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Summary

Amino acid fermentation has grown into a global industry. Market develop-
ment has been particularly dynamic for the flavor-enhancer glutamate and ani-
mal feed amino acids: L-lysine, DL-methionine, L-threonine, and L-tryptophan.
These amino acids are manufactured using high performance Corynebacterium
glutamicum. Production strains have been traditionally constructed by repeating
random mutation and selection. This classical method has generated a variety
of mutation, such as auxotrophs, analog-resistant mutants and transport mu-
tants. The complete genome sequence of the wild-type strain of C. glutamicum
has been established and analysed to improve the understending of the molecu-
lar biology and physiology of this organism. A novel methodology that merges
genomics with classical strains improvement has been developed and applied
for the reconstruction of classicaly derived production strains. In addition, mod-
ern technologies such as metabolic flux analysis and metabolic control analysis
have enabled quantification of carbon fluxes. The fundamental information ob-
tained has been the basis for further strain improvement.
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1. Wstep
Aminokwasy reprezentujg wazna grupe pierwotnych metabo-

litbw, stosowanych w przemysle spozywczym, paszowym, far-
maceutycznym, kosmetycznym i chemicznym. Wartos¢ ich sprze-
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dazy przekroczyta w 2004 r, cztery i p6t miliarda dolaréw i wykazuje stata tendencje
wzrostowg, wynoszacg 5-10% rocznie (1).

Aktualna $wiatowa produkcja L-aminokwasOw znacznie przekracza 2 min
ton/rok. Wykorzystuje sie mikrobiologiczng synteze przy udziale rosngcych komo-
rek szczepow produkcyjnych, a takze metode syntezy enzymatycznej badz chemicz-
nej. Metodg enzymatyczng otrzymuje sie przede wszystkim kwas L-asparaginowy
(w reakcji aminacji kwasu fumarowego katalizowanej przez amoniako-liaze L-aspa-
raginianu) oraz tryptofan z seryny i indolu (2). Synteza chemiczna pozwala otrzymac
wytgcznie formy DL-aminokwaséw, co stwarza problem rozdziatu powstatej miesza-
niny do enancjomerdéw. Znalazta ona zastosowanie gtéwnie w produkcji DL-metioni-
ny (350 tys. ton/rok). Najpowszechniej stosowanym sposobem otrzymywania amino-
kwasow jest mikrobiologiczna synteza. W grupie aminokwasow syntetyzowanych tg
metodg pierwsze miejsce zajmuje kwas L-glutaminowy (1,5 min ton rocznie), kolej-
ne przypada L-lizynie (850 tys. ton rocznie) (1).

Gtéwnym odbiorcg kwasu L-glutaminowego jest przemyst spozywczy. Glutaminian
sodu, dodawany do réznych produktow w ilosci 0,1-0,4%, wzmaga ich smakowitos¢,
a sam wywotuje wrazenie smakowe okreslone jako urnami. Innymi przyktadami ami-
nokwaséw stosowanych w przemysle spozywczym sg L-asparaginian i L-fenyloalanina,
produkowane w ilosci okoto 10 tys. ton/rok i uzywane do produkcji stodziku (asparta-
mu) oraz L-glicyna, dodawana do niego w celu zamaskowania posmaku sacharyny.

Dominujacym aminokwasem, wykorzystywanym przez przemyst paszowy jest
L-lizyna. Wynika to z faktu, ze lizyna jest aminokwasem ograniczajacym wartos¢
biologiczng wielu biatek roslinnych, np. pszenicy, kukurydzy (3). Jej niedobér
w pozywieniu powoduje, m.in., zahamowanie wzrostu zwierzat hodowlanych, zanik
miesni, zaktdcenie biosyntezy biatek, odwapnienie kosci. Dodawanie L-lizyny do pa-
szy zwierzat (0,1-0,4%) poprawia wykorzystanie biatka paszowego, co przynosi wy-
mierne korzysci ekonomiczne. Wzrastajgce pogtowie zwierzagt hodowlanych (bydta,
Swin i drobiu) i stosunkowo niska cena handlowych preparatéw L-lizyny zwiekszajg
zainteresowanie tym aminokwasem: w ciggu dwoch ostatnich dekad, $Swiatowy po-
pyt na L-lizyne wzrést niemal 20 razy, do poziomu 850 tys. ton w 2005 r. (1).

Pasze zwierzat, oprécz L-lizyny, uzupetniane sa takze w DL-metionine i L-treoni-
ne. Swiatowa, roczng produkcje L-treoniny szacuje sie na 15 tysiecy ton.

Przemyst farmaceutyczny wykorzystuje L-aminokwasy gtéwnie jako skiadniki pty-
now fizjologicznych. Niektére aminokwasy sg stosowane bezposrednio w lecznic-
twie, np. L-tryptofan jest srodkiem przeciwdepresyjnym. Aminokwasy petnig ponad-
to role substratéw w syntezach rozmaitych lekéw, sa sktadnikami kosmetykow, past
do zebdéw, szampondw i detergentéw.

Powszechnie znanymi producentami aminokwasow sa firmy japoriskie (Ajinomo-
to Kyowa Hakko), koreanskie (Cheil-jedang), amerykanskie (Archer Daniels Midland
- ADM), chinskie (Global BioChem) i niemieckie (Degussa i BASF) (1). Waznymi do-
stawcami kwasu L-glutaminowego sg przedsiebiorstwa azjatyckie (Chiny, Tajlandia),
natomiast  Swiatowej produkcji L-lizyny skoncentrowana jest w USA.
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2. Charakterystyka szczepow lizynotwérczych

Najczesciej do syntezy L-lizyny wykorzystywane sg bakterie Corynebacterium
glutamicum. Stosowana dotychczas nazwa rodzajowa Brevibacterium funkcjonuje ze
wzgleddéw historycznych, formalnie jest to rodzaj Corynebacterium (4).

Komorki C. glutamicum majg charakterystyczny ksztalt maczugi (coryne); w cze-
&ci biegunowej komorki znajdujg sie ziarnistosci metachromatyczne powodujace,
ze ta czesC jest szersza od pozostatej (5). Charakterystyczng cechg morfologiczng
Corynebacterium jest zdolnos¢ do tworzenia form pleomorficznych, a ze wzgledu na
specyfike podziatu poprzecznego komoérek (komérki potomne pozostajg ,przegu-
bowo” potgczone za pomocg nieuszkodzonej czesci zewnetrznej sciany komaorko-
wej - ang. snapping division), powstajg formy ,,v”’. Bakterie te w bogatych w sktadni-
ki pokarmowe, ptynnych podtozach wystepujg w formach diploidalnych o wymia-
rach 0,5-1,0 pm, natomiast na podtozu stalym - w postaci nitkowanych pateczek
o diugosci 1,5-5 pm. Sg one gramdodatnie, nie wytwarzajg przetrwalnikéw i nie wy-
kazujg zdolnosci do ruchu. Komorki C. glutamicum wyrézniajg sie obecnoscig unika-
towe] warstwy lipidowej, otaczajgcej membrane cytoplazmatyczng. Warstwa ta za-
wiera rozgatezione 3-hydroksykwasy ttuszczowe - kwasy mikolinowe i moze wptywac
na przepuszczalnos¢ Sciany (6). DNA C. glutamicum zawiera 53-55% G + C. Bakterie
te moga rosna¢ tak w warunkach tlenowych, jak i beztlenowych. Sa to mezofile,
optymalna temperatura dla ich wzrostu wynosi 28-30°C. Zalecanymi zrodtami wegla
dla hodowli C. glutamicum sg weglowodany takie jak: sacharoza, glukoza, fruktoza.
Bakterie te utylizujg takze kwasy organiczne i alkohole, natomiast nie hydrolizujg
skrobi i celulozy. Zrédtami azotu moga by¢ dla nich rézne nieorganiczne i organicz-
ne zwiazki: mocznik, amoniak lub sole amonowe, peptony, hydrolizaty biatek (np.
kazeiny, nasion soi), kiszonki rybne. Szczepy Corynebacterium nie wykazuja aktywno-
&ci proteolitycznej. Sa one aukstrofami wzgledem biotyny, niektére wymagajg do
wzrostu dodatkowo tiaminy. Wspélng cechg Corynebacterium jest zdolno$¢ do sekre-
cji kwasu glutaminowego, ktéra jest podstawg do nazwania tych drobnoustrojow
.bakteriami glutaminianotworczymi” (5). Sekrecja aminokwasu zachodzi wylgcznie
przy niskim stezeniu biotyny (ok. 2,5 pg x dm*), natomiast przy wysokim inicjuje ja
dodatek srodka powierzchniowo czynnego (np. Tweenu 80) lub antybiotyku (np. pe-
nicyliny).

3. Synteza L-lizyny przez Corynebacterium glutamicum

C. glutamicum, podobnie jak inne bakterie, syntetyzujg L-lizyne, a takze L-treoni-
ne, L-metionine i L-izoleucyne z kwasu L-asparaginowego (rys. 1). Pierwszym wspol-
nym enzymem w syntezie tych aminokwasOw jest kinaza asparaginianowa [EC
2.7.2.4], ktérej aktywnosc jest allosterycznie hamowana przez dwa efektory: L-lizy-
ne i L-treonine (5). Warunkiem uruchomienia mechanizmu kontrolnego kinazy aspa-
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Rys. 1. Biosynteza L-lizyny przez Corynebacterium glutamicum (33,34). " blokada metaboliczna u mu-
tantéw auksotroficznych; X blokada systemu kontroli aktywno$ci enzymu u mutantéw regulatorowych
AEQ (opornych na analog L-lizyny- S-(2-aminoetylo)-L-cysteing), dapD, dapC, dapE, dapF - geny N-sukcy-
nylotransferazy tetrahydrodipikolinianowej, transaminazy sukcynylodiaminopimelinianowej, desukcy-
nylazy sukcynylo-diaminopimelinianowej, epimerazy diaminopimelinianowej, ddh - gen dehydrogena-
zy diaminopimelinianowej, lysk, lysG, lysl - geny kodujace synteze; biatka transportujacego lizyne z ko-
morek do podtoza, transkrypcyjnego regulatora Lys E, biatka transportujacego lizyne z podtoza do ko-
morek.
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raginianowej jest réwnoczesna obecnos¢ L-lizyny i L-treoniny w nadmiarze. Amino-
kwasy te pojedynczo nie wplywaja na aktywnos¢ enzymu. Gen kinazy asparaginia-
nowej lysC sktada sie z dwdch podjednostek: lysCa oraz lysC” (7). Transkrypcja pod-
jednostki lysCa zachodzi pod kontrolg promotora, ktory rowniez obniza ekspresje
genu asd kodujgcego dehydrogenaze semiatdehydu kwasu L-asparaginowego [EC
1.2.1.11]. Transkrypcja podjednostki /ysCp, jak réwniez genu asd, podlega kontroli
drugiego promotora zlokalizowanego w obrebie fragmentu lysCa. System regulacji
kinazy asparaginianowej znajduje sie w podjednostce  Stwierdzono, ze tylko przy
mutacjach w kodujacym regionie tej podjednostki aktywnosci kinazy asparaginiano-
wej przestajag byé hamowane przez nadmiar L-lizyny z L-treoning (8). Inhibujacy
wplyw tych aminokwasow na dziatanie kinazy, a tym samym na synteze lizyny, moz-
na takze ograniczy¢ zmniejszajac aktywnos¢ dehydrogenazy homoserynowej
(EC 1.1.1.3], co powoduje obnizenie stezenia L-treoniny do poziomu, ktory nie
wplywa na aktywnos¢ kinazy. ROwniez dodatkowe kopie genu lysC polepszajg pro-
dukcje L-lizyny (9).

Kolejnym miejscem kontroli szlaku syntezy L-lizyny jest punkt rozgatezienia przy
semialdehydzie kwasu L-asparaginowego. Aldehyd ten moze by¢ przeksztalcany
w homoseryne przez dehydrogenaze homoserynowg |[EC 1.1.1.3] badz, razem z pi-
rogronianem, ulega¢ przeksztatceniu do L-lizyny przy udziale syntazy dihydrodipi-
kotinianowej [EC 4.2.1.52]. Wiadomo, ze syntaza dihydrodipikolinianowa nie podle-
ga kontroli na poziomie genomu, takze jej aktywnos¢ katalityczna nie jest regulo-
wana, natomiast ekspresja genu dehydrogenazy homoserynowej jest kontrolowana
przez L-metionine, a zbyt wysokie wewngtrzkomorkowe stezenie L-treoniny powo-
duje allosteryczna inhibicje enzymu przez sprzezenie zwrotne (5). Interesujgcy jest
fakt, ze po dodaniu do pozywki leucyny aktywno$¢ dehydrogenazy wzrasta ponad
dwukrotnie i rdbwnoczesnie zmniejsza sie aktywno$¢ syntazy dihydrodipikoliniano-
wej. jest to zatem przyktad kontroli syntezy produktéw jednego szlaku enzymatycz-
nego przez produkt odrebnej drogi biosyntezy. Kinetyczne wiasciwosci enzymow
konkurujgcych o dostep do (3-semialdehydu kwasu L-asparaginowego uniemozli-
wiajg wydzielanie lizyny przez dzikie szczepy C. glutamicum, bowiem syntaza dihy-
drodipikolinianowa charakteryzuje sie stabym powinowactwem do aldehydu oraz
niewielkg szybkoscig reakcji, podczas gdy te same parametry dla dehydrogenazy ho-
moserynowej sg 0 ponad rzad wielkosci wieksze (6). Obnizenie ekspresji genu dehy-
drogenazy przez metionine lub zablokowanie dziatania tego enzymu w wyniku mu-
tagenizacji sprzyja przeksztalceniu |3-semialdehydu kwasu L-asparaginowego do li-
zyny. Podobny efekt daje zwiekszenie aktywnosci syntazy dihydrodipikolinianowej
poprzez nadekspresje jej genu (dapA) (6). Wprowadzenie dodatkowej kopii dapA
metodg miedzyrodzajowej koniugacji pomiedzy Escherichia coli S-17 i dzikim szcze-
pem C. glutamicum, a nastepnie plazmidéw z genem dapA, wystepujacych w wielu
kopiach, umozliwito otrzymanie szczepdw zawierajgcych w chromosomie 6 oraz 20
kopii genu dapA. Pomysiny wynik tych konstrukcji genetycznych zostat potwierdzo-
ny zaréwno analiza plazmidowego DNA, jak i technika hybrydyzacji metoda So-
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utherna. Zwielokrotnienie kopii powodowato wzrost aktywnosci syntazy, czego
konsekwencjg byto znaczne podwyzszenie wewnatrzkomérkowego stezenia lizyny,
lecz rbwnocze$nie ograniczato intensywnos¢ wzrostu bakterii. Oznacza to, ze dzia-
tanie tego enzymu wpltywa istotnie na produkcje lizyny, aczkolwiek on sam nie pod-
lega zadnemu systemowi kontrolnemu (6).

Gen dapA oraz gen dapB, kodujacy synteze kolejnego enzymu szlaku biosyntezy
lizyny - reduktazy dihydrodipikolinianowej (EC 1.3.1.26] tworza operon dapB-orp-
dapA- or/4 (10). Struktura produktu genu orf4, jak rowniez konsekwencje jego czes-
ciowej inaktywacji sugerujg, ze orf4 jest zaangazowany w kontrole translacji.

Produktem reakcji katalizowanej przez reduktaze dihydrodipikolinianowg jest
L-1,2,3,4-tetrahydrodipikolinian (11,12). Stanowi on substrat dla dwdch enzymow:
N-sukcynylotransferazy tetrahydrodipikolinianowej (EC 2.3.1.117] oraz dehydroge-
nazy diaminopimelinianowej [EC 1.4.1.16]. Pierwszy z enzymoOw, kodowany przez
gen dapD, uczestniczy w czteroetapowym, drugi, kodowany przez gen ddh, wjedno-
etapowym przeksztatcaniu tetrahydrodipikolinianu do mezo-2,6-diaminopimelinia-
nu (mezo-2,6-diaminoheptanodionianu) - prekursora L-lizyny. Sonntag ze wsp.
(13) ustalili dystrybucje zwiazkéw wegla pomiedzy obydwie drogi syntezy lizyny.
Przy udziale drogi z dehydrogenaza wytwarzane byto 30% sumarycznej puli amino-
kwasu, przy czym 70% metabolitow przeptywato przez te droge na poczatku proce-
su biosyntezy aminokwasu. Przeptyw ten stopniowo zmniejszat si¢ w miare wyczer-
pywania jonéw NH4 z podtoza i catkowicie zanikat w koricowej fazie akumutacji li-
zyny. Bylo to spowodowane niskim powinowactwem dehydrogenazy wzgtedem
tych jonéw, jednoetapowa droga z dehydrogenaza nie byta wykorzystywana w syn-
tezie lizyny, kiedy NH4" zastgpiono glutaminianem jako zrédiem azotu. Oznacza to,
ze sktadniki podtoza wywierajg bezposredni wptyw na ten szlak biosyntezy lizyny
(14) . Energooszczedny wariant z dehydrogenaza funkcjonuje przy wysokim stezeniu
jonéw amonowych, za$ bardziej energochtonny wariant z sukcynylotransferazg -
przy niskiej zawartosci tych jonéw w podtozu. Amplifikacja genu ddh nie wptywata
na wzrost komoérek, utylizacje glukozy, a takze na produkcje lizyny. Dotyczyto to
zaréwno szczepu dysponujacego obydwiema drogami, jak i mutanta, ktory prze-
ksztalcal tetrahydrodipikolinian w diaminopimelinian wylacznie przy udziale dehy-
drogenazy (8,11). Oznacza to, ze jednoetapowa droga z dehydrogenazg kompensu-
je brak drogi syntezy prekursora lizyny z udziatem sukcynylotransferazy.

Produktem reakcji katalizowanej przez sukcynylotransferaze, ktéra inicjuje czte-
roetapowg droge syntezy diaminopimelinianu, jest N-sukcynylo-2-L-amino-6-oksopi-
melinian. Zwigzek ten przeksztalcany jest do N-sukcynylo-LL-2,6-diaminopimelinia-
nu w reakcji aminacji. Donorem grupy aminowej w tej reakcji jest kwas glutamino-
wy, za$ katalizatorem transaminaza sukcynylo-diaminopimelinianowa [EC 2.6.1.17].
Biatko enzymu zawiera fosforan pirydoksalu, a jego synteze koduje gen dapC. Kolej-
nym enzymem, odszczepiajagcym reszte kwasu bursztynowego z produktu wczes-
niejszej reakcji aminacji, w wyniku czego powstaje LL-2,6-diaminopimelinian, jest
desukcynylaza sukcynylo-diaminopimelinianowa [EC 3.5.1.18], ktérej synteze kodu-
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je gen dapE. Udowodniono, ze ten gen nie jest konieczny do supersyntezy lizyny
(11). Ostatnim katalizatorem czteroetapowej drogi syntezy diaminopimelinianu jest
epimeraza diaminopimelinianowa [EC 5.1.1.7). Enzym ten generuje mezo-diamino-
pimelinian z jego LL-enancjomeru. Reprezentuje on racemaze aminokwasu niezale-
zng od fosforanu pirydoksalu i jest kodowany przez gen dapF.

Gen dapF, a takze gen dapC, wczesniej nie rozpoznane, zostaly aktualnie ziden-
tyfikowane u C. glutamicum (12). Wykazano przy tym, ze mutant dapF~, hodowany
w podtozu bogatym w zrodto wegla i o limitowanej ilosci jondw NH”, charakteryzo-
wat sie zredukowanym wzrostem. Podobny fenotyp obserwowali Wehrmann ze
wsp. w przypadku mutantéw dapD~ lub dapF~ (14). Jest to zrozumiate, biorgc pod
uwage fakt, ze u tych mutantéw aktywny byt wylgcznie wariant z dehydrogenaza,
ktory jest malo skuteczny, jesli zewnatrzkomoérkowe stezenie NH” spada ponizej
38 mM. W tych warunkach tworzy sie ograniczona ilos¢ diaminopimelinianu, wyko-
rzystywanego z jednej strony do syntezy lizyny, za$ z drugiej do syntezy peptydogli-
kanu sciany komoérkowej (13). Zaskakujace byty natomiast wyniki obserwacji mutan-
ta dapC~ (12). Nie wykazywat on redukcji wzrostu, nawet przy rownoczesnym uszko-
dzeniu ddh. Wskazuje to na istnienie dodatkowej aminotransferazy, stanowigcej
substytut aminotransferazy kodowanej przez gen dapC u C. glutamicum. Klonowanie
i nadekspresja dapC lub dapF zwiekszaly produkcje lizyny przez komorki.

Utworzony mezo-diaminopimelinian ulega dekarboksylacji do L-lizyny w obec-
noséci dekarboksylazy diaminopimelinianowej [EC 4.1.1.20], kodowanej przez gen
lysA. jej koenzymem jest fosforan pirydoksalu (15).

Ostatnim etapem produkcji lizyny jest jej wydzielanie do podtoza. Odbywa sie
ono na zasadzie wtdrnego transportu aktywnego (symport z dwoma jonami OH' lub
antyport z dwoma jonami H), w ktérym sitami napedowymi sa protonowy gradient
elektrochemiczny i gradient stezenia lizyny (16,17). W wyniku przeprowadzonych
molekularnych badarn umozliwiono identyfikacje przenosnika aminokwasu - LysE
(18). jest on niewielkim biatkiem membranowym o masie 25,4 Da. Przenosnik
sklada sie z szesciu hydrofilowych domen (19). Pie¢ z nich o charakterze a-helis
przenika przez wewnetrzng dwuwarstwe lipidowg membrany. Dodatkowa, hydrofo-
bowa domena moze zanurza¢ sie w btonie komoérkowej lub wystepowacé na jej po-
wierzchni. Biatko LysE jest pierwszym przedstawicielem nowej, stale uzupetnianej
rodziny biatek transportowych, obecnych u bakterii i Archaea (20). Moze ono prze-
nosi¢, oprocz L-lizyny, rowniez L-arginine. Kiedy w komdrce zwieksza sie stezenie
jednego z tych aminokwasow, indukowany jest jego transport do podioza. Synteza
eksportera jest kontrolowana réwnoczesnie przez transkrypcyjny regulator LysG
i jeden z aminokwaséw zasadowych (21). Przenos$nik LysE petni role zaworu zabez-
pieczajgcego komorki przed nadmiernym nagromadzaniem sie w nich lizyny lub ar-
gininy. Reprezentuje on nowy typ kontroli wewngtrzkomérkowego poziomu amino-
kwaséw poprzez ich sekrecje. Nadekspresja lysFG w dzikim szczepie C. glutamicum
zwiekszata szybkos$¢ sekrecji lizyny do poziomu, przewyzszajgcego obserwowany
u szczepOw produkujacych (18).
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4. Uwarunkowania Corynebacterium glutamicum do nadprodukcji
L-lizyny

Architektura sieci centralnych przemian metabolicznych u C. glutamicum zapew-
nia doptyw duzych ilosci szczawiooctanu, pirogronianu, ATP i NADPH, wymaganych
do supersyntezy tego aminokwasu (rys. 2). Podstawowg role w tej syntezie odgry-
wajg enzymy anaplerotyczne. Komérki C. glutamicum wyposazone sa w unikatowy
zestaw tych enzymoéw. Posiadaja one dwa enzymy katalizujace proces syntezy
szczawiooctanu: karboksylaze fosfoenolopirogronianowg (EC 4.1.1.31] i karboksyla-
ze pirogronianowa [EC 6.4.1.1] oraz enzymy prowadzace dekarboksylacje zwigzkéw
czteroweglowych do pirogronianu (dehydrogenaza jabtczanowa, EC 1.1.1.40) lub
fosfoenolopirogronianu (karboksykinaza fosfoenolopirogronianu, EC 4.1.1.32). Re-

Sacharoza  Glukoza Fruktoza

L-Lizyna

Rys. 2. Metabolizm centralny u Corynebacterium glutamicum i Jego powiagzanie z biosyntezg L-lizyny
(22,23,34). aceA, aceB - geny enzymoéw cyklu kwasu glioksalowego: liazy izocytrynianowej i syntazy
jablczanowej, mez (malE) - gen dehydrogenazy Jablczanowej (dekarboksylujacej szczawiooctan,
NADP+).
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akcje anaplerotyczne, a takze system fosfotransferazowy PTS generujg zatem dwa
wazne metabolity: szczawiooctan i pirogronian, ktére stanowig nie tylko substraty
do syntezy L-lizyny, ale réwniez baze do budowy ponad 35% materiatu komorkowe-
go (6). Pirogronian dostarcza ponadto acetylo-CoA, ktory przyczynia sie do genero-
wania ATP w procesie oksydacyjnej fosforylacji.

Stwierdzono, ze karboksylaza pirogronianowa i karboksykinaza fosfoenolopiro-
gronianowa sg najbardziej aktywnymi enzymami, katalizujgcymi ponad 90% anaple-
rotycznych reakcji dekarboksyaciji i karboksylacji (22). Te dwa enzymy tworzg cykl,
w ktérym pirogronian ulega karboksylacji do szczawiooctanu, ktéry jest dekarbok-
sylowany do fosfoenolopirogronianu, a fosfoenolopirogronian jest przeksztalcany
do pirogronianu przez kinaze pirogronianowa, czemu towarzyszy rozklad 1 mola
ATP. Interesujacy okazat sie fakt, ze zwiekszenie aktywnosci dekarboksylaz, uczest-
niczacych w reakcjach anaplerotycznych powoduje zmniejszenie wydajnosci biosyn-
tezy lizyny (23). Sugerowato to, ze wyeliminowanie tej aktywnosci tub zwiekszenie
aktywnosci enzymoéw katalizujacych odwrotne reakcje karboksylacji mogtoby zwie-
kszy¢ produkcje lizyny. Jednakze nadekspresja genu pyc kodujgcego karboksylaze
pirogronianowa w dzikim szczepie C. glutamicum nie przyniosta spodziewanego re-
zultatu, bowiem pozytywny skutek tego zabiegu, polegajacy na zwiekszonej synte-
zie szczawiooctanu, byt minimalizowany przez system kontroli drogi biosyntezy li-
zyny. Utworzony w tych warunkach szczawiooctan byt kierowany do cyklu TCA,
a nie do produkcji aminokwasu. RAwnoczesna ekspresja genu pyc i genu kinazy
asparaginianowej zwiekszata natomiast 2,5-krotnie zdolno$¢ dzikiego szczepu do
syntezy lizyny (24). Znaczacy wzrost aktywnosci lizynotwoérczej obserwowano réw-
niez zwiekszajac ilos¢ kopii karboksylazy pirogronianowej w komaérkach produkcyj-
nego szczepu C. glutamicum, ktéry w wyniku mutagenizacji utracit wrazliwos¢ kina-
zy asparaginianowej na hamujgce dziatanie treoniny z lizyng (25).

Bakterie C. glutamicum dysponujg prostym, elastycznym systemem kontroli syn-
tezy lizyny. Bakterie te nie posiadaja izoenzymdw i zwigzanych z tym dodatkowych
mechanizméw regulacji (25). Przeptyw metabolitéw od kwasu asparaginowego do
lizyny kontrolowany jest tylko w trzech miejscach: dziatania kinazy asparaginiano-
wej, dystrybucji p-semialdehydu kwasu asparaginianowego oraz wydzielania amino-
kwasu z komérek do podioza. Pozostate enzymy wlasciwego szlaku syntezy lizyny
nie podlegaja kontroli na poziomie genomu, roéwniez ich aktywnosci katalityczne
nie sg regulowane. Ufatwia to udroznienie i ukierunkowanie przeptywu strumienia
zwigzkow weglowych na synteze tego aminokwasu. Réwnoczesnie obecnos¢ dwoch
szlakéw syntezy diaminopimelinianu zaspokaja duzy popyt lizynotwoérczych szcze-
pow na ten aminokwas.

Bakterie C. glutamicum nie wykazujg aktywnosci enzymow degradujgcych lizyne.
Ochrone przed nadmiernym wewnagtrzkomérkowym stezeniem aminokwasu zapew-
nia aktywny biatkowy przenosnik. Podlega on petnej, dwudziestokrotnej indukcji przy
wzroscie stezenia lizyny w komérkach szczepu produkcyjnego do 40 mM i moze
transportowac¢ aminokwas do poditoza z szybkoscig 0,75 nmoli X min"* x (s.m.)"™ (26).
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5. Szczepy przemystowe i ich ulepszanie

Dzikie szczepy C. glutomicum nie wydzielajg lizyny do srodowiska. Jest to spowo-
dowane z jednej strony Scistg kontrola aktywnosci kinazy asparaginianowej, z dru-
giej zas$ niskim powinowactwem syntazy dihydrodipikolinianowej do p-semialdehy-
du kwasu asparaginowego. Uzyskane w tych warunkach wewnagtrzkomoérkowe ste-
zenie lizyny jest niewystarczajgce do sekrecji tego aminokwasu. W celu osiggniecia
nadprodukcji lizyny konieczne zatem jest wyeliminowanie mechanizmu kontroli ki-
nazy asparaginianowej oraz zablokowanie szlakéw syntezy aminokwaséw innych
niz lizyna.

W przemystowym procesie biosyntezy lizyny dominujg mutanty auksotroficzne,
wymagajace do wzrostu homoseryny (lub treoniny i metioniny) badZz dodatkowo
leucyny, mutanty regulatorowe, selekcjonowane wsréd szczepdw opornych na struk-
turalny analog lizyny - S-(2-aminoetylo)-L-cysteing, mutanty kombinowane, tgczace
w sobie obydwa typy mutacji (rys. 1) oraz mutanty transportowe o zwiekszonej se-
krecji lizyny (27,28).

Klasyczne metody otrzymywania szczepow produkcyjnych C. glutamicum moga
by¢ zastepowane lub uzupetniane technikami inzynierii genetycznej, umozliwiaja-
cymi bezposrednie mutacje genu badz transpozonu w chromosomie. Dostepne sa
dla tych drobnoustrojéw wektory do klonowania, otrzymane w wyniku zespolenia
wyizolowanych z nich matych kryptycznych plazmidéw z plazmidowymi wektorami
Escherichia coli, zawierajgcymi markery selekcyjne, warunkujace opornos¢ na okres-
lone antybiotyki (29). Opracowano rézne sposoby wprowadzania tych wektoréw do
komorek, a mianowicie: transformacje protoplastow, elektroporacje nienaruszo-
nych komoérek, a takze transfer mobilizowalnych samobdjczych plazmidéw z E. coli
do C. glutamicum przez transkoniugacje, stosowany do uszkodzenia i wymiany genu
(12). Opanowano rézne techniki klonowania gendéw: heterologiczng komplementa-
cje, homologiczng komplementacje i skrining bibliotek genowych przy uzyciu sond
oligonukleotydowych. Zastosowanie tych technik umozliwito sklonowanie wszyst-
kich gendéw kodujacych droge biosyntezy lizyny u C. glutamicum, a takze gendw, od-
powiedzialnych za funkcjonowanie metabolizmu centralnego (12,30).

Rekombinacja DNA, a takze analiza i kontrola przeptywdéw metabolitéw oraz ma-
tematyczne modelowanie metabolizmu sg waznymi narzedziami inzynierii metabo-
licznej. Zintegrowana aplikacja tych narzedzi umozliwita pogtebienie wiedzy odnos-
nie do biosyntezy lizyny i zwiekszenie zdolnosci szczepéw do wytwarzania tego
aminokwasu. Stosujac techniki inzynierii genetycznej uzyskano szczepy C. glutamicum,
charakteryzujgce sie m.in. nadekspresja genu karboksylazy pirogronianowej (31),
mutacjg genu kinazy asparaginianowej (32), nadekspresjg genéw: syntazy dihydrodi-
pikolinianowej (6,33), aminotransferazy sukcynylopimelinianowej i epimerazy dia-
minopimelinianowej (12). Szczepy te produkowaty lizyne w ilosciach wiekszych
anizeli szczepy wyjsciowe, za$ niepozadane aminokwasy (izoleucyna i alanina) w ilo-
Sciach mniejszych, w poréwnaniu ze szczepem wyjsciowym.
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Kompletne sekwencjonowanie genomu przemystowego producenta kwasu glu-
taminowego i lizyny C, glutomicum ATCC 13032 umozliwito nie tylko okreslenie jego
struktuiy, ale takze rekonstrukcje drog biosyntezy i transportu, waznych dla super-
syntezy aminokwasow i witamin pochodzacych od kwasu L-asparaginowego i piro-
gronowego: lizyny, metioniny, treoniny, izoleucyny, waliny i kwasu D-pantotenowe-
go (34).

Ustalono, ze genom C. glutamkum stanowi pojedynczy kolisty chromosom, zto-
zony z 3 282 708 par zasad. Zidentyfikowano 3002 geny kodujgce biatka i okreslono
funkcje 2489 enzymow.

Postep w genomice i proteomice wykorzystano do okreslenia petnej sekwenciji
genomu dzikiej odmiany szczepu C. glutomicum ATCC 13032 i opracowania racjonal-
nej metody rekonstrukcji produkcyjnych szczepdw, nazwanej metoda ,powielania
genomu” (ang. genome breeding) (35). Metoda ta bazuje na analizie poréwnawczej
genomu superproducenta lizyny z genomem szczepu dzikiego i wyboru na tej pod-
stawie minimalnego pakietu mutowanych gendéw, gwarantujgcego zwiekszong syn-
teze aminokwasu. Badacze japonscy, stosujgc metode ,powielania genomu”, ustali-
li, ze punktowe mutacje w kodujgcych regionach kazdego z nastepujacych genow:
hom, lysC, pyc, gnd i mgo pozytywnie wplywaly na biosynteze lizyny przez dziki
szczep C. glutomicum (36). Dwa pierwsze geny sa bezposrednio zwigzane z prze-
miang asparaginianu do lizyny (rys. 1), trzy pozostate z centralnym metabolizmem
wegta. Gen pyc uczestniczy w reakcjach anaplerotycznych (lys. 2), gen gnd dehydro-
genazy fosfoglukonianowej [EC 1.1.1.44] w cyklu pentozowym, zas gen mqo, ko-
dujacy dehydrogenaze jablczanowg (akceptor: chinon) [EC 1.1.99.16], funkcjonuje
w cyklu TCA. Mutacje sekwencyjnie wprowadzano do dzikiego genomu przez allelo-
morficzne podstawienie. Podstawienie rozpoczynano prowadzac mutacje w rele-
wantnych terminalnych drogach biosyntezy lizyny i kontynuowano je w centralnych
szlakach przemian metabolicznych, jesli mutacja byta pozytywna dla tej biosyntezy,
zachowywano jg w genomie, a zmutowany szczep traktowano jako wyjsciowy do
kolejnego zabiegu.

Mutacja genu hom i mutacja genu lysC nadawaly fenotypowi gospodarza odpo-
wiednio czesciowe zapotrzebowanie na L-homoseryne oraz opornos$¢ na analog L-li-
zyny - S-(2-aminoetylo)-L-cysteine. Potaczenie tych mutacji w genomie dzikiego
szczepu dodatkowo stymulowato biosynteze lizyny, co mozna ttumaczy¢ zwiekszo-
nym stopniem deregulacji kinazy asparaginianowej. Podwojny mutant hom-lysC pro-
dukowat 70 g x dm' lizyny w procesie fermentacji okresowej z zasilaniem, za$ po-
jedyncze mutanty hom i lysC nagromadzatly w tych samych warunkach odpowiednio
10i 50 g x dm" aminokwasu (rys. 3).

Kolejne trzy mutacje gendéw: pyc, gnd i mgo, wprowadzane pojedynczo w genom
mutanta hom-lysC, powodowaty stopniowy wzrost ilosci nagromadzanej lizyny do po-
ziomu odpowiednio 85, 88 i 90 g x dm™. Pozytywny wptyw dwdéch pierwszych muta-
cji jest oczywisty. Mutacja genu pyc karboksylazy pirogronianowej przyspieszata re-
akcje przemiany pirogronianu do szczawioctanu, a zatem zwiekszala dostepnosc
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1 — dziki szczep, 2 mutant hom, 3 — mutant lysC, 4 — mutant hom-lysC
5 — mutant hom-lysC-pyc, 6 — mutant hom-lysC-pyc-gnd, 7 — mutant hom-lysC-pyc-gnd-mqo

Rys. 3. Poréwnanie wydajnosci biosyntezy L-lizyny przez zdefiniowane mutanty Corynebacterium
glutamicum (36); hom, lysC, pyc, gnd, mgo - geny: dehydrogenazy homoserynowej, kinazy asparaginiano-
wej, karboksylazy pirogronianowej, dehydrogenazy fosfoglukonianowej, dehydrogenazy JablczanoweJ
(akceptor).

tego ostatniego do syntezy lizyny. Mutacja genu gnd dehydrogenazy fosfoglukonia-
nowej przyczyniata sie do wzrostu o S% przeptywu metabolitéw przez szlak pentozo-
fosforanowy, a tym samym zwiekszata ilos¢ NADPH, wymaganego do produkcji ami-
nokwasu (rys. 2). Podobne polepszenie ilosci syntetyzowanej lizyny obserwowano
prowadzgc, nonsensowng wydawaloby sie, mutacje genu mgo dehydrogenazy Jabt-
czanowej (akceptor). Dehydrogenaza ta (MQO), podobnie Jak dehydrogenaza Jabicza-
nowa zalezna od NAD (MDH) katalizuje cykliczng konwersje Jablczanu do szczawio-
octanu. Jednakze enzym ten, w przeciwienstwie do MDH, wykorzystuje chinony,
a nie NAD, Jako akceptory elektronéw. MQO zapewnia komérkom osiggniecie wyso-
kiej aktywnosci cyklu TCA, niezaleznie od stosunku NADH/NAD. Przypuszcza sie, ze
mutacja genu mgo ogranicza przeplyw metabolitéw przez cykl TCA i kieruje czes¢
szczawiooctanu do syntezy lizyny w celu zachowania réwnowagi redox.

Na podstawie poréwnawczej analizy transkryptomu klasycznego mutanta z Jego
dzikg odmiang wskazano, ze globalna indukcja genéw, uczestniczacych w biosynte-
zie aminokwasOow moze polepszaé produkcje lizyny w wyniku zwiekszenia ekspresji
operonu lysC-asd (35). Zwiekszenie to osiggnieto, wprowadzajgc mutacje genu leuC
dehydratazy 3-izopropyloJabiczanowed do zdefiniowanego mutanta hom-lysC, synte-
tyzujgcego 73 g x dm’? lizyny (rys. 3). Otrzymany mutant wymagat do wzrostu leu-
cyny i produkowat 83 g x dm'"* aminokwasu (37). Korzystny wptyw cechy. Jakg Jest
auksotrofia wzgledem leucyny, na biosynteze lizyny nie Jest zaskoczeniem, wiado-
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mo bowiem od dawna, ze cecha ta zwieksza produktywnos¢ klasycznych szczepéw
przemystowych (27).

Rekonstruowane szczepy nie osiggaly wydajnosci lizyny na poziomie tak wyso-
kim jaki odnotowano dla przemystowego producenta aminokwasu C. glutamicum
B-6 (>100 g/l), otrzymanego w wyniku klasycznej mutagenizacji dzikiego szczepu
C. glutamicum ATCC 13032. Nalezy jednak podkresli¢, ze klasycznie otrzymywane
mutanty moga syntetyzowa¢ 0,43-0,54 moli lizyny z jednego mola glukozy (38).
Osiggniecie tak wysokiej produktywnosci technikami rekombinacji DNA jest niezwy-
kle trudne. Techniki te mozna natomiast wykorzysta¢ do polepszenia szczepow
przemystowych.

6. Technologia produkcji L-lizyny

Procesy biosyntezy lizyny prowadzone sa w bioreaktorach o pojemnosci
50-500 m”. Inokutum namnazane jest w 1-10 etapach. Zrodtami wegla w podiozach
produkcyjnych sg najczesciej: metasa z trzciny cukrowej (Ameryka Potudniowa, Chi-
ny), melasa buraczana (Europa) lub hydrolizaty skrobi (Ameryka Pétnocna, Azja), rza-
dziej sacharoza (12). Amoniak lub sole amonowe petnia role zrédet azotu i czynni-
kéw regulujacych pH Srodowiska hodowlanego. Wykorzystanie jonéw amonowych
mozna zredukowaé, regulujac ci$nienie CO2 w uktadzie hodowlanym, jony weglano-
we lub wodoroweglanowe stanowig bowiem przeciwjony dla syntetyzowanej lizyny.
Aminokwasy wymagane do wzrostu szczepu sg wprowadzane z hydrolizatami biatek
roslinnych, ekstraktem drozdzowym badz wyciggiem namokowym kukurydzy. Ten
ostatni stanowi bogate zrédto zarbwno aminokwasow, jak i oligopeptydow, wita-
min, nukleotydéw oraz nieorganicznych i organicznych fosforanéw. Hydrolizaty bia-
lek zwierzecych nie sg aktualnie stosowane ze wzgledu na niebezpieczenstwo wy-
stepowania gabczastej encefalopatii bydta (BSE, ang. bovine spongiform encephalopa-
thy). Waznymi sktadnikami podtozy sg makroelementy (fosforany sodu lub potasu,
jony Mg+4j i mikroelementy (Mn"#, Fe+" i inne).

Istotny wptyw na biosynteze lizyny ma stezenie tlenu rozpuszczonego w pod-
tozu. Jest to zrozumiate, zwazywszy fakt, ze wydajnos¢ tego procesu zalezy od
funkcjonowania cyklu TCA i przebiegu reakcji anaplerotycznych. Zapotrzebowanie
szczepu produkcyjnego na tlen jest zréznicowane. Wymaga to optymalizacji natle-
niania zaréwno na etapie wzrostu komorek, jak i na etapie whasciwej biosyntezy
(39). Niedobér tlenu sprzyja powstawaniu kwasu mlekowego i alaniny zamiast lizy-
ny, za$ nadmiar zwieksza produkcje biomasy i przyczynia sie do tworzenia nie-
pozadanych, czesciowo utlenionych produktéw ubocznych (np. kwasu 2-oksogluta-
rowego). Stad waznym kryterium przy zwiekszaniu skali procesu jest stosunek ilosci
wykorzystywanego tlenu do iloSci utylizowanego cukru.

Automatyzacja procesOw technologicznych oraz zastosowanie optymalnych stra-
tegii prowadzenia i kontroli biosyntezy lizyny przyczynity sie do polepszenia wydaj-
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Rys. 4. Charakterystyka przebiegu procesu fermentacji L-lizyny (Degussa, Niemcy) (3).

nosci tego aminokwasu. Opisano uproszczone kinetyczne modele, uwzgledniajace
reakcje enzymatyczne, zachodzgce w procesie syntezy lizyny przez C. glutamicum
(40,41). Biezaca (w trybie on-line) analiza przebiegu tych reakcji zostata wykorzysta-
na do polepszenia kontroli i optymalizacji warunkéw tworzenia i sekrecji lizyny.

Dominujgca metodg produkcji lizyny jest fermentacja okresowa z zasilaniem
{ang.fed batch fermentation), prowadzona w temperaturze 30-34°C, w ciggu 48-60
godzin (rys. 4). Pozywka zasilajaca, oprécz sacharydéw, zawiera zazwyczaj siar-
czan amonu, ktéry neutralizuje tworzacy sie aminokwas. Lizyna w tym przypadku
wystepuje w podtozu w postaci siarczanu. Pozywka jest dozowana w sposéb ciag-
ty, po wyczerpaniu sie sacharydow, wprowadzonych do podtoza na poczatku pro-
cesu fermentacji. Hodowla okresowa z zasilaniem wymaga Scistej kontroli dozo-
wania pozywki. Umozliwia to unikniecie nadmiernych stezen sktadnikéw pozywki
w podiozu hodowlanym, powodujgcych hamowanie procesu biosyntezy lizyny
i synteze produktéw ubocznych (mleczanu, octanu, pirogronianu, alaniny), a takze
skrécenie lag-fazy i ograniczenie wzrostu komorek (42,43). Pomys$inie zakonczyty
sie préby zastosowania do otrzymywania lizyny metody fermentacji z powtérnym
zasilaniem (ang. repeated fed batch fermentation). Produktywno$¢ aminokwasu
wzrosta o 15%.
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Ciagte procesy biosyntezy lizyny przez C. glutamicum maja juz swoja tradycje.
Proces taki, opisany przez Hirao i wsp. w 1989 r. (44), byt stabilny przez ponad 300
godzin, a produktywno$¢ aminokwasu zwiekszyta sie trzykrotnie w poréwnaniu
z klasyczng hodowlg okresowg. W procesach cigglych stosowane sg generalnie dwie
metody hodowli. Pierwsza z nich to hodowla w turbidystacie, zapewniajgca staly
poziom stezenia biomasy, druga - to hodowla w chemostacie, umozliwiajgca za-
chowanie stalych stezen wybranych sktadnikéw pozywki, np. Zrédia wegla i jondw
fosforanowych (43). Ciagle procesy biosyntezy lizyny gwarantujg wieksze aktywno-
8ci szczepobw w poréwnaniu z uzyskiwanymi w warunkach hodowli okresowej, jed-
nak nie znalazly one, jak dotad, zastosowania w przemysle ze wzgledu na wysokie
ryzyko zakazenia srodowiska hodowlanego.

Przemystowe szczepy C. glutamicum mogg syntetyzowac¢ 0,43-0,54 mola lizyny
z jednego mola glukozy (40). Ich produktywnos$¢ ksztattuje sie na poziomie 3,6-8,5
mola lizyny x m x h h Wydajno$¢ syntezy aminokwasu w procesach okresowych
z ciggtym zasilaniem pozywka przekracza zazwyczaj 100 g x dm’™ i moze docho-
dzi¢ do 150, a nawet 170 g x dm™ (45).

Lizyne, nagromadzong w podtozu produkcyjnym wyodrebnia sie r6znymi meto-
dami (lys. 5). Pierwszy sposob polega na izolowaniu lizyny metoda chromatografii
jonowymiennej, zatezaniu i krystalizacji (46). Uzyskany tg metoda krystaliczny pre-
parat zawiera 98,5% monochlorowodorku L-lizyny. Drugi sposéb obejmuje oddziele-
nie biomasy i zatezenie klarownego ptynu pohodowlanego, a w jego wyniku po-
wstaje alkaliczny koncentrat, zawierajgcy 50% L-lizyny (45). Trzecia procedura jest

fermentacja b) fermentacja
v T
oddzielenie biomasy —» biomasa koncentracja
_f_ 1
wymieniacz jonowy —» decz pohodowlana gran-llj]acja
l—»
zatezanie —» amoniak Biolys® 60
i woda
v

krystalizacja v tlug maderzysty

suszenie
|—>»  L-LysxHc
5. Schematy otrzymywania krystalicznych (a) i paszowych (b) preparatéw L-lizyny (Degussa, Niemcy)

(13).
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najbardziej efektywna, poniewaz pozwala zminimalizowa¢ straty aminokwasu oraz
ilos¢ Sciekow. Wykorzystuje ona bezposrednie suszenie rozpryskowe catego pod-
toza fermentacyjnego, po ktorym nastepuje granulacja. Otrzymany granulat zawiera
okoto 50% siarczanu L-lizyny (47).

7. Podsumowanie

We wspotczesnej praktyce przemystowej metodg syntezy mikrobiologicznej
otrzymuje sie okoto 10%> sumarycznej puli wytwarzanych aminokwasow i ponad 00%
L-lizyny. Ogromne zainteresowanie tym sposobem produkcji wynika przede wszyst-
kim z jego wysokiego wskaznika ekonomicznego, a takze z mozliwosci uzyskania
w obrebie jednego przedsiebiorstwa koricowego produktu w postaci preparatow
paszowych badz preparatow krystalicznych o wysokim stopniu czystosci. Wydaj-
nos¢ koricowa procesu mikrobiologicznego jest wypadkowg zdolnosci szczepu pro-
dukcyjnego do supersyntezy aminokwasu oraz zastosowanych warunkéw fermenta-
cji i izolowania produktu.

Wsréd drobnoustrojéw produkujacych L-aminokwasy szczeg6lng pozycje zaj-
mujg szczepy C. glutamicum, stosowane w przemystowych syntezach kwasu glutami-
nowego, lizyny, waliny, izoleucyny, treoniny, kwasu asparaginowego, alaniny i in-
nych. Obszerne badania w zakresie biochemii, fizjologii i biologii molekularnej do-
starczyly wielu nowych, cennych informacji o wtasciwosciach tych szczepéw. Opra-
cowano dla tych bakterii r6zne techniki klonowania, transformacji oraz sposoby
bezposrednich mutacji chromosomalnych. Ustalono strategie kompletnego sekwen-
cjonowania i strukture genomu C. glutamicum. Stwierdzono obecnos¢ u tych bakterii
genow kodujgcych wszystkie enzymy uczestniczace w glikolizie, cyklu pentozofos-
foranowym, cyklu TCA, gendéw cyklu kwasu glioksylowego i innych enzyméw anaple-
rotycznych oraz glukoneogenezy. Znajomos¢ kompletnej sekwencji genomu umo-
zliwita rekonstrukcje przeplywoéw metabolitow do lizyny i innych waznych zwigz-
kéw (L-waliny i D-pantotenianu) pochodzacych od asparaginianu i pirogronianu,
zwlaszcza w obszarze odwracalnych reakcji anaplerotycznych, petlnigcych podsta-
wowa role w biosyntezie tych zwigzkéw. Wykazano, ze transport lizyny z podioza
do komérek zachodzi przy udziale biatkowego ,wymiennika” lizyna/alanina, kodo-
wanego przez gen lysi (34). Catkowita aktywnos¢ tego systemu transportu jest bar-
dzo mala (okoto 0,15 nmoli x min"* x (mg s.m.)* i dlatego nie ma wplywu na pro-
dukcje aminokwasu. Ustalono, ze biatko eksportujace lizyne z komérek do poditoza
jest syntetyzowane przy udziale genu lysg, za$ synteza tego genu jest kontrolowana
przez transkrypcyjny autoregulator LysG, nalezacy do grupy LysR. Udowodniono
przy tym wazng funkcje systeméw transportu lizyny jako regulatorow biosyntezy
tego aminokwasu. Zdobyta wiedza umozliwia sterowanie przeptywami metaboli-
tow, konstruowanie szczepéw o zgdanym genotypie oraz opracowanie nowych stra-
tegii optymalizacji warunkéw i kontroli procesoéw, prowadzonych przy udziale

68 PRACE PRZEGLADOWE



Biochemiczne, genetyczne i technologiczne podstawy biosyntezy L-lizyny

drobnoustrojow, intensyfikuje rozwéj metod analitycznych bazujacych na genomice
i proteomice. Ma ona charakter uniwersalny i moze by¢ wykorzystana do polepsze-
nia produktywnosci zaréwno C. glutamicum, jak i innych bakterii.

Literatura

o s WwN e

© ® N o

11.

12,

13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

20.
21.
22.

23.
24.
25.

26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.

33.

Leuchtenberger W., Huthmacher K., Drauz K., (2005), Appl. Microbiol. Biotechnol., 69, 1-8.
Leuchtenberger W., (1996), in: Biotechnology, Eds. Rehm H. J., Reed G., 6,455-502, VCH, Weinheim.
Kircher M., PfefFerle W., (2001), The Chemosphere, 43, 27-31.

Liebl W., Ehrmann M., Ludwig W., Schleifer K. H., (1991), Jnt. J. Syst. Bacteriol., 41, 255-260.
Kinoshita S., (1985), in; Biology of industrial microorganisms, Eds. Demain A. L., Solomon N. A,
263-324, Benjamin/Cummings, London.

de Graaf A. A., Eggeling L., Sahm H., (2001), Adv. Biochem. Eng. Biotechnol., 73, 9-29.
Follettie M. T., Peoples O. P., Ageropoulou C., Sinskey A. J., (1993), J. Bacteriol., 175, 4096-4103.
Cremer J., Eggeling L., Sahm H., (1991), Appl. Environ. Microbiol., 57, 1746-1752.

. Jetten M. S. W., Follettie M. T., Sinskey A. J., (1995), Appl. Microbiol. Biotechnol., 43, 76-82.

Patek M., Bilic M., Krumbach K., Eikmanns B., Sahm H., Eggeling L., (1997), Biotechnol. Lett., 19,
1113-1117.

Shaw-Reid C. A., McCormick M. M., Sinskey A. J., Stephanopoulos G., (1999), Appl. Microbiol. Bio-
technol., 51, 325-333.

Hartmann M., Tauch A., Eggeling L., Bathe B., Mdckel B., Piihler A., Kalinowski J., (2003), J. Biotech-
nol., 104, 199-211.

Sonntag K., Eggeling L., de Graaf A. A, Sahm H., (1993), Eur. J. Biochem., 213, 1325-1331.
Wehrnmann A., Phillips B., Sahm H., Eggeling L., (1998), J. Bacteriol., 180, 3159-3165.

Jetten M. S. M., Sinskey A. j., (1995), Grit. Rev. Biotechnol., 15, 73-103.

Broer S., Kramer R., (1991), Eur.j. Biochem., 202, 131-135.

Broer S., Kramer R., (1991), Eur.j. Biochem., 202, 137-143.

Vrljic M., Sahm. H., Eggeling L., (1996), j. Mol. Microbiol., 22, 815-826.

Vrljic M., GargJ., Bellmann A., Wach S., Freudl R., Matecki M. j., Sahm H., Kozina V.j., Eggeling L.,
Saier M. H Jr., (1999), j. Mol. Microbiol., 1, 327-336.

Aleshin V. V., Zakataeva N. P., Livshits V., (1999), Trends Biochem. Sci., 24, 133-135.

Marx A., Striegel K., de Graaf A. A., Sahm H., (1999), Biotechnol. Bioeng., 56, 168-180.
Petersen S., de Graaf A. A., Eggeling L., Mdllney M., Wiechert W., Sahm H., (2000), j. Biol. Chem.,
275, 35932-35941.

Marx A., de GraafA. A., Wiechert W., Eggeling L., Sahm H., (1996), Biotechnol. Bioeng., 49,111-129.
KofFas M. A. G., Jung G. Y., Stephanopoulos G., (2003), Metabolic Engineering, 5, 32-41.

Sahm H., Eggeling L., de Graaf A. A., (2000), Fourteenth Forum for Applied Biotechnology, 221-229,
GOM West-Vlaanderen, Gent.

Bellmann A., Vrljic M., Patek M., Sahm H., Kramer R., Eggeling L., (2001), Microbiology, 147,
1765-1774.

Tosaka O., Takinami K., Hirose Y., (1978), Agric. Biol. Chem., 42, 1181-1186.

Schrumpf B., Eggeling L., Sahm H., (1992), Appl. Microbiol. Biotechnol., 37, 566-571.
Nampoothiri M., Pandy A., (1998), Proces Biochem., 33, 147-161.

Sahm H., Eggeling L., de Graaf A. A., (2000), Biol. Chem., 381, 899-910.

Peters-Wendisch P. G., Schiel B., Wendisch V. F., Katsoulidis E., Mockel B., Sahm H., Eikmanns B.j.,
(2001), j. Mol. Microbiol. Biotechnol., 3, 295-300.

Onishij., Mitsuhashi S., Hayashi M., Ando S., Yokoi H., Ochiai K., Ikeda M., (2002), Appl. Microbiol.
Biotechnol., 58, 217-223.

Eggeling L., Oberle S., Sam H., (1998), Appl. Microbiol. Biotechnol., 49, 24-30.

BIOTECHNOLOGIA 1 (80) 53-70 2008 69



Jadwiga Gofabczak

34.

35.

36.
37.

38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,

45.

46.
47.

70

Kalinowski j., Bathe B., Bartels D., BischofT N., Bott M., Burkovski A., Dusch N., Eggeling L., Eik-
manns B.j., Gaigalat L., Goesmann A., Hartmann M., Huthmacher K., Kramer R., Linke B., McHardy
A. C., Meyer F., Mdckel B., PfefFerle W., Piihler A., Rey D. A., Riickert Ch., Rupp O., Sahm H., Wendi-
sch V. F., Wiegrabe J., Tauch A., (2003), j. Biotechnol., 104, 5-25.

Hayashi M., Ohnishi j., Mitsuhashi S., Yonetani Y., Hashimoto S., Ikeda M., (2006), Biosci. Biotech-
nol. Biochem., 70, 546-550.

lkeda M., Ohnishi j., Hayashi M., Mitsuhashi S., (2006), j. Ind. Microbiol. Biotechnol., 33, 610-615.
Hayashi M., Mizoguchi H., Ohnishi j., Mitsuhashi S., Yonetani Y., Hashimoto S., lkeda M., (2006),
Appl. Microbiol. Biotechnol., 72, 783-789.

Weuster-Botz D., Kelle R., Frantzen M., Wandrey C., (1997), Biotechnol. Prég., 13, 387-393.
Yao H. M., Tian Y. C., Tade M. O., Ang H. M., (2001), Chem. Eng. Proc, 40, 401-409.
Takiguchi N., Shimizu H., Shioya S., (1997), Biotechnol. Bioeng., 55, 170-181.

Yang Ch., Hua Q., Shimizu H., (1999), J. Biosci. Bioeng., 88, 393-403.

Sassi A. H., Fauvart L., Deschamps A. M., Lebeault j. M., (1998), Biochem. Eng. j., 1, 85-90.
Hermann T,, (2003), j. Biotechnol., 104, 155-172.

Hirao T., Nakao T., Azuma T., Sugimoto M., Nakanishi T., (1989), Appl. Microbiol. Biotechnol., 32,
269-273.

Eggeling L., Sam H., (1999), Appl. Microbiol. Biotechnol., 52, 146-153.

van Walsen H. j., Thompson M. C., (1997), j. Biotechnol., 59, 127-132.

Hoffler A., Alt H. C., Klasen C. j., Friedrich H., Hertz U., Mori L., Schiitte R., (1997), Process for the
preparation of an animal feed supplement based on fermentation broth, EPO 809 940.

PRACE PRZEGLADOWE



