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Baktéria patriaca do rodu Escherichia a sposob produkcie L-aminokyseliny

Oblast techniky

Tento vynalez sa tyka baktérie produkujicej L-aminokyselinu, ktora patri do
rodu Escherichia a spésobu produkcie L-aminokyselin, konkrétnejSie kyseliny
L-glutamovej, L-lyzinu, L-treoninu, L-alaninu, L-histidinu, L-prolinu, L-argininu,

L-valinu a L-izoleucinu s pouzitim baktérie.

DoterajSi stav techniky

Na vyrobu L-aminokyseliny prostrednictvom fermentacie bol na zlep$enie
produktivity pouzity kmeii izolovany z prirodzeného prostredia alebo umely mutant
kmeia. Napriklad v pripade L-lyzinu je znamych mnoho umelych mutantov.
produkujucich L-lyzin a v&éSina z nich s mutanty rezistentné voéi S-2-amino-
etylcysteinu (AEC) a patria do rodu Brevibacterium, Corynebacterium, Bacillus
alebo Escherichia. Navrhnuté boli tiez rézne techniky na zvySenie produkcie
aminokyselin, ako napriklad pouzitie transformantu ziskaného pouZitim
rekombinantnej DNA (US patent &. 4 278 7665).

Techniky si va&Sinou zaloZené na zvy$eni aktivity enzymu zahrnutého v
biosyntetickej drahe aminokyseliny, konverzii enzymu tak, aby bol necitlivy vogi
inhibicii a podobne (pokial ide o baktérie patriace do rodu Escherichia, pozri
japonska prihlaska vynalezu &. zverejnenia 56-18596 (1981) a &islo medzinarod-
ného zverejnenia WO 95/16042).

Na druhej strane je ako priklad zlepSenia aminokyselinovej produktivity
zosilnenim aminokyselinového vyluéovacieho proteinu, znama baktéria patriaca do
rodu Corynebacterium, v ktorej je zosilneny L-lyzin vyluéovaci gén, lysE. Avsak
pokiafl ide o baktériu patriacu do rodu Escherichia, nie je zname ani &i je L-amino-
kyselinovy vyluGovaci protein pritomny alebo nie. Takze nie je zname, &i zosilnenie
L-aminokyselinového vylugovacieho proteinu je G€inné pri vyrobe L-aminokyseliny,

v ktorej sa pouZiva baktéria patriaca do rodu Escherichia alebo nie.
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Hoci uz bola ur8ena cela nukleotidovd sekvencia E. coli kmeha K-12
patriaceho do rodu Escherichia (Science, 277, 1453-1474 (1997)), existuje velké
mnozZstvo proteinov, ktorych funkcie nie st zname.

Cielom vynalezu je ziskat protein zG¢astiujlici sa na vyluéovani L-amino-
kyseliny, a tym poskytnit kmef vylepSeny z hladiska L-aminokyselinovej
produktivity a zlepSit spdsob vyroby L-aminokyseliny fermentaciou.

Povodcovia uskutoénili vyhladavanie proteinu zucastrujiceho sa na
vylu€ovani L-aminokyseliny. Vysledkom bolo zistenie, Ze vytazok L-aminokyseliny
vzhladom na spotrebovany sacharid sa zvysil, ked bol zosilneny konkrétny gén. Na

zaklade tohto zistenia bol skompletovany predloZeny vynalez.

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu je baktéria patriacu do rodu Escherichia, ktord ma
schopnost produkovat L-aminokyselinu, pricom schopnost produkovat L-amino-
kyselinu je zvy$ena prostrednictvom zvy$enia exprimovaného mnoZstva najmenej
jedného proteinu vybraného zo skupiny, ktora pozostava z nasledujucich proteinov
(A) az (H) (dalej oznaovana aj ako "baktéria podfa predloZzeného vynalezu®).

(A) protein, ktory ma aminokyselinovii sekvenciu uvedent v Zozname
sekvencii ako sekv. €.: 10;

(B) protein, ktory ma aminokyselinovii sekvenciu, vratane delécie,
substitticie, inzercie, pridania alebo inverzie jednej alebo niekofkych aminokyselin,
v aminokyselinovej sekvencii uvedenej v Zozname sekvencii ako sekv. £.:10, a
ktory zabezpeduje, Ze baktéria, ktord& ho obsahuje, ma zvySeni schopnost
produkovat' L-aminokyselinu;

(C) protein, ktory ma aminokyselinovi sekvenciu uvedenu v Zozname
sekvencii ako sekv. €.: 12;

(D) protein, ktory ma aminokyselinovi sekvenciu, vratane delécie,
substitucie, inzercie, pridania alebo inverzie jednej alebo niekofkych aminokyselin,

v aminokyselinovej sekvencii uvedenej v Zozname sekvencii ako sekv. ¢.:12, a



-3-

ktory zabezpeluje, Ze baktéria, ktora ho obsahuje, ma zvysenu schopnost
produkovat L-aminokyselinu;

(E) protein, ktory ma aminokyselinovii sekvenciu uvedent v Zozname
sekvencii ako sekv. ¢.: 14;

(F) protein, ktory ma aminokyselinovi sekvenciu, vratane delécie,
substitucie, inzercie, pridania alebo inverzie jednej alebo niekofkych aminokyselin,
v aminokyselinovej sekvencii uvedenej v Zozname sekvencii ako sekv. &.:14, a
ktory zabezpeduje, Ze baktéria, ktord& ho obsahuje, ma zvysenu schopnost
produkovat' L-aminokyselinu;

(G) protein, ktory m& aminokyselinovii sekvenciu uvedent v Zozname
sekvencii ako sekv. ¢.: 16; alebo

(H) protein, ktory ma aminokyselinovli sekvenciu, vratane delécie,
substittcie, inzercie, pridania alebo inverzie jednej alebo niekofkych aminokyselin,
v aminokyselinovej sekvencii uvedenej v Zozname sekvencii ako sekv. &.:16, a
ktory zabezpeluje, Ze baktéria, ktora ho obsahuje, ma zvySenu schopnost
produkovat' L-aminokyselinu.

Baktériou podfa predioZzeného vynalezu je vyhodne L-lyzin produkujica
baktéria, v ktorej je zvySené exprimované mnoZstvo najmenej jedného proteinu
vybraného zo skupiny pozostavaijicej z proteinov (A) az (D), (G) a (H); kyselinu L-
glutamova produkujica baktéria, v ktorej je zvy$ené exprimované mnoZstvo
najmenej jedného proteinu vybraného zo skupiny pozostavajtcej z proteinov (A) az
(H); L-alanin produkujica baktéria, v ktorej je zvySené exprimované mnozstvo
najmenej jedného proteinu vybraného zo skupiny pozostavajlcej z proteinov (C) a
(D), L-valin produkujiica baktéria, v ktorej je zvySené exprimované mnozstvo
najmenej jedného proteinu vybraného zo skupiny pozostavajlicej z proteinov (C) a
(D) L-histidin produkujica baktéria, v ktorej je zvySené exprimované mnozstvo
najmenej jedného proteinu vybraného zo skupiny pozostavaijlicej z proteinov (C) az
(F); L-prolin produkujiica baktéria, v ktorej je zvySené exprimované mnozstvo
najmenej jedného proteinu vybraného zo skupiny pozostavajlcej z proteinov (A) az
(F); L-treonin produkujica baktéria, v ktorej je zvySené exprimované mnozstvo
najmenej jedného proteinu vybraného zo skupiny pozostavajlcej z proteinov (E) a
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(F); L-arginin produkujica baktéria, v ktorej je zvySené exprimované mnoZstvo
najmenej jedného proteinu vybraného zo skupiny pozostavajlicej z proteinov (G) a
(H); alebo L-izoleucin produkujica baktéria, v ktorej je zvySené exprimované
mnoistyo najmenej jedného proteinu vybraného zo skupiny pozostavajlcej z
proteinov (C) a (D).

Vyhodne je v baktérii podla predloZzeného vynalezu zvySeny pocet kopii DNA
kodujicej uvedeny protein. DNA je vyhodne nesena v bunke na multikopiovom
vektore alebo na transpozéne.

PredloZzeny vynalez poskytuje aj sposob produkcie L-aminokyseliny, ktory
zahfiia nasledujuce kroky:

- kultivaciu baktérie podla predloZzeného vynalezu v kultivaénom médiu, aby sa
produkovala a akumulovala L-aminokyselina v médiu, a

- izolovanie L-aminokyseliny z média,

(tu dalej oznaovany ako "spdsob podfa predloZzeného vynalezu”).

Spdésobom podfa predloZzeného vynalezu je vyhodne spdsob produkcie
L-lyzinu pouzitim L-lyzin produkujiicej baktérie, v ktorej je zvySené exprimované
mnozstvo najmenej jedného proteinu vybraného zo skupiny pozostavajicej z
proteinov (A) aZ (D), (G) a (H); spbsob produkcie kyseliny L-glutdmovej pouzitim
kyselinu L-glutdmovu produkujicej baktérie, v ktorej je zvySené exprimované
mnozstvo najmenej jedného proteinu vybraného zo skupiny pozostavajicej z
proteinov (A) aZ (H); spdsob produkcie L-alaninu pouzitim L-alanin produkujicej
baktérie, v ktorej je zvy$ené exprimované mnozstvo najmenej jedného proteinu
vybraného zo skupiny pozostavajlcej z proteinov (C) a (D); spdsob produkcie L-
valinu pouzitim L-valin produkujucej baktérie, v ktorej je zvySené exprimované
mnozstvo najmenej jedného proteinu vybraného zo skupiny pozostavajicej z
proteinov (C) a (D); spdsob produkcie L-histidinu pouzitim L-histidin produkujticej
baktérie, v ktorej je zvySené exprimované mnozstvo najmenej jedného proteinu
vybraného zo skupiny pozostavajicej z proteinov (C) az (F); spésob produkcie L-
prolinu pouzitim L-prolin produkujucej baktérie, v ktorej je zvySené exprimované
mnoZstvo najmenej jedného proteinu vybraného zo skupiny pozostavajucej z

proteinov (A) aZ (F); spdsob produkcie L-treoninu pouZitim L-treonin produkujucej
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baktérie, v ktorej je zvySené exprimované mnozstvo najmenej jedného proteinu
vybraného zo skupiny pozostavajicej z proteinov (E) a (F); sposob produkcie L-
argininu pouzitim L-arginin produkujicej baktérie, v ktorej je zvySené exprimované
mnoZstvo najmenej jedného proteinu vybraného zo skupiny pozostavajlcej z
proteinov (G) a (H); alebo spdsob produkcie L-izoleucinu pouzitim L-izoleucin
produkujucej baktérie, v ktorej je zvySené exprimované mnozstvo najmenej jedného
proteinu vybraného zo skupiny pozostavajticej z proteinov (C) a (D).

Vyhodne je pri spdsobe podfa predlozeného vynalezu zvySeny pocet képii
DNA kédujucej uvedeny protein v bunke baktérie. DNA je v bunke vyhodne nesena
multikdpiovym vektorom alebo na transpozéne. '

Podla predlozeného vynalezu je mozné zvysSit schopnost baktérie patriacej
do rodu Escherichia produkovat L-aminokyselinu. M6Ze byt zlepSeny aj spdsob
produkcie L-aminokyseliny zlepSenim vykonnosti produkcie L-aminokyseliny.

Predlozeny vynalez bude podrobne vysvetleny nizSie. NizSie, ak nie je

uvedené inak, je aminokyselina v L-konfiguracii.
(1) Baktéria podra predlozeného vynalezu

Baktéria podfa predlozeného vynalezu je baktéria patriaca do rodu
Escherichia, majuca schopnost produkovat aminokyselinu, v ktorej je schopnost
produkovat aminokyselinu zvySena prostrednictvom zvySenia exprimovaného
mnozstva proteinu zabezpecujuceho zvySenie schopnosti baktérie produkovat
aminokyselinu alebo zvySenie rezistencie voéi aminokyseline alebo amino-
kyselinovemu analogu. NizSie je protein oznaCovany ako “"aminokyselinovy
vyluéovaci protein”, aby sa zabezpecila zrozumitelnost. AvSak tento vyraz
neznamend, Ze funkcia proteinu je obmedzena na vylu¢ovanie aminokyseliny.

Priklady aminokyselinového vyluovacieho proteinu zahfiaju protein, ktory
ma aminokyselinovi sekvenciu uvedent ako sekv. &.: 10; protein, ktory ma
aminokyselinovl sekvenciu uvedent ako sekv. €. 12; protein, ktory ma amino-
kyselinovu sekvenciu uvedenu ako sekv. &. 14; a protein, ktory ma aminokyselinov

sekvenciu uvedenu ako sekv. &. 16.
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Aminokyselinovy vyluCovaci protein mdze byt selektivny pre aminokyselinu.
Aminokyselinovy vylu€ovaci protein vhodny pre konkrétnu aminokyselinu je mozné
urCit’ tak, Ze sa umozni, aby sa aminokyselinovy vylu€ovaci protein exprimoval v
baktérii patriacej do rodu Escherichia, majicej schopnost produkovat amino-
kyselinu, a meria sa zvySenie vytazku aminokyseliny, alebo sa meria zvy$enie
minimalnej inhibicnej koncentracie (MIC) aminokyseliny alebo analégu amino-
kyseliny.

Napriklad, v pripade lyzinu je G€inny protein, ktory ma aminokyselinovu
sekvenciu uvedenu ako sekv. €: 10, 12 alebo 16; v pripade kyseliny glutamovej je
ucinny protein, ktory ma aminokyselinov sekvenciu uvedena ako sekv. &: 10, 12,
14 alebo 16; v pripade alaninu je aginny protein, ktory ma aminokyselinovu
sekvenciu uvedenu ako sekv. & 12; v pripade valinu je G€inny protein, ktory ma
aminokyselinovu sekvenciu uvedentd ako sekv. &: 12; v pripade histidinu je GCinny
protein, ktory ma aminokyselinovu sekvenciu uvedenu ako sekv. ¢: 12 alebo 14; v
pripade prolinu je G¢inny protein, ktory ma aminokyselinova sekvenciu uvedenu ako
sekv. & 10, 12 alebo 14; v pripade treoninu je uginny protein, ktory ma amino-
kyselinovi sekvenciu uvedenu ako sekv. &: 14; v pripade argininu je G&inny protein,
ktory ma aminokyselinovl sekvenciu uvedent ako sekv. &: 16; v pripade izoleucinu
je ucinny protein, ktory ma aminokyselinova sekvenciu uvedenu ako sekv. ¢: 12.

Tu pouzivany vyraz "exprimované mnozstvo je zvySené” zvy&ajne znamena,
Ze exprimované mnoZstvo je vySSie ako mnozstvo v divom kmeni E. coli, ako
napriklad v kmeni MG1655 alebo W3110. Vyraz tiez znamena, Ze ak je kmen
ziskany modifikaciou technikami genetického inZinierstva alebo podobnymi
technikami, je exprimované mnoZstvo vy$Sie ako exprimované mnoZstvo pred
modifikaciou. Exprimované mnoZstvo aminokyselinového vylucovacieho proteinu je
mozné urdit priamo alebo nepriamo, determinaciou MIC aminokyseliny alebo
aminokyselinového analégu alebo determinaciou produktivity aminokyseliny
baktériou patriacou do rodu Escherichia, ktora obsahuje aminokyselinovy

vyluéovaci protein.



-7-

Prikladom spdsobu na zvySovanie exprimovaného mnoZstva amino-
kyselinového vylugovacieho proteinu je spésobom zvySovania poétu képii DNA
kédujucej aminokyselinovy vylugovaci protein v bunke bakteérie.

Na zvySenie pottu képii v bunke je mozné ligovat fragment DNA kédujuci
aminokyselinovy vylu&ovaci protein do vektora, ktory je funkény v baktérii patriacej
do rodu Escherichia, aby sa vytvorila rekombinantna DNA, ktora je zavadzana do
hostitelfa na jeho transforméaciu. Po&et kopii génu kédujiceho aminokyselinovy
vyludovaci protein (gén aminokyselinového vylu€ovacieho proteinu) v bunke trans-
formovaného kmefia sa zvy$uje, &m sa zvySuje exprimované mnoZstvo amino-
kyselinového vylugovacieho proteinu. Vektor je vyhodne multikopiovy vektor.

ZvySenie po&tu kopii v bunke je mozné dosiahnut tym, Ze sa umozni, aby
existovali viacnasobné képie génu aminokyselinového vyluéovacieho proteinu na
chromozomalnej DNA hostitefa. Zavedenie viacnasobnych képii génu amino-
kyselinového vylu&ovacieho proteinu do chromozomainej DNA baktérie patriacej do
rodu Escherichia je mozné uskutoénit prostrednictvom homologickej rekombinacie
tak, ze sa ako ciel pouZije sekvencia, ktord v chromozomainej DNA existuje vo
viacnasobnych képiach. Ako sekvencia, ktora existuje v chromozomainej DNA vo
viacnasobnych képiach, méze byt pouzitd opakujica sa DNA a inverzné
opakovanie pritomné v koncovej ¢asti transponovatefného elementu.

Alternativne, ako je opisané v japonskej prihlaske vynalezu publikovanej pod
gislom 2-109985 (1990), viacnasobné kopie je mozné zaviest do chromozomainej
DNA tak, Ze sa zabezpedi, aby bol gén aminokyselinového vylu€ovacieho proteinu
neseny na transpozéne, a umozni sa, aby sa transpozén transponoval, ¢o je
vyhodné. Podra ktorejkolvek z vy3sie uvedenych met6d sa zvySuje poet kopii genu
aminokyselinového vylu€ovacieho proteinu v transformovanom kmeni, €im sa
zvysuje exprimované mnoZstvo aminokyselinového vyluGovacieho proteinu.

Prikladmi multiképiového vektora si plazmidové vektory, ako napriklad
pBR322, pMW118, pUC19 alebo podobné, a fagové vektory, ako napriklad 11059,
ABF101, M13mp9 alebo podobné. Prikladmi transpozénu st Mu, Tn10, Tn5 alebo

podobné.
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Zavedenie DNA do baktérie patriacej do rodu Escherichia sa méze
uskutoCnit napriklad spésobom podfa D. M. Morrisona (Methods in Enzymology 68,
326 (1979)) alebo spbsobom, podfa ktorého sa recipientné bakterialne bunky
oSetria s chloridom vapenatym, aby sa zvysila permeabilita DNA (Mandel, M. a
Higa, A., J. Mol. Biol., 53, 159 (1970)) a podobne.

Okrem vyssie uvedenej génovej amplifikacie je mozné dosiahnut zvysenie
exprimovaného mnozstva aminokyselinového vylugovacieho proteinu aj zamenou
expresnej regulaénej sekvencie, ako napriklad prométora génu aminokyselinového
vylu€ovacieho proteinu silnej§im prométorom (pozri japonska prihlaska vynalezu
zverejnena pod Cislom 1-215280 (1989)). Ako silné prométory si zname napriklad
lac prométor, trp prométor, tac prométor, Pr prométor a P_ prométor. Zamena
promoétora zosiluje expresiu aminokyselinového vyluCovacieho proteinu, &m sa
zvySuje exprimované mnoZstvo aminokyselinového vyluovacieho proteinu.
Posilnenie expresnej regulacnej sekvencie méze byt kombinované so zvySenim
pocCtu képii génu aminokyselinového sekreéného proteinu.

V baktérii podfa predloZzeného vynalezu je mozZné zvysit exprimované
mnozZstva viacerych aminokyselinovych vyluovacich proteinov.

Aminokyselinovy vylu€ovaci protein je kédovany génmi, ktoré s zname ako
yahN gén, yeaS gén, yfiK gén a yggA gén, a ktorych funkcie st nezname. Preto je
mozné ziskat DNA kédujacu aminokyselinovy vyluovaci protein prostrednictvom
syntetizovania primerov na zdklade znamych sekvencii (napriklad, uz bola uréena
cela nukleotidova sekvencia chromozému Escherichia coli kmefia K-12 (Science,
277, 1453-1474 (1997))), a uskutoénenim PCR amplifikacie pouzitim chromozo-
malnej DNA baktérie patriacej do rodu Escherichia ako templatu. Predmetny DNA
fragment mobze byt tiez vybrany hybridizaciou z chromozomalnej DNA kniZnice
baktérie patriacej do rodu Escherichia pripravenim sondy na zaklade znamych
sekvencii. Alternativhe méze byt DNA kddujuica aminokyselinovy vyluovaci protein
syntetizovana na zaklade znamych sekvencii. Priklady nukleotidovej sekvencie
DNA koédujucej aminokyselinovy vylu€ovaci protein st uvedené v Zozname

sekvencii ako sekv. ¢.: 9, 11, 13 alebo 15.
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Spésoby pripravy chromozomalnej DNA, pripravy chromozomalnej DNA
kniZnice, hybridizacie, PCR, pripravy plazmidovej DNA, Stiepenia a ligacie DNA,
transformacie, vyberu oligonukleotidov ako primerov a podobne, st beznymi
metédami, ktoré su dobre zname odbornikovi v oblasti. Tieto metédy s opisané v
Sambrook, J., Fritsch, E. F., a Maniatis, T., “Molecular Cloning A Laboratory
Manual, Second Edition”, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989) a podobne.

Aminokyselinovy vyluéovaci protein méZe obsahovat substitticie, delécie,
inzercie, pridanie alebo inverzie jednej alebo niekolkych aminokyselin v jednej
alebo vo viacerych polohach, s podmienkou, Ze nie je znehodnotena zvySena
schopnost baktérie patriacej do rodu Escherichia a majacej tento protein,
produkovat aminokyselinu. Vyraz “niekofko” sa méZze menit v zavislosti na polohe v
priestorovej Struktire proteinu a na druhu aminokyselinového zvy$ku. Je to z toho
dévodu, Ze niektoré aminokyseliny, ako napriklad izoleucin a valin, si navzajom
velmi podobné a rozdiel medzi takymito aminokyselinami velmi neovplyvni
priestorovu $truktiru proteinu.

DNA, ktora koduje v podstate rovnaky protein ako aminokyselinovy
vyludovaci protein opisany vysSie, je mozné ziskat, napriklad, modifikaciou
nukleotidovej sekvencie, naprikiad, prostrednictvom spdsobu miestne-Specificke]
mutagenézy tak, aby jeden alebo viacero aminokyselinovych zvySkov na
konkrétnom mieste zahffialo substittciu, deléciu, inzerciu, pridanie alebo inverziu.
DNA modifikovanQ tak, ako je opisané vysSie, je mozné ziskat bezne znamym
mutadnym postupom. Mutacény postup zahfiia spdsob in vitro oSetrenia DNA
kédujicej aminokyselinovy vyluGovaci protein, napriklad s hydroxylaminom a
spdsob oSetrenia mikroorganizmu, napriklad, baktérie patriacej do rodu
Escherichia, nesGcej DNA, ktora koduje aminokyselinovy vyluéovaci protein,
ultrafialovym Ziarenim alebo mutaénym &inidlom, ako napriklad N-metyl-N’-nitro-N-
nitrozoguanidinom (NG) a kyselinou dusitou, ktoré sa zvy&ajne pouZivaju na
mutaéné posobenie.

Substitlicia, delécia, inzercia, pridanie alebo inverzia jednej alebo viacerych
aminokyselinovych zvy$kov zahffia prirodzene sa vyskytujicu mutéaciu alebo

odchylku, ktora vyplyva z rozdielu medzi jednotlivymi mikroorganizmami, ktoré maju
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aminokyselinovy vyluéovaci protein a z rozdielu medzi druhmi, kmefimi, alebo
podobne.

DNA, ktora kdéduje v podstate rovnaky protein ako aminokyselinovy
vylu€ovaci protein, je mozné ziskat tak, Ze sa umozni, aby sa DNA, maijlica vyssie
opisani mutaciu, exprimovala v bunke prislusnej baktérie patriacej do rodu
Escherichia, a patra sa po zvySeni aminokyselinovej produktivity bunky.

DNA, ktora kéduje v podstate rovnaky protein ako aminokyselinovy
vyluCovaci protein, sa da ziskat' aj izolovanim DNA, ktora hybridizuje s DNA, ktora
ma, napriklad, nukleotidovu sekvenciu uvedenti v Zozname sekvencii ako sekv. &.:
9, 11, 13 alebo 15, v prisnych podmienkach, a ktora kéduje protein, ktory zvysuje
schopnost baktérie patriacej do rodu Escherichia produkovat aminokyselinu, z DNA
kédujucich aminokyselinové vyluGovacie proteiny, ktoré maja mutacie, alebo z
buniek obsahujucich tieto DNA. Vyraz “prisne podmienky” tu znamena podmienky,
v ktorych sa vytvara Specificky hybrid a nevytvara sa nespecificky hybrid. Je tazké
jasne Specifikovat tieto podmienky pouzitim akychkolfvek Eiselnych hodnét. Prisne
podmienky, napriklad, zahifiajd podmienky, v ktorych DNA s vysokou homolégiu,
napriklad DNA so vzajomnou homolégiou nie niz§ou ako 70% hybridizuji, a DNA
so vzajomnou homolégiou nizSou ako 70% nehybridizuji, alebo podmienky, v
ktorych koncentracia soli zodpoveda pri 60 °C 1 x SSC, 0,1 % SDS, vyhodne 0,1 x
SSC, 0,1 % SDS, ¢o su premyvacie podmienky beznej Southernovej hybridizacie.

Hoci medzi génmi, ktoré hybridizuji v takychto podmienkach, méze byt gén,
v ktorom je stop koddn vytvoreny v strede, alebo gén kédujuci protein, ktory stratil
aktivitu v dosledku mutacie aktivneho centra, tieto sa daji jednoducho eliminovat
ligaciou génov z komeréne dostupnym aktivitovym expresnym vektorom a uréenim
zvySenej schopnosti baktérie patriacej do rodu Escherichia produkovat amino-
kyselinu, ako bolo opisané vy$sie.

Tu pouzity vyraz “DNA kédujlci protein” znamena, DNA, ktorej jedno z
vlakien kéduje protein, ak je DNA dvojviaknova.

ZvySenim exprimovaného mnozstva aminokyselinového vylu€ovacieho
proteinu v baktérii produkujicej aminokyselinu, ktora patri do rodu Escherichia, ako

bolo opisané vysSie, je mozné zvysit produkované mnozstvo aminokyseliny. Ako
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baktéria patriaca do rodu Escherichia, v ktorej ma byt zvySené exprimované
mnoZstvo aminokyselinového vylugovacieho proteinu, st pouzité kmene, ktoré maiju
schopnost produkovat poZadované aminokyseliny (aminokyselinové produktivity).
Okrem toho méze byt schopnost produkovat aminokyselinu dodana baktérii, v
ktorej je zvySené exprimované mnozZstvo aminokyselinového vyluéovacieho
proteinu. Priklady baktérii produkujicich aminokyselinu, ktoré patria do rodu
Escherichia, zahfiiaju E. coli AJ13199 (franctzsky patent &. 2747689) a tie, ktoré je
mozné ziskat zo znamych materialov (napr. E. coli W3110 (tyrA)/pCABD2, E. coli
VL614, E. coli VL2054, E. coli VL2160, E. coli VL2151, E. coli W3350
argE::Tn10/pKA10 ako je opisané nizsie, v prikladoch).

Prvykrat bol aminokyselinovy vyluCovaci protein podfa predloZzeného
vynalezu identifikovany ako je opisané niZsie.

Pdvodcovia predloZzeného vynalezu identifikovali rhtB a rhiC ako gény
treoninového vyludovacieho proteinu baktérie patriacej do rodu Escherichia.
Pdvodcovia prehfadavali databazy na zaklade hypotézy, Ze aminokyselinové
vylu€ovacie proteiny mézu zdielat spolo¢nt Struktiru. Konkrétne sa uskutoénilo
BLAST a PSI-BLAST prehladavanie (Altschul, S. F. et al., Nucleic Acids Res., 25,
3389-3402 (1997)) na zaklade homolégie proteinu kédovaného rhtB v GenBank
CDS, PDB, SWISS-PROT, Spupdate a PIR. Tblastn prieskum sa uskutoénil v
nedokon€enych mikrobialnych genémoch. BLITZ prieskum (Sturrock, S. S., a
Collins, J. F., Mpsch verzia 1.3. Biocomputing research unit University of Edinburgh,
UK (1993)) sa uskutoénil v SWALL databaze. SMART prieskum (Ogiwara, |. et al.,
Protein Sci., 5, 1991-1999 (1996) sa uskuto&nil v databazach translacii a SWISS-
PROT. Zo vzoriek viac ako 60 sekvencii ostali YeaS (zodpovedajici 212,
pristupové & AE000274 v GenBank), YahN (zodpovedajlci f223, pristupové ¢&.
AE000140 v GenBank), YfiKk (zodpovedajici 0195, pristupové & AE000344 v
GenBank) a YggA (zodpovedajaci f211, pristupové ¢. AE000375 v GenBank) ako
proteiny, ktoré méZu mat podobnl funkciu ako RhtB, z tych proteinov, ktoré
pochadzaju z E. coli. KedZe funkcie ktoréhokolvek z tychto génov boli nezname,
skumali sa udinky skutodne ziskanych génov na MIC aminokyselin a amino-

kyselinovych analégov a na produkciu aminokyselin, prostrednictvom zosilnenia ich
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aktivit. Vysledkom bolo, Ze sa zistil uginok zvysuijtici MIC niektorych aminokyselin a
analégov vo vztahu k Yea$S, YfiK, YahN a YggA. DalSie skimanie odhalilo, Ze
proteiny kédované tymito génmi vykazuji ucinok, ktory zvySuje akumulaciu
aminokyseliny, hoci méZu byt selektivne voci niektorym aminokyselinam.

(2) Spbsob podfa predloZzeného vynalezu

Spdsob podfa predloZzeného vynalezu zahiiia kroky kultivacie baktérie podfa
predloZzeného vynélezu v kultivatnom médiu, aby sa v médiu vyprodukovala a
akumulovala aminokyselina, a izolacie aminokyseliny z média. -

] Vhodné aminokyseliny zahffiaji lyzin, kyselinu glutdmovi, alanin, valin,
histidin, prolin a treonin, arginin a izoleucin.

V spbsobe podla predloZzeného vynalezu sa moéZe kultivacia baktérie
patriacej do rodu Escherichia, zozbieranie a purifikacia aminokyseliny z kvapainého
média, uskutoCiiovat spésobom, ktory je podobny s beznym spésobom produkcie
aminokyseliny fermentaciou pouzitim baktérie. Médiom pouzitym na kultivaciu méze
byt bud syntetické médium alebo prirodzené médium, pokial médium obsahuje
zdroj uhlika a dusika a mineraly, a ak je to nevyhnuté nutriéné latky, ktoré pouZita
baktéria potrebuje pre rast v prislu§nom mnozstve. Zdroj uhlika méze zahfiiat rézne
karbohydraty, ako napriklad gluk6zu a sachar6zu, a rézne organické kyseliny. V
zévislosti na asimilacnej schopnosti pouZitej baktérie mbéze byt pouzity alkohol
vratane etanolu a glycerolu. Ako zdroj dusika mézu byt pouZité amoniak, rézne
amoénne soli, ako napriklad siran aménny, iné dusikové zlG&eniny, ako napriklad

“aminy, prirodzené zdroje dusika, ako napriklad peptén, séjovy hydrolyzat a
poétiepeny fermentativny mikroorganizmus. Ako minerdly st pouzité fosforegnan
draselny, siran horeénaty, chlorid sodny, siran Zeleznaty, siran manganaty, uhli€itan
vapenaty.

Kultivacia je vyhodne kultira v aer6bnom stave, ako napriklad pretrepavana
kultara, a prevzdu$nend a mie$ana kultara. Teplota kultary je zvy&ajne 20 aZ 40 °C,

vyhodne 30 aZ 38 °C. pH kultdry je zvy&ajne medzi 5 a 9, vyhodne medzi 6,5 a 7,2.
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pH kultdry je mozné nastavit amoniakom, uhligéitanom vapenatym, réznymi
kyselinami, réznymi zasadami a timivymi roztokmi. 1 aZ 3 dni kultivacie zvycajne
vedu ku akumulacii cielovej aminokyseliny v médiu.

Izolacia aminokyseliny sa mézZe uskuto&fiovat po kultivacii odstranenim
pevnych zloziek, ako napriklad buniek, z média centrifugaciou alebo membranovou
filtraciou, a potom zozbieranie a purifikaciu cielovej aminokyseliny i6novou
vymenou metddou, koncentraénou metdédou a krystalovou frakénou metédou a
podobne.

PredloZeny vynalez bude konkrétnejsie vysvetleny nizsie, s odvolanim sa na

priklady.

Priklady uskuto&nenia vynalezu

Priklad 1
Priprava DNA fragmentov, ktoré kéduji aminokyselinové vylugovacie proteiny

Bola stanovena cela nukleotidova sekvencia chromozému E. coli kmeiia K-
12 (Science, 277, 1453-1474, 1997). Na zaklade publikovanej nukleotidovej
sekvencie boli syntetizované primery a prostrednictvom PCR sa amplifikovali gény

yahN, yfiK, yeaS a yggA.

1) Chromozomalna DNA E. coli kmeiia MG 1655 sa pouzila ako templat

Chromozomalna DNA sa pripravila beznym spésobom (Sambrook, J., Fritsch
E. F. a Maniatis T. (1989) Molecular cloning: a laboratory manual, 2. vyd. Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y.). Pri PCR reakcii boli
pouzité Standardné podmienky opisané v "PCR protocols. Current methods and
applications" (White, B.A., vyd. Humana Press, Totowa, New Jersey, 1993).
Ziskané PCR produkty sa purifikovali beznym spésobom a Stiepili sa restrikénymi
enzymami ako je opisané niz$ie.

YahN gén sa amplifikoval pouZitim primerov &. 1 a &. 2.
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Primer &. 1. gtgtggaacc gacgccggat (sekvencia komplementarna so sekven-
ciou od bazy 1885 po bazu 1904 v nukleotidovej sekvencii registrovanej pod
pristupovym ¢&. AE000140 v GenBank; sekv. ¢€.; 17), a

Primer &. 2: tgttgtatgg tacggggttc gag (sekvencia od bazy 223 po bazu 245 v
rovnakej sekvencii ako bolo uvedené vyssie; sekv. &.: 18).

Ziskany PCR produkt bol po purifikacii Stiepeny restrikénymi enzymami Pst/ a
Stul a ligoval sa do vektora pUC21 (Vieira, Messing, Gene, 100, 189-194, 1991)
postiepenym enzymami Pstl a EcoRV, pouzitim ligatného kitu. Potom sa
uskutognila transformacia kompetentnych buniek E. coli TG1 (Sambrook, J., Fritsch
E. F. a Maniatis T. (1989) Molecular cloning: a laboratory manual, 2. vyd. Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y.) produktom, a bunky sa
vysiali na L médium (10 g/l Bacto tryptonu, 5 g/l kvasinkového extraktu, 5 g/l NaCl,
15 g/l agaru, pH 7,0) s obsahom 10 pg/ml IPTG (izopropy!-p-D-tiogalaktopyranozid)
a 40 pg/ml X-gal (5-brém-4-chiér-3-indolyl-B-D-galaktozid) a 100 pg/ml ampicilinu, a
kultivovali sa cez noc. Vzniknuté biele kolénie sa odpichli a podrobili sa jedno-
koléniovej izolacii, aby sa ziskali transformanty. Z transformantov sa pripravil
plazmid pouzitim spésobu alkalickej extrakcie a bol oznaeny ako pYAHN.

Yea$S gén sa amplifikoval pouZitim primerov €. 3 a €. 4.

Primer &. 3: ctttgccaat cccgtctcee (sekvencia komplementarna so sekvenciou
od bazy 7683 po bazu 7702 v nukleotidovej sekvencii registrovanej pod
pristupovym €. AE000274 v GenBank; sekv. &.: 19);

Primer &. 4: gccccatgea taacggaaag (sekvencia od bazy 5542 po bazu 5561
v rovnakej sekvencii ako bolo uvedené vysSie; sekv. &.: 20).

Ziskany PCR produkt bol po purifikacii étiepeny restrikénym enzymom Aval a
ligoval sa do vektora pUC189. Po transformacii E. coli TG1 ako bolo opisané vyssie,
sa ziskal plazmid oznaCeny ako pYEAS.

YfiK gén sa amplifikoval pouzitim primerov €. 5 a €. 6.

Primer &. 5: gaagatcttg taggccggat aaggceg (sekvencia komplementarna so

sekvenciou od bazy 4155 po bazu 4177 v nukleotidovej sekvencii registrovanej pod
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pristupovym &. AE000344 v GenBank, s pridanym miestom pre restrikény enzym
Bglll na jej 5°-koniec; sekv. &.: 21);

Primer ¢. 6: tggttttacc aattggccge (sekvencia komplementarna s vyssie
uvedenou sekvenciou od bazy 6307 po bazu 6326; sekv. &.: 22).

Ziskany PCR produkt bol po purifikacii Stiepeny restrikénymi enzymami Bglil
a Munl a ligoval sa do vektora pUC21 postiepeného restrikénymi enzymami Bglll a
EcoRI. Po transformacii E. coli TG1 ako bolo opisané vyssie, sa ziskal plazmid
oznadeny ako pYFIK.

YggA gén sa amplifikoval pouzitim primerov &. 7 a &. 8.

Primer €. 7. acttctcccg cgagccagtt c (sekvencia komplementarna so
sekvenciou od bazy 9606 po bazu 9626 v nukleotidovej sekvencii registrovanej pod
pristupovym €. AEO00375 v GenBank; sekv. é.: 23);

Primer €. 8: ggcaagctta gcgcctetgt t (sekvencia komplementarna s vyssie
uvedenou sekvenciou od bazy 8478 po bazu 8498; sekv. &.: 24).

Ziskany PCR produkt bol po purifikacii Stiepeny restrikénymi enzymami
Hindlll a Clal a ligoval sa do vektora pOK12 (Vieira, Messing, Gene, 100, 189-194,
1991) postiepeného rovnakymi restrikénymi enzymami. Po transformacii E. coli TG1

ako bolo opisané vys$ie, sa ziskal plazmid ozna&eny ako pYGGA.

2) Ako templat bola pouzitd chromozomalna DNA E. coli kmeiia W3110

YahN gén sa amplifikoval pouZitim primerov &. 9 (sekv. &. 1) a &. 10 (sekv. &.

2).

YeaS gén sa amplifikoval pouZitim primerov &. 11 (sekv. &. 3) a &. 12 (sekv.
¢. 4).

YfiK gén sa amplifikoval pouzitim primerov &. 13 (sekv. &. 5) a &. 14 (sekv. &.
6).

YggA gén sa amplifikoval pouZitim primerov &. 15 (sekv. &. 7) a &. 16 (sekv.
¢. 8).

Ziskany PCR produkt sa purifikoval, Stiepil sa s restrikénymi enzymami Sac/
a Xbal (EcoRl a Pstl pre yggA) a ligoval sa do plazmidu pMW118 (Nippon Gene).
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Plazmidy, do ktorych boli zavedené DNA fragmenty, ktorych sekvencie boli
identicka s uvedenymi sekvenciami, boli ozna¢ené nasledovne:

plazmid nesuci yahN: pMW118::yahN

plazmid nesuci yeaS: pMW118:.yeaS

plazmid nesuci yfiK: pMWA118::yfiK

plazmid nesuci yggA: pMW118::yggA

Priklad 2
Uginok amplifikacie yahN, yeaS, yfiKk a yggA DNA fragmentov na E. coli TG1

rezistenciu k niektorym aminokyselinam a aminokyselinovym anal6gom

Homologia yeaS, yfiK, yahN a yggA génovych produktov s lyzinovym
transportérom, LysE z Corynebacterium glutamicum (Vrijic et al., Mol. Microbiol., 22,
815-826, 1996) a RhtB proteinom zug&astiiujicim sa na vyluéovani homoserinu,
naznaduje analogické funkcie tychto proteinov. Je dobre zname, Ze zvySenie
expresie génov, zugastiujucich sa na vyplavovani antibiotik a tazkych kovov,
zvy$uje uroveni rezistencie vogi lietivam (Nikaido, H.J. Bacteriology, 178, 5853-
5859, 1996). Preto bol testovany ug&inok pYEAS, pYAHN, pYFIK, a pYGGA
plazmidov na nachylnost kmefia TG1 ku niektorym aminokyselinam a
aminokyselinovym analégom. No¢né kultary E. coli kmefiov TG1/pYEAS,
TG1/pYAHN, TG1/pYFIK, TG1/pYGGA a kontrolnych kmefiov TG1/pUC21,
TG1/pUC19 a TG1/pOK12 vyrastenych v M9 minimalnom médiu s prislusnym
antibiotikom na rotacnej trepagke (10° cfu/ml) sa nariedili v pomere 1:100 v M9
minimalnom médiu a rastli 5 hodin v rovhakom médiu. Takto ziskané kultary v
logaritmickej faze sa potom nariedili a priblizne 10* Zivych buniek sa aplikovalo na
dobre vysuSené testovacie platne s M9 agarom obsahujicom dvojnasobne sa
zvy$ujice mnoZstva aminokyselin alebo analégov. Tak boli skimané minimaine
inhibiéné koncentracie (MIC) tychto zlicenin.

Vysledky st uvedené v tabulke 1. Z tabulky 1 vyplyvé, Ze viacnasobné kopie
yfiK génu zvy3uiju rezistenciu ku prolinu, homoserinu, histidinu, treoninu, glutamatu,
lyzinu, a-amino-B-hydroxyvalérovej kyseline (AHV), S-(2-aminoetyl)-L-cysteinu
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(AEC) a a-aminobutyrovej kyseline; viacnasobné koépie yahN génu zvySuju
rezistenciu ku prolinu, viacnasobné kopie yeaS génu zvySuju rezistenciu ku
treoninu, homoserinu, lyzinu, glutamatu, histidinu, prolinu a ku a-aminobutyrovej
kyseline; viacnasobné kopie yggA génu zvySuju rezistenciu ku S-(2-aminoetyl)-L-
cysteinu (AEC), lyzinu, a argininu. Z tychto vysledkov vyplyva, Zze okrem YahN,
kazdy z predpokladanych transportérov ma S$pecificitu k niekolkym substratom

(aminokyselinam a aminokyselinovym analégom) alebo moézZze, ako vysledok

amplifikacie, vykazovat neSpecifické uginky.

Tabufka 1
Substrat MIC (ug/ml) pre E. coli TG1, ktora obsahuje plazmid
pUC21 pYFIK | pYAHN | pYEAS | pYGGA
L-homoserin 500 1000 500 1000 500
L-treonin 30000 40000 30000 50000 30000
L-lyzin 5000 7500 5000 7500 15000
L-glutamat (sodna sof) 5000 10000 5000 20000 5000
L-histidin 5000 10000 5000 30000 5000
L-valin 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
L-prolin 1000 5000 2000 2000 1000
L-arginin 10000 10000 10000 10000 20000
AHVA 100 200 100 100 100
AEC 5 10 5 5 200
a-aminobutyrova kyselina 2500 5000 2500 >10000 2500
4-aza-DL-leucin 100 100 100 100 100

Priklad 3

Uginok ampllifikacie yeaS, yahN a yfiKk DNA fragmentov na produkciu kyseliny

glutamove;j
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E. coli kmeii AJ13199 (FR patent & 2747589) sa transformoval vektorom
pUC21 a kazdym z plazmidov pYAHN, pYEAS a pYFIK. Tak sa ziskali kmene
AJ13199/pUC21  (VKPM  B-7728), AJ13199/pYAHN (VKPM  B-7729),
AJ13199/pYEAS (VKPM B-7731) a AJ13199/pYFIK (VKPM B-7730).

Z tychto kmeiiov sa kaZdy kultivoval pri 37 °C 18 hodin v nutri¢nom médiu so
100 mg/l ampicilinu a 0,3 ml ziskanej kultary sa inokulovalo do 3 mi fermentaéného
media, obsahujiceho 100 mg/l ampicilinu, v 20 x 200 mm skumavke, a kultivovalo
sa pri 37 °C 48 hodin na rotagnej trepatke. Po kultivacii bolo naakumulované

mnozstvo kyseliny glutdmovej v médiu stanovené znamym spdsobom.

ZloZenie fermentaéného média (g/l):

glukéza 80

(NH,),SO, 22

K,HPO, 2

NaCl 0,8

MgSO, . 7H,0O 0.8

FeSO, . 7H,0 0,02

MnSQ, . 5H,0 0,02

Tiamin HCI 0,0002

kvasinkovy extrakt 1,0

CaCoO, 30,0 (suchym teplom sterilizované pri 180 °C 2 hodiny)

(glukéza a K,HPO, sa sterilizuji oddelene)

Vysledky st uvedené v tabufke 2. Ako je uvedené v tabulke 2, kmene
AJ13199/pYAHN, AJ13199/pYEAS, a AJ13199/pYFIK akumulovali kyselinu
glutamovl vo vaéSom mnoZstve ako kmeii AJ13199/pUC21, v ktorom nebolo

zvySené exprimované mnozstvo aminokyselinovych vyluéovacich proteinov.
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Tabulka 2

Kmeii Kyselina glutamova, g/l
AJ13199/pUC21 21,9
AJ13199/pYAHN 27,9
AJ13199/pYEAS 29,7
AJ13199/pYFIK 28,4

Priklad 4

Uginok amplifikacie yeaS, yeahN a yfik DNA fragmentov na produkciu lyzinu

(1) Ako lyzin produkujica baktéria patriaca do rodu Escherichia, bol pouzity
E. coli kmei W3110 (TyrA) (opisany v eurépskej zverejnenej prihlaske vynalezu €.
488424, do ktorého bol zacleneny plazmid pCABD2 opisany v medzinarodnom
zverejneni &. WO 95/16042). Konkrétne boli do kmefia E. coli W3110 (TyrA)
zvedené kazdy z plazmidov pMV118:.:;yahN, pMW118::yeaS, pMW118::yfiK a
pMW118, aby sa ziskali nasledujice kmene:
W3110 (tyrA)/pCABD2+pMW118::yahN
W3110 (tyrA)/pCABD2+pMW118:.yeaS
W3110 (tyrA)/pCABD2+pMW118:.yfiK
W3110 (tyrA)/pCABD2+pMW118.

Produktivita lyzinu tymito kmerimi sa stanovila kultivaciou. ZloZzenie média

bolo nasledovné (g/l):

glukodza 40
MgSO, . 7H,0 1,0
(NH,),SO, 16,0
K,HPO, 1,0
FeSO, . 7H,0 0,01
MnSO, . 7H,0 0,01
Tiamin HCI 0,0002

kvasinkovy extrakt (Difco) 1,0
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pH sa upravilo na 7,0 a médium sa autoklavovalo pri 115 °C po&as 10 mindit.

(Glukéza a MgSO,.7H,0 sa sterilizovali oddelene)

liekopisovy CaCO, 25 g/l (suchym teplom sterilizovany pri 180 °C 2
hodiny)

Ako antibiotika boli pridané 20 mg/l streptomycinu a 50 mg/l ampicilinu v
zavislosti na druhu plazmidu. Kultivacia sa uskuto&iiovala pri 37 °C po&as 30 hodin

s trepanim pri 115 otaSok/minttu. Vysledky su uvedené v tabulke 3.

Tabufka 3

Kmerni Lyzin g/l | Vytazok (%)
W3110 (tyrA) 0,08 0,2
W3110 (tyrA)/pCABD2 + pMW118 12,2 30,5
W3110 (tyrA)/pCABD2 + pMW118::yahN 13,8 34,5
W3110 (tyrA)/pCABD2 + pMW118:.yeaS 12,7 31,8
W3110 (tyrA)/pCABD2 + pMW118.:yfiK 12,2 30,5

Vysledok v tabulke 3 ukazuje, Ze vyprodukované mnoZstvo a vytazok na

zaklade spotrebovaného sacharidu lyzinu je zvySené zosilnenim YahN a YeaS.

(2) Ako lyzin produkujuca baktéria, patriaca do rodu Escherichia, bol pouzity
kmen E. coli VL614. Tento kmeri je odvodeny od znameho E. coli kmefia VL613
(SU patent ¢. 1354458). Na druhej strane kmefi VL613 bol ziskany zo znameho
kmena Gif102 (Theze, J. a Saint Girons. J. Bacteriol., 118, 990-998, 1974) v troch
krokoch:

V prvom kroku boli vybrané mutanty rezistentné voéi 2 mg/ml S-(2-
aminoetyl)-L-cysteinu a medzi nimi boli najdeny kmeii VL611, ktory je schopny

produkovat L-lyzin.
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V druhom kroku boli do VL6811 zavedené gény z(&astiujice sa na vyuZivani
sachar6zy a umiestnené na transpozéne Tn2555 (Doroshenko et al., Mol.
Biologiya, 22, 645-658, 1988) pouZitim fagom P1 sprostredkovanej transdukcie, &m
vznikol kmen VL612.

V tretom kroku bola do VL612 zavedena mutacia rhtA23 z kmefia VKPM B-
3996, ktory déva rezistenciu voéi treoninu a homoserinu (US patent €. 5 175 107)
prostrednictvom P1 fagovej transdukcie, &im vznikol kmeri VL613.

E. coli kmefi VL614 sa ziskal transdukciou divého typu alely rhtA génu z E.
coli kmefia VKPM B-6204 (MG1655 zbi3058::Tn10) do VL613. Transduktanty boli
vyselektované na L-médiu obsahujicom 10 mg/l tetracyklinu a medzi nimi bol
najdeny kmefi VL614 (rhtA*) senzitivny voii 10 g/l homoserinu.

Kmen V0L614 sa transformoval pYGGA plazmidom alebo pOK12 vektorom,
aby sa ziskali kmene VL614/pYGGA (VKPM B-7719) a VL614/pOK12 (VKPM B-
7722).

Z tychto kmeilov sa kazdy kultivoval pri 37 °C 18 hodin v nutriénom médiu s
50 mg/l kanamycinu a 0,3 ml ziskanej kulttry sa inokulovalo do 3 ml fermentaéného
media (priklad 3), obsahujiceho 0,3 g/l treoninu, 0,3 g/l metioninu a 50 mg/l
kanamycinu, v 20 x 200 mm skimavke, a kultivovalo sa pri 37 °C 48 hodin na
rotacnej trepacke. Po kultivacii bolo naakumulované mnozstvo lyzinu a glutamatu v
médiu stanovené znamym spdsobom.

Vysledky su uvedené v tabulke 4.

Tabulka 4
Kmen Lyzin, g/l Glutamat g/l
VL614/pOK12 2,6 0,8
V0L614/pYGGA 3,6 2,2

Ako je ukazane v tabulke 4, kmef VL614/pYGGA akumuloval lyzin vo
vacsom mnozstve ako kmeii VL614/pOK12, v ktorom nebol posilneny yggA gén.



-22.

Okrem toho, kmefi VL614/pYGGA akumuloval viac kyseliny glutdmovej ako kmefi
VL614/pOK12.

Priklad 5
Uginok amplifikicie yeaS, yahN a yfiKk DNA fragmentov na produkciu treoninu,

alaninu, valinu a izoleucinu

Ako treonin produkujuca baktéria patriaca do rodu Escherichia bol pouZity E.
coli kmeii VL2054. Tento kmefi bol odvodeny od znameho E. coli kmena VKPM B-
3996 (US patent &. 5 175 107) nasledovne:

Najprv bol v niekolkych krokoch skon$truovany novy recipientny kmeii:

Bezplazmidové derivaty kmeifia VKPM B-3996 sa vybrali po spontannej
eliminacii pVIC40 plazmidu. Alela divého typu rhtA génu z E. coli kmefia VKPM B-
6204 (MG1655 zbi3058::Tn10) sa zaviedla do takto =ziskaného kmeiia,
prostrednictvom P1 fagom sprostredkovanej transdukcie, rovnako ako v priklade 4.

Mutaciou inaktivovany kan gén Tn5 transpozénu, zaéleneny do thd génu, sa
ziskal po NG mutagenéze a selekcii kanamycin-senzitivnych buniek, ktoré este
neboli schopné degradovat treonin. Tak sa ziskal kmef VL.2053.

Na druhej strane sa klonoval treoninovy operon z pVIC40 do integrainého
Mud vektora pod kontrolu P, prométora lambda fagu. Dalej bol do rovnakého
vektora klonovany cat gén z Tn9, ktory zabezpecuje rezistenciu voci chloram-
fenikolu. Takto ziskany konstrukt sa zaélenil do chromozému E. coli kmeiia C600
pouZitim znameho spdsobu (US patent &. 5 595 889) a transdukoval sa z takto
ziskaného kmefia do VL2053, &im vznikol novy, bezplazmidovy kmef VL2054,
ktory produkoval treonin. Tento kmeii akumuloval v kultivaénom médiu aj alanin,
valin a izoleucin.

Kmeh VL2054 sa transformoval kazdym z plazmidov pYEAS, pYFIK a
vektorom pUC21, aby sa ziskali E. coli kmene VL2054/pYEAS (VKPM B-7707),
VL2054/pYFIK (VKPM B-7712) a VL2054/pUC21 (VKPM B-7707).

Kazdy z tychto kmeifiov sa kultivoval pri 37 °C po¢as 18 hodin v nutricnom

médiu so 100 mg/l ampicilinu a 0,3 ml ziskanej kultiry sa inokulovalo do 3 ml
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fermentaéného média (prikiad 3), ktoré obsahovalo 100 mg/l ampicilinu, v 20 x 200
mm skimavke, a kultivovalo sa pri 37 °C po¢as 48 hodin na rotanej trepagke. Po
kultivacii sa v médiu akulumované mnoZstva alaninu, valinu a izoleucinu urgili
znamym sposobom.

Vysledky su uvedené v tabulke 5.

Ako je uvedené v tabufke 5, kmeii VL2054/pYFIK akumuloval treonin vo
vatSom mnozstve ako kmefi VL2054/pUC21, v ktorom nebol zosilneny gén yfiK.
Okrem toho kmeri VL2054/pYEAS akumuloval viac alaninu, valinu a izoleucinu ako
kmeri VL2054/pUC21, v ktorom nebol zosilneny gén yeaS.

Tabulka 5
Kmeri Akumulacia aminokyseliny, g/l

treonin alanin valin izoleucin
VL2054/pUC21 58 0,4 0,31 0,15
VL2054/pYEAS 52 1,4 0,52 0,45
VL2054/pYFIK 8,8 0,5 0,22 0,14
Priklad 6

Uginok amplifikacie yeaS a yfiKk DNA fragmentov na produkciu histidinu

Ako histidin produkujica baktéria patriaca do rodu Escherichia, bol pouzity
E. coli kmef VL2160. Tento kmefi sa ziskal na zaklade znameho kmeiia NK5526
hisG::Tn10 (VKPM B-3384) transdukciou hisG® mutacie, ktora potlaéa citlivost ATP-
fosforibozyltransferazy, sprostredkovanou P1 fiagom, z kmefia CC46 (Astvatsa-
turianz et al., Genetika, 24, 1928-1934, 1988). Kmeii E. coli VL2160 sa
transformoval kaZzdym z plazmidov pYEAS, pYFIK a vektorom pUC21, aby sa
ziskali E. coli kmene VL2160/pYEAS (VKPM B-7753), E. coli VL.2160/pYFIK (VKPM
B-7754), E. coli VL2160/pUC21 (VKPM B-7752).
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Kazdy z tychto kmefiov sa kultivoval pri 37 °C po¢as 18 hodin v nutriénom
médiu so 100 mg/l ampicilinu a 0,3 ml ziskanej kultry sa inokulovalo do 3 mi
fermentaéného média (priklad 3), ktoré obsahovalo zvy$ené mnozstvo
kvasinkového extraktu (3 g/l) a 100 mg/l ampicilinu, v 20 x 200 mm skamavke, a
kultivovalo sa pri 34 °C pogas 68 hodin na rotaénej trepacke.

Po kultivacii sa v médiu akumulované mnoZstvo histidinu uréilo znamym

sposobom. Vysledky s uvedené v tabulke 6.

Tabulka 6
Kmen Histidin, g/l
VL2160/pUC21 1,2
VL2160/pYEAS 1.8
VL2160/pYFIK 1.4

Ako je uvedené v tabulke 6, kmene E. coli VL2160/pYEAS a E. coli
VL2160/pYFIK akumulovali histidin vo vy§§om mnoZstve ako kmef E. coli
VL2160/pUC21, v ktorom neboli zosilnené gény yeaS a yfiK.

Priklad 7
Uginok amplifikacie yahN, yfiK a yeaS DNA fragmentov na produkciu prolinu

Ako prolin produkujica baktéria patriaca do rodu Escherichia, bol pouzity
kmeti VL2151 (W3350 proB* AputAP Tn10). Tento kmeri sa ziskal transdukciou
AputAP mutéacie napojenej na Tn10 do W3350 a selekciou tetracyklin rezistentnych
mutantov neschopnych vyuZivat prolin ako jediny zdroj uhlika. Takto ziskany kmefi
W3350 AputAP Tn10 bol mutovany s NG a vybrali sa mutanty rezistentné voéi 20
mg/l 3,4-dehydro-DL-prolinu. Medzi nimi bol najdeny VL2151 kmeri (W3350 proB*
AputAP Tn10), ktory je schopny produkovat prolin.
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Kme E. coli VL2151 sa transformoval kazdym z plazmidov pYEAS, pYFIK,
PYAHN a vektorom pUC21, aby sa ziskali E. coli kmene VL2151/pYEAS (VKPM B-
7714), VL2151/pYFIK (VKPM B-7713), VL2151/pYAHN (VKPM B-7748) a E. coli
VL2151/pUC21 (VKPM B-7715).

Kazdy z tychto kmefiov sa kultivoval pri 37 °C po&as 18 hodin v nutri¢nom
médiu so 100 mg/l ampicilinu a 0,3 ml ziskanej kultiry sa inokulovalo do 3 ml
fermentagného média (priklad 3), ktoré obsahovalo 100 mg/l ampicilinu, v 20 x 200
mm skumavke, a kultivovalo sa pri 37 °C potas 48 hodin na rota&nej trepacke. Po
kultivacii sa v médiu akumulované mnozstvo prolinu uréilo znamym spdsobom.

Vysledky st uvedené v tabulke 7.

Tabulka 7
Kmen Prolin, g/t
VL2151/pUC21 1,8

VL2151/pYAHN 2,2

VL2151/pYEAS 2,1

VL2151/pYFIK 2,5

Ako je uvedené v tabulke 7, kmene E. coli VL2151/pYFIK, E. coli
VL2151/pYAHN a E. coli VL2151/pYEAS akumulovali prolin vo vy§§om mnozstve
ako kmef E. coli VL2151/pUC21, v ktorom neboli zosiinené gény yfiK, yahN a
yeaS. Amplifikacia génu yfiK mala najzretelnej$i uéinok.

Priklad 8

Uginok amplifikacie yggA DNA fragmentov na produkciu argininu

Ako arginin produkujica baktéria, patriaca do rodu Escherichia, bol pouZity
kmefi W3350 argE:Tn10/pKA10. Tento kmefi obsahuje plazmid pKA10, ktory

obsahuje DNA oblast z Corynebacterium (Brevibacterium) flavum, ktora je



-26-

komplementarna aspoi s argA a argE mutaciami v recipientom kmeni E. coli K-12
(Kharitonov A. a Tarasov A.P. Molecular Genetics, Microbiology and Virology. &. 9,
29-33, 1986).

Kmeii E. coli W3350 argE::Tn10/pKA10 sa transformoval plazmidom pYGGA
alebo vektorom pOK12, aby sa ziskali kmene E. coli W3350 argE::Tn10/pKA10,
pYGGA (VKPM B-7716) a E. coli W3350 argE:.Tn10/pKA10, pOK12 (VKPM B-
7718).

Kazdy z takto ziskanych kmeriov sa kultivoval pri 37 °C po&as 18 hodin v
nutricnom meédiu so 100 mg/l ampicilinu a 50 mg/l kanamycinu, a 0,3 ml ziskanej
kultary sa inokulovalo do 3 ml fermenta&ného média (priklad 3), ktoré obsahovalo
100 mg/l ampicilinu a 50 mg/l kanamycinu, v 20 x 200 mm skimavke, a kultivovalo
sa pri 37 °C pocas 48 hodin na rotatnej trepacke. Po kultivacii sa v médiu
akumulované mnoZstvo argininu urcilo znamym spdsobom.

Vysledky su uvedené v tabufke 8.

Tabuflka 8

Kmen Arginin, g/l

W3350 argE::Tn10/pKA10, pOK12 0,11

W3350 argE::-Tn10/pKA10, pYGGA 0,46

Ako je uvedené v tabufke 8, kmefi E. coli W3350 argE::-Tn10/pKA10, pYGGA
akumuloval arginin vo vy8§om mnoZstve ako kmeii E. coli W3350
argE::Tn10/pKA10, pOK12, v ktorom nebol zosilneny gén yggA.

Nasledujice kmene E. coli boli uloZzené (v sulade s medzinarodnym
deponovanim na zaklade budapestianskej dohody) v Ruskej narodnej zbierke
priemyselnych mikroorganizmov (VKPM), 29. decembra, 1998, pod pristupovymi
&islami uvedenymi v zatvorkach.

AJ13199/pUC21 (VKPM B-7728)
AJ13199/pYAHN (VKPM B-7729)
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AJ13199/pYEAS (VKPM B-7731)

AJ13199/pYFIK (VKPM B-7730)

V0L614/pYGGA (VKPM B-7719)

VL614/pOK12 (VKPM B-7722)

VL2054/pYEAS (VKPM B-7707)

VL2054/pYFIK (VKPM B-7712)

VL2054/pUC21 (VKPM B-7708)

VL2160/pYEAS (VKPM B-7753)

VL2160/pYFIK (VKPM B-7754)

VL2160/pUC21 (VKPM B-7752)

VL2151/pYFIK (VKPM B-7713)

VL2151/pYEAS (VKPM B-7714)

VL2151/pYAHN (VKPM B-7748)

VL2151/pUC21 (VKPM B-7715)

W3350 argE::Tn10/pKA10, pYGGA (VKPM B-7716)
W3350 argE::Tn10/pKA10, pOK12 (VKPM B-7718)
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<400> 2
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<223> Opis syntetickej sekvencie: primer na amplifikaciu Escherichia coli yfiK génu
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<400> 5
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<210> 6
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<212> DNA

<213> Synteticka sekvencia
<220>
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<400> 6
ggctctagat agcaagttac taagcgg 27

<210>7

<211> 35

<212> DNA

<213> Synteticka sekvencia

<220>

<223> Opis syntetickej sekvencie: primer na amplifikaciu Escherichia coli yggA

génu

<400> 7
ctctgaattc tctcttatta gtttttctga ttgec 35

<210> 8

<211> 38

<212> DNA

<213> Synteticka sekvencia

<220>

<223> Opis syntetickej sekvencie: primer na amplifikaciu Escherichia coli yggA

génu



<400> 8

-31-

cgtgacctgc agcgttctca cagcgeggta gectttaa

<210>9

<211> 672

<212> DNA

<213> Escherichia coli
<220>

<221> CDS

<222> (1)..(672)

<400> 9

atg atg cag tta gtt cac
Met Met Gln Leu Val His

1 5
ttg cat gecec gtt tac ctg
Leu His Ala Val Tyr Leu
20
aat ccg gga geec aat cte
Asn Pro Gly Ala Asn Leu
35
ggt cga cgc gca ggg gtg
Gly Arg Arg Ala Gly Val
50
gca ttt tat tcc ggg ttg
Ala Phe Tyr Ser Gly Leu
65 70
cag tgt gag gag att ttt
Gln Cys Glu Glu Ile Phe
85
ctc tta tgg ttt geg tgg
Leu Leu Trp Phe Ala Trp
100
atg agc aca cta caa caa
Met Ser Thr Leu Gln Gln
115

tta ttt
Leu Phe

acc gta
Thr Val

ttt gtg
Phe Val

40
ctg acce
Leu Thr
55

ggt ttg
Gly Leu

teg ctt
Ser Leu

tgc age
Cys Ser

ccg att
Pro Ile
120

atg
Met

gga
Gly
25

gta
Val

gg99
Gly

ttt
Phe

ate
Ile

atg

105

age

Ser

gat
Asp
10

ctg

Leu

gta
Val

ctg

Leu

ggt
Gly

aga
Arg
20

cgc
Axg

gcc

Ala

gaa
Glu

tte
Phe

caa
Gln

gge
Gly

ctt
Leu
75

ate
Ile

cgc
Arg

cce

Pro

atc

Ile

gtg
Val

acc
Thr

gtg
Val
60

gca

Ala

gte
Val

cag
Gln

tgg
Trp

act

Thr

att
Ile

age
Ser
45

gcg
Ala

acg
Thr

ggc
Gly

tca

Ser

tat

Tyr
125

atg
Met

act
Thr
30

ctg

Leu

ctg

Leu

cta

Leu

gge
Gly

aca
Thr
110
gte
Val

gat
Asp
15

ttt
Phe

gct
Ala

gge
Gly

att
Ile

gct
Ala

95
ccg

Pro

ttt
Phe

cect

Pro

ttt
Phe

tece

Ser

gat
Asp

acg
Thr
80

tat
Tyr

caa

Gln

ttt
Phe

38

48

96

144

192

240

288

336

384



cge

ttt
Phe
145
gca
Ala

cga

tat

Tyr

ggt
Gly

cge
Arg
130
atc
Ile

cgt
Arg

gtt
Val

g99
Gly

gta
Val
210

gga
Gly

agt

Ser

tta
Leu

ttt
Phe

cgt
Arg
195
ttc
Phe

<210> 10

<211> 223
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 10

Met Met Gln Leu Val

1

Leu

Asn

Gly

Ala

65
Gln

His

Pro

tta

Leu

att
Ile

atg
Met

ctt
Leu
180
atg
Met

gcg
Ala

att
Ile

tte
Phe

gcc
Ala
165
agt

Ser

caa
Gln

cta

Leu

5

Ala Val Tyr

20

Gly Ala Asn

35

Arg Arg Ala Gly

50
Phe

Cys

Tyr Ser Gly

Glu Glu Ile

85

acce
Thr

tca
Ser
150

tgg
Trp

cag

Gln

cgce
Arg

cge

Arg

His

Leu

Leu

Val

Leu

70
Phe

gat
135

gta
Val

gcg
Ala

gcg
Ala

gtt
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ctg

Leu
215

Leu

Thr

Phe

Leu

55

Gly

Ser

cte

Leu

aca
Thr

ggg
Gly

ttt
Phe

gcc

200

att
Ile

Phe

Val

Val

40

Thr

Leu

Leu
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tct

Ser

tta

Leu

att
Ile

tet
Ser
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agt

Ser

tac

Tyr

Met
Gly
25

Val
Gly

Phe

Ile

aac

Asn

aat

Asn

gtg
Val
170
ttg

Leu

cgg
Arg

gaa
Glu

Asp

10

Leu

vVal

Leu

Gly

Arg
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ccg

Pro

gce
Ala
155
cte

Leu

ccce

Pro

gtt
Val

ggg
Gly

Glu

Phe

Gln

Gly

Leu

75
Ile

caa
Gln
140
gaa
Glu

gca
Ala

gct
Ala

att
Ile

gtg
Val
220

Ile

Val

Thx

Val

60

Ala

Val

acc
Thr

aca
Thr

tca

Ser

gtg
Val

ggt
Gly
205
acg
Thr

Thr

Ile

Ser

45

Ala

Thr

Gly

gtt
Val

cca

Pro

att
Ile

cgt
Arg
190

gca
Ala

cag
Gln

Met

Thr

30

Leu

Leu

Leu

Gly

tta

Leu

aca
Thr

ate
Ile
175
cgt
Arg

att
Ile

cgg
Arg

Asp

15

Phe

Ala

Gly

Ile

Ala
95

ttt
Phe

tgg
Trp
160

tgg
Trp

gct
Ala

att
Ile

tga

Pro

Phe

Sear

Asp

Thr
80

Tyr

432

480

528

576

624

672



Phe
145
Ala

Tyr

Gly

Leu

Ser

Arg

130

Ile

Arg

Val

Gly

Val
210

Trp Phe Ala
100

Thr Leu Gln

115

Gly Leu Ile

Ser Ile Phe

Leu Met Ala
165
Phe Leu §,r
180
Arg Met Gln
195
Phe Ala Leu

<210> 11
<211> 639
<212> DNA
<213> Escherichia coli
<220>
<221> CDS
<222> (1)..(639)

<400> 11
gtg ttc gct gaa tac
Phe Ala Glu Tyr

Met
1
gce
Ala

Lys

att
Ile

aat

Asn

5
ttt att gtg
Phe Ile Val

20
agc gtc agt
Ser Val Ser
35

Trp

Gln

Thr

Ser
150

Trp

Gln

Arg

Arg

Cys

Pro

Asp

135

vVal

Ala

Ala

Val

Leu

215

Ser

Ile

120

Leu

Thr

Gly

Phe

Ala

200
Ile

ggg gtt ctg
Gly Val Leu

ttg gtg cca
Leu Val Pro

agc ggt atg
Ser Gly Met

40

-33-

Met Arg Arg

105

Ser

Ser

Leu

Ile

Ser
185

Ser

Tyr

aat

Asn

ggg
Gly
25

aaa

Lys

Ala

Pro

Asn Pro

Asn Ala

Val
170

1585
Leu

Leu Pro

Arg Val

Glu

tac
Tyr
10

cca

Pro

ggc
Gly

Gly

tgg
Trp

aat

Asn

ggt
Gly

Gln

Trp

Gln

140

Glu

Ala

Ala

Ile

Val
220

acc
Thr

acc
Thr

tat
Tyr

Ser

Thr Pro
110

Tyr Val Phe

125

Thr Val Leu

Thr

Ser

Val

Gly
205
Thr

tat
Tyx

ctg
Leu

ctt
Leu
45

Pro Thr

Ile Ile
175

Arg Arg

190

Ala Ile

Gln Arg

ctg gtt
Leu Val
15

ttt gta
Phe Val
30

gcg gcc
Ala Ala

Gln
Phe

Phe

Irp
160
Trp

Ala

Ile

gg99
Gly

cte

Leu

tge
Cys

48

96

144



ggt
Gly

gtg
Val
65

tat

Tyr

gcg
Ala

tac
Tyr

aaa

Lys

aat
Asn
145
gaa

Glu

ttt
Phe

aac

Asn

acg
Thr

gta
Val
50

gcg
Ala

ctt

Leu

acc

Thr

ggt
Gly

gecc
Ala
130
gece
Ala

ctg
Leu

gtc
Val

teca

Ser

ctg
Leu
210

ttt
Phe

aca
Thr

ggt
Gly

ctg

Leu

get
Ala
115
att
Ile

cca

Pro

gtg
Val

acg
Thr

ctg
Leu
195
caa

Gln

<210> 12

<211> 212
<212> PRT
<213> Escherichia coli

att
Ile

tta

Leu

gcg
Ala

aag
Lys
100
att
Ile

ttg

Leu

cat

His

agt

Ser

cag
Gln
180
att
Ile

tce

Ser

gge gat
Gly Asp

att aag
Ile Lys
70

ttt tat
Phe Tyr
85

ggt aaa
Gly Lys

ttt aaa
Phe Lys

ttc tat
Phe Tyr

acg gga
Thr Gly

150
ttc tgce
Phe Cys
165
tac ata
Tyr Ile

ggt ttg
Gly Leu

tga

gcg
Ala
55

acc
Thr

ttg
Leu

gtg
Val
135
att
Ile

Tyr

cgt
Arg

atg

gta
Val

acc
Thr

ctc

Leu

agc

Ser

gcg
Ala
120
tcg

Ser

tca

Ser

ttg

Leu

acce

Thr

tte
Phe
200

-34-

ttg

Leu

ceg

Pro

tat
Tyr

gag
Glu
105
tta

Leu

ttt
Phe

tte
Phe

age

Serxr

aaa
Lys
185
gtg
Val

atg
Met

ata
Ile

ctg
Leu
90

gce
Ala

att
Ile

tte
Phe

ttt
Phe

tte
Phe
170
aag

Lys

ggt
Gly

ttt
Phe

tta
Leu
75

gg9
Cly

aaa

Lys

ttg
Leu

gta
Val

att
Ile
155
ctg
Leu

aaa

Lys

tte
Phe

ctg
Leu
60

ttc
Phe

agt

Ser

tece

Ser

agc

Ser

cag
Gln
140
ctg

Leu

att
Ile

ctg

Leu

gct
Ala

gca
Ala

aac

Asn

aaa

Lys

gat
Asp

ctg
Leu
125
ttt
Phe

gcg
Ala

ata

Ile

get
Ala

gce
Ala
205

tgg
Trp

att
Ile

att
Ile

gag
Glu
110
act
Thr

atc
Ile

gcg
Ala

tet

Ser

aaa
Lys
190
cga
Arg

get
Ala

gta
Val

ctt
Leu
95

cce

Pro

aat

Asn

gat
Asp

acg
Thr

ggt
Gly
175
gtt
Val

ctg

Leu

gga
Gly

cgt
Arg
80

tac
Tyr

caa

Gln

ceg

Pro

gtt
Val

ctg
Leu
160
get
Ala

gge
Gly

gcg
Ala

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

639



<400> 12
Met Phe Ala

1
Ala

Lys

Gly

Val
€5

Tyx

Ala

Tyx

Lys

Asn

145

Glu

Phe

Asn

Thr

Ile

Asn

Val

50

Leu

Thr

Gly

Ala

130

Ala

Leu

Val

Ser

Leu

210

Phe

Ser

35

Phe

Thxr

Gly

Leu

Ala

115

Ile

Pro

Val

Thr

Leu

195
Gln

<210> 13
<211> 588
<212> DNA
<213> Escherichia coli
<220>
<221> CDS
<222> (1)..(588)

Glu

Ile

20

Val

Ile

Leu

Ala

Lys

100

Ile

Leu

His

Ser

Gln

180

Ile

Ser

Tyr

Val

Ser

Gly

Ile

Phe

85

Gly

Phe

Phe

Thr

Phe
165

Tyr

Gly

Gly

Leu

Ser

Asp

Lys

70

Tyr

Lys

Lys

Tyr

Gly

150

Cys

Ile

Leu

Val

Val

Gly

Ala

55

Thr

Leu

Asn

Arg

Val

135
Ile

Tyx

Arg

Leu
Pro
Met
40

Val
Thr
Leu
Ser
Ala
1? 0
Ser
Ser
Leu

Thr

Phe
200

-35-

Asn

Gly

25

Lys

Leu

Pro

Tyr

Glu

105

Leu

Phe

Phe

Ser

Lys

185
Val

Tyr
10

Pro

Gly

Ile
Leu
90

Ala
Ile
Phe
Phe
Phe
170

Lys

Gly

Trp

Asn

Gly

Phe

Leu

75

Gly

Lys

Leu

Val

Ile

155

Leu

Lys

Phe

Thr

Thr

Tyr

Leu

Phe

Ser

Ser

Ser

Gln

140

Leu

Ile

Leu

Ala

Tyr

Leu

Leu

45

Ala

60

Asn

Lys

Asp

Leu

125

Phe

Ala

Ile

Ala

Ala
205

Leu
Phe

30
Ala

Trp

Ile

Ile

Glu

110

Thr

Ile

Ala

Ser

Lys

190
Arg

Val

15

Val

Ala

Ala

Val

Leu

95

Pro

Asn

Asp

Thr

Gly

175

Val

Leu

Gly

Leu

Cys

Gly

Arg

80

Tyx

Gln

Pro

Val

Leu

160

Ala

Gly

Ala



<400> 13

gtg aca ccg acc

Met

gct
Ala

teg

Ser

gga
Gly

gca
Ala
65

gca

gaa
Glu

ttg

Leu

tcg

Ser

gtc
Val
145
gcg
Ala

cag
Gln

att
Ile

Thr

atg
Met

cat

His

ttt
Phe
50

gtg
Val

tat
Tyr

gac

Asp

cag
Gln

acg
Thr
130
agc

Ser

ctg

Leu

tta

Leu

tte
Phe

Pro

acg
Thr

gga
Gly
35

ttg

Leu

att
Ile

att
Ile

gga
Gly

ttt
Phe
115
ttt
Phe

gtt
Val

gcg
Ala

aat

Asn

tat
Tyr
195

Thr

cca
Pro
20

ttt
Phe

att
Ile

gac

Asp

gtc
Val

ctt
Leu
100
gtg
Val

gtt
Val

ttg

Leu

ggg
Gly

atc
Ile
180
taa

ctt

Leu

gga
Gly

cgt
Arg

gtg
Val

ccg

Pro

tgg
Txp
85

cag

Gln

aac
Asn

ctg

Leu

ctg

Leu

cat
His
165
gtg
Val

tta

Leu

ceg

Pro

caa

Gln

atg
Met

gca
Ala
70

ctg
Leu

gca

Ala

gte
Val

ccg

Pro

gcg

150
ctg

Leu

ctt

Leu

agt

Ser

aac

Asn

agt

Ser

tta
Leu
55

gcg
Ala

gcg
Ala

aaa

Lys

Lys

caa
Gln
135
atg
Met

ttt
Phe

gcc
Ala

gct
Ala

aat

ace
Thr
40

ctg

gta
Val

tgg
Trp

cca

Pro

ate
Ile
120
aca

Thr

att
Ile

cag
Gln

ctg

Leu

-36-

ttt
Phe

att
Ile
25

cgc
Arg

tgt
Cys

cac

His

aaa

Lys

atc
Ile
105
att
Ile

cag
Gln

ggg
Gly

cga

Arg

ttg
Leu
185

tgg
Trp
10

cte

Leu

gtg
Val

gcg
Ala

ctt
Leu

atc
Ile
90

agc

Ser

ttg

Leu

gcg
Ala

acg
Thx

ttg
Leu
170
ctg
Leu

act
Thr

gce
Ala

ctg

Leu

gge
Gly

ttg
Leu
75

gce
Ala

ttt
Phe

Tyx

tta

Leu

ttt
Phe
155
ttt
Phe

gte
Val

tac

Tyr

ctt

Leu

gca
Ala

att
Ile
60

agt

Ser

acc

tgg
Trp

ggt
Gly

agc
Ser
140

ggc
Gly

cgc

Axg

tat

ace
Thr

agc

Ser

ggg
Gly
45

tca

Ser

tgg
Trp

agc

Ser

gce

Ala

gtt
Val
125
tag
Irp

aat

Asn

cag
Gln

tge
Cys

ctg

Leu

tect
Ser
30

atg
Met

ttt
Phe

gcg
Ala

cca

Pro

age
Sexr
110
acg
Thr

gta
Val

gtg
Val

tat
Tyr

geg
Ala
190

att
Ile
15

gct
Ala

agt

Ser

teca

Ser

ggg
Gly

aca
Thr
95

ttt
Phe

geca
Ala

gtt
vVal

tgc
Cys

ggt
Gly
175
gta
Val

acc
Thxr

acg
Thr

ctg

Leu

ctg

Leu

gcg
Ala
80

aag

Lys

gect
Ala

ctg

Leu

ggc
Gly

tgg
Txp
160
cge
Arg

cge
Axg

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

588



<210> 14
<211> 195
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 14
Met Thr Pro

1
Ala

Ser

Gly

Ala

65

Ala

Glu

Leu

Ser

Val

145

Ala

Gln

Ile

Met

His

Phe

50
val

Tyr

Asp

Gln

Thr

130

Ser

Leu

Leu

Phe

Thr

Gly

35

Leu

Ile

Ile

Gly

Phe

115

Phe

Val

Ala

Asn

Tyr
195

<210> 15
<211> 636
<212> DNA
<213> Escherichia coli

Thr

Pro

20

Phe

Ile

Asp

Val

Leu

100

Val

Val

Leu

Gly

Ile
180

Leu

Gly

Arg

Val

Pro

Trp

85

Gln

Asn

Leu

Leu

His

165
Val

Leu

Pro

Gln

Met

Ala

70

Leu

Ala

Val

Pro

Ala

150

Leu

Leu

Ser

Asn

Ser

Leu

55

Ala

Ala

Lys

Lys

Gln

135

Met

Phe

Ala

Ala

Asn

Thr

40

Leu

Val

Trp

Pro

Ile

120

Thr

Ile

Gln

Leu

-37 -

Phe

Ile
25

Cys

His

Lys

Ile

105

Ile

Gln

Gly

Arg

Leu
185

Trp
10

Leu

Val

Ala

Leu

75

Ile

90

Ser

Leu

Ala

Thr

Leu

170

Leu

Thr

Ala

Leu

Gly

Leu

Ala

Phe

Leu
Phe
155

Phe

Val

Tyr

Leu

Ala

Ile

60

Ser

Thr

Irp

Gly

Ser

140

Gly

Arg

Tyr

Thr

Ser

Gly

45

Ser

Trp

Ser

Ala

Val
125

Trp

Asn

Gln

Cys

Leu

Ser

30

Met

Phe

Ala

Pro

Ser

110

Thr

Val

Val

Tyr

Ala
190

Ile

15

Ala

Ser

Ser

Gly

Thr

95

Phe

Ala

Val

Cys

Gly

175
Val

Thr
Thr
Léu
Leu
Ala
80

Lys
Ala
Leu
Gly
Trp
160

Arg

Arg



-38-

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(636)

<400> 15

gtg ttt tct tat tac ttt caa ggt ctt gca ctt ggg gcg get atg ate 48
Met Phe Ser Tyr Tyr Phe Gln Gly Leu Ala Leu Gly Ala Ala Met Ile
1 5 10 15
cta ceg ctc ggt cca caa aat get ttt gtg atg aat cag ggc ata cgt 96
Leu Pro Leu Gly Pro Gln Asn Ala Phe Val Met Asn Gln Gly Ile Arg
20 25 30
cgt cag tac cac att atg att gcc tta ctt tgt gect atec age gat ttg 144
Arg Gln Tyr His Ile Met Ile Ala Leu Leu Cys Ala Ile Ser Asp Leu
35 40 45
gtc ctg att tgc gecc ggg att ttt ggt gge age geg tta ttg atg cag 192
Val Leu Ile Cys Ala Gly Ile Phe Gly Gly Ser Ala Leu Leu Met Gln
50 55 60
tcg ccg tgg ttg ctg geg ctg gte ace tgg ggc gge gta gece tte ttg 240
Ser Pro, Trp Leu Leu Ala Leu Val Thr Trp Gly Gly Val Ala Phe Leu
65 70 75 80
ctg tgg tat ggt ttt ggc gct ttt aaa aca geca atg age agt aat att 288
Leu Trp Tyr Gly Phe Gly Ala Phe Lys Thr Ala Met Ser Ser Asn Ile
85 90 95
gag tta gcc agc gcc gaa gtc atg aag caa ggc aga tgg aaa att atc 336
Glu Leu Ala Ser Ala Glu Val Met Lys Gln Gly Arg Trp Lys Ile Ile
100 105 110
gcc acc atg ttg geca gtg acc tgg ctg aat ccg cat gtt tac ctg gat 384
Ala Thr Met Leu Ala Val Thr Trp Leu Asn Pro His Val Tyr Leu Asp
115 120 125
act ttt gtt gta ctg ggc agc ctt ggc ggg caa ctt gat gtg gaa cca 432
Thr Phe Val Val Leu Gly Ser Leu Gly Gly Gln Leu Asp Val Glu Pro
130 135 140
aaa cgc tgg ttt gca ctc ggg aca att agc gec tct tte ctg tgg tte 480
Lys Arg Trp Phe Ala Leu Gly Thr Ile Ser Ala Ser Phe Leu Trp Phe
145 150 155 160
ttt ggt ctg get ctt cte gea geec tgg ctg geca ccg cgt ctg cge acg 528
Phe Gly Leu Ala Leu Leu Ala Ala Trp Leu Ala Pro Arg Leu Arg Thr
165 170 175



gca aaa gca
Ala Lys Ala

ttt att gee

Phe Ile Ala

195

ttg ttc agt

Leu Phe Ser
210

<210> 16
<211> 211
<212> PRT

cag
Gln
180
ttg

Leu

tag

-39-

cge att ate aat ctg gtt gtg gga tgt gtt atg tgg
Arg Ile Ile Asn Leu Val Val Gly Cys Val Met Trp

185

190

cag ctg gcg aga gac ggt att get cat gca caa gcc
Gln Leu Ala Arg Asp Gly Ile Ala His Ala Gln Ala

<213> Escherichia coli

<400> 16

Met Phe Ser Tyr Tyr Phe

1
Leu Pro Leu

Arg Gln Tyr
35
Val Leu Ile
50
Ser Pro Trp
65

Leu Trp Tyr

Glu Leu Ala

Ala Thr Met
115
Thr Phe Val
130
Lys Arg Trp
145
Phe Gly Leu

Gly

20

His

Cys

Leu

Gly

Ser

100

Leu

Val

Phe

5

Pro

Ile

Ala

Leu

Phe

85

Ala

Ala

Leu

Ala

Leu
165

Gln

Met

Gly

Ala

70

Gly

Glu

Val

Gly

Leu

150

Leu

Gln

Asn

Ile

Ile

55

Leu

Ala

Val

Thr

Ser

135
Gly

200

Gly

Ala

Ala

40

Phe

Val

Phe

Met

Trp
120
Leu

Thr

Ala

Leu

Phe

25

Leu

Gly

Thr

Lys

Lys

105

Leu

Gly

Ile

Trp

Ala

10

Val

Leu

Gly

Trp

Thr

90
Gln

Gly

Ser

Leu
170

Leu

Met

Ser

Gly

75

Ala

Gly

Pro

Gln

Ala

155
Ala

Gly

Asn

Ala

Ala

60

Gly

Met

Arg

His

Leu

140

Ser

Pro

205

Ala Ala

Gln Gly

30
Ile Sex
45

Leu Leu

Val Ala

Ser Ser

Trp Lys
110
Val Tyr
125
Asp Val

Phe Leu

Arg Leu

Met
15
Ile

Asp

Phe

Asn

95

Ile

Leu

Glu

Trp

Arg
175

Ile

Arg

Leu

Gln

Leu

80

Ile

Ile

Asp

Pro

Phe

160
Thr

576

624

636
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Ala Lys Ala Gln Arg Ile Ile Asn Leu Val Val Gly Cys Val Met Trp
180 185 190
Phe Ile Ala Leu Gln Leu Ala Arg Asp Gly Ile Ala His Ala Gln Ala
195 200 205
Leu Phe Ser
210

<210> 17

<211> 20

<212> DNA

<213> Synteticka sekvencia

<220>

<223> Opis syntetickej sekvencie: primer na amplifikaciu Escherichia coli yahN

génu

<400> 17
gtgtggaacc gacgccggat 20

<210> 18

<211> 23

<212> DNA

<213> Synteticka sekvencia

<220>

<223> Opis syntetickej sekvencie: primer na amplifikaciu Escherichia coli yahN

génu

<400> 18
tgttgtatgg tacggggttc gag 23

<210> 19
<211> 20
<212> DNA
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<213> Synteticka sekvencia
<220>
<223> Opis syntetickej sekvencie: primer na amplifikaciu Escherichia coli yeaS

génu

<400> 19
ctttgccaat cccgtctece 20

<210> 20

<211> 20

<212> DNA

<213> Synteticka sekvencia

<220>

<223> Opis syntetickej sekvencie: primer na amplifikaciu Escherichia coli yeaS

génu

<400> 20

gccccatgca taacggaaag 20

<210> 21

<211> 26

<212> DNA

<213> Synteticka sekvencia

<220>

<223> Opis syntetickej sekvencie: primer na amplifikaciu Escherichia coli yfiK génu

<400> 21
gaagatcttg taggccggat aaggceg 26

<210> 22
<211> 20



-42-

<212> DNA
<213> Synteticka sekvencia
<220>

<223> Opis syntetickej sekvencie: primer na amplifikaciu Escherichia coli yfiK génu

<400> 22
tggttttacc aattggccge 20

<210> 23

<211> 21

<212> DNA

<213> Synteticka sekvencia

<220>

<223> Opis syntetickej sekvencie: primer na amplifikaciu Escherichia coli yggA

génu

<400> 23
acttctcceg cgagcecagtt ¢ 21

<210> 24

<211> 21

<212> DNA

<213> Synteticka sekvencia

<220>

<223> Opis syntetickej sekvencie: primer na amplifikaciu Escherichia coli yggA

génu

<400> 24
ggcaagctta gcgcectctgt t 21



¢ 147 - 77
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PATENTOVE NAROKY

1. Baktéria patriaca do rodu Escherichia, ktora ma schopnost produkovat’ L-
aminokyselinu, priom schopnost produkovat L-aminokyselinu je zvySena
prostrednictvom zvySenia exprimovaného mnoZstva najmenej jedného proteinu
vybraného zo skupiny, ktora pozostava z nasledujticich proteinov (A) az (H):

(A) protein, ktory ma aminokyselinovu sekvenciu uvedent v Zozname sekvencii ako
sekv. ¢.: 10;

(B) protein, ktory ma aminokyselinovi sekvenciu, vratane delécie, substitticie,
inzercie, pridania alebo inverzie jednej alebo niekofkych aminokyselin, v amino-
kyselinovej sekvencii uvedenej v Zozname sekvencii ako sekv. €.:10, a ktory
zabezpecuje, Ze baktéria, ktora ho obsahuje, ma zvySena schopnost produkovat' L-
aminokyselinu;

(C) protein, ktory ma aminokyselinovli sekvenciu uvedend v Zozname sekvencii
ako sekv. ¢.: 12;

(D) protein, ktory ma aminokyselinovii sekvenciu, vratane delécie, substitlcie,
inzercie, pridania alebo inverzie jednej alebo niekolkych aminokyselin, v amino-
kyselinovej sekvencii uvedenej v Zozname sekvencii ako sekv. &.:12, a ktory
zabezpeduje, Ze baktéria, ktora ho obsahuje, méa zvySenu schopnost produkovat' L-
aminokyselinu;

(E) protein, ktory ma aminokyselinovi sekvenciu uvedenu v Zozname sekvencii ako
sekv. €.: 14;

(F) protein, ktory ma aminokyselinovli sekvenciu, vratane delécie, substitlcie,
inzercie, pridania alebo inverzie jednej alebo niekofkych aminokyselin, v amino-
kyselinovej sekvencii uvedenej v Zozname sekvencii ako sekv. ¢.:14, a ktory
zabezpecuje, Ze baktéria, ktord ho obsahuje, ma zvySenu schopnost produkovat’ L-
aminokyselinu;

(G) protein, ktory ma aminokyselinovi sekvenciu uvedentd v Zozname sekvencii
ako sekv. ¢.: 16; alebo

(H) protein, ktory ma aminokyselinov(l sekvenciu, vratane delécie, substitlicie,

inzercie, pridania alebo inverzie jednej alebo niekofkych aminokyselin, v amino-
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kyselinovej sekvencii uvedenej v Zozname sekvencii ako sekv. &.:16, a ktory
zabezpeduje, Ze baktéria, ktora ho obsahuje, ma zvy$enu schopnost' produkovat' L-

aminokyselinu.

2. Baktéria podla naroku 1, kde L-aminokyselinou je L-lyzin a je zvySené
exprimované mnozstvo najmenej jedného proteinu vybraného zo skupiny

pozostavajlcej z proteinov (A) az (D), (G) a (H).

3. Baktéria podfa naroku 1, kde L-aminokyselinou je kyselina L-glutamova a
je zvySené exprimované mnoZstvo najmenej jedného proteinu vybraného zo

skupiny pozostavajticej z proteinov (A) az (H).

4. Baktéria podfa naroku 1, kde L-aminokyselinou je L-alanin a je zvySené
exprimované mnozZstvo najmenej jedného proteinu vybraného zo skupiny

pozostavajlcej z proteinov (C) a (D).

5. Baktéria podfa naroku 1, kde L-aminokyselinou je L-valin a je zvySené
exprimované mnoZstvo najmenej jedného proteinu vybraného zo skupiny

pozostavajlcej z proteinov (C) a (D).

6. Baktéria podfa naroku 1, kde L-aminokyselinou je L-histidin a je zvy$ené
exprimované mnoZstvo najmenej jedného proteinu vybraného zo skupiny

pozostavajlcej z proteinov (C) az (F).

7. Baktéria podla naroku 1, kde L-aminokyselinou je L-prolin a je zvy$ené
exprimované mno2stvo najmenej jedného proteinu vybraného 2zo skupiny

pozostavajlcej z proteinov (A) aZ (F).

8. Baktéria podra naroku 1, kde L-aminokyselinou je L-treonin a je zvySené
exprimované mnoZstvo najmenej jedného proteinu vybraného zo skupiny

pozostavajlicej z proteinov (E) a (F).
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9. Baktéria podfa naroku 1, kde L-aminokyselinou je L-arginin a je zvySené
exprimované mnozstvo najmenej jedného proteinu vybraného zo skupiny
pozostavaijtcej z proteinov (G) a (H).

10. Baktéria podfa naroku 1, kde L-aminokyselinou je L-izoleucin a je
zvysSené exprimované mnozstvo najmenej jedného proteinu vybraného zo skupiny

pozostavajlcej z proteinov (C) a (D).

11. Baktéria podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 10, kde v bunke je zvySeny
pocet képii DNA kédujucej uvedeny protein.

12. Baktéria podfa naroku 11, kde v bunke je DNA nesena na multiképiovom

vektore.

13. Baktéria podfa naroku 11, kde v bunke je DNA nesena na transpozéne.

14. Sposob produkcie L-aminokyseliny, vyznacdujlici sa tym, Ze
zahfia nasledujtce kroky:
- kultivaciu baktérie podfa naroku 1 v kultivaénom médiu na produkciu a akumulaciu
L-aminokyseliny v médiu, a

- izolovanie L-aminokyseliny z média.

15. Spbésob podla naroku 14, vyznadujuci sa tym, Ze L-amino-
kyselinou je L-lyzin a v baktérii je zvySené exprimované mnozstvo najmenej
jedného proteinu vybraného zo skupiny pozostavajlicej z proteinov (A) az (D), (G)
a (H).

16. Sposob podfa naroku 14, vyznadéujaci sa tym, Ze L-amino-
kyselinou je kyselina L-glutamova a v baktérii je zvySené exprimované mnozstvo
najmenej jedného proteinu vybraného zo skupiny pozostavajlcej z proteinov (A) az

(H).
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17. Spdsob podfa naroku 14, vyznacdujuci sa tym, Ze L-amino-
kyselinou je L-alanin a v baktérii je zvySené exprimované mnoZstvo najmenej

jedného proteinu vybraného zo skupiny pozostavajucej z proteinov (C) a (D).

18. Spdsob podfa naroku 14, vyznacdujuci sa tym, Zze L-amino-
kyselinou je L-valin a v baktérii je zvySené exprimované mnoZstvo najmenej

jedného proteinu vybraného zo skupiny pozostavaijlicej z proteinov (C) a (D).

19. Spdsob podfa naroku 14, vyznacujlaci sa tym, Ze L-amino-
kyselinou je L-histidin a v baktérii je zvySené exprimované mnoZstvo najmenej

jedného proteinu vybraného zo skupiny pozostavajlicej z proteinov (C) az (F).

20. Sposob podla naroku 14, vyznacdujuci sa tym, Ze L-amino-
kyselinou je L-prolin a v baktérii je zvySené exprimované mnozstvo najmenej

jedného proteinu vybraného zo skupiny pozostavajtcej z proteinov (A) az (F).

21. Spbsob podfa naroku 14, vyznacujtici sa tym, Ze L-amino-
kyselinou je L-treonin a v baktérii je zvy§ené exprimované mnozZstvo najmenej

jedného proteinu vybraného zo skupiny pozostavajacej z proteinov (E) a (F).

22. Sposob podfa naroku 14, vyznadujuci sa tym, Ze L-amino-
kyselinou je L-arginin a v baktérii je zvySené exprimované mnoZstvo najmenej

jedného proteinu vybraného zo skupiny pozostavajlcej z proteinov (G) a (H).

23. Spdsob podfa naroku 14, vyznaéujuci sa tym, Ze L-amino-
kyselinou je L-izoleucin a v baktérii je zvySené exprimované mnoZstvo najmenej

jedného proteinu vybraného zo skupiny pozostévajlcej z proteinov (C) a (D).

24. Spdsob podra ktoréhokolvek z narokov 14 az 23, vyznacujuci sa
ty m, Ze v bunke baktérie je zvySeny pocet kdpii DNA kddujlicej uvedeny protein.
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25. Spdsob podla naroku 24, vyznadujici sa tym, 2e v bunke je
DNA nesena na multiképiovom vektore.

26. Spdsob podfa naroku 24, vyznacujuci sa tym, Ze v bunke je
DNA nesena na transpozoéne.
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