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Serin-acetyltransferiza, sekvence DNA, ktera kéduje serin-acetyltransferazu, mikro-
organismus, ktery md metabolismus cysteinu deregulovany a zpisob vyroby O-
acetylserinu, L—cysteinu a produktii pFibuznych L—cysteinu

Oblast techniky

Vynilez se tyka serin-acetyltransferdza, sekvence DNA, ktera kéduje serin—acetyltransferazu,
mikroorganizmu, ktery mé metabolismus cysteinu deregulovany a zpisobu vyroby O-
acetylserinu, L—cysteinu a od n&j odvozenych sloudenin obsahujicich siru.

Dosavadni stav techniky

L—cystein a jeho derivaty se pouZzivaji ve farmacii (oSetfovani bronchialnich onemocnéni),
v kosmetice (jako souddst vlasovych ¥ampond a pFipravkii pro trvalou ondulaci) a
v potravinafstvi (jako antioxidans, zesilova® chuté a jako adjuvans pfi zpracovani tésta). L-
cystein se dosud ziskava extrakci z materialii obsahujicich keratin, Jjako vlasy, §tétiny, rohy,
kopyta a pera nebo enzymatickou pfem&nou prekurzori. Nadprodukce L—cysteinu mikro-
organizmy je velmi Zadouci, protoZe hospodaisky zajimavou slougeninou Jje nejenom L—cystein,
ale protoZe navic predstavuje, jak vyplyva z obrazka 1-3, dileZitou mezisloueninou pro syntézu
glutathionu, methioninu a biotinu.

L—cystein zaujima ve vSech organizmech kli¢ovou pozici pti metabolizmu siry a pouZziva se pfi
syntéze proteinii, glutathionu, biotinu, methioninu a dal$ich metaboliti obsahujicich siru. Navic
slouzi L—cystein jako prekurzor pro biosyntézu koenzymu A, navic se miZe L—cystein snadno
oxidovat na cystin. Mezi biosyntézou L—cysteinu a dal$ich aminokyselin jako L-serin, glycin a
L-methionin existuje (1zka souvislost.

Syntéza L—cysteinu (obrazek 4) v prokaryontech, obzv143ts bakteriich, je podrobné prozkoumana
(Kredich, N. M. a G. M. Tomkins 1966, J. Bio. Chem. 241, 4955-4965; Kredich, N. M., 1987,
Biosyntesis of Cysteine. V: Neidhardt F. C., Ingraham, J. L., Magasanik B., Low. K. B,
Schaechter M., Umbarger H. E. (eds) Escherichia Coli and Salmonella typhimurium: cellular and
molecular biology, Vol. 1 American Society for Microbiology, Washington D. C., 419-428).
Kliova reakce spotiva v pfenosu acetylové skupiny na serin k piipravé O-acetylserinu 1),
nasledovana vyménou acetylové skupiny za skupinu—SH, &mz se syntetizuje L—cystein 2).

1) L—serin + acetyl-koenzym A — O-acetylserin + koenzym A
2) O-acetylserin + H,S — L—cystein + acetat

V mikroorganizmech a v rostlinach slouzi O-acetylserin a nikoliv serin Jjako pfedstupeti uhlikové
struktury pro L—cystein (Kredich, N. M. a G. M. Tomkins 1966, J. Biol. Chem. 241, 4955-4965).
Reakce pfenosu acetylové skupiny ke tvorb& aktivované formy L-serinu se katalyzuje serin—
acetyl-transferdzou kédovanou genem cysE (EC 2.3.1.30) a podléha striktni kontrole kone&nym
produktem, L-cysteinem. Gen pro serin-acetyltransferazu byl jiz klonovan a sekvence
aminokyselin odvozenad od sekvence DNA je znaméa (Denk, D. a Bock, A. 1987, J. Gen.
Microbiol. 133, 515-525).

Tvorba L—cysteinu samotného je katalyzovéana dvéma izoenzymy O-acetylserin—sulfohydrolazy
(EC 4.2.99.8), kédovanymi geny cysK (O~acetylserin—sulfhydrolaza-A) a cysM (O-acetylserin—
sulthydroléza-B), reakce, ve které funguje O-acetylserin jako donor B-alanylu a H,S jako
akceptor B-alanylu (Kredich, N. M. a G. M. Tomkins 1966, J. Biol. Chem. 241, 4955-4965),
pfi¢emZ O-acetylserin—sulfhydrolaza~A ma hlavni podil na syntéze cysteinu. Navic je O-acetyl-
serinsulthydrolaza-B (cysM) schopné vyuzit thiosulfat jako zdroj siry (Sirko, A. a spol., J. Gen.
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Microbiol. 133, 2719-2725). O-acetylserin—sulthydroldza-B katalyzuje reakci mezi O-acetyl-
serinem a thiosulfitem za vzniku S—sulfocysteinu, ktery se pak mize konvertovat na cystein
(Nakamura, T. a spol. 1983, J. Bacteriol. 156, 656-662).

Potladeni kone&ného produktu formy divokého typu serin-acetyltransferizy L-cysteinem je
fyziologicky vyznamnym faktorem pfi kinetické regulaci biosyntézy cysteinu (Kredich, N. M.
1971, J. Biol. Chem. 246, 3474-3484; Kredich, N. M. a G. M. Tomkins 1966, J. Biol. Chem.
241, 4955-4965). Aktivita divokého typu serin-acetyltransferazy je potladena cysteinem. Toto
potlageni bylo kineticky vySetfovéno a vykazuje kompetitivni charakteristiku. Byla stanovena
inhibi¢ni konstanta K; = 1,1 x 10° M v pfitomnosti 0,1 mM acetyl-koenzymu A a 1 mM L-
serinu (Kredich, N. M. a G. M. Tomkins 1966, J. Biol. Chem. 241, 4955-4965).

Z literatury je znam piiklad, %e se chemickou mutagenezi cystein—auxotrofniho kmene
ethylesterem kyseliny methansulfonové miize izolovat cystein—prototrofni revertant, jeho¥ serin—
acetyltransferazova aktivita na zakladé vymény aminokyselin v kddované oblasti vykazuje mirné
potlaCeni inhibi¢ni aktivity kone&nym produktem L-cysteinem (Denk, D., Bock, A., 1987, J.
Gen. Microbiol. 133, 515-525). Feedback-rezistence téchto mutantii je podle zndmych
literarnich prament desetinasobné zvySena. K; téchto mutanti tak &ini asi 0,01 mM oproti formé&
divokého typu.

PiedloZeny vynélez se tyka serin-acetyltransferaz, které ve srovnani s divokym typem enzymu
vykazuji sniZenou citlivost vi&i inhibitoru L~cysteinu a jejichZ proteinova sekvence ve srovnani
se sekvenci divokého typu vykazuje nejméné jednu mutaci nebo deleci, vyznadujici se tim, Ze se
mutace nachazi v sekvenéni oblasti aminokyseliny v pozici 97 a7 v&etn& aminokyseliny v pozici
273 nebo delece v oblasti karboxylového konce od aminokyseliny v pozici 227, p¥icemz pozice

jedna je iniciadni methionin z obrazku 5 (SEQ ID ¢&.: 1) a pfiéemz je vyloudena proteinova
sekvence s mutaci Met na Ile v pozici 256.

Podstata vynalezu

Piekvapivé bylo objeveno, Ze vymeény aminokyselin podle vynalezu a/nebo delece aminokyselin
karboxylovém konci serin—acetyltransferdzy vedou ke sni¥eni citlivosti vii cysteinu za
zachovéni dostatedné enzymatické aktivity.

Pfedmétem piedloZeného vynalezu je serin—acetyltransferaza, kter ve srovnani s divokym typem
enzymu vykazuje sniZenou citlivost vii€i inhibitoru L—cysteinu a jejiZ proteinova sekvence ve
srovnani se sekvenci divokého typu vykazuje nejméné jednu mutaci nebo deleci, ve které se
mutace nachazi v sekvenéni oblasti od aminokyseliny v pozici 97 aZ vdetng aminokyseliny
v pozici 273 nebo se delece nachazi v sekvenéni oblasti karboxylového konce od aminokyseliny
v pozici 248 az v&etné aminokyseliny 259, pfitemz pozice jedna je iniciadni methionin z obrazku
5 (SEQ ID ¢&.: 1) a pfiemz je vyloudenina mutace Met na Ile v pozici 256, a Ze serin-acetyl-
transferdza ma inhibi¢ni konstantu K; 0,02 a¥ 2,3 mM v p¥itomnosti 1| mM L—serinu a 0,1 mM
acetyl-CoA.

Vyhodné jeji proteinova sekvence zahrnuje vyménu aminokyselin nejméng Jjednoho z mutantt
cysE uvedenych v tabulce 1a nebo deleci podle tabulky 1b.

Inhibi¢ni konstanty (K;) obzvlaste vyhodnych mutantii enzymu oproti L~cysteinu lezi mezi 0,02 a
2,3 mM v pfitomnosti 1 mM L-serinu a 0,1 mM acetyl-CoA.

Serin-acetyltransferazy podle vynalezu vykazuji dostatecnou aktivitu pro rist mikroorganizmi,
které ji obsahuji.
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Tabulka la: Feedback—rezistentni cysE-alely s jednotlivymi nebo nasobnymi vymeénami
aminokyselin v kédované oblasti

Mutanty |Vyména nukleo- |Vyména amino- K; (uM) |spec. akt
cysE tidu(&.) kyseliny (&.) pmol/min
X mg
cysEII GGC->AGC (934) |Gly238->Ser238 10 0,068
cysEII1  (GGT->GAT (176) |Gly165->Aspf165| 10 0,030
cysEIV GCT->GTT (932) |Ala237->Val237 40 0,170
GGC->AGC (934) [Gly238->Ser238
cysEV GCT->GTT (932) [Ala237->Val237
GGC->AGC (934) [Gly238->Ser238 10 0,246
ATG->ATA (990) [Met256->Ile256
cysgEVI GGC->AGC (934) [Gly238->Ser238 10 0,075
ATG->ATA (990) [Met256->I1e256
cysEVII GCT->GTT (932) |Ala237->Valz37 10 0,253
cysEVIII |ATG->ATA (990) Met256->11e256 30 0,160

GCT->GTT (932) |[Ala237->Val237
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Tabulka la: Feedback-rezistentni cysE-alely s jednotlivymi nebo nasobnymi vyménami
aminokyselin v kédované oblasti (dokon&eni).

Mutanty (Vyména nukleo- |Vyména amino- |K; (uM)|spec. akt
cysE tidu(¢.) kyseliny (&.) umol/min
X mg

cysEX ACG->GCG (721) |[Thr167->Alalé67 50 0,156

cysEXI ACG->GCG (721) |Thr167->Alal67 | 700 0,117
GGT->AGT (955) |Gly245->Ser245

cysEXII |AAA->CAA (511) |Lys97->G1n97 40 0,254
GGC->AGC (934) [Gly238->Ser238
TTT->TTG (1023) |Phe267->Leu267

cysEXIII [GTT->GTT (713) {Vall64->Alalé4 30 0,213
TTT->TTG (1023) | Phe267->Leu267

cysEXIV ACG->GCG (721) |Thr167->Alal67 |>1000 0,453
ATG->TAG Met256->Stop256
(988+989)

cysEXVI GAT->GGT (971) [Asp250->Gly250 50 0,554
AAG->TAG (973) |[Lys251->Stop251

cysEXVII |GGT->GAT (716) |Gly165- Aspllé5| 100 0,052
ACG->GCG (721) |{Thrl67- Alalé?7

cysEXXIII | ACG~>GCG Thr167- Alalé? 2300 0,085
GCT->GTT Ala237- Val237
GGC->AGC Gly238- Ser238
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Tabulka 1b:  Feedback-rezistentni cysE-alely s delecemi na karboxylovém konci

Deletova-|Termindal- spec. akt
Mutant cysiE {né amino-|ni amino- K; (uM) [pmol/min x mg

kyseliny [kyseliny
cysE-Del259 14 His259 7,8 0,328
cysE-Del258 15 G1ln258 5 0,256
cysE-Del257 16 Asp257 7.5 0,394
cysE-Del256 17 Met256 12,5 0,366
cysE-Del25s 18 Asp255 30 0,624
cysE-Del250 23 Asp250 20 0,405
cysE-Del249 24 Ser249 15 0,420
cysE-Del248 25 Asp248 12,5 0,270

Serin-acetyltransferizy insenzitivni viii cysteinu podle vyndlezu se mohou ziskat prikladné
expresi sekvenci DNA, které kéduji pro serin-acetyltransferazy podle vynalezu.

Témito sekvencemi DNA kédované varianty enzymi vykazuji vidy rozdilnou citlivost oproti
inhibitoru L~cysteinu, pfidem? ve viech pripadech viak byla ve srovnani s divokym typem
nalezena nejméné pétkrat zvySend rezistence serin—acetyltransferazy oproti inhibitoru I—
cysteinu.

PredloZeny vynélez se dale tyka sekvenci DNA, které kéduji pro serin—acetyltransferazy podle
vynalezu.

Tyto sekvence DNA se vyznaduji tim, e v kédované sekvenéni oblasti DNA daného genu cysE
od bp 510 do bp 1040 vykazuji nejméné jednu mutaci, pfiemZ bp 1 je prvni baze z obrazku 6
(SEQ ID NO: 2), pii¢emz je vyloudenina mutace guaninu na adenin, thymidin nebo cytosin
v pozici 990.

Dale budou sekvence DNA podle vynalezu oznaovany také jako feedback—rezistentni cysE—
alely.

Tyto sekvence DNA je moZné vyrobit p¥ikladné nespecifickymi nebo cilenymi mutageneznimi
metodami z vychozich materiala popsanych dale.

Nespecifické mutace v rdmci uvedené oblasti DNA se mohou provadeét piikladng chemickymi
agenciemi (piikladné nitrosoguanidin, kyselina ethylmethansulfonova) a/nebo fyzikalnimi meto-
dami (Miller, J. H., 1972, Experiments in Molecular Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory,
USA, 113-185) a/nebo reakcemi PCR, provadénymi za urditych podminek (Gibbs, R. A. 1990,
Anal. Chem. 62, 1202-1214).

Metody k zavedeni mutaci ve specifickych pozicich v ramci Jednoho fragmentu DNA jsou zndmy
a jsou popsany piikladné v nasledujicich pramenech: Sarkar, G., Sommer, S. S, 1990,
BioTechniques 8, 440-407 popisuji ortospecifické mutageneze podle PCR; Ausubel, F. M. a



10

20

25

30

35

40

45

50

35

CZ 294539 B6

spol., 1987, s. 8.01-8.3.6 Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates,
popsany metody k ortospecifické mutagenezi pomoci fagi M13.

Dalsi metodou k vyrobé feedback—rezistentni cysE-alely spociva v kombinaci riznych bodovych
mutaci, vedoucich k feedback~rezistenci k multiplenovym mutantdm s novymi vlastnostmi.

Jako vychozi material pro mutageneze slou#i s vyhodou DNA divokého typu genu cysE nebo
mutaci inaktivovany gen cysE nebo mutovany cysE gen jiz kddovany pro feedback—rezistentni
serinacetyltransferazu.

Mutovany gen cysE mize byt chromozomalné nebo extrachromozomalné kédovany.

Vychozi DNA-fragment, pikladné obsahujici divoky typ genu cysE, se miZe rekombinovat
znamymi standardnimi technikami za vzniku rekombinantni DNA na jednom vektoru. PouZitim
vy3e uvedenych mutageneznich metod se jeden nebo nékolik nukleotidi: sekvence DNA zméni
tak, Ze nyni genem koédovanid sekvence aminokyselin vykazuje nejméné jednu mutaci
v sekvenéni pozici 97 aZ v&etn& aminokyseliny v pozici 273 a nejméné jednu deleci v sekvenéni
oblasti karboxylového konce od aminokyseliny v pozici 227, pti¢emz pozice jedna je startovacim
methioninem podle obrazku 5 (SEQ ID &.: 1) a ptiSem# mutace z Met na lle v pozici 256 je
vylouc¢ena.

Popsanymi technikami je mozné zavést do libovolného genu cysE jednu nebo né&kolik mutaci
vuvedené oblasti DNA, které zpisobi, ¥¢ kédovana serin—acetyltransferaiza ma sekvenci
aminokyselin vedouci k insenzitivité vii&i cysteinu.

V navaznosti na provedenou mutagenezi, jak je popsano vyse, se provadi selekce mutantd
s poZadovanym fenotypem piikladné platovanim na médiu neobsahujicim cystein a néaslednym
stanovenim rozsahu citlivosti mutované serin—acetyltransferazy viiéi cysteinu.

Dal§im pfedmétem vynilezu jsou mikroorganizmy, které obsahuji feedback—rezistentni cysE—
alely.

Takové kmeny mikroorganizmi se vyznauji tim, Ze obsahuji nejméné jednu cysteinovou
vyménu, deregulovanou pomoci feedback—rezistentni cysE-Alle.

ProtoZe latkova vyména cysteinu probiha u viech mikroorganizmi principialné stejnym, obecné
znamym zpisobem latkové vymény a techniky pouZité k vyrob& kmenii podle vynalezu jsou
obecné zndmé piikladné ze standardnich udebnic a pouZitelné na vSechny mikroorganizmy, je
mozné vyrabét kmeny podle vynalezu zlibovolnych mikroorganizmy.

S vyhodou jsou k vyrob& kmeni podle vynalezu vhodné bakterie.
Obzvlasté vyhodné jsou gramnegativni bakterie, obzv1aits E. coli.

Dalsim pfedmétem vynalezu je vyroba L—cysteinu nebo produkti odvozenych od L-cysteinu
kultivaci mikroorganizmi podle vynalezu,

Feedback-rezistentni cysE—alely umoziiuji vylougeni kontroly ddleZitého biosyntetického
kontrolniho bodu, pfi¢emz se produkce &etnych sloudenin leZicich ve sméru tohoto kontrolniho
bodu zesiluje. K tomu patfi zejména O-acetylserin, L—cystein a produkty pfibuzné L~cysteinu.
Produkty ptibuzné L—cysteinu jsou viechny odvozené od L-cysteinu, to znamena sloueniny
obsahujicf siru, k jejichZ vyrobé je L-cystein nezbytny. Pfiklady takovych produkti jsou kyselina
2(R,S}—methyl—thiazolidin—2(R,S),4(R)—dikarboxylové, homocystein, methionin, biotin a
glutathion.
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Feedback-rezistentni cysE-alely se transformuji k expresi se zmé&nénym serin—acetyltrans-
ferdzovym enzymem pomoci obvyklych zpisobi na hostitelském kmenu. »Screening™ kmend se
zménénymi serin—acetyltransferazovymi vlastnostmi se provadi piikladng podle metod popsa-
nych dale.

Ke stanoveni miry insenzitivity viigi cysteinu zménéného enzymu se nejprve méfi vyludovani
cysteinu kmenii v semikvantitativnim tak zvaném kiizovém vyZivovacim testu. K tomu se péstuji
testované kmeny na minimalnim médiu neobsahujicim cystein, ale obsahujicim cystein—
auxotrofni indikdtorovy kmen. Riistova zéna indikatorového kmenu okolo dané o&kovaci linie
(halo) slouzi jako semikvantitativni mira vylu€ovani cysteinu. Viechny kmeny, které v k¥iZzovém
vyZivovacim testu vykazuji odezvu s primérem > 2 mm, se v ,kfiZovém vyZivovacim testu
oznacuji jako pozitivni“. S vybranymi kmeny se provadi test enzymové aktivity ke stanoveni
miry cysteinové tolerance zmén&né serin-acetyltransferazy.

Ke stanoveni senzitivity serin—acetyltransferazy viigi cysteinu se muze pouzit kaZd4d metoda,
kterd umozZiiuje stanovit aktivitu tohoto enzymu v pfitomnosti cysteinu. Pfikladng se muze
stanoveni serin-acetyltransferazové aktivity provadét metodou, kterou popsal Kredich a Tomkins
v J. Biol. Chem. 241, 4955-4565 (1966). V pfipad€ tohoto testu obsahuje enzymova testovaci
smés substrat L—serin a kofaktor acetyl-koenzym A. Reakce se nastartuje pfidavkem enzymu a
sleduje na zaklad& poklesu absorpce pfi 232 nm, ktery je vyvolan Stépenim thioesterové
slou€eniny v acetylkoenzymu A pomoci spektralniho fotometru.

Popsany enzymovy test je vhodny ke stanoveni senzitivity kazdého serin-acetyltransferazového
enzymu vici cysteinu, véetné enzymu s modifikovanym karboxylovym koncem. Potladeni serin—
acetyltransferazové aktivity se testuje v pfitomnosti riznych koncentraci L-cysteinu. Katalyticka
aktivita riznych serin—acetyltransferazovych enzymu se stanovuje jednak v p¥itomnosti a jednak
v nepiitomnosti L-cysteinu a z vysledkd se stanovuje inhibi¢ni konstanta K; (Kredich, N. M. a
G. M. Tomkins 1966, J. Biol. Chem. 241, 4955-4965).

Ve vétiné pfipadi je vyhodna enzymaticky aktivni serin-acetyltransferaza se sni¥enou
cysteinovou aktivitou. Pro jiné tidely mize byt pozadovano soudasné snizeni senzitivity koneéné-
ho produktu a katalytické aktivity.

Zpravidla neni ?adouci silna nadprodukce rezistentni serin-acetyltransferazy jako kone&ného
produktu, protoZe se pfitom ve zvySené mife tvofeny O-acetylserin, L—cystein nebo od néj
odvozené metabolity hromadi v buiice, toxifikuji ji a mohly by vyvolat selekci mutantti s reduko-
vanou serin—acetyltransferazovou aktivitou. Proto se s vyhodou integruji do genomu cysE-alely
feedback-rezistentni s vyhodou jako Jednotliva kopie pomoci obvyklych zplisobii,

Metody pro integraci jednotlivych genti do chromozomu s pomoci vhodnych vektor odpovidaji
stavu techniky (pfikladné¢ Winans a spol., 1985, J. Bacteriol. 161, 1219-1221; Shevell a spol.,
1988, J. Bacteriol. 170, 3294-3296; Kulakauskas a spol., 1991, J. Bacteriol. 173, 2633-2638).

RovnéZ je vyhodné exprimovat feedback—rezistentni serin—acetyltransferdzy na plazmidech
s nizkym pod&tem Kkopii.

Jak je znamo, Ze vykazuje expresni vektor vedle feedback-rezistentni cysE-alely s vyhodou jesté
dal3i dodate¢né elementy, popsané dale.

Ko6dované sekvence, nachazejici se na vektoru Jsou s vyhodou spojeny s reguladnimi elementy,
které jsou nutné pro expresi kédovanych sekvenci v poZadované mifte.

Priklady téchto reguladnich elementii jsou promotory, ribosomalni spojovaci mista a terminalni
sekvence. Ve vétsing piipadd se pouziji pro expresi mutantii podle vynalezu piirozené regulaéni
sekvence cysE. Mohou se viak pouzit libovolné jiné regulaéni sekvence.



10

20

25

30

35

40

45

50

CZ 294539 B6

Vedle regulatnim elementi se s vyhodou nachézeji na expresnim vektoru také sekvence, které
kéduji pro selektivni marker a/nebo reporterovy gen. Exprese selekénich markerti tohoto druhu
usnadiiuji identifikaci transformantd. Jako selekéni markery Jjsou vhodné geny, které koduji
rezistenci vi¢i piikladng ampicilinu, tetracyklinu, kanamycinu, chloramfenikolu nebo dal$im
antibiotikiim.

Pokud se maji mutanty podle vynalezu extrachromozomalng replikovat, mél by plazmidovy
vektor s vyhodou obsahovat pivodni bod replikace. Strategie k integraci genti do chromozomi
s pomoci vektort, z nichZ byl odstranén ptivodni bod replikace, jsou podle stavu techniky znamé
(Winans a spol., 1985, J. Bacteriol. 161, 1219-1221; Shevell a spol., 1988, J. Bacteriol. 170,
3294-3296; Kulakauskas a spol., 1991, J. Bacteriol. 173, 2633-263 8).

Priklady vektort, které jsou autonomné replikovatelné na E. coli uvadi piikladné Pouwels, P. H.,
Enger-Valk, B. E., Brammer, W. J. 1985, Cloning Vectors, Elsevier, Amsterdam.

Takovymi vektory jsou ptikladné:

— plazmidy s vysokym po&tem kopii jako piikladné pBR322, pUC18

— plazmidy se stfednim aZ nizkym poltem kopii jako ptikladné pACYC184, pACYC177 a
pSC101

— fagové vektory jako ptikladng vektory M13.

S vyhodou jsou vhodné vektory se stfednim az nizkym poctem kopii; obzvlasté vyhodné jsou
vektory s replikonem p15A, jako pACYC184 (ATCC37033) nebo pACYC177 (ATCC3703 1).

Pro jiné bakterie je rovnéZ v literatute popsan velky pocet vektora (Pouwels, P. H., Enger—Valk,
B. E., Brammer, W. J. 1985, Cloning Vectors, Elsevier, Amsterdam). S t&mito vektory je mozné
exprese mutantil podle vynélezu na jiné bakterie.

Vhodné rekombinantni vektory se mohou vyrabét standardnimi technikami pro vyrobu
rekombinantni DNA. Tyto techniky jsou podrobné uvedeny ve standardnich uéebnicich.

Vhodny hostitelsky kmen se transformuje expresnim vektorem, ktery obsahuje transkripéni
Jjednotku kédujici pro cystein—insenzitivni serin—acetyltransferazu.

Jako hostitelské kmeny se pouzivaji kmeny, které obsahuji proteiny senzitivni vii¢i cysteinu, jako
pfikladné prokaryonty nebo kvasinky.

S vyhodou se pouziji kmeny divokého typu nebo kmeny E. coli, ve kterych je endogenni gen
cysE inaktivovan a komplementovan cysE genem podle vynalezu. Takové bundiné systémy jsou
vhodné pro nadprodukci L—cysteinu a z ngj odvozenych metabolitd.

Pfi fermentaci kmeni, obsahujicich nejméng jednu feedback—rezistentni cysE-alelu se ukazuje,
Ze kmeny, které pfijmou feedback-rezistentni cysE-alelu s hodnotou K; mezi 0,015 a 2,3 mM
v pfitomnosti I mM L-serinu a 0,1 mM acetyl-CoA vylu€uji vyrazné vétsi mnoZstvi cysteinu.

Serin-acetyltransferazy podle vynilezu je moZné ziskivat také pouZitim antisense-RNA.
Blokovat nebo modifikovat cilené genovou aktivitu tak zvanou reverzni genetikou
(Reverse Genetik) odpovida stavu techniky (Inouye, 1988, Gene 72, 25-34). Antisense-RNA je
transkripéni produkt toho fetézce DNA, ktery je komplementarni k fetézci kédujicimu protein. Je
moZné redukovat senzitivitu serin—acetyltransferazy viii cysteinu in vivo tim, Ze se z expresniho
vektoru produkuje antisense~RNA, ktera je komplementarni k definované oblasti 3—kédovaného
fetézce pfirozeného nebo transformovaného genu cysE. P¥itom se antisense—RNA specificky
vaZe na cilové sekvence cysE-mRNA a umoziluje tim syntézu serin—acetyltransferazovych
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enzymii podle vynalezu, které jsou na karboxylovém konci zkriceny a analogicky jako u
deletovanych mutantd z piikladu 3 vykazuji sniZzenou senzitivitu vii&i inhibitoru L-cysteinu.

Dalsim ukolem bylo dat k dispozici vhodné zdroje siry pro optimalni nadprodukci cysteinu
pomoci mikroorganizmi podle vynalezu.

Pfekvapivé bylo objeveno, Ze intracelularni nadprodukce O-acetylserinu, vyvolana pouzitim
serin-acetyltransferazovych mutanti podle vynalezu ve slouéeninach s vhodnym vyZivovacim
meédiem vede k vyraznému vzestupu extracelularni koncentrace cysteinu. Na zakladé toho jsou
serin-acetyltransferazové mutanty vhodné k nadprodukci cysteinu.

K tomu musi byt pro mikroorganizmy podle vyndlezu byt v produkénim médiu k dispozici
dostate¢né mnoZstvi donoru siry.

Vhodnymi donory siry pro nadprodukci cysteinu jsou vSechny anorganické slouCeniny siry.
Vyhodné jsou sirany, sificitany, sulfidy, dithionit a thiosulfaty. Obzvl14st& vyhodny k optimalni
nadprodukci cysteinu je thiosulfat.

Dalsiho zvySeni vyt&Zku cysteinu se miZe dosihnout dodate€nou nadprodukci enzyma
redukujicich sulfaty (kodované pomoci geni cysD, C,H, G, L, J) a sulfohydrogenaé&nich enzymi
(kédované geny cysK a cysM).

Dal8i zvySeni vyt&zku cysteinu je mozné:

a) deregulaci regulagniho proteinu cysB na genové wrovni ve smyslu konstitutivni exprese.
Protein cysB vystupuje ve funkci nadfazeného regulatniho proteinu biosyntézy cysteinu
v E. coli (Kredich, N. M., 1987, Biosynthesis of Cysteine. V: Neidhardt F. C., Ingraham, J. L.,
Magasanik, B., Low. K.B., Schaechter, M., Umbarger, H. E. (eds) Escherichia coli a
Salmonella typhimurium: cellular and molecular biology, Vol. 1 American Society for
Microbiology, Washington D. C., 419-428).

b) kombinaci gend ser-A, vybranych ze skupiny divokého typu serA a gent serA kédujicich pro
fosfoglycerat-dehydrogendzu se sniZenou senzitivitou vagi serinu s geny cys-E podle
vynalezu.

¢) externim dodivanim serinu.

S vyhodou se gen ptirozené serin-acetyltransferdzy senzitivni vici cysteinu v hostitelském
kmenu inaktivuje, takZe je zarudena pouze syntéza cystein—insezitivni serin-acetyltransferazy
zavedené do daného kmenu pied transformaci. K inaktivaci pfirozenych genil v E. coli existuji
Cetné ptedpisy (Hamilton a spol., 1989, J. Bacteriol. 171, 4617-4622; Russel a spol., 1989,
J. Bacteriol. 171, 2609-2613; Shen a Huang, 1986, Genetics 112, 441-457; Jasin a Schimmel,
1984, J. Bacteriol. 159, 783-786).

RovnéZ tak vyhodna je integrace jedné kopie stejného genu, ktery kéduje pro zménénou serin—
acetyltransferazu do hostitelského genomu.

Popisy a odkazy na tyto techniky lze nalézt v nasledujicich publikacich: Shevell a spol., 1988,
J. Bacteriol. 170, 3294-3296; Kulakauskas a spol., 1991, J. Bacteriol. 173, 2633-2638.

S vyhodou se klonuji cysE-alely o rozdilnych K; na vektor s ni$im poctem kopii a transformuje
se do odpovidajiciho produkéniho kmenu.
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Ptehled obrizki na vvkresech

Obrazek 1
zobrazuje biosyntézu glutathionu, vychazejici z homoserinu.

Obrazek 2
zobrazuje biosyntézu glutathionu, vychazejici z glutamatu.

Obrazek 3
zobrazuje biosyntézu glutathionu, vychazejici z dethiobioninu.

Obrazek 4
zobrazuje biosyntézu L—cysteinu v E. coli, vychazejici z glukézy.

Obrazek 5
zobrazuje pofadi aminokyselin serin-acetyltransferazy z E. coli.

Obrazek 6
zobrazuje sekvenci DNA E. coli cysE—genu a od této sekvence odvozenou sekvenci amino-
kyselin serin—acetyltransferazy.

Obrazek 7
zobrazuje restrikéni mapu plazmidu pP1 z ptikladu 1 obsahujici feedback—rezistentni cysE—alely,
klonovany jako 2,25 kb Pvull-fragment v pUC219.

Obrazek 8
zobrazuje plazmid pPC43 z piikladu 2, obsahujici divoky typ genu cysE jako 1,15 kb velky
fragment EcoRI/BamHI v pBluescript.

Obrazek 9

zobrazuje mapu plazmidu pACYC184-LH z piikladu 3 obsahujici feedback—rezistentni cysE-
alely s deleci v karboxylovém konci, a z ptikladu 4 obsahujici feedback—rezistentni cysE-alely
s rozdilnymi vyménami bazi.

Priklady provedeni vynilezu

Nasledujici ptiklady provedeni slouZi k bliz§imu vysvétleni vynalezu:

Ptiklad 1
Izolace mutantd E. coli se serin-acetyltransferdzovymi enzymy insenzitivnimi viigi cysteinu

Reverzi auxotrofnich kmenii E. coli je moZné pfipravit regulativni mutanty. Mutanty s poZadova-
nymi vlastnostmi (insenzitivita serin—acetyltransferdzy viéi cysteinu) se vyhledaji mezi
revertantnimi cystein—auxotrofnimi kmeny cysE-E. coli.

Pro izolaci revertantii se pouZivaji cystein-auxotrofnimi kmeny E. coli JM15 (CGSC # 5042:
cysESQ, trf-8) a JM39 (CGSC # 5043 cysES1, trf-8), zalozené v Deutschen Sammlung fiir
Mikroorganismen v Braunschweigu pod zakladacim &islem DSM 10173. K vyrobg cystein—
protrofnich revertanti byly tyto kmeny zpracovavany mutagenem nitrosoguanidinu podle
Miller, J. H. (1972) Experiments in Molecular Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory. Na
minimalnim médiu neobsahujicim cystein byly hledany cystein protrofni revertanty. Nejprve

-10-
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bylo asi 1000 ziskanych revertanti testovino kfizovym vyZzivovacim experimentem z hlediska
vyludovani cysteinu. K tomu byly testované revertanty ockovany na minimalni médium
neobsahujici cystein (12 g/l K,HPO,, 3 g/l KH,PO,, 5 g/l (NH,),S0,, 0,3 g/l MgSO, x 7 H,0,
0,015 g/l CaCl, x 2 H,0, 0,02 g/l FeSO, x 7 H,0, 1 g/l Nay—citratu x 2 H,0, 0,1 g/l NaCl, 15 g/I
bactoagaru, 1 ml/I roztoku se stopovymi prvky, sestavajiciho z 0,15 g/ Na;MoO, x 2 H,0, 2,5 g/l
H;BO;, 0,7 g/l CoCl, x 6 H,0, 0,25 g/l CuSO, x 5 H,0, 1,6 g/l MnCl, x 4 H,0, 0,3 g/l ZnSO, x
7TH,O, ktery byl suplementovan 1 % glukézy. Bylo okovano 5 x 10° bungk cystein—
auxotrofniho indikatorového kmenu JM39 na ml a inkubovano po dobu 48 hodin pfi teploté
37°C. Primér narostlé plodky kolem testované kolonie (halo) byl posuzovan jako
semikvantitativni mira vyludovani cysteinu testovanym kmenem. VSechny revertanty, které
vykazovaly ristovou zénu vétsi nez 2 mm, byly hodnoceny jako pozitivni a po nékolika &isticich
pieokovacich izolovany a konzervovany.

K vySetfeni biochemické podstaty pro vyluovani cysteinu revertanty byla stanovena aktivita
serin—acetyltransferazy in vitro a rovng Jeji inhibice cysteinem. Ke stanoveni se pouZije extrakt
S30 (dezintegrované buitky se centrifuguji 20 minut pti 30 000 g a teplot€ 4 °C) vybranych
revertantd, vychozich kmeni a srovnavaciho kmenu E. coli W3110 (ATTC 27325). Byla
nalezena fada revertantd, jejichz serin-acetyltransferazova aktivita v pfitomnosti rdznych
koncentraci inhibitoru L-cysteinu vykazovala jests vyznamnou zbytkovou aktivitu (hodnota K;

mezi 5 a 50 uM).

Ke stanoveni schopnosti vylugovat cystein v kapalném médiu pomoci kvantitativniho stanoveni
cysteinu se inkubuje 50 vybranych revertanti ¢ysE v 20 ml standardniho produkéniho média po
dobu 48 hodin pfi teplot& 30 °C a 170 oté&kach za minutu. Standardni produk&ni médium sestava
z 15 g/l glukézy, 0,08 g/l bactotryptonuy, 0,04 g/l kvasinkového extraktu, 5 mg/l vitaminu B1,
3 g/l KH,POy, 12 g/l K,HPO,, 0,3 g/l MgSO, x 7 H,0, 0,1 g/l NaCl, 5 g/I (NH4),80;, 14,7 mg/l
CaCl, x 2 H,0, 2 mg/l FeSO, x 2 H,0, 1 g/l Nas—citratu x 2 H,0, 5 g/l Na,S,0; x 5 H,0 a 1 ml/I
roztoku stopovych prvkii (viz vySe). Po 24 a 48 hodinach se vZdy odebere vzorek (10 pl),
piipadné se ziedi a ve zbytku neobsahujicim butiky se stanovuje koncentrace cysteinu
kalorimetricky podle Gaitonde, M. K. (1967), Biochem. J. 104, 627-633. Mira vylu€ovéni
cysteinu t&chto mutantii kolisa mezi 5 az 60 mg/l cysteinu ve zbytku kultury. V kmenech
divokého typu E. coli se oproti tomu nemohlo prokazat zadné vylutovani cysteinu. Z tohoto
screeningu bylo vybrano 8 revertant, Jejichz vyluGovani cysteinu lezi mezi 40 a 60 mg/l.

K exaktni analyze genetické podstaty rezistence koneénych produkti serin—acetyltransferazy
téchto 8 mutanti byly jejich strukturni geny cysE klonovany a stanovena jejich sekvence DNA.

Protoze DNA sekvence divokého typu genu cysE a rovnéZ chromozomalni restrikénj mapa
oblasti navazujicich na gen cysE E. coli Jjsou znamé (Denk a Bock, 1987, J. Gen. Microbiol. 133,
515-525), je zfejmé, Ze strukturni gen cysE leZi na 2,25 kb velkém fragmentu PvulLDNA.

Ke klonovani genu cysE kédujiciho pro cystein—insenzitivni serin—acetyltransferazy se
chromozomalni DNA selektovanych revertantii Gplng Sté€pi pomoci Pvull, hydrolyzat DNA se
rozdgli pres preparativni agarovy gel a DNA se izoluje v rozmezi velikosti 2 az 3 kb. Izolovany
hydrolyzat Pvull se pomoci lighizy T4 DNA spoji s plazmidovém vektorem pUC19,
linearizovanym pomoci Smal a defosforylovanym alkalickou fosfatdzou (dodavany fou
Boehringer Mannheim).

Cystein—auxotrofni kmen cysE JM15 (CGSC # 5042) se transformuje s danou ligani smési a
provede se selekce na minimalnim médiu neobsahujicim cystein a obsahujicim ampicilin
(50 mg/l). Selektované plazmidy a plazmidy komplementujici cystein—auxotrofii hostitelského
kmene (viz obrazek 7) vykazuji v restrikénim vzorku St€pici vzorek potfebny pro gen ¢ysE (Denk
a Bock, 1987, J. Gen. Microbiol. 133, 515-525). Také v kiizovém VyZivovacim testu vyvolavaji
selektované transformanty intenzivni rast indikatorového kmene JM35 (halo > 4 mm). Stanoveni
aktivity serin-acetyltransferizy v bunééném extraktu téchto mutantd cysE, které se ziskaji

-11-
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20 minutovou centrifugaci pti 30 000 g a teplot€ 4 °C, sv&d&i o redukované senzitivits viisi [—
cysteinu. K exaktni identifikaci zmén ve strukturnich genech jednotlivych cysE*~alel, vedoucich
k rezistenci kone&ného produktu, se jejich DNA sekvenuji za pouZiti cysE—gen specifickych
oligonukleotidi a zjist&né sekvence nukleotidd se srovnavaji s divokym typem genu cysE. Toto
srovnani sekvenci nukleotidi poskytuje rozdily v sekvenci DNA a aminokyselin formy divokého
typu, shrnuté v nasledujici Tabulce 2 (srovnej obrazky S a 6).

Tabulka 2: Feedback-rezistentni cysE-alela, vznikla chemickou mutagenezi

Mutanty Vymé&na nukleo- Vyména amino- K; (uM)
cysE tidu (&.) kyseliny (&.)
cysEI1 GGC->AGC (934) Gly238->Ser238 10
cysEII1 |GGT->GAT (716) Gly165->Aspl165 10
cysEVII GCT->GTIT (932) Ala237->Val237 10
cysEX ACG->GCG (721) Thr167->A1a167 50
cysEXI GGT->AGT (955) Gly245->Ser245 700
ACG->GCG (721) Thr167->Alal167
cysEXIT |AAA->CAA (511) Lys97->G1n97 40
GGC-~->AGC (934) Gly238->Ser238
TTT->TTG (1023) Phe267->Leu267
cysEXIII |GTT->GCT (713) Vallé4->Alalé4 30
TTT->TTG (1023) Phe267->Leu267
cysEXVI GAT->GGT (971) Asp250->Gly250 50
AAG->TAG (973) Lys251->Stop251
Priklad 2

Vyroba serin-acetyltransferaz insenzitivnich ke koneénému produktu cilenou vyménou bazi ve
strukturnim genu cysE.

V piikladu 1 se popisuje celkem 8 riznych cysE-alel, které na zakladé vymény bazi a stim
spojenych zmén aminokyselin vykazuji znatnou insenzitivaci serin-acetyltransferazy oproti
inhibitoru L—cysteinu. Tyto zménéné enzymy se nerozliSuji pouze v pozici vymény aminokyselin
vedouci k rezistenci, nybrz také v mite senzitivity vii¢i inhibitoru L—cysteinu. Ortospecifickou
mutagenezi byly konstruovény serin-acetyltransferazové enzymy rezistentni vidi kone¢nému
produktu s novymi vlastnostmi, ve kterych byly navzajem kombinovany vymény aminokyselin
popsané v piikladu 1. K tomu potfebné mutageneze byly provedeny zpiisobem podle stavu
techniky, metodou, kterou popsal Kunkel a spol., (1987), Meth. Enzymol. 154, 367-382.

Jako vychozi plazmid pro mutagenezi se pouZije cysE plazmid pPC43 zobrazeny na obr. 8
(zaloZené v Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen v Braunschweigu pod zakladacim &islem
DSM 171), ktery obsahuje 1,15 kb velké divoké typy genu cysE na pozici EcoRI-BamHI
fagemidového vektoru pBluescriptll SK+ (firma Stratagene, Heidelberg). Tento gen divokého
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typu cysE se amplifikuje metodou polymerazové fetézové reakce (PCR) (Saiki a spol., 1988,
Science 239, 487-491 z genomické DNA E. coli divokého typu kmene W3110 (ATTC 27325).
Pouzivaji se oligonukleotidy cysE—fwl (SEQ ID ¢&.: 3) (;,sense-Primer”) a cysE-revl
(SEQID¢.:4) (-anti-sense-Primer*). Sekvence nukleotidii tohoto primeru ma nasledujici
sestavu;

cysE-fwl: (SEQ ID &:3)
5 ~-GCCTGGATTCTGCAGTCGACCTGGCGCATCGCTTOGGCGTTG- 3 .

tuéné€ znaend &ast odpovida bazim 9 az 30 ze sekvence cysE-DNA podle obrazku 6, podtrzené
Jje misto inkorporované BamHI.

cysE-revl: (SEQID ¢&:4)
5 -GTAGGAGCTCTGCAGAATTCGGGTATCOGGGAGOGGTATTG- 3 .

tucné znafend &ast odpovidd bazim 1106 az 1126 ze sekvence cysE-DNA podle obrazku 6,
podtrzené je misto inkorporované EcoRI.

PCR-experimenty se provadgji ve 30 cyklech v p¥itomnosti 200 pM deoxynukleotidtrifosfati
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), po 1 uM odpovidajiciho oligonukleotidu, 100 ng W3110-DNA,
v reakénim pufru (10 mM tris—HCI pH 8,3, 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl,, 0,01 % Zelatiny) a
5 jednotek teplotn& stabilni polymerazy Vent-DNA (firma Biolabs) v termocykleru (Gene—
ATAQ-Controler, firma Pharmacia) za nasledujicich podminek: 96 °C, 1,5 min; 62 °C, 1 minuta;
72 °C, 3 minuty. Produkt amplifikace se hydrolyzuje s BamHI a EcoRl, &isti pies agarovy gel a
jako 1,15kb velky fragment DNA se klonuje v fagemidovém vektoru Bluescriptll SK+
linearizovaném s BamHI a EcoRI, pfi€emZ vznikne cysE plazmid pPC43 (obrazek 8).

PoZadované nasobné mutanty se pfipravuji nésledujicim postupem:
1) Vyroba cysE-IV-alely: Dvojity mutant Val,3; + Ser,sg

Vychézejice z divokého typu plazmidu cysE pPC43 se ortospecifickou mutagenezi za pouziti
mutaéniho oligonukleotidu cysE-Mut—1 (SEQ ID &.:5) (tabulka 3) zavede nejprve na pozici 238
glycinu serin a do p¥itom vyrobeného mutantu cysE pPC34 za pouziti mutaéniho oligonukleotidu
cysE-Mut-3 (SEQ ID &.:6) (tabulka 3) na pozici 237 misto alaninu valin, pfiSem¥ vznikne cysE—~
IV-alela.

2) Vyroba cys—VIlI-alely: Dvojity mutant Valys; + Ileyss

Vychizejice z divokého typu plazmidu cysE pPC43 se ortospecifickou mutagenezi za pouzZiti
mutaéniho oligonukleotidu cysE-Mut-6 (SEQ ID &.:7) (tabulka 3) zavede nejprve na pozici 256
za methionin izoleucin, pfi¢em% vznikne cysEl-alela. Do tohoto se za pouziti mutaéniho
oligonukleotidu cysE-Mut-3 (SEQ ID ¢.:6) (tabulka 3) zavede na pozici 237 misto alaninu valin,
pfi¢emZ vznikne alela cysE-VIIL.

3) Vyroba cysE-Vl-alely : Dvojity mutant Sers; + Ileyss
Do cysE-l-alely (mutant Ile,ss) se s pomoci muta¢niho oligonukleotidu cysE-Mut—1

(SEQID ¢&.:5) (tabulka 3) zavede na pozici 238 misto glycinu serin, pfi¢emz vznikne cysE-VI-
alela.
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4) Vyroba cysE-V-alely : Trojity mutant Valys; + Serass + Ileysg

V cysE-1V-alele (dvojity mutant Valy;; + Ser,3s) se s pomoci mutaéniho oligonukleotidu cysE—
Mut-6 (SEQ ID ¢&.:7) (tabulka 3) nahradi na pozici 256 methioninizoleucinem. P¥itom vznikne
cysE—V-alela.

5) Vyroba cysE-XIV-alely : Dvojity mutant Ala;q; + Stop;s;

Vychazejice z alely—cysE-Del 255 (srovnej piiklad 3) se za pouziti mutaéniho oligonukleotidu
cysE-Mut-10 (SEQ ID ¢.:8) (tabulka 3) zavede na pozici 167 misto threoninu alanin, p¥i¢emz
vznikne cysE-XIV-alela.

6) Vyroba cysE-XVII-alely : Dvojity mutant Asp;es + Alag;

Vychazejice z cysE-Ill-alely (mutant Asp;es, srovnej priklad 1) se za pomoci oligonukleotidu
cysE-Mut-10 (SEQ ID ¢.:8) (tabulka 3) nahradi na pozici 167 aminokyselina threonin alaninem.
Pfitom vznikne alela—cysE-XVII.

7) Vyroba cysE-XXllII-alely : Trojity mutant Ala;s; + Valys; + Serasg

Do cysE-1V-alely (dvojity mutant Val,3; + Serass) se s pomoci mutaéniho oligonukleotidu cysE—
Mut-10 (SEQ ID ¢&.:8) (tabulka 3) zavede na pozici 167 misto threoninu alanin, pfi¢emZ vznikne
cysE-XXIlI-alela.

Spravnost zavedenych mutaci se pfezkouma sekvenéni analyzou DNA celého strukturniho genu
daného mutantu. Prehled nasobnych mutanti cysE* je uveden v tabulce 4.

Ke stanoveni biochemickych parametri jako je enzymova aktivita a inhibi¢ni konstanta K; se

postupuje analogicky, jako je popsano v pfikladu 1.

Tabulka 3:  Oligonukleotidy, pouZivané pro ortospecifické mutace k vyrobé novych feedback-
rezistentnich cysE—alel

SEQ |Mutaéni oligo-|Sekvence |Pozice na|Vyména amino-
ID ¢inukleotid nukleotidu|obr. 6 kyselin

5 cysE-Mut-1 viz A 928-945 Gly238->Ser238
6 cysE-Mut-3 viz B 913-933 | Ala237->Val237
7 cysE-Mut-6 viz C 976-999 Met256->11e256
8 cysgE-Mut-10 viz D 709-732 Thr167->Alal67

Sekvence A: 5 -GCCGCTAGCGTTCCGGCT-3
B:  5-CCGCCGCATACCACCGCCGTT-3
C:  5-CCATCAATGGATATAGACCAGCAT-3
D:  5-GTCGTTGGTGAAGCGGCGGTGATT-3
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Tabulka 4:  Feedback-rezistentni cysE—alela vznikl4 cilenou ortospecifickou mutagenezi

Mutanty |Vymé&na nukleo- Vyména amino- K; (uM)
cysE tAsp (&.) kyseliny (&.)
cysEIV GCT->CTT (932) Ala237->Val237 40

GGC->AGC (934) Gly238->Ser238

cysEV GCT->GTT (932) Ala237->Val2375 10

GGC->AGC (934) Gly238->Ser238

ATG->ATA (990) Met256->11e256

cysEVI GGC->AGC (934) Gly238->Ser238 10

ATG->ATA (990) Met256->11e256

cysEVIII |GCT->GTIT (932) Ala237->Val237 30
ATG->ATA (990) Met256->11e256

cysEXIV |ACG->GCG (721) Thr167->Alal67 >1000

ATG->TAG Met256->Stop256
(988+989)
cysEXVII |GGT->GAT (716) Gly165->Aspl65 100

ACG->G0G (721) Thr167->Alal167

cysEXXIII}ACG->GOG (721) Thr167->Alal67 2300
GCT->GTT (932) Ala237->Val237

GGC->AGC (934) Gly238->Ser238

Ptiklad 3

Vyroba serin-acetyltransferaz insenzitivnich ke kone&nému produktu Fizenym zkracenim
karboxylového konce enzymu pomoci PCR

Cilené zmény jednotlivych nebo né&kolika aminokyselin v ramci jednoho proteinu odpovidaji
stavu techniky a je moziné je dobfe provadét pomoci technologie PCR (Saiki a spol., 1988,
Science 239, 487-491) za pouziti vhodnych mutaénich primerd na roviné DNA. Pro expresi
zménénych proteinii se ziskané produkty PCR klonuji do vhodného plazmidového/hostitelského

systému.

Za pouziti oligonukleotidového primeru uvedeného v Tabulce 5 se z genomické DNA E. coli
kmene divokého typu W3110 (ATTC 28325) vyrobi cysE mutanty s delecemi v karboxylovém
konci rozdilné délky, které jsou shrnuty v Tabulce 6.
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PCR-experimenty se provadgji ve 30 cyklech v pfitomnosti 200 uM deoxynukleotidtrifosfatt
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), po 1 uM odpovidajiciho oligonukleotidu ,,sense primer* cysE~
LHfwl (SEQ ID &. 9) a odpovidajiciho ,antisense primer” (SEQ ID &. 10-23) (Tabulka 5),
100 ng W3110-DNA, v reakénim pufru (10 mM tris—HCl pH 8,3, 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl,,
0,01 % Zelatiny) a 5 jednotek teplotné stabilni polymerazy Vent-DNA (firma Biolabs)
v termocykleru (Gone~ATAQ-Controler, firma Pharmacia) za nésledujicich podminek: 96 °C,
1,5 min; 62 °C, 1 minuta; 72 °C, 3 minuty.

cysE-LHfw1 (SEQ ID &. 9)

5 -TGGACCAGAGCTCTGECTGGOGCATCOCTTCGGCGTTG- 3

tucn€ znacna ¢ast odpovida bazim 9 az 30 ze sekvence cysE podle obrazku 6, podtrzena jsou
mista inkorporované BstX1/Sacl.

Produkt vznikly po amplifikaci se §tépi enzymy Sacl a Nsil, nasledng se &isti pres agarézovy gel
a dané izolované cysE-DNA—fragmenty se liguji ve vektoru pACYC184-LH/DSM 10172
linearizovaném pomoci Sacl a Nsil (viz obrazek 9). Dané nasada ligdzy se transformuje
v cystein—-auxotrofnim kmenu cysE JM15 (CGSC # 5042) a provadi se selekce na minimalnim
médiu neobsahujicim cystein, ale obsahujicim tetracyklin (20 mg/1).

Plazmidy vze$lé z tohoto klonovani se oznacuji zpiisobem odpovidajicim mife jejich delece Jjako
PACYC184/cysE-Del (srovnej obrazek 9 k plazmidové map¢€). Stanoveni enzymatické aktivity a
inhibi¢ni konstanty K; a rovné&Z kiizového vyZivovaciho testu se provadi analogicky, jak se
popisuje v piikladu 1. Spravnost zavedenych deleci se potvrzuje sekvenéni analyzou DNA.

Vysledky téchto Setteni jsou uvedeny v tabulce 6.

-16-



CZ 294539 B6

Antisens-oligonukleotidy pro vyrobu cysE-alely s delecemi v karboxylovém konci

Tabulka 5
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Tu¢né znaend &ast odpovida danym bazim v sekvenci podle obrazku 6, podtrzena jsou mista
Niil.

Tabulka 6:  Feedback-rezistentni cysE—-alela vznikla deleci v karboxylovém konci

Podet deleto-|Terminalni
Mutanty cysE |vanych amino- aminokyseliny K; (pm)
kyselin
cysE-Del259 14 His259 7.5
cysE-Del258 15 Gln258 5
cysE-Del257 16 Asp257 7,8
cysE-Del256 17 Met256 12,5
cysE-Del255 18 Asp255 30
cysE-Del250 23 Asp250 20
cysE-Del249 24 Ser249 15
cysE-Del248 25 Asp248 12,5

Ptiklad 4

Transformace hostitelského kmenu E. coli se zm&nénou serin—acetyltransferazou k nadprodukci
L—cysteinu piipadné produkti ptibuznych L—cysteinu v tfepaci barice.

K vyrobé se pouZije vektor pACYC184-LH, ktery se vyznaduje nizkym poétem kopii. K tomu se
amplifikuji cysE geny pomoci PCR na plazmidy z pfikladii 1 a 2. :

PCR—experimenty se provadji ve 30 cyklech v pfitomnosti 200 uM deoxynukleotidtrifosfatd
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), po ! uM oligonukleotidu ,,sense—primer“ cysE-LHfw1
(SEQID ¢&.:9) a odpovidajiciho ,,antisense primer® cysE-LHrev1 (SEQ ID &. 24), 10 ng daného
plazmidu DNA, v reak&nim pufru (10 mM tris—HC] pH 8,3, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 0,01 %
Zelatiny) a § jednotek teplotné stabilni polymerdzy Vent-DNA (firma Biolabs) v termocykleru
(Gene—~ATAQ-Controler, firma Pharmacia) za néasledujicich podminek: 96 °C, 1,5 min; 62 °C,
1 minuta; 72 °C, 3 minuty.

cysE-LHfw1 (SEQ ID &.:9)

5 -TGGACCAGA CT ATCGCTTCGGCGTTG- 3

Podtrzené baze odpovidaji inkorporovanym Sté€picim mistim restrikénich enzymi BstXI a Sacl,
zbyvajici, tuéné vytisténé baze odpovidaji pozicim 10 az 30 sekvence cysE obrazku 6.

cysE-LHrev1 (SEQ ID &.:24),
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S -CTCGATGCATTACGTAGGGGTATCCGGGAGCGGTATTIG- 3

Podtrzené baze odpovidaji inkorporovanému $t&picimu mistu restrikéniho enzymu Nsil, zbyvaji-
ci, tucné vytiSténé baze odpovidaji pozicim 1106 az 1127 sekvence cysE podle obrazku 6.

Produkt vznikly po amplifikaci se $t&pi enzymy Sacl a Nisil, nasledng se &isti pomoci agar6zo-
vého gelu a izolovany fragment cysE-DNA se liguje do vektoru pACYC184-LH (DSM 10172)
linearizovaného Sacl a Nisil.

Dana nasada ligazy se transformuje v cystein— autotrofnim kmenu cysE JM15 (CGSC # 5042) a

rovede se selekce v minimalnim médiu neobsahujicim cystein s obsahem tetracyklinu (20 mg/1).
Rada feedback-rezistentnich cysE-plazmidi vzniklych ztohoto klonovani se oznaduje jako
PACYC184/cysE (viz obrazek 9), pfiemZ kazdy klon je opatfen odpovidajicim &islem cysE~
alely.

Ke stanoveni enzymatické aktivity, inhibini konstanty K; a vyZivovaciho testu se postupuje
analogicky, jak je popséano v piikladu 1.

Ke stanoveni produkéni kapacity v kapalném médiu se o¢kuje 20 ml standardniho produkéniho
média jednotlivou kolonii a inkubuje se 48 hodin p#i teploté 30 °C a 170 ot4ckach za minutu.
Produkéni médium sestdva z 15 g/l glukdzy, 0,08 g/l bactotryptonu, 0,04 g/l kvasinkového
extraktu, 5 mg/l vitaminu B1, 3 g/l KH,PO,, 12 g/l K,HPO,, 0,3 g/1 MgSO, x 7 H,0, 0,1 g/l
NaCl, 5 g/l (NH4),SO4, 14,7 mg/l CaCl, x 2 H,0, 2 mg/l FeSO, x 2 H,0, 1 g/l Nay—citratu x 2
H;0, 5 g/l Na,S,05 x 5 H,O a 1 ml/l roztoku stopovych prvki, 0,025 mg/l tetracyklinu. Roztok
stopovych prvki sestivd z 0,15 g/l Na,MoO, x 2 H,0, 2,5 g/l H;BO;, 0,7 g/l CoCl, x 6 H,0,
0,25 g/l CuSO, x 5 H,0, 1,6 g/l MnCl, x 4 H,0, 0,3 g/l ZnSO, x 7 H,0. Po 24 a 48 hodinach se
vZdy odebere vzorek (10 pl), pfiméfens se ziedi a ve zbytku neobsahujicim buiiky se stanovuje
koncentrace produktu kalorimetricky podle Gaitonde, M. K. (1967), Biochem. J. 104, 627-633.
Pro produkéni kmeny JM15 s rozdilnymi cysE-mutanty se pfitom naméfi koncentrace cysteinu
mezi 50 a 300 mg/l.

Ptiklad 5

Konstrukce chromozomalné kodované, feedback-rezistentni cysE-alely pomoci rekombinant-
niho Jambda-profagu a produkce L—cysteinu nebo produktii odvozenych od L-cysteinu v 1 1
fermentoru

K integraci do chromozomilni ,,attachment site“ (att—lambda) se klonuji cysE-alely cysEIV,
cysEX a cysEXI do plazmidu pRS551 (Simons a spol., 1987, Gene, 53, 85-96). K tomu se vzdy
dand cysE-alela amplifikuje PCR z odpovidajiciho cysE-plazmidu. Pouzité oligonukleotidy
cysE-fwl a cysE-rev1 jsou popsény v ptikladu 1. Amplifikace se provadi stejné, jako se popisuje
vpiikladu 3. Ziskané fragmenty se 3t&pi EcoRI/BamHI, &isti pres agarézovy gel a liguji do
vektoru pRS551 3tépeného v EcoRI/BamHI. Pfitom vzniknou rekombinantni plazmidy
pRCcysEIV, X a XI odvozené z vektoru pRS551.

Ptipravou lyzatu na kmenu recA™ nesoucim pRScysE (piikladngé YMC9, ATCC 3397) s fagem
lambdaRS4S5 se in vivo vyrobi homologni rekombinaci heterogenni lambda-lysat, ktery vedle
fagi lambdaRS45 obsahuje také rekombinantni derivaty JambdaRS45 nesouci cysE-alelu
(Simons a spol., 1987, Gene, 53, 85-96).

K selekci na rekombinantni derivaty RS45 se pouZije cysE kmen JM15, ktery se nejprve infikuje

heterogennim lambda-lysitem a nasledné se platuje na LB-miskach obsahujicich kanamycin
(25 mg/l). Ziskané lysogenni, vii¢i kanamycinu rezistentni klony se potom testuji z hlediska
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Jejich schopnosti rlstu na deskich s minimalnim médiem bez cysteinu. Vybere se vzdy jeden
cystein—protrofni klon a pouZije se k vyrob& homogenniho cysE-lambda-lyzatu (UV—indukei,
Simons a spol., 1987, Gene, 53, 85-96.

S t&mito ziskanymi homogennimi cysE-lambda-lyzaty se infikuje kmen JM 15. Z toho vzeilé
kmeny JM15attlambda::cysE se fermentuji stejng, jako se popisuje v piikladu 6. Dané médium
obsahuje misto tetracyklinu jako selek&ni ¢inidlo vzdy 25 mg/l kanamycinu.

Vytézky cysteinu €ini pro cysEIV 0,5, pro cysEEX 1,8 a pro cysEEXI 2,1 g/l viz Tabulka n.

Ptiklad 6

Vliv rozdilnych cysE-alel kédovanych plazmidem na produkci L—cysteinu nebo produktii odvo-
zenych od L—cysteinu v 1 1 fermentoru za pouZiti hostitelského kmenu JM15

20 ml média LB (1 % tryptonu, 0,5% kvasinkového extraktu, 0,5 % NaCl) se ve 100 ml
Erlenmeyerové batice ockuje jednotlivou kolonii produkéniho kmenu JM15 (CGSC#5042) trans-
formovaného danym cysE—plazmidem.

Po 7 hodinové inkubaci v tfepaéce (150 otadek/minuta, 30 °C) se ziskané predkultury pfevedou
do 100 ml média SM1. Médium SM1 obsahuje 5 g/l glukézy, 5 mg/l vitaminu B1, 3 g/l KH,PO,,
12 g/l K,HPO,, 0,3 g/l MgSO, x 7 H,0, 0,1 g/l NaCl, 5 g/l (NH,),SO,, 14,7 mg/l CaCl, x 2 H,0,
2 mg/l FeSO, x 2 H,0, 1 g/l Nas—itratu x 2 H,0, a 1 ml/I roztoku stopovych prvki, 25 mg/l
tetracyklinu. Roztok stopovych prvkii sestava z 0,15 g/l Na,MoO, x 2 H,0, 2,5 g/l H;BO;, 0,7 g/l
CoCl, x 6 H,0, 0,25 g/ CuSO, x 5 H,0, 1,6 g/l MnCl, x 4 H,0 a 0,3 2/1 ZnSO, x 7 H,0. Kultury
se tfepou v 1 1 Erlenmeyerové baiice pfi teploté 30 °C po dobu 17 hodin pfi 150 otadkach za
minutu. Po této inkubaci &¢ini ODgy mezi 4 a 5. Dal§i fermentace se provadi v pokusnych
reaktorech Biostat M firmy Braun-Melsungen. PouZije se nadoba na kulturu s celkovym
obsahem 2 I.

Fermentatni médium obsahuje 15 g/l glukézy, 5 g/l NaCl, 0,3 g/l MgSO, x 7 H,0, 15 mg/l
CaCl,x 2 H,0, 75 mg/l FeSO, x 2 H,0, 1 g/l Nas—citratu x 2 H,0, 1,5 g/l KH,PO, a 1 ml/l
roztoku stopovych prvki (viz vyse), 5mg/l vitaminu B1, 2,5 g/l extraktu kvasinek (Difco), 2,5 g/l
tryptonu (Difco) a 25 mg/ tetracyklinu.

Koncentrace gluk6zy ve fermentoru se na poatku nastavi ptierpavanim 700 g/l (w/v) roztoku
glukézy (sterilovany) na hodnotu 15 g/l a hodnota pH se nastavi pfiderpanim 25 % roztoku
NH4OH na 7,0. Po dosaZeni ODgo 10 se piida sterilni thiosulfatovy zasobni roztok o koncentraci
100 g/l (w/v) 300 mg za hodinu. Do nadoby fermentoru se k nao&kovani precerpa 100 ml
piedkultury. Potatecni objem &ini asi 1 1. Kultury se nejprve michaji pti 400 otatkach za minutu
a zavzdusiiuji se 1,5 vvm tlakového vzduchu sterilovaného pres steriliza¢ni filtr. Fermentace se
provadi pii 30 °C.

Hodnota pH se automatickou korekci pomoci 25% roztoku NH,OH udrzuje na 7,0. Nasyceni
kyslikem ve fermentacnim roztoku by nikdy nemélo klesnout pod 20 %, fidi se rychlosti michéni.
Ve dvou az tfihodinovych intervalech se zjistuje obsah glukézy v Zivném roztoku, opticka
hustota a obsah cysteinu. Stanoveni glukézy se provadi enzymaticky s pomoci glukdzového
analyzitoru firmy YSI. Koncentrace glukézy se kontinualnim dodavanim udrzuje mezi 10 a
20 g/l.

Obsah produktu v médiu se stanovuje kalorimetricky ze zbytku vzorku neobsahujiciho buiiky
podle Gaitonde, M. K. (1967), Biochem. J. 104, 627—-633.
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Po 44 az 50 hodinich se fermentace prerusi. Vyprodukovand mnoiZstvi cysteinu v g/l po
48 hodinach jsou v Tabulce 7.

Tabulka7:  Vytézky cysteinu z produkéniho kmenu JM 15, transformovaného rozdilnymi
cysE-Alleny (1 | fermentor)

cysE-alela Vytézek cysteinu [g/1] [48 h])
pACYC184 /cysEIV 1.6
pACYC184 /cysEV 1,3
PACYC184 /cysEV]I | 1,4
PACYC184 /cysEX 3,4
PACYC184 /cysEX] 3.4
PACYC184 /cysEXII 1,2
PACYC184 /cysEXIV 2,3
PACYC184 /cysEXV 3,0
PACYC184 /cysEXVI 2,2
pACYC184 /cysEXXIII 2,7
pACYC184 /cysEDel1255 3,9

Priklad 7
Produkce L—cysteinu nebo produkti odvozenych od L—cysteinu s bakteriemi Coryne

Feedback-rezistentni cysE-alely cysEIV, cysEX, cysEXI a cysEXIV (viz Tabulka 2,
v piikladu 1) se restrikénimi enzymy BamHI aEcoRlI (firma Boehringer Mannheim) §t&pi z jejich
odpovidajicich plazmidi a vzdy 1,15 kb velky fragment DNA se vygisti pfes agarovy gel a
izoluje. V daném fragmentu DNA se piisobenim Klenowova fragmentu DNA polymerazy I
z E. coli (firma Boehringer Mannheim) zatupi konce. Vektor pWST1 se hydrolyzuje restrikénim
enzymem Smal (firma Boehringer Mannheim) a spoji se s fragmentem DNA s tupym koncem
pomoci T4 DNA ligazy. Vektor pWST1 je ,,shuttle* vektor E. coli/Coryne a miiZe se replikovat
jak v E. coli tak i v bakteriich Coryne. Replikon z bakterii Coryne pochdzi zkmene
Corynebacterium glutamicum ATCC 19223. Vyroba vektoru pWST1 se popisuje
v US 4965 197. PouZije se ligaéni nasada, aby se transformoval pro cystein auxotrofni mutant
JMI15. Komplementujici plazmidy se oznaduji zpiisobem odpovidajicim jejich inzertovanym
cysE-alela, pWST1-cysEIV, pWST1—<ysEX, pWSTIl—cysEXIa pWST1—ysEXIV.

Plazmidy pWST1—cysE se pouZiji k transformaci Coryne—bacterium glutamicum ATCC 21851.
Transformace se provadi elektrokorporaci technikou podrobné popsanou v Liebl, W. a spol.,
1989, FEMS Microbial, Letters, 65, 299-304. Selekce rekombinantnich kloni se provadi pfes
plazmidové kédovanou kanamycinovou rezistencina agarovych deskach s 25 mg/l kanamycinu.
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Fermentace se provédi za podminek, které Jjsou analogické podminkam popsanym v piikladu 6
s tou vyjimkou, Ze misto tetracyklinu se jako selek&ni antibiotikum pouZije kanamycin v koncen-
traci 50 mg/1.

Pfi fermentaci se ukazuje, e kmen, ktery na plazmidu nese cysEXI-alelu, dosahuje nejvyssich
vyté€zki cysteinu.

SEKVENCNI PROTOKOL
(1) V8eobecné informace

(i) Ptihlajovatel:
(A) Iméno: Consortium fuer elektrochemische Industrie, GmbH
(B) Ulice: Zielstattstr. 20
(C) Misto: Muenchen
(E) Zemé: Germany
(F) Postovni smérovaci &islo: 81379
(G) Telefon: 085/748440
(H) Telefax: 089/74844350
(I) Telex: 5215553 cons d

(ii) Nézev piihlagky:  Zpusob vyroby O-acetylserinu, L—cysteinu a produktii pfibuznych L~
cysteinu

(iii) Pocet sekvenci: 24

(iv) Forma uloZena v po&itadi:
(A) Nosi¢ dat: pruzny disk
(B) Potitag: IBM PC kompatibilni
(C) Provozni systém: PC-DOS/MS-DOS
(D) Software: PatentIn Release #1.0, verze #1,30 (EPA)

(2) Informace k SEQID &. 1:
(i) Sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 273 aminokyselin
(B) Druh. aminokyselina
(C) Struktura:
(D) Topologie: linearni
(ii) Druh molekul: protein
(vi) Prvotni piivod:
(A) Organizmus: Escherichia Coli
(B) Kmen: W3110

(xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 1:

-22-



CZ 294539 B6

Met Ser Cys Glu Glu Leu Glu Ile Val Trp Asn Asn Ile Lys Ala
1 s 10 15
Glu Ala Arg Thr Leu Ala Asp Cys Glu Pro Met Leu Ala Ser Phe
20 25 30
Tyr His Ala Thr Leu Leu Lys His Glu Asn Leu Gly Ser Ala Leu
35 40 45
Ser Tyr Met Leu Ala Asn Lys Leu Ser Ser Pro Ile Met Pro Ala
50 ss 60
Ile Ala Ile Arg Glu Val Val Glu Glu Ala Tyr Ala Ala Asp Pro
65 70 75
Glu Met Ile Ala Ser Ala Ala Cys Asp Ile Gln Ala Val Arg Thr
80 85 90
Arg Asp Pro Ala Val Asp Lys Tyr Ser Thr Pro Leu Leu Tyr Leu
95 100 105
Lys Gly Phe His Ala Leu Gln Ala Tyr Arg Ile Gly His Trp Leu
110 115 120
Trp Asn Gln Gly Arg Arg Ala Leu Ala Ile Phe Leu Gln Asn Gln
125 130 135
Val Ser Val Thr Phe Gln Val Asp Ile His Pro Ala Ala Lys Ile
140 145 150
Gly Arg Gly Ile Met Leu Asp His Ala Thr Gly Ile Val Val Gly
155 160 165
Glu Thr Ala Val Ile Glu Asn Asp Val Ser Ile Leu Gln Ser Val
170 175 180
Thr Leu Gly Gly Thr Gly Lys Ser Gly Gly Asp Arg His Pro Lys
185 190 195
Ile Arg Glu Gly Val Met Ile Gly Ala Gly Ala Lys Ile Leu Gly
200 205 210
Asn Ile Glu Val Gly Arg Gly Ala Lys Ile Gly Ala Gly Ser Val
215 220 225
Val Leu Gln Pro Val Pro Pro His Thr Thr Ala Ala Gly Val Pro
230 235 240
Ala Arg Ile Val Gly Lys Pro Asp Ser Asp Lys Pro Ser Met Asp
245 250 255
Met Asp Gln His Phe Asn Gly Ile Asn His Thr Phe Glu Tyr Gly
260 265 270

Asp

Gly Ile
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(2) Informace k SEQ ID &. 2:

(i) Sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 1135 pard bazi

(B) Druh: nukleotid
(C) Struktura: dvoufetézcova
(D) Topologie: linearni

(vi) Prvotni pivod:

CZ 294539 B6

(ii) Druh molekul: Genom-DNA

(A) Organizmus: Escherichia Coli
(B) Kmen: W3110

(vii) Bezprostiedni pivod:

(B) Clon(E): pPC43

TCCGCGAALT

TATTATATTG
AGGACGAGCG
CGCAGAACGG
GAAATTGTCT
CTGGCCAGTT
TACATGCTGG
GTGGAAGAAG
GCGGTGCGTA
GGTTTTCATG
GCACTGGCAA
GCAGCAAAAA
ACGGCGGTGA
ARATCTGGTG
AAAATCCTCG
CTGCAACCGG
CCAGACAGCG
TITGAGTATG

ATCCGGCCTA

GGCGCATCGC

CGGAAAAAAC
CAGCAGCCAC
GCCGGTCATT
GGAACAATAT
TTTACCACGC
CGAACAAGCT
CCTACGCCGEC
CCCGCGALCC
CCTTGCAGGC
TCTTTCTGCA
TTGGTCGCGG
TTGAAAACGA
GTGACCGTCA
GCAATATTGA
TGCCGCCGCA
ATAAGCCATC
GGGATGGGAT

CAGTAACTAA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 2:

TTCGGCGTTG

GCGCGCGAGG
TAACCCCAGG
ATCTCATCGT
TAAAGCCGAA
GACGCTACTC
GTCATCGCCA
TGACCCGGAA
GGCAGTCGAT
CTATCGCATC
AAACCAGGTT
TATCATGCTT
CGTATCGATT
CCCGAAAATT
AGTTGGGCGC
TACCACCGCC
AATGGATATG
CTAATGTCCT

TCTCTCAATA

ARATGCCAAT

CAGCATTGAC
GAACCTTTGT
GTGGAGTAAG
GCCAGAACGC
AAGCACGAAA
ATTATGCCTG
ATGATCGCCT
APATACTCAA
GGTCACTGGT
TCTGTGACGT
GACCACGCGA
CTGCAATCTG
CGTGAAGGTG
GGCGCGAAGA
GCTGGCGTTC
GACCAGCATT
GTGATCGTGC

CCGCTCCCGG

-24 -

AACCGAGGAA

TTTACTAGGT
TACCGCTATG
CAATGTCGTG
TGGCGGACTG
ACCTTGGCAG
CTATTGCTAT
CTGCGGCCTG
CCCCGTTGTTY
TGTGGAATCA
TCCAGGTCGA
CAGGCATCGT
TGACGCTTGG
TGATGATTGG
TTGGCGCAGG
CGGCTCGTAT
TCAACGGTAT
CGGATGCGAT

ATACCCCAAC

ATTTATCAAG

CGTGCACGCA
ACCCGGLLCCG
TGAAGAACTG
TGAGCCAATG
TGCACTGAGC
CCGTGAAGTG
TGATATTCAG
ATACCTGAAG
GGGGCGTCGL
TATTCACCCG
CGTTGGTGAA
CGGTACGGGT
CGCGGGLCGLG

TCCGTGGTG
TGTCGGTAAR
TAACCATACA
GTAATCATCT

TGTCG

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
5C0
860
1020
1080
1135
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(2) Informace k SEQ ID ¢&. 3:

(i) Sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 42 pari bazi
(B) Druh: nukleotid
(C) Struktura: jednofetézcova
(D) Topologie: linearni

(ii) Druh molekul: Jiné nukleové kyseliny
(A) Popis: /desc = ,,oligonucleotide*

(vii) Bezprostiedni pivod:
(A) Knihovna: synteticka
(B) Clon(E): cysE3—fwl

(xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 3:

GCCTGGATCC TGCAGTCGAC CTGGCGCATC GCTTCGGCGT TG

(2) Informace k SEQ ID ¢&. 4:

(i) Sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 41 part bazi
(B) Druh: nukleotid
(C) Struktura: jednoietézcova
(D) Topologie: linearni

(i) Druh molekul: Jiné nukleové kyseliny
(A) Popis: /desc = ,,0ligonucleotide

(vii) Bezprostiedni piivod:
(A) Knihovna: synteticka
(B) Clon(E): cysE-rev1

(xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 4;

GTAGGAGCTC TGCAGAATTC GGGTATCCGG GAGCGGTATT G

(2) Informace k SEQID ¢&. 5:

(i) Sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 18 part bazi
(B) Druh: nukleotid
(C) Struktura: jednoretézcova
(D) Topologie: linearni

(ii) Druh molekul: Jiné nukleové kyseliny
(A) Popis: /desc = ,,oligonucleotide

(vii) Bezprostfedni pivod:
(A) Knihovna: synteticka
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(B) Clon(E): cysE-Mut-1

(xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢&. 5:

GCCGCTAGCG TTCCGGCT

(2) Informace k SEQ ID ¢&. 6:

(i) Sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 21 part bazi
(B) Druh: nukleotid
(C) Struktura: jednofetézcova
(D) Topologie: linearni

(ii) Druh molekul: Jiné nukleové kyseliny
(A) Popis: /desc = ,,0ligonucleotide*

(vii) Bezprostiedni pivod:
(A) Knihovna: synteticka
(B) Clon(E): cysE-Mut-3

(xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 6:

CCGCCGCATA CCACCGCCGT T

(2) Informace k SEQ ID &. 7:

(i) Sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 24 pari bazi
(B) Druh: nukleotid
(C) Struktura: jednotetézcova
(D) Topologie: linearni

(ii) Druh molekul: Jiné nukleové kyseliny
(A) Popis: /desc = ,,oligonucleotide*

(vii) Bezprostiedni ptivod:
(A) Knihovna: synteticka
(B) Clon(E): cysE-Mut-6

(xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢&. 7:

CCATCAATGG ATATAGACCA GCAT

(2) Informace k SEQID ¢. 8:

(i) Sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 24 paru bazi
(B) Druh: nukleotid
(C) Struktura: jednoretézcova
(D) Topologie: linearni
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(ii) Druh molekul: Jiné nukleové kyseliny
(A) Popis: /desc = ,,0ligonucleotide*

(vii) Bezprostiedni piivod:
(A) Knihovna: synteticka
(B) Clon(E): cysE-Mut—10

(xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 8:

GTCGTTGGTG AAGCGGCGGT GATT

(2) Informace k SEQ ID &. 9:

(i) Sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 38 part bazi
(B) Druh: nukleotid
(C) Struktura: jednoretdzcova
(D) Topologie: linearni

(ii) Druh molekul: Jiné nukleové kyseliny
(A) Popis: /desc = ,,oligonucleotide*

(vii) Bezprostiedni ptivod:
(A) Knihovna: syntetické
(B) Clon(E): cysE-LHfw1

(xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 9:

TGGACCAGAG CTCTGGCTGG CGCATCGCTT CGGCGTTG

(2) Informace k SEQ ID ¢&. 10:

(i) Sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 46 part bazi
(B) Druh: nukleotid
(C) Struktura: jednoretézcova
(D) Topologie: linearni

(ii) Druh molekul: Jiné nukleové kyseliny
(A) Popis: /desc =, ,oligonucleotide

(vii) Bezprostfedni piivod:
(A) Knihovna: synteticka
(B) Clon(E): cysE-De1270

(xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢. 10:

CGCGATGCAT TACGTATTAC CCATACTCAAA ATCTATGGTT AATACC
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(2) Informace k SEQID¢&. 11:

(i) Sekven¢ni charakteristika:
(A) Délka: 46 part bazi
(B) Druh: nukleotid
(C) Struktura: jednoretézcova
(D) Topologie: linearni

(ii) Druh molekul: Jiné nukleové kyseliny
(A) Popis: /desc = ,,0ligonucleotide*

(vii) Bezprostiedni plivod:
(A) Knihovna: synteticka
(B) Clon(E): cysE-De1286

(xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢&. 11:

CTCGATGCAT TACGTATTAC TCAAATGTAT GGTTAATACC GTTGAA

(2) Informace k SEQ ID &. 12:

(i) Sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 46 pari bazi
(B) Druh: nukleotid
(C) Struktura: jednofetézcova
(D) Topologie: linearni

(ii) Druh molekul: Jiné nukleové kyseliny
(A) Popis: /desc = ,,oligonucleotide*

(vii) Bezprostiedni pivod:
(A) Knihovna: synteticka
(B) Clon(E): cysE-De1263

(xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢&. 12:

CTCGATGCAT TACGTATTAA ATACCGTTGA AATGCTGGTC CATATC

(2) Informace k SEQ ID ¢. 13:

(i) Sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 46 part bazi
(B) Druh: nukleotid
(C) Struktura: jednofetézcova
(D) Topologie: linearni

(ii) Druh molekul: Jiné nukleové kyseliny
(A) Popis: /desc = ,,oligonucleotide*

(vii) Bezprostiedni plivod:
(A) Knihovna: synteticka
(B) Clon(E): cysE-De1259
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(xi) Popis sekvence: SEQ ID €. 13:

TTCGATGCAT TACGTATTAA TGCTGGTCCA TATCCATTGA TGGCTT

(2) Informace k SEQ ID &. 14:

(i) Sekvencni charakteristika:
(A) Délka: 46 part bazi
(B) Druh: nukleotid
(C) Struktura: jednofetézcova
(D) Topologie: linearni

(ii) Druh molekul: Jiné nukleové kyseliny
(A) Popis: /desc = ,,oligonucleotide®

(vii) Bezprostiedni pivod:
(A) Knihovna: synteticka
(B) Clon(E): cysE-De1258

(xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 14:

CTCGATGCAT TACGTATTAC TGGTCCATAT CCATTGATGG CTTATC

(2) Informace k SEQ ID ¢. 15:

(i) Sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 47 pari bazi
(B) Druh: nukleotid
(C) Struktura: jednofetézcova
(D) Topologie: linearni

(i) Druh molekul: Jiné nukleové kyseliny
(A) Popis: /desc = ,,oligonucleotide®

(vii) Bezprosttedni pivod:
(A) Knihovna: synteticka
(B) Clon(E): cysE-De1257

(xi) Popis sekvence: SEQ ID¢. 15:

CGCGATGCAT TACGTATTAG TCCATATCCA TTGATGGCTT ATCGCTG

(2) Informace k SEQ ID &. 16:

(i) Sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 46 part bazi
(B) Druh: nukleotid
(C) Struktura: jednofetézcova
(D) Topologie: linedrni
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(i)) Druh molekul: Jiné nukleové kyseliny
(A) Popis: /desc = ,,oligonucleotide*

(vii) Bezprosttedni piivod:
(A) Knihovna: synteticka
(B) Clon(E): cysE-De1256

(xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢&. 16:

CTCGATGCAT TACGTATTAC ATATCCATTG ATGGCTTATC GCTGTC

(2) Informace k SEQID &. 17:

(i) Sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 46 part bazi
(B) Druh: nukleotid
(C) Struktura: jednofetézcova
(D) Topologie: linearni

(i) Druh molekul: Jiné nukleové kyseliny
(A) Popis: /desc = ,,oligonucleotide*

(vii) Bezprostfedni plivod:
(A) Knihovna: synteticka
(B) Clon(E): cysE-De1255

(xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 17:

CTCGATGCAT TACGTATTAA TCCATTGATG GCTTATCGCT GTCTGG

(2) Informace k SEQ ID &. 18:

(i) Sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 46 part bazi
(B) Druh: nukleotid
(C) Struktura: jednofetézcova
(D) Topologie: linearni

(ii) Druh molekul: Jiné nukleové kyseliny
(A) Popis: /desc = ,,oligonucleotide*

(vii) Bezprostiedni ptivod:
(A) Knihovna: synteticka
(B) Clon(E): cysE-De1250

(xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢&. 18:

CTCGATGCAT TACGTATTAA TCGCTGTCTG GTTTACCGAC AATACG

(2) Informace k SEQ ID &. 19:
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(i) Sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 46 part bazi
(B) Druh: nukleotid
(C) Struktura: jednotetézcova
(D) Topologie: linearni

(ii) Druh molekul: Jiné nukleové kyseliny
(A) Popis: /desc = ,,oligonucleotide

(vii) Bezprostiedni piivod:
(A) Knihovna: synteticka
(B) Clon(E): cysE-De 1249

(xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢&. 19:

CTCGATGCAT TACGTATTAG CTGTCTGGTT TACCGACAAT ACGAGC

(2) Informace k SEQ ID ¢&. 20:

(i) Sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 46 part bazi
(B) Druh: nukleotid
(C) Struktura: jednotetézcova
(D) Topologie: linearni

(ii) Druh molekul: Jiné nukléové kyseliny
(A) Popis: /desc = ,,0ligonucleotide*

(vii) Bezprosttedni paivod:
(A) Knihovna: synteticka
(B) Clon(E): cysE~De1248

(xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 20:

CTCGATGCAT TACGTATTAG TCTGGTTTAC CGACAATACG AGCCGG

(2) Informace k SEQ ID &. 21:

(i) Sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 46 parti bazi
(B) Druh: nukleotid
(C) Struktura: jednotetézcova
(D) Topologie: linearni

(i) Druh molekul: Jiné nukleové kyseliny
(A) Popis: /desc = ,,0ligonucleotide*

(vii) Bezprostiedni pivod:
(A) Knihovna: synteticka
(B) Clon(E): cysE-De1245
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(xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 21:

CTCGATGCAT TACGTATTAA COGACAATAC GAGCOGGAAC GCCAGC

(2) Informace k SEQ ID &. 22:

(i) Sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 46 parti bazi
(B) Druh: nukleotid
(C) Struktura: jednofetézcova
(D) Topologie: linearni

(ii) Druh molekul: Jiné nukleové kyseliny
(A) Popis: /desc = ,,0ligonucleotide*

(vii) Bezprostiedni piivod:
(A) Knihovna: synteticka
(B) Clon(E): cysE~-De1239

(xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢&. 22:

CTCGATGCAT TACGTATTAA ACGCCAGCGG CGGTGGTATC CGGCGG

(2) Informace k SEQ ID &. 23:

(i) Sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 46 part bazi
(B) Druh: nukleotid
(C) Struktura: jednofetézcova
(D) Topologie: linearni

(ii) Druh molekul: Jiné nukleové kyseliny
(A) Popis: /desc = ,,oligonucleotide*

(vii) Bezprostiedni ptivod:
(A) Knihovna: synteticka
(B) Clon(E): cysE-De1227

(xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 23:

CTCGATGCAT TACGTATTAC AGCACCACGG AACCTGCGCC AATCTT

(2) Informace k SEQ ID ¢&. 24:

(i) Sekvenéni charakteristika:
(A) Délka: 38 pari bazi
(B) Druh: nukleotid
(C) Struktura: jednofetézcova
(D) Topologie: linearni
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(ii) Druh molekul: Jiné nukleové kyseliny
(A) Popis: /desc = ,,oligonucleotide

(vii) Bezprostiedni piivod:
(A) Knihovna: synteticka
(B) Clon(E): cysE-LHrev1

(xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 24:

CTOGATGCAT TACGTAGGGG TATCCGGGAG CGGTATTG

PATENTOVE NAROKY

1. Serin-acetyltransferdza, kterd ve srovnani s divokym typem enzymu vykazuje sniZenou
citlivost vii¢i inhibitoru L—cysteinu a JejiZ proteinové sekvence ve srovnani se sekvenci divokého
typu vykazuje nejméné jednu mutaci nebo deleci, ve které se mutace nachazi v sekvenéni oblasti
od aminokyseliny v pozici 97 a¥ véetns aminokyseliny v pozici 273 nebo se delece nachazi
v sekvenéni oblasti karboxylového konce od aminokyseliny v pozici 248 a¥ véetnd
aminokyseliny 259, pti¢em pozice Jjedna je iniciadni methionin z obrazku 5 (SEQID¢.: 1) a
pfi¢emZ je vyloudena mutace Met na Ile v pozici 256, a Ze serin-acetyltransferaza ma inhibi¢ni

konstantu K; 0,02 a2 2,3 mM v pfitomnosti 1 mM L-serinu a 0,1 mM acetyl-CoA.

2.  Serin—acetyltransferiza podle naroku 1, jejiz proteinova sekvence zahrnuje vyménu amino-
kyselin nejméné jednoho z mutantd cysE uvedenych v tabulce 1a nebo deleci podle tabulky 1b.

3. Sekvence DNA, kter kéduje serin—acetyltransferazu podle jednoho z naroki 1 nebo 2.

4. Sekvence DNA, ktera kéduje serin—acetyltransferazu podle jednoho z naroka 1 nebo 2, kterd
ve srovnani s divokym typem enzymu vykazuje sniZenou citlivost vii&i inhibitoru L—cysteinu,
obsahujici nejméné jednu mutaci od bp 510 do bp 1040, piidemy bp 1 je prvni baze podle
obrazku 6 (SEQ ID &.: 2), pficemZ je vyloudena mutace guaninu na adenin, thymidin nebo

cytosin v pozici 990.

3. Mikroorganizmus, ktery ma metabolismus cysteinu deregulovany nejméng jednou sekvenci
DNA podle nérokii 3 nebo 4.

6. Zpisob vyroby O-acetylserinu, L—cysteinu a sloudenin odvozenych od L—cysteinu,
vyznaéujici se tim, Zese mikroorganizmy podle naroku 5 kultivuji v Zivném médiu.

7. Zpiisob podle naroku 6,
vyznadujici se tim, Ze Zivné médium obsahuje dostate¢né mnozstvi donoru siry.

8. Zpiisob podle naroku 7,
vyznadujici se tim, Ze se jako donor siry pouZije thiosulfat.

9 vykresi
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Obr. 5

1 MSCEELEIVW NNIKAEARTL ADCEPMLASF YHATLLKHEN LGSALsyMra

51 NKLSSPIMPA IAIREVVEEA YAADPEMIAS AACDIQAVRT RDPAVDKYST

PLLYLKGFEA LQAYRIGHWL WNQGRRALAT FLONQVSVTF QVDIHPAAKT

151 GRGIMLDHAT GIVVGETAVT ENDVSILQSV TLCGTGKSGG DRHPKIREGV

201 MIGAGAKILG NIEVGRGAKI GAGSVVLQPV PPHETTAAGVP ARIVGXPDSD

251 KPSMDMDQEF NGINHTFEYG DGI
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Obr. 6
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TCCGCGAACTGGCGCATCGCTTCGGCGTTGAAATGCCAATAACCGAGGARATTTATCAAG
TATTATATTGCGGAAAAAACGCGCGCGAGGCAGCATTGACTTTACTAGGTCGTGCACGCA
AGGACGAGCGCAGCAGCCACTAACCCCAGEGAACCTTTGTTACCGC TATGACCCGGCCCE

CGCAGAACGGGCCGGTCATTATCTCATCGTGTGGAGTAAGCAATGTCGTGTGAAGAACTG
MetSerCysGluGluLeu

GAAATTGTCTGGAACAATATTAAAGCCGAAGCCAGAACGCTGGCGGACTGTGAGCCAATG
GluXleValTrpAsnAsnlleLysAlaGludlaArgThrlLeuhlaAspCysGluProMet

CTGGCCAGTTTITACCACGCGACGCTACTCAAGCACGAAAACC T TGGCAGTGCACTGAGE
LeuAlaSerPheTyrHisAlaThrleuleuLysHisGluAsnLeuGlySerAlaLeusSer

TACATGCTGGCGAACAAGCTGTCATCGCCAATTATGCCTGCTATTGCTATCCGTGAAGTG
TyrMetLeuAlaAsnlysleuSerSerProlleMetProAlalleAlalleArgGluval

GTGGAAGAAGCCTACGCCGCTGACCCGGAAATGATCGCCTCTGCGGCC TGTGATATTCAG

R

ValGluGluAlaTyralaAlaAspProGluMetIleAlaSerdlaAlaCysAspIlleGla

GCGGTGCGTACCCGCGACCCCGCAGTCGATAAATACTCAACCCCE I TG T TATACCTGAAG
AlaValArgThrArgAspProAlaValAspLysTyrserThrProLeuLeuTereuLys

GGTTTTCATGCCTTCCAGGCCTATCGCATCGGTCACTGGTTGTGGAATCAGGGGCGTCGE
GlyPheHisAlalLeuGlnAlaTyrArglleGlyHisTrrLeuTrpAsnGlnGlyargArg

GCACTGGCAATCTTTCTGCARAACCAGGTTTC TG TGACGTTCCAGGTCGATATTCACCCS
AlaLeuAlaTllePheleuGlnAsnGlnValSerValThrFheGlnvalAsplleHisPro

GCAGCAAAAATTGGTCGCGETATCATGCTTGACCACGCGACAGGCATCATCETTGCTGAA
AlaAlaLysIleGlyArgGlyIleMetLeuAspHisAlaThrGlyIleValValGlyclu

ACGGCGGTGATTCGAAAACGACGTATCGATTCTGCAATC TG TGACGCTTGECGGTACGSEET
ThrAalavValileGluAsnAspValSerIleleuGlnSerValThrieuGlyGlyThrGly

AAATCTCEGTGG TGACCCTCACCCGAAAATTCETGAAGG TG TGATGATTEGCECGGECECE
LysSerGlyGlyAspArgHisProLysIleArgGluGlyValMetIleGlyAlaGlyAla

AMAATCCTCGGCAATATTGAAGTTGGGCGCGGCCCCRAGATTEGCECAGETTCCETEOTS
LysIleleuGlyAsnIleGluvValGlyArgGlyAlaLysIleGlyAlaGlyServalval

CTGCAACCGGTGCCGCCGCATACCACCGCCGCTGGCGTTCCGGCTCGTATTGTCGGTAAR
LeuGlnProValProProHisThrThrAladlaGlyValProAlaArgIleValGlyLys

CCAGACAGCGATAAGCCATCAATGGATATGGACCAGCATTTCAACGGTATTAACCATACA
ProAspSerAsplysProSerMetAspMetAspGlnHisPheAsnGlyIleAsnKisThr

1021 TTTGAGTATGGGGATGGCGATCTAATGTCCTGTCATCGTGCCEGATGCGATGTAATCATCT
267 PheGluTyrGlyAspGlyIleEnd
1081 ATCCGGCCTACAGTAACTAATCTCTCAATACCGCTCCCGGATACCCCAACTGTCG-1135
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BamH1
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Clal

BamHI

Restrikéni mapa plasmidu pP1

—— PUC18; e chromosomal  DNA; PL: Polylinker

Obr. 7
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Obr. 8
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Obr. 9
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PACYC184/cysE-Del..
pACYC184 /cysE..

4,4 kb

BamHI Clal

Konec dokumentu
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