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(57)  Anotacia:

St uvedené mutantné kmene E. coli so zvy3enou schopnos-
tou produkovat’ L-tryptofan zahfilajice vo svojom gendme
mutantny gén, kédujici &iastodne defektnu tryptofanyl-
-tRNA-syntetazu, ktory, ked’ je pritomny v neproduktiv-
nom kmeni, je charakterizovany tryptofdnovou auxotrofiou
zavislou od teploty, a s d'al$imi mutaciami na chromoz6me
v jednom alebo vo viacerych génoch selektovanych zo sku-
piny mtr, aroP, tnaA alebo tnaB, spdsob stabilizacie cha-
rakteristik tychto kmetiov a spdsob produkeie L-tryptofanu,
ktory zahffia kultivéciu tychto kmetiov E. coli pri pribliZne
30 °C, prednostne za pritomnosti kvasinkového extraktu,
pricom rast inokula sa limituje pomocou koncentricie
vhodného fosfatu v prislunom rastovom médiu, fermenta-
ciu pri teplote v rozsahu 33 °C aZ 37 °C za nepritomnosti
kvasinkového extraktu a ziskanie tryptofinu akumulované-
ho vo vyslednej kultivagnej kvapaline.
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Oblast’ techniky

Vynalez sa tyka mutantnych kmetiov E. coli so zvy3e-
nou schopnostou produkovat’ L-tryptofan, spdsobu stabili-
zécie ich charakteristik a spdsobu produkcie L-tryptofanu.

Vynalez poskytuje hostitela a sposob pestovania tohto
hostitefa tak, Ze plazmidy md7u byt stabilne udrZiavané za
absencie antibiotik, veducej na vysokd produkciu tryptofa-
nu pri fermentacii. Poskytuje vyznamné zlepSenic oproti
predchadzajicim spdsobom a produkuje tryptofan zbaveny
akejkol'vek kontaminécie tyrozinom a fenylalaninom, a te-
da zjcdnodudené postupné spracovanie.

Doterajsi stav techniky

V sudasnosti existuju mnohé priklady génovej mani-
pulacie pri mikroorganizmoch na cely ziskania kmefiov s
uginnou nadprodukciou jednotlivych aminokyselin.

V odbore sa vieobecne uznava, Z¢ je nutné interferen-
cia s normalnymi regula¢nymi okruhmi, ktoré reguluji ex-
presiu génov pre biosyntetické drahy, selekcia mutantov,
ktorych enzymy uZ nie si subjektom spitnovézbovej inhi-
bicie a dezaktivacia akychkolvek enzymov, ktoré 3tiepia
Yiadany produkt, ak sa mé4 dosiahnut’ akykoP'vek dspech v
produkcii jednotlivych aminokyselin. Objavilo sa aj vy-
hodné rozmnoZovanie po&tu kopii urcitych biosyntetickych
génov v bunke zavedenim do bunkovych doplnkovych gé-
novych képil na plazmidoch. Tieto vieobecné principy je
mozné najst v Tribe, D. E. and Pittard, (1979), Appl. Envi-
ron. Microbiol,, 38: 181 - 190, najma tie, ktoré sa tykaji
produkcie tryptofénu.

Vyznam spitnovizbovej inhibicie prvych enzymov v
aromatickej drahe /DAHP-syntetdzy/ a prvého enzymu v
terminalnej tryptofénovej drahe a nutnost zruSenia inhibi-
cie je tam tieZ demon3trované,

Podobne je uz dlho znime, 7e je nevyhnutné inaktivo-
vat’ trpR-represorovy protein, ktory potlata expresiu génov
tryptofanového operénu. O tomto sa piSe v uvedenej publi-
Kkécii.

V pripade génov tryptofanu v E. coli je d’aldi systém
regulacie pozadovaného Gtimu. Dokonca aj trpR-bunkach
tryptofan, alebo $pecifickejiie, prenaSana tryptofanyl-tRNA
reguluje expresiu tryptofanového operénu. Ked' je prenasa-
na tryptofanyl-tRNA v nadbytku, transkripcia mRNA pre
trp-operénové gény sa ukondi pred dosiahnutim sekvencif
kodujcich biosyntetické enzymy v priblizne v deviatich z
desiatich transkriptov /Yanofky, C. /1981, Nature
/London/ 289: 751 - 758. Tomuto pred¥asnému ukonleniu
transkripcie je mozné zabranit' pomocou réznych génovych
manipulécil, ako je klonovanie trp-génov po heterolognom
prombtore alebo pomocou vynechania miesta zoslabenia.
Tribe e w Pittard /Appl. Environ. Microbiol. /1979/, 38:
181 - 190/ podali odli¥ni stratégiu na prekonanie zoslabe-
nia, v ktorej pouili mutant, ktory obsahoval ¢iastoéne de-
fektny enzym tryptofanyl-tRNA-syntetézu.

Ked' sa plazmidy, obsahujiice Strukturdlne gény pre trp-
-operén, zavedi do bunky, v ktorej expresia tychio trp-
-génov u nie je regulovana a za absencie akejkol'vek vy-
raznej selekcie plazmidovo kédovanych funkeii, postupnd
multiplikécia tejto bunky a jej potomstva &asto kondi v
plazmidovej strate populdcie. V povodnom hostitelovi je
tryptofanova prototrofia, bunky, ktoré stratili rast plazmidu
rychlejiie ako bunky, ktoré ho zadrZiavaji, ako aj bunky, v
ktorych genetické javy /ako je delécia alebo inzercia/ zo-
slabili alebo zabréanili expresii trp-génov predloZenych v
plazmide. Pri mnohych generdciach sa také bunky

/segreganty a mutanty/ stivaji predominantnymi €lenmi
populacic a ak tato populdcia je zakladom pre fermentaciu,
stivaju sa narudeniami fermentacie.

Vyvinuli sa rozne stratégie na stabilizdciu plazmidove;
dedi¢nosti. Casto pouzivanou metddou je zahrnutie génu
pre rezistenciu na antibiotika do plazmidu a pridanim anti-
biotik do fermentadnej kase. Tato metdda je ale nakladna a
mdZe zapritinit’ ekologické nebezpedenstvo. Stratégie vyu-
¥ivajice defektnych hostitefov v biosyntéze nicktorej zli-
geniny vyZadovanej na pestovanie spoloéne s plazmidom
nestcim gén komplementujiici mutaény defekt sa skor pou-
¥ivali /napriklad v Anderson a kol., U. S. patent 4 371 614/,
ale segreganty sa mdZu akumulovat, pretoZe zotrvavaja pri
syntéze #vin pre niekolko generacii /fenotypické one-
skorovanie/. Tam, kde je ta istd poziadavka, aj ked Zivina
je akumulovand, segreganty mdzu byt zisobované aj Zivi-
nou, ktora sa akumulovala. Obmedzené zlepenie sa do-
siahlo s pouZitim hostitel'ov defektnych v prenose, ale toto
sa dosiahlo len za podmienok, Ze tryptofan bol v médiu
podradny /Imaka, Patent Disdosure A No. 3-43074/.

Pretrviva poZiadavka cxistencie mikroorganizmov
schopnych produkovat’ vysoku roved tryptofanu. Pripojend
je poriadavka metody stabilizovania plazmidovej dedic-
nosti v uvedenych mikroorganizmoch.

Podstata vynilezu

Predmetom vynilezu si mutaniné kmene E. coli so
zvyienou schopnostou produkovat’ L-tryptofan zahffiajice
vo svojom gendme mutaniny gén kodujuci Ciastoéne de-
fektnit tryptofanyl-tRNA-syntetazu, ktory, ked’ je pritomny
v neproduktivniom kmeni, je charakterizovany tryptofano-
vou auxotrofiou zavislou od teploty, a s d’al¥imi mutaciami
na chromozéme v jednom alebo vo viacerych génoch se-
lektovanych zo skupiny mtr, aroP, tnaA alcbo tnaB.

Predmetom vynalezu je tieZ sposob stabilizicie cha-
rakteristik tychto kmefiov, podstata ktorého spotiva v tom,
#¢ podas rastu inokula sa do genému E. coli kmeiiov zave-
die mutantny gén koédujaci &iastoéne defektnu tryptofanyl-
-RNA syntetézu, ktory, ak je pritomny v neproduktivnom
kmeni, je charakterizovany tryptofanovou auxotrofiou za-
vislou od teploty, a d’alej sa na chromozém zavedu dalSie
mutacie v génoch aroP, mtr, tnaA alebo tnaB a uvedeny
kmeti sa kultivuje pri teplote v rozmedzi 27 °C az 30 °C.

Predmetom vynalezu je konecne tiez spdsob produkcie
L-tryptofanu fermentaciou, ktorého podstata spotiva v tom,
e zahfita kultivaciu uvedenych kmetiov £. coli pri pribliz-
ne 30 °C prednostne za pritomnosti kvasinkového extraktu,
pritom rast inokula sa limituje pomocou koncentracie
vhodného fosfatu v prislu§nom rastovom médiu a fermen-
taciu pri teplote v rozsahu 33 °C az 37 °C za nepritomnosti
kvasinkového extraktu a ziskanie tryptofdnu akumulované-
ho vo vyslednej kultivatnej kvapaline.

Tieto a d'al3ie predmety vynalezu, ktory bude d'alej po-
drobnejsie vysvetleny, sa dosiahli za predpokladu: kmene
E. coli K-12 s produktivitou tryptofanu a obsahujice vo
svojom genéme mutantny gén kédujlci giastotne defektnty
tryptofanyl-tRNA-syntetazu, uvadzajici tcplotne podmie-
nentt tryptofinovii auxotrofiu do hostitefa a d'alSie mutacie
v chromozéme, ktoré blokujl transportné systémy zakodo-
vané pomocou aroP, mtr a tnaB, také kmene obsahujice tr-
pE-alelu kédujucu antranilatsyntetdzu rezistentnG proti
spitnovizbovej inhibicii pri vysokych koncentraciich
tryptofanu.
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Prehl’ad obrazkov na vykresoch

Vynélez je ilustrovany pomocou opisu nasledujicich
obrazkov:

Obr. 1. Rychlost rastu JP7847 (trpS™) a JP6006
(trpS378) pri 30 °C ako funkcia koncentrécie tryptofanu v
médiu. Médium je napoly zriedeny tlmivy roztok 56 (Mo-
nod, J., G. Cohen-Bazire a M. Cohen (1951). Biochimica et
Biophysica Acta 1: 585 - 599) doplneny tiaminom na
10 pg/ml a glukézou na 0,2 %. Obidva kmene si tryptof-
nové auxotrofy kvoli delécii AtrpLE1413 a obidva si de-
fektné v aktivnom odvéadzani tryptofanu kvéli mutécii mtr-
24, tna-1 a aroP319. Obidva st v prisade sac’aroF363 a-
roG103/FBR/ trpR363 tyrR366.

Obr.2: Stabilita a produklivita tryptofénového produk-
tivneho kmetia, /JP6015/pMU91/, pestovaného v bankach s
rozli¢nou teplotou.

Obr. 3: Stabilita a produktivita tryptofanového produk-
tivneho kmetia /JP6015/pMU9Y pestovaného v bankach pri
30 °C za pritomnosti kvasinkového extraktu s rozlinou
koncentraciou.

Obr. 4: Porovnanie citlivosti na spitnovizbovi inhibi-
ciu in vitro antranilatsyntetazovych enzymov z kmeiia s di-
vym typom trpE-alel /JP6768/pMU3018/ a kmefiov s muta-
ciou trpE 476 /IP 6768/ pMU3019/ s trpE483
/JP6768/pMU3025/.

Obr. 5: Rastuce krivky pri 42 °C aroB" trpS" kmeiia
/1P8820/ v miniméalnom médiu a aroB* trpS378 kmefa
/JP1451/ v minimalnom médiu doplnenom rozliénymi
mnoZstvami tryptofénu.

Obr. 6: Restrikéné mapy pMU3018 /obr. 6a/, pMU3019
/obr. 6b/ a pMU3025 /obr. 6¢/. Vo vSetkych pripadoch je
vektor /pMU578/ znézorneny ako &ierny. pMU3019 bol
konstruovany podobne ako pMU3018 s pouZitim fragmentu
Smal/HindIIl s 2,9 kb, obsahujiceho 5’-koniec trp-ope-
rénu, ale s trpE476 skér ako s trpE divého typu. PMU3025
bol odvodeny z pMU3018 mutagenézou, ako je opisané v
priklade 2.

Obr. 7: Inkorporacia trpE483 do trp-operénu.

Obr. 8: Restrikéna mapa pMU3028. Vektor /pLG339/
je znadzorneny ako Cierny. KonStruovany dvojstupiiovym
klonovanim:

/i/ fragment s 2,6 kb nesici serA” bol klonovany do Smal
polohy pLG339;

/ii/ Sall fragment s 8,1 kb nestci trpE483DCBA z
pMU3027 /pozri obr. 7/ bol klonovany do Xhol polohy vy-
sledného plazmidu.

Obr. 9: Restrikéna mapa pMU91.

Nasleduje podrobny opis vynalezu.

PredloZeny vynalez poskytuje spdsob ziskania velkych
mnoZstiev L-tryptofdnu fermenticiou za pouzZitie kmetiov
E. coli K-12.

Tieto kmene s produktivitou L-tryptofanu obsahuju vo
svojom genome mutantny gén kddujuci Eiastoéne defektna
tryptofanyl-tRNA-syntetdzu zavadzajucu teplotne podmie-
nent tryptofanova auxotrofiu do hostitel'a a d'al$ie mutécie
na chromozome, ktoré blokuju transportné systémy zako-
dované pomocou aroP, mtr e tnaB a sa transformované
plazmidom obsahujiicim tryptofanovy operén kddujuci an-
tranilatsyntetdzu, zbaven( spatnovidzbovej inhibicie pri
tryptofane.

Ako je opisané v 2. odseku /stave techniky/, existuje
problém s kmefimi produkujicimi vo zvy¥enej miere
zvla$tnu Zivinu, kde udrZiavanie stability je zdvislé len od
hostitel’a, ktory mé poZiadavku na nadprodukovana Zivinu,
pretoZe segregaty budil pokradovat v raste, po prvé kvoli
fenotypickému oneskorovaniu a po druhé, pretoZe buda

l'ahko zasobované Zivinou, ktora sa akumulovala. Dokonca
ak aj hostitel'sky kme je defektny v aktivnom prenose 7i-
viny, selekcia sa podari len vtedy, ked' je koncentracia Zivi-
ny relativne nizka. Ako znazorfiuje obr. 1, pri obsahu tryp-
tofanu, ako je 1 mM alebo va&si, tryptofanovd auxotrofna
forma neschopna aktivneho prenosu tryptoféanu predsa viak
narastd s normalne zdvojndsobujicim sa €asom. Tato kon-
centrécia tryptofanu 1 mM alebo pribliZne 0,2 g/1 sa rychlo
dosiahne, ked' sa pestuje kmei produkujici tryptofan, a
preto selekcia plazmidovej stability sa prudko strica za
podmienck produkcie.

Zistili sme, Ze trp-kmene s mutdciou, zvladt ako je
trpS378, ktord Eiastoéne inaktivuje tryptofanyl-tRNA
-syntetdzové enzymy, vyZaduju velmi vysoké koncentréacie
tryptofanu v bunke. Obrazok 1 ukazuje, Z¢ ak prenosovo
negativny mutant nesie aj trpS378 mutéciu, vyZaduje sa as-
poii 5 mM tryptofanu pre néleZity rast na uskuto&nenie do-
konca aj pri 30 °C. Toto znamend, Ze pokial’ koncentrécia
ryptofdnu v médiu nedosiahne 1 g/l akéhokolvek segre-
gatu produkovaného pomocou plazmidového bytku, bude
rast uskuto¢iovany nevyhodne. Tato poziadavke vePmi vy-
sokych koncentracii tryptofanu, skér ako segregaty (plne
konkuruju v raste, je vyznamnym zlepSenim, pretoZe sa
selekcie udrZiava na retenciu plazmidu nielen pocas pesto-
vanie inokula, ale aj pri Gplne najviéSej miere produkcie
potas zavere¢nej fermentacie. Tato kombinécia prenosovo-
-negativnych mutécii a zvIast ptrpS378 vyznamne zvysuje
vyraZky tryptofinu, v porovmani s trpS” prenosovo-
negativnymi kombinaciami. Uvedené mutécie prednostne
dezaktivuja transportné systémy zakddované pomocou a-
roP, mtr a tnaB. Typické kmene zahrnujq, ale nie si obme-
dzené na kmene obsahujiice mutantné alely charakterizova-
né pomocou aroP579, mtr-24 a tnaAl.

V oddelenych pokusoch s pouzitim nadproduktivneho
kmefia nesiceho trpS378-alelu a plazmidu nesaceho tr-
pE476DCBA kddujiceho spitnovézbovo rezistentnii antra-
nilatsyntetdzu, sme demonstrovali, Ze teplotne citliva alela
trpS378 sa mdZe pouZit efektivne pri zvolenych teplotach
na podporenie bud’ stability, alebo produktivity. Zistili sme,
Ze také produkéné kmene nestice trpS378 sh stabilnejsie pri
priblizne 30 °C ako pri priblizne 37 °C. Pri priblizne 37 °C
produktivita vzrastd a stabilita klesa. Vysledky sii na ob-
razku 2 pre produkény kmeti JP6015/pMU91. Urovert sta-
bility, v tomto pripade poskytovand pomocou serA’/-
-komplementacie, méZe byt vyznamne zvy$end pomocou
volby inkubatnej teploty. Podobné vysledky sa dosiahli pre
ostatné kmene.

Zistili sme aj to, Ze prisada kvasinkového extraktu d'a-
lej zniZuje produktivitu pri 30 °C tak, Ze obsah tryptofanu
nepresahuje 0,2 az 0,3 g/1. Toto ma za nasledok vyznamné
zvySenie stability, ako ukazuje obr. 3. Niektoré kmene
zostavaju stabilné pre viac ako 60 generécii.

Spédtnovizbova inhibicia antranilatsyntetazy

Aktivita antranilatsyntetazy v kmefioch Escherichia
coli divého typu je extrémne citliva na spétnovizbova inhi-
bictu pri tryptoféne, prejavujuc priblizne 50 % inhibiciu pri
koncentrdciach tryptofanu takych nizkych ako 0,02 mM.
Spatnovizbovo rezistentné mutanty boli zverejnené v roz-
nych publikdciach, napriklad v Aiba et el., Canadian Patent
Application No. 1182409, Tribe a Pittard, /1979/, Applied
and Environmental Microbiol. 38: 181 - 190, Aiba et. al.,
/1982/, Applied and Environmental Microbiol, 43: 289 -
- 297. Vo vSetkych pripadoch izolacia takych mutantov za-
hrnovala selekciu na rezistenciu na inhibiciu rastu tryptofa-
novymi analégmi. Typicky, mutanty zvolené na tgely nad-
produkcie tryptofinu podrzali niektori spétnovizbovu in-
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hibiciu, ale 50 % podtu sa vyskytovalo pri koncentrécii pri-
blizne 13 mM skér ako 0,02 mM /pozri Aiba et al., Cana-
dian Patent Application No. 1182409/. Kde boli opisané
mutanty udelujiice vy$3iu spitnovizbovii rezistenciu /50 %
hodndt inhibicie vy$3ich ako 20 mM/, mali za nédsledok
zniZzent akumuléciu tryptofanu, moZno kvoli narusenej ak-
tivite spitnoviizbovo rezistentnych enzymov [Aiba et al,,
/1982/, Applied and Environmental Microbiol. 43: 289 aZ
297).

Dva spitnovizbovo rezistentné mutanty, ktoré sme
izolovali, boli typické pre tie pdvodne pouZivané v nadpro-
dukcii tryptofanu, obsahujice alely trpE476 a trpE382 ko-
dujiice enzymy prejavujiice menej ako 10 % inhibicie akti-
vity pri 1 mM tryptofane /pozri prikiad 2/.

Ked sa pouzil produkény kmett s takou mutaciou vo
fermentéri, pozorovali sme, Ze na konci fermentécie kazdy
gram tryptofanu, ktory sa tam akumuloval, bolo priblizne gj
20 - 60 mg tyrozinu aj phenylalaninu. Aj ked’ tieto amino-
kyseliny tvoria mala frakciu aromatického produktu, si
vedlaj$imi produktmi, ktoré tvoria zdvaZnejie tazkosti v
naslednom znovuziskani tryptofanu,

Ked’ sme hladali bazu pre tito akumuléciu, zistili sme,
Ze pri koncentréaciach tryptofanu 12 g/1 /60 mM/ tieto dve
spitnovizbovo rezistentné antranilatsyntetdzy boli inhibo-
vané na 60 - 80 %. Inymi slovami, enzymy, ktoré sa javili
ako rezistentné pri koncentraciach 1 mM, boli neschopné
posobif Glinne za aktulnych podmienok priemyselne;
fermentacie. Nikto z odboru sa nezmiefiuj¢ o nadproduk-
tivnych kmefioch s enzymami rezistentnymi na spitnovéz-
bova inhibiciu pri vemi vysokych obsahoch vhodne pri-
tomnych vo fermenta¢nej nadrzi, pri udrziavani normalnej
aktivity, a tym zlepSenej produktivite.

Aby sa prekonal tento problém inhibicie antranilatsyn-
tetdzy pri vysokych koncentriciach tryptofanu, izolovali
sme novy spitnovizbovo rezistentny mutant /trpE483/, kto-
ry tvori antranilatsyntetazovy enzym, ktory prejavuje menej
ako 10 % inhibicie aktivity pri koncentraciach tryptofanu
vysokych aZ 13,5 g/1 /pozri obr. 4/. Ked’ boli konStruované
produkné kmene s trpE483-alelou a pouZité vo fermentécii
za podmienok, ktoré povodne produkovali pribliZne 20 - 60
mg tyrozinu aj fenylalaninu na gram tryptofénu, nebol de-
tegovany #adny tyrozin ani fenylalanin a vytaZok trypto-
fanu zostdval vysoky. Toto je v zretelnom kontraste so
skor§imi vysledkami zverejnenymi Aiba et al., /Applied
and Environmental Microbiol. /1982/ 43: 289 - 297/ s an-
tranilatsyntetazovymi mutantmi prejavujicimi rezistenciu
na velmi vysoké obsahy tryptofanu, kde tryptofanova pro-
duktivita klesala.

Izolacia trpE483-alely sa dosiahla, ako opisuje priklad
2, s pouzitim plazmidu nesticeho trp-operén. Taky plazmid
nestici trp-operén mdze byt [ahko skon3truovany za pouzi-
tie zndmych technik, ako restrikéné enzymove natravenie,
ligacia a transformacia /Maniatis, T., E. F. Fritsch and J.
Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manuel, Cold
Spring Harbor Laboratory, /1982//. trp-operén méZze byt
odvodeny z chromozomélnej DNA E. coli alebo zo 3pecifi-
kovaného transduktivneho faga $80pt190h /Hershfield, V.
et al., /1974/, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 71: 3455-3459/,
a mbZe byt inzertovany do niektorého z mnoZstva vhod-
nych vektorov zahrnujiceho, ale nie obmedzujiceho sa na
tie derivované z pSC101 / Cohen, S. N. and A. C. Chang
/1977/. J. Bacteriol: 132, 734 - 737/, R388 /Datta, N. and R.
W. Hedges /1971/ ]. Gen. Microbiol. 72: 349/ atd. Vektor
moZe niest navyde serA‘-gén klonovany podobnymi tech-
nikami. Plazmid takto kongtruovany je potom preneseny do
hostitela E. coli K-12 transforméciou.

Vynélez sa d’alej tyka metddy pestovania a fermenticie
uvedenych kmettov E. coli K-12 prejavujicich vysokd pro-
duktivitu. Ked’ sa pestovali mikroorganizmy v déavkovej
kultire na produkciu aminokyselin, skuto¢na produkcia a-
minokyselin je potrebna len po&as malého poltu generaci,
ktoré sa vyskytuja v poslednej fermentatnej nadobe. Na
100 000 litrovy fermentor mdZe byt potrebnych len 5 az 10
gener4cii, zatial' &o na podanie inokula na tak nadobu je
potrebnych 50 alebo viac generacif.

Pouzitie postupov opisanych, vyuZivajacich 3pecifické
genetické mutacie v kombinacii so 3pecifickymi podmien-
kami pestovania zaistuje potrebnd stabilitu kmefa, pri u-
moZneni maximalnej produktivity tryptofénu poCas pesto-
vania v poslednej fermentagnej nadobe. Vysoké vylaZzky
tryptofanu sa mozu dosiahnut’ dokonca aj bez pouzitia anti-
biotik v zAverednej fermentédcii /priklad 6/. PouZitie
JP4735/pMU3028 ma za nasledok vysoki produktivitu
tryptofdnu s nevyznamnou tvorbou tyrozinu s fenylalaninu.

Nasledujice kmene E. coli K-12 boli deponované v
zbierke kultir Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen /DSM/ v Braunschweigu /Nemecko/ pod-
I'a budapestianskej dohody:

TP7847 pod prirastkovym ¢islom DSM10119,

JP6006 pod prirastkovym &islom DSM10118,
JP6768/pMU3018 pod prirastkovym &islom DSM10120,
JP6768/pMU3025 pod prirastkovym &islom DSM10121,
JP4735/pMU3028 pod prirastkovym ¢islom DSM10122,
JP6015/pMU91 pod prirastkovym ¢isiom DSM10123.

Priklady uskutoénenia vynilezu

Priklad 1
Izol4cia teplotne senzitivnych tryptofanovych auxotrofnych
foriem s mutaciami v trpS-géne

Kmen Escherichia coli K-12, KAS56 /galE’, thi/
/Russell R. R. B. a A. J. Pittard /1977/, J. Bacteriol. 108:
790 - 798/ sa spracoval s mutagénom N-metyl-N’-nitro-N-
-nitrézoguanidinom spdsobom podl'a Adalberga, Mandela a
Chena /Biochem Biophys Res Commun. /1965/, 18: 788 -
- 795/. Po spracovani s mutagénom boli bunky premyté a
resuspendované v minimalnom médiu doplnenom casami-
nokyselinami a glycerolom ako zdrojom uhlika, za pouZitie
obohateného postupu vyvinutého v tomto laboratdriu
/Russell, R. R. B. and A. J. Pittard /1971/, J. Bacteriol. 108:
790 - 798/. Po niekolkych hodinach rastu pri 32 °C bola
kultira presadena k 42 °C a jednu hodinu neskér sa pridala
galaktéza do vyslednej koncentracie 2 %. Bunky, ktoré boli
bez uridindifosfatgalaktozy-4-epimerdzy /t. j. galE7/, ale
boli schopné syntetizovat’ enzymy galaktokinézu a galaktd-
za-1-fosfaturidyltransferazu v odpovedi na pridanie galak-
t6zy, akumulovali UDP-galaktézu, ktoré je toxicka pre
bunku a zapridifuje Iyzu bunky./Fukasawa, T., and H. Ni-
kaido, /1959/, Nature /London/, 184: 1168 - 1169/. Bunky,
ktoré nie si schopné syntetizovat' nové enzymy v glycerol-
galakt6zocasaminokyselinovom médiu pri 42 °C nevytvé-
raju tito zladeninu a nie st usmrtené. Medzi takymi, ¢o
prezili, niektora moZe poskytovat' teplotne senzitivne au-
xotrofné formy s mutaciami v trpS-géne. /Casaminoky-
seliny obsahujii velmi malo tryptofanu/. Po 5 hodindch pri
42 °C za pritomnosti galaktozy st bunky znovu ziskané,
premyté a bud’ /1/ pridané do Zivnej pody pri 32 °C a fer-
mentované do strednej exponencidlnej fazy, alebo /2/ rozo-
streté na 7ivné agarové platne, aby sa ziskalo priblizne 200
kolénii na platiiu, inkubované 48 hodin pri 32 °C. Kolonie
na kazdej ivnej agarovej platni boli replikované do dvoch
platni a MM a MM doplneného L-tryptofénom s 10°
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M/MM + Trp/. /MM predstavuje napoly zriedené Medium
56 / Monod, Cohen-Bazire and Cohen /1951/, Biochim.
Biophys. Acta 1, 585/ stuZené s pouZitim 1 % Oxoid ¢. 1
Agar, a obsahujice glukézu a tiamin. Jedna stprava platni
/MM a MM + Trp/ bola inkubovana pri 32 °C a druha pri
42 °C. Kolonie, ktoré mohli rast na MM pri 32 °C, ale nie
pri 42 °C, ale rast na MM + Trp médiu pri 42 °C, st poten-
cidlnymi teplotne senzitivnymi tryptofdnovymi auxotrof-
nymi formami. Na identifikdciu medzi tymi mutantmi so
zmenami v trpS-géne, je potrebné pripravit' P1-transduk-
tivny fag na mnohych klonoch a transdukovaf aroB* do a-
roB -mutantu, ako je AB2826 /Pittard, J. and B. J. Wallace,
71996/, 1. Bacteriol. 91 : 1494 - 1508/ selektujici Aro*
transduktanty na MM pri 32 °C. Tieto transdukanty boli
potom testované na ich schopnost’ rast na MM a MM + Trp
pri 42 °C. Kde je povodna tryptofanova auxotrofnd forma
mutovana v trpS-géne, priblizne 50 % Aro* transdukantov
vyZaduje tryptofan pre rast pri 42 °C. V alternativnom po-
stupe je pestovand kultira na Zivnej pdde pripravend po
usmrteni galaktézou pouZitd na pripravu Pl-lyzatu. Tento
lyzat je zasa pouZity s AB2826 na selekciu aroB” trans-
duktantov na MM pri 32 °C. Také transduktanty sa potom
triedia na klony, ktoré¢ mo6zu rast’ len na MM pri 42 °C, ak
je pridany tryptofan do média. Obrézok 5 znézorfiuje kriv-
ky rastu dvoch transduktantov, jednym je aroB* trpS378
/IP1451/ s druhym aroB” trpS”~ /JP8820/, v glukézovom
médiu doplnenom rdznymi mnoZstvami tryptofdnu pri
42 °C. Je mozné vidiet, Ze teplotne senzitivny fenotyp mo-
Ze byt zachovany pri vysokych hladinach tryptofanu pri
nepripustnej teplote.

Priklad 2
Selekcia mutantu antranilatsyntetazy rezistentného na spét-
novézbowvii inhibiciu pri velmi vysokych hladindch trypto-
fanu

Plazmid pMU3018 /obr. 6/ nesie trp-prométor, trpE-
gén a ¢ast’ trpD-génu na Smal HindIII fragmente s 2,9 kb.
pMU3018 je odvodeny z pMUS78, ktory je jednoduchou
képiou Tp® plazmidu nesiceho galK'-lac’ZA faziu, po-
dobne ako prométor klonujici vektor pMUS75 /Andrews,
A. E., B. Lawley, and A. J. Pittaard, /1991/, J. Bacteriol.
173: 5068 - 5078/, ale s Smal EcoRI BglII linkerom na-
hradzajacim Smal polohu, a s Dral fragmentmi odstrane-
nymi deléciou lacY a lacA. Ak je pMU3018 natravena ty-
mito dvoma enzymami a fragmenty podrobené ¢lektroford-
ze v agarézovom géle s nizkou teplotou topenia, je to jed-
noduchy materidl na separaciu a purifikiciu trpE-trpD’-
-fragmentus 2,9 kb a dlh3ieho vektorového fragmentu s
13 kb. Tento 2,9 kb fragment bol podrobeny mutagenéze s
50 mM kyselinou dusitou pogas 60 minat podla metddy
Raya a kol. /Ray, J. M., C. Yanofsky and R. Bauerle,
/1988/, J. Bacteriol. 170: 5500 - 5506/, okrem toho spermin
/1 mM/ bol pridany k mutagenézovej zmesi. Po mutagené-
ze bol fragment znovu podrobeny ligacii s dlh§im 13 kb
fragmentom a produkty ligacie boli transformované do
kmenia JP6768, kmenia E. coli, ktory je trpR” a v ktorom tr-
pE-gén bol deletovany z chromozomu, ale trpDCB a A sa
Uplne funkéné /AtrpLLE1413 /Miozzari, G. F. and C. Yanof-
sky, /1978/ J. Bacteriol. 133: 1457 - 1466/. Priblizne 2000
transformantov bolo selektovanych na Luria agare obsahu-
Jjacom trimetoprim. Tieto boli triedené podl'a rastu na mi-
nimalnom médiu doplnenom tryptofianovym analégom 5-
-fludrtryptofan na 15 mM. Klony, ktoré rastli boli poten-
cidlnymi spitnovidzbovo rezistentnymi mutantmi mutova-
nymi v enzyme antranilatsyntetaze. Aktivita antranilatsyn-
tetdzy v kaZdom z tychto klonov bola analyzovana v pri-
tomnosti velmi vysokych hladin tryptofanu /13,5 g/1/ s po-

uZitim analyzy opisanej v Cho, K-0, end Yanofsky, /1988/,
J. Mol. Biol. 204: 41 - 50. Klon, ktorého antranilatsynteta-
zovéa aktivita prejavovala menej ako 10 % inhibicie pri
tychto velmi vysokych obsahoch tryptofénu, bol identifi-
kovany medzi rezistentnymi mutantmi. Mutantnd alela
pritomna v tomto kmeni bola nazvan4 trpE483. V porovna-
ni alela trpE476 kéduje antranilatsyntetézu s dobrou rezis-
tenciou pri 1 g/1 tryptofénu, ale viac ako 60 % inhibiciou
pri 13,5 g/1 tryptofanu. Obrazok 4 porovnava spatnovizbo-
vl senzitivitu antranilatsyntetdzy z kmefia s alelou divého
typu /JP6768/pMU3018/ a kmetlov s trpE483-alelou
/JP6768/ pMU3025/ a s trpE476-alelou /JP6768/pMU3019/.

Aby sa rekonstituoval trp-operén s trpE483-alelou,
fragment s 2,9 kb nesuci ho bol pripojeny k HindIII Smal
fragmentu s 21 kb z pMUS575-derivatu, pMU1881, ktory
niesol tpDCBA-gény. Toto rezultuje v plazmide pMU3027.
Toto je zhrnuté na obrazku 7. Tento novy trp-operén inkor-
porujuci trpE483 bol postupne transferovany do pSC101-
-derivatu pLG339 /Stocker, N. G. et el., /1982/, Gene 18,
335 - 341/ nesticeho serA”, na tvorenie pMU3082, ktory je
zndzorneny na obrazku 8.

Za podmienok, pri ktorych kmence s trpE476-alelou a-
kumulovali tyrozin a fenylalanin, kmeii s trpE483-alelou
neprodukoval Ziadny detegovatelny tyrozin /pozri priklad
6/. Odbornikom v odbore je zrejmé, Ze pdda bez vedlajsich
produktov, ako je tyrozin a fenylalanin, je vyhodnejsie po-
uZivana na d’al3ie purifikatné postupy.

Priklad 3

Kondtrukcia kmefla E. coli s teplotne senzitivinou trpS-
-alelou a mutdciami zabrafiujicimi normélnemu aktivnemu
prenosu tryptofanu do bunky

Gény 3pecifikujuce rozne systémy na aktivny prenos
tryptofanu do E. coli boli identifikované, klonované a sck-
ventované /Sarsero, J. P., P. J. Wookey, P. Golinick, C.
Yanofsky and A. J. Pittard /1991/, J. Bacteriol., 173: 3231 -
- 3234, a Honore, N. and S. T. Cole /1990/, Nucleic Acids
Research 18: 653/. Mutanty defektné v kazdom z tychto
systémov /TnaB, Mtr a AroP/ boli tieZ oznalené. Expresii
TnaB proteinu sa zabranilo pomocou muticie v tnaA-géne
/tnaAl/, ktory ma polarny ulinok na (naB-expresiu
/Stewart, V. and C. Yanofsky, /1985/, J. Bacteriol. 164:
731 - 740/. Toto je obzvlat vyhodnd muticia, pretoZe
tnaA-gén, ktory je tieZ inaktivovany, kéduje enzym trypto-
fandzu, ktord by mohla degradovat tryptofan. Rozne muté-
cie mir-génu boli oznadené a mutanty boli selektované na
zéklade rezistencie na tryptofinovy analdg 5-metyltrypto-
fan. Jedna takéd mutacia mtr-24 bola povodne oznadena Hi-
garom /Higare, S., K. Ito, T. Matsuyama, H. Ozeki and T.
Yura /1968/ J. Bacteriol. 96: 1880 - 1881/.

Mutanty vo veobecnom aromatickom prenosovom
systéme mozu byt izolované aj pri selekcii podla rezisten-
ciec na analdgy aromatickych aminokyselin. Mutacia a-
roP579 bola opisand Brownom /Brown K. D. /1970/, J.
Bacteriol. 104: 177 - 188/.

Kmeti, ktory ma mutdciu v trpS-géne a mutacie v kaz-
dom z génov pre tryptofanové prenosové systémy, modZe
byt I'ahko konstruovany s pouZitim transpozonu Tnl0 a fa-
govej Pl-sprostredkovane] transdukcie. Prototrofny kmeti,
W3110 bol infektovany ATnlQ transpozénom ANK370 a
kolonie rezistentné na tetracyklin boli selektované a pome-
nované podl'a Klecknera, N., D). F. Barker, D. G. Ross a D.
Botstein, /1978/, Genetics 90: 427 - 450. S pouzitim P1
transdukcie boli ziskané izolaty, v ktorych Tnl0 bol tesne
pripojeny k aroP519, mir-24 a tnaAt. Pl-lyzaty by mohli
byt’ potom pouZité na zavedenie kaZdej z tychto mutécii na-
sledne do trpS-kmeiia v kombinacii so selekciou derivatov



SK 282954 B6

senzitivnych na tetracyklin podfa metédy Bochner, B. R.,
H. C. Huang, G. L. Shieven and B. N. Ames /1980/. I.
Bacteriol. 143: 926 - 1033.

TrpS*-derivaty takych mutantov by mohli byt ziskané
transdukciou s lyzitom z trpS'-klonu selektovaného podla
rastu na platniach obsahujticich 0,5 mM tryptofénu pri 42 °C.

Priklad 4
Porovnanie rychlosti rastu trpS378 a trpS*-kmetiov defek-
tnych v aktivnom prenose tryptofédnu a v jeho biosyntéze

Tryptofénové auxotrofné formy, ktoré maji trpS-alelu
divého typu a st schopné aktivneho prenosu tryptofinu do
bunkového rastu pri stalej rychlosti v minimélnom mcdlu
doplnenom tryptofanom s obsahom menej ako 5 x 10° M.

Tryptofanové auxotrofné formy defektné v aktlvnom
prenose tryptofanu potrebuju vy3Sie obsahy /~ 10°% M/ na
optlmalny rast, zatial' ¢o kmene, ktoré maji pridavne muta-
ciu trpS378, potrebuji koncentracie vysoké, ako 5 x 10°
M, predtym, ako sa dosiahne maximalna rychlost’ rastu.

Obrazok 1 porovndva citlivost rastu na tryptofan
trpS378 a trpS*-derivétov tryptofanovej auxotrofnej formy
/AtrplLE1413, ktord ma aj mutacie inaktivujice Mtr, AroP a
TnaB proteiny. JP6006 je odvodena od JP4153 zavedenom
AtrpLE1413 pomocou P1 transdukcie s pouZitim Tn10 ako
pripojeného markera a izolacie derivatov senzitivnych na
tetracyklin, néslednym zavedenim sac* pomocou P1 trans-
dukeie s pouzitim P1-lyzétu pestovaného na sac’-kmeni
GA122 /Alaeddinoglu, N. G. and H. P. Charles, /1979/,
J. Gen, Microbiol. 110: 47 - 59/. JP4153 je aroF363 a-
roG103/FBR/ aroH371 /FBR/ trpE382/FBR/ tpR363
tyrR366 trpS378 aroP579 mitr24tna-1. JP7847 je trpS*-
-derivét JP6006 izolovany P1 transdukciou.

Bunky sa rozmnozovali v minimalnom médiu doplne-
nom odli¥nymi obsahmi tryptofanu pri 32 °C. Rast sa meral
pomocou optickej hustoty Klettovym kolorimetrom a
zdvojnasobujice sa asy boli vypotitané z exponencialnej
fazy kazdej krivky rastu.

Priklad 5
Ukinok teploty a pridavku kvasinkového extraktu na stabi-
litu a produktivitu kmeria

Stabilita kmeila sa mdZe testovat’ pomocou merania
produktivity tryptofanu a antranilatu Kultdr v pretrepava-
nych bankach, 1 % sériovych prenosov sa uskuto&iuje kaz-
dych 24 hodin. Biomasa je obmedzend na priblizne 0,4
mg/1 pomocou koncentrécie fosfatu, pomocou fosfatu v
kvasinkovom extrakte alebo pomocou zmesi tychto dvoch.
Prechod ka¥dou bankou v siiprave predstavuje 100-nisobné
rozmnoZenie po¢tu bunick alebo 6,7 generacii.

Produktivita tryptofanu charakteristicky zostdva tesne
pri 100 % normalnej hodnoty pre kmeii, so zanedbatelne
detegovanym antranildtom pre mnohé bunky. V banke tro-
chu vzdialenej po sériach tryptofinovd produktivita v3e-
obecne klesa nahle na 40 % - 50 %, so sprevadzajicim sa
vyskytom antraniltu, Podty buniek indikovali, Ze prechod
od vysokej produktivity tryptofanu so Ziadnym antranilé-
tom k nizkej produktivite tryptofanu s antranilatom zodpo-
veda narastu segregantov alebo mutantov od 0 =10 % do
40 -70 %.

Médium pre kazdy klon je pripravené zo sterilnych z4-
sobnych roztokov, uvedenych dalej:

glukdza (20 %) alebo sachardza (20 %) 10 ml
MOPS minimélne médium (x10)* 20 ml
B, (tiamin) (0,01 %) 0,2 ml
fosfat (15 mM KH,PO4) 2,0 ml
tetracyklin (10 mg/ml), ak je potrebny 0,2 ml
steriln4 destilovana voda 170 ml

*MOPS minimélne médium (x10) obsahuje na liter: 167,44
g MOPS, 1,41 g dihydratu citratu trisodného, 0,13 g Fe-
S0,4.7H,0, 19,2 g NH,C1, 4,0 g MgS0,.7H,0, 2,4 g KC1,
0,15 mg CaC1,.2H,0, a stopové prvky /14 pg CoCl,.6H,O,
5 pg CuS0,4.5H,0, 48 pug H3BO;, 57 ng ZnS0O4.7H,0, 32
ug MnC1,.4H,0 a 8 pg (NH,)¢M070,4.4H,0).

10 m! kultiiry sa inokuluje Cerstvou Skvrnou testované-
ho kmefia a inkubuje cez noc pri pretrepavani pri 30 °C.
Postup od transformécie a2 do tohto stupiia poskytuje pri-
blizne 34 generacii, ktoré nie su zahrnuté vo vypoctoch.
Celono¢na kultira sa pouZije na inokulaciu prvej banky v
sérii.

1 % transferov /100 pl v 10 ml/ sa uskutoltiuje v 24
hodinovych intervaloch, az kam produktivita kultar trypto-
fanu neklesne, so sti¢asnym vyskytom kyseliny antranilo-
vej. Za podmienok tychto experimentov kazd4 kultira do-
siahne stacionarnu fazu skor, ako je transformovana a kaz-
da banka poskytuje priblizne 6,7 generacii. Tam, kde sa u-
diali dramatické zmeny v tryptofanovej hladine a hladine
kyseliny antranilovej v Siestich bankéach napriklad, stabilita
by sa mohla uchovat az 5 x 6,7 alebo 33,5 generdcii. Op-
tick4 hustota 24 hodinovej kultlry sa meria v ase kazdého
transferu, a vzorka sa centrifuguje a supernatant sa filtruje
cez filter na jedno pouzitie /Mi/Millipore, 0,45 pm/ za pou-
zitie injekénej striekacky. Koncentracia tryptoféanu a Kyse-
liny antranilovej sa stanovi pomocou HPLC.

Meranie produktivity (Y p/x) v bankach

Testované kmene sa pestuji pri potrebnej teplote za
pretrepavania a produktivita sa meria po 24 hodinach a 48
hodinach. Médium jc také isté ako pri skadkach stability.
10 m! kultry sa inokuluje &erstvou 3kvrnou a inkubuje cez
noc za pretrepavania. Toto sa pouZije na inokulovanie tes-
tovanej banky obsahujicej 15 ml toho istého média. Po 24
hodinach sa vzorka vyberie. Opticka hustota sa meria pri
660 2. s pouZitim spektrofotometra a ¢istd hmotnost sa vy-
podita za pouZitie Standardnej krivky. Vzorka sa centrifu-
guije, filtruje a koncentrécia tryptofanu, tyrozinu a kyseliny
aniranilovej sa meria pomocou HPLC s pouZitim prislus-
nych dtandardov. Produktivita (Y p/x ) sa definuje ako vy-
tazok tryptofinu (g/l) deleny vytazkom biomasy alebo
&istou hmotnostou (g/1).
Utinok teploty inkubacie tak na stabilitu, ako i na produk-
tivitu pre nadproduktivny kmefi nesici trpS378-alelu a
plazmid nestci trp-operén kédujici spétnovizbovo rezis-
tentn{ antraniltsyntetazu je znazorneny na obrazku 2. Niz-
ke teploty podporuju vysoku stabilitu a nizku produktivitu,
zatial’ &o vy$Sie teploty podporuji produktivitu na Ukor sta-
bility. Toto sa mdZe prejavit’ v rdznych produk&nych kme-
toch s odlidnou primérnou selekciou. Udaje na obrazku 2
st pre JP6015/pMU9! a primama selekcie je pre Ser’.
JP6015 je odvodeny z JP4153 /pozri prlklad 4/ pomocou
zavedenie sac’ transdukciou a zavedenia serA” kotransduk-
ciou s tesne pripojenym Tnl0 transpozonom, a sckvenénej
selekcie derivatov citlivych na tetracyklin. pMU9I je plaz-
mid odvodeny od pSC101 /Cohen, S. N. a A. C. Chang
/1977/, 1. Bacteriol. 132: 734 - 737/, nesici TcR , tr-
pE476DCBA a serA”™ /pozri obrazok 9/. Alela tr-
pE476DCBA sa izolovala za pouZitie Specializovaného
transduktivneho faga ¢80pt190h /Herschfield, V. et al
/1974/, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 71: 3455 - 3459/.
Kmei trpE™ nesici 80pt190h sa pestoval na minimalnom
médiu obsahujucom 1 mM S-metyltryptofanu/SMT/.V sku-
pine buniek bola pomocou ultrafialového Ziarenia vyvolana
produkcia lyzatu, ktory sa pouZil v sckvenénej transdukeii,
selektujicej Trp*SMT® transduktanty. Nickolko z nich sa
analyzovalo na aktivitu antranilatsyntetazy a tr-
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pE476DCBA-alele sa charakterizovala ako k6dujica antra-
nilatsyntetdzu so 70 % celkovej aktivity pri 10 mM L-
tryptofanu. Gény trp sa klonovali na 7,9 kb Xhol/Sall
fragmente do Xhol miesta pSC101. Gén serA” sa zaviedol
do Xhol miesta na 2,9 kb Sall fragmente.

Utinok pritomnosti alebo nepritomnosti kvasinkového
extraktu tak na stabilitu, ako aj na produktivitu sa mdzc
prejavovat’ v roznych kmetioch s nadproduktivitou trypto-
fanu. Udaje na obrazku 3 s pouZitim JP6015/pMU91 a Ser"
primarnej selekcie demonstruju pouZitie kvasinkového ex-
traktu na zniZenie produktivity a zvySenie stability.

Priklad 6
Produkcia tryptofdnu pomocou Escherichia coli JP6015/pMU91
Jednotlivé kolénie kmetia Escherichia coli K-12
JP6015/ pMU91 sa produkovali na MM agare /pozri pri-
klad 1/ doplnenom glukézou (2 g/1), kvasinkovym extrak-
tom (5 g/l) a tetracyklinom (5 mg/l1) za inkubécie pri
30 °C 48 hodin. Jedna vybratd koldnia sa d'alej rozmnoZo-
vala v 10 ml kultary /100-mililitrova banka/ za inkubécie
priblizne 16 hodin pri 30 °C a 250 oté¢kach za minutu.
Médium pre kultiru bolo pripravené zo sterilnych za-
sobnych roztokov uvedenych dalej:

glukéza (20 %) 10 ml

MOPS minimélne médium (x10) 20 ml (pozri priklad 5)
kvasinkovy extrakt (20 %) I ml

tetracyklin (10 mg/1) 0,05 ml

sterilnd  destilovand voda 170 ml

Jeden ml tejto kultry kmeia Escherichia coli K-12
JP6015/pMU91 sa inokuloval do 300 ml otkovacieho mé-
dia /zloZenie pozri v tabulke 1/preneseného do Erlenmeye-
rovej banky s objemom 2000 ml a pestovalo za pretrepava-
nia pri 30 °C 24 hodin na rota¢nej trepacke pri 150 ot./min.

70 ml vyslednej ofkovacej kultiry sa inokulovalo do
700 ml prefermentaéného média /zloZenie pozri v tabulke
2/ davkovaného v 2 1 striasacom fermentéri a fermentacia
sa uskutodiiovala pri 30 °C 24 hodin. Hodnota pH 6,7 sa
regulovala pomocou 25 % vodného roztoku amoniaku; pO;
sa udrziaval nad 40 % prevzdudtiovanim rychlostou 1/3
objemu za min. a mie$anim rychlost'ou 280 aZz 380 ot./min.

Vysledna prekultira s vonkaj$im priemerom 20 /mera-
né pri 660 nm/ sa inokulovala do 6,3 1 hlavného fermen-
tatného média so zloZenim uvedenym v tabulke 3, davko-
vaného v 10 1 fermentéri.

Fermentacia sa uskuto¢fiovala pri 33 °C s prevzdusiio-
vanim pri 0,5 objemu za min. a udrZiavania pO, nad 40 %
za mie$ania kultary pri 700 az 1200 ot./min; pH sa udrZia-
valo na 7,0 s pouzitim 25 % vodného roztoku amoniaku. Po
6,5 hodiny roztok so 620 g/1 glukdzy sa pridaval kontinu-
alne do kultiry takym spdsobom, Ze koncentracia glukézy
vo fermentéri neprekrodila hodnotu 17 g/1. Po 32 hodinach
sa fermentécia ukoncila. Obsah L-tryptofanu a vedFajsich
produktov L-fenylalaninu a L-tyrozinu, ktoré sa akumulo-
vali, bol kvantitativne stanoveny pomocou vysokoudinnej
kvapalinovej chromatografie. Vysledky su uvedené v ta-
bulke 4.

Priklad 7
Produkcia tryptofanu pomocou Escherichia coli
JP4735/pMU3028

Jednotlivé kolénie kmefia Escherichia coli K-12
JP4735/pMU3028 sa produkovali na MM agare /pozri pri-
klad 1/ doplnenom glukdzou (2 g/1), kvasinkovym extrak-
tom (5 g/l) a tetracyklinom (2,5 mg/1) za inkubéacie pri
30 °C 48 hodin. Jedna vybrata kolonia sa d’alej rozmnoZo-
vala v 10 ml kultiry /100-mililitrova banka/ za inkubAcie
pribliZne 16 hodin pri 30 °C a 250 ota¢kach za minutu.

Médium pre kulturu bolo pripravené zo sterilnych za-
sobnych roztokov uvedenych dalej:

glukéza (20 %) 10 ml

MOPS minimalne médium (x10 ) 20 ml (pozri priklad 5)
kvasinkovy extrakt (20 %) I ml

tetracyklin (10 mg/1) 0,05 ml

sterilnd  destilovana voda 170 ml

Jeden ml tejto kultary kmetia Escherichia coli K-12
JP4735/pMU3028 sa inokuloval do 300 ml olkovacicho
média /zloZenie pozri v tabulke 1/ preneseného do Erlen-
meyerovej banky s objemom 2000 m1 a pestoval za pretre-
pévania pri 30 °C 24 hodin na rota¢nej trepatke pri 150
ot./min.

70 ml vyslednej otkovacej kultury sa inokulovalo do
700 ml prefermentatného média /zloZenie pozri v tabulke
2/ davkovaného v 2 1 striasacom fermentéri a fermentécia
sa uskuto¢iiovala pri 30 °C 24 hodin. Hodnota pH 6,7 sa
regulovala pomocou 25 % vodného roztoku amoniaku; pO,
sa udrziaval nad 40 % prevzdu$iiovanim rychlostou 1/3
objemu za min. a mie$anim rychlost'ou 280 az 380 ot./min.

Vysledna prekultira s vonkajSom priemerom 20
/merané pri 660 nn/ sa inokulovala do 6,3 1 hlavného fer-
mentainého média so zloZenim uvedenym v tabulke 3,
davkovaného v 10 1 fermentéri.

Fermentécia sa uskuto¢iiovala pri 33 °C s prevzdusiio-
vanim pri 0,5 objemu za min. a udrziavania pO, nad 40 %
za mieSania kultiry pri 700 az 1200 ot./min; pH sa udrZia-
valo na 7,0 za pouzitie 25 % vodného roztoku amoniaku.
Po 6.5 hodiny roztok so 620 g/1 glukdzy sa pridaval konti-
nualne do kultlry takym sposobom, Ze koncentracia gluké-
zy vo fermentéri neprekrodila hodnotu 27 g/1. Po 45 hodi-
nach sa fermentacia ukonéila. Obsah L-tryptofanu a vedlaj-
Sich produktov L-fenylalaninu a L-tyroakumulovaného
L-tryptofénu sa kvantitativne stanovil pomocou vysokoi-
¢innej kvapalinovej chromatografie. Vysledky su uvedené
v tabulke 4.

Tabulka 1

ZloZenie olkovacieho média

monohydrat glukozy 4 g/1
kvasinkovy extrakt 1,1 g/t
kyselina morfolinopropansulfonova 16,7  g/1
dihydrat citratu trisodného 0,14 gl
FeSO,.7H,0 13 mg/1
MgS0,.7H,0 04 g1
(NH4),S0,4 1,29 g1
KCI 0,24 g/1
KH,PO, 1,05 g1
tiamin-hydrochlorid 5 mg/1
tetracyklin 25 mgl
stopové prvky 2 ml/1

pH bolo nastavené pomocou 25 % vodného roztoku
NH,OH priblizne na hodnotu 7,0.
Stopové prvky obsahuju:

Na,Mo00,.H,0 0,15 g/1
H;BO:; 2,5 g/ 1
CoCl,.6H,0 0,7 g1
CuS0,.5H,0 0,25 g1
MnCl,.4H,0 1,6 g/
ZnS0,.7H,0 03 gl
Tabul'ka 2

ZloZenie prefermenta¢ného média

monohydrat glukdzy 275 gl
kvasinkovy extrakt 75 gl
dihydrat citratu trisodného 1 g/1

FeSO,.7H,O 1,1 g/l
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MgS0,.7H,0 3,15 g/l
(NH,),S04 8,65 g/l
KH,PO, 0,75 g1
tiamin-hydrochlorid 24 mg/1
tetracyklin 2,5 mg/l
K,S0, 23 g1
stopové prvky (pozri tabul’ka 1) 2 ml/1
Tabulka 3

ZloZenie hlavného fermentatného média

monohydrat glukézy 27,5 g/l
dihydrat citratu trisodného 1 g/l
FeS0,.7H,0 14 gl
MgS0,.7H,0 3,15 g/
(NH,),S0,4 8,65 g/l
KH,PO, 1,5 g/l
K,SO, 23 gl
stopové prvky (pozri tabul’ka 1) 4 ml/1
Tabulka 4

Kmeri L-tryptofan (g/l) | L-fenylalanin (g1) | L-tyrozin (g/1)
JP6015/pMU91 18,3 1,0 038
JP4735/pMU3028 19,5 0 0

PATENTOVE NAROKY

1. Mutantné kmene E. coli so zvy$enou schopnostou
produkovat’ L-tryptofan zahffiajice vo svojom genéme
mutantny gén kodujuci Ciastodne defektnu tryptofanyl-
-tRNA-syntetazu, ktory, ked' je pritomny v neproduktiv-
nom kmeni, je charakterizovany tryptofanovou auxotrofiou
zavislou od teploty, a s d’alsimi mutdciami na chromoz6me
v jednom alebo vo viacerych génoch selekiovanych zo sku-
piny mitr, aroP, tnaA alebo tnaB.

2. Kmeni E. coli podla néroku 1, kde uvedené mutécie
majlice za nasledok defektné odvadzanie tryptofanu si a-
roP579, mir-24 a tnaAl.

3. Kmene E. coli podl'a naroku 1 a 2, kde uvedeny mu-
tantny gén kodujici &iastodne defektni tryptofanyl-tRNA-
-syntetazu je trpS378-alela, ktord sa dé ziskat z E. coli
JP6006 deponovaného v DSM pod prirastkovym ¢islom
DSM10118.

4. Kmene E. coli podl'a narokov 1 aZ 3, kde st uvedené
kmene transformované plazmidom nesicim tryptofanovy
operén kodujuci enzym antraniltsyntetidzu zbavenu spit-
novizbovej inhibicie tryptofanom.

5. Kmene E. coli podl'a nérokov 1 aZ 4, ktoré maju
mutdcie v jednom alebo vo viacerych génoch selektova-
nych zo skupiny trpEDCBA, ktoré, ked’ su pritomné v ne-
produktivhom kmeni, udeluju bunke tryptofanova auxotro-
fiu.

6. Kmefl E. coli podl'a naroku 4, kde uvedeny plazmid
je pMU3025 a nesie trpE483-alelu, pritom uvedeny plaz-
mid je charakterizovany pomocou obrazka 6c a ziskatelny
z E. coli JP6768/pMU3025 deponovaného v DSM pod pri-
rastkovym &islom DSM10121.

7. Kmeit E. coli podla narokov 4 a 5. kde je uvedeny
plazmid pMU3028 a nesie trpE483-alelu, trpDCBA-gény a
serA’, pritom uvedeny plazmid je charakterizovany pomo-
cou obrazka 8 a ziskatelny z E. coli JP4735/pMU3028 de-
ponovaného v DSM pod prirastkovym &islom DSM10122.

8. Kmett E. coli podla narokov 3, 4 a 5, kde je uvedeny
plazmid pMU91 a nesie trpE476DCBA-gény a serA’, pri-
tom uvedeny plazmid je charakterizovany pomocou obraz-
ka 9 a ziskatePny z E. coli JP6015/pMU91 deponovaného v
DSM pod prirastkovym &islom DSM10123.

9. Kmene E. coli podla nérokov 1 aZ 8, ktoré maju
muticiu v jednom alebo viacerych z nasledujucich génov:
trpR, tyrR, serA, aroG dodavajicim DAHP-syntetéze Phe
rezistenciu k spétnovizbovej inhibicii; trpE dodévajicou
antranilatsyntetdze rezistenciu k spéitnoviizbovej inhibicii; a
aroH dodévajucou DAHP-syntetdze Trp rezistenciu k spit-
novizbovej inhibicii.

10. Sposob stabilizacie charakteristik kmefiov E. coli
podlandrokul,vyznadujici sa tym, Ze po-
¢as rastu inokula sa do genomu E. coli kmeiov zavedie
mutantny gén kdodujuci Ciastolne defektni tryptofanyl-
-tRNA-syntetazu, ktory, ked’ je pritomny v neproduktiv-
nom kmeni, je charakterizovany tryptofanovou auxotrofiou
zavislou od teploty, a dalej sa na chromozém zavedu dalSie
mutdcie v génoch aroP, mtr, tnaA alebo tnaB a uvedeny
kmeti sa kultivuje pri teplote v rozmedz{ 27 °C az 30 °C.

11. Spdsob podla naroku 10, vyzna€ujaci
sa tym, Ze uvedené muticie s v génoch aroP579,
mitr-24 a tnaAl.

12. Spdsob podl'a nérokov 10 a 11, vyznadu-
jaci sa tym, Zeuvedené kmene E. coli nesi plaz-
mid.

13. Spdsob podla naroku 12, vyznacdujaci
sa ty m,Zeuvedeny plazmid nesie trpE483-alelu.

14. Sposob podla narokov 10az 13, vyzna&u-
juci sa tym,Zepotasrastu inokula sa pridava do
kultivaénej pddy kvasinkovy extrakt.

15. Spdsob produkcie L-tryptofanu fermentaciou,
vyznadujaci sa tym, Ze zahfila kultivaciu i-
nokula kmefiov E. coli podFa nérokov 1 aZ 9 pri priblizne
30 °C prednostne za pritomnosti kvasinkového extraktu,
pritom rast inokula sa limituje pomocou koncentracie
vhodného fosfatu v prislusnom rastovom médiu a fermen-
taciu pri teplote v rozsahu 33 °C az 37 °C za nepritomnosti
kvasinkového extraktu a ziskanie tryptofanu akumulované-
ho vo vyslednej kultivagnej kvapaline.

16. Spdsob produkcie L-tryptofanu podla naroku 15,
vyznadujici sa tym,Zeuvedeniferments-
cia sa uskuto&fiuje za nepritomnosti antibiotik.

11 vykresov
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