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(57) Abstract: 
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SUBSTANCE: invention represents a method for
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Îáëàñòü òåõíèêè.
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê áèîòåõíîëîãèè, â ÷àñòíîñòè ê ñïîñîáó ïîëó÷åíè  L-

öèñòåèíà ìåòîäîì ôåðìåíòàöèè, è, áîëåå êîíêðåòíî, ê ãåíàì, ïîëó÷åííûì èç áàêòåðèè
Escherichia coli. Ýòè ãåíû  âë þòñ  ïîëåçíûìè äë  óëó÷øåíè  ïðîäóêöèè L-öèñòåèíà.

Ïðåäøåñòâóþùèé óðîâåíü òåõíèêè
Òðàäèöèîííî L-àìèíîêèñëîòû â ïðîìûøëåííîì ìàñøòàáå ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû

ìåòîäîì ôåðìåíòàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì øòàììîâ ìèêðîîðãàíèçìîâ, ïîëó÷åííûõ èç
ïðèðîäíûõ èñòî÷íèêîâ, èëè èõ ìóòàíòîâ, ñïåöèàëüíî ìîäèôèöèðîâàííûõ äë  òîãî, ÷òîáû
óâåëè÷èòü ïðîäóêöèþ L-àìèíîêèñëîò.

Îïèñàíî ìíîæåñòâî ìåòîäîâ óâåëè÷åíè  ïðîäóêöèè L-àìèíîêèñëîò, íàïðèìåð, ïóòåì
òðàíñôîðìàöèè ìèêðîîðãàíèçìà ðåêîìáèíàíòíîé ÄÍÊ (ñì., íàïðèìåð, ïàòåíò ÑØÀ
4278765). Óêàçàííûå ìåòîäû îñíîâàíû íà ïîâûøåíèè àêòèâíîñòè ôåðìåíòîâ, âîâëå÷åííûõ
â áèîñèíòåç àìèíîêèñëîò, è/èëè óìåíüøåíèè ÷óâñòâèòåëüíîñòè öåëåâîãî ôåðìåíòà ê
èíãèáèðîâàíèþ ïðîäóöèðóåìîé L-àìèíîêèñëîòîé ïî ïðèíöèïó îáðàòíîé ñâ çè (ñì.,
íàïðèìåð, âûëîæåííóþ ïàòåíòíóþ çà âêó ßïîíèè ¹56-18596 (1981), WO 95/16042 èëè
ïàòåíòû ÑØÀ 5661012 è 6040160).

Ñèíòåç L-öèñòåèíà èç íåîðãàíè÷åñêîé ñåðû  âë åòñ  îñíîâíûì ìåõàíèçìîì, áëàãîäàð 
êîòîðîìó âîññòàíîâëåííà  ñåðà âêëþ÷àåòñ  â îðãàíè÷åñêèå ñîåäèíåíè  ìèêðîîðãàíèçìîâ,
òàêèõ êàê Salmonella è Escherichia coli. Â ýòîì ïðîöåññå íåîðãàíè÷åñêèé ñóëüôàò,
ñàìûé ðàñïðîñòðàíåííûé èñòî÷íèê óòèëèçèðóåìîé ñåðû àýðîáíîé áèîñôåðû, ïîñòóïàåò
âíóòðü êëåòêè è âîññòàíàâëèâàåòñ  äî ñóëüôèäà, êîòîðûé, â ñâîþ î÷åðåäü, âêëþ÷àåòñ  â
L-öèñòåèí ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåõàíèçìà, àíàëîãè÷íîãî ôèêñàöèè àììîíè  â ãëóòàìèí èëè
ãëóòàìàò. Ôóíêöèþ òðàíñïîðòà ñóëüôàòà â êëåòêó âûïîëí åò ñóëüôàòïåðìåàçà, êîäèðóåìà 
ãåíàìè cysTWA è sbp (sulphate binding protein - ñóëüôàò-ñâ çûâàþùèé áåëîê). Äâà
äîïîëíèòåëüíûõ ìåõàíèçìà ôèêñàöèè ñåðû áûëè îïèñàíû äë  S.typhimurium è Å.coli.
Ïåðâûé ñïîñîá ôèêñàöèè îñóùåñòâë åòñ  áëàãîäàð  ðåàêöèè òèîñóëüôàòà ñ Î-àöåòèë-L-
ñåðèíîì, êàòàëèçèðóåìîé O-àöåòèëñåðèí(òèîë)-ëèàçîé-Â, êîäèðóåìîé ãåíîì cysM, ñ
îáðàçîâàíèåì òèîñóëüôîíàò S-ñóëüôîöèñòåèíà, êîòîðûé â äàëüíåéøåì
âîññòàíàâëèâàåòñ  äî L-öèñòåèíà. Ïðè ýòîì ìåõàíèçìå òðàíñïîðò òèîñóëüôàòà â êëåòêó
îñóùåñòâë åòñ  òèîñóëüôàòïåðìåàçîé, êîäèðóåìîé ãåíàìè cysPTWA. Êðîìå òîãî, ñóëüôèä
ìîæåò âêëþ÷àòüñ  â Î-àöåòèë-L-ñåðèí ñ ïîìîùüþ ðåàêöèè, êàòàëèçèðóåìîé O-àöåòèëñåðèí
(òèîë)-ëèàçîé-À èëè Â, êîäèðóåìûõ ãåíàìè cysK è cysM, ñîîòâåòñòâåííî, ñ îáðàçîâàíèåì
L-öèñòåèíà. Âòîðîé ìåõàíèçì - ýòî ðåàêöè  âçàèìîäåéñòâè  Î-ñóêöèíèë-L-ãîìîñåðèíà ñ
ñóëüôèäîì ñ îáðàçîâàíèåì ãîìîöèñòåèíà, êàòàëèçèðóåìà  öèñòàòèîíèí-γ-ñèíòàçîé.
(Escherichia coli and Salmonella, Second Edition, Editor in Chief: F.C.Neidhardt, ASM
Press, Washington D.C., 1996).

Áûë îïóáëèêîâàí ïðîöåññ ïîëó÷åíè  L-òðåîíèíà ïóòåì ôåðìåíòàöèè ìèêðîîðãàíèçìîâ,
ïðèíàäëåæàùèõ ê ñåìåéñòâó Enterobacteriaceae, â êîòîðîì ýêñïðåññè  êàê ìèíèìóì îäíîãî
èëè áîëåå ãåíîâ ïóòè áèîñèíòåçà öèñòåèíà, âûáðàííîãî (ûõ) èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé â
ñåá  ãåíû cysG, cysB, cysZ, cysK, cysM, cysA, cysW, cysU, cysP, cysD, cysN, cysC,
cysJ, cysl, cysH, cysE è sbp óñèëåíà (WO 03006666 A2).

Íî â íàñòî ùåå âðåì  íåò äàííûõ, îïèñûâàþùèõ òîò ôàêò, ÷òî ïîâûøåíèå ýêñïðåññèè
êëàñòåðà ãåíîâ cysPTWAM â êëåòêàõ áàêòåðèè-ïðîäóöåíòà L-öèñòåèíà, ðàñòóùåé íà ñðåäå,
ñîäåðæàùåé òèîñóëüôàò, ìîæåò ïðèâîäèòü ê óëó÷øåíèþ ïðîäóêöèè L-öèñòåèíà.

Îïèñàíèå èçîáðåòåíè 
Öåëüþ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  óâåëè÷åíèå ïðîäóêòèâíîñòè øòàììîâ,

ïðîäóöèðóþùèõ L-öèñòåèí, è ïðåäîñòàâëåíèå ñïîñîáà ïîëó÷åíè  L-öèñòåèíà ñ
èñïîëüçîâàíèåì óêàçàííûõ øòàììîâ.

Äàííà  öåëü áûëà äîñòèãíóòà ïóòåì óñèëåíè  ýêñïðåññèè êëàñòåðà ãåíîâ cysPTWA,
ñîâìåñòíî ñ ãåíîì cysM, êîäèðóþùèõ ñèñòåìó òðàíñïîðòà â êëåòêó ñóëüôàòà/òèîñóëüôàòà è
O-àöåòèëñåðèí(òèîë)-ëèàçó-Â ñîîòâåòñòâåííî, ÷òî ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ïðîäóêöèè L-
öèñòåèíà ó ñîîòâåòñòâóþùåãî øòàììà - ïðîäóöåíòà L-öèñòåèíà â ñëó÷àå, êîãäà óêàçàííûé
øòàìì êóëüòèâèðóåòñ  â ñðåäå, ñîäåðæàùåé òèîñóëüôàò. Òàêèì îáðàçîì, áûëî ñîâåðøåíî
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íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå.
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå âêëþ÷àåò â ñåá  ñëåäóþùåå:
1. Áàêòåðè , ïðèíàäëåæàùà  ê ðîäó Escherichia - ïðîäóöåíò L-öèñòåèíà, ãäå óêàçàííà 

áàêòåðè  ìîäèôèöèðîâàíà òàêèì îáðàçîì, ÷òî ýêñïðåññè  ãåíîâ êëàñòåðà cysPTWAM
óñèëåíà.

2. Áàêòåðè , â ñîîòâåòñòâèè ñ ï.1, â êîòîðîé ýêñïðåññè  ãåíîâ êëàñòåðà cysPTWAM
óñèëåíà çà ñ÷åò óâåëè÷åíè  êîëè÷åñòâà êîïèé ãåíîâ êëàñòåðà cysPTWAM èëè çà ñ÷åò
ìîäèôèêàöèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êîíòðîë  ýêñïðåññèè òàêèì îáðàçîì, ÷òî â ðåçóëüòàòå
òàêîé ìîäèôèêàöèè ýêñïðåññè  ýòèõ ãåíîâ óñèëèâàåòñ .

3. Áàêòåðè , â ñîîòâåòñòâèè ñ ï.2, â êîòîðîé êîëè÷åñòâî êîïèé óêàçàííûõ ãåíîâ
óâåëè÷åíî â ðåçóëüòàòå òðàíñôîðìàöèè óêàçàííîé áàêòåðèè ìíîãîêîïèéíûì âåêòîðîì,
ñîäåðæàùèì ãåíû êëàñòåðà cysPTWAM.

4. Áàêòåðè , â ñîîòâåòñòâèè ñ ï.3, â êîòîðîé ïðèðîäíûé ïðîìîòîð óêàçàííîãî êëàñòåðà
çàìåíåí íà áîëåå ñèëüíûé ïðîìîòîð.

5. Áàêòåðè , â ñîîòâåòñòâèè ñ ï.4, â êîòîðîé êîëè÷åñòâî êîïèé óêàçàííûõ ãåíîâ
óâåëè÷åíî ïóòåì èíòåãðàöèè äîïîëíèòåëüíûõ êîïèé ãåíîâ êëàñòåðà cysPTWAM â
õðîìîñîìó óêàçàííîé áàêòåðèè.

6. Áàêòåðè , â ñîîòâåòñòâèè ñ ï.5, â êîòîðîé ãåíû êëàñòåðà cysPTWAM ïîëó÷åíû èç
áàêòåðèè, ïðèíàäëåæàùåé ðîäó Escherichia.

7. Áàêòåðè , â ñîîòâåòñòâèè ñ ï.6, ãäå áàêòåðè  äîïîëíèòåëüíî ìîäèôèöèðîâàíà òàêèì
îáðàçîì, ÷òî ýêñïðåññè  îòêðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíè  ydeD óñèëåíà.

8. Ñïîñîá ïîëó÷åíè  L-öèñòåèíà, âêëþ÷àþùèé ñòàäèè âûðàùèâàíè  áàêòåðèè â
ñîîòâåòñòâèè ñ ïóíêòàìè ñ 1 ïî 7, â ïèòàòåëüíîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé òèîñóëüôàò, è
âûäåëåíè  L-öèñòåèíà èç êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè.

9. Ñïîñîá â ñîîòâåòñòâèè ñ ï.8, â êîòîðîì ó óêàçàííîé áàêòåðèè óñèëåíà ýêñïðåññè 
ãåíîâ áèîñèíòåçà L-öèñòåèíà.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå áîëåå äåòàëüíî áóäåò îïèñàíî íèæå.
Áàêòåðèåé, ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ,  âë åòñ  áàêòåðè , ïðèíàäëåæàùà  ê

ðîäó Escherichia - ïðîäóöåíò L-öèñòåèíà, â êîòîðîé óñèëåíà ýêñïðåññè  ãåíîâ êëàñòåðà
cysPTWAM, ïðèâîä ùà  ê ïîâûøåíèþ ïðîäóêöèè L-öèñòåèíà. Êîíêðåòíî, áàêòåðèåé
ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ  âë åòñ  áàêòåðè , ïðèíàäëåæàùà  ê ðîäó Escherichia -
ïðîäóöåíò L-öèñòåèíà, ìîäèôèöèðîâàííà  òàêèì îáðàçîì, ÷òî ýêñïðåññè  ãåíîâ êëàñòåðà
cysPTWAM óêàçàííîé áàêòåðèåé óñèëåíà.

Òåðìèí «áàêòåðè , îáëàäàþùà  ñïîñîáíîñòüþ ê ïðîäóêöèè L-öèñòåèíà» îçíà÷àåò
áàêòåðèþ, ñïîñîáíóþ íàêàïëèâàòü L-öèñòåèí â ñðåäå, êîãäà òàêà  áàêòåðè  ñîãëàñíî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ êóëüòèâèðóåòñ , â ïèòàòåëüíîé ñðåäå. Ñïîñîáíîñòü ê ïðîäóêöèè
L-öèñòåèíà ìîæåò áûòü ïðèäàíà èëè óñèëåíà ñåëåêöèåé. Èñïîëüçóåìûé çäåñü òåðìèí
«áàêòåðè , îáëàäàþùà  ñïîñîáíîñòüþ ê ïðîäóêöèè L-öèñòåèíà» òàêæå îçíà÷àåò áàêòåðèþ,
ñïîñîáíóþ ïðîèçâîäèòü è íàêàïëèâàòü â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå L-öèñòåèí â êîëè÷åñòâàõ,
áîëüøèõ, ÷åì ïðèðîäíûé èëè ðîäèòåëüñêèé øòàììû, è, ïðåæäå âñåãî, îçíà÷àåò, ÷òî
ìèêðîîðãàíèçì ñïîñîáåí ïðîèçâîäèòü è íàêàïëèâàòü â ñðåäå L-öèñòåèí â êîíöåíòðàöè õ íå
ìåíüøå, ÷åì 0,5 ã/ë, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî íå ìåíüøå, ÷åì 1,0 ã/ë.

Òåðìèí «áàêòåðè , ïðèíàäëåæàùà  ê ðîäó Escherichia» îçíà÷àåò, ÷òî áàêòåðè 
îòíîñèòñ  ê ðîäó Escherichia â ñîîòâåòñòâèè ñ êëàññèôèêàöèåé, èçâåñòíîé ñïåöèàëèñòó â
îáëàñòè ìèêðîáèîëîãèè. Â êà÷åñòâå ïðèìåðà ìèêðîîðãàíèçìà, ïðèíàäëåæàùåãî ê ðîäó
Escherichia, èñïîëüçîâàííîãî â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè, ìîæåò áûòü óïîì íóòà áàêòåðè 
Escherichia coli (Å.coli).

Òåðìèí "ìîäèôèöèðîâàíà òàêèì îáðàçîì, ÷òî ýêñïðåññè  ãåíà(îâ) óñèëåíà" îçíà÷àåò,
÷òî óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà(îâ) ïîâûñèëñ , ïî ñðàâíåíèþ ñ íå ìîäèôèöèðîâàííûì,
íàïðèìåð, ïðèðîäíûì øòàììîì. Â êà÷åñòâå ïðèìåðà ìîæíî ïðèâåñòè ñëó÷àé, êîãäà
óâåëè÷åíî êîëè÷åñòâî ýêñïðåññèðóåìîãî(ûõ) ãåíà(îâ) â ïåðåñ÷åòå íà êëåòêó èëè ñëó÷àé,
êîãäà ïîâûøåí óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíà(îâ). Êîëè÷åñòâî êîïèé ýêñïðåññèðóåìîãî ãåíà
ìîæíî èçìåðèòü, íàïðèìåð, ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêöèè õðîìîñîìíîé ÄÍÊ, è ïîñëåäóþùåé
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ãèáðèäèçàöèåé ïî Ñàóçåðíó, ñ èñïîëüçîâàíèåì ñêîíñòðóèðîâàííîãî íà îñíîâå
íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà, çîíäà, ôëþîðåñöåíòíîé ãèáðèäèçàöèèè in situ
(FISH) è òàê äàëåå. Óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ èçìåð åòñ  ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ ìåòîäîâ,
âêëþ÷à  ãèáðèäèçàöèþ ïî Íîçåðíó, êîëè÷åñòâåííóþ îáðàòíóþ òðàíñêðèïöèþ - ÏÖÐ (RT-
PCR) è ïîäîáíûå èì. Äàëåå, â êà÷åñòâå ïðèìåðà ïðèðîäíîãî øòàììà, êîòîðûé  âë åòñ 
ýòàëîíîì äë  ñðàâíåíè , ìîæåò áûòü óïîì íóò øòàìì Escherichia coli Ê-12. Â ðåçóëüòàòå
óâåëè÷åíè  ýêñïðåññèè ãåíà(îâ) ïî âë åòñ  ýôôåêò óâåëè÷åíè  íàêîïëåíè  L-öèñòåèíà â
ïèòàòåëüíîé ñðåäå.

Óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ êëàñòåðà cysPTWAM â áàêòåðèàëüíîé êëåòêå ìîæåò áûòü
äîñòèãíóòî ïóòåì óâåëè÷åíè  êîëè÷åñòâà êîïèé ãåíîâ êëàñòåðà cysPTWAM èëè
ìîäèôèêàöèåé íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êîíòðîë  ýêñïðåññèè óêàçàííûõ ãåíîâ
òàêèì îáðàçîì, ÷òî â ðåçóëüòàòå ìîäèôèêàöèè ýêñïðåññè  ýòèõ ãåíîâ óñèëèâàåòñ .

Â êà÷åñòâå ãåíîâ êëàñòåðà cysPTWAM, ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû ãåíû, ïîëó÷åííûå èç
áàêòåðèè, ïðèíàäëåæàùåé ê ðîäó Escherichia è ãåíû, ïîëó÷åííûå èç äðóãîé áàêòåðèè,
òàêîé êàê Salmonella. Ñðåäè âûøåóêàçàííûõ ãåíîâ ïðåäïî÷òèòåëüíû ãåíû, ïîëó÷åííûå èç
áàêòåðèè, ïðèíàäëåæàùåé ê ðîäó Escherichia.

Íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíîâ êëàñòåðà cysPTWAM èç Escherichia coli óæå
îïðåäåëåíà: äë  ãåíà cysP - íóêëåîòèäû ñ 2540532 ïî 2541548 â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñ
èíâåíòàðíûì íîìåðîì NC_000913.1, gi: 16130350 â áàçå äàííûõ GenBank, (SEQ ID NO: 1),
äë  ãåíà cysT(cysU) - íóêëåîòèäû ñ 2539699 ïî 2540532 â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñ
èíâåíòàðíûì íîìåðîì NC_000913.1, gi:16130349 â áàçå äàííûõ GenBank, (SEQ ID NO: 3),
äë  ãåíà cysW - íóêëåîòèäû ñ 2538824 ïî 2539699 â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñ èíâåíòàðíûì
íîìåðîì NC_000913.1, gi: 16132224 â áàçå äàííûõ GenBank, (SEQ ID NO: 5), äë  ãåíà
cysA - íóêëåîòèäû ñ 2537737 ïî 2538834 â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñ èíâåíòàðíûì íîìåðîì
NC_000913.1, gi16130348: â áàçå äàííûõ GenBank, (SEQ ID NO: 7), äë  ãåíà cysM -
íóêëåîòèäû ñ 2536692 ïî 2537603 â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñ èíâåíòàðíûì íîìåðîì
NC_000913.1, gi:16130347 â áàçå äàííûõ GenBank, (SEQ ID NO: 9). Êëàñòåð ãåíîâ
cysPTWAM ðàñïîëàãàåòñ  íà õðîìîñîìå øòàììà Å.coli Ê-12 ìåæäó ëîêóñîì d2420 è
ëîêóñîì b2426. Òàêèì îáðàçîì, ýòè ãåíû ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ
(ïîëèìåðàçíà  öåïíà  ðåàêöè ; ïî White, T.J. et al., Trends Genet., 5,185 (1989)) ñ
èñïîëüçîâàíèåì çàòðàâîê, ñèíòåçèðîâàííûõ íà îñíîâå íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
óêàçàííîãî ãåíà. Ãåíû èç äðóãèõ ìèêðîîðãàíèçìîâ, êîäèðóþùèå òðàíñïîðòíóþ ñèñòåìó
ñóëüôàòà/òèîñóëüôàòà, ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû òàêèì æå îáðàçîì.

Ïðèìåðîì ãåíîâ êëàñòåðà cysPTWAM, ïîëó÷åííûõ èç Escherichia coli,  âë þòñ 
ñëåäóþùèå ÄÍÊ:

- ãåí cysP, êîäèðóþùèé ñëåäóþùèé áåëîê (À) èëè (Â):
(A) áåëîê, êîòîðûé ïðåäñòàâëåí àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, ïðèâåäåííîé â

ñïèñêå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïîä íîìåðîì SEQ ID NO:2;
(B) áåëîê, êîòîðûé ïðåäñòàâëåí àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, âêëþ÷àþùåé

äåëåöèè, çàìåíû, âñòàâêè èëè äîáàâëåíèå îäíîé èëè íåñêîëüêèõ àìèíîêèñëîò â
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðèâåäåííóþ â ñïèñêå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïîä
íîìåðîì SEQ ID NO:2, è êîòîðûé îáëàäàåò àêòèâíîñòüþ ïåðèïëàçìàòè÷åñêîãî òèîñóëüôàò-
ñâ çûâàþùåãî áåëêà;

- ãåí cysT, êîäèðóþùèé ñëåäóþùèé áåëîê (Ñ) èëè (D):
(C) áåëîê, êîòîðûé ïðåäñòàâëåí àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, ïðèâåäåííîé â

ñïèñêå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïîä íîìåðîì SEQ ID NO:4;
(D) áåëîê, êîòîðûé ïðåäñòàâëåí àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, âêëþ÷àþùåé

äåëåöèè, çàìåíû, âñòàâêè èëè äîáàâëåíèå îäíîé èëè íåñêîëüêèõ àìèíîêèñëîò â
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðèâåäåííóþ â ñïèñêå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïîä
íîìåðîì SEQ ID NO:4, è êîòîðûé îáëàäàåò àêòèâíîñòüþ ïåðìåàçû ñóëüôàò/òèîñóëüôàò
òðàíñïîðòíîé ñèñòåìû, âìåñòå ñ áåëêàìè (Å) èëè (F), è (G) èëè (Í);

- ãåí cysW, êîäèðóþùèé ñëåäóþùèé áåëîê (Å) èëè (F):
(Å) áåëîê, êîòîðûé ïðåäñòàâëåí àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, ïðèâåäåííîé â
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ñïèñêå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïîä íîìåðîì SEQ ID NO:6;
(F) áåëîê, êîòîðûé ïðåäñòàâëåí àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, âêëþ÷àþùåé

äåëåöèè, çàìåíû, âñòàâêè èëè äîáàâëåíèå îäíîé èëè íåñêîëüêèõ àìèíîêèñëîò â
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðèâåäåííóþ â ñïèñêå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïîä
íîìåðîì SEQ ID NO:6, è êîòîðûé îáëàäàåò àêòèâíîñòüþ ïåðìåàçû ñóëüôàò/òèîñóëüôàò
òðàíñïîðòíîé ñèñòåìû, âìåñòå ñ áåëêàìè (Ñ) èëè (D), è (G) èëè (Í);

- ãåí cysA, êîäèðóþùèé ñëåäóþùèé áåëîê (G) èëè (Í):
(G) áåëîê, êîòîðûé ïðåäñòàâëåí àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, ïðèâåäåííîé â

ñïèñêå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïîä íîìåðîì SEQ ID NO:8;
(Í) áåëîê, êîòîðûé ïðåäñòàâëåí àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, âêëþ÷àþùåé

äåëåöèè, çàìåíû, âñòàâêè èëè äîáàâëåíèå îäíîé èëè íåñêîëüêèõ àìèíîêèñëîò â
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðèâåäåííóþ â ñïèñêå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïîä
íîìåðîì SEQ ID NO:8, è êîòîðûé îáëàäàåò àêòèâíîñòüþ ïåðìåàçû ñóëüôàò/òèîñóëüôàò
òðàíñïîðòíîé ñèñòåìû, âìåñòå ñ áåëêàìè (Ñ) èëè (D), è (Å) èëè (F);

- ãåí cysM, êîäèðóþùèé ñëåäóþùèé áåëîê (I) èëè (J):
(I) áåëîê, êîòîðûé ïðåäñòàâëåí àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, ïðèâåäåííîé â

ñïèñêå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïîä íîìåðîì SEQ ID NO:10;
(J) áåëîê, êîòîðûé ïðåäñòàâëåí àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ, âêëþ÷àþùåé

äåëåöèè, çàìåíû, âñòàâêè èëè äîáàâëåíèå îäíîé èëè íåñêîëüêèõ àìèíîêèñëîò â
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïðèâåäåííóþ â ñïèñêå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïîä
íîìåðîì SEQ ID NO:8, è êîòîðûé îáëàäàåò àêòèâíîñòüþ O-àöåòèëñåðèí(òèîë)-ëèàçû-Â.

Òåðìèí "àêòèâíîñòü ïåðìåàçû ñóëüôàò/òèîñóëüôàò òðàíñïîðòíîé ñèñòåìû" îçíà÷àåò
àêòèâíîñòü áåëêà, òðàíñïîðòèðóþùåãî òèîñóëüôàò â êëåòêó èç âíåøíåé ñðåäû. Òåðìèí
"àêòèâíîñòü O-àöåòèëñåðèí(òèîë)-ëèàçû-Â" îçíà÷àåò êàòàëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ðåàêöèè
ìåæäó Î-àöåòèë-L-ñåðèíîì è òèîñóëüôàòîì ñ îáðàçîâàíèåì S-ñóëüôîöèñòåèíà. Íàëè÷èå
óêàçàííûõ àêòèâíîñòåé ìîæåò áûòü îïðåäåëåíî, ê ïðèìåðó, ìåòîäîì êîìïëåìåíòàöèè, ñ
èñïîëüçîâàíèåì áàêòåðèé, èìåþùèõ ìóòàöèè â ñîîòâåòñòâóþùèõ ãåíàõ.

ÄÍÊ, êîäèðóþùà  âûøåóêàçàííûå áåëêè ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ âêëþ÷àåò â
ñåá  ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ áåëîê, êîòîðûé ìîæåò ñîäåðæàòü äåëåöèè, çàìåíû, âñòàâêè èëè
äîáàâëåíèå îäíîé èëè íåñêîëüêèõ àìèíîêèñëîò â àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü â
îäíîé èëè áîëåå ïîçèöè õ áåëêîâ (À), (Ñ), (Å), (G) è (I), ïðè óñëîâèè, ÷òî îíè íå
âûçûâàþò ïîòåðþ àêòèâíîñòè óêàçàííîãî áåëêà. Íåñìîòð  íà òî, ÷òî êîëè÷åñòâî
«íåñêîëüêèõ» àìèíîêèñëîò ðàçëè÷àåòñ  â çàâèñèìîñòè îò ïîëîæåíè  è òèïà
àìèíîêèñëîòíîãî îñòàòêà â òðåõìåðíîé ñòðóêòóðå áåëêà, îíî ìîæåò áûòü îò 2 äî 30,
ïðåäïî÷òèòåëüíî îò 2 äî 20, è áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî îò 2 äî 10 äë  áåëêà, ñîñòî ùåãî
ïðèìåðíî èç 300 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ. ÄÍÊ, êîäèðóþùà  ïðàêòè÷åñêè òàêèå æå áåëêè,
êàê è áåëêè, îïèñàííûå â ïóíêòàõ (À), (Ñ), (Å), (G) è (I) ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû,
íàïðèìåð, ìîäèôèêàöèåé íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé áåëîê,
îïèñàííûé â ïóíêòå (À), (Ñ), (Å), (G) èëè (I) ñ èñïîëüçîâàíèåì ñàéò-íàïðàâëåííîãî
ìóòàãåíåçà òàêèì îáðàçîì, ÷òî îäèí èëè íåñêîëüêî àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ áóäóò
óäàëåíû, çàìåíåíû, ââåäåíû èëè äîáàâëåíû. Ìîäèôèöèðîâàííà  ïîäîáíûì îáðàçîì ÄÍÊ
ìîæåò áûòü ïîëó÷åíà òðàäèöèîííûìè ìåòîäàìè, èñïîëüçóþùèìè îáðàáîòêó õèìè÷åñêèìè
ðåàãåíòàìè è ñîäåðæàíèå â óñëîâè õ, âûçûâàþùèõ ìóòàöèè. Ê ïîäîáíîãî ðîäà îáðàáîòêàì
îòíîñ òñ  îáðàáîòêà ÄÍÊ, êîäèðóþùåé áåëêè ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, ñ
ïîìîùüþ ãèäðîêñèëàìèíà èëè îáðàáîòêà áàêòåðèè, ñîäåðæàùåé ÄÍÊ, ñ ïîìîùüþ ÓÔ-
èçëó÷åíè  èëè õèìè÷åñêîãî ðåàãåíòà, òàêîãî êàê N-ìåòèë-N'-íèòðî-N-íèòðîçîãóàíèäèí èëè
àçîòèñòà  êèñëîòà.

ÄÍÊ, ñîäåðæàùà  êëàñòåð ãåíîâ cysPTWAM, âêëþ÷àåò â ñåá  âàðèàíòû, êîòîðûå ìîãóò
áûòü íàéäåíû â ðàçëè÷íûõ øòàììàõ èëè âàðèàíòàõ áàêòåðèé, ïðèíàäëåæàùèõ ê ðîäó
Escherichia, â âèäó ïðèðîäíîãî ðàçíîîáðàçè .

Ê ìåòîäàì óâåëè÷åíè  ýêñïðåññèè ãåíîâ îòíîñ òñ  ìåòîäû óâåëè÷åíè  ÷èñëà êîïèé
ãåíà. Ââåäåíèå ãåíà â âåêòîð, ñïîñîáíûé ê ôóíêöèîíèðîâàíèþ â áàêòåðèè, ïðèíàäëåæàùåé
ê ðîäó Escherichia, óâåëè÷èâàåò ÷èñëî êîïèé óêàçàííîãî ãåíà. Äë  ïîäîáíûõ öåëåé ìîãóò
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áûòü ïðåäïî÷òèòåëüíî èñïîëüçîâàíû ìíîãîêîïèéíûå âåêòîðû. Ïðèìåðàìè ìíîãîêîïèéíûõ
âåêòîðîâ  âë þòñ  pBR322, pUC19, pBluescript KS+ pACYC177, pACYC184, pAYC32,
pMW119, pET22b è ïîäîáíûå èì. Êðîìå òîãî, óñèëåíèå ýêñïðåññèè ãåíà ìîæåò áûòü
äîñòèãíóòî ïóòåì ââåäåíè  íåêîòîðîãî ÷èñëà êîïèé ãåíà â áàêòåðèàëüíóþ õðîìîñîìó,
íàïðèìåð, ìåòîäîì ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè èëè ïîäîáíûì åìó.

Òðàíñôîðìàöè  áàêòåðèè ñ ïîìîùüþ ÄÍÊ, êîäèðóþùåé áåëîê, îçíà÷àåò ââåäåíèå
óêàçàííîé ÄÍÊ â êëåòêó áàêòåðèè, íàïðèìåð, ñ ïîìîùüþ òðàäèöèîííûõ ìåòîäîâ, äë  òîãî,
÷òîáû óñèëèòü ýêñïðåññèþ ãåíîâ â áàêòåðèàëüíîé êëåòêå.

Êðîìå òîãî, óñèëåíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ ìîæåò áûòü äîñòèãíóòî ïîìåùåíèåì ÄÍÊ
ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ïîä êîíòðîëü ñèëüíîãî ïðîìîòîðà âçàìåí ïðèðîäíîãî.
Òåðìèí "ïðèðîäíûé ïðîìîòîð" îçíà÷àåò ñóùåñòâóþùóþ â ïðèðîäíîì îðãàíèçìå îáëàñòü
ÄÍÊ, ðàñïîëîæåííóþ ïåðåä îòêðûòîé ðàìêîé ñ÷èòûâàíè  (ORF - opened reading frame) ãåíà
è ñïîñîáñòâóþùóþ ýêñïðåññèè ýòîãî ãåíà. Îáùà  òðàíñë öè  ãåíîâ êëàñòåðà cysPTWA
ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ýòè ãåíû ýêñïðåññèðóþòñ  êàê îäíà òðàíñêðèïöèîííà  åäèíèöà
ñ ïðîìîòîðà, ðàñïîëîæåííîãî ïð ìî ïåðåä ãåíîì cysP. Â õðîìîñîìå Å.coli ãåí cysM
îòäåë þò îò ãåíà cysA âñåãî 174 ï.î., è ýòîò ãåí òàêæå ìîæåò  âë òüñ  ÷àñòüþ îïåðîíà
cysPTWA, êîòîðûé íà õðîìîñîìå òðàíñêðèáèðóåòñ  ïðîòèâ ÷àñîâîé ñòðåëêè (Escherichia
coli and Salmonella, Second Edition, Editor in Chief: F.C.Neidhardt, ASM Press,
Washington D.C., 1996). Ñèëà ïðîìîòîðà îïðåäåë åòñ  ÷àñòîòîé àêòà èíèöèàöèè ñèíòåçà
ÐÍÊ. Ìåòîäû îöåíêè ñèëû ïðîìîòîðà è ïðèìåðû ñèëüíûõ ïðîìîòîðîâ îïèñàíû ó Deuschle,
U., Kammerer, W., Gentz, R., Bujard, H. (Promoters in Escherichia coli: a hierarchy
of in vivo strength indicates alternate structures. EMBO J. 1986, 5, 2987-2994).

Óñèëåíèå òðàíñë öèè ìîæåò áûòü äîñòèãíóòî ïóòåì ââåäåíè  â ÄÍÊ ñîãëàñíî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ áîëåå ýôôåêòèâíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Shine-Dalgarno (SD
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè) âìåñòî ïðèðîäíîé SD ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ãäå ïîä SD
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ïîäðàçóìåâàåòñ  îáëàñòü íàõîä ùåéñ  íà öåïè ïåðåä ñòàðò
êîäîíîì ìÐÍÊ, âçàèìîäåéñòâóþùà  ñ 16SPHK ðèáîñîìû (Shine J. and Dalgamo L., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 1974, 71,4, 1342-6). Òåðìèí "ïðèðîäíà  SD ïîñëåäîâàòåëüíîñòü"
îçíà÷àåò SD ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñóùåñòâóþùóþ â ïðèðîäíîì îðãàíèçìå. SD
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà ϕ10 èç ôàãà Ò7 ìîæåò ñëóæèòü ïðèìåðîì ýôôåêòèâíîé SD
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (Olins P.O. et al, Gene, 1988, 73, 227-235).

Èñïîëüçîâàíèå ñèëüíîãî ïðîìîòîðà ìîæåò áûòü ñîâìåùåíî ñ óâåëè÷åíèåì êîëè÷åñòâà
êîïèé ãåíîâ â êëåòêå. Òàêæå âîçìîæíî óâåëè÷èòü êîëè÷åñòâî êîïèé ãåíîâ êëàñòåðà
cysPTWAM ïóòåì êîìáèíèðîâàíè  èíòåãðàöèè îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ ãåíîâ óêàçàííîãî
êëàñòåðà ñ ââåäåíèåì îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ ãåíîâ êëàñòåðà íà ìíîãîêîïèéíîì âåêòîðå.

Ìåòîäû ïîëó÷åíè  õðîìîñîìíîé ÄÍÊ, ãèáðèäèçàöèè, ÏÖÐ, ïîëó÷åíè  ÄÍÊ ïëàçìèä,
ðàñùåïëåíè  è ëèãèðîâàíè  ÄÍÊ, òðàíñôîðìàöèè, îòáîðà îëèãîíóêëåîòèäîâ â êà÷åñòâå
ïðàéìåðîâ è äðóãèå ïîäîáíûå ìåòîäû  âë þòñ  îáû÷íûìè ìåòîäàìè, õîðîøî èçâåñòíûìè
äë  ñïåöèàëèñòà â óêàçàííîé îáëàñòè òåõíèêè. Ïåðå÷èñëåííûå ìåòîäû îïèñàíû â
Sambrook, J., and Russell D., "Molecular Cloning A Laboratory Manual, Third Edition",
Cold Spring Harbor Laboratory Press (2001) èëè ïîäîáíûõ èçäàíè õ.

Áàêòåðè  ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîæåò áûòü ïîëó÷åíà ïóòåì ââåäåíè 
âûøåóêàçàííûõ ÄÍÊ â áàêòåðèþ, óæå îáëàäàþùóþ ñïîñîáíîñòüþ ê ïðîäóêöèè L-öèñòåèíà.
Ñ äðóãîé ñòîðîíû, áàêòåðè  ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîæåò áûòü ïîëó÷åíà
ïóòåì ïðèäàíè  áàêòåðèè, óæå ñîäåðæàùåé óêàçàííûå ÄÍÊ, ñïîñîáíîñòè ê ïðîäóêöèè L-
öèñòåèíà.

Â êà÷åñòâå ðîäèòåëüñêèõ øòàììîâ, â êîòîðûõ àêòèâíîñòè áåëêîâ ñîãëàñíî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ áóäóò ïîâûøåíû, ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû áàêòåðèè, îáëàäàþùèå
ñïîñîáíîñòüþ ê ïðîäóêöèè L-öèñòåèíà, ïðèíàäëåæàùèå ê ðîäó Escherichia, òàêèå êàê
øòàììû E.coli JM15 è E.coli MG1655, òðàíñôîðìèðîâàííûå ðàçëè÷íûìè àëëåë ìè cysE,
êîäèðóþùèìè óñòîé÷èâóþ ê èíãèáèðîâàíèþ ïî ïðèíöèïó îáðàòíîé ñâ çè ñåðèíîâóþ
àöåòèëòðàíñôåðàçó (ïàòåíò ÑØÀ 6,218,168, ïàòåíòíà  çà âêà Ðîññèè 2003121601
ñîîòâåòñòâåííî), øòàìì E.coli W3110, îáëàäàþùèé ãåíàìè, êîäèðóþùèìè áåëîê,
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ñïîñîáíûé ê ýêñêðåöèè òîêñè÷íûõ äë  êëåòêè ñîåäèíåíèé (ïàòåíò ÑØÀ 5972663), øòàììû
Å.coli, ñîäåðæàùèå öèñòåèíîâóþ äåñóëüôîãèäðàçó ñî ñíèæåííîé àêòèâíîñòüþ (ïàòåíòíà 
çà âêà ßïîíèè JP 11155571À2), øòàìì E.coli W3110, ñ ïîâûøåííîé àêòèâíîñòüþ
ïîçèòèâíîãî ðåãóë òîðà òðàíñêðèïöèè öèñòåèíîâîãî ðåãóëîíà, êîäèðóåìîãî ãåíîì cysB
(çà âêà ÐÑÒ WO 0127307 A1), è ïîäîáíûå èì øòàììû.

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ãåí ydeD, êîäèðóþùèé ìåìáðàííûé ïðîòåèí, íå ó÷àñòâóþùèé
â ïóòè áèîñèíòåçà íè îäíîé èç L-àìèíîêèñëîò, ìîæåò ïîâûñèòü ïðîäóêöèþ L-öèñòåèíà â
ñëó÷àå, êîãäà äîïîëíèòåëüíûå êîïèè óêàçàííîãî ãåíà ââåäåíû â êëåòêè ñîîòâåòñòâóþùåãî
øòàììà-ïðîäóöåíòà (ïàòåíò ÑØÀ 5972663). Òàêèì îáðàçîì, æåëàòåëüíî, ÷òîáû áàêòåðè -
ïðîäóöåíò L-öèñòåèíà áûëà áû â äàëüíåéøåì ìîäèôèöèðîâàíà òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû
ýêñïðåññè  îòêðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíè  ydeD áûëà óñèëåíà.

Áàêòåðè  ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîæåò èìåòü ïîâûøåííóþ ýêñïðåññèþ
ãåíîâ áèîñèíòåçà L-öèñòåèíà. Òàêèå ãåíû, ïîçèòèâíî âëè þùèå íà áèîñèíòåç L-öèñòåèíà,
âêëþ÷àþò â ñåá  ãåí cysE, êîäèðóþùèé óñòîé÷èâóþ ê èíãèáèðîâàíèþ ïî ïðèíöèïó îáðàòíîé
ñâ çè ñåðèíîâóþ àöåòèëòðàíñôåðàçó, è ïîäîáíûå ãåíû.

Ñïîñîá ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ âêëþ÷àåò â ñåá  ñïîñîá ïðîäóêöèè L-
öèñòåèíà, âêëþ÷àþùèé ñòàäèè êóëüòèâèðîâàíè  áàêòåðèé, ñîãëàñíî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ, â ïèòàòåëüíîé ñðåäå ñ öåëüþ ïðîäóêöèè è íàêîïëåíè  L-öèñòåèíà â
ïèòàòåëüíîé ñðåäå, è âûäåëåíè  L-öèñòåèíà èç êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè.

Â ñïîñîáå ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ âûðàùèâàíèå áàêòåðèè, íàêîïëåíèå è
âûäåëåíèå L-öèñòåèíà èç êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè ìîæåò áûòü îñóùåñòâëåíî ñïîñîáîì,
ïîäîáíûì ñïîñîáó, òðàäèöèîííî èñïîëüçóåìîìó äë  ïðîäóêöèè àìèíîêèñëîò ìåòîäîì
ôåðìåíòàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì áàêòåðèé. Ïèòàòåëüíà  ñðåäà äë  âûðàùèâàíè  ìîæåò
áûòü êàê ñèíòåòè÷åñêîé, òàê è íàòóðàëüíîé, ïðè óñëîâèè, ÷òî îíà ñîäåðæèò èñòî÷íèêè
óãëåðîäà, àçîòà è ñåðû, ìèíåðàëüíûå ñîåäèíåíè  è, åñëè íåîáõîäèìî, ïèòàòåëüíûå
äîáàâêè â êîëè÷åñòâå, íåîáõîäèìîì äë  ðîñòà áàêòåðèè. Èñòî÷íèêè óãëåðîäà âêëþ÷àþò â
ñåá  ðàçëè÷íûå óãëåâîäû, òàêèå êàê ãëþêîçà è ñàõàðîçà, è ðàçëè÷íûå îðãàíè÷åñêèå
êèñëîòû. Â çàâèñèìîñòè îò ñïîñîáíîñòè ê èõ óñâîåíèþ èñïîëüçóåìûìè áàêòåðè ìè, ìîãóò
áûòü èñïîëüçîâàíû ñïèðòû, òàêèå êàê ýòàíîë è ãëèöåðèí. Â êà÷åñòâå èñòî÷íèêîâ àçîòà
èñïîëüçóþòñ  àììèàê, ðàçëè÷íûå ñîëè àììîíè , òàêèå êàê ñóëüôàò àììîíè , äðóãèå
ñîåäèíåíè  àçîòà, òàêèå êàê àìèíû, ïðèðîäíûå èñòî÷íèêè àçîòà, òàêèå êàê ïåïòîí,
ãèäðîëèçàò ñîåâûõ áîáîâ è ìèêðîáíûé ôåðìåíòàëèçàò. Â êà÷åñòâå èñòî÷íèêîâ ñåðû,
ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, èñïîëüçóþòñ  òèîñóëüôàòû. Â êà÷åñòâå ìèíåðàëüíûõ
ñîåäèíåíèé èñïîëüçóþòñ  îäíîçàìåùåííûé ôîñôàò êàëè , õëîðèä íàòðè , õëîðèä êàëüöè ,
ñîëè ìàãíè , ñîëè æåëåçà, ñîëè ìàðãàíöà, è ïîäîáíûå èì.

Ïðè íåîáõîäèìîñòè â ñðåäó ìîãóò áûòü äîáàâëåíû è íåêîòîðûå äðóãèå ñîåäèíåíè .
Íàïðèìåð, åñëè äë  ðîñòà ìèêðîîðãàíèçìàì òðåáóåòñ  ìåòèîíèí (ìåòèîíèíîâà 
àóêñîòðîôíîñòü) äîñòàòî÷íîå êîëè÷åñòâî ìåòèîíèíà ìîæåò áûòü äîáàâëåíî â ñðåäó
êóëüòèâèðîâàíè .

Âûðàùèâàíèå ïðîâîä ò ïðåäïî÷òèòåëüíî â àýðîáíûõ óñëîâè õ, òàêèõ êàê âçáàëòûâàíèå
è àýðàöè  ñ ïåðåìåøèâàíèåì, ïðè òåìïåðàòóðå îò 20°Ñ äî 42°Ñ, ïðåäïî÷òèòåëüíî îò 34°Ñ
äî 40°Ñ. Çíà÷åíèå ðÍ îáû÷íî íàõîäèòñ  â ïðåäåëàõ îò 5 äî 9, ïðåäïî÷òèòåëüíî â ïðåäåëàõ
îò 6.5 äî 7.2. ðÍ ñðåäû ìîæåò áûòü ñêîððåêòèðîâàíî àììèàêîì, êàðáîíàòîì êàëüöè ,
ðàçëè÷íûìè êèñëîòàìè, îñíîâàíè ìè è áóôåðàìè. Îáû÷íî âûðàùèâàíèå â òå÷åíèå îò 1 äî
5 äíåé ïðèâîäèò ê íàêîïëåíèþ öåëåâîé L-àìèíîêèñëîòû â êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè.

Ïîñëå âûðàùèâàíè  íåðàñòâîðèìûå êîìïîíåíòû, òàêèå êàê êëåòêè, ìîãóò áûòü óäàëåíû
èç ïèòàòåëüíîé ñðåäû ìåòîäîì öåíòðèôóãèðîâàíè  èëè ôèëüòðàöèè íà ìåìáðàíå, ïîñëå
÷åãî öåëåâà  L-àìèíîêèñëîòà ìîæåò áûòü âûäåëåíà è î÷èùåíà ìåòîäàìè èîííîãî îáìåíà,
êîíöåíòðàöèè èëè êðèñòàëëèçàöèè.

Íàèëó÷øèé ñïîñîá îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè .
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå áóäåò äåòàëüíåå ðàçú ñíåíî ñî ññûëêîé íà ñëåäóþùèå

ïðèìåðû. Â ïðèìåðàõ âñå àìèíîêèñëîòû èìåþò L-êîíôèãóðàöèþ, åñëè íå óêàçàíî äðóãîå. Â
êà÷åñòâå ìàòðèöû äë  âñåõ îïèñàííûõ íèæå ÏÖÐ áûëà èñïîëüçîâàíà õðîìîñîìíà  ÄÍÊ

Ñòðàíèöà: 8

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 275 425 C2

øòàììà Å.coli MG1655 (ÂÊÏÌ Â-6195).
Ïðèìåð 1. Êîíñòðóèðîâàíèå ïëàçìèäû ñîäåðæàùåé ãåí ydeD, ìóòàíòíûé ãåí cysE è

ìóòàíòíûé ãåí serA5.
Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî òîí ydeD êîäèðóåò òðàíñìåìáðàííûé áåëîê, ïîëîæèòåëüíî

âëè þùèé íà ïðîäóêöèþ öèñòåèíà (ïàòåíò ÑØÀ 5972663). Ïîýòîìó ãåí ydeD áûë
àìïëèôèöèðîâàí ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ è êëîíèðîâàí. Çàòåì ìóòàíòíûé ãåí cysEX, êîäèðóþùèé
óñòîé÷èâóþ ê èíãèáèðîâàíèþ öèñòåèíîì ïî ïðèíöèïó îáðàòíîé ñâ çè ñåðèíîâóþ
àöåòèëòðàíñôåðàçó, îïèñàííóþ â ïàòåíòå ÑØÀ 6218168, áûë àìïëèôèöèðîâàí ñ ïîìîùüþ
ÏÖÐ è êëîíèðîâàí.

Òàêæå ìóòàíòíûé ãåí serA5 êîäèðóþùèé ôîñôîãëèöåðàòäåãèäðîãåíàçó, óñòîé÷èâóþ ê
èíãèáèðîâàíèþ ñåðèíîì ïî ïðèíöèïó îáðàòíîé ñâ çè, îïèñàííóþ â ïàòåíòå ÑØÀ 6180373,
áûë àìïëèôèöèðîâàí ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ è êëîíèðîâàí. Àìïëèôèêàöè  ìóòàíòíîãî ãåíà serA5
íåîáõîäèìà äë  ïîâûøåíè  âíóòðèêëåòî÷íîé êîíöåíòðàöèè ñåðèíà,  âë þùåãîñ 
ïðåäøåñòâåííèêîì L-öèñòåèíà.

Â çàâåðøåíèå, ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ áûë àìïëèôèöèðîâàí è êëîíèðîâàí ïðîìîòîð ÐompA,
ïðè ýòîì èñïîëüçîâàëèñü ïðàéìåðû, ïðèâåäåííûå â ñïèñêå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïîä
íîìåðàìè SEQ ID No.11 (ïðàéìåð PrOMPAF) è No. 12 (ïðàéìåð PrOMPAR). Ïðàéìåð
PrOMPAF ñîäåðæèò íà 5'-êîíöå ñàéò óçíàâàíè  ðåñòðèêòàçû SalI. Ýòîò ñàéò SalI áûë
òàêæå ââåäåí â ïð ìûå ïðàéìåðû, èñïîëüçîâàííûå äë  àìïëèôèêàöèè ãåíîâ ydeD, cysEX è
serAS. Òàêèì îáðàçîì, ñàéò SalI áûë èñïîëüçîâàí äë  îáúåäèíåíè  ïðîìîòîðà ÐîòðÀ è
êàæäîãî èç óêàçàííûõ ãåíîâ. Ïðàéìåð PrOMPAR ñîäåðæèò íà 5'-êîíöå ñàéò óçíàâàíè 
ðåñòðèêòàçû PaeI. Ýòè ðåñòðèêöèîííûå ñàéòû áûëè ââåäåíû äë  ïîñëåäóþùåãî
îáúåäèíåíè  âñåõ ãåíîâ íà îäíîé ïëàçìèäå, èñïîëüçóåìîé äë  òðàíñôîðìàöèè.

Çàòåì âñå òðè ãåíà, êàæäûé èç êîòîðûõ íàõîäèëñ  ïîä ïðîìîòîðîì ÐompA, áûëè
êëîíèðîâàíû íà âåêòîð pACYC184. Òàêèì îáðàçîì áûëà ïîëó÷åíà ïëàçìèäà pACYC-DES.

Ïðèìåð 2. Êëîíèðîâàíèå ãåíîâ cysPTWA èç Å.coli.
Ãåíû cysPTWA, êîäèðóþùèå áåëêè ñèñòåìû òðàíñïîðòà ñóëüôàòà/òèîñóëüôàòà â êëåòêó,

áûëè àìïëèôèöèðîâàíû ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ, ïðèâåäåííûõ â ñïèñêå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïîä íîìåðàìè SEQ ID No.13 (ïðàéìåð Mz025) è No.14 (ïðàéìåð
Mz026), äë  ïîñëåäóþùåãî êëîíèðîâàíè . Ïðàéìåð Mz025 ïðåäñòàâë åò ñîáîé
íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîìïëåìåíòàðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
ðàñïîëîæåííîé, íà÷èíà  ñ 315 ï.î. ïåðåä ñòàðò-êîäîíîì ãåíà cysP ñ ââåäåííûì íà 5'-
êîíåö ïðàéìåðà ñàéòîì óçíàâàíè  ðåñòðèêòàçû PaeI. Ïðàéìåð Mz026 ïðåäñòàâë åò ñîáîé
íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîìïëåìåíòàðíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, íà÷èíà  ñ 13
ï.î. ïîñëå ñòîï-êîä îíà ãåíà cysA, ñ ââåäåííûì íà 5'-êîíåö ïðàéìåðà ñàéòîì óçíàâàíè 
ðåñòðèêòàçû SalI. Ïîëó÷åííûé ÏÖÐ ôðàãìåíò, ñîäåðæàùèé êëàñòåð ãåíîâ cysPTWA ïîä
ñîáñòâåííûì ïðîìîòîðîì, áûë îáðàáîòàí ñìåñüþ ðåñòðèêòàç PaeI è SalI, è âñòàâëåí â
âåêòîð pMW119, òàêæå ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàííûé òåìè æå ðåñòðèêòàçàìè. Òàêèì
îáðàçîì áûëà ïîëó÷åíà ïëàçìèäà pMW-PTWA.

Ïðèìåð 3. Êëîíèðîâàíèå ãåíà cysM èç Å.coli.
Ãåí cysM, êîäèðóþùèé O-àöåòèëñåðèí(òèîë)-ëèàçó-Â áûë êëîíèðîâàí ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ, ñ

èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ, ïðèâåäåííûõ â ñïèñêå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïîä íîìåðàìè
SEQ ID No.15 (ïðàéìåð cysMF) è No.16 (ïðàéìåð cysMR). Ïðàéìåð cysMF ñîäåðæèò ñàéò
ðåñòðèêöèè SalI, ââåäåííûé â 5'-êîíåö. Ïðàéìåð cysMR ñîäåðæèò ñàéò ðåñòðèêöèè XbaI,
ââåäåííûé â 5'-êîíåö.

Ïðîìîòîð PcysK áûë ïîëó÷åí ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ,
ïðèâåäåííûõ â ñïèñêå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïîä íîìåðàìè SEQ ID No.17 (ïðàéìåð PcyskF)
è No.18 (ïðàéìåð PcysKR). Íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðàéìåðà PcysKF
êîìïëåìåíòàðíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, íà÷èíà  ñ 6 ï.î. ïåðåä ñòàðò êîäîíîì ãåíà cysK ñ
ââåäåííûì íà 5'-êîíöå ñàéòîì ðåñòðèêöèè SalI. Íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ïðàéìåðà PcysKR êîìïëåìåíòàðíà íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, íà÷èíà  ñ 301 ï.î.
ïåðåä ñòàðò-êîäîíîì ãåíà cysK ñ ââåäåííûì íà 5'-êîíöå ñàéòîì ðåñòðèêöèè PaeI. Çàòåì
äâà ïîëó÷åííûõ ïðîäóêòà ÏÖÐ îáúåäèíèëè ïóòåì îáðàáîòêè ïîëó÷åííîé ñìåñè
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ðåñòðèêòàçîé SalI, ñ ïîñëåäóþùèì ëèãèðîâàíèåì è êëîíèðîâàíèåì â èíòåãðàòèâíûé âåêòîð
pMW119int. Âåêòîð pMW119int áûë ñêîíñòðóèðîâàí íà îñíîâå êîììåð÷åñêè äîñòóïíîãî
âåêòîðà pMW119 ïóòåì ââåäåíè  ñàéòîâ ôàçìèäû Mu attR è attL, íåîáõîäèìûõ äë 
ïîñëåäóþùåé Mu-èíòåãðàöèè. Òàêèì îáðàçîì áûëà ïîëó÷åíà ïëàçìèäà pMW-PcysK-cysM.

Ïðèìåð 4. Êîíñòðóèðîâàíèå øòàììà Å.coli ñ ïîâûøåííîé àêòèâíîñòüþ ñèñòåìû
äåãðàäàöèè L-öèñòåèíà.

Ðàíåå ãåíû tnaA è metC áûëè îïèñàíû êàê ãåíû, êîäèðóþùèå áåëêè îñíîâíîãî ïóòè
äåãðàäàöèè öèñòåèíà (ïàòåíòíà  çà âêà ßïîíèè JP 2002271463). Òàêèì îáðàçîì, áûë
ñêîíñòðóèðîâàí øòàìì Å.coli MG1655 ñ íåàêòèâíîé ñèñòåìîé äåãðàäàöèè L-öèñòåèíà
(tnaA -, metC-).

Ñíà÷àëà áûëà ïîëó÷åíà ìóòàöè  â ãåíå metC ïóòåì îáðàáîòêè íèòðîçîãóàíèäèíîì (NTG)
ñ ïîñëåäóþùåé ìíîãîêðàòíîé ïðîöåäóðîé ïåíèöèëëèíîâîãî îáîãàùåíè . Áûë îòîáðàí
ìóòàíò, ñïîñîáíûé ðàñòè íà öèñòàòèîíèíå è íå ðàñòóùèé íà ãîìîñåðèíå. Çàòåì â

ïîëó÷åííûé øòàìì metC- ñòàíäàðòíîé ïðîöåäóðîé Ð1 òðàíñäóêöèè (Sambrook et al,
"Molecular Cloning A Laboratory Manual, Second Edition", Cold Spring Harbor
Laboratory Press (1989)) áûë ïåðåíåñåí ðàçðóøåííûé ãåí tnaA èç øòàììà VKPM Â-7427
(tnàÀ300::Òn10(ÒñR).

Òàêèì îáðàçîì áûë ïîëó÷åí øòàìì Å.coli ÌÒ.
Ïðèìåð 5. Ýôôåêò âëè íè  óñèëåííîé ýêñïðåññèè ãåíîâ êëàñòåðà cysPTWAMua.

ïðîäóêöèþ L-öèñòåèíà.
Øòàìì Å.coli MT èñïîëüçîâàëñ  â êà÷åñòâå ðîäèòåëüñêîãî øòàììà äë  îöåíêè ýôôåêòà

âëè íè  óñèëåííîé   ýêñïðåññèè ãåíîâ êëàñòåðà cysPTWAM íà ïðîäóêöèþ L-öèñòåèíà.
Ñíà÷àëà ãåí cysM èíòåãðèðîâàëè â õðîìîñîìó øòàììà ÌÒ ñ èñïîëüçîâàíèåì ïëàçìèäû

pMW-PcysK-cysM ïî ñòàíäàðòíîé ïðîöåäóðå Mu-èíòåãðàöèè.
Çàòåì ïëàçìèäû pACYC-DES è pMW-PTWA áûëè ïîñëåäîâàòåëüíî ââåäåíû â

ïîëó÷åííûå òðàíñäóêòàíòû MTintCYSM ñ îáðàçîâàíèåì øòàììîâ MTintCYSM/pACYC-DES è
MTintCYSM/pACYC-DES/pMW-PTWA.

Îáà øòàììà MTintCYSM/pACYC-DES è MTintCYSM/pACYC-DES/pMW-PTWA
âûðàùèâàëèñü íî÷ü íà êà÷àëêå ïðè 34°Ñ â 2 ìë ïèòàòåëüíîãî áóëüîíà ñ äîáàâêàìè 100
ìã/ë àìïèöèëëèíà è 25 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà. 0.2 ìë ïîëó÷åííûõ êóëüòóð áûëè
èíîêóëèðîâàíû â 2 ìë ôåðìåíòàöèîííîé ñðåäû, ñîäåðæàùåé õëîðàìôåíèêîë (30 ìã/ë) è
àìïèöèëëèí (100 ìã/ë) â ïðîáèðêàõ 20×200 ìì, è âûðàùèâàëèñü ïðè 34°Ñ â òå÷åíèå 42
÷àñîâ íà êà÷àëêå ïðè 250 îá/ìèí. Èñïîëüçîâàëñ  ñëåäóþùèé ñîñòàâ ôåðìåíòàöèîííîé
ñðåäû: 15.0 ã/ë (NH4)2SO4, 1.5 ã/ë ÊÍ2PO4,1.0 ã/ë MgSO4,20,0 ã/ë ÑàÑÎ3, 0.1 ìã/ë òèàìèíà,
1% L-áóëüîíà, 4% ãëþêîçû, 300 ìã/ë L-ìåòèîíèíà è ðàçëè÷íûå êîíöåíòðàöèè Na2S2O3.

Ïîñëå âûðàùèâàíè  êîëè÷åñòâî íàêîïëåííîãî â ñðåäå L-öèñòåèíà îïðåäåë ëè ñ
ïîìîùüþ ìåòîäà, îïèñàííîãî Gaitonde, Ì.Ê. (Biochem. J., 104:2, 627-33 (1967)).
Ïîëó÷åííûå äàííûå ïðåäñòàâëåíû â Òàáëèöå 1.

Òàáëèöà 1

Øòàììû Êîíöåíòðàöè  òèîñóëüôàòà, ã/ë Êîíöåíòðàöè  L-öèñòåèíà, ã/ë

MTintCYSM/pACYC-DES 2.5 3.1

5.0 3.4

7.0 3.8

10.0 2.8

MTintCYSM/pACYC-DES/pMW-PTWA 2.5 4.1

5.0 5.6

7.0 6.2

10.0 5.5

Äë  ôåðìåíòàöèè â ìèíè-ôåðìåíòåðàõ ïî îäíîé ïåòëå êàæäîãî èç øòàììîâ
MTintCYSM/pACYC-DES è MTintCYSM/pACYC-DES/pMW-PTWA, âûðàùåííûõ íà L-àãàðå,
ïåðåíåñëè â L-áóëüîí è âûðàùèâàëè ïðè 34°Ñ ñî âçáàëòûâàíèåì (140 îá/ìèí) äî
äîñòèæåíè  îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè OD540≈2.0. Çàòåì 25 ìë ïîñåâíîé êóëüòóðû âíåñëè 250
ìë ôåðìåíòàöèîííîé ñðåäû è âûðàùèâàëè ïðè 34°Ñ ñî âçáàëòûâàíèåì (1500 îá/ìèí) â

Ñòðàíèöà: 10

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 275 425 C2

òå÷åíèå 48 ÷àñîâ.
Ñîñòàâ ñðåäû äë  ôåðìåíòàöèè â ìèíè-ôåðìåíòåðàõ (ã/ë):

Òðèïòîí 2.0

Äðîææåâîé ýêñòðàêò 1.0

(NH4)2SO4 5.0

ÊÍ2PCO4 1.5

NaCl 0.5

MgSO4⋅7H2O 0.3

CaCl2⋅2H2O 0.015

FeSCO4⋅7H2O 0.075

Öèòðàò íàòðè ⋅2Í2O 1.0

Ãëþêîçà 100.0

Ìåòèîíèí 0.45

Â ñðåäó äë  ôåðìåíòàöèè, íà÷èíà  ñ 6 ÷àñà îò íà÷àëà ôåðìåíòàöèè, ïîäàâàëñ 
òèîñóëüôàò ñî ñêîðîñòüþ 0.4 ã/ë⋅÷.

Ïîñëå âûðàùèâàíè  êîëè÷åñòâî íàêîïëåííîãî â ôåðìåíòàöèîííîé ñðåäå L-öèñòåèíà
îïðåäåë ëîñü, êàê îïèñàíî âûøå. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïðåäñòàâëåíû â Òàáëèöå 2.

Òàáëèöà 2.

Øòàììû Êîíöåíòðàöè  L-öèñòåèíà, ã/ë

MTintCYSM/pACYC-DES1 3.9

MTintCYSM/pACYC-DES/pMW-PTWA 6.6

Êàê âèäíî èç Òàáëèö 1 è 2, óñèëåííà  ýêñïðåññè  ãåíîâ êëàñòåðà cysPTWAM ïðèâîäèò ê
ïîâûøåíèþ ïðîäóêöèè öèñòåèíà ó øòàììà ÌÒ.
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Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Áàêòåðè , ïðèíàäëåæàùà  ê ðîäó Escherichia, - ïðîäóöåíò L-öèñòåèíà,

ìîäèôèöèðîâàííà  òàêèì îáðàçîì, ÷òî ýêñïðåññè  ãåíîâ êëàñòåðà cysPTWAM óñèëåíà.
2. Áàêòåðè  ïî ï.1, îòëè÷àþùà ñ  òåì, ÷òî ýêñïðåññè  ãåíîâ êëàñòåðà cysPTWAM

óñèëåíà çà ñ÷åò óâåëè÷åíè  êîëè÷åñòâà êîïèé ãåíîâ êëàñòåðà cysPTWAM èëè çà ñ÷åò
ìîäèôèêàöèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êîíòðîë  ýêñïðåññèè òàêèì îáðàçîì, ÷òî â ðåçóëüòàòå
òàêîé ìîäèôèêàöèè ýêñïðåññè  ýòèõ ãåíîâ óñèëèâàåòñ .

3. Áàêòåðè  ïî ï.2, îòëè÷àþùà ñ  òåì, ÷òî êîëè÷åñòâî êîïèé óêàçàííûõ ãåíîâ
óâåëè÷åíî â ðåçóëüòàòå òðàíñôîðìàöèè óêàçàííîé áàêòåðèè ìíîãîêîïèéíûì âåêòîðîì,
ñîäåðæàùèì ãåíû êëàñòåðà cysPTWAM.

4. Áàêòåðè  ïî ï.3, îòëè÷àþùà ñ  òåì, ÷òî ïðèðîäíûé ïðîìîòîð óêàçàííîãî êëàñòåðà
çàìåíåí íà áîëåå ñèëüíûé ïðîìîòîð.

5. Áàêòåðè  ïî ï.4, îòëè÷àþùà ñ  òåì, ÷òî êîëè÷åñòâî êîïèé óêàçàííûõ ãåíîâ
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óâåëè÷åíî ïóòåì èíòåãðàöèè äîïîëíèòåëüíûõ êîïèé ãåíîâ êëàñòåðà cysPTWAM â
õðîìîñîìó óêàçàííîé áàêòåðèè.

6. Áàêòåðè  ïî ï.5, îòëè÷àþùà ñ  òåì, ÷òî ãåíû êëàñòåðà cysPTWAM ïîëó÷åíû èç
áàêòåðèè, ïðèíàäëåæàùåé ðîäó Escherichia.

7. Áàêòåðè  ïî ï.6, îòëè÷àþùà ñ  òåì, ÷òî áàêòåðè  äîïîëíèòåëüíî ìîäèôèöèðîâàíà
òàêèì îáðàçîì, ÷òî ýêñïðåññè  îòêðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíè  ydeD óñèëåíà.

8. Ñïîñîá ïîëó÷åíè  L-öèñòåèíà, âêëþ÷àþùèé ñòàäèè âûðàùèâàíè  áàêòåðèè ïî ëþáîìó
èç ïï.1-7, â ïèòàòåëüíîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé òèîñóëüôàò, è âûäåëåíè  L-öèñòåèíà èç
êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè.

9. Ñïîñîá ïî ï.8, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ó óêàçàííîé áàêòåðèè óñèëåíà ýêñïðåññè 
ãåíîâ áèîñèíòåçà L-öèñòåèíà.
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