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“METODO PARA PRODUZIR UMA SUBSTANCIA ALVO, E,
ESCHERICHIA COLT”
FUNDAMENTOS DA INVENCAQ

Campo da Invencio

A presente invengio refere-se a um método para produzir uma
substincia alvo por uso de uma bactéria. Mais especificamente, a presente
invengdo refere-se a um método para melhorar a produgio de uma substancia
alve como um L-aminodcido, dcido nucleico, antibidtico, vitamina, fator de
crescimento ou substincia fisiologicamente ativa por uso de uma bactéria.
Descricéo da Técnica Relacionada

A producio de substincias alvo como L-aminodcidos por
fermentacio usando microorganismos inclul os seguintes métodos: um
método para usar microorganismo de tipo selvagem (cepa de tipo selvagem),
um método para usar uma cepa auxolrdfica derivada de uma cepa de tipo
selvagem, um métedo para usar um mutante metabolicamente regulado
derivado de uma cepa de tipo selvagem como um de virios mutantes
resistentes a drogas, um método para usar uma cepa tendo caracteristicas de
tanto a cepa auxotrofica como um mutante metabolicamente regulado, e assim
em diante.

Em anos recentes, técnicas de DNA recombinante foram
usadas para a produciio de substincias alvo por fermentagdo. Por exemplo, a
capacidade de microorganismos de produzir L-aminodcidos pode ser
melhorada por melhora de um gene codificando uma enzima de biossintese de
L-aminodcido (patentes US 5 168 056 ¢ 5 776 736), ou por melhora de fluxo
de entrada de uma fonte de carbono em um sistema de biossintese de L-
aminodcido (patente US 5 906 925).

Os métodos para melhorar a produgio de substincias alvo em
um microorganismo incluem métodos para modificar a captaciio ou sistema

de excrecio de uma substincia. Os exemplos de um método para modificar
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um sistema de captacdo incluem um método para melhorar uma capacidade
de producio de substancia alvo por deleciao ou degradacdo de um sistema para
captacao da substincia alvo em uma célula. Especificamente, um método para
deletar o operon gluABCD ou uma parte do mesmo para deletar ou degradar
um sistema de captac@o de dcido L-glutdmico (EP 1 038 970 A1), um método
para atenuar a captacdo de nucleosideos purina em uma célula para melhorar a
capacidade de producio de nucleosideo purina (EP 1 004 663 Al) e assim em
diante sdo conhecidos.

Os métodos para modificar um sistema de excre¢do de um
microorganismo incluem um método para melhorar um sistema de excrecao
para uma substincia alvo e um método de delecdo ou atenuacdo de um
sistema de excrecdo para um intermedidrio ou substrato de um sistema de
biossintese de uma substincia alvo. Como o método para melhorar o sistema
de excrecao de uma substincia alvo, por exemplo um método para produzir
L-lisina por uso de uma cepa de bactéria Corynebacterium em que a
expressdio de um gene de excrecdo de L-lisina (lysE) € melhorado
(WO097/23597) foi descrito. Como para o udltimo método, um método é
conhecido para produzir 4cido L-glutimico como uma substincia alvo, em
que a excrecdo de um d4cido «-cetoglutirico, um intermediario de uma
substancia alvo, € reduzida por mutacdo ou ruptura de gene O-cetoglutarato
permease (W0O01/005959).

Além disso, foi sugerido que o gene codificando a
superfamilia de cassete de ligacdo de ATP (transportador de ABC) envolvida
na permeacao de substancias através de uma membrana de célula € usada para
a criacdo de microorganismos em que o transporte de aminoacido através da
membrana da célula é modificado (WO 00/37647).

Além disso, foi sugerido que o gene codificando enzima PTS
de sacarose II, uma proteina envolvida na captacdo de sacarose em uma

célula, é usado em uma bactéria corineforme para a criagdo de uma cepa
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demonstrando melhorada produtividade de um aminedcido, acido nucleico,
etc (EP 1 197 355 A). Além disso, uma técnica para melhorar a produtividade
de L-aminodcido de uma bactéria pertencendo ao género Escherichia usando
um grupo de gene PTS de sacarose ou um grupo de gene ndo PTS (pedido de
patente US no. 2001/ 0049126) é também conhecido.

Uma técnica para reduzir a producio de um sub-produto de
uma substdncia alvo por delecdo ou atenuagido de sistema de biossintese do
sub-produto (por exemplo, "Amino Acid Fermentation” Gakkai Shuppan
Center, pag. 4, 1986) ¢ conhecido. No entanto, neste método, quando um
microorganismo ¢ cultivado, o sub-produto acima mencionado necessita ser
adicionado a um meio em uma quantidade necessdria para crescimento.

Mtr (Heatwole, V.M. er al., I. Bacteriol. American Society for
Microbiology, 173, pdg. 108-115, jan. 1991), e TnaB (Sarsero, I.P. et al., 1.
Bacteriol. American Society for Microbiology, 173(10), pag. 3231-3234,
maio 1991) sio conhecidos como sistemas de captagio especificos para L-
triptofano, e AroP (Mee-Len, C. et «f., ]. Bacteriol, American Society for
Microbiology 167 (2), pag. 749- 733, agosto de 1986) é conhecido como um
sistema de captagiio comum para aminodcidos aromdticos. No entanto, nio for
previamente descrito a melhora da produtividade de uma substancia alvo por
melhora de um sistema de captacio para um sub-produto da substincia alvo.

SUMARIO DA INVENCAQ

Um objeto da presente invencio consiste em prover um
método para produzir uma substincia alvo come um L-aminodcido,
anubidtico, vitamina, fator de crescimento ou substincia fisiologicamente
ativa usando uma bactéria, em que a produgio de um subproduto € reduzida, ¢
preferivelmente produgdo de substiincia alvo ¢ melhorada.

E um outro objeto da presente invengio prover um método
para a produgio de uma substincia alvo compreendendo uma bactéria que

tem a capacidade de produzir a substincia alvo em um meio, e coletar a
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substancia alvo do meio, em que referida bactéria ¢ modificada de modo que
o sistema para a captacdo da célula ou de um subproduto da substincia alvo
ou um substrato para um sistema de biossintese da substincia alvo €
melhorado.

E um outro objeto da presente invencdo prover o método
descrito acima, em que referido subproduto € selecionado dentre o grupo
consistindo de um intermedidrio em uma via biossintética de referida
substancia alvo, um substrato em uma via biossintética de referida substancia
alvo, e um produto de outro sistema de biossintese se ramificando da referida
via.

E um outro objeto da presente invencdo prover o método
descrito acima, em que a bactéria pertence ao gé€nero Escherichia.

E um outro objeto da presente invencdo prover o método
descrito acima, em que referida substincia alvo é L-fenilalanina e referido
subproduto é L-triptofano.

E um outro objeto da presente invencdo prover o método
descrito acima, em que referido sistema pra captacdo de um subproduto é
selecionado dentre o grupo consistindo de Mtr € TnaB.

E um outro objeto da presente invencdo prover o método
descrito acima, em que a atividade do referido sistema € aumentada por um
método selecionado dentre o grupo consistindo de aumento do nimero de
copias de um gene mfr ou gene tnaB, € modificar uma seqii€ncia regulatéria
de expressao de um gene mtr ou tnaB.

E um outro objeto da presente invencdo prover o método
descrito acima, em que referido gene mfr compreende uma seqiiéncia de DNA
selecionada dentre o grupo consistindo da seqiiéncia de DNA que codifica
uma seqiiéncia de proteina mostrada em SEQ ID N° 2, a seqii€ncia de DNA

mostrada em SEQ ID No. 1, e a seqiiéncia de DNA que codifica uma

seqii€éncia de proteina mostrada em SEQ ID No. 2, e que foi modificada para
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ter substituicOes, delecoes, inser¢des ou adi¢cdes de um ou varios residuos de
aminoicidos em um ou vdrios sitios e tem, pelo menos, 70% de homologia
para a seqii€éncia mostrada em SEQ ID No. 2, em que referido gene mitr
codifica uma proteina que tem a atividade de uma proteina Mtr.

E um outro objeto da presente invencdo prover o método
descrito acima, em que referido gene tmaB compreende uma seqiiéncia de
DNA selecionada dentre o grupo consistindo de seqgiiéncia de DNA que
codifica uma seqiiéncia de proteina mostrada em SEQ ID No. 4, a seqiiéncia
de DNA mostrada em SEQ ID No. 3 ¢ a seqiiéncia de DNA que codifica uma
seqiiéncia de proteina mostrada em SEQ ID No. 4, e que foi modificada para
ter substituicOes, delecoes, inser¢des ou adi¢cdes de um ou varios residuos de
aminoicidos em um ou vdrios sitios e tem, pelo menos, 70% de homologia
para a seqiiéncia mostrada em SEQ ID No. 4, em que referido gene tnaB
codifica uma proteina que tem a atividade de uma proteina TnaB.

E um outro objeto da presente invencio prover uma bactéria
pertencendo ao género Escherichia, que tem a capacidade de produzir uma
substancia alvo e tem uma modificagdo selecionada dentre o grupo
consistindo de melhora de um sistema para captacdo da célula de um
subproduto da substincia alvo; e melhora de um sistema para captacdo de
célula de um substrato para um sistema de biossintese da substancia alvo.

E um outro objeto da presente invengio prover a bactéria
descrita acima, em que referida substancia alvo é L-fenilalanina, e referido
subproduto € L-triptofano, e referido sistema para captacdo da célula ¢é
selecionado dentre o grupo consistindo de Mtr e TnaB.

E um outro objeto da presente invengio prover a bactéria
descrita acima, em que a atividade de Mtr ou TnaB € aumentada por um
método selecionado dentre o grupo consistindo de aumento do niimero de

cOpias de um gene mtr ou gene tnaB, e modificar uma seqiiéncia regulatéria

de expressdo de um gene mtr ou gene tnaB.
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E um outro objeto da presente invencéo prover a bactéria ou o
método como descrito acima, em que o referido gene mtr compreende uma
seqiiéncia de DNA selecionada dentre o grupo consistindo de seqiiéncia de
DNA que codifica uma seqiiéncia de proteina mostrada em SEQ ID No. 2, a
seqiiéncia de DNA mostrada em SEQ ID No. 1, e a seqiiéncia de DNA que
codifica uma seqii€ncia de proteina mostrada em SEQ ID No. 2, e que foi
modificada para ter substitui¢cdes, delecdes, insercoes ou adigbes de um ou
varios residuos de aminoicidos em um ou varios sitios e tem, pelo menos,
70% de homologia para a seqii€éncia mostrada em SEQ ID No. 2, em que
referido gene mtr codifica uma proteina que tem a atividade de uma proteina
Mir.

E um outro objeto da presente invengio prover o método ou
bactéria como descrito acima, em que referido gene fnaB compreende uma
seqiiéncia de DNA selecionada dentre o grupo consistindo de seqiiéncia de
DNA que codifica uma seqiiéncia de proteina mostrada em SEQ ID No. 4, a
seqiiéncia de DNA mostrada em SEQ ID No. 3, e a seqiiéncia de DNA que
codifica uma seqii€ncia de proteina mostrada em SEQ ID No. 4, e que foi
modificada para ter substitui¢cdes, delecdes, insercoes ou adigbes de um ou
varios residuos de aminoicidos em um ou vdrios sitios e tem, pelo menos,
70% de homologia para a seqii€éncia mostrada em SEQ ID No. 4, em que o
referido gene tnaB codifica uma proteina que tem a atividade de uma proteina
TnaB.

De acordo com a presente invenc¢ao, quando a substancia alvo
como um L-aminodcido é produzido usando uma bactéria, a producio de um
subproduto pode ser reduzida. De acordo com uma forma de realizagcdo
preferida da presente invengdo, a producdo da substancia alvo pode ser
melhorada.

Além disso, quando uma bactéria é cultivada, nenhuma

substancia requerida para crescimento precisa ser adicionada ao meio. Além
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disso, porque a quantidade de um subpreoduto no meio pode ser reduzida, a
purificaciio da substiincia alvo do meio se torna facil,

DESCRICAO DETALHADA DAS FORMAS DE REALIZACAQ

PREFERIDAS

Os inventores da presente Invengdo estudaram com
assidunidade a fim de alcangar o objetivo acima. Como resultado, verificou-se
que quande uma bactéria foi modificada de modo que um sistema para
captacio celular de um subproduto de uma substincia alvo € melhorado, a
producdao deste subproduto foi reduzida, e assim obtiveram a presente
invengdo.

A bacténa da presente invencio produz uma substincia alvo ¢
¢ modificada de modo que um sistema para captagio de célula de ou um
subproduto da substincia alve ou de um substrato para um sistema de
biossintese da substancia alvo é melhorado. A bactéria da presente imvengio
nio ¢ particularmente limitada desde que ela produza uma substéincia alvo ¢
tenha um sistema para captacdo de célula ou de um subproduto da substincia
alvo ou de um subsirato para o sistema de biossintese da substincia alvo.
Além disso, desde que as exigéncias acima sejam atendidas, a presente
invencao também pode ser aplicada a bactérias que nao foram previamente
usadas na indistria. A bactéria da presente inven¢io pode ter uma capacidade
inerente para produzir uma substincia alvo, ou a capacidade pode ser
conferida por criagiio usando um método de mutaciio, uma técnica de DNA
recombinante ou semelhante.

Os  exemplos especificos da  bactéria  incluem  bactéria
pertencendo  ao  géncro  Escherichia, como  Escherichia coli., bactéria
corineforme como Brevibacterium lactofermentum, bactéria pertencendo ao
género Baciflus como Bacillus subtilis, bactéria pertencendo ao género
Serratia, como Serratia marcescens, e assim em diante. No entanto, a bactéria

da presente invengio ndo € limitada a estes exemplos.
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A expressdao "produzir uma substincia alvo" significa que,
quando uma bactéria da presente invencao € cultivada em um meio, a bactéria
demonstra uma capacidade para produzir a substincia alvo em tal quantidade
que a substincia alvo pode ser coletada das células bacterianas ou do meio.
Preferivelmente, significa que a bactéria demonstra uma capacidade para
produzir a substidncia alvo em uma quantidade que € maior do que a
produzida por uma cepa de tipo selvagem ou ndo modificada da bactéria.

A substincia alvo produzida pela presente invencdo ndo é
particularmente limitada desde que seja uma substincia que possa ser
produzida por uma bactéria. Os exemplos das mesmas incluem L-amino4acido,
como L-fenilalanina, L-treonina, L-lisina, L-4cido glutimico, L-leucina, L-
isoleucina e L-valina. Além disso, a substincia alvo pode ser qualquer uma
das substancias que podem ser biossintetizadas por bactérias incluindo &cidos
nucleicos como 4cido guanilico e 4cido inosinico, vitaminas, antibidticos,
fatores de crescimento, substancias fisiologicamente ativas, etc, desde que um
sistema de secrecdo exista para um intermedidrio ou substrato na biossintese
do mesmo. Além disso, a presente invengao pode ser usada para produzir uma
substancia que nao é correntemente produzida por uso de uma bactéria desde
que um sistema de captacdo celular para um subproduto da substancia alvo ou
um substrato para um sistema de biossintese da substincia alvo exista.

Os exemplos de bactérias produzindo L-fenilalanina incluem
Escherichia coli AJ12741 (FERM P-13000, ver patente JP no. 3225597) e
AJ12604 (FERM BP- 3579, ver pedido de patente européia acessivel ao
publico 488 424), Brevibacterium lactofermentum AJ12637 (FERM BP-
4160, ver pedido de patente francesa acessivel ao piblico 2 686 898) e assim
em diante. Além disso, exemplos de bactérias produzindo L-treonina como
uma substancia alvo incluem Escherichia coli VKPM B-3996 (RIA 1867, ver
patente US 5 175 107), Corynebacterium acetoacidophilum AJ12318 (FERM
BP-1172, ver patente US 5 188 949) e assim em diante. Os exemplos de
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bactérias produzindo L-lisina incluem Escherichia coli AJ11442 (NRRL B-
12185, FERM BP-1543, ver patente US 4 346 170), Brevibacterium
lactofermentum AJ3990 (ATCC 31269, ver patente US 4 066 501) e assim em
diante. Os exemplos de bactérias produzindo &4cido L-glutimico incluem
Escherichia coli Aj12624 (FERM BP-3853, ver pedido de patente francesa
acessivel ao publico 2 680 178), Escherichia coli AJ13199 FERM P-15573,
ver patente japonesa acessivel ao publico No. 7-203980), Brevibacterium
lactofermentum AJ12475 (FERM BP-2922, ver patente US 5 272 067) e
assim em diante. Os exemplos de bactérias produzindo L-leucina incluem
Escherichia coli AJ114878 (FERM P-5274, ver publicacdo de patente
japonesa (Kokoku) no. 62-34397), Brevibacterium lactofermentum AJ3718
(FERM P-2516, ver patente US no. 3970 519) e assim em diante. Os
exemplos de bactérias produzindo L-isoleucina incluem Escherichia coli
KX141 (VKPM B-4781, ver pedido de patente européia acessivel ao puiblico
no. 519 113), Brevibacterium flavum AJ12149 (FERM BP- 759, ver patente
US 4 656 135) e assim em diante. Os exemplos de bactérias produzindo L-
valina incluem Escherichia coli VL1970 (VKPM B-4411, ver pedido de
patente européia acessivel ao puablico no.519 113), Brevibacterium
lactofermentum AJ12341 (FERM BP-1763, ver patente US no. 5 188 948) e
assim em diante.

Na presente invencdo, um "subproduto” de uma substancia
alvo significa uma substancia diferente de substancia alvo produzida como
um subproduto durante a producdo da substancia alvo. Além disso, na
presente invencao, se a bactéria ndo € modificada de modo que o sistema de
captacdo para a presente invengao é melhorado, o "subproduto” e o "substrato
para o sistema de biossintese da substancia alvo" sdo secretados e, como
resultado, acumulam em um meio quando a bactéria € cultivada, e um sistema
para captacdo do subproduto ou o substrato na bactéria ou a outra bactéria

existe.
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O termo "substidncia alvo" e "subproduto” tem conceitos
relativos € se a substdncia € uma substancia alvo ou um subproduto depende
do objeto a ser produzido. Por exemplo, quando L-fenilalanina deve ser
produzida, L-fenilalanina é uma substincia alvo e o L-triptofano produzido
durante a producgao de L-fenilalanina ¢ um subproduto. Quando L-triptofano
deve ser produzido, L-triptofano € uma substincia alvo e L-fenilalanina
produzida durante a produc¢ado de L-triptofano € um subproduto.

Os exemplos especificos de um subproduto da presente
invencdo incluem um intermedidrio em um via biossintética de uma
substancia alvo, um produto de outro sistema de biossintese que se ramifica
desta via e assim em diante. O intermediario ou substrato ndo € limitado a um
intermedidrio ou substrato em um sistema de biossintese tnico para a
substancia alvo, como um precursor, € pode ser um intermedidrio ou substrato
em um sistema de biossintese ou sistema metabdlico de outra substancia, por
exemplo um intermedidrio ou substrato do sistema glicolitico quando a
substancia alvo € L-aminodcido. Abaixo, o acima mencionado "subproduto”
ou "substrato" podem ser genericamente referidos como um subproduto, e
descricbes com relagdo ao subproduto sdo similarmente aplicdveis a um
substrato.

Na presente invencdo, o "sistema para a captacao de célula
(sistema de captacdo de células)" refere-se a uma proteina envolvida na
captacao em uma célula do subproduto acima mencionado, que foi secretado
para o lado de fora de uma célula. O sistema de captacdo pode consistir de
uma tnica proteina ou de duas ou mais proteinas. Além disso, dois ou mais
tipos de sistemas de captacdio podem existir para um unico tipo de
subproduto.

A expressdo "modificado de modo que um sistema de captacido
€ melhorado" significa que a bactéria € modificada de modo que a quantidade

de captacdo ou a taxa de captacdo do subproduto acima mencionado €
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aumentada comparada com as de cepas nao modificadas, por exemplo
bactérias de tipo selvagem. Por exemplo, se a atividade de uma proteina
constituindo o sistema de captacdo for aumentada como comparada com uma
cepa de tipo selvagem ou ndo modificada por aumento da quantidade ou
atividade especifica da proteina, o sistema de captacdo acima mencionado €
melhorado. A atividade de uma proteina constituindo o sistema de captagao
pode ser determinada pelo método descrito em Sarsero, I.P. et al, J.
Bacteriol. 177(2), 297-306, 1995, por exemplo quando a proteina € Mtr,
TnaB, TyrP, PheP ou AroP. As atividades de NupC e NupG derivados de
Escherichia coli podem ser determinadas pelo método descrito em .
Bacteriol. 183(16), 4900-4, agosto 2001. A atividade de GluABCD derivada
de Corynebacterium glutamicum pode ser determinada pelo método descrito
em J. Bacteriol. 177(5) 1152-8, marco 1995. A atividade de BrnQ derivado de
Corynebacterium glutamicum pode ser determinada pelo método descrito em
Arch. Microbiol. 169(4) 303-12, abril de 1998. As atividades de LivFGHIKM
e LivK derivadas de Escherichia coli podem ser determinadas pelos métodos
descritos em J. Biol. Chem. 15, 265 (20), 11436-43, julho 1990; J. Bacteriol.
116, 1258-66, 1973; e J. Bacteriol. 174(1), 108-15, janeiro 1992. A atividade
de LysP derivado de Escherichia coli pode ser determinada pelo método
descrito em J. Bacteriol. 174 (10), 3242-9, maio de 1992. A atividade de
ArtPIQMI derivado de Escherichia coli pode ser determinada pelo método
descrito em Mol. Microbiol. 17 (4), 675-86, agosto de 1995.

Como para bactérias de Escherichia coli, por exemplo, um
exemplo de bactéria tipo selvagem a ser comparado € a cepa MG1655 de
Escherichia coli.

Os exemplos de combinacao de substancia alvo, subproduto ou
substrato em seu sistema de biossintese e sistema de captagdo do mesmo sao

mostrados na tabela 1.
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Tabela 1
Bactéria Substincia alvo Subprodute | Gene de sistema
de captacao

E. coli L-fenilalanina, L-tirosina L-triptofano Mtr, thaB3

E. coli L-fenilalanina, L-triptofano, etc. | L-tirosina TP

E. cali L-tirosina. L-triptofano, etc L-fenilalanina | PheP

£ cali Substincias diferentes de Aminodcidos AroP, pheP, vrP
Aminodcidos aromdticos aromdticos

£ coli Substincias diferentes de  Aminodcidos BraQl,
aminodcido ramificado ramificados livFGHIKM

£ coli Substincias diferentes de L-lisina | L-lisina LvsP

E._coli Substincia diferente de L-treonina | L-treonina, L- | TdeC, sdaC
¢ L-serina sering

E. coldi Substincia diferente de L-arginina | L-arginina ArtiIMPQ

E. coli Substincia diferente de L-leucina,  L-leucina LivK
p-e. L-isoleucing, L-valina ete

E. coli Substineia diferente de uracila Uracila EiraA

E. coli Substincias diferentes de | Nucleosideos | NupC, nups
nucleosideos

Bactérin Substincias diferentes de L-dcido | L-dcido GIuABCD

COMMEOIIET | olutamico. p.e. L-glutamina. ete | glutdmico

Bactérias Substincias diferentes de L-lisina | L-lisina fvsd

CERRRE e Y

Um exemplo particularmente preferido de substincia alvo da
presente invencao é L-fenilalanina. Além disso, um exemplo do subproduto
do mesmo € L-triplofano.

Um exemplo preferido da bactéria pertencendo ao género
Escherichia produzindo L-fenilalanina é Escherichia cofi Cepa AJ12741. Esta
cepa foi construida por introdugdo de um plasmidec pMGAL]l em
Escherichia cofi K-12 W3110, cepa que ¢é deficiente nos genes iR ¢ 1vrA
(W3110(tyrR, tyrA), /pMGALI, patente JP no. 3225597). O plasmideo
pMGALI contém genes codificando 3-deoxi-D-arabino-heptulonate-7-fosfato
sintase (DS) para o qual & imibicdo de retro-alimentagio € dessensibilizada,
corismato mutase/ prefenato desidratase (CM-PD) para o qual a inibic¢io de
retro-alimentacdo € dessensibilizada e shikimato quinase. Esta cepa foi
depositada no National Institute of Bioscience and Human-Technology,
Agency of Industrial Science and Technology. Ministry of International Trade
and Industry {atualmente a agéncia administrativa independente, National

Institute of Advanced Industrial Science and Technology, International Patent
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Organism Depositary, Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-Chome, Tsukuba-
shi, Ibaraki-ken, 305-8566, Japao) em 11 de junho de 1992, e recebeu um
namero de acesso de FERM P-13000. Entdo, ela foi convertida em um
depésito internacional sob as provisdes do Tratado de Budapeste em 14 de
setembro de 1994, e recebeu um nimero de acesso de FERM BP-4796.

Além disso, a cepa AJ12604 de Escherichia coli acima
mencionada também € um exemplo preferido de uma bactéria produzindo L-
fenilalanina. Esta cepa foi construida por introduc¢do de plasmideos pBR-
aroG4, que contém um gene codificando DS para o qual a inibi¢do de retro-
alimentacdo ¢é dessensibilizada, ¢ pACMAB, que contém um gene
codificando CM-PRODUTO para o qual a inibicdo de retro-alimentacdo €
dessensibilizada, em cepa K12 W3110 de Escherichia coli que é deficiente no
gene tryA (pedido de patente européia acessivel ao publico 488 424. Esta cepa
foi depositada no National Institute of Bioscience and Human-Technology,
Agency of Industrial Science and Technology, Ministry of International Trade
and Industry (atualmente a agéncia administrativa independente, National
Institute of Advanced Industrial Science and Technology, International Patent
Organism Depositary) em 28 de janeiro de 1992, e recebeu um ndmero de
acesso de FERM P-11975. entdo, ela foi convertida em um depdsito
internacional sob as provisdes do Tratado de Budapeste em 26 de setembro de
1991, e recebeu um nimero de acesso de FERM BP-3579.

Os exemplos do sistema de captagdao de L-triptofano incluem
Mitr e TnaB. O gene codificando Mtr (mtr) e o gene codificando TnaB (tnaB)
de Escherichia coli ja foram relatados (Heatwole, V.M. J. Bacteriol. 173, 108-
115, 1991, Sarsero, J.P., J. Bacteriol. 173(10), 3231-3234, 1991). Estes genes
podem ser obtidos, por exemplo, por PCR (reacdo de cadeia polimerase)
usando um DNA cromossémico de Escherichia coli como um gabarito (Ver
White T.J. et al., Trends Genet. 5, 185, 1989). Os exemplos de iniciadores

para amplificacdo de mtr incluem oligonucleotideos tendo as seqii€ncias de
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nucleotideo de SEQ ID No. 5 e 6. Os exemplos de iniciadores para
amplificacdo de fraB incluem oligonucleotideos tendo as seqii€ncias de
nucleotideos de SEQ ID No. 7 e 8. Os exemplos de fontes de DNA
cromossOmico incluem uma cepa de tipo selvagem de Escherichia coli, por
exemplo a cepa W3110 (ATCC39936). Para tmaB, porque IS (seqii€ncia de
inser¢do) € inserida na cepa W3110 fmaB, ¢ TnaB codificado por este gene
nao tem atividade (Kamath, A.V. et al., J. Bacteriol. 176 (5), 1546- 1547,
1994), outras cepas bacterianas contendo TnaB funcional sdo usadas. Os
exemplos de fontes para obter tnaB incluem a cepa MG1655 de Escherichia
coli (ATCC700926), cepa IM109 e assim por diante. A cepa W3110 e a cepa
MG1655 podem ser obtidas do American Type Culture Collection (10801
University Boulevard, Manassas, VA., 20110- 2209, USA). A cepa JM109 é
comercialmente disponivel de Takara Shuzo Co. Ltd. Etc.

A seqiiéncia de nucleotideos de mitr e a seqiiéncia de
aminodcidos de Mtr codificadas por este gene sdo mostradas nas SEQ ID N° 1
e 2. A seqiiéncia de nucleotideos de tmaB e a seqiiéncia de aminodcidos de
TnaB codificada por este gene sdo mostradas em SEQ ID No. 3 e 4.

mtr ou tnaB usados na presente invengao podem codificar Mtr
ou TnaB, respectivamente, incluindo substitui¢cao, delecao, inser¢cdo ou adig¢ao
de um ou varios residuos de aminodcidos em um ou vérios sitios desde que a
atividade da proteina codificada, Mtr ou TnaB, nao seja diminuida. O niimero
de "varios" residuos de aminodcidos usados aqui varia dependendo de
posi¢cdes de residuos de aminodcidos em estrutura tri-dimensional da proteina
e tipos de residuos de aminoacidos. No entanto, é especificamente de 2 a 30,
preferivelmente 2 a 20, mais preferivelmente 2 a 10.

Um DNA codificando uma proteina substancialmente idéntica
a Mtr ou TnaB acima mencionados pode ser obtido por modificacio da
seqii€éncia de nucleotideo de mtr ou maB. Por exemplo, a mutagénese dirigida

ao sitio pode ser empregada de modo que a substitui¢do, delecdo, insercao,
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adicdo ou inversao de um residuo ou residuos de aminoécido°Correm em um
sitio especifico. Além disso, um DNA modificado como descrito acima
também pode ser obtido por um tratamento de mutagénese
convencionalmente conhecido. Os exemplos do tratamento de mutag€nese
incluem um método para o tratamento de um DNA antes do tratamento de
mutacao in vitro com hidroxilamina ou outro € um método para o tratamento
de um microorganismo, por exemplo uma bactéria pertencendo ao gé€nero
Escherichia, contendo um DNA antes do tratamento da mutacdo com
irradiacdo de raio ultravioleta ou um agente de mutagénese usado em um
tratamento de mutagénese comum como N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina
(NTG), EMS e assim em diante.

Um DNA codificando uma proteina substancialmente idéntica
a Mtr ou TnaB pode ser obtida por expressao de um DNA incluindo qualquer
uma das mutagdes acima mencionadas em uma célula apropriada, e
examinando a atividade do produto de expressdo. Além disso, por exemplo,
um DNA que € hibridizdvel com uma sonda tendo uma seqii€ncia de
nucleotideos dos nimeros de nucleotideo 181 a 1425 de SEQ ID No. 1 (regido
de codificacdo de mitr) ou a seqiiéncia de nucleotideos de nimeros de
nucleotideos 91 a 1338 de SEQ ID No. 3 (regido de codificacdo de maB) ou
uma parte destas seqii€ncias sob condi¢cdes estringentes e codifica uma
proteina tendo a mesma atividade que Mtr ou TnaB pode ser obtida de um
DNA codificando Mtr ou TnaB tendo uma muta¢do ou uma célula contendo
este DNA. As "condicOes estringentes" referidas aqui sdo definidas como
condi¢cbes sob as quais um assim chamado hibrido especifico € formado, € um
hibrido ndo especifico ndo é formado. E dificil expressar claramente esta
condicdo por uso de qualquer valor numérico. No entanto, as condi¢Oes
estringentes incluem, por exemplo, condi¢des sob as quais DNAs tendo uma
alta homologia, por exemplo DNAs tendo uma homologia de 70% ou mais,

preferivelmente 80% ou mais, mais preferivelmente 90% ou mais, mais
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preferivelmente 95% ou mais, hibridizam uma com a outra, mas DNAs tendo
uma homologia menor do que acima nfo hibridizam entre si.
Alternativamente, as condicOes estringentes sdo exemplificadas por condi¢oes
pelo que DNAs hibridizam um com o outro em uma concentracdo de sal
correspondendo a condicdes tipicas de lavagem para hibridizacdo Southern,
isto é, 1 x SSC, 0,1% SDS, preferivelmente 0,1 x SSC, 0,1% SDS a 60°C.

Uma seqiiéncia parcial de seqiiéncia de nucleotideo de SEQ ID
No. 1 ou 3, também pode ser usada como a sonda. Esta sonda pode ser
produzida por PCR usando oligonucleotideos preparados com base na
seqiiéncia de nucleotideo de SEQ ID No. 1 ou 3, como iniciadores € um
fragmento de DNA incluindo a seqiiéncia de nucleotideo de SEQ ID No. 1 ou
3 como um gabarito. Quando um fragmento de DNA tendo um comprimento
de cerca de 300 bp € usado como a sonda, as condi¢des de lavagem para
hibridizacdo podem ser 2 x SSC, 0,1% SDS a 50°C.

Os exemplos especificos de um DNA codificando uma
proteina substancialmente idéntica a Mtr incluem um DNA codificando uma
proteina tendo uma homologia de preferivelmente 70% ou mais, mais
preferivelmente 80% ou mais, ainda preferivelmente 90% ou mais, mais
preferivelmente 95% ou mais, com relacdo a seqiiéncia de aminoédcido de
SEQ ID No. 2 e tendo a atividade comparavel a de Mtr. Além disso, exemplos
especificos de um DNA codificando substancialmente a mesma proteina
como TnaB incluem DNA codificando uma proteina tendo homologia de
preferivelmente 70% ou mais, mais preferivelmente 80% ou mais, ainda
preferivelmente 90% ou mais, mais preferivelmente 95% ou mais, com
relacdo a seqii€éncia de aminoacido de SEQ ID No. 4, e tendo a atividade em
um grau comparavel ao de TnaB.

Um homdlogo de mtr ou tnaB de outras bactérias pode ser
obtido do mesmo modo que como usado para o mir ou fnaB acima

mencionado de Escherichia coli. Além disso, genes codificando sistemas de
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captacao diferentes de mir ou tnaB também podem ser obtidos por PCR a
partir de um DNA cromosséomico de bactérias usando métodos bem
conhecidos e comuns para obter genes.

Um DNA cromossémico pode ser preparado a partir de uma
bactéria como doador de DNA, por, por exemplo, o método de Saito e Miura
(ver Saito H, e Miura K, Biochem. Biophys, Acta, 72, 619, 1963; Seibutsu
Kogaku Jikkensho (Text for Bioengineering Experiments), editado pela
Society for Bioscience and Bioengineering, Japdo, 97-98, Baifukan, 1992) ou
semelhantes.

Se um DNA recombinante € preparado por ligacdo do gene
obtido com um DNA vetor autonomamente replicivel em uma célula de
Escherichia coli, e/ou uma bactéria objetiva e introduzido em Escherichia
coli, operagdes subseqiientes se tornam mais ficeis. Os exemplos de vetores
autonomamente replicdveis em célula de Escherichia coli incluem pSTV29,
pUC19, pUCI18, pHSG299, pHSG399, pHSG398, RSF1010, pBR322,
pACYC184, pMW219 e assim em diante.

Para preparar um DNA recombinante por ligacdo do gene
obtido para um vetor que funciona em uma bactéria objetiva, o vetor pode ser
digerido com enzimas de restricdo provendo extremidades digeridas se
casando com as extremidades do gene acima mencionado, € o gene acima
mencionado e o vetor podem ser ligados por uso de uma ligase como T4 DNA
ligase.

Um sistema de captacdo para um subproduto de uma
substancia alvo pode ser melhorado por melhora da expressdo de um gene
codificando uma proteina que ¢ uma parte do sistema de captacdo. A
quantidade de expressdo do gene € aumentada por aumento do nimero de
copias do gene. Por exemplo, o fragmento de gene acima mencionado pode
ser ligado a um vetor que funciona em uma bactéria, preferivelmente um

vetor do tipo de miiltiplas cépias, para preparar um DNA recombinante, que é
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entdo usado para transformar o hospedeiro produzindo uma substincia alvo.
Além disso, o DNA recombinante acima mencionado pode ser introduzido em
uma bactéria de tipo selvagem para obter uma cepa transformante, e entao
uma capacidade de producdo de substancia alvo pode ser conferida a cepa do
transformante.

Qualquer um dos métodos de transformacgao conhecido que foi
até agora relatado pode ser empregado para introducdo de um DNA
recombinante em uma bactéria. Por exemplo, um método de tratamento de
células bacterianas recipientes com cloreto de célcio de modo a aumentar a
permeabilidade das células para DNA ¢ conhecida e foi relatada para
Escherichia coli K-12 (Mandel, M. e Higa, A. J. Mol. Biol. 53, 159, 1970), e
um método para preparar células competentes de células que estdo em fase de
crescimento seguido por introdu¢io de DNA nas mesmas € e também
conhecido e foi relatado para Bacillus subtilis (Duncan, C.H. Wilson, G.A. e
Young, F.E. Gene, 1, 153, 1977). Além disso, um método para fazer células
recipientes de DNA em protoplastos ou esferoplastos, que podem facilmente
absorver um DNA recombinante, seguido por introdu¢cdo de DNA
recombinante nas células receptoras de DNA, que é conhecido para Bacillus
subtilis, actinomicetes e leveduras ¢ também conhecido (Chang, S. e Choen,
S.N., Molec. Gen. Genet. 168, 111, 1979; Bibb, M.J. Ward, J.M. e Hopwood,
O.A. Nature, 274, 398, 1978, Hinnen, A. Hicks J. B. e Fink, G.R. Proc. Natl.
Acad. Sci, USA 75, 1929, 1978). A transformacdo de microorganismos
também pode ser realizada pelo método de pulso elétrico (patente japonesa
acessivel ao publico no. 2- 207791).

O ndmero de copias de um gene também pode ser aumentado
ao permitir cépias miltiplas do gene para existir em um DNA cromossémico
da bactéria. A fim de introduzir cépias multiplas do gene no DNA
cromossOmico, recombina¢do homoéloga pode ser realizada usando uma

seqiiéncia que esta presente no DNA cromossémico em um niimero de copias
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multiplo como uma marcagdo. Como a seqiiéncia presente em um DNA
cromossOmico em um nimero de cépias miltiplo, um DNA repetitivo ou
repeticdo invertida presente na extremidade de um elemento transposavel
pode ser usado. Alternativamente, como descrito na patente japonesa
acessivel ao publico no. 2-109985, coépias miiltiplas de gene desejado podem
ser introduzidas em um DNA cromossémico por incorporagdo dos mesmos
em um transposon e transferindo o mesmo.

Além da amplificacdo de genes acima mencionada, um sistema
de captacao também pode ser melhorado por substituicdo de uma seqiiéncia
regulatéria de expressao como um promotor do gene codificando o sistema de
captacdo em um DNA cromossémico ou um plasmideo por uma mais forte.
Por exemplo, o promotor lac, promotor trp, promotor trc € assim em diante
sdo conhecidos como promotores fortes. Além disso, como descrito na
publicacdo de patente internacional WO 00/18935, um promotor também
pode ser modificado por um mais forte por introdugao da substituido de vérios
nucleotideos na regido de promotor do gene. A substituicdo ou modificacio
acima mencionada de um promotor melhora a expressdo do gene codificando
o sistema de captacdo, € assim o sistema de captacdo € melhorado. A
modificacdo da seqii€ncia regulatéria de expressdo pode ser combinada com
aumento do nimero de cépia do gene.

A substituicdo da seqii€ncia regulatéria de expressao pode ser
realizada, por exemplo, do mesmo modo que na substitui¢do de gene usando
um plasmideo sensivel a temperatura. Os exemplos de vetores tendo uma
origem de replicacdo sensivel a temperatura de Escherichia coli inclui, por
exemplo, plasmideo pMAN997 descrito na publicacdo internacional WO
99/03988, e assim em diante. Além disso, a substituicio da seqii€ncia
regulatéria de expressdo também pode ser realizada por um método usando
recombinase Red de fago A (Datsenko, K.A. PNAS, 97(12), 6640- 6645,
2000).
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Além disso como mostrado na secdo de exemplo, a
substituicao da seqiiéncia regulatéria de expressdao pode também ser realizada
por um método em combinag¢do com um sistema utilizando recombinase Red
de fago A e transducio P1 como se segue. Primeiro, a seqiiéncia regulatéria de
expressao que € obtida por PCR, € introduzida em uma cepa derivada da cepa
E. coli. W3110 usada para um doador por um método usando recombinase
Red de fago A. Entdo, a seqiiéncia regulatéria de expressdo € transduzida em
uma cepa de receptor a partir da cepa de doador pela transducio P1. A cepa
de doador ndo estd limitada desde que seja um derivado da cepa W3110 e
possuir uma seqii€ncia regulatéria de expressao substituida.

Além disso, na bactéria da presente inven¢ao, um sistema para
captacdo de uma substancia alvo em uma célula pode ser deletado ou degrado.
Além disso, um sistema de excre¢do da substancia alvo pode ser melhorado.

A substincia alvo pode ser eficazmente produzida por cultivo
da bactéria da presente inven¢do obtida como descrito acima em um meio
para provocar o acimulo da substincia alvo no meio e coletar a substancia
alvo do meio.

A substancia alvo da presente invencao pode ser produzida do
mesmo modo que é geralmente produzida, exceto que a bactéria da presente
invencdo € usada. As condicdes de cultura podem ser selecionadas de modo
apropriado dependendo da bactéria.

Por exemplo, o meio pode ser um meio tipico contendo uma
fonte de carbono, fonte de nitrogénio, ions inorganicos € outros componentes
organicos como requerido. Os sacarideos como glucose, lactose, galactose,
fructose, arabinose, maltose, xilose, trehalose, ribose e hidrolisado de amido,
dlcoois como glicerol, manitol e sorbitol € 4cidos orginicos como &4cido
glucdnico, acido fumadrico, 4cido citrico, e 4cido succinico podem ser usados
como a fonte de carbono. Os sais de aménio inorganicos como sulfato de

amonio, cloreto de aménio, e fosfato de amo6nio, nitrogénio organico como
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hidrolisado de soja. gids amdnia, amdnia aquosa e outros podem ser usados
como a fonte de nitrogénio. Como para nutrientes de trago orginicos, prefere-se
adicionar as substincias requeridas, por exemplo, vitaminas, como vitamina Bl,
dcidos nucleicos como adenina e RNA, extrato de levedura e outros em
quantidades apropriadas. Além destas substincias, quantidades pequenas de
fosfato de calcio, sulfato de magnésio, {on ferro, fon manganés e outros sdo
adicionados como requerido. Se a bactéria da presente invengdo for deficiente
c¢m gene fyrA, L-tirosina requerida para crescimento € adicionada ao meio.

No caso de Escherichia coli, por exemplo, a cultura ¢
preferivelmente realizada sob condig¢Oes aerdbicas durante cerca de 16 a 72 h.
A temperatura da cultura € controlada para ser 30 a 45°C, e pH controlado a 5 a
8 durante a cultura. As substincias inorginicas ou orgénicas, dcidas ou
alcalinas, assim como gds amdnia e outros podem ser usados para ajustar o pH.

A coleta de substincia alvo do meio pode ser realizada usando
uma combinagio de métodos bem conhecidos na técnica. Estes métodos
tipicamente usam resinas de troca de ions, precipitacdo e outros dependendo
da substincia alvo.

Exemplos
A presente invengio serd explicada mais especiticamente, com

referéncia aos exemplos ndo limitativos.

<Construgio de plasmideo transportando gene mitr ¢ plasmideo transportando
gene mab >
(1) Construgao de plasmideo transportando gene mtr

PCR foi realizado usando DNA cromossémico de Escherichia
coli cepa W3110 como um gabarito e oligonucleotideos tendo as seqli€ncias
de nucleotideo de SEQ ID No. 5 ¢ 6 como miciadores. PCR fo1 realizada
usando LATaq (Takara Shuzo) com um ciclo de 94°C durante 2 min {1 ciclo)

seguido por 30 ciclos de 94°C durante 30 s, 55°C durante 30 s e 72°C durante
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1 min 30 segundos. Um fragmento amplificado de cerca de 1,5 kb, incluindo
um promotor € ORF de mtr foi obtido.

O fragmento acima amplificado foi purificado usando colunas
MicroSpins® S400HR (Amarsham Pharmacia Biotech Inc.), entdo digerido
com Sacl e Kpnl e ligado a pSTV28 e pSTV29 (Takara Shuzo) que foi
similarmente digerido com Sacl e Kpnl. As células competentes de
Escherichia coli JM 109 (Takara Shuzo) foram transformadas com esta
mistura de reagcdo. Os transformantes foram cultivados em uma placa LB
contendo cloranfenicol, IPTG e X-Gal. As colonias brancas foram
selecionadas. Plasmideos transportando mtr pSTV28mtr e pSTV29mtr foram
obtidos dos transformantes selecionados.

Em pSTV28mtr, o gene mtr foi inserido na mesma dire¢do que
o promotor lac. Por outro lado, em pSTV29mtr, o gene mtr foi inserido na
direcdo oposta com relagdo ao promotor lac.
(2) Construgao de plasmideo transportando gene tnaB

PCR foi realizado usando DNA cromossomico de Escherichia
coli cepa MGG1655 como um gabarito e oligonucleotideos tendo as seqii€ncias
de nucleotideo de SEQ ID No. 7 ¢ 8 como iniciadores. PCR foi realizada
usando LATaq (Takara Shuzo) com um ciclo de 94°C durante 2 min (1 ciclo)
seguido por 30 ciclos de 94°C durante 30 s, 55°C durante 30 s e 72°C durante
1 min 30 segundos. Um fragmento amplificado de cerca de 1,5 kb, incluindo
ORF de taB foi obtido. tnaB formou um operon com trnaA, € nenhum
promotor existia imediatamente a montante de tnaB.

O fragmento acima amplificado foi purificado usando colunas
MicroSpins® S400HR (Amarsham Pharmacia Biotech Inc.), entdo digerido
com Sall e Pstl e ligado a pSTV28 e pSTV29 (Takara Shuzo) que foi
similarmente digerido com Sall e Pstl. As células competentes de Escherichia
coli JM 109 (Takara Shuzo) foram transformadas com esta mistura de reagao.

Os transformantes foram cultivados em uma placa LB contendo cloranfenicol,
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IPTG e X-Gal e as colonias brancas foram selecionadas. Plasmideos
transportando tmaB pSTV28tnaB e pSTV29tnaB foram obtidos dos
transformantes selecionados.

Em pSTV28tnaB, o gene tnaB foi inserido na mesma direcao
que o promotor lac. Por outro lado, em pSTV29tnaB, o gene tnaB foi inserido
na direcao oposta com relagao ao promotor lac.
<2> Constru¢do de cepas melhoradas de mitr e maB e producdo de L-
fenilalanina

(1) Os plasmideos acima mencionados pSTV28mitr,
pSTV29mtr, pSTV28tnaB e pSTV29tnaB foram introduzidos em bactéria
produzindo L-fenilalanina de Escherichia coli, a cepa AJ12741 (ver patente
JP no. 3225597 a seguir também referida como "cepa R/GAL") em um modo
convencional para obter R/GAL/pSTV28mtr, R/GAL/pSTV29mtr,
R/GAL/pSTV28tnaB e R/GAL/pSTV29tnaB. As capacidades produtoras de
L-fenilalanina destes transformantes e a cepa R/GAL foram entdo avaliadas.

20 ml de um meio tendo a seguinte composic¢ao foi introduzido
em um frasco Sakaguchi (500 ml) e cada cepa bacteriana foi inoculada e
cultivada a 37°C até toda a glucose ser consumida. As quantidades de L-
fenilalanina (L.-Phe) e L-triptofano (L-Trp) que tinham acumulado no meio
apos a cultura, foram medidas. Os resultados sdo mostrados na tabela 2.

Composi¢ao do meio (pH 7,0):

Glucose 40 g/1
Heptaidrato de sulfato de magnésio 1g1
Sulfato de amo6nio 16 g/1
Di-hidrogeno fosfato de potéssio 1g1
Extrato de levedura 2¢/
Heptaidrato de sulfato de ferro (I) 10 mg/1
Tetra- ou pentaidrato de sulfato de manganés 8 mg/l
L-tirosina 125 mg/1
Ampicilina 50 mg/1
Cloranfenicol 50 mg/1

(nfo adicionado para a cepa R/GAL)
Carbonato de célcio 30 g/l
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Tabela 2

Cepa bacteriana L-Phe (g/1) L-Trp (mg/l)
R/GAL 6.8 60
R/GAL/pPSTV28mir 6.6 <15
R/GALpPSTV29miur 6.7 <1.5
RIGAL/PSTV2EnaB 6.6 <1.5
R/GAL/pSTV2S9tnaB 6.7 <l.5

Como mostrado na tabela 2, cepa R/GAL produziu L-
triptofano como um subproduto. No entanto, as cepas melhoradas com mitr e
cepas melhoradas com tna B nio produzem L-(riptofano como um subproduto,
¢ foram capazes de causar acumulo de L-fenilalanina em uma quantidade
comparavel com a obtida com a cepa R/GAL.
Exemplo 2
<1> Constru¢do de cepa melhorada em promotor de gene mfr e cepd
melhorada em promotor de gene mabB

Por uso de um método que combine um sistema usando
recombinase Red de fago A (Datsenko, K.A. PNAS, 97(12), 6640- 6645,
2000) e transdugdo Pl, o promotor Py do fago A foi inserido nas regides de
codificacio do gene mir e 0 gene tnaB no cromossomo Escherichia colt para
construir uma cepa melhorada em promotor de gene mitr e cepa melhorada em
promotor de gene tal

Primeiro, uma seqiiéncia artR derivada de fago A (1), um gene
cat derivado de Tn9 (2), uma seqiiéncia de promotor de Pa2 derivada de fago
T7 (3), uma seqiiéncia de gene ter denivada de pBR322, (uma seqiiéncia
parcial) (4), e uma seqiéncia atrL derivada de fago A (5) foram, cada,
amplificadas por PCR. O fragmento (1) foi amplificado usando DNA A como
um gabarito e (1) (SEQ ID No. 9) e (1)r (SEQ ID No. 10) como iniciadores.
O fragmento (2} for amplificado usando DNA cromossémico de E. coli tendo
Tn9 como GM2159 e GM2150 como um gabarito, e (2)f (SEQ ID No. 11)e
(2)r (SEQ ID No. 12) como iniciadores. O fragmento (3) foi amplificado
usando DNA de fago T7 como um gabanto e (3)f (SEQ ID No. 13) e (3)r

(SEQ ID No. 14) como iniciadores. O fragmento (4) foi amplificado usando
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pBR322 como um gabarito, ¢ (4) t (SEQ ID No. 15) ¢ (4) r (SEQ ID No. 16)
como iniciadores. O fragmento (5) foi amplificado usando DNA A como um
gabarito e (5) f (SEQ ID No. 17) e (5)r (SEQ ID No. 18) como iniciadores. Os
acima mencionados GM2159 e GM2150 podem ser obtidos de E. cofi Genetic
Stock Center (Yale University, Dep. Biology, Osborn Memorial Labs. PO.
Box 6666, New Haven, CT, USA 06511-7444),

Além disso, uma seqiéncia de terminador de operon thr (38
bp) (6) fol obtida por recombinagiio de DNAs sintéticos (6)f (SEQ ID No. 19)
e (6)r (SEQ ID No. 20).

PCR de cruzamento foi realizado usando cada um dos
fragmentos obtidos como na tabela 3, para obter um fragmento de DNA (a
seguir, referido como "fragmento A"} ao qual os fragmentos (1), (6), (2}, (3),

{(4) e (5) foram ligados.

Tabela 3
Gabarito Imiciador Fragmento obtido
{1}e i) {1)f e (B2 (1) +{fH)
(2} ei3) (2)f e 3 (2} +(3)
{(dre(5) () ¢ (5)r (4} +(5)
(1) +(6)c(2)+(3) (D e (3 (D+O+ D+ (D
(1) + (6} + (2} + (3} e () +(5) (1 eS)r (1} + (6} +(2)+ B) + () +(5)

Subsegiientemente, a seqiiéncia de promotor Py (seqiiéncia SD
existente a montante de facZ é adicionada} foi amplificada por PCR uvsando
DNA A como um gabarito e um iniciador Pl (SEQ ID No. 21) e P2mtr
(incluindo a seqiiéncia ORF mir de 36 bp, SEQ ID No. 22) ou P2tnab
(incluindo a seqiiéncia ORF aB de 36 bp, SEQ ID No. 23), PCR de
cruzamento foi realizado usando este fragmento amplificado e fragmento A
como gabaritos e um miciador (1 mtr (SEQ ID No. 24) ou (1)ftnab (SEQ 1D
No. 25) incluindo uma seqiiéncia (36 bp) de uma regido a montante de ORF do
gene mir ou o gene fmaB e o iniciador P2mtr ou P2tnab. Cada fragmento
amplificado incluia uma seqiiéncia de uma regido a montante do gene mtr ou o
gene taB ¢ uma scqiiénela interna de ORF em ambas as extremidades. As

seqiiéncias de nucleotideos destes fragmentos de DNA sdo mostradas em SEQ
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ID No. 26 ¢ 27. As estruturas dos fragmentos de DNA sdo mostradas na tabela 4.

Tabela 4
Posicio em SEQ 1) No. 26 ou 27 Componentes
| a M Seqiiéncia a montante de gene mir ou gene srir
37 a 202 Anf de Fago &
203 a 260 Terminador operon the de £, codlif K12
261 a 1043 Gene caf de Tnd
13all?s Promotor de gene prematuro {Pu2) de fago T7
11764 1521 Seqiiéncia de gene ter derivada de pBRA22
1322 a 1666 Al de Fago &
1671 @ 1933 Promotor Py de fago A
1934 o 3178 ou 3181 PRSI Ol gene nal

Cada um dos fragmentos de DNA acima foi introduzido em
um modo convencional na cepa TD-18, que é¢ um derivado de E. coli. K-12
W3110, em gue um plasmideo auxiliar pKD46 foi previamente introduzido.
pKD46 € conhecido como expressando recombinase Red de fago A { PNAS,
97(12), 6640- 6645, 2000). Apds ocorrer a substituiciio de gene, o plasmideo
pKD46 foi deletado dos transtformantes.

Porque as cepas transformadas demonstram resisténcia a
cloranfenicol, a desejada cepa melhorada em promotor de gene mirr ou gene
tnaB pode ser selecionada de modo eficaz usando este marcador.

Entiio, as cepas melhoradas em promotor de gene mtr ou gene
tmaB acima mencionadas foram infectadas com fago P1. Usando cada uma
das cepas infectadas por fago Pl como um doador para transdugio P1, uma
regiic a montante do gene mifr ou gene a8 ORF de bactéria produtora de L-
femlalanina, AJ12741 (cepa R/GAL) for substituida com o promotor Py pela
transdugiio Pl usando resisténcia a cloranfenicol como um indice. Foi
confirmado por PCR que a substitui¢io de gene desejado ocorreu.

Ao introduzir cada fragmento de DNA amplificado pelo
método acima mencionado em uma bacténa produzindo L-fenilalanina, a cepa
AlJl12741 {cepa R/GAL) como um hospedeiro, uma cepa bacteriana em que
uma regido a montante do ORF gene mitr ou gene maB € substituida com o
promotor Pp, pode ser obuda.

<2> Producio de L-fenilalanina por cepa melhorada no promotor de gene mir
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¢ cepa melhorada no promotor de gene maB

A cepa R/GAL (RM11) em que a regido a montante do ORF
do gene mtr foi substituida com o promotor P e a cepa R/AGAL (Rtp32) em
que uma regido a montante do ORF do gene maB foir substituida com o
promotor Py, foram obtidas como descrito acima. Estas cepas bacterianas
foram cultivadas do mesmo modo que no exemplo 1 para produzir L-
femlalanina e as quantidades de L-femlalanina e L-triptofano no meio foram

medidas. Os resultados sio mostrados na tabela 5.

Tabela 5
Cepa bacteriana L-Phe (gl L-Tep {mg/}
R/GAL .8 6l
RM11 .9 <].5
Rip22 7.1 <l.5

Como na tabela 5, a cepa R/GAL produziu L-triptofano como
um subproduto. No entanto, a cepa melhorada em promotor mir RMI11 ¢ a
cepa melhorada em promotor tiaB Rip32 nio produziram L-triptofano como
um subproduto e acumularam L-fenilalanina em uwma gquantidade comparaivel
com a obtida com a cepa R/GAL.

Apesar da invencio ter sido descrita em detalhes com
referéncia a formas de realizacdo preferidas da mesma, serd evidente para os
versados que vdrias mudangas podem ser feitas, e equivalentes empregados,
sem sair do escopo da invencdo. Cada um dos documentos acima
mencionados, assim como documento de prioridade no estrangeiro, JP 2003-

161181, é agui incorporado por referéncia em sua totalidade.
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LISTAGEM DE SEQUENCIA

<110> Ajinomoto Co., Inc.

<120> Mé&todo para a produgdo de uma substincia de marcagido

<130> OP-C4047
<150> JP 2003-161181
<151> 05-06-2003

<160> 27

<170> PatentIn version 3.0
<210> 1

<«211l> 1550

<212> DNA

<«213> Escherichia coli
<220>

<221> CDC

<222> (181)..(1425)

<400> 1

cglcgteglt icggtggiga tgcglaatca tcgelgaaca gegaacacaa fcigtaaaat
aatatataca gceccgatit ttaccatcge ggecttitttt ciglcttttg tactcgigta
ctggtacag! gcaztgeaia acaacgcagl cgeactatt! ttcactggag agaagcccle
aig geca aca cla acc ace acc caa acg fea ccg tcg ctg ctt gge gme
Met Ala Thr Leu Thr Thr Thr Gln Thr Ser Pro Ser Leu Leu Gly Gly
] ] 10 15
glg glg att alc ggc gge acc att atl BEC gca ggg atg {11 fct ctg
Yal Val Ile Ile Gly Gly Thr Ile ]le Gly Ala Gly Met Phe Ser Leu
20 25 30
cca gig gic alg fcc ggg geg tgg (11 it teg tca atg geg geg cig
Pro Val Val Met Ser Gly Ala Trp Phe Phe Trp Ser Met Ala Ala Leu
35 40 45
atc t1t acc 1gg tic 1gt atg ctg cat iec BgC 1tg atg atl ctg gaa
Ile Phe Thr Trp Phe Cys Met Leu His Ser Gly Leu Met Ile Ley Glu
50 55 60
gcl aac ctg aat tac aga atc ggt tcg agt ti1 gac acc alc acc aaa
Ala Asn Leu Asn Tyr Arg Ile Gly Ser Ser Phe Asp Thr Ile Thr Lys
65 10 15 a0
gal t1g cig ggc aaa gge tgg aac glg glc aac gge att tce alt gee
Asp Leu Leu Gly Lys Gly Trp Asn Val Val Asn Gly Ile Ser Ile Ala

60
120
180
228

276

324

372

420

468



131
Phe

att
Ite

gcg
Ala

agc
Ser
145
gle
Yal

cet
Pro

tat
Tyr

gel
Gly

atc
Ile
225
ace
Thr

ate
Ile

{ia
Leu

tic
Phe

ttg 11t gac

Len
305
gEC

tat
Tyr
100
¢lg catl cac
Leu His His
115
ggt
Gly

gig cte
Yal Leu

itt
Phe

gcg
Ala
130
act
Thr

aaa
Lys

gee
Ala

iic
Phe

att
Ile

acc
Thr

ttg
Leu
180
atg
Met

aca
Thr

24084
Ala

fig
Leu
195
gtg
Val

cig
Leu

cca
Pro

aac
Asn
210
glg
Yal

1zt
Cys

aaa
Lys

1g
Leu

ate
Ile

teg
Trp

ati
e

get
Gly

gea
Ala
260
gta
Val

3gc
Ser

BgC
Gly
275
tca aac tit
Ser Asn Phe
290

tat
Phe Asp Tyr

85
alc cig acc
Ile Leu Thr

{ic gea
Phe Ala

ace
Thr

ttt gea
Phe Ala
135
agl cge
Ser Arg
150
ctc ace
Len Thr

gel
Gly

glc
Yal

tte
Phe
165
tte
Phe

aac gle
Asn Val

acc
Thr

ctg ccg
Leu Pro

cig atg
Leu Met
215
clg glg tac
Leu Yal Tyr
230
clg gcg
Leu Ala
245
gdg aag ggc
Glu Lys Gly

age
Ser

acg
Thr

cig aac
Leu Asn

age
Ser

geg gta geg
Ala Yal Ala
295

cig gea gat

fat
Tyr

gag
Glu
120
tig
Leu

aig
Met

tt
Phe

gee
Ala

tic
Phe
200
aag
Lys

get
Gly

atg
Met

get
Gly

cgt
Arg
280
agt
Ser

clg

29

gee
Ala
105
alg
Met

clg
Leu

aca
Thr

gat
Gly

gaa
Glu
185
tgl
Cys

fat
Tyr

acg
Thr

get
Gly

aal
Asn
265
agt
Ser

icg
Ser

1

Leu Ala Asp Leu Phe

310

cgc tig aaa acg gea 11g clg ace
Gly Arg Lev Lys Thr Ala Leu Leu Thr Phe Ala Pro Pro Val Val Gly

90
fat
Tyr

att
Ile

cla
Leu

fca
Ser

gla
Yal

ECE
Ala

att
Ile
155
cig
Leu

gCg
Ala

2gc
Ser
170
agc
Ser

aat
Asn
gca
Ala

ctg
Leu

lac
Tyr

gsc
Gly

atg
Met
235
ate
Ile

clg
Leuy

aac
Asn
250
att
Ile

gat
Asp

gal
Asp

clg
Leu

tic
Phe

cic
Leu

tic
Phe
315
gee

ggt
Gly

it

tct
Ser

gee
Ala

aag
Asn

glc
Yal
125
glg
yal

1t
Phe
140
gtg
Yal

cig
Leu

clg
Leu

ZEE
Gly

fct
Ser

gcg
Ala

11
Phe
205
gat
Asp

{eg
Ser

2aa
Lys
220
ECE
Ala

ctg
Leu

ccg cgt
Pro Arg

clg
Leu

gig
Yal

clg
Leu
285
gla
Val

clg
Ley

Bgc
Gly
300
gac gac
Asp Asp

CCg cca

95
agt ggt tcg
Ser Gly Ser
110
ccg gca cgg
Pro Ala Arg

gtg tgg tig
Yal Trp Leu

88 ECE aaa

Gly Ala Lys
160

cal gtg cag

His Yal GIn

1758

1at gea ccg

Tyr Ala Pro

190

ggt tat cac

Gly Tyr His

€cg aaa acc
Pro Lys Thr

gcg cig tat

Ala Leu Tyr
240

ccg gag tt

Pro Glu Phe

255

gla cag gcg

Yal Gln Ala

270

clg gic gig

Leu Val Val

acg ctg ggt
Thr Leu Gly

icg gl gig
Ser Ala Val
320

gil glg gee

516

564

612

660

708

756

804

852

500

948

9985

1044

1092

1140

1188
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325 330 335
88g clg t1g tic ccg aac gga ii¢ clg lac gce att ggt tat get gst 1236
Gly Leu Leu Phe Pro Asn Gly Phe Leu Tyr Ala Ile Gly Tyr Ala Gly
340 345 350
12 gcg get ace ate 1gg geg gea att Bl ccg geg cig t1a gee cgt 1284
Leu Ala Ala Thr Ile Trp Ala Ala [le Val Pro Ala Leu Leu Ala Arg
355 360 365
gca tcg cgt aaa cge 111 gge dgc ccg aaa tlc cge gic tgg ggt ggc 1332
Ala Ser Arg Lys Arg Phe Gly Ser Pro Lys Phe Arg Val Trp Gly Gly
370 375 380

aag ccg atg att geg ctg att cig gig 111 ggc glc gge aac gea clg 1380
Lys Pro Met Ile Ala Leu Ile Ley Val Phe Gly Val Gly Asn Ala Ley

385 390 395 400

gtg cat att tta fcg age 11 aal {{a ctg ccg gig tat cag taa 1425
Val His Ile Leu Ser Ser Phe Asn Leu Leu Pro Val Tyr Gln

405 410
tcageggtge citatecgac atttcigelg cctacacaal geelgatgeg clicgetiat 1485
cagglclalg taggacageg ttgecagele gegataagget fcccgeglia agacacacta 1545
tccca 1550
<212> 2

<211> 414
<212> PRT

<213> Escherichia coli
<400> 2

Met Ala Thr Leu Thr Thr Thr GIn Thr Ser Pro Ser Ley Lev Giy Gly
1 5 10 15
Val Val lle Ile Gly Gly Thr Ile Ile Gly Ala Gly Met Phe Ser Lev
20 25 30
Pro Val Val Met Ser Gly Ala Trp Phe Phe Trp Ser Met Ala Ala Ley
35 40 45
Ile Phe Thr Trp Phe Cys Met Leu His Ser Gly Leu Met Ile Leu Gly
50 55 60
Ala Asn Leu Asn Tyr Arg lle Gly Ser Ser Phe Asp Thr Ile Thr Lys
65 70 75 80
Asp Leu Leu Gly Lys Gly Trp Asn Val Va) Asp Gly Ile Ser Ile Ala
85 90 95
Phe Val Leu Tyr Ile Ley Thr Tyr Ala Tyr lle Ser Ala Ser Gly Ser
100 105 110
Ile Leu His His Thr Phe Ala Glu Met Ser Leu Asp Val Pro Ala Arg
115 120 125
Ala Ala Gly Phe Gly Phe Ala Leu Ley V3] Ala Phe Val Val Tip Ley
130 135 140
Ser Thr Lys Ala Val Ser Arg Met Thr Ala Ile Va] Leu Gly Ala Lys
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145 150 185 160
Yal Ile Thr Phe Phe Leu Thr Phe Gly Ser Leu Ley Gly His Val Gln
165 170 175
Pro Ala Thr Leu Phe Asn Val Ala Glu Ser Asn Ala Ser Tyr Ala Pro
180 185 190
Tyr Leu Leu Met Thr Leu Pro Phe Cys Leu Ala Ser Phe Gly Tyr His
195 200 205
Gly Asn Val Pro Ser Leu Met Lys Tyr Tyr Gly Lys Asp Pro Lys Thr
210 215 220
Ile Val Lys Cys Leu Val Tyr Gly Thr Leu Met Ala Leu Ala Leu Tyr
225 230 235 240
Thr Ile Trp Leu Leu Ala Thr Met Gly Asn Ile Pro Arg Pro Glu Phe
245 250 255
Ile Gly Ile Ala Glu Lys Gly Gly Asn [le Asp Val Leu Val Gln Ala
260 265 270
Leu Ser Gly Yal Leu Asn Ser Arg Ser Leu Asp Leu Leu Leu Val Val
275 280 285
Phe Ser Asn Phe Ala Val Ala Ser Ser Phe Leu Gly Val Thr Leu Gly
290 295 300
Leu Phe Asp Tyr Leu Ala Asp Leu Phe Gly Phe Asp Asp Ser Ala Val
305 310 © 315 320
Gly Arg Leu Lys Thr Ala Leu Leu Thr Phe Ala Pro Pro Yal Val Gly
325 330 335
Gly Leu Leu Phe Pro Asn Gly Phe Leu Tyr Ala Ile Gly Tyr Ala Gly
340 345 350
Leu Ala Ala Thr Ile Trp Ala Ala lle Val Pro Ala Leu Leu Ala Arg
355 360 365
Ala Ser Arg Lys Arg Phe Gly Ser Pro Lys Phe Arg Yal Trp Gly Gly
370 375 380
Lys Pro Met Ile Ala Leu Ile Leu Val Phe Gly Val Gly Asn Ald Ley
385 390 395 400
Yal His Ile Leu Ser Ser Phe Asn Leu Leu Pro Val Tyr Gln
405 410

w

<210> 3

<211> 1450

<212> DNA

<213> Escherichia coli
<220>

<221> CDS

<222> {91)..(1338)

<400> 13
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ttaatactac agagtggcta taaggatgtt agccactctce ttaccctaca tcctcaataa 60

caaaaatage cticctctaa aggtggcate atg acl gat caa gel gaz aaa aag 114
Met Thr Asp Gln Ala Glu Lys Lys
1 5
cac tct gea t1t tgg ggt gtl atg gti ata gea ggl aca gla att ggl 162
His Ser Ala Phe Trp Gly Yal Met Val Ile Ala Gly Thr Val []e Gly
10 15 20
gga ggl atg ttt get tla cct gtt gat cit gec get gee 1gg t1t tic 210
Gly Gly Met Phe Ala Leu Pro Val Asp Leu Ala Gly Ala Trp Phe Phe
25 30 35 40
igg ggt gee tit atc cit alc ait gec tgg 11t tca atg cti cal fce 258
Trp Gly Ala Phe Ile Leu Ile Ile Ala Trp Phe Ser Met Leu His Ser
45 50 55
geg t1a t1g t1a tla gaa gca aal tla aat tat ccc gic gge tec agt 306
Gly Leu Leu Leu Leu Glu Ala Asn Leu Asn Tyr Pro Val Gly Ser Ser
60 65 70
111 aac acc atc acc aaa gal tla alc ggt aac acc igg aac alt atc 354
Phe Asn Thr lle Thr Lys Asp Leu lle Gly Asn Thr Trp Asn Ile Ile
75 80 85
agc get att acc gtt gee tic gti cte tat ate cte act tat gee tat 402
Ser Gly Ite Thr Yal Ala Phe Val Lev Tyr Ile Leu Thr Tyr Ala Tyr
80 95 100
atc tct get aat ggt geg alc alt agt gaa acg ata fca alg aal tig 450
Ile Ser Ala Asn Gly Ala Ile Ile Ser Glu Thr Ile Ser Met Asn Leu
105 110 115 120
ggl tat cac gct aal cca cgl att gic ggg ate tgc aca gee att tic 498
Gly Tyr His Ala Asn Pro Arg Ile Val Gly Ile Cys Thr Ala Ile Phe
125 130 135
gt gec age gta lig tgg t1a agl tcg tta gee gee agl cgl aifl ace 546
Val Ala Ser Val Leu Trp Leu Ser Ser Leu Ala Ala Ser Arg Ile Thr
140 145 150
lca tig tic clc ggg clg aag att atc fcc tit gig alc gig {1t get 594
Ser Leu Phe Leu Gly Leu Lys Ile Ile Ser Phe Val [le Val Phe Gly
155 160 165
tct 11l ttc tic cag gtc gat tac 1cc alt clg cge gac gee ace age 642
Ser Phe Phe Phe Gln Val Asp Tyr Ser Ile Leu Arg Asp Ala Thr Ser
170 175 180
tce act geg gga acg tet fac tic ccg tatl atc tit alg get tig ceg 6390
Ser Thr Ala Gly Thr Ser Tyr Phe Pro Tyr lle Phe Met Ala Leu Pro
185 190 165 200
glg tgt clg geg tea 11t get fic cac gge aal atlt ccc age cig att 738
Yal Cys Leu Ala Ser Phe Gly Phe His Gly Asn Ile Pro Ser Leu 1le
205 210 215
att ige tat gga a3a cge aaa gat aag {1a alc aaa age gig gla {it 786

Ile Cys Tyr Gly Lys Arg Lys Asp Lys Leu Ile Lys Ser Yal Yal Phe
220 225 230



leg
Ser

ggl
Gly

alg
Met

1444
Gly
250
aac
Asn

ggc
Gly
265
g8c
Gly

att
[le

tcg
Ser

agt
Ser

tit
Phe

cilg
Leu

tta
Leu

ace
Thr
330
att
Ile

it
Phe
345
gtc
Yal

att
Ile

aat
Asn

cag
Gln

att
Ile

ctc
Leu
aac gtg
Asn
410

tcttgeelict caggaaalca citalgtcca aatggeaact cecctgatee tccticacca
cgtatgetil gegtecacct! ac

<210> 4

<211> 415

<212> PRT

clg
Leu
235
aat
Asn

gt
Val

ale
Ile

{ie
Phe

aag
Lys
315
tte
Phe

tac
Tyr

att
Ie

aig
Met

ttt
Phe
395
ita

cig geg cig glg
Leu Alz Leu Val

att
fle

gat
Asp

gag
Glu

ttt
Phe
300
att
Ile

clg
Leu

ggg
Gly

cee
Pro

tic
Phe
380
gat
Gly

cct

ccg cga
Pro Arg

tcg cig
Ser Leu
270
ittt tge
Phe Cys
285
ggt gtc
Gly Val

gatl aac
Asp Asn

cca cct
Pro Pro

atc gec
[le Gly
350
gea gig
Ala Val
365
acg gic
Thr Val

ata ace
Ile Thr

aaa ttt

Val Leu Pro Lys Phe

<213> Escherichia coli

<400> 4

att
Ile
240
agc
Ser

gaa
Glu
255
glg
Yal

aaa
Lys

cig
Leu

clg
Leu

clg
Leu

acg
Thr

tce cac
Ser His
320
tig
Leu

gcs
Ala
335
get
Gly

gece
Ala

ctt
Leu

gea
Ala

244
Gly

tgg
Trp

att
Ile
400
faa

gig
Val

ggC
Gly
415

33

tat cle
Tyr Leu

ttt aag
Phe Lys

gcg
Ala

cle
Leu
275
{ct
Ser

tcg tic
Ser Phe

gig tte
Yal Phe
290
geg g tic
Gly Leu Phe
305
gec gge
Gly Gly

cgt
Arg

cteg
Leu

f1g tat
Leu Tyr

lge
Cys
355
altc aaa gect
[le Lys Ala
370

gge aat cll
Gly Asn Leu
385

ttg 1gc tgg
Leu Cys Trp

geg clg
Gly Leu

atcclicaag aagecageca ticgeigact

att
e
260
444
Gly

aac
Asn

gat
Asp

tic
Phe

atc
Iie
340
gee
Ala

CEC
Arg

att
Ile

fic
Phe

tic tgg cte tat
Phe Trp Leu Tyr

245
ate
Ile

ace
Thr

fta
Leu

tat
Tyr

aaa
Lys
325
fic
Phe

acc
Thr

dag
Lys

ceg
Pro

g8C
Gly
405

tge acc
Cys Thr

fce
Ser

tca ggc
Ser Gly

aaa
Lys

cag cac
Gln His
280
gt gee
Val Ala
295
geg gac
Ala Asp

get
Ala

clg
Leu
310
acc
Thr

gig cig
Yal Leu

ccg
Pro

aac gec
Asn Gly

atc tgg geg

Ite Trp Ala
360

aag ttt ccc

Lys Phe Pro

375

geg att gte

Ala Ile Vai

390

aac gtc 11t

Asn Val Phe

834

882

330

978

1026

1074

1122

1170

1218

1265

1314

1368

1428
1450



Hel
Yal
Asp
Ala
Leu
65

Ile
Leu
Ser
Yal
Ser
145
Ile
Ser
Pro
His
Lys
225
Tyr
Phe
Ser
Yal
Gly
305
Gly

Leu

Thr Asp Gln Ala

Ile Ala Gly

Leu
Trp
50

Asn
Gly
Tyr
Glu
Gly
130
Leu
Ser
Ile
Tyr
Gly
210
Leu
Leu
Lys

Phe

Phe
2490

Ala
35

Phe
Tyr
Asn
Ile
Thr
I15
Ile
Ala
Phe
Leu
Ite
195
Asn
Ile
Phe
Ala
Len

275
Ser

20
Gly

Ser
Pro
Thr
Leu
100
[le
Cys
Ala
Yal
Arg
180
Phe
Ile
Lys
Trp
Ile
260
Gly

Ash

Leu Phe Asp

Gly Arg Phe

5
Thr

Ala
Met
Yal
Trp
85

Thr
Ser
Thr
Ser
Ile
165
Asp
Met
Pro
Ser
Leu
245
Ile
Thr
Leu

Tyr

Lys
325

Tyt Leu Ile Phe

340

Gly Leu Cys Ala Thr

34

Glu Lys Lys His Ser Ala Phe Trp Gly Val Met
10 15
Val Ile Gly Gly Gly Met Phe Ala Leu Pro Val
25 30
Trp Phe Phe Trp Gly Ala Phe Ile Leu Ile Ile
40 45
Leu His Ser Gly Leu Leu Len Leu Glu Ala Asn
55 60
Gly Ser Ser Phe Asn Thr Ile Thr Lys Asp Leu
70 75 80
Asn [le Ile Ser Gly lle Thr Val Ala Phe VYal
90 95
Tyr Ala Tyr Ile Ser Ala Asn Gly Ala Ile Ile
105 110
Met Asn Leu Gly Tyr His Ala Asn Pro Arg Ile
120 125
Ala lle Phe Val Ala Ser Yal Leu Trp Leu Ser
135 140
Arg Ile Thr Ser Leu Phe Leu Gly Leu Lys lle
150 155 160
Val Phe Gly Ser Phe Phe Phe Gln Yal Asp Tyr
170 175
Ala Thr Ser Ser Thr Ala Gly Thr Ser Tyr Phe
185 190
Ala Leu Pro Yal Cys Leu Ala Ser Phe Gly Phe
200 205
Ser Leu Ile Ile Cys Tyr Gly Lys Arg Lys Asp
215 220
Yal Val Phe Gly Ser Leu Leu Ala Leu Val Ile
230 235 240
Tyr Cys Thr Met Gly Asn Ile Pro Arg Glu Ser
250 255
Ser Ser Gly Gly Asn Val Asp Ser Leu Val Lys
265 270
Lys GIn His Gly Ile Ile Glu Phe Cys Leu Leu
280 285
Ala Va) Ala Ser Ser Phe Phe Gly Val Thr Leu
295 300
Leu Ala Asp Leu Phe Lys Ile Asp Asn Ser His
310 315 320
Thr Val Leu Leu Thr Phe Leu Pro Pro Ala Leu
330 335
Pro Asn Gly Phe Ile Tyr Gly Ile Gly Gly Ala
345 350
Ile Trp Ala Val Ile lle Pro Ala Val Len Ala
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355 360 365
Ile Lys Ala Arg Lys Lys Phe Pro Asn Gin Mei Phe Thr Val Trp Gly
370 375 380
Gly Asn Leu Ile Pro Ala Ile Yal Ile Leu Phe Gly Ile Thr Val Ile
385 390 395 400
Leu Cys Trp Phe Gly Asn Yal Phe Asn Val Leu Pro Lys Phe Gly
405 410 415

<210> 5

<211> 30

<212> DNA

<213> artificial
<220>

<223> iniciador
<400> 5
gggagctcgt cgtttcggtg gtgatgegta a0
<210> 6

<211> 30

<212> DNA

<213> artificial
<220>

<223» iniciador
<400> 6
ggggtaccga tagtgtgtct taacgcggga 30
<210> 7

<211> 30

<212> DNA

«213> artificial
<220>

<223> iniciador
<400> 7

gggtcgacgt tagccactct cttaccctac 30



<210>

«211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

ggctgcagcg caaagcatac gtggtgaagg

«210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

30

DNA

artificial

iniciador

8

9

18

DNA

artificial

iniciador

9

cgctcaagtt agtataaa

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

'<40Q>

10
54
DNA

artificial

iniciador (1)r

10

36

30

18

cctgacagtg cgggcttttt ttttcgacca ctgcagtctg ttacaggtca ctaa 54

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

11

54

DNA

artificial



<223>

<400>

37

iniciador {(2)f

11

cccgcactgt caggtgcggg cttttttetg tgttaagctt cgacgaattt ctge

<210>

<21l>

212>

<213>

<220>

223>

<400>

12

54

DNA

artificial

iniciador (2)r

12

gcagcgtcaa cegggegete tagctagata tcggatccga gattttcagg aget

<210>

<211>

«212>»

<213>

<220>

<223>

<400>»

13

54

DNA

artificial

iniciador (3)f

13

agctcctgaa aatctcggat ccgatatcta gctagagegce ccggttgacg ctge

<210>

<211>

<212>

<213>

«220>»

<223>

<400>

14

54

DNA

artificial

iniciador (3)r

14

ctacgcgate atggcgacca cacccgtcct gtggatctee ggataagtag acag

<210>

<211>

15

54

54

54

54

54
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<212> DNA

<213> artificial

<220>

223> iniciador (4)f

<400> 15

ttcgtgcgac ttatcaggct gtctacttat ccggagatcc acaggacggg tgtg 54
«210> 16

<211> 54

<212> DNA

«213> artificial

«220>

<223> iniciador (4)r

<400> 16

cgaattcteca tgtttgacag cttatcatcg ataagcttta atgcggtagt ttat 54
«<210> 17

<211> 54

<212> DNA

<213 artificial

«220>

<«223> iniciador (5)f

<400> 17

ttagcaattt aactgtgata aactaccgca ttaaagctta tcgatgataa gctg 54
<210> 18

<211> 54

<212> DNA

<213> artificial

<220>»

<223> iniciador (5) r

<400> 18
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ttttgecaggg gggcattgtt tggtaggtga agatcttgaa gocctgetttt ttat
<210> 19

<211> 58

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> DNA sintético {6} £

<400> 19

ctgcagtggt cgaaaaaaaa agcccgcact gtcaggtgcg ggctttttte tgtgttaa
<210> 20

<211> 58

<212> DNA

«213> artificial

<220>

223> DNA sintético (6) r

<400> 20

ttaacacaga aaaaagcccg cacctgacag tgcgggcettt tttttcgac cactgcag
<210> 21

<211> 54

<212> DNA

«213> artificial

<220>

«223> iniciador P1

<400> 21

tgccaactta gtataaaaaa gcaggcttca agatcttcac ctaccaaaca atge
<210> 22

«211> 72

<212> DNA

<213> artificial

54

58

58

S4
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<220>

<223> iniciador P2mtr

<400> 22

cgacggtgac gtttgggtgg tggttagtgt tgecatagece tgtttcctte tagacggeca 60
atgcttcgtt tc 72
<210> 23

<211> 72

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223» iniciador P2tnab

<400> 23

aaatgcagag tgcttttttt cagcttgate agtecatagec tgtttccttc tagacggcca 60
atgcttcgtt tc 72
<210> 24

<211> S4

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> iniciador {1) fmtr

<400> 24

gcgaacacaa tctgtaaaat aatatataca goccegeget caagttagta taaa 54
<210> 25

<211> 54

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223» iniciador (1) ftnab

<400> 25



<210> 26

<211l> 3178

<212> DNA

220>

<400> 26

gcgaacacaa
gaacgagaaa
cagactacat
geltatiagtg
cgggeltttd
faticaggeg
ccgeectlgee
ccatcacaga
glataatatt
aaalcaaaac
aacccitiag
tgtagaaact
tgctcatgga
ticatigeca
gecggataaa
tgaacggict
cgalgecatt
fccltagelc
aglgttacct
tcgtgegact

«223> gene fundido

fctgtaaaal
cgtaaaatga
aataciglaa
acctigtaaca
ictglgtiaa
tagcaccagg
actcalcgea
Cggcatgatg
tgcecatggt
tggtgaaact
ggaaalaggc
gccggaaale
aaacggigla
tacggaaltc
aclitgtgctt
ggtialagg!
gggatalalec
ctgaaaalct
agcgatiigt
tatcaggetg

<213> Seqlénecia artificial

aajatataca
tataaatate
aacacaacal
gactgcagtg
gettcgacga
cgittaagee
glactglitigt
aacctgaalc
gaaaacggesg
cacccaggea
caggititca
gicgiggtal
acaagggiga
cggatlgagea
atittictit
acatlgagea
aacggtggta
cggatecgat
atcttactge
fctactiate
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geeeecgegel
aatatattaa
atgcagtcac
glcgaaaaaa
atitctgeca
caccaalaac
aatlcattaa
Egccagcegeca
gcgaagaagl
tiggctgaga
ccgtaacacg
tcactcecaga
acactatecc
ticatcagge
acggicttia
actgactgaa
tatccagtiga
atclagctag
atgttactic
cggagatcca

caagttagta
attagatttt
latgaalcaa
aaageccgea
ttcatecget
tgcctiaaaa
geattcigee
{cagcacctt
igiccatatt
cgaaaaacal
ccacalcttg
gcgalgaaaa
atatcaccag
gegeaagaat
aazaggeesgt
algectcaaa
{tittticte
agcgeeeggl
algiigicaa
caggacggg!

tcctcaataa caaaaatagc cttectctaa aggtggeget caagttagta taaa

taaaaaaget
gcataaaaaa
ctacltagat
clglcaggteg
tattatcact
aaattacgee
gacatggaag
glegectitee
ggccacgttt
alictcaata
tgaatalalg
cgitticaglt
ctcacegtct
gtgaataaag
aatatccagc
atgticttta
cattttaget
fgacgetget
laccigtitt
gtggtcgeea

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200

54



tgalcgcgla gicgataglg gelecaagla
agegglcgga caglgeteeg agaacgeglg
cltagcagcac gecataglga ciggegatge
ccggcaglac cggeataacc aagectatge
tgacgalgag cgcatigtia gatttcatac

glgatazact
fcazataatg
atgetttitt
aacaatgecec
lgataaatta
agcaggacge
cagcaticaa
aaggaaacag
cglgglgalt
glccgeggceg
geattecgge
caccalcacc
ctttgtgelc
caccitcgea
getggtageg
getgggggee
geetgegaca
gaccctgeeg
gtattacggc
getggcgetg
tatcggtatit
aclgaacage
flegttcctce
cgactcgget
gegecigtig
catctgggeg

accgcattaa
attitattit
ataaigecaa
ccectgecaaaa
ictctgeeeg
actgaccace
agcagaagsgce
gctatggcaa
alcgecggea
tegittttet
ttgategatte
aaagalitge
fatatcciga
gagatglcac
ttigtggtgl
aaagtcatta
ttgticaacg
ticigtcteg
azagalccga
tataccatcet
gcagagaagg
cgtagicige
ggcgtaacge
glgggcegel
ticccgaacg
gecaaltgtic

ageltatega
gactgatag!
cltlagtataa
aataaalica
tgttgacala
aigaaggtiga
ttigeegtgt
cactaaccac
ccatiatigg
ggtcaatgge
lggaagctlaa
tgegcaaagg
cclatgecta
laaacgicce
getltgageac
ccticticel
tcgeegaaag
calcgttigg
aaaccalcgl
ggtigetggce
Bcggtaatat
atctlgetget
teggitigit
lgaaaacggc
gaticcigla
cgecgeigti

cccgaaallc cgegicigeg glggeaagee
Cggcaacgca cigglgeata ttttatcgag

<210> 27

«211> 3181

<212> DNA

<213> Seqiéncia artificial

<220>

<223> gene fundido

<400> 27
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gcgaagcgag
cgcatagaaa
1gicgeaatg
ctacagealc
acggtgeely
tgataageig
gaccigiticeg
ajaagcagge
lataaaaaac

aataccacig

cgcicttaaa
glgatacgaa
cacccaaacg
cgcagggalg
ggcgetgate
cctgaattac
ctggaacglg
tattictzce
ggcacgescg
taaagecegtc
cacciitggt
caatgegict
ttatcacggt
gaaatgticlg
gacgalgggt
tgatgtgelg
gglegtgtic
tgactalctg
attgetlgace
cgeecatiggt
agececgligea
gatgatigeg
ctitaattta

caggaclggg
1tgcatcaac
gacgalaice
caggglgace
aclgeettag
fcaaacatga
ttgcaacaaa
ticaagaict
alacagataa
gegetgatac
aattaagece
acgaagcatt
tcaccgicge
titlcictge
tttacciggt
agaalcggtl
Btcaacggca
aglggticga
gegeglittlg
agicgcatga
agcctgeleg
tatgcaccgt
aacgigccaa
glgtacggta
aacatccege
glacaggeg!
tcaaactitg
geagatctgt
ttigececge
latgctggtt
tcgegtlaaac
cigattcige
ctgecgetet

cggcggeeaa
gcatatageg
cgcaagaggc
gtgccgagga
caattiaact
gaaticgaaa
ttgataagca
tcacctacca
ccalclgepe
tgagcacatce
tgaagaaggg
ggccgictag
tectiggegg
cagtggicat
leiglatget
Cgagtttiga
tttccattge
ttctegcalca
gitttgecatll
cagcgattigt
ggcaigigca
aleigtigat
gectgatgaa
cgclgatgge
glcoggagtt
taagcggcgt
cggtagegag
ttggtitcga
cagitglgge
lagtggctac
getitggcag
lgtitggcgt
atcagtaa

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3178



fcetcaalaa
gaacgagaaa
cagaclacat
getattagig
cgegettttt
tatlcaggcg
ccgecetgee
ccatcacaga
glataatatt
aaalcaaaac
aacccittag
tgtagaaact
tgctcatgga
ticaltgeca
gccggataaa
fgaacggtel
cgatgecalt
tecttagetc
agigttacet
tcglgegact
tgafcgcgla
agcgelcgea
clagcageac
ccggcaglac
lgacgatgag
gigatazact
tcaaataatg
atgettitit
aacaalgcece
tgataaatta
agcaggacge
cagcattcaa
aaggaaacag
gettatagea
fgectggttt
cgggltlatig
caccaaagat
tcictatale
afcaatgaat
cgttgecage
cgggctgaag
ttccaltctg
tatggettig
tatitgetat
gecgelggte
cliitaaggeg
caccaaacag

caaaaatage
¢glaaaalga
aatactgtaa
acctgtaaca
fctgtgttaa
tagcaccagg
actcatcgea
cggcatgatg
lgeccatggt
tgelgaaact
ggaaataggc
geeggaaate
aaacggigla
tacggaatic
actigtgett
getlataggt
gggatatate
ctgaaaaict
agcgatttgt
talcaggetg
gtcgatagteg
cagigciccg
gceatagiga
cggeataacce
cgcatigtia
accgecaitaa
attttattit
ataatgccaa
ccctgeaaas
teiciggceg
aclgaccace
agcagaagge
getatgacig
ggtacagtaa
11ctgreels
ttatlagaag
ttaatcggta
cleacttalg
ttgggttate
glatigtggt
attatctcet
cgcgacgeea
ccgeletglc
ggaaaacgea
atttatcict
attatctcet
cacggeatta
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citcclctaa
tataaatate
azcacaacat
gactgecaglg
geticgacga
cgtilaageg
glactigtigt
aacctgaatce
gaazacgeggg
cacccaggga
caggtitica
glcgtgglal
acaagggiga
cggalgagea
attitteitt
acatigagca
aacgglggta
cggatccgat
atcttactige
tctacitale
gelccaagta
agaacgggtg
clggegalge
aagcetatge
gatttcatac
agcitatega
gactgatagt
citagtataa
aalzaattca
tgtigacata
algaaggtga
11igggetgt
atcazagcliga
11geliggage
cctitatect
caaalitaaz
acacciggaa
cclatatctce
acgctaatcece
taagticgtt
tigigatcgt
ccagetecac
tggcgtcatt
aagataagit
tetggcticta
caggcggcaa
tcgagtititlg

agglegegel caagitagta taazaaagct 60
attagaittt gcataaaaaa 120

aatatattaa
atgecagicac
gicgaaaaaa
afttctgeca
caccaalaac
aattcattaa
geccageggea
gcgaagaagt
11ggctgaga
ccgtaacacg
tcaciccaga
acactatccce
ticalcaggc
acggtciita
actgacigaa
latccagtga
atctagelag
algtiacttc
cggagalcca
gcgaagegag
cgcatagaaa
lglcggaalg
clacagcatc
acgglgeecte
tgalaagelg
gaccigitcg
aaaageagec
tataaaaaac
aataccaclg
cgcicitaaa
gtgatacgaa
aaaaaagcac
fatgittect
tatcatigee
ttatceegte
catfatcage
1getaatggt
acgtatigtc
ageccgecagt
gtitggitet
lgcgggaacg
tggiticcac
aatcaaaage
tigcaccalg
cgltgaticg
cclgelgeig

latgaalcaa
aaageccgea
ticatceget
lgectiaaaa
gcatictgee
tcageacctt
tgtceatatt
cgaaaaacat
ccacaictig
gcgatgaaaa
atatcaccag
gggecaagaal
aaaaggecg!
atgectcaaa
tiittitctc
agcgcceggl
atgttigtcaa
caggacggatl
caggactggg
ttgcaicaac
gacgatatcc
cagggtgacg
actgegltag
tcaaacatga
Itgcaacaaa
ttcaagaict
alacagatiaa
geggtgatac
aatlaagccec
acgaagcalt
fetgecalttt
ftacctgtig
tegitticaa
ggctecagtt
geglattaceg
gegatcalla
gggatctgea
cgtattacct
fitttctice
fctiactice
ggcaaltatie
giggtatitg

clactlagat

180

ctgicaggtg 240

tattatcact
aaaltacgec
gacatggaag
glegeelige
geccacgtit
attcicaata
cgaatatalg
cgtiteagtt
clcaccgict
gigaataaag
aatatccage
atgttctita
cattttaget
tgacgetgct
facctgttii
glggicgeea
cgecggecaa
gecatatageg
cgcaagagge
gtgccgagga
caaftiaact
gaaticgaaa
ttgataagea
tcacctiacca
ccalctgegg
tgagcacatc
lgaagaageg
geceglclag
geggigtlat
atcttigeeeg
tgcticatte
ttaacaccat
ttgeettegt
glgaaacgal
cagccatitt
catigttcct
aggtcgalta
cglatatett
ccagectgat
gitcgetget

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

860

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2450
2520
2580
2640

gegaalatic cgegagaaag 2700
ctgglgaaat cglicctegg 2760
ttctctaact fagetgtige 2820
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cagltegttc {tiggtgtca cgetggagtt gltegattal ctggeggace tgtitaagal 2880
tgataacicc cacggcgege giltcasaac cgigetgtta accticelge cacctgegtt 2940
giigtatctg atcticcega acggclitat ttacgggale ggegglacce geclglgese 3000
caccatclgg geggtcatia ttcecgeagt getigeaale aaagelcegea agaagltice 3060
caatcagalg ticacgglicl ggggcggeaa tettatteeg gegatigica ticteltigg 3120
talaaccgtg allttgtget ggticggcaa cgtetitaac glgttaccta aatttggeta 3180
a 3181
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REIVINDICACOES

1. Método para produzir uma substincia alvo, caracterizado

pelo fato de compreender

{a) cultvar uma Escherichia coli que tem uma capacidade de
produzir a substincia alve em um meio, ¢

{b} coletar a substincia alvo do meio,

em que referida Escherichia coli ¢ modificada de modo que
um sistema para a captacio da célula de um subproduto da substincia alvo é
melhorado por um método selecionado do grupo consistindo de

(a) aumentar o nimero de copias de um gene mir ou um gene
mab, e

{b} modificar uma sequéncia regulatéria de expressio de um
gene mir ou tmabB, em que dita substincia alvo é L-fenilalanina, e dito
subproduto € L-triptofano,

cm que dito gene mifr compreende uma sequéncia de DNA
mostrada na SEQ ID NO: 1; e

em que dito gene maB compreende uma sequéncia de DNA
mostrada na SEQ 1D NO: 3.

2. Escherichia coli | caracterizada pelo fato de ter capacidade

de produzir uma substincia alvo e tem uma modifica¢io de melhora de um
sistema para captacio da célula de um subproduto da substincia alvo por um
método selecionado do grupo consistindo de:

{a) aumentar o nimero de cdpias de um gene mir ou um gene
tmal, e

(b} modificar uma sequéncia regulatoria de expressio de um
gene sy ou thab,

em que dita substincia alvo € L-fenilalanina, e dito subproduto
¢ L-triptofano,

em que dito gene mifr compreende uma sequéncia de DNA



mostrada na SEQ ID NO: 1; ¢
em que dito gene tmaB compreende uma sequéncia de DNA

mostrada na SEQ ID NO: 3.



RESUMO
“METODO PARA PRODUZIR UMA SUBSTANCIA ALVO, E,
ESCHERICHIA COLr’

Uma substéncia alvo é produzida por cultivo de uma bactéria
que tem a capacidade de produzir a substincia alvo em um meio para
provocar o acimulo de referida substiancia alvo no meio e coletar a substancia
alvo do meio, em que a bactéria ¢ modificada como um sistema para captacao
de um subproduto da substincia alvo ou um substrato para um sistema de

biossintese da substiancia alvo na célula bacteriana.
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