje alebo zosilfiuje gén ilvC

C. glutamicum.

11. Spbésob podla nadrokov 1 azZz 9, vy znac¢ujuaci
s a t ym, Ze sa doplnkovo k nukleotidovym sekvenciam
kédujicim ketopantodtreduktdzu zosilfiuje, najmd nadmerne
exprimuje jeden alebo viacero génov metabolickej dréhy

tvorby kyseliny pantoténovej.

12. Spésob podla naroku 11, vy znac¢ujuci s a
t ym, Ze sa doplnkovo zosilfiuje, najmd nadmerne exprimuje
jeden alebo viacero génov, ktoré kdédduji enzymy ketopantoat-
hydroxymetyltransferdzu (EC 4.1.2.12), aspartdt-l-dekarboxy-
lazu (EC 4.1.1.11) a pantotenatsyntetazu (EC 6.3.2.1).

13. Spbsob podla narokov 11 a 12, vy znac¢ujuci
s a t ym, Ze sa pouzZivaji rozliéné kompatibilné plazmi-
dové vektory, ktoré obsahuju uvedené gény.
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14. Spésob podla nédrokov 10 a 11, vy zna &u juci
s a t ym, Ze sa pouZiva kmefi transformovany jednym alebo
viacerymi navzadjom kompatibilnymi plazmidovymi vektormi a
plazmidovy vektor nesie jeden alebo viacero z uvedenych
génov vratane génu panE, v ktorom si gény usporiadané za
sebou a pod kontrolou jedného spolo&ného prométora alebo su
usporiadané od seba oddelene pod kontrolou rozdielnych

prométorov.
15. Plazmidovy vektor pFE80, vy zna&ujuci
s a restriké&nou mapou zobrazenou na obrdzku 6 a uloZeny

v kmeni MG 1655/pFE80 E. coli K12 pod oznadenim DSM 12414.

16. Plazmidovy vektor pFE65, vy zna c¢ujuci

0]

a restrik&nou mapou zobrazenou na obrazku 5 a uloZeny

v kmeni MG1l655/pFE65 E. coli K12 pod oznacenim DSM 12382.

17. Plazmidovy vektor pFE32, vy znac¢uijuauaci

n

a restrikcénou mapou zobrazenou na obrazku 4 a ulozenou
v kmeni MG1655/pFE32 E. coli K12 pod oznaenim DSM 12413.

18. Kmeri FE6 E. coli K12, ktory nesie rezistenciu na

valin.

19. Kmeii FE7 E. coli K12, v ktorom je vymeneny gén avtA

za fragment avtA::aadB, uloZeny pod oznadenim DSM 12380.

20. Mikroorganizmus (hostitelskd bunka) rodu E. coli
alebo Corynebacterium, ktory obsahuje jeden z plazmidovych
vektorov podla narokov 11 aZ 14 a popripade jednu alebo viac

rezistencii vo&i metabolitom a/alebo antimetabolitom.
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21. C. glutamicum ATCC 13032/pFE91, ktory obsahuje
plazmidovy vektor pFE91 s génom ilvC C. glutamicum.

22. Spdsob vyroby kyseliny pantoténovej, vy z n a & u-

jaci sa tym, Ze sa uskuto¢fniuji nasledovné kroky:

a) fermentacia mikroorganizmov podla jedného alebo viacerych
z predchadzajucich nérokov,

b) koncentrovanie kyseliny pantoténovej v médiu alebo

v bunkdch mikroorganizmov a

c) izoléacia kyseliny pantoténovej.

23. Spbsob podla ndroku 22, vyznaduijuci

s a t ym, Ze sa ako prekurzor pridava ketopantoéat.

24. Spésob podla ndroku 23, vy znadc¢ujuci
s a t ym, Ze sa v stupni a) pridadva prekurzor kyseliny
pantoténovej, zvoleny zo skupiny zahffiajlcej P-alanin a

ketoizovalerat.

25. Spdsob podla jedného alebo viacerych z predchadza-
jucich narokov, vy znaéu3jlci s a tym, Ze sa
pouZivajl mikroorganizmy rodu E. coli alebo Corynebacterium

alebo kvasinky.
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