(19)
Bundesrepublik Deutschland
Deutsches Patent- und Markenamt

(19 DE 600 29 971 T2 2007.05.16

(12) Ubersetzung der europiischen Patentschrift

(97) EP 1 204 755 B1
(21) Deutsches Aktenzeichen: 600 29 971.6
(86) PCT-Aktenzeichen: PCT/US00/22874
(96) Europaisches Aktenzeichen: 00 955 772.9
(87) PCT-Verdffentlichungs-Nr.: WO 2001/012833
(86) PCT-Anmeldetag: 18.08.2000
(87) Veroffentlichungstag
der PCT-Anmeldung: 22.02.2001
(97) Erstverdffentlichung durch das EPA: 15.05.2002
(97) Veroffentlichungstag
der Patenterteilung beim EPA: 09.08.2006
(47) Veroffentlichungstag im Patentblatt: 16.05.2007

shymtce: CT12N 15/52(2006.01)
C12N 15/20(2006.01)
C12P 7/18(2006.01)
C12N 9/04(2006.01)
C12N 1/21(2006.01)
C12R 1/19(2006.01)

(30) Unionsprioritat:
149534 P 18.08.1999 us

(73) Patentinhaber:
E.l. DuPont de Nemours and Co., Wilmington, Del.,
US; Genencor International, Inc., Palo Alto, Calif.,
us

(74) Vertreter:
derzeit kein Vertreter bestellt

(84) Benannte Vertragsstaaten:
AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT,
LI, LU, MC, NL, PT, SE

(72) Erfinder:
EMPTAGE, Mark, Wilmington, DE 19810, US;
HAYNIE, Sharon, Philadelphia, PA 19106, US;
LAFFEND, Lisa, Claymont, DE 19703, US; PUCCI,
Jeff, Palo Alto, CA 94303, US; WHITED, Greg,
Belmont, CA 94002, US

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR BIOLOGISCHEN HERSTELLUNG VON 1,3-PROPANDIOL

Anmerkung: Innerhalb von neun Monaten nach der Bekanntmachung des Hinweises auf die Erteilung des europa-
ischen Patents kann jedermann beim Europaischen Patentamt gegen das erteilte europédische Patent Einspruch
einlegen. Der Einspruch ist schriftlich einzureichen und zu begriinden. Er gilt erst als eingelegt, wenn die Ein-
spruchsgebihr entrichtet worden ist (Art. 99 (1) Europaisches Patentliibereinkommen).

Die Ubersetzung ist gemaR Artikel Il § 3 Abs. 1 IntPatUG 1991 vom Patentinhaber eingereicht worden. Sie wurde
vom Deutschen Patent- und Markenamt inhaltlich nicht gepruft.




DE 600 29 971 T2 2007.05.16

Beschreibung
GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Diese Erfindung betrifft ein Verfahren fir die biologische Umwandlung einer fermentierbaren Kohlen-
stoffquelle in 1,3-Propandiol durch einen einzigen Mikroorganismus.

Hintergrund

[0002] 1,3-Propandiol ist ein Monomer mit potentieller Verwendbarkeit bei der Herstellung von Polyesterfa-
sern und bei der Herstellung von Polyurethanen und cyclischen Verbindungen.

[0003] Eine Vielfalt von chemischen Wegen zu 1,3-Propandiol ist bekannt. Zum Beispiel kann Ethylenoxid
Uber einen Katalysator in Anwesenheit von Phosphin, Wasser, Kohlenmonoxid, Wasserstoff und einer Saure
durch die katalytische Loésungsphasenhydratation von Acrolein und nachfolgende Reduktion, oder aus Verbin-
dungen wie beispielsweise Glycerol, umgesetzt in Anwesenheit von Kohlenmonoxid und Wasserstoff Giber Ka-
talysatoren mit Atomen aus der Gruppe VIl des Periodensystems, in 1,3-Propandiol umgewandelt werden.
Obwohl es mdglich ist, 1,3-Propandiol durch diese Verfahren zu erzeugen, sind sie kostspielig und erzeugen
Abfallstrome, die Umweltschmutzstoffe enthalten.

[0004] Es ist seit Uiber einem Jahrhundert bekannt, daf3 1,3-Propandiol aus der Fermentation von Glycerol er-
zeugt werden kann. Bakterienstdmme, die imstande sind, 1,3-Propandiol zu erzeugen, sind zum Beispiel in
den Gruppen Citrobacter, Clostridium, Enterobacter, llyobacter, Klebsiella, Lactobacillus und Pelobacter gefun-
den worden. In jedem untersuchten Fall wird Glycerol in einer zweistufigen Enzym-katalysierten Reaktionsse-
quenz in 1,3-Propandiol umgewandelt. Im ersten Schritt katalysiert eine Dehydratase die Umwandlung von
Glycerol in 3-Hydroxypropionaldehyd (3-HPA) und Wasser, Gleichung 1. Im zweiten Schritt wird 3-HPA durch
eine NAD"-verknipfte Oxidoreductase zu 1,3-Propandiol reduziert, Gleichung 2. Das 1,3-Propandiol wird nicht
weiter metabolisiert und sammelt sich infolgedessen

Glycerol - 3-HPA + H,O (Gleichung 1)
3-HPA + NADH + H* - 1,3-Propandiol + NAD* (Gleichung 2)

in den Medien an. Die Gesamtreaktion verbraucht ein reduzierendes Aquivalent in der Form eines Cofaktors,
reduziertes B-Nicotinamid-adenin-dinucleotid (NADH), welches zu Nicotinamid-adenin-dinucleotid (NAD") oxi-
diert wird.

[0005] In Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii und Clostridium pasteurianum befinden sich die Gene,
codierend die drei strukturellen Untereinheiten von Glycerol-Dehydratase (dhaB1-3 oder dhaB, C und E), an-
grenzend an ein Gen, codierend eine spezielle 1,3-Propandiol-Oxidoreductase (dhaT) (siehe Eig. 1). Obwohl
sich die genetische Organisation bei diesen Mikroorganismen etwas unterscheidet, sind diese Gene in einer
Gruppe gesammelt, welche auch orfX und orfZ (Gene, codierend einen Dehydratase-Reaktivierungsfaktor fir
Glycerol-Dehydratase) ebenso wie orfY und orfW (Gene unbekannter Funktion) umfalt. Es ist bekannt, daf}
die spezifischen 1,3-Propandiol-Oxidoreductasen (dhaT's) dieser Mikroorganismen zu der Familie von
Typ-llI-Alkohol-Dehydrogenasen gehdren; jede zeigt ein konserviertes Eisenbindungsmotiv und hat eine Pra-
ferenz fir die NAD*/NADH-verkniipfte gegenseitige Umwandlung von 1,3-Propandiol und 3-HPA. Jedoch wird
die NAD*/HADH-verkn(ipfte gegenseitige Umwandlung von 1,3-Propandiol und 3-HPA auch durch Alkohol-De-
hydrogenasen katalysiert, welche nicht speziell mit Dehydratase-Enzymen verknlpft sind (zum Beispiel Pfer-
deleber- und Backerhefe-Alkohol-Dehydrogenasen (E.C. 1.1.1.1)), wenn auch mit weniger effizienten kineti-
schen Parametern. Glycerol-Dehydratase (E.C. 4.2.1.30) und Diol[1,2-propandiol]-Dehydratase [E.C.
4.2.1.28) sind verwandte, aber unterschiedliche Enzyme, die durch unterschiedliche Gene codiert werden. Di-
ol-Dehydratase-Gene aus Klebsiella oxytoca und Salmonella typhimurium sind Glycerol-Dehydratase-Genen
ahnlich und sind in einer Gruppe versammelt, welche Gene analog zu orfX und orfZ umfaflt (Daniel et al.,
FEMS Microbiol. Rev. 22, 553 (1999); Toraya und Mori, J. Biol. Chem. 274, 3372 (1999); GenBank AF026270).

[0006] Die Herstellung von 1,3-Propandiol aus Glycerol wird im allgemeinen unter anaeroben Bedingungen
unter Verwendung von Glycerol als der alleinigen Kohlenstoffquelle und in Abwesenheit von anderen exoge-
nen reduzierenden aquivalenten Akzeptoren durchgefiihrt. Unter diesen Bedingungen ist, in z.B. Stdmmen von
Citrobacter, Clostridium und Klebsiella, ein paralleler Weg fiir Glycerol wirksam, welcher zuerst die Oxidation
von Glycerol zu Dihydroxyaceton (DHA) durch eine NAD*- (oder NADP*-)-verkniipfte Glycerol-Dehydrogenase
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beinhaltet, Gleichung 3. Die DHA wird, folgend der Phosphorylierung zu Dihydroxyacetonphosphat (DHAP)
durch eine DHA-Kinase (Gleichung 4),

Glycerol + NAD* - DHA + NADH + H* (Gleichung 3)
DHA + ATP - DHAP + ADP (Gleichung 4)

fur Biosynthese und zum Unterstlitzen der ATP-Erzeugung Uber z.B. Glycolyse verflugbar. Im Gegensatz zu
dem 1,3-Propandiol-Weg kann dieser Weg Kohlenstoff und Energie fiir die Zelle bereitstellen und erzeugt mehr
NADH als er verbraucht.

[0007] In Klebsiella pneumoniae und Citrobacter freundii werden die Gene, die die funktionell verknupften Ak-
tivitaten von Glycerol-Dehydratase (dhaB), 1,3-Propandiol-Oxidoreductase (dhaT), Glycerol-Dehydrogenase
(dhaD) und Dihydroxyaceton-Kinase (dhaT) codieren, durch das dha-Regulon eingeschlossen. Das dha-Re-
gulon in Klebsiella pneumoniae und Citrobacter freundii schlief3t auch ein Gen ein, das ein transkriptionelles
Aktivatorprotein (dhaR) codiert. Die dha-Regulone aus Citrobacter und Klebsiella sind in Escherichia coli ex-
primiert worden und es ist gezeigt worden, dal sie Glycerol in 1,3-Propandiol umwandeiln.

[0008] Weder die chemischen noch die biologischen Methoden, die vorstehend fiir die Herstellung von
1,3-Propandiol beschrieben wurden, sind fir industrielle Grof3produktion gut geeignet, da die chemischen Ver-
fahren energieintensiv sind und die biologischen Verfahren auf relativ niedrigen Titer von dem kostspieligen
Ausgangsmaterial Glycerol begrenzt sind. Diese Nachteile kdnnten mit einem Verfahren, das geringen Ener-
gieeinsatz und ein preisglinstiges Ausgangsmaterial wie beispielsweise Kohlenhydrate oder Zucker erfordert,
oder durch Erhéhen der metabolischen Effizienz eines Glycerolverfahrens iberwunden werden. Die Entwick-
lung jedes Verfahrens erfordert die Fahigkeit, die genetische Maschinerie zu manipulieren, die fir die Umwand-
lung von Zuckern in Glycerol und von Glycerol in 1,3-Propandiol verantwortlich ist.

[0009] Biologische Verfahren fiir die Herstellung von Glycerol sind bekannt. Die Uiberwiegende Mehrheit von
Glycerolerzeugern sind Hefen, aber einige Bakterien, andere Pilze und Algen sind ebenfalls bekannt. Sowohl
Bakterien als auch Hefen erzeugen Glycerol durch Umwandeln von Glucose oder anderen Kohlehydraten tiber
den Fructose-1,6-bisphosphat-Weg in der Glycolyse oder den Embden-Meyerhof-Parnas-Weg, wohingegen
bestimmte Algen geldstes Kohlendioxid oder Bicarbonat in den Chloroplasten in die 3-Kohlenstoff-Zwischen-
verbindungen des Calvin-Zyklus umwandeln. In einer Reihe von Schritten wird die 3-Kohlenstoff-Zwischenver-
bindung, Phosphoglycerinsaure, in Glyceraldehyd-3-phosphat umgewandelt, welches leicht wechselseitig in
sein Ketoisomer Dihydroxyacetonphosphat und letztlich in Glycerol umgewandelt werden kann.

[0010] Genau gesagt synthetisieren die Bakterien Bacillus licheniformis und Lactobacillus lycopersica Glyce-
rol, und Glycerolerzeugung wird in den halogentoleranten Algen Dunaliella sp. und Asteromonas gracilis zum
Schutz gegen hohe externe Salzkonzentrationen gefunden. Ahnlich synthetisieren verschiedene osmotoleran-
te Hefen Glycerol als Schutzmalinahme. Die meisten Stdmme von Saccharomyces erzeugen etwas Glycerol
wahrend der alkoholischen Garung, und dies kann physiologisch durch die Anwendung von osmotischem
Strel erhdht werden. Friher in diesem Jahrhundert wurde kommerzielle Glycerolherstellung durch die Ver-
wendung von Saccharomyces-Kulturen erreicht, zu welchen ,Steuerungsreagenzien" wie beispielsweise Sul-
fate oder Alkalien hinzugegeben wurden. Durch die Bildung eines inaktiven Komplexes blockieren oder hem-
men die Steuerungsmittel die Umwandlung von Acetaldehyd in Ethanol; so sind Gberschissige reduzierende
Aquivalente (NADH) verfiigbar fiir oder werden in Richtung zu DHAP zur Reduktion ,gesteuert", wobei Glycerol
erzeugt wird. Dieses Verfahren wird durch die teilweise Hemmung des Hefewachstums begrenzt, die auf die
Sulfite zurtickzufuhren ist. Diese Begrenzung kann durch die Verwendung von Alkalien, die Uberschussige
NADH-Aquivalente durch einen andersartigen Mechanismus erzeugen, teilweise (iberwunden werden. In die-
ser praktischen Ausfuhrung initiierten die Alkalien eine Canizzaro-Disproportionierung, wobei sich Ethanol und
Essigsaure aus zwei Aquivalenten von Acetaldehyd ergeben.

[0011] Das Gen, codierend Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase (DAR1, GPD1), ist aus S. diastaticus klo-
niert und sequenziert worden (Wang et al., J. Bact. 176, 7091-7095 (1994)). Das DAR1-Gen wurde in einen
Shuttle-Vektor kloniert und verwendet, um E. coli zu transformieren, wo Expression aktives Enzym erzeugte.
Wang et al. (vorstehend) erkennen, da® DAR1 durch die zellulare osmotische Umgebung reguliert wird, aber
weisen nicht darauf hin, wie das Gen verwendet werden kdnnte, um die 1,3-Propandiol-Herstellung in einem
rekombinanten Mikroorganismus zu erhéhen.

[0012] Andere Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase-Enzyme sind isoliert worden: zum Beispiel wurde
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sn-Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase aus Saccharomyces cerevisiae kloniert und sequenziert (Larason et
al., Mol. Microbiol. 10, 1101 (1993)), und Albertyn et al. (Mol. Cell. Biol. 14, 4135 (1994)) lehren das Klonieren
von GPD1, codierend eine Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase aus Saccharomyces cerevisiae. Wie Wang et
al. (vorstehend) erkennen sowohl Albertyn et al. als auch Larason et al. die osmotische Empfindlichkeit der
Regulierung dieses Gens, aber weisen nicht darauf hin, wie das Gen bei der Herstellung von 1,3-Propandiol
in einem rekombinanten Mikroorganismus verwendet werden kdnnte.

[0013] Wie bei G3PDH wurde Glycerol-3-Phosphatase aus Saccharomyces cerevisiae isoliert und das Pro-
tein als durch das GPP1- und GPP2-Gen codiert identifiziert (Norbeck et al., J. Biol. Chem. 271, 13875 (1996)).
Wie die Gene, die G3PDH codieren, scheint es, dall GPP2 osmoseempfindlich ist.

[0014] Obwohl die Umwandlung einer fermentierbarer Kohlenstoffquelle, die anders als Glycerol oder Dihy-
droxyaceton ist, durch einen einzigen Mikroorganismus in 1,3-Propandiol wiinschenswert ist, wurde dokumen-
tiert, daf es in einem derartigen Bemuhen bedeutende Unterschiede zu Gberwinden gibt. Zum Beispiel lehren
Gottschalk et al. (EP 373230), da das Wachstum der meisten Stamme, verwendbar fiir die Herstellung von
1,3-Propandiol, einschlieBlich Citrobacter freundii, Clostridium autobutylicum, Clostridium butylicum und Kleb-
siella pneumoniae, durch die Anwesenheit eines Wasserstoffdonors wie beispielsweise Fructose oder Glucose
gestort wird. Stamme von Lactobacillus brevis und Lactobacillus buchner, welche 1,3-Propandiol in Cofermen-
tationen von Glycerol und Fructose oder Glucose erzeugen, wachsen nicht, wenn Glycerol als die alleinige
Kohlenstoffquelle bereitgestellt wird, und, obwohl gezeigt wurde, dal} ruhende Zellen Glucose oder Fructose
metabolisieren kdnnen, erzeugen sie kein 1,3-Propandiol (Veiga DA Cunha et al., J. Bacteriol., 174, 1013
(1992)). Ahnlich wurde gezeigt, dak ein Stamm von llyobacter polytropus, welcher 1,3-Propandiol erzeugt,
wenn Glycerol und Acetat bereitgestellt werden, kein 1,3-Propandiol aus Kohlenstoffsubstraten erzeugt, die
andere sind als Glycerol, einschlieRlich Fructose und Glucose (Steib et al., Arch. Microbiol. 140, 139 (1984)).
Schliel3lich lehrten Tong et al. (Appl. Biochem. Biotech. 34, 149 (1992)), da® rekombinante Escherichia coli,
transformiert mit dem dha-Regulon, codierend Glycerol-Dehydratase, 1,3-Propandiol in Abwesenheit von exo-
genem Glycerol weder aus Glucose noch aus Xylose erzeugt.

[0015] Es wurde Uber Versuche, die Ausbeute von 1,3-Propandiol aus Glycerol zu verbessern, berichtet, wo
Cosubstrate, die imstande sind, reduzierende Aquivalente, typischerweise fermentierbare Zucker, bereitzustel-
len, in das Verfahren eingeschlossen werden. Verbesserungen in der Ausbeute wurden fiir ruhende Zellen von
Citrobacter freundii und Klebsiella pneumoniae DSM 4270, cofermentierend Glycerol und Glucose, bean-
sprucht (Gottschalk et al., vorstehend; und Tran-Dinh et al., DE 3734764); aber nicht flir wachsende Zellen von
Klebsiella pneumoniae ATCC 25955, cofermentierend Glycerol und Glucose, welche kein 1,3-Propandiol er-
zeugten (I-T. Tong, PH. D. Thesis, University of Wisconsin-Madison (1992)). Erhéhte Ausbeuten wurden fiir die
Cofermentation von Glycerol und Glucose oder Fructose durch eine rekombinante Escherichia coli berichtet;
jedoch wird in Abwesenheit von Glycerol kein 1,3-Propandiol erzeugt (Tong et al., vorstehend). In diesen Sys-
temen verwenden einzelne Mikroorganismen das Kohlehydrat als Ausgangsstoff der Erzeugung von NADH,
wahrend Energie und Kohlenstoff zur Zellerhaltung oder zum Wachstum bereitgestellt wird. Diese Offenbarun-
gen weisen darauf hin, dald Zucker nicht in den Kohlenstoffstrom eintreten, der 1,3-Propandiol erzeugt.

[0016] Kirzlich jedoch wurde die Umwandlung von Kohlenstoffsubstraten, die anders als Glycerol oder Dihy-
droxyaceton sind, in 1,3-Propandiol durch einen einzigen Mikroorganismus, der ein Dehydratase-Enzym ex-
primiert, beschrieben (US 5686276; WO 9821339; WO 9928480 und WO 9821341 (US 6013494)). Eine spe-
zifische Unzulanglichkeit in den biologischen Verfahren, die zu der Herstellung von 1,3-Propandiol aus entwe-
der Glycerol oder Glucose flhren, war der niedrige Titer des Produkts, der Uber Fermentation erreicht wurde;
so ist ein energieintensives Trennverfahren, um 1,3-Propandiol aus der wasserigen Fermentationsbrihe zu er-
halten, erforderlich. Fed-Batch- oder Chargen-Fermentationen von Glycerol zu 1,3-Propandiol haben zu fina-
len Titern von 65 g/l durch Clostridium butyricum (Saint-Amans et al., Biotechnology Letters 16, 831 (1994)),
71 g/l durch Clostridium-butyricum-Mutanten (Abbad-Andaloussi et al., Appl. Environ. Microbiol. 61, 4413
(1995)), 61 g/l durch Klebsiella pneumoniae (Homann et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 33, 121 (1990)) und
35 g/l durch Citrobacter freundii (Homann et al., vorstehend) gefihrt. Fermentationen von Glucose zu 1,3-Pro-
pandiol, die den aus Glycerol-Fermentationen erhaltenen Titer Uberschreiten, sind noch nicht offenbart wor-
den.

[0017] Das Problem, das zu lésen bleibt, ist, wie 1,3-Propandiol mit hohem Titer und durch einen einzigen
Mikroorganismus aus einem preisgunstigen Kohlenstoffsubstrat, wie beispielsweise Glucose oder andere Zu-
cker, biologisch herzustellen ist. Die biologische Herstellung von 1,3-Propandiol erfordert Glycerol als Substrat
fur eine zweistufige aufeinanderfolgende Reaktion, in der ein Dehydratase-Enzym (typischerweise eine Coen-
zym-B,,-abhangige Dehydratase) Glycerol in eine Zwischenverbindung, 3-Hydroxypropionaldehyd, umwan-
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delt, welche dann durch eine NADH- (oder NADPH) abhangige Oxidoreduktase zu 1,3-Propandiol reduziert
wird. Die Komplexitat der Anforderungen an den Cofaktor erfordert die Verwendung eines Ganzzellenkataly-
sators fir ein industrielles Verfahren, das diese Reaktionssequenz fiir die Herstellung von 1,3-Propandiol be-
nutzt.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0018] Die Anmelder haben das festgestellte Problem geldst, und die vorliegende Erfindung stellt biologische
Umwandlung einer fermentierbaren Kohlenstoffquelle direkt in 1,3-Propandiol mit wesentlich héherem Titer als
dem bisher erhaltenen und mit der Verwendung eines einzigen Mikroorganismus bereit. Glucose wird als Mo-
dellsubstrat verwendet und E. coli wird als Modellwirt verwendet. Rekombinante E. coli, exprimierend eine
Gruppe von Genen (umfassend Gene, die eine Dehydratase-Aktivitat, einen Dehydratase-Reaktivierungsfak-
tor, eine 1,3-Propandiol-Oxidoreduktase (dhaT), eine Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase und eine Glyce-
rol-3-Phosphatase codieren) wandeln Glucose mit einem Titer, der sich dem von Glycerol fir 1,3-Propandi-
ol-Fermentationen nahert, in 1,3-Propandiol um.

[0019] In dieser Erfindung fihrt die Eliminierung des funktionellen dhaT-Gens in dieser rekombinanten E. coli
zu einem wesentlich hdheren Titer von 1,3-Propandiol aus Glucose. Diese unerwartete Zunahme im Titer flhrt
zu verbesserter Okonomie und so einem verbesserten Verfahren fiir die Herstellung von 1,3-Propandiol aus
Glucose.

[0020] Weiterhin kann die vorliegende Erfindung im allgemeinen angewendet werden, um ein beliebiges Koh-
lenstoffsubstrat einzuschliefien, das leicht in 1) Glycerol, 2) Dihydroxyaceton, 3) C,-Verbindungen im Oxidati-
onszustand von Glycerol (z.B. Glycerol-3-phosphat) oder 4) C,-Verbindungen im Oxidationszustand von Dihy-
droxyaceton (z.B. Dihydroxyacetonphosphat oder Glyceraldehyd-3-phosphat) umgewandelt wird. Die Herstel-
lung von 1,3-Propandiol in dem dhaT-minus-Stamm erfordert eine nicht-spezifische katalytische Aktivitat, die
3-HPA in 1,3-Propandiol umwandelt. Identifizierung des Enzyms (der Enzyme) und/oder des Gens (der Gene),
verantwortlich fur die nicht-spezifische katalytische Aktivitat, die 3-HPA in 1,3-Propandiol umwandelt, fihrt zu
der Herstellung von 1,3-Propandiol in einem weiten Bereich von Wirtsmikroorganismen mit Substraten aus ei-
nem weiten Bereich von kohlenstoffhaltigen Substraten. Es wird auch erwartet, dal3 die Verwendung dieser
nicht-spezifischen katalytischen Aktivitat, die 3-HPA in 1,3-Propandiol umwandelt, vermdge eines verbesser-
ten Titers und der resultierenden verbesserten Okonomie zu einem verbesserten Verfahren fiir die Herstellung
von 1,3-Propandiol aus Glycerol oder Dihydroxyaceton fihrt.

[0021] Diese Aktivitat wurde isoliert aus E. coli als Nucleinsaurefragment, codierend eine nicht-spezifische
katalytische Aktivitat fur die Umwandlung von 3-Hydroxypropionaldehyd in 1,3-Propandiol, wie dargelegt in
SEQ ID NO:58 oder wie ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus:
(a) einem isolierten Nucleinsaurefragment, codierend alles oder einen wesentlichen Teil der Aminosaure-
sequenz von SEQ ID NO:57;
(b) einem isolierten Nucleinsdurefragment, das einem isolierten Nucleinsaurefragment, codierend alles
oder einen wesentlichen Teil der Aminosauresequenz von SEQ ID NO:57, im wesentlichen ahnlich ist;
(c) einem isolierten Nucleinsaurefragment, codierend ein Polypeptid aus mindestens 387 Aminosauren mit
mindestens 80% mit der Aminosauresequenz von SEQ ID NO:57;
(d) einem isolierten Nucleinsadurefragment, das mit (a) unter Hybridisierungsbedingungen von 0,1 x SSC,
0,1% SDS, 65°C und gewaschen mit 2 x SSC, 0,1% SDS und nachfolgend 0,1 x SSC, 0,1% SDS hybridi-
siert; und
(e) einem isolierten Nucleinsaurefragment, das komplementar zu (a), (b), (c) oder (d) ist. Alternativ ist die
nichtspezifische katalytische Aktivitat in dem Polypeptid, wie dargelegt in SEQ ID NO:57, verkorpert.

[0022] Ein chimares Gen kann konstruiert werden, umfassend das vorstehend beschriebene isolierte Nucle-
insdurefragment, operabel mit geeigneten regulatorischen Sequenzen verknupft. Dieses chimare Gen kann
verwendet werden, um Mikroorganismen, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus Citrobacter, Enterobac-
ter, Clostridium, Klebsiella, Aerobacter, Lactobacillus, Aspergillus, Saccharomyces, Schizosaccharomyces,
Zygosaccharomyces, Pichia, Kluyveromyces, Candida, Hansenula, Debaryomyces, Mucor, Torulopsis, Methy-
lobacter, Salmonella, Bacillus, Aerobacter, Streptomyces, Escherichia und Pseudomonas, zu transformieren.
E. coli ist der bevorzugte Wirt.

[0023] Dementsprechend stellt die vorliegende Erfindung einen rekombinanten Mikroorganismus, verwend-

bar fur die Herstellung von 1,3-Propandiol, bereit, umfassend: (a) mindestens ein Gen, codierend ein Polypep-
tid mit Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase-Aktivitat; (b) mindestens ein Gen, codierend ein Polypeptid mit
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Glycerol-3-Phosphatase-Aktivitat; (c) mindestens ein Gen, codierend ein Polypeptid mit einer Dehydratase-Ak-
tivitat; (d) mindestens ein Gen, codierend einen Dehydratase-Reaktivierungsfaktor; (e) mindestens ein endo-
genes Gen, codierend eine nichtspezifische katalytische Aktivitat, ausreichend, um 3-Hydroxypropionaldehyd
in 1,3-Propandiol umzuwandeln, wobei kein funktionelles dhaT-Gen, codierend eine 1,3-Propandiol-Oxidore-
ductase, vorhanden ist. Gegebenenfalls kann der rekombinante Mikroorganismus Mutationen (z.B. Deletions-
mutationen oder Punktmutationen) in endogenen Genen, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus: (a) ei-
nem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-Kinase-Aktivitat; (b) einem Gen, codierend ein Polypeptid mit
Glycerol-Dehydrogenase-Aktivitat; und (c) einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Triosephosphat-Isomera-
se-Aktivitat, umfassen.

[0024] In einer anderen Ausfiihrungsform schliel3t die Erfindung ein Verfahren fiir die Herstellung von 1,3-Pro-
pandiol ein, umfassend: (a) Inkontaktbringen unter geeigneten Bedingungen einer rekombinanten E. coli, die
ein dha-Regulon umfafdt und der ein funktionelles dhaT-Gen, codierend eine 1,3-Propandiol-Oxidoreducta-
se-Aktivitat, fehlt, mit mindestens einer Kohlenstoffquelle, wobei die Kohlenstoffquelle aus der Gruppe, beste-
hend aus Monosacchariden, Oligosacchariden, Polysacchariden und ein-Kohlenstoff-Substraten, ausgewahlt
ist; und (b) gegebenenfalls Gewinnen des 1,3-Propandiols, hergestellt in (a).

[0025] Die Erfindung stellt auch ein Verfahren fiir die Herstellung von 1,3-Propandiol von einem rekombinan-
ten Mikroorganismus bereit, umfassend: (a) Inkontaktbringen des rekombinanten Mikroorganismus der vorlie-
genden Erfindung mit mindestens einer Kohlenstoffquelle, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus Mono-
sacchariden, Oligosacchariden, Polysacchariden und ein-Kohlenstoff-Substraten, wodurch 1,3-Propandiol er-
zeugt wird; und (b) gegebenenfalls Gewinnen des 1,3-Propandiols, erzeugt in (a).

[0026] Ahnlich beabsichtigt die Erfindung, ein Verfahren fiir die Herstellung von 1,3-Propandiol von einem re-
kombinanten Mikroorganismus bereitzustellen, umfassend:
(a) Inkontaktbringen eines rekombinanten Mikroorganismus mit mindestens einer Kohlenstoffquelle, wobei
der rekombinante Mikroorganismus umfafdt:
(i) mindestens ein Gen, codierend ein Polypeptid mit einer Dehydratase-Aktivitat;
(i) mindestens ein Gen, codierend einen Dehydratase-Reaktivierungsfaktor;
(iii) mindestens ein endogenes Gen, codierend eine nichtspezifische katalytische Aktivitat, ausreichend,
3-Hydroxypropionaldehyd in 1,3-Propandiol umzuwandeln, wobei kein funktionelles dhaT-Gen, codierend
eine 1,3-Propandiol-Oxidoreductase, vorhanden ist;
wobei die Kohlenstoffquelle aus der Gruppe, bestehend aus Glycerol und Dihydroxyaceton, ausgewabhlt ist,
wobei 1,3-Propandiol erzeugt wird, und
(b) gegebenenfalls Gewinnen des 1,3-Propandiols, erzeugt in (a).

[0027] Noch ein anderer Aspekt der Erfindung stellt die gemeinsame Zufiihrung des Kohlenstoffsubstrats be-
reit. In dieser Ausfuhrungsform fir die Herstellung von 1,3-Propandiol sind die Schritte: (a) Inkontaktbringen
einer rekombinanten E. coli mit einer ersten Kohlenstoffquelle und mit einer zweiten Kohlenstoffquelle, wobei
die rekombinante E. coli umfafdt: (i) mindestens ein exogenes Gen, codierend ein Polypeptid mit einer Dehyd-
ratase-Aktivitat; (i) mindestens ein exogenes Gen, codierend einen Dehydratase-Aktivierungsfaktor, (iii) min-
destens ein exogenes Gen, codierend eine nichtspezifische katalytische Aktivitat, ausreichend, um 3-Hydro-
xypropionaldehyd in 1,3-Propandiol umzuwandeln, wobei kein funktionelles dhaT-Gen, codierend eine
1,3-Propandiol-Oxidoreductase-Aktivitat, in der rekombinanten E. coli vorhanden ist und wobei die erste Koh-
lenstoffquelle aus der Gruppe, bestehend aus Glycerol und Dihydroxyaceton, ausgewahlt ist und die zweite
Kohlenstoffquelle aus der Gruppe, bestehend aus Monosacchariden, Oligosacchariden, Polysacchariden und
ein-Kohlenstoff-Substraten, ausgewahlt ist, und (b) das 1,3-Propandiol, erzeugt in (a), wird gegebenenfalls ge-
wonnen. Die gemeinsame Zufuhrung kann aufeinanderfolgend oder gleichzeitig sein. Die rekombinante E. coli,
verwendet in einer Ausfihrungsform mit gemeinsamer Zufihrung, kann weiterhin umfassen: (a) eine Gruppe
von exogenen Genen, bestehend aus (i) mindestens einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glyce-
rol-3-phosphat-Dehydrogenase-Aktivitat; (ii) mindestens einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glyce-
rol-3-Phosphatase-Aktivitat; und (iii) mindestens einer Untergruppe von Genen, codierend die Genprodukte
von dhaR, orfY, orfX, orfW, dhaB1, dhaB2, dhaB3 und orfZ, und (b) eine Gruppe von endogenen Genen, wobei
jedes Gen eine das Gen inaktivierende Mutation aufweist; wobei die Gruppe aus: (i) einem Gen, codierend ein
Polypeptid mit Glycerol-Kinase-Aktivitat; (ii) einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-Dehydrogena-
se-Aktivitat; und (iii) einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Triosephosphat-lsomerase-Aktivitat, besteht.

[0028] Zu verwendbaren rekombinanten E.-coli-Stammen gehdéren der rekombinante E.-coli-Stamm, umfas-

send: (a) eine Gruppe von zwei endogenen Genen, wobei jedes Gen eine das Gen inaktivierende Mutation
aufweist, wobei die Gruppe aus: (i) einem Gen, codierend ein Polypeptid mit einer Glycerol-Kinase-Aktivitat;
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und (ii) einem Gen, codierend ein Polypeptid mit einer Glycerol-Dehydrogenase-Aktivitat, besteht; (b) mindes-
tens ein exogenes Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase-Aktivitat; (c) min-
destens ein exogenes Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-Phosphatase-Aktivitat; und (d) einen Vek-
tor pKP32, umfassend dhaR, orfY, orfX, orfW, dhaB1, dhaB2, dhaB3 und orfZ, wie angegeben in SEQ ID NO: 1.

[0029] Zu anderen verwendbaren Ausfiihrungsformen gehdren rekombinante E. coli, umfassend: (a) eine
Gruppe von exogenen Genen, bestehend aus: (i) mindestens einem Gen, codierend ein Polypeptid mit einer
Dehydratase-Aktivitat; (i) mindestens einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-phosphat-Dehydro-
genase-Aktivitat; (iii) mindestens einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-Phosphatase-Aktivitat;
und (iv) mindestens einem Gen, codierend einen Dehydratase-Reaktivierungsfaktor; und (b) mindestens ein
endogenes Gen, codierend eine nicht-spezifische katalytische Aktivitat, 3-Hydroxypropionaldehyd in 1,3-Pro-
pandiol umzuwandeln; wobei kein funktionelles dhaT-Gen, codierend eine 1,3-Propandiol-Oxidoreductase-Ak-
tivitat, in der rekombinanten E. coli vorhanden ist.

[0030] Eine andere Ausfiuhrungsform ist eine rekombinante E. coli, umfassend: (a) eine Gruppe von exoge-
nen Genen, bestehend aus: (i) mindestens einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-phosphat-De-
hydrogenase-Aktivitat; (ii) mindestens einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-Phosphatase-Akti-
vitat; und (iii) mindestens einer Untergruppe von Genen, codierend die Genprodukte von dhaR, orfY, orfX,
orfW, dhaB1, dhaB2, dhaB3 und orfZ, und (b) mindestens ein endogenes Gen, codierend eine nicht-spezifi-
sche katalytische Aktivitat, 3-Hydroxypropionaldehyd in 1,3-Propandiol umzuwandeln; wobei kein funktionelles
dhaT-Gen, codierend eine 1,3-Propandiol-Oxidoreductase-Aktivitat, in der rekombinanten E. coli vorhanden
ist. Diese Ausflihrungsform schlieRt auch ein Verfahren unter Verwendung einer rekombinanten E. coli ein, wei-
terhin umfassend eine Gruppe von endogenen Genen, wobei jedes Gen eine das Gen inaktivierende Mutation
aufweist, wobei die Gruppe aus: (a) einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-Kinase-Aktivitat; (b) ei-
nem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-Dehydrogenase-Aktivitat; und (c) einem Gen, codierend ein
Polypeptid mit Triosephosphat-lsomerase-Aktivitat, besteht.

[0031] Diese Ausflihrungsform schlie3t noch weiter ein Verfahren fir die Bioproduktion von 1,3-Propandiol
ein, umfassend: (a) Inkontaktbringen der unmittelbar offenbarten rekombinanten E. coli unter geeigneten Be-
dingungen mit mindestens einer Kohlenstoffquelle, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus Monosaccha-
riden, Oligosacchariden, Polysacchariden und ein-Kohlenstoff-Substraten, wodurch 1,3-Propandiol erzeugt
wird; und (b) gegebenenfalls Gewinnen des 1,3-Propandiols, erzeugt in (a).

[0032] Und schlie3t auch ein weiteres Verfahren flr die Bioproduktion von 1,3-Propandiol ein, umfassend: (a)
Inkontaktbringen der rekombinanten E. coli der unmittelbar offenbarten Ausflihrungsformen, die weiterhin um-
fassen: (i) mindestens ein exogenes Gen, codierend ein Polypeptid mit einer Dehydratase-Aktivitat; (ii) min-
destens ein exogenes Gen, codierend einen Dehydratase-Reaktivierungsfaktor; (iii) mindestens ein endoge-
nes Gen, codierend eine nicht-spezifische katalytische Aktivitat, 3-Hydroxypropionaldehyd in 1,3-Propandiol
umzuwandeln, wobei die mindestens eine Kohlenstoffquelle aus der Gruppe, bestehend aus Glycerol und Di-
hydroxyaceton, ausgewahlt ist, und (b) gegebenenfalls Gewinnen des 1,3-Propandiols, erzeugt in (a).

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN, SEQUENZBESCHREIBUNGEN UND BIOLOGISCHEN
HINTERLEGUNGEN

[0033] Die Erfindung kann vollstéandiger aus der folgenden ausfihrlichen Beschreibung, den Figuren, den be-
gleitenden Sequenzbeschreibungen und biologischen Hinterlegungen verstanden werden, die Teile dieser An-
meldung bilden.

[0034] Fig. 1 stellt die Genorganisation innerhalb der Sequenz des dha-Regulon-Subklons pHK28-26 dar.

[0035] Fig. 2 stellt eine graphische Darstellung des extrazellularen léslichen Proteins (g/l) dar, verglichen zwi-
schen zwei Fermentationsdurchlaufen im wesentlichen wie in Beispiel 7 beschrieben unter Verwendung einer
konstanten Zufuhr von Vitamin B,,. In einem Fall, ausgezogene Linien, war der verwendete Stamm
KLP23/pAH48/pKP32. In dem anderen Fall, gestrichelte Linien, war der verwendete Stamm
KLP23/pAH48/pDT29.

[0036] Fig. 3 stellt eine graphische Darstellung der Zell-Lebensfahigkeit [(lebensfahige Zellen/ml)/OD550]
dar, verglichen zwischen zwei Fermentationsdurchlaufen im wesentlichen wie in Beispiel 7 beschrieben unter
Verwendung einer konstanten Zufuhr von Vitamin B,,. In einem Fall (ausgezogene Linien) war der verwendete
Stamm KLP23/pAH48/pKP32. In dem anderen Fall (gestrichelte Linien) war der verwendete Stamm
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KLP23/pAH48/pDT29.

[0037] Fig. 4 stellt eine graphische Darstellung der Ausbeute von Glycerol aus Glucose dar, verglichen zwi-
schen zwei Fermentationsdurchlaufen im wesentlichen wie in Beispiel 7 beschrieben, aber in Abwesenheit von
Vitamin B,, oder Coenzym B,,. In einem Fall (ausgezogene Linien) war der verwendete Stamm
KLP23/pAH48/pKP32. In dem anderen Fall (gestrichelte Linien) war der verwendete Stamm
KLP23/pAH48/pDT29.

[0038] Fig. 5 ist ein FlieRdiagramm, das die metabolische Umwandlung von Glucose in 1,3-Propandiol ver-
anschaulicht.

[0039] Fig. 6 ist ein 2D-PAGE-Membran-Blot mit der I6slichen Proteinfraktion, extrahiert aus einer Bande, die
Oxidoreductase-Aktivitat (nicht-spezifische katalytische Aktivitat) von endogener E. coli auf einem nativen Gel
zeigt.

[0040] Die 68 Sequenzbeschreibungen und die Sequenzauflistung, die hier angefligt sind, erfillen die Re-
geln, die Nucleotid- und/oder Aminosauresequenzoffenbarungen in Patentanmeldungen bestimmen, wie sie in
37 C.F.R. §1.821-1.825 (,Requirements for Patent Applications Containing Nucleotide Sequences and/or Ami-
no Acid Sequence Disclosures — the Sequence Rules" (,Anforderungen flir Patentanmeldungen, die Nucleo-
tidsequenzen und/oder Aminosauresequenzoffenbarungen enthalten — die Sequenzregeln")) angegeben sind,
und stimmen mit dem Standard ST2.5 (1998) der World Intellectual Property Organization (WIPO) und den An-
forderungen fir die Sequenzauflistung der EPO und PCT (Regeln 5.2 und 49.5(a-bis) und Abschnitt 208 und
Anhang C der Verwaltungsanweisungen Uberein. Die Sequenzbeschreibungen enthalten den ein-Buchsta-
ben-Code fiir Nucleotidsequenzzeichen und die drei-Buchstaben-Codes fiir Aminoséuren, wie sie in Uberein-
stimmung mit den IUPAC-IYUB-Standards, beschrieben in Nucleic Acids Res. 13, 3021-3030 (1985) und in
dem Biochemical Journal 219, 345-373 (1984) definiert sind.

[0041] SEQ ID NO:1 enthalt die Nucleotidsequenz, bestimmt aus einem 12,1-kb-EcoRI-Sall-Fragment aus
pKP1 (Cosmid, enthaltend DNA aus Klebsiella pneumoniae), subkloniert in pIBI31 (IBI Biosystem, New Haven,
CT), und bezeichnet als pHK28-26. Tabelle 1 stellt weiter ausfiihrlich Gene dar, entsprechend Basenpaaren,
identifiziert innerhalb SEQ ID NO:1, und assoziierte Funktionalitat. Siehe auch Beispiel 1.

[0042] SEQ ID NO:57 enthalt die Nucleotidsequenz, bestimmt fir yghD.
[0043] Die Anmelder haben die folgenden biologischen Hinterlegungen unter den Bedingungen des Buda-
pester Vertrages zu der Internationalen Erkennung der Hinterlegung von Mikroorganismen fiir die Zwecke des

Patentverfahrens gemacht:

[0044] SEQ ID NO:58 enthalt die Aminosauresequenz, bestimmt fir YahD.

Identifizierungsreferenz des Hinterlegers | Internationale Bezeichnung Datum der
des Hinterlegungsdepots Hinterlegung

Transformierte E. coli DH5a, enthaltend
einen Teil des Klebsiella-Genoms, )

ATCC 69789 18. April 1995
codierend das Glycerol-Dehydratase-
Enzym
Transformierte E. coli DH50, enthaltend
cosmit pKP4, enthaltend einen Teil von .

ATCC 69790 18. April 1995
Klebsiella-Genom, codierend ein Diol-
Dehydratase-Enzym
E. coli MSP33.6 ATCC 98598 25. November 1997
glpK-Mutante E. coli RIF10m ATCC 98597 25. November 1997

[0045] Die Hinterlegung(en) wird (werden) in dem angezeigten internationalen Hinterlegungsdepot fir min-
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destens 30 Jahre gehalten und werden bei Erteilung eines Patents, das sie offenbart, fir die Offentlichkeit ver-
fugbar gemacht. Die Verfugbarkeit einer Hinterlegung bildet keine Lizenz zur praktischen Ausfiihrung der vor-
liegenden Erfindung in Schmalerung von Patentrechten, die durch die Aktion der Regierung erteilt werden.

[0046] Wie hier verwendet bezeichnet ,ATCC" das internationale Hinterlegungsdepot American Type Culture
Collection, befindlich 10801 University Blvd., Manassas, VA 20110-2209 USA. Die ,ATCC-Nr." ist die Zu-
gangs-Nr. zu Kulturen bei Hinterlegung bei der ATCC.

AUSFUHRLICHE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0047] Die vorliegende Erfindung stellt ein verbessertes Verfahren zur biologischen Umwandlung einer fer-
mentierbaren Kohlenstoffquelle direkt in 1,3-Propandiol unter Verwendung eines einzigen Mikroorganismus
bereit. Das Verfahren ist durch verbesserten Titer, Ausbeute und Zell-Lebensfahigkeit ebenso wie eine Abnah-
me der Zell-Lyse wahrend der Fermentation gekennzeichnet.

[0048] Die vorliegende Erfindung basiert teilweise auf der Beobachtung, dafl Verfahren der Fermentation von
1,3-Propandiol, die 1,3-Propandiol-Oxidoreductase (dhaT) umfassen, durch hohe Niveaus von 3HPA und an-
deren Aldehyden und Ketonen in dem Medium gekennzeichnet sind, was mit einer Abnahme der Zell-Lebens-
fahigkeit in Wechselbeziehung gebracht wird. Die vorliegende Erfindung basiert auch teilweise auf der uner-
warteten Erkenntnis, dal der Modellwirt, E. coli, durch eine endogene nicht-spezifische katalytische Aktivitat,
die imstande ist, 3-Hydroxypropionaldehyd in 1,3-Propandiol umzuwandeln, imstande ist, 3-HPA in 1,3-Pro-
pandiol umzuwandeln. Die vorliegende Erfindung basiert weiter teilweise auf der unerwarteten Erkenntnis, da®
ein E.-coli-Fermentationsverfahren, das diese nicht-spezifische katalytische Aktivitdt umfal’t und dem eine
funktionelle dhaT fehlt, zu erhdhter Zell-Lebensfahigkeit wahrend der Fermentation fiihrt und héhere Titer
und/oder Ausbeuten von 1,3-Propandiol bereitstellt als ein Fermentationsverfahren, das eine funktionelle dhaT
umfalf3t.

[0049] In einem Aspekt ist Glycerol ein Modellsubstrat, der Wirtsmikroorganismus weist eine Mutation in der
Wildtyp-dhaT auf, derart, dal’} es keine 1,3-Propandiol-Oxidoreductase-Aktivitdt gibt, und umfaldt eine
nicht-spezifische katalytische Aktivitat, die ausreichend ist, um 3-Hydroxypropionaldehyd in 1,3-Propandiol
umzuwandeln. In einem anderen Aspekt ist Glucose ein Modellsubstrat, und rekombinante E. coli ist ein Mo-
dellwirt. In diesem Aspekt umfaldt E. coli eine endogene nicht-spezifische katalytische Aktivitat, die ausrei-
chend ist, um 3-Hydroxypropionaldehyd in 1,3-Propandiol umzuwandeln. In einer Ausfliihrungsform ist die
nicht-spezifische katalytische Aktivitat eine Alkohol-Dehydrogenase.

[0050] In einem Aspekt stellt die vorliegende Erfindung eine rekombinante E. coli bereit, exprimierend eine
Gruppe von Genen, umfassend (a) mindestens ein Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-phosphat-De-
hydrogenase-Aktivitat; (b) mindestens ein Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-Phosphatase-Aktivitat,
(c) mindestens ein Gen, codierend ein Polypeptid mit einer Dehydratase-Aktivitat; (d) mindestens ein Gen, co-
dierend einen Dehydratase-Reaktivierungsfaktor; und (e) mindestens ein endogenes Gen, codierend eine
nicht-spezifische katalytische Aktivitat, die ausreichend ist, um 3-Hydroxypropionaldehyd in 1,3-Propandiol
umzuwandeln, wobei das mindestens eine endogene Gen eine Nucleinsdure umfallt, codierend ein Polypeptid
aus mindestens 387 Aminosauren mit mindestens 80% Homologie mit der Aminosauresequenz von SEQ ID
NO:57, wobei kein funktionelles dhaT-Gen, codierend eine 1,3-Propandiol-Oxidoreductase-Aktivitat, in der re-
kombinanten E. coli vorhanden ist. Die Eliminierung des funktionellen dhaT-Gens in dieser rekombinanten E.
coli stellt einen unerwartet héheren Titer von 1,3-Propandiol aus Glucose bereit, als er bisher erlangt wurde.

[0051] In einem anderen Aspekt der vorliegenden Erfindung wird ein verbessertes Verfahren fur die Herstel-
lung von 1,3-Propandiol aus Glucose erreicht, in dem eine rekombinante E. coli, enthaltend Gene, codierend
eine G3PDH, eine G3P-Phosphatase, eine Dehydratase und einen Dehydratase-Reaktivierungsfaktor, ver-
wendet wird, verglichen mit einem Verfahren, in dem eine rekombinante E. coli, enthaltend Gene, codierend
eine G3PDH, eine G3P-Phosphatase, eine Dehydratase, einen Dehydratase-Reaktivierungsfaktor und auRer-
dem eine funktionelle dhaT, verwendet wird. Das dramatisch verbesserte Verfahren stiitzt sich auf ein endoge-
nes Gen, codierend eine nicht-spezifische katalytische Aktivitat, von der zu erwarten ist, eine Alkohol-Dehyd-
rogenase zu sein, welche in E. coli vorhanden ist.

[0052] Die dramatische Verbesserung in dem Verfahren ist als eine Zunahme im 1,3-Propandiol-Titer offen-
sichtlich, wie in den Beispielen 7 und 9 veranschaulicht wird. Die Verbesserung in dem Verfahren ist ebenfalls
als eine Abnahme in der Zell-Lyse offensichtlich, wie sie durch die Konzentration von extrazellularem léslichen
Protein in der Fermentationsbrihe bestimmt wird. Dieser Aspekt der Erfindung wird in Eig. 2 veranschaulicht.
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Zusatzlich ist die Verbesserung in dem Verfahren als verlangerte Zell-Lebensfahigkeit Uber den Verlauf der
Fermentation offensichtlich. Dieser Aspekt der Erfindung wird in Fig. 3 veranschaulicht. Weiterhin ist die Ver-
besserung in dem Verfahren auch als eine Zunahme der Ausbeute offensichtlich. In E. coli, exprimierend eine
1,3-Propandiol-Oxidoreductase (dhaT) (zum Beispiel E. coli KLP23, transformiert mit dem Plasmid pDT29),
kann Glycerol zu einem Produkt anders als 3-HPA metabolisiert werden. In direktem Gegensatz wird in E. coli,
nicht eine 1,3-Propandiol-Oxidoreductase (dhaT) exprimierend (zum Beispiel E. coli KLP23, transformiert mit
dem Plasmid pKP32), Glycerol nicht zu einem Produkt anders als 3-HPA metabolisiert. Dal% dieser kryptische
Weg der Anwesenheit oder Abwesenheit einer funktionellen dhaT zuzuschreiben ist, wird durch die niedrigere
Ausbeute von Glycerol aus Glucose demonstriert, wie sie in Fig. 4 veranschaulicht wird.

[0053] Wie hier verwendet kdnnen die folgenden Begriffe fur die Interpretation der Anspriiche und der Be-
schreibung verwendet werden.

[0054] Die Begriffe ,Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase" und ,G3PDH" bezeichnen ein Polypeptid, verant-
wortlich fiir eine Enzymaktivitat, die die Umwandlung von Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) in Glyce-
rol-3-phosphat (G3P) katalysiert. In vivo kann G3PDH NADH-; NADPH-; oder FAD-abhangig sein. Wenn spe-
ziell eine Cofaktor-spezifische Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase bezeichnet wird, werden die Begriffe
,NADH-abhangige Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase”, ,NADPH-abhangige Glycerol-3-phosphat-Dehydro-
genase" und ,FAD-abhangige Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase” verwendet. Wie es allgemein der Fall ist,
dall NADH-abhangige und NADPH-abhangige Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase imstande sind, NADH
und NADPH austauschbar zu verwenden (zum Beispiel durch das durch gpsA codierte Gen), werden die Be-
griffe NADH-abhangige und NADPH-abhangige Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase austauschbar verwen-
det. Das NADH-abhangige Enzym (EC 1.1.1.8) wird zum Beispiel durch verschiedene Gene einschlielich
GPD1 (GenBank Z74071x2) oder GPD2 (GenBank Z35169x1) oder GPD3 (GenBank G984182) oder DAR1
(GenBank Z74071x2) codiert. Das NADPH-abhangige Enzym (EC 1.1.1.94) wird durch gpsA (GenBank
U321643, (cds 197911-196892) G466746 und L45246) codiert. Das FAD-abhangige Enzym (EC 1.1.99.5) wird
durch GUT2 (GenBank Z47047x23) oder glpD (GenBank 147838) oder glpABC (GenBank M20938) codiert
(siehe WO 9928480 und Referenzen darin).

[0055] Die Begriffe ,Glycerol-3-Phosphatase”, ,sn-Glycerol-3-Phosphatase” oder ,d,I-Glycerol-Phosphatase”
und ,G3P-Phosphatase" bezeichnen ein Polypeptid, verantwortlich flir eine Enzymaktivitat, die die Umwand-
lung von Glycerol-3-phosphat und Wasser in Glycerol und anorganisches Phosphat katalysiert. G3P-Phospha-
tase wird zum Beispiel durch GPP1 (GenBank Z47047x125) oder GPP2 (GenBank U18813x11) codiert (siehe
WO 9928480 und Referenzen darin).

[0056] Der Begriff ,Glycerol-Kinase" bezeichnet ein Polypeptid, verantwortlich fiir eine Enzymaktivitat, die die
Umwandlung von Glycerol und ATP zu Glycerol-3-phosphat und ADP katalysiert. Der energiereiche Phos-
phat-Donor ATP kann durch physiologische Austauschstoffe (z.B. Phosphoenolpyruvat) ersetzt werden. Gly-
cerol-Kinase wird zum Beispiel durch GUT1 (GenBank U11583x19) und glpK (GenBank L19201) codiert (siehe
WO 9928480 und Referenzen darin).

[0057] Der Begriff ,Glycerol-Dehydrogenase" bezeichnet ein Polypeptid, verantwortlich fir eine Enzymaktivi-
tat, die die Umwandlung von Glycerol in Dihydroxyaceton (E.C. 1.1.1.6) oder Glycerol in Glyceraldehyd (E.C.
1.1.1.72) katalysiert. Ein Polypeptid, verantwortlich fiir eine Enzymaktivitat, die die Umwandlung von Glycerol
in Dihydroxyaceton katalysiert, wird auch als ,Dihydroxyaceton-Reductase" bezeichnet. Glycerol-Dehydroge-
nase kann von NADH (E.C. 1.1.1.6), NADPH (E.C. 1.1.1.72) oder anderen Cofaktoren (z.B. E.C. 1.1.99.22)
abhangig sein. Eine NADH-abhangige Glycerol-Dehydrogenase wird zum Beispiel durch gldA (GenBank
U00006) codiert (sieche WO 9928480 und Referenzen darin).

[0058] Der Begriff ,Dehydratase-Enzym" oder ,Dehydratase" bezeichnet eine Enzymaktivitat, die die Um-
wandlung eines Glycerolmolekiils in das Produkt 3-Hydroxypropionaldehyd katalysiert. Fiir die Zwecke der
vorliegenden Erfindung schlielen die Dehydratase-Enzyme eine Glycerol-Dehydratase (E.C. 4.2.1.30) und
eine Diol-Dehydratase (E.C. 4.2.1.28) mit bevorzugten Substraten von Glycerol bzw. 1,2-Propandiol ein. Gene
fur Dehydratase-Enzyme sind in Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii, Clostridium pasteurianum, Sal-
monella typhimurium und Klebsiella oxytoca identifiziert worden. In jedem Fall ist die Dehydratase aus drei Un-
tereinheiten zusammengesetzt: der groften oder ,a"-Untereinheit, der mittleren oder $-Untereinheit und der
kleinen oder ,y"-Untereinheit. Aufgrund der breiten Variation in der Gen-Nomenklatur, die in der Literatur ver-
wendet wird, wird in Tabelle 1 eine vergleichende Ubersicht angegeben, um die Identifizierung zu erleichtern.
Die Gene werden auch in zum Beispiel Daniel et al. (FEMS Microbiol. Rev. 22, 553 (1999)) und Toraya und
Mori (J. Biol. Chem. 274, 3372 (1999)) beschrieben. Bezugnehmend auf Tabelle 1 gehéren zu Genen, codie-
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rend die grol’e oder ,a"-Untereinheit von Glycerol-Dehydratase, dhaB1, gldA und dhaB; gehéren zu Genen,
codierend die mittlere oder B-Untereinheit, dhaB2, gldB und dhaC; gehéren zu Genen, codierend die kleine
oder ,y"-Untereinheit dhaB3, gldC und dhaE. Ebenfalls bezugnehmend auf Tabelle 1 gehdren zu Genen, co-
dierend die grof3e oder ,a"-Untereinheit von Diol-Dehydratase pduC und pddA; gehdren zu Genen, codierend
die mittlere oder B-Untereinheit, pduD und pddB; gehéren zu Genen, codierend die kleine oder ,.y"-Untereinheit
pduE und pddC.
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[0059] Glycerol- und Diol-Dehydratasen sind Gegenstand fir Mechanismus-basierte Suicid-Inaktivierung
durch Glycerol und einige andere Substrate (Daniel et al., FEMS Microbiol. Rev. 22, 553 (1999)). Der Begriff
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.Dehydratase-Reaktivierungsfaktor" bezeichnet diejenigen Proteine, die verantwortlich fiir Reaktivierung der
Dehydratase-Aktivitat sind. Die Begriffe ,Dehydratase-Reaktivierungsaktivitat", ,Reaktivierung der Dehydrata-
se-Aktivitat" oder ,Regenerierung der Dehydratase-Aktivitat" bezeichnen das Phanomen der Umwandlung ei-
ner Dehydratase, die nicht zur Katalyse eines Substrats imstande ist, zu einer, die zur Katalyse eines Substrats
imstande ist, oder das Phanomen der Hemmung der Inaktivierung einer Dehydratase oder das Phanomen der
Erweiterung der nutzbaren Halbwertszeit des Dehydratase-Enzyms in vivo. Zwei Proteine sind identifiziert wor-
den, als Dehydratase-Reaktivierungsfaktor beteiligt zu sein (sieche WO 9821341 (US 6013494) und Referen-
zen darin; Daniel et al., vorstehend; Toraya und Mori, J. Biol. Chem. 274, 3372 (1999); und Tobimatsu et al., J.
Bacteriol. 181, 4110 (1999)). Bezugnehmend auf Tabelle 1 gehdren zu Genen, codierend eines von den Pro-
teinen, orfZ, dhaB4, gdrA, pduG und ddrA. Ebenfalls bezugnehmend auf Tabelle 1 gehéren zu Genen, codie-
rend das zweite von den zwei Proteinen, orfX, orf2b, gdrB, pduH und ddrB.

[0060] Die Begriffe ,1,3-Propandiol-Oxidoreductase”, ,1,3-Propandiol-Dehydrogenase" oder ,DhaT" bezeich-
nen das (die) Polypeptid(e), verantwortlich fir eine Enzymaktivitat, die imstande ist, die gegenseitige Umwand-
lung von 3-HPA und 1,3-Propandiol zu katalysieren, mit der MaRgabe, dall gefunden wird, dal® das (die)
Gen(e), codierend derartige Aktivitat, physikalisch oder transkriptionell mit einem Dehydratase-Enzym in sei-
ner naturlichen (d.h. Wildtyp-)Gruppierung verknupft ist (sind); zum Beispiel wird das Gen innerhalb eines
dha-Regulons gefunden, wie es bei dhaT aus Klebsiella pneumonia der Fall ist. Bezugnehmend auf Tabelle 1
gehdrt zu Genen, codierend eine 1,3-Propandiol-Oxidoreductase, dhaT aus Klebsiella pneumoniae, Citrobac-
ter freundii und Clostridium pasteurianum. Jedes von diesen Genen codiert ein Polypeptid, gehérend zu der
Familie von Typ-Ill-Alkohol-Dehydrogenasen, zeigt ein konserviertes Eisenbindungsmotiv und hat eine Préafe-
renz fir die NAD*/NADH-verkniipfte gegenseitige Umwandlung von 3-HPA und 1,3-Propandiol (Johnson und
Lin, J. Bacteriol. 169, 2050 (1987); Daniel et al., J. Bacteriol. 177, 2151 (1995); und Leurs et al., FEMS Micro-
biol. Lett. 154, 337 (1997)). Enzyme mit dhnlichen physikalischen Eigenschaften sind aus Lactobacillus brevis
und Lactobacillus buchneri isoliert worden (Veiga da Dunha und Foster, Appl. Environ. Microbiol. 58, 2005
(1992)).

[0061] Der Begriff ,dha-Regulon" bezeichnet eine Gruppe von assoziierten Genen oder offenen Leserahmen,
codierend verschiedenartige biologische Aktivitaten, einschlieRend, ohne aber darauf begrenzt zu sein, eine
Dehydratase-Aktivitat, eine Reaktivierung-Aktivitat und eine 1,3-Propandiol-Oxidoreductase. Typischerweise
umfafdt ein dha-Regulon die offenen Leserahmen dhaR, orfY, dhaT, orfX, orfW, dhaB1, dhaB2, dhaB3 und orfZ,
wie sie hier beschrieben sind.

[0062] Der Begriff ,nicht-spezifische katalytische Aktivitat" bezeichnet das (die) Polypeptid(e), das (die) fir
eine Enzymaktivitat verantwortlich ist (sind), die ausreichend ist, die gegenseitige Umwandlung von 3-HPA und
1,3-Propandiol zu katalysieren, und schlie3t speziell 1,3-Propandiol-Oxidoreductase(n) aus. Typischerweise
sind diese Enzyme Alkohol-Dehydrogenasen. Derartige Enzyme kénnen Cofaktoren benutzen, die andere als
NAD*/NADH sind, einschlieBend, ohne aber darauf begrenzt zu sein, Flavine wie beispielsweise FAD oder
FMN. Es wird zum Beispiel gefunden, dal (ein) Gen(e) fur (eine) nicht-spezifische Alkohol-Dehydrogenase(n)
endogen codiert ist (sind) und funktionell innerhalb des Mikroorganismus E. coli KLP23 exprimiert wird (wer-
den).

[0063] Die Begriffe ,Funktion" oder ,Enzymfunktion" bezeichnen die katalytische Aktivitat eines Enzyms beim
Verandern der Energie, die erforderlich ist, um eine spezielle chemische Reaktion durchzufiihren. Es ist selbst-
verstandlich, daR eine derartige Aktivitat auf eine Reaktion im Gleichgewicht angewendet werden kann, wo die
Herstellung von entweder Produkt oder Substrat unter geeigneten Bedingungen bewerkstelligt werden kann.

[0064] Die Begriffe ,Polypeptid" und ,Protein" werden austauschbar verwendet.

[0065] Die Begriffe ,Kohlenstoffsubstrat" und ,Kohlenstoffquelle" bezeichnen eine Kohlenstoffquelle, die im-
stande ist, durch Wirtsorganismen der vorliegenden Erfindung metabolisiert zu werden, und insbesondere
Kohlenstoffquellen, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus Monosacchariden, Oligosacchariden, Poly-
sacchariden und ein-Kohlenstoff-Substraten oder Gemischen davon.

[0066] Die Begriffe ,Wirtszelle" oder ,Wirtsmikroorganismus" bezeichnen einen Mikroorganismus, der imstan-
de ist, fremde oder heterologe Gene aufzunehmen und diese Gene zu exprimieren, wobei ein aktives Genpro-
dukt erzeugt wird.

[0067] Die Begriffe ,fremdes Gen", ,fremde DNA", ,heterologes Gen" und ,heterologe DNA" bezeichnen ge-
netisches Material, das nativ fur einen Organismus ist, der durch verschiedenartige Mittel innerhalb eines
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Wirtsmikroorganismus plaziert worden ist. Das interessierende Gen kann ein natirlich vorkommendes Gen,
ein mutiertes Gen oder ein synthetisches Gen sein.

[0068] Die Begriffe ,Transformation" und ,Transfektion" bezeichnen die Erwerbung neuer Gene in einer Zelle
nach der Einbringung von Nucleinsaure. Die erworbenen Gene kdnnen in chromosomale DNA integriert oder
als extrachromosomale replizierende Sequenzen eingeflihrt werden. Der Begriff ,Transformant" bezeichnet
das Produkt einer Transformation.

[0069] Der Begriff ,genetisch verandert" bezeichnet den Vorgang der Veranderung von Erbmaterial durch
Transformation oder Mutation.

[0070] Die Begriffe ,rekombinanter Mikroorganismus" und transformierter Wirt" bezeichnen einen Mikroorga-
nismus, der mit heterologen oder fremden Genen oder extra Kopien von homologen Genen transformiert wor-
den ist. Die rekombinanten Mikroorganismen der vorliegenden Erfindung exprimieren fremde Gene, codierend
Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase (GPD1), Glycerol-3-Phosphatase (GPP2), Glycerol-Dehydratase
(dhaB1, dhaB2 und dhaB3) und Dehydratase-Reaktivierungsfaktor (orfZ und orfX), fur die Herstellung von
1,3-Propandiol aus geeigneten Kohlenstoffsubstraten. Der E. coli, transformiert mit diesen Genen, fehlt eine
funktionelle dhaT. Ein Wirtsmikroorganismus, anders als E. coli, kann ebenfalls transformiert werden, um die
offenbarten Gene und das Gen fir die nicht-spezifische katalytische Aktivitat fur die gegenseitige Umwandlung
von 3-HPA und 1,3-Propandiol zu enthalten, wobei 1,3-Propandiol-Oxidoreductase(n) (dhaT) speziell ausge-
schlossen wird (werden).

[0071] ,Gen" bezeichnet ein Nucleinsaurefragment, das ein spezielles Protein, einschlieRend regulatorische
Sequenzen, vorausgehend (5' nicht codierend) und folgend (3' nicht codierend) der Codierungsregion, expri-
miert. Die Begriffe ,nativ" und ,Wildtyp" bezeichnen ein Gen, wie es in der Natur mit seinen eigenen regulato-
rischen Sequenzen gefunden wird.

[0072] Die Begriffe ,encoding (codierend)" und ,coding (codierend)" bezeichnen den Vorgang, durch welchen
ein Gen, Uber die Mechanismen von Transkription und Translation, eine Aminosauresequenz erzeugt. Es ist
selbstverstandlich, dafd der Vorgang der Codierung einer speziellen Aminosauresequenz DNA-Sequenzen ein-
schlieRt, die Basenanderungen beinhalten kénnen, die keine Anderung in der codierten Aminoséure verursa-
chen oder die Basenanderungen beinhalten, die eine oder mehrere Aminosauren verandern kénnen, aber
nicht die funktionellen Eigenschaften des Proteins, codiert durch die DNA-Sequenz, beeinflussen. Es ist daher
selbstverstandlich, dald die Erfindung mehr als die spezifiellen beispielhaften Sequenzen einschlielit.

[0073] Der Begriff ,isoliert" bezeichnet ein Protein oder eine DNA-Sequenz, die aus mindestens einer Kom-
ponente, mit der sie natlrlicherweise verbunden ist, entfernt ist.

[0074] Ein ,isoliertes Nucleinsduremolekil" ist ein Polymer von RNA oder DNA, das einzeln- oder doppel-
strangig ist, wobei es gegebenenfalls synthetische, nicht-natirliche oder veranderte Nucleotidbasen enthalt.
Ein isoliertes Nucleinsduremolekul in der Form eines Polymers von DNA kann aus einem oder mehreren Seg-
menten von cDNA, genomischer DNA oder synthetischer DNA bestehen.

[0075] ,Im wesentlichen &hnlich" bezeichnet Nucleinsduremolekiile, bei denen Anderungen in einer oder
mehreren Nucleotidbasen zur Substitution von einer oder mehreren Aminosauren fihren, aber nicht die funk-
tionellen Eigenschaften des Proteins, codiert durch die DNA-Sequenz, beeinflussen. ,Im wesentlichen ahnlich"
bezeichnet auch Nucleinsduremolekiile, bei denen Anderungen in einer oder mehreren Nucleotidbasen nicht
die Fahigkeit des Nucleinsduremolekiils beeinflussen, Anderung der Genexpression durch Antisense- oder
Co-Suppressionstechnologie zu vermitteln. ,Im wesentlichen ahnlich" bezeichnet auch Modifizierungen der
Nucleinsauremolekiile der vorliegenden Erfindung (wie beispielsweise Deletion oder Insertion von einer oder
mehreren Nucleotidbasen), die die funktionellen Eigenschaften des resultierenden Transkripts bezlglich der
Fahigkeit, Veranderung der Genexpression durch Antisense- oder Co-Suppressionstechnologie oder Veran-
derung der funktionellen Eigenschaften des resultierenden Proteinmolekiils zu vermitteln, nicht wesentlich be-
einflussen. Die Verbindung schlieRt mehr als die speziellen beispielhaften Sequenzen ein.

[0076] Zum Beispiel ist auf dem Fachgebiet bekannt, dal? Veranderungen in einem Gen, welche zu der Her-
stellung einer chemisch aquivalenten Aminosaure an einer gegebenen Stelle fihren, aber nicht die funktionel-
len Eigenschaften des codierten Proteins beeinflussen, gebrauchlich sind. Fir die Zwecke der vorliegenden
Erfindung sind Substitutionen als Austausche innerhalb einer der folgenden flnf Gruppen definiert:

1. Kleine aliphatische, nichtpolare oder leicht polare Reste: Ala, Ser, Thr (Pro, Gly);
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2. Polare, negativ geladene Reste und ihre Amide: Asp, Asn, Glu, GIn;
3. Polare, positiv geladene Reste: His, Arg, Lys;

4. Grol3e aliphatische, nichtpolare Reste: Met, Leu, lle, Val (Cys); und
5. GrolRe aromatische Reste: Phe, Tyr, Trp.

[0077] So kann ein Codon fir die Aminosaure Alanin, eine hydrophobe Aminosaure, durch einen Codon, co-
dierend einen anderen weniger hydrophoben Rest (wie beispielsweise Glycin) oder einen starker hydrophoben
Rest (wie beispielsweise Valin, Leucin oder Isoleucin), substituiert werden. Ahnlich kann von Anderungen, die
zu Substitution eines negativ geladenen Rests flr einen anderen (wie beispielsweise Asparaginsaure fir Glu-
taminsaure) oder eines positiv geladenen Rests flur einen anderen (wie beispielsweise Lysin fur Arginin) fuh-
ren, ebenfalls erwartet werden, ein funktionell aquivalentes Produkt zu erzeugen.

[0078] In vielen Fallen wiirde von Nucleotidanderungen, welche zu Veranderung der N-terminalen und C-ter-
minalen Anteile des Proteinmolekiils fiihren, ebenfalls nicht erwartet werden, die Aktivitat des Proteins zu ver-
andern.

[0079] Jede der vorgeschlagenen Modifizierungen liegt innerhalb der routinemafRigen Geschicklichkeit auf
dem Fachgebiet, wie es die Bestimmung der Retention der biologischen Aktivitat der codierten Produkte ist.
Daruber hinaus erkennt der Fachmann, daf3 durch diese Erfindung eingeschlossene, im wesentlichen ahnliche
Sequenzen, auch durch ihre Fahigkeit definiert sind, unter stringenten Bedingungen (0,1 x SSC, 0,1% SDS,
65°C und gewaschen mit 2 x SSC, 0,1% SDS und nachfolgend 0,1 x SSC, 0,1% SDS) mit den hier beispielhaft
veranschaulichten Sequenzen zu hybridisieren. Bevorzugte im wesentlichen ahnliche Nucleinsaurefragmente
der vorliegenden Erfindung sind diejenigen Nucleinsaurefragmente, deren DNA-Sequenzen zu mindestens
80% identisch mit der DNA-Sequenz der hier berichteten Nucleinsdurefragmente sind. Starker bevorzugte Nu-
cleinsaurefragmente sind zu mindestens 90% identisch mit der DNA-Sequenz der hier berichteten Nucleinsau-
refragmente. Am meisten bevorzugt sind Nucleinsdurefragmente, die zu mindestens 95% identisch mit der
DNA-Sequenz der hier berichteten Nucleinsaurefragmente sind.

[0080] Ein Nucleinsdurefragment ist mit einem anderen Nucleinsdurefragment, wie beispielsweise einer cD-
NA, genomischen DNA oder RNA, ,hybridisierbar”, wenn eine einzelstrangige Form des Nucleinsaurefrag-
ments mit dem anderen Nucleinsaurefragment unter den geeigneten Bedingungen von Temperatur und lonen-
starke der L6sung verschmelzen kann. Hybridisierungs- und Waschbedingungen sind bekannt und beispielhaft
veranschaulicht bei Sambrook, J., Fritsch, E. F. und Maniatis, T., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Mo-
lekulares Klonieren: Ein Laborhandbuch), Zweite Auflage, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor (1989), besonders Kapitel 11 und Tabelle 11.1 darin (hier ganzlich durch Bezugnahme einbezogen).
Die Bedingungen von Temperatur und lonenstarke bestimmen die ,Stringenz" der Hybridisierung. Zum vorbe-
reitenden Screening fir homologe Nucleinsduren kdnnen Hybridisierungsbedingungen mit niedriger Stringenz,
entsprechend einer Tm von 55°, verwendet werden, z.B. 5 x SSC, 0,1% SDS, 0,25% Milch und kein Formamid;
oder 30% Formamid, 5 x SSC, 0,5% SDS. Hybridisierungsbedingungen mit maRiger Stringenz entsprechen
einer héheren Tm, z.B. 40% Formamid, mit 5 x oder 6 x SSC. Hybridisierung erfordert, da® die zwei Nuclein-
sauren komplementare Sequenzen enthalten, obwohl, abhangig von der Stringenz der Hybridisierung, Fehl-
paarungen zwischen Basen moglich sind. Die geeignete Stringenz zum Hybridisieren von Nucleinsauren hangt
von der Lange der Nucleinsduren und dem Grad der Komplementierung, auf dem Fachgebiet bekannten Va-
riablen, ab. Je groRer der Grad der Ahnlichkeit oder Homologie zwischen zwei Nucleotidsequenzen ist, desto
groéRer ist der Wert von Tm fiir Hybride von Nucleinsduren mit diesen Sequenzen. Die relative Stabilitat (ent-
sprechend hdéherer Tm) von Nucleinsaurehybridisierung nimmt in der folgenden Reihenfolge: RNA:RNA,
DNA:RNA, DNA:DNA ab. Fir Hybride mit mehr als 100 Nucleotiden in der Lange sind Gleichungen zum Be-
rechnen von Tm abgeleitet worden (siehe Sambrook et al., vorstehend, 9.50-9.51). Fur Hybridisierung mit kir-
zeren Nucleinsauren, d.h. Oligonucleotiden, wird die Position von Fehlpaarungen wichtiger und die Lange des
Oligonucleotids bestimmt seine Spezifitat (siehe Sambrook et al., vorstehend, 11.7-11.8). In einer Ausfih-
rungsform betragt die Lange flr eine hybridisierbare Nucleinsdure mindestens etwa 10 Nucleotide. Vorzugs-
weise betragt eine minimale Lange fiir eine hybridisierbare Nucleinsdure mindestens etwa 15 Nucleotide; star-
ker bevorzugt mindestens etwa 20 Nucleotide, und am meisten bevorzugt betragt die Lange mindestens 30
Nucleotide. Weiterhin erkennt der Fachmann, daf} die Temperatur und die Salzkonzentration der Waschlésung
wie notwendig entsprechend Faktoren wie der Lange der Probe eingestellt werden kénnen.

[0081] Ein ,wesentlicher Anteil" bezeichnet eine Aminosaure- oder Nucleotidsequenz, welche genug von der
Aminosauresequenz eines Polypeptids oder der Nucleotidsequenz eines Gens umfallt, um mutmalfiliche Iden-
tifizierung dieses Polypeptids oder Gens zu liefern, entweder durch manuelle Auswertung der Sequenz durch
den Fachmann oder durch Computer-automatisierten Sequenzvergleich und Identifizierung unter Verwendung
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von Algorithmen wie beispielsweise BLAST (Basic Local Alignment Search Tool; Altschul et al., J. Mol. Biol.
215: 40310 (1993); siehe auch www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/). Im allgemeinen ist eine Sequenz von zehn
oder mehr benachbarten Aminosauren oder drei3ig oder mehr Nucleotiden notwendig, um ein Polypeptid oder
eine Nucleinsauresequenz mutmallich als homolog mit einem bekannten Protein oder Gen zu identifizieren.
Daruber hinaus kénnen im Hinblick auf Nucleotidsequenzen genspezifische Oligonucleotidsonden, umfassend
20-30 benachbarte Nucleotide, in sequenzabhangigen Verfahren der Genidentifizierung (z.B. Southern-Hyb-
ridisierung) und -isolierung (z.B. in-situ-Hybridisierung von Bakterienkolonien oder Bakteriophagenplaquen)
verwendet werden. AuRerdem kdnnen kurze Oligonucleotide von 12-15 Basen als Amplifikations-Primer in
PCR verwendet werden, um ein spezielles Nucleinsauremolekiil, umfassend die Primer, zu erhalten. Dement-
sprechend umfal3t ein ,wesentlicher Anteil" einer Nucleotidsequenz genug von der Sequenz, um spezifische
Identifizierung und/oder Isolierung eines die Sequenz umfassenden Nucleinsduremolekils zu liefern. Die vor-
liegende Beschreibung lehrt teilweise oder vollstdndige Aminosaure- und Nucleotidsequenzen, die ein oder
mehrere spezielle Proteine codieren. Der Fachmann mit dem Vorteil der wie hier berichteten Sequenzen kann
jetzt alle oder einen wesentlichen Teil der offenbarten Sequenzen fiir den dem Fachmann bekannten Zweck
verwenden. Dementsprechend umfaf3t die vorliegende Erfindung die vollstandigen Sequenzen, wie sie in der
begleitenden Sequenzauflistung berichtet sind, ebenso wie wesentliche Anteile dieser Sequenzen, wie sie vor-
stehend definiert sind.

[0082] Der Begriff ,komplementar" beschreibt die Beziehung zwischen Nucleotidbasen, die imstande sind,
miteinander zu hybridisieren. Zum Beispiel ist im Hinblick auf DNA Adenosin komplementar zu Thymin, und
Cytosin ist komplementar zu Guanin. Dementsprechend schlief3t die vorliegende Erfindung auch isolierte Nu-
cleinsauremolekule ein, die komplementar zu den vollstandigen Sequenzen sind, wie sie in der begleitenden
Sequenzauflistung berichtet sind, ebenso wie die im wesentlichen ahnlichen Nucleinsduresequenzen.

[0083] Der Begriff ,Prozent Identitat", wie er auf dem Fachgebiet bekannt ist, ist eine Beziehung zwischen
zwei oder mehreren Polypeptidsequenzen oder zwei oder mehreren Polynucleotidsequenzen, wie er durch
Vergleichen der Sequenzen bestimmt wird. Auf dem Fachgebiet bedeutet ,ldentitat" auch den Grad der Se-
quenzverwandtschaft zwischen Polypeptid- oder Polynucleotidsequenzen, je nachdem, wie er durch die Uber-
einstimmung zwischen Ketten derartiger Sequenzen bestimmt wird. ,Identitat" und ,Ahnlichkeit" kénnen durch
bekannte Verfahren leicht berechnet werden, einschlieRlich, ohne aber darauf beschrankt zu sein, derjenigen,
die in: Computational Molecular Biology (Computermolekularbiologie); Lesk, A. M., Hrsg.; Oxford University
Press: New York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome Projects (Biocomputing: Informatik und Ge-
nomprojekte); Smith, D. W., Hrsg.; Academic Press: New York, 1993; Computer Analysis of Sequence Data,
Part | (Computeranalyse von Sequenzdaten, Teil 1); Griffin, A. M. and Griffin, H. G., Hrsg.; Humana Press: New
Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology (Sequenzanalyse in der Molekularbiologie); von Heinje,
G., Hrsg.; Academic Press: New York, 1987; und Sequence Analysis Primer (Primer in der Sequenzanalyse);
Gribskov, M. und Devereux, J., Hrsg.; Stockton Press: New York, 1991, beschrieben sind. Bevorzugte Verfah-
ren zur Bestimmung der Identitét werden gestaltet, um die gréRte Ubereinstimmung zwischen den getesteten
Sequenzen zu ergeben.

[0084] Verfahren zur Bestimmung von Identitit und Ahnlichkeit sind in éffentlich zuganglichen Computerpro-
grammen codifiziert. Zu bevorzugten Verfahren mit Computerprogrammen zur Bestimmung von Identitat und
Annlichkeit zwischen zwei Sequenzen gehéren, ohne aber darauf begrenzt zu sein, das Programm GCG Pile-
up, gefunden in dem GCG-Programmpaket, die Verwendung des Algorithmus von Needleman und Wunsch mit
ihren Standard-Default-Werten der Strafe der Liickenerzeugung = 12 und der Strafe der Lickenerweiterung =
4 (Devereux et al., Nucleic Acids Res. 12: 387-395 (1984)), BLASTP, BLASTN und FASTA (Pearson et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 24442448 (1988)). Das BLASTX-Programm ist 6ffentlich von NCBI und ande-
ren Quellen zuganglich (BLAST Manual, Altschul et al., Natl. Cent. Biotechnol. Inf., Natl. Library Med. (NCBI
NLM) NIH, Bethesda, Md. 20894; Altschul et al., J. Mol. Biol. 215: 403—410 (1990); Altschul et al., ,Gapped
BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs" (BLAST und PSI-BLAST mit
Licken: eine neue Generation von Proteindatenbank-Suchprogrammen), Nucleic Acids Res. 25: 3389-2402
(1997)). Ein anderes bevorzugtes Verfahren zur Bestimmung der Prozent Identitat geschieht durch das Ver-
fahren des DNASTAR-Proteinausrichtungsprotokolls unter Verwendung des Jotun-Hein-Algorithmus (Hein et
al., Methods Enzymol. 183: 626-645 (1990)). Default-Parameter fiir das Jotun-Hein-Verfahren zur Ausrichtung
sind: fir mehrfache Ausrichtungen, Lickenstrafe = 11, Strafe der Lickenlange = 3; fur paarweise Ausrichtun-
gen ktuple = 6. Als Veranschaulichung ist es durch ein Polynucleotid mit einer Nucleotidsequenz mit zum Bei-
spiel mindestens 95% ,ldentitat" zu einer Referenznucleotidsequenz beabsichtigt, dal® die Nucleotidsequenz
des Polynucleotids identisch mit der Referenzsequenz ist, auBer dall die Polynucleotidsequenz bis zu finf
Punktmutationen pro jeweils 100 Nucleotide der Referenznucleotidsequenz einschlielen kann. Mit anderen
Worten kénnen, um ein Polynucleotid mit einer Nucleotidsequenz zu erhalten, die zu mindestens 95% iden-
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tisch mit einer Referenznucleotidsequenz ist, bis zu 5% der Nucleotide in der Referenzsequenz deletiert oder
mit einem anderen Nucleotid substituiert sein, oder eine Anzahl von Nucleotiden von bis zu 5% der gesamten
Nucleotide in der Referenzsequenz kdnnen in die Referenzsequenz insertiert sein. Diese Mutationen der Re-
ferenzsequenz kénnen an der 5' oder 3' terminalen Position der Referenznucleotidsequenz oder irgendwo zwi-
schen diesen terminalen Positionen, zerstreut entweder individuell unter Nucleotiden in der Referenzsequenz
oder in einer oder mehreren benachbarten Gruppen innerhalb der Referenzsequenz erfolgen. Analog ist durch
ein Polypeptid mit einer Aminosauresequenz mit zum Beispiel mindestens 95% ldentitat mit einer Referenza-
minosauresequenz beabsichtigt, dal® die Aminosauresequenz des Polypeptids identisch mit der Referenzse-
quenz ist, aulier dald die Polypeptidsequenz bis zu fliinf Aminosaureveranderungen pro jeweils 100 Aminosau-
ren der Referenzaminosdaure einschlieRen kann. Mit anderen Worten kénnen, um ein Polypeptid mit einer Ami-
nosauresequenz zu erhalten, die zu mindestens 95% identisch mit einer Referenzaminosauresequenz ist, bis
zu 5% der Aminosaurereste in der Referenzsequenz deletiert oder mit einer anderen Aminosaure substituiert
sein, oder eine Anzahl von Aminosauren mit bis zu 5% der gesamten Aminosaurereste in der Referenzse-
quenz kénnen in die Referenzsequenz insertiert sein. Diese Veranderungen der Referenzsequenz kénnen in
der Amino- oder Carboxy-terminalen Position der Referenzaminosauresequenz oder irgendwo zwischen die-
sen terminalen Positionen, verstreut entweder individuell zwischen Resten in der Referenzsequenz oder in ei-
ner oder mehreren benachbarten Gruppen innerhalb der Referenzsequenz erfolgen.

[0085] Der Begriff ,nomolog" bezeichnet ein Protein oder Polypeptid, nativ oder natiirlich vorkommend in ei-
ner gegebenen Wirtszelle. Die Erfindung schliel3t Mikroorganismen ein, die homologe Proteine Gber rekombi-
nante DNA-Technologie erzeugen.

[0086] Der Begriff ,Prozent Homologie" bezeichnet das Ausmal} der Aminosauresequenzidentitat zwischen
Polypeptiden. Wenn eine erste Aminosauresequenz identisch mit einer zweiten Aminosauresequenz ist, dann
zeigen die erste und zweite Aminosauresequenz 100% Homologie. Die Homologie zwischen beliebigen zwei
Polypeptiden ist eine direkte Funktion der Gesamtzahl von Ubereinstimmenden Aminosauren an einer gege-
benen Position in jeder Sequenz, z.B. wenn die Halfte der Gesamtzahl von Aminosauren in jeder der zwei Se-
quenzen die gleiche ist, dann sagt man, dal} die zwei Sequenzen 50% Homologie zeigen.

[0087] ,Codondegeneriertheit" bezeichnet die Divergenz im genetischen Code, die Variation der Nucleotidse-
quenz gestattet, ohne die Aminosauresequenz eines codierten Polypeptids zu beeinflussen. Dementspre-
chend verwendet die vorliegende Erfindung vorzugsweise ein Nucleinsauremolekiil, das alle oder einen we-
sentlichen Teil der Aminosauresequenz, wie angegeben in SEQ ID NO:57, codiert. Der Fachmann ist sich der
~,Codon-Bias" bewul3t, der durch eine spezielle Wirtszelle beim Gebrauch von Nucleotidcodons gezeigt wird,
um eine gegebene Nucleinsaure zu spezifizieren. Daher ist es, wenn ein Gen zur verbesserten Expression in
einer Wirtszelle synthetisiert wird, wiinschenswert, das Gen derart zu gestalten, daf seine Frequenz des Co-
dongebrauchs sich der Frequenz des bevorzugten Codongebrauchs der Wirtszelle annahert.

[0088] Modifizierungen fiir die Sequenz, wie beispielsweise Deletionen, Insertionen oder Substitutionen in der
Sequenz, welche stille Veranderungen erzeugen, die die funktionellen Eigenschaften des resultierenden Pro-
teinmolekdls nicht wesentlich beeinflussen, werden ebenfalls in Erwagung gezogen. Zum Beispiel wird Veran-
derung in der Gensequenz, welche die Degeneriertheit des genetischen Codes widerspiegelt oder welche zu
der Erzeugung einer chemisch aquivalenten Aminosaure an einer gegebenen Stelle fihrt, in Erwagung gezo-
gen. So kann ein Codon fur die Aminosaure Alanin, eine hydrophobe Aminosaure, durch ein Codon, codierend
einen anderen weniger hydrophoben Rest, wie beispielsweise Glycin, oder einen starker hydrophoben Rest,
wie beispielsweise Valin, Leucin oder Isoleucin, substituiert sein. Ahnlich kann von Anderungen, welche zu
Substitution eines negativ geladenen Rests fiir einen anderen, wie beispielsweise Asparaginsaure fir Gluta-
minsaure, oder eines positiv geladenen Rests flir einen anderen, wie beispielsweise Lysin fur Arginin, fihren,
ebenfalls erwartet werden, ein biologisch aquivalentes Produkt zu erzeugen. Von Nucleotiddnderungen, wel-
che zu Veranderung der N-terminalen und C-terminalen Anteile des Proteinmolekdils fuhren, wirde ebenfalls
nicht erwartet werden, die Aktivitat des Proteins zu verandern. In einigen Fallen kann es tatsachlich win-
schenswert sein, Mutanten der Sequenz herzustellen, um den EinfluR von Veranderung auf die biologische Ak-
tivitat des Proteins zu untersuchen. Jede der vorgeschlagenen Modifizierungen liegt innerhalb der routinema-
Rigen Geschicklichkeit auf dem Fachgebiet, wie es die Bestimmung der Retention von biologischer Aktivitat in
den codierten Produkten ist. Dartber hinaus erkennt der Fachmann, daf3 die Sequenzen, eingeschlossen von
dieser Erfindung, auch durch ihre Fahigkeit definiert sind, unter stringenten Bedingungen (0,1 x SSC, 0,1%
SDS, 65°C) mit den hier beispielhaft veranschaulichten Sequenzen zu hybridisieren.

[0089] Der Begriff ,Expression" bezeichnet die Transkription und Translation zum Genprodukt von einem
Gen, codierend fur die Sequenz des Genprodukts.

18/82



DE 600 29 971 T2 2007.05.16

[0090] Die Begriffe ,Plasmid", ,Vektor" und ,Kassette" bezeichnen ein extra-chromosomales Element, das oft
Gene tragt, die nicht Teil des zentralen Metabolismus der Zelle und gewohnlich in der Form von zirkularen dop-
pelstrangigen DNA-Molekiilen sind. Derartige Elemente kdnnen autonom replizierende Sequenzen, Genom in-
tegrierende Sequenzen, Phagen- oder Nucleotidsequenzen, linear oder zirkular, von einer einzel- oder doppel-
strangigen DNA oder RNA, abgeleitet von einem beliebigen Ausgangsstoff, in welchem eine Anzahl von Nuc-
leotidsequenzen in eine einzigartige Konstruktion verbunden oder rekombiniert worden sind, welche imstande
ist, ein Promotorfragment und eine DNA-Sequenz firr ein ausgewahltes Genprodukt zusammen mit geeigneter
3' untranslatierter Sequenz in eine Zelle einzufiihren, sein. ,Transformationskassette" bezeichnet einen spezi-
fischen Vektor, enthaltend ein fremdes Gen und mit Elementen zusatzlich zu dem fremden Gen, der die Trans-
formation einer speziellen Wirtszelle erleichtert. ,Expressionskassette" bezeichnet einen spezifischen Vektor,
enthaltend ein fremdes Gen und mit Elementen zusatzlich zu dem fremden Gen, der erhéhte Expression die-
ses Gens in einem fremden Wirt erlaubt.

KONSTRUKTION VON REKOMBINANTEN ORGANISMEN

[0091] Rekombinante Organismen, enthaltend die notwendigen Gene, die den enzymatischen Weg fir die
Umwandlung eines Kohlenstoffsubstrats in 1,3-Propandiol codieren, kdnnen unter Verwendung von Techniken
konstruiert werden, die auf dem Fachgebiet bekannt sind. Gene, codierend Glycerol-3-phosphat-Dehydroge-
nase (GPDI), Glycerol-3-Phosphatase (GPP2), Glycerol-Dehydratase (dhaB1, dhaB2 und dhaB3), Dehydrata-
se-Reaktivierungsfaktor (orfZ und orfX) und 1,3-Propandiol-Oxidoreductase (dhaT), wurden aus einem nativen
Wirt wie beispielsweise Klebsiella oder Saccharomyces isoliert und verwendet, um Wirtsstdmme wie beispiels-
weise E. coli DH5a, ECL707, AA200 oder KLP23 zu transformieren.

ISOLIERUNG VON GENEN

[0092] Verfahren zum Erhalt gewlinschter Gene aus einem bakteriellen Genom sind gebrauchlich und auf
dem Fachgebiet der Molekularbiologie bekannt. Zum Beispiel kdbnnen, wenn die Sequenz des Gens bekannt
ist, geeignete Genbanken durch Digestion mit Restriktionsendonuclease erzeugt werden und kénnen mit zu
der gewiinschten Gensequenz komplementaren Sonden gescreent werden. Sobald die Sequenz isoliert ist,
kann die DNA unter Verwendung von Standardprimer-gerichteten Amplifikationsmethoden, wie beispielsweise
Polymerasekettenreaktion (PCR) (US-4683202), amplifiziert werden, um Mengen von DNA, geeignet zur
Transformation unter Verwendung geeigneter Vektoren, zu erhalten.

[0093] Alternativ kdnnen Cosmid-Bibliotheken erzeugt werden, wo groRe Segmente von genomischer DNA
(35-45 kb) in Vektoren verpackt und verwendet werden kénnen, um geeignete Wirte zu transformieren. Cos-
mid-Vektoren sind einzigartig, indem sie imstande sind, grol3e Mengen von DNA unterzubringen. Im allgemei-
nen weisen Cosmid-Vektoren mindestens eine Kopie der cos-DNA-Sequenz auf, welche zur Verpackung und
nachfolgenden Zirkularisierung der fremden DNA bendtigt wird. Zuséatzlich zu der cos-Sequenz werden diese
Vektoren auch einen Replikationsurprung wie beispielsweise ColE1 und Marker fir Arzneimittelresistenz wie
beispielsweise ein Gen, resistent gegen Ampicillin oder Neomycin, enthalten. Verfahren der Verwendung von
Cosmid-Vektoren fur die Transformation geeigneter bakterieller Wirte sind bei Sambrook, J. et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (Molekulares Klonieren: Ein Laborhandbuch), Zweite Auflage (1989), Cold
Spring Harbor Laboratory Press, beschrieben.

[0094] Typischerweise wird, um Cosmide zu klonieren, fremde DNA isoliert und ligiert, wobei geeignete Re-
striktionsendonucleasen, angrenzend an die cos-Region des Cosmid-Vektors, verwendet werden. Cos-
mid-Vektoren, die die linearisierte fremde DNA enthalten, werden dann mit einem DNA-Verpackungsvehikel
wie beispielsweise einem Bakteriophagen umgesetzt. Wahrend des Verpackungsvorgangs werden die
cos-Stellen gespalten und wird die fremde DNA in den Kopfteil des bakteriell-viralen Teilchens verpackt. Diese
Teilchen werden dann verwendet, um geeignete Wirtszellen wie beispielsweise E. coli zu transfizieren. Sobald
in die Zelle injiziert, zirkularisiert die fremde DNA unter dem Einflu3 der klebrigen Enden von cos. In dieser Wei-
se kénnen grofRe Segmente fremder DNA eingefiihrt und in rekombinanten Wirtszellen exprimiert werden.

Isolierung und Klonierung von Genen, codierend Glycerol-Dehydratase (dhaB1, dhaB2 und dhaB3), Dehydra-
tase-Reaktivierungsfaktoren (orfZ und orfX) und 1,3-Propandiol-Dehydrogenase (dhaT)

[0095] Cosmid-Vektoren und Cosmid-Transformationsvefahren wurden innerhalb des Zusammenhangs der
vorliegenden Erfindung verwendet, um grofle Segmente von genomischer DNA aus Bakteriengattungen zu
klonieren, von denen bekannt ist, dal} sie Gene, imstande zur Verarbeitung von Glycerol zu 1,3-Propandiol,
besitzen. Speziell wurde genomische DNA aus K. pneumoniae durch auf dem Fachgebiet bekannte Verfahren
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isoliert und mit dem Restriktionsenzym Sau3A zur Insertion in einen Cosmid-Vektor Supercos 1 digestiert und
unter Verwendung von Gigapackll-Verpackungsextrakten verpackt. Nach Konstruktion des Vektors E. coli
XL1-Blue MR wurden Zellen mit der Cosmid-DNA transformiert. Transformanten wurden auf die Fahigkeit ge-
screent, Glycerol in 1,3-Propandiol umzuwandeln, indem die Zellen in Anwesenheit von Glycerol geziichtet
wurden und die Medien auf 1,3-Propandiol-Erzeugung analysiert wurden.

[0096] Zwei von den 1,3-Propandiol-positiven Transformanten wurden analysiert und die Cosmide wurden
pKP1 und pKP2 genannt. DNA-Sequenzierung enthillte extensive Homologie mit dem Glycerol-Dehydrata-
se-Gen aus C. freundii, wobei demonstriert wurde, dal} diese Transformanten DNA, codierend das Glyce-
rol-Dehydratase-Gen, enthielten. Andere 1,3-Propandiol-positive Transformanten wurden analysiert und die
Cosmide wurden pKP4 und pKP5 genannt. DNA-Sequenzierung enthdillte, dal® diese Cosmide DNA, codie-
rend ein Diol-Dehydratase-Gen, trugen.

[0097] Obwohl die vorliegende Erfindung die isolierten Gene aus dem Inneren eines Klebsiella-Cosmids be-
nutzt, gehoéren zu alternativen Ausgangsstoffen von Dehydratase-Genen und Dehydratase-Reaktivierungsfak-
tor-Genen, ohne aber darauf begrenzt zu sein, Citrobacter, Clostridia und Salmonella (siehe Tabelle 1).

GENE, CODIEREND G3PDH UND G3P-PHOSPHATASE

[0098] Die vorliegende Erfindung verwendet Gene, die fur die Expression von G3PDH- und G3P-Phosphata-
se-Aktivitaten in einer Wirtszelle geeignet sind.

[0099] Gene, die G3PDH codieren, sind bekannt. Zum Beispiel wurde GPD1 aus Saccharomyces isoliert und
hat die Basensequenz, gegeben durch SEQ ID NO:53, codierend die Aminosauresequenz, gegeben in SEQ
ID NO:54 (Wang et al., vorstehend). Ahnlich wurde G3PDH-AKktivitit auch aus Saccharomyces, codiert durch
GPD2, isoliert (Eriksson et al., Mol. Microbiol. 17, 95 (1995)).

[0100] Fur die Zwecke der vorliegenden Erfindung wird in Erwdgung gezogen, dal® ein Gen, codierend ein
Polypeptid, verantwortlich fir NADH-abhangige G3PDH-Aktivitat, geeignet ist, wobei diese Aktivitat imstande
ist, die Umwandlung von Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) in Glycerol-3-phosphat (G3P) zu katalysieren.
Weiter wird in Erwagung gezogen, dal} ein Gen, codierend die Aminosauresequenz von NADH-abhangigen
G3PDHs entsprechend den Genen DAR1, GPD1, GPD2, GPD3 und gpsA, in der vorliegenden Erfindung funk-
tionell sein wird, wobei diese Aminosauresequenz Aminosauresubstitutionen, -deletionen oder -additionen ein-
schlieRen kann, die die Funktion des Enzyms nicht verandern. Der Fachmann ist sich bewuft, dal Gene, co-
dierend G3PDH, isoliert aus anderen Ausgangsstoffen, ebenfalls zur Verwendung in der vorliegenden Erfin-
dung geeignet sein werden. Gene, codierend G3P-Phosphatase, sind bekannt. Zum Beispiel ist GPP2 aus
Saccaharomyces cerevisiae isoliert worden und hat die Basensequenz, gegeben durch SEQ ID NO:55, welche
die Aminosauresequenz, gegeben in SEQ ID NO:56, codiert (Norbeck et al., J. Biol. Chem. 271, 13875 (1996)).

[0101] Fur die Zwecke der vorliegenden Erfindung ist ein Gen, codierend eine G3P-Phosphatase-Aktivitat,
zur Verwendung in dem Verfahren geeignet, wobei diese Aktivitat imstande ist, die Umwandlung von Glyce-
rol-3-phosphat plus H,O in Glycerol plus anorganisches Phosphat zu katalysieren. Weiter wird ein Gen, codie-
rend die Aminosauresequenz von G3P-Phosphatase, entsprechend den Genen GPP2 und GPP1, funktionell
in der vorliegenden Erfindung sein, einschliefend eine Aminosauresequenz, die Aminosauresubstitutionen,
-deletionen oder -additionen einschlief3t, die nicht die Funktion des G3P-Phosphatase-Enzyms verandern. Der
Fachmann ist sich bewuft, dal® Gene, codierend G3P-Phophatase, isoliert aus anderen Ausgangsstoffen,
ebenfalls zur Verwendung in der vorliegenden Erfindung geeignet sein werden.

WIRTSZELLEN

[0102] Geeignete Wirtszellen fur die rekombinante Herstellung von 1,3-Propandiol kénnen entweder proka-
ryotisch oder eukaryotisch sein und sind nur durch die Fahigkeit der Wirtszelle begrenzt, die aktiven Enzyme
fur den 1,3-Propandiol-Weg zu exprimieren. Geeignete Wirtszellen sind Bakterien wie beispielsweise Citrobac-
ter, Enterobacter, Clostridium, Klebsiella, Aerobacter, Lactobacillus, Aspergillus, Saccharomyces, Schizosac-
charomyces, Zygosaccharomyces, Pichia, Kluyveromyces, Candida, Hansenula, Debaryomyces, Mucor, Toru-
lopsis, Methylobacter, Escherichia, Salmonella, Bacillus, Streptomyces und Pseudomonas. Bevorzugt in der
vorliegenden Erfindung sind E. coli, E. blattae, Klebsiella, Citrobacter und Aerobacter.

[0103] Mikroorganismen kénnen in einen 1,3-Propandiol-Erzeuger mit hohem Titer umgewandelt werden, in-
dem das folgende allgemeine Protokoll verwendet wird.
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1. Bestimmen der Anwesenheit einer endogenen dhaT-artigen Aktivitat in einem potentiellen Wirtsorganis-
mus, die die Konzentration eines toxischen oder hemmenden Niveaus von 3-HPA in Anwesenheit von 1-2
M 1,3-Propandiol im stationaren Zustand erlaubt.

2. Wenn eine derartige Aktivitat in dem potentiellen Wirtsorganismus existiert, Durchfihren geeigneter Mu-
tagenese zur Deletierung oder Inaktivierung dieser Aktivitat. Bestatigung einer nicht-funktionellen oder de-
letierten dhaT-artigen Aktivitat kann durch das Fehlen von 3-HPA-Ansammlung in Anwesenheit von 1-2 M
1,3-Propandiol nachgewiesen werden.

3. Exprimieren geeigneter Gene fir a) Glycerolerzeugung, wenn Glycerol nicht die Kohlenstoffquelle ist, b)
Glycerol-Dehydratase und das damit verbundene Pflegesystem und c) yghD.

[0104] Uberlegungen, welche in bezug auf bestimmte Mikroorganismen wiirden angestellt werden miissen,
betreffen die Expression oder Repression endogener dhaT-artiger Enzyme unter den Bedingungen fir die
1,3-Propandiol-Herstellung. Diese kénnten auch die Anwesenheit von Glycerol, Glucose oder Anaerobiose
einschlielen.

VEKTOREN UND EXPRESSIONSKASSETTEN

[0105] Die vorliegende Erfindung stellt eine Vielfalt von Vektoren und Transformations- und Expressionskas-
setten, geeignet fir die Klonierung, Transformation und Expression von G3PDH, G3P-Phosphatase, Dehydra-
tase und Dehydratase-Reaktivierungsfaktor in eine geeignete Wirtszelle bereit. Geeignete Vektoren werden
diejenigen sein, welche mit dem angewendeten Mikroorganismus vertraglich sind. Geeignete Vektoren kénnen
zum Beispiel von einem Bakterium, einem Virus (wie beispielsweise der Bakteriophage T7 oder ein M-13-ab-
geleiteter Phage), einem Cosmid, einer Hefe oder einer Pflanze abgeleitet werden. Protokolle zum Erhalt und
zur Verwendung derartiger Vektoren sind dem Fachmann bekannt (Sambrook et al., Molecular Cloning: A La-
boratory Manual (Molekulares Klonieren: Ein Laborhandbuch), Band 1, 2, 3 (Cold Spring Harbor Laboratory:
Cold Spring Harbor, NY, 1989)).

[0106] Typischerweise enthalt der Vektor oder die Kassette Sequenzen, die Transkription und Translation des
entsprechenden Gens richten, einen auswahlbaren Marker und Sequenzen, die die autonome Replikation oder
chromosomale Integration erlauben. Geeignete Vektoren umfassen eine Region 5" von dem Gen, welche tran-
skriptionelle Initiationskontrollen beherbergt, und eine Region 3' von dem DNA-Fragment, welche transkriptio-
nelle Termination kontrolliert. Es wird am meisten bevorzugt, wenn beide Kontrollregionen von Genen abgelei-
tet sind, die homolog zu der transformierten Wirtszelle sind. Derartige Kontrollregionen brauchen nicht von den
Genen abgeleitet zu sein, die nativ fir die spezielle Spezies, ausgewahlt als Produktionswirt, sind.

[0107] Initiationskontrollregionen oder Promotoren, welche verwendbar sind, um Expression der G3PDH- und
G3P-Phosphatase-Gene (DAR1 bzw. GPP2) in der gewtlinschten Wirtszelle zu steuern, sind zahlreich und
dem Fachmann bekannt. Praktisch jeder Promotor, der imstande ist, diese Gene zu steuern, ist fiir die vorlie-
gende Erfindung geeignet, einschliellich, ohne aber darauf begrenzt zu sein CYC1, HIS3, GAL1, GAL10,
ADH1, PGK, PHO5, GAPDH, ADC1, TRP1, URA3, LEU2, ENO und TP1 (verwendbar flr Expression in Sac-
charomyces); AOX1 (verwendbar fir Expression in Pichia); und lac, trp, AP, AP, T7, tac und trc (verwendbar
fur Expression in E. coli).

[0108] Terminationskontrollregionen kénnen auch von verschiedenartigen Genen abgeleitet werden, die nativ
fur die bevorzugten Wirte sind. Gegebenenfalls kann eine Terminationsstelle unnétig sein: jedoch wird es am
meisten bevorzugt, wenn sie eingeschlossen ist.

[0109] Fur effektive Expression der vorliegenden Enzyme werden DNA, codierend die Enzyme, operabel
durch Initiationscodons mit ausgewahlten Expressionskontrollregionen verknlpft, derart, daf’ Expression zu
der Bildung der passenden Messenger-RNA fiihrt.

[0110] Besonders nutzlich in der vorliegenden Erfindung ist der Vektor pKP32, welcher gestaltet ist, um in Ver-
bindung mit pAH48 verwendet zu werden. Die wesentlichen Elemente von pKP32 sind von dem dha-Regulon
abgeleitet, das aus Klebsiella pneumoniae isoliert ist. pKP32 enthalt die offenen Leserahmen dhaR, orfY, orfX,
orfW, dhaB1, dhaB2 und dhaB3, deren Nucleotidsequenzen innerhalb SEQ ID NO:1 enthalten sind. pAH48 ist
das Vehikel, das fir die Einfihrung von DAR1- und GPP2-Genen in die Wirtszelle verwendet wird und umfaf3t
genauer gesagt die aus Saccharomyces cerevisiae isolierten DAR1- und GPP2-Gene.
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TRANSFORMATION GEEIGNETER WIRTE UND EXPRESSION VON GENEN FUR DIE HERSTELLUNG
VON 1,3-PROPANDIOL

[0111] Sobald geeignete Kassetten konstruiert sind, werden sie verwendet, um geeignete Wirtszellen zu
transformieren. Einfihrung der Kassette, enthaltend die Gene, codierend G3PDH, G3P-Phophatase, Dehyd-
ratase und Dehydratase-Reaktivierungsfaktor in die Wirtszelle, kann durch bekannte Verfahrensweisen wie
beispielsweise durch Transformation (z.B. unter Verwendung von Calcium-permeabilisierten Zellen, Elektropo-
ration) oder durch Transfektion unter Verwendung eines rekombinanten Phagenvirus (Sambrook et al., vorste-
hend) bewerkstelligt werden.

[0112] In der vorliegenden Erfindung wurden Kassetten verwendet, um die E. coli zu transformieren, wie voll-
standig in den Allgemeinen Verfahren und den Beispielen beschrieben ist.

MUTANTEN

[0113] Zuséatzlich zu den beispielhaft veranschaulichten Zellen wird in Erwagung gezogen, dal} das vorliegen-
de Verfahren imstande ist, Gebrauch von Zellen mit einzelnen oder mehrfachen Mutationen zu machen, die
speziell gestaltet sind, um die Herstellung von 1,3-Propandiol zu erhéhen. Zellen, die normalerweise eine Zu-
fuhr von Kohlenstoffausgangsmaterial in nichtproduktive Wege ableiten oder die wesentliche Katabolitrepres-
sion zeigen, kdnnten mutiert werden, um diese phanotypischen Mangel zu vermeiden. Zum Beispiel werden
viele Wildtypzellen der Katabolitrepression von Glucose und Nebenprodukten in den Medien unterworfen und
es wird in Erwagung gezogen, daf} zur 1,3-Propandiol-Herstellung fahige mutante Stamme dieser Wildtypor-
ganismen, die resistent gegen Glucoserepression sind, in der vorliegenden Erfindung besonders nitzlich sein
wirden.

[0114] Verfahren der Erzeugung von Mutanten sind gebrauchlich und auf dem Fachgebiet bekannt. Zum Bei-
spiel kdnnen Wildtypzellen einer Vielfalt mit Mitteln, wie beispielsweise Strahlung oder chemische Mutagene,
ausgesetzt und dann fir den gewlinschten Phanotyp gesreent werden. Wenn Mutationen durch Strahlung er-
zeugt werden, kann entweder ultraviolette (UV) oder ionisierende Strahlung verwendet werden. Geeignete
kurzwellige UV-Wellenlangen fir genetische Mutationen fallen in den Bereich von 200 nm bis 300 nm, wobei
254 nm bevorzugt werden. UV-Strahlung in dieser Wellenldnge verursacht hauptséchlich Anderungen inner-
halb der Nucleinsauresequenz von Guanidin und Cytosin bis Adenin und Thymidin. Da alle Zellen DNA-Repa-
raturmechanismen haben, die die meisten UV-induzierten Mutationen reparieren wirden, kdnnen Mittel wie
beispielsweise Coffein und andere Inhibitoren hinzugegeben werden, um den Reparaturvorgang zu unterbre-
chen und die Anzahl von wirksamen Mutationen zu maximieren. Mutationen mit langwelligem UV unter Ver-
wendung von Licht in dem Bereich von 300 nm bis 400 nm sind ebenfalls mdglich, aber sind im allgemeinen
nicht so wirksam wie die mit dem kurzwelligen UV-Licht, wenn sie nicht in Verbindung mit verschiedenartigen
Aktivatoren wie beispielsweise Psoralenfarbstoffen verwendet werden, die mit der DNA wechselwirken.

[0115] Mutagenese mit chemischen Mitteln ist ebenfalls zum Erzeugen von Mutanten wirksam und zu ge-
wohnlich verwendeten Substanzen gehéren Chemikalien, die nichtreplizierende DNA beeinflussen, wie bei-
spielsweise HNO, und NH,OH, ebenso wie Mittel, die replizierende DNA beeinflussen, wie beispielsweise Acri-
dinfarbstoffe, beachtenswert zur Bewirkung von Frameshift-Mutationen. Spezielle Verfahren zur Erzeugung
von Mutanten unter Verwendung von Strahlung oder chemischen Mitteln sind auf dem Fachgebiet gut doku-
mentiert. Siehe zum Beispiel Thomas D. Brock in Biotechnology: A Textbook of Industrial Microbiology (Bio-
technologier: Ein Lehrbuch der industriellen Mikrobiologie), Zweite Auflage (1989) Sinauer Associates, Inc.,
Sunderland, MA, oder Deshpande, Mukund V., Appl. Biochem. Biotechnol. 36, 227 (1992).

[0116] Nachdem Mutagenese erfolgt ist, kbnnen Mutanten mit dem gewilinschten Phanotyp durch eine Vielfalt
von Verfahren ausgewahlt werden. Zufallsscreening ist am meisten gebrauchlich, wo die mutagenisierten Zel-
len fir die Fahigkeit ausgewahlt werden, das gewilinschte Produkt oder die Zwischenverbindung zu erzeugen.
Alternativ kann selektive Isolierung von Mutanten durchgefiihrt werden, indem eine mutagenisierte Population
auf selektiven Medien geziichtet wird, wo nur resistente Kolonien sich entwickeln kénnen. Verfahren zur Mu-
tantenauswahl sind hochentwickelt und auf dem Fachgebiet der industriellen Mikrobiologie bekannt. Siehe
zum Beispiel Brock, vorstehend; DeMancilha et al., Food Chem. 14, 313 (1984).

[0117] Die Eliminierung einer ungewunschten Enzymaktivitat kann auch durch Disruption des das Enzym co-

dierenden Gens bewerkstelligt werden. Derartige Verfahren sind dem Fachmann bekannt und sind in Beispiel
4 und Beispiel 8 beispielhaft dargestellt.
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VERANDERUNGEN IN DEM WEG DER HERSTELLUNG VON 1,3-PROPANDIOL

[0118] Reprasentativer Enzymweg. Die Herstellung von 1,3-Propandiol aus Glucose kann durch die folgende
Reihe von Schritten bewerkstelligt werden. Diese Reihe ist fiir eine Anzahl von dem Fachmann bekannten We-
gen reprasentativ und ist in Fig. 5 veranschaulicht. Glucose wird durch Enzyme des Glykolyseweges in einer
Reihe von Schritten zu Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) und 3-Phophoglyceraldehyd (3-PG) umgewandelt.
Glycerol wird dann durch entweder Hydrolyse von DHAP zu Dihydroxyaceton (DNA) und nachfolgende Reduk-
tion oder Reduktion von DHAP zu Glycerol-3-phosphat (G-3-P) und nachfolgende Hydrolyse erzeugt. Der Hy-
drolyseschritt kann durch eine Anzahl von zellularen Phosphatasen katalysiert werden, von denen bekannt ist,
daf} sie nicht-spezifisch im Hinblick auf ihre Substrate sind, oder die Aktivitat kann in den Wirt durch Rekombi-
nation eingefiihrt werden. Der Reduktionsschritt kann durch ein NAD*-(oder NADP™)-verkniipftes Wirtsenzym
katalysiert werden, oder die Aktivitat kann durch Rekombination in den Wirt eingeflihrt werden. Es ist bemer-
kenswert, dal} das dha-Regulon eine Glycerol-Dehydrogenase (E.C. 1.1.1.6) enthalt, die die reversible Reak-
tion von Gleichung 3 katalysiert.

Glycerol - 3-HPA + H,O (Gleichung 1)
3-HPA + NADH + H* - 1,3-Propandiol + NAD* (Gleichung 2)
Glycerol + NAD* - DHA + NADH + H* (Gleichung 3)

[0119] Glycerol wird Uber die Zwischenverbindung 3-Hydroxypropionaldehyd (3-HPA) in 1,3-Propandiol um-
gewandelt, wie vorstehend ausflhrlich beschrieben worden ist. Die Zwischenverbindung 3-HPA wird aus Gly-
cerol, Gleichung 1, durch ein Dehydratase-Enzym erzeugt, das durch den Wirt codiert werden kann oder in den
Wirt durch Rekombination eingefiihrt werden kann. Diese Dehydratase kann Glycerol-Dehydratase (E.C.
4.2.1.30), Diol-Dehydratase (E.C. 4.2.1.28) oder irgendein anderes Enzym, imstande, diese Transformation zu
katalysieren, sein. Glycerol-Dehydratase, aber nicht Diol-Dehydratase, wird durch das dha-Regulon codiert.
1,3-Propandiol wird aus 3-HPA, Gleichung 2, durch ein NAD*- oder (NADP")-verkniipftes Wirtsenzym herge-
stellt, oder die Aktivitat kann in den Wirt durch Rekombination eingefuhrt werden. Diese finale Reaktion in der
Herstellung von 1,3-Propandiol kann durch 1,3-Propandiol-Dehydrogenase (E.C. 1.1.1.202) oder andere Alko-
hol-Dehydrogenasen katalysiert werden.

[0120] Mutationen und Transformationen, die die Kohlenstoffkanalbildung beeinflussen. Eine Vielfalt von mu-
tanten Mikroorganismen, umfassend Variationen in dem Weg der 1,3-Propandiol-Herstellung, sind in der vor-
liegenden Erfindung verwendbar. Zum Beispiel ist die Einfihrung einer Triosephosphat-lsomerase-Mutation
(tpi-) in den Mikroorganismus der vorliegenden Erfindung ein Beispiel der Verwendung einer Mutation, um die
Leistung durch Kohlenstoffkanalbildung zu verbessern. Triosephosphat-lsomerase ist das Enzym, verantwort-
lich fur die Umwandlung von DAHP in 3-Phosphoglyceraldehyd und erlaubt als solches die Ablenkung des
Kohlenstoff Flusses von der Form des Hauptweges von Glucose zu Glycerol und 1,3-Propandiol (Fig. 5). So
erhoht die Deletionsmutation (tpi-) die gesamte metabolische Effizienz des gewilinschten Weges gegentiber
der auf dem Fachgebiet beschriebenen. Ahnlich wiirden Mutationen, welche alternative Wege fiir Zwischen-
verbindungen des Weges der 1,3-Propandiol-Herstellung blockieren, ebenfalls fir die vorliegende Erfindung
nutzlich sein. Zum Beispiel verhindert die Eliminierung von Glycerol-Kinase, dal3 Glycerol, erzeugt aus G3P
durch die Wirkung von G3P-Phosphatase, auf Kosten von ATP zu G3P zuruckverwandelt wird (Eig. 5). Auch
die Eliminierung von Glycerol-Dehydrogenase (zum Beispiel gldA) verhindert, da® Glycerol, erzeugt aus DHAP
durch die Wirkung von NADH-abhangiger Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase, in Dihydroxyaceton umge-
wandelt wird (Fig. 5). Mutationen kénnen zu einem strukturellen Gen gerichtet werden, um die Aktivitat einer
enzymatischen Aktivitdt zu vermitteln oder zu verbessern, oder kdnnen zu einem regulatorischen Gen, ein-
schliellich Promotorregionen und Ribosombindungsstellen, gerichtet werden, um das Expressionsniveau ei-
ner enzymatischen Aktivitat zu modulieren.

[0121] Es wird so in Erwagung gezogen, dafl3 Transformationen und Mutationen kombiniert werden kénnen,
um flr die Erhéhung der 1,3-Propandiol-Herstellung spezielle Enzymaktivitaten zu steuern. So ist es innerhalb
des Bereichs der vorliegenden Erfindung, Modifizierungen eines Ganzzellenkatalysators zu erwarten, welche
zu einer erhoéhten Herstellung von 1,3-Propandiol fuhren.

[0122] Die vorliegende Erfindung benutzt einen bevorzugten Weg fir die Herstellung von 1,3-Propandiol aus
einem Zuckersubstrat, wo der Kohlenstoff-FIuf} sich von Glucose zu DHAP, G3P, Glycerol, 3-HPA und schliel3-
lich zu 1,3-Propandiol bewegt. Die vorliegenden Produktionsstdmme sind bearbeitet worden, um die metabo-
lische Effizienz des Weges zu maximieren, indem verschiedenartige Deletionsmutationen eingebracht werden,
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die die Ableitung von Kohlenstoff zu nichtproduktiven Verbindungen verhindern. Glycerol kann von der Um-
wandlung zu 3HPA durch Uberfiihrung in entweder DHA oder G3P (iber Glycerol-Dehydrogenase oder Glyce-
rol-Kinase abgelenkt werden, wie vorstehend diskutiert wurde (Fig. 5). Dementsprechend enthalten die vorlie-
genden Produktionsstamme Deletionsmutationen in den gldA- und glpK-Genen. Ahnlich kann DHAP durch Tri-
osephosphat-Isomerase zu 3-PG abgeleitet werden, so enthalt der vorliegende Produktionsmikroorganismus
auch eine Deletionsmutation in diesem Gen. Das vorliegende Verfahren bringt zusatzlich ein Dehydratase-En-
zym fur die Umwandlung von Glycerol in 3HPA ein, welches in Abstimmung mit dem Reaktivierungsfaktor, co-
diert durch orfX und orfZ des dha-Regulons, funktioniert (Fig. 5). Obwohl Umwandlug des 3HPA in 1,3-Pro-
pandiol typischerweise Uber eine 1,3-Propandiol-Oxidoreductase bewerkstelligt wird, benutzt das vorliegende
Verfahren eine nicht-spezifische katalytische Aktivitat, die grofere Titer und Ausbeuten des finalen Produkts
1,3-Propandiol erzeugt (Fig. 5). In einem derartigen Verfahren werden Titer von 1,3-Propandiol von mindes-
tens 10 g/l erreicht, wo Titer von 200 g/l erwartet werden.

[0123] Alternativ kann ein verbessertes Verfahren fir 1,3-Propandiol-Herstellung Glycerol oder Dihydroxya-
ceton als Substrat benutzen, wo der Weg nur die letzten drei Substrate, Glycerol - 3HPA - 1,3-Propandiol,
umfaft. In einem derartigen Verfahren wird die Oxidoreductase wieder zugunsten der nicht-spezifischen kata-
Iytischen Aktivitat (von der erwartet wird, dal® sie eine Alkohol-Dehydrogenase ist) eliminiert, jedoch wird die
Notwendigkeit fiir Deletionsmutationen durch die Energieliberlegungen des Hinzufiigens von Glycerol zu der
Kultur aufgehoben. In einem derartigen Verfahren werden Titer von 1,3-Propandiol von mindestens 71 g/l er-
reicht, wo Titer von 200 g/I erwartet werden.

[0124] Die Mutanten von Wildtyp-Mikroorganismen sind durch die Deletion oder Mutation der dhaT-Aktivitat
modifiziert worden, um verbesserte 1,3-Propandiol-Produzenten zu erzeugen. Zum Beispiel kbnnen Mikroor-
ganismen, welche naturlicherweise alle Elemente des dha-Regulons enthalten, manipuliert werden, um das
dhaT-Gen, codierend die 1,3-Propandiol-Oxidoreductase-Aktivitat, zu inaktivieren. Von diesen Mikroorganis-
men wird erwartet, dal sie hdhere Ausbeuten und Titer von 1,3-Propandiol erzeugen, vermittelt durch die An-
wesenheit einer endogenen katalytischen Aktivitat, von der erwartet wird, dal sie eine Alkohol-Dehydrogenase
ist. Zu Beispielen derartiger Mikroorganismen gehdren, ohne aber darauf begrenzt zu sein, Klebsiella sp., Ci-
trobacter sp. und Clostridium sp.

Medien und Kohlenstoffsubstrate

[0125] Fermentationsmedien in der vorliegenden Erfindung missen geeignete Kohlenstoffsubstrate enthal-
ten. Zu geeigneten Substraten kdnnen, ohne aber darauf begrenzt zu sein, Monosaccharide wie beispielswei-
se Glucose und Fructose, Oligosaccharide wie beispielsweise Lactose oder Saccharose, Polysaccharide wie
beispielsweise Starke oder Cellulose oder Gemische davon und ungereinigte Gemische aus erneuerbaren
Ausgangsmaterialien, wie beispielsweise Kasemolkepermeat, Maisquellwasser, Zuckerribenmelassen und
Gerstenmalz, gehdren. Zusatzlich kann das Kohlenstoffsubstrat auch aus ein-Kohlenstoff-Substraten wie bei-
spielsweise Kohlendioxid oder Methanol bestehen, fir welche metabolische Umwandlung in biochemische
Schliisselzwischenverbindungen demonstriert worden ist. Uber Glycerol-Herstellung aus ein-Kohlenstoffquel-
len (z.B. Methanol, Formaldehyd oder Formiat) in methylotrophen Hefen (K. Yarnada et al., Agric. Biol. Chem.
53 (2), 541-543 (1989)) und in Bakterien (Hunter et al., Biochemistry 24, 4148155 (1985)) ist berichtet worden.
Diese Mikroorganismen kdnnen ein-Kohlenstoff-Verbindungen, die im Oxidationszustand von Methan bis For-
miat reichen, assimilieren und Glycerol erzeugen. Der Weg der Kohlenstoffassimilation kann tber Ribulose-
monophosphat, tUber Serin oder tGber Xylulosemonophosphat gehen (Gottschalk, Bacterial Metabolism (Bak-
terieller Metabolismus), Zweite Auflage, Springer-Verlag, New York (1986)). Der Ribulosemonophosphat-Weg
beinhaltet die Kondensation von Formiat mit Ribulose-5-phosphat zur Erzeugung eines 6-Kohlenstoff-Zuckers,
der zu Fructose und schlieRlich zu dem drei-Kohlenstoffprodukt Glyceraldehyd-3-phosphat wird. Ahnlich assi-
miliert der Serin-Weg die ein-Kohlenstoff-Verbindung in den Glycolyseweg Uber Methylentetrahydrofoliat.

[0126] Zusatzlich zu ein- und zwei-Kohlenstoffsubstraten sind methylotrophe Mikroorganismen auch dafir
bekannt, eine Anzahl von anderen kohlenstoffhaltigen Verbindungen wie beispielsweise Methylamin, Glucos-
amin und eine Vielfalt von Aminosauren flr metabolische Aktivitat nutzen. Zum Beispiel ist methylotrophe Hefe
dafir bekannt, den Kohlenstoff von Methylamin zu nutzen, um Trehalose oder Glycerol zu erzeugen (Bellion
et al., Microb. Growth Cl Compd., [Int. Symp.], 7 (1993), 415-32. Herausgeber: Murrell, J. Collin; Kelly, Don P.
Herausgeber: Intercept, Andover, UK). Ahnlich metabolisieren verschiedene Spezies von Candida Alanin oder
Oleinsaure (Sulter et al., Arch. Microbiol. 153 (5), 485-489 (1990)). Daher wird in Erwagung gezogen, dal} die
Kohlenstoffquelle, die in der vorliegenden Erfindung benutzt wird, eine breite Vielfalt von kohlenstoffhaltigen
Substraten einschlieRen kann und nur durch die Wahl von Mikroorganismus oder Verfahren begrenzt wird.
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[0127] Obwohl in Erwagung gezogen wird, dal alle von den vorstehend erwahnten Kohlenstoffsubstraten
und Gemischen (gemeinsame Zufiihrung) davon in der vorliegenden Erfindung geeignet sind, sind bevorzugte
Kohlenstoffsubstrate Glucose, Fructose, Saccharose oder Methanol, wo das Verfahren ein endogenes Glyce-
rol erzeugen soll, und Glycerol oder Dihydroxyaceton, wo das Verfahren eine Glycerol- oder Dihydroxyaceton-
zuflihrung erwartet.

[0128] Zusatzlich zu einer geeigneten Kohlenstoffquelle miissen Fermentationsmedien geeignete Mineralien,
Salze, Co-Faktoren, Puffer und andere dem Fachmann bekannte Komponenten enthalten, die fir das Wachs-
tum der Kulturen und die Férderung des enzymatischen Weges, notwendig fir die 1,3-Propandiol-Herstellung,
geeignet sind. Besondere Aufmerksamkeit wird Co(ll)-Salzen und/oder Vitamin B,, oder Vorstufen davon ge-
geben.

[0129] Adenosyt-Cobalamin (Coenzym B,,) ist ein essentieller Cofaktor fur Dehydratase-Aktivitat. Synthese
von Coenzym B,, wird in Prokaryoten gefunden, von denen einige imstande sind, die Verbindung de novo zu
synthetisieren, zum Beispiel Escherichia blattae, Klebsiella-Spezies, Citrobacter-Spezies und Clostridi-
um-Spezies, wahrend andere teilweise Reaktionen durchfiihren kdnnen. E. coli kann zum Beispiel die Cor-
rin-Ringstruktur nicht erzeugen, aber ist imstande, die Umwandlung von Cobinamid in Corrinoid zu katalysie-
ren, und kann die 5'-Desoxyadenosylgruppe einfihren. So ist auf dem Fachgebiet bekannt, daf3 eine Coen-
zym-B,,-Vorstufe, wie beispielsweise Vitamin B,,, in E.-coli-Fermentationen bereitgestellt werden muR.

[0130] Vitamin-B,,-Zugaben zu E.-coli-Fermentationen kénnen kontinuierlich mit einer konstanten Geschwin-
digkeit oder in Abschnitten, um mit der Erzeugung von Zellmasse zusammenzutreffen, hinzugegeben werden
oder kénnen in einzelnen oder mehrfachen Bolus-Zugaben hinzugegeben werden. Bevorzugte Verhaltnisse
von zugeflhrtem Vitamin B,, (mg) zu Zellmasse (OD550) betragen von 0,06 bis 0,60. Am meisten bevorzugte
Verhaltnisse von zugeflhrtem Vitamin B,, (mg) zu Zellmasse (OD550) betragen von 0,12 bis 0,48.

[0131] Obwohl Vitamin B,, zu der transformierten E. coli der vorliegenden Erfindung hinzugegeben wird, wird
in Erwagung gezogen, dal andere Mikroorganismen, imstande zu de-novo-B,,-Biosynthese, ebenfalls geeig-
nete Produktionszellen sind und die Zugabe von B,, zu diesen Mikroorganismen unnoétig ist.

Kulturbedingungen:

[0132] Typischerweise werden Zellen bei 35°C in passenden Medien geziichtet. Bevorzugte Wachstumsme-
dien in der vorliegenden Erfindung sind gebrauchliche kommerziell hergestellte Medien wie beispielsweise Lu-
ria-Bertani-(LB)-Nahrbriihe, Sabouraud-Dextrose-(SD)-Nahrbrihe oder Hefemedium-(YM)-Nahrbriihe. Ande-
re definierte oder synthetische Wachstumsmedien kénnen ebenfalls verwendet werden und das passende Me-
dium fur Wachstum des speziellen Mikroorganismus ist dem Fachmann auf dem Gebiet von Mikrobiologie oder
Fermentationswissenschaft bekannt. Die Verwendung von Mitteln, von denen bekannt ist, da® sie Katabolitre-
pression direkt oder indirekt modulieren, z.B. cyclisches Adenosin-2":3'-monophosphat, kdnnen ebenfalls in die
Reaktionsmedien eingebracht werden. Ahnlich kann die Verwendung von Mitteln, von denen bekannt ist, da
sie enzymatische Aktivitdten modulieren (z.B. Methylviologen), die zu Erhéhung der 1,3-Propandiol-Herstel-
lung fuhren, in Verbindung mit oder als Alternative zu genetischen Manipulationen verwendet werden.

[0133] Geeignete pH-Bereiche fiir die Fermentation liegen zwischen pH 5,0 bis pH 9,0, wo pH 6,0 bis pH 8,0
als anfangliche Bedingung bevorzugt wird.

[0134] Reaktionen kénnen unter aeroben oder anaeroben Bedingungen durchgefiihrt werden, wo anaerobe
oder mikroaerobe Bedingungen bevorzugt werden.

[0135] Fed-Batch-Fermentationen kdnnen mit der Kohlenstoffzufiihrung von zum Beispiel Glucose, begrenzt
oder Uberschissig, durchgefihrt werden.

Chargenweise und kontinuierliche Fermentationen:

[0136] Das vorliegende Verfahren wendet ein Chargenverfahren der Fermentation an. Klassische Chargen-
fermentation ist ein geschlossenes System, wo die Zusammensetzung der Medien am Beginn der Fermenta-
tion eingestellt wird und wahrend der Fermentation nicht Anlaf? kiinstlicher Veranderungen ist. So wird am Be-
ginn der Fermentation das Medium mit dem gewtunschten Mikroorganismus oder Mikroorganismen beimpft
und die Fermentation wird ablaufen gelassen, ohne etwas zu dem System hinzugeben. Typischerweise ist je-
doch ,Chargen"-Fermentation chargenmafig im Hinblick auf die Zugabe der Kohlenstoffquelle, und es werden

25/82



DE 600 29 971 T2 2007.05.16

oft Versuche beim Steuern von Faktoren wie beispielsweise pH und Sauerstoffkonzentration gemacht. In Char-
gensystemen andern sich die Metabolit- und Biomassezusammensetzung des Systems konstant bis zu der
Zeit, wo die Fermentation beendet wird. Innerhalb von Batch-Kulturen mafigen sich Zellen durch eine statische
lag-Phase zu einer log-Phase mit hohem Wachstum und schlief3lich zu einer stationéren Phase, wo die Wachs-
tumsgeschwindigkeit vermindert oder angehalten ist. Wenn unbehandelt, werden Zellen in der stationaren
Phase schlieRlich sterben. Zellen in der log-Phase sind im allgemeinen fir die Hauptmenge der Produktion des
Endprodukts oder der Zwischenverbindung verantwortlich.

[0137] Eine Variation des Standardchargensystems ist das Fed-Batch-System. Fed-Batch-Fermentationsver-
fahren sind auch in der vorliegenden Erfindung geeignet und umfassen ein typisches Chargensystem mit der
Ausnahme, dal} das Substrat in Inkrementen hinzugegeben wird, wahrend die Fermentation voranschreitet.
Fed-Batch-Systeme sind nutzlich, wenn Katabolitrepression dazu neigt, den Metabolismus der Zellen zu hem-
men, und wo es wlinschenswert ist, begrenzte Mengen von Substrat in den Medien zu haben. Messung der
tatsachlichen Substratkonzentration in Fed-Batch-Systemen ist schwierig und wird daher auf der Basis der An-
derungen mefRbarer Faktoren, wie beispielsweise pH, geldster Sauerstoff und der Partialdruck von Abfallgasen
wie beispielsweise CO,, geschatzt. Chargen- und Fed-Batch-Fermentationen sind gebrauchlich und auf dem
Fachgebiet bekannt und Beispiele kdnnen bei Brock, vorstehend, gefunden werden.

[0138] Obwohl die vorliegende Erfindung im Chargenmodus durchgefiihrt wird, wird damit gerechnet, dal}
das Verfahren an kontinuierliche Fermentationsverfahren anpafibar sein wiirde. Kontinuierliche Fermentation
ist ein offenes System, wo ein definiertes Fermentationsmedium kontinuierlich in einen Bioreaktor gegeben
wird und eine gleiche Menge von konditioniertem Medium gleichzeitig zur Verarbeitung entfernt wird. Kontinu-
ierliche Fermentation halt im allgemeinen die Kulturen bei einer konstanten hohen Dichte, wo Zellen in erster
Linie in der log-Phase des Wachstums sind.

[0139] Kontinuierliche Fermentation erlaubt die Abstimmung eines Faktors oder einer Anzahl von Faktoren,
die Zellwachstum oder Endproduktkonzentration beeinflussen. Zum Beispiel halt eine Methode einen begrenz-
enden Nahrstoff, wie beispielsweise die Kohlenstoffquelle oder das Stickstoffniveau, bei einer festgelegten
Rate und erlaubt allen anderen Parametern nachzulassen. In anderen Systemen kann eine Anzahl von Fak-
toren, die das Wachstum beeinflussen, kontinuierlich verandert werden, wahrend die Zellkonzentration, ge-
messen durch die Trilbung des Mediums, konstant gehalten wird. Kontinuierliche Systeme sind bestrebt, die
Wachstumsbedingungen des stationdren Zustands aufrecht zu erhalten, und so muf} der Zellverlust, zuriick-
zufiihren auf das Medium, das abgezogen wird, gegen die Zellwachstumsrate in der Fermentation ausgegli-
chen werden. Methoden der Abstimmung von Nahrstoffen und Wachstumsfaktoren fiir kontinuierliche Fermen-
tationsverfahren ebenso wie Techniken zur Maximierung der Rate der Produkterzeugung sind auf dem Fach-
gebiet der industriellen Mikrobiologie bekannt und eine Vielfalt von Verfahren ist ausfihrlich von Brock, vorste-
hend, dargestellt.

[0140] Es wird damit gerechnet, dal® die vorliegende Erfindung praktisch unter Verwendung von Chargen,
Fed-Batch- oder kontinuierlichen Verfahren ausgefihrt werden kann und dal jeder bekannte Fermentations-
modus geeignet sein wirde. Zusatzlich wird damit gerechnet, dal® Zellen auf einem Substrat als Ganzzellen-
katalysatoren immobilisiert und Fermentationsbedingungen fir 1,3-Propandiol-Herstellung unterworfen wer-
den kénnen.

Identifizierung und Reinigung von 1,3-Propandiol:

[0141] Verfahren fur die Reinigung von 1,3-Propandiol aus Fermentationsmedien sind auf dem Fachgebiet
bekannt. Zum Beispiel kénnen Propandiole aus Zellmedien erhalten werden, indem das Reaktionsgemisch der
Extraktion mit einem organischen Ldsungsmittel, Destillation und Saulenchromatographie unterworfen wird
(US-5356812). Ein besonders gutes organisches L&ésungsmittel fir dieses Verfahren ist Cyclohexan
(US-5008473).

[0142] 1,3-Propandiol kann direkt identifiziert werden, indem die Medien Hochdruckflissigkeitschromatogra-
phie-(HPLC)-Analyse unterworfen werden. Bevorzugt in der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren, wo Fer-
mentationsmedium auf einer analytischen lonenaustauschersaule unter Verwendung einer mobilen Phase von
0,01 N Schwefelsaure in einer isokratischen Weise analysiert wird.
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BEISPIELE

ALLGEMEINE VERFAHREN

[0143] Verfahrensweisen fir Phosphorylierungen, Ligierungen und Transformationen sind auf dem Fachge-
biet bekannt. Techniken, geeignet zur Verwendung in den folgenden Beispielen, kdnnen bei Sambrook, J. et
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Molekulares Klonieren: Ein Laborhandbuch), Zweite Auflage,
Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989), gefunden werden.

[0144] Materialien und Methoden, die zur Aufrechterhaltung und Aufzucht von Bakterienkulturen geeignet
sind, sind auf dem Fachgebiet bekannt. Techniken, die zur Verwendung in den folgenden Beispielen geeignet
sind, kdnnen in Manual of Methods for General Bacteriology (Handbuch von Methoden fiir allgemeine Bakte-
riologie) (Phillipp Gerhardt, R. G. E. Murray, Ralph N. Costilow, Eugene W. Nester, Willis A. Wood, Noel R.
Krieg und G. Briggs Phillipps, Hrsg.), American Society for Microbiology, Washington, DC (1994) oder Thomas
D. Brock in Biotechnology: A Textbook of Industrial Microbiology (Biotechnologier: Ein Lehrbuch der industriel-
len Mikrobiologie), Zweite Auflage (1989) Sinauer Associates, Inc., Sunderland, MA, gefunden werden. Alle
zur Aufzucht und Aufrechterhaltung von Bakterienzellen verwendeten Reagenzien und Materialien wurden von
Aldrich Chemicals (Milwaukee, WI), DIFCO Laboratories (Detroit, Ml), GIBCO/BRL (Gaithersburg, MD) oder
Sigma Chemical Company (St. Louis, MO) erhalten, wenn nicht anderweitig festgelegt.

[0145] Die Bedeutung von Abkirzungen ist wie folgt: ,h" bedeutet Stunde(n)", ,min" bedeutet Minute(n), ,s"
bedeutet Sekunde(n), ,d" bedeutet Tag(e), ,ml" bedeutet Milliliter, ,I" bedeutet Liter, 50 amp sind 50 pg/ml Am-
picillin und LB-50 amp ist Luria-Bertani-Brihe, die 50 pg/ml Ampicillin enthalt.

[0146] Innerhalb der Tabellen werden die folgenden Abklirzungen verwendet. ,Con." ist ,conversion" (Um-
wandlung), ,Sel." ist ,selectivity" (Selektivitat), bezogen auf Kohlenstoff, und ,nd" ist ,not detected" nicht nach-
gewiesen.

[0147] Stdmme und Vektoren, die in den folgenden Beispielen verwendet und konstruiert werden, sind in der
nachstehenden Ubersichtstabelle aufgefiinrt:
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Stamm/Plasmid Deletion ORF/Gen
gldA
glpK
gldA
RJ8m glpK
Tpi

KLP23

GPP2
DARI

dhaR
orfY
dhaT
orfX
pDT29 orfW
dhaBl
dhaB2
dhaB3
orfZ
dhaR
orfY
orfX
orfW
pRP32 dhaBl1
dhaB2
dhaB3
orfZ

pAH48

ENZYMASSAYS
Assays fur Dehydratase-Enzyme:

[0148] Dehydratase-Aktivitat in zellfreien Extrakten wurde unter Verwendung von entweder Glycerol oder
1,2-Propandiol als Substrat bestimmt. Typischerweise wurden zellfreie Extrakte durch Zellzerstérung unter
Verwendung einer French-Presse und nachfolgende Zentrifugation der Zelldebris hergestellt. Der Assay, ba-
sierend auf der Umsetzung von Aldehyden mit Methylbenzo-2-thiazolonhydrazon, ist von Forage und Foster
beschrieben worden (Biochim. Biophys. Acta 569, 249 (1979)).

[0149] Honda et al. (J. Bacteriol. 143, 1458 (1980)) offenbaren einen Assay, der die Reaktivierung von Dehy-
dratasen mif3t. Dehydratase-Aktivitat wurde in toluolisierten ganzen Zellen, mit und ohne ATP, unter Verwen-
dung von entweder Glycerol oder 1,2-Propandiol als Substrat bestimmt. Reaktivierung wurde durch das Ver-
haltnis von Produktbildung mit im Verhaltnis zu der ohne die ATP-Zugabe bestimmt. Produktbildung (3-HPA
oder Propionaldehyd, wenn Glycerol bzw. 1,2-Propandiol als Substrat verwendet wird) wurde direkt unter Ver-
wendung von HPLC oder indirekt unter Verwendung von Methylbenzo-2-thiazolonhydrazon-Reagenz gemes-
sen. Alternativ wurde Produktbildung durch Koppeln der Umwandlung des Aldehyds zu seinem jeweiligen Al-
kohol unter Verwendung einer NADH-verkniipften Alkohol-Dehydrogenase und Uberwachen des Verschwin-
dens von NADH bestimmt.

Assays fir 1,3-Propandiol-Oxidoreductase:

[0150] Die Aktivitat von 1,3-Propandiol-Oxidoreductase, manchmal als 1,3-Propandiol-Dehydrogenase be-
zeichnet, wurde fir zellfreie Extrakte in Losung oder in Gelplatten unter Verwendung von 1,3-Propandiol und
NAD" als Substraten bestimmt, sie wurde beschrieben (Johnson und Lin, J. Bacteriol. 169, 2050 (1987)). Al-
ternativ wurde die Umwandlung von 3-HPA und NADH in 1,3-Propandiol und NAD* durch das Verschwinden
von NADH bestimmt. Der Gelplattenassay hat den potentiellen Vorteil, die Aktivitat von 1,3-Propandiol-Oxido-
reductase (dhaT) von der von nicht-spezifischen Alkohol-Dehydrogenasen vermdge der GréRentrennung zu
trennen. Die nativen Molekulargewichte von 1,3-Propandiol-Oxidoreductasen (dhaT) von Citrobacter freundii,
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Klebsiella pneumoniae und Clostridium pasteurianum sind ungewohnlich grof3, in der GréRenordnung von
330000 bis 440000 Dalton. Lactobacillus brevis und Lactobacillus buchneri enthalten Dehydratase-assoziierte
1,3-Propandiol-Oxidoreductasen mit Eigenschaften dhnlich denjenigen von bekannten 1,3-Propandiol-Oxido-
reductasen (dhaT).

Assays fur Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase-Aktivitat:

[0151] Eine Verfahrensweise wurde verwendet, wie sie nachstehend aus einem Verfahren, verdffentlicht von
Bell et al. (J. Biol. Chem. 250, 7153 (1975)), modifiziert wurde. Dieses Verfahren beinhaltete das Inkubieren
einer Probe eines zellfreien Extrakts in einer Kivette, die 0,2 mM NADH, 2,0 mM Dihydroxyacetonphosphat
(DHAP) und Enzym in 0,1 M Tris/HCI, pH-7,5-Puffer mit 5 mM DTT, in einem Gesamtvolumen von 1,0 ml bei
30°C enthielt. Eine Hintergrundgeschwindigkeit der Reaktion von Enzym und NADH wurde zuerst bei 340 nm
fiir mindestens 3 min bestimmt. Das zweite Substrat, DHAP, wurde nachfolgend hinzugegeben und die Ande-
rung der Extinktion mit der Zeit wurde weiter fir mindestens 3 min Uberwacht. G3PDH-Aktivitdt wurde durch
Abziehen der Hintergrundgeschwindigkeit von der Bruttogeschwindigkeit definiert.

Assay fiir Glycerol-3-Phosphatase-Aktivitat:

[0152] Der Assay fir Enzymaktivitat wurde durch Inkubieren des Extrakts mit einem Substrat eines organi-
schen Phosphats in einem bis-Tris oder MES und Magnesiumpuffer, pH 6,5, durchgefiihrt. Das verwendet Sub-
strat war entweder 1-a-Glycerolphosphat oder d,l-a-Glycerolphosphat. Die finalen Konzentrationen der Rea-
genzien in dem Assay sind: Puffer (20 mM, bis-Tris oder 50 mM MES); MgCl, (10 mM) und Substrat (20 mM).
Wenn das Gesamtprotein in der Probe gering war und keine sichtbare Ausfallung bei einem Abschrecken mit
Saure erfolgt, wurde die Probe bequemerweise in der Kuvette geprift. Dieses Verfahren beinhaltete Inkubieren
einer Enzymprobe in einer Kuvette, die 20 mM Substrat (50 pl, 200 mM), 50 mM MES, 10 mM MgCl,,
pH-6,5-Puffer enthielt. Das Volumen des finalen Phosphatase-Assays betrug 0,5 ml. Die Enzym enthaltende
Probe wurde zu dem Reaktionsgemisch gegeben; der Inhalt der Kiivette wurde gemischt und dann wurde die
Kuvette in einem Umlaufwasserbad bei T = 37°C fiir 5 bis 120 min plaziert, wobei die Lange der Zeit davon
abhing, ob die Phosphatase-Aktivitat in der Enzymprobe von 2 bis 0,02 U/ml reichte. Die enzymatische Reak-
tion wurde durch die Zugabe des Saure-Molybdat-Reagenzes (0,4 ml) abgeschreckt. Nachdem das Fiske-Sub-
baRow-Reagenz (0,1 ml) und destilliertes Wasser (1,5 ml) hinzugegeben worden waren, wurde die Lésung ge-
mischt und sich entwickeln gelassen. Nach 10 min, um volle Farbentwicklung zu erlauben, wurde die Extinktion
der Proben bei 660 nm unter Verwendung eines UV/Vis-Spektrophotometers Cary 219 abgelesen. Die Menge
von freigesetztem anorganischen Phosphat wurde mit einer Standardkurve verglichen, die durch Verwenden
einer Stammlésung von anorganischem Phosphat (0,65 mM) und Herstellen von 6 Standards mit finalen Kon-
zentrationen von anorganischem Phosphat, die von 0,026 bis 0,130 pmol/ml reichten, hergestellt wurde.

Assay fur Glycerol-Kinase-Aktivitat

[0153] Eine geeignete Menge von Enzym, typischerweise ein zellfreier Rohextrakt, wurde zu einem Reakti-
onsgemisch, enthaltend 40 mM ATP, 20 mM MgSO,, 21 mM gleichmaRig "*C-markiertes Glycerol (99%, Cam-
bridge Isotope Laboratories) und 0,1 M Tris-HCI, pH 9, flr 75 min bei 25°C hinzugegeben. Die Umwandlung
von Glycerol in Glycerol-3-phosphat wurde durch *C-NMR (125 MHz) nachgewiesen: Glycerol (63,11 ppm, J,
J =41 Hzund 72,66 ppm, t, J = 41 Hz); Glycerol-3-phosphat (62,93 ppm, 8, J =41 Hz; 65,31 ppm, brd, J =43
Hz; und 72,66 ppm, dt, J = 6, 41 Hz).

Assay von NADH-verknUpfter Glycerol-Dehydrogenase:

[0154] Die Aktivitdt von NADH-verknupfter Glycerol-Dehydrogenase (gldA) in zellfreien Extrakten von E.-co-
li-Stammen wurde nach Proteintrennung durch nicht-denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese be-
stimmt. Die Umwandlung von Glycerol plus NAD* in Dihydroxyaceton plus NADH wurde mit der Umwandlung
von 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zu einem tief gefarbten Formazan unter
Verwendung von Phenazinmethosulfat (PMS) als Vermittler gekoppelt (Tang et al., J. Bacteriol. 140, 182
(1997)).

[0155] Elektrophorese wurde in doppelter Ausfihrung durch Standardverfahrensweisen unter Verwendung
von nativen Gelen (8-16% TG, 1,5 mm, Gele mit 15 Bahnen von Novex, San Diego, CA) durchgefiihrt. Rest-
liches Glycerol wurde von den Gelen durch 3 x Waschen mit 50 mM Tris oder Kaliumcarbonatpuffer, pH 9, fur
10 Minuten entfernt. Die doppelten Gele wurden, mit und ohne Glycerol (ungefahr 0,16 M finale Konzentration),
in 15 ml von Assayldsung, enthaltend 50 mM Tris oder Kaliumcarbonat, pH 9, 60 mg Ammoniumsulfat, 75 mg
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NAD*, 1,5 mg MTT und 0,5 mg PMS, entwickelt.

[0156] Die Anwesenheit oder Abwesenheit von NADH-verknupfter Glycerol-Dehydrogenase-Aktivitat in
E.-coli-Stammen (gldA) wurde nach Polyacrylamid-Gelelektrophorese durch Umsetzung mit polyklonalen An-
tikdrpern, gerichtet gegen gereinigte K.-pneumoniae-Glycerol-Dehydrogenase (dhaD), ebenfalls bestimmt.

Isolierung und Identifizierung von 1,3-Propandiol

[0157] Die Umwandlung von Glycerol in 1,3-Propandiol wurde durch HPLC Gberwacht. Analysen wurden un-
ter Verwendung von Standardtechniken und -materialien, verfiigbar fur den Fachmann auf dem Gebiet der
Chromatographie, durchgefihrt. Ein geeignetes Verfahren benutzte ein HPLC-System Waters Maxima 820 un-
ter Verwendung von UV- (210 nm) und RI-Nachweis. Proben wurden auf eine Saule Shodex SH-1011 (8 mm
x 300 mm, gekauft von Waters, Milford, MA), ausgestattet mit einer Vorsaule Shodex SH-1011P (6 mm x 50
mm), Temperatur-kontrolliert bei 50°C unter Verwendung von 0,01 N H,SO, als mobile Phase mit einer Flie3-
geschwindigkeit von 0,5 mil/min, injiziert. Wenn quantitative Analyse gewilinscht wurde, wurden Proben mit ei-
ner bekannten Menge von Trimethylessigsaure als externem Standard hergestellt. Typischerweise waren die
Retentionszeiten von Glucose (RI-Nachweis), Glycerol, 1,3-Propandiol (RI-Nachweis) und Trimethylessigsau-
re (UV- und RI-Nachweis) 15,27 min, 20,67 min, 26,08 min bzw. 35,03 min.

[0158] Die Herstellung von 1,3-Propandiol wurde durch GC/MS bestatigt. Analysen wurden unter Verwen-
dung von Standardtechniken und -materialien, verfugbar fur den Fachmann auf dem Gebiet von GC/MS,
durchgefiihrt. Ein geeignetes Verfahren benutzte einen Gaschomatograph Hewlett Packard 5890 Serie I, ge-
koppelt mit einem Masse-selektiven Detektor Hewlett Packard 5971 Serie (El) und einer HP-INNOWax-Saule
(30 m Lange, 0,25 mm innerer Durchmesser, 0,25 Mikrometer Filmdicke). Die Retentionszeit und das Massen-
spektrum von erzeugtem 1,3-Propandiol wurden mit denen von authentischem 1,3-Propandiol (m/e: 57, 58)
verglichen.

[0159] Ein alternatives Verfahren fir GC/MS beinhaltete Derivatisierung der Probe. Zu 1,0 ml Probe (z.B. Kul-
turiiberstand) wurden 30 pl konzentrierte (70% Vol./Vol.) Perchlorsaure hinzugegeben. Nach dem Mischen
wurde die Probe gefroren und lyophilisiert. Ein 1:1-Gemisch von Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid:Pyridin (300
pl) wurde zu dem lyophilisierten Material hinzugegeben, heftig gemischt und fiir eine h bei 65°C plaziert. Die
Probe wurde durch Zentrifugation von unléslichem Material geklart. Die resultierende Flissigkeit verteilte sich
in zwei Phasen, von denen die obere fiir die Analyse verwendet wurde. Die Probe wurde auf einer DB-5-Saule
(48 m, 0,25 mm innerer Durchmesser, 0,25 ym Filmdicke; von J & W Scientific) chromatographiert und die Re-
tentionszeit und das Massenspekirum des 1,3-Propandiolderivats, erhalten aus Kulturiiberstanden, wurden
mit denen, erhalten von authentischen Standards, verglichen. Die Massenspektren von TMS-derivatisiertem
1,3-Propandiol enthalt die charakteristischen lonen von 205, 177, 130 und 115 AMU.

Zell-Lyse:

[0160] Die Zell-Lyse wurde durch Messen der Konzentration von extrazellularem I6slichen Protein in der Fer-
mentationsbriihe abgeschatzt. Fermenterproben wurden in einer Tischzentrifuge zentrifugiert (typischerweise
3-5 min mit 12000 U/min in einer Mikrozentrifuge Eppendorf Modell 5415C), um die Zellen zu trennen. Der
resultierende Uberstand wurde auf die Proteinkonzentration durch das Bradford-Verfahren unter Verwendung
eines im Handel erhéltlichen Reagenzes (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad, Hercules, CA) analysiert.

Lebensfahigkeit:
[0161] Die Zell-Lebensfahigkeit wurde durch Plattieren mit geeigneten Verdiinnungen von aus dem Fermen-
ter erhaltenen Zellen auf nicht-selektiven LB-Agarplatten bestimmt. Die Zell-Lebensfahigkeit zwischen Fer-

menterexperimenten wird unter Verwendung des Verhaltnisses von lebensfahigen Zellen pro ml Fermenterbri-
he, dividiert durch OD550 (AU), verglichen.
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BEISPIEL 1

KLONIERUNG UND TRANSFORMATION VON E.-COLI-WIRTSZELLEN MIT COSMID-DNA FUR DIE EX-
PRESSION VON 1,3-PROPANDIOL

Medien:

[0162] Synthetisches S12-Medium wurde beim Screening von bakteriellen Transformanten fir die Fahigkeit
zur Herstellung von 1,3-Propandiol verwendet. S12-Medium enthalt: 10 mM Ammoniumsulfat, 50 mM Kalium-
phosphatpuffer, pH 7,0, 2 mM MgCl,, 0,7 mM CaCl,, 50 pM MnCl,, 1 uM FeCl;, 1 pM ZnCl, 1,7 yM CuSQO,, 2,5
pM CoCl,, 2,4 uM Na,MoO, und 2 pM Thiaminhydrochlorid.

[0163] Medium A, verwendet fiir Aufzucht und Fermentation, bestand aus: 10 mM Ammoniumsulfat; 50 mM
MOPS/KOH-Puffer, pH 7,5; 5 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,5; 2 mM MgCl,; 0,7 mM CaCl,; 50 yM MnCl,; 1
pMM FeCl,; 1 pM ZnCl; 1,72 pM CuSO,; 2,53 uM CoCl,; 2,42 yM Na,MoO,; 2 uM Thiaminhydrochlorid; 0,01%
Hefeextrakt; 0,01% Casaminosauren; 0,8 pg/ml Vitamin B,,; und 50 pg/ml amp. Medium A wurde mit entweder
0,2% Glycerol oder 0,2% Glycerol plus 0,2% D-Glucose wie erforderlich erganzt.

Zellen:

[0164] Klebsiella pneumoniae ECL2106 (Ruch et al., J. Bacteriol. 124, 348 (1975)), ebenfalls bekannt in der
Literatur als K. aerogenes oder Aerobacter aerogenes, wurde von E. C. C. Lin (Harvard Medical School, Cam-
bridge, MA) erhalten und wurde als Laborkultur gehalten.

[0165] Klebsiella pneumoniae ATCC 25955 wurde von der American Type Culture Collection (Manassas, VA)
gekauft.

[0166] E. coli DH5a wurde von Gibco/BRL gekauft und wurde mit der Cosmid-DNA, isoliert aus Klebsiella
pneumoniae ATCC 25955, enthaltend ein Gen, codierend fiir entweder ein Glycerol- oder ein Diol-Dehydrata-
se-Enzym, transformiert. Cosmide, enthaltend die Glycerol-Dehydratase, wurden als pKP1 und pKP2 identifi-
ziert, und Cosmid, enthaltend das Diol-Dehydratase-Enzym, wurde als pKP4 identifiziert. Transformierte
DH5a-Zellen wurden als DH5a-pKP1, DH5a-pKP2 und DH5a-pKP4 identifiziert.

[0167] E. coli ECL707 (Sprenger et al., J. Gen. Microbiol. 135, 1255 (1989)) wurde von E. C. C. Lin (Harvard
Medical School, Cambridge, MA) erhalten und wurde ahnlich mit Cosmid-DNA aus Klebsiella pneumoniae
transformiert. Diese Transformanten wurden als ECL707-pKP1 und ECL707-pKP2, enthaltend das Glyce-
rol-Dehydratase-Gen, und ECL707 pKP4, enthaltend das Diol-Dehydratase-Gen, identifiziert.

[0168] E. coli AA200, enthaltend eine Mutation in dem tpi-Gen (Anderson et al., J. Gen. Microbiol. 62, 329
(1970)), wurde von dem E. coli Genetic Stock Center, Yale University (New Haven, CT) gekauft und wurde mit
Klebsiella-Cosmid-DNA transformiert, wobei sich die rekombinanten Mikroorganismen AA200-pKP1 und
AA200-pKP2, enthaltend das Glycerol-Dehydratase-Gen, und AA200-pKP4, enthaltend das Diol-Dehydrata-
se-Gen, ergaben.

DH5a:

[0169] Sechs Transformationsplatten, enthaltend ungefahr 1000 Kolonien von E. coli XL1-Blue MR, transfi-
ziert mit K.-pneumoniae-DNA, wurden mit 5 ml LB-Medium gewaschen und zentrifugiert. Die Bakterien wurden
pelletisiert und in 5 ml LB-Medium + Glycerol resuspendiert. Ein Aliquot (50 pl) wurde in ein 15-ml-Réhrchen,
enthaltend synthetisches Medium S12 mit 0,2% Glycerol und 400 ng pro ml Vitamin B,, + 0,001% Hefeextrakt
+ 50 amp, eingeimpft. Das Réhrchen wurde mit dem Medium bis oben gefiillt und mit Parafilm eingewickelt und
bei 30°C inkubiert. Eine leichte Tribung wurde nach 48 h beobachtet. Aliquots, analysiert fir Produktverteilung
wie vorstehend beschrieben nach 78 h und 132 h, waren fir 1,3-Propandiol positiv, wobei die letzteren Zeit-
punkte erhéhte Mengen von 1,3-Propandiol enthielten.

[0170] Die Bakterien, die positiv fir 1,3-Propandiol-Herstellung getestet wurden, wurden seriell verdiinnt und
auf LB-50-amp-Platten plattiert, um einzelne Kolonien zu isolieren. Achtundvierzig einzelne Kolonien wurden
isoliert und wieder auf die Herstellung von 1,3-Propandiol geprtft. Cosmid-DNA wurde aus 6 unabhangigen
Klonen isoliert und in den E.-coli-Stamm DH5a transformiert. Die Transformanten wurden wieder auf die Her-
stellung von 1,3-Propandiol geprift. Zwei Transformanten wurden weiter charakterisiert und als DH5a-pKP1
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und DH5a-pKP2 bezeichnet.

[0171] Ein 12,1-kb-EcoRI-Sall-Fragment von pKP1, subkloniert in pIBI31 (IBI Biosystem. New Haven, CT)
wurde sequenziert und als pHK28-26 (SEQ ID NO:1) bezeichnet. Sequenzierung enthdllite die Orte der rele-
vanten offenen Leserahmen des dha-Operons, codierend Glycerol-Dehydratase, und zur Regulation notwen-
dige Gene. Bezugnehmend auf SEQ ID NO:1 wird ein Fragment des offenen Leserahmens fur dhaK1, codie-
rend Dihydroxyaceton-Kinase, an den Basen 1-399 gefunden (Komplement); der offene Leserahmen dhaD,
codierend Glycerol-Dehydrogenase, wird an den Basen 1010-2107 gefunden; der offene Leserahmen dhaR,
codierend den Repressor, wird an den Basen 2209-4134 gefunden; der offene Leserahmen orfW, codierend
ein Protein unbekannter Funktion, wird an den Basen 4112-4642 gefunden (Komplement); der offene Lese-
rahmen orfX, codierend ein Dehydratase-Reaktivierungsprotein, wird an den Basen 4643-4696 gefunden
(Komplement); der offene Leserahmen dhaT, codierend 1,3-Propandiol-Oxidoreductase, wird an den Basen
5017-6180 gefunden (Komplement); der offene Leserahmen orfY, codierend ein Protein unbekannter Funkti-
on, wird an den Basen 6202630 gefunden (Komplement); der offene Leserahmen dhaB1, codierend die al-
pha-Untereinheit-Glycerol-Dehydratase, wird an den Basen 7044-8711 gefunden; der offene Leserahmen
dhaB2, codierend die beta-Untereinheit-Glycerol-Dehydratase, wird an den Basen 8724-9308 gefunden; der
offene Leserahmen dhaB3, codierend die gamma-Untereinheit-Glycerol-Dehydratase wird an den Basen
9311-9736 gefunden; der offene Leserahmen dhaBX codierend ein Dehydratase-Reaktivierungsprotein, wird
an den Basen 9749-11572 gefunden; und ein Fragment des offenen Leserahmens fur glpF, codierend ein Gly-
cerolaufnahme-Facilitator-Protein, wird an den Basen 11626-12145 gefunden.

[0172] Einzelne Kolonien von E. coli XL1-Blue MR, transfiziert mit verpackter Cosmid-DNA aus K. pneumo-
niae, wurden in Mikrotiter-Vertiefungen, enthaltend 200 pl S15-Medium (Ammoniumsulfat, 10 mM; Kalium-
phosphatpuffer, pH 7,0, 1 mM; MOPS/KOH-Puffer, pH 7,0, 50 mM; MgCl,, 2 mM; CaCl,, 0,7 mM; MnCl,, 50
pM; FeCl,, 1 uM; ZnCl, 1 pM; CuSO,, 1,72 uM; CoCl,, 2,53 pM; Na,MoO,, 2,42 pM; und Thiaminhydrochlorid,
2 uM) + 0,2% Glycerol + 400 ng/ml Vitamin B,, + 0,001% Hefeextrakt + 50 pg/ml Ampicillin, eingeimpft. Zusatz-
lich zu den Mikrotitervertiefungen wurde eine Master-Platte, enthaltend LB-50 amp, ebenfalls beimpft. Nach 96
h wurden 100 pl abgezogen und in einem Rainin-Mikrofugenréhrchen, enthaltend ein 0,2-Mikrometer-Ny-
lon-Membranfilter, zentrifugiert. Bakterien wurden zuriickgehalten und das Filtrat wurde zur HPLC-Analyse
verarbeitet. Positive Klone, die 1,3-Propandiol-Herstellung demonstrierten, wurden nach dem Screening von
ungefahr 240 Kolonien identifiziert. Drei positive Klone wurden identifiziert, von denen zwei auf LB-50 amp ge-
wachsen waren und einer von diesen nicht. Eine einzelne Kolonie, isoliert aus einem der zwei positiven Klone,
gewachsen auf LB-50 amp und verifiziert fir die Herstellung von 1,3-Propandiol, wurde als pKP4 bezeichnet.
Cosmid-DNA wurde aus E.-coli-Stammen, enthaltend pKP4, isoliert und der E.-coli-Stamm DH5a wurde trans-
formiert. Ein unabhangiger Transformant, bezeichnet als DH5a-pKP4, wurde fir die Herstellung von 1,3-Pro-
pandiol verifiziert.

ECL707:

[0173] Der E.-coli-Stamm ECL707 wurde mit Cosmid-K.-pneumoniae-DNA entsprechend einem von pKP1,
pKP2, pKP4 oder dem Supercos-Vektor allein transformiert und ECL707-pKP1, ECL707-pKP2, ECL707-pKP4
bzw. ECL707-sc genannt. ECL707 ist fehlerhaft in glpK, gld und ptsD, welche die ATP-abhangige Glycerol-Ki-
nase, NAD"-verknlpfte Glycerol-Dehydrogenase bzw. Enzym Il fir Dihydroxyaceton des Phosphoenolpyru-
vat-abhangigen Phosphotransferase-Systems codieren.

[0174] Zwanzig einzelne Kolonien von jeder Cosmid-Transformation und flnf von der Transformation mit dem
Supercos-Vektors allein (negative Kontrolle), isoliert aus LB-50-amp-Platten, wurden auf eine Mas-
ter-LB-50-amp-Platte Uberfiihrt. Diese Isolate wurden auch auf ihre Fahigkeit getestet, Glycerol in 1,3-Propan-
diol umzuwandeln, um zu bestimmen, ob sie Dehydratase-Aktivitat enthielten. Die Transformanten wurden mit
einem sterilen Zahnstocher auf Mikrotiterplatten Uberfihrt, die 200 yl von Medium A, erganzt mit entweder
0,2% Glycerol oder 0,2% Glycerol plus 0,2% D-Glucose, enthielten. Nach Inkubation fiir 48 h bei 30°C wurde
der Inhalt der Mikrotiterplattenvertiefungen durch ein 0,45-Mikrometer-Nylonfilter filtriert und durch HPLC chro-
matographiert. Die Ergebnisse dieser Tests sind in Tabelle 2 angegeben.
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TABELLE 2

Umwandlung von Glycerol in 1,3-Propandiol durch transformierte ECL707

Transformant Glycerol* Glycerol plus Glucose*
ECL707-pKP1 19/20 19/20
ECL707-pKP2 18/20 20/20
ECL707-pKP4 0/20 20/20
ECL707-sc 0/5 0/5

* (Anzahl von positiven Isolaten/Anzahl von getesteten Isolaten)

AA200:
[0175] Der E.-coli Stamm AA200 wurde mit Cosmid-K.-pneumoniae-DNA entsprechend einem von pKP1,
pKP2, pKP4 und dem Supercos-Vektor allein transformiert und AA200-pKP1, AA200-pKP2, AA200-pKP4 bzw.
AA200-sc genannt. Der Stamm AA200 ist fehlerhaft in der Triosephosphat-Isomerase (tpi”).
[0176] Zwanzig einzelne Kolonien von jeder Cosmid-Transformation und flnf von der Transformation des lee-
ren Vektors wurden isoliert und auf ihre Fahigkeit getestet, Glycerol in 1,3-Propandiol umzuwandeln, wie fur
den E.-coli-Stamm ECL707 beschrieben wurde. Die Ergebnisse dieser Tests sind in Tabelle 3 angegeben.

TABELLE 3

Umwandlung von Glycerol in 1,3-Glycerol durch transformierte AA200

Transformant Glycerol* Glycerol plus Glucose*
AA200-pKP1 17/20 17/20
AA200-pKP2 17/20 17/20
AA200-pKP4 2/20 16/20
AA200-sc 0/5 0/5

* (Anzahl von positiven Isolaten/Anzahl von getesteten Isolaten)
BEISPIEL 2

VERARBEITUNG VON GLYCEROL-KINASE-MUTANTEN VON E. COLI FM5 ZUR HERSTELLUNG VON
GLYCEROL AUS GLUCOSE

Konstruktion von Integrationsplasmid fur Glycerol-Kinase-Genersetzung in E. coli FM5:

[0177] Genomische DNA von E. coli FM5 (ATCC 53911) wurde unter Verwendung des Puregene DNA Isola-
tion Kit (Gentra Systems, Minneapolis, MN) hergestellt. Ein 1,0-kb-DNA-Fragment, enthaltend teilweise glpF-
und Glycerol-Kinase-(glpK)-Gene, wurde durch PCR (Mullis und Faloona, Methods Enzymol. 155, 335 (1987))
von FM5-genomischer DNA unter Verwendung der Primer SEQ ID NO:2 und SEQ ID NO:3 amplifiziert. Ein
1,1-kb-DNA-Fragment, enthaltend teilweise glpK- und glpX-Gene, wurde durch PCR aus FM5-genomischer
DNA unter Verwendung der Primer SEQ ID NO:4 und SEQ ID NO:5 amplifiziert. Eine Munl-Stelle wurde in den
Primer SEQ ID NO:4 eingebracht. Das 5'-Ende des Primers SEQ ID NO:4 war das reverse Komplement des
Primers SEQ ID NO:3, um nachfolgende Uberlappungsextensions-PCR zu erméglichen. Das Gen-Splicing
durch Uberlappungsextensions-Technik (Horton et al., BioTechniques 8, 528 (1990)) wurde verwendet, um
durch PCR unter Verwendung der vorstehenden zwei PCR-Fragmente als Template und der Primer SEQ ID
NO:2 und SEQ ID NO:5 ein 2,1-kb-Fragment zu erzeugen. Dieses Fragment stellte eine Deletion von 0,8 kb
von der zentralen Region des 1,5-kb-glpK-Gens dar. Insgesamt hatte dieses Fragment flankierende Regionen
von 1,0 kb und 1,1 kb auf jeder Seite der Munl-Klonierungsstelle (innerhalb des teilweisen glpK), um chromo-
somale Genersetzung durch homologe Rekombination zu erlauben.

[0178] Das vorstehende 2,1-kb-PCR-Fragment wurde mit glatten Enden versehen (unter Verwendung von
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Mungobohnen-Nuclease) und unter Verwendung des Zero Blunt PCR Cloning Kit (Invitrogen, San Diego, CA)
in den pCR-Blunt-Vektor kloniert, um das 5,6-kb-Plasmid pRN100, enthaltend Kanamycin- und Zeocin-Resis-
tenzgene, zu ergeben. Das 1,2-kb-Hincll-Fragment aus pLoxCat1 (unverdéffentlichte Ergebnisse), enthaltend
ein Chloramphenicol-ResistenzGen, flankiert von Bakteriophagen-P1-loxP-Stellen (Snaith et al., Gene 166,
173 (1995)), wurde verwendet, um das glpK-Fragment in Plasmid pRN100 zu unterbrechen indem es mit Mu-
nl-digestiertem (und mit glatten Enden versehenem) Plasmid pRN100 ligiert wird, um das 6,9-kb-Plasmid
pRN101-1 zu ergeben. Ein 376-bp-Fragment, enthaltend den R6K-Ursprung, wurde unter Verwendung der Pri-
mer SEQ ID NO:6 und SEQ ID NO:7 durch PCR aus dem Vektor pGP704 (Miller und Mekalanos, J. Bacteriol.
170, 2575-2583 (1988)) amplifiziert, mit glatten Enden versehen und mit dem 5,3-kb-Asp718-Aatll-Fragment
(welches mit glatten Enden versehen wurde) aus pRN101-1 ligiert, um das 5,7-kb-Plasmid pRN102-1, enthal-
tend Kanamycin- und Chloramphenicol-Resistenzgene, zu ergeben. Substitution der ColE1-Ursprungsregion
in pPRN101-1 mit dem R6K-Ursprung, um pRN102-1 zu erzeugen, beinhaltete aulerdem Deletion des grofiten
Teils des Zeocin-Resistenzgens. Der Wirt fur pRN102-1-Replikation war E. coli SY327 (Miller und Mekalanos,
J. Bacteriol. 170, 2575-2583 (1988)), welche das pir-Gen, notwendig fir die Funktion des R6K-Ursprungs, ent-
halt.

Bearbeitung von Glycerol-Kinase-mutantem RJF10m mit Chloramphenicol-Resistenzgen-Unterbrechung:

[0179] E. coli FM5 wurde mit dem nicht-replikativen Integrationsplasmid pRN102-1 elektrotransformiert, und
Transformanten, die Chloramphenicol-resistent (12,5 pg/ml) und Kanamycin-empfindlich (30 pg/ml) waren,
wurden fur Glycerol-nicht-Nutzung auf M9-Minimalmedium, enthaltend 1 mM Glycerol, weiter gescreent. Ein
EcoRI-Digest von genomischer DNA von einer derartigen Mutante, RJF10m, zeigte, wenn sondiert mit dem
intakten glpK-Gen Uber Southern-Analyse (Southern, J. Mol. Biol. 98, 503-517 (1975)), an, daf} es ein Doppel-
crossover-Integrant (glpK-Genersetzung) war, da die zwei erwarteten Banden von 7,9 kb und 2,0 kb beobach-
tet wurden, zurtickzufiihren auf die Anwesenheit einer zusatzlichen EcoRI-Stelle innerhalb des Chlorampheni-
col-Resistenzgens. Die Wildtyp-Kontrolle ergab die einzelne erwartete 9,4-kb-Bande. Eine "*C-NMR-Analyse
der Mutante RJF10m bestéatigte, daR sie unfahig war, '*C-markiertes Glycerol und ATP in Glycerol-3-phosphat
umzuwandeln. Diese glpK-Mutante wurde durch genomische PCR unter Verwendung der Primer-Kombinatio-
nen SEQ ID NO:8 und SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10 und SEQ ID NO:11 sowie SEQ ID NO:8 und SEQ ID
NO:11 weiter analysiert, was die erwarteten 2,3-kb-, 2,4-kb- bzw. 4,0-kb-PCR-Fragmente ergab. Die Wild-
typ-Kontrolle ergab mit den Primern SEQ ID NO:8 und SEQ ID NO:11 die erwartete 3,5-kb-Bande. Die gl-
pK-Mutante RJF10m wurde mit dem Plasmid pAH48 elektrotransformiert, um Glycerol-Herstellung aus Gluco-
se zu erlauben. Die glpK-Mutante E. coli RRJF10m ist bei der ATCC unter den Bedingungen des Budapester
Vertrages am 24. November 1997 hinterlegt worden.

Bearbeitung der Glycerol-Kinase-Mutanten RJF10 mit entfernter Chloramphenicol-Resistenzgen-Unterbre-
chung:

[0180] Nach dem Wachstum uber Nacht auf YENB-Medium (0,75% Hefeextrakt, 0,8% Nahrstoffbrihe) bei
37°C wurde E. coli RRJF10m in einer Wassersuspension mit dem Plasmid pJW168 (unverdffentlichte Ergeb-
nisse), welches das Bakteriophagen-P1-Cre-Rekombinase-Gen enthielt, unter der Kontrolle des IPTG-indu-
zierbaren lacUV5-Promotors, eines temperaturempfindlichen pSC101-Replicons und eines Ampicillin-Resis-
tenzgens elektrotransformiert. Bei Auswuchs in SOC-Medium bei 30°C wurden Transformanten bei 30°C (zu-
lassige Temperatur fur pJW168-Replikation) auf LB-Agarmedium, erganzt mit Carbenicillin (50 pg/ml) und
IPTG (1 mM), ausgewahlt. Zwei serielle Ubernacht-Transfers von gepoolten Kolonien wurden bei 30°C auf fri-
schem LB-Agarmedium, erganzt mit Carbenicillin und IPTG, ausgefuihrt, um Excision des chromosomalen Chl-
oramphenicol-Resistenzgens Uber Rekombination an den loxP-Stellen, vermittelt durch die Cre-Rekombinase,
zu erlauben (Hoess und Abremski, J. Mol. Biol. 181, 351-362 (1985)). Resultierende Kolonien wurden auf
LB-Agarmedium, erganzt mit Carbenicillin und IPTG, und LB-Agar, erganzt mit Chloramphenicol (12,5 pg/ml),
repliziert, um Kolonien zu identifizieren, die Carbenicillin-resistent und Chloramphenicol-empfindlich waren,
was Entfernung des Markergens anzeigt. Eine Kultur Gber Nacht bei 30°C einer derartigen Kolonie wurde ver-
wendet, um 10 ml von LB-Medium zu beimpfen. Bei Wachstum bei 30°C zu der OD (600 nm) von 0,6 AU wurde
die Kultur bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Verschiedene Verdinnungen wurden auf vorgewarmtem LB-Agarme-
dium plattiert und die Platten wurden tber Nacht bei 42°C (die nicht-zulasige Temperatur fur pJW168-Replika-
tion) inkubiert. Resultierende Kolonien wurden auf LB-Agarmedium und LB-Agarmedium, erganzt mit Carbe-
nicillin (75 pg/ml), repliziert, um Kolonien zu identifizieren, die Carbenicillin-empfindlich waren, was den Verlust
von Plasmid pJW168 anzeigt. Eine derartige glpK-Mutante, RJF10, wurde durch genomische PCR unter Ver-
wendung der Primer SEQ ID NO:8 und SEQ ID NO:11 weiter analysiert und ergab die erwartete 3,0-kb-Bande,
die die Excision des Markergens bestatigt. Glycerol-nicht-Nutzung durch die Mutante RJF10 wurde durch das
Fehlen von Wachstum auf M9-Minimalmedium, enthaltend 1 mM Glycerol, bestatigt. Die glpK-Mutante RJF10
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wurde mit dem Plasmid pAH48 elektrotransformiert, um Glycerolherstellung aus Glucose zu erlauben.
BEISPIEL 3
KONSTRUKTION VON E.-COLI-STAMM MIT GLDA-GEN-KNOCKOUT

[0181] Das gldA-Gen wurde aus E. coli durch PCR isoliert (K. B. Mullis und F. A. Faloona, Meth. Enzymol.
ISS, 335-350 (1987)), indem die Primer SEQ ID NO:12 und SEQ ID NO:13 verwendet wurden, welche termi-
nale Sphl- bzw. Xbal-Stellen einbringen, und zwischen den Sphl- und Xbal-Stellen in pUC18 kloniert (T. Mani-
atis (1982), Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Molekulares Klonieren: Ein Laborhandbuch), Cold Spring
Harbor, Cold Spring Harbor, NY), um pKP8 zu erzeugen. pKP8 wurde an den einzigartigen Sall- und Ncol-Stel-
len innerhalb des gldA-Gens geschnitten, die Enden mit Klenow gespult und religiert, resultierend in einer
109-bp-Deletion in der Mitte von gldA und Regenerierung einer einzigartigen Sall-Stelle, um pKP9 zu erzeu-
gen. Ein 1,4-kb-DNA-Fragment, enthaltend das Gen, Ubertragend Kanamycin-Resistenz (kan) und einschlie-
Rend etwa 400 bps von DNA stromaufwarts von dem translationalen Startcodon und etwa 100 bps von DNA
stromabwarts von dem translationalen Stopcodon, wurde aus pET-28a(+) (Novagen, Madison, Wis) durch
PCR unter Verwendung der Primer SEQ ID NO:14 und SEQ ID NO:15, welche terminate Sall-Stellen einbrin-
gen, isoliert und in die einzigartige Sall-Stelle von pKP9 subkloniert, um pKP13 zu erzeugen. Ein
2,1-kb-DNA-Fragment, beginnend 204 bps stromabwarts von dem translationalen gldA-Startcodon und en-
dend 178 bps stromaufwarts von dem translationalen gldA-Stopcodon und enthaltend die kan-Insertion, wurde
aus pKP13 durch PCR unter Verwendung der Primer SEQ ID NO:16 und SEQ ID NO:17, welche terminate
Sphl- bzw. Xbal-Stellen einbringen, isoliert, wurde zwischen den Sphl- bzw. Xbal-Stellen in pMAK705 (Genen-
cor International, Palo Alto, CA) subkloniert, um pMP33 zu erzeugen. E. coli FM5 wurde mit pMP33 transfor-
miert und auf 20 pg/ml kan bei 30°C, welches die zulassige Temperatur fir pMAK705-Replikation ist, ausge-
wahlt. Eine Kolonie wurde Gber Nacht bei 30°C in fliissigen Medien, erganzt mit 20 ug/ml kan, expandiert. Un-
gefahr 32000 Zellen wurden auf 20 pg/ml kan plattiert und fiir 16 h bei 44°C, welches die restriktive Temperatur
fur pMAK705-Replikation ist, inkubiert. Transformanten, die bei 44°C wuchsen, haben Plasmid in das Chromo-
som integriert, vorkommend mit einer Frequenz von ungefahr 0,0001. Analysen mit PCR und Southern-Blot
(E. M. Southern, J. Mol. Biol. 98, 503-517 (1975)) wurden verwendet, um die Natur der chromosomalen Inte-
grationsereignisse in den Transformanten zu bestimmen. Western-Blot-Analyse (Towbin et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. 76, 4350 (1979)) wurde verwendet, um zu bestimmen, ob Glycerol-Dehydrogenase-Protein, das
Produkt von gldA, in den Transformanten erzeugt wird. Ein Aktivitats-Assay wurde verwendet, um zu bestim-
men, ob Glycerol-Dehydrogenase-Aktivitat in den Transformanten verblieb. Die Aktivitat in Glycerol-Dehydro-
genase-Banden auf nativen Gelen wurde durch Koppeln der Umwandlung von Glycerol plus NAD* in Dihydro-
xyaceton plus NADH mit der Umwandlung eines Tetrazoliumfarbstoffs, MTT [3-(4,5-Dimethylthia-
zol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid] zu einem tief gefarbten Formazan mit Phenazinmethosulfat als Ver-
mittler bestimmt. Glycerol-Dehydrogenase erfordert auch die Anwesenheit von 30 mM Ammoniumsulfat und
100 mM Tris, pH 9 (Tang et al., J. Bacteriol. 140, 182 (1997)). Von 8 analysierten Transformanten wurden 6
bestimmt, gldA-Knockouts zu sein. E. coli MSP33.6 wurde bei der ATCC unter den Bestimmungen des Buda-
pester Vertrages am 24. November 1997 hinterlegt.

BEISPIEL 4
KONSTRUKTION EINES E.-COLI-STAMS MIT GLPK- UND GLDA-GEN-KNOCKOUTS

[0182] Ein 1,6-kb-DNA-Fragment, enthaltend das gldA-Gen und einschlieRend 228 bps von DNA stromauf-
warts von dem translationalen Startcodon und 220 bps von DNA stromabwarts von dem translationalen Stop-
codon, wurde aus E. coli durch PCR unter Verwendung der Primer SEQ ID NO:18 und SEQ ID NO:19, welche
terminale Sphl- bzw. Xbal-Stellen einbringen, isoliert und zwischen den Sphl- und Xbal-Stellen von pUC18 klo-
niert, um pQN2 zu erzeugen. pQN2 wurde an den einzigartigen Sall- und Ncol-Stellen innerhalb des gl-
dA-Gens geschnitten, die Enden mit Klenow gespililt und religiert, resultierend in einer 109-bps-Deletion in der
Mitte von gldA und Regenerierung einer einzigartigen Sall-Stelle, um pQN4 zu erzeugen. Ein
1,2-kb-DNA-Fragment, enthaltend das Gen, Ubertragend Kanamycin-Resistenz (kan) und flankiert durch
loxP-Stellen, wurde aus pLoxKan2 (Genencor International, Palo Alto, CA) als Stul/Xhol-Fragment isoliert, die
Enden mit Klenow gespult und nach dem Spulen mit Klenow in pQN4 an der Sall-Stelle subkloniert, um pQN8
zu erzeugen. Ein 0,4-kb-DNA-Fragment, enthaltend den R6K-Replikationsursprung, wurde aus pGP704 (Miller
und Mekalanos, J. Bacteriol. 170, 2575-2583 (1988)) durch PCR unter Verwendung der Primer SEQ ID NO:20
und SEQ ID NO:21, welche terminate Sphl- bzw. Xbal-Stellen einbringen, isoliert und mit dem
2,8-kb-Sphl/Xbal-DNA-Fragment, enthaltend die gldA::kan-Kassette aus pQNS, ligiert, um pKP22 zu erzeu-
gen. Ein 1,0-kb-DNA-Fragment, enthaltend das Gen, tibertragend Chloramphenicol-Resistenz (cam) und flan-
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kiert durch loxP-Stellen, wurde aus pLoxCat2 (Genencor International, Palo Alto, CA) als Xbal-Fragment iso-
liert und in pKP22 an der Xbal-Stelle subkloniert, um pKP23 zu erzeugen. Der E.-coli-Stamm RJF10 (siehe
Beispiel 2), welcher glpK- ist, wurde mit pKP23 transformiert, und Transformanten mit dem Phanotyp kan-
RcamsS wurden isoliert, was Doppelcrossover-Integration anzeigte, welche durch Southern-Blot-Analyse be-
statigt wurde. Assays der Glycerol-Dehydrogenase-Gelaktivitat (wie beschrieben in Beispiel 3) demonstrierten,
dal aktive Glycerol-Dehydrogenase in diesen Transformanten nicht vorhanden war. Der kan-Marker wurde
aus dem Chromosom unter Verwendung des Cre-erzeugenden Plasmids pJW168, wie in Beispiel 2 beschrie-
ben, entfernt, um den Stamm KLP23 zu erzeugen. Verschiedene Isolate mit dem Phanotyp kanS demonstrier-
ten keine Glycerol-Dehydrogenase-Aktivitat und Southern-Blot-Analyse bestatigte den Verlust des kan-Mar-
kers.

BEISPIEL 5

PLASMIDKONSTRUKTION UND STRANGKONSTRUKTION FUR DIE EXPRESSION VON GLYCE-
ROL-3-PHOSPHAT-DEHYDROGENASE (DAR1) UND/ODER GLYCEROL-3-PHOSPHATASE (GPP2)

Konstruktion von Expressionskassetten flir Glycerol-3-Phosphatase (gpp2):

[0183] Der Saccharomyces-cerevisiae-Chromosom-V-lamda-Klon 6592 (GenBank, Zugang # U18813x11)
wurde vom ATCC erhalten. Das Glycerol-3-phosphat-Phosphatase-Gen (GPP2) wurde durch Klonieren aus
dem lambda-Klon als Ziel-DNA unter Verwendung von synthetischen Primern (SEQ ID NO:22 mit SEQ ID
NO:23) kloniert, wobei eine BamHI-RBS-Xbal-Stelle an dem 5'-Ende und eine Smal-Stelle an dem 3'-Ende ein-
gebracht wurden. Das Produkt wurde in das pCR-Script (Stratagene, Madison, WI) an der Srfl-Stelle subklo-
niert, um das Plasmid pAH15, enthaltend GPP2, zu erzeugen. Das Plasmid pAH15 enthalt das GPP2-Gen in
der inaktiven Orientierung zur Expression aus dem lac-Promotor in pCR-Script SK+. Das BamHI-Smal-Frag-
ment aus pAH15, enthaltend das GPP2-Gen, wurde in pBlueScriptll SK+ insertiert, um das Plasmid pAH19 zu
erzeugen. Das pAH19 enthalt das GPP2-Gen in der korrekten Orientierung zur Expression aus dem lac-Pro-
motor. Das Xbal-Pstl-Fragment aus pAH19, enthaltend das GPP2-Gen, wurde in pPHOX2 insertiert, um das
Plasmid pAH21 zu erzeugen. Das pAH21/DH5a ist das Expressionsplasmid.

Konstruktion von Expressionskassetten fur Glycerol-3-phosphat-Dehydrosenase (DAR1):

[0184] DAR1 wurde durch PCR-Klonierung aus genomischer S.-cerevisiae-DNA unter Verwendung von syn-
thetischen Primern (SEQ ID NO:24 mit SEQ ID NO:25) isoliert. Erfolgreiche PCR-Klonierung plaziert eine
Ncol-Stelle an dem 5'-Ende von DAR1, wo das ATG innerhalb Ncol der DAR1-Initiator Methionin ist. An dem
3'-Ende von DAR1 wird nach dem Translationsterminator eine BamHI-Stelle eingefuhrt. Die PCR-Fragmente
wurden mit Ncol + BamHI digestiert und in die gleichen Stellen innerhalb des Expressionsplasmids pTrc99A
(Pharmacia, Piscataway, NJ) kloniert, um pDAR1A zu ergeben.

[0185] Um eine bessere Ribosombindungsstelle an dem 5-Ende von DAR1 zu erzeugen, wurde ein
Spel-RBS-Ncol-Linker, erhalten durch Verschmelzen synthetischer Primer (SEQ ID NO:26 mit SEQ ID NO:27),
in die Ncol-Stelle von pDAR1A insertiert, um pAH40 zu erzeugen. Das Plasmid pAH40 enthalt die neue RBS
und DAR1-Gen in der korrekten Orientierung zur Expression aus dem trc-Promotor von pTrc99A (Pharmacia,
Piscataway, NJ). Das Ncol-BamHI-Fragment aus pDAR1A und einer zweiten Gruppe von Spel-RBS-Ncol-Lin-
ker, erhalten durch Verschmelzen synthetischer Primer (SEQ ID NO:28 mit SEQ ID NO:29), wurde in die
Spel-BamHI-Stelle von pBC-SK+ (Stratagene, Madison, WI) insertiert, um das Plasmid pAH42 zu erzeugen.
Das Plasmid pAH42 enthalt ein Chloramphenicol-resistentes Gen.

Konstruktion von Expressionskassetten fur dar1 und gpp2:

[0186] Expressionskassetten fir DAR1 und GPP2 wurden aus den vorstehend beschriebenen individuellen
DAR1- und GPP2-Subklonen unter Verwendung von Standardverfahren der Molekularbiologie zusammenge-
setzt. Das BamHI-Pstl-Fragment aus pAH19, enthaltend die ribosomale Bindungsstelle (RBS) und das
GPP2-Gen, wurde in pAH40 insertiert, um pAH43 zu erzeugen. Das BamHI-Pstl-Fragment aus pAH19, ent-
haltend die RBS und das GPP2-Gen, wurde in pAH42 insertiert, um pAH45 zu erzeugen.

[0187] Die Ribosombindungsstelle an dem 5'-Ende von GPP2 wurde wie folgt modifiziert. Ein Bam-
HI-RBS-Spel-Linker, erhalten durch Verschmelzen der synthetischen Primer GATCCAGGAAACAGA (SEQ ID
NO:30) mit CTAGTCTGTTTCCTG (SEQ ID NO:31) mit dem Xbal-Pstl-Fragment von pAH19, enthaltend das
GPP2-Gen, wurde in die BamHI-Pstl-Stelle von pAH40 insertiert, um pAH48 zu erzeugen. Das Plasmid pAH48
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enthalt das DAR1-Gen, die modifizierte RBS und das GPP2-Gen in der korrekten Orientierung zur Expression
aus dem trc-Promotor von pTrc99A (Pharmacia, Piscataway, NJ).

Transformation von E. coli:

[0188] Die hier beschriebenen Plasmide wurden unter Verwendung von Standardtechniken der Molekularbi-
ologie in E. coli DH5a, FM5 und KLP23 transformiert. Die Transformanten wurden durch ihr DNA-RFLP-Muster
bestatigt.

BEISPIEL 6

KONSTRUKTION VON EXPRESSIONSPLASMIDEN ZUR VERWENDUNG IN DER TRANSFORMATION
VON ESCHERICHIA COLI MIT GENEN AUS DEM KLEBSIELLA-PNEUMONIAE-DHA-REGULON

Konstruktion des Expressionsvektors pTaclg.

[0189] Der E.-coli-Expressionsvektor pTaclQ wurde durch Insertieren von laclg-Gen (Farabaugh, Nature 274
(5673), 765-769 (1978)) und tac-Promotor (Amann et al., Gene 25, 167-178 (1983)) in die Restriktionsendo-
nuclease-Stelle EcoRI von pBR322 (Sutcliffe, Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol. 43, 77-90 (1979)) herge-
stellt. Eine mehrfache Klonierungsstelle und Terminatorsequenz (SEQ ID NO:32) ersetzt die pBR322-Sequenz
von EcoRI bis Sphl.

Subklonierung der Glycerol-Dehydratase-Gene (dhaB1,2,3,X):

[0190] Der offene Leserahmen flir das dhaB3-Gen wurde aus pHK28-26 durch PCR amplifiziert, indem Pri-
mer (SEQ ID NO:33 und SEQ ID NO:34) verwendet wurden, die eine EcoRI-Stelle an dem 5'-Ende und eine
Xbal-Stelle an dem 3'-Ende einbringen. Das Produkt wurde in pLitmus29 (New England Biolab, Inc., Beverly,
MA) subkloniert, um das Plasmid pDHAB3, enthaltend dhaB3, zu erzeugen.

[0191] Die Region, enthaltend die gesamte Codierungsregion fir dhaB1, dhaB2, dhaB3 und dhaBX des
dhaB-Operons aus pHK28-26, wurde unter Verwendung der Restriktionsenzyme Kpnl und EcoRI in pBlue-
scriptllIKS+ (Stratagene, La Jolla, CA) kloniert, um das Plasmid pM7 zu erzeugen.

[0192] Das dhaBX-Gen wurde durch Digestieren des Plasmids pM7 mit Apal und Xbal, Reinigen des
5,9-kb-Fragments und dessen Ligieren mit dem 325-bp-Apal-Xbal-Fragment aus dem Plasmid pDHAB3 ent-
fernt, um pM11, enthaltend dhaB1, dhaB2 und dhaB3, zu erzeugen.

[0193] Der offene Leserahmen flir das dhaB1-Gen wurde aus pHK28-26 durch PCR amplifiziert, indem Pri-
mer (SEQ ID NO:35 und SEQ ID NO:36) verwendet wurden, die eine Hindlll-Stelle und eine Consensus-Ribo-
sombindungsstelle an dem 5'-Ende und eine Xbal-Stelle an dem 3'-Ende einbringen Das Produkt wurde in
pLitmus28 (New England Biolab, Inc., Beverly, MA) subkloniert, um das Plasmid pDT1, enthaltend dhaB1, zu
erzeugen.

[0194] Ein Notl-Xbal-Fragment aus pM11, enthaltend einen Teil des dhaB1-Gens, des dhaB2-Gens und des
dhaB3-Gens, wurde in pDT1 insertiert, um das dhaB-Expressionsplasmid, pDT2, zu erzeugen. Das HindI-
[I-Xbal-Fragment, enthaltend die dhaB(1,2,3)-Gene aus pDT2, wurde in pTaclQ insertiert, um pDT3 zu erzeu-
gen.

Subklonieren des 1,3-Propandiol-Dehydrogenase-Gens (dhaT):

[0195] Das Kpnl-Sacl-Fragment von pHK28-26, enthaltend das 1,3-Propandiol-Dehydrogenase-(dhaT)-Gen,
wurde in pBluescriptll KS+ subkloniert, wobei das Plasmid pAH1 erzeugt wurde. Das dhaT-Gen wurde durch
PCR aus pAH1 als Templat-DNA und synthetische Primer (SEQ ID NO:37 mit SEQ ID NO:38), die eine
Xbal-Stelle an dem 5'-Ende und eine BamHI-Stelle an dem 3'-Ende einbringen, amplifiziert. Das Produkt wurde
in das pCR-Script (Stratagene) an der Srfl-Stelle subkloniert, um die Plasmide pAH4 und pAH5, enthaltend
dhaT, zu erzeugen. Das Plasmid pAH4 enthalt das dhaT-Gen in der richtigen Orientierung zur Expression aus
dem lac-Promotor in das pCR-Script, und pAH5 enthalt dhaT-Gen in der entgegengesetzten Orientierung. Das
Xbal-BamHI-Fragment aus pAH4, enthaltend das dhaT-Gen, wurde in pTaclQ insertiert, um das Plasmid pAH8
zu erzeugen. Das Hindll-BamHI-Fragment aus pAH8, enthaltend die RBS und das dhaT-Gen, wurde in pBlue-
scriptllKS+ insertiert, um pAH11 zu erzeugen.
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Konstruktion einer Expressionskassette fur dhaT und dhaB(1,2,3):

[0196] Eine Expressionskassette fiir dhaT und dhaB(1,2,3) wurde aus den friiher beschriebenen individuellen
dhaB(1,2,3)- und dhaT-Subklonen unter Verwendung von Standardverfahren der Molekularbiologie zusam-
mengesetzt. Ein Spel-Sacl-Fragment, enthaltend die dhaB(1,2,3)-Gene aus pDT3, wurde in pAH11 an den
Spel-Sacl-Stellen insertiert, um pAH24 zu erzeugen. Ein Sall-Xbal-Linker (SEQ ID NO:39 und SEQ ID NO:40)
wurde in pAHS5 insertiert, das mit den Restriktionsenzymen Sall-Xbal digestiert wurde, um pDT16 zu erzeugen.
Der Linker zerstort die Xbal-Stelle. Das 1-kb-Sall-Mlul-Fragment aus pDT16 wurde dann in pAH24 insertiert,
wobei das existierende Sall-Mlul-Fragment ersetzt wurde, um pDT18 zu erzeugen. pDT21 wurde durch Inser-
tieren des Sall-Notl-Fragments aus pDT18 und das Notl-Xbal-Fragment aus pM7 in pCL 1920 (SEQ ID NO:41)
konstruiert. Die Glucose-Isomerase-Promotor-Sequenz aus Streptomyces (SEQ ID NO:42) wurde durch PCR
kloniert und in EcoRI-HinDIlI-Stellen von pLitmus28 insertiert, um pDT5 zu konstruieren. pCL1925 wurde durch
Insertieren des EcoRI-Pvull-Fragments aus pDT5 in die EcoRI-Pvul-Stelle von pCL 1920 konstruiert. pDT24
wurde durch Klonieren des HinDIlI-Mlull-Fragments von pDT21 und des Mlul-Xbal-Fragments von pDT21 in
die HinDlIll-Xbal-Stellen von pCL 1925 konstruiert.

Konstruktion einer Expressionskassette fir dhaT und dhaB(1,2,3,X):

[0197] pDT21 wurde durch Insertieren des Sall-Notl-Fragments aus pDT18 und des Notl-Xbal-Fragments
aus pM7 in pCL 1920 (SEQ ID NO:41) konstruiert. Die Glucose-Isomerase-Promotor-Sequenz aus Streptomy-
ces (SEQ ID NO:42) wurde durch PCR kloniert und in EcoRI-HindDlII-Stellen von pLitmus28 insertiert, um
pDT5 zu konstruieren. pCL1925 wurde durch Insertieren des EcoRI-Pvull-Fragments von pDT5 in die Eco-
RI-Pvul-Stelle von pCL 1920 konstruiert. pDT24 wurde durch Klonieren des HindDIII-Mlill-Fragments von
pDT21 und des Mlul-Xbal-Fragments von pDT21 in die HinDlIlI-Xbal-Stellen von pCL1925 konstruiert.

Konstruktion einer Expressionskassette fur dhaR, orfY, dhaT, orfX, orfW und dhaB(1,2,3,X):

[0198] pDT29 wurde durch Insertieren des Sacl-EcoRI-Fragments von pHK28-26 in Sacl-EcoRI-Stellen von
pCL1925 konstruiert.

Konstruktion einer Expressionskassette fur dhaR, orfY, orfX, orfW und dhaB(1,2,3,X):

[0199] Ein Derivat von Plasmid pDT29 wurde konstruiert, in welchem alle auf3er den ersten 5 und den letzten
5 Codons (plus Stopcodon) des Gens dhaT durch eine Technik, bekannt als PCR-vermittelte Uberlappungsex-
tension, deletiert wurden. Unter Verwendung von pDT29 als Templat wurden 2 primare PCR-Produkte erzeugt,
indem die folgenden Primer verwendet wurden:

SEQ ID NO:43 = 5"GAC GCA ACA GTA TTC CGT CGC3’;

SEQ ID NO:44 = 5’ATG AGC TAT CGT ATG TTC CGC CAG GCA TTC TGA GTG TTA
ACG3’;

SEQ ID NO:45 = 5'GCC TGG CGG AAC ATA CGA TAG CTC ATA ATA TAC3';

SEQ ID NO:46 = 5°CGG GGC GCT GGG CCA GTA CTG3".

[0200] SEQ ID NO:45 wurde mit SEQ ID NO:46 gepaart, um ein Produkt von 931 bps und einschlieRend Nu-
cleinsaure einschliellich 5'dhaB1 (an der einzigartigen Scal-Stelle), alle von orfY und die ersten finf Codons
von dhaT, zu erzeugen. SEQ ID NO:43 wurde mit SEQ ID NO:44 gepaart, um ein Produkt von 1348 bps und
einschlie®end Nucleinsaure einschliel3lich der letzten finf Codons (plus Stopcodon) von dhaT, allen von orfX,
allen von orfW und 5'dhaR (an der einzigartigen Sapl-Stelle) zu erzeugen. Die 15 Basen an dem 5'-Ende von
SEQ ID NO:44 bilden einen Schwanz, der das inverse Komplement eines 15-Basen-Anteils von SEQ ID NO:45
ist. Ahnlich bilden die 11 Basen an dem 5'-Ende von SEQ ID NO:45 einen Schwanz, der das inverse Komple-
ment eines 11-Basen-Anteils von SEQ ID NO:44 ist. So wurden die zwei primaren PCR-Produkte nach dem
Verschmelzen (Uber 26 bp Schwanziberlappen) und Erweitern durch PCR miteinander verbunden, um ein drit-
tes Nucleinsaureprodukt von 2253 bps zu erzeugen. Dieses dritte PCR-Produkt wurde mit Sapl und Scal di-
gestiert und in pDT29 ligiert, welches ebenfalls mit Sapl und Scal digestiert wurde, um das Plasmid pKP32 zu
erzeugen, welches identisch mit pDT29 ist, ausgenommen die groe in-frame-Deletion innerhalb dhaT.
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BEISPIEL 7

UMWANDLUNG VON GLUCOSE IN 1,3-PROPANDIOL UNTER VERWENDUNG DES E.-COLI-STAMMES
KLP23/pAH48/pDT29 UND DAS VERBESSERTE VERFAHREN UNTER VERWENDUNG VON
KLP23/pAH48/pKP32

Vorkultur:

[0201] KLP23/pAH48/pDT29 und KLP23/pAH48/pKP32 wurden zum Beimpfen eines Fermenters in 2YT-Me-
dium (10 g/l Hefeextrakt, 16 g/l Trypton und 10 g/l NaCl), enthaltend 200 mg/I Carbenicillin (oder Ampicillin)
und 50 mg/l Spectinomycin, vorkultiviert. KLP23/pAH48/pKP32 ist identisch mit KLP23/pAH48/pDT29, auller
dal dhaT deletiert ist.

[0202] Die Kulturen wurden aus gefrorenen Ausgangsmaterialien (10% DMSO als Cryoprotectant) in 500 ml
Medium in einem 2-I-Erlenmeyer-Kolben gestartet, bei 35°C in einem Schittelapparat mit 250 U/min geztich-
tet, bis eine OD,,, von ungeféhr 1,0 AU erreicht wurde, und verwendet, um den Fermenter zu beimpfen.

Fermentermedium:

[0203] Die folgenden Komponenten wurden zusammen in dem Fermentergefal} sterilisiert: 45 g KH,PO,, 12
g Citronensaure, 12 g MgSO,-7H,0, 30 g Hefeextrakt, 2,0 g Eisenammoniumcitrat, 5 ml Mazu DF204 als An-
tischaum, 1,2 g CaCl,-2H,0 und 7,3 ml Schwefelsdure. Der pH wurde mit 20-28%iger NH,OH auf 6,8 erhéht
und die folgenden Komponenten wurden hinzugegeben: 1,2 g Carbenicillin oder Ampicillin, 0,30 g Spectino-
mycin, 60 ml einer Lésung von Spurenelementen und Glucose (von einer 60-67gew.%igen Zufuhr). Nach der
Beimpfung betrug das Volumen 6,0 1, und die Glucosekonzentration betrug 10 g/I. Die Lésung von Spurene-
lementen enthielt (g/1): Citronenséaure H,O (4,0), MnSO,-H,0 (3,0), NaCl (1,0), FeSO,-7H,0 (0,10), CoCl,-6H,0
(0,10), ZnS0O,-7H,0 (0,10), CuSO,-5H,0 (0,010), H,BO, (0,010) und Na,MoO,-2H,0O (0,010).

Fermentationswachstum:

[0204] Ein 15--Rdhrtankfermenter wurde mit dem vorstehend beschriebenen Medium vorbereitet. Die Tem-
peratur wurde auf 35°C geregelt und wasseriger Ammoniak (20-28 Gew.-%) wurde verwendet, um den pH auf
6,8 zu regeln. Anfangliche Werte fir den Luftdurchsatz (eingestellt auf minimale Werte zwischen 6 und 12
Standardliter pro min) und Rihrergeschwindigkeit (eingestellt auf minimale Werte zwischen 350 und 690
U/min) wurden so eingestellt, dal® die Regelung des geldsten Sauerstoffs (DO) begonnen wurde, wenn die
OUR-Werte ungefahr 140 mmol/l/h erreichten. Der Rickdruck wurde auf 0,5 bar gesteuert. Die DO-Steuerung
wurde auf 10% eingestellt. Ausgenommen kleinere Abweichungen wurde die Glucose mit einer Zufuhr von
60% oder 67% (Gew.) zwischen 0 g/l und 10 g/l gehalten. Vitamin B,, oder Coenzym B,, wurden wie nachste-
hend vermerkt hinzugegeben.

Fermentation mit KLP23/pAH48/pDT29:

[0205] Eine Zusammenfassung einer reprasentativen Fermentation der Umwandlung von Glucose in 1,3-Pro-
pandiol (1,3-PD) unter Verwendung des E.-coli-Stammes KLP23/pAH48/pDT29 wird in Tabelle 4 gegeben. Vi-
tamin B,, (0,075 g/I, 500 ml) wurde, beginnend 3 h nach der Beimpfung, mit einer Geschwindigkeit von 16 ml/h
zugefluhrt. Die Ausbeute an 1,3-Propandiol betrug 24 Gew.-% (g 1,3-Propandiol/g verbrauchte Glucose), und
ein Titer von 68 g/l 1,3-Propandiol wurde erhalten.
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TABELLE 4: ZUSAMMENFASSUNG EINER REPRASENTATIVEN FERMENTATION DER UMWANDLUNG
VON GLUCOSE IN 1,3-PROPANDIOL (1,3-PD) UNTER VERWENDUNG DES E.-COLI-STAMMES

KLP23/PAH48/PDT29
Zeit (h) OD550 (AU) | DO (%) Glucose (2/1) Glycerol (g/1) 1,3-PD (/1)
0 0 150 12,9 0,0 0
6 17 80 8,3 3,1 1
12 42 53 2,8 12,5 9
18 98 9 5,7 12,6 32
24 136 11 32,8 12,0 51
30 148 10 12,3 13,3 62
32 152 11 12,5 14,3 65
38 159 11 1,5 17,2 68

[0206] Ahnliche Ergebnisse wurden mit einer identischen Zufuhr von Vitamin B,, bei der doppelten Konzent-
ration oder bei Bolus-Zugaben von Vitamin B,, Uber den zeitlichen Ablauf der Fermentation erhalten. Der
hoéchste erhaltene Titer war 77 g/l.

Verbesserte Fermentation mit KLP23/pAH48/pKP32:

[0207] Eine Zusammenfassung einer reprasentativen Fermentation der Umwandlung von Glucose in 1,3-Pro-
pandiol (1,3-PD) unter Verwendung des E.-coli-Stammes KLP23/pAH48/pDT32 wird in Tabelle 5 gegeben. Vi-
tamin B,, (0,150 g/I, 500 ml) wurde, beginnend 3 h nach der Beimpfung, mit einer Geschwindigkeit von 16 ml/h
zugefihrt. Nach 36 h wurden ungefahr 21 Fermentationsbriihe abgefihrt, um die fortgesetzte Zugabe von Glu-
sosezufiihrung zu erlauben. Die Ausbeute an 1,3-Propandiol betrug 26 Gew.-% (g 1,3-Propandiol/g verbrauch-
te Glucose) und ein Titer von 112 g/l 1,3-Propandiol wurde erhalten.

TABELLE 5: ZUSAMMENFASSUNG EINER REPRASENTATIVEN FERMENTATION DER VERBESSERTEN
UMWANDLUNG VON GLUCOSE IN 1,3-PROPANDIOL (1,3-PD) UNTER VERWENDUNG DES E.-CO-

LI-STAMMES KLP23/PAH48/PKP32

Zeit (h) OD550 (AU) | DO (%) Glucose (g/) | Glycerol (g/1) | 1,3-PD (g/l)

0 0 148 12,8 0,0 0

6 22 84 6,9 3,3 0

12 34 90 9,7 10,4

18 66 43 9,3 5,9 24

24 161 9 02 2,5 46

30 200 10 02 6,0 67

36 212 10 1,2 9,7 88

42 202 2 0,1 15,5 98

48 197 12 1,2 23,8 112

[0208] Ahnliche Ergebnisse wurden mit einer identischen Vitamin B,,-Zufuhr bei der halben Konzentration
oder bei Bolus-Zugaben von Vitamin B,, Uber den zeitlichen Ablauf der Fermentation erhalten. Der h6chste

erhaltene Titer war 114 g/l.
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BEISPIEL 8

BEARBEITUNG VON TRIOSEPHOSPHAT-ISOMERASE-MUTANTE VON E. COLI/KLP23 FUR VERBES-
SERTE AUSBEUTE AN 1,3-PROPANDIOL AUS GLUCOSE

Konstruktion von Plasmid fiir Triosephosphat-lsomerase-Genersetzung in E. coli KLP23

[0209] Genomische DNA von E. coli KLP23 wurde unter Verwendung des Puregene DNA Isolation Kit (Gentra
Systems, Minneapolis, MN) hergestellt. Ein 1,0-kb-DNA-Fragment, enthaltend cdh und das 3'-Ende von Trio-
sephosphat-lsomerase-(tpiA)-Genen wurde durch PCR (Mullis und Faloona, Methods Enzymol. 155, 335-350
(1987)) aus genomischer DNA von KLP23 unter Verwendung der Primer SEQ ID NO:47 und SEQ ID NO:48
amplifiziert. Ein 1,0-kb-DNA-Fragment, enthaltend das 5'-Ende von tpiA-, yiiQ- und das 5'-Ende von yiiR-Ge-
nen, wurde durch PCR aus genomischer DNA von KLP23 unter Verwendung der Primer SEQ ID NO:49 und
SEQ ID NO:50 amplifiziert. Eine Scal-Stelle wurde in den Primer SEQ ID NO:49 eingebracht. Das 5'-Ende des
Primers SEQ ID NO:49 war das reverse Komplement des Primers SEQ ID NO:48, um die nachfolgende PCR
mit Uberlappungsextension zu ermdglichen. Das Gen-Splicing durch die Uberlappungsextensionstechnik
(Horton et al., BioTechniques 8, 528-535 (1990)) wurde verwendet, um durch PCR unter Verwendung der vor-
stehenden zwei PCR-Fragmente als Template und der Primer SEQ ID NO:47 und SEQ ID NO:50 ein
2,0-kb-Fragment zu erzeugen. Dieses Fragment stellte eine Deletion von 73% des 768-bp-tpiA-Strukturgens
dar. Insgesamt hatte dieses Fragment 1,0-kb-Flankierungsregionen auf jeder Seite der Scal-Klonierungsstelle
(innerhalb des teilweisen tpiA), um chromosomale Genersetzung durch homologe Rekombination zu erlauben.

[0210] Das vorstehende, mit glatten Enden versehene 2,0-kb-PCR-Fragment wurde unter Verwendung des
Zero Blunt PCR Cloning Kit (Invitrogen, San Diego, CA) in den pCR-Blunt-Vektor kloniert, um das 5,5-kb-Plas-
mid pRN106-2, enthaltend Kanamycin- und Zeocin-Resistenzgene, zu ergeben. Das 1,2-kb-Hincll-Fragment
von pLoxCat1 (unveroffentlichte Ergebnisse), enthaltend ein Chloramphenicol-Resistenzgen, flankiert von
Bakteriophagen-P1-loxP-Stellen (Snaith et al., Gene 166, 173-174 (1995)), wurde verwendet, um das
tpiA-Fragment in dem Plasmid pRN106-2 zu unterbrechen, indem es mit Scal-digestiertem Plasmid pRN106-2
ligiert wird, um das 6,8-kb-Plasmid pRN107-1 zu ergeben.

Bearbeitung der Triosephosphat-lsomerase-Mutante RJ8m durch lineare DNA-Transformation:

[0211] Unter Verwendung von pRNIO7-1 als Templat und der Primer SEQ ID NO:47 und SEQ ID NO:50 wurde
das 3,2-kb-Fragment, enthaltend tpiA-Flankierungsregionen und die loxP-CmR-loxP-Kassette, PCR-amplifi-
ziert und gelextrahiert. E.-coli-KLP23 wurde mit bis zu 1 pyg von diesem linearen 3,2-kb-DNA-Fragment elek-
trotransformiert, und die Transformanten, die Chloramphenicol-resistent (12,5 pg/ml) und Kanamycin-empfind-
lich (30 pg/ml) waren, wurden weiter auf M9-Minimalmedien flr schlechte Glucosenutzung auf 1 mM Glucose,
fur normale Gluconatnutzung auf 1 mM Gluconat und um den Phéanotyp der Glycerolnichtnutzung des Wirts
KLP23 auf 1 mM Glycerol zu sichern, gescreent. Ein EcoRI-Digest von genomischer DNA von einer derartigen
Mutante, RJ8m, zeigte, wenn sondiert mit dem intakten tpiA-Gen tUber Southern-Analyse (Southern, J. Mol. Bi-
ol. 98, 503-517 (1975)), an, dalk es ein Doppelcrossover-Integrant (tpiA-Genersetzung) war, da die zwei er-
warteten Banden von 6,6 kb und 3,0 kb beobachtet wurden, zurlickzufihren auf das Vorhandensein einer zu-
satzlichen EcoRI-Stelle innerhalb des Chloramphenicol-Resistenzgens. Wie erwartet ergaben der Wirt KLP23
und die Wildtyp-FM5-Kontrollen einzelne 8,9-kb- bzw. 9,4-kb-Banden. Diese tpiA-Mutante wurde durch geno-
mische PCR unter Verwendung der Primer SEQ ID NO:51 und SEQ ID NO:52 weiter analysiert, welche das
erwartete 4,6-kb-PCR-Fragment ergaben, wahrend fiir das gleiche Primerpaar der Wirt KLP23 und die Wild-
typ-FM5-Stamme beide das erwartete 3,9-kb-PCR-Fragment ergaben. Wenn zellfreie Extrakte aus der
tpiA-Mutante RJ8m und dem Wirt KLP23 unter Verwendung von Glyceraldehyd-3-phosphat als Substrat auf
tpiA-Aktivitat getestet wurden, wurde bei RJ8m keine Aktivitat beobachtet. Die tpiA-Mutante RJ8m wurde mit
dem Plasmid pAH48 elektrotransformiert, um Glycerolherstellung aus Glucose zu erlauben, und auch mit den
beiden Plasmiden pAH48 und pDT29 oder pKP32, um 1,3-Propandiol-Herstellung aus Glucose zu erlauben.
Der Chloramphenicol-Resistenzmarker wurde aus RJ8m eliminiert, um RJ8 zu ergeben.
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BEISPIEL 9

UMWANDLUNG VON GLUCOSE IN 1,3-PROPANDIOL UNTER VERWENDUNG DES E.-COLI-STAMMES
RJ8/PAH48/PDT29 UND DAS VERBESSERTE VERFAHREN UNTER VERWENDUNG VON
RJ8/PAH48/PKP32

Vorkultur:

[0212] RJ8/pAH48/pDT29 und RJ8/pAH48/pKP32 wurden zum Beimpfen eines Fermenters wie in Beispiel 7
beschrieben vorkultiviert. RJ8/pAH48/pKP32 ist identisch mit RJ8/pAH48/pDT29, auller dafld dhaT deletiert ist.

Fermentermedium:
[0213] Das Fermentermedium war wie in Beispiel 7 beschrieben.
Fermentationswachstum:

[0214] Das Fermenterwachstum war wie in Beispiel 7 beschrieben, aufer daf} anfangliche Werte fir Luft-
durchsatz (eingestellt auf minimale Werte zwischen 5 und 6 Standardliter pro min) und Ruhrergeschwindigkeit
(eingestellt auf minimale Werte zwischen 300 und 690 U/min) so eingestellt wurden, daf3 die Regelung des ge-
I6sten Sauerstoffs (DO) initiiert wurde, wenn die OUR-Werte zwischen 60 und 100 mmol/I/h erreichten. Vitamin
B,, oder Coenzym B,, wurden wie vorstehend vermerkt hinzugegeben.

Fermentation mit RJ8/pAH48/pDT29:

[0215] Eine Zusammenfassung einer reprasentativen Fermentation der Umwandlung von Glucose in 1,3-Pro-
pandiol (1,3-PD) unter Verwendung des E.coli-Stammes RJ8/pAH48/pDT29 wird in Tabelle 6 gegeben. Vitamin
B,, wurde als Bolus-Zugaben von 2, 16 und 16 mg nach 2, 8 bzw. 26 h bereitgestellt. Die Ausbeute von 1,3-Pro-
pandiol war 35 Gew.-% (g 1,3-Propandiol/g verbrauchte Glucose) und ein Titer von 50,1 g/l 1,3-Propandiol wur-
de erhalten.

TABELLE 6: ZUSAMMENFASSUNG EINER REPRASENTATIVEN FERMENTATION DER UMWANDLUNG
VON GLUCOSE IN 1,3-PROPANDIOL (1,3-PD) UNTER VERWENDUNG DES E.-COLI-STAMMES

RJ8/pAH48/pDT29
Zeit(h) | ODS550 (AU) DO (%) Glucose (g/1) Glycerol (/1) | 1,3 PD (g/l)
0 0 140 10,6 0,1 0,0
6 5 107 11,1 0,5 0,4
10 16 90 8,5 1,7 1,3
Zeit(h) | ODS550 (AU) DO (%) Glucose (g/1) Glycerol (/1) | 1,3 PD (¢/)
14 25 86 1,8 2,4 5.9
19 38 53 3,5 5,9 15,4
25 53 38 0,1 9,2 26,7
31 54 10 4,5 7,4 39,0
37 37 23 17,2 6,0 45,0
43 21 13 9,9 7,7 50,1

[0216] Eine Zusammenfassung einer reprasentativen Fermentation der Umwandlung von Glucose in 1,3-Pro-

Verbesserte Fermentation mit RJ8/pAH48/pKP32
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pandiol (1,3-PD) unter Verwendung des E.-coli-Stammes RJ8/pAH48/pKP32 wird in Tabelle 7 gegeben. Vita-
min B,, wurde als Bolus-Zugaben von 48 und 16 mg nach ungefahr 26 bzw. 44 h bereitgestellt. Die Ausbeute
an 1,3-Propandiol war 34 Gew.-% (g 1,3-Propandiol/g verbrauchte Glucose) und ein Titer von 129 g/l 1,3-Pro-
pandiol wurde erhalten.

TABELLE 7: ZUSAMMENFASSUNG EINER REPRASENTATIVEN FERMENTATION DER VERBESSERTEN
UMWANDLUNG VON GLUCOSE IN 1,3-PROPANDIOL (1,3-PD) UNTER VERWENDUNG DES E.-CO-
LI-STAMMES RJ8/PAH48/PKP32

Zeit (h) OD550 (AU) DO (%) Glucose (g/1) Glycerol (g/) 1,3 PD (g/)
0 0 150 12,6 0,1 0,0
6 12 113 6,0 2,6 0
12 24 99 0,0 10,6 0
18 51 76 2,4 28,9 0
24 78 82 24 44,2 5
30 114 70 3,8 26,9 33
36 111 72 0,0 20,0 57
42 139 65 0,1 21,9 69
48 1571 36 0,1 22,4 79
55 158 25 0,2 214 94
64 169 14 0,1 15,8 113
72 169 12 0,1 13,4 119
74 162 14 0,1 14,8 129

BEISPIEL 10: IDENTIFIZIERUNG DER NICHT-SPEZIFISCHEN KATALYTISCHEN AKTIVITAT VON E. COLI
(YQHD) IN DEM VERBESSERTEN 1,3-PROPANDIOL-VERFAHREN

Demonstration von nicht-spezifischer katalytischer Aktivitat in 1,3-Propandiol erzeugenden Fermentationen
mit dem verbesserten Katalysator:

[0217] Ein Ganzzellen-Assay fir 1,3-Propandiol-Dehydrogenase-Aktivitdt wurde verwendet, um zu demons-
trieren, dafd die nicht-spezifische katalytische Aktivitat in E. coli unter fermentativen Bedingungen nach der Zu-
gabe von Vitamin B,, und der Herstellung von 3-Hydroxypropionaldehyd (3-HPA) vorhanden ist, aber nicht vor-
her. Ein rekombinanter E.-coli-Stamm, enthaltend die Plasmide der Glycerol-Herstellung und der 1,3-Propan-
diol-Herstellung, pAH48 bzw. pKP32, wurde in 10-I-Fermentern geziichtet, im wesentlichen wie in Beispiel 7
beschrieben, aber in Abwesenheit von Vitamin B,,. Ein Vitamin B,,-Bolus (48 mg) wurde hinzugegeben, wenn
die Tanks ungefahr 100 OD,, erreichten. Aliquots von Zellen wurden aus den Tanks unmittelbar vor und 2 h
nach der Vitamin B,,-Zugabe genommen. Die Zellen wurden durch Zentrifugation gewonnen und in PBS-Puf-
fer, enthaltend 150 pg/ml Chloramphenicol, um neue Proteinsynthese zu hemmen, zu ihrem urspringlichen
Volumen resuspendiert. Ein geeignetes Volumen der Chloramphenicol-behandelten Zellen wurde in mit Prall-
blechen versehene Kolben von 250 ml, enthaltend ein Reaktionsgemisch (PBS-Puffer, enthaltend 10 g/l Glu-
cose, 10 g/l Glycerol, 1 mg/l Coenzym B,, und 150 pg/ml Chloramphenicol) gegeben, so dal das finale Volu-
men 50 ml mit einer OD,, von ungefahr 10 war. Die Kolben, gechitzt vor Licht, wurden mit 250 U/min bei 35°C
geschuttelt. Aliquots fur die HPLC-Analyse wurden wahrend der Zeit genommen. Zeitabhangige Herstellung
von 3-HPA wurde in Kolben beobachtet, die Zellen, gewonnen aus dem Fermenter entweder vor oder nach der
Vitamin B,,-Zugabe, enthielten. In direktem Gegensatz wurden bedeutende Niveaus von 1,3-Propandiol nur in
denjenigen Kolben beobachtet, die Zellen enthielten, die aus dem Fermenter nach der Vitamin B,,-Zugabe ge-
wonnen wurden.

Nachweis nicht-spezifischer katalytischer Aktivitat in zellfreien Extrakten
[0218] Ein Farbungsassay fur native Gelaktivitat wurde verwendet, um nicht-spezifische katalytische Aktivitat

in zellfreien Extrakten zu demonstrieren. Zellen wurden, vor und nach der Vitamin B,,-Zugabe, aus reprasen-
tativen 10-I-Fermentationen unter Anwendung rekombinanter E.-coli-Stamme, enthaltend die Plasmide der
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Glycerol-Herstellung und 1,3-Propandiol-Herstellung, pAH48 bzw. pKP32, gewonnen; und zellfreie Extrakte
wurden durch Zellzerstérung unter Verwendung einer French-Presse hergestellt. Die zellfreien Extrakte, eine
Zubereitung von reiner Klebsiella pneumoniae-1,3-Propandiol-Dehydrogenase (dhaT) und Molekulargewichts-
standards wurden auf native Gradient-Polyacrylamidgele aufgebracht und darauf auslaufen gelassen. Die
Gele wurden dann entweder den Substraten 1,3-Propandiol und NAD"* oder Ethanol und NAD" ausgesetzt. Wie
erwartet wurde in den Gelen, wo 1,3-Propandiol das Substrat war, eine Aktivitatsfarbung fir DhaT beobachtet,
welche auf dem nativen Gel mit ungefahr 340 Kda wanderte. Diese Aktivitat wurde nur auf Bahnen beobachtet,
wo reine Klebsiella pneumoniae-1,3-Propandiol-Dehydrogenase aufgebracht wurde. Im Gegensatz dazu wur-
de, wo 1,3-Propandiol das Substrat war und zellfreie Axtrakte nach Vitamin B,, aufgebracht wurden, eine
nicht-spezifische katalytische Aktivitat bei ungefahr 90 Kda beobachtet. Wenn Ethanol als Substrat verwendet
wurde, waren weder die DhaT-Bande noch die Bande der nicht-spezifischen katalytischen Aktivitat sichtbar,
aber eine separate Bande wurde vor und nach der Vitamin-B,,-Zugabe bei ungefahr 120 Kda gefunden. Diese
neue Bande stellt sehr wahrscheinlich eine Alkohol-Dehydrogenase mit einer Spezifitat in Richtung Ethanol als
Substrat dar, wie sie typischerweise in allen Organismen gefunden wird.

[0219] Dieser Assay mit nativem Gel, wo Proteine vor dem Schritt des enzymatischen Assays nach dem Mo-
lekulargewicht getrennt werden, bot gréRere Empfindlichkeit und Genauigkeit beim Messen der Reduktion von
1,3-Propandiol in denjenigen Konstrukten mit niedriger Aktivitdt und wo die Aktivitdt wahrscheinlich verschie-
den von der von Alkohol-Dehydrogenasen mit Spezifitdt in Richtung zu Ethanol als Substrat ist, die fir E. coli
gut charakterisiert worden sind und in allen Organismen gefunden werden. Der Dehydrogenase-Assay arbeitet
nach dem Prinzip, daR Dehydrogenase die Ubertragung von Elektronen von 1,3-Propandiol (oder anderen Al-
koholen) zu NAD" katalysiert. PMS (Phenazinmethosulfat) koppelt dann Elektroneniibertragung zwischen
NADH und einem Tetrazoliumbromid-Farbstoff (MTT, 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbro-
mid), welcher einen Niederschlag in dem Gel bildet. Nach einigen Stunden bis Uber Nacht Tranken in den Sub-
straten werden die Gele gewaschen, um Reagenzien und I8slichen Farbstoff zu entfernen. Bei Banden auf
dem Gel, wo es eine aktive Dehydrogenase gibt, bildet sich ein unldslicher blauer Farbstoff Verschiedene As-
pekte des Assays sind von Johnson und Lin beschrieben worden (J. Bacteriol. 169: 2050 (1987)).

Reinigung und Identifizierung nicht-spezifischer katalytischer Aktivitat in E. coli

[0220] Eine teilweise Reinigung von nicht-spezifischer katalytischer Aktivitat in groRem Maf3stab wurde bei
Zellen durchgefiihrt, die von dem Ende eines Durchlaufs einer typischen 1,3-Propandiol-Herstellung geerntet
wurden, wie in dem verbesserten Verfahren unter Verwendung von KLP23/pAH48/pKP32 von Beispiel 7 be-
schrieben ist. Das Zellpellet (16 g) wurde gewaschen und dreimal in 20 ml von 50-mM-Hepes-Puffer, pH 7,5
resuspendiert. Die Zellen in der Suspension wurden durch Ultraschallbehandlung lysiert. Der zellfreie Extrakt
wurde durch Zentrifugation (15 min, 20000 x g, 10°C) erhalten und der Uberstand wurde durch Zugabe von
250 mg Protaminsulfat mit Riihren auf Eis weiter geklart. Der Uberstand, erhalten durch Zentrifugation (20 min,
20000 x g, 10°C), wurde durch Passage durch eine S3ule Superdex® 200 praparativer Qualitat (6 x 60 cm),
aquilibriert mit Hepes-Puffer, fraktioniert. Fraktionen von jeweils 10 ml wurden gesammelt und ein Aliquot von
jedem wurde vor dem Assay durch die Aktivitatsfarbung auf nativem Gel um das fiinfundzwanzigfache einge-
engt, wobei Centricon®-Membrane mit 10000 MW Riickhaltevermdgen verwendet wurden. Die nicht-spezifi-
sche katalytische Aktivitat wurde in den Fraktionen 107-112 und die Peak-Aktivitat in den Fraktionen 108-109
identifiziert. Ein gréReres Aliquot (jeweils 7 ml) der Fraktionen 108 und 109 wurde um das flinfzigfache einge-
engt und auf alle Bahnen eines nativen Gels mit 12 Bahnen aufgegeben. Das Gel wurde in der Halfte geschnit-
ten und eine Halfte wurde flir Dehydrogenase-Aktivitat gefarbt, wo eine dunkelblaue Bande erschien, die die
nicht-spezifische katalytische Aktivitat darstellte. Das ungefarbte Gel wurde von oben nach unten mit dem ge-
farbten Gel ausgerichtet und eine Bande wurde auf dem ungefarbten Gel geschnitten, die der Bande der
nicht-spezifischen katalytischen Aktivitat entsprach. Der Gelstreifen wurde pulverisiert und I6sliches Protein
wurde durch Eintauchen der pulverisierten Teilchen in 0,5 ml von 2D-beladenem Puffer, Erhitzen auf 95°C flr
5 min und Zentrifugation zur Entfernung der Gelteilchen extrahiert. Der Uberstand wurde auf einen isoelekt-
risch fokussierenden (IEF) Streifen fiir 2-dimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2D-PAGE) aufgege-
ben, wobei Bedingungen, beschrieben fiir 2D-PAGE von E.-coli-Extrakten in der Swiss-2D-Datenbank
(http://www.expasy.ch/ch2d/; Tonella et al., Electrophoresis 19: 1960-1971 (1998)), verwendet wurden. Das
Gel wurde durch Elektroblotting auf eine PVDF-Membran ubertragen. Die Membran wurde flr Proteine unter
Verwendung der Colloidal-blauen Gelfarbung gefarbt. Der gefarbte Blot, der verwendet wird, um die Identitat
der nicht-spezifischen katalytischen Aktivitat zu erhalten, wird in Eig. 6 gezeigt. Flecken wurden unter Verwen-
dung von Standardtechniken fir Aminoterminus-Peptid-Sequenzierung identifiziert. Nur ein einziger Flecken
(Flecken A) codierte fiir eine Oxidoreductase-Aktivitat. Neunzehn Zyklen von Flecken A (Eig. 6) ergaben eine
Ubereinstimmung mit 100%iger Identitat durch das FASTA-Suchwerkzeug mit dem Aminoterminus von yghD,
einem offenen Leserahmen von E. coli mit mutmaRlicher Oxidoreductase-Aktivitat. Die vollstandige Aminosau-
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resequenz fir das Protein, codiert durch yghD, wird in SEQ ID NO:57 gegeben; die entsprechende DNA-Se-
quenz wird in SEQ ID NO:58 gegeben. Das yghD-Gen hat 40% Identitat mit dem Gen adhB in Clostridium,
einer wahrscheinlichen NADH-abhangigen Butanol-Dehydrogenase 2.

Gendisruption von yghD in E. coli KLP23:

[0221] Biochemische Assays und aminoterminale Aminosauresequenzierung lielen vermuten, dal}
nicht-spezifische katalytische Aktivitat durch das E.-coli-yghD-Gen codiert sein kann. Dieses Gen mit unbe-
kannter Funktion codiert eine hypothetische Oxidoreductase und enthalt zwei Alkohol-Dehydrogenase-Signa-
turen, die ebenfalls in der 1,3-Propandiol-Dehydrogenase von Citrobacter freundii und Klebsiella pneumoniae,
codiert durch das dhaT-Gen, gefunden werden.

[0222] Um dieses Gen zu disruptieren, wurden yghD und 830 bp von 5'-flankierender DNA-Sequenz und 906
bp von 3'-flankierender DNA-Sequenz aus genomischer DNA von E. coli KLP23 (Beispiel 4) in einer PCR am-
plifiziert, wobei Tag-Polymerase und die folgenden Primer verwendet werden:

(SEQ ID NO:59) 5'-GCGGTACCGTTGCTCGACGCTCAGGTTTTCGG-3"
(SEQ ID NO:60) 5'-GCGAGCTCGACGCTTGCCCTGATCGAGTTTTGC-3*

[0223] Die Reaktion wurde bei 94°C fiir 1 min, 50°C fir 1 min und 72°C fiir 3 min fur 35 Zyklen, nachfolgend
durch finale Extension bei 72°C fir 5 min durchgefiihrt. Das resultierende 3,7-kb-DNA-Fragment wurde gerei-
nigt, mit Sacl und Kpnl digestiert und mit ahnlich digestiertem pBluescriptll KS(+) (Stratagene) fiir 16 h bei 16°C
ligiert. Die ligierte DNA wurde verwendet, um E. coli DH5a (Gibco/BRL) zu transformieren, und das erwartete
Plasmid pJSP29, wurde aus einem Transformanten isoliert, der weile Koloniefarbe auf LB-Agar (Difco), ent-
haltend X-gal (40 pug/ml) und Ampicillin (100 pg/ml), demonstrierte. Das Plasmid pJSP29 wurde mit Aflll und
Ndel digestiert, um ein 409-bp-DNA-Fragment, umfassend 363 bp des yghD-Gens und 46 bp 3'-flankierende
DNA-Sequenz, freizusetzen. Das verbliebene 5350-bp-DNA-Fragment wurde gereinigt und mit dem
1374-bp-AfllI/Ndel-DNA-Fragment, enthaltend das Kanamycin-Resistenzgen aus pLoxKan2 (Genencor Inter-
national, Palo Alto, CA), fiir 16 h bei 16°C ligiert. Die ligierte DNA wurde verwendet, um E. coli DH5a zu trans-
formieren, und das erwartete Plasmid, pJSP32-Blue, wurde aus einem Transformanten, ausgewahlt auf
LB-Agarmedien, enthaltend Kanamycin (50 pg/ml), isoliert. Das Plasmid pJSP32-Blue wurde mit Kpnl und Sacl
digestiert und die 3865-bp-yghD-Disruptions-Kassette wurde gereinigt und mit ahnlich digestiertem pGP704
(Miller und Mekalanos, J. Bacteriol. 170: 2575-2583 (1988)) fiir 16 h bei 16°C ligiert. Die ligierte DNA wurde
verwendet, um E. coli SY327 (Miller und Mekalanos, J. Bacteriol. 170: 2575-2583 (1988)) zu transformieren,
und das erwartete Plasmid, pJSP32, wurde aus einem Transformanten, ausgewahlt auf LB-Agarmedien, ent-
haltend Kanamycin (50 pg/ml), isoliert. Das Plasmid pJSP32 wurde in E. coli KLP23 transformiert und Trans-
formanten wurden auf LB-Agar, enthaltend Kanamycin (50 pg/ml), ausgewahlt. Von den gescreenten 200 Ka-
namycin-resistenten Transformanten demonstrierten zwei den Ampicillin-empfindlichen Phanotyp, der fir ein
Doppelcrossover-Rekombinationsereignis, resultierend in der Ersetzung des yghD-Gens mit der yghD-Disrup-
tions-Kassette, erwartet wurde.

[0224] Die Disruption des yghD-Gens wurde durch PCR unter Verwendung genomischer DNA, isoliert aus
diesen zwei Transformanten, als dem Templat und der folgenden Gruppen von Primerpaaren bestatigt:

Gruppe # 1:

(SEQ ID NO:61) 5-GCGAGCTCGACGCTTGCCCTGATCGAGTTTTGC-3"
(SEQ ID NO:62) 5'-CAGCTGGCAATTCCGGTTCG-3"

Gruppe #2:

(SEQ ID NO:63) 5'-CCCAGCTGGCAATTCCGGTTCGCTTGCTGT-3"
(SEQ ID NO:64) 5'-GGCGACCCGACGCTCCAGACGGAAGCTGGT-3"

Gruppe #3:

(SEQ ID NO:65) 5'-CCGCAAGATTCACGGATGCATCGTGAAGGG-3”
(SEQID NO:66) 5'-CGCCTTCTTGACGAGTTCTGAGCGGGA-3’
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Gruppe #4:

(SEQID NO:67) 5'-GGAATTCATGAACAACTTTAATCTGCACAC-3’
(SEQ ID NO:68) 5'-GTTTGAGGCGTAAAAAGCTTAGCGGGCGGC-3”

[0225] Die Reaktionen wurden unter Verwendung von entweder Expand High Fidelity Polymerase (Boehrin-
ger Mannheim) oder Platinum PCR Supermix, enthaltend Tag-Polymerase (Gibco/BRL), bei 94°C fur 1 min,
50°C fur 1 min und 72°C fur 2 min fur 35 Zyklen, gefolgt von einer finalen Extension bei 72°C fir 5 min, durch-
geflhrt. Die resultierenden PCR-Produkte wurden durch Gelelektrophorese in 1,0%iger (Gew./\Vol.) Agarose
analysiert. Die in Tabelle 8 zusammengefaliten Ergebnisse bestatigten Disruption des yghD-Gens in beiden
Transformanten.

TABELLE 8
Erwartete Grofie (bp)
Primer-Gruppe Beobachtete Grofe
yghD-Disruption yghD-Wildtyp
1 1200 kein Produkt ~ 1200
2 1266 kein Produkt ~ 1266
3 2594 kein Produkt ~ 2594
4 kein Produkt 1189 ~ 900

[0226] Die yghD-Disruption deletiert das 3'-Ende von yghD, einschlieRlich 46 bp von 3'-flankierender interge-
nischer DNA-Sequenz. Die Deletion entfernt 363 bp von 3'-yghD-Codierungssequenz, entsprechend 121 Ami-
nosauren. Ein Stopcodon ist 15 bp stromabwarts von der verbleibenden yghD-Codierungssequenz in der Ka-
namycinresistenz-Kassette vorhanden.

[0227] Die Plasmide pAH48 und pKP32 wurden in E. coli KLP23 cotransformiert (yghD") und beide Plasmide
enthaltende Transformanten wurden auf LB-Agar, enthaltend Ampicillin (100 pg/ml) und Spectinomycin (50
pg/ml), ausgewahlt. Ein reprasentativer Transformant wurde auf seine Fahigkeit getestet, Glucose in 10-I-Fer-
mentationen entweder in Anwesenheit oder in Abwesenheit von Vitamin B,, in 1,3-Propandiol umzuwandeln.

Demonstration, da® yghD fiir wesentliche 1,3-Propandiol-Herstellung in dem E.-coli-Stamm
KLP23/pAH48/pKP32 erforderlich ist:

[0228] Fermentationen fir die Herstellung von 1,3-Propandiol wurden, im wesentlichen wie in Beispiel 7 be-
schrieben, mit dem E.-coli-Stamm KLP23 (yghD")/pAH48/pKP32 durchgefihrt, um die Auswirkung der
yghD-Disruption auf die 1,3-Propandiol-Herstellung zu testen.

[0229] Eine reprasentative 10-I-Fermentation unter Verwendung des Knockout der nicht-spezifischen kataly-
tischen Aktivitat, E.-coli-Stamm KLP23 (yghD")/pAH48/pKP32, wird in Tabelle 9 gezeigt. Der Organismus sam-
melte bis zu der Zugabe von Vitamin B,,, wenn die OD,, 30 A uberschritt (10,4 h), andauernd Zellmasse und
Glycerol an. Vitamin B,, wurde als Bolus-Zugabe von 8 mg nach 10,4 h hinzugegeben und danach wurde Vit-
amin B,, kontinuierlich mit einer Geschwindigkeit von 1,32 mg/h zugefihrt. In den 4 h, die der B,,-Zugabe folg-
ten, verlangsamte sich der Glucose-Verbrauch, die Rate der Sauerstoffnutzung fiel ab, und es gab keine wei-
tere Zunahme in der optischen Dichte. Die Fermentation von Glucose horte auf, und die Glucosekonzentration
in dem Tank sammelte sich an. Der héchste Titer von 1,3-Propandiol, der erhalten wurde, war 0,41 g/l. Der
Organismus wurde auf seine Lebensfahigkeit Uberpruft, indem eine Verdinnungsserie der Zellen auf Agarplat-
ten, enthaltend Ampicillin und Spectinomycin, plattiert wurde. Die Platten wurden fir 24 h in einem 30°C-Inku-
bator inkubiert. Es gab aus der Fermentation von E. coli KLP23 (yghD~)/pAH48/pKP32 keine lebensfahigen
Kolonien auf der Platte, Tabelle 11.

[0230] Im Gegensatz dazu fiir die Zellsuspension aus einem Kontrolltank, in welchen kein Vitamin B,, gege-
ben worden war, fort, Zellmasse und Glycerol anzuhaufen, bis der 10-I-Tank aufgrund der vollstandigen Zuga-
be der Glucosezufuhrlésung voll war (Tabelle 10). Eine Bestimmung der Lebensfahigkeit auf der Agarplatte
durch Verdinnungsserie der Zellsuspension am Ende dieser Fermentation zeigte eine Zahl an lebensfahigen
Zellen, die Ubereinstimmend mit der Gesamtzellzahl, geschatzt durch den Wert der optischen Dichte, war (Ta-
belle 11).
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TABELLE 9: ZUSAMMENFASSUNG DER REPRASENTATIVEN FERMENTATION DER FEHLGESCHLAGE-
NEN UMWANDLUNG VON GLUCOSE IN 1,3-PROPANDIOL (1,3-PD) UNTER VERWENDUNG DES E.-CO-
LI-STAMMES KLP23(YQHD")/PAH48/PKP32.

Zeit (h) ODss, (AU) DO (%) Glucose (g/1) Glycerol (g/1) 1,3 PD (g/1)

0 0,4 150 11,3 0,05 0

2,3 3,0 134 10,7 0,13 0

43 10,8 85,0 8,2 1,41 0

8,3 23,1 81,8 0,9 10,0 0

16,3 37,2 149 13,1 214 0,41

18,3 47,6 149 18,9 21,6 0,39

20,3 39,6 149 24,4 22,3 0,42

23,8 33,6 149 25,4 22,0 0,41

TABELLE 10: ZUSAMMENFASSUNG DER REPRASENTATIVEN FERMENTATION DER UMWANDLUNG

VON GLUCOSE IN GLYCEROL UNTER VERWENDUNG DES E.-COLI-STAMMES
KLP23(YQHD")/PAH48/PKP32.

Zeit (h) ODsso (AU) DO (%) Glucose (g/1) Glycerol (g/1)

0 0,2 148 9,5 0,06
2,2 2,8 128 8,9 0,13
4,2 10,4 58,5 7,0 1,4

8,2 21,6 57,6 2,7 11,2
16,2 76,8 10,7 0 40,5
20,2 117 10,2 0 52,9
23,7 154 8,5 0 63,9
36,2 239 10,1 0,1 122

TABELLE 11: REPRASENTATIVE ZUSAMMENFASSUNG VON ZAHLUNGEN DER LEBENSFAHIGKEIT
AUF DER PLATTE AUS ENDPUNKTEN VON FERMENTATIONEN VON GLUCOSE UNTER VERWENDUNG
DES E.-COLI-STAMMES KLP23(YQHD")/PAH48/PKP32 IN ABWESENHEIT UND ANWESENHEIT VON VI-

TAMIN B,,.
Vitamin B, Zeit (h) am Endpunkt ODsso (AU) Lebendkeimzahl (cfu/ml)
nein 36,2 239 2.1E11
ja 23,8 33,6 0
ja 23,8 41,2 0
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SEQUENZAUFLISTUNG

<110> E.l. du Pont de Nemours and Company

<120> Verbessertes Verfahren fir die biologische Herstellung von 1,3-Propandiol mit hohem Titer

<130> BC1020 PCT

<140>
<141>

<150> 60/149,534
<151> 1999-08-08

<160> 68

<170> Microsoft Office 97

<210>1
<211> 12145
<212> DNA

<213> Klebsiella pneumoniae

<400> 1

gtcgaccacc
aaaattcagg
aatttgcatc
acaggcgecg
gcecgeegeceqg
cagcgggtcc
attcagtaca
aggttcgatg
gtggagcgtg
acgatcgggt
gctgaggata
tcaggatagc
gagaaaaggc
ggatcgcaat
cctgtgttte
gtgatcgcac
cgccagggcet
tattcaatct
tgccaaaaac
gggagagaaa
taacggcgaa
ctgccgegge
ttactaccag
cagcgegetg
gaaaaacccg
gctggtctcee
tgcgegegcec
cctgtgectat
ggtagtgacc
ctttgaaagc
agagtgccat
gctgcagaac
cctgeeggtg
ggtggcgaaa
cccggagagce
gcgttaattc
ggcagtcgcet
actcaggata
aagtttatgce

acggtggtga
atgtecgecegg
gcgcattcaa
gagagcatgc
gagagcaggg
tgatgcaggg
tcttcaacac
ccgectetet
cctggcgata
ttcattacga
tggtgaaaat
cggcgaagceg
ggtcaaacac
cctgacagag
atatcagaac
tgctecggta
catcatgtct
ccagccaaat
ctggcggaga
gtggtgaatg
tgcagccatg
gtggtcggga
aagctgccegg
tcggtgatcet
gatatggtgg

ggcatgggeg
accagcatgg

gatacgctge
gaagcgctgg
agtggcctgg
cacctgtatc
agcccgatgg
acgctegege
gctacctgeg
gtccatgceg
gcggtggceta
gccggagggg
ccgggaagge
agcgcgaaac

ctttaatgce
tatagttttt
acattttgtc
cctggecgat
ccaccttgcee
tcagctgegg
ggttaatcag
gctggeggag
tgatgattct
aacattgctt
gcgagctgge
ggtgggaaaa
ggaggattgt
actagggttt
aaaaaggcga
cgcteegtte
acatgcgcac
atcttcaggg
gcttcttegt
gcctgcagag
cggaaatcaa
tcggeggtgg
tggtggtgat
acaccgaagc
tgatggacac
atgcgctcte
ccggaggaca
tggcggaggg
agcgcatcat
ccgctgcecca
acggtgagaa
acgagattga
agatgggegt
cggaagggga
ctatcctcac
aaccgctgge
ttctctatgg
ggtctcttcee
ctggcaaacg

gctctcatge agcagectcgg

gataatcagc

cggcgtegge gaggtgaata

atagccgcag
agccaccegge
atgggcttta
ctttttcatt
gcggtcateg
ggctgagegy
cctgattttg
gegetttttt
aattttttge
aagggcatta
tttgttccaa
aagatttttt
aggccgeget
ttatttgagg
tectgatgcet
catcgctgac
ccacgatatt
ccgtectgatg
taaaacccte
cccgaccatce
gggcgagttt
ggcgattatc
cacctggttc
gtccaccgag
cgaaaaggcc
cgaggcgaac
tgcaatccac
agtggcectte
aacggtgcag
caaagagggg
aaccatccat
cgcegatcetg
ccaggtcagc
tacaacgcgg
gtcattgece
ccgcaccagg

aagacgcctt

tgcatcggtt
gcgtceggtge
gccageeect
attcagtget
cgtaggggta
acgaaaaaaa
tttctttatg
tcttctgeca
tgattttcetg
tgcggcaaag
tatggaacgt
tgttccetge
tcactggecg
gtgaaaggaa
gctgttctgt
gatttegtaa
cgctgcecatg
gcgattttge
gataccgcga
gcctcgacceg
gaagagtatc
gccaaagcege
gaggccaaag
gcggcgetga
cgtctggegg
acttacctca
aacggtttca
ggtaccctgg
ggcttctgee
atcgacgaga
aatatgcegt
ttaggecage
ggtttttctt
aaaaggatat
agtcatggcea
cccagggect
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tggcggtcete
cgcegeegte
ttteececeqg
catgtccget
gggtcacata
gtaattgttc
cegttggaga
tcgtetgacg
gaatgccecg
gaacgttttt
taagcggegg
ccgactgegg
gagcggatcg
aaaaaattaa
cggccctaca
gcgeggataa
tgctaaaagt
tcggtcaata
tgaagctggc
cggaacggtt
aaaaacaggg
aggcgatcgg
atgcgccaac
tgatctatcc
cggtacgccet
cttgectacga
gcctcgecceg
cgcaggcecgg
gcggcattgg
ccattcttga
cgcagetggt
agcgcegtcegg
aaatcgcecegce
ttgcggtgac
agtggctgge
tctcecectee
gactgttcag
ccgetgeage
gaccttcgac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340



tccatctgte
tgggagttta
ctgagcegtt
ggcagctatt
ggccageega
ttttgctcga
tgtctggteg
gtgggtaact
atgtacggce
ctgcagtttc
gggaaaaata
gececegeggee
gtgatcacct
ccggtggage
gagcagatgt
gcgegeggceg
agccaggcta
cagctatatg
gaaaatggtc
atcgagtatc
ctcacccgec
accgtcgatc
ctgcactcct
ctggtgcata
gatgacgcgce
agcgtcattg
ccggaatatc
agcctgactt
gggcgggtge
atgaagcagt
cgattcgcge
cgcgcecagegg
tgcgcegecac
acgggceeget
cgccgategt
gcacgaacag
tggcgtagca
gaatatggtce
tgcgggtata
gcececggegtt
ccagcggcge
gcccgatace
caccgcecctcee
acagctcatt
gcggtgaaag
ggcaatctcc
catctccgcee
aataccgata
agtggacagt
gttggcgate
cggcatgtcg
gttattgaaa
attgctgcceg
ggcggeggeg
cagggcatcc
atcgttgata
ttcggtgttg
gaccgcgacg
atcgccctca
gcccacggtyg
gttggtgtct
ccgcagataa
ggtgaccagc
ggegttgggg

ggcgtaaaac
tggacggccg
gcggcgagcce
gtgcggagag
tcaacaccgce
cgccggtgtt
agcaccagtc
ccctgettac
tgetggagag
tcaatgttca
tcgecegatcet
tgaatcacgt
taaaaccgat
agatgcggca
ctgccgacga
gctteccggt
ttcacaatga
ccgacagcgt
gcctgagccg
tggcgecgga
tcgacgcccg
tggccaatct
ttgagatcegt
accggttgaa
tggcacagct
agaatatcgc
tcttttcega
ttagcgeccat
aggagatgtc
acgatattga
catggagaac
atgcgecgcag
gtgcagctgg
ctcggccata
ctggctcagg
cgtctgctga
gacgcccagce
tttctcgatg

gatacgatac:

ggcgcecgage
gtcecgeecgge
cacccgcaqgg
gtcataggtt
gatggcgccg
cgacatgacg
tgctegttge
atgtagggga
tccatcgaca
ccggtgatat
aggttgtagc
tacaggccgce
gccatccegg
agggccacgg
tcecgtcaccg
atcceggteg
gagaccgacg
gtcaggacgce
ataggcggca
tgggtggegg
acgatgatgt
ttcgggttcg
tgcagggttt
agggcttttt
ccaaaaaagt
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cgcgetgete
cceectgegeg
gcaaaccctg
cattatcgge
cggcgatcgg
tgataaccac
cagcgccgac
cgacagcctg
catggacgat
ggcggcgaga
ggtgaccctc
cgaagtcacc
tgtcgaggeg
gctgatgacc
tccggaaacc
gctactgtge
aagcgaacgg
gctgggccag
ccttgagcetg
gctgcagtcg
gcgectgatce
ggtggaacag
catcccgeeg
gagcctggag
ggtggcctac
catcagcagce
gcggeeggge
cgaaaaggaa
gcagctgctc
cgccagecag
agggcatccg
tccatggceg
gcagaggcga
ttgcggtcga
cgggtcaggce
atatggtgca
tgggatatca
cggetgcecge
attcagtttc
gtacgcagtt
agctgggcat
ggcgagcette
atggtctggce
gcatggtgce
gtccecctegt
ctttacgcgg
agtcggcctc
gacgcgtgat
tttcgeccat
gcgccacatg
ccagctggtg
ccagcagaga
cctggecgcag
ggttagcgtc
ccgcggtcag
gcagtttgeg
agtggcgggt
gcgggttggt
cgatgccgat
cgcactgtte
gctcgacgee
tgtccaccgce
tcececccecag
taacgtttgg

accatcggcc
ctgtttatte
gcccagetgg
acctgcgcge
cattttaagc
gggcggetgt
ctctecectga
ctggcggaat
ggggtgatgg
ctgctgcatc
ccggegetge
tttgaaagtc
cdaggcaaca
agccagctcg
cgacgectga
ggcgaagagg
gcgggceggec
gactttatgg
gccaacggcg
gctctgcetge
ccggtggatg
aaccgcttta
ctgcgcgecce
aagcgtttet
tcgtggeegg
gacaacggcc
ggggatagcg
gctattattc
aatatcggcc
ttcaagcgca
acaggcgatt
tcagcaggcg
gattcctccee
taagecegete
cccgegeatce
ggctttcceg
gttcatcgac
cgtacagggc
tctcacttaa
gatcgtcgcect
gagtgagggc
tggcecgecag
aggggacccc
cgcgecggatc
taacactcag
gttcgagaac
ttttacccce
agcggcegatg
cagttcagcg
cggcagcagg
cgccatggcg
agcataggcc
gttgcgggeg
tttggagata
ggcggceggt
ccagctgacg
gacctcgctg
cagggtctcg
gcctttgecg
gcggcgaaac
gtcaaagatc
gccatcttta
cagctggcag
caccagataa

aggcggegcect
ttgatgagtc
ctgecectggg
tgtcgctgge
aggcgctaca
tcggetcetat
cgctggecat
ccaaccgtca
cgtggaacga
ttgatgctca
tgcgeegege
agcatcagtt
gttttattct
gtaaagtcag
tccactttgg
gggtcgggaa
cctacatcte
gcagcgcccce
gcaccctgtt
aggtgattaa
tgaaggtgat
gccgccagcet
gacgcaacag
cttegegact
ggaatgattt
acattcgect
cgtcatecgcet
acgcecgcecg
gcaccaccct
agcatcaggc
gctgtagecgt
ttcgagccga
cgggatcacg
cagggcggtg
gctggccagt
cagcccggcg
ggtgccgtag
ggtggtgcct
cggcaggact
atcggtgacg
tatctecgeeg
ggcgcccage
ctgctcctcece
gtaaaacagg
aatgcctgge
gcattgcegt
agatcgcgca
gcttttteeg
atatcggcga
acagcgttgg
tgcacgtagce
atgttttcee
atgaggcgga
taggcctcta
ttaccgatca
atcacaaact
gcggtgeegg
attccggcat
caatcgtgcg
acggcgaggce
gccacctcga
attgcccgea
cgttcgecga
tcaaacatac
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ggaagacgcc
cgcctgeatce
atttcgcgac
cgcgatgcag
gccatggagt
ctcgetttge
cgcecegegag
cctcaatcag
acagggcgtg
ggccagccag
catcaaacac
tgtcgatgceg
gctgetgeat
ccacaccttt
ccgccaggeg
agagctgctg
cgtcaactgc
taccgacgat
tctggaaaag
gcagggcgtg
tgccaccacc
gtactatgecg
tattccegteg
gaaagtggac
tgagctcaac
gagtaatctg
gctgeceggece
ggtgaccagc
gtggcgcaaa
ctagtctctt
ttgagcgegt
cgggactggg
aactgtttta
atctcctett
tcagcccceca
tcgcgggtceg
gcctcgacge
ttatccccgg
ttaaccagct
tgtccggtag
gacgcegetga
gcagcggcgt
agccecccagce
cgtacgcectg
ggaaaatcgc
cttttagagc
gatgctgcgg
ccgegtegag
atttctcecgg
ccacgccgtg
cgaggttggce
gcgcctgcag
tcgeectgeat
cggcgtgggt
tcagcagtgg
tcactttggt
cggtggtatt
actggtacag
ggctgccgee
cgtegegeac
tceceggecte
ggcctttgte
ctacggaaat
gatagctcat

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180



aatatacctt
taattgatcc
aaaaataact
accgtacaga
gctgeaggeg
catcecgetgg
gttgatctca
gattgtctga
gcgaatagtc
ttttgtcage
gaaaaacgta
tetttatttt
caaattgaaa
tgcecggtaat
ttcacctttt
gccecgtcaa
acagccectt
acggcaaacq
acgttgagcg
tggatattca
aagcggtcga
tgcgtgcececg
tgcagattgc
cggtcggtat
gecggeegeee
gcatgegtgg
ttaccgacgg
gcgggttgaa
agagcaagtc
ttcagggact
gcattcgggce
ccgecaacga
agatgctgcce
acatgttcgc
gtgacctgat
gccagaaagce
ccgacgagga
acgtggtgga
atattgtcgg
tgectgecgeca
tcgaggtggt
gcatctctge
ccattgaata
tgaaaacccqg
gcgteggece
cgatcctcaa
gcattctgeg
cggggatcgg
tgccgceteag
ggcagattgg
tggtgaacga
aagagaccaa
gggagtgacc
cccggagecat
gctetetgge
ggcgcagatt
ggagcttatc
ccgctecteg
gacagtgaat
gcgtaaagga
cgccaccacc
cgggatcgte
cgcgctggag
tcttaacgaa

ctcgetteag
tgctcgaceg
ggcaggccgce
gattgtectg
ctcecaggett
ataagcagcg
gtggettttt
acttgttgge
agtagggggc
gttattttgt
attaagggcg
tgccgceecgga
cgaaattaaa
ggecgggegy
gagccgatga
tcaggacggg
tgaccecggte
ccgggacceag
cacagagcag
cgtcagcegg
ggtgatggcg
ccggaccece
cgctgacgcece
cgecgegetac
cggcgtgttg
cttaaccagc
cgatgatacg
aatgcgctac
gatgctctac
gcaaaacggc
ggtgctggeg
ccagacttte
gggcaccgac
cggctcgaac
ggttgacgge
ggegegggeg
ggtggaggce
ggatctgagt
cgcgctgage
gcgggtcacc
gagtgcggtce
cgaacgctgg
aggcggtatt
¢gagggcggg
tgccttegat
agagctgatt
cacgtccgac
catcggtatce
caacctggag
caaaaacgct
tcagatggtg
acatgtggtg
atgagcgaga
atcctgacge
gaggtgggcece
gccgagcaga
gccattcetg
caggcggagce
gecgeetttg
agctaagcegg
gaggtggcge
gcgacgacgg
caggccctgg
gccgegecgg
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gttataatgc
tacgcgeeget
cgccaaaaat
gctggaccge
tattcaggga
tgttgcctcee
tttccaccge
tcttgttcat
gatagtaaaa
cgecccgecat
ttttttatta
gtaaagttte
tttatttttt
caacgacgct
acaatgaaaa
ctgattggcg
tcttcagtaa
tttgacatga
gcaatgcgec
gaggagatca
cagatgaacg
tccaaccagt
gecgaggecg
gcgecgttta
acgcagtgct
tacgccgaga
ccgtggtcaa
acctccggcea
ctcgaatege
gcggtgaget
gaaaacctga
tceccactegg
tttattttcet
ttcgatgcegg
ggcectgegte
atccaggcegg
gccacctacg
gcggtggaag
cgcagcgget
ggcgattacc
aacgacatca
gcggagatca
cctgtgcaac
gtagcttctg
aaacaccagc
gccggggtag
gtctccttta
cagtcgaagg
ctgttcteece
gcgegetatg
cggccgaaat
caggacgceg
azaccatgcg
ctaccggcaa
cgcaggatgt
tgcagegcecea
acgagcgcat
tgctggcgat
tececgggagte
aggtcagcat
tggcgtcega
gcatgaaagg
cgaaaacacc
tgattggcga

ggaaaaacaa
aacgccgacg
aataattcge
tgacgtaatt
aatatcgcag
gcggtcaact
cgeegecatt
cattctctee
aactattacc
gatttagtca
attgatttat
atagtgaaac
tcaccactgg
ggcccggegt
gatcaaaacg
agtggcctga
aagtggacaa
tcgaccgatt
tggaggcggt
ttgccatcac
tggtggagat
gccacgtcecac
ggatccgegg
acgccctgge
cggtggaaga
cggtgteggt
aggegttect
ccggatccega
gctgcatcett
gtatcggcat
tcgectetat
atattegecg
ccggctacag
aagattttga
cggtgaccga
tttteecgega
cgcacggcag
agatgatgaa
ttgaggatat
tgcagaccte
atgactatca
aaaatattcec
agacaaccca
ccgatgaacg
atcacactct
aagaagaggg
tggcctggga
ggaccacggt
aggcgecget
cgcgcaaaga
ttatggccaa
agccegtcac
cgtgcaggat
accattgacc
gecggatctec
tgeggtggeg
tctggctatc
cgcecgacgag
ggcggaagtg
gccgttaata
ctacccgeag
gacgcgggac
gtggtcgatg
tgtggcgatg

tccagggege
gcgccaatta
tgttggttag
tcatgggtac
ctggagacga
acggaaaaca
tgctgggegg
cgcaccagga
attcggttag
atagggttaa
atcattgcgg
tgtcggtaga
ctcatttaaa
attcgctacce
atttgcagta
agaggggcetg
cggtctgatc
tatcgcegat
ggaaatagcc
taccgccatce
gatgatggcg
caatctcaaa
cttctcagaa
gctgttagte
ggccaccgag
ctacggcacc
cgecteggece
agcgctgatg
cattactaaa
gaccggcgcet
gctcgacctce
caccgegege
cgcggtgecg
tgattacaac
ggcggaaacc
gctggggctg
caacgagatg
gcgeaacatce
cgccagcaat
ggccattcte
ggggccgggce
gggcgtggtt
aattcagccc
cgccgatgaa
gatcgatatg
gcttcacgee
tgcggccaac
catccatcag
gctgacgetg
gtcacctteg
agccgegecta
cctgcacate
tatccgttag
gatattaccc
cgccagacee
cgcaatttee
tataacgcgce
ctggagcaca
tatcagcagce
gccgggattg
gcgagggegt
aatatcgecg
agcgatgtct
gagaccatca
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actgggctaa
cctgctcatt
ttagctgecag
cttgcttcag
aggcctcgtce
ccaccgecac
cggccagggt
taacgcetgge
cttgctttat
aatagegtceg
gcgatcacat
tttegtgtge
gttcegetat
gtctgcggat
ctggcccagce
atcgccatgg
gtcgaactgg
tacgcgatca
cgtatgcetgg
acgccggceca
ctgcagaaga
gataatccgg
caggagacca
ggttcgcagt
ctggagctgg
gaagcggtat
tacgecctcee
ggctattcgg
ggegeegggyg
gtgccgtcgg
gaagtggegt
accctgatge
aactacgaca
atcctgcage
attgccattce
ccgccaatcg
ccgeegegta
accggcectcg
attctcaata
gatcggcagt
accggctate
cagcccgaca
tcttttacece
gtggtgatcg
ccecatggeg
cgggtggtgce
ctgagcggct
cgegatctge
gagacctacc
ccggtgeegg
tttcatatca
gacttagtaa
ccaccegetg
tcgagaaggt
ttgagtacca
gcecgegegge
tgcgecegtt
cctggcatge
ggcataaget
atatcggcaa
ttgttgccag
ggaccctcge
ctcgcatcta
ccgagaccat

6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
8120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
2840
9900
9960
10020



tatcaccgaa
cgtggggacg
ggggtggatc
tgaggcgcetce
gctggtgaac
gcaggtcccc
gatcctgtceg
ggccatcegte
ccegeagggg
aaagcgccgce
cgcectgeget
tgagcgagtg
ccaggatctg
cgagtgegcce
aatgcaggtt
cgtggaggec
ggcgatectc
gataacggcg
gectgggectce
ggaaagcctg
cagceceggeg
taacgccagc
tgtcaccaac
cgcctttgtg
ggaagccttg
gccgegcaat
tcgcgecage
accttaaccg
gcgggctgceg
attatctggg
cacctaaatc
gtgctgecegt
gggctctatc
gccgecagtc
atacaagcgt
ctgaccgacg

tcgaccatga
actatcgcce
gtactgattg
gaccggggga
aaccgcctge
gagggggtaa
aatccctacg
cccatcgecece
gatgtgcagt
ggagaggccg
ccggtacgeg
cgcaaggtaa
ctggeggtgg
atggagaatg
atcgccecegeg
aacatggcca
gacctcggcqg
gtccatctcg
gaggatcttt
ttcagtattc
gtgttecgecca
ccgctggaaa
tgcctgegeg
gtgctggtgg
tcgcactatg
gcggtcgecca
ctctctettt
ggcagtgcegt
tcgectgeget
gccttggegt
cggcggtgac
ttattgttge
gccagetgtt
ttaacctgge
ttgcegtgga
acggcaacgg
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tcggtcataa
tcgggcgget
acgacgccgt
tcaacgtggt
gtaaaaccct
tggcggeggt
ggatcgccac
gcgcecectgat
cgcgggtgat
atgtcgccga
acatccgcgg
tggcgtccect
atacgtttat
ccgtcgggat
aactgagcgce
tcgeegggge
ccggcetcgac
ccggggcggyg
cgctggcgga
gtcacgagaa
aagtggtgta
aaattcgtct
cgctgecgecea
gcggctcatc
gcgtggtcge
ccgggctgct
aacgtgctat
ggccgagttt
gcgggtcegee
cgccatggec
cattgcectg
ccagacggcc
tctecgatctt
cggggtcttt
gaccaccatc
aattc

cccgcagacg
ggcgacgcetg
cgatttectt
ggcggcegatce
gccggtggtyg
ggaagtggcc
cttctteggg
tggcaaccgt
¢ccggeggge
gggcgceggaa
cgaaccgggce
gaccggccat
tccgecgcaag
ggcggcgatg
ccgactgceag
gttaaccact
ggatgcggeg
gaatatggtc
agcgataaaa
tggegeggtg
catcaaggag
cgtgcgecgqg
ggtctcaccce
gctggacttt
cgggcagggc
actggccggt
ttcaggatgc
cttggcaccg
ggggccaget
atctacctga
tggctgtteg
ggggccttct
gaacagagtc
tccacgtacc
acggcaatcc

<210> 2
<211> 22

<212> DNA
<213> Unbekannt

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 2

getitetgtg ctgeggcttt ag 22
<210>3

<211>23

<212> DNA

<213> kinstiiche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kanstiichen Sequenz: Primer

<220>
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€cgggcgggg
c€cggcggcge
gacgcegtgt
ctcaaaaagg
gatgaagtga
gcgcegggcec
ctaagcecgg
tcegeggtgg
aacctctaca
gccatcatge
acccacgcecg
gagatgagcg
gtgcagggcg
gtgaaagcgg
accgaggtgg
cceggetgtg
atcgtcaacg
agcctgttga
aaatacccgce
gagttctttc
ggcgaactgg
caggcgaaag
ggcggttcca
gagatcccgce
aatattcggg
caggcgaatt
cgataatgaa
gattgctcat
ttggtcagtg
cggececggtgt
cctgttttga
gcgecgecge
agcatatcgt
cgcatccaca
tgatggcgat

tgggggttgg
agtatgccga
ggtggctcaa
acgacggcgt
cgctgctgga
aggtggtgcg
aagagaccca
tgctcaagac
ttagcggcga
aggcgatgag
gcggecatgcect
cgatatacat
ggatggccgg
atcgtctgca
tggtgggcgg
cggcgcecgcet.,
cggaggggca
ttaaaaccga
tggccaaagt
gggaagccct
tgccgatcga
agaaagtgtt
ttcgcecgatat
agcttatcac
gaacagaagg
aaacgggcgce
ccagacttct
tttcttecgge
ggagatcagt
ctccggegeg
acgccgcaag
gctggtgtat
gcgecggcact
tatcactttt
gatcatggcc

10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12145
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<223s Primer

<400> 3
tggtcgagga tecactteac tit 23

<210> 4
<211> 51

<212> DNA
<213> kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<220>
<223> primer

<400> 4
aaagtgaagt ggatccicga ccaattggat ggtggegeag tagcaaacaa t 51

<210>5

<211> 283

<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 5
ggatcacege cgcagaaact acg 23

<210> 6

<211> 25

<212> DNA

<213> kanstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstiichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 6
cigtcageeq ttaagtgtte ctgtg 25

<210>7

<211> 23

<212> DNA

<213> . kanstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer
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<400>7
cagticaacc tgtigatagt acg 23

<210> 8
<211> 20

<212> DNA
<213> kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 8
atgagtcaaa catcaacctt 20

<210>9

<211> 20

<212> DNA

<213> kunstiiche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 9
atggagaaaa aaatcactgg 20

<210> 10

<211>20

<212>DNA

<213> kunstiiche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 10
ttacgecceg cectgecact 20

<210> 11

<211> 20

<212>DNA

<213> kanstiiche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kanstlichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 11
tcagaggatg tgcacctgca 20
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<210> 12

<211> 26

<212> DNA

<213> kunstiiche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstiichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 12
cgagcatgece geatttggea ctacte 26

<210> 13

<211> 29

<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 13
gegtctagag taggttatte ceactettg 29

<210> 14

<211> 26

<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 14
gaagtcgacc getgegectt atccgg 26

<210> 15

<211>28

<212> DNA

<213> kunstiiche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 15
cgegtegacg tttacaattt caggtgge 28

<210> 16
<211>23
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<212> DNA
<213> kunstiche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 16
gcagcatgct ggactggtag tag 23

<210> 17

<211> 27

<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 17
cagtictagag ttattggcaa acctacc 27

<210> 18
<211>25
<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstiichen Sequenz: Primer

<220>
<223s> Primer

<400> 18
gatgcatgee cagggeggag acgge 25

<210> 19

<211> 29

<212> DNA

<213> kunstiiche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 19
ctaacgattg ticictagag aaaatgice 29

<210> 20

<211> 30

<212> DNA

<213> . kinstiiche Sequenz
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<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Primer

<220>
<2235 Primer

<400> 20
cacgcatgca gttcaacctg tigatagtac 30

<210> 21

<211> 28

<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 21
gegtctagat cctittaaat taaaaatg 28

<210> 22

<211> 51

<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 22
gegeggatee aggagtetag aattatggga ttgactacta aaccictate t 51

<210> 23

<211> 36

<212> DNA

<213> kinstiiche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der ktnstlichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 23
gatacgceey ggttaccatt tcaacagate gtectt 36

<210> 24

<211> 34

<212> DNA

<213> kanstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Primer
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<220>
<223> Primer

<400> 24
ttgataatat aaccatgget getgetgetg atag 34

<210> 25

<211> 39

<212> DNA

<213> kiunstiiche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Primer

<220>
<223 Primer

<400> 25
gtatgatatg ttatctigga tccaataaat ctaatctic 39

<210> 26

<211>24

<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

<220>
«<223> Beschreibung der kunstiichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 26
catgactagt aaggaggaca attc 24

<210> 27

<211>24

<212>DNA

<213> kinstiiche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 27
catggaattg tcctecttac tagt 24

<210> 28

<211>19

<212> DNA

<213> kunstiiche Sequenz

<220>
<2235 Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer
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<400> 28
ctagtaagga ggacaattc 19

<210> 29
<211> 19

<212> DNA
<213> kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstiichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 29
catggaattg tectectta 19

<210> 30

<211> 15

<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

<220>
«223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 30
gatccaggaa acaga 15

<210> 31

<211> 15

<212> DNA

<218> kanstiiche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 31
ctagtctott tectg 15

<210> 32

<211> 94

<212> DNA
<213> kiunstiiche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Terminatorsequenz

<220>
<2235 + Terminatorsequenz

<400> 32
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agcttaggag tctagaatat tgagctcgaa ttccegggeca tgcggtaccg gatccagaaa 60
aaagcccgca cctgacagtg cgggettttt tttt 94

<210> 33
<211> 37

<212> DNA
<213> konstiche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstiichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 33
ggaattcaga tetcagcaat gagegagaaa accatge 37

<210> 34

<211> 27

<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstichen Sequenz; Primer

<220>
<223> Primer

<400> 34
getctagatt agettecttt acgeage 27

<210> 35
<211>33

<212> DNA
«213s kinstiiche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 35
ggccaagcett aaggaggtta attaaatgaa aag 33

<210> 36

<211> 26

<212> DNA

<213> konstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kGnstiichen Sequenz: Primer

<220>
<223, Primer

<400> 36
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gctctagatt attcaatggt gteggg 26

<210> 37

<«211> 42

<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstiichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Piimer

<400> 37
gegeegtcta gaattatgag ctategtatg ttigaitatc tg 42

<210> 38

<211> 36

<212> DNA

<213> kunstiche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 38
tetgatacgg gatectcaga atgectggeg gaaaat 36

<210> 39

<211> 18

<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Linker

<220>
<223> Linker

<400> 39
tcgacgaatt caggagga 18

<210> 40

<211>18

<212> DNA

<213> kanstiiche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Linker

<220>
<223> Linker

<400> 40
ctagtcctee tgaaticg 18
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<210> 41
<211> 4549
<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

<220>
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<223> Beschreibung der kunstiichen Sequenz: pCL1920

<220>
<223> Plasmid

<400> 41

agctcgtcag
attgtactqga
taccgcatca
cgggcctctt
tgggtaacgce
ctcggtaccce
gtcatagctg
cggaagcata
gttgcgctca
cggccaacge
ctgggtgcat
aaaatcagag
cgccataaaa
tgcatgaatc
gagcgcagcg
caaaaggaat
tttaaggtct
gaactgacta
attctttctt
gtctagcgga
agaatttaca
atctcaattg
ttgttttcaa
agctaatttt
aacggacggt
atgcttatgg
ggaatccttt
gcgaaaaatt
aattcataaa
tttatgagtg
ttagccttga
ggcttaacca
aattggtggt
atagacaaat
aaataccaac
acgatgcecttt
tgcaaagtaa
cactagagaa
atcagtgaag
aagggaaaac
cttttacgag
gatgaacagce

cgggtgttgg
gagtgcacca
ggcgcecattce
cgctattacg
cagggttttc
ggggatcctc
tttcctgtgt
aagtgtaaag
ctgececgett
gaattcccga
tagccagtct
ggcaggaact
cgccctgaga
cataaaaggc
aactgaatgt
attcagcgat
gttttgtaga
aagtagtgag
tattctataa
atttacaqgag
gatacccaca
gtatagtgat
agcaaatgaa
atgctgtgtg
atcgttcact
tgtattagct
ggttaaaggc
agaattagtt
atataatctg
gttattaaaa
tgaatttaag
atgggttttg
tgataagcga
ggatctcgta
aaccattaca
aactgcaaaa
gtatgatctc
catactggcet
catcaagact
tgtccatatg
tttttggtge
atgtaacacc

cgggtgtcgg
tatgeggtat
gccattcagg
ccagcectggeg
ccagtcacga
tagagtcgac
gaaattgtta
cctggggtge
tccagtcggg
cagtaagacg
gaatgacctg
gctgaacagce
agcccgtgac
gcctgtagtg
cacgaaaaag
ttgccegage
ggagcaaaca
ttatacacag
attataacca
ggtctagcag
actcaaagga
taaaatcacc
ctagcgatta
gcactactca
tataaccaat
aaagcaacca
tttgagattt
tttagtgaag
gaacatgtta
gaactaacac
ttcatgttaa
aaaccaataa
ggccgeccga
accgaacttg
tcagattcct
attcagctca
aatggttcgt
aaatacggaa
aacaaacaaa
cacagatgaa
attcaaagct
taatagaaca

ggctggetta
gaaataccgc
ctgcgcaact
aaagggggat
cgttgtaaaa
ctgcaggcat
tcecgetcaca
ctaatgagtg
aaacctgtcg
ggtaagcctg
tcacgggata
aaaaagtcag
gggcttttct
ccatttaccc
acagcgactc
ttgcgagggt
gcgtttgega
ggctgggatc
cttgaatata
aatttacaag
aaaggactag
tagaccaatt
gtcgctatga
accccacgat
acgctcagat
gagagctgat
tccagtggac
agatattgcc
agtcttttga
aaaagaaaac
tgcttgaaaa
gtaaagattt
ctgatacgtt
agaacaacca
acctacataa
ccagttttga
tctcatggct
ggatctgagg
agtagaacaa
aacggtgtaa
gttcaccatg
ggtgaaacca

actatgcggce
acagatgcgt
gttgggaagg
gtgctgcaag
cgacggccag
gcaagcttgg
attccacaca
agctaactca
tgccagetge
ttgatgatac
atccgaagtg
atagcaccac
tgtattatgg
ccattcactg
aggtgcctga
gctacttaag
catccttttg
tattcttttt
aacaaaaaaa
ttttccagca
taattatcat
gagatgtatg
cttaacggag
tgaaaaccct
gatgaacatc
gacgagaact
aaactatgcce
ttatcttttc
aaacaaatac
tcacaaggca
taactaccat
aaacacttac
gattttccaa
gataaaaatg
cggactaaga
ggcaaaattt
cacgcaaaaa
ttcttatggce
ctgttcaccg
aaaagataga
aacagatcga
gtaaaacaaa
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atcagagcag
aaggagaaaa
gcgatcggtg
gcgattaagt
tgaattcgag
cgtaatcatg
acatacgagce
cattaattgc
attaatgaat
cgctgectta
gtcagactgg
atagcagacc
gtagtttcct
ccagagccgt
tggtcggaga
cctttagggt
taatactgcg
atcttttttt
acacacaaag
aaggtctage
tgactagcce
tctgaattag
catgaaacca
acaaggaaag
agtagggaaa
gtggaaatca
aagttctcaa
cagttaaaaa
tctatgagga
aatatagaga
gagtttaaaa
agcaatatga
gttgaactag
aatggtgaca
aaaacactac
ttgagtgaca
caacgaacca
tcttgtatcet
ttacatatca
tacatcagag
caatgtaaca
gcaactagaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520



catgaaattg
aaacaggcga
cccgtgggga
ctgaagcegg
gcagcaaaac
gtaacatcaa
cgaaatccag
acagaagctg
catccggggt
gccagggeag
gacgatgegt
cttcgetget
cccagtggac
gcaactggtc
tggcttgtta
cgcgttacge
gcagtcgccc
ctcaactatc
tacatttgta
tggttacggt
tggaaacttc
ttgtgcacga
aatggcagcg
tggctatctt
aggaactctt
cgctatggaa
ccegeatttg
gggcaatgga
atcttggaca
actacgtgaa
gccgacgeeg
ctcacagceca
cctacacaaa
ggcgaagtaa

<210> 42
<211> 199
<212> DNA
<213>.

<220>

aacacctgag
tgetgettat
aaaaatcatg
atctgcgatt
ccgtgggaat
ggcccgatece
atccttgacc
ggcgaacaaa
cagcaccacc
atccgtgcac
ggagaccgaa
gcccaaggtt
ataagcctgt
cagaaccttg
tgactgtttt
cgtgggtcga
taaaacaaag
agaggtagtt
cggctccgcea
gaccgtaagg
ggcttcccct
cgacatcatt
caatgacatt
gctgacaaaa
tgatccggtt
ctcgecegece
gtacagcgca
gcgectgecg
agaagaagat
aggcgagatc
cttcgeggeg
aactatcagg
ttgggagata
tcgecaacatce
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acaacttgtt
cgaatcaaag
gcaattctgg
ctgataacaa
taattcccct
ttggagccct
cgcagttgcea
cgatgctcge
ggcaagcgcec
agcaccttgc
accttgeget
gccgggtgac
tcggttcgta
accgaacgca
tttggggtac
tgtttgatgt
ttaaacatca
ggegtcateg
gtggatggcg
cttgatgaaa
ggagagagcg
ccgtggegtt
cttgcaggta
gcaagagaac
cctgaacagg
gactgggctg
gtaaccggca
gcccagtatce
cgcttggect
accaaggtag
cggcttaact
tcaagtctgce
tatcatgaaa
cgcattaaaa

acagctcaac
ctgccgacaa
aagaaatagc
actagcaaca
gctecgegceag
tgeecteceg
aacccteact
cttccagaaa
gcgacggceeg
cgtagaagaa
cgttcgecag
gcacaccgtg
agctgtaatg
gcggtggtaa
agtctatgec
tatggagcag
tgagggaagc
agcgccatcet
gcctgaagcece
caacgcggcg
agattctccg
atccagctaa
tcttecgagece
atagcgttge
atctatttga
gcgatgagceg
aaatcgegcece
agccegtcat
cgcgegcaga
tcggcaaata
caagcgttag
ttttattatt
ggetggettt
tctagecgagg

agtcacacat
cacgggagcce
gctttcagee
ccagaacagce
gctgggtgee
cacgatgatc
gatccgeatg
accgaggatg
aggtcttccg
cagcaaggcc
ccaggacaga
gaaacggatg
caagtagcgt
cggcgeagtg
tcgggcatcece
Caacgatgtt
ggtgatcgcc
cgaaccgacg
acacagtgat
agctttgatc
cgctgtagaa
gcgcgaactg
agccacgatce
cttggtaggt
ggcgctaaat
aaatgtagtg
gaaggatgtc
acttgaagct
tcagttggaa
atgtctaaca
atgcactaag
tttaagegtg
ttcttgttat
gctttacta

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Glucose-lsomerase-Promotor

<220>

<223> Promotor

<400> 42

agacagectg
agtgacgect
ggcaaaccgg
ccgtttgegg
aagctctcgg
gtgccgtgat
ccecgttecat
cgaaccactt
atctcctgaa
gccaatgcect
aatgectcga
aaggcacgaa
atgcgctcac
gcggttttca
aagcagcaag
acgcagcagg
gaagtatcga
ttgctggeceg
attgatttgce
aacgaccttt
gtcaccattg
caatttggag
gacattgatc
ccagcggegg
gaaaccttaa
cttacgttgt
gctgccgact
agacaggctt
gaatttgtcc
attcgttcaa
cacataattg
cataataagc
cgcaatagtt

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4549

gaattcacta gtcgatctgt getgtttgec acggtatgeca gcaccagcge gagattatgg 60
gctegeacge tcgactgtcg gacgggggeca ctggaacgag aagtcaggcg agccgtcacg 120

ccettgacaa
cccggaggta

<210> 43
<211> 21
<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

<220>
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tgccacatcce tgagcaaata attcaaccac taaacaaatc aaccgegttt 180
accaagctt

199
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<223> Beschreibung der kanstichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 43
gacgcaacag tattccgteg © 21

<210> 44

<211> 42

<212> DNA

<213> kinstiiche Sequenz

<220> ]
<2235 Beschreibung der kinstiichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 44
atgagctate gtatgticcg ccaggeatic tgagtgttaa cg 42

<210> 45

<211 33

<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 45
geetggegga acatacgata getcataata tac 33

<210> 46
<211> 21

<212> DNA
<213> kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kanstlichen Sequenz: Primer

<220>
<2235 Primer

<400> 46
cggggegetg ggecagtact g 21

<210> 47

<211>28

<212> DNA

<213> kanstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Primer
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<220>
<2283> Primer

<220>
<223s Primer

<400> 47
tcaaaccegg tggttteteg cgaccgag 28

<210> 48

<211> 28

<212> DNA

<213 kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 48
ctcagecgga tatcgacgge gegetagt 28

<210> 49

<211> 60

<212> DNA

<213> kanstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstiichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 48
accagcgege cgtcgatatc cggetgagta ctcaacacct gecagefctt tacgeaggtt 60

<210> 50

<211> 28

<212> DNA

<213> kanstiche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Primer

<220>
<2235 Primer

<400> 50
cagcatgcect gcgaaccaca ggectate 28

<210> 51

<211> 28

<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Primer

64/82

2007.05.16



<220>
<223> Primer

<4005 51

atgaacaagt ggggegtagg gttaacat

<210> 52
<211> 28
<212> DNA

<218> kunstliche Sequenz

<220>
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28

<223> Beschreibung der kanstlichen Sequenz: Primer

<220>
<223> Primer

<400> 52

ttaattactt gatttattgt cggcttta

<210> 53
<211> 1380
<212> DNA

28

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 53

ctttaatttt
acaccccccce
agattaaact
tctttgaagg
actactattg
atagtacaaa
aatactagac
gctaatccag
catcaatttt
gctatctcct
tacatcactg
gaagtcgctc
agaggcgagg
ttccacgtta
gttgttgcct
gccatccaaa
tctagagaag
gctggtggta
gaatgtgaaa
gttcacgaat
taccaaatcg
gatctacatg
ttcgaggctce

<210> 54
<211> 391
<212> PRT

cttttatett
cctccacaaa
taacttccgg
ctgeccgaaaa
ccaaggtggt
tgtgggtgtt
atcaaaacgt
acttgattga
tgccecegtat
gtctaaaggg
aggaactagg
aagaacactg
gcaaggacgt
gtgtcatcga
taggttgtgg
gagtcggttt
aaacatacta
gaaacgtcaa
aggagttgtt
ggttggaaac
tttacaacaa
aagattagat
ttctatatca

actctectac
cacaaatatt
ccacttgaat
gcctttcaag
tgccgaaaat
cgaagaagag
gaaatacttg
ttcagtcaag
ctgtagccaa
ttttgaagtt
tattcaatgt
gtctgaaaca
cgaccataag
agatgttgct
tttcgtcgaa
gggtgagatc
ccaagagtct
ggttgctagg
gaatggccaa
atgtggctct
ctacccaatg
ttattggaga
tattcataaa

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 54

ataagacatce
gataatataa
gctggtagaa
gttactgtga
tgtaagggat
atcaatggtg
cctggcatca
gatgtcgaca
ttgaaaggtce
ggtgctaaag
ggtgctctat
acagttgcett
gttctaaagg
ggtatctcca
ggtctaggct
atcagattcg
gctggtattg
ctaatggcta
tcecgetcaag
gtcgaagact
aagaacctgc
aagataacat
ttagcattat
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aagaaacaat
agatgtctge
agagaagttc
ttggatctgg
acccagaagt
aaaaattgac
ctctaccega
tcatcegtttt
atgttgattc
gtgtccaatt
ctggtgctaa
accacattcc
ccttgttceca
tctgtggtge
ggggtaacaa
gtcaaatgtt
ctgatttgat
cttctggtaa
gtttaattac
tcccattatt
cggacatgat
atcatacttc
gtcatttctc

tgtatattgt
tgctgctgat
ctcttctgtt
taactggggt
tttcgcecteca
tgaaatcata
caatttggtt
caacattcca
acacgtcaga
gctatcctct
cattgccacc
aaaggatttc
cagaccttac
tttgaagaac
cgcttctgcet
tttcccagaa
caccacctgc
ggacgcctgg
ctgcaaagaa
tgaagccgta
tgaagaatta
ccccactttt
ataactactt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
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Met Ser Ala Ala Ala Asp Arg Leu Asn Leu Thr Ser Gly His Leu Asn
1 5 10 15

Ala Gly Arg Lys Arg Ser Ser Ser Ser Val Ser Leu Lys Ala Ala Glu
20 25 30

Lys Pro Phe Lys Val Thr Val Ile Gly Ser Gly Asn Trp Gly Thr Thr
35 40 45

Ile Ala Lys Val Val Ala Glu Asn Cys Lys Gly Tyr Pro Glu Val Phe
50 55 60

Ala Pro Ile Val Gln Met Trp Val Phe Glu Glu Glu Ile Asn Gly Glu
65 70 75 80

Lys Leu Thr Glu Ile Ile Asn Thr Arg His Gln Asn Val Lys Tyr Leu
: 85 90 85

Pro Gly Ile Thr Leu Pro Asp Asn Leu Val Ala Asn Pro Asp Leu Ile
100 105 110

Asp Ser Val Lys Asp Val Asp Ile Ile Val Phe Asn Ile Pro His Gln
115 120 125
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Phe
Val
145

val

Gly

Trp

Glu

Pro

225

Cys

Gly

Leu

Glu

Thr

305

Ser

Ser

Thr

Ile

Glu
385

<210> 55
<211> 753
<212> DNA

Leu
130
Arg
Gln
Ala

Ser

Gly
210
Tyr
Gly
Leu

Gly

Glu
290

Cys

Gly

Ala

Cys

Val

370

Leu

Pro

Ala

Leu

Leu

Glu

195

Lys

Phe

Ala

Gly

Glu

275

Thr

Ala

Lys

Gln

Gly

355

Tyr

Asp

Arg

Ile

Leu

Ser

180

Thr

Asp

His

Leu

Trp

260

Ile

Tyr

Gly

Asp

Gly

340

Ser

Asn

Leu
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Ile Cys Ser Gln Leu Lys Gly His

Ser
Ser
165
Gly
Thr
Val
Val
Lys
245
Gly
Ile
Tyr
Gly
Ala
325
Leu
Val

Asn

His

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 55

Cys

150

Ser

Ala

vVal

Asp

Ser

230

Asn

Asn

Arg

Gln

Arg

310

Trp

Ile

Glu

Tyr

Glu
390

135

Leu

Tyr

Asn

Ala

His

2135

val

vVal

Asn

Phe

Glu

295

Asn

Glu

Thr

Asp

.Pro

375

Asp

Lys

Ile

Ile

Tyr

200

Lys

Ile

Val

Ala

Gly

280

Ser

Val

Cys

Cys

Phe

360

Met

Gly Phe

Thr Glu
170

Ala Thr
185

His Ile

Val Leu

Glu Asp

Ala Leu

250

Ser Ala
265

Gln Met
Ala Gly
Lys Val
Glu Llys

330

Lys Glu
345

Pro Leu

Lys Asn
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Glu
155
Glu
Glu
Pro
Lys
Val
235
Gly
Ala
Phe
Val
Ala
315
Glu
val

Phe

Leu

140

val

Leu

val

Lys

Ala

220

Ala

Cys

Ile

Phe

Ala

300

Arg

Leu

His

Glu

Pro
380

Val Asp

Gly

Gly

Ala

Asp

205

Leu

Gly

Gly

Gln

Pro

285

Asp

Leu

Leu

Glu

Ala

365

Asp

Ala

Ile

Gln

190

Phe

Phe

Ile

Phe

Arg

270

Glu

Leu

Met

Asn

Trp

350

Val

Met

Ser

Lys

Gln

175

Glu

Arg

His

Ser

Val

255

Val

Ser

Ile

Ala

Gly

335

Leu

Ile

His

Gly

160

Cys

His

Gly

Arg

Ile

240

Glu

Gly

Arg

Thr

Thr

320

Gln

Glu

Gln

Glu
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atgggattga ctactaaacc tctatctttg aaagttaacg ccgectttgtt cgacgtcgac 60
ggtaccatta tcatctctca accagccatt gctgeattct ggagggattt cggtaaggac 120
aaaccttatt tcgatgetga acacgttatc caagtctcge atggttggag aacgtttgat 180
gccattgcta agttcgctcc agactttgec aatgaagagt atgttaacaa attagaaget 240
gaaattccgg tcaagtacgg tgasaaatcc attgaagtcc caggtgcagt taagctgtge 300
aacgctttga acgctctace aaaagagaaa tgggctgtgg caactteccgg tacccgtgat 360
atggcacaaa aatggttcga gcatctggga atcaggagac caaagtactt cattaccget 420
aatgatgtca aacagggtaa gcctcatcca gaaccatatc tgaagggcag gaatggectta 480
ggatatccga tcaatgagca agacccttcc aaatctaagg tagtagtatt tgaagacget 540
ccagcaggta ttgccgcegg aaaagecgec ggttgtaaga tcattggtat tgecactact 600
ttcgacttgg acttcctaaa ggaaaaaggc tgtgacatca ttgtcaaasaa ccacgaatcc 660
atcagagttg gcggctacaa tgccgaaaca gacgaagttg aattcatttt tgacgactac 720
ttatatgcta aggacgatct gttgaaatgg taa 753
<210> 56
<211> 250
<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 56
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Met Gly Leu Thr Thr Lys Pro Leu Ser Leu Lys Val Asn Ala Ala Leu
1 5 10 15

Phe Asp Val Asp Gly Thr Ile Ile Ile Ser Gln Pro Ala Ile Ala Ala
20 25 30

Phe Trp Arg Asp Phe Gly Lys Asp Lys Pro Tyr Phe Asp Ala Glu His
35 40 45

Val Ile Gln Val Ser His Gly Trp Arg Thr Phe Asp Ala Ile Ala Lys
50 55 60

Phe Ala Pro Asp Phe Ala Asn Glu Glu Tyr Val Asn Lys Leu Glu Ala
65 70 75 80

Glu Ile Pro Val Lys Tyr Gly Glu Lys Ser Ile Glu Val Pro Gly Ala
85 20 S5

Val Lys Leu Cys Asn Ala Leu Asn Ala Leu Pro Lys Glu Lys Trp Ala
100 105 110

val Ala Thr Ser Gly Thr Arg Asp Met Ala Gln Lys Trp Phe Glu His
115 120 125

Leu Gly Ile Arg Arg Pro Lys Tyr Phe Ile Thr Ala Asn Asp Val Lys
130 135 140

Gln Gly Lys Pro His Pro Glu Pro Tyr Leu Lys Gly Arg Asn Gly Leu
145 150 155 160

Gly Tyr Pro Ile Asn Glu Gln Asp Pro Ser Lys Ser Lys Val Val Vval
165 170 175

Phe Glu Asp Ala Pro Ala Gly Ile Ala Ala Gly Lys Ala Ala Gly Cys
180 185 190

Lys Ile Ile Gly Ile Ala Thr Thr Phe Asp Leu Asp Phe Leu Lys Glu
195 200 205

Lys Gly Cys Asp Ile Ile Val Lys Asn His Glu Ser Ile Arg Val Gly
210 215 220

Gly Tyr Asn Ala Glu Thr Asp Glu Val Glu Phe Ile Phe Asp Asp Tyr
225 230 235 240

Leu Tyr Ala Lys Asp Asp Leu Leu Lys Trp
245 250

<210> 57
<211> 387
<212> PRT
<213> E. coli

<400> 57
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Met
Gly
Leu
Gln
Ile

65
Val
Val
Asn
Ser
Glu
145
Gln
Pro
Val
Asp
Ile
225
Arg
Gly
Leu

Leu

Leu
305

Asn

Ala

Ile

Val

50

Glu

Arg

Leu

Ile

Ala

130

Ser

Ala

Val

Asp

Ala

210

Glu

Ala

Ala

Thr

Pro

290

Gln

Asn

Ile

Thr

35

Leu

Pro

Glu

Asp

Asp

115

Ile

Asn

Phe

Tyr.

Ala
195
Lys
Asp
Asn
Gly
Ala
275

Ala

Tyr

Phe

Ala

Tyr

Asp

Asn

Gln

Gly

100

Pro

Pro

Ala

His

Thr

180

Phe

Ile

Gly

Val

Val

260

Met

Leu

Ala

Asn
Gly
Gly
Ala
Pro
Lys

85
Thr
Trp
Met
Gly
Ser
165
Tyr
Val
Gln
Pro
Met
245
Pro
His
Trp

Glu

Leu

Leu

Gly

Leu

Ala

70

val

Lys

RHis

Gly

Ala

150

Ala

Thr

His

Asp

Lys

230

Trp

Gln

Gly

Asn

Arg
310

DE 600 29 971 T2 2007.05.16

His Thr Pro

Arg
Gly
Lys

55
Tyr
Thr
Phe
Ile
Cys
135
Val
His
Leu
Thr
Arg
215
Ala
Ala
Asp
Leu
Glu

295

Val

Glu

Ser

40

Gly

Glu

Phe

Ile

Leu

120

Val

Ile

Val

Pro

Val

200

Phe

Leu

Ala

Trp

Asp

280

Lys

Trp

Gln

25

val

Met

Thr

Leu

Ala

105

Gln

Leu

Ser

Gln

Pro

185

Glu

Ala

Lys

Thr

Ala

265

His

Arg

Asn

Thr Arg Ile Leu Phe

10

Ile
Lys
Asp
Leu
Leu

90
Ala
Thr
Thr
Arg
Pro
170
Arg
Gln
Glu
Glu
Gln
250
Thr
Ala

Asp

Ile

Pro
Lys
Val
Met

75
Ala
Ala
Cly
Leu
Lys
155
val
Gln
Tyr
Gly
Pro
235
Ala
His
Gln

Thr

Thr
315

His
Thr
Leu

60
Asn
Val
Ala
Gly
Pro
140
Thr
Phe
Val
val
Ile
220
Glu
Leu
Met
Thr
Lys

300

Glu
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Asp
Gly

45
Glu
Ala
Gly
Asn
Lys
125
Ala
Thr
Ala
Ala
Thr
205
Leu
Asn
Asn
Leu
Leu
285

Arg

Gly

Ala

30
Val
Phe
Val
Gly
Tyr
110
Glu
Thr
Gly
Val
Asn
190
Lys
Leu
Tyr
Gly
Gly
270
Ala

Ala

Ser

Gly

15
Arg
Leu
Gly
Lys
Gly

95
Pro
Ile
Gly
Asp
Leu
175
Gly
Pro
Thr
Asp
Leu
255
His
Ile

Lys

Asp

Lys

Val

Asp

Gly

Leu

80

Ser

Glu

Lys

Ser

Lys

160

Asp

Val

val

Leu

Val

240

Ile

Glu

Val

Leu

Asp
320



Glu Arg Ile

Leu Gly Val

Ile Pro Ala

Gly Glu Asn His Asp Ile Thr Leu
370
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Asp Ala Ala Ile Ala

325

340

355

Ala Ala Arg

385

<210> 568

<211> 1164
<212> DNA
<213> E. coli

<400> 58

atgaacaact
ggtttacgceq
gtgaaaaaaa
gaatttggcg
gttegcgaac
accaaattta
caaacgggceg
gcaaccggtt
caggcgttce
tacaccctge
gaacagtatg
ttgctgacge
cgcgeccaacqg
ccgcaggact
cacgcgcaaa
cgcgctaage
gagcgtattg
acccacctct
gaagagcacg
cgtatatacg

<210> 59
<211> 32
<212> DNA

ttaatctgca
aacaaattcc
ccggegttct
gtattgagcce
agaaagtgac
tcgeccgcage
gtaaagagat
cagaatccaa
attctgccca
cgccgegtea
ttaccaaacc
taatcgaaga
tcatgtgggc
gggcaacgca
cactggctat
tgctgcaata
acgccgegat
ccgactacgg
gcatgaccca
aagccgceceg

<213> kanstiiche Sequenz

<220>

Pro Thr His Leu Ser

Leu Leu Lys Lys Leu

Ala Thr
330

Asp Tyr
345

Glu Glu

360

375

caccccaace
tcacgatgct
cgatcaagtt
aaacccggcet
tttcectgetyg
ggctaactat
taaaagcgcce
cgcaggcegeyg
tgttcagceg
ggtggctaac
ggttgatgee
tggtccgaaa
ggcgactcag
tatgetggge
cgtcctgect
tgctgaacge
tgcegeaace
tctggacgge
actgggcgaa
ctaa

Asp Val

cgcattctgt
cgcgtattga
ctggatgece
tatgaaacge
gcggttggeg
ccggaaaata
atcccgatgg
gtgatctccc
gtatttgceg
ggcgtagtgg
aaaattcagg
gccctgaaag
gcgctgaacg
cacgaactga
gcactgtgga
gtctggaaca
cgcaatttct
agctccatece
aatcatgaca

<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Primer

<400> 59

geggtacegt tgctegacge teaggtttte gg

<210> 60
<211> 33
<212> DNA

32

Arg Asn Phe Phe Glu Gln
335
Gly Leu Asp Gly Ser Ser
350
His Gly Met Thr Gln Leu
365
Ser Arg Arg Ile Tyr Glu
380
ttggtaaagg cgcaatcget 60
ttacctacgg cggcggcage 120
tgaaaggcat ggacgtgctg 180
tgatgaacgc cgtgaaactg 240
gcggttctgt actggacgge 300
tcgatccgtg gcacattetg 360
gctgtgtgct gacgectgeca 420
gtaaaaccac aggcgacaag 480
tgctcgatce ggtttatace 540
acgcctttgt acacaccgtg 600
accgtttcgc agaaggcatt 660
agccagaaaa ctacgatgtg 720
gtttgattgg cgectggegta 780
ctgcgatgca cggtctggat 840
atgaaaaacg cgataccaag 900
tcactgaagg ttccgatgat 960
ttgagcaatt aggcgtgceg 1020
cggetttget gaaaaaactg 1080
ttacgttgga tgtcageege 1140
1164
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<213> kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstiichen Sequenz: Primer

<400> 60
gcgagetega cgettgecct gatcgagtit tge 33

<210> 61

<211> 33

<212> DNA

<213> kunstiiche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstiichen Sequenz: Primer

<400> 61
gegagetcga cgettgecct gategagttt tge 33

<210> 62

<211> 20

<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstiichen Sequenz: Primer

<400> 62
cagctggceaa ttecggttcg 20

<210> 63

<211> 30

<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Primer

<400> 63
cccagcetgge aatteeggtt cgettgetgt 30

<210> 64

<211> 30

<212> DNA

<213> kanstliche Sequenz

<220>
<2235 Beschreibung der kinstichen Sequenz: Primer

<400> 64
ggcgacecga cgetecagac ggaagetggt 30

<210> 65

<211> 30

<212> DNA

<218> kanstiiche Sequenz

<220>
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<223> Beschreibung der kinstichen Sequenz. Primer
<400> 85 cegeazgatt cacggatpca ioglgazggg 30

<210 66
«211> 27

«212> DNA
«213> kinstiiche Sequenz

<220>
<2235 Beschreibung der kiinsfichen Sequenz; Primer

<400> 68
ogecitctty acgaghictg ageggaa 27

<210> 87

<2115 30

<212> DNA

<213> kinstiche Ssquenz

«220>
<223> Beschreibung der kinstichen Sequenz: Primer

<400> 87
ggaaticate aacaacitta atctgeacac 30

«2%10> 68

<211> 30

<212> DNA

<213> kinstiche Sequenz

<220>
<223> Beschieibung der kanstichen Seguenz. Primer

<400 €8
gittgaggeg laaanagolt agogugogue 30

Patentanspriiche

1. Rekombinanter Mikroorganismus, verwendbar fur die Herstellung von 1,3-Propandiol, umfassend:
(a) mindestens ein Gen, codierend ein Polypeptid mit einer Dehydratase-Aktivitat;
(b) mindestens ein Gen, codierend einen Dehydratase-Reaktivierungsfaktor; und
(c) mindestens ein exogenes Gen, codierend eine nicht-spezifische katalytische Aktivitat, 3-Hydroxypropional-
dehyd in 1,3-Propandiol umzuwandeln, wobei das mindestens eine exogene Gen eine Nucleinsdure, codie-
rend ein Polypeptid aus mindestens 387 Aminosauren mit mindestens 80% Homologie mit der Aminosaurese-
quenz von SEQ ID NO:57, umfalt;
wobei kein funktionelles dhaT-Gen, codierend eine 1,3-Propandiol-Oxidoreductase-Aktivitat, in dem rekombi-
nanten Mikroorganismus vorhanden ist, und der Mikroorganismus aus der Gruppe, bestehend aus Citrobacter,
Enterobacter, Clostridium, Klebsiella, Aerobacter, Lactobacillus, Aspergillus, Saccharomyces, Schizosaccha-
romyces, Zygosaccharomyces, Pichia, Kluyveromyces, Candida, Hansenula, Debaryomyces, Mucor, Torulop-
sis, Methylobacter, Salmonella, Bacillus, Aerobacter, Streptomyces und Pseudomonas, ausgewahlt ist.

2. Rekombinanter Mikroorganismus nach Anspruch 1, wobei das mindestens eine exogene Gen ein Poly-
peptid mit der Sequenz von SEQ ID NO:57 codiert.

3. Rekombinanter Mikroorganismus nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, weiterhin umfassend:
(a) mindestens ein Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase-Aktivitat; und
(b) mindestens ein Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-Phosphatase-Aktivitat.

4. Rekombinanter Mikroorganismus nach einem der Ansprtiche 1, 2 oder 3, wobei der Dehydratase-Reak-
tivierungsfaktor durch orfX und orfZ, isoliert aus einem dha-Regulon, codiert wird.

5. Rekombinanter Mikroorganismus nach Anspruch 4, wobei orfX und orfZ unabhangig aus Klebsiella sp.,
Citrobacter sp. oder Clostridium sp. isoliert sind.

6. Rekombinanter Mikroorganismus nach Anspruch 3, weiterhin umfassend eine Gruppe von endogenen
Genen, jeweils mit einer das Gen inaktivierenden Mutation, wobei die Gruppe aus:
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(a) einem ersten Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-Kinase-Aktivitat;

(b) einem zweiten Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-Dehydrogenase-Aktivitat; und
(c) einem dritten Gen, codierend ein Polypeptid mit Triosephosphat-lsomerase-Aktivitat,
besteht.

7. Rekombinanter Mikroorganismus nach den Anspriichen 3 oder 6, wobei der rekombinante Mikroorga-
nismus eine Kohlenstoffquelle, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus Monosacchariden, Oligosacchari-
den, Polysacchariden und ein-Kohlenstoff-Substraten, in 1,3-Propandiol umwandelt.

8. Rekombinanter Mikroorganismus nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, wobei der rekombinante Mikroor-
ganismus eine Kohlenstoffquelle, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus Glycerol und Dihydroxyaceton,
in 1,3-Propandiol umwandelt.

9. Rekombinanter Mikroorganismus nach den Anspriichen 3 oder 6, wobei das Gen, codierend ein Poly-
peptid mit Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase-Aktivitat, aus der Gruppe, bestehend aus GPD1, GPD2,
GPD3, DAR1, gpsA, GUT2, glpD und glpABC, ausgewahlt ist.

10. Rekombinanter Mikroorganismus nach den Anspriichen 3 oder 6, wobei das Gen, codierend ein Poly-
peptid mit Glycerol-3-Phosphatase-Aktivitat, aus der Gruppe, bestehend aus GPP1 und GPP2, ausgewahlt ist.

11. Rekombinanter Mikroorganismus nach einem der Anspruche 1, 2, 3 oder 6, wobei das Gen, codierend
ein Polypeptid mit einer Dehydratase-Aktivitat, aus der Gruppe, bestehend aus einer Glycerol-Dehydratase
und einer Diol-Dehydratase, ausgewahlt ist.

12. Rekombinanter Mikroorganismus nach einem der Anspriche 1, 2, 3 und 6, wobei das Gen, codierend
ein Polypeptid mit einer Dehydratase-Aktivitat, aus Klebsiella sp., Citrobacter sp. oder Clostridium sp., isoliert
ist.

13. Rekombinante E. coli, umfassend:
(a) eine Gruppe von exogenen Genen, bestehend aus:
(i) mindestens einem Gen, codierend ein Polypeptid mit einer Dehydratase-Aktivitat;
(i) mindestens einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase-Aktivitat;
(iii) mindestens einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-Phosphatase-Aktivitat; und
(iv) mindestens einem Gen, codierend einen Dehydratase- Reaktivierungsfaktor; und
(b) mindestens ein endogenes Gen, codierend eine nicht-spezifische katalytische Aktivitat, 3-Hydroxypropio-
naldehyd in 1,3-Propandiol umzuwandeln, wobei das mindestens eine endogene Gen eine Nucleinsdure, co-
dierend ein Polypeptid aus mindestens 387 Aminosauren mit mindestens 80% Homologie mit der Aminos&u-
resequenz von SEQ ID NO:57, umfalit;
wobei kein funktionelles dhaT-Gen, codierend eine 1,3-Propandiol-Oxidoreductase-Aktivitat, in der rekombi-
nanten E. coli vorhanden ist.

14. Rekombinante E. coli nach Anspruch 13, wobei das mindestens eine endogene Gen ein Polypeptid mit
der Sequenz von SEQ ID NO:57 codiert.

15. Rekombinante E. coli, umfassend:
(a) eine Gruppe von exogenen Genen, bestehend aus
(i) mindestens einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase-Aktivitat;
(i) mindestens einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-Phosphatase-Aktivitat; und
(iif) mindestens einer Untergruppe von Genen, codierend die Genprodukte von dhaR, orfY, orfX, orfW, dhaB1,
dhaB2, dhaB3 und orfZ, und
(b) mindestens ein endogenes Gen, codierend eine nicht-spezifische katalytische Aktivitat, 3-Hydroxypropio-
naldehyd in 1,3-Propandiol umzuwandeln, wobei das mindestens eine endogene Gen eine Nucleinsdure, co-
dierend ein Polypeptid aus mindestens 387 Aminosauren mit mindestens 80% Homologie mit der Aminos&u-
resequenz von SEQ ID NO:57, umfalit;
wobei kein funktionelles dhaT-Gen, codierend eine 1,3-Propandiol-Oxidoreductase-Aktivitat, in der rekombi-
nanten E. coli vorhanden ist.

16. Rekombinante E. coli nach Anspruch 15, wobei das mindestens eine endogene Gen ein Polypeptid mit
der Sequenz von SEQ ID NO:57 codiert.
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17. Rekombinante E. coli nach Anspruch 16, weiterhin umfassend eine Gruppe von endogenen Genen,
wobei jedes Gen eine das Gen inaktivierende Mutation aufweist, wobei die Gruppe aus:
(a) einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-Kinase-Aktivitat;
(b) einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-Dehydrogenase-Aktivitat; und
(c) einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Triosephosphat-lsomerase-Aktivitat, besteht.

18. Verfahren fir die Bioproduktion von 1,3-Propandiol, umfassend:
(a) Inkontaktbringen der rekombinanten E. coli nach entweder Anspruch 16 oder Anspruch 17 unter geeigne-
ten Bedingungen mit mindestens einer Kohlenstoffquelle, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus Mono-
sacchariden, Oligosacchariden, Polysacchariden und ein-Kohlenstoff-Substraten, wodurch 1,3-Propandiol er-
zeugt wird; und
(b) gegebenenfalls Gewinnen des 1,3-Propandiols, erzeugt in (a).

19. Verfahren fir die Bioproduktion von 1,3-Propandiol, umfassend:
(a) Inkontaktbringen der rekombinanten E. coli nach den Anspriichen 16 oder 17 oder der rekombinanten E.
coli nach den Anspriichen 16 oder 17, weiterhin umfassend:
(i) mindestens ein exogenes Gen, codierend ein Polypeptid mit Dehydratase-Aktivitat;
(i) mindestens ein exogenes Gen, codierend einen Dehydratase-Reaktivierungsfaktor;
(iif) mindestens ein endogenes Gen, codierend eine nichtspezifische katalytische Aktivitat, 3-Hydroxypropio-
naldehyd in 1,3-Propandiol umzuwandeln, wobei das mindestens eine endogene Gen, codierend eine
nichtspezifische katalytische Aktivitat, eine Nucleinsaure, codierend ein Polypeptid aus mindestens 387 Ami-
nosauren mit mindestens 80% Homologie mit der Aminosauresequenz von SEQ ID NO:57, umfalt;
mit mindestens einer Kohlenstoffquelle, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus Glycerol und Dihydroxy-
aceton, und
(b) gegebenenfalls Gewinnen des 1,3-Propandiols, erzeugt in (a).

20. Verfahren nach Anspruch 19, wobei das mindestens eine endogene Gen, codierend eine nichtspezifi-
sche katalytische Aktivitat, ein Polypeptid mit der Sequenz von SEQ ID NO:57 codiert.

21. Verfahren fir die Herstellung von 1,3-Propandiol, umfassend:
(a) Inkontaktbringen einer rekombinanten E. coli mit einer ersten Kohlenstoffquelle und mit einer zweiten Koh-
lenstoffquelle, wobei die rekombinante E. coli umfalfit:
(i) mindestens ein exogenes Gen, codierend ein Polypeptid mit einer Dehydratase-Aktivitat;
(i) mindestens ein exogenes Gen, codierend einen Dehydratase-Reaktivierungsfaktor;
(iii) mindestens ein endogenes Gen, codierend eine nichtspezifische katalytische Aktivitat, ausreichend, 3-Hy-
droxypropionaldehyd in 1,3-Propandiol umzuwandeln, wobei das mindestens eine endogene Gen, codierend
eine nichtspezifische katalytische Aktivitat, eine Nucleinsaure, codierend ein Polypeptid aus mindestens 387
Aminosauren mit mindestens 80% Homologie mit der Aminosauresequenz von SEQ ID NO:57, umfalit;
wobei kein funktionelles dhaT-Gen, codierend eine 1,3-Propandiol-Oxidoreductase-Aktivitat, in der rekombi-
nanten E. coli vorhanden ist und wobei die erste Kohlenstoffquelle aus der Gruppe, bestehend aus Glycerol
und Dihydroxyaceton, ausgewahlt ist und die zweite Kohlenstoffquelle aus der Gruppe, bestehend aus Mono-
sacchariden, Oligosacchariden, Polysacchariden und ein-Kohlenstoff-Substraten, ausgewahlt ist; und
(b) gegebenenfalls Gewinnen des 1,3-Propandiols, erzeugt in (a).

22. Verfahren nach Anspruch 21, wobei das mindestens eine endogene Gen, codierend eine nichtspezifi-
sche katalytische Aktivitat, ein Polypeptid mit der Sequenz von SEQ ID NO:57 codiert.

23. Verfahren nach Anspruch 22, wobei die rekombinante E. coli weiterhin umfasst:
(a) eine Gruppe von exogenen Genen, bestehend aus
(i) mindestens einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase-Aktivitat;
(i) mindestens einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-Phosphatase-Aktivitat; und
(iii) mindestens einer Untergruppe von Genen, codierend die Genprodukte von dhaR, orfY, orfX, orfW, dhaB1,
dhaB2, dhaB3 und orfZ, und
(b) eine Gruppe von endogenen Genen, wobei jedes Gen eine das Gen inaktivierende Mutation aufweist, wo-
bei die Gruppe aus:
(i) einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-Kinase-Aktivitat;
(ii) einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-Dehydrogenase-Aktivitat; und
(iii) einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Triosephosphat-lsomerase-Aktivitat,
besteht.
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24. Vektor pKP32, umfassend dhaR, orfY, orfX, orfW, dhaB1, dhaB2, dhaB3 und orfZ, wie angegeben in
SEQ ID NO: 1.

25. Rekombinanter E. coli-Stamm, umfassend:
(a) eine Gruppe von zwei endogenen Genen, wobei jedes Gen eine das Gen inaktivierende Mutation aufweist,
wobei die Gruppe aus
(i) einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-Kinase-Aktivitat; und
(ii) einem Gen, codierend ein Polypeptid mit einer Glycerol-Dehydrogenase-Aktivitat;
besteht;
(b) mindestens ein exogenes Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase-Aktivi-
tat;
(c) mindestens ein exogenes Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-Phosphatase-Aktivitat; und
(d) einen Vektor pKP32, wie definiert in Anspruch 24, wobei kein funktionelles dhaT-Gen, codierend eine
1,3-Propandiol-Oxidoreductase-Aktivitat, in der rekombinanten E. coli vorhanden ist.

26. Verfahren fir die Herstellung von 1,3-Propandiol, umfassend:
(a) Inkontaktbringen einer rekombinanten E. coli, die ein dha-Regulon umfaft und der ein funktionelles
dhaT-Gen, codierend eine 1,3-Propandiol-Oxidoreductase-Aktivitat, fehlt, unter geeigneten Bedingungen mit
mindestens einer Kohlenstoffquelle, wobei die Kohlenstoffquelle aus der Gruppe, bestehend aus Monosaccha-
riden, Oligosacchariden, Polysacchariden und ein-Kohlenstoff-Substraten, ausgewahlt ist, und
(b) gegebenenfalls Gewinnen des 1,3-Propandiols, erzeugt in (a).

Es folgen 6 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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