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Mikroorganizmusok és eljarasok pantotenat fokozott termelésére

(57) Kivonat

A talalmany targyat javitott eljarasok képezik fokozott pantoat és pantotenat termelésre olyan mikroorganizmusok
alkalmazasaval, amelyek médositott pantotenat bioszintetikus enzimaktivitassal és médositott metilén-tetrahidrofolat
(MTF) bioszintetikus enzimaktivitassal rendelkeznek. A talalmany targyat kiilondsen olyan, a kivant termék termelését
fokozé eljarasok képezik, amelyek a kulcsszerepet jatszé koztes termék, ketopantoat szintjét emelik az annak
szintézisében részt vevd enzimek segitségével. Rekombinans mikroorganizmusok és ezek tenyésztésének kdrilményei,
valamint az ilyen mikroorganizmusok altal eldallitott készitmények szintén a talalmany oltalmi kérébe tartoznak.
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& talaimany targyat képezik & paniotendt terme

fokozagirs
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a iranyuld mddszerek, & pantotendt biloszintézis atvona~

ellatd bivszintdzis Utvonal, nevezetessn & me-

tilén~tetrahidrofolay {,.MTF) utvonal modositisa

Féleg ast tarvuk fel, hogy az MTP bioszintézis Utvonal

megntvekedett szintiét eredményezi. A nmegndvekedett ketopantodt

szint pedig jelentdsen megndveksdett pantotenat termelési szin-
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tet eredmenyez a megfelelfen manipuldlt tdrzsekbsn. Lénvegdben
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Az MTE biloszintézi
at irjuk le. Egyik szemponthdél beblzonyosodott, hogy

regndvekedett szerin szint a pantotendtot terwmeld mikroorganiz-
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deregulélt MIF blossintetikus enrsimmel) rendelkexd mikroorganiz-

mus  tenyésziésédt olyan korilmények koudtt, hogy 2a pantobtendt
keépzddés fokomddik. Példaként emlithetd iflv bioszintetikus snzi~
mek kizé tartoznak az acetohidroxisav szintetdz, acetohidroxisav

idroxisav dehidratéz.

,,.e -

lrdmeroreduktdz és din

fenat tevmelésre irdnyuld el ok képszik, amsliyek tartalmaz~
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=3k dereguldly gantotendt bpicosrzintéris vtvonallal,

P

ilv biloszintézig Utvonallal és derequldlt MIF biloszintézig dtvo-

nallal rendelikezd, oly nddon dersguldlt mikroorganiznus tenyész-
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tését, hogy a wlkroorganizmus 36 &y tenyéasztése utdn legalabb

S
&2

SO g/l pantotendt képzddik, eldnySsen a mikroorganizmus 26 &dras

tenydsstése utén legsldbb & gfl pantotendt képzddik és mdyg =218~
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tendt termelésre irdnyuld elidrasck képezik, amslvek tartalmaz~

&k dersgulalt pantotendt bioszintéris Gtvonallal, dersguldlt

23 deregulalt MTY bioszintézis Gtvo-

wallal rendelkexnd, oly mddon deregulalt mikroorgs s Ltenyvéss-
tését, hogy a mikroorganizmus 48 Sras tenvészidse utan legalébt
80 g/l pantotendt képrddik, eldénybsen a mikroorganizmus 48 &ras
tenydsziése utan legaldbb 70 g/l pantotendt képsddik éx méyg =ld~-
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pantodt #s/vagy pantotenat) fo-

zasban panto-vegyiiletek {(példéul
kozott termalésé) szolgdld =iljdridsok képezik, amelyek tartal-

mazzak

>

l=galabb deregulilt pantotenat bioszintézis Otvonallial

Ny

rendelkesd mikroorganizmusock tenyésstését. A ,pantotendt bdbio-

szintézis dtwvonal® kifejezés magabs foglalia 3 pantotendt kiszla-

3,

1¢ génsk &ltal k&dolt poelipeptideketl, vegyiletesket {példaul
szubsstratokat, intermedisreket vagy terméksket), kofaktorokat
2a hasonldékat feldleld hiossintésis dtvonalat. A& ,pantotendt
kifeterds ugyvaniygy puagdba foglalia mikro-

in vivel ve-

vry b v i g e o BBy 2 o v oyt ey 8 > d oy § e e
organigmqunban a pantotendt szintézisehez

zetd bioszintézis Gtvonalat, mint a pantotenidt in vitro szinté-
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zisdhery vezetd bhiocgnintézis

Az ittt lelrtak zzerint a ,deregulidlt pantotendt bioszintézis

Gtvonallial rendelkezd” wikrovrganizmus olyan mikroorgsnizmusra
utal, asmelynek lszgalsbb egy pantotenal bloszintetikus enzimje

oly mddon deregulalt {(példadul tilzettan kifedezett) (mindkéx

faejezést definidliuk itt), hogy pantoterdt termeldddése fokozddik

(nevezsett mikroorganizmus pantotendy arnelasst szehasonliitva

példéul nevezett bioszintetikus ensim  dersguldcidia  eldttl

pantotendt termelésével). A pantotendt™ kifejezés a pantotenat



jezéssel is ugyanigy, mint bdrmelyik sdidval famely a pantotendt
vagy pantoténsav szavas hidrogéniének kationnal, pdldicl kalcium-

mal, natrivomal, ké&livmmal, ammdniummal tdrténd cseréiébs) szér-
mazikl, opantotendt soként” is emlitwe. & .pantotendt”™ kifejensds

faldlell a pantotenadt alkohol
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har g

-

L

5
f

tett gantotendt adk  a kaloium-pantotendt &8s
pantotenit. Eldnyben résszessitett alkehol szédrmazék a pantotenol.
A taldlmany szerintl pantotendt sdék ésfvagy alkoholok kdzé tar-
toznak az ittt lelirt szabad savakbdl hagvomdnyoes mddszerekkel
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Egy mdsik megvaldsitdsi for-
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mdban a pantotendt s0t kdzvetlenil egy taldlmény szerinti mikro-
organizmussal szintetizdltatjuk. B talidlmdny szerinti pantotendt
sé shhez hasonldan hagyomdnyos mddszerekkel atalakithaté a pan-
totenat szahad 5avas formaiavs VaQy pantoténsavva. A

pantotenadt® kifejezést gyskran rdviditidk .pan®-ként is int.
A Ldereguldlt pantotendt bioszintédzis dtvenallal rendelkezd®

olyan mikrocrganizmust jelent, amely-

pantotendt bieszintetikus enzimie dereguldlt

{(peldaul talzottan kifejezddiky oly médon, hogy & pantovenat
termelés 1 g/l vagy enndl nagycbb. Eldnyassbben, a ,dereguldlt
pantotenat bioszintézis dtvonallial rendelkezd™ mikrocrganizmus
clyan mikroorganizmust dfelent, amelynek legalabb egy pantotenit
bleszintetikus enzimie eresuiaig {paldaul tdlzottan Xkifejeszd-

3 3l N IS SR PR N L3 v e ey Y Sy g ] P o YR oy iy Y -
dik) oly mddon, hogy a pantotendt termelés 2 g/l vagy enndl na-
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b 2 N X ™Y v R S s &~ -~ A $ e ey X
gyobl., Meg eldnydsebben, a ,dereguldlt pantotenit bioszintézi
S PRy Tyt I N Yroorgand F Yy . .y
nivonaiial rendelkesd™  mik JOIGEN1ZmAE QLvyan  mi kr COGXFaiyL ZMUsS T
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jelent, amelynek legalablh egy pantotenidt bilossintetikus enzimie
dereguldlt  {példaul tdlzottan kifejezddik) oly mddon, hogy a

pantoteandt termelés 10 gfL, 20 9fl, 30 gs/l, 40 g/i, 50 gfl  wagy

A pantotendt bioszintetikus snzim” kifedezés feldlel bir-
mely enzimel, amely felhaszndldsrs Xerill a pantotendt hioszintéd~

zis Gtvenal egy vegyllenének {pé&ldaul ki&ztes terméknek) a kiala-

KIV) eqy kiztes fterméken, Ketopantoidton kereszitdl valdsul meg.
stopantodt kialakuldsat a pantorendt bloszintetikus enzim PanB

terméke)
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tetikus ensim Pand vagy aszpartdt-o-dekarboxildz {3 pend gén

~ TN N vy~ > £ “ P . s ~ o4 oy ety - -
enzim Panl wvagy pantotendt szaintetaz {a panC gén tearméka)} kata-
iR&lYa,. Pantotenat bioszai alternativ szerspet
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& tvonal anzi W Yed y“ﬂt, ag ittt
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iz tatszhatnak a

gnnek megfelelden, a taldlmany targydt egy megvaldsitdsi
formaban pantotendt Iokozott termelésére irvdnyuld eljdrds képe-
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szintetikus enzimmel {példidul oly wmddon deregulidlt, hogy fokozdé-

dik a pantotendt termelés) rendelkezd mikroorganizmus tenyéssts-—
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tazt} Panh-t {vagy azzpa t-g~dekarbozilizt)y éz Pan®l-t {vagy
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ketopantodt reduktazit! tartalmaszsd csoportbél valasztiuvnk, & ta-

. < .

l&lmdny targyvé&t egy wmasik pegvalds tan pantotenat fokozoty
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termeldsdre ivanyuld eljarés képezil, amely tartalmazza legaldbd

'.

k&t deregulalt pantotendt bloszintetikus enzimmel rendelkexd

mikroorganismus tenyészissét, ahol nevezett enzimet Hpéigdy

okl
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PanB-~t {vagy kestopantodt hidroxilimetil-transzferidst), PanC-t

dekarboxiliazt} és PanEi~t {vagy ketopantodt reduktézi} tartalms-~
zH osoportbél valasztiuk. A talidlmdny tArgydt egy masik megvald-

2o

sitdsban pantotendt fokozott termelésére iranyuld =1ijd K

an

pa-
zi, amely tartalmazza legaldbb harom dersgulilt pantotendt bic-

szintetikus enzimmel rendelkezd mikroorgsnizmus tenyésziését,
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ahol nevezett enzimet peélddnd! a  PanB-

TAlmany Laragy
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tarmelésére lranyuld eli&ras kKépezl, amely Bashalmaszdlagalibd

H
?fmikxocreanizm“s twnfésztésé§qﬁ§§fk$&&%wﬁﬁ nikroorganiznu

= U oo g S $- ; =
- Panl~t {vad)

j o PanbD-t {vagy asezpartat-g-dekarvoxilazt)

és  PanBEl~t {vagy ketopantodt redukitdrd) tartalimas deregulidlt
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slzoleunin-valin bioszintetikus enzim” kifejezés feldlsl bérmely
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tézig Gtvanal egy vegyilebének {példdul kdztes terméknek) a ki~

Az 1. Abra sserint valin szintézise plruvédtbdl ax
acetolakiat, o,P~dihidroxi~izovalerar {o,B-~-DHIVY és w-keto-izo-
valerdt {(Q~KIV} kdztes termékeken keresztdl tértsénik. Az ageto-

laktat kislakulasét plruvatbdl sz acetohidroxisav szintetidz {az

5.

1IvBN gén terwméke vagy mé&sik lehetdségként ar als? gén terméke)
izeleucin~-valin blogzintetikus enzim katalizé&lia. w,B~DHIV kép-~

23dégér  acetolaktiatbhdl az scetohidrozisay lsomerorveduktiz  {az
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{az 1IvD gén terméke) izolsucin-valin biloszintetikus enzim kata-
iiz&lia. Tovébbad valin és izoleucin sajdt a-keato-veagylletikkel

- Ry

sgymasba alakithatdk elidgazd ladncd aminosay transzamindzok se-

y

gitségével, Az izoleucin-valin biossintetikus enzimek altearnativ

Ennek megfelelden, a taldlmany targvédt =0y megvaldsitasi
formaban pantotenat fokozott termelésére irdnyuld elijdrés képe-
zi, amely tartalmazza legaldbb egy dereguldlt izoleucin-valin

{1Iv} Dbiloszintetikus enzimwel (példéul oly mddon dereguldlt,
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ny térgyét pantotendt fokozott termslésére ifré-

nyuld eljdras képezl, amely tartalmazze legalalbd két dersgulilt

clauvcin-valin {ilv} bioszintetikus snzimmel rendelkezd mikroor-

v e
A8

mésik megvaldsitasban a tfaldlmdny téar-
gy&t pantotendt fokozott termelésdére iranyuld eliadrads képeszi,
» tartalmazrzae legaldbh  hérom deregulilt  izoleucin-valin
{ilv} Dbloszintetikus enzimmel rendelkesd mikroorganizmus te-
nyésztését, példiul nevezett mikroorganizmus deregulalt formdban

tartalmazza ITI1vBN~-t wvagy AlsS~t {acetchidroxisav szintetdztl,

IivC~t {(acgetohidroxizavy Izomeroreduktiazt) ¢g IlvD~t {dihidroxi~

0
3]
23
a

dehidratézt) .

és/vagy az lzoleucin-valin {(ilv) bicoszintézis atvon enzimisi-

r81 hebizonyosodott, hogy alternativ aktivitdsuk létezik az [Rl-

¥

~{2-nidrozi-Z-metil~butirilamine} ~propionsay vagy 3-{2-hidroxi-

-

J-metil~butirilaminel~proglonsay {HMBPA™) bioczzintdzis Gtvonalon.

Az AR 3~ (Z-hidroxi~3-metil-butirilaminoei -propionsav {  HMBER™ )

.~

atvonal® kifejezés olyan altsinativ
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dtvonalra utal, wly magdba foglalia a pantoten

-

{ilvy bicoszintézis Vtvonalhoz

szintésisd~
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ben falhasznalasra keridld biloszintetikug enzimeket é&s vegyilete-
b e A AR 3 PEUNPS A TR SRR T bt . L P T T A s G
ket {p2ldiul ssubsztrdtokat 4s hasonldkstl. A L BMRPA bicszinté-
. EEEE VI P N Y ] N et . e s et Y

zis Gtvonal” kifeiezészbe ugyanigy beletartozik a mikroorganiz-
TFLEH/RB
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musokban HMBPA szintézisdhes {p2ldiul ia viwvo} vezetd hioszinta-
S P A S £ 3 ML N { R T S U S S ot A g o e
zig Gtvonal, mint a HMBPR in vitrs ssintézisshezr vezetd hioszin~

tédzis Gtvyona

& L HMBPA bioszintestikus

egy vegylleténsk (pé&ldiul kéztes terméknek) a kia
Peidaul & Z-hidroxi-izovaleridnsav {(o-HIV) szintézisét g~keto-
izovaleratbdl (@-KIV) a panbBl &s pankZ géntermékek {PanEi~
ketopantoat reduktézként ds utalunk ittt} ésivagy az 11vC gén
terméke {amelyre acetohidroxisav lzomeroreduktdzként is utalunk
itt) katalizalidk., HMBPA kialakuldsat P-~alaninbdl és a-HIV-b&l a
ranC gén terméke {amelyre gantotendt szintetazként is utalunk
ity katalizdlia.

Az GSR]-3~ {2-hidrozi~3-metil-butirilamine)~propionsav {,HMBPA™}”
kifejezés egyarant jelenti a HMBPFA szabad savas formdiat, ame~
lyet S8} 3 (Z-hidroxi-3-metil-butirilamino} ~propiondtként™ is

emlitink €5 annak birmilven sdijdt (amely a 3-{&-hidromi-I-mebil-~

- X A ¢ g - o R 5 o .. .5 i
butirilamino} -proglionsav VEQY I-{2~hidroxi-3~metil-

butirilamino) ~propiondt savas hidregéniének példdul kalciummal,
Btriummal, k&liuwmnsl, smmdniurwmal t9rténd czerdiébdl szarma-

zikye amelyrs mirnt a wd={Z=hidrogi~3~-metil-butirilaminog)-

vintl HMBPA sdk kdzé tartoznak az ittt leirt szabad savakbdl ha-~

3 ¥ 2 - A -y e T ey B LY i G
gyomanyes médszerekkel 218411itort
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-metili-butivilanine} ~propiondt szabkad savas formdiava.

A taldlmény térgyat eldnyben részesitett megvaldsitisokban

panto~vegyillets {péidédul pantedt &sfvagy pantotenat) fokozott

rendelkezd mikrocorganizmus tenyészidsét., A ,metilén-tetrahidro~
felat (MTF} bioszintézis Gtvenal? kifejesds olyan bioszinténis
Gtvonalra utal, amelyben a PanB szubsstravidnak, MIF-nek a kép~
zfdesebean vagy szintézisében felhaszndlésra kerild MTF bicszin-
tetikus enzimek (példaul bioszintetikus enzimeket kédald gének

“ s S

altal kdédolt polipsptidek), wegyllstek {(példaul szubsztritok,

intermedierek vagy tsrmékek), kofaktorok €z hasonldk wvesznek

régzt. & ,metilén-tetrahidrofoléat (MTF) bioszintézis ftvonal®

kifelezés ugyanigy magébas foglalia az MTF szintéziséhez ian vivo

E., ooli~ban a J. &bra szerint), mint az MITY in vitro szintézigé~

strahidrofoléat

(w
PRE
$ood
108
ﬁ
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hez vezetd bilogzintézis tbvonalat., A& Lmet
(MTES bicszintetikus enzin® kifejerésbe beletarteozik minden

%

clyan =nzim, amely feslhaszn

s

5

ysra kerlil a metilén~tetbtrshidro-

{

-

i

B

folat (MTF} bloszintézis Gtvonal egy vegylletének {(pdlddul kdz-

tes btermékned vagy terméknek) képzddésdben.

O

¥

A talélmany - legalakbb részben -~ azon a felfedezészen alapul,

N

hogy bizonyos MIF biloszintetikus enzimek deregulacid

meiddést eredményez. Azt az MTF biloszintetikus enzimet,

>4
3
3
@
h

- N ex s ird A A AR N . - Rea 2 - Ay e )
amelynek dereguldcidéia fokozott MTF képzddést sredményes, LMIF
tn A wimb A e ar Yoy i & sy 14 ; e DAldakant amlithatd
biogwintézist fokowrd eanzimnek™ nsvezzik., Példaként smlithetd
g G v PRI A R R L N A . & - R Lo - e T, T
LHMTE roszintézist  fokozd snzimelk & S8rd gén  termdke {3~
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roximetil transzferidz). Dereguldlt metilén~tetrahidrafolat

TP} bloszintdzis Utvonallal rendelkesd” mikroorganizmus olyan

egalabb egy MTF biloszintézist fokezd enzinet

nevezatt alkroorganizoushan nevezety blogzintetikus anzim
deregulélasat megeldzd MTY termesléssel vagy a vad tipust mikro-
crganismus MTF termelésével Ssszehasonlitval.

formaban a talalmany tTArgyvat panto-

amely tartalmaszza az itt defindi-
tak szerintl dereguldlt ,metilén~tetrahidrofoldt (MTF) bio-
szintézls Utvonallal® rendslkezd mikroorganisnmus tenyésztését. A

formdban panto~
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bioszintézist fokozd enzimmwel rendelkezd mikrcorganismus te-

nyésztesét, A taldlmdny térgyit eldényben részesitett megvaldsi-

pantotenat) fokozott termelésére irédnyvuld alidrds képezi, amely
tartalnazza devegnlilit glyd géntermékkel ({szerin hidroximetil

o T v v s S ) 3 ¢
oI géantermékisl {3~

foszfoglicerat dehidrogendzzal] rendelkezd mikroorganizmus te-

- VA 5 vy Hoeyr A PG 2 A Yt e e e on: i evifen - - N o
A talalmany targvat meg tovabbil vonatkozdsban pantotenat fo-
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yozott termalésédre elidrasok képezik, amelyek tartal-
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mazwdk tenyeazatéset pantotenat képzddésének

eldsagitésére kivdlasztott tenyésziési kérilmények kdzdtt, pdl-

daul a mikroorganizmus tenvésztéssdt szerint {giy®& szubsztrétiat]

f3idslegben tartalmazd tapkdzegben. A ,szerin fdlésleg” kifsie-

ganizmus teny®sztdséndl szokdsosan alkalmaszobt seerin szinthez
képast megndvelt wvagy nagyobdb szerin mennyiség. Példaul a pél-
dékban lelrt a Bacillius alkroovganizmus tenyésztésse szokdsosan

kirdlbeldl 0-2,5% g/l szerin jelenlétében tdrténik. Ennek megfe-

eldnydsen kdridlbeldl 2,5-10 g/l sszervint jelent. Szerin f3ldsieg
jelenthet § g/1l-né€l nagyobdb wmennyiségd szerint, példiul kdril-
beliél 5-10 9/l szerint.

Egy m&g tovibbl megvaldsitdsi formaban az ittt leirt mikroor-

ganlzmusokat olyan kirdlmények kSzdtt tenyésztiitk, hogy tovabb

ndvekedien a pantotendt termelés. Példdul a pantotendt és/vagqy

izoleucin~valin {11v} bioszintézis  Gtvonal ittt definidlt
prekurzorainak és/vagy kidztes termékelnsk ndvelésével {pédlddnl

& o - .o A s - 2 -~
séivagy ©-KIV £oldslegének

5

mikroorganismusokat P-alanin, wvalin

[

3 ~ b .' %y v B A ' 2 % A Q R T4 S
jelenldtében tenvésstve! &§mwy~@§&%kmweaanﬂcfﬁk,.: % mLau¢gM§ﬁw@§mm
S ddg-nddid rotantds mﬁ’“‘n}'% ssad isw IR TR 4 1 SR N@.’:E‘ﬁi \\\\\ };@{)@3\\@:&%&@:&-‘
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formaban a

szabilyozdsa képezl pantote-

a panbtotenat termelds fo-
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sxekvencidkat annak a szervezetnek a Kromoszdmilis DNS~éLEL,

vesehb, mint kSrélibeldl 10 kb, 5 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb, 0,2 kb,
0,1 kb, 50 bp, 2% bp wvagy 10 bp olyan nukleotid-szakvenciidt tar-
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dett enzimakitivitis™ azt jelenti, hogy az aktivitas legaléabb

alédbb 10-25%~kal, nmég =218nyd-~

R20~-78%-kal wvagy 75-100%-kal nagyobb,

ped

mint & wad tipust nukleinsav molekula vagy gén altal kddolt
polipeptid vagy fehérije aktivitasa. A fent megadott értékek xoné
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esd tartomianyok, pé
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daul 75-88%, 85-80%, O90-95% grmintén a tald&l~

froat

méany oltalmi kdrébe tartoznak. A . megnovekedett aktivitas
magnidvekedett enzimaktivitds™ azt is Jelentheti, hogy az akti~

egaldbb 1,25-sz8rdse a vad tipust gén Aaltal kddolt goli-

egalibb 3-gzOorosa, d~T2TERS, S~grtrdse, 1d~szerese, 20-
o Yo £ oy 9 ey A
sEorosa, Sl-szerese, 100-szorosa s vad tipusid gén

Bgy masik megvaldsitisl forméban a nmutdang gén altal kédoltn

pollipeptid vagy fehfrje csdkkent aktivitdst wmutat a vad tipush
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vagezve  {pélidéul

a meghatdrozdst hasonld kirtiménye

ugyanazon a hdmdrséhlaten tenyésutett mikroorganizmusckban vizs~
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galva). Az is sldfordulkat, hogy a mutdns gén nem kédol polipep
~ v o~ 2 cah . . - A it Y e URF TRV Sy & e o3 A b -~
vagy & vad tipust polipeptid csbkkentsit szintiét termeli.
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nukleinsay wmolekula vagy gén &ltal kddolt polipesptid vagy fehér-

alabb 10-25%-kal, még eldnydsebben legalabb 25~50%-kal, 50-75%-

kal vagy

T5-100%~kal kizebb, mint a wvad tipusd nukleinssy mole~

ul k&rdibe 100%~kal kissbb aktivitdst, mint a wvad tipust nuk-
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ieinsav molekula vagy ¢én altal kédolt polipeptid wvagy fseahé

Az aktivitads a sudban forgd fehériére 361 bevalt, birmel

meghatdrozhatd., Az aktivitéds wmérhetd kézveb-

yagy mikroorganizmusbdl ilzoldlt  vwvagy
rigztitort £ sktivitdsanak nérésével. Masik lehstdségként

vagy meghatérozhatd a sejten vagy mikroor-~
ganizmuson kelul, wvagy esxtraselluldris kdzegben., PELddul muténs
al kddolt ostkient enzimakbtivitds)
mubéns gén mikroorganizmushban tdrté-

olyvan muténg mikroorganizmusban,
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joen képes-e komplementdlnl a héérzdkeny {(tonperature sensitive =
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mikraocrganizausban, awmely kifedfezi mutdns gént vagy

termali a nevezetlt mutans feshériér vagy polipeptidet {azaz a mu~
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nukleotic-gzekvenciala eltér (példaul egy wvagy t3bb nukleonid

'_‘R"JI\* -1 . nan -\.m ! e S -~} o —~ . i A . .. .
- O2leclojaval vagy szubsztitbGoiddidval) a nativ vagy

insav wmolekula {p2ldaul rekombindns DNS molekula) =lénydssn sza-
balyozd  szekvencidkkal uwikddSképesen odsszzekapcesolt  taldlmény

szerintl dzelalt gént tartalmaz, A ,szabdlvozd szekvencidkkal

szekaposole” kifedj

343

ze¢s azt Jelenti, hogy a szdé~

pan forgd gén nukleotid-swekvencidija oly mddon gra-
balyosd ssekvencidval vagy szekvenoidirkal, hogy lehetdvé valik a
gén kifelexddése (példiul fokowobt, megnévekedett, konstiturniv,
minimalis, legyengitett, cstkkent wvagy represszélt kifejezddé-

Y

se), idnydsen & gén Aaltal kédolt termék

3

ha a rekombindns nukleinsavy molekula az ittt leirtak szerint

s

rekombingns vektorban van és azt bevezetiik =gy mikroorganizmus-

A nszabalyozd szekvencia® kifedezés olyvan nukleinsav-szek-
venciat jelent, amely mds nukleinsav-szekvenciak (pdidaul ofnek)
} S :
kifejezddesdt befolvasclia (példaul mddositia vagy azabalyozsa) .

Egy megvaldsitasl formaban a szabdlyozd szekvencia hasonld vagy

azones pozicidban és/vagy ovienticidban helyezbkedik 1 a rekom—

bindns nukleinsav melekulaban, mint a széban forgd gén, negfi-

A A ety Y N R U 3 . " R ol AT oy e Lo & oy 3 SR N

iyezkedeslk (példdul naviv pozicidban és/vagy orientacidban)
Ko o vy A sy i Yo Syn Y A G T N e o e 2 £~ % Ty ~ e srreea Yoo & oo A

természetesnek tinik., Példdul g sudban forgd gént a rvekombindns

nukleingsav nolekula tard
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&ldaul nativ promdterhez). Masik lohetdségként, a szdban forgd
gént 3 rekembindns nukleinsav molekula tartalmazhatia nikodské-
pesen  Osszekaposciva olyan szabdlyowxd ssekvenciidval, amely a
természetas szervezetbsn aygy mdsik {(p&ldiul =ltérd) génhez tar-

Ear % e oy o s NN ~ ey ey s v AR A ew Y 3 Y i PN A o
tozik vagy szonszédos azzmal, Mésilk lehetdségként, a szdban forgd

ant & rekombindns nukleinsav molekula tartalmazhatia mikaddks-

g &
-~ 3 - T o5r Iy of e his ANy A o any BRI a1 an ay A an e B P A A
pegan D393ZeXaposaiva g__a METLN sz2arveseindl szarmand SZGSB.}..}'QED

srekvencidval. Féldanl mas mikrobdkbdl szdrmazd szabilyozd zzsk-
venoidk {(példdul mds bakberidlis szabilyord szekvencidk, bakte-~

A

riofaqg szabalyozd szekvencidk €s hasonlék) kaposolddhatnak miks-

<

h
Egy megvaldsitési forméban a szabllyozd szekxvencla nsm-na

i 4
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vagy a természetben nem eldforduld szekvenvia {(pdldaul mddes
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2letdlt szekvencia,
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beleértve kémisilag szintetis

{enhancers}), termindcids szigndlok, anti-termindcids szignalok

¢z =2gyveéb expresszids kontroll =lemek (peld&ul olyan szekvenciik,
amelyvekhez reprasszorok vagy inducerek kapcsolddnak és/vagy

R -~ 3 o P o~ hed b? ~ A -~ PN 3 . < ok ~3
nd  ed. Cold Spring Harbor Laboratory Cold  Spring Harbor
k4 D be R & =
¥ g 2y B N N A Tt K N & Fs o3 Z 2 A =
Laboratory Press, NY (1983831, Szabkdlyvozd szekvencidk kozé
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nak mikreoorganizmusban nukleotid-srekvencia konstitutiv

sddégét dranvitd szekvencidk (pé&ldaunl konstitu prombtersk &z
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exrds konstitutiv promét szakvencidk, amelyvek mikro-
organizmushan nuklectid-szekvencia  indukdlhatd kifelezddésst

iranyitidk {példaul induké&lhatd promdtersk, példédul xildz indu-

musban nukleotid-szekvencia kifejesddéssét gyengitik {attenuate)

vagy represszalidk {(példaul attenudcids szignédlok wvagy repress-

I
o
N
}.4‘
&
x5}

szor szekvenoidk). Szintén a talaimany oltalmi k&rébe tar

szdban forgd gén kifelezddésénelk swabalyozasa szabalyozd szek-

cid negativ szabilyozdsdban részt vevd szekvencidk sltavolitdséa-
val a sudban forgd gén kifejezddése fokozhatd.

Egy megvalésitdsi formdban a taldlmany

wwnd.
fot

lagalabb egy bakterialis

ioszintetikus enzimet, izoleucin-valin bieszinte-
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rtikus enzimet és/vagy metilén~tetrahidrofoldt (MTFY bicszinteti~

K

kus enzimet)] kddold nuklesinsav-szekvenciidt vagy gént tartalmsz
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wikdddképesen horzdkaposolva prométerhess vagy promdtsry

clahog. Eldnyben részesitelt taldlmdny sserinti promdterek kduzé
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LY mMRBgValosy tagsi forp@ban a promdter Bacillas promoter, @ldényé-
3 X

e e S Ty e A s g fpéldsul Hard ¥ Fura Wiokdmtai

SN [/YOS P d SN R S ¥ oY promeTay { P8 L3 2 HIATILLUS QLO¥2MI33

T A Vel 4 A Yeaa A d vy oy Y L i Dy S L " P . Q! O e Ko i RN " S
JLIRCGLITIRGS dbvonaldnak géniéher kaposolddd promdSter) . Egy mé-
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LK megvaidsitasi formdban & promdter bakteriofdyg promdter.
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tasi formdban a prométert a Pis, Py vagy Posgy P2
almazd osoportbel valasztiuk, wmelveknask szskvenciidia rendre a
kévetkezd:
GCTATTGACGACAGCTATGETTCACTGTCCACCAACCAAAACTGTBCTCAGT
ACCGCCAATATTTCTCCCTTCAGGGGTACAAAGAGGTETCCCTAGAAGAGAT
CCACGCTGTGTAAAAATTTTACAAAAAGGTATTGACTTTCCCTACAGGETST
GCTAATAATTTAATTACAGGCGCGEGCAACCCCGROTAT (1. szami szekvencia),
GOCTACCTAGCTTCCAAGAAAGATATCCTAACAGCACAAGAGLGGAAAGAT
GTTTTGTTCTACATCCAGAACAACCTCTGUTAARATTCCTGARARATTTTGOA
AMAAGTTGTTCGACTTTATCTACAAGGTGTGGTATAATAATCTTAACAACAGT
AGGACGE (2. sxémi szekvencia) &s
CAGGAATCATAGAATTTTGTCAASATAATTTTATTGACAACGTOTTATTAAC
GTTGATATAATTTAAATTTTATTTGACAAAAATGGGCTCGTGTTGTACAATA

AATETAGTCGAGGTCGATGCAATE (3. szamy szekvencia). Tovibbi 2ldny~

x

pen részesitett promdterek k¥zéd tartoznak a tef {a transzlacids

B

elongdcids faktor (TEF) promdter) és pye (& piruvdt karboxilaz
 amalyek eldszegitik 3 magas szintd kifejezddést
Bacilius-ban {példédul Bacillus subtilis~bani. Tovibbi 2Lldnyhean
reszasitett - korlétozést szonban nem jeleantd - promdtersk Grame-

ozitiv baktériumokban t8rténd felhasznélashoz az amy &8s 3P0
¥

k)

R & ™ - A ¥y T -3 S e a3 A ey - -~ ~,
prométerek. Tovabbhil eldnvben rdédszesitett - korlatozast asonban

nsn jelentd ~ prométerek példdul Gram-negativ mikroorganizmusok~

. X N F<4 - v ~ . ; fn gangev, o g d B maan P fe SV
ban torténd alkalmazdshow a cos. tac, trp. tet, bLrp-tet, iop,
T DI S - ™Y o 3 3 - & N o N5 -

LRC, Lppeede, laci@, TV, TS, T3, gal, tro, ara, SP&, A-PR vagy A~
DY

RIS S
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Egy masik wmegvaldsitési formdban & taldlmany szerinti
rekombinans nukleinsav molekula termindtor szekvencidt vagy
termindtor  szekvencidkat  {példdul transzkripcids termindtor

o N

szekvenciakat) artalmaz. A ,termindtor szekvencia® kifejezs

olyan szabalyozd szekvencidt jeldl, amely mBENS transzkrigeidis-

1

Qh
[ 5

nak lexdrésat {(termindcidisdty szolgdlia. Termindtor szekvenol:

3

N

szolgalhat 4]

b}

{"1
5
i“"

{vagy tandem transzkripcids termindtorck) Wy a
MRNS stabilizélésat (példdul mRN¥S~hez struktira hozzdadésaval),

példaul nukleérzokkal szembsn.

e

Egy masik megvaldsitdsi formdban a taldlmény  szerinti
rekombindns nukleinsavy molekula olyan szekvencidkat tartalmas,
amalyek lehetdvé teszik nevezstt szekvenciakat (aszaz kinutathatd

z

ds/vagy szelekcids markersket} tartalmazd vektor kimutatdsat,
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peldaul
nutdcickat komplementalni képes géneket, paldiul trpl-t, drog
markereket, I[luoreszcens markereket és/vagy kolorimstrids marke-
reket (peldéul lacZ/B~galaktozidizt). Egy még tovabbi megvaldsi-
tisi formaban a taldlminy szerinti rekombindns nukleinsav mole~
kula mesterséges riboszdma-kdtdé helyet (ribosome binding site =

t tartalmaz. A

el

RBE) wvagy nesterséges RBS~be atirddd szekvenadl
»mesterséges riboszdma-kotd hely” (RBS) kifejezés olyan halyet

jel8l egy mBNS (példadul DNS-en kédolt) molekuldn beldl, amelyhe:z

legalabb egy nukisotidban eltér a nativ RBS~tdl (példiul termé-
gzetben eldforduld génben taldélhatd RBS-18l). Eldnvben részesi-

tett RES-ek kOrGlibeltdl $-§, 7-8, 9~10, 11-12, 13-14, 15-1i6, 17~

TR TGN TTo97 Av_ta Am_se Sv_sa aa_an . e e
18, 18-30, 231-22, 23-24, 25-28, 27-28, 23~-30 wvagy td&bdb nuklsc-
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tidbdl allnak, amelyek kSzdl kérulbelul 12, 3-4. 5-6,
10, 11-12, 13-15 vagy tSbb eltér & nativ RRS~tS81 {peldaul a szo-
ban forgd gén nativ RBS~-8LEL, &ldaul a nativ pand RBS-tS1,
meiynek szekvenciidja: TARACATGAGGAGGAGAMAMACATS (4. szamd

Z%

szekvencial vagy 2 nativ panD EBS-t8l, melynak szekvencidiaz

23
)
f

ATTCGA GAAATGGAGAGAATATAATATG (5. szami szekvenciali.

e

térd nukleotidok eldnydsen oly mbdon szubsztituiltak, hogy azo-

nosak legyensk egy idedlis RBS egy vagy tobb nukleotididval op-
timalis Osszehasonlitd scorbadllitdsndl., Idedlis RBS-ek kdré tar-

tosnak ~ korlatozdst azonban nem delentenek a kdvetkezdk:

AGAAMAGGAGGTGA (6. szédmd szekvencial,

21

TTAAGAAAGGAGGTGANNNNATG (7. szamd szekvencial,

193

TTAGAAAGGAGGTOANNNNNATG (B, srémt szekvencial,
AGAAAGGAGGTGANNNNNNNATG (8. szémi szekvencia) és
AGAAAGGCAGGTGANNNNNNATG (10, széamd szekvencia). Mesterséges

RBS-ek felhasznilhatdk az agyes génskher kaposolddd, természet-
pen eldforduld wagy nativ RRS-ek ettesitésére. Eildnyben ré-
szesitett mesterséges  RBS-ek {példdul pasnd, killondsen  B.

ges  RBS-ek  {pdldaul

=%
e
N
o0
i

szazsite master

ﬁn

¥y

2ldcidiat ndveld RBS~ak!

78

ey
e ,
suhtili

canall trans
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e

TTAGAAAGGAGGATTTAAATATG (13, szami szekvencial,

TTAGARAAGGAGGTTTAATTAATG (14, szémb szekvencial,
TTAGAAAGGAGGTOATTTAAATS (15, sxémd szekvensia),
TTAGAAAGGAGGTGTTTAAAATG (16, szémt szekvencial,

ey

)rt;

CESR/RE
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ATTCGAGAAAGGAGGTGAATATAATATG (17. szamt szekvencial,
ATTOCACAAAGGAGETCGAATAATAATG (18. szamd szekvencia) és
ATTCGTAGAAAGGAGGTCAATTAATATG (19. szanmd szekvencial.

& talalmany targyat képezik tovabbé nukleinsav maolekulikat

{peldaul géneket vagy nevezett géneket tartalmazdé rekombingns

YT
Q}-»
Lﬂ

rakonb

}--!

nukleinsavy molekuldkat) tartalmazsd vektorak {p&ldau
vektorok) az itt lsirtak szerint. A ,rekombindns vektor” kifeje-
zes olyan vektorra {(példiul plazmid, fag, fazmid, virus, kozmid
vagy egyéb tisztitott nuklesinsav vektorra) utal, amely oly mddon
megvaltoztatott, wmédositott vagy genetikailag atalakitont, hogy

-

&l rendelkezik,

i‘»\

tobb, kevessbb vagy eltérd nukleinsav-szekvenciiv

mint &z a nativ vagy természetben eléforduld nukleinsav moleku-
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la, amelybdl a rekombin

e

tor eidnybsen bioszintetikus enzimet kddold gént vagy nevezett

3

gént hordozd rekombindns nukleinsav molekuldt tartalmaz mikddé-

ké

G
ko]
&
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hwzzakapesolva szabalyozd szekvenciidkhos, példanl
rromoter szekvenciékhoz, termindtor szekvenciikhoz 28/vagy mes-
séges  riboszdma-kdté helyvekhez (RBS-ekhez az itt leirtek
szerint. Egy masik megvaldsitési forméban a taldlmany srerints
rekombinégns vektor tartalmaz olyan szekvencidkat, amelyak fokoz-

zak a replikdcidt baktériumokban (példénl replikicidt fokozd

szekvencidk E. coli-ban mikdddképesek. Egy mésik megvaldsitasi

; X

replikacidt fokozéd  szekvencidk pBRIZZ  plazmidbél

X &

z

Egy mey tovibbl megvaldsitasi formaban a taldlmény szerinti

o vy T PN S v e - ~ anid gk P PP EEN o ey e RVECIPII - P -
rexombindns vektor antibiotikum rezisztsncia szebvenoidkat tar-

TSR BE
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amyicliguefacliens, Bacilius subtilis és Bacillus pumilus fajoks

tartalmazd csoporthdl valasztott mikroorganizmus.
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Egy masik megvaldsitdsi formdban a  taldalmény szerinti

rekombindns mikro {(bagdi-

kus szinezéket

tett wmegvaldsitasl formdban & taldlwmény szerintl rekonbinans

&3 Froteus nemzebtségeket tartalmazd oscportbdl valasztott mikro~

3

formé~

e

sités
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crganizmus. M2g inkabb eldnyben részesitett megvald

Escherichia nemzstségbe tartozd wmikroorganizmus. Még enndl is

inkébb eldnyben részesitett megvaldsitisi formiban a taldalmény
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v

szerintl rexombindns mikroorganizmus Escherichis coli. Egy masik
pegvaldsitasi formiban a talalmény szerintl rekombindns mikrocr-
ganizmus Saccharomyces (példéul Saccharomyces cerevisias).

A talélmény szerint eldnyben részesitert ,rekombindns” mik-

rocrganiznus dereguldlt pantotsandt
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enzimmel, deregulélt izoleucin-valin
lal vagy enzimmel és/vagy mddositott wvagy deregulélt nmetilén~
tetrahiﬂrofw*ét (MTE} kioszintézis dtvonallal vagy snzimmel ren-
delkezd mikreorqanizmus. A deregulidlt” vagy .deregulacis® kife-
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tezds egy mikroorganizmus legaldbbk egy —~ biloszintetikus enzimet

kédald -~ génjének oly modon taArténd megvdltoztatiessdt vagy nddogi~
tasat jelentl, hogy 2 bloszintetikus enzim szintie vagy akbivi

téasa a mikroorganizaushan vagy mddesul. Eldnydsen
legalabbt =gy - bioszintsti dold - gén valtonik meyg
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nél tobbk bicszintetikus enzim szintje vagy aktivitdsa valtozik
meg  vagy moédosul. Egy bioszintézis dtvonal deregulélasdnak”
(péidaul adott Dbiloszintézis Utvonalon egynél toébb gén sgyvide’d
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dersgulécidjanak) képessdge egy mikroorganizmusban néhany eset-
ben az adott mikroorganizmus fenoménidbdl ered, amennyiben 2y -
nel tibb enzimet {példiul két vagy hérom bilcszintetikus enzime
a genetikal anyag egy Osszeflggd darabidn egymdzsal szomszédosan
elhelyezkedd gének — melyekst ,operon”-nak neveziink {korabban de-
finilédltuk] - kddolnak. Egy operonban foglalt gének sgyméssal Gsg—
szehangolt szabalyozédsdnak kdszdnhetden az egyedilii promdter
gs/vagy szabilyozd elem megvaltoztatdsa vagy nddositidsa az

operon altal kédolt minden egyes géntermék megvaltozott vagy mod-

dosult kifejerddését eredményezheti. A szabilyozd elem megvél-
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kromoszomalis elhelyezkedésének médositédsadt, az operonnal szom-

5zZeaos vagy az operenon belilil nukleinsav-szekvencidl, dGgymint

aely megvaitostatasat, az opearon paldényszamdnak
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adott génnel szomgzédos nukleinsav~szekvencisdk, Ggynint riboszdé-
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velését, az adott gén transzhripoididban gs/vagy az adobt gén

rek és hasonldk) médositésat vagy egy adott gén kifejezddésének
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rendszerres i&dlt fermentaoids tapkdzeget ada~

golunk fo ntorka és  egyidedidleg ugyanclyan
mennyiségd, hasznalt vagy .kondiciondlt” tépkdzeget tavelitunk

és/vagy pantotendt} hinyerésével. Ilyven elijd:
valtozatait fellesztettdk ki €s ezek 51 ismertek a szakmdban.

& otenyesztes olyan k¥rilmények kdzdtt, hogy a kivént vegyil~
lat  termelddidn™ kifetezds magdba foglalias & nmikroorganizmus
et termeléséhez

vant hozamanak elérdséhez megfeleld wvagy

elégséges kirllmények kozdtt. Példaul a tenvésztdst a vegyllst

termeld-

{(példaul pantoldt vagy pantotendt) kiv
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ideryg Iolytatiuk, amennyi slegendd a vegyilet megfaleld faldisu-

lasahor (példaul elegeradd idedig ahhoz, hogy elé&riiik a pantoat

pantotendt : HMBFA megfeleld ardnvat). Rgy megvaldsitasi forma-
ban & tenyésztést korilbelul 12~-24 &rén kervesztil végezzik. Bgv

nadsik megvaldsitasi forméban a tenyés:ztést k&ridlbelul 24~38 Aran
36-48 oran 4T, 48-72 dran &t, TE-38 &ran &t, 96-1230 dran at,

144 Srén &t vagy még tovdbb folytatiuk. Egy tovabbi megvald-

<

& mikrgorganizmusokat clvan kdrilmények kozstt

ot

enyesziidk, hogy kdridlbeldl 36 dra alati legalsbb kSrilbslal 5-
10 g/l termék, kOrilbeltl 48 déra alatt legaldbb kSrilbeldl 10-20

g/L termék és kOrilbslul 72 dSra alatt legaldbb kdrilbelul 20~30
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g/l termik képuddidn. Egy még tovdbbl megvaldsitési formdban a

mikrocrganizmusckat olyan kérdlmények kézdtt tenyésztidk, hogy
att legalabd kordlbelul $-20 g/l termél, k&~
riflbeldl 48 $ra alatt legalabb korilbelul 20-30 g/l termék wvagy
kGrilbeldl 72 ora alatt legalabdb korfdlibelul 30-50 g/l vagy 80
g/l termek képrddidn. Egy méyg tovékbi megvaldsitéasi forméban a
mikrocrganizmusckat olvan kértlmények kézsdtt tenydszititk, hogy
kOrilbelll 36 dra alstt legalébb kdridlbsliil 40-60 g/l termék
vagy kdSrilbeldl 48 Sra alatt legaldbb kérilbeldgl &0-20 g/1 ter-
mék képzddidn. A szakember fel tudia becsiilini, hogy az itt bemu-
tatott koncentricild tartoményok felsd limitje £ALStLL értékek

hetdk az ittt leirt eljirdsokkal, példdul specidlis fermentéa-
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18 kontrolial Jdsszehasonlitva fokowott” pantotenit termeldsi
s tel eredményez. A ,wmegfeleld kontroll” kifejezédshbe az ittt
ielrtak szerint a szakembar &ltal ismert minden clivan kontrollt

beledrtiink, amely alkalmas a kivant termék fokozott, negndvelt

rendelkezd mikroorganizmus tenyésztése képezi és nevezett mikro-

n,z
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Gtveonala is dereguldls

1
,..4-
n

organismasnak tovabbd MTFP biloszintés

tazaz genetikailag oly wédon Atalskitott, hogy legaldbb sgy MTF
biogzintetikus enzimje dereguldlt, példiul tdlizottan kifeje-
. Y ceeey Fon T en b R de e Yy m Lo w ” g Ay My

zett), megfeleld kontroll a mikroorganizmus MTF enzimie vagy bi~-

y oxs R $o Ty e ol ew 7 e b i A 4 T TR S TUI (I PR, N A e 3 3 P R
ogzintazis Gtvonsla genetikal atalaklitdsa eldttl tenyészete vagy

b} o s - S TN Y oY . A - R 2w - s .
2Llyan mIKrodrganlImus tanyészet, amelyben nem tortént meg sz MIF
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né manipulilést megeldsdeny, S0 g/l, &0 g/i, 70 gfi vagy snneél

-

tibh pantotenat képzddése (manipulalast kdvetdsn, példaul mani-
hogy lugalabb egy MTF bioszintetikus enzim

fokozott terms

- .
formdban, aho

fokordsa <oflidbdl torténd nanipuldlist
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termék (peélddul pantoldt vagy pantotendt) kinverésének lépését. 2

kivant termdk .kinyerédse” magdba foglal ita a wvegyllet extrakcis-

legrtve - korlatozast azonban nem delentve ~ hagyomanyos gyanti~

syed v leond A £y Lxy T A PR 3
extrakoilot  {p&lddnl szokdsos oldészerrel, dgvmint  alikeholial,

B Ser s 24 4 Al ] X% & oy e, . o i A ~ 3 4

omehyitast, xristalyositast, Ulra kristélyositdst, pH bedlli-
S 3 T4 ey Fd B N - 5 ¥ A 3 : %
SERT, Lloiilezest es hasondokat., Példdul s vegyllet kinverhetd a
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tapkSzeghdl eldszdr a mikroorganizmus tépkdzegbsl vald eltdvoli-
a~ S ! A % ey - 4 h P4 e T A A
tésaval. & tapkdzeget ezutdn katlionok eltdvolitdsa oélidhal ap-

egy kationcseréld gyantin és azutdn sgy anioncseréld

swervellen anilonok eltavolitisa célidbdl. Az eredményil kapott
vagylilet szutan az 1ttt leirtak szerint séva (példaul kalocium so-
val alakithatd.

A talalmany szerintl kivént vegylletet eldnyésen oly madon

Axtrabaliuk”, dzolaliok”™ vagy .tisztitiuk?¥, hogy az sredményil
o W -~ he &

kapott prepardatum lényegében mentes az segyéb tépkdzeyg komponsn-~

sektdl {példaul tdpkiseg Ssszetevdkitdl és/vagy fermentécids wmel-

¥ Legyéeb tépkdweg komponensekitdl men-
vegyitlet olyvan prepardtumaira utal,

axtottuk annak a tenvészetnek a

ot
Q)

alva.

vagy fermentdcids melléktermékeitdl,
amalyben av termelddott. Bgy megvalidsitasi formdban a preparvitum
{gzararx Lomegre vonatkoztatva) tébb, mint k&ridlbeldl &0%~ban a
bivant vegylletet tartalmazza (példéul kevesebb, mint kdrilbelul

.

20%~ban tartalmaz egyébh tapkdzeg OHsszetevdt agy fermentacids

S
+
%

0.

by, mint k&rilbkelul S0%-~ban rtar~

Z’”’
5
e
p
195
¥
.

melléktermékel), eldnyfsabi

)
f'})

talmazza a Kivint vegylulstet (példidul kevesebb, mint k&rilbelul
il%~ban tartalmaz egydb tiapkdzeg OSsszetevdt vagy fermentdcios

melléktarméket), még eldnydsebben tabb, wmint kdrilbeliil 9S5%-ban

tartalmazza a kivant vegyileter {példéul kevesebb, nint kdrilbe-
Ul 5%-ban tartalmaz egyéb tdpkdreg dsszetevdt vagy fermenticids

23 legeldnydsebben tdbb, mint k8rilbsalil 98-99%-
ban a kivant vegyiiletel tartalmazza (pdldaul kevesebh, mint k&-
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letek) termalésén kivil mellidékter-

[N

lyet 3~ {2~-hidroxi-3I-met

3 et o K e 88 h! 4 DI T . 3
i~izovalerdt®, Bralanin~d-hidrowi~

izovalardt”, Pralanil-e~hidroxi-izovaleré&t™ és/vagy .fantote

£

3z
3.

eOvidi

elnavezésekkel iz {a ,fantotendt® elnevezdst .,fan

HMBRA as [Rl~o~hidroxi-izovaleridnsay {o-HIV)

kondenzacids terméks, amely kondenzi&cidt a Pand enw

ja. e~HIV a3z @-KIV redukcidéidval jon létre, amely reakcidt az w-

okban legalabb két olyvan bileszintézis dtvonal létezik, anmely a

tetikus enzim szubsatridtiddrt -~ a-KIV-2rt ~ verseng,

;.,( >

FanB bio

i

z
nevezstesen & pantotendt bloszintézis dtvonal $£8 & HMBPFA bio-
szintézis Adtveonal. (A harmadik &3 negyedik o-KIV-ért versengd
hiloszintészls Gtvonal ar, amelyik o-KIV-bSl valint vagy leucint

o+

eld, lésd az 1. abrit.} Legalabbh a pantotenidt bioszi

e

2ilit

- X

;.,,;

dtvonal é€s a HMBFA biloszintéris Gtvonal eldallit tovéabbd a PanC
enzimert versengd szubsziridtokat, nevezetesen g~HIV-at és panto~

dtov, HMBPA termelddése jslentdsen befolyasclia a pantotenat

kepaddest, Példaul a HMEPA bhioszintézis dtvenal versenghet a
pantotenat biossintézis Gtvonallal az @~Kiv f~alanin prekur-

| s ‘ s .
Trenkivil, mivel HMBPA szerkezete hasonld a pantotenidtéhoz, lahet
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sgtatenids-Jedirdap—hogy §§ pantatendt termelés birmely olyvan esz-

k8zzal ijavithatd vagy optimalizdlihatd, amely «l8nyben résresitl a-
KIV és f-alanin scubsztrdtok és/vagy néhan

vooenzin  {(PanC, FanDd,

folvamataiban t8rté&nd
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agdt a HMBFPA biloszintetikus folvamatokkal szemben.

Ir. példa: Pantotendt tornalés noveléase szerin
hozgaférhetisdganak ndvelésdvel
A pantotenat termelés optimalizidlisdnak legalabb 2gy mddsze~
re magaba foglalia szerin hozzdférhetdségének suabdlyozéasat a

mikroorganizmus tenyészetében. Fdéképpen az szenliéltethetd, hogy

iheti a pantotendt ter-
malést {példdul a HMBPA termeléshez viszonyitva), mig szerin
hozzalérhetdségénak csbHkkendse cosdkkentl a pantotendt termelést
a HMBPA termeléshez képest. Ez a3 mbdszer azon &z ismersten ala~
pul, hogy a szerinbdl szarmazd vegyilet, a nmetilén-tetra-

hidrofolat {MTE) hidroximetil~caoportot ad &t o-KiVv-nek a

N R Yt pm v ry 5 . engin § P RN . . S e A . e -
antotendt bioszinteltikus reakeld sordn $s ketopantodt ke

szabdlyozdsa 3 ketopantodt szintek hatékony szabdélyozisanak esz-~
kGze, szabilyozva 3 pantadt ds/vagy pantotendt termelést geneti-
Ennek  a

ottunk hém~
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4. tiblazat: PARIZ4Y pantotendt és HMBPA teormelédse szerin hozzd-

sddsdval és andlkil
JBEEIAVRL €% ansikui

Seerin adagolds § g/l | ODsao {pan] g/l - [sMBFal g/l

- 16,3 4,9 9,84
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Idzatbhan bemutatoty adatcek szerint szerin hozzdada~

sa ndvell a pantotendt képaxddéds szintiét {ugyanakkor csdkkenti a
HMRBRPA termelést).

ITX. Qélﬁa: Baktérium saitek ganetikai atalakitasa
magndvekaedett szerin hidroximetil-transzferdz, glyd géntermék

tartalomes

Py

& pantotendt termelés szintidnek szabalynzasa érdekében, a

¢ P

zzerin adagelds alternativdijaként egy lehetdség szerin szintek

2

és/vagy szerin felhaszrdléasi szintek (63 ennek megfelslden meti~

ién~tetrahidrefolat szintek] ndveldsére a 3~foszfoglicerit dehid-
rogenaz vagy szerin hidroximetil-transzferdz {(a serd ds glyR gén

terméhel) swintézisének wvagy aktivitadsdnak ndvelése, ilvenformén
megndvelve & szerin és petilén-tetrahidrofolat bloszintézist ge~
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A glyd g#n kifejezésst megndveltiik R. subtilis seijtek olvan
¥a g 3

axpresszids kazsttaval toérténd transzformélasdval, amsly a B.

. S . - A § X - o v R R [ P
subtilis glvh gént  erds, bonstitutiv  promdterhes képest
3 . % Ay sy o - -~ » P P o s e e RN 5
downstream kidnozva tartalmazia. Ar expresszids kazetta elkészi-

tézdher aszx 5. téblaszatban bemutatobt RY417 & RKY41ig
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hagendltuk fel B, subtilis PYTS kromozzdmdiis DNS-&ndl izoldlt
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5. tablazat: B, subtilis glyd és A megsokszorovzdsdhoz fal-

haszndlt gprimerek

| RYA0S : CCOTCTAGAGGAGCGAGARBACATETTITOCASTA | 20, szénd
TTGGTOTCAGACAAMATG azekvennia

RYS08 CCCOOATCCAARTTATGGCAGATUAATGAGSCTTC | 21, azamy
ACAGACACAA srekvencia

GGATCTAGAGGAGGTETARACATGAAACATTTA | 22, szémd

s
<3
2o
e
ot

COTGUGCAAGACGAA asxekvencia

RY418 COCGGGATCCCCCATCAACAATTACACACTTCTA | 23, széna
TTGATICTAC szekvancia

RY417 ¥bal helytdl downstream tartalmazza az RBES2 szinteti-

2zorozott DNS<t ezutan Xoal

I/‘

(u

kus riboszdma-k3td helyet. A megs

ﬁ)

és BamHI restrikclés enzimekkel hasitottuk és a pAN0OO4 vektor
£bal &s BamHI helyel kézé kldnostuk (5. &bra), hogy megkapiuk a
PAN3SE plazmidot {(&. abra, 24. szamd szekvencial. A paANQOGYd vek-

tor tartalmazza a fag P01 Pyg proamdiert kdevetlenil upstream az

dbal kidnozd helytdl a klénozett glyRA gén kifejezédésénsk ira-

madlasdra a Freelyd kaxetidt é&s a cat gént tartalmazd Notl DRS

anmagaba ligéltuk és transz=
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[¥3)
Wi
=
[t
o
ot
g
Y
ot
I
%
<
}. >
ey
; s
it
£
°~“
3
<
pr
(o]
o
\!/
O
P
-

=4 NG R P | I £ .Y A
O sgjtyeibs. 20ANY Ridr-

@ .

amfsnikolra rezisztens transzformdnst kivalogattunk $s PRIOGT
PR100E jeluéssel laftuk el. Ezen tdrzssk mindegyikébhsl kromo-

38 és PA

!.).
( Z('»

szdmdlls DNS-t izglaltunk €z felhaszndlituk PATIIR~ L

. ~ 2 e By N [ . N . b o~ - 5 e & e RV ooy o e % ~ SN
meglelaeld sejlleinedr transzformdlidsdra, hogy megkapiuk a PAIGL:
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IV. példa: Bakiérium sejtek genstikail atalskitdsas megnévelt
meannyiségd serd géntermék, I-foszfoglicerdt dehidrogenszra

n e Eaans An oy L L R~ '~ TN e ey 3 $ o - & -~ s "
A serd genterméX, 3-foszfogllicerat dehidrogendz az 21sd meg-

nivelése ardekében. A glyd génre fent a III. példidkan leirtakhosz

hasonldan a ser®R gén kifsjexddését ugy ndveltitk meg, hogy 8.
subtilis seiteket transzformdltunk a B, subtilis ssrd gént erds

kenstitutiv prométerhes downstrean klonozva tartalmasd
expresszids kagettaval. Az expresszids kazetta osszedllitéasghos
gz %. tdblératban bemutabott RY405 é&s RY408 primerekst hasezndl-
tuk fel a serd gén PCR megsokszorozdsira B. subtilis PYT9 t8rzs-~
bdl 1zoidlt kromeszdmalis DNS~BEL. A megsckszorezott DN3-t azu-

an Xbal-gyel ¢&s BamHI-gyel hasitottuk &s kidnoztuk a pANODY

vektor {5. abra) Xbal é&s BamHI helyeil kdzé, hogy megkapiuk a

R Yo, ES ~ 2w R =y A R ~ e 3 o~ 4 X ¢ T3
CANZS3 plasmidot {F. Sbray; 25. szamd szekvencia)l., 8. subrilis
£ X Es
. = e s o e s 3 . _ e s
transzicxmalasara a FHgsa2r8 Razettat €z a cat gént tartalmasd

NotI DNE fragmentumot fzolaltuk pAN3S3-bSl, Srmagéba ligaltuk és

transzformaltuk B, subtilis PFYTY nmegfeleld sejtisibe. Néhany

¢
4
13

1t

- - P2 o PN Y A% S Falhaasnsd ; > N1y
kroposzdmadlis DNS-t izxoldéltunk &g felhaszndltuk PATIR-3Q
@ld sejitliainek transzformdlésdra, hogy megkapiuk a

PAIGLID &8 PALOLZ torzseket. A kivélasztott PAIOIO é&s PALOLA

Y A T 5 X
PzoLlatumok sattxiv

2 Yo - A ~ v b
hogy ezek a tirzask

FTLLER/BE
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V. példa: Razatott lombikos és fermentoros kisérletel megnéd-
valt serl és glyd kifejezéssel rendelkezxd tSrzsekksl
Kémead tenyészetek alapidn amplifikdlbhatd serlk kazetitival

rendelkezd két tdrrset €z applifikdlhatd glyR kazetitival rendel-

mind a négy tdrzs tObb pantotendtot termelt, mint a8 520181 tdr-
zaek. A sudjaliszies MOPS nmaltdz (Soy fluor HMOPS Maltoss = SMM)

rtkozott kivaldbbnak a

b

tapkdzegben a négy késdl egy tdrzs mut

Mindkét szildtdl szidrmazd, a serd~t tulzottan kifelezd tdr-

res Chemap bench fermentorokban szaporivottuk. & PAER4-LAL szir-

4

PAINIA-3 torzs, apely SMM tapksd-~

[

mazd, glyR~t talzottan kifeiez
reghen a legmagasabb pantotendt titert aredményeate,

farmentorban iz a legjcbbnak bizonyult (9. téblizst). & PRLOIL-D

tdrzs tenyészetének feliildszdidban 38 dra utdn 71 g/l panto-
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tan&t, 438
szUldl PABZE torzs wegieleld f2lUldszdéiban 41 g/l és 46 ¢/l pan-
totenat termalddésdt mértik. A serkd~t tdlzottan kifgjezd PALOLI2~
4 tiérzs szintén Jelentdsen tobh pantotendtot termelt a PASEY
kontrell tdrzasel deszevetve, a tenyészet fellldszdisdban 36 és3
48 dra eltelitvével 52 g/l és 60 g/l pantotendtot mértink. Bzek az

eradmények vildgosan mutatidk mind a glyd, mind a serd kifelezés

TTL16RSEE
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A PATIIR~3% tlrzs serB-~t és glyd-t tilsotitan kifeiezd szar-

mazékal egyértelmien jobbak, mint & szUl481 tdrzs. Mindkettd &9

;Y - 3 > P e 45 Z -3 o 7Y ~ - 2 o - -~ oy b
g/l kérdli (823 g/1 és 79 g/l pantotendtot termelt a 48 dras te-~

nyészetek felllidszdliaban mérve. A BATZIBE-3%9-bEl szérmazd térzsek
a PARI4 széarmazékokhoz képsst nmegnévelt Fan® szintiének hatasa
Snmagiban biztositla HMBPA cssSkkendsdt. PAT21B~3% é&s ennsk szér-
nazékai kevessbb HMEPA-t termeltek 4§ Sra ubén, mint PASZ4A vagy

nt szintén

‘}.‘1 o

akar Pheod-24. Ugy tinik, hogy megndvekedett GIlyA sz

B

8. tébldzat: sgerA-t wvagy glyh-t Dilzottan kifeiezd pantotendt

Szénforrvas | TErEs Hozzdadott HMEBPA . Pantotenit
kazetta gfi | g/l
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