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Beschreibung

GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Diese Erfindung betrifft ein Verfahren für 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 
über einen Katalysator in Anwesenheit von Phosphin, Wasser, Kohlenmonoxid, Wasserstoff und einer Säure 
durch die katalytische Lösungsphasenhydratation von Acrolein und nachfolgende Reduktion, oder aus Verbin-
dungen wie beispielsweise Glycerol, umgesetzt in Anwesenheit von Kohlenmonoxid und Wasserstoff über Ka-
talysatoren mit Atomen aus der Gruppe VIII des Periodensystems, in 1,3-Propandiol umgewandelt werden. 
Obwohl es möglich ist, 1,3-Propandiol durch diese Verfahren zu erzeugen, sind sie kostspielig und erzeugen 
Abfallströme, die Umweltschmutzstoffe enthalten.

[0004] Es ist seit über einem Jahrhundert bekannt, daß 1,3-Propandiol aus der Fermentation von Glycerol er-
zeugt werden kann. Bakterienstämme, die imstande sind, 1,3-Propandiol zu erzeugen, sind zum Beispiel in 
den Gruppen Citrobacter, Clostridium, Enterobacter, Ilyobacter, 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+-verknüpfte Oxidoreductase zu 1,3-Propandiol reduziert, Gleichung 2. Das 1,3-Propandiol wird nicht 
weiter metabolisiert und sammelt sich infolgedessen 

Glycerol → 3-HPA + H2O (Gleichung 1)

3-HPA + NADH + H+ → 1,3-Propandiol + NAD+ (Gleichung 2)

in den Medien an. Die Gesamtreaktion verbraucht ein reduzierendes Äquivalent in der Form eines Cofaktors, 
reduziertes β-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 Fig. 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 für 
Glycerol-Dehydratase) ebenso wie orfY und orfW (Gene unbekannter Funktion) umfaßt. Es ist bekannt, daß
die spezifischen 1,3-Propandiol-Oxidoreductasen (dhaT's) dieser Mikroorganismen zu der Familie von 
Typ-III-Alkohol-Dehydrogenasen gehören; jede zeigt ein konserviertes Eisenbindungsmotiv und hat eine Prä-
ferenz für die NAD+/NADH-verknüpfte gegenseitige Umwandlung von 1,3-Propandiol und 3-HPA. Jedoch wird 
die NAD+/HADH-verknüpfte gegenseitige Umwandlung von 1,3-Propandiol und 3-HPA auch durch Alkohol-De-
hydrogenasen katalysiert, welche nicht speziell mit Dehydratase-Enzymen verknüpft sind (zum Beispiel Pfer-
deleber- und Bäckerhefe-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 
ähnlich und sind in einer Gruppe versammelt, welche Gene analog zu orfX und orfZ umfaßt (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 äquivalenten Akzeptoren durchgeführt. Unter diesen Bedingungen ist, in z.B. Stämmen von 
Citrobacter, Clostridium und Klebsiella, ein paralleler Weg für Glycerol wirksam, welcher zuerst die Oxidation 
von Glycerol zu Dihydroxyaceton (DHA) durch eine NAD+- (oder NADP+-)-verknüpfte 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)

für Biosynthese und zum Unterstützen der ATP-Erzeugung über z.B. Glycolyse verfügbar. Im Gegensatz zu 
dem 1,3-Propandiol-Weg kann dieser Weg Kohlenstoff und Energie für die Zelle bereitstellen und erzeugt mehr 
NADH als er verbraucht.

[0007] In Klebsiella pneumoniae und Citrobacter freundii werden die Gene, die die funktionell verknüpften Ak-
tivitäten 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 schließt 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, daß sie Glycerol in 1,3-Propandiol umwandeln.

[0008] Weder die chemischen noch die biologischen Methoden, die vorstehend für die Herstellung von 
1,3-Propandiol beschrieben wurden, sind für industrielle Großproduktion 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 könnten mit einem Verfahren, das geringen Ener-
gieeinsatz und ein preisgünstiges Ausgangsmaterial wie beispielsweise Kohlenhydrate oder Zucker erfordert, 
oder durch Erhöhen der metabolischen Effizienz eines Glycerolverfahrens überwunden werden. Die Entwick-
lung jedes Verfahrens erfordert die Fähigkeit, die genetische Maschinerie zu manipulieren, die für die Umwand-
lung von Zuckern in Glycerol und von Glycerol in 1,3-Propandiol verantwortlich ist.

[0009] Biologische Verfahren für die Herstellung von Glycerol sind bekannt. Die überwiegende 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 über 
den Fructose-1,6-bisphosphat-Weg in der Glycolyse oder den Embden-Meyerhof-Parnas-Weg, wohingegen 
bestimmte Algen gelöstes 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, Phosphoglycerinsäure, 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. Ähnlich synthetisieren verschiedene osmotoleran-
te Hefen Glycerol als Schutzmaßnahme. Die meisten Stämme von Saccharomyces erzeugen etwas Glycerol 
während der alkoholischen Gärung, und dies kann physiologisch durch die Anwendung von osmotischem 
Streß erhöht werden. Früher 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 überschüssige reduzierende 
Äquivalente (NADH) verfügbar für 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 zurückzuführen ist. Diese Begrenzung kann durch die Verwendung von Alkalien, die überschüssige 
NADH-Äquivalente durch einen andersartigen Mechanismus erzeugen, teilweise überwunden werden. In die-
ser praktischen Ausführung initiierten die Alkalien eine Canizzaro-Disproportionierung, wobei sich Ethanol und 
Essigsäure aus zwei Äquivalenten 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, daß DAR1 durch die zelluläre osmotische Umgebung reguliert wird, aber 
weisen nicht darauf hin, wie das Gen verwendet werden könnte, um die 1,3-Propandiol-Herstellung in einem 
rekombinanten Mikroorganismus zu erhöhen.

[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 könnte.

[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, daß 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 wünschenswert ist, wurde dokumen-
tiert, daß es in einem derartigen Bemühen bedeutende Unterschiede zu überwinden gibt. Zum Beispiel lehren 
Gottschalk et al. (EP 373230), daß das Wachstum der meisten Stämme, verwendbar für die Herstellung von 
1,3-Propandiol, einschließlich Citrobacter freundii, Clostridium autobutylicum, Clostridium butylicum und Kleb-
siella pneumoniae, durch die Anwesenheit eines Wasserstoffdonors wie beispielsweise Fructose oder Glucose 
gestört wird. Stämme 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, daß ruhende Zellen Glucose oder Fructose 
metabolisieren können, erzeugen sie kein 1,3-Propandiol (Veiga DA Cunha et al., J. Bacteriol., 174, 1013 
(1992)). Ähnlich wurde gezeigt, daß ein Stamm von Ilyobacter polytropus, welcher 1,3-Propandiol erzeugt, 
wenn Glycerol und Acetat bereitgestellt werden, kein 1,3-Propandiol aus Kohlenstoffsubstraten erzeugt, die 
andere sind als Glycerol, einschließlich Fructose und Glucose (Steib et al., Arch. Microbiol. 140, 139 (1984)). 
Schließlich lehrten Tong et al. (Appl. Biochem. Biotech. 34, 149 (1992)), daß 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 über Versuche, die Ausbeute von 1,3-Propandiol aus Glycerol zu verbessern, berichtet, wo 
Cosubstrate, die imstande sind, reduzierende Äquivalente, typischerweise fermentierbare Zucker, bereitzustel-
len, in das Verfahren eingeschlossen werden. Verbesserungen in der Ausbeute wurden für 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 für 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)). Erhöhte Ausbeuten wurden für 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, 
während Energie und Kohlenstoff zur Zellerhaltung oder zum Wachstum bereitgestellt wird. Diese Offenbarun-
gen weisen darauf hin, daß Zucker nicht in den Kohlenstoffstrom eintreten, der 1,3-Propandiol erzeugt.

[0016] Kürzlich 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 Unzulänglichkeit in den biologischen Verfahren, die zu der Herstellung von 1,3-Propandiol aus entwe-
der Glycerol oder Glucose führen, war der niedrige Titer des Produkts, der über Fermentation erreicht wurde; 
so ist ein energieintensives Trennverfahren, um 1,3-Propandiol aus der wässerigen Fermentationsbrühe 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) geführt. Fermentationen von Glucose zu 1,3-Pro-
pandiol, die den aus Glycerol-Fermentationen erhaltenen Titer überschreiten, sind noch nicht offenbart wor-
den.

[0017] Das Problem, das zu lösen bleibt, ist, wie 1,3-Propandiol mit hohem Titer und durch einen einzigen 
Mikroorganismus aus einem preisgünstigen Kohlenstoffsubstrat, wie beispielsweise Glucose oder andere Zu-
cker, biologisch herzustellen ist. Die biologische Herstellung von 1,3-Propandiol erfordert Glycerol als Substrat 
für eine zweistufige aufeinanderfolgende Reaktion, in der ein Dehydratase-Enzym (typischerweise eine Coen-
zym-B12-abhängige Dehydratase) Glycerol in eine Zwischenverbindung, 3-Hydroxypropionaldehyd, umwan-
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delt, welche dann durch eine NADH- (oder NADPH) abhängige Oxidoreduktase zu 1,3-Propandiol reduziert 
wird. Die Komplexität der Anforderungen an den Cofaktor erfordert die Verwendung eines Ganzzellenkataly-
sators für ein industrielles Verfahren, das diese Reaktionssequenz für die Herstellung von 1,3-Propandiol be-
nutzt.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0018] Die Anmelder haben das festgestellte Problem gelöst, und die vorliegende Erfindung stellt biologische 
Umwandlung einer fermentierbaren Kohlenstoffquelle direkt in 1,3-Propandiol mit wesentlich höherem 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-Aktivität, 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 für 1,3-Propandi-
ol-Fermentationen nähert, in 1,3-Propandiol um.

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

[0020] Weiterhin kann die vorliegende Erfindung im allgemeinen angewendet werden, um ein beliebiges Koh-
lenstoffsubstrat einzuschließen, das leicht in 1) Glycerol, 2) Dihydroxyaceton, 3) C3-Verbindungen im Oxidati-
onszustand von Glycerol (z.B. Glycerol-3-phosphat) oder 4) C3-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 Aktivität, die 
3-HPA in 1,3-Propandiol umwandelt. Identifizierung des Enzyms (der Enzyme) und/oder des Gens (der Gene), 
verantwortlich für die nicht-spezifische katalytische Aktivität, die 3-HPA in 1,3-Propandiol umwandelt, führt 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, daß die Verwendung dieser 
nicht-spezifischen katalytischen Aktivität, die 3-HPA in 1,3-Propandiol umwandelt, vermöge eines verbesser-
ten Titers und der resultierenden verbesserten Ökonomie zu einem verbesserten Verfahren für die Herstellung 
von 1,3-Propandiol aus Glycerol oder Dihydroxyaceton führt.

[0021] Diese Aktivität wurde isoliert aus E. coli als Nucleinsäurefragment, codierend eine nicht-spezifische 
katalytische Aktivität für die Umwandlung von 3-Hydroxypropionaldehyd in 1,3-Propandiol, wie dargelegt in 
SEQ ID NO:58 oder wie ausgewählt aus der Gruppe, bestehend aus: 

(a) einem isolierten Nucleinsäurefragment, codierend alles oder einen wesentlichen Teil der Aminosäure-
sequenz von SEQ ID NO:57;
(b) einem isolierten Nucleinsäurefragment, das einem isolierten Nucleinsäurefragment, codierend alles 
oder einen wesentlichen Teil der Aminosäuresequenz von SEQ ID NO:57, im wesentlichen ähnlich ist;
(c) einem isolierten Nucleinsäurefragment, codierend ein Polypeptid aus mindestens 387 Aminosäuren mit 
mindestens 80% mit der Aminosäuresequenz von SEQ ID NO:57;
(d) einem isolierten Nucleinsäurefragment, das mit (a) unter Hybridisierungsbedingungen von 0,1 × SSC, 
0,1% SDS, 65°C und gewaschen mit 2 × SSC, 0,1% SDS und nachfolgend 0,1 × SSC, 0,1% SDS hybridi-
siert; und
(e) einem isolierten Nucleinsäurefragment, das komplementär zu (a), (b), (c) oder (d) ist. Alternativ ist die 
nichtspezifische katalytische Aktivität in dem Polypeptid, wie dargelegt in SEQ ID NO:57, verkörpert.

[0022] Ein chimäres Gen kann konstruiert werden, umfassend das vorstehend beschriebene isolierte Nucle-
insäurefragment, operabel mit geeigneten regulatorischen Sequenzen verknüpft. Dieses chimäre Gen kann 
verwendet werden, um Mikroorganismen, ausgewählt 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 für die Herstellung von 1,3-Propandiol, bereit, umfassend: (a) mindestens ein Gen, codierend ein Polypep-
tid mit Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase-Aktivität; (b) mindestens ein Gen, codierend ein Polypeptid mit 
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Glycerol-3-Phosphatase-Aktivität; (c) mindestens ein Gen, codierend ein Polypeptid mit einer Dehydratase-Ak-
tivität; (d) mindestens ein Gen, codierend einen Dehydratase-Reaktivierungsfaktor; (e) mindestens ein endo-
genes Gen, codierend eine nichtspezifische katalytische Aktivität, 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, ausgewählt aus der Gruppe, bestehend aus: (a) ei-
nem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-Kinase-Aktivität; (b) einem Gen, codierend ein Polypeptid mit 
Glycerol-Dehydrogenase-Aktivität; und (c) einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Triosephosphat-Isomera-
se-Aktivität, umfassen.

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

[0025] Die Erfindung stellt auch ein Verfahren für 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, ausgewählt 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] Ähnlich beabsichtigt die Erfindung, ein Verfahren für 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 umfaßt:
(i) mindestens ein Gen, codierend ein Polypeptid mit einer Dehydratase-Aktivität;
(ii) mindestens ein Gen, codierend einen Dehydratase-Reaktivierungsfaktor;
(iii) mindestens ein endogenes Gen, codierend eine nichtspezifische katalytische Aktivität, 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, ausgewählt 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 Zuführung des Kohlenstoffsubstrats be-
reit. In dieser Ausführungsform für 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 umfaßt: (i) mindestens ein exogenes Gen, codierend ein Polypeptid mit einer Dehyd-
ratase-Aktivität; (ii) mindestens ein exogenes Gen, codierend einen Dehydratase-Aktivierungsfaktor, (iii) min-
destens ein exogenes Gen, codierend eine nichtspezifische katalytische Aktivität, ausreichend, um 3-Hydro-
xypropionaldehyd in 1,3-Propandiol umzuwandeln, wobei kein funktionelles dhaT-Gen, codierend eine 
1,3-Propandiol-Oxidoreductase-Aktivität, in der rekombinanten E. coli vorhanden ist und wobei die erste Koh-
lenstoffquelle aus der Gruppe, bestehend aus Glycerol und Dihydroxyaceton, ausgewählt ist und die zweite 
Kohlenstoffquelle aus der Gruppe, bestehend aus Monosacchariden, Oligosacchariden, Polysacchariden und 
ein-Kohlenstoff-Substraten, ausgewählt ist, und (b) das 1,3-Propandiol, erzeugt in (a), wird gegebenenfalls ge-
wonnen. Die gemeinsame Zuführung kann aufeinanderfolgend oder gleichzeitig sein. Die rekombinante E. coli, 
verwendet in einer Ausführungsform mit gemeinsamer Zuführung, kann weiterhin umfassen: (a) eine Gruppe 
von exogenen Genen, bestehend aus (i) mindestens einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glyce-
rol-3-phosphat-Dehydrogenase-Aktivität; (ii) mindestens einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glyce-
rol-3-Phosphatase-Aktivität; 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-Aktivität; (ii) einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-Dehydrogena-
se-Aktivität; und (iii) einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Triosephosphat-Isomerase-Aktivität, besteht.

[0028] Zu verwendbaren rekombinanten E.-coli-Stämmen gehören 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-Aktivität; 
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und (ii) einem Gen, codierend ein Polypeptid mit einer Glycerol-Dehydrogenase-Aktivität, besteht; (b) mindes-
tens ein exogenes Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase-Aktivität; (c) min-
destens ein exogenes Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-Phosphatase-Aktivität; 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 Ausführungsformen gehören rekombinante E. coli, umfassend: (a) eine 
Gruppe von exogenen Genen, bestehend aus: (i) mindestens einem Gen, codierend ein Polypeptid mit einer 
Dehydratase-Aktivität; (ii) mindestens einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-phosphat-Dehydro-
genase-Aktivität; (iii) mindestens einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-Phosphatase-Aktivität; 
und (iv) mindestens einem Gen, codierend einen Dehydratase-Reaktivierungsfaktor; und (b) mindestens ein 
endogenes Gen, codierend eine nicht-spezifische katalytische Aktivität, 3-Hydroxypropionaldehyd in 1,3-Pro-
pandiol umzuwandeln; wobei kein funktionelles dhaT-Gen, codierend eine 1,3-Propandiol-Oxidoreductase-Ak-
tivität, in der rekombinanten E. coli vorhanden ist.

[0030] Eine andere Ausführungsform 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-Aktivität; (ii) mindestens einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-Phosphatase-Akti-
vität; 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 Aktivität, 3-Hydroxypropionaldehyd in 1,3-Propandiol umzuwandeln; wobei kein funktionelles 
dhaT-Gen, codierend eine 1,3-Propandiol-Oxidoreductase-Aktivität, in der rekombinanten E. coli vorhanden 
ist. Diese Ausführungsform schließt 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-Aktivität; (b) ei-
nem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-Dehydrogenase-Aktivität; und (c) einem Gen, codierend ein 
Polypeptid mit Triosephosphat-Isomerase-Aktivität, besteht.

[0031] Diese Ausführungsform schließt noch weiter ein Verfahren für die Bioproduktion von 1,3-Propandiol 
ein, umfassend: (a) Inkontaktbringen der unmittelbar offenbarten rekombinanten E. coli unter geeigneten Be-
dingungen mit mindestens einer Kohlenstoffquelle, ausgewählt 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 schließt auch ein weiteres Verfahren für die Bioproduktion von 1,3-Propandiol ein, umfassend: (a) 
Inkontaktbringen der rekombinanten E. coli der unmittelbar offenbarten Ausführungsformen, die weiterhin um-
fassen: (i) mindestens ein exogenes Gen, codierend ein Polypeptid mit einer Dehydratase-Aktivität; (ii) min-
destens ein exogenes Gen, codierend einen Dehydratase-Reaktivierungsfaktor; (iii) mindestens ein endoge-
nes Gen, codierend eine nicht-spezifische katalytische Aktivität, 3-Hydroxypropionaldehyd in 1,3-Propandiol 
umzuwandeln, wobei die mindestens eine Kohlenstoffquelle aus der Gruppe, bestehend aus Glycerol und Di-
hydroxyaceton, ausgewählt ist, und (b) gegebenenfalls Gewinnen des 1,3-Propandiols, erzeugt in (a).

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN, SEQUENZBESCHREIBUNGEN UND BIOLOGISCHEN 
HINTERLEGUNGEN

[0033] Die Erfindung kann vollständiger aus der folgenden ausführlichen 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 extrazellulären löslichen Proteins (g/l) dar, verglichen zwi-
schen zwei Fermentationsdurchläufen im wesentlichen wie in Beispiel 7 beschrieben unter Verwendung einer 
konstanten Zufuhr von Vitamin B12. 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-Lebensfähigkeit [(lebensfähige Zellen/ml)/OD550] 
dar, verglichen zwischen zwei Fermentationsdurchläufen im wesentlichen wie in Beispiel 7 beschrieben unter 
Verwendung einer konstanten Zufuhr von Vitamin B12. 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 Fermentationsdurchläufen im wesentlichen wie in Beispiel 7 beschrieben, aber in Abwesenheit von 
Vitamin B12 oder Coenzym B12. 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 Fließdiagramm, das die metabolische Umwandlung von Glucose in 1,3-Propandiol ver-
anschaulicht.

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

[0040] Die 68 Sequenzbeschreibungen und die Sequenzauflistung, die hier angefügt sind, erfüllen die Re-
geln, die Nucleotid- und/oder Aminosäuresequenzoffenbarungen 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 für Patentanmeldungen, die Nucleo-
tidsequenzen und/oder Aminosäuresequenzoffenbarungen enthalten – die Sequenzregeln")) angegeben sind, 
und stimmen mit dem Standard ST2.5 (1998) der World Intellectual Property Organization (WIPO) und den An-
forderungen für die Sequenzauflistung der EPO und PCT (Regeln 5.2 und 49.5(a-bis) und Abschnitt 208 und 
Anhang C der Verwaltungsanweisungen überein. Die Sequenzbeschreibungen enthalten den ein-Buchsta-
ben-Code für Nucleotidsequenzzeichen und die drei-Buchstaben-Codes für Aminosäuren, wie sie in Überein-
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 enthält die Nucleotidsequenz, bestimmt aus einem 12,1-kb-EcoRI-SalI-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 ausführlich Gene dar, entsprechend Basenpaaren, 
identifiziert innerhalb SEQ ID NO:1, und assoziierte Funktionalität. Siehe auch Beispiel 1.

[0042] SEQ ID NO:57 enthält die Nucleotidsequenz, bestimmt für yqhD.

[0043] Die Anmelder haben die folgenden biologischen Hinterlegungen unter den Bedingungen des Buda-
pester Vertrages zu der Internationalen Erkennung der Hinterlegung von Mikroorganismen für die Zwecke des 
Patentverfahrens gemacht:

[0044] SEQ ID NO:58 enthält die Aminosäuresequenz, bestimmt für YahD.

[0045] Die Hinterlegung(en) wird (werden) in dem angezeigten internationalen Hinterlegungsdepot für min-
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destens 30 Jahre gehalten und werden bei Erteilung eines Patents, das sie offenbart, für die Öffentlichkeit ver-
fügbar gemacht. Die Verfügbarkeit einer Hinterlegung bildet keine Lizenz zur praktischen Ausführung der vor-
liegenden Erfindung in Schmälerung 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.

AUSFÜHRLICHE 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-Lebensfähigkeit ebenso wie eine Abnah-
me der Zell-Lyse während der Fermentation gekennzeichnet.

[0048] Die vorliegende Erfindung basiert teilweise auf der Beobachtung, daß 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-
fähigkeit in Wechselbeziehung gebracht wird. Die vorliegende Erfindung basiert auch teilweise auf der uner-
warteten Erkenntnis, daß der Modellwirt, E. coli, durch eine endogene nicht-spezifische katalytische Aktivität, 
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, daß
ein E.-coli-Fermentationsverfahren, das diese nicht-spezifische katalytische Aktivität umfaßt und dem eine 
funktionelle dhaT fehlt, zu erhöhter Zell-Lebensfähigkeit während der Fermentation führt und höhere Titer 
und/oder Ausbeuten von 1,3-Propandiol bereitstellt als ein Fermentationsverfahren, das eine funktionelle dhaT 
umfaßt.

[0049] In einem Aspekt ist Glycerol ein Modellsubstrat, der Wirtsmikroorganismus weist eine Mutation in der 
Wildtyp-dhaT auf, derart, daß es keine 1,3-Propandiol-Oxidoreductase-Aktivität gibt, und umfaßt eine 
nicht-spezifische katalytische Aktivität, 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 umfaßt E. coli eine endogene nicht-spezifische katalytische Aktivität, die ausrei-
chend ist, um 3-Hydroxypropionaldehyd in 1,3-Propandiol umzuwandeln. In einer Ausführungsform ist die 
nicht-spezifische katalytische Aktivität 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-Aktivität; (b) mindestens ein Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-Phosphatase-Aktivität, 
(c) mindestens ein Gen, codierend ein Polypeptid mit einer Dehydratase-Aktivität; (d) mindestens ein Gen, co-
dierend einen Dehydratase-Reaktivierungsfaktor; und (e) mindestens ein endogenes Gen, codierend eine 
nicht-spezifische katalytische Aktivität, die ausreichend ist, um 3-Hydroxypropionaldehyd in 1,3-Propandiol 
umzuwandeln, wobei das mindestens eine endogene Gen eine Nucleinsäure umfaßt, codierend ein Polypeptid 
aus mindestens 387 Aminosäuren mit mindestens 80% Homologie mit der Aminosäuresequenz von SEQ ID 
NO:57, wobei kein funktionelles dhaT-Gen, codierend eine 1,3-Propandiol-Oxidoreductase-Aktivität, in der re-
kombinanten E. coli vorhanden ist. Die Eliminierung des funktionellen dhaT-Gens in dieser rekombinanten E. 
coli stellt einen unerwartet höheren 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 für 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 außer-
dem eine funktionelle dhaT, verwendet wird. Das dramatisch verbesserte Verfahren stützt sich auf ein endoge-
nes Gen, codierend eine nicht-spezifische katalytische Aktivität, 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 extrazellulärem löslichen 
Protein in der Fermentationsbrühe bestimmt wird. Dieser Aspekt der Erfindung wird in Fig. 2 veranschaulicht. 
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Zusätzlich ist die Verbesserung in dem Verfahren als verlängerte Zell-Lebensfähigkeit über 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. Daß 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 können die folgenden Begriffe für die Interpretation der Ansprüche und der Be-
schreibung verwendet werden.

[0054] Die Begriffe „Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase" und „G3PDH" bezeichnen ein Polypeptid, verant-
wortlich für eine Enzymaktivität, die die Umwandlung von Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) in Glyce-
rol-3-phosphat (G3P) katalysiert. In vivo kann G3PDH NADH-; NADPH-; oder FAD-abhängig sein. Wenn spe-
ziell eine Cofaktor-spezifische Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase bezeichnet wird, werden die Begriffe 
„NADH-abhängige Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase", „NADPH-abhängige Glycerol-3-phosphat-Dehydro-
genase" und „FAD-abhängige Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase" verwendet. Wie es allgemein der Fall ist, 
daß NADH-abhängige und NADPH-abhängige 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-abhängige und NADPH-abhängige Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase austauschbar verwen-
det. Das NADH-abhängige Enzym (EC 1.1.1.8) wird zum Beispiel durch verschiedene Gene einschließlich 
GPD1 (GenBank Z74071x2) oder GPD2 (GenBank Z35169x1) oder GPD3 (GenBank G984182) oder DAR1 
(GenBank Z74071x2) codiert. Das NADPH-abhängige Enzym (EC 1.1.1.94) wird durch gpsA (GenBank 
U321643, (cds 197911–196892) G466746 und L45246) codiert. Das FAD-abhängige 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,l-Glycerol-Phosphatase"
und „G3P-Phosphatase" bezeichnen ein Polypeptid, verantwortlich für eine Enzymaktivität, 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 für eine Enzymaktivität, 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 für eine Enzymaktivi-
tät, 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 für eine Enzymaktivität, 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) 
abhängig sein. Eine NADH-abhängige Glycerol-Dehydrogenase wird zum Beispiel durch gldA (GenBank 
U00006) codiert (siehe WO 9928480 und Referenzen darin).

[0058] Der Begriff „Dehydratase-Enzym" oder „Dehydratase" bezeichnet eine Enzymaktivität, die die Um-
wandlung eines Glycerolmoleküls in das Produkt 3-Hydroxypropionaldehyd katalysiert. Für die Zwecke der 
vorliegenden Erfindung schließen 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 
für 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 großen oder „α"-Untereinheit, der mittleren oder β-Untereinheit und der 
kleinen oder „γ"-Untereinheit. Aufgrund der breiten Variation in der Gen-Nomenklatur, die in der Literatur ver-
wendet wird, wird in Tabelle 1 eine vergleichende Übersicht 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 gehören zu Genen, codie-
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rend die große oder „α"-Untereinheit von Glycerol-Dehydratase, dhaB1, gldA und dhaB; gehören zu Genen, 
codierend die mittlere oder β-Untereinheit, dhaB2, gldB und dhaC; gehören zu Genen, codierend die kleine 
oder „γ"-Untereinheit dhaB3, gldC und dhaE. Ebenfalls bezugnehmend auf Tabelle 1 gehören zu Genen, co-
dierend die große oder „α"-Untereinheit von Diol-Dehydratase pduC und pddA; gehören zu Genen, codierend 
die mittlere oder β-Untereinheit, pduD und pddB; gehören zu Genen, codierend die kleine oder „γ"-Untereinheit 
pduE und pddC.
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[0059] Glycerol- und Diol-Dehydratasen sind Gegenstand für 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 für Reaktivierung der 
Dehydratase-Aktivität sind. Die Begriffe „Dehydratase-Reaktivierungsaktivität", „Reaktivierung der Dehydrata-
se-Aktivität" oder „Regenerierung der Dehydratase-Aktivität" bezeichnen das Phänomen der Umwandlung ei-
ner Dehydratase, die nicht zur Katalyse eines Substrats imstande ist, zu einer, die zur Katalyse eines Substrats 
imstande ist, oder das Phänomen der Hemmung der Inaktivierung einer Dehydratase oder das Phänomen der 
Erweiterung der nutzbaren Halbwertszeit des Dehydratase-Enzyms in vivo. Zwei Proteine sind identifiziert wor-
den, als Dehydratase-Reaktivierungsfaktor beteiligt zu sein (siehe 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 gehören zu Genen, codierend eines von den Pro-
teinen, orfZ, dhaB4, gdrA, pduG und ddrA. Ebenfalls bezugnehmend auf Tabelle 1 gehören 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 für eine Enzymaktivität, die imstande ist, die gegenseitige Umwand-
lung von 3-HPA und 1,3-Propandiol zu katalysieren, mit der Maßgabe, daß gefunden wird, daß das (die) 
Gen(e), codierend derartige Aktivität, physikalisch oder transkriptionell mit einem Dehydratase-Enzym in sei-
ner natürlichen (d.h. Wildtyp-)Gruppierung verknüpft 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 
gehört 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, gehörend zu der 
Familie von Typ-III-Alkohol-Dehydrogenasen, zeigt ein konserviertes Eisenbindungsmotiv und hat eine Präfe-
renz für die NAD+/NADH-verknüpfte 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 ähnlichen 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 Aktivitäten, einschließend, ohne aber darauf begrenzt zu sein, eine 
Dehydratase-Aktivität, eine Reaktivierung-Aktivität und eine 1,3-Propandiol-Oxidoreductase. Typischerweise 
umfaßt 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 Aktivität" bezeichnet das (die) Polypeptid(e), das (die) für 
eine Enzymaktivität verantwortlich ist (sind), die ausreichend ist, die gegenseitige Umwandlung von 3-HPA und 
1,3-Propandiol zu katalysieren, und schließt speziell 1,3-Propandiol-Oxidoreductase(n) aus. Typischerweise 
sind diese Enzyme Alkohol-Dehydrogenasen. Derartige Enzyme können Cofaktoren benutzen, die andere als 
NAD+/NADH sind, einschließend, ohne aber darauf begrenzt zu sein, Flavine wie beispielsweise FAD oder 
FMN. Es wird zum Beispiel gefunden, daß (ein) Gen(e) für (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 Aktivität eines Enzyms beim 
Verändern der Energie, die erforderlich ist, um eine spezielle chemische Reaktion durchzuführen. Es ist selbst-
verständlich, daß eine derartige Aktivität 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, ausgewählt 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 für einen Organismus ist, der durch verschiedenartige Mittel innerhalb eines 
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Wirtsmikroorganismus plaziert worden ist. Das interessierende Gen kann ein natürlich 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 Nucleinsäure. Die erworbenen Gene können in chromosomale DNA integriert oder 
als extrachromosomale replizierende Sequenzen eingeführt werden. Der Begriff „Transformant" bezeichnet 
das Produkt einer Transformation.

[0069] Der Begriff „genetisch verändert" bezeichnet den Vorgang der Veränderung 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), für 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 für die nicht-spezifische katalytische Aktivität für 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 Nucleinsäurefragment, das ein spezielles Protein, einschließend 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, über die Mechanismen von Transkription und Translation, eine Aminosäuresequenz erzeugt. Es ist 
selbstverständlich, daß der Vorgang der Codierung einer speziellen Aminosäuresequenz DNA-Sequenzen ein-
schließt, die Basenänderungen beinhalten können, die keine Änderung in der codierten Aminosäure verursa-
chen oder die Basenänderungen beinhalten, die eine oder mehrere Aminosäuren verändern können, aber 
nicht die funktionellen Eigenschaften des Proteins, codiert durch die DNA-Sequenz, beeinflussen. Es ist daher 
selbstverständlich, daß die Erfindung mehr als die spezifiellen beispielhaften Sequenzen einschließt.

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

[0074] Ein „isoliertes Nucleinsäuremolekül" ist ein Polymer von RNA oder DNA, das einzeln- oder doppel-
strängig ist, wobei es gegebenenfalls synthetische, nicht-natürliche oder veränderte Nucleotidbasen enthält. 
Ein isoliertes Nucleinsäuremolekül 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 ähnlich" bezeichnet Nucleinsäuremoleküle, bei denen Änderungen in einer oder 
mehreren Nucleotidbasen zur Substitution von einer oder mehreren Aminosäuren führen, aber nicht die funk-
tionellen Eigenschaften des Proteins, codiert durch die DNA-Sequenz, beeinflussen. „Im wesentlichen ähnlich"
bezeichnet auch Nucleinsäuremoleküle, bei denen Änderungen in einer oder mehreren Nucleotidbasen nicht 
die Fähigkeit des Nucleinsäuremoleküls beeinflussen, Änderung der Genexpression durch Antisense- oder 
Co-Suppressionstechnologie zu vermitteln. „Im wesentlichen ähnlich" bezeichnet auch Modifizierungen der 
Nucleinsäuremoleküle der vorliegenden Erfindung (wie beispielsweise Deletion oder Insertion von einer oder 
mehreren Nucleotidbasen), die die funktionellen Eigenschaften des resultierenden Transkripts bezüglich der 
Fähigkeit, Veränderung der Genexpression durch Antisense- oder Co-Suppressionstechnologie oder Verän-
derung der funktionellen Eigenschaften des resultierenden Proteinmoleküls zu vermitteln, nicht wesentlich be-
einflussen. Die Verbindung schließt mehr als die speziellen beispielhaften Sequenzen ein.

[0076] Zum Beispiel ist auf dem Fachgebiet bekannt, daß Veränderungen in einem Gen, welche zu der Her-
stellung einer chemisch äquivalenten Aminosäure an einer gegebenen Stelle führen, aber nicht die funktionel-
len Eigenschaften des codierten Proteins beeinflussen, gebräuchlich sind. Für die Zwecke der vorliegenden 
Erfindung sind Substitutionen als Austausche innerhalb einer der folgenden fünf 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, Gln;
3. Polare, positiv geladene Reste: His, Arg, Lys;
4. Große aliphatische, nichtpolare Reste: Met, Leu, Ile, Val (Cys); und
5. Große aromatische Reste: Phe, Tyr, Trp.

[0077] So kann ein Codon für die Aminosäure Alanin, eine hydrophobe Aminosäure, durch einen Codon, co-
dierend einen anderen weniger hydrophoben Rest (wie beispielsweise Glycin) oder einen stärker hydrophoben 
Rest (wie beispielsweise Valin, Leucin oder Isoleucin), substituiert werden. Ähnlich kann von Änderungen, die 
zu Substitution eines negativ geladenen Rests für einen anderen (wie beispielsweise Asparaginsäure für Glu-
taminsäure) oder eines positiv geladenen Rests für einen anderen (wie beispielsweise Lysin für Arginin) füh-
ren, ebenfalls erwartet werden, ein funktionell äquivalentes Produkt zu erzeugen.

[0078] In vielen Fällen würde von Nucleotidänderungen, welche zu Veränderung der N-terminalen und C-ter-
minalen Anteile des Proteinmoleküls führen, ebenfalls nicht erwartet werden, die Aktivität des Proteins zu ver-
ändern.

[0079] Jede der vorgeschlagenen Modifizierungen liegt innerhalb der routinemäßigen Geschicklichkeit auf 
dem Fachgebiet, wie es die Bestimmung der Retention der biologischen Aktivität der codierten Produkte ist. 
Darüber hinaus erkennt der Fachmann, daß durch diese Erfindung eingeschlossene, im wesentlichen ähnliche 
Sequenzen, auch durch ihre Fähigkeit definiert sind, unter stringenten Bedingungen (0,1 × SSC, 0,1% SDS, 
65°C und gewaschen mit 2 × SSC, 0,1% SDS und nachfolgend 0,1 × SSC, 0,1% SDS) mit den hier beispielhaft 
veranschaulichten Sequenzen zu hybridisieren. Bevorzugte im wesentlichen ähnliche Nucleinsäurefragmente 
der vorliegenden Erfindung sind diejenigen Nucleinsäurefragmente, deren DNA-Sequenzen zu mindestens 
80% identisch mit der DNA-Sequenz der hier berichteten Nucleinsäurefragmente sind. Stärker bevorzugte Nu-
cleinsäurefragmente sind zu mindestens 90% identisch mit der DNA-Sequenz der hier berichteten Nucleinsäu-
refragmente. Am meisten bevorzugt sind Nucleinsäurefragmente, die zu mindestens 95% identisch mit der 
DNA-Sequenz der hier berichteten Nucleinsäurefragmente sind.

[0080] Ein Nucleinsäurefragment ist mit einem anderen Nucleinsäurefragment, wie beispielsweise einer cD-
NA, genomischen DNA oder RNA, „hybridisierbar", wenn eine einzelsträngige Form des Nucleinsäurefrag-
ments mit dem anderen Nucleinsäurefragment unter den geeigneten Bedingungen von Temperatur und Ionen-
stärke der Lösung 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 gänzlich durch Bezugnahme einbezogen). 
Die Bedingungen von Temperatur und Ionenstärke bestimmen die „Stringenz" der Hybridisierung. Zum vorbe-
reitenden Screening für homologe Nucleinsäuren können Hybridisierungsbedingungen mit niedriger Stringenz, 
entsprechend einer Tm von 55°, verwendet werden, z.B. 5 × SSC, 0,1% SDS, 0,25% Milch und kein Formamid; 
oder 30% Formamid, 5 × SSC, 0,5% SDS. Hybridisierungsbedingungen mit mäßiger Stringenz entsprechen 
einer höheren Tm, z.B. 40% Formamid, mit 5 × oder 6 × SSC. Hybridisierung erfordert, daß die zwei Nuclein-
säuren komplementäre Sequenzen enthalten, obwohl, abhängig von der Stringenz der Hybridisierung, Fehl-
paarungen zwischen Basen möglich sind. Die geeignete Stringenz zum Hybridisieren von Nucleinsäuren hängt 
von der Länge der Nucleinsäuren und dem Grad der Komplementierung, auf dem Fachgebiet bekannten Va-
riablen, ab. Je größer der Grad der Ähnlichkeit oder Homologie zwischen zwei Nucleotidsequenzen ist, desto 
größer ist der Wert von Tm für Hybride von Nucleinsäuren mit diesen Sequenzen. Die relative Stabilität (ent-
sprechend höherer Tm) von Nucleinsäurehybridisierung nimmt in der folgenden Reihenfolge: RNA:RNA, 
DNA:RNA, DNA:DNA ab. Für Hybride mit mehr als 100 Nucleotiden in der Länge sind Gleichungen zum Be-
rechnen von Tm abgeleitet worden (siehe Sambrook et al., vorstehend, 9.50–9.51). Für Hybridisierung mit kür-
zeren Nucleinsäuren, d.h. Oligonucleotiden, wird die Position von Fehlpaarungen wichtiger und die Länge des 
Oligonucleotids bestimmt seine Spezifität (siehe Sambrook et al., vorstehend, 11.7–11.8). In einer Ausfüh-
rungsform beträgt die Länge für eine hybridisierbare Nucleinsäure mindestens etwa 10 Nucleotide. Vorzugs-
weise beträgt eine minimale Länge für eine hybridisierbare Nucleinsäure mindestens etwa 15 Nucleotide; stär-
ker bevorzugt mindestens etwa 20 Nucleotide, und am meisten bevorzugt beträgt die Länge mindestens 30 
Nucleotide. Weiterhin erkennt der Fachmann, daß die Temperatur und die Salzkonzentration der Waschlösung 
wie notwendig entsprechend Faktoren wie der Länge der Probe eingestellt werden können.

[0081] Ein „wesentlicher Anteil" bezeichnet eine Aminosäure- oder Nucleotidsequenz, welche genug von der 
Aminosäuresequenz eines Polypeptids oder der Nucleotidsequenz eines Gens umfaßt, um mutmaßliche 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.nlm.nih.gov/BLAST/). Im allgemeinen ist eine Sequenz von zehn 
oder mehr benachbarten Aminosäuren oder dreißig oder mehr Nucleotiden notwendig, um ein Polypeptid oder 
eine Nucleinsäuresequenz mutmaßlich als homolog mit einem bekannten Protein oder Gen zu identifizieren. 
Darüber hinaus können im Hinblick auf Nucleotidsequenzen genspezifische Oligonucleotidsonden, umfassend 
20–30 benachbarte Nucleotide, in sequenzabhängigen Verfahren der Genidentifizierung (z.B. Southern-Hyb-
ridisierung) und -isolierung (z.B. in-situ-Hybridisierung von Bakterienkolonien oder Bakteriophagenplaquen) 
verwendet werden. Außerdem können kurze Oligonucleotide von 12–15 Basen als Amplifikations-Primer in 
PCR verwendet werden, um ein spezielles Nucleinsäuremolekül, umfassend die Primer, zu erhalten. Dement-
sprechend umfaßt ein „wesentlicher Anteil" einer Nucleotidsequenz genug von der Sequenz, um spezifische 
Identifizierung und/oder Isolierung eines die Sequenz umfassenden Nucleinsäuremoleküls zu liefern. Die vor-
liegende Beschreibung lehrt teilweise oder vollständige Aminosäure- 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 für den dem Fachmann bekannten Zweck 
verwenden. Dementsprechend umfaßt die vorliegende Erfindung die vollständigen Sequenzen, wie sie in der 
begleitenden Sequenzauflistung berichtet sind, ebenso wie wesentliche Anteile dieser Sequenzen, wie sie vor-
stehend definiert sind.

[0082] Der Begriff „komplementär" beschreibt die Beziehung zwischen Nucleotidbasen, die imstande sind, 
miteinander zu hybridisieren. Zum Beispiel ist im Hinblick auf DNA Adenosin komplementär zu Thymin, und 
Cytosin ist komplementär zu Guanin. Dementsprechend schließt die vorliegende Erfindung auch isolierte Nu-
cleinsäuremoleküle ein, die komplementär zu den vollständigen Sequenzen sind, wie sie in der begleitenden 
Sequenzauflistung berichtet sind, ebenso wie die im wesentlichen ähnlichen Nucleinsäuresequenzen.

[0083] Der Begriff „Prozent Identität", 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 „Identität" auch den Grad der Se-
quenzverwandtschaft zwischen Polypeptid- oder Polynucleotidsequenzen, je nachdem, wie er durch die Über-
einstimmung zwischen Ketten derartiger Sequenzen bestimmt wird. „Identität" und „Ähnlichkeit" können durch 
bekannte Verfahren leicht berechnet werden, einschließlich, ohne aber darauf beschränkt 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 I (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 Identität werden gestaltet, um die größte Übereinstimmung zwischen den getesteten 
Sequenzen zu ergeben.

[0084] Verfahren zur Bestimmung von Identität und Ähnlichkeit sind in öffentlich zugänglichen Computerpro-
grammen codifiziert. Zu bevorzugten Verfahren mit Computerprogrammen zur Bestimmung von Identität und 
Ähnlichkeit zwischen zwei Sequenzen gehören, 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 Lückenerzeugung = 12 und der Strafe der Lückenerweiterung = 
4 (Devereux et al., Nucleic Acids Res. 12: 387–395 (1984)), BLASTP, BLASTN und FASTA (Pearson et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444–2448 (1988)). Das BLASTX-Programm ist öffentlich von NCBI und ande-
ren Quellen zugänglich (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 
Lücken: eine neue Generation von Proteindatenbank-Suchprogrammen), Nucleic Acids Res. 25: 3389–2402 
(1997)). Ein anderes bevorzugtes Verfahren zur Bestimmung der Prozent Identität 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 für das Jotun-Hein-Verfahren zur Ausrichtung 
sind: für mehrfache Ausrichtungen, Lückenstrafe = 11, Strafe der Lückenlänge = 3; für paarweise Ausrichtun-
gen ktuple = 6. Als Veranschaulichung ist es durch ein Polynucleotid mit einer Nucleotidsequenz mit zum Bei-
spiel mindestens 95% „Identität" zu einer Referenznucleotidsequenz beabsichtigt, daß die Nucleotidsequenz 
des Polynucleotids identisch mit der Referenzsequenz ist, außer daß die Polynucleotidsequenz bis zu fünf 
Punktmutationen pro jeweils 100 Nucleotide der Referenznucleotidsequenz einschließen kann. Mit anderen 
Worten können, 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 können in die Referenzsequenz insertiert sein. Diese Mutationen der Re-
ferenzsequenz können 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 Aminosäuresequenz mit zum Beispiel mindestens 95% Identität mit einer Referenza-
minosäuresequenz beabsichtigt, daß die Aminosäuresequenz des Polypeptids identisch mit der Referenzse-
quenz ist, außer daß die Polypeptidsequenz bis zu fünf Aminosäureveränderungen pro jeweils 100 Aminosäu-
ren der Referenzaminosäure einschließen kann. Mit anderen Worten können, um ein Polypeptid mit einer Ami-
nosäuresequenz zu erhalten, die zu mindestens 95% identisch mit einer Referenzaminosäuresequenz ist, bis 
zu 5% der Aminosäurereste in der Referenzsequenz deletiert oder mit einer anderen Aminosäure substituiert 
sein, oder eine Anzahl von Aminosäuren mit bis zu 5% der gesamten Aminosäurereste in der Referenzse-
quenz können in die Referenzsequenz insertiert sein. Diese Veränderungen der Referenzsequenz können in 
der Amino- oder Carboxy-terminalen Position der Referenzaminosäuresequenz 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 „homolog" bezeichnet ein Protein oder Polypeptid, nativ oder natürlich vorkommend in ei-
ner gegebenen Wirtszelle. Die Erfindung schließt Mikroorganismen ein, die homologe Proteine über rekombi-
nante DNA-Technologie erzeugen.

[0086] Der Begriff „Prozent Homologie" bezeichnet das Ausmaß der Aminosäuresequenzidentität zwischen 
Polypeptiden. Wenn eine erste Aminosäuresequenz identisch mit einer zweiten Aminosäuresequenz ist, dann 
zeigen die erste und zweite Aminosäuresequenz 100% Homologie. Die Homologie zwischen beliebigen zwei 
Polypeptiden ist eine direkte Funktion der Gesamtzahl von übereinstimmenden Aminosäuren an einer gege-
benen Position in jeder Sequenz, z.B. wenn die Hälfte der Gesamtzahl von Aminosäuren in jeder der zwei Se-
quenzen die gleiche ist, dann sagt man, daß die zwei Sequenzen 50% Homologie zeigen.

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

[0088] Modifizierungen für die Sequenz, wie beispielsweise Deletionen, Insertionen oder Substitutionen in der 
Sequenz, welche stille Veränderungen erzeugen, die die funktionellen Eigenschaften des resultierenden Pro-
teinmoleküls nicht wesentlich beeinflussen, werden ebenfalls in Erwägung gezogen. Zum Beispiel wird Verän-
derung in der Gensequenz, welche die Degeneriertheit des genetischen Codes widerspiegelt oder welche zu 
der Erzeugung einer chemisch äquivalenten Aminosäure an einer gegebenen Stelle führt, in Erwägung gezo-
gen. So kann ein Codon für die Aminosäure Alanin, eine hydrophobe Aminosäure, durch ein Codon, codierend 
einen anderen weniger hydrophoben Rest, wie beispielsweise Glycin, oder einen stärker hydrophoben Rest, 
wie beispielsweise Valin, Leucin oder Isoleucin, substituiert sein. Ähnlich kann von Änderungen, welche zu 
Substitution eines negativ geladenen Rests für einen anderen, wie beispielsweise Asparaginsäure für Gluta-
minsäure, oder eines positiv geladenen Rests für einen anderen, wie beispielsweise Lysin für Arginin, führen, 
ebenfalls erwartet werden, ein biologisch äquivalentes Produkt zu erzeugen. Von Nucleotidänderungen, wel-
che zu Veränderung der N-terminalen und C-terminalen Anteile des Proteinmoleküls führen, würde ebenfalls 
nicht erwartet werden, die Aktivität des Proteins zu verändern. In einigen Fällen kann es tatsächlich wün-
schenswert sein, Mutanten der Sequenz herzustellen, um den Einfluß von Veränderung auf die biologische Ak-
tivität des Proteins zu untersuchen. Jede der vorgeschlagenen Modifizierungen liegt innerhalb der routinemä-
ßigen Geschicklichkeit auf dem Fachgebiet, wie es die Bestimmung der Retention von biologischer Aktivität in 
den codierten Produkten ist. Darüber hinaus erkennt der Fachmann, daß die Sequenzen, eingeschlossen von 
dieser Erfindung, auch durch ihre Fähigkeit definiert sind, unter stringenten Bedingungen (0,1 × 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 für die Sequenz des Genprodukts.
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[0090] Die Begriffe „Plasmid", „Vektor" und „Kassette" bezeichnen ein extra-chromosomales Element, das oft 
Gene trägt, die nicht Teil des zentralen Metabolismus der Zelle und gewöhnlich in der Form von zirkulären dop-
pelsträngigen DNA-Molekülen sind. Derartige Elemente können autonom replizierende Sequenzen, Genom in-
tegrierende Sequenzen, Phagen- oder Nucleotidsequenzen, linear oder zirkulär, von einer einzel- oder doppel-
strängigen 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 für ein ausgewähltes Genprodukt zusammen mit geeigneter 
3' untranslatierter Sequenz in eine Zelle einzuführen, sein. „Transformationskassette" bezeichnet einen spezi-
fischen Vektor, enthaltend ein fremdes Gen und mit Elementen zusätzlich zu dem fremden Gen, der die Trans-
formation einer speziellen Wirtszelle erleichtert. „Expressionskassette" bezeichnet einen spezifischen Vektor, 
enthaltend ein fremdes Gen und mit Elementen zusätzlich zu dem fremden Gen, der erhöhte Expression die-
ses Gens in einem fremden Wirt erlaubt.

KONSTRUKTION VON REKOMBINANTEN ORGANISMEN

[0091] Rekombinante Organismen, enthaltend die notwendigen Gene, die den enzymatischen Weg für die 
Umwandlung eines Kohlenstoffsubstrats in 1,3-Propandiol codieren, können 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 Wirtsstämme wie beispiels-
weise E. coli DH5α, ECL707, AA200 oder KLP23 zu transformieren.

ISOLIERUNG VON GENEN

[0092] Verfahren zum Erhalt gewünschter Gene aus einem bakteriellen Genom sind gebräuchlich und auf 
dem Fachgebiet der Molekularbiologie bekannt. Zum Beispiel können, wenn die Sequenz des Gens bekannt 
ist, geeignete Genbanken durch Digestion mit Restriktionsendonuclease erzeugt werden und können mit zu 
der gewünschten Gensequenz komplementären 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 können Cosmid-Bibliotheken erzeugt werden, wo große Segmente von genomischer DNA 
(35–45 kb) in Vektoren verpackt und verwendet werden können, um geeignete Wirte zu transformieren. Cos-
mid-Vektoren sind einzigartig, indem sie imstande sind, große 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 benötigt wird. Zusätzlich zu der cos-Sequenz werden diese 
Vektoren auch einen Replikationsurprung wie beispielsweise CoIE1 und Marker für Arzneimittelresistenz wie 
beispielsweise ein Gen, resistent gegen Ampicillin oder Neomycin, enthalten. Verfahren der Verwendung von 
Cosmid-Vektoren für 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. Während 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 Einfluß der klebrigen Enden von cos. In dieser Wei-
se können große Segmente fremder DNA eingeführt 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 große Segmente von genomischer DNA aus Bakteriengattungen zu 
klonieren, von denen bekannt ist, daß 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 GigapackII-Verpackungsextrakten verpackt. Nach Konstruktion des Vektors E. coli 
XL1-Blue MR wurden Zellen mit der Cosmid-DNA transformiert. Transformanten wurden auf die Fähigkeit ge-
screent, Glycerol in 1,3-Propandiol umzuwandeln, indem die Zellen in Anwesenheit von Glycerol gezüchtet 
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 enthüllte extensive Homologie mit dem Glycerol-Dehydrata-
se-Gen aus C. freundii, wobei demonstriert wurde, daß 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 enthüllte, daß 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, gehören 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 für die Expression von G3PDH- und G3P-Phosphata-
se-Aktivitäten 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 Aminosäuresequenz, gegeben in SEQ 
ID NO:54 (Wang et al., vorstehend). Ähnlich wurde G3PDH-Aktivität auch aus Saccharomyces, codiert durch 
GPD2, isoliert (Eriksson et al., Mol. Microbiol. 17, 95 (1995)).

[0100] Für die Zwecke der vorliegenden Erfindung wird in Erwägung gezogen, daß ein Gen, codierend ein 
Polypeptid, verantwortlich für NADH-abhängige G3PDH-Aktivität, geeignet ist, wobei diese Aktivität imstande 
ist, die Umwandlung von Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) in Glycerol-3-phosphat (G3P) zu katalysieren. 
Weiter wird in Erwägung gezogen, daß ein Gen, codierend die Aminosäuresequenz von NADH-abhängigen 
G3PDHs entsprechend den Genen DAR1, GPD1, GPD2, GPD3 und gpsA, in der vorliegenden Erfindung funk-
tionell sein wird, wobei diese Aminosäuresequenz Aminosäuresubstitutionen, -deletionen oder -additionen ein-
schließen kann, die die Funktion des Enzyms nicht verändern. Der Fachmann ist sich bewußt, daß 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 Aminosäuresequenz, gegeben in SEQ ID NO:56, codiert (Norbeck et al., J. Biol. Chem. 271, 13875 (1996)).

[0101] Für die Zwecke der vorliegenden Erfindung ist ein Gen, codierend eine G3P-Phosphatase-Aktivität, 
zur Verwendung in dem Verfahren geeignet, wobei diese Aktivität imstande ist, die Umwandlung von Glyce-
rol-3-phosphat plus H2O in Glycerol plus anorganisches Phosphat zu katalysieren. Weiter wird ein Gen, codie-
rend die Aminosäuresequenz von G3P-Phosphatase, entsprechend den Genen GPP2 und GPP1, funktionell 
in der vorliegenden Erfindung sein, einschließend eine Aminosäuresequenz, die Aminosäuresubstitutionen, 
-deletionen oder -additionen einschließt, die nicht die Funktion des G3P-Phosphatase-Enzyms verändern. Der 
Fachmann ist sich bewußt, daß Gene, codierend G3P-Phophatase, isoliert aus anderen Ausgangsstoffen, 
ebenfalls zur Verwendung in der vorliegenden Erfindung geeignet sein werden.

WIRTSZELLEN

[0102] Geeignete Wirtszellen für die rekombinante Herstellung von 1,3-Propandiol können entweder proka-
ryotisch oder eukaryotisch sein und sind nur durch die Fähigkeit der Wirtszelle begrenzt, die aktiven Enzyme 
für 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 können 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 Aktivität 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 stationären Zustand erlaubt.
2. Wenn eine derartige Aktivität in dem potentiellen Wirtsorganismus existiert, Durchführen geeigneter Mu-
tagenese zur Deletierung oder Inaktivierung dieser Aktivität. Bestätigung einer nicht-funktionellen oder de-
letierten dhaT-artigen Aktivität kann durch das Fehlen von 3-HPA-Ansammlung in Anwesenheit von 1–2 M 
1,3-Propandiol nachgewiesen werden.
3. Exprimieren geeigneter Gene für a) Glycerolerzeugung, wenn Glycerol nicht die Kohlenstoffquelle ist, b) 
Glycerol-Dehydratase und das damit verbundene Pflegesystem und c) yqhD.

[0104] Überlegungen, welche in bezug auf bestimmte Mikroorganismen würden angestellt werden müssen, 
betreffen die Expression oder Repression endogener dhaT-artiger Enzyme unter den Bedingungen für die 
1,3-Propandiol-Herstellung. Diese könnten auch die Anwesenheit von Glycerol, Glucose oder Anaerobiose 
einschließen.

VEKTOREN UND EXPRESSIONSKASSETTEN

[0105] Die vorliegende Erfindung stellt eine Vielfalt von Vektoren und Transformations- und Expressionskas-
setten, geeignet für 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 verträglich sind. Geeignete Vektoren können 
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 enthält der Vektor oder die Kassette Sequenzen, die Transkription und Translation des 
entsprechenden Gens richten, einen auswählbaren 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 für die spezielle Spezies, ausgewählt als Produktionswirt, sind.

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

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

[0109] Für effektive Expression der vorliegenden Enzyme werden DNA, codierend die Enzyme, operabel 
durch Initiationscodons mit ausgewählten Expressionskontrollregionen verknüpft, derart, daß Expression zu 
der Bildung der passenden Messenger-RNA führt.

[0110] Besonders nützlich 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 enthält 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 für die Einführung von DAR1- und GPP2-Genen in die Wirtszelle verwendet wird und umfaßt 
genauer gesagt die aus Saccharomyces cerevisiae isolierten DAR1- und GPP2-Gene.
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TRANSFORMATION GEEIGNETER WIRTE UND EXPRESSION VON GENEN FÜR DIE HERSTELLUNG 
VON 1,3-PROPANDIOL

[0111] Sobald geeignete Kassetten konstruiert sind, werden sie verwendet, um geeignete Wirtszellen zu 
transformieren. Einführung 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-
ständig in den Allgemeinen Verfahren und den Beispielen beschrieben ist.

MUTANTEN

[0113] Zusätzlich zu den beispielhaft veranschaulichten Zellen wird in Erwägung gezogen, daß 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 erhöhen. Zellen, die normalerweise eine Zu-
fuhr von Kohlenstoffausgangsmaterial in nichtproduktive Wege ableiten oder die wesentliche Katabolitrepres-
sion zeigen, könnten mutiert werden, um diese phänotypischen Mängel zu vermeiden. Zum Beispiel werden 
viele Wildtypzellen der Katabolitrepression von Glucose und Nebenprodukten in den Medien unterworfen und 
es wird in Erwägung gezogen, daß zur 1,3-Propandiol-Herstellung fähige mutante Stämme dieser Wildtypor-
ganismen, die resistent gegen Glucoserepression sind, in der vorliegenden Erfindung besonders nützlich sein 
würden.

[0114] Verfahren der Erzeugung von Mutanten sind gebräuchlich und auf dem Fachgebiet bekannt. Zum Bei-
spiel können Wildtypzellen einer Vielfalt mit Mitteln, wie beispielsweise Strahlung oder chemische Mutagene, 
ausgesetzt und dann für den gewünschten Phänotyp gesreent werden. Wenn Mutationen durch Strahlung er-
zeugt werden, kann entweder ultraviolette (UV) oder ionisierende Strahlung verwendet werden. Geeignete 
kurzwellige UV-Wellenlängen für genetische Mutationen fallen in den Bereich von 200 nm bis 300 nm, wobei 
254 nm bevorzugt werden. UV-Strahlung in dieser Wellenlänge verursacht hauptsächlich Änderungen inner-
halb der Nucleinsäuresequenz von Guanidin und Cytosin bis Adenin und Thymidin. Da alle Zellen DNA-Repa-
raturmechanismen haben, die die meisten UV-induzierten Mutationen reparieren würden, können 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 möglich, 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-
wöhnlich verwendeten Substanzen gehören Chemikalien, die nichtreplizierende DNA beeinflussen, wie bei-
spielsweise HNO2 und NH2OH, 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, können Mutanten mit dem gewünschten Phänotyp durch eine Vielfalt 
von Verfahren ausgewählt werden. Zufallsscreening ist am meisten gebräuchlich, wo die mutagenisierten Zel-
len für die Fähigkeit ausgewählt werden, das gewünschte Produkt oder die Zwischenverbindung zu erzeugen. 
Alternativ kann selektive Isolierung von Mutanten durchgeführt werden, indem eine mutagenisierte Population 
auf selektiven Medien gezüchtet wird, wo nur resistente Kolonien sich entwickeln können. 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 ungewünschten Enzymaktivität 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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VERÄNDERUNGEN IN DEM WEG DER HERSTELLUNG VON 1,3-PROPANDIOL

[0118] Repräsentativer Enzymweg. Die Herstellung von 1,3-Propandiol aus Glucose kann durch die folgende 
Reihe von Schritten bewerkstelligt werden. Diese Reihe ist für eine Anzahl von dem Fachmann bekannten We-
gen repräsentativ 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 zellulären Phosphatasen katalysiert werden, von denen bekannt ist, 
daß sie nicht-spezifisch im Hinblick auf ihre Substrate sind, oder die Aktivität kann in den Wirt durch Rekombi-
nation eingeführt werden. Der Reduktionsschritt kann durch ein NAD+-(oder NADP+)-verknüpftes Wirtsenzym 
katalysiert werden, oder die Aktivität kann durch Rekombination in den Wirt eingeführt werden. Es ist bemer-
kenswert, daß das dha-Regulon eine Glycerol-Dehydrogenase (E.C. 1.1.1.6) enthält, die die reversible Reak-
tion von Gleichung 3 katalysiert. 

Glycerol → 3-HPA + H2O (Gleichung 1)

3-HPA + NADH + H+ → 1,3-Propandiol + NAD+ (Gleichung 2)

Glycerol + NAD+ → DHA + NADH + H+ (Gleichung 3)

[0119] Glycerol wird über die Zwischenverbindung 3-Hydroxypropionaldehyd (3-HPA) in 1,3-Propandiol um-
gewandelt, wie vorstehend ausführlich 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 eingeführt 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+)-verknüpftes Wirtsenzym herge-
stellt, oder die Aktivität kann in den Wirt durch Rekombination eingeführt 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 Einführung einer Triosephosphat-Isomerase-Mutation 
(tpi–) in den Mikroorganismus der vorliegenden Erfindung ein Beispiel der Verwendung einer Mutation, um die 
Leistung durch Kohlenstoffkanalbildung zu verbessern. Triosephosphat-Isomerase ist das Enzym, verantwort-
lich für 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 
erhöht die Deletionsmutation (tpi–) die gesamte metabolische Effizienz des gewünschten Weges gegenüber 
der auf dem Fachgebiet beschriebenen. Ähnlich würden Mutationen, welche alternative Wege für Zwischen-
verbindungen des Weges der 1,3-Propandiol-Herstellung blockieren, ebenfalls für die vorliegende Erfindung 
nützlich sein. Zum Beispiel verhindert die Eliminierung von Glycerol-Kinase, daß Glycerol, erzeugt aus G3P 
durch die Wirkung von G3P-Phosphatase, auf Kosten von ATP zu G3P zurückverwandelt wird (Fig. 5). Auch 
die Eliminierung von Glycerol-Dehydrogenase (zum Beispiel gldA) verhindert, daß Glycerol, erzeugt aus DHAP 
durch die Wirkung von NADH-abhängiger Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase, in Dihydroxyaceton umge-
wandelt wird (Fig. 5). Mutationen können zu einem strukturellen Gen gerichtet werden, um die Aktivität einer 
enzymatischen Aktivität zu vermitteln oder zu verbessern, oder können zu einem regulatorischen Gen, ein-
schließlich Promotorregionen und Ribosombindungsstellen, gerichtet werden, um das Expressionsniveau ei-
ner enzymatischen Aktivität zu modulieren.

[0121] Es wird so in Erwägung gezogen, daß Transformationen und Mutationen kombiniert werden können, 
um für die Erhöhung der 1,3-Propandiol-Herstellung spezielle Enzymaktivitäten zu steuern. So ist es innerhalb 
des Bereichs der vorliegenden Erfindung, Modifizierungen eines Ganzzellenkatalysators zu erwarten, welche 
zu einer erhöhten Herstellung von 1,3-Propandiol führen.

[0122] Die vorliegende Erfindung benutzt einen bevorzugten Weg für die Herstellung von 1,3-Propandiol aus 
einem Zuckersubstrat, wo der Kohlenstoff-Fluß sich von Glucose zu DHAP, G3P, Glycerol, 3-HPA und schließ-
lich zu 1,3-Propandiol bewegt. Die vorliegenden Produktionsstämme 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 Überführung in entweder DHA oder G3P über Glycerol-Dehydrogenase oder Glyce-
rol-Kinase abgelenkt werden, wie vorstehend diskutiert wurde (Fig. 5). Dementsprechend enthalten die vorlie-
genden Produktionsstämme Deletionsmutationen in den gldA- und glpK-Genen. Ähnlich kann DHAP durch Tri-
osephosphat-Isomerase zu 3-PG abgeleitet werden, so enthält der vorliegende Produktionsmikroorganismus 
auch eine Deletionsmutation in diesem Gen. Das vorliegende Verfahren bringt zusätzlich ein Dehydratase-En-
zym für 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 über eine 1,3-Propandiol-Oxidoreductase bewerkstelligt wird, benutzt das vorliegende 
Verfahren eine nicht-spezifische katalytische Aktivität, die größere 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 für 1,3-Propandiol-Herstellung Glycerol oder Dihydroxya-
ceton als Substrat benutzen, wo der Weg nur die letzten drei Substrate, Glycerol → 3HPA → 1,3-Propandiol, 
umfaßt. In einem derartigen Verfahren wird die Oxidoreductase wieder zugunsten der nicht-spezifischen kata-
lytischen Aktivität (von der erwartet wird, daß sie eine Alkohol-Dehydrogenase ist) eliminiert, jedoch wird die 
Notwendigkeit für Deletionsmutationen durch die Energieüberlegungen des Hinzufügens 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/l erwartet werden.

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

Medien und Kohlenstoffsubstrate

[0125] Fermentationsmedien in der vorliegenden Erfindung müssen geeignete Kohlenstoffsubstrate enthal-
ten. Zu geeigneten Substraten können, ohne aber darauf begrenzt zu sein, Monosaccharide wie beispielswei-
se Glucose und Fructose, Oligosaccharide wie beispielsweise Lactose oder Saccharose, Polysaccharide wie 
beispielsweise Stärke oder Cellulose oder Gemische davon und ungereinigte Gemische aus erneuerbaren 
Ausgangsmaterialien, wie beispielsweise Käsemolkepermeat, Maisquellwasser, Zuckerrübenmelassen und 
Gerstenmalz, gehören. Zusätzlich kann das Kohlenstoffsubstrat auch aus ein-Kohlenstoff-Substraten wie bei-
spielsweise Kohlendioxid oder Methanol bestehen, für welche metabolische Umwandlung in biochemische 
Schlüsselzwischenverbindungen demonstriert worden ist. Über 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 können ein-Kohlenstoff-Verbindungen, die im Oxidationszustand von Methan bis For-
miat reichen, assimilieren und Glycerol erzeugen. Der Weg der Kohlenstoffassimilation kann über Ribulose-
monophosphat, über Serin oder über 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 schließlich zu dem drei-Kohlenstoffprodukt Glyceraldehyd-3-phosphat wird. Ähnlich assi-
miliert der Serin-Weg die ein-Kohlenstoff-Verbindung in den Glycolyseweg über Methylentetrahydrofoliat.

[0126] Zusätzlich zu ein- und zwei-Kohlenstoffsubstraten sind methylotrophe Mikroorganismen auch dafür 
bekannt, eine Anzahl von anderen kohlenstoffhaltigen Verbindungen wie beispielsweise Methylamin, Glucos-
amin und eine Vielfalt von Aminosäuren für metabolische Aktivität nutzen. Zum Beispiel ist methylotrophe Hefe 
dafür bekannt, den Kohlenstoff von Methylamin zu nutzen, um Trehalose oder Glycerol zu erzeugen (Bellion 
et al., Microb. Growth CI Compd., [Int. Symp.], 7 (1993), 415–32. Herausgeber: Murrell, J. Collin; Kelly, Don P. 
Herausgeber: Intercept, Andover, UK). Ähnlich metabolisieren verschiedene Spezies von Candida Alanin oder 
Oleinsäure (Sulter et al., Arch. Microbiol. 153 (5), 485–489 (1990)). Daher wird in Erwägung gezogen, daß die 
Kohlenstoffquelle, die in der vorliegenden Erfindung benutzt wird, eine breite Vielfalt von kohlenstoffhaltigen 
Substraten einschließen kann und nur durch die Wahl von Mikroorganismus oder Verfahren begrenzt wird.
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[0127] Obwohl in Erwägung gezogen wird, daß alle von den vorstehend erwähnten Kohlenstoffsubstraten 
und Gemischen (gemeinsame Zuführung) 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-
zuführung erwartet.

[0128] Zusätzlich zu einer geeigneten Kohlenstoffquelle müssen Fermentationsmedien geeignete Mineralien, 
Salze, Co-Faktoren, Puffer und andere dem Fachmann bekannte Komponenten enthalten, die für das Wachs-
tum der Kulturen und die Förderung des enzymatischen Weges, notwendig für die 1,3-Propandiol-Herstellung, 
geeignet sind. Besondere Aufmerksamkeit wird Co(II)-Salzen und/oder Vitamin B12 oder Vorstufen davon ge-
geben.

[0129] Adenosyt-Cobalamin (Coenzym B12) ist ein essentieller Cofaktor für Dehydratase-Aktivität. Synthese 
von Coenzym B12 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, während andere teilweise Reaktionen durchführen können. 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 einführen. So ist auf dem Fachgebiet bekannt, daß eine Coen-
zym-B12-Vorstufe, wie beispielsweise Vitamin B12, in E.-coli-Fermentationen bereitgestellt werden muß.

[0130] Vitamin-B12-Zugaben zu E.-coli-Fermentationen können kontinuierlich mit einer konstanten Geschwin-
digkeit oder in Abschnitten, um mit der Erzeugung von Zellmasse zusammenzutreffen, hinzugegeben werden 
oder können in einzelnen oder mehrfachen Bolus-Zugaben hinzugegeben werden. Bevorzugte Verhältnisse 
von zugeführtem Vitamin B12 (mg) zu Zellmasse (OD550) betragen von 0,06 bis 0,60. Am meisten bevorzugte 
Verhältnisse von zugeführtem Vitamin B12 (mg) zu Zellmasse (OD550) betragen von 0,12 bis 0,48.

[0131] Obwohl Vitamin B12 zu der transformierten E. coli der vorliegenden Erfindung hinzugegeben wird, wird 
in Erwägung gezogen, daß andere Mikroorganismen, imstande zu de-novo-B12-Biosynthese, ebenfalls geeig-
nete Produktionszellen sind und die Zugabe von B12 zu diesen Mikroorganismen unnötig ist.

Kulturbedingungen:

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

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

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

[0135] Fed-Batch-Fermentationen können mit der Kohlenstoffzuführung von zum Beispiel Glucose, begrenzt 
oder überschüssig, durchgeführt 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 während der Fermentation nicht Anlaß künstlicher Veränderungen ist. So wird am Be-
ginn der Fermentation das Medium mit dem gewünschten Mikroorganismus oder Mikroorganismen beimpft 
und die Fermentation wird ablaufen gelassen, ohne etwas zu dem System hinzugeben. Typischerweise ist je-
doch „Chargen"-Fermentation chargenmäßig 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 ändern sich die Metabolit- und Biomassezusammensetzung des Systems konstant bis zu der 
Zeit, wo die Fermentation beendet wird. Innerhalb von Batch-Kulturen mäßigen sich Zellen durch eine statische 
lag-Phase zu einer log-Phase mit hohem Wachstum und schließlich zu einer stationären Phase, wo die Wachs-
tumsgeschwindigkeit vermindert oder angehalten ist. Wenn unbehandelt, werden Zellen in der stationären 
Phase schließlich sterben. Zellen in der log-Phase sind im allgemeinen für 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, daß das Substrat in Inkrementen hinzugegeben wird, während die Fermentation voranschreitet. 
Fed-Batch-Systeme sind nützlich, wenn Katabolitrepression dazu neigt, den Metabolismus der Zellen zu hem-
men, und wo es wünschenswert ist, begrenzte Mengen von Substrat in den Medien zu haben. Messung der 
tatsächlichen Substratkonzentration in Fed-Batch-Systemen ist schwierig und wird daher auf der Basis der Än-
derungen meßbarer Faktoren, wie beispielsweise pH, gelöster Sauerstoff und der Partialdruck von Abfallgasen 
wie beispielsweise CO2, geschätzt. Chargen- und Fed-Batch-Fermentationen sind gebräuchlich und auf dem 
Fachgebiet bekannt und Beispiele können bei Brock, vorstehend, gefunden werden.

[0138] Obwohl die vorliegende Erfindung im Chargenmodus durchgeführt wird, wird damit gerechnet, daß
das Verfahren an kontinuierliche Fermentationsverfahren anpaßbar sein würde. 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 hält 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 hält eine Methode einen begrenz-
enden Nährstoff, 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 verändert werden, während die Zellkonzentration, ge-
messen durch die Trübung des Mediums, konstant gehalten wird. Kontinuierliche Systeme sind bestrebt, die 
Wachstumsbedingungen des stationären Zustands aufrecht zu erhalten, und so muß der Zellverlust, zurück-
zuführen auf das Medium, das abgezogen wird, gegen die Zellwachstumsrate in der Fermentation ausgegli-
chen werden. Methoden der Abstimmung von Nährstoffen und Wachstumsfaktoren für 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 ausführlich von Brock, vorste-
hend, dargestellt.

[0140] Es wird damit gerechnet, daß die vorliegende Erfindung praktisch unter Verwendung von Chargen, 
Fed-Batch- oder kontinuierlichen Verfahren ausgeführt werden kann und daß jeder bekannte Fermentations-
modus geeignet sein würde. Zusätzlich wird damit gerechnet, daß Zellen auf einem Substrat als Ganzzellen-
katalysatoren immobilisiert und Fermentationsbedingungen für 1,3-Propandiol-Herstellung unterworfen wer-
den können.

Identifizierung und Reinigung von 1,3-Propandiol:

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

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

ALLGEMEINE VERFAHREN

[0143] Verfahrensweisen für Phosphorylierungen, Ligierungen und Transformationen sind auf dem Fachge-
biet bekannt. Techniken, geeignet zur Verwendung in den folgenden Beispielen, können 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, können in Manual of Methods for General Bacteriology (Handbuch von Methoden für 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, MI), GIBCO/BRL (Gaithersburg, MD) oder 
Sigma Chemical Company (St. Louis, MO) erhalten, wenn nicht anderweitig festgelegt.

[0145] Die Bedeutung von Abkürzungen 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 μg/ml Am-
picillin und LB-50 amp ist Luria-Bertani-Brühe, die 50 μg/ml Ampicillin enthält.

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

[0147] Stämme und Vektoren, die in den folgenden Beispielen verwendet und konstruiert werden, sind in der 
nachstehenden Übersichtstabelle aufgeführt:
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ENZYMASSAYS

Assays für Dehydratase-Enzyme:

[0148] Dehydratase-Aktivität in zellfreien Extrakten wurde unter Verwendung von entweder Glycerol oder 
1,2-Propandiol als Substrat bestimmt. Typischerweise wurden zellfreie Extrakte durch Zellzerstörung 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 mißt. Dehydratase-Aktivität 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-
hältnis von Produktbildung mit im Verhältnis 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-verknüpften Alkohol-Dehydrogenase und Überwachen des Verschwin-
dens von NADH bestimmt.

Assays für 1,3-Propandiol-Oxidoreductase:

[0150] Die Aktivität von 1,3-Propandiol-Oxidoreductase, manchmal als 1,3-Propandiol-Dehydrogenase be-
zeichnet, wurde für zellfreie Extrakte in Lösung 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 Aktivität von 1,3-Propandiol-Oxido-
reductase (dhaT) von der von nicht-spezifischen Alkohol-Dehydrogenasen vermöge der Größentrennung zu 
trennen. Die nativen Molekulargewichte von 1,3-Propandiol-Oxidoreductasen (dhaT) von Citrobacter freundii, 
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Klebsiella pneumoniae und Clostridium pasteurianum sind ungewöhnlich groß, in der Größenordnung von 
330000 bis 440000 Dalton. Lactobacillus brevis und Lactobacillus buchneri enthalten Dehydratase-assoziierte 
1,3-Propandiol-Oxidoreductasen mit Eigenschaften ähnlich denjenigen von bekannten 1,3-Propandiol-Oxido-
reductasen (dhaT).

Assays für Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase-Aktivität:

[0151] Eine Verfahrensweise wurde verwendet, wie sie nachstehend aus einem Verfahren, veröffentlicht von 
Bell et al. (J. Biol. Chem. 250, 7153 (1975)), modifiziert wurde. Dieses Verfahren beinhaltete das Inkubieren 
einer Probe eines zellfreien Extrakts in einer Küvette, die 0,2 mM NADH, 2,0 mM Dihydroxyacetonphosphat 
(DHAP) und Enzym in 0,1 M Tris/HCl, 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 
für mindestens 3 min bestimmt. Das zweite Substrat, DHAP, wurde nachfolgend hinzugegeben und die Ände-
rung der Extinktion mit der Zeit wurde weiter für mindestens 3 min überwacht. G3PDH-Aktivität wurde durch 
Abziehen der Hintergrundgeschwindigkeit von der Bruttogeschwindigkeit definiert.

Assay für Glycerol-3-Phosphatase-Aktivität:

[0152] Der Assay für Enzymaktivität wurde durch Inkubieren des Extrakts mit einem Substrat eines organi-
schen Phosphats in einem bis-Tris oder MES und Magnesiumpuffer, pH 6,5, durchgeführt. Das verwendet Sub-
strat war entweder 1-α-Glycerolphosphat oder d,l-α-Glycerolphosphat. Die finalen Konzentrationen der Rea-
genzien in dem Assay sind: Puffer (20 mM, bis-Tris oder 50 mM MES); MgCl2 (10 mM) und Substrat (20 mM). 
Wenn das Gesamtprotein in der Probe gering war und keine sichtbare Ausfällung bei einem Abschrecken mit 
Säure erfolgt, wurde die Probe bequemerweise in der Kuvette geprüft. Dieses Verfahren beinhaltete Inkubieren 
einer Enzymprobe in einer Küvette, die 20 mM Substrat (50 μl, 200 mM), 50 mM MES, 10 mM MgCl2, 
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 Küvette wurde gemischt und dann wurde die 
Küvette in einem Umlaufwasserbad bei T = 37°C für 5 bis 120 min plaziert, wobei die Länge der Zeit davon 
abhing, ob die Phosphatase-Aktivität in der Enzymprobe von 2 bis 0,02 U/ml reichte. Die enzymatische Reak-
tion wurde durch die Zugabe des Säure-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 Lösung 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 Stammlösung 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 μmol/ml reichten, hergestellt wurde.

Assay für Glycerol-Kinase-Aktivität

[0153] Eine geeignete Menge von Enzym, typischerweise ein zellfreier Rohextrakt, wurde zu einem Reakti-
onsgemisch, enthaltend 40 mM ATP, 20 mM MgSO4, 21 mM gleichmäßig 13C-markiertes Glycerol (99%, Cam-
bridge Isotope Laboratories) und 0,1 M Tris-HCl, pH 9, für 75 min bei 25°C hinzugegeben. Die Umwandlung 
von Glycerol in Glycerol-3-phosphat wurde durch 13C-NMR (125 MHz) nachgewiesen: Glycerol (63,11 ppm, δ, 
J = 41 Hz und 72,66 ppm, t, J = 41 Hz); Glycerol-3-phosphat (62,93 ppm, δ, J = 41 Hz; 65,31 ppm, br d, J = 43 
Hz; und 72,66 ppm, dt, J = 6, 41 Hz).

Assay von NADH-verknüpfter Glycerol-Dehydrogenase:

[0154] Die Aktivität von NADH-verknüpfter Glycerol-Dehydrogenase (gldA) in zellfreien Extrakten von E.-co-
li-Stämmen 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 gefärbten Formazan unter 
Verwendung von Phenazinmethosulfat (PMS) als Vermittler gekoppelt (Tang et al., J. Bacteriol. 140, 182 
(1997)).

[0155] Elektrophorese wurde in doppelter Ausführung durch Standardverfahrensweisen unter Verwendung 
von nativen Gelen (8–16% TG, 1,5 mm, Gele mit 15 Bahnen von Novex, San Diego, CA) durchgeführt. Rest-
liches Glycerol wurde von den Gelen durch 3 × Waschen mit 50 mM Tris oder Kaliumcarbonatpuffer, pH 9, für 
10 Minuten entfernt. Die doppelten Gele wurden, mit und ohne Glycerol (ungefähr 0,16 M finale Konzentration), 
in 15 ml von Assaylösung, 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-verknüpfter Glycerol-Dehydrogenase-Aktivität in 
E.-coli-Stämmen (gldA) wurde nach Polyacrylamid-Gelelektrophorese durch Umsetzung mit polyklonalen An-
tikörpern, 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 überwacht. Analysen wurden un-
ter Verwendung von Standardtechniken und -materialien, verfügbar für den Fachmann auf dem Gebiet der 
Chromatographie, durchgeführt. Ein geeignetes Verfahren benutzte ein HPLC-System Waters Maxima 820 un-
ter Verwendung von UV- (210 nm) und RI-Nachweis. Proben wurden auf eine Säule Shodex SH-1011 (8 mm 
× 300 mm, gekauft von Waters, Milford, MA), ausgestattet mit einer Vorsäule Shodex SH-1011P (6 mm × 50 
mm), Temperatur-kontrolliert bei 50°C unter Verwendung von 0,01 N H2SO4 als mobile Phase mit einer Fließ-
geschwindigkeit von 0,5 ml/min, injiziert. Wenn quantitative Analyse gewünscht wurde, wurden Proben mit ei-
ner bekannten Menge von Trimethylessigsäure als externem Standard hergestellt. Typischerweise waren die 
Retentionszeiten von Glucose (RI-Nachweis), Glycerol, 1,3-Propandiol (RI-Nachweis) und Trimethylessigsäu-
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 bestätigt. Analysen wurden unter Verwen-
dung von Standardtechniken und -materialien, verfügbar für den Fachmann auf dem Gebiet von GC/MS, 
durchgeführt. Ein geeignetes Verfahren benutzte einen Gaschomatograph Hewlett Packard 5890 Serie II, ge-
koppelt mit einem Masse-selektiven Detektor Hewlett Packard 5971 Serie (EI) und einer HP-INNOWax-Säule 
(30 m Länge, 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 für GC/MS beinhaltete Derivatisierung der Probe. Zu 1,0 ml Probe (z.B. Kul-
turüberstand) wurden 30 μl konzentrierte (70% Vol./Vol.) Perchlorsäure hinzugegeben. Nach dem Mischen 
wurde die Probe gefroren und lyophilisiert. Ein 1:1-Gemisch von Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid:Pyridin (300 
μl) wurde zu dem lyophilisierten Material hinzugegeben, heftig gemischt und für eine h bei 65°C plaziert. Die 
Probe wurde durch Zentrifugation von unlöslichem Material geklärt. Die resultierende Flüssigkeit verteilte sich 
in zwei Phasen, von denen die obere für die Analyse verwendet wurde. Die Probe wurde auf einer DB-5-Säule 
(48 m, 0,25 mm innerer Durchmesser, 0,25 μm Filmdicke; von J & W Scientific) chromatographiert und die Re-
tentionszeit und das Massenspektrum des 1,3-Propandiolderivats, erhalten aus Kulturüberständen, wurden 
mit denen, erhalten von authentischen Standards, verglichen. Die Massenspektren von TMS-derivatisiertem 
1,3-Propandiol enthält die charakteristischen Ionen von 205, 177, 130 und 115 AMU.

Zell-Lyse:

[0160] Die Zell-Lyse wurde durch Messen der Konzentration von extrazellulärem löslichen Protein in der Fer-
mentationsbrühe abgeschätzt. 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 Überstand wurde auf die Proteinkonzentration durch das Bradford-Verfahren unter Verwendung 
eines im Handel erhältlichen Reagenzes (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad, Hercules, CA) analysiert.

Lebensfähigkeit:

[0161] Die Zell-Lebensfähigkeit wurde durch Plattieren mit geeigneten Verdünnungen von aus dem Fermen-
ter erhaltenen Zellen auf nicht-selektiven LB-Agarplatten bestimmt. Die Zell-Lebensfähigkeit zwischen Fer-
menterexperimenten wird unter Verwendung des Verhältnisses von lebensfähigen Zellen pro ml Fermenterbrü-
he, dividiert durch OD550 (AU), verglichen.
30/82



DE 600 29 971 T2    2007.05.16
BEISPIEL 1

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

Medien:

[0162] Synthetisches S12-Medium wurde beim Screening von bakteriellen Transformanten für die Fähigkeit 
zur Herstellung von 1,3-Propandiol verwendet. S12-Medium enthält: 10 mM Ammoniumsulfat, 50 mM Kalium-
phosphatpuffer, pH 7,0, 2 mM MgCl2, 0,7 mM CaCl2, 50 μM MnCl2, 1 μM FeCl3, 1 μM ZnCl, 1,7 μM CuSO4, 2,5 
μM CoCl2, 2,4 μM Na2MoO4 und 2 μM Thiaminhydrochlorid.

[0163] Medium A, verwendet für Aufzucht und Fermentation, bestand aus: 10 mM Ammoniumsulfat; 50 mM 
MOPS/KOH-Puffer, pH 7,5; 5 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,5; 2 mM MgCl2; 0,7 mM CaCl2; 50 μM MnCl2; 1 
μM FeCl3; 1 μM ZnCl; 1,72 μM CuSO4; 2,53 μM CoCl2; 2,42 μM Na2MoO4; 2 μM Thiaminhydrochlorid; 0,01% 
Hefeextrakt; 0,01% Casaminosäuren; 0,8 μg/ml Vitamin B12; und 50 μg/ml amp. Medium A wurde mit entweder 
0,2% Glycerol oder 0,2% Glycerol plus 0,2% D-Glucose wie erforderlich ergänzt.

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 DH5α wurde von Gibco/BRL gekauft und wurde mit der Cosmid-DNA, isoliert aus Klebsiella 
pneumoniae ATCC 25955, enthaltend ein Gen, codierend für 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 
DH5α-Zellen wurden als DH5α-pKP1, DH5α-pKP2 und DH5α-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 ähnlich 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.

DH5α:

[0169] Sechs Transformationsplatten, enthaltend ungefähr 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 μl) wurde in ein 15-ml-Röhrchen, 
enthaltend synthetisches Medium S12 mit 0,2% Glycerol und 400 ng pro ml Vitamin B12 + 0,001% Hefeextrakt 
+ 50 amp, eingeimpft. Das Röhrchen wurde mit dem Medium bis oben gefüllt und mit Parafilm eingewickelt und 
bei 30°C inkubiert. Eine leichte Trübung wurde nach 48 h beobachtet. Aliquots, analysiert für Produktverteilung 
wie vorstehend beschrieben nach 78 h und 132 h, waren für 1,3-Propandiol positiv, wobei die letzteren Zeit-
punkte erhöhte Mengen von 1,3-Propandiol enthielten.

[0170] Die Bakterien, die positiv für 1,3-Propandiol-Herstellung getestet wurden, wurden seriell verdünnt 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 geprüft. Cosmid-DNA wurde aus 6 unabhängigen 
Klonen isoliert und in den E.-coli-Stamm DH5α transformiert. Die Transformanten wurden wieder auf die Her-
stellung von 1,3-Propandiol geprüft. Zwei Transformanten wurden weiter charakterisiert und als DH5α-pKP1 
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und DH5α-pKP2 bezeichnet.

[0171] Ein 12,1-kb-EcoRI-SalI-Fragment von pKP1, subkloniert in pIBI31 (IBI Biosystem. New Haven, CT) 
wurde sequenziert und als pHK28-26 (SEQ ID NO:1) bezeichnet. Sequenzierung enthüllte 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 für 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 für 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 μl S15-Medium (Ammoniumsulfat, 10 mM; Kalium-
phosphatpuffer, pH 7,0, 1 mM; MOPS/KOH-Puffer, pH 7,0, 50 mM; MgCl2, 2 mM; CaCl2, 0,7 mM; MnCl2, 50 
μM; FeCl3, 1 μM; ZnCl, 1 μM; CuSO4, 1,72 μM; CoCl2, 2,53 μM; Na2MoO4, 2,42 μM; und Thiaminhydrochlorid, 
2 μM) + 0,2% Glycerol + 400 ng/ml Vitamin B12 + 0,001% Hefeextrakt + 50 μg/ml Ampicillin, eingeimpft. Zusätz-
lich zu den Mikrotitervertiefungen wurde eine Master-Platte, enthaltend LB-50 amp, ebenfalls beimpft. Nach 96 
h wurden 100 μl abgezogen und in einem Rainin-Mikrofugenröhrchen, enthaltend ein 0,2-Mikrometer-Ny-
lon-Membranfilter, zentrifugiert. Bakterien wurden zurückgehalten und das Filtrat wurde zur HPLC-Analyse 
verarbeitet. Positive Klone, die 1,3-Propandiol-Herstellung demonstrierten, wurden nach dem Screening von 
ungefähr 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 für die Herstellung von 1,3-Propandiol, wurde als pKP4 bezeichnet. 
Cosmid-DNA wurde aus E.-coli-Stämmen, enthaltend pKP4, isoliert und der E.-coli-Stamm DH5α wurde trans-
formiert. Ein unabhängiger Transformant, bezeichnet als DH5α-pKP4, wurde für 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-abhängige Glycerol-Ki-
nase, NAD+-verknüpfte Glycerol-Dehydrogenase bzw. Enzym II für Dihydroxyaceton des Phosphoenolpyru-
vat-abhängigen Phosphotransferase-Systems codieren.

[0174] Zwanzig einzelne Kolonien von jeder Cosmid-Transformation und fünf 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 überführt. Diese Isolate wurden auch auf ihre Fähigkeit getestet, Glycerol in 1,3-Propan-
diol umzuwandeln, um zu bestimmen, ob sie Dehydratase-Aktivität enthielten. Die Transformanten wurden mit 
einem sterilen Zahnstocher auf Mikrotiterplatten überführt, die 200 μl von Medium A, ergänzt mit entweder 
0,2% Glycerol oder 0,2% Glycerol plus 0,2% D-Glucose, enthielten. Nach Inkubation für 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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* (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 fünf von der Transformation des lee-
ren Vektors wurden isoliert und auf ihre Fähigkeit getestet, Glycerol in 1,3-Propandiol umzuwandeln, wie für 
den E.-coli-Stamm ECL707 beschrieben wurde. Die Ergebnisse dieser Tests sind in Tabelle 3 angegeben. 

* (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 für 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 MunI-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 Überlappungsextensions-PCR zu ermöglichen. Das Gen-Splicing 
durch Überlappungsextensions-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 MunI-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 

TABELLE 2

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

TABELLE 3

Umwandlung von Glycerol in 1,3-Glycerol durch transformierte AA200
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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-HincII-Fragment aus pLoxCat1 (unveröffentlichte 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-
nI-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-AatII-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 pRN101-1 mit dem R6K-Ursprung, um pRN102-1 zu erzeugen, beinhaltete außerdem Deletion des größten 
Teils des Zeocin-Resistenzgens. Der Wirt für pRN102-1-Replikation war E. coli SY327 (Miller und Mekalanos, 
J. Bacteriol. 170, 2575–2583 (1988)), welche das pir-Gen, notwendig für die Funktion des R6K-Ursprungs, ent-
hält.

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 μg/ml) und Kanamycin-empfindlich (30 μg/ml) waren, 
wurden für 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 über Southern-Analyse (Southern, J. Mol. Biol. 98, 503–517 (1975)), an, daß es ein Doppel-
crossover-Integrant (glpK-Genersetzung) war, da die zwei erwarteten Banden von 7,9 kb und 2,0 kb beobach-
tet wurden, zurückzuführen auf die Anwesenheit einer zusätzlichen EcoRI-Stelle innerhalb des Chlorampheni-
col-Resistenzgens. Die Wildtyp-Kontrolle ergab die einzelne erwartete 9,4-kb-Bande. Eine 13C-NMR-Analyse 
der Mutante RJF10m bestätigte, daß sie unfähig war, 13C-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 über Nacht auf YENB-Medium (0,75% Hefeextrakt, 0,8% Nährstoffbrühe) bei 
37°C wurde E. coli RRJF10m in einer Wassersuspension mit dem Plasmid pJW168 (unveröffentlichte 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-
lässige Temperatur für pJW168-Replikation) auf LB-Agarmedium, ergänzt mit Carbenicillin (50 μg/ml) und 
IPTG (1 mM), ausgewählt. Zwei serielle Übernacht-Transfers von gepoolten Kolonien wurden bei 30°C auf fri-
schem LB-Agarmedium, ergänzt mit Carbenicillin und IPTG, ausgeführt, um Excision des chromosomalen Chl-
oramphenicol-Resistenzgens über 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, ergänzt mit Carbenicillin und IPTG, und LB-Agar, ergänzt mit Chloramphenicol (12,5 μg/ml), 
repliziert, um Kolonien zu identifizieren, die Carbenicillin-resistent und Chloramphenicol-empfindlich waren, 
was Entfernung des Markergens anzeigt. Eine Kultur über 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 über Nacht inkubiert. Verschiedene Verdünnungen wurden auf vorgewärmtem LB-Agarme-
dium plattiert und die Platten wurden über Nacht bei 42°C (die nicht-zuläsige Temperatur für pJW168-Replika-
tion) inkubiert. Resultierende Kolonien wurden auf LB-Agarmedium und LB-Agarmedium, ergänzt mit Carbe-
nicillin (75 μg/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 bestätigt. Glycerol-nicht-Nutzung durch die Mutante RJF10 wurde durch das 
Fehlen von Wachstum auf M9-Minimalmedium, enthaltend 1 mM Glycerol, bestätigt. Die glpK-Mutante RJF10 
34/82



DE 600 29 971 T2    2007.05.16
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 SphI- bzw. XbaI-Stellen einbringen, und zwischen den SphI- und XbaI-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 SalI- und NcoI-Stel-
len innerhalb des gldA-Gens geschnitten, die Enden mit Klenow gespült und religiert, resultierend in einer 
109-bp-Deletion in der Mitte von gldA und Regenerierung einer einzigartigen SalI-Stelle, um pKP9 zu erzeu-
gen. Ein 1,4-kb-DNA-Fragment, enthaltend das Gen, übertragend Kanamycin-Resistenz (kan) und einschlie-
ßend etwa 400 bps von DNA stromaufwärts von dem translationalen Startcodon und etwa 100 bps von DNA 
stromabwärts 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 SalI-Stellen einbrin-
gen, isoliert und in die einzigartige SalI-Stelle von pKP9 subkloniert, um pKP13 zu erzeugen. Ein 
2,1-kb-DNA-Fragment, beginnend 204 bps stromabwärts von dem translationalen gldA-Startcodon und en-
dend 178 bps stromaufwärts 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 
SphI- bzw. XbaI-Stellen einbringen, isoliert, wurde zwischen den SphI- bzw. XbaI-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 μg/ml kan bei 30°C, welches die zulässige Temperatur für pMAK705-Replikation ist, ausge-
wählt. Eine Kolonie wurde über Nacht bei 30°C in flüssigen Medien, ergänzt mit 20 μg/ml kan, expandiert. Un-
gefähr 32000 Zellen wurden auf 20 μg/ml kan plattiert und für 16 h bei 44°C, welches die restriktive Temperatur 
für pMAK705-Replikation ist, inkubiert. Transformanten, die bei 44°C wuchsen, haben Plasmid in das Chromo-
som integriert, vorkommend mit einer Frequenz von ungefähr 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 Aktivitäts-Assay wurde verwendet, um zu bestim-
men, ob Glycerol-Dehydrogenase-Aktivität in den Transformanten verblieb. Die Aktivität 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 gefärbten 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 einschließend 228 bps von DNA stromauf-
wärts von dem translationalen Startcodon und 220 bps von DNA stromabwärts 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 SphI- bzw. XbaI-Stellen einbringen, isoliert und zwischen den SphI- und XbaI-Stellen von pUC18 klo-
niert, um pQN2 zu erzeugen. pQN2 wurde an den einzigartigen SalI- und NcoI-Stellen innerhalb des gl-
dA-Gens geschnitten, die Enden mit Klenow gespült und religiert, resultierend in einer 109-bps-Deletion in der 
Mitte von gldA und Regenerierung einer einzigartigen SalI-Stelle, um pQN4 zu erzeugen. Ein 
1,2-kb-DNA-Fragment, enthaltend das Gen, übertragend Kanamycin-Resistenz (kan) und flankiert durch 
loxP-Stellen, wurde aus pLoxKan2 (Genencor International, Palo Alto, CA) als StuI/XhoI-Fragment isoliert, die 
Enden mit Klenow gespült und nach dem Spülen mit Klenow in pQN4 an der SalI-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 SphI- bzw. XbaI-Stellen einbringen, isoliert und mit dem 
2,8-kb-SphI/XbaI-DNA-Fragment, enthaltend die gldA::kan-Kassette aus pQN8, ligiert, um pKP22 zu erzeu-
gen. Ein 1,0-kb-DNA-Fragment, enthaltend das Gen, übertragend Chloramphenicol-Resistenz (cam) und flan-
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kiert durch loxP-Stellen, wurde aus pLoxCat2 (Genencor International, Palo Alto, CA) als XbaI-Fragment iso-
liert und in pKP22 an der XbaI-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 Phänotyp kan-
RcamS wurden isoliert, was Doppelcrossover-Integration anzeigte, welche durch Southern-Blot-Analyse be-
stätigt wurde. Assays der Glycerol-Dehydrogenase-Gelaktivität (wie beschrieben in Beispiel 3) demonstrierten, 
daß 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 Phänotyp kanS demonstrier-
ten keine Glycerol-Dehydrogenase-Aktivität und Southern-Blot-Analyse bestätigte den Verlust des kan-Mar-
kers.

BEISPIEL 5

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

Konstruktion von Expressionskassetten für 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-XbaI-Stelle an dem 5'-Ende und eine SmaI-Stelle an dem 3'-Ende ein-
gebracht wurden. Das Produkt wurde in das pCR-Script (Stratagene, Madison, WI) an der SrfI-Stelle subklo-
niert, um das Plasmid pAH15, enthaltend GPP2, zu erzeugen. Das Plasmid pAH15 enthält das GPP2-Gen in 
der inaktiven Orientierung zur Expression aus dem lac-Promotor in pCR-Script SK+. Das BamHI-SmaI-Frag-
ment aus pAH15, enthaltend das GPP2-Gen, wurde in pBlueScriptII SK+ insertiert, um das Plasmid pAH19 zu 
erzeugen. Das pAH19 enthält das GPP2-Gen in der korrekten Orientierung zur Expression aus dem lac-Pro-
motor. Das XbaI-PstI-Fragment aus pAH19, enthaltend das GPP2-Gen, wurde in pPHOX2 insertiert, um das 
Plasmid pAH21 zu erzeugen. Das pAH21/DH5α ist das Expressionsplasmid.

Konstruktion von Expressionskassetten für 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 
NcoI-Stelle an dem 5'-Ende von DAR1, wo das ATG innerhalb NcoI der DAR1-Initiator Methionin ist. An dem 
3'-Ende von DAR1 wird nach dem Translationsterminator eine BamHI-Stelle eingeführt. Die PCR-Fragmente 
wurden mit NcoI + 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 
SpeI-RBS-NcoI-Linker, erhalten durch Verschmelzen synthetischer Primer (SEQ ID NO:26 mit SEQ ID NO:27), 
in die NcoI-Stelle von pDAR1A insertiert, um pAH40 zu erzeugen. Das Plasmid pAH40 enthält die neue RBS 
und DAR1-Gen in der korrekten Orientierung zur Expression aus dem trc-Promotor von pTrc99A (Pharmacia, 
Piscataway, NJ). Das NcoI-BamHI-Fragment aus pDAR1A und einer zweiten Gruppe von SpeI-RBS-NcoI-Lin-
ker, erhalten durch Verschmelzen synthetischer Primer (SEQ ID NO:28 mit SEQ ID NO:29), wurde in die 
SpeI-BamHI-Stelle von pBC-SK+ (Stratagene, Madison, WI) insertiert, um das Plasmid pAH42 zu erzeugen. 
Das Plasmid pAH42 enthält ein Chloramphenicol-resistentes Gen.

Konstruktion von Expressionskassetten für dar1 und gpp2:

[0186] Expressionskassetten für DAR1 und GPP2 wurden aus den vorstehend beschriebenen individuellen 
DAR1- und GPP2-Subklonen unter Verwendung von Standardverfahren der Molekularbiologie zusammenge-
setzt. Das BamHI-PstI-Fragment aus pAH19, enthaltend die ribosomale Bindungsstelle (RBS) und das 
GPP2-Gen, wurde in pAH40 insertiert, um pAH43 zu erzeugen. Das BamHI-PstI-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-SpeI-Linker, erhalten durch Verschmelzen der synthetischen Primer GATCCAGGAAACAGA (SEQ ID 
NO:30) mit CTAGTCTGTTTCCTG (SEQ ID NO:31) mit dem XbaI-PstI-Fragment von pAH19, enthaltend das 
GPP2-Gen, wurde in die BamHI-PstI-Stelle von pAH40 insertiert, um pAH48 zu erzeugen. Das Plasmid pAH48 
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enthält 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 DH5α, FM5 und KLP23 transformiert. Die Transformanten wurden durch ihr DNA-RFLP-Muster 
bestätigt.

BEISPIEL 6

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

Konstruktion des Expressionsvektors pTacIq.

[0189] Der E.-coli-Expressionsvektor pTacIQ wurde durch Insertieren von lacIq-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 SphI.

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

[0190] Der offene Leserahmen für 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 
XbaI-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 für dhaB1, dhaB2, dhaB3 und dhaBX des 
dhaB-Operons aus pHK28-26, wurde unter Verwendung der Restriktionsenzyme KpnI und EcoRI in pBlue-
scriptIIKS+ (Stratagene, La Jolla, CA) kloniert, um das Plasmid pM7 zu erzeugen.

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

[0193] Der offene Leserahmen für 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 HindIII-Stelle und eine Consensus-Ribo-
sombindungsstelle an dem 5'-Ende und eine XbaI-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 NotI-XbaI-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-
II-XbaI-Fragment, enthaltend die dhaB(1,2,3)-Gene aus pDT2, wurde in pTacIQ insertiert, um pDT3 zu erzeu-
gen.

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

[0195] Das KpnI-SacI-Fragment von pHK28-26, enthaltend das 1,3-Propandiol-Dehydrogenase-(dhaT)-Gen, 
wurde in pBluescriptII 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 
XbaI-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 SrfI-Stelle subkloniert, um die Plasmide pAH4 und pAH5, enthaltend 
dhaT, zu erzeugen. Das Plasmid pAH4 enthält das dhaT-Gen in der richtigen Orientierung zur Expression aus 
dem lac-Promotor in das pCR-Script, und pAH5 enthält dhaT-Gen in der entgegengesetzten Orientierung. Das 
XbaI-BamHI-Fragment aus pAH4, enthaltend das dhaT-Gen, wurde in pTacIQ insertiert, um das Plasmid pAH8 
zu erzeugen. Das HindII-BamHI-Fragment aus pAH8, enthaltend die RBS und das dhaT-Gen, wurde in pBlue-
scriptIIKS+ insertiert, um pAH11 zu erzeugen.
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Konstruktion einer Expressionskassette für dhaT und dhaB(1,2,3):

[0196] Eine Expressionskassette für dhaT und dhaB(1,2,3) wurde aus den früher beschriebenen individuellen 
dhaB(1,2,3)- und dhaT-Subklonen unter Verwendung von Standardverfahren der Molekularbiologie zusam-
mengesetzt. Ein SpeI-SacI-Fragment, enthaltend die dhaB(1,2,3)-Gene aus pDT3, wurde in pAH11 an den 
SpeI-SacI-Stellen insertiert, um pAH24 zu erzeugen. Ein SalI-XbaI-Linker (SEQ ID NO:39 und SEQ ID NO:40) 
wurde in pAH5 insertiert, das mit den Restriktionsenzymen SalI-XbaI digestiert wurde, um pDT16 zu erzeugen. 
Der Linker zerstört die XbaI-Stelle. Das 1-kb-SalI-MluI-Fragment aus pDT16 wurde dann in pAH24 insertiert, 
wobei das existierende SalI-MluI-Fragment ersetzt wurde, um pDT18 zu erzeugen. pDT21 wurde durch Inser-
tieren des SalI-NotI-Fragments aus pDT18 und das NotI-XbaI-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-HinDIII-Stellen von pLitmus28 insertiert, um pDT5 zu konstruieren. pCL1925 wurde durch 
Insertieren des EcoRI-PvuII-Fragments aus pDT5 in die EcoRI-PvuI-Stelle von pCL 1920 konstruiert. pDT24 
wurde durch Klonieren des HinDIII-MluII-Fragments von pDT21 und des MluI-XbaI-Fragments von pDT21 in 
die HinDIII-XbaI-Stellen von pCL 1925 konstruiert.

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

[0197] pDT21 wurde durch Insertieren des SalI-NotI-Fragments aus pDT18 und des NotI-XbaI-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-HindDIII-Stellen von pLitmus28 insertiert, um 
pDT5 zu konstruieren. pCL1925 wurde durch Insertieren des EcoRI-PvuII-Fragments von pDT5 in die Eco-
RI-PvuI-Stelle von pCL 1920 konstruiert. pDT24 wurde durch Klonieren des HindDIII-MliII-Fragments von 
pDT21 und des MluI-XbaI-Fragments von pDT21 in die HinDIII-XbaI-Stellen von pCL1925 konstruiert.

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

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

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

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

[0200] SEQ ID NO:45 wurde mit SEQ ID NO:46 gepaart, um ein Produkt von 931 bps und einschließend Nu-
cleinsäure einschließlich 5'dhaB1 (an der einzigartigen ScaI-Stelle), alle von orfY und die ersten fünf Codons 
von dhaT, zu erzeugen. SEQ ID NO:43 wurde mit SEQ ID NO:44 gepaart, um ein Produkt von 1348 bps und 
einschließend Nucleinsäure einschließlich der letzten fünf Codons (plus Stopcodon) von dhaT, allen von orfX, 
allen von orfW und 5'dhaR (an der einzigartigen SapI-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. Ähnlich 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 primären PCR-Produkte nach dem 
Verschmelzen (über 26 bp Schwanzüberlappen) und Erweitern durch PCR miteinander verbunden, um ein drit-
tes Nucleinsäureprodukt von 2253 bps zu erzeugen. Dieses dritte PCR-Produkt wurde mit SapI und ScaI di-
gestiert und in pDT29 ligiert, welches ebenfalls mit SapI und ScaI digestiert wurde, um das Plasmid pKP32 zu 
erzeugen, welches identisch mit pDT29 ist, ausgenommen die große 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/l Carbenicillin (oder Ampicillin) 
und 50 mg/l Spectinomycin, vorkultiviert. KLP23/pAH48/pKP32 ist identisch mit KLP23/pAH48/pDT29, außer 
daß dhaT deletiert ist.

[0202] Die Kulturen wurden aus gefrorenen Ausgangsmaterialien (10% DMSO als Cryoprotectant) in 500 ml 
Medium in einem 2-l-Erlenmeyer-Kolben gestartet, bei 35°C in einem Schüttelapparat mit 250 U/min gezüch-
tet, bis eine OD550 von ungefähr 1,0 AU erreicht wurde, und verwendet, um den Fermenter zu beimpfen.

Fermentermedium:

[0203] Die folgenden Komponenten wurden zusammen in dem Fermentergefäß sterilisiert: 45 g KH2PO4, 12 
g Citronensäure, 12 g MgSO4·7H2O, 30 g Hefeextrakt, 2,0 g Eisenammoniumcitrat, 5 ml Mazu DF204 als An-
tischaum, 1,2 g CaCl2·2H2O und 7,3 ml Schwefelsäure. Der pH wurde mit 20–28%iger NH4OH auf 6,8 erhöht 
und die folgenden Komponenten wurden hinzugegeben: 1,2 g Carbenicillin oder Ampicillin, 0,30 g Spectino-
mycin, 60 ml einer Lösung 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/l. Die Lösung von Spurene-
lementen enthielt (g/l): Citronensäure H2O (4,0), MnSO4·H2O (3,0), NaCl (1,0), FeSO4·7H2O (0,10), CoCl2·6H2O 
(0,10), ZnSO4·7H2O (0,10), CuSO4·5H2O (0,010), H3BO3 (0,010) und Na2MoO4·2H2O (0,010).

Fermentationswachstum:

[0204] Ein 15-l-Rührtankfermenter wurde mit dem vorstehend beschriebenen Medium vorbereitet. Die Tem-
peratur wurde auf 35°C geregelt und wässeriger Ammoniak (20–28 Gew.-%) wurde verwendet, um den pH auf 
6,8 zu regeln. Anfängliche Werte für den Luftdurchsatz (eingestellt auf minimale Werte zwischen 6 und 12 
Standardliter pro min) und Rührergeschwindigkeit (eingestellt auf minimale Werte zwischen 350 und 690 
U/min) wurden so eingestellt, daß die Regelung des gelösten Sauerstoffs (DO) begonnen wurde, wenn die 
OUR-Werte ungefähr 140 mmol/l/h erreichten. Der Rückdruck 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 B12 oder Coenzym B12 wurden wie nachste-
hend vermerkt hinzugegeben.

Fermentation mit KLP23/pAH48/pDT29:

[0205] Eine Zusammenfassung einer repräsentativen 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 B12 (0,075 g/l, 500 ml) wurde, beginnend 3 h nach der Beimpfung, mit einer Geschwindigkeit von 16 ml/h 
zugeführt. 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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[0206] Ähnliche Ergebnisse wurden mit einer identischen Zufuhr von Vitamin B12 bei der doppelten Konzent-
ration oder bei Bolus-Zugaben von Vitamin B12 über den zeitlichen Ablauf der Fermentation erhalten. Der 
höchste erhaltene Titer war 77 g/l.

Verbesserte Fermentation mit KLP23/pAH48/pKP32:

[0207] Eine Zusammenfassung einer repräsentativen 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 B12 (0,150 g/l, 500 ml) wurde, beginnend 3 h nach der Beimpfung, mit einer Geschwindigkeit von 16 ml/h 
zugeführt. Nach 36 h wurden ungefähr 21 Fermentationsbrühe abgeführt, um die fortgesetzte Zugabe von Glu-
sosezuführung 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.

[0208] Ähnliche Ergebnisse wurden mit einer identischen Vitamin B12-Zufuhr bei der halben Konzentration 
oder bei Bolus-Zugaben von Vitamin B12 über den zeitlichen Ablauf der Fermentation erhalten. Der höchste 
erhaltene Titer war 114 g/l.

TABELLE 4: ZUSAMMENFASSUNG EINER REPRÄSENTATIVEN FERMENTATION DER UMWANDLUNG 
VON GLUCOSE IN 1,3-PROPANDIOL (1,3-PD) UNTER VERWENDUNG DES E.-COLI-STAMMES 

KLP23/PAH48/PDT29

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

LI-STAMMES KLP23/PAH48/PKP32
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BEISPIEL 8

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

Konstruktion von Plasmid für Triosephosphat-Isomerase-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-Isomerase-(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 ScaI-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 Überlappungsextension zu ermöglichen. Das Gen-Splicing durch die Überlappungsextensionstechnik 
(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 ScaI-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-HincII-Fragment 
von pLoxCat1 (unveröffentlichte 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 ScaI-digestiertem Plasmid pRN106-2 
ligiert wird, um das 6,8-kb-Plasmid pRN107-1 zu ergeben.

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

[0211] Unter Verwendung von pRNI07-1 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 μg von diesem linearen 3,2-kb-DNA-Fragment elek-
trotransformiert, und die Transformanten, die Chloramphenicol-resistent (12,5 μg/ml) und Kanamycin-empfind-
lich (30 μg/ml) waren, wurden weiter auf M9-Minimalmedien für schlechte Glucosenutzung auf 1 mM Glucose, 
für normale Gluconatnutzung auf 1 mM Gluconat und um den Phänotyp 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 über Southern-Analyse (Southern, J. Mol. Bi-
ol. 98, 503–517 (1975)), an, daß es ein Doppelcrossover-Integrant (tpiA-Genersetzung) war, da die zwei er-
warteten Banden von 6,6 kb und 3,0 kb beobachtet wurden, zurückzuführen auf das Vorhandensein einer zu-
sätzlichen 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, während für das gleiche Primerpaar der Wirt KLP23 und die Wild-
typ-FM5-Stämme 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-Aktivität getestet wurden, wurde bei RJ8m keine Aktivität 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.
41/82



DE 600 29 971 T2    2007.05.16
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, außer daß dhaT deletiert ist.

Fermentermedium:

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

Fermentationswachstum:

[0214] Das Fermenterwachstum war wie in Beispiel 7 beschrieben, außer daß anfängliche Werte für Luft-
durchsatz (eingestellt auf minimale Werte zwischen 5 und 6 Standardliter pro min) und Rührergeschwindigkeit 
(eingestellt auf minimale Werte zwischen 300 und 690 U/min) so eingestellt wurden, daß die Regelung des ge-
lösten Sauerstoffs (DO) initiiert wurde, wenn die OUR-Werte zwischen 60 und 100 mmol/l/h erreichten. Vitamin 
B12 oder Coenzym B12 wurden wie vorstehend vermerkt hinzugegeben.

Fermentation mit RJ8/pAH48/pDT29:

[0215] Eine Zusammenfassung einer repräsentativen 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 
B12 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.

Verbesserte Fermentation mit RJ8/pAH48/pKP32

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

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

RJ8/pAH48/pDT29
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pandiol (1,3-PD) unter Verwendung des E.-coli-Stammes RJ8/pAH48/pKP32 wird in Tabelle 7 gegeben. Vita-
min B12 wurde als Bolus-Zugaben von 48 und 16 mg nach ungefähr 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.

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

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

[0217] Ein Ganzzellen-Assay für 1,3-Propandiol-Dehydrogenase-Aktivität wurde verwendet, um zu demons-
trieren, daß die nicht-spezifische katalytische Aktivität in E. coli unter fermentativen Bedingungen nach der Zu-
gabe von Vitamin B12 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-l-Fermentern gezüchtet, im wesentlichen wie in Beispiel 7 
beschrieben, aber in Abwesenheit von Vitamin B12. Ein Vitamin B12-Bolus (48 mg) wurde hinzugegeben, wenn 
die Tanks ungefähr 100 OD500 erreichten. Aliquots von Zellen wurden aus den Tanks unmittelbar vor und 2 h 
nach der Vitamin B12-Zugabe genommen. Die Zellen wurden durch Zentrifugation gewonnen und in PBS-Puf-
fer, enthaltend 150 μg/ml Chloramphenicol, um neue Proteinsynthese zu hemmen, zu ihrem ursprünglichen 
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 B12 und 150 μg/ml Chloramphenicol) gegeben, so daß das finale Volu-
men 50 ml mit einer OD550 von ungefähr 10 war. Die Kolben, gechützt vor Licht, wurden mit 250 U/min bei 35°C 
geschüttelt. Aliquots für die HPLC-Analyse wurden während der Zeit genommen. Zeitabhängige Herstellung 
von 3-HPA wurde in Kolben beobachtet, die Zellen, gewonnen aus dem Fermenter entweder vor oder nach der 
Vitamin B12-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 B12-Zugabe ge-
wonnen wurden.

Nachweis nicht-spezifischer katalytischer Aktivität in zellfreien Extrakten

[0218] Ein Färbungsassay für native Gelaktivität wurde verwendet, um nicht-spezifische katalytische Aktivität 
in zellfreien Extrakten zu demonstrieren. Zellen wurden, vor und nach der Vitamin B12-Zugabe, aus repräsen-
tativen 10-l-Fermentationen unter Anwendung rekombinanter E.-coli-Stämme, enthaltend die Plasmide der 

TABELLE 7: ZUSAMMENFASSUNG EINER REPRÄSENTATIVEN FERMENTATION DER VERBESSERTEN 
UMWANDLUNG VON GLUCOSE IN 1,3-PROPANDIOL (1,3-PD) UNTER VERWENDUNG DES E.-CO-

LI-STAMMES RJ8/PAH48/PKP32
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Glycerol-Herstellung und 1,3-Propandiol-Herstellung, pAH48 bzw. pKP32, gewonnen; und zellfreie Extrakte 
wurden durch Zellzerstörung 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 Aktivitätsfärbung für DhaT beobachtet, 
welche auf dem nativen Gel mit ungefähr 340 Kda wanderte. Diese Aktivität 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 B12 aufgebracht wurden, eine 
nicht-spezifische katalytische Aktivität bei ungefähr 90 Kda beobachtet. Wenn Ethanol als Substrat verwendet 
wurde, waren weder die DhaT-Bande noch die Bande der nicht-spezifischen katalytischen Aktivität sichtbar, 
aber eine separate Bande wurde vor und nach der Vitamin-B12-Zugabe bei ungefähr 120 Kda gefunden. Diese 
neue Bande stellt sehr wahrscheinlich eine Alkohol-Dehydrogenase mit einer Spezifität 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 größere Empfindlichkeit und Genauigkeit beim Messen der Reduktion von 
1,3-Propandiol in denjenigen Konstrukten mit niedriger Aktivität und wo die Aktivität wahrscheinlich verschie-
den von der von Alkohol-Dehydrogenasen mit Spezifität in Richtung zu Ethanol als Substrat ist, die für E. coli 
gut charakterisiert worden sind und in allen Organismen gefunden werden. Der Dehydrogenase-Assay arbeitet 
nach dem Prinzip, daß Dehydrogenase die Übertragung von Elektronen von 1,3-Propandiol (oder anderen Al-
koholen) zu NAD+ katalysiert. PMS (Phenazinmethosulfat) koppelt dann Elektronenübertragung 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 über Nacht Tränken in den Sub-
straten werden die Gele gewaschen, um Reagenzien und löslichen Farbstoff zu entfernen. Bei Banden auf 
dem Gel, wo es eine aktive Dehydrogenase gibt, bildet sich ein unlöslicher 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 Aktivität in E. coli

[0220] Eine teilweise Reinigung von nicht-spezifischer katalytischer Aktivität in großem Maßstab wurde bei 
Zellen durchgeführt, 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 × g, 10°C) erhalten und der Überstand wurde durch Zugabe von 
250 mg Protaminsulfat mit Rühren auf Eis weiter geklärt. Der Überstand, erhalten durch Zentrifugation (20 min, 
20000 × g, 10°C), wurde durch Passage durch eine Säule Superdex® 200 präparativer Qualität (6 × 60 cm), 
äquilibriert mit Hepes-Puffer, fraktioniert. Fraktionen von jeweils 10 ml wurden gesammelt und ein Aliquot von 
jedem wurde vor dem Assay durch die Aktivitätsfärbung auf nativem Gel um das fünfundzwanzigfache einge-
engt, wobei Centricon®-Membrane mit 10000 MW Rückhaltevermögen verwendet wurden. Die nicht-spezifi-
sche katalytische Aktivität wurde in den Fraktionen 107–112 und die Peak-Aktivität in den Fraktionen 108–109 
identifiziert. Ein größeres Aliquot (jeweils 7 ml) der Fraktionen 108 und 109 wurde um das fünfzigfache einge-
engt und auf alle Bahnen eines nativen Gels mit 12 Bahnen aufgegeben. Das Gel wurde in der Hälfte geschnit-
ten und eine Hälfte wurde für Dehydrogenase-Aktivität gefärbt, wo eine dunkelblaue Bande erschien, die die 
nicht-spezifische katalytische Aktivität darstellte. Das ungefärbte Gel wurde von oben nach unten mit dem ge-
färbten Gel ausgerichtet und eine Bande wurde auf dem ungefärbten Gel geschnitten, die der Bande der 
nicht-spezifischen katalytischen Aktivität entsprach. Der Gelstreifen wurde pulverisiert und lösliches Protein 
wurde durch Eintauchen der pulverisierten Teilchen in 0,5 ml von 2D-beladenem Puffer, Erhitzen auf 95°C für 
5 min und Zentrifugation zur Entfernung der Gelteilchen extrahiert. Der Überstand wurde auf einen isoelekt-
risch fokussierenden (IEF) Streifen für 2-dimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2D-PAGE) aufgege-
ben, wobei Bedingungen, beschrieben für 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 übertragen. Die Membran wurde für Proteine unter 
Verwendung der Colloidal-blauen Gelfärbung gefärbt. Der gefärbte Blot, der verwendet wird, um die Identität 
der nicht-spezifischen katalytischen Aktivität zu erhalten, wird in Fig. 6 gezeigt. Flecken wurden unter Verwen-
dung von Standardtechniken für Aminoterminus-Peptid-Sequenzierung identifiziert. Nur ein einziger Flecken 
(Flecken A) codierte für eine Oxidoreductase-Aktivität. Neunzehn Zyklen von Flecken A (Fig. 6) ergaben eine 
Übereinstimmung mit 100%iger Identität durch das FASTA-Suchwerkzeug mit dem Aminoterminus von yqhD, 
einem offenen Leserahmen von E. coli mit mutmaßlicher Oxidoreductase-Aktivität. Die vollständige Aminosäu-
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resequenz für das Protein, codiert durch yqhD, wird in SEQ ID NO:57 gegeben; die entsprechende DNA-Se-
quenz wird in SEQ ID NO:58 gegeben. Das yqhD-Gen hat 40% Identität mit dem Gen adhB in Clostridium, 
einer wahrscheinlichen NADH-abhängigen Butanol-Dehydrogenase 2.

Gendisruption von yqhD in E. coli KLP23:

[0221] Biochemische Assays und aminoterminale Aminosäuresequenzierung ließen vermuten, daß
nicht-spezifische katalytische Aktivität durch das E.-coli-yqhD-Gen codiert sein kann. Dieses Gen mit unbe-
kannter Funktion codiert eine hypothetische Oxidoreductase und enthält 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 yqhD 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 Taq-Polymerase und die folgenden Primer verwendet werden:

[0223] Die Reaktion wurde bei 94°C für 1 min, 50°C für 1 min und 72°C für 3 min für 35 Zyklen, nachfolgend 
durch finale Extension bei 72°C für 5 min durchgeführt. Das resultierende 3,7-kb-DNA-Fragment wurde gerei-
nigt, mit SacI und KpnI digestiert und mit ähnlich digestiertem pBluescriptII KS(+) (Stratagene) für 16 h bei 16°C 
ligiert. Die ligierte DNA wurde verwendet, um E. coli DH5α (Gibco/BRL) zu transformieren, und das erwartete 
Plasmid pJSP29, wurde aus einem Transformanten isoliert, der weiße Koloniefarbe auf LB-Agar (Difco), ent-
haltend X-gal (40 μg/ml) und Ampicillin (100 μg/ml), demonstrierte. Das Plasmid pJSP29 wurde mit AflII und 
NdeI digestiert, um ein 409-bp-DNA-Fragment, umfassend 363 bp des yqhD-Gens und 46 bp 3'-flankierende 
DNA-Sequenz, freizusetzen. Das verbliebene 5350-bp-DNA-Fragment wurde gereinigt und mit dem 
1374-bp-AflII/Ndel-DNA-Fragment, enthaltend das Kanamycin-Resistenzgen aus pLoxKan2 (Genencor Inter-
national, Palo Alto, CA), für 16 h bei 16°C ligiert. Die ligierte DNA wurde verwendet, um E. coli DH5α zu trans-
formieren, und das erwartete Plasmid, pJSP32-Blue, wurde aus einem Transformanten, ausgewählt auf 
LB-Agarmedien, enthaltend Kanamycin (50 μg/ml), isoliert. Das Plasmid pJSP32-Blue wurde mit KpnI und SacI 
digestiert und die 3865-bp-yqhD-Disruptions-Kassette wurde gereinigt und mit ähnlich digestiertem pGP704 
(Miller und Mekalanos, J. Bacteriol. 170: 2575–2583 (1988)) für 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, ausgewählt auf LB-Agarmedien, ent-
haltend Kanamycin (50 μg/ml), isoliert. Das Plasmid pJSP32 wurde in E. coli KLP23 transformiert und Trans-
formanten wurden auf LB-Agar, enthaltend Kanamycin (50 μg/ml), ausgewählt. Von den gescreenten 200 Ka-
namycin-resistenten Transformanten demonstrierten zwei den Ampicillin-empfindlichen Phänotyp, der für ein 
Doppelcrossover-Rekombinationsereignis, resultierend in der Ersetzung des yqhD-Gens mit der yqhD-Disrup-
tions-Kassette, erwartet wurde.

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

Gruppe # 1:

Gruppe #2:

Gruppe #3:
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[0225] Die Reaktionen wurden unter Verwendung von entweder Expand High Fidelity Polymerase (Boehrin-
ger Mannheim) oder Platinum PCR Supermix, enthaltend Taq-Polymerase (Gibco/BRL), bei 94°C für 1 min, 
50°C für 1 min und 72°C für 2 min für 35 Zyklen, gefolgt von einer finalen Extension bei 72°C für 5 min, durch-
geführt. Die resultierenden PCR-Produkte wurden durch Gelelektrophorese in 1,0%iger (Gew./Vol.) Agarose 
analysiert. Die in Tabelle 8 zusammengefaßten Ergebnisse bestätigten Disruption des yqhD-Gens in beiden 
Transformanten.

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

[0227] Die Plasmide pAH48 und pKP32 wurden in E. coli KLP23 cotransformiert (yqhD–) und beide Plasmide 
enthaltende Transformanten wurden auf LB-Agar, enthaltend Ampicillin (100 μg/ml) und Spectinomycin (50 
μg/ml), ausgewählt. Ein repräsentativer Transformant wurde auf seine Fähigkeit getestet, Glucose in 10-l-Fer-
mentationen entweder in Anwesenheit oder in Abwesenheit von Vitamin B12 in 1,3-Propandiol umzuwandeln.

Demonstration, daß yqhD für wesentliche 1,3-Propandiol-Herstellung in dem E.-coli-Stamm 
KLP23/pAH48/pKP32 erforderlich ist:

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

[0229] Eine repräsentative 10-l-Fermentation unter Verwendung des Knockout der nicht-spezifischen kataly-
tischen Aktivität, E.-coli-Stamm KLP23 (yqhD–)/pAH48/pKP32, wird in Tabelle 9 gezeigt. Der Organismus sam-
melte bis zu der Zugabe von Vitamin B12, wenn die OD550 30 A überschritt (10,4 h), andauernd Zellmasse und 
Glycerol an. Vitamin B12 wurde als Bolus-Zugabe von 8 mg nach 10,4 h hinzugegeben und danach wurde Vit-
amin B12 kontinuierlich mit einer Geschwindigkeit von 1,32 mg/h zugeführt. In den 4 h, die der B12-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 hörte auf, und die Glucosekonzentration 
in dem Tank sammelte sich an. Der höchste Titer von 1,3-Propandiol, der erhalten wurde, war 0,41 g/l. Der 
Organismus wurde auf seine Lebensfähigkeit überprüft, indem eine Verdünnungsserie der Zellen auf Agarplat-
ten, enthaltend Ampicillin und Spectinomycin, plattiert wurde. Die Platten wurden für 24 h in einem 30°C-Inku-
bator inkubiert. Es gab aus der Fermentation von E. coli KLP23 (yqhD–)/pAH48/pKP32 keine lebensfähigen 
Kolonien auf der Platte, Tabelle 11.

[0230] Im Gegensatz dazu für die Zellsuspension aus einem Kontrolltank, in welchen kein Vitamin B12 gege-
ben worden war, fort, Zellmasse und Glycerol anzuhäufen, bis der 10-l-Tank aufgrund der vollständigen Zuga-
be der Glucosezufuhrlösung voll war (Tabelle 10). Eine Bestimmung der Lebensfähigkeit auf der Agarplatte 
durch Verdünnungsserie der Zellsuspension am Ende dieser Fermentation zeigte eine Zahl an lebensfähigen 
Zellen, die übereinstimmend mit der Gesamtzellzahl, geschätzt durch den Wert der optischen Dichte, war (Ta-
belle 11).

Gruppe #4:

TABELLE 8
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TABELLE 9: ZUSAMMENFASSUNG DER REPRÄSENTATIVEN 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.

TABELLE 10: ZUSAMMENFASSUNG DER REPRÄSENTATIVEN FERMENTATION DER UMWANDLUNG 
VON GLUCOSE IN GLYCEROL UNTER VERWENDUNG DES E.-COLI-STAMMES 

KLP23(YQHD–)/PAH48/PKP32.

TABELLE 11: REPRÄSENTATIVE ZUSAMMENFASSUNG VON ZÄHLUNGEN DER LEBENSFÄHIGKEIT 
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 B12.
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SEQUENZAUFLISTUNG
48/82



DE 600 29 971 T2    2007.05.16
49/82



DE 600 29 971 T2    2007.05.16
50/82



DE 600 29 971 T2    2007.05.16
51/82



DE 600 29 971 T2    2007.05.16
52/82



DE 600 29 971 T2    2007.05.16
53/82



DE 600 29 971 T2    2007.05.16
54/82



DE 600 29 971 T2    2007.05.16
55/82



DE 600 29 971 T2    2007.05.16
56/82



DE 600 29 971 T2    2007.05.16
57/82



DE 600 29 971 T2    2007.05.16
58/82



DE 600 29 971 T2    2007.05.16
59/82



DE 600 29 971 T2    2007.05.16
60/82



DE 600 29 971 T2    2007.05.16
61/82



DE 600 29 971 T2    2007.05.16
62/82



DE 600 29 971 T2    2007.05.16
63/82



DE 600 29 971 T2    2007.05.16
64/82



DE 600 29 971 T2    2007.05.16
65/82



DE 600 29 971 T2    2007.05.16
66/82



DE 600 29 971 T2    2007.05.16
67/82



DE 600 29 971 T2    2007.05.16
68/82



DE 600 29 971 T2    2007.05.16
69/82



DE 600 29 971 T2    2007.05.16
70/82



DE 600 29 971 T2    2007.05.16
71/82



DE 600 29 971 T2    2007.05.16
72/82



DE 600 29 971 T2    2007.05.16
Patentansprüche

1.  Rekombinanter Mikroorganismus, verwendbar für die Herstellung von 1,3-Propandiol, umfassend:  
(a) mindestens ein Gen, codierend ein Polypeptid mit einer Dehydratase-Aktivität;  
(b) mindestens ein Gen, codierend einen Dehydratase-Reaktivierungsfaktor; und  
(c) mindestens ein exogenes Gen, codierend eine nicht-spezifische katalytische Aktivität, 3-Hydroxypropional-
dehyd in 1,3-Propandiol umzuwandeln, wobei das mindestens eine exogene Gen eine Nucleinsäure, codie-
rend ein Polypeptid aus mindestens 387 Aminosäuren mit mindestens 80% Homologie mit der Aminosäurese-
quenz von SEQ ID NO:57, umfaßt;  
wobei kein funktionelles dhaT-Gen, codierend eine 1,3-Propandiol-Oxidoreductase-Aktivität, 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, ausgewählt 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-Aktivität; und  
(b) mindestens ein Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-Phosphatase-Aktivität.

4.  Rekombinanter Mikroorganismus nach einem der Ansprüche 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 unabhängig 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-Aktivität;  
(b) einem zweiten Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-Dehydrogenase-Aktivität; und  
(c) einem dritten Gen, codierend ein Polypeptid mit Triosephosphat-Isomerase-Aktivität,  
besteht.

7.  Rekombinanter Mikroorganismus nach den Ansprüchen 3 oder 6, wobei der rekombinante Mikroorga-
nismus eine Kohlenstoffquelle, ausgewählt 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, ausgewählt aus der Gruppe, bestehend aus Glycerol und Dihydroxyaceton, 
in 1,3-Propandiol umwandelt.

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

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

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

12.  Rekombinanter Mikroorganismus nach einem der Ansprüche 1, 2, 3 und 6, wobei das Gen, codierend 
ein Polypeptid mit einer Dehydratase-Aktivität, 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-Aktivität;  
(ii) mindestens einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase-Aktivität;  
(iii) mindestens einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-Phosphatase-Aktivität; und  
(iv) mindestens einem Gen, codierend einen Dehydratase- Reaktivierungsfaktor; und  
(b) mindestens ein endogenes Gen, codierend eine nicht-spezifische katalytische Aktivität, 3-Hydroxypropio-
naldehyd in 1,3-Propandiol umzuwandeln, wobei das mindestens eine endogene Gen eine Nucleinsäure, co-
dierend ein Polypeptid aus mindestens 387 Aminosäuren mit mindestens 80% Homologie mit der Aminosäu-
resequenz von SEQ ID NO:57, umfaßt;  
wobei kein funktionelles dhaT-Gen, codierend eine 1,3-Propandiol-Oxidoreductase-Aktivität, 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-Aktivität;  
(ii) mindestens einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-Phosphatase-Aktivität; 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-spezifische katalytische Aktivität, 3-Hydroxypropio-
naldehyd in 1,3-Propandiol umzuwandeln, wobei das mindestens eine endogene Gen eine Nucleinsäure, co-
dierend ein Polypeptid aus mindestens 387 Aminosäuren mit mindestens 80% Homologie mit der Aminosäu-
resequenz von SEQ ID NO:57, umfaßt;  
wobei kein funktionelles dhaT-Gen, codierend eine 1,3-Propandiol-Oxidoreductase-Aktivität, 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.
74/82



DE 600 29 971 T2    2007.05.16
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-Aktivität;  
(b) einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-Dehydrogenase-Aktivität; und  
(c) einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Triosephosphat-Isomerase-Aktivität, besteht.

18.  Verfahren für 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, ausgewählt 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 für die Bioproduktion von 1,3-Propandiol, umfassend:  
(a) Inkontaktbringen der rekombinanten E. coli nach den Ansprüchen 16 oder 17 oder der rekombinanten E. 
coli nach den Ansprüchen 16 oder 17, weiterhin umfassend:  
(i) mindestens ein exogenes Gen, codierend ein Polypeptid mit Dehydratase-Aktivität;  
(ii) mindestens ein exogenes Gen, codierend einen Dehydratase-Reaktivierungsfaktor;  
(iii) mindestens ein endogenes Gen, codierend eine nichtspezifische katalytische Aktivität, 3-Hydroxypropio-
naldehyd in 1,3-Propandiol umzuwandeln, wobei das mindestens eine endogene Gen, codierend eine 
nichtspezifische katalytische Aktivität, eine Nucleinsäure, codierend ein Polypeptid aus mindestens 387 Ami-
nosäuren mit mindestens 80% Homologie mit der Aminosäuresequenz von SEQ ID NO:57, umfaßt;  
mit mindestens einer Kohlenstoffquelle, ausgewählt 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 Aktivität, ein Polypeptid mit der Sequenz von SEQ ID NO:57 codiert.

21.  Verfahren für 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 umfaßt:  
(i) mindestens ein exogenes Gen, codierend ein Polypeptid mit einer Dehydratase-Aktivität;  
(ii) mindestens ein exogenes Gen, codierend einen Dehydratase-Reaktivierungsfaktor;  
(iii) mindestens ein endogenes Gen, codierend eine nichtspezifische katalytische Aktivität, ausreichend, 3-Hy-
droxypropionaldehyd in 1,3-Propandiol umzuwandeln, wobei das mindestens eine endogene Gen, codierend 
eine nichtspezifische katalytische Aktivität, eine Nucleinsäure, codierend ein Polypeptid aus mindestens 387 
Aminosäuren mit mindestens 80% Homologie mit der Aminosäuresequenz von SEQ ID NO:57, umfaßt;  
wobei kein funktionelles dhaT-Gen, codierend eine 1,3-Propandiol-Oxidoreductase-Aktivität, in der rekombi-
nanten E. coli vorhanden ist und wobei die erste Kohlenstoffquelle aus der Gruppe, bestehend aus Glycerol 
und Dihydroxyaceton, ausgewählt ist und die zweite Kohlenstoffquelle aus der Gruppe, bestehend aus Mono-
sacchariden, Oligosacchariden, Polysacchariden und ein-Kohlenstoff-Substraten, ausgewählt 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 Aktivität, 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-Aktivität;  
(ii) mindestens einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-Phosphatase-Aktivität; 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-Aktivität;  
(ii) einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-Dehydrogenase-Aktivität; und  
(iii) einem Gen, codierend ein Polypeptid mit Triosephosphat-Isomerase-Aktivität,  
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-Aktivität; und  
(ii) einem Gen, codierend ein Polypeptid mit einer Glycerol-Dehydrogenase-Aktivität;  
besteht;  
(b) mindestens ein exogenes Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase-Aktivi-
tät;  
(c) mindestens ein exogenes Gen, codierend ein Polypeptid mit Glycerol-3-Phosphatase-Aktivität; und  
(d) einen Vektor pKP32, wie definiert in Anspruch 24, wobei kein funktionelles dhaT-Gen, codierend eine 
1,3-Propandiol-Oxidoreductase-Aktivität, in der rekombinanten E. coli vorhanden ist.

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

Es folgen 6 Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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