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Sposob produkcie cielovych latok pouzitim mikroorganizmov

Oblast techniky

Vynalez sa tyka spOsobu produkcie cielovej latky s pou-
Zitim mikroorganizmu. Typické priklady mikroorganizmu, pou-
Zitého podla tohto vynadlezu, zahrnuju mikroorganizmy, pat-
riace k rodu Escherichia a coryneform bacteria, ktoré sa
bezne pouzivaju na produkciu rdéznych 1latok. Cielové latky,
ktoré sa takto produkuju, zahrnujui L-aminokyseliny, antibio-
tik4a, vitaminy, rastové faktory, fyziologicky ucinné latky,
a iné 1latky, produkované mikroorganizmami. TAto prihlaska
opisuje spésob, ktory zlepSuje vytaznost konecnej cielovej
latky v procese produkcie cielovej latky s pouzZitim mikro-

organizmov.

DoterajsSi stav _techniky

Fermentdcia L-aminokyselin sa typicky povazuje za dobre
znamy spOsob produkcie cielovej latky s pouzZitim mikroorga-
nizmov. L-aminokyseliny sa nepouzivajui len do korenin a pot-
ravin, ale tiez ako zlozky ré6znych liecebnych vyZivnych zme-
si, prisady do krmiv pre zvierata, c¢inidla vo farmaceutickom
a chemickom priemysle, dalej ako rastové faktory na produk-
ciu L-aminokyselin, ako je L-lyzin a L-homoserin, s pouzitim
mikroorganizmov. Coryneform bacteria, mikroorganizmy, pat-
riace k rodom Escherichia, Bacillus a Serratia, a podobne,
si zname ako mikroorganizmy, ktoré mozZzno pouzZit na fermen-
tacnu produkciu L-aminokyseliny.

Divoké typy baktérii (divoké typy kmeriov), auxotrofné
kmene, indukované z divokych typov kmenov, metabolické regu-
la¢né mutanty, indukované z divokych kmeriov ako r6zne, vocCi
lie¢ivam rezistentné mutanty, a kmene s vlastnostami aj
auxotrofnych kmenov, aj metabolickych regula¢nych mutantov,
mozno pouzit na fermentadni produkciu L-aminokyselin. Latky,
potrebné pre auxotrofné kmene, sa lisia od kmena ku kmenu,

a auxotrofné kmene, ktoré vyzaduju rovnaku latku, sa odliSo-



vali v stupni tejto auxotrofie. Podobne sa od seba odlisuju
metabolické regulaé&né mutanty, ziskané ako rézne, voci lie-
¢ivam rezistentné mutanty.

V sucasnosti sa na fermentaciu L-aminokyselin pouziva
technolégia rekombinantnej DNA. Tedéria tejto technolégie sa
zakladd na zlepSeni biosyntetického systému L-aminokyseliny
v hostitelskom mikroorganizme obohatenim kédovania
génom(ami) pre biosynteticky(é) enzym(y) L-aminokyseliny.
Podrobnosti takejto technoloégie s popisané napriklad
v "Amino Acid Fermentation, Society Press Japan (1986)".

AvSak mikroorganizmy, ktoré sa bezZne pouzivaju pri fer-
mentadnej produkcii L-aminokyselin, maju biosyntetické ces-
ty,-zahrnujﬁce biosyntetické cesty L-aminokyselin a biosyn- .
tetické cesty koenzymov, ktoré su identické s cestami pri-
rodnych typov mikroorganizmov. Mikroorganizmy, produkujuce
L-aminokyseliny, boli mnoZené desenzibilizaciou inhibicie
kone¢nym produktom alebo podobne, ktory existuje v biosynte-
tickej ceste L-aminokyseliny. Na uéely dosiahnutia takéhoto
minoZenia sa napriklad pouzili dodanie auxotrofnych vlastnos-
ti alebo rezistencie voci liecivam bunke tohto mikroorganiz-
mu, alebo =zosilnenie kédovania génom(ami) pre biosyntetic-
ky(é) enzym(y) pomocou technoldgie rekombinantnej DNA.

Fermentédciou s pouzitim mikroorganizmov je moZné produ-
kovat mnoho latok inych, nez su L-aminokyseliny. Ako prikla-
dy takychto latok uvadzame antibiotika a vitaminy.”Existujﬁ
roézne druhy antibiotik a ako prekurzory biosyntéz takychto
antibiotik sa pouzivaji rb6zne materialy. Napriklad sa pouzi-
vaju cukry, aminokyseliny, kyselina octovéa, kyselina propi6-
nova a kyselina mevalénova. Cielové antibiotikum sa vytvara
z takéhoto prekurzora konverziou réznych metabolitov, inych,
nez je prekurzor. Ten isty mechanizmus sa pozoruje u vitami-
nov a inych biogénnych latkach.

Pri produkcii vys$s$ie uvedenych 1latok s pouzitim mikro-
organizmov sa kazda latka vytvara v biosyntetickej ceste
v bunke mikroorganizmu. Jednym =z délezitych koenzymov, pod-
statnych pre efektivnu ¢innost zodpovednych enzymov v bio-

syntetickom systéme, je redukovany nikotinamidadenindinuk-
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leotidfosfat (na ktory budeme dalej odkazovat ako na NADPH).
Av3ak vztah medzi NADPH a produkciou latok s pouzitim mikro-
organizmov nebol opisany.
Nikotinamiddinukleotidtranshydrogenaza (na ktord budeme
dalej odkazovat jednoducho ako na "transhydrogenazu") je
znama ako jJjeden z enzymov, zodpovenych za produkciu NADPH.
Je zname, Ze tento enzym je pritomny v ro6znych mikroorganiz-
moch, vratane tych, ktoré patria k rodu Escherichia. V Es-
cherichia coli, typickom mikroorganizme, patriacom k rodu
Escherichia, sa uskutoénili &istenie transhydrogenazy (David
M. Clarke a Philip D. Bragg, Eur. J. Biochem. 149, 517 az
523, 1985), klonovanie génu, ktory ju kéduje (David M. Clar-
ke a Philip D. Bragg, J. Bacteriology 162, 367 az 373,
1985), a stanovenie sekvencie nukleotidov uvedeného génu
(David M. Clarke, Tip W. Loo, Shirley Gillam a Philip D.
Bragg, Eur. J. Biochem. 158, 647 az 653, 1986), ako aj preu-
kdzanie existencie tohto enzymu. Avsak fyziologické funkcia
tohto enzymu je stale takmer neznama. To typicky ukazuje
skutoCnost, zZe defektné varianty tohto enzymu sa fenotypicky

neprejavuju.

Podstata vvynalezu

Cielom tohto vynalezu je spOsob zlepsSenia produktivity
cielovej latky s pouzitim mikroorganizmu, zahrnujuci kroky
kultivacie mikroorganizmu v kultivac¢nom médiu, aby sa cielo-
va 1latka produkovala a zhromazdovala v kultiva¢nom médiu,
a zachytavania cielovej latky z kultivac¢ného média.

Produktivita cielovej latky sa vhodne zlep$ila pomocou
desenzibilizacie regulacie syntézy koneénym (i) produk-
tom(ami) alebo podobne, ktoré sa produkuju biosyntetickou
cestou cielovej latky, a koenzymu, potrebného na syntézu
cielovej 1latky, ktoré existujui v bunkdch mikroorganizmov.
Konkrétnym cielom tohto vynalezu je poskytnut prostriedky na
zlepSenie produktivity cielovej latky v stlade s tplne novou
tebériou, ktora je ina nez vyssie uvedena.

Pri biosyntézach latok, ako si L-aminokyseliny v zivych



organizmoch, prebiehaji viaceré redukéné reakcie. V mnohych
pripadoch sa koenzym NADPH fyziologicky pouziva ako intravi-
talna redukéna latka. Napriklad glutamatdehydrogeniza vyza-
duje NADPH ako koenzym v biosyntetickej ceste kyseliny
L-glutdmovej. Aspartatsemialdehyddehydrogenaza, dihydrodipi-
kolatreduktaza vyzaduju NADPH ako koenzym v biosyntetickej
ceste L-lyzinu.

V inych biosyntetickych cestach L-aminokyselin hra
NADPH dbélezitu ulohu ako koenzym. Naviac, kyselina
L-glutamova je dolezita ako donor aminoskupin v mnohych bio-
syntetickych cestach L-aminokyselin, preto je NADPH potrebné
tiez na dodavanie aminoskupin pri biosyntézach L-aminokyse-
lin.

NADPH sa najcCastejSie pripravuje metabolizmom glukézy
v pentdzovom cykle, v ktorom si zahrnuté glukéza-6-fos-
fatdehydrogenaza a fosfoglukonatdehydrogenaza. V pentézovom
cykle mozZno vypocitat, Ze produkénid dcinnost NADPH je 12 mo-
lekul vzhladom na jednu molekulu glukézy, pretoze sa uvolnu-

Na druhej strane je redukovany nikotinamidadenindinuk-
leotid (na ktory budeme dalej odkazovat ako na "NADH") mole-
kulou, ktora je velmi podobna NADPH, av$ak vo vdcs$ine pripa-
dov ju nemozno vyuzit ako koenzym pri biosyntéze
L-aminokyseliny. NADH sa biosyntetizuje cez TCA cyklus
a v bunke je obyc¢ajne pritomné jeho dostatoc¢né mnoZstvo.

Co sa tyka biosyntetickych ciest L-aminokyselin, intra-
vitalne zlozky, ktoré nemoZno uc¢inne vyuzit, ¢asto vznikaju
procesom biosyntézy pozadovanych L-aminokyselin z glukézy.
Predpoklada sa, ze takéto zlozky sa normadlne oxiduju cez TCA
cyklus, &o vyustuje do tvorby velkého mnoZstva NADH.

Autori tohto vynalezu postavili hypotézu, Ze v priebehu
produkcie cielovej latky v procese tvorby cielovej latky
S pouzitim mikroorganizmu je potrebné velké mnoZstvo NADPH,
glukdéza sa nevyhnutne spotrebtiva, aby vzniklo takéto NADPH,
a v dbsledku toho sa produktivita cielovej latky na spotre-
bovany cukor znizuje (hypotéza 1).

Dalej autori tohto vynalezu postavili hypotézu, Ze int-



ravitalne =zlozky, ktoré nemozZno uéinne vyuzit v priebehu
produkcie cielovej latky, sa nevyhnutne akumuluji v procese
tvorby cielovej latky s pouzZitim mikroorganizmu, a ktoré sa
metabolizuji cez TCA cyklus, ¢o vyustuje do zvysenia koncen-
tracie NADH v bunke (hypotéza 2).

Na zaklade vyssSie opisanych hypotéz 1 a 2 sa predpok-
lada, Ze ak mozZno vnutrobunkové NADH ucinne prekonvertovat
na NADPH, cukor, ktory je potrebny na biosyntézu NADPH mik-
roorganizmom, mozno usSetrit a cielovid latku mozZno produko-
vat s vysSSou produktivitou. Sdacasne sa predpoklada, Ze
transhydrogendazu mozno vyuzit ako prostriedok na konverziu
NADH, vytvoreného cez TCA cyklus, na NADPH.

Autori tohto vynadlezu vykonali $tddie na zaklade vysSie
opisanej predstavy. Ako vysledok intenzivnych $tudii boli
autori tohto vynalezu uspes$ni, ked ziskali DNA fragment, ob-
sahujiuci gén transhydrogenazy, z baktérie, patriacej k rodu
Escherichia, a schopnosti mikroorganizmov produkovat reduko-
vany nikotinamidadenindinukleotidfosfat sa zleps$ili pouzZitim
tohto fragmentu. Autori tohto vyndlezu dalej zistili, Ze sa
zlepSila produktivita cielovej latky u vys$s$ie uvedenych mik-
roorganizmov, ktoré maji zlepsSenui schopnost brodukovaf redu-
kovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat.

Menovite ma tento vynalez nasledujice znaky:

(1) spobsob produkcie cielovej latky s pouzitim mikroor-
ganizmu, ktory zahrnuje kroky:

kultivacie mikroorganizmu v kultivaénom médiu, aby sa
cielova latka mohla vytvarat a kumulovat v kultivadnom mé-
diu, a

zachytavanie cielovej latky z kultivadného média,

pricom je zlepSend produktivita mikroorganizmu, <&o sa
tyka redukovaného nikotinamidadenindinukleotidfosfatu;

(2) sp6sob podla (1), pricom cielovou 1latkou je
L-aminokyselina;

(3) sposob podla (2), pridom L-aminokyselina je vybrana
zo skupiny, ktord obsahuje L-treonin, L-lyzin, kyselinu
L-glutamova, L-leucin, L-izoleucin, L-valin a L-fenylalanin;

(4) sposob podla (1) alebo (2), pricom mikroorganizmom



je mikroorganizmus, patriaci k rodu Escherichia;

(5) spodsob podla (1) alebo (2), pricom mikroorganizmom
je coryneform bacterium;

(6) sposob podla ktoréhokolvek z (1) az (5), pricom
zlepSenie produktivity mikroorganizmu, <o sa tyka redukova-
ného nikotinamidadenindinukleotidfosfatu, sa dosiahne zvyse-
nim enzymovej aktivity nikotinamidnukleotidtranshydrogenazy
v bunke mikroorganizmu;

(7) spbsob podla (6), pric¢om zlepSenie produktivity
mikroorganizmu, c¢o sa tyka redukovaného nikotinamidadenin-
dinukleotidfosfatu, sa dosiahne =zvySenim expresie kédovania
génom pre nikotinamidnukleotidtranshydrogendzu v bunke mik-
roorganizmu; a ’

(8) spbsob podla (7), pricom zlepsSenie produktivity
mikroorganizmu, ¢&o sa tyka redukovaného nikotinamidadenin-
dinukleotidfosfatu, sa dosiahne zvySenim poétu koépii génu,
kédujuceho nikotinamidnukleotidtranshydrogendzu v bunke mik-
roorganizmu.

Cielovou latkou, ktorad sa ma produkovat mikroorganizmom

podIla tohto vynalezu, su roézne L-aminckyseliny, ako
L-treonin, L-1lyzin, kyselina L-glutamova, L-leucin,

L-izoleucin, L-valin a L-fenylalanin. To sa md0ze vztahovat
na ktorukolvek inii okrem vy$Sie uvedenych, pckial je na jej
biosyntézu potrebny NADPH, z tych, ktoré sa doteraz produko-
vali mikroorganizmami, ako nukleové kyseliny, ako je kyseli-
na guanylova a kyselina inozinova, vitaminy, antibiotika,
rastové faktory a fyziologicky uc¢inné 1latky. Nie je dalej
potrebné uvadzat, 2Ze dokonca aj v pripade latky, ktorad sa
doteraz neprodukovala s pouzitim mikroorganizmu, moZno tento
vynalez aplikovat =za predpokladu, Ze na jej biosyntézu je
potrebny NADPH.

Pri biosyntéze streptomycinu sa napriklad NADPH pouziva
na syntézu dTDP-4-oxo0-4,6-dideoxy-D-glukézy z dTDP-glukédzy.
Naviac, aminokyseliny sluzia ako prekurzory v pripade pepti-
dovych antibiotik, a teda NADPH sa samozrejme vyzaduje na
ich biosyntézu uz z principu. Dalej, prekurzormi penicilinu,

beta-laktémového antibiotika, st L-valin, L-cystein a kyse-



lina L-alfa-aminoadipova, a teda NADPH je potrebny na ich
biosyntézu.

Ak chceme vediet, ktord latka vyzaduje NADPH pri jej
biosyntéze, tato skutoc¢nost sa mdéze ozrejmit z biosynteti-
ckej cesty, ak jej biosyntetickd cesta uz bola zistena.

Mikroorganizmus, ktory sa ma pouzit podla tohto vynale-
zu, nie je zvlast ohranicéeny za predpokladu, Ze patri k tym,
ktoré sa doteraz pouzivali na produkciu latok, ako st bakté-
rie, patriace k rodu FEscherichia, coryneform bacteria, bak-
térie, patriace k rodu Bacillus, a baktérie, ktoré patria
k rodu Serratia. Vyhodnym je +taky mikroorganizmus, v ktorom
sa pre tento mikroorganizmus ziskal DNA fragment, obsahujici
replika¢ny zaciatok plazmidu, a moZno =zvys$it funkcie génu
transhydrogenazy a pocet ko6pii génu transhydrogenazy. Na
druhej strane kmen, ktory mal p6vodne vysokii schopnost pro-
dukovat cielovi latku, je najvyhodnej$i ako kmen, ktory sa
pouzije na zlepSenie produktivity podla tohto vynalezu.
Dévodom je, Ze sa predpoklada, zZe u kmefia s vysokou produk-
tivitou bude ucinok zlépéenia produktivity podla tohto vyna-
lezu pésobit silne, pretozZe javy podla vysSS$ie opisanej hypo-
tézy 1 a 2 Gc¢inkujd silne. Uvadzame kmenn Escherichia coli
B-3996 a podobne, ked cielovou 1latkou je L-treonin, kmen
Escherichia coli AJ12604 (FERM BP-3579) a podobne, ked cie-
Tovou 1latkou je L-fenylalanin, kmern Escherichia coli
AJ12624 (FERM BP-3853) a podobne, ked cielovou latkou je ky-
selina L-glutamova, a Brevibacterium lactofermentum AJ3990
(FERM P-3387, ATCC 31269) a podobne, ked cielovou latkou je
L-1lyzin.

Ziadny problém nie je s médiom, ktoré sa ma pouzit na
produkciu cielovej 1latky, ak sa pouZije dobre znidme médium
z tych, ktoré sa dosial pouzivali, v zavislosti od pouzitého
mikroorganizmu. Menovite je k dispozicii beZné médium, ktoré
obsahuje zdroj uhlika, zdroj dusika, anorganické idény a vo-
litelne daldie organické zlozky. Na uskutoénenie tohto vyna-
lezu sa nevyZaduje Ziadne $pecialne médium.

Ako zdroj uhlika moZno pouzit cukry, ako su glukéza,

laktéza, galaktéza, fruktdéza a Skrobovy hydrolyzéat; alkoho-



ly, ako su glycerol a sorbitol; a organické kyseliny, ako su
kyselina fumarova, kyselina citrénova a kyselina jantarova
a podobne.

Ako zdroj dusika moZno pouzit anorganické aménne soli,
ako sii siran aménny, chlorid aménny a fosforecnan aménny ;
organicky dusik, ako je séjovy hydrolyzat; plynny amoniak;
a vodny roztok amoniaku.

Co sa tyka organickych stopovych nutriénych zdrojov,
potrebné latky, ako je vitamin B1l, L-homoserin a L-tyrozin,
alebo extrakt =z kvasnic, sa vyZaduji v primeranych mnoZs-
tvach. Okrem vysSie uvedenych sa volitelne pridavaju malé
mnozstva fosforec¢nanu draselného, siranu hored¢natého, idnu
zeleza, idénu manganu a podobne.

Kultivaciu mozZno uskutoénit za dobre znadmych podmienok,
ktoré sa doteraz pouzivali, &o zavisi od pouzitého mikroor-
ganizmu. Menovite je vyhodné uskutodénit kultivaciu po dobu
16 az 120 hodin za aerébnych podmienok. Kultivaéna teplota
sa udrzuje medzi 25 °C a 45 °C a pH sa podas kultivacie udr-
Zzuje medzi 5 aZz 8. Mimochodom, na nastavenie pH mozZno pouzit
anorganické alebo organické kyslé alebo zasadité latky, ako
aj plynny amoniak a podobne.

PodTa tohto vyndlezu sa nevyzaduje 2iadny zvlastny
sp6sob zachytdvania metabolického produktu z kvapaliny média
po skonc¢eni kultivacie. Menovite moZno +tento vynalez usku-
tocnit kombinaciou dobre znamych spésobov, ako je metdda
i6énomenicovej 2Zivice, precipitacna metédda a podobne.

Ako priklad prostriedkov na zvysenie NADPH produktivity
mikroorganizmu uvédzame prostriedky na zvySenie enzymovej
aktivity transhydrogendzy v mikrobialnych bunkach.

Ako priklad prostriedkov na zvySenie enzymovej aktivity
transhydrogendzy uvadzame prostriedky na zvy3enie expresie
génu transhydrogendzy v mikrobidlnych bunkdch. Dalej, inym
prostriedkom na zvySenie enzymovej aktivity transhydrogenazy
je modifikdcia génu transhydrogenazy a vytvorenie transhyd-
rogenazy so zvysenou aktivitou.

Ako priklad prostriedku na zvySenie expresie génu

transhydrogendzy v mikrobidlnych bunkach uvadzame prostrie-



dok na zvySenie poctu képii génu transhydrogendzy v mikro-
bidlnych bunkéach.

Na to, aby sa zvyS$il pocet képii génu transhydrogenazy,
je nevyhnutny fragment DNA, ktory obsahuje vy$$ie uvedeny
gén. Mimochodom, gén transhydrogenizy bol klonovany v kmeni
Escherichia coli K-12 ako baktérii, patriacej k rodu Esche-
richta, a jeho sekvencia nukleotidov bola stanovena (D.M.
Clarke a spol., Eur. J. Biochem. 158, 647 az 65, 1986). Teda
priprava DNA fragmentu, obsahujuceho vys$$ie uvedeny gén, sa
dosiahne pouzitim spésobu, ktory opisali D.M. Clarke a spol.
Dalej mozZno pozadovany DNA fragment ziskat hybridizadnou me-
toédou s pouzitim syntetickej DNA vzorky, pripravenej podla
sekvencie nukleotidov, ktorui opisali D.M. Clarke a spol.,
a PCR metddou s pouzitim syntetickych DNA primérov, pripra-
venych podla vys$3ie uvedenej sekvencie nukleotidov. Ak sa
DNA fragment, obsahujuci gén transhydrogendzy, naviaZe na
vektor DNA, autondémne replikovatelny v cielovom mikroorga-
nizme, a vlozi sa do vys$$ie uvedeného mikroorganizmu, je
mozne zvysSit pocet képii génu transhydrogenazy.

Primér DNA, ktory sa pouzZiva pri klonovani génu trans-
hydrogendzy z baktérie, patriacej k rodu Escherichia, s pou-
zitim PCR metdédy, mozno vhodne pripravit na zaklade naprik-
lad sekvencie, znamej v Escherichia coli (D.M. Clarke
a spol., Bur. J. Biochem. 158, 647 a% 653, 1986). PretoZe
transhydrogenidza obsahuje dve podjednotky, moze byt nevy-
hnutné zosilnit oba gény pntA a pntB kazdej z nich. Dva pri-
méry S’ -CTGATTTTTGGATCCAGATCACAG-3" (SEQ 1D NO:1)
a 5'-CGTTCTGTTAAGCTTTCTCAATAA-3’ (SEQ ID NO:2), ktoré mdzu
zosilnit oblast 3 kb, obsahujdcu oba gény pntA a pntB, su
vhodné. Tieto priméry sa mierne odlisujui od sekvencie, ktoru
opisali D.M. Clarke a spol. Av$ak v dé6sledku zmeny v sekven-
cii je mozné zaviest miesto BamHI Stiepenia v protiprudovom
smere od oboch génov pntA a pntB, a miesto HindIII Stiepenia
v poprudovom smere od oboch génov pntA a pntB. Ani miesto
BamHI, ani miesto HindIII neexistuju v Ziadnom z oboch gé-
nov, ani v ich susedstve. Preto si vhodné pri klonovani zo-

silneného DNA fragmentu s pouzitim tychto res$trikénych enzy-
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mov a pri prenose do iného vektora DNA. Syntézu priméru DNA
mozZno uskutoc¢nit podla beznej metddy s pouzitim DNA synteti-
zéra, model 380B, ktory vyraba firma Applied Biosystems,
a s pouzitim fosfoamiditovej metédy (pozri Tetrahedron
Letters 22, 1859, 1981). PCR mozZno uskutoénit s pouzitim za-
riadenia Thermal Cycler Model PJ2000, ktoré vyridba firma
Takara Shuzo Co., Ltd., a s pouzitim Tag DNA polymerazy
spbésobom, ktory navrhuje vyrobca.

DNA fragment, obsahujici gén transhydrogenazy, mozZno
ziskat z mikroorganizmov inych ne2Z z baktérii, ktoré patria
k rodu Escherichia. Pozadovany DNA fragment moZno ziskat
s pouzitim hybridizac¢nej metdédy so syntetickou DNA vzorkou,
pripravenou podla sekvencie nukleotidov, opisanej D.M.
Clarkeom a spol., alebo s pouzitim PCR metdédy so synteticky-
mi primérmi DNA, pripravenymi podla vysSSie uvedénej sek-
vencie nukleotidov, ako metédy na jeho ziskanie.

DNA vzorku, ktord sa ma pouzit pri hybridizacnej met6-
de, alebo priméry DNA, ktoré sa maju pouzit pri klonovani
genu s pouzitim PCR metédy, moZno vhodne pripravit na zakla-
de napriklad sekvencie, znamej v Escherichia coli (D.M.
Clarke a spol., Eur. J. Biochem. 158, 647 a2z 653, 1986).
Predpoklad4d sa, ze sekvencia nukleotidov génu je roézna pre
kazdy z mikroorganizmov. Je teda Ziadlce pripravit synteti-
cké DNA, suhlasné s c¢astami, zachovanymi vzhladom na trans-
hydrogenazy, pochadzajuce z tychto mikroorganizmov.

Gén transhydrogenazy, zosilneny PCR metddou, sa navia-
Zze na vektor DNA, autonémne replikovatelny v bunke baktérie,
patriacej k rodu Escherichia, ked sa zavedie do baktérie,
patriacej k rodu Escherichia, a zavedie sa do buniek bakté-
rie, patriacej k rodu Escherichia.

V pripade zavedenia ziskaného DNA fragmentu, obsahujui-
ceho gén transhydrogenazy, do mikroorganizmu iného, nezZ je
baktéria, patriaca k rodu Escherichia, vysSsSie uvedeny DNA
fragment sa naviaze na vektor DNA, éutonémne replikovatelny
v bunke mikroorganizmu, do ktorého sa zaviedol vysSsSie uvede-
ny DNA fragment, a zavedie sa do vyS§Sie uvedenych buniek.

Ako vektor DNA, ktory sa da pouzit podla tohto vynale-
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zu, je vyhodny plazmidovy vektor DNA, pre ktory ako priklady
uvadzame pUC19, pUC18, pBR322, pHSG299, pHSG399, RSF1010
a podobne. Okrem wuvedenych st tieZz k dispozicii fédgové DNA
vektory. Aby sa uCinne dosiahla expresia génu transhydroge-
nazy, je tiez prijatelné pouzitie prométora, zabudovatelného
do mikroorganizmov, ako je lac, trp a PL. Naviac, aby sa
zvys8il pocet képii génu transhydrogenazy, DNA, obsahujicu
vyS8Sie uvedeny gén, mozZno vélenit do chromozému pomocou me-
tody, pouzivajucej transpozén (Berg, D.E. a Berg, C.M.,
Bio/Technol. 1, 417, 1983), Mu fag (japonsky zverejneny pa-
tent ¢. 2-109985), alebo homologicki rekombinidciu (Experi-
ments 1in Molecular Genetics, Cold Spring Harbor Lab.
(1972)).

Ak je mikroorganizmom, do ktorého sa zaviedol uvedeny
gén, coryneform bacteria, vektorom DNA, ktory moZno pouzit
podla tohto vyndlezu, je plazmidovy vektor, autonémne repli-
kovateIny v coryneform bacteria, ako je pAM330 (pozri japon-
sky patentovy spis ¢&. 1-11280) a pHM1519 (pozri japonsky
zverejneny patent ¢. 58-77895).

Aby sa vybral kmen, ktory ma skutocne zlepSenu enzymovi
aktivitu transhydrogendzy, spomedzi kandidatov, ktori maju
potencialne zlepSenu enzymovi aktivitu transhydrogenazy,
mozno pouzit napriklad zndmu metédu (David M. Clarke a Phi-
lip D. Bragg, Journal of Bacteriology 162, 367 az 373,
1985) ako metédu na potvrdenie zlepSenia enzymovej aktivity

transhydrogenéazy.

Prehlad obriazkov na vvkresoch

Obr.1 znédzornuje pripravu plazmidu pMV::THY.
Obr.2 znazorriuje pripravu plazmidu pHSG: :THYB.

Obr.3 znazorriuje pripravu plazmidu pSU::THY.

Tento vynalez konkrétnejs$ie vysvetlime dalej s odkazom
na priklady.
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Priklady uskutoénenia vyndlezu

Priklad 1
Klonovanie génu transhydrogenizy

Sekvencie nukleotidov génov pntA a pntB, ktoré kéduja
transhydrogendzu Escherichia coli, boli stanovené predtym
(D.M. Clarke a spol., Eur. J. Biochem. 158, 647 a2 653,
1986) a uvadza sa, Ze pntA a pntB kéduju proteiny s 502
zvySkami aminokyselin a so 462 zvyskami aminokyselin. Naviac
tieZz bolo zname, Ze oba vy$Sie uvedené proteiny su potrebné
na prejavenie enzymovej aktivity transhydrogendzy, 2e oba
gény pntA a pntB si umiestnené sériovo na chromozémovej DNA
a Ze oba gény mozno takto klonovat v jednom DNA fragmente.

Na uTlah¢enie nédslednych operacii autori tohto vynalezu
siCasne klonovali nielen oba gény pntA a pntB, ale oblast,
existujicu v protiprudovom smere od tychto génov, ktora ma
promotorovu aktivitu. Konkrétne, DNA fragment, obsahujici
gény a prométorovu oblast, sa - zosilnil PCR, aby sa klonova-
la.

Dva syntetické oligonukleotidy so sekvenciou 5’-CTGATT-
TTTGGATCCAGATCACAG-3* (SEQ ID NO:1) a 5'-CGTTCTGTTAAGCTTTCT-
CAATAA-3’ (SEQ ID NO:2) sa syntetizovali ako priméry pre PCR
beZnym spdsobom. Ako DNA templat pre PCR sa pripravil cely
geném DNA Escherichia coli K-12 MC1061 metdédou autorov
Saitoh a Miura (Biochem. Biophys. Acta 72, 619, 1963). Cie-
Tovy DNA fragment sa zosilnil PCR s pouzitim dvoch oligoF
nukleotidovych primérov a templatovej chromozémovej DNA me-
tédou podla Erlicha a spol. (PCR Technology, Stockton Press
1989) . Syntetické DNA, pouzivané ako priméry, maju sekvencie
nukleotidov s malymi rozdielmi v zodpovedajuicich centralnych
Castiach fragmentov syntetickych DNA oproti sekvencii nuk-
leotidov, ktoru popisali D.M. Clarke a spol. T4 je navrhnuta
na zavedenie miesta BamHI $tiepenia a miesta HindITI Stiepe-
nia pri tvorbe syntetickych oligonukleotidov. Tieto S$tiepne

miesta restrikénych enzymov su potrebné na vloZenie zosilne-
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ného DNA fragmentu do vektora DNA. Zavedenie restrikénych
miest spdsobuje nestlad medzi primérmi a chromozdémovou DNA
vV procese PCR. AvSak tento nestilad neovplyvnil zosilnenie
DNA  pomocou PCR, pretoZe tieto re$trikéné miesta boli
umiestnené v centralnych dastiach syntetického DNA fragmen-
tu. Zosilnenie DNA fragmentu velkosti 3,0 kb sa potvrdilo
elektroforézou v agar6zovom géli.

Zosilneny DNA fragment velkosti 3,0 kb a plazmidovy
vektor pMV11l8 s markerom rezistentnym na ampicilin (dostupny
od firmy Nippon Gene Inc.) boli natravené BamHI a HindIII.
Oba natravené DNA fragment a vektor DNA sa naviazali, aby sa
pripravila rekombinantna DNA s DNA ligazou. Vysledny rekom-
binantny plazmid sa pomenoval pMV::THY (pozri obr.1).

Escherichia coli JM109 (dostupna od firmy Takara Shuzo
Co., Ltd.) sa transformovala plazmidom pMV::THY a ziskala sa
transformovand Escherichia coli JM109 (pMV::THY). Enzymova
aktivita transhydrogendzy, existujucej v kazdom roztoku bun-
kového extraktu z Escherichia coli JM109 a Escherichia coli
JHi09 (phv::THY), sa merala znamym Spésobom (David M. Clarke
a Philip D. Bragg, J. Bacteriology 162, 367 az 373, 1985).
Vysledok je uvedeny v tabulke 1.

Tabulka 1

Kmene IM109 JM109 (pMV::THY)

Specificka aktivita
transhydrogenazy 1,0 1,7
(u/mg proteinu)

Ako je wuvedené v tabulke 1, je zrejmé, e Escherichia
coli JM109 (pMV::THY) ma vys$siu enzymovi aktivitu transhyd-
rogenazy nez Escherichia coli JM109. Vysledkoﬁ sa dokazalo,
2e DNA fragment, vloZzeny do plazmidu pMV::THY, obsahuje gén
transhydrogenazy. Escherichia coli, obsahujica plazmid
PMV::THY, bola oznadena ako kmed AJ12929. Kmen AJ12929. bol
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ulozeny v National Institute of Bioscience and Human Techno-
lbgy, Agency of Industrial Science and Technology, the Mi-
nistry of.International Trade and Industry (NArodny ingtitut
biologickych vied a humdnnej technolégie, Agentura priemy-~
selnych vied a technolégie, Ministerstvo medzinarodného ob-
chodu a priemyslu) (1-3, Higashi 1-chome, Tsukuba-shi,
Ibaraki-ken, Japan; zip code 305) dfia 4.oktébra 1993 pod
C¢islom ulozenia FERM P-13890, preneseny =z pOvodného miesta
uloZenia do medzinadrodného depozitu na zaklade Budapes-
tianskej dohody zo 4. septembra 1994 a bol ulozZeny pod Cis-
lom uloZenia FERM BP-4798.

Plazmid DNA pMV::THY sa pripravil beZnym spoésobom
a natravil BamHI a HindIII, aby sa izoloval 3,0 kb DNA frag-
ment, obsahujici gén transhydrogendzy. Plazmidovy vektor
pHSG399 s markerom rezistentnym na chloramfenikol (dostupny
od firmy Takara Shuzo Co., Ltd.) sa Stiepil pomocou BamHI
a HindIII a tento velky fragment sa izoloval. Potom sa DNA
fragment, obsahujici gén +transhydrogenazy, a BamHI-HindIII
velky fragment pHSG399 sa naviazali na DNA ligazu, aby sa
ziskal plazmid pHSG: :THY.

Plazmid pHSG::THY sa méZe autonémne replikovat v bun-
kach mikroorganizmov, patriacich k rodu Escherichia, ale
neudrzi sa stabilne v bunkdch coryneform bacteria. Preto bol
replikaény‘ zaciatok, ziskany =z autonémne replikovatelného
plazmidu, ziskaného z coryneform bacteria, zavedeny do plaz-
midu pHSG: :THY.

Plazmid pHM1519, autondémne replikovatelny v bunkéach
coryneform bacteria (pozri japonsky zverejneny patent &.
58-77895), sa $tiepil restrikénym enzymom BamHI, aby sa zis-
kal DNA fragment s 3,0 kb, obsahujtci replikadny zacdiatok.
Na druhej strane sa plazmid pHSG: : THY $tiepil BamHI, aby sa
ziskal DNA fragment. Oba DNA fragmenty sa naviazali na DNA
ligazu, aby sa pripravil plazmid PHSG: : THYB (obr.2). Kmen
Escherichia coli, obsahujici pHSG::THYB, sa oznadil ako kmen
AJ12872. Tento kmeri AJ12872 bol ulozeny v National Institute

of Bioscience and Human Technology, Agency of Industrial
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Science and Technology, the Ministry of International Trade
and Industry dna 4. oktdébra 1993 pod Cislom ulozenia FERM
P-13889, preneseny =z pdévodného miesta ‘uloéenia do medzina-
rodného depozitu na zaklade Budapestianskej dohody zo 14.
septembra 1994 a bol wulozeny pod c¢cislom ulozZenia FERM
BP-4797.

Dalej sa plazmid pSU18, ktory je autondémne replikova-
telny v bunkdch baktérie, patriacej k rodu Escherichia, a ma
kanamycinovy rezistentny marker (borja, Bartlome a spol.,
Gene 102, 75 az 78, 1991) Stiepil resStrikénymi enzymami
BamHI a HindIII, aby sa ziskal velky fragment. Tento velky
fragment sa naviazal na vySSie popisany DNA fragment s 3,0
kb; obsahujtici gén transhydrogenazy, s pouzZitim DNA ligazy,
aby sa pripravil plazmid pSU::THY (obr.3). Kmern Escherichia
coli, obsahujiaci pSU::THY, sa oznac¢il ako kmen AJ12930. Ten-
to kmert AJ12930 bol uloZeny v National Institute of Bio-
science and Human Technology, Agency of Industrial Science
and Technology, the Ministry of International Trade and In-
dusitry dna 4.oktébra 1993 pod ¢islom ulozZenia FERM P-13891,
preneseny z p6vodného miesta uloZenia do medzinadrodného de-
pozitu na zaklade Budapestianskej dohody zo 4. septembra
1994 a bol ulozZeny pod cislom ulozenia FERM BP-4799.

Potvrdilo sa, ako sa ovplyvnila produktivita réznych
L—amindkysélin v bunkach baktérie, patriacej k rodu Esche-
fichia, alebo coryneform bacteria, zvySenim aktivity trans-

hydrogenazy v oboch baktériach.

Priklad 2

Fermentac¢na produkcia L-treoninu kmeniom so zavedenou trans-

hydrogenazou

Ako L-treonin produkujica baktéria Escherichia coli ma
spomedzi v sudasnosti znamych kmeriov najvy$$iu produkénu
schopnost kmeii B-3996 (pozri japonsky zverejneny patent &.
3-501682 (PCT)). Preto sa kmen B-3996 pouzil ako hostitel na
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vyhodnotenie U¢inku zlepSenia transhydrogenézy. Kmeri B-3996
obsahuje plazmid pVIC40 (medzinarodny patentovy spis
VO90/04636),>ktory sa ziskal vlozZenim +treoninového operdnu
do plazmidu pAYC32 vektoru so $irokym hostitelskym rozsahom,
ktory m& marker, rezistentny na streptomycin (porovnaj
Chistoserdov A.Y. a Tsygankov Y.D., Plasmid 16, 161 az 167,
1986). Kmen B-3996 bol ulozeny v Research Institute for
Genetics and Industrial Microorganism Breeding (Vyskumny
ustav pre genetiku a priemyselné mnozenie mikroorganizmov)
pod registraénym ¢islom RIA1867.

Plazmid pMV::THY sa spatne ziskal =z Escherichia coli
AJ12929, ziskaného v priklade 1, pomocou met6dy autorov Ma-
niatis a spol. (Sambrook J., Fritsch E.F., Maniatis T., Mo-
lecular cloning (Molekularne klonovanie), Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1, 21, 1989). Ziskany plazmid pMV::THY sa
zaviedol do kmeria B-3996 pomocou metddy D.M. Morrisona
(Methods in Enzymology 68, 326, 1979). Kme: B-3996, trans-
formovany pMH::THY, sa oznadil ako kmei B-3996 (pMV: : THY) .
Kmen B-3996 a kmeni B-3996(pMV::THY) sa kultivovali pri na-
sledujticich podmienkach.

Kultivicia sa uskutoétiovala 38 hodin pri teplote 37 °C
za mieSania so 114 aZz 116 otadok/min s pouzitim média so
zloZenim, ~uvedenym v tabulke 2. V tabulke 2 sa zlozky
A, B a C oddelene pripravili, sterilizovali a chladili
a zmieSali sa s pouzitim 16/20 objemu zlozky A, 4/20 objemu
zlozky B a 30 g/1 zlozky C. Vysledky kultiviacie st uvedené
v tabulke 3. Zistilo sa, Ze produktivita L-treoninu sa zlep-
Sila zvySenim aktivity vnitrobunkovej transhydrogenazy
v L-treonin produkujicej baktérii, ktora patri k rodu Esche-

richia.
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Tabulka 2. Médium pre treonin produkujtice médium

(g/1)
(A) (NH,4),SO, 16
KH2P04 1
MgS0,.7H,0 1
FeSO,.7H,0 0,01
MnSO, . 5H,0 0,01
Kvasnicovy extrakt (Difco) 2
L-Met 0,5

Nastavené na pH 7,0 pomocou KOH a autoklavované pri 115
°C 10 mindt (16/20 objemu)

(B) 20%-na glukoza
Autoklavovana pri 115 °C 10 minut (4/20 objemu)
(C) CaCO; podla liekopisu

Autoklavovany pri 180 °C 2 dni (30 g/1)

Antibiotika (streptomycinf 100 pg/ml, kanamycin: 5 pg/ml)

Tabulka 3
Kmene B-3996 B-3996 (pMV: : THY)
Treonin (g/1) 12,97 13,99

Priklad 3

Fermentacna produkcia L-lyzinu kmefiom so zavedenou transhyd-

rogenazou

Zistovalo sa, &i sa L-lyzinovda produktivita zlep$ila

zvySenim aktivity vnutrobunkovej transhydrogendzy v coryne-
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form bacteria, ktorda produkuje L-lyzin, alebo nie. Ako
L-1lyzin produkujuca baktéria, patriaca ku coryneform bacte-
ria, sa pouzZil kmen Brevibacterium lactofermentum AJ3990.
Kmen AJ3990 bol ulozeny v National Institute of Bioscience
and Human Technology, Agency of Industrial Science and
Technology, the Ministry of International Trade and Industry
a dostal Cislo wulozZenia FERM P-3387. Plazmid pHSG: :THYB sa
spdtne =ziskal z kmena Escherichia coli AJ12872, ziskaného
v priklade 1, pomocou metdédy autorov Maniatis a spol.
(Sambrook J., Fritsch E.F., Maniatis T., Molecular cloning,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1, 21, 1989). Ziskany
plazmid sa zaviedol do kmena AJ3990 pomocou transformacdnej
metdéddy s pouzitim elektrického impulzu (pozri japonsky zve-
rejneny patent ¢&. 2-207791). Kmen AJ3990, transformovany
pHSG: : THYB, sa oznac¢il ako kmen AJ3990(pHSG::THYB). Kmen
AJ3990 a kmen AJ3990(pHSG: :THYB) sa kultivovali pri nasledu-
jucich podmienkach.

Kultivacia sa wuskutocniovala 72 hodin pri teplote 31,5
°C za mieSania so 114 az 116 otackami/min s pouzitim média
so zloZzenim, uvedenym v tabulke 4. Ako cukry sa pouzili tri
roézne cukry, glukéza, sacharéza a fruktéza. Vysledky kulti-
vacie su uvedené v tabulke S. Zistilo sa, 2Ze produktivita
L-lyzinu sa zlepS$ila zvySenim aktivity vnutrobunkovej trans-

hydrogendzy v L-lyzin produkujicej coryneform bacteria.
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Tabulka 4. Médium na produkciu lyzinu

Cukor 36 g/l
NH,C1 20 g/1
KH,PO4 1 g/l
MgS0, . 7H,0 0,4 g/l
FeSO4.7H20 10 mg
.Hydrolyzét s6jového proteinu

(ako dusik) 1 mg
Tiamin-HC1 100 mg
Biotin 300 mg

Po autoklavovani pri 115 °C 10 minut sa pridali 3 % odde-
lene sterilizovaného uhlicd¢itanu vApenatého.

Tabulka S
Akumulacia lyzinhydrochloridu
mnozstvo (g/l)
AJ3990 AJ3990 (pHSG: : THYB)
Glukéza 13,6 14,5
Sacharéza 11,1 12,6
Fruktéza 8,2 11,9

Priklad 4

Fermentadéna produkcia L-fenylalaninu kmeftom so zavedenou

transhydrogenazou
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Zistovalo sa sa, ¢i sa L-fenyalaninovdA produktivita
zlep$ila zvySenim aktivity wvndtrobunkovej transhydrogénézy
v L-fenylalanin produkujicej baktérii, patriacej k rodu
Escherichia, alebo nie. Ako L-fenylalanin produkujiica bakté-
ria, patriaca k rodu Escherichia, sa pouzil kmen Escherichia
coli AJ12604. Kmen AJ12604 obsahuje plazmid pBR-aroG4, ktory
sa ziskal vloZenim mutantu aroG génu do vektorového plazmidu
pBR322, ktory md marker, rezistentny na ampicilin, a do
plazmidu pACMAB, ktory sa ziskal vlozZenim mutantu pheA génu
do vektorového plazmidu pACYC184, ktory ma marker, rezisten-
tny na chloramfenicol (pozri japonsky zverejneny patent
C.5-236947). Kmeri AJ12604 bol ulozZeny v National Institute
of Bioscience and Human Technology, Agency of Industrial
Science and Technology, the Ministry of International Trade
and Industry dna 28. januara 1991 pod c¢islom uloiénia FERM
P-11975, preneseny =z pd6vodného miesta wulozenia do medzina-
rodného depozitu na zéklade BudapeStianskej dohody z 26.
septembra 1991 a bol uloZzeny pod cislom vulozZenia FERM
BP-3579. Plazmid pSU::THY sa spédtne ziskal =z kmena
Escherichia coli AJ12930, =ziskaného v priklade 1, pomocou
metédy autorov Maniatis a spol. (Sambrook J., Fritsch E.F.,
Maniatis T., Molecular cloning, Cold Spring Harbor Laborato-
ry Press, 1, 21, 1989). Ziskany plazmid sa zaviedol do kmera
AJ12604 pomocou metédy D.M. Morrisona (Methods in Enzymology
68, 326, 1979). Kmen AJ12604, transformovany pSU::THY, sa
oznac¢il ako kmeil AJ12604(pSU::THY). Kmeri AJ12604 a kmen
AJ12604 (pSU: :THY) sa kultivovali pri nasledujucich podmien-
kach. |

Kultivacia sa uskutoérnovala 16 hodin pri teplote 37 °C
za mieSania so 114 az 116 otackami/min s pouzitim média so
zlozenim, uvedenym v tabulke 6. Vysledky kultivacie st uve-
dené \ tabulke 7. Zistilo sa, ze produktivita
L-fenylalaninu sa zlep$ila zvySenim aktivity vniatrobunkovej
transhydrogenazy v L-fenylalanin produkujucej baktérii, kto-

ra patri k rodu Escherichia.
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Tabulka 6. Médium na produkciu fenylalaninu

(g/1)

Glukéza 20
Na,HPO, 29,4

KH, PO, 6

NaCl 1

NH,C1 2
Citrat sodny 20
‘L—glutamét sodny 0,4
MgSO, . 7TH,0 3

CaCl, 0,23
Tiamin-HC1 2 mg
L-tyrozin 75 mg

Po autoklavovani pri 115 °C 10 minut sa pridali 3 % odde-
lene sterilizovaného uhliditanu vapenatého.

Tabulka 7
Kmeti AJ12604 AJ12604 (pSU: : THY)
L-fenylalanin 4,28 4,89
Akumulované mnozstvo (g/l) 3,75 4,28

Zoznam sekvencii

(1) VSeobecna informacia:

(1) Prihlasovatel: Ajimoto Co. Inc.

(ii) Nézov vynadlezu: Spbésob produkcie latok
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(iii) Pocet sekvencii: 2

(iv) Adresa pre korespondenciu:
(A) Adresat:
(B) Ulica:
(C) Mesto:
(D) Stat:
(E) Krajina:
(F) Smerové c&islo:

(vi) Udaje o tejto prihlaske:
(A) Cislo prihlasky:
(B) Datum podania:

. (C) Zatriedenie

(vii) Udaje o predchédzajﬁcej prihlaske:
(A) Cislo prihlasky:
(B) DAatum podania:

(viii) Informéacia o zastupcovi/agentovi:

(A) Meno:
(B) Registradéné c&islo:
(C) Odkazové/registracné cislo:

(ix) Telekomunikacnéd informécia:
(A) Telefén:
(B) Telefax:

(2) Informacia o SEQ ID NO:1:
(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) Dizka: 24
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet vléken: jedno
(D) Topolégia: linedrne
(ii) Molekulovy typ: iny...synteticka DNA

(iii) Hypoteticky: nie

(x1) Popis sekvencie: SEQ ID NO:1:
CTGATTTTTG GATCCAGATC ACAG

(2) Informacia o SEQ ID NO:2:

(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) Dizka: 24



- 23 -

(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet vléaken: jedno
(D) Topolégia: linearne
(ii) Molekulovy typ: iny...synteticka DNA
(iii) Hypoteticky: nie
(xi) Popis sekvencie: SEQ ID NO:2:
CGTTCTGTTA AGCTTTCTCA ATAA
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PATENTOVE NAROKY

1. Spoésob produkcie cielovej latky s pouzitim mikro-
organizmu, vy znadujiuci s a t y m, zZe zahrnuje
kroky:

kultivicie mikroorganizmu v kultivac¢nom médiu, aby sa
cielovad latka mohla vytvaArat a akumulovat v uvedenom kulti-
vacnom médiu, a

zachytavania cielovej latky =z uvedeného kultivadného
média,

pricom je zvySend produktivita mikroorganizmu, d&o sa

tyka redukovaného nikotinamidadenindinukleotidfosfatu.

2. Sp6sob podla néroku 1, vyznaduj Gci sa

t y m, Ze uvedenou cielovou latkou je L-aminokyselina.

3. Spbésob podTa naroku 2, vyznadéu juaci s a
t ¥y m, Ze uvedend L-aminokyselina je vybrana =zo skupiny,
ktora obsahuje L-treonin, L-lyzin, kyselinu L-glutamovu,

L-leucin, L-izoleucin, L-valin a L-fenylalanin.

- 4. Spb6sob podIla ndroku 1 alebo 2, viyzna du juci
s a .ty m, Ze uvedenym mikroorganizmom je mikroorganizmus,

- patriaci k rodu Escherichia.

5. SpOsob podla naroku 1 alebo 2, vy zna & u jaci
s a t y m, Ze uvedenym mikroorganizmom je coryneform bac-

terium.

6. Spbésob podla ktoréhokorvek =z narokov 1 a2 5, vy -
znadcéujuaci sa tym Ze zvysenie produktivity uve-
deného mikroorganizmu, &o sa tyka redukovaného nikotinamid-
adenindinukleotidfosfatu, sa dosiahne zvysSenim enzymovej

aktivity nikotinamidnukleotidtranshydrogenézy v bunke uvede-

ného mikroorganizmu.

7. Spbsob podTla ktoréhokolvek =z narokov 1 az S, vy -
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znac¢ujuci sa tym, Ze zvySenie produktivity uve-
deného mikroorganizmu, ¢o sa tyka redukovaného nikotinamid-
adenindinukleotidfosfatu, sa dosiahne zvysenim expresie ko6-
dovania génom pre nikotinamidnukleotidtranshydrogenazu

v bunke uvedeného mikroorganizmu.

8. Spbésob podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 5, v y -
znacujuci sa tym, Ze zvySenie produktivity mik-
roorganizmu, ¢o sa tyka redukovaného nikotinamidadenindinuk-
leotidfosfatu, sa dosiahne =zvySenim po&tu képii uvedeného
kédovania génom pre nikotinamidnukleotidtranshydrogenazu

v bunke mikroorganizmu.
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