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Nuxkleotidové sekvencie kédujice gény sdhA, sdhB a sdhC

Oblast techniky

Predmetom vyndlezu su nukleotidové sekvencie z koryne-
formnych baktérii kédujice gény sdhC, sdhA a sdhB a spbsob
fermentaénej vyroby L-aminokyselin, najmd L-lyzinu, zoslabe-
nim génu sdhC a/alebo sdhA a/alebo sdhB.

Doterajsi stav techniky

L-Aminokyseliny, najmd L-lyzin, sa pouZivaju v huméannej
medicine a vo farmaceutickom priemysle, v potravindrskom

priemysle a celkom obzvlast vo vyZive zvierat.

Je zname, Ze L-aminokyseliny sa vyrdbaju fermenticiou
kmeniov koryneformnych baktérii, najmd Corynebacterium
glutamicum. Kv6li velkému vyznamu sa stdle pracuje na
zlep3eni spdsobov vyroby. Zlep3Senia spdsobov sa mbéZu tykat
fermentacno-technologickych opatreni, ako napriklad mie3ania
a zasobovania kyslikom alebo zloZenia Zivnych médii, ako
napriklad koncentrécie cukru poc¢as fermentédcie, alebo spra-
covania na produktovi formu, napriklad ionexovou chromato-
grafiou, alebo vlastnych GZitkovych vlastnosti samotného

mikroorganizmu.

Na zlepSenie UZitkovych vlastnosti tychto mikroorganiz-
mov sa pouzZivaji metédy mutagenézy, selekcie a volby mutan-
tov. Tymto spdsobom sa ziskaju kmene, ktoré su rezistentné
voCi antimetabolitom alebo auxotrofné vzhladom na regulacéne

vyznamné metabolity a produkujd L-aminokyseliny.



UZ niekolko rokov sa taktieZ pouZivajui metdéddy technoléd-

gie rekombinantnych DNA na kmefiové zlep3enie kmefiov Cory-

nebacterium produkujucich L-aminokyseliny.

Vynadlezcovia si stanovili za dlohu poskytnut nové opat-

renia na zlepSeni fermentadnu vyrobu aminokyselin, najma

L-lyzinu.

L-Aminokyseliny, najmd@ L-lyzin, sa pouZivaju v huménnej

medicine a vo farmaceutickom priemysle, v potravinarskom
priemysle a celkom obzvl&3t vo vyZive zvierat. Existuje
preto v3eobecny zaujem o poskytnutie novych zlepSenych

spbdsobov vyroby L-aminokyselin, najm& L-lyzinu.

Podstata vynalezu

Predmetom vyndlezu je izolovany polynukleotid
obsahujuci polynukleotidovi sekvenciu vybrand zo skupiny

zah¥najucej

a) polynukleotid, ktory je aspoil na 70 % identicky s poly~
nukleotidom, ktory kdéduje polypeptid, ktory obsahuje amino-

kyselinovli sekvenciu z SEQ ID No. 3,

b) polynukleotid, ktory je asporl na 70 % identicky s poly-
nukleotidom, ktory kéduje polypeptid, ktory obsahuje amino-
kyselinovi sekvenciu SEQ ID No. 5,

c) polynukleotid, ktory je aspoil na 70 % identicky s poly-
nukleotidom, ktory kéduje polypeptid, ktory obsahuje amino-
kyselinovu sekvenciu SEQ ID No. 7,



d) polynukleotid, ktory kéduje polypeptid, ktory obsahuje
aminokyselinovl sekvenciu, ktora je aspomn na 70 % identické

s aminokyselinovou sekvenciou SEQ ID No. 3,

e) polynukleotid, ktory kéduje polypeptid, ktory obsahuje
aminokyselinovi sekvenciu, ktord je aspoifi na 70 % identickéa

s aminokyselinovou sekvenciou SEQ ID No. 5,

f) polynukleotid, ktory kéduje polypeptid, ktory obsahuje
aminokyselinovl sekvenciu, ktord je aspoit na 70 % identicka

s aminokyselinovou sekvenciou SEQ ID No. 7,

g) polynukleotid, ktory je komplementdrny k polynukleotidom
a), b), c), d), e) alebo £f), a

h) polynukleotid obsahujici asporl 15 za sebou nasledujucich
nukleotidov polynukleotidovej sekvencie a), b), c), d), e)
alebo f).

Predmetom vyndlezu je aj polynukleotid, ktorym je
prednostne rekombinantnd DNA, replikovatelnd v koryne-
formnych baktériach, ktora kéduje najméd polypeptid, ktory
obsahuje aminokyselinovi sekvenciu zndzornenu v SEQ ID No.
2.

Predmetom vynalezu je aj polynukleotid, ktorym je RNA.

Predmetom vyndlezu je aj polynukleotid, pricom sa

prednostne jedna o replikovatelnui DNA obsahujucu:

(i) nukleotidovi sekvenciu znédzornenu v SEQ ID No. 1

alebo



(ii) aspont jednu sekvenciu, ktord zodpovedd sekvencii (i)

v oblasti degeneracie genetického kédu, alebo

(iii) aspon jednu sekvenciu, ktord hybridizuje so sek-
venciou komplementarnou k sekvencii (i) alebo (ii), a

popripade

(iv) funk&ne neutrdlne mutdcie so zmyslom v (i).
Dalsimi predmetmi st

vektor obsahujici jeden z uvedenych polynukleotidov,

a koryneformné baktérie sliZiace ako hostitelské bunky,

ktoré obsahuju tento vektor.

Predmetom vyndlezu su aj polynukleotidy, ktoré sa skla-
daju v podstate z polynukleotidovej sekvencie, ktoré mozZno
ziskat skriningom prostrednictvom hybridizacie prisludnej
génovej banky, ktord obsahuje uUplny gén sdhC a/alebo sdhA
a/alebo sdhB s polynukleotidovou sekvenciou zodpovedajiicou
SEQ ID No. 1, pomocou sondy, ktord obsahuje sekvenciu
uvedenéhc polynukleotidu podla SEQ ID No. 1 alebo jej

fragment, a izoldciou uvedenej sekvencie DNA.

Polynukleotidové sekvencie podla vynalezu si vhodné
ako hybridizaéné sondy pre RNA, cDNA a DNA na izolaciu cDNA
s celou diZkou, ktoré kéduju sukcindtdehydrogendzu alebo jej
podjednotky A, B alebo C, a na izolaciu takych cDNA alebo
gény, ktoré vykazuju vysokl podobnost sekvencie so sekven-
ciou génov pre sukcindtdehydrogendzu alebo jej podjednotky
A, B alebo C.



Polynukleotidovém sekvencie podla vyndlezu si dalej
vhodné ako priméry, pomocou ktorych sa mbéZe pripravit
polymerdzovou retazovou reakciou (PCR) DNA génov, ktoré

kéduju sukcinatdehydrogenazu.

Také oligonukleotidy sluZiace ako sondy alebo priméry
obsahujt aspoii 30, prednostne aspon 20, celkom obzvlast
prednostne aspofi 15 za sebou nasledujucich nukleotidov.
Vhodné st taktie? oligonukleotidy s diZkou aspoii 40 alebo 50

nukleotidov.

~Izolovany" znamend oddeleny zo svojho prirodzeného

prostredia.

~Polynukleotid™ sa vztahuje vSeobecne na polyribonukle-
otidy a polydeoxyribonukleotidy, pricom sa mdZe jednat
o nemodifikované RNA alebo DNA alebo modifikované RNA alebo
DNA.

Pod pojmom ,polypeptidy" sa rozumejl peptidy alebo
proteiny, ktoré obsahujd dve alebo viac aminokyselin viaza-

nych peptidovymi vézbami.

Polypeptidy podla vyndlezu zahrfhaji polypeptidy podla
SEQ ID No. 3 a SEQ ID No. 5 a podla SEQ ID No. 7, najmi
také, ktoré maji biologicku aktivitu sukcindtdehydrogenazy,
a aj také, ktoré su aspoii na 70 % identické s polypeptidom
podla SEQ ID No. 3 a SEQ ID No. 5 a SEQ ID No. 7, prednostne
aspofi na 80 % a obzvlast také, ktoré vykazuja aspoi 90% aZ
95% identitu s polypeptidom podla SEQ ID No. 3 a SEQ ID No.
5 a SEQ ID No. 7 a prejavuju uvedend aktivitu.

Vynadlez sa dalej tyka spdsobu fermentalnej vyroby



L-aminokyselin, najmd L-lyzinu, pouZitim koryneformnych
baktérii, ktoré najmd uZ produkuju L-aminokyseliny, najma
L-lyzin, a v ktorych sa zoslabujl, najmd@ na nizkej urovni
exprimujd nukleotidové sekvencie kédujuce gén sdhC a/alebo
gén sdhA a/alebo gén sdhB.

Pojem ,zoslabenie"“ opisuje v tejto suvislosti zniZenie
alebo elimindciu intraceluldrnej aktivity jedného alebo
viacerych enzymov (proteinov) v mikroorganizme, ktoré su
kédované prislusnou DNA, tym, Ze sa napriklad pouzZije sa
slaby prométor alebo sa pouZije gén, popripade alela, ktoré
kéduje prislusSny enzym s nizkou aktivitou, popripade sa
prislusny gén alebo enzym (protein) inaktivuje a tieto

opatrenia sa popripade kombinuju.

Mikroorganizmy, ktoré sU predmetom predloZeného vyna-
lezu, mbéZu produkovat L-aminokyseliny, najma L-lyzin, 2z
glukézy, sacharédzy, laktédzy, fruktédzy, maltdzy, melasy,
Skrobu, celulézy alebo z glycerolu a etanolu. MbéZe sa jednat
o zastupcov koryneformnych baktérii, najmd rodu Corynebacte-
rium. Pri rode Corynebacterium treba uviest najma druh
Corynebacterium glutamicum, ktory je v odbornom svete znamy

pre svoju schopnost produkovat L-aminokyseliny.

Vhodnymi kmeifimi rodu Corynebacterium, najma druhu Cory-

nebacterium glutamicum, sO najmd zname kmene divého typu

Corynebacterium glutamicum ATCC13032,
Corynebacterium acetoglutamicum ATCC15806,
Corynebacterium acetoacidophilum ATCC13870,
Corynebacterium melassecola ATCC17965,
Corynebacterium thermoaminogenes FERM BP-1539,
Brevibacterium flavum ATCC14067,



Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 a

Brevibacterium divaricatum ATCC14020

a z nich vytvorené mutanty, popripade kmene, produkujice

L-aminokyseliny, ako napriklad kmene produkujice L-lyzin

Corynebacterium glutamicum FERM-P 1709,
Brevibacterium flavum FERM-P 1708,
Brevibacterium lactofermentum FERM-P 1712,
Corynebacterium glutamicum FERM-P 6463,
Corynebacterium glutamicum FERM-P 6464 a

Corynebacterium glutamicum DSM5714.

Vynalezcom sa podarilo izolovat z C. glutamicum nové
gény sdhC, sdhA a sdhB kédujuce enzym sukcinatdehydrogenazu
(E.C. 1.3.99.1).

Na izoléciu génu sdhC a/alebo sdhA a/alebo sdhB alebo
aj inych génov z C. glutamicum sa najskér zaloZzi génova
banka tohto mikroorganizmu v E. coli. ZaloZenie génovych
bank je opisané vo vSeobecne zndmych uéebniciach a
priruékdch. Ako priklad mozZno uviest udebnicu Winnacker:
Gene und Klone, Eine Einfiihrung in die Gentechnologie
(Verlag Chemie, Weinheim, Nemecko, 1990) alebo prirudku
Sambrook et al.: Molecular Cloning, A Laboratory Manual
(Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Velmi znémou
génovou bankou je génova banka kmefa W311l0 E. coli K-12,
ktori zaloZili Kohara et al. (Cell 50, 495 - 508 (1987)) v
A-vektoroch. Bathe et al. (Molecular and General Genetics,
252:255-265, 1996) opisuja génova banku C. glutamicum
ATCC13032, ktord bola zaloZend pomocou kozmidového vektora
SuperCos I (Wahl et al., 1987, Proceedings of the National
Academy of Sciences USA, 84:2160-2164) v kmeni NM554 E. coli



K-12 (Raleigh et al., 1988, Nucleic Acids Research 16:1563-
1575). Bérmann et al. (Molecular Microbiology 6(3), 317-326
(1992)) zasa opisujl génova banku C. glutamicum ATCC13032 s
pouZitim kozmidu pHC79 (Hohn a Collins, Gene 11, 291-298
(1980) ). O°’Donohue (The Cloning and Molecular Analysis of
Four Common Aromatic Amino Acid Biosynthetic Genes from
Corynebacterium glutamicum. Ph. D. Thesis, National Univer-

sity of Ireland, Galway, 1997) opisuje klonovanie génov C.

glutamicum pouzitim systému expresie A Zap opisaného v Short

et al. (Nucleic Acids Research, 16: 7583).

Na vytvorenie génovej banky C. glutamicum v E. coli sa
mézZu pouZit aj plazmidy, ako napriklad pBR322 (Bolivar, Life
Sciences, 25, 807-818 (1979) alebo pUCY9 (Vieira et al.,
1982, Gene, 19:259-268). Ako hostitelia sU vhodné najmi také
kmene E. coli, ktoré sU resStrikcéne a rekombinacdne defektné,
napriklad kmeni DH5a (Jeffrey H. Miller: ,A Short Course in
Bacterial Genetics, A Laboratory Manual and Handbook for
Escherichia coli and Related Bacteria“, Cold Spring Harbour

Laboratory Press, 1992).

Dlhé fragmenty DNA klonované pomocou kozmidov alebo

A-vektorov sa potom zasa méZu subklonovat do beZnych vekto-

rov vhodnych na sekvenovanie DNA.

Metédy sekvenovania DNA sa opisujl medzi inym v Sanger
et al. (Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America 74:5463-5467, (1977)).

Ziskané sekvencie DNA sa potom mdéZu skimat znamymi
algoritmami, popripade programami na sekvencni analyzu,
napriklad pomocou Staden (Nucleic Acids Research 14, 217-
232(1986)), pomocou programu GCG od Butlera (Methods of



Biochemical Analysis 39, 74-97 (1998)), pomocou algoritmu
FASTA od Pearsona a Lipmana (Proceedings of the National
Academy of Sciences USA 85,2444-2448 (1988)) alebo pomocou
algoritmu BLAST od Altschul et al. (Nature Genetics 6, 119-
129 (1994)) a porovnat so zdpismi sekvencii vo verejne
pristupnych databankdch. Verejne pristupnymi databankami pre
nukleotidové sekvencie s napriklad European Molecular
Biologies Laboratories (EMBL, Heidelberg, Nemecko) alebo
databanka National Center for Biotechnology Information
(NCBI, Bethesda, MD, USA).

Tymto spdsobom sa ziskala novad sekvencia DNA z C.
glutamicum kébdujiuca gén sdhC, gén sdhA a gén sdhB, ktord je
ako SEQ ID No. 1 sulastou predloZeného vyndlezu. Dalej sa z
tejto sekvencie DNA odvodila aminokyselinovad sekvencia
prislusnych proteinov pomocou vy33ie opisanych metdéd. V SEQ
ID No. 3, SEQ ID No. 5 a SEQ ID No. 7 s@ znazornené vyplyva-
juce aminokyselinové sekvencie génového produktu sdhC, sdhA
a sdhB.

Kédujuace sekvencie DNA, ktoré vyplyvajd z SEQ ID No. 1
v dbésledku degenerovatelnosti genetického kédu, su taktiez
suCastou vynadlezu. V odbornom svete sl dalej konzervativne
zameny aminokyselin, ako napriklad zamena glycinu za alanin
alebo kyseliny aspardgovej za kyselinu glutamova, v protei-
noch, zname ako ,mutacie so zmyslom“ (sense mutations), kto-
ré nevedi k Ziadnej zésadnej zmene aktivity proteinu, t. zn.
st funké&ne neutrilne. Dalej je zname, Ze zmeny na N-konci
a/alebo C-konci proteinu nembéZu jeho funkciu podstatne
obmedzovat alebo ju dokonca mdZu stabilizovat. Udaje k tomu
ndjde odbornik medzi inym v Ben-Bassat et al. (Journal of
Bacteriology 169:751-757 (1987)), O’Regan et al. (Gene
77:237-251 (1989)), Sahin-Toth et al. (Protein Sciences
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3:240-247 (1994)), v Hochuli et al. (Bio/Technology 6:1321-
1325 (1988)) a v znamych uéebniciach genetiky a molekulovej
bioldégie. Aminokyselinové sekvencie, ktoré vyplyvaju
prisludnym spésobom z SEQ ID NO. 1, a sekvencie DNA kdédujice
tieto aminokyselinové sekvencie si taktiez sucastou tohto

vynalezu.

Sucastou vynadlezu su rovnako aj sekvencie DNA, ktoré
hybridizujd s SEQ ID No. 1 alebo ¢astami SEQ ID No. 1.
Napokon su sucCastou vyndlezu sekvencie DNA, ktoré sa pripra-
vuju polymerdzovou retazovou reakciou (PCR) pouZitim primé-

rov, ktoré vyplyvajua z SEQ ID No. 1.

Navody na identifikaciu sekvencii DNA pomocou hybridi-
zacie nédjde odbornik medzi inym v priruéke ,The DIG System
Users Guide for Filter Hybridization™ od firmy Boehringer
Mannheim GmbH (Mannheim, Nemecko, 1993) a v Liebl et al.
(International Journal of Systematic Bacteriology (1991) 41:
255-260). Navody na amplifikdciu sekvencii DNA pomocou
polymerazovej retazovej reakcie (PCR) nédjde odbornik medzi
inym v priruc¢ke Gait: Oligonukleotide synthesis: a prac-
tical approach (IRL Press, Oxford, Velkd Briténia, 1984)

a v Newton und Graham: PCR (Spektrum Akademischer Verlag,
Heidelberg, Nemecko, 1994).

Vynalezcovia zistili, Ze koryneformné baktérie po
zoslabeni génu sdhC a/alebo sdhA a/alebo sdhB produkuji

zlepSenym spdsobom L-aminokyseliny, najmi L-lyzin.

Na dosiahnutie zoslabenia sa méZe zniZit alebo vylué&it
bud expresia génu sdhC a/alebo sdhA a/alebo sdhB, alebo
katalytické vlastnosti enzymovych proteinov. Popripade sa

méZu obidve tieto opatrenia kombinovat.
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ZniZenie expresie génov mbéZe nastat vhodnym uskuto&-
nenim kultivacie alebo genetickou zmenou (mutéaciou)
signdlnej Struktiry expresie génov. Signdlnymi Struktirami
expresie génov su napriklad represorové gény, aktivatorové
gény, operatory, promdtory, atenudtory, vidzbové miesta
ribozémov, inicia&ny kodén a termindtory. Udaje k tomu najde
odbornik napriklad v patentovej prihla3ke WO 96/15246,

v Boyd a Murphy (Journal of Bacteriology 170: 5949 (1988)),
Voskuil a Chambliss (Nucleic Acids Research 26: 3548 (1998),
v Jensen a Hammer (Biotechnology and Bioengineering 58: 191
(1998)), Patek et al. (Microbiology 142: 1297 (1996))

a v znamych ulebniciach genetiky a molekulovej biolégie, ako
napriklad v ucebnici Knippers (,Molekulare Genetik"“, 6.
vydanie, Georg Thieme Verlag, Stuttgart, Nemecko, 1995)
alebo Winnacker (,Gene und Klone“, VCH Verlagsgesellschaft,

Weinheim, Nemecko, 1990).

Mutacie, ktoré vedd k zmene, popripade zoslabeniu
katalytickych vlastnosti enzymovych proteinov, sG zname zo
stavu techniky; ako priklady sa méZu uviest prace Qiu
a Goodman (Journal of Biological Chemistry 272: 8611-8617
(1997)), Sugimoto et al. (Bioscience Biotechnology and
Biochemistry 61: 1760-1762 (1997)) a Méckel (,Die Threonin-
dehydratase aus Corynebacterium glutamicum: Aufhebung der
allosterischen Regulation und Struktur des Enzyms“, spravy
Vyskumného centra Jiulichs, Jil-2906, ISSN09442952, Jiilich,
Nemecko, 1994). Suborné opisania sa mdZu prevziat zo znémych
uCebnic genetiky a molekulovej biolégie, ako napriklad
Hagemann (,Allgemeine Genetik™, Gustav Fischer Verlag,
Stuttgart, 1986).

Ako mutécie prichadzaju do Uvahy tranzicie, trans-

verzie, inzercie a delécie. V zavislosti od U&inku zameny
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aminokyselin na enzymovu aktivitu sa hovori o mutaciach

s pozmenenym zmyslom (,missense mutations"“) alebo mutaciéch
bez zmyslu (,nonsense mutations™). Inzercie alebo delécie
aspon jedného paru baz v géne vedld k posunovym mutadcidm
(,frame shift mutations™), n&sledkom ktorych sa vkladaju
nespravne aminokyseliny alebo sa pred&asne preruSuje trans-
lacia. Delécie viacerych kodébnov vedu typicky k Gplnému
zlyhaniu enzymovej aktivity. Navody na vytvorenie takych
mutacii patria do stavu techniky a mézZu sa najst v znamych
uCebniciach genetiky a molekulovej biolégie, ako napriklad
v uCebnici Knippers (,Molekulare Genetik“, 6. vydanie, Georg
Thieme Verlag, Stuttgart, Nemecko, 1995), Winnacker (,Gene
und Klone“, VCH Verlagsgesellschaft, Weinheim, Nemecko,
1990) alebo Hagemann (,Allgemeine Genetik", Gustav Fischer
Verlag, Stuttgart, 1986).

Obvyklou metdéddou mutécie génov C. glutamicum je metdda
preruSenia génu (,gene disruption"“) a zameny génov (,gene
replacement™), ktoru opisal Schwarzer a Pihler (Bio/Techno-
logy 9, 84-87 (1991).

Pri metdéde preruSenia génov sa centralna &ast
kbébdujacej oblasti zaujmového génu klonuje do plazmidového
vektora, ktory sa mbéZe replikovat v hostitelovi (typicky E.
coli), av$ak nie v C. glutamicum. Ako vektory prichadzaju do
uvahy napriklad pSUP301 (Simon et al., Bio/Technology 1,
784-791 (1983)), pKl8mob alebo pKl9mob (Schiéfer et al., Gene
145, 69-73 (1994)), pKl8mobsacB alebo pKl9mobsacB (Jiger et
al., Journal of Bacteriology 174:5462-65 (1992)), pGEM-T
(Promega corporation, Madison, WI, USA), pCR2.1-TOPO (Shuman
(1994) . Journal of Biological Chemistry 269:32678-84; US
patent 5,487,993), pCR®Blunt (firma Invitrogen, Groningen,
Holandsko; Bernard et al., Journal of Molecular Biology,
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234: 534-541 (1993)) alebo pEM1 (Schrumpf et al., 1991,
Journal of Bacteriology 173:4510-4516). Plazmidovy vektor,
ktory obsahuje centralnu &ast kédujicej oblasti génu sa
potom prenesie konjugdciou alebo transformidciou do Ziadaného
kmena C. glutamicum. Metdda konjugacie je opisanad napriklad
v Schdfer et al., (Applied and Environmental Microbiology
60, 756-759 (1994)). Metddy transformacie sa opisuju
napriklad v Thierbach et al., (Applied Microbiology and
Biotechnology 29, 356-362 (1988)), Dunican a Shivnan
(Bio/Technology 7, 1067-1070 (1989)) a Tauch et al. (FEMS
Microbiological Letters 123, 343-347 (1994)). Po homolégnej
rekombindcii pomocou ,cross over"“ udalosti sa kdédujica
oblast uvedeného génu preruSi pomocou vektorovej sekvencie

a ziskajl sa dve neluplné alely, ktorym chybaju 3 -konce,
popripade 5°'-konce. Tuto metddu pouZil napriklad Fitzpatrick
et al. (Applied Microbiology and Biotechnology 42, 575-580
(1994)) na elimindciu génu recA z C. glutamicum. Gén sdhC

a/alebo sdhA a/alebo sdhB sa méZe tymto spdsobom eliminovat.

Pri metdéde zameny génov (,gene replacement") sa
mutdcia, napriklad delécia, inzercia alebo zamena baz,
vytvara v zaujmovom géne in vitro. Pripravena alela sa zasa
klonuje do vektora nereplikativneho pre C. glutamicum
a tento sa potom prenesie transformdciou alebo konjugaciou
do Ziadaného hostitela C. glutamicum. Po homoldgnej
rekombinacii prostrednictvom prvej udalosti ,cross-over“
spbésobujucej integréciu a vhodnej druhej udalosti ,cross-
over" spbsobujucej exciziu v cielovom géne, popripade
v cielovej sekvencii, sa dosiahne zavedenie muté&cie, popri-
pade alely. Tdito metddu pouZil napriklad Peters-Wendisch
(Microbiology 144, 915 -927 (1998)), aby deléciou eliminoval
gén pyc z C. glutamicum. Do génu sdhC a/alebo sdhA a/alebo



14

sdhB sa tymto spdsobom méZe zaviest delécia, inzercia alebo

zadmena baz.

Dalsim predmetom vyndlezu je preto spdsob fermentaé&nej
vyroby L-aminokyselin, najma L-lyzinu, pri ktorom sa bud
pouziva kmen transformovany plazmidovym vektorom, a tento
plazmidovy vektor nesie nukleotidové sekvencie génov
kédujucich enzym sukcindtdehydrogendzu, alebo tento kmefi
nesie deléciu, inzerciu alebo zamenu bdz v géne sdhC a/alebo
sdhA a/alebo sdhB.

Spésob fermentaé&nej vyroby L-aminokyselin, najmé
L-lyzinu, obsahujici nasledovné kroky:

a) fermentaciu koryneformnych baktérii produkujucich
L~aminokyselinu, v ktorych sa zoslabuje aspoil jeden
z génov zvolenych zo skupiny génov kédujucich enzym

sukcindtdehydrogendzu a jeho podjednotky A, B a C,

b) koncentrovanie L-aminokyseliny v médiu alebo v bun-
kadch baktérii a

c) izolaciu L-aminokyseliny.

Pridavne mbéZe byt pre produkciu L-aminokyselin, najmi
L-lyzinu, vyhodné pridavne k zoslabeniu génu sdhC a/alebo
sdhA a/alebo sdhB zosilnit, najmé nadmerne exprimovat jeden
alebo viac enzymov danej biosyntetickej dréhy, glykolyzy,
anaplerotiky, cyklu kyseliny citrénovej alebo exportu
aminokyselin.

Takto sa napriklad méZe na pripravu L-lyzinu nadmerne
exprimovat
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e stilasne gén dapA kédujuci dihydrodipikolinadtsyntazu
(EP-B 0 197 335) alebo

e siasne gén gap kédujuci glyceraldehyd-3-fosfdtdehydro-
gendzu (Eikmanns (1992), Journal of Bacteriology 174:
6076-6086) alebo

e suc¢asne gén pyc kédujuci pyruvdtkarboxylazu (DE-A-198
31 609) alebo

e stcasne gén mgo kédujici maldt-chindénoxidoreduktazu
(Molenaar et al., European Journal of Biochemistry 254,
395-403 (1998)) alebo

e sticasne gén lysE kédujuci export L-lyzinu (DE-A-195 48
222).

Dalej méZe byt pre produkciu L-aminokyselin, najma L-ly-

zinu, vyhodné okrem narokovanych génov sucasne zoslabit

e gén pck kédujuci fosfoenolpyruvatkarboxykindzu (DE
199 50 409.1, DSM 13047) a/alebo

® gén pgi kédujuci glukdéza-6-fosfatizomerazu (US
09/396,478, DSM 12969).

Dalej méZe byt pre produkciu aminokyselin, najmi
L-lyzinu, okrem zoslabenia génu sdhC a/alebo sdhA a/alebo
sdhB vyhodné vyluCit neZiaduce vedlajSie reakcie (Nakayama:
»Breeding of Amino Acid Producing Microorganisms", in:
Overproduction of Microbial Products, Krumphanzl, Sikyta,

Vanek (eds.), Academic Press, Londyn, Velka Briténia, 1982).
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Mikroorganizmy obsahujuice polynukleotid podla naroku 1
su taktieZ predmetom vyn&lezu a mdéZu sa na Ulely produkcie
L-aminokyselin, najmd L-lyzinu, kultivovat kontinudlne alebo
diskontinudlne spbésobom batch (vsadzkova kultivacia) alebo
spbésobom fed batch (pritokovy systém) alebo spdsobom
repeated fed batch (opakovany pritokovy systém). Zhrnutie
znamych kultivaénych metdédd je opisané v ucebnici od Chmiela
(Bioprozesstechnik 1. Einfilihrung in die Bioverfahrenstechnik
(Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, 1991) alebo v ucebnici od
Storhasa (Bioreaktoren und periphere Einrichtungen (Vieweg

Verlag, Braunschweig/Wiesbaden, 1994)).

Pouzité kultivaéné médium musi vhodnym spdsobom vyhovo-
vat ndrokom danych kmefiov. Opisy kultivaénych médii rozlicg-
nych mikroorganizmov sa nachadzaju v prirucke ,Manual of
Methods for General Bacteriology"™ od American Society for
Bacteriology (Washington D.C., USA, 1981). Ako zdroje uhlika
sa mézZu pouzivat cukry a sacharidy, ako je napriklad
glukdéza, sacharbdza, laktdza, fruktédéza, maltdza, melasa,
Skrob a celuléza; oleje a tuky, ako napriklad séjovy olej,
slneCnicovy olej, podzemnicovy olej a kokosovy olej; mastné
kyseliny, ako je kyselina palmitové, kyselina stearova,
kyselina linolova; alkoholy, ako je napriklad glycerol a
etanol; a organické kyseliny, ako je napriklad kyselina
octova. Tieto latky sa mbéZu pouzZivat ako jednotlivé zloZky
alebo ako zmes. Ako zdroje dusika sa méZu pouzivat organické
zluCeniny obsahujiuce dusik, napriklad peptény, kvasnicovy
extrakt, médsovy extrakt, sladovy extrakt, kukuriény extrakt,
séjova mika a molovina, alebo anorganické zlucéeniny, ako je
napriklad siran aménny, chlorid aménny, fosforeénan aménny,
uhli¢itan aménny a dusicnan aménny. Zdroje dusika sa mézZu
pouzivat jednotlivo alebo ako zmes. Ako zdroje fosforu sa

mbézZe pouzivat kyselina fosforec¢nd, dihydrogenfosforednan
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draselny alebo hydrogenfosfore&nan draselny alebo prisludné
sodné soli. Kultivaéné médium musi dalej obsahovat soli
kovov, ako napriklad siran horecnaty alebo siran Zeleza,
ktoré si potrebné na rast. Napokon sa mbéZu dodatoéne k
vy33ie uvedenym latkam pouZivat esencidlne rastové latky,
ako su aminokyseliny a vitaminy. Ku kultiva&nému médiu sa
mdéZu okrem toho pridavat vhodné prekurzory. Uvedené
vsadzkové suroviny sa méZu ku kultire pridavat vo forme
jednorazovej vsadzky alebo sa mézZu vhodnym spdésobom pridavat

pocas kultivacie.

Na kontrolu pH kultary sa vhodne pouzZivaju zasadité
zlGicéeniny, ako je hydroxid sodny, hydroxid draselny, amo-
niak, popripade amoniakova voda, alebo kyslé zluceniny, ako
je kyselina fosfore&néd alebo kyselina sirova. Na kontrolu
tvorby peny sa méZu pouzivat odpefiovadla, ako napriklad
polyglykolestery mastnych kyselin. Na udrZiavanie stability
plazmidov sa méZu k médiu pridavat vhodné selektivne
pdsobiace l4tky, napriklad antibiotikd. Aby sa udrZiavali
aerdbne podmienky, zavadza sa do kultiry kyslik alebo zmesi
plynov obsahujice kyslik, napriklad vzduch. Teplota kultury
je zvy&ajne pribliZne 20 °C aZ 45 °C a najmi pribliZne 25 °C
az 40 °C. Kultivacia prebieha tak dlho, kym sa nevytvori
maximum Ziadaného produktu. Tento ciel sa zvycajne dosiahne
za 10 hodin aZ 160 hodin.

Metédy stanovenia L-aminokyselin su znadme zo stavu
techniky. Analyza sa méZe uskuto&hovat tak, ako sa opisuje v
Spackman et al. (Analytical Chemistry, 30, (1958) 1190)
anexovou chromatografiou s naslednou ninhydrinovou
derivatizaciou alebo sa mbéZe uskutodhiovat pomocou HPLC

v obratenej faze (,reversed phase“ HPLC), ako sa opisuje
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v Lindroth et al. (Analytical Chemistry (1979) 51: 1167~
1174).

PredloZeny vynalez sa v nasledovnom texte bliZzSie

objasfuje na zaklade prikladov uskutoénenia.

Priklady uskutoCnenia vynalezu

Priklad 1
Vytvorerie gendémovej kozmidovej génovej banky z Corynebacte-

rium glutamicum ATCC 13032

Chromozémova DNA z Corynebacterium glutamicum ATCC
13032 sa izolovala tak, ako sa opisuje v Tauch et al.,
(1995, Plasmid 33: 168-179), a ¢&iastoéne rozétiepi;a
reStrikénym enzymom Sau3AI (Amersham Pharmacia, Freiburg,
Nemecko, opis produktu Sau3AI, Code no. 27-0913-02). Frag-
menty DNA sa defosforylovali pomocou alkalickej fosfatdzy z
garndtov (shrimp) (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim,
Nemecko, opis produktu SAP, Code no. 1758250). DNA kozmi-
dového vektora SuperCosl (Wahl et al. (1987) Proceedings of
the National Academy of Sciences USA 84:2160-2164), ziskana
od firmy Stratagene (La Jolla, USA, opis produktu SuperCosl
Cosmid Vektor Kit, Code no. 251301), sa 3tiepila reStrikénym
enzymom Xbal (Amersham Pharmacia, Freiburg, Nemecko, opis
produktu Xbal, Code no. 27-0948-02) a taktieZ defosforylo-
vala alkalickou fosfatézou z garndtov., Nasledne sa kozmidova
DNA Stiepila resStrikénym enzymom BamHI (Amersham Pharmacia,
Freiburg, Nemecko, opis produktu BamHI, Code no. 27-0868-
04). Tymto spdsobom spracovand kozmidovd DNA sa zmieSala so
spracovanou DNA ATCC13032 a zmes sa spracovala T4-DNA-liga-
zou (Amersham Pharmacia, Freiburg, Nemecko, opis produktu
T4-DNA~-ligaza, Code no. 27-0870-04). Ligacnd zmes sa potom
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pomocou Gigapack II XL Packing Extract (Stratagene, La
Jolla, USA, opis produktu Gigapack II XL Packing Extract,
Code no. 200217) vbalila do fagov. Na infekciu kmefia E. coli
NM554 (Raleigh et al. 1988, Nucleic Acid Research 16:1563-
1575) sa bunky extrahovali v 10mM MgSOs a zmieSali

s alikvotém suspenzie fagov. Infekcia a titracia kozmidovej
banky sa uskutoc¢nila tak, ako sa opisuje v Sambrook et al.
(1989, Molecular Cloning: a Laboratory Manual, Cold Spring

Harbor), pric¢om sa bunky naniesli na agar LB (Lennox, 1955,

Virology, 1:190) so 100 pg/ml ampicilinu. Po inkubdcii cez

noc pri 37 °C sa selektovali jednotlivé rekombinantné klony.
Priklad 2
Izolacia a sekvenovanie génov sdhC, sdhA a sdhB

Kozmidovd DNA jednej jednotlivej kolénie sa izolovala
pomocou Qiaprep Spin Miniprep Kit (produkt &. 27106, Qiagen,
Hilden, Nemecko) podla udajov vyrobcu a CiastocCne
rozStiepila reStrikénym enzymom Sau3AI (Amersham Pharmacia,
Freiburg, Nemecko, opis produktu Sau3AI, produkt &. 27-0913-
02). Fragmenty DNA sa defosforylovali pomocou alkalickej
fosfatdzy z garnatov (Roche Molecular Biochemicals, Mann-
heim, Nemecko, opis produktu SAP, produkt &. 1758250). Po
separdcii gélovou elektroforézou sa uskutodnila izoléacia
kozmidovych fragmentov s rozsahom velkosti 1 500 aZz 2 000 bp
pomocou QiaExII Gel Extraction Kit (produkt ¢&. 20021, Qia-
gen, Hilden, Nemecko). DNA sekvenaé&ného vektora pZero-1,
ziskand od firmy Invitrogen (Groningen, Holandsko, opis
produktu Zero Background Cloning Kit, produkt &. K2500-01),
sa Stiepila reStrikénym enzymom BamHI (Amersham Pharmacia,
Freiburg, Nemecko, opis produktu BamHI, produkt &. 27-0868-

04). Ligacia kozmidovych fragmentov do sekvena&ného vektora
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pZero-1 sa uskutocnila tak, ako sa opisuje v Sambrook et al.
(1989, Molecular Cloning: A laboratory Manual, Cold Spring
Harbor), pri¢om zmes DNA s T4-ligazou (Pharmacia Biotech,
Freiburg, Nemecko) sa inkubovala cez noc. Tato ligac¢na zmes
sa nasledne elektroporovala (Tauch et al. 1994, FEMS

Microbiol Letters, 123:343-7) do kmena E. coli DH5aMCR

(Grant, 1990, Proceedings of the National Academy of Scien-
ces U.S.A., 87: 4645-4649) a naniesla na agar LB (Lennox,

1955, Virology, 1:190) s 50 pug/ml zeocinu. Plazmidova
prepardcia rekombinantnych klonov sa uskutocéfiovala pomocou
Biorobot 9600 (product &. 900200, Qiagen, Hilden, Nemecko).
Sekvenovanie sa uskutoénovalo dideoxymetddou ukonCenia
retazca podla Sanger et al. (1977, Proceedings of the
National Academies of Sciences U.S.A.,74:5463-5467) s
modifikdciami podla Zimmermann et al. (1990, Nucleic Acids
Research, 18:1067). PouZil sa ,RR dRhodamin Terminator Cycle
Sequencing Kit“ od PE Applied Biosystems (produkt &. 403044,
Weiterstadt, Nemecko). Separacia gélovou elektroforézou a
analyza sekvenacnej reakcie sa uskutocfiovala v géle
~Rotiphorese NF Acrylamid/Bisacrylamid"“ (29:1) (produkt &.
Al24.1, Roth, Karslruhe, Nemecko) pomocou pristroja na
sekvenovanie ,ABI Prism 377" od PE Applied Biosystems

(Weiterstadt, Nemecko).

Ziskané nespracované udaje o sekvencidch sa nasledne
spracovali procesorom pouzitim programového balika Staden
{1986, Nucleic Acids Research, 14:217-231) Version 97-0.
Jednotlivé sekvencie derivadtov pZerol sa zostavili do
jedného suvislého celku. Poéitadovd analyza kédujicich
oblasti sa uskutoénila pomocou programu XNIP (Staden, 1986,
Nucleic Acids Research, 14:217-231). DalZie analyzy sa
uskutoénili pomocou ,BLAST search programs“ (Altschul et
al., 1997, Nucleic Acids Research, 25:3389-3402) proti
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neredundantnej databanke od ,National Center for Biotechno-
logy Information“ (NCBI, Bethesda, MD, USA).

Ziskana nukleotidovad sekvencia je zndzornend v SEQ ID
No. 1. Analyza nukleotidovej sekvencie poskytla otvoreny
Citaci raster s 879 parmi baz, ktory sa oznacdil ako gén
sdhC, otvoreny ¢&itaci raster s 1875 parmi baz, ktory sa
oznac¢il ako sdhA, a otvoreny &itaci raster s 852 padrmi béz,
ktory sa oznac¢il ako sdhB. Gén sdhC kéduje polypeptid s 293
aminokyselinami, ktory je zndzorneny v SEQ ID No. 3. Gén
sdhA kéduje polypeptid so 625 aminokyselinami, ktory je
znazorneny v SEQ ID No. 5. Gén sdhB kéduje polypeptid s 284
aminokyselinami, ktory je zndzorneny v SEQ ID No. 7.

Priklad 3

Priprava integraéného vektora na integra&ni mutagenézu génu
sdhA

Z kmena ATCC 13032 sa metdédou podla Eikmanns et al.
(Microbiology 140: 1817-1828 (1994)) izolovala chromdzomova
DNA. Na zaklade sekvencie génu sdhA zn&mej z prikladu 2 pre
C. glutamicum sa selektovali nasledovné oligonukleotidy pre

polymerdzova retazovu reakciu:

sdhA-inl:
5°CGT CAT TGT CAC CGA ACG TA 3°
sdhA-in2:
5°TCG TTG AAG TCA GTC CAG AG 3’

Znazornené priméry syntetizovala firma MWG Biotech
(Ebersberg, Nemecko) a PCR reakcia sa uskuto&nila podla

Standardnej metédy PCR od Innisa et al. (PCR protocols. A
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guide to methods and applications, 1990, Academic Press)

s polymeradzou Pwo od firmy Boehringer Mannheim (Nemecko,
opis produktu Pwo DNA-polymeraza, produkt &. 1 644 947).
Pomocou tejto polymerdzovej retazovej reakcie umoZnili
priméry amplifikdciu interného fragmentu génu sdhA

s velkostou pribliZne 0,67 kb. Takto amplifikovany produkt

sa skumal elektroforézou v 0,8% agardzovom géle.

Amplifikovany fragment DNA sa ligoval pomocou Zero
Blunt™ Kit od firmy Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA,
USA; kataldédgové Eislo K2700-20) do vektora pCR®Blunt II
(Bernard et al., Journal of Molecular Biology, 234: 534-541
(1993)).

Kmenn E. coli TOP10 sa potom elektroporoval s ligaénou
zmesou (Hanahan, In: DNA cloning. A practical approach. zv.
I., IRL-Press, Oxford, Washington DC, USA, 1985). Selekcia
buniek nesucich plazmid sa uskutoénila nanesenim transfor-
macnej zmesi na agar LB (Sambrook et al., Molecular cloning:
A laboratory manual, 2™ Ed., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989), ktory bol doplneny
25 mg/1 kanamycinu. Plazmidovd DNA sa izolovala z jedného
transformantu pouZitim QIAprep Spin Miniprep Kit od firmy
Qiagen a analyzovala reStrikciou reStrikénym enzymom EcoRI a
naslednou elektroforézou v agardézovom géle (0,8%). Plazmid

sa nazval pCRBluntsdhAint a je zndzorneny na obrdzku 1.
Priklad 4
Integracénd mutagenéza génu sdhA v kmeni DSM 5715

Vektor pCRBluntsdhAint uvedeny v priklade 3 sa
elektroporoval do C. glutamicum DSM 5715 podla elektropo-
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racnej metddy od Tauch et al. (FEMS Microbiological Letters,
123:343-347 (1994)). Kmeni DSM 5715 je opisany v EP-B-
0435132. Vektor pCRBluntsdhAint sa nemdZe samostatne
replikovat v DSM5715 a zachovava sa v bunke len vtedy, ak sa
integroval do chromozému DSM 5715. Selekcia klonov pomocou
pCRBluntsdhAint integrovaného do chromozdému sa uskutocnila
nanesenim elektroporacnej zmesi na agar LB (Sambrook et al.,
Molecular cloning: a laboratory manual, 2™ Ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.), ktory
bol doplneny 15 mg/l kanamycinu.

Na dbékaz integracie sa fragment sdhAint oznac¢il metddou
»The DIG System Users Guide for Filter Hybridization“ od
firmy Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim, Nemecko, 1993)
pomocou hybridizaé&ného kitu Dig od firmy Boehringer. Chro-
mozémova DNA potencidlneho integrantu sa izolovala metédou
od Eikmanns et al. (Microbiology 140: 1817 - 1828 (1994))
a Stiepila reStrikénym enzymom Sphl a HindIII. Vznikajlice
fragmenty sa separovali pomocou elektroforézy v agardzovom
géle a hybridizovali pomocou hybridizaéného kitu Dig od
firmy Boehringer pri 68 °C. Plazmid pCRBluntsdhAint uvedeny
v priklade 3 sa vnutri chromozémového génu sdhA vloZil do
chromozému DSM5715. Kmen sa oznadil
DSM5715: :pCRBluntsdhAint.

Priklad 5

Priprava kyseliny L-glutémovej pomocou kmeiia
DSM5715: :pCRBluntsdhAint

Kmenn C. glutamicum DSM5715::pCRBluntsdhAint ziskany v

priklade 4 sa kultivoval v Zivnom médiu vhodnom na produk-
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ciu kyseliny glutémovej a obsah kyseliny glutamovej sa

stanovoval v kultivadnom supernatante.

Na tento ucel sa kmef najskdér inkuboval 24 hodin pri 33
°C na agarovej platni s prisluSnym antibiotikom (mozgovo-
srdcovy agar s kanamycinom (25 mg/l)). Vychddzajac z kultiry
z tejto agarovej platne sa naoc¢kovala predkultira (10 ml
média v 100 ml Erlenmeyerovej banke). Médiom pouZitym pre

predkultiru bolo Uplné médium CgIII.

Médium Cg III

NaCl 2,5 g/1
Bacto-peptén 10 g/1
Bacto-yeast extract 10 g/1

Glukéza (oddelene autokldvovand) 2 % (hmotnost/objem)

Hodnota pH sa nastavila na 7,4.

K tomu sa pridal kanamycin (25 mg/l). Predkuyltira sa
inkubovala 16 hodin pri 33 °C pri 240 ot./min v pretrepa-
vacke. Hlavna kultira sa naockovala touto predkultarou tak,
aby zaciato&na optickd hustota (660 nm) hlavnej kultury bola

0,1. Pre hlavnu kultGru sa pouZilo médium MM.
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Médium MM:
CSL (Corn Steep Liquor) 5 g/l
MOPS (kyselina morfolinopropan- 20 g/l
sulfénova)
Octan sodny (sterilne filtrovany) 20 g/1
Soli:
(NHg4) 2S04 25 g/1
KH,PO, 0,1 g/1
MgS04. 7TH20 1,0 g/l
CaCl,.2H,0 10 mg/1
FeS0,.7TH,0 10 mg/1
MnS$04.H,0 5,0 mg/1
Biotin (sterilne filtrovany) 0,3 mg/l
Tiamin.HCl (sterilne filtrovany) 0,2 mg/l1
Leucin (sterilne filtrovany) 0,1 g/1
CaCO3 25 g/1

CSL, MOPS a roztok soli sa roztokom amoniaku nastavili
na pH 7 a autoklavovali. Potom sa pridali sterilné roztoky

substratu a vitaminov, ako aj za sucha autoklavovany CaCOs.

Kultivacia sa uskutoéfiovala v 10 ml objemoch v 100 ml
Erlenmeyerovej banke s priehradkami. Pridal sa kanamycin (25
mg/l). Kultivdcia sa uskutoé&fiovala pri 33 °C a 80% vlhkosti

vzduchu.

Po 24 hodindch sa urcé¢ila opticka hustota (0OD) pri
meracej vlnovej diZke 660 nm pomocou Biomek 1000 (Beckmann
Instruments GmbH, Mnichov). Vytvorené mnoZstvo kyseliny
glutamovej sa stanovilo pomocou analyzatora aminokyselin od

firmy Eppendorf-BioTronik (Hamburg, Nemecko) ionexovou
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chromatografiou a derivatizdciou na pridavnom stipci

s ninhydrinovou detekciou.

Vysledok pokusu je uvedeny v tabulke 1.

Tabulka 1
Kmeri Optickéd hustota |Kyselina L-glu-
(660) tamova
(mg/1)
DSM5715 ' 41
DSM5715: : pCRBluntsdhAint 5,1 155
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Prehlad obrdzkov na vykresoch

PriloZené s nasledovné obrazky:

Obrazok 1: Mapa plazmidu pCRBluntsdhAint

PouZité skratky a znaCky maju nasledovny vyznam. Pri

Udaji o po&te parov baz sa jednd o pribliZné hodnoty,

ktoré

sa ziskaju v ramci reprodukovatelnosti merani.

Km:

Zeocin:

HindIII:

SphI:

EcoRI:

sdhAint:

ColEl ori:

gén pre

gén pre

Stiepne

Stiepne

Stiepne

interny

rezistenciu na kanamycin

rezistenciu na zeocin

miesto pre re3trikény enzym HindIII

miesto pre redtrikény enzym Sphl

miesto pre reStrikény enzym EcoRI

fragment génu sdhA

pociatok replikdcie plazmidu ColE1l



PROTOKOL SEKVENCIf

<110> Degussa-Hiils AG

<120>

gény sdha,
990170 BT

<130>

<140>
<141>

<160> 7
<170>

<210> 1

<211> 4080
<212> DNA
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

gen

sdhC
<220>
<221>

<222>
<223>

gen

sdhA
<220>
<221>

<222>
<223>

gén
sdhB

<400> 1

gtgcccggeg
tgttgggata
taaacttttt
aagctcacct
caattaaatg
tctctaaaca
ctgggacgta
aggcaatccg
cctgggcaat
ttcacatgat
cgggtgaagce
tccecacacgg
acatctactg
gtaccaacct
tcgttcetect
cagccccaac
gctggectgt
acggcatctg
tcctegeagt
tcgccatcge
gaaaccaccc
acggtccttg

PatentIn Ver.

(288)..(1169)

(1330)..(3207)

(3102)..(3956)

tggtcgggee
attgtgtcac
ggttgatacc
tggttttaga
agcgtcaaac
gccagttggg
cagtaacaac
tcacggaaaa
gaagctgacc
cggaaacctg
acaagtagat
ctcagtcctc
tgcattcgca
cgttggegge
tgcgttcatt
ctcattcgag
agcaatttgg
gcttgcagtc
tgcgtacatc
tgttggctgg
gcccagagtt
acgctgcaga

2.

Nové nukleotidové sekvencie
sdhB a sdhC

1

Corynebacterium glutamicum

acatccgecc
ctgcgcaaag
aaacggggtt
atgttgaaaa
gacaataaag
ggtcatgggg
gacactggag
attacgacgg
atggccatca
aaaatcttca
gtctacggceg
tggatcctac
ttgaccggcee
ttcaactcct
atcttccaca
cacggcgaag
tacatcattg
tctgacctgg
gttecctgeac
attgcgtaaa
catccaccca
gccagcaggce

28

kédujice !

cgggaacttt
ttgctecectg
agaaactgtt
ggcctcacgt
taaggctatc
gagcgcceceg
gtgccatgac
aggcgctgeg
ctggcctaat
tgccggacta
agttcctgceg
gtattatcct
gttctcaceca
tcgcgacecyg
tcctegaccet
tatacgcaaa
ccaacctggt
gaatcaccgg
tggtcctgat
ggttaggaag
gtctcagtce
gttcccacca

ttaggcacct
gatcggaagg
cggatcggta
ttccgeaggt
ctaataagtg
tgactggtta
tgttagaaat
tgagcgtccee
gtttggtgge
cgcagccgat
tgagatcgga
gctggtegea
gtccegegga
ctccatgctg
gaccatgggt
catggtggct
cctgttegte
acgccgcetgg
cggcaacatce
aatttatgag
tcccagaggt
aagatatgtg

acggtgcaac
ttgggctgte
tcctgtgagg
agagcacact
gggttttatg
atgccecgat
cccgacegtg
gcataccega
ttegttettg
tctgcgecate
tcececgatece
ttggttctge
aagttecgece
gtgaccggaa
gttgctccag
tectttagece
cacctgtcecac
agggcaatcc
accattcegt
cactcactct
ctcagctggt
ggaataccaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320



aaagaccaca
ggcaccggcce
aaggcegttcea
gttaactecy
accgtcaagg
tcegtecegeg
ggcgeettgg
ggacaaaccqg
ctcggetecg
aacggtgaaa
gcacacaccg
tccaccctgg
tacttcgegt
tggcagtcca
cctaaggaac
ttcctggagce
gcgatctecce
ctggacttcc
aacctcttca
attgcaccga
tcactcccag
ctgggcgcaa
atccctaact
gcacaggcag
gagtgggtcg
ctgtacttct
atccgtgcecce
atgaaccagg
atgtgtgtcg
ctctccgaag
gaaccaggcg
ccactgcaga
gcccaactgc
ccatcctgga
tcgegttcege
gtcgccctca
aggaaggcga
acatggtcgt
tcaacgcagg
tcgcacttga
gcgcagcaca
aggaagagcg
actgctccct
tggcagctgt
taatccaagt
tccgcgaaaa

<210> 2

<211> 882
<212> DNA
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

CDsS

sdhC

<400> 2

(1)..

tgaacctggt
tgtccggtgg
cctaccacga
ccecgeggcaa
gcggcegacta
tcatcgacca
caacccgttc
gacagcagct
tagaaatctt
agcgctgega
gccatgccgt
ccaagaactc
cccecatcgtt
agaccattct
cgaacgataa
gcecgetaccece
agcagatcaa
gcgacgccac
ccatgtacga
cctgccactt
gtctgttctg
actccctgcet
acctcggcecc
cgattgcgcg
gtgacaacgt
cctgtggcegt
tccgegatga
ttctcgaata
acgccctcga
atggcgaagc
agaacggaac
caaggaacta
ggaaggcaag
gctgcttgac
ctctgactgc
cggcgccgac
caccctcaag
cgaccgctcc
taccgcacct
ccacgcagcc
cctgttcacc
cggactgcgt
ctacggcgag
caccaaggaa
aagtaccggt
agaaacccgc

Corynebacterium

(879)

ctceccactg
tgctgcagea
cgcacctcgce
gaaggtagac
ccgtggtege
catgaacgcec
cttcggtggt
gcagctctce
cacccataac
aggcctgate
tatcctggea
caacgcctcg
catccagttc
gatgtecgag
ccgcgatceca
agcattcggt
tgctggtcetce
cgagcgccetce
agaggcaatt
caccatgggt
cgcaggcgaa
ctcecgettec
attgcttggce
tgcacaggct
tcacggacct
ttcccgaaac
cttctggaag
cgcagcacgc
ccgcgacgag
agaacgtgac
cttcgtecge
caagtaatga
ttcgaaaccg
cacgtaaaca
cgcgaaggca
cagaacaagc
atcgaaccac
gcactggacc
gacgctgata
tgcatcggcet
ggcgcaaagc
gcacgtaaga
tgcgcagatg
cgtgcgcgtg
tcagacagtt
accggagcgt

glutamicum

29

aaccgacgca
gcagccctcg
cgtgcgcact
aacgacggcg
gagtccgact
atcggtgcac
gtgcaggtct
accgcatccg
gaaatggttyg
atgcgcaacc
accggtggcet
gccatcatge
cacccaaccg
tcgetgegta
aacaccatcc
aacctcgtcc
ggtgttggac
ggacaggaca
ggcgaggacc
ggcctctgga
gcatcctgga
gtcgatggcet
tcecgagegte
cgcattgacc
gagtactacc
gtagaagacc
aacatgcgca
gtagccgact
tcectgtggeg
gacgaaaact
cacgcagaac
aacttacact
tccaggttga
acaagttcat
tttgtggtac
ctgcctgtgce
tgcgttccge
gtgtcatgga
cccteccacgt
gtggcgcatg
ttgttcacct
tggttgatga
tctgcececege
cagctttccg
aaaccagaaa
atgcactaca

agttccgtgt
gcgaactcgg
ccattgctgce
cataccgcca
gctggcgtct
cattcgcecg
ccegtaccta
cactacagcg
acgtcattgt
tgatcaccgg
acggcaacgt
gtgcatacga
gcectgectgt
acgacggccg
ctgaggatga
cacgtgacgt
ctctgaacaa
ccatccgega
catactccag
ctgacttcaa
cctaccacgg
ggttcaccct
tgtcagagga
gcctcatggg
accgccagcet
tccaggatgg
tcaccggcag
acatcgacct
ctcacttceg
ggtgcttcgt
cactgttctt
tgagatctgg
cgacgccgtc
cgaagaaggc
ctgtggtctc
gcagcgcctg
cgcataccca
acagggtggc
caaccacgaa
tgttgctgcece
ctcectecte
aatggaaacc
aggcatccca
aggcaaagac
gacgagtgaa
tcaagggcta

cctegtegtt
atacgacgtc
acagggtggc
cgtcaaggac
cgcecgtcgag
cgaatacggt
ctacaccegt
ccagatccac
caccgaacgt
cgagctcacce
gtaccacatg
agccggegea
gaactccacc
catctggtce
gcgcgactac
tgcttceegt
cgctgecatac
gcgttactcece
cccaatgegt
cgaaatgacg
tgcaaaccgt
gccattcacc
tgcaccagaa
caaccgcceca
tggcgatatc
catcaacaag
caccgatgag
cggcgaactce
cgacgaccac
ctcecgcatgg
cgaatccgtc
cgtcaagcag
gcgcagatgt
aaagaaccat
ctcgtgaacg
gtcagctaca
gtgatcaagg
tacgtgacca
accgcagaac
tgccctaacg
ccactgggta
aacttcggac
ctgaccgctg
gactagtctt
caccatgtcc
tgtacctgtg

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080



gtg
Val

cce
Pro

act
Thr

cac
His

acc
Thr
65

ggc
Gly

gac
Asp

tac
Tyr

tca
Ser

cac
His
145

gga
Gly

acc
Thr

ttec
Phe

tca
Ser

cgc
Arg
225

gg99
Gly

cgt
Arg

gga
Gly

gga
Gly
50

tag
Trp

ttc
Phe

tac
Tyr

ggc
Gly

gtc
Val
130

atc
Ile

aag
Lys

cgc
Arg

cac
His

ttec
Phe
210

tgg
Trp

ttt
Phe

gac
Asp

ggt
Gly
35

aaa
Lys

gca
Ala

gtt
vVal

gca
Ala

gag
Glu
115

ctc
Leu

tac
Tyr

ttc
Phe

tcc
Ser

atc
Ile
195

gag
Glu

cct
Pro

tat
Tyr

tgg
Trp
20

gce
Ala

att
Ile

atg
Met

ctt
Leu

gcc
Ala
100

tte
Phe

tag
Trp

tgt
Cys

cgc
Arg

atg
Met
180

cte
Leu

cac
His

gta
val

gtc
Val

tta
Leu

atg
Met

acg
Thr

aag
Lys

gtt
vVal
85

gat
Asp

ctg
Leu

atc
Ile

gca
Ala

cgt
Arg
165

ctg
Leu

gac
Asp

ggce
Gly

gca
Ala

tect
Ser

atg
Met

act
Thr

acg
Thr

ctg
Leu
70

cac
His

tct
Ser

cgt
Arg

cta
Leu

ttc
Phe
150

ace
Thr

gtg
Val

ctg
Leu

gaa
Glu

att
Ile
230

aaa
Lys

cce
Pro

gtt
Val

gag
Glu
55

acc
Thr

atg
Met

gcg
Ala

gag
Glu

cgt
Arg
135

gca
Ala

aac
Asn

acc
Thr

acc
Thr

gta
Val
215

tgg
Trp

cag
Gln

cga
Arg

aga
Arg
40

gcg
Ala

atg
Met

atc
Ile

cat
His

atc
Ile
120

att
Ile

ttg
Leu

cte
Leu

gga
Gly

atg
Met
200

tac

Tyr

tac
Tyr

30

cca
Pro

tct
Ser
25

aat
Asn

ctg
Leu

gcc
Ala

gga
Gly

ceg
Pro
105

gga
Gly

atc
Ile

acc
Thr

gtt
Val

atc
Ile
185

ggt
Gly

gca
Ala

ate
Ile

gtt
Val
10

g99
Gly

cce
Pro

cgt
Arg

atc
Ile

aac
Asn
90

ggt
Gly

tece
Ser

ctg
Leu

ggc
Gly

ggc
Gly
170

gtt
Val

gtt
Val

aac
Asn

att
Ile

gg9
Gly

acg
Thr

gac
Asp

gag
Glu

act
Thr
75

ctg
Leu

gaa
Glu

ccg
Pro

ctg
Leu

cgt
Arg
155

ggc
Gly

ctc
Leu

gct
Ala

atg
Met

gce
Ala
235

agt
Gly

tac
Tyr

cgt
Arg

cgt
Arg
60

ggc
Gly

aaa
Lys

gca
Ala

atc
Ile

gtc
Val
140

tet
Ser

tte
Phe

ctt
Leu

cca
Pro

gtg
Val
220

aac
Asn

cat
His

agt
Ser

gag
Glu
45

ccc
Pro

cta
Leu

atc
Ile

caa
Gln

ctc
Leu
125

gca
Ala

cac
His

aac
Asn

gcg
Ala

gca
Ala
205

gct
Ala

ctg
Leu

gg9g
Gly

aac
Asn
30

gca
Ala

gca
Ala

atg
Met

ttc
Phe

gta
Val
110

cca
Pro

ttg
Leu

cag
Gln

tcc
Ser

ttc
Phe
190

gcc
Ala

tcc
Ser

gtc
Val

gga
Gly
15

aac
Asn

atc
Ile

tac
Tyr

ttt
Phe

atg
Met
95

gat
Asp

cac
His

gtt
Val

tece
Ser

ttc
Phe
175

att
Ile

cca
Pro

ttt
Phe

ctg
Leu

gcg
Ala

gac
Asp

cgt
Arg

ccg
Pro

ggt
Gly
80

ccg
Pro

gtc
Val

ggc
Gly

ctg
Leu

cgc
Arg
160

gcg
Ala

atc
Ile

acc
Thr

agc
Ser

tte
Phe
240

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720



gtc
Val

acc
Thr

cct
Pro

gtt
val

cac
His

gga
Gly

gca
Ala

ggc
Gly
290

<210> 3
<211> 293
<212> PRT
<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 3
Val Gly Phe Tyr Val

1

Pro
Thr
His
fhr

65
Gly
Asp
Tyr
Ser
His
145

Gly

Thr

Arg

Gly

Gly

50

Trp

Phe

Tyr

Gly

Val
130

Ile

Lys

Arg

ctg
Leu

cgc
Arg

ctg
Leu
275

tgg
Trp

Asp

Gly

35

Lys

Ala

val

Ala

Glu

115

Leu

Tyx

Phe

Ser

tca
Ser

cgc
Arg
260

gtc
Val

att
Ile

Trp

20

Ala

Ile

Met

Leu

Ala

100

Phe

Trp

Cys

Arg

Met
180

cac
His
245
tgg
Trp

ctg
Leu

gcg
Ala

5

Leu

Met

Thr

Lys

Val

85

Asp

Leu

Ile

Ala

Arg

165

Leu

ggc
Gly

agg
Arg

atc
Ile

taa

atc
Ile

gca
Ala

ggc
Gly

tag
Trp

atc
Ile

aac
Asn
280

31

ctt
Leu

ctc
Leu
265

atc
Ile

Ser Lys Gln Pro

Met

Thr

Thr

Leu

70

His

Ser

Arg

Leu

Phe

150

Thr

Val

Pro

Val

Glu

55

Thr

Met

Ala

Glu

Arg

135

Ala

Asn

Thr

Arg

Arg

40

Ala

Met

Ile

His

Ile

120

Ile

Leu

Leu

Gly

Ser

25

Asn

Leu

Ala

Gly

Pro

105

Gly

Ile

Thr

val

Ile
185

gca
Ala
250

cte

Leu

acc
Thr

val

10
Gly
Pro
Arg
Ile
Asn

90
Gly
Ser
Leu
Gly
Gly

170

val

gtc
Val

gca
Ala

att
Ile

Gly
Thr
Asp
Glu
Thr

75
Leu
Glu
Pro
Leu
Arg
155

Gly

Leu

tct
Ser

gtt
Val

ccg
Pro

Gly

Tyr

Arg

Arg

60

Gly

Lys

Ala

Ile

Val

140

Ser

Phe

Leu

gac
Asp

gcg
Ala

ttc
Phe
285

His

Ser

Glu

45

Pro

Leu

Ile

Gln

Leu

125

Ala

His

Asn

Ala

ctg
Leu

tac
Tyr
270

gee
Ala

Gly

Asn

30

Ala

Ala

Met

Phe

Val

110

Pro

Leu

Gln

Ser

Phe
190

gga
Gly
255

atce
Ile

atc
Ile

Gly

15
Asn
Ile
Tyr

Phe

Met

95
Asp
His
vVal
Ser
Phe

175

Ile

atc
Ile

gtt
val

gct
Ala

Ala

Asp

Arg

Pro

Gly

80

Pro

Val

Gly

Leu

Axg

160

Ala

Ile

768

816

864

882



Phe

Serx

Arg

225

Val

Thr

Pro

Val

His

Phe

210

Trp

His

Gly

Ala

Gly
290

<210> 4

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<222>
<223>

<400> 4
atg aac ctg gtc tcec
Met Asn Leu

1

gtt
Val

cte
Leu

gcg
Ala

aag
Lys
65

ggc
Gly

ggc
Gly

aga
Gly

cac
Ris

50
gta
Val

ggc
Gly

Ile

195

Glu

Pro

Leu

Arg

Leu

275

Trp

1878
DNA
Corynebacterium glutamicum

CDS
(1)..(1875)
sdhA

acc
Thr

tac
Tyr
35

tcec

Ser

gac
Asp

gac
Asp

Leu

His

val

Ser

Arg

260

Val

Ile

Val

ggc
Gly
20

gac
Asp

att
Ile

aac
Asn

tac
Tyr

Asp

Gly

Ala

His

245

Trp

Leu

Ala

Ser
5

ctg
Leu

gtc
Val

gct
Ala

gac
Asp

cgt
Arg
85

Leu

Glu

Ile
230

Gly

Arg

Ile

cca
Pro

tce
Ser

aag
Lys

gca
Ala

ggc
Gly
70

ggt
Gly

Thr

vVal
215

Trp

Ile

Ala

Gly

ctg
Leu

ggt
Gly

gcg
Ala

cag
Gln
55

gca
Ala

cgc
Arg

Met
200

Tyr

Tyr

Trp

Ile

Asn
280

aac
Asn

ggt
Gly

ttc
Phe
40

ggt
Gly

tac
Tyr

gag
Glu

32

Gly Val

Ala Asn

Ile Ile

Leu Ala

250

Leu Leu
265

Ile Thr

cga cgc
Arg Arg
10

gct gea
Ala Ala
25

acc tac
Thr Tyr

ggc gtt
Gly Val

cge cac
Arg His

tee gac
Ser Asp
90

Ala

Met

Ala
235

val

Ala

Ile

aag
Lys

gca
Ala

cac
His

aac
Asn

gtc
Val
75

tgc
Cys

Pro

Val

220

Asn

Ser

Val

Pro

Ala Ala
205

Ala Ser

Leu Val

Asp Leu

Ala Tyr

270

Phe Ala

285

ttc
Phe

gca
Ala

gac
Asp

tcc
Ser
60

aag

Lys

tag
Trp

cgt gtc
Arg Val

gcec cte
Ala Leu
30

gca cct
Ala Pro
45

gcc cge

Ala Arg

gac acc
Asp Thr

cgt ctc
Arg Leu

Pro

Phe

Leu

Gly
255

Ile

Ile

ctc
Leu
15

ggc
Gly

cgc
Arg

ggc
Gly

gtc
Val

gce
Ala
95

Thr

Ser

Phe
240

Ile

vVal

Ala

gtc
Val

gaa
Glu

cgt
Arg

aag
Lys

aag
Lys
80

gtc
val

48

96

144

192

240

288



gag
Glu

gcc
Ala

cag
Gln

cag
Gln
145

gta
vVal

cgt
Arg

acc
Thr

ggt
Gly

aac
Asn
225

tce
Ser

acc
Thr

ggc
Gly

acc
Thr

gca
Ala
305

cag
Gln

tcc
Ser

cgce
Arg

gtc
Val
130

cte
Leu

gaa
Glu

aac
Asn

ggc
Gly

ggc
Gly
210

gcc
Ala

cca
Pro

tgg
Trp

cgc
Arg

atc
Ile
290

ttc
Phe

cag
Gln

gtc
Val

gaa
Glu
115

tce
Ser

tce
Ser

ate
Ile

ggt
Gly

gag
Glu
195

tac
Tyr

tcg
Ser

tcg
Ser

cag
Gln

atc
Ile
275

cct

Pro

ggt
Gly

atc
Ile

cgc
Arg
100

tac
Tyr

cgt
Arg

acc
Thr

tte
Phe

gaa
Glu
180

cte
Leu

ggc
Gly

gcc
Ala

tte
Phe

tcc
Ser
260

tgg
Trp

gaqg
Glu

aac
Asn

aat
Asn

gtc
Val

ggt
Gly

acc
Thr

gca
Ala

acc
Thr
165

aag
Lys

acc
Thr

aac
Asn

atc
Ile

atc
Ile
245

aag
Lys

tcce
Ser

gat
Asp

ctce
Leu

gct
Ala
325

atc
Ile

ggc
Gly

tac
Tyr

tcc
Ser
150

cat
His

cgc
Arg

gca
Ala

gtg
Val

atg
Met
230

cag
Gln

acc
Thr

cct
Pro

gag
Glu

gtc
Val
310

ggt
Gly

gac
Asp

gcc
Ala

tac
Tyr
135

gca
Ala
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Ala

120

Pro

Arg

Asn

Thr

Cys

200

Lys

Leu

Cys

Leu

39

Arg

Ile

25

Glu

Val

Asp

Phe

vVal

105

Gln

Leu

Ser

Ala

Ala

185

val

Leu

Arg

Ser

Thr
265

Arg

10

Arg

Ile

Gln

His

Ala

90

Asn

Arg

Arg

Ala

Gly

170

Glu

Ala

Val

Ala

Leu

250

Ala

Glu
Pro
Trp
Val
Val

75
Ser
Gly
Leu
Ser
Leu
155
Thr
Leu
Ala
His
Arg
235

Tyr

Val

Arg

Thr

Arg

Asp

60

Asn

Asp

Arg

Val

Ala

140

Asp

Ala

Ala

Cys

Leu

220

Lys

Gly

Ala

Asn

Ala

Gln

45

Asp

Asn

Cys

Pro

Ser

125

Ala

Arg

Pro

Leu

Pro

205

Ser

Met

Glu

Ala

Leu

Asp

30

Ala

Ala

Lys

Arg

His

110

Tyr

Tyr

Val

Asp

Asp

190

Asn

Leu

val

Cys

Val
270

Arg

15
Lys
Gly
val
Phe
Glu

95
Gly
Lys
Pro
Met
Ala
175
His
Gly
Leu
Asp
Ala

255

Thr

Pro

Glu

Pro

Ala

Ile

80

Gly

Ala

Glu

Val

Glu

160

Asp

Ala

Ala

Pro

Glu

240

Asp

Lys
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PATENTOVE NAROKY

1. Izolovany polynukleotid z koryneformnych baktérii
obsahujici polynukleotidovi sekvenciu vybrani zo skupiny

zahfhnajacej

a) polynukleotid, ktory je aspon na 70 % identicky s poly-
nukleotidom, ktory kéduje polypeptid, ktory obsahuje amino-

kyselinovi sekvenciu z SEQ ID No. 3,

b) polynukleotid, ktory je aspofi na 70 % identicky s poly-
nukleotidom, ktory kéduje polypeptid, ktory obsahuje amino-

kyselinovi sekvenciu SEQ ID No. 5,

c) polynukleotid, ktory je aspofi na 70 % identicky s poly-
nukleotidom, ktory kéduje polypeptid, ktory obsahuje amino-

kyselinovlu sekvenciu SEQ ID No. 7,

d) polynukleotid, ktory kéduje polypeptid, ktory obsahuje
aminokyselinovi sekvenciu, ktord je aspofl na 70 % identickd

s aminokyselinovou sekvenciou SEQ ID No. 3,

e) polynukleotid, ktory kdéduje polypeptid, ktory obsahuje
aminokyselinovl sekvenciu, ktord je aspon na 70 % identické

s aminokyselinovou sekvenciou SEQ ID No. 5,

f) polynukleotid, ktory kéduje polypeptid, ktory obsahuje
aminokyselinovi sekvenciu, ktoré& je aspoii na 70 % identicka

s aminokyselinovou sekvenciou SEQ ID No. 7,

g) polynukleotid, ktory je komplementdrny k polynukleotidom
a), b), ¢}, d), e) alebo f), a
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h) polynukleotid obsahujici aspon 15 za sebou nasledujicich
nukleotidov polynukleotidove] sekvencie a), b), c¢), d), e)
alebo f).

2. Polynukleotid podla néaroku 1, pricéom tymto poly-
nukleotidom je prednostne rekombinantné& DNA, replikovatelﬁé

v koryneformnych baktériach.

3. Polynukleotid podla naroku 1, pricom tymto poly-
nukleotidom je RNA.

4, Replikovatelna DNA podla naroku 2 obsahujuica:

(i) nukleotidovi sekvenciu znazorneni v SEQ ID No. 1,

alebo

(ii) aspofi jednu sekvenciu, ktord zodpoveda sekvencii (i)

v oblasti degeneracie genetického kédu, alebo

(iii) aspon jednu sekvenciu, ktord hybridizuje so sek-
venciou komplementdrnou k sekvencii (i) alebo (ii), a

popripade
(iv) funkéne neutrdlne mutacie so zmyslom v (i).

5. Polynukleotidova sekvencia podla ndroku 2, ktoré
kéduje polypeptid, ktory obsahuje aminokyselinovi sekvenciu

znazornenui v SEQ ID No. 2.

6. Vektor obsahujici polynukleotidovi sekvenciu podla

nadroku 1, najma 1 h).
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7. Koryneformna baktéria obsahujuca vektor podla naroku

8. Spdsob fermentacnej vyroby L-aminokyselin, v y -
znadcujilci s a t ym, Ze sa uskutodiuju

nasledovné kroky:

a) fermentdcia koryneformnych baktérii produkujicich
L-aminokyselinu, v ktorych sa zoslabuje aspon jeden
z génov zvolenych zo skupiny génov kédujlicich enzym

sukcindtdehydrogendzu a jeho podjednotky A, B a C,

b) koncentrovanie L-aminokyseliny v médiu alebo v bun-
kdch baktérii a

c) izolacia L-aminokyseliny.

9. Spbsob podla naroku 8, vy znacd¢uijuaci s a
t ym, Ze sa pouZzivaju baktérie, v ktorych sa pridavne
zosilnuju dalSie gény pre biosyntetickd drahu Ziadanej

L-aminokyseliny.

10. Spbésob podla naroku 8, vy znac¢ujuci s a
t ym , Ze sa pouZivaju baktérie, v ktorych sa asponn &ias-
to¢ne eliminuju metabolické drahy, ktoré zniZujd tvorbu

L-aminokyseliny.

11. Spdésob podla naroku 8, vy zna c¢ujuci s a
t ym, Ze sa pouziva kmen transformovany plazmidovym
vektorom a tento plazmidovy vektor nesie nukleotidovu

sekvenciu génu kédujiuceho enzym sukcindtdehydrogendzu.

DL
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12. Spbésob podla jedného alebo viacerych z predchadza-
jacich narokov 8 aZz 11, vy zna c¢u juaci sa tym,
Ze sa pouZivaju koryneformné baktérie, ktoré produkuja L-ly-

zin.

13. Spbésob podla naroku 9, vy znacd¢dujuci s a
t ym, Ze sa suCasne nadmerne exprimuje gén dapA kdédujuci

dihydrodipikolindtsyntazu.

14. Spbésob podla ndroku 9, vy zna c¢ujuci S a
t ym, Ze sa stuCasne nadmerne exprimuje gén gap koédujuci

glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenéazu.

15. Spdsob podla naroku 9, vy znac¢ujuci s a
t ym, Ze sa sGlasne nadmerne exprimuje gén pyc kédujuci

pyruvatkarboxylazu.

16. Spbésob podla naroku 9, vy znad¢dujuci s a
t ym, Ze sa sulasne nadmerne exprimuje gén mgo kédujuci

malat-chinénoxidoreduktéazu.

17. Spbésob podla naroku 9, vy zna cduijlaci s a
t ym, Ze sa sucCasne nadmerne exprimuje gén lyskE kédujiuci

export L-lyzinu.

18. Spbésob podla naroku 10, vy zna dujuci s a
t ym, Ze sa siCasne zoslabuje gén pgi kédujuci glukdza-6-

~-fosfatizomeréazu.

19. Spbésob podla naroku 10, vy zna c¢ujuci s a
t ym, Ze sa suCasne zoslabuje gén pck kéddujici fosfoenol-

pyruvadtkarboxykinazu.
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