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A talalmany targyat korineform baktériumok sejtieiben
autoném madon replikalédni képes rekombinans DNS
képezi, amely egy olyan aszpartokinazt kédolé DNS-
szekvenciat kodol, amely aszpartokinazban az L-lizin
és L-treonin okozta visszacsatolasos gatlassal szem-
beni érzékenység lényegesen le van csokkentve, vala-
mint tartalmaz egy diamino-pimelat-dekarboxilazt ko-
dol6 DNS-szekvenciat; tovabba korineform baktériu-
mok, amelyek olyan aszpartokinazt hordoznak, amely
aszpartokindzban az L-lizin és L-treonin okozta vissza-
csatolasos gatldssal szembeni érzékenység lényege-

A leiras terjedelme 28 oldal (ezen belil 13 lap ébra)

sen le van csokkentve, és amely baktérium tartalmaz
egy diamino-pimelat-dekarboxilazt k6dolo, fokozott ak-
tivitasi DNS-szekvenciat; valamint eljaras L-lizin ter-
melésére, azzal jellemezve, hogy az emlitett korine-
form baktériumot megfelel6 tapkdzegben tenyésztik,
ami lehetévé teszi L-lizin termel&dését és felhalmozoé-
dasat a baktériumsejt-tenyészetben, majd az L-lizint a
tenyészetbdl kinyerik.

A taldlmany szerinti megoldas alkalmas L-lizin ipari
méretekben térténd hatékony elallitasara.
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A talalmany targya eljaras L-lizin el6allitasara egy mik-
roorganizmus tenyésztése révén, amely mikroorganiz-
mus el6allitasa egy aminosavak vagy rokon vegyiiletek
fermentacids eléallitasara alkalmas korineform bakté-
rium moédositasaval, génsebészeti modszereken ala-
pul6 eljarasokkal tortént. A taldimany targyat képezik
tovabba az emlitett médositott korineform baktériumok,
valamint L-lizin-bioszintézisgéneket tartalmazoé rekom-
binans DNS-ek, amelyek segitségével az emlitett mo-
dositas megtortént.

A talalmany szerinti megoldas elénydsen alkalmaz-
haté L-lizin ipari el6allitadsara fermentaciés modsze-
rekkel.

A takarmanydusitéként hasznalt L-lizint altalaban
egy, a korineform baktériumok koézé tartozé L-lizin-ter-
melé mutans torzs alkalmazasaval allitjak el6 fermen-
tacids médszerekkel. A jelenleg ismert kiilénb6z6 L-li-
zin-termeld baktériumokat mesterséges mutaciéval al-
litottak el6 a korineform baktériumokhoz tartozé vad ti-
pusu torzsekbd! kiindulva.

Ami a korineform baktériumokat illeti, eddig feltar-
tak egy baktériumsejtekben autoném mdédon replika-
I6dni képes plazmidvektort, amely drogreziszten-
cia-markergéneket hordoz (4 514 502-es szdmu ameri-
kai egyestlt allamokbeli szabadalmi leiras), valamint
egy eljarast gén baktériumsejtekbe térténd bejuttatasa-
ra (példaul 2-207791-es szamu kbzzétett japan szaba-
dalmi leiras). Feltartak tovabba egy lehetdséget arra,
hogy L-treonint és L-izoleucint termeld baktériumokat a
fent leit médszerekkel tenyésszenek (4452890-es és
4442208-es szamui amerikai egyestilt allamokbeli sza-
badalmi leiras). L-lizin-termelé baktérium tenyésztésé-
re ismert egy eljaras, amely soran egy, az L-lizin bio-
szintézisében szerepet jatszd gént épitenek be egy
plazmidvektorba annak érdekében, hogy baktériumsej-
tekben amplifikaljak a gént (példaul 56-160997-es sza-
mu kézzétett japan szabadalmi leiras).

Az L-lizin bioszintézisében szerepet jatszo ismert
gének példaul a dihidropikolinat reduktazgénje
(7-75578-as szamu kdzzétett japan szabadalmi leiras)
és a diamino-pimelat dehidrogenazgénje [Ishino, S. és
munkatarsai, Nucleic Acids. Res., 15, 3917, (1987)],
ebben az esetben az L-lizin bioszintézisében részt
vevl gént kldnoztak, tovabba a foszfoenol-piruvat kar-
boxilazgénje (60-87788-as szamu kdzzétett japan sza-
badalmi leirds), a dihidrodipikolinat szintazgénje
(6-55149-es szamu japan szabadalmi leiras) és a dia-
mino-pimelat dekarboxildzgénje (60-62994-es szamu
kozzétett japan szabadalmi leiras).

Ismeretes olyan eset is, amelynél az L-izin bioszin-
tézisében részt vevd egyik enzim vad tipusara vissza-
csatolasos gatlas jellemzd. Ebben az esetben az L-li-
zin-elallitds termelékenységét egy olyan enzimgén
bejuttatasdval novelték meg, amely a visszacsatolo
gatlasra valé érzékenységet lecsdkkentd mutaciot tar-
talmazott. llyen gén példaul az aszpartokindzgén. (WO
94/25605-6s szam nemzetkdzi kbzzétételi irat).

A fent leirtak szerint sikert értek el az L-lizin bioszin-
tetikus rendszerének génjei amplifikalasa, illetve mu-
tans gének bevitele révén. llyen sikernek konyvelhetd
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el példaul az, hogy egy olyan mutans aszpartokinaz
génjét tartalmazé korineform baktérium, amely aszpar-
tokinaznak igy lecsokken az érzékenysége lizin és
treonin egyiittes gatlé hatasaval szemben, szamottevd
mennyiségi L-lizint termel (kb. 25 g/I-t). Ennek a bakté-
riumnak azonban a szaporodasi sebessége kisebb,
mint amelyik a vad tipust aszpartokinazgént hordozza.
Azt is kozolték, hogy az L-izin eléallitasanak termelé-
kenysége tovabb javithaté azzal, hogy a mutans asz-
partokinaz génjének bevitele mellett dihidropikoli-
nat-szintaz-gént is visznek be [Applied and Environ-
mental Mikrobiology, 57(6), 1746, (1991)]. Egy ilyen
baktérium ndvekedési sebessége azonban tovabb
csokken.

Eddig nem kézoltek még olyan esetet, amelyben
egy, az L-lizin bioszintetikus rendszer részét képezd
gén aktivitasanak fokozasa mellett a baktérium szapo-
rodasi sebességét is ndvelni szandékoztak volna. Je-
len kérilmények kozott a korineform baktériumokat te-
kintve egy eset sem ismeretes, ahol az L-lizin-termelés
jelentds javitasa az L-lizin bioszintézisgénjeinek kombi-
nalasaval ne okozta volna a szaporodas sebességé-
nek csokkenését.

A taldlmany szerinti megoldas célja L-lizin-termelés
javitasa korineform baktériumban az L-lizin-bioszinté-
zis génjei vagy azok kombinaciéi aktivitasanak fokoza-
saval anélkiil, hogy a korineform baktérium szaporoda-
si sebessége csokkenne. Amikor az elBallitani kivant
anyagot fermentaciés médszerekkel, mikroorganizmus
alkalmazasaval termeltetjiik, az el6allitas sebessége,
valamint az el6allitani kivant anyag kitermelése (a be-
vitt anyagmennyiséghez viszonyitva) kiilonosen jelen-
tés tényezdk. Egy elballitani kivant anyagot lényege-
sen olcsobban allithatunk eld, ha megndveljik az elbal-
litds sebességét a fermentacids késziilék egységnyi
kapacitdasahoz képest. A fentiek szerint tehat ipari
szempontbdl kiilénésen fontos, hogy a fermentacio ré-
vén elért kitermelés és a termelés sebessége kompati-
bilisek legyenek egymassal. A taldlmany szerinti meg-
oldas célja a fent leirt probléma megoldasa, valamint
L-lizin el6allitdsa fermentacidval és korineform bakté-
rium alkalmazéasaval.

A talalmany szerinti megoldas elve azon a tényen
alapul, hogy egy korineform baktérium szaporodasi se-
bességét és L-izint termelé sebességét egyidejiileg
megnodvelhetjik azaltal, ha egyszerre juttatunk be egy
olyan aszpartokinazt kodolé6 DNS-szekvenciat, amely-
nek L-lizin és L-treonin okozta visszacsatolasos gatlés-
sal szembeni érzékenységét lényegesen lecsokkentet-
tik és egy diamino-pimelat-dekarboxilazt kodold
DNS-szekvenciat. Ez a névekedés ahhoz az esethez
képest torténik meg, amikor a fenti DNS-szekvencidkat
6nmagukban expresszaltatjuk.

A taldlmany elsé szempontja szerint a talalmany
targyat képezi egy korineform baktériumok sejtjeiben
autondém modon replikalédni képes rekombinans DNS,
amely tartalmaz egy olyan aszpartokinazt kédold
DNS-szekvenciat, amely aszpartokindzban az L-lizin
és L-treonin okozta visszacsatolasos gatlassal szem-
beni érzékenységet lényegesen lecstkkentettik, vala-



1 HU 224 409 B1 2

mint egy diamino-pimelat-dekarboxilazt kédolé
DNS-szekvenciat. A talalmany targyat képezi tovabba
egy tovabbi, a foszfoenol-piruvat-karboxilazt kédolé
DNS-szekvenciat tartalmazé rekombinans DNS.

A taldlmany masodik szempontja szerint a talal-
many targyat képezi egy L-lizin és L-treonin okozta
visszacsatolasos gatlas tekintetében Iényegesen le-
csokkentett érzékenységii aszpartokinaz génjét hordo-
z6 korineform baktérium, amely egy diamino-pime-
lat-dekarboxilazt kodold fokozott aktivitasi DNS-szek-
venciat tartalmaz. A talaimany targyéat képezi tovabba
egy korineform baktérium, amely tartalmaz egy tovab-
bi, a foszfoenol-piruvat-karboxilazt kédold DNS-szek-
venciat.

A taldlmany harmadik szempontja szerint a talal-
many targyat képezi egy eljaras L-lizin el6allitasara,
azzal jellemezve, hogy a tobb lépésbdl allé eljaras so-
ran a fent leirt korineform baktériumok kézill barmelyi-
ket megfeleld tapkdzegben tenyésztjlk, hogy L-lizin
keletkezhessen és szaporodhasson fel a baktériumte-
nyészetben, és az L-lizint kinyerjiik a tenyészetbdl.

A tovabbiakban az aszpartokinazt ,AK’-nak jeléljik,
az AK-t kodolo gént ,lysC”-nek, az olyan AK-t, amely-
ben az L-lizin és L-treonin okozta visszacsatolasos gat-
lassal szembeni érzékenységet lényegesen lecsokken-
tettiik, ,mutans AK"-nak, és az olyan gént, amelyik a
mutans AK-t kédolja, mutans lysC-nek, amennyiben
sziikséges. Hasonloképpen, a diamino-pimelat-dekar-
boxildzt ,DDC"™-nek jeldljiik a tovabbiakban, a DDC-t
kddolo gént ,lysA™-nak, a foszfoenol-piruvat-karboxilazt
.PEPC"-nek, és a PEPC-t kédol6 gént ,ppc'-nek,
amennyiben szukséges.

A korineform baktériumok a taldimanyi leirdsban a
mikroorganizmusok egy olyan csoportjat jelentik —
osszhangban a [Berge’s Manual of Determinative Bac-
teriology, 8. kiad. 559, (1974)] meghatarozasaval —,
amelyek aerob, Gram-pozitiv, savnak nem ellenalld,
palcika alaku baktériumok, amelyek nem képesek spo-
rak képzésére. A korineform baktériumok magukban
foglaljak a Corynebacterium nemzetségbe tartoz6 bak-
tériumokat, azokat a mind ez ideig a Brevibacterium
nemzetségbe sorolt baktériumokat, amelyeket jelenleg
a Corynebacterium nemzetségbe tartozé baktériumok-
kal egylvé soroltak be, valamint a Corynebacterium
nemzetségbe tartozé baktériumokkal kézeli rokonsag-
ban levé Brevibacterium nemzetségbe tartozd bakté-
riumokat.

A taldimany szerinti megoldas megvaldsitasa révén
a korineform baktérium L-lizin-termel® képességét és a
termelt L-lizin mennyiségét ndvelni lehet.

Az alabbiakban réviden ismertetjiik a leirashoz csa-
tolt abrakat.

Az 1. dbra bemutatja a mutans lysC-t tartaimazoé

p399AK9B és p399AKYB plazmidok
elkészitésének folyamatat.

A2 abra bemutatia a IlysA-t tartalmazoé
p299LYSA plazmid elkészitésének fo-
lyamatat.

A 3. abra bemutatja a lysA-t és a Brevi. ori.-t

(Brevibacterium-eredetli replikacios
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origd) tartalmazé pLYSAB plazmid el-
készitésének folyamatat.

bemutatia a PEPC struktirgént tartal-
mazé pAKPFds plazmid elkészitésé-
nek folyamatat.

bemutatja a korineform baktériumok-
hoz hasznalhaté Uj kidbnozévektorok, a
pVK®6 és a pVK7 elkészitésének folya-
matat.

bemutatia a vad tipusu, nagymérték-
ben expresszalédd ppc-t tartalmazé
pPwm plazmid elkészitésének folya-
matat.

bemutatja a mutans lysC-t, lysA-t és a
Brevi. ori.-t tartaimazé pCL plazmid el-
készitésének folyamatat.

bemutatja a dapA-t és a Brevi. ori.-t tar-
talmazo pDPSB plazmid elkészitésé-
nek folyamatat.

bemutatja a dapB-t és a Brevi. ori.-t tar-
talmazé pDPRB plazmid elkészitésé-
nek folyamatat.

bemutatja a ddh-t és a Brevi. ori.-t tar-
talmazo pPK4D plazmid elkészitésé-
nek folyamatat.

bemutatja a lysC-t, dapA-t és a Brevi.
ori.-t tartalmaz6 pCRCAB plazmid elké-
szitésének folyamatat.

bemutatja a mutans lysC-t, dapB-t és a
Brevi. ori.-t tartalmazé pCB plazmid el-
készitésének folyamatat.

bemutatja a mutans lysC-t és a ddh-t
tartalmazé pCD plazmid elkészitésé-
nek folyamatat.

1. Az L-lizin-bioszintézis talalmany szerinti megol-

dasban alkalmazott génjeinek elééllitasa

Az L-lizin-bioszintézis talalmany szerinti megoldas-
ban alkalmazott génjeit a kovetkezd lépések soran
nyertik: baktériumbdl mint DNS-donorbdl kromoszo-
malis DNS-t tisztitottunk, kromoszomalis DNS-kdnyvta-
rat készitettiink plazmidvektor vagy hasonlé alkalma-
zasaval, kivalasztottunk egy, a kivant gént hordozé tor-
zset, majd a kivalasztott térzsbdl kinyertik a rekombi-
nans DNS-t amelybe a gént inszertaltuk. A DNS-donor,
amelybdl a taldlmany szerinti megoldasban alkaimazott
L-lizin-bioszintézisgén szarmazik, barmi lehet, feltéve,
hogy a kivalasztott L-lizin-bioszintézisgén olyan enzi-
met kodol, amely korineform baktériumsejtekben mi-
kodoképes. A DNS-donor azonban elény6sen egy kori-
neform baktérium.

A korineform baktériumbdl szdrmazé lysC-, dapA-
és a ppc-gének koziil mindegyik szekvenciaja ismert.
Ennek megfeleléen elSallithatjuk ket a polimer-
az-lancreakcié (PCR) [White, T. J. és munkatarsai,
Trends. Genet. 5, 185, (1989)] modszerével amplifika-
last végezve.

A taldlmany szerinti megoldasban alkalmazott L-li-
zin-bioszintézisgének mindegyike elballithaté az alab-
biakban példaképpen bemutatott modszerek valame-
lyikével.

A 4. abra

Az 5. abra

A 6. &bra

A 7. abra

A 8. dbra

A 9. abra

A 10. abra

A 11. abra

A 12. abra

A 13. 4bra
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(1) Mutans lysC elGallitasa

A mutans lysC-t tartalmazé DNS-fragmenst el8allit-
hatjuk egy olyan muténs térzsbél, amelyben az AK L-li-
zin és L-treonin okozta szinergikus visszacsatolasos
gatlassal szembeni érzékenységet lényegesen lecsok-
kentettilk (WO 94/25605-6s szamu nemzetk6zi k6zzé-
tételi irat). Egy ilyen mutans torzset gy kaphatunk,
hogy példaul egy korineform baktérium vad tipusu tér-
zse sejtjeinek egy csoportjat mutaciot okozé kezelés-
nek vetiink ala. llyen szokvanyos mutacios kezelés pél-
daul az ultraibolya fénnyel térténd besugarzas vagy
egy mutaciét okozd szer, példaul az N-metil-N'-nit-
ro-N-nitrozoguanidin (NTG) alkalmazasa. Az AK-aktivi-
tast Miyajima és munkatarsai altal leirt médszer szerint
végezhetjiikk [Journal of Biochemistry 63(2), 139,
(1968)]. llyen mutans torzsként legelénydsebben egy
L-lizin-termelé baktériumot, az AJ3445-6t (FERM
P-1944) alkalmazhatjuk, amelyet a Brevibacterium lac-
tofermentum ATTC13869 (amelynek jelenlegi, megval-
tozott neve Corynebacterium glutamicum) vad tipusa
torzsének mutacios kezelésével hozhatunk létre.

Egy masik lehetéség mutans lysC elballitdsara az,
hogy a plazmid-DNS-t, ami a vad tipusu lysC-t tartal-
mazza in vitro mutdcids kezelésnek vetjik alad. Mas
szempontpdl ugyanis pontosan ismerjuk a mutaciot,
ami az L-lizin és L-treonin okozta visszacsatolasos gat-
lassal szembeni érzékenységet lényegesen lecsdkken-
ti (WO 94/25605-0s szamu nemzetkdzi kdzzétételi
irat). Ennek megfeleléen a mutans lysC-t eldallithatjuk
a vad tipusu lysC-bél ennek az ismeretnek az alapjan
példaul a helyspecifikus mutagenezis modszerével.

Egy lysC-t tartalmazo fragmenst izolalhatunk egy
korineform baktériumbdl agy, hogy kromoszomdlis
DNS-t allitunk el6 Saito és Kimura moédszerével pél-
daul [Biochem. Biophys. Acta, 72, 619, (1963)], majd a
lysC-t a PCR-mddszerrel amplifikaljuk [White, T. J. és
munkatarsai, Trends. Genet. 5, 185, (1989)].

A DNS-lancinditokra példak a szekvencialistaban
az 1-es és a 2-es azonositd szamon megadott 23 és
21 tagl nukleotidszekvenciak. Ezekkel péidaul a Cory-
nebacterium glutamicum ismert lysC-szekvenciajabol
1643 bp-nyit lehet amplifikalni [Molecular Microbiology
5(5), 1197, (1991); Mol. Gen. Genet., 224, 317,
(1990)). A DNS-t szokvanyos moddszerrel, példaul az
LApplied Biosystems model 380B” DNS-szintetizalé ké-
sziilékét alkalmazva szintetizalhatjuk meg [Tetrahed-
ron Letters 22, 1859, (1981)]. A PCR-t elvégezhetjik
egy ,DNA Thermal Cycler Model PJ2000” PCR-keszh-
leket (Takara Shuzo) alkalmazva Tag DNS-polimerdz
segitségével, a forgalmazé cég altal javasolt médszer
alapjan.

A PCR segitségével amplifikalt lysC-t elénydsen
olyan vektor-DNS-sel ligaljuk, amelyik autoném médon
replikalodni képes E. coli és/vagy valamely korineform
baktérium sejtjeiben. igy tehat rekombinans DNS-t ké-
szitlink, amelyet visszajuttatunk az E. coli-sejtekbe.
Ezek az el6késziiletek megkonnyitik a soron kdvetkez6
miiveleteket. Az E. coli-sejtekben autoném médon rep-
likalodni képes vektor elénydsen egy plazmidvektor,
amelyik elénydsen autoném maédon replikalodni képes
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olyan gazdasejtekbe, amelyek példaul a kévetkezd
plazmidokat hordozzak: pUC19, pUC18, pBR322,
pHSG299, pHSG399, pHSG398, RSF1010.
Ha egy olyan DNS-fragmenst inszertalunk ezekbe
a vektorokba, amely képessé teszi Gket korineform
baktériumban valé autoném médon térténd replikald-
dasra, ugynevezett atviteli (,shuttle”) vektorként alkal-
mazhaté vektorokhoz jutunk, amelyek autoném médon
replikalddni képesek mind E. coliban, mind korineform
baktériumban.
llyen atviteli vektorok az alabbiak. A vektorokat hor-
dozé mikroorganizmusokat és azok nyilvantartasi sza-
mait nemzetkozi deponalasi hatésagoknal (zaréjelben)
szintén feltlintetjiik.
pHC4:  Escherichia coli AJ12617 (FERM BP-3532)
pAJ655: Escherichia coli AJ11882 (FERM BP-136)
Corynebacterium glutamicum SR8201
(ATCC 39135)

pAJ1844: Escherichia coli AJ11883 (FERM BP-137)
Corynebacterium glutamicum SR8202
(ATCC 39136)

pAJ611: Escherichia coli AJ11884 (FERM BP-138)

pAJ3148: Corynebacterium glutamicum SR8203
(ATCC 39137)

pAJ440: Bacillus subtilis AJ11901 (FERM BP-140)

Ezek a vektorok az alabb leirtak szerint nyerheték
ki a deponalt mikroorganizmusokbol. A névekedésuk
logaritmikus fazisaban sszegyjtott sejteket lizozim és
SDS jelenlétében feltarjuk, majd a feltart sejteket
30 000 g-vel lecentrifugaljuk. A feliiliszéhoz polietilén-
glikolt adunk, majd cézium-bromidos egyensulyi sir{-
séggradiens-centrifugalassal frakcionaljuk és tisztitjuk
etidium-bromid jeleniétében.

Az E. coli-sejteket transzformalhatjuk példaul plaz-
mid bejuttatasaval, amit végezhetiink példaul D. L.
Morrison moédszerével [Methods in Enzymology, 68,
326, (1970)], vagy egy masik mdédszerrel, ahol a befo-
gado sejtet kalcium-kloriddal kezeljiik, hogy a DNS-sel
szembeni ateresztGképességét megnodveljiik [M. Man-
del és A. Higa, J. Mol. Biol., 53, 159, (1970)].

A vad tipust lysC-t egy AK-ra nézve vad tipusu
torzsbdl kaphatjuk meg lysC a fent leirtak szerinti izola-
lasaval, a mutans lysC-t pedig ugy, hogy egy AK-ra
nézve mutans torzsbdl izolalunk lysC-t, ugyancsak a
fentiek alapjan.

A vad tipusu lysC-t tartalmazé DNS-fragmens nuk-
leotidszekvenciajara példa a szekvencialistaban a 3-as
azonosité szamon megadott szekvencia. A vad tipusi
AK-fehérje a-alegységének nukleotidszekvenciabdl
szarmaztatott aminosavszekvenciajat a DNS-szekven-
cidval egyiitt mutatja a szekvencialistdban a 4-es azo-
nosité szamon megadott szekvencia. Az aminosav-
szekvenciat 6nmagaban a szekvencialistaban az 5-0s
azonosité szamon megadott szekvencia mutatja. A vad
tipusi AK-fehérie pB-alegységének nukleotidszekven-
ciabdl szarmaztatott aminosavszekvencidjat a
DNS-szekvenciaval egyiitt mutatja a szekvencialista-
ban a 6-o0s azonosité szamon megadott szekvencia. Az
aminosavszekvenciat dnmagaban a szekvencialista-
ban a 7-es azonositd szamon megadott szekvencia
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mutatja. Az alegységek mindegyikében GTG a kezd6
kodon, itt azonban az ennek megfelel aminosav a me-
tionin. Az ennek a kodonnak megfelelé aminosav lehet
mindazonaltal metionin, valin és formil-metionin egy-
arant.

A taldlmany szerinti megoldasban alkalmazott mu-
tans lysC barmilyen lehet, feltéve, hogy olyan AK-t ké-
dol, ahol az L-lizin és L-treonin okozta szinergikus
visszacsatolasos gatlassal szembeni érzékenység lé-
nyegesen le van cstkkentve. A mutans lysC-re példa
azonban az, amely olyan AK-t kédol, ahol az aminosa-
vak koziil a vad tipusu AK a-alegységének N-terminali-
satol szamitott 279. alaninnak megfelelé aminosav
mas, de nem savas aminosavra van kicserélve, és a
B-alegységének N-terminalisatol szamitott 30. alanin-
nak megfeleld aminosav mas, de nem savas aminosav-
ra van kicserélve. A vad tipusi AK a-alegységének
aminosavszekvencidja a szekvencialistAban az 5-6s
azonosité szamon megadott szekvencia, mig a -alegy-
ségének aminosavszekvencidja a szekvencialistaban a
7-es azonositd szamon megadott szekvencia.

A nem savas, alanintdl kiilbnb6z6 aminosavak elé-
nydsen példaul a kdvetkezdk lehetnek: treonin, arginin,
cisztein, fenil-alanin, prolin, szerin, tirozin és valin.

A helyettesité aminosavnak megfelel6 kodon nem
csupan egyféle lehet, de az adott aminosavat kell ko-
dolnia. Megjosolhatd, hogy a vad tipusi AK-k amino-
savszekvenciai kismértékben eitérhetnek egymastol
baktériumfajonként és baktériumtorzsenként. Azok az
AK-k, amelyeken egy vagy tobb helyen mutaciét hajtot-
tak végre, és igy egy vagy tobb aminosavat példaul
szubsztitualtak, deletaltak vagy inszertaltak, de ez a
fentiekkel egybehangzéan nem volt hatassal az enzim
aktivitdsara, szintén alkalmazhatok a taldlmany szerinti
megoldas megvaldsitasa soran. Spontan mutaciot tar-
talmazé AK-t kodold DNS-t olyan DNS izolalasaval
nyerhetiink, amelyik képes hibridizalni példaul a szek-
vengcialistaban a 3-as azonosité szamon megadott nuk-
leotidszekvencia egy részével sztringens korilmények
kozott. A leirasban hasznalt ,sztringens kérilmények”
alatt olyan koérlilményeket értiink, amelyek kdzétt a ki-
vant specifikus hibrid keletkezik, de mas nemspecifikus
hibridizacié nem kovetkezik be. Nem konnyii ezeket a
korlilményeket szamértékekkel vildgosan kifejezni.
llyenekre példaképpen megemlithetiink azonban olyan
koriiményeket, amelyek kdzepette nagymértékii ho-
molégiat mutaté nukleinsavak, példaul nem kevesebb
mint 90%-ban homolég DNS-ek hibridizalnak egymas-
sal, és ennél kisebb homoldgiat mutatdé nukleinsavak
nem hibridizalnak egymassal, vagy olyan kériiménye-
ket, ahol a hémérséklet egy telijesen dsszeilleszkedett
hibrid olvadasi hdmérséklete, és annal 30 °C-kal ala-
csonyabb hémérséklet kozott, eldnydsen az olvadasi
hémérséklet és annal 20 °C-kal alacsonyabb hémér-
séklet kozott van, a sékoncentracié pedig megfelel
1xSSC-nek, elényosen pedig 0,1xSSC-nek.

Egyéb AK-kat, amelyeken mesterséges mutaciot
végziink, példaul egy vagy tobb aminosav szubsztit(-
ciojat, delécidjat vagy inszercidjat, szintén alkalmazha-
tunk, feltéve, hogy a mutacié nem fejt ki lényeges befo-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

lyast az AK-aktivitasra, és az L-lizin és L-treonin okozta
visszacsatolasos gatlassal szembeni érzékenység le-
csokkentett mivoltara. Mesterséges mutaciét hordozo,
AK-t k6dol6 DNS-t ugy kaphatunk, hogy a nukleotid-
szekvenciat szubsztiticiéval, deléciéval vagy inszer-
cidval egy adott helyen médositjuk példaul helyspecifi-
kus mutagenezissel. Hasonloképpen, mutaciét hordo-
z6 lysC-t valamilyen ismert, mutaciét okozd kezelési
mobdszerrel (mutagénkezeléssel) allithatunk eld. llyen
maodszer példaul a lysC-t tartalmazé DNS in vitro keze-
lése hidroxil-aminnal vagy hasonléval, példaul a lysC-t
tartaimazé DNS-t hordozé mikroorganizmus kezelése
mutagénekkel, mint példaul az ultraibolya-besugéarzas
vagy a szokvanyos mesterséges mutagenezis soran
alkalmazott mutagén szer, mint példaul az N-me-
til-N-nitro-N-nitrozoguanidin (NTG) vagy a salétrom-
sav. A mutagénkezelés utan a mutalt helyet meghata-
rozhatjuk gy, hogy kivalasztunk egy DNS-t vagy mik-
roorganizmust, amely olyan AK-aktivitdssal rendelkez6
AK-t kodol vagy termel, amely AK aminosavszekven-
ciajat megvaltoztattuk a mutagénkezelésnek alavetett
DNS altal kédolt vagy mikroorganizmus aital termelt
AK-hoz képest. A bejuttatott mutacio helye barmi lehet,
feltéve, hogy az AK-aktivitasra és az L-lizin és L-treo-
nin okozta visszacsatolasos gatlassal szembeni érzé-
kenység lényegesen lecsdkkentett mivoltara nincs lé-
nyeges hatasa. A mutaciok szama és mindsége a hely-
t6l és a megvaltoztatott aminosav min8ségétdl, illetve a
fehérje térszerkezetében elfoglait helyétél fliggben vél-
tozd, és nem korlatozza mas, csupan az a feltétel,
hogy ne legyen lényeges hatasa az AK-aktivitasra és
az L-lizin és L-treonin okozta visszacsatolasos gatias-
sal szembeni érzékenység lényegesen lecsOkkentett
mivoltara. A mutaciok szama altalaban 1-20-ig terjed-
het, elénydésen 1-10-ig.

A p399AK9B lysC-ben mutans plazmid
AJ12036 torzsbe (FERM BP-734) mint vad tipust Bre-
vibacterium lactofermentum térzsbe tortént bejuttata-
saval kapott AJ12691-es torzset 1992. aprilis 10-én he-
lyeztiik letétbe FERM P-12918 nyilvantartasi szamon
a ,National Institute of Bioscience and Human Techno-
logy of Agency of Industrial Science and Technology of
Ministry of International Trade and Industry” Intézetnél
(1-3, Higashi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken,
305 Japan), majd 1995. februar 10-én a Budapesti
Egyezménynek megfeleléen is letétbe helyeztik a
FERM BP—4999-es nyilvantartasi szamon.

(2) lysA elballitasa

Egy lysA-t tartalmazé DNS-fragmenst korineform
baktérium kromoszémajabsl PCR segitségével allitha-
tunk el6. A DNS-donor barmely korineform baktérium
lehet, a leirasban példaképpen a Brevibacterium lacto-
fermentum ATCC13869-es torzs szerepel.

A korineform baktériumokban a lysA és az argS (ar-
ginil-tRNS szintazgénje) egy operont alkot. A lysA
expresszidjat az argS-t6l 5'-iranyban elhelyezkedd pro-
moter iranyitia [Journal of Bacteriology, nov., 7356
(1993)). Ezen gének DNS-szekvenciai a Corynebacte-
rium glutamicum esetében ismertek [Molecular Micro-
biology 4 (11), 1819, (1990); Molecular and General
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Genetics, 212, 112 (1988)], ennek alapjan pedig
PCR-lancinditdk készitheték. llyen PCR-lancinditék
példaul azok a 23 béazisparbdl alld6 DNS-szakaszok,
amelyek a szekvencialistaban a 8-as azonositd sza-
mon, valamint a 9-es azonositd szamon vannak meg-
adva. Elébbiek megfelelnek a Molecular Microbiology
alabbi cikkében a 11-es és a 33-as szamon megadott
oligonukieotidoknak [Molecular Microbiology 4 (11),
1819, (1990)], utébbiak (a 9-es azonositdé szamon
megadottak) megfelelnek a Molecular and General Ge-
netics aldbbi cikkében az 1370-es és az 1392-es sza-
mon megadott oligonukleotidoknak [Molecular and Ge-
neral Genetics, 212, 112 (1988)]. A DNS szintézise, a
PCR, valamint a kapott lysA-t tartalmazé plazmid el64l-
litdsa ugyanugy végezhet6 el, mint azt fent a lysC ese-
tében leirtuk.

Az alabbiakban leirt példaban egy promotert, az
argS-t és lysA-t tartalmazé DNS-fragmenst alkalmaz-
tuk a lysA aktivitasanak fokozadsara. Az argS azonban
nem képezi a talaimany szerinti megoldas nélkiilézhe-
tetlen elemét. Alkalmazhatunk egy olyan DNS-frag-
menst is, amelyben a lysA-t k6zvetienul a promoter ké-
zelébe ligaltuk, téle 3-iranyban. Az argS-t és a lysA-t
tartalmazé DNS-fragmens nukleotidszekvenciaja, vala-
mint a nukleotidszekvencia altal kodolt szarmaztatott
aminosavszekvencia a szekvencialistaban a 11-es
azonositd szamon van megadva, a lysA altal kodolt
aminosavszekvencia pedig a 12-es azonositd szamon.
Az ezeket az aminosavszekvenciakat kodold DNS-
fragmenseken kiviil a talalmany szerinti megoldasban
alkalmazhatunk a szekvencialistadban a 12-es azonosi-
t6 szamon megadott szekvenciaval lényegében azo-
nos aminosavszekvenciakat kodolé DNS-fragmense-
ket is, nevezetesen olyan aminosavszekvenciakat,
amelyekben egy vagy tobb aminosavat szubsztitual-
tunk, deletaltunk vagy inszertaltunk, feltéve, hogy en-
nek nem volt Iényeges hatdsa a DDC-aktivitasra.
Spontan vagy mesterséges mutaciot tartalmazo lysA-t
ugyanolyan mddon kaphatunk, mint spontan vagy
mesterséges mutacidt tartalmazé AK-t kodolé DNS-t,
amelyben a mutacidnak nincs hatasa az AK aktivitasa-
ra és az L-lizin és L-treonin okozta szinergikus vissza-
csatolasos gatlassal szembeni érzékenység lényege-
sen lecsOkkentett mivoltara.

(3) ppc elbéllitasa

Egy ppc-t tartalmazé DNS-fragmenst korineform
baktérium kromoszémajabol PCR segitségével allitha-
tunk el6. A DNS-donor barmely korineform baktérium
lehet, a leirasban példaképpen a Brevibacterium lacto-
fermentum ATCC13869-es torzs szerepel.

A ppc-gén DNS-szekvencidja a Corynebacterium
glutamicum esetében ismert [O’'Regan, M. és munka-
tarsai, Gene, 77, 237, (1989)], és ennek alapjan
PCR-ancinditokat készithetlink. llyen PCR-lancinditok
példaul azok a 23 bazisparbdl allé DNS-szakaszok,
amelyek a szekvencialistdban a 13-as azonosité sza-
mon, valamint a 14-es azonosité szamon vannak meg-
adva. A DNS szintézise, a PCR, valamint a ppc-t tartal-
mazo6 plazmid elGallitasa ugyanugy torténhet, amint azt
fent a lysC esetében leirtuk.
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A ppc-t tartaimazé DNS-fragmens nukleotidszek-
venciaja, valamint a nukleotidszekvencia altal kédolt
szarmaztatott aminosavszekvencia a szekvencialista-
ban a 15-6s azonosité szamon van megadva. Az ami-
nosavszekvenciat onmagaban mutatja a szekvencialis-
ta 16-0s azonositd szama. Az ezeket az aminosav-
szekvenciakat kodolé DNS-fragmenseken kivil a talal-
many szerinti megoldasban alkalmazhatunk a szek-
vencialistaban a 16-os azonosité szamon megadott
szekvenciaval lényegében azonos aminosavszekven-
ciakat kédoldo DNS-fragmenseket is, nevezetesen
olyan aminosavszekvencidkat, amelyekben egy vagy
tobb aminosavat szubsztitualtunk, deletaltunk vagy in-
szertaltunk, feltéve, hogy ennek nem volt Iényeges ha-
tasa a PEPC-aktivitisra. Spontan vagy mesterséges
mutaciot tartalmazd lysA-t ugyanolyan modon kapha-
tunk, mint spontan vagy mesterséges mutécioét tartal-
maz6 olyan AK-t kodolé DNS-t, amely AK-ban az L-li-
zin és L-treonin okozta szinergikus visszacsatolasos
gatlassal szembeni érzékenységet iényegesen lecsok-
kentettik.

Egy korineform baktériumbdl szdrmazé ppc egy
operont alkot a gap (gliceraldehid-3-foszfat-dehidroge-
naz), a pgk- (foszfoglicerat-kinaz) és a tpi- (trizfosz-
fat-izomeraz) génekkel, a ppc a tpi-t6l 3'-iranyban he-
lyezkedik el. A ppc expresszidjat a pgk-tdl 5'-iranyban
elhelyezked6 promoter szabalyozza [Schwinde, J. W.
és munkatarsai, J. Bacteriol., 175 (12), 3905, (1993)].
igy tehat, a fent leirt lysA-hoz hasonléan a ppec-t a
pgk-val és a tpi-vel egyiitt amplifikalhatjuk PCR segit-
ségével a pgk-t, a tpi-t és a ppc-t tartalmazé DNS-frag-
mens alkalmazasaval. Amint azt az alabb leirt példa-
ban bemutatjuk, lehetséges egy olyan DNS-fragmens
alkalmazasa is, amelyik csupan a PEPC génjének ko-
dolérégidjat, valamint egy attdl 3’-iranyban elhelyezke-
dé megfelelé promotert tartalmaz. A promoter lehet
példaul a lysC promotere, az E. colibdl szdrmazé
tac-promoter, valamint a trc-promoter.

2. A talalmany szerinti rekombinédns DNS és kori-

neform baktérium

A taldlmany szerinti rekombindns DNS autoném
madon replikalédni képes korineform baktériumok sejt-
jeiben, tartalmaz egy olyan aszpartokinazt kédold
DNS-szekvenciat, amelyben az L-lizin és L-treonin
okozta visszacsatolasos gatlassal szembeni érzékeny-
séget lényegesen lecsokkentettik, valamint egy diami-
no-pimelinat-dekarboxilazt kodold DNS-szekvenciat.
A talalmany egy elényds megvaldsitasi mddja szerint a
rekombinans DNS a fenti DNS-szekvenciakon kiviil
tartalmaz tovabba egy foszfoenol-piruvat-karboxilazt
kodold DNS-szekvenciat is.

A talalmany szerinti korineform baktérium hordoz egy
aszpartokinazgént (mutans AK) is, amely AK-ban az L-li-
zin és L-treonin okozta visszacsatolasos gatlassal szem-
beni érzékenységet Iényegesen lecsokkentettiik, és ben-
ne a diamino-pimelinat-dekarboxilazt kddold (lysA) DNS
aktivitasa fokozott. Egy el6nyds megvalésitasi mod sze-
rint a taldlmany szerinti korineform baktériumra az jel-
lemzd, hogy szintén fokozott génaktivitasu foszfoenol-pi-
ruvat-karboxilazt kodolé6 DNS-t (ppc) tartalmaz.
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A ,fokozott aktivitasu” a leirasban hasznalt értelem-
ben azt jelenti, hogy a DNS &ltal kédolt enzim intracel-
lularis aktivitAsa megnovekedett, példaul a gén kdpia-
szamanak ndvelése, erés promoter alkalmazasa, nagy
specifikus aktivitasi enzimet kddolé gén alkalmazasa
vagy ezen madszerek kombinalasa révén.

A mutans AK-t hordozé korineform baktérium ter-
melheti @ mutdns aszpartokinazt mutacié eredménye-
képpen, vagy lehet olyan is, amely a mutans lysC be-
juttatasaval van transzformalva.

A fent leirt DNS bejuttatasara alkaimas korineform
baktériumokra szolgaljanak példaként az alabbi lizin-
termeld vad tipusu torzsek:

Corynebacterium acetoacidophilum ATCC13870;
Corynebacterium acetoglutamicum ATCC15806;
Corynebacterium callunae ATCC15991;
Corynebacterium glutamicum ATCC13032;
(Brevibacterium divaricatum) ATCC14020;
(Brevibacterium lactofermentum) ATCC13869,;
(Corynebacterium lilium) ATCC15990;
(Corynebacterium flavum) ATCC14067;
Corynebacterium melassecola ATCC17965;
Brevibacterium saccharolyticum ATCC14066;
Brevibacterium immariophilum ATCC14068;
Brevibacterium roseum ATCC13825,;
Brevibacterium thiogenitalis ATCC19240,
Microbacterium ammoniaphilum ATCC15354;
Corynebacterium thermoaminogenes AJ12340 (FERM

BP-1539).

A fenti baktériumtdrzseken kiviil masok is alkalmaz-
hat6k gazdaként, ilyenek lehetnek példaul L-lizin terme-
lésére képes mutans térzsek, amelyek a korabban emli-
tett torzsek leszarmazottai. llyen mesterséges mutans
torzsek példaul a kévetkezbk: S-(2-amino-metil)-cisz-
teinnel (a tovabbiakban ,AEC”) szemben rezisztens mu-
tans torzsek, ilyen példaul a Brevibacterium lactofer-
mentum AJ11087 (NRRL B-1147) (56-1914-es,
56-1915-6s, 57-14157-es, 57-14158-as, 57-30474-es,
58-10075-0s, 59-4993-as, 61-35840-es, 62-24074-es,
62-36673-as, 5-11958-as, 7-112437-es és 7-112438-as
szamu japan szabadalmi leirdsok); mutans torzsek,
amelyek névekedéséhez aminosavak, példaul L-homo-
szerin szilkségesek (48-28078-as és 56-6499-es sza-
mu japan szabadalmi leirdsok), mutans térzsek, ame-
lyek AEC-vel szemben rezisztensek és névekedésik-
héz aminosavak, példaul L-leucin, L-homoszerin, L-pro-
lin, L-szerin, L-arginin, L-alanin és L-valin sziikkségesek
(3708395-0s és 3825472-es szamu amerikai egyesiilt
allamokbeli szabadalmi leiras); L-lizint termelé mutans
torzsek, amelyek DL-a-amino-kaprolaktdmmal, o-ami-
no-lauril-laktdmmal, aszpartatanal6gokkal, ,szulfa”-ha-
téanyagokkal, kinoidokkal és N-lauril-leucinnel szem-
ben ellendlliéak;); L-lizint termelé mutans térzsek, ame-
lyek oxalacetat-dekarboxilaz és a légzérendszer enzim-
jeinek inhibitoraival szemben ellenalléak (50-53588-as,
50-31093-as, 52-102498-as, 53-9394-es, 53-86089-es,
55-9783-as, 55-9759-es, 56-32995-6s és 56-39778-as
szamu japan kozzétételi iratok, és 53-43591-es és
53-1833-as szamu japan szabadalmi leirasok); L-lizint
termelé mutans térzsek, amelyek ndvekedéséhez inozi-
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tol vagy ecetsav sziikséges (55-9784-es és 56-8692-es
szamu japan kozzéteételi iratok); L-lizint termeld mutans
torzsek, amelyek érzékenységet mutatnak fluor-piro-
szbl6savval és 34 °C-nal nem alacsonyabb hémérsék-
lettel szemben (55-9783-as és a 53-86090-es szamu ja-
pan kozzétételi irat); valamint a Brevibacterium és a Co-
rynebacterium nemzetségekhez tartoz6 mutans tor-
zsek, amelyek etilénglikollal szemben rezisztensek és
L-lizint termelnek (4411997-es szamu amerikai egyesiilt
allamokbeli szabadalmi leiras).

A talalmany egy konkrét megvalésitasi médja sze-
rint, annak érdekében, hogy — amint azt fent leirtuk —
egy gazdasejtben fokozzuk az L-lizin bioszintetikus
rendszere génjeinek aktivitasat, a géneket plazmid-
vektor, transzpozon, fagvektor vagy hasonlé alkalma-
zasaval bejuttatjuk a gazdasejtbe. A bejuttatasatol azt
varjuk, hogy még kis kdpiaszamu vektorok esetén is
génaktivitast fokoz6 hatasa legyen. Elny6sen azon-
ban nagy kopiaszamii vektort alkalmazunk. A vektorok
lehetnek példaul plazmidvektorok, mint példaul a fent
leirt pAJ655, pAJ1844, pAJ611, pAJ3148, pAJ440.
Lehetnek emellett transzpozonok is, mint amelyek pél-
daul a kovetkezé hivatkozasokban szerepelnek:
WO002/02627-es és W093/18151-es szdml nemzet-
kézi kbzzétételi iratok; 445385-6s szamu eurdpai sza-
badalmi leiras; 6-46867-es szamu kozzétett japan
szabadalmi leiras; Vertes, A. A. és munkatarsai, Mol.
Microbiol., 11, 739-746 (1994); Bonamy, C. és mun-
katarsai, Mol. Microbiol., 74, 571-581 (1994); Vertes,
A. A. és munkatarsai, Mol. Gen. Genet., 245,
397-405, (1994); Jagar, W. és munkatarsai, FEMS
Microbiology Letters, 126, 1-6 (1995); 7-107976-0s és
7-327680-as szamu kdzzétett japan szabadalmi leira-
sok, valamint hasonldk.

A talalmany szerinti megoldas megvalositasa soran
nem az az egyetlen lehet6ség, hogy a mutans lysC ak-
tivitasat fokozzuk. Alkalmazhatunk olyan torzseket is,
ahol a kromoszomalis DNS-en elhelyezkedd lysC tar-
talmaz mutéaciét, vagy amelyben a mutans lysC be van
épitve a kromoszomalis DNS-be. Egy masik lehetdség,
hogy a mutans lysC-t plazmidvektor alkalmazasaval
juttatjuk be. Masfeldl elénybsen a lysA és a ppc aktivi-
tasat is fokozzuk, a hatékony L-lizin-termelés érde-
kében.

A lysC-, a lysA- és a ppc-gének mindegyikét egy-
mast kdvetden bejuttathatjuk a gazdasejtbe, sorrend-
ben kiilonb6z6 vektorokat alkalmazva. Mas megkozeli-
tésben, két- vagy haromféle gén egyetien vektor alkal-
mazasaval kombinalva is bejuttathatd. Amennyiben kii-
10nb6z6 vektorokat alkalmazunk, a gének barmely sor-
rendben bejuttathatok, elényésen azonban olyan vek-
torokat alkalmazunk, amelyek stabilan fennmaradnak
és replikalédnak a gazdasejtben, és amelyek képesek
egymas mellett parhuzamosan létezni.

Mutans AK-t hordozé korineform baktériumot, ame-
lyik a fokozott aktivitasu lysA-t is tartalmazza, ugy kap-
hatunk, hogy példaul egy korineform baktériumba mint
gazdasejtbe mutans lysC-t, lysA-t és ppc-t tartalmazo,
korineform baktériumok sejtjeiben autoném maodon
replikalddo rekombinans DNS-t juttatunk.
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Olyan korineform baktériumot, amely a mutans
lysC és lysA mellett fokozott aktivitasi ppc-t is tartal-
maz, Ugy kaphatunk, hogy példaul egy korineform
baktériumba mint gazdasejtbe lysC-t, lysA-t és ppc-t
tartalmazd, korineform baktériumok sejtieiben auto-
noém modon replikdlédé rekombinans DNS-t juttatunk.
Ezenfellil olyan korineform baktériumot, amely foko-
zott aktivitdsi mutans lysC-t, lysA-t és ppc-t is tartal-
maz, ugy kaphatunk, hogy fokozott aktivitasd mutans
lysC-t és lysA-t tartalmazé korineform baktériumsej-
tekbe ppc-t tartaimazé, korineform baktériumok sejtjei-
ben autondm modon replikdlédd rekombinans DNS-t
juttatunk.

A fent emlitett rekombinans DNS-eket Gigy kaphat-
juk meg példaul, hogy minden egyes — L-lizin bioszinté-
zisében részt vevd — gént egy vektorba (példaul plaz-
mid-, transzpozon- vagy fagvektorba) inszertalunk a
fent leirtak szerint.

Amennyiben plazmidot alkalmazunk vektorként, a
rekombinans DNS-t bejuttathatjuk a gazdasejtbe elekt-
romos pulzus médszerével [Sugimoto és munkatarsai,
2-207791-es szamu kozzétett japan szabadalmi le-
iras]. Gén amplifikalasat transzpozonnal (gy végezhet-
jlk el, hogy egy plazmidot hordozé transzpozont jutta-
tunk be a gazdaseijtbe, és indukaljuk a transzpozon at-
ugrasat.

(3) Eljaras L-lizin termelésére

L-lizint hatékonyan termelhetiink Ggy, hogy a fent
leirtak szerint a fokozott aktivitasy, L-lizin bioszintézi-
séhez szitkséges géneket hordozé korineform bakté-
riumot megfeleld tapkézegben tenyésztjik, igy lehets-
vé téve L-lizin termeldédését és felhalmozddasat a bak-
tériumseijt-kultirdban, majd az L-lizint kinyerjik a kulta-
rabol.

Az alkalmazhatd tapkdzeg lehet példaul egy k6zon-
séges tapkozeg, amelyik szénforrast, nitrogénforrast,
szervetlen ionokat és nem kételezéen egyéb szerves
komponenseket tartaimaz.

Szénforrasként cukrokat, mint példaul gliikézt, fruk-
tézt, szachardzt, melaszt és keményitdhidrolizatumot
alkalmazhatunk, valamint szerves savakat, mint pél-
daul fumarsavat, citromsavat és borostyankdsavat.

Nitrogénforrasként alkalmazhatunk ammoniumso-
kat, mint példaul az amménium-szulfat, ammoé-
nium-klorid, ammoénium-foszfat; szerves eredetii nitro-
gént, példaul szojabab-hidrolizatumot; ammoniagazt
vagy vizes ammoniat.

Szerves, nyomnyi mennyiségben sziikséges anya-
gokat biztositd tapanyagforrasként kivanatos példaul
B,-vitamint, L-homoszerint, élesztékivonatot vagy ha-
sonlét alkalmazni megfeleld mennyiségben. A fentiek
mellett kalium-foszfatot, magnézium-szulfatot, vas- és
magnéziumiont stb. adunk kis mennyiségben a tapko-
zeghez, ha sziikséges.

A tenyésztést elénydsen aerob kériilimények kozott
végezziik 30-90 oran keresztil. A tenyésztési hémér-
sékletet eldnydsen 25 °C és 90 °C kozé allitjuk be, a
pH-t pedig 5 °C és 8 °C kdzé. Szerves vagy szervetlen,
savas vagy bazikus anyagok, ammdniagaz vagy ha-
sonldk egyarant alkalmazhaték a pH-beallitas soran.

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

Az L-lizint kinyerhetjiik a tenyészetbdl a szokvanyos
ioncsere modszerének, kicsapasi modszereknek, vala-
mint egyéb mddszerek kombinalaséaval.

Az aldbbiakban példak segitségével a taldlmany
szerinti megoldast kdzelebbrdl is ismertetjik.

1. példa: Vad tipusu és mutans lysC-gén

el6allitasa Brevibacterium lactofermentumbél

(1) Vad tipust és mutans lysC-gének, valamint az

Oket tartalmazé plazmidok elbéllitasa

A Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 és
egy, az ATCC13869-es torzsbdl kiindulva mutacios ke-
zeléssel kapott L-lizin-termel6 torzs, az AJ3445 (FERM
P-1944) szolgaltak kromoszomalis DNS donorjaként.
Az AJ3445-0s torzset mutacionak vetettik ala, aminek
soran a lysC-t megvaltoztattuk ugy, hogy az AK-ban az
L-lizin és L-treonin okozta visszacsatolasos gatlassal
szembeni érzékenységet lényegesen lecsbkkentettiik
[Journal of Biochemistry, 68, 701, (1970)].

A lysC-t tartaimaz6 DNS-fragmenst kromoszomalis
DNS-b6l amplifikaltuk PCR-médszerrel [,polimerase
chain reaction”, polimeraz-lancreakcié, Id. White, T. J.
és munkatarsai Trends. Genet., 5, 185, (1989)]. Az
amplifikalashoz hasznalt DNS-lancinditékként a szek-
vencialistdban az 1-es és 2-es azonosité szamon meg-
adott szekvencijju 23 tagu egyesszali DNS-eket szin-
tetizaltuk meg, hogy veliikk egy kb. 1643 bp hosszisa-
gu, a lysC-t kddold régiot amplifikdljuk a Corynebacte-
rium glutamicum esetében ismert szekvencia alapjan
[Molecular Microbiology 5 (5), 1197, (1991); Mol. Gen.
Genet., 224, 317, (1990)]. A DNS-t a szokvanyos moé-
don szintetizaltuk meg egy ,model 380B” (Applied Bio-
systems) szintetizaldkésziiéket és a foszforami-
dit-mddszert alkaimazva [Tetrahedron Letters 22,
1859, (1981)].

A gén PCR-rel torténé amplifikalasat egy ,DNA
Thermal Cycler Model PJ2000” készulék (Takara
Shuzo) végeztiik, Tag-polimerazt alkalmazva a forgal-
maz6 utasitasai szerint. Az 1643 bp hosszisagi gén-
fragmens amplifikalasanak sikeres mivoltarél aga-
réz-gélelektroforézis segitségével gydzddtink meg.
Ezutan a gélbdl kivagott fragmenst a szokvanyos
mobdszerrel tisztitottuk, majd Nrul (Takara Shuzo) és
EcoRI (Takara Shuzo) restrikciés enzimekkel meg-
emésztettiik.

A génfragmens szamara klénozévektorként a
pHSG399-et [Takeshita, S. és munkatarsai, Gene, 67,
6374 (1987)] alkalmaztuk. A pHSG399-et Smal (Ta-
kara Shuzo) és EcoRI restrikcios enzimekkel meg-
emésztettilk, és az amplifikalt lysC-fragmenssel ligal-
tuk. A DNS ligalasat a ,DNA ligation kit” (Takara Shu-
z0) segitségével végeztilk el a feltiintetett médszer
alapjan. llyenforman olyan plazmidokat allitottunk eld,
amelyekben a Brevibacterium lactofermentum kromo-
szomaibdl amplifikalt lysC-fragmenseket pHSG399-cel
ligaltuk. Az ATCC13869-bd! (vad tipusu torzs) szarma-
26 lysC-t tartalmazd plazmidot p399AKY-nak jelditiik,
azt a plazmidot pedig, amelyik az AJ3463-bol szarma-
z6 (L-lizin-termel6é baktérium) plazmidot tartalmazta
p399AK9-nek.
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A p399AKY-ba és a p399AK9-be olyan DNS-frag-
menst inszertaltunk, ami egy plazmidot képessé tesz
autoném mddon replikalédni Corynebacterium nemzet-
séghez tartozé baktériumokban (a leirasban hasznalt
értelemben a ,Brevi.-ori.” ilyen DNS-fragmenst jeldl),
igy rendre olyan lysC-t tartalmazé plazmidokat allitva
el6, amelyek képesek autoném maédon replikaldédni Co-
rynebacterium nemzetséghez tartozé baktériumokban.
A Brevi.-ori.-t a pHK4 plazmidvektorbdl allitottuk eld,
ami tartalmazza a Brevi.-ori.-t és autoném moédon repli-
kalédik mind Escherichia coli, mind a Corynebacterium
nemzetséghez tartozé baktériumok sejtjeiben.
A pHK4-et a pHC4 Kpnl-gyel (Takara Shuzo) és Bam-
Hi-gyel (Takara Shuzo) végzett emésztésével, a Bre-
vi.-ori.-fragmens extrahalasaval és az el6zbleg szintén
Kpnl-gyel és BamHI-gyel megemésztett pHSG298-cal
(5-7491-es szamu kozzétett japan szabadalmi leiras)
vald ligalassal allitottuk eld. A pHK4 a gazdasejtet el-
lenaliéva teszi kamamicinnel szemben. A pHK4-et hor-
doz6 Escherichia coli-toérzset Escherichia coli
AJ13136-nak jeloltik, és 1995. augusztus 1-jén he-
lyeztiik letétbe FERM BP-5186-0s nyilvantartasi sza-
mon a ,National Institute of Bioscience and Human
Technology of Agency of Industrial Science and Tech-
nology of Ministry of International Trade and Industry”
Intézetnél (1-3, Higashi 1-chome, Tsukubashi, Ibara-
ki-ken, 305 Japan).

A pHK4-et Kpnl és BamHI restrikciés enzimekkel
megemésztettiik, és a hasitott végeket tompa végiivé
tettiik. A tompa végek kialakitasat ,DNA Blunting kit"
reagenskészlet (Takara Shuzo) alkalmazasaval vé-
geztlk el a feltlintetett modszer szerint. A tompa vég
kialakitasa utan foszforilalt BamHI-linkert (Takara
Shuzo) ligaltunk a tompa végekhez, ezzel a mddosi-
tassal elérve azt, hogy a Brevi.-ori.-szakasznak meg-
feleld DNS-fragmens pHK4-bdl csupan BamHi-gyel
végzett emésztéssel is kivaghatoé legyen. Ez utobbi
plazmidot emésztettiik BamHI-gyel, és a kapott Bre-
vi.-ori. DNS-fragmenst ligaltuk az el6zéleg rendre
szintén BamHI-gyel emésztett p399AKY-nal és
p399AK9-cel. gy a lysC-t tartalmazé és Corynebacte-
rium nemzetséghez tartozo baktériumsejtekben auto-
ném mddon replikaldédni képes plazmidokat hoztunk
létre.

A vad tipust lysC-gént tartalmazo, p399AKY-bdl
szarmazo plazmidot p399AKYB-nek, a p399AKS-bdl
szarmazét p399AK9B-nek jeldltik. A p399AKYB és a
p399AKIB létrehozasanak folyamatat az 1. dbra szem-
lélteti. A mutans lysC-t tartalmazé p399AK9B-nek a
vad tipusu Brevibacterium lactofermentumba
(AJ12036-0s torzs, FERM BP-734) tortént bejuttatasa-
val kapott AJ12691-es torzset 1992. aprilis 10-én he-
lyeztiik letétbe FERM P—12918 nyilvantartasi szamon
a ,National Institute of Bioscience and Human Techno-
logy of Agency of Industrial Science and Technology of
Ministry of International Trade and Industry” Intézetnél
(1-3, Higashi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken,
305 Japan), majd 1995. februar 10-én a Budapesti
Egyezménynek megfelel6en is letétbe helyeztink a
FERM BP—-4999-es nyilvantartasi szamon.
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(2) A Brevibacterium lactofermentumbdl szarmazé

vad tipusu és a mutans lysC nukleotidszekvencia-

Jjanak meghatarozésa

A vad tipusu lysC-t tartalmazé p399AKY és a mu-
tans lysC-t tartalmazo6 p399AK9 plazmidokat a megfele-
16 transzformansokbdl tisztitottuk a vad tipusu és a mu-
tans lysC nukleotidszekvenciajanak meghatarozasa ér-
dekében. A nukleotidszekvencia meghatarozasat San-
ger és munkatarsai modszerével végeztiik [Sanger, F.
és munkatarsai, Proc. Natl. Acad. Sci. 74, 5463 (1977)).

A vad tipust lysC p399AKY dital kodolt nukleotid-
szekvencidjat a szekvencialistiban a 3-as azonosito
szamon adtuk meg. Masfeldél, a mutans lysC
p399AKI altal kodolt nukleotidszekvenciaja csupan egy
nukleotidban tartalmaz mutaciot, nevezetesen az 1051.
G A-ra véltozott a szekvencialistAban a 3-as azonosité
szamon megadott, vad tipust lysC-nek megfeleld szek-
venciahoz képest. Ismert, hogy a Corynebacterium glu-
tamicum lysC-génjenek terméke két alegységbdl all (a
és B), amelyek azonos DNS-szalon azonos leolvasasi
fazisban vannak koédolva [Kalinowsky, J. és munkatar-
sai, Molecular Microbiology 5(5), 1197 (1991)]. A homo-
logiabdl itélve feltételezhetjiik, hogy a taldimany szerinti
génszekvencia szintén két alegységet kodol (o és ),
amelyek kodolérégidi azonos DNS-szélon azonos leol-
vasasi fazisban helyezkednek el.

A vad tipust AK-fehérie a-alegysége DNS-ének
nukleotidszekvenciajabdl szarmaztatott. aminosavszek-
venciat a szekvencialistAban a 4-es azonositd szamon
adtuk meg a DNS-szekvenciaval egyiitt. Az aminosav-
szekvenciat onmagaban a szekvencialistaban az 5-6s
azonosité szamon adtuk meg. A vad tipusi AK-fehérje
B-alegysége DNS-ének nukleotidszekvencigjabdl szar-
maztatott aminosavszekvenciat a szekvencialistaban a
6-0s azonosité szamon adtuk meg a DNS-szekvencia-
val egyiitt. Az aminosavszekvenciat dnmagaban a szek-
vencialistaban a 7-es azonositd szamon adtuk meg. Az
alegységek mindegyikében GTG a kezdé kodon, itt
azonban az ennek megfelel6 aminosav a metionin. Az
ennek a kodonnak megfeleld aminosav lehet mindazon-
ltal metionin, valin és formil-metionin egyarant.

Masfeldl, a mutans lysC szekvenciajaban a mutacio
egy olyan szubsztituciét jelent, ahol a mutans lysC
olyan AK-t kodol, amelyben a vad tipusu AK a-alegysé-
gének N-terminalisatél szamitott 279. alanin treoninra
van kicserélve, és a -alegység N-terminalisatol szami-
tott 30. alanin treoninra van kicserélve. (A szekvencia-
listaban az 5-0s és a 7-es azonosité szamon megadott
szekvenciak.)

2. példa: lysA elGéllitasa Brevibacterium

lactofermentumbdl

(1) lysA elballitasa és a lysA-t tartalmazé plazmid

elkészitése

A Brevibacterium lactofermentum ATCC13869-es
vad tipusu térzset alkaimaztuk kromoszomalis DNS-do-
norként. A kromoszomalis DNS-t az ATCC13869-es
térzsbdl nyertiltk a szokvanyos médon. Az argS-t, lysA-t
és az Gket tartalmazo6 operon egy promoterét a kromo-
szomalis DNS-bél amplifikaltuk PCR segitségével.
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Amplifikalashoz hasznalt DNS-lancinditékként azok a
23 bazisparbol all6 DNS-szakaszok szolgaltak, amelyek
a szekvencialistaban a 8-as, valamint a 9-es azonosité
szamon vannak megadva. Ezekkel amplifikaltunk egy
kb. 3,6 kb hosszusagu régiét, amely a Corynebacterium
glutamicum esetében ismert szekvencia alapjan megal-
lapithatéan az arginil-tRNS szintazt és a DDC-t kédolja
[Molecular Microbiology 4 (71), 1819, (1990) Molecular
and General Genetics, 272, 112 (1988)]. A DNS szinté-
zise és a PCR ugyanugy végezhetd el, mint azt fent az
1. példaban leirtuk. A pontosan 3579 bp hosszusagu
génfragmens amplifikalasahoz a pHSG399-et hasznal-
tuk. A pHSG399-et Smal restrikciés enzimmel (Takara
Shuzo) emésztettiik, majd az amplifikalt lysA-t tartaima-
26 DNS-fragmenssel ligaltuk. Az igy kapott plazmidot,
amely tartalmazta az ATCC13869-b&l szarmazo lysA-t,
p399LYSA-nak jeldltiik.

A lysA-t tartalmazé DNS-fragmenst a p399LYSA
Kpnl-gyel (Takara Shuzo) végzett emésztése soran
kaptuk meg. Ezt a DNS-fragmenst a pHSG299-be ligal-
tuk, amelyet el6zbleg Kpnl-gyel és BamHI-gyel emész-
tettiink meg. A kapott plazmidot p299LYSA-nak jeldl-
tik. A p299LYSA elkeszitésének folyamatat a 2. abra
mutatja.

A Brevi.-ori.-t beépitettiik a kapott p29SLYSA plaz-
midba, ezaltal egy lysA-t tartalmazé, korineform bakté-
riumban autondm maédon replikalédni képes plazmidot
hoztunk létre. A pHK4-et Kpnl- és BamHI-enzimekkel
emésztettiik, majd a hasitott végeket tompa véglivé tet-
tiik. A tompa végek kialakitasat a ,DNA Blunting kit” rea-
genskészlet (Takara Shuzo) segitségével végeztik a
feltiintetett modszer alkalmazasaval. A tompa vég kiala-
kitasa utan foszforilalt Kpnl-linkert (Takara Shuzo) ligal-
tunk a tompa végekhez, ezzel a médositassal elérve
azt, hogy a Brevi.-ori.-szakasznak megfelelé6 DNS-frag-
mens pHK4-bdl csupan Kpnl-gyel végzett emésztéssel
is kivaghato legyen. Ez utobbi plazmidot emeésztettiik
Kpni-gyel, és a kapott Brevi.-ori. DNS-fragmenst ligaltuk
az el6zbleg szintén Kpnl-gyel emésztett p299LYSA-val,
ezzel egy lysA-t tartalmazd, korineform baktériumsejtek-
ben autoném maédon replikalédni képes plazmidot nyer-
ve. A kapott plazmidot pLYSAB-nak jeloltik. A pLYSAB
elkészitésének folyamatat a 3. abra mutatja be.

(2) A Brevibacterium lactofermentumbdl szarmazé

lysA nukleotidszekvencigjanak meghatarozasa

A p299LYSA plazmid DNS-ét izolaltuk és nukleotid-
szekvenciajat meghataroztuk az 1. példaban leirtakkal
azonos médon. A meghatarozott nukleotidszekvenciat
és a nukleotidszekvencia altal kédolt aminosavszek-
venciat a szekvencialistdban a 10-es azonosité sza-
mon adtuk meg. A nukleotidszekvencia részét képezd
gének, az argS, illetve a lysA altal kédolt aminosav-
szekvencidkat a szekvencialistaban rendre a 11-es és
a 12-es azonosité szamon adtuk meg.

3. példa: ppc elballitasa Brevibacterium

lactofermentumbol

(1) A ppc eléallitasa

A Brevibacterium lactofermentum ATCC13869-es
vad tipusu térzset alkalmaztuk DNS-donorként. A kro-
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moszomalis DNS-t az ATCC13869-es torzsbdl nyertiik
a szokvanyos moédon. A ppc-t tartalmazé DNS-frag-
menst a kromoszomalis DNS-bdl izolaltuk PCR segit-
ségével. Amplifikdlashoz hasznalt DNS-lancinditokként
azok a 23 bazisparbdl alldé DNS-szakaszok szolgaltak,
amelyek a szekvencialistaban a 13-as, valamint a
14-es azonositd szamon vannak megadva. Ezekkel
amplifikaltunk egy kb. 3,3 kb hosszisagu régiét, amely
a Corynebacterium glutamicum esetében ismert szek-
vencia alapjan megallapithatéan a PEPC-t kadolja [O'-
Regan, M. és munkatarsai, Gene, 77, 237, (1989)].
A DNS szintézisét és a PCR-t ugyanugy végeztik,
amint azt az 1. példaban leirtuk.

A kb. 3300 bp hosszisagu génfragmenst aga-
roz-gélelektroforézissel ellendriztilk, majd a gélbdl ext-
rahalt fragmenst szokvanyos modon tisztitottuk, és Sall
restrikcidos enzimmel (Takara Shuzo) emeésztettiik.
A pHSG399-et alkalmaztuk a ppc kiénozovektoraként.
A pHSG399-et Sall restrikcidés enzimmel emésztettiik,
majd az amplifikalt ppc-t tartalmazé DNS-fragmenssel
ligaltuk. A fent leirtak szerint kapott plazmidot, amely
tehat az ATCC13869-b6l szarmazd ppc-t tartalmazza,
pPCF-nek jeloltuk.

(2) A ppc-gén ligalasa lysC-promoterrel

A fent leirtak szerint nyert pPCF-et megemésztet-
tilk Dral (Takara Shuzo) restrikciés enzimmel. Miutan
egy kb. 150 bp hosszUsagl, a PEPC-struktargentdi
5'-iranyban elhelyezkedé DNS-fragmenst eltavolitot-
tunk, a plazmidot dnmagaval ligaltuk, és igy a
pPCFds-plazmidhoz jutottunk. A pPCFds-et Sall rest-
rikcids enzimmel emésztettik, majd a hasitott végeket
tompa végiivé tettik. A tompa végek kialakitasat a
.DNA Blunting kit” reagenskészlet (Takara Shuzo)
segitségével végeztik a feltlintetett médszer alkalma-
zasaval.

Az 1. példaban leirtak alapjan nyert, vad tipusG
lysC-t tartalmazé p399AKYB-t Apall (Takara Shuzo)
és Pstl (Takara Shuzo) restrikciés enzimekkel emész-
tettik, majd a hasitott végeket ugyanugy, mint fent,
tompa végiivé tettiik. A kapott két DNS-fragmens ko-
z6tti kisebb fragmens tartalmazza a Brevi.-ori.-t és a
lysC-t. Ezt a fragmenst a pPCFds Sall-es emésztésé-
vel kapott és tompa végiivé tett fent emlitett fragmens-
sel ligaltuk a ,DNA Ligation kit" reagenskészletet (Ta-
kara Shuzo) alkaimazva.

A ligaldelegyben levé DNS-t bejuttattuk a Brevibac-
terium lactofermentum ATCC13869-es térzsbe az
elektromos pulzus moédszer segitségével (Sugimoto és
munkatarsai, 2-207791-es szamu kdzzétett japan sza-
badalmi leiras). A transzformansokat 5 pg/ml klér-am-
fenikolt tartalmazo teljes médiumon szelektaltuk.
A transzformansokbdl plazmid DNS-t tisztitottunk, amit
azutan EcoRI-gyel emésztettiink, hogy egy olyan plaz-
midhoz juthassunk, amelyben a lysC-promoter a
ppc-struktargénnel ligalva van, mégpedig normalis
orientacioban. A kapott plazmidot pAKPFds-nek ne-
veztiik el. A pAKPFds létrehozasanak folyamatat a
4. abra mutatja. A lysC-vel ligalt ppc-t innentdl a leiras-
ban hasznalt értelemben ,vad tipusu nagymértékben
expresszalédd ppc’-nek nevezziik.
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(3) Vad tipust nagymértékben expresszéalédé ppc

inszertalasa vektorba

A fentiek szerint vad tipusi nagymeértékben exp-
resszalodo ppe-t PCR-rel amplifikaltuk, hogy egy olyan
vektorba inszertalhassuk, amely a Brevi.-ori.-tdl kiilon-
b6z6 korineform baktériumokban autoném replikalo-
dasra képessé tevd replikacids origot tartalmaz.
DNS-lancinditoként egy, a lysC promoterrégiojanak
megfelelé oligonukleotidot szintetizaltunk (a szekven-
cialistdban a 7-es azonositd szdmon megadott szek-
vencia) a Corynebacterium glutamicum esetében is-
mert lysC szekvencidja alapjan [Molecular Microbio-
logy 5(5), 1197, (1991); Mol. Gen. Genet., 224, 317,
(1990)], valamint megszintetizaltunk egy mésik, a
ppc-régionak megfeleld oligonukleotidot is (szekven-
cialistdban a 8-as azonositd szamon megadott szek-
vencia) a Corynebacterium glutamicum esetében is-
mert ppc szekvencidja alapjan [O’'Regan, M. és munka-
tarsai, Gene, 77, 237, (1989)]. Ezeket a lancinditdkat
ugy terveztiik, hogy veliik egy, a vad tipusti nagymeér-
tékben expresszalédé ppe-t tartalmazé 3 150 bp
hosszusagu fragmenst lehessen amplifikalni, és az
amplifikalt DNS-fragmens végei Kpnl-enzimmel
emészthetdk legyenek. A DNS szintézisét és a PCR-t
ugyanugy végeztiik el, mint az 1. példa esetében.

A pVK7-et, ami egy, a korineform baktériumokhoz
hasznalhat6 Uj kionozdvektor, alkalmaztuk a vad tipusu
nagymértékben expresszalodo ppc bejuttatasara kori-
neform baktériumba. A pVK7-et Ugy készitettik el,
hogy a pHSG299-et, egy E. colihoz hasznéalhatd vek-
tort [Km"; Takeshita, S. és munkatarsai, Gene, 61, 63
(1987)] a pAM330-cal, egy Brevibacterium lactofer-
mentumban milkoddképes kriptikus plazmiddal ligaltuk
az alabb leirtak szerint. A pHSG299-et Avall restrikcios
enzimmel (Takara Shuzo) emésztettiik, T4 DNS-poli-
meraz segitségével tompa véglivé tettiik, majd az els-
zb6leg Hindlli-mal (Takara Shuzo) emésztett és
T4 DNS-polimeraz segitségével tompa végiivé tett
pAM330-cal ligaituk. A pAM330 a pHSG299-ben elfog-
lalt orientacidja alapjan a két kapott plazmidot
pVK6-nak és pVK7-nek neveztiik el. A tovabbi kisérle-
tekben a pVK7-et hasznaltuk. A pVK7 E. coli és Brevi-
bacterium lactofermentum sejtjeiben egyarant autoném
maédon replikalddni képes és lacZ'-t és a pHSG299-bél
szarmazoé tobbszorés kldnozébhelyet tartalmaz.
A pVK6 és a pVK7 elkészitésének folyamatat az
5. abra mutatja be.

Egy kb. 3 150 bp hosszisagu amplifikalt génfrag-
menst mutattunk ki agaréz-gélelektroforézissel, majd a
gélbdl kivagott fragmenst szokvanyos médon tisztitot-
tuk és Kpnl restrikciés enzimmel (Takara Shuzo)
emésztettiik. A DNS-fragmenst pVK7-tel ligaltuk, amit
elézbleg szintén Kpnl-gyel emésztettink meg. Az igy
eléallitott plazmidot pPwm-nek jeldltik. A pPwm elké-
szitésének folyamatat a 6. abra mutatja be.

4. példa: A mutans lysC-t és lysA-t kombinalva

tartalmazo plazmid elkészitése

A mutans lysC-t, lysA-t és egy korineform baktériu-
mokban m(ikddbképes replikacidés origét tartalmazo
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plazmidot a mutans lysC-t és a Brevi.-ori.-t tartalmazé
p399AK9B plazmidbdl és a lysA-t tartalmazé
p299LYSA plazmidbdl kiindulva készitettik el.
A p299LYSA-t BamHI és Kpnl restrikciés enzimekkel
(Takara Shuzo) emésztettik, majd tompa végivé tet-
tilk. A tompa végek kialakitasat ,DNA Blunting kit” rea-
genskészlet (Takara Shuzo) alkaimazasaval végeztik
el a feltintetett modszer szerint. A kapott DNS-frag-
menst a p399AK9B-vel ligaltuk, amit el6z6leg Sall-gyel
emésztettiink és tompa végiivé tettiink. Igy tehat egy
lysC-t és lysA-t tartalmazd, korineform baktériumsej-
tekben autondm médon replikalédni képes plazmidot
allitottunk eld, amit pCL-nek jeldltiink. A pCL eldallita-
sanak folyamatat a 7. abra mutatja be.

1. 6sszehasonlité példa: dapA, dapB és ddh

elGallitasa Brevibacterium lactofermentumbdl

A lysC-n, lysA-n és ppc-n kivil mas L-lizin-bioszin-
tézisgéneket is eldallitottunk, nevezetesen a dapA-t
(dihidropikolinat szintazgénje), a dapB-t (dihidropikoli-
nat reduktazgénje) és a ddh-t (diamino-pimelat dehid-
rogenazgénje) az alabbiak szerint.

(1) A dapA eléallitasa és a dapA-t tartalmazé plaz-

mid elkészitése

A vad tipusu Brevibacterium lactofermentum
ATCC13869-es torzset hasznaltuk a kromoszomalis
DNS donorjaként. A kromoszomalis DNS-t az
ATCC13869-es torzsbd! a szokvanyos médon allitottuk
el6. A dapA-t tartalmazé DNS-fragmenst a kromoszo-
malis DNS-b6l PCR segitségével amplifikaltuk.
DNS-lancinditokként azok a 23 bazisparbdl allo
DNS-szakaszok szolgaltak, amelyek a szekvencialista-
ban a 21-es, valamint a 22-es azonositd szamon van-
nak megadva. Ezekkel amplifikaltunk egy kb. 1,5 kb
hosszusagu régiot, amely a Corynebacterium glutami-
cum esetében ismert szekvencia alapjan megallapitha-
téan a DDPS-t kédolja [Nucleic Acids. Res., 18 (21),
6421, (1990); EMBL nyilvantartasi szam: X53993].
A DNS szintézisét és a PCR-t az 1. példaban leirtak
szerint végeztiik el. A pCR1000 plazmidot [Invitrogen,
Id. még Bio/Technology 9, 657 (1991)] alkalmaztuk az
1,411 bp hosszisagu amplifikalt génfragmens kiénozé-
vektoraként, és ezt ligaltuk az amplifikalt dapA-frag-
menssel. A DNS ligalasat a ,DNA ligation kit” reagens-
készlet (Takara Shuzo) segitségével végeztik el a fel-
tiintetett modszer alapjan. igy tehat egy olyan plazmi-
dot készitettink, amelyben a Brevibacterium lactofer-
mentum kromoszomajabdl amplifikalt 1,411 bp hosszu-
sagu dapA-fragmenst a pCR1000-rel ligaltuk. A fent le-
it plazmidot, amelyben a dapA az ATCC13869-bdl
szarmazott, pPCRDAPA-nak jeloltik.

A pCRDAPA E. coli JM109-es torzsbe tértént bejut-
tatasaval kapott AJ13106-o0s torzset 1995. majus 26-an
helyeztik letétbe nemzetkdzileg a Budapesti Egyez-
ménynek megfeleléen a FERM BP-5113 nyilvantartasi
szamon a ,National Institute of Bioscience and Human
Technology of Agency of Industrial Science and Tech-
nology of Ministry of International Trade and Industry”
Intézetnél (1-3, Higashi 1-chome, Tsukubashi, Ibara-
ki-ken, 305 Japan).



1 HU 224 409 B1 2

A Brevi.-ori.-t bejuttattuk az elkészitett pPCRDAPA-
plazmidba, ezzel az igy létrehozott plazmid képessé
valt autondém médon replikalddni korineform bakté-
riumsejtekben. A pHK4-et Kpnl és BamHI restrikciés
enzimekkel (Takara Shuzo) emésztettiik, a hasitott
végeket pedig tompa végekkeé tettiik. A tompa végek
kialakitasat ,DNA Blunting kit” reagenskészlet (Takara
Shuzo) alkalmazasaval végeztik el a feltlintetett méd-
szer szerint. A tompa végek kialakitasa utan egy fosz-
forilalt Smal-linkert (Takara Shuzo) ligaltunk hozzajuk,
hogy ezzel a modositassal a Brevi.-ori.-szakasznak
megfelel6 DNS-fragmens a pHKI-b6l Smal-gyel kivag-
hatdva valjék. Ezt a plazmidot emésztettiik Smal-gyel,
és a kapott Brevi.-ori. DNS-fragmenst az el6zbleg
szintén Smal-gyel megemésztett pCRDAPA-plazmid-
dal ligaltuk, hogy korineform baktériumban autoném
mddon replikalddni képes dapA-t tartalmazé plazmid-
hoz jussunk. Ezt a plazmidot jeldltik pDPSB-nek.
A pDPSB(Km') elkészitésének folyamatat mutatja be
a 8. abra.

(2) A dapB elballitasa és a dapB-t tartalmazé plaz-

mid elkészitése

A vad tipusu Brevibacterium lactofermentum
ATCC13869-es torzset hasznaltuk a kromoszomdlis
DNS donorjaként. A kromoszomalis DNS-t az
ATCC13869-es torzsbél a szokvanyos madon allitottuk
el6. A dapB-t tartalmazé DNS-fragmenst a kromoszo-
malis DNS-bél PCR segitségével amplifikaltuk.
DNS-lancinditékként azok a 23 bazisparbol allo
DNS-szakaszok szolgaltak, amelyek a szekvencialista-
ban a 19-es, valamint a 20-as azonosité szamon van-
nak megadva. Ezekkel amplifikaltunk egy kb. 2,0 kb
hosszusagu régiot, amely a Brevibacterium lactofer-
mentum esetében ismert szekvenciaja alapjan a
DDPR-t kédolja [Journal of Bacteriology, 175 (9), 2743,
(1993)]. A DNS szintézisét és a PCR-t az 1. példaban
leirtak szerint végeztik el. A 2001 bp hosszusagu
amplifikalt génfragmenshez klénozodvektorként a
pCR-Script-vektort (Invitrogen) hasznaltuk, ezt ligaltuk
az amplifikélt dapB-fragmenssel. Igy tehat egy olyan
plazmidot készitettiink, amelyben a Brevibacterium
lactofermentum kromoszémajabol amplifikalt 2001 bp
hosszusagu dapB-fragmenst a pCR-Scripttel ligaltuk.
A fent leirt plazmidot, amelyben a dapB az
ATCC13869-bdl szarmazott, pPCRDAPB-nek jeldltiik.

A pCRDAPB E. coli JM109-es torzsbe tortént bejut-
tatasaval kapott AJ13107-es torzset 1995. majus 26-an
helyeztiik letétbe nemzetkdzileg a Budapesti Egyez-
ménynek megfeleléen a FERM BP-5114 nyilvantartasi
szamon a ,National Institute of Bioscience and Human
Technology of Agency of Industrial Science and Tech-
nology of Ministry of International Trade and Industry”
Intézetnél (1-3, Higashi 1-chome, Tsukubashi, Ibara-
ki-ken, 305 Japan).

Egy, a DDPR-struktargént tartalmazé 1 101 bp
hosszlisaga fragmenst Ggy kaptunk meg, hogy a
pCRDAPB-t emésztettiik EcoRV-tel és Sphl-gyel. Ezt a
fragmenst ligaltuk az el6z6leg Hincll-vel és Sphl-gyel
megemésztett pHSG399-be, ezzel Gjabb plazmidot
kapva, amelyet p399DPR-nek jelditink.
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Annak érdekében, hogy a korineform baktériumban
autondm maédon replikalédni képes, dapB-t tartalmazé
plazmidot kapjunk, Brevi.-ori.-t juttattunk be az elkészi-
tett p399DPR plazmidba. A pHK4-et megemésztettiik
Kpnl restrikciés enzimmel (Takara Shuzo), majd a ha-
sitott végeket tompa végekké tettik. A tompa végek ki-
alakitasat ,DNA Blunting kit’ reagenskészlet (Takara
Shuzo) alkalmazasaval végeztik el a feltiintetett méd-
szer szerint. A tompa végek kialakitasa utan egy fosz-
forilait BmaHI-linkert (Takara Shuzo) ligaltunk hozza-
juk, hogy ezzel a médositassal a Brevi.-ori.-szakasz-
nak megfelel6 DNS-fragmens a pHK4-bdl BmaHI-gyel
kivaghatova valjék. Ezt a plazmidot emésztettiilk Bma-
Hi-gyel, és a kapott Brevi.-ori. DNS-fragmenst az el6-
z6leg szintén BmaHI-gyel megemésztett p399DPR
plazmiddal ligaltuk, hogy korineform baktériumban au-
toném modon replikalédni képes dapB-t tartalmazd
plazmidhoz jussunk. Ezt a plazmidot jelbltik
pDPRB-nek. A pDPRB elkészitésének folyamatat mu-
tatja be a 9. abra.

(3) A ddh eléallitasa és a ddh-t tartalmazd plazmid

elkészitése

A ddh-gént a Brevibacterium lactofermentum
ATCC13869 kromoszomalis DNS-ébdl a ddh-gén
amplifikdlasaval nyertik PCR-moédszerrel két oligo-
nukleotid lancindité alkalmazasaval (a szekvencialis-
taban a 23-as és a 24-es azonositd szamon megadott
szekvenciak), amelyeket a Corynebacterium glutami-
cum ddh-génjének ismert szekvenciaja alapjan ké-
szitettiink el [Ishino, S. és munkatarsai, Nucleic Acids.
Res., 15, 3917, (1987)]. A kapott amplifikalt DNS-
fragmenst EcoT22] és Aval restrikciés enzimekkel
emésztettilk majd a hasitott végeket tompa végivé
tettiik. A fragmenst ezutan a pMW119-vektor Smal
hasitéhelyére inszertaltuk, igy kaptuk a pDDH-plaz-
midot.

Ezutan a pDDH-t Sall-gyel és EcoRI-gyel emész-
tettilk, majd a tompa végek kialakitasa kovetkezett.
A kapott fragmenst el6z6leg Smal-gyel emesztett
pUC19-cel ligaltuk. Az igy kapott plazmidot
pUC18DDH-val jeldltiik.

Annak érdekében, hogy korineform baktériumban
autondm modon replikalodni képes, ddh-t tartaimazo
plazmidot nyerjiink, a Brevi.-ori.-t pUC18DDH-ba juttat-
tuk be. A pHK4-et Kpnl és BamHI restrikcios enzimekkel
emeésztettiik, a hasitott végeket pedig tompa végivé tet-
tik. A tompa végek kialakitasat ,DNA Blunting kit" rea-
genskészlet (Takara Shuzo) alkalmazasaval végeztiik el
a feltintetett modszer szerint. A tompa végek kialakitasa
utan egy foszforilalt Pstl-linkert (Takara Shuzo) ligaltunk
hozzajuk, hogy a fragmenst a pHSG299 Pstl-helyére in-
szertalhassuk. A fent leirt médon elkészitett plazmidot
pPK4-nek jeldltiik. Ezutan a pUC18DDH-t megemész-
tettiik Xbal-gyel és Kpnl-gyel, majd a kapott fragmenst
az el6zéleg szintén Xbal-gyel és Kpnl-gyel emésztett
pPK4-gyel ligaltuk. igy tehat egy korineform baktériu-
mokban autoném médon replikalédni képes, ddh-t tartal-
mazé plazmidot készitettink. Ezt a plazmidot
pPK4D-nek jeloltiik. A pPK4D elkészitésének folyamatat
a 10. abra mutatja be.
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2. 6sszehasonlité példa: Mutans lysC-t, valamint

dapA-t, dapB-t vagy ddh-t kombinalva tartalmazo

plazmid elkészitése

(1) Mutans lysC-t és dapA-t kombinalva tartalmazé

plazmid elkészitése

Egy mutans lysC-t dapA-t és korineform baktériu-
mokban miikodGképes replikaciés origdt tartalmazoé
plazmidot készitettink a dapA-t tartalmazé
pCRDAPA-plazmidbdl és a mutans lysC-t, valamint a
Brevi.-ori.-t tartalmazé p399AK9B-plazmidbdl kiindul-
va. A p399AK9B-t teliesen megemésztettiik Sall-gyel,
majd a végeket tompava tettiik. Egy EcoRl-linkert ligal-
tunk hozzajuk egy olyan plazmid létrehozasa érdeké-
ben, ahol a Sall-helyet EcoRlI-hellyé alakitottuk at.
A kapott plazmidot p399AK9BSE-nek jeldltik. A mu-
tans lysC-t és a Brevi.-ori.-t egy fragmensként kivagtuk
EcoRlI-gyel részlegesen emésztve a p399AKI9BSE-t.
Ezt a fragmenst ligaltuk az el6zetesen EcoRI-gyel
emésztett pCRDAPA-val. A kapott plazmidot
pCRCAB-nek jelditik. Ez a plazmid autondm mdédon
replikalddni képes E. coliban és korineform baktériu-
mokban, a gazdasejtnek kanamicinrezisztenciat bizto-
sit, tovabba a mutans lysC-t és a dapA-t kombinalva
tartalmazza. A pCRCAB elkészitésének folyamatat a
11. dbra mutatja be.

(2) Mutans lysC-t és dapB-t kombinalva tartalmazé

plazmid elkészitése

A mutans lysC-t és a dapB-t tartalmazé plazmidot a
mutans lysC-t tartalmazé p399AKS és a dapB-t tartal-
mazé p399DPR-plazmidokbdl kiindulva készitettik el.
A p399DPR-plazmid EcoRV-tel és Sphl-gyel tortént
emésztésével a DDPR struktargénjét tartalmazo
1101 bp hosszusagu fragmenst nyertiink. Ezt a frag-
menst ligaltuk az el6zbleg Sall-gyel megemésztett,
tompa végiivé tett és Sphl-gyel tovabb emésztett
p399AK9-cel, hogy olyan plazmidot készithesstink,
amelyik a mutans lysC-t és a dapB-t kombinalva tartal-
mazza. Ezt a plazmidot jeldltiik p399AKDDPR-nek.

Ezutan bejuttattuk a Brevi.-ori.-t a kapott
p399AKDDPR-be. A Brevi.-ori.-t tartaimazé pHK4 plaz-
midot Kpnl restrikciés enzimmel emésztettiik (Takara
Shuzo), a hasitott végeket pedig tompa végekkeé tettiik.
A tompa végek kialakitasat ,DNA Blunting kit” reagens-
készlet (Takara Shuzo) alkalmazasaval végeztik el a
feltlintetett modszer szerint. A tompa végek kialakitasa
utan egy foszforilait BamHlI-linkert (Takara Shuzo) li-
géltunk hozzajuk, hogy ezzel a mddositassal a Bre-
vi.-ori.-szakasznak megfelel6 DNS-fragmens a
pHK4-bél BamHi-gyel kivaghat6va valjék. Ezt a plazmi-
dot emésztettitk BamHI-gyel, és a kapott Brevi.-ori.
DNS-fragmenst az elézbleg szintén BamHi-gyel meg-
emésztett p399AKDDPR-plazmiddal ligaltuk, hogy ko-
rineform baktériumban autoném maédon replikalodni
képes mutans lysC-t és dapB-t tartalmazé plazmidhoz
jussunk. Ezt a plazmidot jeldltiik pCB-nek. A pCB elké-
szitésének folyamatat mutatja be a 12. abra.

(3) Mutans lysC-t és ddh-t kombinalva tartalmazé

plazmid elkészitése

Egy mutans lysC-t, ddh-t, valamint egy korineform
baktériumokban miikédéképes replikacios origot tartal-
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mazd plazmidot készitettiink a ddh-t tartalmazo
pUC18DDH és a mutans lysC-t, valamint a Brevi.-ori.-t
tartalmazé p399AK9B-plazmidok felhasznalasaval.
A pUC18DDH-t EcoRI restrikciés enzimmel (Takara
Shuzo) emésztettiik, tompa végivé tettik és Sall-he-
lyet tartaimazo polilinkerrel ligaltuk, hogy EcoRI-hely
helyett Sall-helyet épitsiink ki. A kapott plazmidot Sa-
Il-gyel emésztettiik, igy egy ddh-t tartalmazé DNS-frag-
menst kaptunk.

Ezt a plazmidot emésztettiik azutan Sall-gyel, és li-
galtuk a ddh-t tartalmaz6 DNS-fragmenssel. lly médon
egy korineform baktériumokban autoném médon repli-
kalédni képes mutans lysC-t, ddh-t és Brevi.-ori.-t tar-
talmazé plazmidhoz jutottunk. Ezt a plazmidot jeldlitik
pCD-nek. A pCD elkészitésének folyamatat mutatja be
a 13. abra.

5. példa. Az L-lizin bioszintézisének génjeit
tartalmazo plazmidok bejuttatasa a Brevibacterium
lactofermentum L-lizin-termelé baktériumba

Az L-izin bioszintetikus rendszerének génjeit tartal-
maza, fent leirt médon elkészitett plazmidokat, neveze-
tesen a p399AK9B-t (Cm'), a pLYSAB-t (Cm"), a
pPwm-et (Km'), a pCRCAB-t (Km'), a pCB-t (Cm'), a
pCD-t (Cm') és a pCL-t (Cm") a Brevibacterium lacto-
fermentum AJ11087 (NRRL B-11470) L-lizin-termeld
baktériumtorzsbe juttattuk be. Az AJ11082-es tbrzs
AEC-rezisztens. A plazmidokat elektromos pulzus
mddszerrel (Sugomoto és munkatarsai, 2-207791-es
szamu kozzétett japan szabadalmi leiras) juttattuk be.
A transzformansokat a megfelelé plazmidok drogre-
zisztencia-markerei alapjan szelektaltuk. A transzfor-
mansok szelekcidjat 5 pg/mi kiér-amfenikolt tartalmazé
teljes tapkozegben végeztiik amennyiben klor-amfeni-
kol-rezisztenciagént tartalmazé plazmidot juttattunk be
a sejtekbe, olyan esetben pedig, amikor a bejuttatott
plazmid kanamicinrezisztencia-gént tartaimazott,
25 pg/ml kanamicint tartalmazé tapkézegben.

Az egyik torzs esetében, ahol a mutans lysC és a
lysA aktivitasanak fokozédasat figyeltik meg a kapott
transzformansok k6z6tt, a térzsbe pPwm-plazmidot
(Km") juttattunk be olyan torzset nyerve igy, amelyben
a mutans lysC, a lysA és a ppc aktivitasa egyarant fo-
kozodott (AJ11082/pCL/pPwm). A transzformansok
szelekcidjat 5 pug/ml kiér-amfenikolt és 25 pg/mi kana-
micint tartalmaz6 teljes tapkézegben végeztik.

6. példa: L-lizin termelése

Az 5. példaban leirt, elGallitott transzformansok
mindegyikét L-lizin termelésére alkalmas tapkzegben
végeztiik, hogy az L-lizin-termeld képességet szam-
szerlien is jellemezni tudjuk. Az L-lizin termelésére al-
kalmas tapkdzegnek az alabbiakban adjuk meg az
Osszetételét és eldallitasanak modjat.

Az alabbi komponenseket (kalcium-karbonat kivé-
telével) feloldottuk (1 L-ben), és a pH-t 8,0-ra allitottuk
be KOH-dal. A tapkdzeget 115 °C-on sterilizaltuk
15 percig, a szaritott kalcium-karbonatot (50 g), amit
el6ézdleg kiilon sterilizaltunk forré levegdvel, ezutan ad-
tuk hozza.
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gliikdz 100 g
(NH,),SO, 559
KH,PO, 1g
MgS0,-7H,0 19
biotin 500 nug
tiamin 2000 nug
FeSO,-7H,0 0,01g
MnSO,-7H,0 001g
nikotinamid 5mg
fehérjehidrolizatum 30 ml
(Mamenou)
kalcium-karbonat 509

A kilénb6z6 tipust transzformansok mindegyikét,
valamint a kiindulasi térzseket a fent leirt 6sszetétell
tapkozegbe oltottuk le, és 31,5 °C-on, himban razatva
tenyésztettiik 6ket. A tenyésztés ideje 40, illetve 72 6ra
volt, a termelt L-lizin mennyiségét a kiilénb6zd esetek-
ben az 1. tablazatban tiintettilk fel. A tablazatban lysC*
mutans lysC-t jelent.

1. tablazat
L-lizin felhalmozodasa 40, ilietve 72 6ras tenyésztés utan
Baktériumtorzs/ Bejuttatott gén | A termelt L-lizin
plazmid koncentraciéja
(ah)
40 6ra | 72 6ra
mulva | mdlva
AJ11082 22,0 29,8
AJ11082/p399AK9IB lysC* 16,8 345
AJ11082/pLYSAB lysA 19,8 32,5
AJ11082/pPwm ppc 20,7 28,9
AJ11082/pCRCAB lysC*, dapA 19,7 36,5
AJ11082/pCB lysC*, dapB 23,3 35,0
AJ11082/pCD lysC*, ddh 15,0 | 27,0
AJ11082/pCL lysC*, lysA 24,0 44,0
AJ11082/pCL/pPwm | lysC*, lysA, ppc | 25,0 | 452

Amint az lathato, amikor a mutans lysC-, lysA- vagy
ppc-gének aktivitasat onmagaban fokoztuk, vagy ami-
kor a mutans lysC és a dapA vagy a ddh aktivitasat
6ket kombinalva fokoztuk, a termelt L-lizin mennyisége
nagyobb volt vagy nem valtozott a kiindulasi térzs altal
termelt mennyiséghez képest 72 6ras tenyésztés utan,
40 dras tenyésztés utan azonban a termelt L-lizin
mennyisége kisebb volt, mint a kiindulasi torzs altal ter-
melt mennyiség. Rovid idejli tenyésztés utan tehat az
L-lizin-termelés sebessége csdkkent. Hasonloképpen,
amikor muténs lysC és ddh aktivitasat ket kombinalva
fokoztuk, a termelt L-lizin mennyisége kisebb volt, mint
a kiindulasi térzs altal termelt mennyiség akar 40, akéar
72 oOras tenyésztés utan. Ezzel szemben annak a
torzsnek az esetében, ahol a dapB és a mutans lysC
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aktivitasat 6ket kombinalva fokoztuk, a sejtszaporodas
sebessége nétt, a rovid idejii tenyésztés soran az L-li-
zin termelédésének sebessége helyredllt, a hosszl
idejli tenyésztés soran felhaimozodott L-lizin mennyi-
sége pedig szintén nétt. Annak a toérzsnek az eseté-
ben, ahol a mutans lysC, a lysA és a ppc aktivitasat
dket kombinalva fokoztuk, az L-lizin-termeld képesség
tovabb javult.

SZEKVENCIALISTA

A szekvencialistaban szerepld kotetlen szbvegré-
szek forditasa:
AZ 1. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
LEIRASA: ,szintetikus DNS”
A 2. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
LEIRASA: ,szintetikus DNS”
A 8. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
LEIRASA: ,szintetikus DNS"
A 9. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
LEIRASA: ,szintetikus DNS”
A 13. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
LEIRASA: ,szintetikus DNS”
A 14. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
LEIRASA: ,szintetikus DNS”
A 17. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
LEIRAS: ,szintetikus DNS”
A 18. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
LEIRAS: ,szintetikus DNS”
A 19. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
LEIRAS: ,szintetikus DNS”
A 20. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
LEIRAS: ,szintetikus DNS”
A 21. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
LEIRAS: ,szintetikus DNS”
A 22. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
LEIRAS: ,szintetikus DNS”
A 23. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI;
LEIRAS: ,szintetikus DNS”
A 24. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
LEIRAS: ,szintetikus DNS”

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Rekombinans DNS, amely korineform baktériu-
mok sejtjeiben autondm maédon replikalédni képes, és
tartalmaz egy aszpartokinazt kodold DNS-szekvenciat,
amely aszpartokinazban az L-lizin és L-treonin okozta
visszacsatolasos gatladssal szembeni érzékenység lé-
nyegesen le van csdkkentve, valamint tartalmaz egy
diamino-pimelat-dekarboxilazt kédolé DNS-szekvenciat.

2. Az 1. igénypont szerinti rekombinans DNS,
amely L-lizin és L-treonin okozta visszacsatoldsos gat-
lassal szemben lényegesen lecsOkkentett érzékenysé-
g(i aszpartokinazt kodolé DNS-szekvenciaként korine-
form baktériumbdl szadrmazé mutans aszpartokinazt
kodol, és amely aszpartokinazban az a-alegység N-ter-
minalisatél szamitott, a szekvencialistaban az 5-6s
azonosité szamon megadott aminosavszekvencia sze-
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rinti 279., alaninnak megfelel6 aminosav alanintdl elté-
r8, nem savas aminosavra van kicserélve, és a p-al-
egység N-termindlisatdl szamitott, a szekvencialista-
ban a 7-es azonositdé szamon megadott aminosav-
szekvencia szerinti 30., alaninnak megfelelé aminosav
alanintol eltérd, nem savas aminosavra van kicserélve.

3. Az 1. igénypont szerinti rekombinans DNS, amely
diamino-pimelat-dekarboxilazt kédolé DNS-szekvencia-
ként a szekvencialistdban a 12-es azonosité szamon
megadott aminosavszekvenciat kddolé DNS-szekven-
ciat tartalmaz, vagy olyan aminosavszekvenciat kédol6
DNS-t, amely aminosavszekvencia lényegében meg-
egyezik a szekvencialistdban a 12-es azonositd sza-
mon megadott aminosavszekvenciaval.

4. Az 1. igénypont szerinti rekombinans DNS,
amely tartalmaz tovabba egy foszfoenol-piruvat-karbo-
xilazt koddolé DNS-szekvenciat is.

5. Korineform baktérium, amely olyan aszpartoki-
nazt hordoz, amely aszpartokindzban az L-lizin és

10

15

15

L-treonin okozta visszacsatolasos gatlassal szembeni
érzékenység lényegesen le van csotkkentve, és amely
baktérium tartalmaz egy diamino-pimelat-dekarboxilazt
kddolo, fokozott aktivitasi DNS-szekvenciat.

6. Az 5. igénypont szerinti korineform baktérium,
amely 1. igénypont szerinti rekombinans DNS bejutta-
tasa Utjan van transzformalva.

7. Az 5. igénypont szerinti korineform baktérium,
amely tartalmaz tovabba egy foszfoenol-piruvat-karbo-
xilazt kédold, fokozott aktivitasi DNS-szekvenciat.

8. A 7. igénypont szerinti korineform baktérium,
amely 4. igénypont szerinti rekombinans DNS bejutta-
tasa utjdn van transzformalva.

9. Eljaras L-lizin termelésére, azzal jellemezve,
hogy 5. igénypont szerinti korineform baktériumot
megfeleld tapkézegben tenyésztink, és igy L-lizin ter-
mel6dését és felhalmozodasat valtjuk ki a baktérium-
sejt-tenyészetben, majd az L-lizint a tenyészetbdl ki-
nyerjik.
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