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Spbsob fermentalnej vyroby L-aminokyselin a nukleotidové

sekvencie kbédujice gén accDA

Oblast techniky

Predmetom vyndlezu si nukleotidové sekvencie kdédujice
gén accDA a spdsob fermentadnej vyroby L-aminokyselin, najmi
L-lyzinu, pouzitim koryneformnych baktérii, v ktorych sa zo-

silfiuje gén accDA.

Doterajsi stav techniky

L-Aminokyseliny, najma L-lyzin, sa pouZivaju vo vyZive

zvierat, v humdnnej medicine a vo farmaceutickom priemysle.

Je znéme, Ze tieto aminokyseliny sa vyrédbaju fermentéa-
ciou kmenov koryneformnych baktérii, najmd@ Corynebacterium
glutamicum. Kvdéli velkému vyznamu sa stdle pracuje na zlep-
Seni spdsobu vyroby. Zlep3enia spbsobov sa méZu dokonca ty-
kat fermentadno-technologickych opatreni, ako napriklad
mieSania a zasobovania kyslikom, alebo zloZenia Zivnych
médii, ako napriklad koncentracie cukru po&as fermentécie,
alebo spracovania na produktovi formu napriklad ionexovou
chromatografiou alebo vlastnych dZitkovych vlastnosti mikro-

organizmu.

Na zlepSenie uzZitkovych vlastnosti tychto mikroorganiz-
mov sa pouZivaju metdédy mutagenézy, selekcie a volby mutan-
tov. Tymto spdésobom sa ziskaju kmene, ktoré si rezistentné

voC¢i antimetabolitom, ako je napriklad analogdén lyzinu S-(2-



aminoetyl)cystein, alebo su auxotrofné pre regulac¢ne vyznam-

né aminokyseliny a produkujad L-aminokyseliny.

UZ niekolko rokov sa taktieZ pouzZivaju metdéddy rekombi-
nantnej techniky DNA na kmefiové zlepSenie kmefiov Corynebac-
terium, produkujicich L-aminokyseliny, tym, Ze jednotlivé
gény biosyntézy aminokyselin sa amplifikujui a skuma sa
u¢inok na produkciu L-lyzinu. Prehladny &ldnok k tomu sa
nachadza medzi inym v Kinoshita (,Glutamic Acid Bacteria",
v: Biology of Industrial Microorganisms, Demain and Solomon
(vyd.), Benjamin Cummings, Londyn, Velkd Britdnia, 1985,
115-142), Hilliger (BioTec 2, 40-44 (1991), Eggeling (Amino
Acids 6:261-272 (1994)), Jetten a Sinskey (Critical Reviews
in Biotechnology 15, 73-103 (1995)) a Sahm et al. (Annuals
of the New York Academy of Science 782, 25-39 (1996)).

Enzym acetyl-CoA-karboxylaza katalyzuje karboxylaciu
acetyl-CoA na malonyl-CoA. Tento enzym z Escherichia coli sa
skladd zo Styroch podjednotiek. Gén accB kéduje nosny pro-
tein biotinkarboxylu, gén accC pre biotinkarboxyldzu a gény
accA a accD pre transkarboxyldzu (Cronan and Rock, Biosyn-
thesis of Membrane lipids. In: Escherichia coli and Salmo-
nella typhimurium (vyd. F. C. Neidhardt), 1996, str. 612-
636, American Society for Microbiology). Kvdli tomu, Ze
tento enzym mad tu vlastnost, Ze karboxyluje acylové skupiny

vo forme acyl-CoA, oznacuje sa aj ako acyl-CoA-karboxylaza.

Nukleotidovi sekvenciu génu accBC Corynebacterium glu-
tamicum urcéil Jager et al. (Archives of Microbiology 166,
76-82 (1996)) a v3eobecne je dostupnd v databaze European
Molecular Biologies Laboratories (EMBL, Heidelberg, Nemecko)
pod prirastkovym €islom U35023. Gén accBC kéduje podjednotku



acetyl-CoA-karboxylazy, ktord nesie doménu nosného proteinu

biotinkarboxylu a doménu biotinkarboxyléazy.
Vyndlezcovia si stanovili za ulohu poskytnit nové opat-~
renia na zlepSeni fermentadnii vyrobu L-aminokyselin, najméi

L-lyzinu.

Podstata vyndlezu

L-Aminokyseliny sa pouZivaji vo vyZive zvierat, v hu-
mannej medicine a vo farmaceutickom priemysle. Existuje
preto v3eobecny zAujem o poskytnutie novych zlep$enych spb-

sobov vyroby L-aminokyselin.

Ked sa v nasledovnom texte uvedie L-lyzin alebo lyzin,
mienia sa tym nielen zadsady, ale aj soli, ako napriklad

lyzinmonohydrochlorid alebo lyzinsulfat.

Predmetom vyndlezu je DNA replikovatelnd v koryne-
formnych mikroorganizmoch, prednostne rekombinantné, pochéa-
dzajuca z Corynebacterium, ktora obsahuje aspoii ti nukle-
otidovi sekvenciu, ktord kéduje gén accDA, zndzorneny v SEQ-
ID-No. 1.

Predmetom je aj replikovateIna DNA podla ndroku 1 s:

(i) nukleotidovou sekvenciou zndzornenou v SEQ-ID-No. 1,

(ii) aspon jednou sekvenciou, ktoréd zodpoveda sekvencii (i)

vnitri oblasti degenerdcie genetického kédu, alebo

(iii) aspofi jednou sekvenciou, ktord sa hybridizuje so sek-

venciou komplementdrnou k sekvencii (i) alebo (ii), a



popripade

(iv) funk&ne neutrdlnymi mutaciami so zmyslom v (i).

Predmetom vyndlezu st aj koryneformné mikroorganizmy,
najmd rodu Corynebacterium, transformované zavedenim uvede-

nej replikovatelnej DNA.

Vyndlez sa dalej tyka spdsobu fermenta&nej vyroby L-
aminokyselin pouZitim koryneformnych baktérii, ktoré najmi
uZ produkuju aminokyseliny a v ktorych sa zosilfiuji, najmi
nadmerne exprimujd nukleotidové sekvencie kdédujice gén

accDA.

Predmetom vynalezu je napokon aj spdsob zosilnenia
acyl-CoA-karboxyldzy v koryneformnych baktéridch pomocou
spolo&nej nadmernej expresie nového génu accDA podla vynédle-

zu a znameho génu accBC.

Pojem ,zosilnenie™ opisuje v tejto sivislosti zvySenie
intracelularnej aktivity jedného alebo viacerych enzymov v
mikroorganizme, ktoré st kédované prislusnou DNA, tym, Ze sa
napriklad zvySi pocet képii génu, popripade génov, pouZije
sa silny prométor alebo sa pouZije gén, ktory kéduje pri-
sluSny enzym s vysokou aktivitou a tieto opatrenia sa po-

pripade kombinujud.

Mikroorganizmy, ktoré su predmetom predloZeného vyna-
lezu, mézZu vytvarat L-aminokyseliny z glukdézy, sacharézy,
laktézy, fruktézy, maltdzy, melasy, Skrobu, celuldzy alebo z
glycerolu a etanolu. MéZe sa jednat o zastupcov koryneform-
nych baktérii, najmd rodu Corynebacterium. Pri rode Coryne-

bacterium je treba uviest najmd druh Corynebacterium gluta-



micum, ktory je v odbornom svete zndmy pre svoju schopnost

produkovat L-aminokyseliny.

Vhodnymi kmerimi rodu Corynebacterium, najmd druhu Cory-

nebacterium glutamicum, si znadme kmene divého typu

Corynebacterium glutamicum ATCC13032,
Corynebacterium acetoglutamicum ATCC15806,
Corynebacterium acetoacidophilum ATCC13870,
Corynebacterium thermoaminogenes FERM BP-1539,
Brevibacterium flavum ATCC14067,
Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 a

Brevibacterium divaricatum ATCC14020

a z nich vytvorené mutanty, popripade kmene, produkujice L-

aminokyseliny, ako napriklad

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

Vynadlezcom sa podarilo izolovat novy gén accDA C. glu-
tamicum. Na izolaciu génu accDA alebo aj inych génov C.
glutamicum sa najskér zaloZi génovad banka tohto mikroorga-
nizmu v E. coli. ZaloZenie génovych béank je opisané vo vse-
obecne zndmych ufebniciach a priru¢ké&ch. Ako priklad moZno
uviest ulebnicu od Winnackera: Gene und Klone, Eine Einfiih-
rung in die Gentechnologie (Verlag Chemie, Weinheim, Nemec-
ko, 1990) alebo prirucku od Sambrooka et al.: Molecular
Cloning, A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 1989). Velmi zndmou génovou bankou je génova banka



kmena W3110 E. coli K-12, ktord zaloZili Kohara et al. (Cell

50, 495 - 508 (1987)) v A-vektoroch. Bathe et al. (Molecular
and General Genetics, 252:255-265, 1996) opisuju génovi
banku C. glutamicum ATCC13032, ktora bola zaloZenid pomocou
kozmidového vaktora SuperCos I (Wahl et al., 1987, Procee-
dings of the National Academy of Sciences USA, 84:2160-2164)
v kmeni NM554 E. coli K12 (Raleigh et al., 1988, Nucleic
Acids Research 16:1563-1575). Bormann et al. (Molecular
Microbiology 6(3), 317-326)) zasa opisujd génovi banku C.
glutamicum ATCC13032 s pouZitim kozmidu pHC79 (Hohn a Col-
lins, Gene 11, 291-298 (1980)). Na vytvorenie génovej banky
C. glutamicum v E. coli sa mdZu pouZit aj plazmidy, ako
napriklad pBR322 (Bolivar, Life Sciences, 25, 807-818 (1979)
alebo pUCY (Viera et al., 1982, Gene, 19:259-268). Ako
hostitelia su vhodné najmd také kmene E. coli, ktoré su

defektné vzhladom na restrikciu a rekombindciu. Prikladom

toho je kmen DHS5amcr, ktory opisal Grant et al. (Proceedings
of the National Academy of Sciences USA, 87 (1990) 4645-
4649). Dlhé fragmenty DNA klonované pomocou kozmidov sa
potom zasa mbéZu subklonovat do beZnych vektorov vhodnych na
sekvencovanie a potom sekvencovat, ako sa opisuje napriklad
v Sanger et al. (Proceedings of the National of Sciences of

the United States of America 74:5463-5467 (1977)).

Tymto spdsobom sa ziskala nova, sekvencia DNA C. glu-
tamicum, kdédujiaca gén accDA, ktord je ako SEQ ID NO 1 sa-
¢astou predloZeného vyndlezu. V SEQ ID NO 2 je reprodukovana
kédujtica oblast (cds) génu accDA. Dalej sa z predloZenej
sekvencie DNA odvodila aminokyselinova sekvencia prislus-
ného proteinu pomocou vy33ie opisanych metdéd. V SEQ ID NO 3
je znazornend vyplyvajuca aminokyselinové& sekvencia génového

produktu accDA.



Kbédujiice sekvencie DNA, ktoré vyplyvajt z SEQ ID NO 1
v dbésledku degenerovatelnosti genetického kédu, st taktieZ
suCastou vyndlezu. Rovnako si sifastou vynalezu sekvencie
DNA, ktoré sa hybridizuju s SEQ ID NO 1 alebo Gastami SEQ ID
NO 1. V odbornom svete si dalej konzervativne vymeny amino-
kyselin, ako napriklad vymena glycinu za alanin alebo ky-
seliny asparagovej za kyselinu glutdmova v proteinoch, zname
ako ,mutacie so zmyslom“ (sense mutations), ktoré nevedi k
Ziadnej zésadnej zmene aktivity proteinu, t. zn. sa funké&ne
neutrdlne. Dalej je zname, Ze zmeny na N-konci a/alebo C-
konci proteinu nemdéZu jeho funkciu podstatne poskodzovat
alebo ju méZu dokonca stabilizovat. Udaje k tomu ndjde
odbornik medzi inym v Ben-Bassat et al. (Journal of Bacte-
riology 169:751-757 (1987)), v O'Regan et al. (Gene 77:237-
251 (1989)), v Sahin-Toth et al. (Protein Sciences 3:240-247
(1994)), v Hochuli et al. (Bio(Technology 6:1321-1325
(1988)) a v znamych ucebniciach genetiky a molekulovej bio-
lé6gie. Aminokyselinové sekvencie, ktoré vyplyvajd prislus-

nym spdsobom z SEQ ID NO 3, su taktieZ sudastou vyndlezu.

Vynalezcovia zistili, Ze koryneformné baktérie po nad-
mernej expresii génu accDA produkuju zlepSenym spésobom L-

lyzin.

Na dosiahnutie nadmerne]j expresie sa mbZe zvySit pocet
képii prislusnych génov alebo sa mdéZe mutovat prombétorova a
requlacénéd oblast alebo miesto naviazania ribozémov, ktoré sa
nachddza proti smeru Struktirneho génu. Rovnakym spdsobom
pbésobia expresivne kazety, ktoré sa vkladaju proti smeru
Struktirneho génu. Pomocou indukovatelnych prométorov mozZno
dodato¢ne zvy$it expresiu v priebehu fermentacnej produkcie
L-lyzinu. Opatreniami na prediZenie trvanlivosti m-RNA sa

expresia taktieZ zlep3uje. Dalej sa enzymova aktivita tak-



tieZ zosilfiuje zabrénenim odburavania enzymového proteinu.
Gény alebo génové kon3trukty méZu bud existovat v plazmidoch
s rozliénym poctom ké6pii, alebo mbéZu byt integrované a
amplifikované v chromozéme. Dalej sa mbéZe alternativne do-
siahnut nadmernad expresia prislu3nych génov zmenou zloZenia

médii a zmenou uskutoénenia kultivacie.

Navody na to najde odbornik medzi inym v Martin et al.
(Bio/Technology 5, 137-146 (1987)), v Guerrero et al. (Gene
138, 35-41 (1994)), Tsuchiya a Morinaga (Bio/Technology 6,
428-430 (1988)), v Eikmanns et al. (Gene 102, 93-98 (1991)),
v eurdpskom patentovom spise EPS 0 472 869, v US patente
4,601,893, vo Schwarzer a Plihler (Bio/Technology 9, 84-87
(1991)), v Reinscheid et al. (Applied and Environmental Mic-
robiology 60, 126-132 (1994)), v LaBarre et al. (Journal of
Bacteriology 175, 1001-1007 (1993)), v patentovej prihlaske
WO 96/15246, v Malumbres et al. (Gene 134, 15 - 24 (1993)),
v japonskom zverejnenom spise JP-A-10-229891, v Jensen a
Hammer (Biotechnology and Bioengineering 58, 191-195
(1998)), v Makrides (Microbiological Reviews 60:512-538
(1996)) a v znamych uéebniciach genetiky a molekulovej bio-

léqgie.

Prikladom plazmidu, pomocou ktorého sa mbéZe nadmerne
exprimovat gén accDA, je pZlaccDA (obrazok 1), ktory sa
nachaddza v kmeni MH20-22B/pZlaccDA. Plazmid pZlaccDA je
kyvadlovym vektorom E. coli - C. glutamicum spo&ivajucim na
plazmide pZl (Menkel et al., Applied and Environmental Mic-
robiology 55(3), 684-688 (1989)), ktory nesie gén accDA.
Rovnako sa mbézZu pouZit iné plazmidové vektory replikovatelné
v C. glutamicum, ako napriklad pEKEx1l (Eikmanns et al., Gene
102:93-98 (1991)) alebo pZ8-1 (eurdpsky patentovy spis 0 375
889.



Vynalezcovia dalej zistili, Ze pomocou pridavnej nad-
mernej expresie zndmeho génu accBC pridavne k novému génu
accDA podla vynalezu produkuji koryneformné baktérie zlep-
Senym spbsobom acyl-CoA-karboxylazu. Prikladom plazmidu,
pomocou ktorého sa méZe spolo&ne nadmerne exprimovat gén
accDA a gén accBC, je pEKOaccBCaccDA (obrizok 2). Plazmid
PEKOaccBCaccDA je kyvadlovym vektorom E. coli - C. glutami-
cum, spocivajlcim na plazmide pEKO (Eikmanns et al., Gene
102, 93-98, (1991)), ktory nesie gén accBC a accDA. Rovnako
sa méZu pouZit iné plazmidové vektory replikovatelné v C.
glutamicum, ako napriklad pEKExl (Eikmanns et al., Gene
102:93-98 (1991)) alebo pzZ8-1 (eurdpsky patentovy spis 0 375
889).

Dodato&ne méZe byt pre produkciu L-aminokyselin vyhodné
okrem génu accDA nadmerne exprimovat jeden alebo viac enzy-
mov prislu3nej biosyntetickej dr&hy. Takto sa napriklad méie

pri produkcii L-lyzinu

® sGlasne nadmerne exprimovat gén dapA kédujici dihydro-
dipikolindtsyntdzu (EP-B 0 197 335), alebo

® sucasne amplifikovat fragment DNA sprostredkovavajuci

rezistenciu na S-(2-aminoeyl)-cystein (EP-A 0 088 166).

Dalej méZe byt pre produkciu L-aminokyselin, najmi L-
lyzinu, vyhodné okrem nadmernej expresie génu accDA vyludit
neZiaduce vedlajSie reakcie (Nakayama: ,Breeding of Amino
Acid Producing Microorganisms“, v: Overproduction of Micro-
bial Products, Krumphanzl, Sikyta, Vanek (vyd.), Academic
Press, Londyn, Velka& Briténia, 1982).
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Mikroorganizmy vyrobené podla vynalezu sa méZu na G&ely
produkcie L-lyzinu kultivovat kontinudlne alebo diskontinu-
dlne spdsobom batch (vsaddzkovd kultivacia) alebo spbsobom
fed batch (pritokovy systém) alebo repeated fed batch spd-
sobom (opakovany pritokovy systém). Zhrnutie znamych kulti-
vacnych metéd je opisané v udebnici od Chmiela (Bioprozess-
technik 1. Einfihrung in die Bioverfahrenstechnik (Gustav
Fischer Verlag, Stuttgart, 1991) alebo v udebnici od Stor-
hasa (Bioreaktoren und periphere Einrichtungen (Vieweg

Verlag, Braunschweig/Wiesbaden, 1994).

Pouzité kultivacné médium musi vhodnym spésobom vyhovo-
vat narokom danych kmefiov. Opisy kultivaénych médii rozli&-
nych mikroorganizmov sa nachadzaja v prirucke ,Manual of
Methods for General Bacteriology“ od American Society for
Bacteriology (Washington D.C., USA, 1981). Ako zdroje uhlika
sa méZu pouzivat cukry a sacharidy, ako je napriklad glukéd~
za, sacharéza, laktéza, fruktdza, maltédza, melasa, Skrob a
celuléza; oleje a tuky, ako napriklad séjovy olej, slned&ni-
covy olej, podzemnicovy olej a kokosovy olej, mastné kyseli-
ny, ako je kyselina palmitov4, kyselina stearovai, kyselina
linolovéa; alkoholy, ako je napriklad glycerol a etanol; a
organické kyseliny, ako je napriklad kyselina octova. Tieto
latky sa méZu pouZivat ako jednotlivé zloZzky alebo ako zmes.
Ako zdroje dusika sa mdé%u pouZivat organické zli¢eniny obsa-
hujice dusik, napriklad peptény, kvasnicovy extrakt, midsovy
extrakt, sladovy extrakt, madacia voda, séjova mika a mo&o-
vina, alebo anorganické zlud&eniny, ako je napriklad siran
aménny, chlorid aménny, fosforeé&nan aménny, uhli¢itan aménny
a dusicnan aménny. Zdroje dusika sa mé3u pouzZivat jednotlivo
alebo ako zmes. Ako zdroje fosforu sa méZu pouZivat kyselina
fosfore&nd, dihydrogenfosfore&nan draselny alebo hydrogen-

fosforednan draselny alebo prislu3né soli obsahujice sodik.
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Kultivaéné médium musi dalej obsahovat soli kovov, ako na-
priklad siran hore&naty alebo siran Zeleza, ktoré su po-
trebné na rast. Napokon sa méZu dodato&ne k vy§3ie uvedenym
lédtkam pouZivat esencidlne rastové latky, ako st aminokyse-
liny a vitaminy. Ku kultiva&nému médiu sa mé3u okrem toho
pridavat vhodné prekurzory. Uvedené pouZivané suroviny sa
méZu ku kultire pridavat vo forme jednorazovej vs&dzky alebo

sa mbéZu vhodnym spdsobom pridiavat po&as kultivacie.

Na kontrolu pH kultiry sa vhodne pouZivajui zasadité
zlu€eniny, ako je hydroxid sodny, hydroxid draselny, amo-
niak, popripade amoniakova voda, alebo kyslé zlu&eniny, ako
je kyselina fosfore&nd alebo kyselina sirova. Na kontrolu
tvorby peny sa méZu pouZivat odpefiovadla, ako napriklad
polyglykolestery mastnych kyselin. Na udrZiavanie stability
plazmidov sa méZu k médiu pridavat vhodné selektivne pdso-
biace latky, napriklad antibiotika. Aby sa udrZiavali
aerdbne podmienky, zavaddza sa do kultury kyslik alebo zmesi
obsahujuce kyslik, napriklad vzduch. Teplota kultury je
zvyCajne pribliZne 20 °C aZ 45 °C a najmi pribliZne 25 °C az
40 °C. Kulttra sa udrZiava tak dlho, kym sa nevytvori maxi-
mum Ziadanej L-aminokyseliny. Tento ciel sa zvyCajne do-
siahne za 10 hodin aZ 160 hodin.

Analyza L-lyzinu sa mdéZe uskutodfiovat anexovou chroma-
tografiou s naslednou ninhydrinovou derivatizaciou tak, ako
sa opisuje v Spackman et al. (Analytical Chemistry, 30,
(1958) 1190).

Nasledovné mikroorganizmy boli uloZené v Nemeckej
zbierke mikroorganizmov a bunkovych kultar (DSMZ, Braun-

schweig, Nemecko) podla budapeStianskej zmluvy:
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] kmen Corynebacterium glutamicum DSM5715/pZlaccDA ako
DSM 12785,

° kmeni Corynebacterium glutamicum DSM5715/pEKOaccBCaccDA
ako DSM 12787.

Spbésob podla vyndlezu sliZi na fermentadni vyrobu L-
aminokyselin, najmad kyseliny L-asparéagovej, L-asparaginu,
L-homoserinu, L-treoninu, L-izoleucinu a L-metioninu pomocou

koryneformnych bakrérii, najmd na vyrobu L-lyzinu.

Priklady uskutoénenia vynalezu

PredloZeny vyndlez sa v nasledovnom texte bliZSie vy-

svetluje na zdklade prikladov uskutocnenia.

Priklad 1

Klonovanie a sekvencovanie génu accDA

PouzZitim kozmidu pHC79 (Hohn a Collins, Gene 11, 291-
298 (1980) tak, ako sa opisuje aj v Bormann et al. (Molecu-
lar Microbiology 6(3), 317-326)) sa vytvorila génova banka
C. glutamicum ATCC13032.

Zvoleny kozmid sa Stiepil restrikénymi enzymami EcoRI a
XhoI podla Udajov vyrobcu tychto restrikénych enzymov
(Boehringer Mannheim)). Vzniknuté fragmenty DNA sa zmieSali
s vektorom pUCl8 (Norrander et al. (1983) Gene 26: 101-106),
ktory bol taktieZ spracovany restrikénymi enzymami EcoRI a
XhoI, a po spracovani T4-DNA-ligdzou sa klonovali do kmefa
DHSamcr E. coli (Grant et al. (1990) Proceedings of the
National Academy of Sciences USA, 87: 4645-4645) tak, ako
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opisuje Sambrook et al. (Molecular Cloning a Laboratory
Manual (1989) Cold Spring Harbour Laboratories). Selekcia

transformantov sa uskutoc¢nila selekciou na agare LB obsahu-

jicom 50 pg/ml ampicilinu, ako sa opisuje v Sambrook et al.
(Molecular Cloning a Laboratory Manual (1989) Cold Spring
Harbour Laboratories). Z jedného transformantu sa izolovala
plazmidovd DNA a oznadila ako pUCaccDA. Potom sa pomocou
kitu (Erase~a-Base) od firmy Promega (Heidelberg, Nemecko),
urceného na tento ucel, vytvorili subklony Stiepenim exo-
nukledzou III. Tieto sa sekvencovali podla metédy dideoxy-
retazcového preruSenia od Sangera et al. (Proceedings of the
National Academy of Sciences USA (1977) 74: 5463-5467).
Pritom sa pouZil Auto-Read Sequencing kit (Amersham Phar-
macia Biotech, Uppsala, Svédsko). Analyza pomocou gélovej
elektroforézy sa uskutocnila pomocou automatického lasero-
vého fluorescentného sekvenéného pristroja (A.L.F.)) od
Amersham Pharmacia Biotech (Uppsala, Svédsko). Ziskand nuk-
leotidova sekvencia sa analyzovala pomocou programového
balika (Programmpaket) HUSAR (Release 4.0, EMBL, Heidelberg,
Nemecko) . Nukleotidova sekvencia je znazornena v SEQ ID NO
1. Analyza nukleotidovej sekvencie poskytla otvoreny &itaci
raster s 1473 parmi baz, ktory sa ozna&il ako gén accDA. Gén

accDA z C. glutamicum kéduje polypeptid zo 484 aminokyselin.

Priklad 2

Expresia génu accDA v Corynebacterium glutamicum

Gén accDA sa kvO6li expresii v C. glutamicum subklonoval
do vektora pZl (Menkel et al. (1989) Applied and Environ-
mental Microbiology 55: 684-688). Na to sa plazmid pUCaccDA
(vid priklad 1)) Stiepil restrikénym enzymom ClaI. Vysledny

fragmentt s velkostou 1,6 kb sa izoloval tak, ako sa opisu-
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je v priklade 1, spracoval Klenowovou polymerdazou a alka-
lickou fosfatdzoou a pouzZil na ligéaciu s pZ2l. Tento vektor
sa predtym linearizoval pomocou Scal. Liga&nou nésadou sa
transformoval E. coli DHS5amcr (Grant et al. (1990) Procee-
dings of the National Academy of Sciences USA, 87: 4645-
4645) a transformanty sa selektovali na agare LB obsahujiucom
kanamycin (50 pg/ml). Tym sa ziskal kyvadlovy vektor
pZlaccDA s velkostou 7,7 kb (obrazok 1). Tento sa pomocou
elektroporicie zaviedol do kmefia DSM5715 tak, ako sa opisuje
v Haynes (FEMS Microbiol. Letters (1989) 61: 329-334),
pricom transformanty sa selektovali na agare LBHIS (Liebl et
al., FEMS Microbiology Letters 1989, 65: 299-304). Tymto
spdsobom sa ziskal kmefi C. glutamicum DSM5715/pZlaccDA.

Priklad 3

Produkcia L-lyzinu kmefiom DSM5715/pZlaccDA

Kmen DSM5715/pZlaccDA sa po predbeZnej kultivacii v
médiu CgIII (Keilhauer et al. 1993, Journal of Bacteriology
175: 5595-5603) kultivoval v produkénom médiu CgXII (Keil-
hauer et al. 1993, Journal of Bacteriology 175: 5595-5603).
Pridali sa 4 % glukézy a 50 mg/l kanamycinsulfatu.

Po 48 hodinach inkubdcie sa stanovila opticka hustota
pri 660 nm a koncentricia vytvoreného L-lyzinu. V tabulke 1

je uvedeny vysledok pokusu.
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Tabulka 1
Kmen Opticka L-Lyzin
hustota g/l
DSM5715 31,4 7,2
DSM5715/pZlaccDA 43,1 8,0

Priklad 4

Spolo&nd expresia accBC a accDA

(i) KonStrukcia expresivneho vektora PEKOaccBCaccDA

Plazmid pWJ71 obsahujuci accBC (Jiger et al., Archives
of Microbiology (1996) 166:76-82)) sa Stiepil restriké&nymi
enzymami Agel a Smal a potom sa spracoval Klenowovou poly-
merazou a alkalickou fosfatdzou. Paralelne k tomu sa Stiepil
plazmid pUCaccDA pomocou EcoRI/Xhol a potom sa uskuto&nilo
spracovanie Klenowovou polymerdzou a alkalickou fosfatdzou.
Preparativnou izolaciou z agarézového gélu, ktora sa usku-
toénila tak, ako sa opisuje v Sambrook et al. (Molecular
Cloning a Laboratory Manual (1989) Cold Spring Harbour
Laboratories), sa izoloval fragment s velkostou 2,1 kb,
nesici accDA. Tento sa ligoval s vektorom pWJ71, ktory bol
pripraveny tak, ako sa predtym opisalo. Z vysledného plaz-
midu sa pomocou Stiepenia KpnI/Sall vyStiepil fragment s
velkostou 4,6 kb nestici accBCaccDA a znovu sa pomocou
elektroforézy pouzitim agarézového gélu preparativne izolo-
val. Na ligdciu tohto fragmentu s kyvadlovym vektorom PEKO
C. glutamicum/E. coli (Eeikmanns et al. (1991) Gene 102:
93-98) sa pEKO Stiepil restrik&nymi enzymami KpnI a Sall a
potom sa uskutolnilo spracovanie Klenowovou polymerazou a

alkalickou fosfatdzou. Takto pripraveny vektor sa ligoval s
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fragmentom s veIkosq~9u 4,6 kb, nesucim accBCaccDA. Vysledny
vektor pEKOaccBCaccDA je znadzorneny na obrazku 2. Tento
vektor sa pomocou elektropordcie (Haynes 1989, FEMS Micro-
biol. Letters 61: 329-334) vloZil do kmefla ATCC13032 tak,
ako sa opisuje v priklade 2. Tymto spésobom sa ziskal kmefi
C. glutamicum ATCC13032/pEKOaccBCaccDA.

(ii) Stanovenie acyl-CoA-karboxyl&zovej aktivity

Kmefi C. gluttamicum ATCC13032/pEKOaccBCaccDA sa po
predbeZnej kultivécii v médiu CGIII (Keilhauer et al. 1993,
Journal of Bacteriology 175: 5595-5603) naniesol na médium
CGXII, ktoré je opisané v Keilhauer et al. (Journal of
Bacteriology (1993) 175: 5595-5603). Bunky sa zhromazdili
centrifugdciou a peleta buniek sa raz premyla 60 mM Tris-HCl
(pH 7,2) a resuspendovala v tom istom tlmivom roztoku. Dr-
venie buniek sa uskuto&nilo pomocou 10-minGtového spraco-
vania ultrazvukom (Branson-Sonifier W-250, Branson Sonic
Power Co, Danbury, USA). Potom sa tilomky buniek oddelili 30-
mindtovou centrifugdciou pri 4 °C a supernatant sa ako
surovy produkt pouZil v enzymovom teste. Reak&n& nasada
enzymového testu obsahovala v 1 ml reak&ného objemu 60 mM
Tris-HCl (pH 7,2), 65 mM KHCO3, 1 mM ATP, 1,5 mM MgCl,, 4 mM
AcylCoA (volitelne acetyl-CoA alebo propionyl-CoA) a 4 mg
surového extraktu. Testovacie nasady sa inkubovali pri 30 °C
a po 15, 30, 45 a 60 sekundach sa odobrali 100ul vzorky a
stanovila sa v nich koncentricia malonyl-CoA, popripade
metylmalonyl-CoA pomocou HPLC-analyzy (Kimura et al. (1997)
Journal of Bacteriology 179: 7098-7102). Ako ukazuje tabulka
2, kmefi C. glutamicum ATCC13032/pEKOaccBCaccDA vykazuje
vysokld acyl-CoA-karboxyldzov( aktivitu s acetyl-CoA aj s
propionyl-CoA, naproti &omu kontrolny kme# m& len nizku
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acyl-CoA-karboxylézovii aktivitu s acetyl-CoA aj s propionyl-
CoA.

Tabulka 2: Specifickd acyl-CoA-karboxyladzov& aktivita

(umol/min a mg proteinu) v C. glutamicum

Acyl-CoA-karboxylazova aktivita

sO substratom

Kmen Acetyl-CoA Propionyl-CoA
ATCC13032/pEKOaccBCaccDA 0,048 0,124
ATCC13032/pEKO 0,011 0,018
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Prehlad obré&zkov na vykresoch

PriloZené si nasledovné obrazky:

Obrazok 1: Mapa plazmidu pZlaccDA

Obrazok 2: Mapa plazmidu pEKOaccBCaccDA
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ggc
Gly

gtc
val

aac
Asn
465

agt
Ser

gtg
Val

gce
Ala
450

gce
Ala

cgc

Arg

<210> 3
<211> 491
<212> PRT

cag
Gln
435

gaa
Glu

ctc

Leu

ttc
Phe

gcg
Ala

acc
Thr

tce

Ser

aca
Thr

cac

His

gag
Glu

gaa
Glu

cga
Arg
485

gca
Ala

cac

His

ttg
Leu
470

ttt
Phe

ctt
Leu

ttt
Phe
455

gat

Asp

gag
Glu

tta
Leu
440

gtt

val

aac

Asn

cgt
Arg

25

agc
Ser

gaa
Glu

aat

Asn

tta
Leu

<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 3

Val
1

Ala

Trp

Thr

Thr

65

Asp

Glu

Leu

Asn

Leu

50

Gly

Phe

Lys

Thr

Glu

35

Glu

Glu

Ser

Arg

Leu

20

Thr

Arg

Gly

Phe

Phe

Ile

Pro

Ala

Thr

Leu
85

Pro

Asp

Gln

Axg

Val

70

Gly

Thr

Ser

Tyr

Ser

55

Glu

Gly

Met

val

Asp

40

Lys

Gly

Ser

Val

Leu

25

Asn

Ala

Ile

Leu

caa
Gln

gaa
Glu

ccg

Pro

gcg
Ala
490

Trp

10

Asp

Leu

Lys

Pro

Gly
90

999
Gly

att
Ile

gag
Glu
475

cag
Gln

Gly

Pro

Asn

Cys

Val

15

Thr

ctt

Leu

ctce
Leu
460

agg
Arg

Met

Asp

Gln

Asp

60

Ala

Val

atc
Ile
445

ggc

Gly

gcg
Ala

Glu

Ser

Gly

45

Glu

Val

Ala

gac

Asp

aca
Thr

gga
Gly

His

Phe

30

Tyr

Ser

Ile

Ser

999
Gly

atc
Ile

cgc

Arg

Thr

15

Ile

Ala

val

Leu

Val
95

atc
Ile

agc

Ser

gac
Asp
480

Ser

Ser

Glu

Ile

Ser

80

Arg

1344

1392

1440

1473
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Ile

Val

Phe

Ala

145

Ala

Gly

Gly

Thr

val

225

Phe

Ala

Thr

Leu

val
305

Met

Ser

Val

130

His

Met

Ala

His

Gly

210

Ala

Ser

Arg

Leu

Ser

290

Val

Lys

Pro

115

Met

Leu

Ala

Gln

Ala

195

Val

Lys

Pro

Ser

Gly

275

Pro

Leu

Ala

100

Ala

Met

Pro

Ser

Ile

180

Leu

Ile

Thr

Thr

Arg

260

Ala

Ala

Ile

Ile

Ser

Val

Phe

Trp

165

Gly

Pro

Asp

Leu

Thr

245

Asp

Asp

val

Gly

His

Gly

Ser

Leu

150

Gly

Phe

Asp

Gly

Lys

230

Pro

Pro

Val

Arg

Gln
310

Arg

Gly

Ile

135

Val

Ser

Leu

Gly

Ile

215

Val

Gly

Gln

val

Val

295

Asp

Ala

Ala

120

Thr

Tyr

Ser

Gly

Val

200

Val

Ile

Val

Arg

Lys

280

Ala

Arg

26

Thr

105

Arg

Ala

Leu

Gly

Pro

185

Gln

Ser

Gln

Ala

Pro

265

Leu

Leu

Arg

Glu

Met

Ala

Arg

His

170

Arg

Gln

Pro

Pro

Leu

250

Gly

Ser

Ala

Phe

Leu

Gln

Val

Asn

155

Leu

vVal

Ala

Leu

Val

235

Pro

Ile

Gly

Arg

Thr
315

Lys

Glu

Gln

140

Pro

Thr

Val

Glu

Gln

220

Glu

vVal

Gly

Ala

Ile

300

Leu

Leu

Asp

125

Arg

Thr

Phe

Glu

Asn

205

Leu

Ala

Met

Glu

Arg

285

Gly

Gly

Pro

110

Asn

His

Met

Ala

Leu

190

Leu

Arg

Thr

Glu

Ile

270

Ala

Gly

Pro

Leu

Arg

Arg

Gly

Glu

175

Thr

val

Ala

Asp

Ala

255

Met

Gly

Arg

Gln

Leu

Ala

Glu

Gly

160

Pro

Thr

Lys

Ala

Arg

240

Ile

Glu

Ala

Pro

Glu
320
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Leu

Pro

Ala

Leu

val

385

Ala

Ile

Gly

Val

Asn

465

Ser

Arg

Ile

Glu

Ile

370

Gly

Glu

Leu

Val

Ala

450

Ala

Arg

Phe

Val

Glu

355

Asp

Gly

Asn

Phe

Gln

435

Glu

Leu

Phe

Ala

Ser

340

Leu

Ala

Gly

Ala

Arg

420

Ala

Thr

Ser

Thr

Arg

325

Ile

Gly

Pro

Ala

Trp

405

Asp

His

Glu

Glu

Arg
485

Arg

Ile

Ile

Leu

Leu

390

Leu

Thr

Ala

His

Leu

470

Phe

Gly

Asp

Ala

Pro

375

Ala

Ser

Asn

Leu

Phe

455

Asp

Glu

Ile

Thr

Ser

360

Thr

Met

Ala

His

Leu

440

Val

Asn

Arg

27

Ser Leu
330

Ser Gly
345

Ser Ile

Val Ser

Leu Pro

Leu Pro

410

Ala Ala

425

Ser Gln

Glu Glu

Asn Pro

Leu Ala
490

Ala

Ala

Ala

Val

Ala

395

Pro

Glu

Gly

Ile

Glu

475

Gln

Arg

Glu

Arg

Ile

380

Asp

Glu

Ile

Leu

Leu
460

Arg

Glu

Leu

Thr

365

Ile

Leu

Gly

Ile

Ile

445

Gly

Ala

Leu

Ser

350

Leu

Gly

vVal

Ala

Glu

430

Asp

Thr

Gly

Asn

335

Gln

Ser

Gln

Tyr

Ser

415

Axg

Gly

Ile

Arg

Leu

Ala

Lys

Gly

Ala

400

Ala

Gln

Ile

Ser

Asp
480
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PATENTOVE NAROKY

1. DNA replikovateInd v koryneformnych mikroorganiz-
moch, prednostne rekombinantnd, pochadzajuca z Corynebacte-
rium, ktord obsahuje aspoii tu nukleotidovu sekvenciu, ktoréa

kéduje gén accDA, znadzorneny v SEQ-ID-No. 1.
2. Replikovatelnd DNA podla naroku 1 s:

(i) nukleotidovou sekvenciou znizornenou v SEQ-ID-No. 1,
(ii) aspofi jednou sekvenciou, ktorad zodpoved& sekvencii (i)

vnatri oblasti degeneracie genetického kédu, alebo

(1ii) aspoil jednou sekvenciou, ktora hybridizuje so sek-
venciou komplementdrnou k sekvencii (i) alebo (ii), a

popripade
(iv) funké&ne neutrdlnymi mutaciami so zmyslom v (i).

3. Aminokyselinova sekvencia proteinu odvodend od
nukletidovych sekvencii podla naroku 1 alebo 2, znazornend v
SEQ-ID-No. 3.

4. Koryneformné mikroorganizmy, najmi rodu Corynebac-
terium, transformované zavedenim jednej alebo viacerych

replikovatelnych DNA podla jedného z narokov 1 alebo 2.

5. Kyvadlovy vektor (shuttle vector) pZlaccDA, v y -
znacujuaci s a restrikénou mapou reprodukovanou

na obr. 1, uloZeny v Corynebacterium glutamicum pod oznae-
nim DSM 12785.
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6. Spdsob vyroby L-aminokyselin, najmi L-lyzinu, fer-
menticiou koryneformnych baktérii, v Yyznacdujuaci
s a t ym, Ze sa pouZivaju baktérie, v ktorych sa
zosiliiuje, najmé nadmerne exprimuje gén accDA alebo nukle-
otidové sekvencie, ktoré ho kéduji.

7. Spbésob podla ndroku 5, vy zn a & u jadci s a
t ym, Ze sa pouZivaju baktérie, v ktorych sa pridavne
zosilfiujui daSie gény biosyntetickej drahy Ziadanej L-amino-

kyseliny.

8. Spbésob podla ndroku 5, vy zna & u jidci s a
t ym, Ze sa pouZivaji baktérie, v ktorych sa aspon Cias-
tone eliminujd metabolické drahy, ktoré znizZuju tvorbu

Ziadanej L-aminokyseliny.

9. Spdésob podla ndrokov 5 aZ 7, vy zn a & u jaci
sa tym, Ze sa pouZiva kmeil transformovany plazmidovym
vektorom a tento plazmidovy vektor nesie nukleotidovi

sekvenciu kédujicu gén accDA.

10. Spdésob podla naroku 8, vy zna & u jaci s a
t ym, Ze sa pouZivajui baktérie transformované plazmidovym
vektorom pZlaccDA, uloZenym v Corynebacterium glutamicum pod
Cislom DSM 12785.

11. Spésob podla jedného alebo viacerych z predchadza-
jucich nérokov, vy znadujuci s a tym, Ze sa
pouzivaji koryneformné baktérie, ktoré produkuju kyselinu L-
asparagovi, L-asparagin, L-homoserin, L-treonin, L-izoleucin

a L-metionin.
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12. Spbésob podla jedného alebo viacerych z narokov 5 az
10, vyznac¢cujuci s a t ym, Ze sa pouzivajua

koryneformné baktérie, ktoré produkuiji L-lyzin.

13. Spbésob podla jedného alebo viacerych z narokov 5 az
11, vyznac¢ujuci s a t ym, Ze sa pridavne ku

génu accDA nadmerne exprimuje gén accBC.

14. Spdésob podla nédroku 5, vy zna ¢ujuci s a
t ym, Ze sa siCasne nadmerne exprimuje gén dapA kdédujuci

dihydrodipikolinatsyntazu.

15. Spésob podla ndaroku 5, vy zna ujuci s a
t ym, Ze sa suCasne amplifikuje fragment DNA sprostredko-

vadvajlaci rezistenciu vo&i S-(2-aminoetyl)cysteinu.

16. Spdsob fermentac¢nej vyroby L-aminokyselin podla
jedného alebo viacerych z predchadzajucich narokov, v y -
znadcujuci s a t ym, Ze sa uskutocfiuji nasle-

dovné kroky:
a) fermentdcia koryneformnych baktérii produkujiucich Zia-
dani L-aminokyselinu, v ktorych sa zosilfiuje aspoii gén

accDA,

b) koncentrovanie Ziadanej L-aminokyseliny v médiu alebo v

bunkdch baktérii a

c) izolacia Ziadanej L-aminokyseliny.
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Obr. 1:
accDA
Sc/Cl Hi Cl/Sc
" 666bp 919bp
’ Cl  Clal
pZlaccDA Sc  Scal
Hi  Hincll
Gén rezistencie
na kanamycin
Obr. 2:
accBC accDA
Kp Ps Ps Sa
1580bp 2598 bp 519 bp
Kp Kpnl
ac
pEKOaccBCaccDA sa  Sall

N

\_/ Ps  Pstl

Gén rezistencie

na kanamycin
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