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Beschreibung

Neue Stoffwechsel-assoziierte Genprodukte aus Ashbya gossypii.

Die vorliegende Erfindung betrifft neuartige Polynukleotide aus Ashbya gossypii; damit hybridi-
sierende Oligonukleotide; Expressionskassetten und Vektoren, weiche diese Polynukleotide
enthalten; damit transformierte Mikroorganismen; von diesen Polynukleotiden kodierte Polypep-
tide; und die Anwendung der neuen Polypeptide und Polynukleotide als Targets zur Modulation
des Stoffwechsels und insbesondere der Verbesserung der Vitamin B2-Produktion in Mikroor-
ganismen der Gattung Ashbya.

Vitamin B2 (Riboflavin, Lactoflavin) ist ein alkali- und lichtempfindliches, in Losung gelbgriin fluo-
reszierendes Vitamin. Vitamin B2-Mange! kann zu Ektodermschéden, insbesondere Linsentrl-
bung, Keratitis, Korneavaskularisation, zu neurovegetativen und urogenitalen Stérungen flihren.
Vitamin B2 ist Vorlaufer fir die neben NAD* und NADP* wichtigen biclogischen Wasserstoff-
iibertrager-Molekile FAD und FMN. Diese werden aus Vitamin B2 durch Phosphortylierung
(FMN) und anschlieRende Adenylierung (FAD) gebildet.

Vitamin B2 wird in Pflanzen, Hefen und vielen Mikroorganismen aus GTP und Ribulose-5-

phosphat synthetisiert. Der Reaktionsweg beginnt mit dem Offnen des Imidazolrings von GTP

und Abspaltung eines Phosphatrestes. Durch Desaminierung, Reduktion und Abspaltung des’
verbleibenden Phosphats entsteht 5-Amino-6-ribitylamino-2,4-pyrimidinon. Die Reaktion dieser

Verbindung mit 3,4-Dihydroxy-2-butanon-4-phosphat fiihrt zum bicyclischen Molekdl 6,7-

Dimethyl-8-ribityllumazin. Diese Verbindung wird durch Dismutation, bei der eine 4-Kohlenstoff-

Einheit Ubertragen wird, in die tricyclische Verbindung Riboflavin umgesetzt.

Vitamin B2 kommt in vielen Gemiisen und in Fleisch vor, weniger in Getreideprodukten. Der tag-
liche Vitamin B2-Bedarf eines Erwachsenen liegt bei etwa 1,4 bis 2 mg. Hauptabbauprodukt der
Coenzyme FMN und FAD beim Menschen ist wiederum Riboflavin, welches als solches ausge-
schieden wird.

Vitamin B2 stellt damit ein wichtiges Nahrungserganzungsmittel fir Mensch und Tier dar. Es
besteht daher das Bestreben, Vitamin B2 in technischem Mafistab zugénglich zu machen. Es
wurde daher vorgeschlagen, Vitamin B2 auf mikrobiologischem Weg zu synthetisieren. Brauch-
bare Mikroorganismen hierfiir sind beispielsweise Bacillus sublilis, die Ascomyceten Eremothe-
cium ashbyii, Ashbya gossypii sowie die Hefen Candida flareri und Saccharomyces cerevisiae.
Die hierzu verwendeten Nahrmedien umfassen Melasse oder Pflanzendle als Kohlenstoffquelle,

anorganische Salze, Aminos&uren, tierische oder pflanzliche Peptone und Proteine sowie Vita-



10

15

20

25

30

35

WO 03/018813 PCT/EP02/09454
2

minzusatze. In sterilen aeroben submersen Verfahren erhalt man pro Liter Kulturbriihe Ausbeu-
ten von mehr als 10 g Vitamin B2 innerhalb weniger Tage. Voraussetzung sind gute Beluftung
der Kultur, sorgfaltiges Ruthren und Einstellung von Temperaturen unter etwa 30°C. Nach Ab-
trennen der Biomasse, Eindampfen und Trocknen des Konzentrates erhalt man ein mit Vitamin
B2 angereichertes Produkt.

Die mikrobiologische Produktion von Vitamin B2 ist beispielsweise beschrieben in der WO-A-
92/01060, der EP-A-0 405 370 und EP-A-0 531 708.

Eine Ubersicht {iber Bedeutung, Vorkommen, Herstellung, Biosynthese und Verwendung von
Vitamin B2 ist beispielsweise in Ullmann's Encyclopaedia of Industrial Chemistry, Band A27,
Seiten 521 ff. zu finden.

Der Gesamtprozef, durch den lebende Systeme die zur Ausiibung ihrer verschiedenen Funktio-
nen bendtigte freie Enthalpie erlangen und verwerten, wird als Stoffwechsel bezeichnet. Die
Wege des Stoffwechsels bestehen aus Abfolgen von enzymatischen Reaktionen, die spezifische
Produkte liefern. Die Stoffwechselreaktionswege werden haufig in zwei Kategorien unterteilt.
Zum einen in die am Abbau beteiligten Wege (Katabolismus) und zum anderen in die an der
Biosynthese involvierten Wege (Anabolismus). Bei den katabolischen Wegen werden komplexe
Metaboliten exergonisch in einfachere Produkte zerlegt. Die bei diesen Prozessen freigesetzte
Freie Enthalpie wird durch die Synthese von in der Zelle universell einsetzbaren, energiereichen
Verbindungen (ATP, NADPH) gespeichert. Bei ATP und NADPH handelt es sich um die wich-
tigsten Freie-Enthalpie-Quellen fiir viele Biosynthesereaktionen in den anabolischen Stoffwech-
selwegen. Beispielsweise werden NADPH und ATP bei zahireichen Syntheseschritten zur Pro-

duktion von Feinchemikalien wie im Falle der Riboflavinsynthese benétigt.

In den katabolischen Stoffwechselwegen wird eine grolle Zahl unterschiedlicher Substanzen
(Kohlenhydrate, Lipide und Proteine) in die gleichen Zwischenprodukte tberfihrt. In der Biosyn-
these findet der umgekehrte Prozel statt. Relativ wenige Metaboliten dienen als Ausgangssub-
stanzen fur eine groRe Zahl unterschiedlicher Biosynthesprodukte. Durch den geregelten Eingriff
bzw. die Blockierung von Abbauwegen bereits synthetisierter Feinchemikalien kann deren Pro-
duktion zusatzlich gesteigert werden.

Einige Produkte und Nebenprodukte von diesen natrlich vorkommenden metabolischen Pro-
zessen finden industrielle Anwendungen in einem breiten Gebiet, wie z.B. in der Nahrungs-, Fut-
termittel-, kosmetischen und pharmazeutischen Industrie. Zu diese Molekilen, zusammenfas-
send "Feinchemikalien" genannt, gehéren organische S&uren, proteinogene und nicht-
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proteinogene Aminosauren, Nukleotide und Nukleoside, Lipide und Fettsauren, Diole, Kohlehyd-
rate, aromatische Verbindungen, Vitamine und Cofaktoren, und Enzyme. Die Produktion dieser
Substanzen wird meist in grolvolumigen Fermentern durchgefiihrt, in denen die jeweils ge-
winschten Molekiile in grol3en Konzentrationen ins Medium ausgeschieden werden. Ein beson-
ders nutzlicher Organismus fiir dieses Verfahren ist der filamentose Ascomycet Ashbya gossypii.

Eine Veranderung von Proteinen, die in diese Stoffwechselwege involviert sind, in Bezug auf die
Menge und/oder die Aktivitat kann einen direkten Einfluf auf die Produktion oder die Effizienz
der Produktion einer gewlinschten Feinchemikalie haben. Beispielsweise kann eine Reaktion,
die in direkter Konkurrenz zu einem Zwischenprodukt ablauft, welches fiir die gewiinschte Fein-
chemikalie auftritt, ausgeschaltet, bzw. ein Stoffwechselweg, der fiir die Produktion dieses spezi-
fischen Zwischenprodukts verantwortlich ist, optimiert werden.

Die Nutzung von Genen des Stoffwechsels zur Generierung von Mikroorganismen, vorzugswei-
se der Gattung Ashbya, insbesondere von Ashbya gossypii Stammen, mit moduliertem Stoff-
wechsel ist noch nicht beschrieben.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist daher die Bereitstellung neuer Targets zur Beeinflus-
sung der Stoffwechselablaufe in Mikroorganismen der Gattung Ashbya, insbesondere in Ashbya
gossypii. Insbesondere besteht die Aufgabe, bestimmte Stoffiwechselwege in derartigen Mikro-
organismen gezielt zu optimieren. Eine weitere Aufgabe ist die Verbesserung der Vitamin B2-
Produktion durch derartige Mikroorganismen.

Geldst wird obige Aufgabe durch Bereitstellung kodierender Nukleinsduresequenzen, welche in
Ashbya gossypii wahrend der Vitamin B2-Produktion hoch- bzw. niederreguliert (basierend auf
Ergebnissen, ermittelt mit Hilfe der im experimentellen Teil naher beschricbenen MPSS-
Analysenmethode) sind, und zwar insbesondere:

a) eine, vorzugsweise niederregulierte, Nukleinsauresequenz, welche fiir ein Protein mit der
Funktion einer C1-Tetrahydrofolat-Synthase kodiert.

Gemal einer bevorzugten Ausflihrungsform dieses Aspekts der Erfindung wurde ein DNA-Kion
isoliert, welche fir eine charakteristische Teilsequenz der erfindungsgeméfen Nuklein-
sauresequenz kodiert und die interne Bezeichnung ,Oligo 72“ tragt.

Gema0 einer weiter bevorzugten Ausflihrungsform wurde erfindungsgemaf ein DNA-Klon iso-
liert, der fur die Vollsequenz der erfindungsgemaien Nukleinsdure kodiert und die interne Be-
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zeichnung ,Oligo 72v* tragt.

Ein erster Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein Polynukleotid, umfassend eine
Nukleinsduresequenz gemal SEQ ID NO: 1. Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft ein
Polynukleotid, umfassend eine Nukleinsduresequenz gemaf SEQ ID NO: 4 oder ein Fragment
davon. Vorzugsweise sind die Polynukleotide aus einem Mikroorganismus der Gattung Ashbya,
insbesondere A. gossypii isolierbar. Aulterdem sind Gegenstand der Erfindung die dazu kom-
plementaren Polynukleotide; und die von diesen Polynukleotiden durch Entartung des geneti-
schen Codes abgeleiteten Sequenzen.

Die Inserts von ,Oligo 72" und ,Oligo 72v* besitzen mit dem MIPS Tag ,Ade3“ aus S. cerevisiae
signifikante Homologien. Die Inserts besitzen eine Nukleinsauresequenz gemaf SEQ ID NO: 1
bzw. SEQ ID NO: 4. Die vom kodierenden Strang gemaR SEQ ID NO: 1 oder 4 abgeleitete Ami-
nosauresequenz bzw. Aminoséureteilsequenz besitzt signifikante Sequenzhomologie mit einer
C1-Tetrahydrofolat-Synthase aus S. cerevisiae.

b) eine, vorzugsweise hochregulierte, Nukleinséuresequenz, welche fir ein Protein mit der
Funktion einer Argininosuccinat-Synthase kodiert.

Gemal einer bevorzugteh Ausfihrungsform dieses Aspekts der Erfindung wurde ein DNA-Klon
isoliert, welche fiir eine charakteristische Teilsequenz der erfindungsgemaflen Nuklein-
sauresequenz kodiert und die interne Bezeichnung ,Oligo 81“ trégt.

GemaR einer weiter bevorzugten Ausfiihrungsform wurde erﬁndungsgehéf& ein DNA-Klon iso-
liert, der fur die Vollsequenz der erfindungsgemaflen Nukleinséure kodiert und die interne Be-
zeichnung ,,Oligo 81v* tragt.

Ein erster Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein Polynukleotid, umfassend eine
Nukleinsauresequenz gemaf SEQ ID NO: 6. Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft ein
Polynukleotid, umfassend eine Nukleinséduresequenz gemal SEQ ID NO: 9 oder ein Fragment
davon. Vorzugsweise sind die Polynukleotide aus einem Mikroorganismus der Gattung Ashbya,
insbesondere A. gossypii isolierbar. Aufterdem sind Gegenstand der Erfindung die dazu kom-
plementaren Polynukleotide; und die von diesen Polynukleotiden durch Entartung des geneti-
schen Codes abgeleiteten Sequenzen.

Die Inserts von ,,Oligo 81“ und ,Oligo 81v* besitzen mit dem MIPS Tag ,Arg1“ aus S. cerevisiae
signifikante Homologien. Die Inserts besitzen eine Nukleinséuresequenz gemaft SEQ ID NO: 6



10

15

20

25

30

35

WO 03/018813 PCT/EP02/09454
5

bzw. SEQID NQ: 9. Die vom korrespondierenden Gegenstrang zu SEQ ID NO:6 bzw. vom ko-
dierenden Strang gem&R SEQ ID NO:9 abgeleitete Aminoséuresequenz bzw. Aminoséureteilse-
quenz besitzt signifikante Sequenzhomologie mit einer Argininosuccinat-Synthase aus S. cerevi-

siae.

¢) eine, vorzugsweise hochregulierte, Nukleinsauresequenz, welche fiir ein Protein mit der Funk-
tion einer Phosphoribosylamidoimidazol-Succinocarboxamid-Synthase kodiert.

Gemal einer bevorzugten Ausfuhrungsform dieses Aspekis der Erfind ung wurde ein DNA-Klon
isoliert, weiche fiir eine charakteristische Teilsequenz der erfindungsgeméalen Nuklein-
sauresequenz kodiert und die interne Bezeichnung ,Oligo 86" tragt.

Geman einer weiter bevorzugten Ausfithrungsform wurde erfindungsgemaf ein DNA-Klon iso-
liert, der fir die Vollsequenz der erfindungsgemaRen Nukleinsaure kodiert und die interne Be-
zeichnung ,Oligo 86v* tragt.

Ein erster Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein Polynukleotid, umfassend eine
Nukleinsduresequenz gemafn SEQ ID NO: 12. Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft ein
Polynukleotid, umfassend eine Nukleinsauresequenz gemaR SEQ ID NO: 14 oder ein Fragment
davon. Vorzugsweise sind die Polynukleotide aus einem Mikroorganismus der Gattung Ashbya,
insbesondere A. gossypii isolierbar. AuRerdem sind Gegenstand der Erfindung die dazu kom-
plementéren Polynukleotide; und die von diesen Polynukieotiden durch Entartung des geneti-
schen Codes abgeleiteten Sequenzen.

Die Inserts von ,Oligo 86" und ,Oligo 86v" besitzen mitdem MIPS Tag ,Ade1" aus S. cerevisiae
signifikante Homologien. Die Inserts besitzen eine Nukleinsduresequenz gemaR SEQ ID NO: 12
bzw. SEQ ID NO: 14. Die vom korrespondierenden Gegenstrang zu SEQ ID NO:12 bzw. vom
kodierenden Strang gemaR SEQ ID NO:14 abgeleitete Aminoséuresequenz bzw. Aminosaure-
teilsequenz besitzt signifikante Sequenzhomologie mit einer Phosphoribosylamidoimidazol-
Succinocarboxamid-Synthase aus S. cerevisiae.

d) eine, vorzugsweise niederregulierte, Nukleinsauresequenz, welche fiir ein Protein mit der
Funktion einer Fumarat-Reduktase kodiert.

Gemal einer bevorzugten Ausfiihrungsform dieses Aspekts der Erfindung wurde DNA-Klon
isoliert, welcher fir eine charakteristische Teilsequenz der erfindungsgemaien Nuklein-
sauresequenz kodiert und die interne Bezeichnung ,Oligo 162" tragt.
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Gemah einer weiter bevorzugten Ausfihrungsform wurde erfindungsgemaf ein DNA-Klon iso-
liert, welcher fir die Vollsequenz der erfindungsgeméfien Nukleinsduresequenz kodiert und die
interne Bezeichnung ,Oligo 162v* tragt.

Ein erster Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein Polynukleotid, umfassend eine
Nukleinsauresequenz gemaR SEQ ID NO: 16. Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft ein
Polynukleotid, umfassend eine Nukleinséuresequenz gemaf SEQ ID NO: 18 oder ein Fragment
davon. Vorzugsweise sind die Polynukleotide aus einem Mikroorganismus der Gattung Ashbya,
insbesondere A. gossypii isolierbar. AuBerdem sind Gegenstand der Erfindung die dazu kom-
plementaren Polynukleotide; und die von diesen Polynukleotiden durch Entartung des geneti-
schen Codes abgeleiteten Sequenzen.

Die Inserts von ,Oligo 162 und ,Oligo 162v* besitzen mit dem MIPS Tag ,FRDS1 (2)* aus S.
cerevisiae signifikante Homologien. Die Inserts besitzen eine Nukleinsauresequenz gemal SEQ
ID NO: 16 bzw. SEQ ID NO: 18. Die vom kodierenden Strang abgeleitete Aminosauresequenz
bzw. Aminosaureteilsequenz besitzt signifikante Sequenzhomologie mit einer Fumarat-
Reduktase aus S. cerevisiae.

e) eine, vorzugsweise hochregulierte, Nukleinséuresequenz, welche fir ein Protein mit der Funk-
tion einer Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase kodiert.

GemaR einer bevorzugten Ausfiihrungsform dieses Aspekts der Erfindung wurde ein DNA-Klon
isoliert, welche fir eine charakteristische Teilsequenz der erfindungsgeméien Nukiein-
sauresequenz kodiert und die interne Bezeichnung ,Oligo 178" tragt.

GemaR einer weiter bevorzugten Ausfilhrungsform wurde erfindungsgemaf ein DNA-Klon iso-
liert, der fur die Vollsequenz der erfindungsgematen Nukleinséure kodiert und die interne Be-
zeichnung ,Oligo 178v* tragt.

Ein erster Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein Polynukleotid, umfassend eine
Nukleinsauresequenz geman SEQ ID NO: 20. Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft ein
Polynukieotid, umfassend eine Nukleinséuresequenz gemaf SEQ ID NO: 22 oder ein Fragment
davon. Vorzugsweise sind die Polynukleotide aus einem Mikroorganismus der Gattung Ashbya,
insbesondere A. gossypii isalierbar. AuBerdem sind Gegenstand der Erfindung die dazu kom-
plementaren Polynukleotide; und die von diesen Polynukleotiden durch Entartung des geneti-
schen Codes abgeleiteten Sequenzen.
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Die Inserts von ,Oligo 178 und ,Oligo 178v* besitzen mit dem MIPS Tag ,PCK1" aus S. cerevisi-
ae signifikante Homologien. Die Inserts besitzen eine Nukleinséuresequenz gemaf SEQ ID NO:
20 bzw. SEQ ID NO: 22. Die vom korrespondierenden Gegenstrang zur SEQ ID NO: 20 bzw.
vom kodierenden Strang gemal SEQ ID NO: 22 abgeleiteten Aminosauresequenzen besitzen
signifikante Sequenzhomologie mit einer Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase aus S. cerevisiae.

f) eine, vorzugsweise hochregulierte, Nukleinséuresequenz, welche fiir ein Protein mit der Funk-
tion einer Uroporphyrinogen-Decarboxylase kodiert.

GemaR einer bevorzugten Ausfiihrungsform dieses Aspekts der Erfindung wurde ein DNA-Klon
isoliert, welche fir eine charakteristische Teilsequenz der erfindungsgeméen Nuklein-
sauresequenz kodiert und die interne Bezeichnung ,Oligo 64° tragt.

GemaR einer weiter bevorzugten Ausfiihrungsform wurde erfindungsgemaf ein DNA-Klon iso-
liert, der firr die Vollsequenz der erfindungsgeméafRen Nukleinséure kodiert und die interne Be-

zeichnung ,Oligo 64v" fragt.

Ein erster Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein Polynukleotid, umfassend eine
Nukleinsauresequenz gemaf SEQ ID NO: 24, Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft ein
Polynukleotid, umfassend eine Nukleinsauresequenz gemé&f SEQ ID NO: 26 oder ein Fragment
davon. Vorzugsweise sind die Polynukleotide aus einem Mikroorganismus der Gattung Ashbya,
insbesondere A. gossypii isolierbar. Aufierdem sind Gegenstand der Erfindung die dazu kom-
plementaren Polynukleotide; und die von diesen Polynukleotiden durch Entartung des geneti-

schen Codes abgeleiteten Sequenzen.

Die Inserts von ,Oligo 64* und ,Oligo 64v* besitzen mit dem MIPS Tag ,Hem12" aus S. cerevisi-
ae signifikante Homologien. Die Inserts besitzen eine Nukleinsauresequenz geman SEQ ID NO:
24 bzw. SEQ ID NO: 26. Die vom kodierenden Strang abgeleitete Aminoséuresequenz bzw. A-
minosaureteilsequenz besitzt signifikante Sequenzhomologie mit einer Uroporphyrinogen-

Decarboxylase aus S. cerevisiae.

g) eine, vorzugsweise hochregulierte, Nukleinséuresequenz, weliche fiir ein Protein mit der Funk-
tion einer Siroheme-Synthase kodiert.
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GemaB einer bevorzugten Ausfiihrungsform dieses Aspekts der Erfindung wurde ein DNA-Klon
isoliert, welche fir eine charakteristische Teilsequenz der erfindungsgemafen Nuklein-
sauresequenz kodiert und die interne Bezeichnung ,Oligo 125" tragt.

GeméR einer weiter bevorzugten Ausfiihrungsform wurde erfindungsgemaR ein DNA-Klon iso-
liert, der fiir die Vollsequenz der erfindungsgemaRen Nukleinséure kodiert und die interne Be-
zeichnung ,Oligo 125v* tragt.

Ein erster Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein Polynukleotid, umfassend eine
Nukleins&uresequenz gemé&fR SEQ ID NO: 28. Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft ein
Polynukleotid, umfassend eine Nukleinsduresequenz geman SEQ ID NO: 30 oder ein Fragment
davon. Vorzugsweise sind die Polynukleotide aus einem Mikroorganismus der Gattung Ashbya,
insbesondere A. gossypii isolierbar. AulRerdem sind Gegenstand der Erfindung dfe dazu kom-
plementéren Polynukleotide; und die von diesen Polynukleotiden durch Entartung des geneti-
schen Codes abgeleiteten Sequenzen.

Die Inserts von ,,Oligo 125" und ,Oligo 125v* besitzen mit dem MIPS Tag ,Met1“aus S. cerevisi-
ae signifikante Homologien. Die Inserts besitzen eine Nukleinséuresequenz gemaR SEQ ID NO:
28 bzw. SEQ ID NO: 30. Die vom Gegenstrang zu SEQ ID NO:28 bzw vom kodierenden Strang
gemé&Bl SEQ ID NO:30 abgeleitete Aminoséuresequenz bzw. Aminosaureteilsequenz besitzt
signifikante Sequenzhomologie mit einer Siroheme-Synthase aus S. cerevisiae.

h) eine, vorzugsweise hochregulierte, Nukleinséuresequenz, welche fiir ein Protein mit der Funk-
tion einer Uroporphyrinogen-lil-Synthase kodiert.

Gemal einer bevorzugten Ausfilihrungsform dieses Aspekts der Erfindung wurde ein DNA-Klon
isoliert, welche fiir eine charakteristische Teilsequenz der erfindungsgemaRen Nuklein-

sauresequenz kodiert und die interne Bezeichnung ,Oligo 107" tragt.

Gemal einer weiter bevorzugten Ausflihrungsform wurde erfindungsgeman ein DNA-Klon iso-
liert, der fir die Vollsequenz der erfindungsgeméRen Nukleinséure kodiert und die interne Be-
zeichnung ,Oligo 107v" tragt.

Ein erster Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein Polynukleotid, umfassend eine
Nukleinsauresequenz gemalt SEQ ID NO: 32. Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft ein
Polynukleotid, umfassend eine Nukleinséuresequenz gemaf SEQ ID NO: 34 oder ein Fragment

davon. Vorzugsweise sind die Polynukleotide aus einem Mikroorganismus der Gattung Ashbya,
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insbesondere A. gossypii isolierbar. Aulerdem sind Gegenstand der Erfindung die dazu kom-
plementaren Polynukleotide; und die von diesen Polynukleotiden durch Entartung des geneti-
schen Codes abgeleiteten Sequenzen.

Die Inserts von ,Oligo 107“ und ,,Oligo 107v* besitzen mitdem MIPS Tag ,Hem4" aus S. cerevi-
siae signifikante Homologien. Die Inserts besitzen eine Nukleinsduresequenz gemaf SEQ ID
NO: 32 bzw. SEQ ID NO: 34. Die vom kodierenden Strang abgeleitete Aminoséuresequenz bzw.
Aminosaureteilsequenz besitzt signifikante Sequenzhomologie mit einer Uroporphyrinogen-lli-
Synthase aus S. cerevisiae.

i) eine, vorzugsweise nie‘derregulierte, Nukleinsauresequenz, welche flr ein Protein mit der
Funktion einer Phosphoglycerat-Kinase kodiert.

Gemal einer bevorzugten Ausfilhrungsform dieses Aspekts der Erfindung wurde ein DNA-Klon
isoliert, welche fir eine charakteristische Teilsequenz der erfindungsgemafien Nuklein-

sauresequenz kodiert und die interne Bezeichnung ,Oligo 136" tragt.

Gemabl einer weiter bevorzugten Ausfiihrungsform wurde erfindungsgemaf ein DNA-Klon iso-
liert, der fiir die Vollsequenz der erfindungsgemaflen Nukleinsaure kodiert und die interne Be-
zeichnung ,Oligo 136Vv* tragt. J

Ein erster Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein Polynukleotid, umfassend eine
Nukieinsauresequenz gemaf SEQ ID NO: 36. Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft ein
Polynukleotid, umfassend eine Nukleins&uresequenz gemaf SEQ ID NO: 38 oder ein Fragment
davon. Vorzugsweise sind die Polynukleotide aus einem Mikroorganismus der Gattung Ashbya,
insbesondere A. gossypii isolierbar. Auerdem sind Gegenstand der Erfindung die dazu kom-
plementéren Polynukleotide; und die von diesen Polynukleotiden durch Entartung des geneti-
schen Codes abgeleiteten Sequenzen.

Die Insert von ,,Oligo 136" und ,Oligo 136v* besitzen mit dem MIPS Tag,Pgk1“ aus S. cerevisiae
signifikante Homologien. Die Inserts besitzen eine Nukleinsduresequenz gemai SEQ ID NO: 36
bzw. SEQ ID NO: 38. Die jeweils vom kodierenden Strang abgeleiteten Aminosauresequenzen
besitzen signifikante Sequenzhomologie mit einer Phosphoglycerat-Kinase aus S. cerevisiae.

k) eine, vorzugsweise niederregulierte, Nukleinsduresequenz, welche flr ein Protein mit der
Funktion eines Proteinase-B-Inhibitors-2 kodiert.
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Gemal einer bevorzugten Ausfiihrungsform dieses Aspekts der Erfindung wurde ein DNA-Kion
isoliert, welche fiir eine charakteristische Teilsequenz der erfindungsgemafRen Nuklein-
sauresequenz kodiert und die interne Bezeichnung ,Oligo 157* tréagt.

Gemal einer weiter bevorzugten Ausfithrungsform wurde erfindungsgeman ein DNA-Klon iso-
liert, der fir die Vollsequenz der erfindungsgemafen Nukleinsdure kodiert und die interne Be-
zeichnung ,Oligo 157V tragt.

Ein erster Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein Polynukleotid, umfassend eine
Nukleinséuresequenz gemaf SEQ ID NO: 40. Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft ein
Polynukleotid, umfassend eine Nukleinséuresequenz gemaf SEQ ID NO: 42 oder ein Fragment
davon. Vorzugsweise sind die Polynukleotide aus einem Mikroorganismus der Gattung Ashbya,
insbesondere A. gossypii isolierbar. AuRerdem sind Gegenstand der Erfindung die dazu kom-
plementéren Polynukleotide; und die von diesen Polynukleotiden durch Entartung des geneti-

schen Codes abgeleiteten Sequenzen.

Die Inserts von ,Oligo 157 und ,Oligo 157v* besitzen mit dem MIPS Tag ,PBI2“ aus S. cerevisi-
ae signifikante Homologien. Die Inserts besitzen eine Nukleinsduresequenz gemaR SEQ ID NO:
40 bzw. SEQ ID NO: 42. Die vom korrespondierenden Gegenstrang zur SEQ ID NO: 40 bzw.
vom kodierenden Strang der SEQ ID NO: 42 abgeleiteten Aminosauresequenzen besitzen signi-
fikante Sequenzhomologie mit einem Proteinase-B-Inhibitor-2 aus S. cerevisiae.

) eine, vorzugsweise hochregulierte, Nukleinséuresequenz, welche fiir ein Protein mit der Funk-
tion einer Cystein-Synthase kodiert.

Gemal einer bevorzugten Ausfiihrungsform dieses Aspekis der Erfindung wurde ein DNA-Klon
isoliert, welche fir eine charakteristische Teilsequenz der erfindungsgemaRen Nuklein-
sauresequenz kodiert und die interne Bezeichnung ,Oligo 108" tragt.

GemaR einer weiter bevorzugten Ausfihrungsform wurde erfindungsgeman ein DNA-Klon iso-
liert, der fir die Vollsequenz der erfindungsgeméaien Nukleinsaure kodiert und die interne Be-
zeichnung ,Oligo 108v* tragt.

Ein erster Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein Polynukleotid, umfassend eine
Nukleinsauresequenz gemaf SEQ ID NO: 44. Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft ein
Polynukleotid, umfassend eine Nukleinséduresequenz gemaR SEQ ID NO: 47 oder ein Fragment
davon. Vorzugsweise sind die Polynukleotide aus einem Mikroorganismus der Gattung Ashbya,
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insbesondere A. gossypii isolierbar. Aulerdem sind Gegenstand der Erfindung die dazu kom-
plementaren Polynukleotide; und die von diesen Polynukleotiden durch Entartung des geneti-
schen Codes abgeleiteten Sequenzen.

Die Inserts von ,Oligo 108" und ,Oligo 108v* besitzen mit dem MIPS Tag ,CYSK" aus S. cerevi-
siae signifikante Homologien. Die Inserts besitzen eine Nukleinsauresequenz gemafl SEQ ID
NO: 44 bzw. SEQ ID NO: 47. Die vom korrespondierenden Gegenstrang von SEQ ID NO:44
bzw. vom kodierenden Strang gemal SEQ ID NO:47 abgeleitete Aminoséduresequenz bzw. A-
minosaureteilsequenz besitzt signifikante Sequenzhomologie mit einer Cystein-Synthase aus A.
nidulans.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft Oligonukleotide, welche mit einem der obigen
Polynukleotide, insbesondere unter stringenten Bedingungen, hybridisieren.

Gegenstand der Erfindung sind weiterhin Polynukleotide, welche mit einem der erfindungsge-
maen Oligonukleotide hybridisieren und fur ein Genprodukt aus Mikroorganismen der Gattung
Ashbya oder ein funktionales Aquivalent dieses Genproduktes kodieren.

Die Erfindung betrifft weiterhin Polypeptide bzw. Proteine, welche von den oben beschriebenen
Polynukleotiden kodiert werden; sowie Peptidfragmente davon, welche eine Aminoséuresequenz
aufweisen, die wenigstens 10 zusammenhangende Aminosédurereste gemal SEQ ID NO: 2, 3,
5,7,8,10,11,13,15,17,19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 46, oder SEQ ID
NO: 48 umfasst; sowie funktionale Aquivalente der erfindungsgeméRen Polypeptide bzw. Protei-
ne.

Funktionale Aquivalente unterscheiden sich dabei von den erfindungsgemén konkret offenbar-
ten Produkten in ihrer Aminosauresequenz durch Addition, Insertion, Substitution, Deletion oder
Inversion an wenigstens einer, wie z.B. 1 bis 30 oder 1 bis 20 oder 1 bis 10, Sequenzpositionen
ohne die urspriinglich beobachtete und durch Sequenzvergleich mit anderen Proteinen ableitba-
re Proteinfunktion zu verlieren. Damit kénnen Aquivalente im wesentlichen identische, hthere
oder niedrigere Aktivitadten im Vergleich zum nativen Protein besitzen.

Weitere Gegenstéande der Erfindung betreffen Expressionskassetten zur rekombinanten Produk-
tion erfindungsgemafier Proteine, umfassend in operativer Verkniipfung mit wenigstens einer
regulativen Nukleinsaduresequenz eine der oben definierten Nukleinsduresequenzen; sowie re-
kombinante Vektoren, umfassend wenigstens eine solche erfindungsgemafe Expressionskas-
sette.
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ErfindungsgemafR bereitgestellt werden auflerdem prokaryotische oder eukaryotische Wirte,
welche mit wenigstens einem Vektor obigen Typs transformiert sind. Geméaf einer bevorzugten
Ausfiihrungsform werden solche prokaryotischen oder eukaryotischen Wirte bereitgestellt, in
welchen die funktionale Expression wenigstens eines Gens moduliert (z.B. Inhibition oder Uber-
expression) ist, das fur ein erfindungsgemafes Polypeptid nach obiger Definition kodiert; oder in
welchen die biologische Akiivitét eines Polypeptids nach obiger Definition erniedrigt oder erhéht
ist. Bevorzugte Wirte sind ausgewahlt unter Ascomyceten (Schlauchpilzen), insbesondere sol-
chen der Gattung Ashbya und vorzugsweise Stadmmen von A. gossypii.

Eine Modulation der Genexpression im obigen Sinn umfasst sowohl deren Inhibition, z.B. durch
Blockade einer Expressionsstufe (insbesondere Transkription oder Translation) oder eine geziel-
te Uberexpression eines Gens (z.B. durch Modifikation regulativer Sequenzen oder Erhéhung
der Kopienzahl der kodierenden Sequenz).

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft die Verwendung einer erfindungsgeméafien Ex-
pressionskassette, eines erfindungsgeméafien Vektors oder eines erfindungsgemafen Wirts zur
mikrobiologischen Produktion von Vitamin B2 und/oder Prékursoren und/oder Derivaten davon.
Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft die Verwendung einer erfindungsgemafien Ex-
pressionskassette, eines erfindungsgemaRen Vektors oder eines erfindungsgemalen Wirts zur
rekombinanten Herstellung eines erfindungsgeméafen Polypeptids nach obiger Definition.

Erfindungsgeman wird weiterhin ein Verfahren zur Nachweis bzw. zur Validierung eines Effektor-
targets fur die Modulation der mikrobiologischen Produktion von Vitamin B2 und/oder Prakurso-
ren und/oder Derivaten davon bereitgestellt. Dabei behandelt man einen Mikroorganismus, der
zur mikrobiologischen Produktion von Vitamin B2 und/oder Prékursoren und/oder Derivaten da-
von befahigt ist, mit einem Effektor, welcher mit einem Target, ausgewahlit unter einem erfin-
dungsgemaRen Polypeptid nach obiger Definition oder einer dafiir kodierenden Nukleinséaurese-
quenz, wechselwirkt ( wie z.B. an diese nicht-kovalent bindet), den Einflufl des Effektors auf die
Menge des mikrobiologisch produzierten Vitamins B2 und/oder des Prékursors und/oder eines
Derivats davon validiert; und das Target gegebenenfalls isoliert. Die Validierung erfolgt dabei
bevorzugt durch direkten Vergleich mit der mikrobiologischen Vitamin B2-Produktion in Abwe-
senheit des Effektors unter ansonsten gleichen Bedingungen.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft ein Verfahren zur Modulation (in Bezug auf Men-
ge und/oder Geschwindigkeit) der mikrobiologischen Produktion von Vitamin B2 und/oder Pra-

kursoren und/oder Derivaten davon, wobei man einen Mikroorganismus, der zur mikrobiologi-
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schen Produktion von Vitamin B2 und/oder Prékursoren und/oder Derivaten davon befahigt ist,
mit einem Effektor behandelt, welcher mit einem Target, ausgewahlt unter einem erfindungsge-
méaRen Polypeptid nach obiger Definition oder einer dafiir kodierenden Nukleinsduresequenz,
wechselwirkt.

Als bevorzugte Beispiele fiir oben genannte Effektoren sind zu nennen:

a) Antikérper oder antigenbindene Fragmenten davon;

b) von a) verschiedenen Polypeptid-Liganden, welche mit einem erfindungsgeméafen Poly-
peptid wechselwirken;

c) niedermolekulare Effektoren, welche die biologische Aktivitat eines erfindungsgeméfien
Polypeptids modulieren;

d) Antisense-Nukleinséuresequenzen, welche mit einer erfindungsgemafen Nukleinséure-

sequenz wechselwirken.

Oben genannte Effektoren mit Spezifitat fir wenigstens eines der oben definierten erfindungs-
gemaRen Targets sind ebenfalls Gegenstand der Erfindung.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft ein Verfahren zur mikrobiologischen Produktion
von Vitamin B2 und/oder Prakursoren und/oder Derivaten davon, wobei man einen Wirt gemaf
obiger Definition unter die Produktion von Vitamin B2 und/oder Prékursoren und/oder Derivaten
davon begiinstigenden Bedingungen kultiviert und das(die) gewiinschte(n) Produkt(e) aus dem .
Kulturansatz isoliert. Bevorzugt ist dabei, dass man den Wirt vor und/oder wahrend der Kultivie-
rung mit einem Effektor nach obiger Definition behandelt. Ein bevorzugter Wirt ist dabei ausge-
wahlt unter Mikroorganismen der Gattung Ashbya; insbesondere fransformiert, wie oben be-
schrieben.

Ein letzter Gegenstand der Erfindung betrifft die Verwendung eines erfindungsgemafien Poly-
nukleotids oder Polypeptids als Target zur Modulation der Produktion von Vitamin B2 und/oder

Prakursoren und/oder Derivaten davon in einem Mikroorganismus der Gattung Ashbya.

Figurenbeschreibung:

Figur 1 zeigt ein Alignment zwischen einer erfindungsgemalen Aminoséure-Teilsequenz (ent-
sprechend dem Strang von Position 1 bis 144 in SEQ ID NO:1) (obere Sequenz) und einer Teil-
sequenz des MIPS-Tags Ade3 aus S. cerevisiae (untere Sequenz). Identische Sequenzpositio-
nen sind zwischen den beiden Sequenzen angegeben. Ahnliche Sequenzpositionen sind mit ,+

gekennzeichnet.
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Figur 2 A zeigt ein weiteres Alignment zwischen einer erfindungsgemafen Aminosaure-Teil-
sequenz (entsprechend dem Gegenstrang zu Position 862 bis 551 in SEQ ID NO: 6) (obere Se-
quenz) und einer Teilsequenz des MIPS-Tags Arg1 aus S. cerevisiae (untere Sequenz). Figur 2
B zeigt ein Alignment zwischen einer erfindungsgemélien Aminosaure-Teilsequenz (entspre-
chend dem Gegenstrang zu Position 912 bis 859 in SEQ ID NO:6) (obere Sequenz) und einer
Teilsequenz des MIPS-Tags Arg1 aus S. cerevisiae (untere Sequenz). Identische Sequenzposi-
tionen sind jeweils zwischen den beiden Sequenzen angegeben. Ahnliche Sequenzpositionen
sind mit ,+* gekennzeichnet.

Figur 3 zeigt ein Alignment zwischen einer erfindungsgemaRen Aminoséure-Teilsequenz (ent-
sprechend dem Gegenstrang zu Position 117 bis 1 in SEQ ID NO:12) (obere Sequenz) und ei-
ner Teilsequenz des MIPS-Tags Ade1 aus S. cerevisiae (untere Sequenz). Identische Sequenz-
positionen sind zwischen den beiden Sequenzen angegeben. Ahnliche Sequenzpositionen sind

mit ,+* gekennzeichnet.

Figur 4 zeigt ein Alignment zwischen einer erfindungsgemalien Aminosé&ure-Teilsequenz (ent-
sprechend dem Strang gemaf Position 1 bis 882 in SEQ ID NO:16) (obere Sequenz) und einer
Teilsequenz des MIPS-Tags FRDS1 (2) aus S. cerevisiae (untere Sequenz). Identische Se-
quenzpositionen sind zwischen den beiden Sequenzen angegeben. Ahnliche Sequenzpositionen

sind mit ,+* gekennzeichnet.

Figur 5 zeigt ein Alignment zwischen einer erfindungsgemafien Aminosaure-Teilsequenz (ent-
sprechend dem Gegenstrang zu Position 783 bis 1 in SEQ ID NO:20) (obere Sequenz) und ei-
ner Teilsequenz des MIPS-Tags PCK1 aus S. cerevisiae (untere Sequenz). ldentische Se-
quenzpositionen sind zwischen den beiden Sequenzen angegeben. Ahnliche Sequenzpositionen
sind mit ,+* gekennzeichnet.

Figur 6 zeigt ein Alignment zwischen einer erfindungsgemaften Aminosaure-Teilsequenz (mittle-
re Sequenz) und einer Teilsequenz des MIPS-Tags Hem12 aus S. cerevisiae (untere Sequenz).
Uber diesen beiden ist die Consensussequenz dargestellt. Positionen mit fehlender Homologie
sind mit schwarzen Rechtecken symbolisiert.

Figur 7 zeigt ein Alignmerit zwischen einer erfindungsgemafien Aminosaure-Teilsequenz (ent-
sprechend dem Gegenstrang zu Position 964 bis 529 in SEQ ID NO:28) (obere Sequenz) und
einer Teilsequenz des MIPS-Tags Met1 aus S. cerevisiae (untere Sequenz). Identische Se-
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quenzpositionen sind zwischen den beiden Sequenzen angegeben. Ahnliche Sequenzpositionen
sind mit ,+* gekennzeichnet.

Figur 8 zeigt ein Alignment zwischen einer erfindungsgeméaRen Aminoséure-Teilsequenz (ent-
sprechend dem Strang in Position 107 bis 313 in SEQ ID NO:32) (obere Sequenz) und einer
Teilsequenz des MIPS-Tags ,Hem4" aus S. cerevisiae (untere Sequenz). Identische Sequenz-
positionen sind zwischen den beiden Sequenzen angegeben. Ahnliche Sequenzpositionen sind
mit ,+“ gekennzeichnet.

Figur 9 zeigt ein Alignment zwischen einer erfindungsgemaRen Aminoséure-Teilsequenz (ent-
sprechend dem Strang in Position 2 bis 91 in SEQ ID NO:36) (obere Sequenz) und einer Teilse-
quenz des MIPS-Tags Pgk1 aus S. cerevisiae (untere Sequenz). ldentische Sequenzpositionen
sind zwischen den beiden Sequenzen angegeben. Ahnliche Sequenzpositionen sind mit ,+* ge-
kennzeichnet.

Figur 10 zeigt ein Alignment zwischen einer erfindungsgemaRen Aminoséure-Teilsequenz (ent-
sprechend dem Gegenstrang zu Position 713 bis 513 in SEQ ID NO:40) (obere Sequenz) und
einer Teilsequenz des MIPS-Tags ,PBI2“ aus S. cerevisiae (untere Sequenz). Identische Se-
quenzpositionen. sind zwischen den beiden Sequenzen angegeben. Ahnliche Sequenzpositionen
sind mit ,+* gekennzeichnet.

Figur 11 A zeigt ein Alignment zwischen einer erfindungsgemaRen Aminoséure-Teilsequenz
(entsprechend dem Gegenstrang zu Position 1596 bis 1459 in SEQ ID NO:44) (obere Sequenz)
und einer Teilsequenz des MIPS-Tags CYSK aus A. nidulens (untere Sequenz). Figur 11 B zeigt
ein Alignment zwischen einer erfindungsgemafen Aminosaure-Teilsequenz (entsprechend dem
Gegenstrang zu Position 1441 bis 971 in SEQ ID NO:44) (obere Sequenz) und einer Teilse-
quenzdes MIPS-Tags CYSK aus A. nidulens (untere Sequenz). Identische Sequenzpositionen
sind zwischen den beiden Sequenzen angegeben. Ahnliche Sequenzpositionen sind mit ,+* ge-
kennzeichnet.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung:

Die erfindungsgeméfen Nukleinsauremolekiile kodieren Polypeptide bzw. Proteine, die hier als
Proteine des Stoffwechsels (z.B. mit Aktivitat bezlglich der Biosynthese wenigstens eines ge-
wiinschten Bioprodukts oder eines Zwischenprodukts davon oder dem Abbau von Nebenpro-
dukten) oder kurz als ,SW-Proteine" bezeichnet werden. Diese SW-Proteine haben z.B. eine
Funktion bei der Regulierung des Energiehaushalts eines lebenden Systems. Aufgrund der Ver-
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fugbarkeit von in Ashbya gossypii verwendbaren Klonierungsvektoren, wie z.B. offenbart in
Wright und Philipsen (1991) Gene, 109, 99-105, und von Techniken zurgenetischen Manipula-
tion von A. gossypii und den verwandten Hefe-Arten lassen sich die erfindungsgemaien Nuk-
leinséuremolekile zur genetischen Manipulation dieser Organismen, insbesondere von A. gos-
sypii verwenden, um sie als Produzenten von Vitamin B2 und/oder Prikursoren und/oder Deri-
vate davon besser und effizienter zu machen. Diese verbesserte Produktion oder Effizienzkann
aufgrund einer direkten Wirkung der Manipulation eines erfindungsgemaRen Gens oder auf-
grubd einer indirekten Wirkung einer solchen Manipulation erfolgen.

Die vorliegende Erfindung beruht auf der Bereitstellung neuer Molekiile, die hier als SW-
Nukleins&uren und SW-Proteine bezeichnet werden und am Stoffwechsel, insbesondere in Ash-
bya gossypii, (z.B. bei der Synthese oder Regulation von Stoffwechselenzymen ) beteiligt sind.
Die Aktivitat der erfindungsgemaRen SW-Molekiile in A. gossypii beeinflultt die Vitamin B2-
Produktion durch diesen Organismus. Vorzugsweise wird die Aktivitat der erfindungsgemafen
SW-Molekiile so moduliert, dass die Stoffwechsel- und/oder Energiewege von A. gossypii, an
denen die erfindungsgemafien SW-Proteine teilnehmen, hinsichtlich der Ausbeute, Produktion
und/oder Effizienz der Vitamin B2-Produktion moduliert werden, was entweder direkt oder indi-
rekt die Ausbeute, Produktion und/oder Effizienz der Vitamin B2-Produktion in A. gossypii modu-
liert.

Die erfindungsgeman bereitgestellten Nukleinséuresequenzen sind beispielsweise aus dem
Genom eines Ashbya gossypii-Stammes isolierbar, der von der American Type Culture Collecti-

on unter der Bezeichnung ATCC 10895 frei erhaltlich ist.

Verbesserung der Vitamin B2-Produktion:

Es gibt eine Reihe von mdglichen Mechanismen, tiber welche man durch Veréanderung von
Menge und/oder Aktivitat eines erfindungsgemafRen SW-Proteins die Ausbeute, Produktion
und/oder Effizienz der Produktion von Vitamin B2 durch einem A. gossypii-Stamm direkt beein-
flussen kann.

So kann durch die gezielte Steuerung des Stoffwechsels, die Effizienz der Produktion eines ge-
wiinschten Produkts (z.B. einer Feinchemikalie) erhaht bzw. gegeniiber Konkurrenzprodukten
optimiert werden. Auch kdnnen die Zellen robuster gegen &uRere Einfliisse gemachtwerden, so
dass die Lebensfahigkeit und damit die Produktivitat im Fermenter erhoht wird.
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Die Mutagenese von einem oder mehreren erfindungsgeméafien SW-Proteinen kann auch zu
SW-Proteinen mit geanderten (erhdhten oder verminderten) Aktivitaten fihren, die indirekt die
Produktion des gewiinschten Produkts aus A. gossypii beeinflussen. Beispielsweise kann man
mit Hilfe der SW-Proteine Reaktionen, die in direkter Konkurrenz zu einem Zwischenprodukt der
Zielverbindung ablaufen, ausschalten, bzw. den Stoffwechselweg, der filr die Produktion dieses
spezifischen Zwischenprodukts verantwortlich ist, unterbrechen, und dadurch die Produktion der
gewinschten Zielsubstanz optimieren. Zu den beeinflussbaren Prozessen gehdrt neben der
Biosynthese des Produkts auch der Aufbau der Zellwande, die Transkription, Translation, die
Biosynthese von Verbindungen, die fiir das Wachstum und die Teilung von Zellen nétig sind
(z.B. Nukleotide, Aminosauren, Vitamine, Lipide usw.) (Lengeler et al. (1999)). Durch Verbesse-
rung von Wachstum und Vermehrung dieser veranderten Zellen ist es moglich, die Lebensfahig-
keit der Zellen in Kulturen im GroRmafstab zu steigern und auch ihre Teilungsrate so zu verbes-
sern, dass eine vergleichsweise gréRere Anzahl von produzierenden Zellen in der Fermenterkul-
tur Gberleben kann. Die Ausbeute, Produktion oder Effizienz der Produktion kann zumindest
aufgrund der Anwesenheit einer groReren Anzahl lebensféhiger Zellen, die jeweils das ge-
winschte Produkt produzieren, erhéht werden.

Polypeptide:

Gegenstand der Erfindung sind Polypeptide, welche die oben genannten Aminosauresequenzen
oder charakteristische Teilsequenzen davon umfassen und/oder von den hierin beschriebenen
Nukleins&uresequenzen kodiert werden.

ErfindungsgemaR mit umfasst sind ebenfalls ,funktionale Aquivalente" der konkret offenbarten
neuen Polypeptide.

~Funktionale Aquivalente* oder Analoga der konkret offenbarten Polypeptide sind im Rahmen
der vorliegenden Erfindung davon verschiedene Polypeptide, welche weiterhin die gewiinschte
biologische Aktivitat, (wie z.B. Substratspezifitat) besitzen.

Unter "funktionalen Aquivalenten” versteht man erfindungsgeman insbesondere Mutanten, wel-
che in wenigstens einer der oben genannten Sequenzpositionen eine andere als die konkret
genannte Aminoséure aufweisen aber trotzdem eine der oben genannten biologische Aktivitaten
besitzen. "Funktionale Aquivalente” umfassen somit die durch eine oder mehrere Aminosaure-
Additionen, -Substitutionen, -Deletionen und/oder -Inversionen erhaltiichen Mutanten, wobei die
genannten Veranderungen in jeglicher Sequenzposition auftreten kénnen, solange sie zu einer
Mutante mit dem erfindungsgemaRen Eigenschaftsprofil fiihren. Funktionale Aquivalenzist ins-
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besondere auch dann gegeben, wenn die Reaktivitdtsmuster zwischen Mutante und unverznder-
tem Polypeptid qualitativ tibereinstimmen, d.h. beispielsweise gleiche Substrate mit unter-
schiedlicher Geschwindigkeit umgesetzt werden.

»~Funktionale Aquivalente” im obigen Sinne sind auch Prakursoren der beschriebenen Poly-
peptide sowie funktionale Derivate und Salze der Polypeptide. Unter dem Ausdruck ,Salze*
versteht man sowohl Salze von Carboxylgruppen als auch Saureadditionssalze von Ami-
nogruppen der erfindungsgemaRen Proteinmolekiile. Salze von Carboxylgruppen kénnen in
an sich bekannter Weise hergestellt werden und umfassen anorganische Salze, wie zum
Beispiel Natrium-, Calcium-, Ammonium-, Eisen- und Zinksalze, sowie Salze mit organischen
Basen, wie zum Beispiel Aminen, wie Triethanolamin, Arginin, Lysin, Piperidin und derglei-
chen. S&ureadditionssalze, wie zum Beispiel Salze mit Mineralséuren, wie Salzsdure oder
Schwefelséure und Salze mit organischen S&uren, wie Essigsaure und Oxalsaure sind eben-
falls Gegenstand der Erfindung.

»~Funktionale Derivate” erfindungsgemaRer Polypeptide kénnen an funktionellen Aminosaure-
Seitengruppen oder an deren N- oder C-terminalen Ende mit Hilfe bekannter Techniken eben-
falls hergestellt werden. Derartige Derivate umfassen beispielsweise aliphatische Ester von Car-
bons&auregruppen, Amide von Carbonséuregruppen, erhaltlich durch Umsetzung mit Ammoniak
oder mit einem priméren oder sekundaren Amin; N-Acylderivate freier Aminogruppen, hergestelit
durch Umsetzung mit Acylgruppen; oder O-Acylderivate freier Hydroxylgruppen, hergestellt
durch Umsetzung mit Acylgruppen.

"Funktionale Aquivalente” umfassen natiirlich auch Polypeptide welche aus anderen Organis-
men, zuganglich sind, sowie natiirlich vorkommende Varianten. Beispielsweise lassen sich
durch Sequenzvergleich Bereiche homologer Sequenzregionen festlegen und in Anlehnung an
die konkreten Vorgaben der Erfindung dquivalente Enzyme ermitteln.

~Funktionale Aquivalente" umfassen ebenfalls Fragmente, vorzugsweise einzelne Domanen o-
der Sequenzmotive, der erfindungsgemaRen Polypeptide, welche z.B. die gewlnschte biologi-
sche Funktion aufweisen.

,Funktionale Aquivalente” sind auRerdem Fusionsproteine, welche ein der oben genannten Po-
lypeptidsequenzen oder davon abgeleitete funktionale Aquivalente und wenigstens eine weitere,
davon funktionell verschiedene, heterologe Sequenz in funktioneller N- oder C-terminaler Ver-
kntipfung (d.h. ohne gegenseitigen wesentliche funktionelle Beeintrachtigung der Fusionsprote-
inteile) aufweisen. Nichtlimitiernde Beispiele fir derartige heterologe Sequenzen sind z.B. Sig-
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nalpeptide, Enzyme, Immunoglobuline, Oberflachenantigene, Rezeptoren oder Rezeptorligan-
den.

Erfindungsgemal mit umfasste ,funktionale Aquivalente” sind Homologe zu den konkret offen-
barten Proteinen. Diese besitzen wenigstens 60 %, vorzugsweise wenigstens 75% ins besonde-
re wenigsten 85 %, wie z.B. 90%, 95% oder 99%, Homologie zu einer der konkret offenbarten
Sequenzen, berechnet nach dem Algorithmus von Pearson und Lipman, Proc. Nati. Acad, Sci.
(USA) 85(8), 1988, 2444-2448.

Im Falle einer méglichen Proteinglykosylierung umfassen erfindungsgemane Aquivalente Prote-
ine des oben bezeichneten Typs in deglykosylierter bzw. glykosylierter Form sowie durch Veran-
derung des Glykosylierungsmusters erhéltliche abgewandelte Formen.

Homologe der erfindungsgemafen Proteine oder Polypeptide kénnen durch Mutagenese er-
zeugt werden, z.B. durch Punktmutation oder Verkiirzung des Proteins. Der Begriff “‘Homolog®,
wie er hier verwendet wird, betrifft eine variante Form des Proteins, die als Agonist o-
der Antagonist der Protein-Aktivitat wirkt.

Homologe der erfindungsgemafen Proteine kdnnen durch Screening kombinatorischer Banken
von Mutanten, wie z.B. Verkiirzungsmutanten, identifiziert werden. Beispielsweise kann eine
variegierte Bank von Protein-Varianten durch kombinatorische Mutagenese auf Nukleinsaure-
ebene erzeugt werden, wie z.B. durch enzymatisches Ligieren eines Gemisches synthetischer
Oligonukleotide. Es gibt eine Vielzahl von Verfahren, die zur Herstellung von Banken potentieller
Homologer aus einer degenerierten Oligonukleotidsequenz verwendet werden kénnen. Die
chemische Synthese einer degenerierten Gensequenz kann in einem DNA-Syntheseautomaten
durchgefiihrt werden, und das synthetische Gen kann dann in einen geeigneten Expressions-
vektor ligiert werden. Die Verwendung eines degenerierten Gensatzes ermd&glicht die Bereitstel-
lung sdmtlicher Sequenzen in einem Gemisch, die den gewiinschten Satz an potentiellen Prote-
insequenzen codieren. Verfahren zur Synthese degenerierter Oligonukleotide sind dem Fach-
mann bekannt (Z.B. Narang, S.A. (1983) Tetrahedron 39:3; ltakura et al. (1984) Annu. Rev. Bio-
chem. 53:323; ltakura et al., (1984) Science 198:1056; lke et al. (1983) Nucleic Acids Res.
11:477).

Zuséatzlich kénnen Banken von Fragmenten des Protein-Codons verwendet werden, um eine
variegierte Population von Protein-Fragmenten zum Screening und zur anschlieBenden Selekti-
on von Homologen eines erfindungsgemafen Proteins zu erzeugen. Bei einer Ausflihrungsform

kann eine Bank von kodierenden Sequenzfragmenten durch Behandeln eines doppelstrangigen
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PCR-Fragmentes einer kodierenden Sequenz mit einer Nuklease unter Bedingungen, unter de-
nen ein Nicking nur etwa einmal pro Molekdil erfolgt, Denaturieren der doppelstréangigen DNA,
Renaturieren der DNA unter Bildung doppelstréngiger DNA, die Sense-/Antisense-Paare von
verschiedenen genickten Produkten umfassen kann, Entfernen einzelstrangiger Abschnitte aus
neu getSildeten Duplices durch Behandlung mit S1-Nuclease und Ligieren der resultierenden
Fragmentbank in einen Expressionsvektor erzeugt werden. Durch dieses Verfahren kann eine
Expressionsbank hergeleitet werden, die N-terminale, C-terminale und interne Fragmente mit
verschiedenen Groflen des erfindungsgeméBlen Proteins kodiert.

Im Stand der Technik sind mehrere Techniken zum Screening von Genprodukten kombinatori-
scher Banken, die durch Punktmutationen oder Verklrzung hergestellt worden sind, und zum
Screening von cDNA-Banken auf Genprodukte mit einer ausgewahlten Eigenschaft bekannt.
Diese Techniken lassen sich an das schnelle Screening der Genbanken anpassen, die durch
kombinatorische Mutagenese von erfindungsgeméafier Homologen erzeugt worden sind. Die am
haufigsten verwendeten Techniken zum Screening grolRer Genbanken, die einer Analyse mit
hohem Durchsatz unterliegen, umfassen das Klonieren der Genbank in replizierbare Expressi-
onsvektoren, Transformieren der geeigneten Zellen mit der resultierenden Vektorenbank und
Exprimieren der kombinatorischen Gene unter Bedingungen, unter denen der Nachweis der ge-
wiinschten Aktivitat die Isolation des Vektors, der das Gen codiert, dessen Produkt nachgewie-
sen wurde, erleichtert. Recursive-Ensemble-Mutagenese (REM), eine Technik, die die Haufigkeit
funktioneller Mutanten in den Banken vergrofert, kann in Kombination mit den Screeningtests
verwendet werden, um Homologe zu identifizieren (Arkin und Yourvan (1992) PNAS 89:7811-
7815; Delgrave et al. (1993) Protein Engineering 6(3):327-331).

Die erfindungsgemaRen Polypeptide kdnnen rekombinant hergestellt werden (vgl. folgende Ab-
schnitte) oder kdnnen in nativer Form unter Anwendung klassischer biochemischer Arbeitswei-
sen (vgl. Cooper, T. G., Biochemische Arbeitsmethoden, Verlag Walter de Gruyter, Berlin, New
York oder in Scopes, R., Protein Purification, Springer Verlag, New York, Heidelberg, Berlin) aus
Mikroorganismen, insbesondere solchen der Gattung Ashbya, isoliert werden.

Nukleinsduresequenzen:

Gegenstand der Erfindung sind auch Nukleinsauresequenzen (einzel- und doppelstréngige
DNA- und RNA-Sequenzen, wie z.B. cDNA und mRNA), kodierend fiir eines der obigen
Polypeptide und deren funktionalen Aquivalenten, welche z.B. unter Verwendung kiinstlicher
Nukleotidanaloga zugénglich sind.
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Die Erfindung betrifft sowohl isolierte Nukleinsgduremolekule, welche fiir erfindungsgeméfe Po-
lypeptide bzw. Proteine oder biologisch aktive Abschnitte davon kodieren, sowie Nukleinséure-
fragmente, die z.B. zur Verwendung als Hybridisierungssonden oder Primer zur Identifizierung
oder Amplifizierung von erfindungsgemafen kodierenden Nukleinséuren verwendet werden
kénnen.

Die erfindungsgemalen Nukleinséuremoleki]le kénnen zudem untranslatierte Sequenzen vom
3’- und/oder 5’-Ende des kodierenden Genbereichs enthalten.

Ein “isoliertes® Nukleinsauremolek(l wird von anderen Nukleins&uremolekilen abgetrennt, die in
der natiirlichen Quelle der Nukieinséure zugegen sind und kann tberdies im wesentlichen frei
von anderem zellulidren Material oder Kulturmedium sein, wenn es durch rekombinante Techni-
ken hergestellt wird, oder frei von chemischen Vorstufen oder anderen Chemikalien sein,
wenn es chemisch synthetisiert wird.

Ein erfindungsgemafRes Nukleinsauremolekil kann mittels molekularbiologischer Standard-
Techniken und der erfindungsgemaR bereitgestelliten Sequenzinformation isoliert werden. Bei-
spielsweise kann cDNA aus einer geeigneten cDNA-Bank isoliert werden, indem eine der kon-
kret offenbarten vollstandigen Sequenzen oder ein Abschnitt davon als Hybridisierungssonde
und Standard-Hybridisierungstechniken (wie z.B. beschrieben in Sambrook, J., Fritsch, E.F. und
Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2. Aufl., Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) verwendet werden. Uber-
dies |3t sich ein Nukleinsauremolekiil, umfassend eine der offenbarten Sequenzen oder einen
Abschnitt davon, durch Polymerasekettenreaktion isolieren, wobei die Oligonukleotidprimer, die
auf der Basis dieser Sequenz erstellt wurden, verwendet werden. Die so amplifizierte Nuklein-
saure kann in einen geeigneten Vektor kloniert werden und durch DNA-Sequenzanalyse charak-
terisiert werden. Die erfindungsgeméafRen Oligonukleotide, die einer SA-Nukleotidsequenz ent-
sprechen, kénnen ferner durch Standard-Syntheseverfahren, z.B. mit einem automatischen
DNA-Synthesegerét, hergestellt werden.

Die Erfindung umfasst weiterhin die zu den konkret beschriebenen Nukleotidsequenzen kom-
plementaren Nukleinsduremolekule oder einen Abschnitt davon.

Die erfindungsgeméalen Nukleotidsequenzen ermdéglichen die Erzeugung von Sonden und Pri-
mern, die zur ldentifizierung und/oder Klonierung homologer Sequenzen in anderen Zelltypen
und Organismen verwendbar sind. Solche Sonden bzw. Primer umfassen gewdhnlich einen

Nukleotidsequenzbereich, der unter stringenten Bedingungen an mindestens etwa 12, vorzugs-
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weise mindestens etwa 25, wie z.B. etwa 40, 50 oder 75 aufeinanderfolgende Nukleotide eines
Sense-Stranges einer erfindungsgemalen Nukleinsduresequenz oder eines entsprechenden
Antisense-Stranges hybridisiert.

Weitere erfindungsgemafe Nukleinsauresequenzen sind abgeleitet von SEQ ID NO: 1, 4,6, 9,
12, 14, 16, 18, 20, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44 oder SEQ ID NO: 47 und unter-
scheiden sich davon durch Addition, Substitution, Insertion oder Deletion einzelner oder mehre-
rer Nukleotide, kodieren aber weiterhin fiir Polypeptide mit dem gewiinschten Eigenschaftsprofil.

Erfindungsgeman umfasst sind auch solche Nukleinsduresequenzen, die sogenannte stumme
Mutationen umfassen oder entsprechend der Codon-Nutzung eines speziellen Ursprungs- oder
Wirtsorganismus, im Vergleich zu einer konkret genannten Sequenz veréndert sind, ebenso wie
natlrlich vorkommende Varianten, wie z.B. Spleillvarianten oder Allelvarianten, davon. Gegens-
tand sind ebenso durch konservative Nukleotidsubstutionen (d.h. die betreffende Aminosaure
wird durch eine Aminoséure gleicher Ladung, GréRRe, Polaritét und/oder Loslichkeit ersetzt) er-
haltliche Sequenzen.

Gegenstand der Erfindung sind auch die durch Sequenzpolymorphismen von den konkret offen-
barten Nukleins&uren abgeleiteten Molekule. Diese genetischen Polymorphismen kénnen zwi-
schen Individuen innerhalb einer Population aufgrund der natiirlichen Variation existieren. Diese
natdrlichen Variationen bewirken Gblicherweise eine Varianz von 1 bis 5 % in der Nukleotidse-
guenz eines Gens.

Weiterhin umfasst die Erfindung auch Nukleinsduresequenzen, welchen mit oben genannten
kodierenden Sequenzen hybridisieren oder dazu komplementar sind. Diese Polynukleotide las-
sen sich bei Durchmusterung von genomischen oder cDNA-Banken auffinden und gegebenen-
falls daraus mit geeigneten Primern mittels PCR vermehren und anschliefend beispielsweise
mit geeigneten Sonden isolieren. Eine weitere Mdglichkeit bietet die Transformation geeigneter
Mikroorganismen mit erfindungsgemafen Polynukleotiden oder Vektoren, die Vermehrung der
Mikroorganismen und damit der Polynukleotide und deren anschlieRende Isolierung. Dariiber
hinaus kénnen erfindungsgemale Polynukleotide auch auf chemischem Wege synthetisiert
werden.

Unter der Eigenschaft, an Polynukleotide ,hybridisieren® zu kénnen, versteht man die Fahigkeit
eines Poly- oder Oligonukleotids unter stringenten Bedingungen an eine nahezu komplementare
Sequenz zu binden, wahrend unter diesen Bedingungen unspezifische Bindungen zwischen

nicht-komplementéren Partnern unterbleiben. Dazu sollten die Sequenzen zu 70-100%, vor-
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zugsweise zu 90-100%, komplementér sein. Die Eigenschaft komplementérer Sequenzen,
spezifisch aneinander binden zu kénnen, macht man sich beispielsweise in der Northern- oder
Southern-Blot-Technik oder bei der Primerbindung in PCR oder RT-PCR zunutze. Ublicherweise
werden dazu Oligonukleotide ab einer Lé&nge von 30 Basenpaaren eingesetzt. Unter stringenten
Bedingungen versteht man beispielsweise in der Northern-Blot-Technik die Verwendung einer
50 —70 °C, vorzugsweise 60 ~ 65 °C warmen Waschlésung, beispielsweise 0,1x SSC-Puffer mit
0,1% SDS (20x SSC: 3M NaCl, 0,3M Na-Citrat, pH 7,0) zur Elution unspezifisch hybridisierter
cDNA-Sonden oder Oligonukleotide. Dabei bleiben, wie oben erwdhnt, nur in hohem Malle
komplementére Nukleinsauren aneinander gebunden. Die Einstellung stringenter Bedingungen
istdem Fachmann bekannt und ist z.B. in Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology,
John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. beschrieben.

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft “Antisense-“Nukleinséuren. Diese umfalt eine Nukleo-
tidsequenz, die zu einer kodierenden “Sense-“Nukleinséure, komplementar ist. Die Antisense-
Nukleinsaure kann zum gesamten kodierenden Strang oder nur zu einem Abschnitt davon kom-
plementar sein. Bei einer weiteren Ausfiihrungsform ist das Antisense-Nukleinséduremolekil an-
tisense zu einem nicht-kodierenden Bereich des kodierenden Stranges einer Nukleotidsequenz.
Der Begriff “nicht-kodierender Bereich® betrifft die als 5'- und 3’-untranslatierte Bereiche be-
zeichneten Sequenzabschnitte.

Ein Antisense-Oligonukleotid kann bspw. etwa 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 oder 50 Nukleoti-
de lang sein. Eine erfindungsgeméafe Antisense-Nukleinsdure kann durch chemische Synthese
und enzymatische Ligationsreaktionen mittels im Fachgebiet bekannter Verfahren konstruiert
werden. Eine Antisense-Nukleinsdure kann chemisch synthetisiert werden, wobei natiirlich vor-
kommende Nukleotide oder verschieden modifizierte Nukleotide verwendet werden, die so ges-
taltet sind, dal sie die biologische Stabilitét der Molekdile erhéhen, oder die physikalische Stabili-
tat des Duplexes erhéhen, der zwischen der Antisense- und Sense-Nukleinséure entstanden ist.
Beispielsweise kénnen Phosphorthioat-Derivate und acridinsubstituierte Nukleotide verwendet
werden. Beispiele modifizierter Nukleoside, die zur Erzeugung der Antisense-Nukleinsaure ver-
wendet werden kénnen, sind u.a. 5-Fluoruracil, 5-Bromuracil, 5-Chloruracil, 5-loduracil, Hypo-
xanthin, Xanthin, 4-Acetylcytosin, 5-(Carboxyhydroxymethyl)uracil, 5-
Carboxymethylaminomethyl-2-thiouridin, 5-Carboxymethylaminomethyluracil, Dihydrouracil, Be-
ta-D-Galactosylqueosin, Inosin, N6-Isopentenyladenin, 1-Methylguanin, 1-Methylinosin, 2,2-
Dimethylguanin, 2-Methyladenin, 2-Methylguanin, 3-Methylcytosin, 5-Methylcytosin, N6-Adenin,
7-Methylguanin, 5-Methylaminomethyluracil, 5-Methoxyaminomethyl-2-thiouracil, Beta-D-
Mannosylqueosin, 5-Methoxycarboxymethyluracil,  5-Methoxyuracil, = 2-Methylthio-N6-
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isopentenyladenin, Uracil-5-oxyessigséure (v), Wybutoxosin, Pseudouracil, Queosin, 2-
Thiocytosin, 5-Methyl-2-thiouracil, 2-Thiouracil, 4-Thiouracil, 5-Methyluracil, Uracil-5-
oxyessigsauremethylester, 3-(3-Amino-3-N-2-carboxypropyl)uracil, (acp3)w und 2,6-
Diaminopurin. Die Antisense-Nukleinséure kann auch biologisch hergestellt werden, indem ein
Expressionsvektor verwendet wird, in den eine Nukleins&ure in Antisense-Richtung subkloniert
worden ist.

Die erfindungsgemaéfen Antisense-Nukleinsauremolekiile werden Ublicherweise an eine Zelle
verabreicht oder in situ erzeugt, so daf sie mit der zellularen mRNA und/oder einer kodierenden
DNA hybridisieren oder daran binden, so daR die Expression des Proteins, z.B. durch Hemmung
der Transkription und/oder Translation, gehemmt wird.

Das Antisense-Molekil kann so modifiziert werden, daB es spezifisch an einen Rezeptor oder an
ein Antigen bindet, das auf einer ausgewahiten Zelloberflache exprimiert wird, z.B. durch Ver-
kniipfen des Antisense-Nukleins&uremolekiils mit einem Peptid oder einem Antikdrper, das/der
an einen Zelloberflachenrezeptor oder Antigen bindet. Das Antisense-Nukleinséuremolekiil kann
auch unter Verwendung der hier beschriebenen Vektoren an Zellen verabreicht werden. Zur
Erzielung hinreichender intrazellularer Konzentrationen der Antisense-Molekiile sind Vektorkon-
strukte, in denen sich das Antisense-Nukleinsauremolekl unter der Kontrolle eines starken bak-
teriellen, viralen oder eukaryotischen Promotors befindet, bevorzugt.

In einer weiteren Ausfihrungsform ist das erfindungsgeméfe Antisense-Nukleinsduremolekul
ein alpha-anomeres Nukleinsduremolekil. Ein alpha-anomeres Nukleinsduremolekil bildet spe-
zifische doppelstrangige Hybride mit komplementérer RNA, wobei die Strénge im Gegensatz zu
gewdhnlichen alpha-Einheiten parallel zueinander verlaufen. (Gaultier et al., (1987) Nucleic
Acids Res. 15:6625-6641). Das Antisense-Nukleinsduremolekil kann zudem ein 2'-O-
Methylribonukleotid (Inoue et al., (1987) Nucleic Acids Res. 15:6131-6148) oder ein chiméres
RNA-DNA-Analogon (Inoue et al. (1987) FEBS Lett. 215:327-330) umfassen.

Gegenstand der Erfindung sind auch Ribozyme. Dies sind katalytische RNA-Molekiile mit Ribo-
nukleaseaktivitat, die eine einzelstrangige Nukleinsaure, wie eine mRNA, zu der sie einen kom- '
plementéren Bereich haben, spalten kénnen. Somit kénnen Ribozyme (z.B. Hammerhead-
Ribozyme (beschrieben in Haselhoff und Gerlach (1988) Nature 334.585-591)) zur katalytischen
Spaltung von erfindungsgemafen Transkripten verwendet werden, um dadurch die Translation
der entsprechenden Nukleinséure zu hemmen. Ein Ribozym mit Spezifitét fir eine erfindungs-
gemafe kodierende Nukleinsaure kann z.B. auf der Basis einer hierin konkret offenbarten cDNA
gebildet werden. Beispielsweise kann ein Derivat einer Tetrahymena-L-19-IlVS-RNA konstruiert
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werden, wobei die Nukleotidsequenz der aktiven Stelle komplementér zur Nukleotidsequenz ist,
die in einer erfindungsgemanen kodierenden mRNA gespalten werden soll. (vgl. z.B. US-A-4
987 071 und US-A-5 116 742). Alternativ kann mRNA zur Selektion einer katalytischen RNA mit
spezifischer Ribonukleaseaktivitat aus einem Pool von RNA-Molekiilen verwendet werden (siehe
z.B. Bartel, D., und Szostak, J.W. (1993) Science 261:1411-1418).

Die Genexpression erfindungsgeméafer Sequenzen &Rt sich alternativhemmen, indem Nukleo-
tidsequenzen, die komplementér zum regulatorischen Bereich einer erfindungsgemafen Nukleo-
tidsequenz sind (z.B. zu einem Promotor und/oder Enhancer einer kodierenden Sequenz) so
dirigiert werden, da® Triple-Helixstrukturen gebildet werden, die die Transkription des entspre-
chenden Gens in Ziel-Zellen verhindern (Helene, C. (1991) Anticancer Drug Res. 6(6) 569-584,
Helene, C. et al., (1992) Ann. N. Y. Acad. Sci. 660:27-36; und Maher. L.J. (1992) Bioassays
14(12):807-815).

Expressionskonstrukte und Vektoren:

Gegenstand der Erfindung sind auRerdem Expressionskonstrukte, enthaltend unter der geneti-
schen Kontrolle regulativer Nukleinséuresequenzen eine fiir ein erfindungsgemafes Polypeptid
kodierende Nukleinsduresequenz; sowie Vektoren, umfassend wenigstens eines dieser Expres-
sionskonstrukte. Vorzugsweise umfassen solche erfindungsgeméafen Konstrukte 5'-strom-
aufwarts von der jeweiligen kodierenden Sequenz einen Promotor und 3’-stromabwaérts eine
Terminatorsequenz sowie gegebenenfalls weitere Uibliche regulative Elemente, und zwar jeweils
operativ verknlipft mit der kodierenden Sequenz. Unter einer ,operativen Verkniipfung“ versteht
man die sequentielle Anordnung von Promotor, kodierender Sequenz, Terminator und gegebe-
nenfalls weiterer regulativer Elemente derart, dass jedes der regulativen Elemente seine Funkti-
on bei der Expression der kodierenden Sequenz bestimmungsgemaf erfillen kann. Beispiele
fur operativ verkniipfbare Sequenzen sind Targeting-Sequenzen sowie Enhancer, Polyadenylie-
rungssignale und dergleichen. Weitere regulative Elemente umfassen selektierbare Marker,
Amplifikationssignale, Replikationsurspringe und dergleichen. Geeignete regulatorische Se-
quenzen sind z.B. beschrieben in Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymo-
logy 185, Academic Press, San Diego, CA (1990).

Zuséatzlich zu den artifiziellen Regulationssequenzen kann die natiirliche Regulationssequenz
vor dem eigentlichen Strukturgen noch vorhanden sein. Durch genetische Verénderung kann
diese natirliche Regulation gegebenenfalls ausgeschaltet und die Expression der Gene erhéht
oder erniedrigt werden. Das Genkonstrukt kann aber auch einfacher aufgebaut sein, das heifdt

es werden keine zuséatzlichen Regulationssignale vor das Strukturgen insertiert und der nattirli-
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che Promotor mit seiner Regulation wird nicht entfernt. Statt dessen wird die natiirliche Regulati-
onssequenz so mutiert, dass keine Regulation mehr erfolgt und die Genexpression gesteigert
oder verringert wird. Die Nukleinsduresequenzen kdnnen in einer oder mehreren Kopien im
Genkonstrukt enthalten sein.

Beispiele fiir brauchbare Promotoren sind: cos-, tac-, trp-, tet-, trp-tet-, Ipp-, lac-, Ipp-lac-, laclg-,
T7-, T5-, T3-, gal-, trc-, ara-, SP6-, A-PR- oder im A-PL-Promotor, die vorteilhafterweise in gram-
negativen Bakterien Anwendung finden; sowie die gr‘a'm-positiven Promotoren amy und SPO2,
die Hefepromotoren ADC1, MFa , AC, P-60, CYC1, GAPDH oder die Pflanzenpromotoren
CaMV/35S, SSU, OCS, lib4, usp, STLS1, B33, not oder der Ubiquitin- oder Phaseolin-Promotor.
Besonders bevorzugt ist die Verwendung induzierbarer Promotoren, wie z.B. licht- und insbe-
sondere temperaturinduztierbarer Promotoren, wie der P,P;-Promotor. Prinzipiell kdnnen alle
natlrlichen Promotoren mit inren Regulationssequenzen verwendet werden. Darliber hinaus
kénnen auch synthetische Promotoren vorteilhaft verwendet werden.

Die genannten regulatorischen Sequenzen sollen die gezielte Expression der Nukleinsaurese-
quenzen erméglichen. Dies kann beispielsweise je nach Wirtsorganismus bedeuten, dass das
Gen erst nach Induktion exprimiert oder Uberexprimiert wird, oder dass es sofort exprimiert
und/oder Uiberexprimiert wird.

Die regulatorischen Sequenzen bzw. Faktoren kdnnen dabei vorzugsweise die Expression posi-
tiv beeinflussen und dadurch erhéhen oder erniedrigen. So kann eine Verstarkung der regulato-
rischen Elemente vorteilhafterweise auf der Transkriptionsebene erfolgen, indem starke
Transkriptionssignale wie Promotoren und/oder "Enhancer” verwendet werden. Daneben ist aber
auch eine Verstarkung der Translation moglich, indem beispielsweise die Stabilitat der mMRNA
verbessert wird.

Die Herstellung einer Expressionskassette erfolgt durch Fusion eines geeigneten Promotors mit
einer geeigneten erfindungsgemaRen Nukleotidsequenz sowie einem Terminator- oder Polya-
denylierungssignal. Dazu verwendet man géngige Rekombinations- und Klonierungstechniken,
wie sie beispielsweise in T. Maniatis, E.F. Fritsch und J. Sambrook, Molecular Cloning: A Labo-
ratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1982) sowie in T.J. Sil-
havy, M.L. Berman und L.W. Enquist, Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor La-
boratory, Cold Spring Harbor, NY (1984) und in Ausubel, F.M. et al., Current Protocols in Mole-
cular Biology, Greene Publishing Assoc. and Wiley Interscience (1987) beschrieben sind.
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Das rekombinante Nukleins&urekonstrukt bzw. Genkonstrukt wird zur Expression in einem ge-
eigneten Wirtsorganismué vorteilhafterweise in einen wirtsspezifischen Vektor insertiert, der eine
optimale Expression der Gene im Wirt ermdglicht. Vektoren sind dem Fachmann wohl bekannt
und kénnen beispielsweise aus "Cloning Vectors” (Pouwels P. H. et al., Hrsg, Elsevier, Amster-
dam-New York-Oxford, 1985) entnommen werden. Unter Vektoren sind auier Plasmiden auch
alle anderen dem Fachmann bekannten Vektoren, wie beispielsweise Phagen, Viren, wie SV40,
CMV, Baculovirus und Adenovirus, Transposons, IS-Elemente, Phasmide, Cosmide, und lineare
oder zirkulére DNA zu verstehen. Diese Vektoren kénnen autonom im Wirtsorganismus repliziert
oder chromosomal repliziert werden.

Als Beispiele fiir geeignete Expressionsvektoren kénnen genannt werden:

Ubliche Fusionsexpressionsvektoren, wie pGEX (Pharmacia Biotech Inc; Smith, D.B. und John-

. son, K.S. (1988) Gene 67:31-40), pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA) und pRIT 5 (Phar-

macia, Piscataway, NJ), bei denen Glutathion-S-Transferase (GST), Maltose E-bindendes Prote-
in bzw. Protein A an das rekombinante Zielprotein fusioniert wird.

Nicht-Fusionsprotein-Expressionsvektoren wie pTrc (Amann et al., (1988) Gene 69:301-315)
und pET 11d (Studier et al. Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Aca-
demic Press, San Diego, Kalifornien (1990) 60-89).

Hefe-Expressionsvektor zur Expression in der Hefe S. cerevisiae , wie pYepSec1 (Baldarietal.,
(1987) Embo J. 6:229-234), pMFa (Kurjan und Herskowitz (1982) Cell 30:933-943), pJRY88
(Schulizetal. (1987) Gene 54:113-123) sowie pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, CA).
Vektoren und Verfahren zur Konstruktion von Vektoren, die sich zur Verwendung in anderen
Pilzen, wie filamentdsen Pilzen, eignen, umfassen diejenigen, die eingehend beschrieben sind
in: van den Hondel, C.A.M.J.J. & Punt, P.J. (1991) “Gene transfer systems and vector develop-
ment for filamentous fungi, in: Applied Molecular Genetics of Fungi“ J.F. Peberdy et al., Hrsg., S.
1-28, Cambridge University Press: Cambridge.

Baculovirus-Vektoren, die zur Expression von Proteinen in geziichteten Insektenzellen (bspw.
Sf9-Zellen) verfigbar sind, umfassen die pAc-Reihe (Smith et al., (1983) Mol. Cell Biol.. 3:2156-
2165) und die pVL-Reihe (Lucklow und Summers (1989) Virology 170:31-39).

Pflanzen-Expressionsvektoren, wie solche, die eingehend beschrieben sind in: Becker, D.,
Kemper, E., Schell, J. und Masterson, R. (1992) “New plant binary vectors with selectable mar-
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kers located proximal to the left border”, Plant Mol. Biol. 20:1195-1197; und Bevan, M.W. (1984)
“Binary Agrobacterium vectors for plant transformation®, Nucl. Acids Res. 12:8711-8721.

Saugetier-Expressionsvektoren, wie pCDM8 (Seed, B. (1987) Nature 329:840) und pMT2PC
(Kaufman et al. (1987) EMBO J. 6:187-195).

Weitere geeignete Expressionssysteme fiir prokaryontische und eukaryotische Zellen sind in
Kapitel 16 und 17 von Sambrook, J., Fritsch, E.F. und Maniatis, T., Molecular cloning: A Labora-
tory Manual, 2. Auflage, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, NY, 1989 beschrieben.

Rekombinante Mikroorganismen:

Mit Hilfe der erfindungsgeméfen Vektoren sind rekombinante Mikroorganismen herstellbar, wel-
che beispielsweise mit wenigstens einem erfindungsgemafen Vektor transformiert sind und zur
Produktion der erfindungsgemafien Polypeptide eingesetzt werden kdnnen. Vorteilhafterweise
werden die oben beschriebenen erfindungsgemafien rekombinanten Konstrukte in ein geeigne-
tes Wirtssystem eingebracht und exprimiert. Dabei werden vorzugsweise dem Fachmann be-
kannte geléufige Klonierungs- und Transfektionsmethoden, wie beispielsweise Co-Prazipitation,
Protoplastenfusion, Elektroporation, retrovirale Transfektion und dergleichen, verwendef, um die
genannten Nukleinsduren im jeweiligen Expressionssystem zur Expression zu bringen. Geeigne-
te Systeme werden beispielsweise in Current Protocols in Molecular Biology, F. Ausubel et al.,
Hrsg., Wiley Interscience, New York 1997, oder Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory
Manual. 2. Aufl.,, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, NY, 1989 beschrieben.

Erfindungsgemaf sind auch homolog rekombinierten Mikroorganismen herstellbar. Dazu wird
ein Vektor hergestelit, der zumindest einen Abschnitt eines erfindungsgemanen Gens oder einer
kodierenden Sequenz enthélt, worin gegebenenfalls wenigstens eine Aminosaure-Deletion, -
Addition oder -Substitution eingebracht worden ist, um die erfindungsgemafie Sequenz zu ver-
andern, z.B. funktionell zu disrumpieren (“Knockout“-Vektor). Die eingebrachte Sequenz kann
z.B. auch ein Homologes aus einem verwandten Mikroorganismus sein oder aus einer Sauge-
tier-, Hefe- oder Insektenquelle abgeleitet sein. Der zur homologen Rekombination verwendete
Vektor kann alternativ derart ausgestaltet sein, dal} das endogene Gen bei homologer Rekombi-
nation mutiert oder anderweitig veréndert ist, jedoch noch das funktionelle Protein codiert (z.B.
kann der stromaufwérts gelegene regulatorische Bereich derart verandert sein, dall dadurch die
Expression des endogenen Proteins veréndert wird). Der verénderte Abschnitt des SW-Gens ist
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im homologen Rekombinationsvektor. Die Konstruktion geeigneter Vektoren zur homologen Re-
kombination ist z.B. beschrieben in Thomas, K.R. und Capecchi, M.R. (1987) Cell 51:503.

Als Wirtsorganismen sind prinzipiell alle Organismen geeignet, die eine Expression der erfin-
dungsgemafen Nukleinsauren, ihrer Allelvarianten, ihrer funktionellen Aquivalente oder Derivate
erméglichen. Unter Wirtsorganismen sind beispielsweise Bakterien, Pilze, Hefen, pflanzliche
oder tierische Zellen zu verstehen. Bevorzugte Organismen sind Bakterien, wie solche der Gat-
tungen Escherichia, wie z. B. Escherichia coli, Streptomyces, Bacillus oder Pseudomonas, euka-
ryotische Mikroorganismen, wie Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus, hohere eukaryotische
Zellen aus Tieren oder Pflanzen, beispielsweise Sf9 oder CHO-Zellen. Bevorzugte Organismen
sind aus der Gattung Ashbya, insbesondere aus A. gossypii-Stammen ausgewahlt.

Die Selektion erfolgreich transformierter Organismen kann durch Markergene erfolgen, die eben-
falls im Vektor oder in der Expressionskassette enthalten sind. Beispiele fiir solche Markergene
sind Gene fur Antibiotikaresistenz und fiir Enzyme, die eine farbgebende Reaktion katalysieren,
die ein Anfarben der transformierten Zelle bewirkt. Diese kénnen dann mittels automatischer
Zellsortierung selektiert werden. Erfolgreich mit einem Vektor transformierte Mikroorganismen,
die ein entsprechendes Antibiotikaresistenzgen (z.B. G418 oder Hygromycin) tragen, lassen sich
durch entsprechende Antibiotika-enthaltende Medien oder Nahrbdden selektieren. Markerprotei-
ne, die an der Zelloberflache prasentiert werden, konnen zur Selektion mittels Affinitatschroma-
tographie genutzt werden.

Die Kombination aus den Wirtsorganismen und den zu den Organismen passenden Vektoren,
wie Plasmide, Viren oder Phagen, wie beispielsweise Plasmide mit dem RNA-
Polymerase/Promoter-System, die Phagen A oder p oder andere temperente Phagen oder
Transposons und/oder weiteren vorteilhaften regulatorischen Sequenzen bildet ein Expressions-
system. Beispielsweise ist unter dem Begriff "Expressionssystem” die Kombination aus S&uge-
tierzellen, wie CHO-Zellen, und Vektoren, wie pcDNA3neo-Vekior, die fir Sdugetierzellen geeig-
net sind, zu verstehen.

Gewiinschtenfalls kann das Genprodukt auch in transgenen Organismen wie transgenen Tieren,
wie insbesondere Mausen, Schafen oder transgenen Pflanzen zur Expression gebracht werden.

Rekombinante Herstellung der Polypeptide:

Gegenstand der Erfindung sind weiterhin Verfahren zur rekombinanten Herstellung einer erfin-
dungsgemaRen Polypeptide oder funktioneller, biologisch aktiver Fragmente davon, wobei man
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einen Polypeptide-produzierenden Mikroorganismus kultiviert, gegebenenfalls die Expression
der Polypeptide induziert und diese aus der Kultur isoliert. Die Polypeptide kénnen so auch in
grofitechnischem Mafstab produziert werden, falls dies erwlinscht ist.

Der rekombinante Mikroorganismus kann nach bekannten Verfahren kultiviert und fermentiert
werden. Bakterien kénnen beispielsweise in TB- oder LB-Medium und bei einer Temperatur von
20 bis 40°C und einem pH-Wert von 6 bis 9 vermehrt werden. Im Einzelnen werden geeignete
Kultivierungsbedingungen beispielsweise in T. Maniatis, E.F. Fritsch and J. Sambrook, Molecu-
lar Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY
(1989) beschrieben.

Die Zellen werden dann, falls die Polypeptide nicht in das Kulturmedium sezerniert werden, auf-
geschlossen und das Produkt nach bekannten Proteinisolierungsverfahren aus dem Lysat ge-
wonnen. Die Zellen kdnnen wahlweise durch hochfrequenten Ultraschall, durch hohen Druck,
wie z.B. in einer French-Druckzelle, durch Osmolyse, durch Einwirkung von Detergenzien, lyti-
schen Enzymen oder organischen Lésungsmitteln, durch Homogenisatoren oder durch Kombi-
nation mehrerer der aufgefiihrten Verfahren aufgeschlossen werden.

Eine Aufreinigung der Polypeptide kann mit bekannten, chromatographischen Verfahren erzielt
werden, wie Molekularsieb-Chromatographie (Gelfiltration), wie Q-Sepharose-Chromatographie,
lonenaustausch-Chromatographie und hydrophobe Chromatographie, sowie mit anderen {bli-
chen Verfahren wie Ultrafiltration, Kristallisation, Aussalzen, Dialyse und nativer Gelelektropho-
rese. Geeignete Verfahren werden beispielsweise in Cooper, T. G., Biochemische Arbeitsme-
thoden, Verlag Walter de Gruyter, Berlin, New York oder in Scopes, R., Protein Purification,
Springer Verlag, New York, Heidelberg, Berlin beschrieben.

Besonders vorteilhaft ist es, zur Isolierung des rekombinanten Proteins Vektorsysteme oder Oli-
gonukleotide zu verwenden, die die cDNA um bestimmte Nucleotidsequenzen verlangern und
damit fur veranderte Polypeptide oder Fusionsproteine kodieren, die z.B. einer einfacheren Rei-
nigung dienen. Derartige geeignete Modifikationen sind beispielsweise als Anker fungierende
sogenannte "Tags", wie z.B. die als Hexa-Histidin-Anker bekannte Modifikation oder Epitope, die
als Antigene von Antikérpern erkannt werden kénnen (beschrieben zum Beispiel in Harlow, E.
and Lane, D., 1988, Antibodies: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor (N.Y.) Press). Diese
Anker kénnen zur Anheftung der Proteine an einen festen Tréger, wie z.B. einer Polymermatrix,
dienen, die beispielsweise in einer Chromatographiesédule eingefilit sein kann, oder an einer
Mikrotiterplatte oder an einem sonstigen Trager verwendet werden kann.
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Gleichzeitig kénnen diese Anker auch zur Erkennung der Proteine verwendet werden. Zur Er-
kennung der Proteine kénnen auferdem ubliche Marker, wie Fluoreszenzfarbstoffe, Enzymmar-
ker, die nach Reaktion mit einem Substrat ein detektierbares Reaktionsprodukt bilden, oder ra-
dioaktive Marker, allein oder in Kombination mit den Ankern zur Derivatisierung der Proteine
verwendet werden.

Die Erfindung betrifft auRerdem ein Verfahren zur mikrobiologischen Produktion von Vitamin B2
und/oder Prakursoren und/oder Derivaten davon.

Wird die Umsetzung mit einem rekombinanten Mikroorganismus durchgefiihrt, so erfolgt vor-
zugsweise zunachst die Kultivierung der Mikroorganismen in Gegenwart von Sauerstoff und in
einem Komplexmedium, wie z.B. bei einer Kultivierungstemperatur von etwa 20 °C oder mehr,
und einem pH-Wert von etwa 6 bis 9, bis eine ausreichende Zelldichte erreichtist. Um die Reak-
tion besser steuern zu kénnen, bevorzugt man die Verwendung eines induzierbaren Promotors.
Die Kultivierung wird nach Induktion der Vitamin B2-Produktion in Gegenwart von Sauerstoff 12
Stunden bis 3 Tage fortgesetzt.

Folgende nichtlimitierende Beispiele beschreiben spezielle Ausfiihrungsformen der Erfindung.

Allgemeine experimentelle Angaben

a) Allgemeine Klonierungsverfahren

Die im Rahmen der vorliegenden Erfindung durchgefihrten Klonierungsschritte wie z.B. Restrik-
tionsspaltungen, Agarose Gelelektrophorese, Reinigung von DNA-Fragmenten, Transfer von
Nukleinsauren auf Nitrozellulose und Nylonmembranen, Verkniipfen von DNA-Fragmenten,
Transformation von E. coli Zellen, Anzucht von Bakterien, Vermehrung von Phagen und Se-
quenzanalyse rekombinanter DNA wurden wie bei Sambrook et al. (1989) a.a.O. beschrieben
durchgefihrt.

b) Polymerasekettenreaktion (PCRY)
PCR wurde nach Standardprotokoil mit folgendem Standardansatz durchgefiihrt:
8 pl dNTP-Mix (200uM), 10 pl Tag-Polymerase-Puffer (10 x) ohne MgCl,, 8ul MgClz (25mM), je 1

ul Primer (0,1 M), 1ul zu amplifizierende DNA, 2,5 U Tag-Polymerase (MBI Fermentas, Vilnius,

Litauen), ad 100 uyl demineralisiertes Wasser.
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c) Kultivierung von E.coli

Die Kultivierung von rekombinanten E. coli-Stamme DH5a wurde in LB-Amp Medium (Trypton
10,09, NaCl 5,0 g, Hefeextrakt 5,0 g, Ampicillin 100 g/ml H,0 ad 1000 ml) bei 37 °C kultiviert.
Dazu wurde jeweils eine Kolonie mittels Impfése von einer Agarplatte in 5 mi LB-Amp Gberfihrt.
Nach ca. 18 h Stunden Kultivierung bei einer Schuttelfrequenz von 220 Upm wurden 400 ml Me-
dium in einem 2--Kolben mit 4 ml Kultur inokuliert. Die Induktion der P450-Expression in E. coli
erfolgte nach Erreichen eines OD578-Wertes zwischen 0,8 und 1,0 durch eine drei- bis vierstin-
dige Hitzeschockinduktion bei 42 °C.

d) Reinigung des gewiinschten Produktes aus der Kultur

Die Gewinnung des gewiinschten Produktes aus dem Mikroorganismus oder aus dem Kuitur-
tberstand kann durch verschiedene, im Fachgebiet bekannte Verfahren erfolgen. Wird das ge-
wiinschte Produkt von den Zellen nicht sezerniert, kdnnen die Zellen aus der Kultur durch lang-
same Zentrifugation geerntet werden, die Zellen kénnen durch Standard-Techniken, wie mecha-
nische Kraft oder Ultraschallbehandlung, lysiert werden.

Die Zelitrimmer werden durch Zentrifugation entfernt, und die Uberstandsfraktion, die die l6sli-
chen Proteine enthalt, wird zur weiteren Reinigung der gewiinschten Verbindung erhalten. Wird
das Produkt von den Zellen sezerniert, werden die Zellen durch langsame Zentrifugation aus der
Kultur entfernt, und die Uberstandsfraktion wird zur weiteren Reinigung behalten.

Die Uberstandsfraktion aus beiden Reinigungsverfahren wird einer Chromatographie mit einem
geeigneten Harz unterworfen, wobei das gewiinschte Molekil mit héherer Selektivitat als die
Verunreinigungen entweder auf dem Chromatographieharz zuriickgehalten wird oder dieses
passiert. Diese Chromatographieschritte kdnnen noétigenfalls wiederholt werden, wobei die glei-
chen oder andere Chromatographieharze verwendet werden. Der Fachmann istin der Auswahl
der geeigneten Chromatographieharze und ihrer wirksamsten Anwendung fiir ein bestimmtes zu
reinigendes Molekiil bewandert. Das gereinigte Produkt kann durch Filtration oder Ultrafiltration
konzentriert und bei einer Temperatur aufbewahrt werden, bei der die Stabilitdt des Produktes
maximal ist.

Im Stand der Technik sind viele Reinigungsverfahren bekannt. Diese Reinigungstechniken sind
z.B. beschrieben in Bailey, J.E. & Ollis, D.F. Biochemical Engineering Fundamentals, McGraw-
Hill: New York (1986).
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Die ldentitat und Reinheit der isolierten Verbindungen kann durch Techniken des Standes der
Technik bestimmt werden. Diese umfassen Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie (HPLC),
spektroskopische Verfahren, Farbeverfahren, Dinnschichtchromatographie, NIRS, Enzymtest
oder mikrobiologische Tests. Diese Analyseverfahren sind zusammengefafit in: Patek et al.
(1994) Appl. Environ. Microbiol. 60:133-140; Malakhova et al. (1996) Biotekhnologiya 11 27-32;
und Schmidt et al. (1998) Bioprocess Engineer. 19:67-70. Ullmann’s Encyclopedia of Industrial
Chemistry (1996) Bd. A27, VCH: Weinheim, S. 89-90, S. 521-540, S. 540-547, S. 559-566, 575-
581 und S. 581-587; Michal, G (1999) Biochemical Pathways: An Atlas of Biochemistry and Mo-
lecular Biology, John Wiley and Sons; Fallon, A. et al. (1987) Applications of HPLC in
Biochemistry in: Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, Bd. 17.

e) Allgemeine Beschreibung der MPSS-Methode, Klonidentifizierung und Homologiesuche

Die MPSS Technologie (Massive Parallele Signatur Sequenzierung, wie von Brenner et al, Nat.
Biotechnol.(2000) 18, 630-634 beschrieben; worauf hiermit ausdriicklich Bezug genommen wird)
wurde an dem filamentosen, Vitamin B2 produzierenden Pilz Ashbya gossypii angewendet. Mit
Hilfe dieser Technologie ist es moglich, mit hoher Genauigkeit quantitative Aussagen tber die
Expressionsstarke einer Vielzahl von Genen in einem eukaryotischen Organismus zu erhalten.
Dabei wird die mRNA des Organismus zu einem bestimmten Zeitpunkt X isoliert, mit Hilfe des
Enzyms Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben und anschlieBend in spezielle Vektoren
kloniert, die eine spezifische Tag-Sequenz besitzen. Die Anzahl von Vektoren mit unterschiedli-
cher Tagsequenz wird dabei so hoch gewahlt (etwa 1000-fach hoher), dass statistisch gesehen,
jedes DNA-Molekill in einen, durch seine Tag-Sequenz einzigartigen, Vektor kioniert wird.

AnschlieRend werden die Vektorinserts zusammen mit dem Tag herausgeschnitten. Die so er-
haltenen DNA-Molekiile werden dann mit Mikrokiigelchen inkubiert, die die molekularen Gegen-
stiicke zu den erwahnten Tags besitzen. Nach Inkubation kann davon ausgegangen werden,
daf jedes Mikrokugelchen tiber die spezifischen Tags bzw. Gegenstiicke mit nur einer Sorte von
DNA Molekiilen beladen ist. Die Kiigelchen werden in eine spezielle FluBzelle Uberfiihrt und dort
fixiert, so dass es maglich ist, mit Hilfe eines adaptierten Sequenzierverfahrens, auf Basis von
Fluoreszensfarbstoffen und mit Hilfe einer digitalen Farbkamera, eine Massensequenzierung
aller Kiigelchen vorzunehmen. Mit dieser Methode ist zwar eine zahlenmé&Big hohe Auswertung
maglich, die allerdings durch eine Leseweite von etwa 16 bis 20 Basenpaaren limitiert ist. Die
Sequenzlinge reicht dennoch aus, um bei den meisten Organismen eine eindeutige Zuordnung
zwischen Sequenz und Gen zu ermdglichen (20bp besitzen eine Sequenzhaufigkeit von
~1x10"2, das menschliche Genom besitzt im Vergleich dazu "nur" eine Grofe von ~3x10° bp).
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Die auf diese Weise erhaltenen Daten werden ausgewertet, indem die Anzahl der gleichen Se- ‘
quenzen gezahlt und ihre Haufigkeiten miteinander verglichen werden. Haufig auftretende Se-
quenzen spiegeln eine hohe Expressionsstérke, vereinzelt auftretende Sequenzen eine niedrige
Expressionsstarke wider. Erfolgte die mRNA-Isolation zu zwei Unterschiedlichen Zeitpunkten (X

und Y), so ist es maglich ein zeitliches Expressionsmuster einzelner Gene aufzustellen.

Beispiel 1:

Isolation von mRNA aus Ashbya gossypii

Ashbya gossypii wurde in an sich bekannter Weise kultiviert (Nahrmedium: 27,5 g/l Hefeextrakt;
0,5 g/t Magnesiumsulfat; 50ml/l Sojadl; pH 7). Myzeiproben von Ashbya gossypii werden zu un-
terschiedlichen Zeitpunkten der Fermentation (24h, 48h und 72h) entnommen und die entspre-
chende RNA bzw. mRNA wird nach dem Protokoll von Sambrook et al. (1989) daraus isoliert.

Beispiel 2:
Anwendung der MPSS

Isolierte MRNA von A. gossypii wird dann einer MPSS-Analyse, wie oben erlautert, unterzogen.

Die ermittelten Datensétze werden einer statistischen Auswertung unterzogen und nach Signifi-
kanz der Expressionsunterschiede gegliedert. Dabei wurde sowoht hinsichtlich Erhéhung bzw.
Erniedrigung der Expressionsstérke untersucht. Eine Einteilung erfolgt tiber eine Einstufung der
Expressionsveranderung in a) monotone Verénderung, b) Verénderung nach 24h, und c) Ver-
anderung nach 48h.

Die eine Expressionsveranderung représentierenden durch MPSS-Analyse ermittelten 20bp-
Sequenzen werden dann als Sonden verwendet und gegen eine Genbank von Ashbya gossypii,
mit einer durchschnittlichen Insertgroie von etwa 1kb, hybridisiert. Die Hydridisierungstempera-
tur lag dabei im Bereich von etwa 30 bis 57°C.

Beispiel 3:

Erstellung einer genomischen Genbank aus Ashbya gossypii

Zur Erstellung einer genomischen DNA-Bank wird zun&chst chromosomale DNA nach der Me-
thode von Wright und Philippsen (Gene (1991) 109: 99-105) und Mohr (1995, PhD Thesis, Bio-

zentrum Universitat Basel, Schweiz) isoliert.
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Die DNA wird partiell mit Sau3A verdaut. Dazu werden 6ug genomische DNA einem Sau3A Ver-
dau mit unterschiedlichen Enzymmengen (0,1 bis 1 U) unterzogen. Die Fragmente werden in
einem Saccharose-Dichtegradienten fraktioniert. Die 1kb Region wird isoliert und einer QiaEx-
Extraktion unterzogen. Die gréRten Fragmente werden mit dem BamHI geschnittenen Vektor
pRS416 (Sikorski und Hieter, Genetics (1988) 122; 19-27) ligiert (90 ng BamHI geschnittener,
dephosphorylierter Vektor; 198 ng Insert DNA; 5ml Wasser; 2 ul 10xLigationspuffer; 1U Ligase).
Mit diesem Ligationsansatz wird E. coli Laborstamm XL-1 blue transformiert und die resultieren-
den Klone werden zur Identifizierung des Inserts eingesetzt.

Beispiel 4:

Herstellung einer geordneten Genbank (CHIP-Technologie)

Etwa 25,000 Kolonien der Ashbya gossypii Genbank (dies entspricht einer etwa 3-fachen Ge-
nomabdeckung) wurden geordnet auf eine Nylonmembran transferiert und anschlieRend nach
der Methode der Koloniehybridisierung wie in Sambrook et al. (1989) beschrieben, behandelt.
Von den durch MPSS-Analyse ermittelten 20bp-Sequenzen wurden Oligonukleotide synthetisiert
und mit Hilfe von **P radioaktiv markiert. Jeweils 10 markierte Oligonukleotide mit &hnlichem
Schmelzpunkt werden vereinigt und gemeinsam gegen die Nylonmembranen hybridisiert. Nach
Hybridisierungs- und Waschschritten werden positive Klone durch Autoradiographie identifiziert,
und mit Hilfe von PCR-Sequenzierung direkt analysiert. -

Auf diese Weise wurde ein Klon identifiziert, der ein Insert mit der internen Bezeichnung ,,Oligo
72“ tragt und mit dem MIPS Tag ,Ade3" aus S. cerevisiae signifikante Homologien besitzt. Das
Insert besitzt eine Nukleinsauresequenz gemaft SEQ ID NO: 1.

Auf diese Weise wurde weiterhin ein Klon identifiziert, der ein Insert mit der internen Bezeich-
nung ,Oligo 81 tragt und mit dem MIPS Tag ,,Arg1“ aus S. cerevisiae signifikante Homologien
besitzt. Das Insert besitzt eine Nukleinsduresequenz gemal SEQ ID NO: 6.

Auf diese Weise wurde weiterhin ein Klon identifiziert, der ein Insert mit der internen Bezeich-
nung ,Oligo 86" tragt und mit dem MIPS Tag ,Ade1“ aus S. cerevisiae signifikante Homologien
besitzt. Das Insert besitzt eine Nukleinsduresequenz gemafn SEQ ID NO: 12.

Auf diese Weise wurde weiterhin ein Klon identifiziert, der ein Insert mit der internen Bezeich-
nung ,Oligo 162" tragt und mit dem MIPS Tag ,FRDS1 (2)" aus S. cerevisiae signifikante Homo-
logien besitzt. Das Insert besitzt eine Nukleinséduresequenz gemal SEQ ID NO: 16.
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Auf diese Weise wurde weiterhin ein Klon identifiziert, der ein Insert mit der internen Bezeich-
nung ,Oligo 178" trégt und mit dem MIPS Tag ,AgPCK1" aus S. cerevisiae signifikante Homolo-
gien besitzt. Das Insert besitzt eine Nukleinsduresequenz gemaf SEQ ID NO: 20.

Auf diese Weise wurde weiterhin ein Klon identifiziert, der ein Insert mit der internen Bezeich-
nung ,Oligo 64" tragt und mit dem MIPS Tag ,Hem12“ aus S. cerevisiae signifikante Homologien
besitzt. Das Insert besitzt eine Nukleinsauresequenz geméal SEQ ID NO: 24.

Auf diese Weise wurde weiterhin ein Klon identifiziert, der ein Insert mit der internen Bezeich-
nung ,Oligo 125* tragt und mit dem MIPS Tag ,Met1“ aus S. cerevisiae signifikante Homologien
besitzt. Das Insert besitzt eine Nukleinsauresequenz gemaf SEQ ID NO: 28.

Auf diese Weise wurde weiterhin ein Klon identifiziert, der ein Insert mit der internen Bezeich-
nung ,Oligo 107 trégt und mit dem MIPS Tag ,Hem4"“ aus S. cerevisiae signifikante Homologien
besitzt. Das Insert besitzt eine Nukleinsauresequenz geméaft SEQ ID NO: 32.

Auf diese Weise wurde ein Klon identifiziert, der ein Insert mit der internen Bezeichnung ,Oligo
136" tragt und mit dem MIPS Tag ,Pgk1“ aus S. cerevisiae signifikante Homologien besitzt. Das
Insert besitzt eine Nukleinsduresequenz gemaf SEQ ID NO: 36.

Auf diese Weise wurde weiterhin ein Kion identifiziert, der ein Insert mit der internen Bezeich-
nung ,Oligo 157* tragt und mit dem MIPS Tag ,PBI2" aus S. cerevisiae signifikante Homologien
besitzt. Das Insert besitzt eine Nukleinsduresequenz gemaf SEQ ID NO: 40.

Auf diese Weise wurde ein Klon identifiziert, der ein Insert mit der internen Bezeichnung ,Oligo
108" tragt und mit dem MIPS Tag ,CYSK" aus A. nidulans signifikante Homologien besitzt. Das
Insert besitzt eine Nukleinséuresequenz gemaf SEQ ID NO: 44.

Beispiel 5:
Auswertung der Sequenzdaten mit Hilfe einer BLASTX Suche

Eine Auswertung der erhaltenen Nukleinsaure-Sequenzen, d.h. deren funktionale Zuordnung zu
einer funktionalen Aminoséuresequenz, erfolgte mittels einer BLASTX-Suche in Sequenz-
Datenbanken. Fast alle der aufgefundenen Aminoséuresequenz-Homologien betrafen Saccha-
romyces cerevisiae (Backerhefe). Da dieser Organismus bereits vollsténdig sequenziert worden

ist, konnten genauere Informationen bezliglich dieser Gene unter:
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http://www.mips.gsf.de/proj/yeast/search/code search.htm nachgeschlagen werden.

So wurden folgende Homologien mit einem Aminos&urefragment, iberweigend ausaus S. cere-
visiae, ermittelt. Die entsprechenden Alignments sind in beiliegenden Figuren 1 bis 11 gezeigt.

a) Die vom kodierenden Strang von SEQ ID NO:1 abgeleitete Aminos&uresequenz besitzt signi-
fikante Sequenzhomologie mit einer C1-Tetrahydrofolat-Synthase aus S. cerevisiae. Eine davon
abgeleiteten Aminosaure-Teilsequenz (entsprechend den Nucleotiden 1 bis 144 aus SEQ ID
NO:1 ) mit einer Teilsequenz des S. cerevisiae Enzyms ist in Figur 1 dargestellt. Eine weitere
Homologie wurde fiir die Aminos&ure-Teilsequenz entsprechend den Nucleotiden 180 bis 287 in
SEQ ID NO:1 festgestellt. SEQ ID NO: 2 und SEQ ID NO: 3 zeigen jeweils eine N-terminal ver-
langerte Aminosaure-Teilsequenz .

Die ermittelte A. gossypii Nukleinsauresequenz konnte damit der Funktion einer C1-
Tetrahydrofolat-Synthase zugeordnet werden.

b) Die vom korrespondierenden Gegenstrang zu SEQ ID NO:6 abgeleitete Aminoséauresequenz
besitzt signifikante Sequenzhomologie mit einer Agininosuccinat-Synthase aus S. cerevisiae.
Eine davon abgeleiteten Aminosaure-Teilsequenz (entsprechend den Gegenstrang zu den Nuc-
leotiden 862 bis 551 aus SEQ ID NO:6 ) mit einer Teilsequenz des S. cerevisiae Enzyms ist in
Figur 2A dargestellt. Eine weitere davon abgeleiteten Aminoséure-Teisequenz (entsprechend
den Gegenstrang zu den Nucleotiden 912 bis 859 aus SEQ ID NO:6 ) mit einer Teilsequenz des
S. cerevisiae Enzyms istin Figur 2B dargestelit. SEQ ID NO: 7 und SEQ ID NO: 8 zeigen jeweils
eine N-terminal verlangerte Aminosaure-Teilsequenz .

Die ermittelte A. gossypii Nukleinsauresequenz konnte damit der Funktion einer Agininosuccinat-
Synthase zugeordnet werden.

¢) Die vom korrespondierenden Gegenstrang zu SEQ ID NO:12 abgeleitete Aminosauresequenz
besitzt  signifikante  Sequenzhomologie mit einer Phosphoribosylamidoimidazol-
Succinocarboxamid-Synthase aus S. cerevisiae. Eine davon abgeleiteten Aminoséure-
Teilsequenz (entsprechend den Nucleotiden 117 bis 1 aus SEQ ID NO:12 ) mit einer Teilse-
quenz des S. cerevisiae Enzyms ist in Figur 3 dargestellt. SEQ ID NO: 13 zeigt eine N-terminal

verlangerte Aminoséaure-Teilsequenz .

Die ermittelte A. gossypii Nukleinséauresequenz konnte damit der Funktion einer Phosphoribosy-

1amidoimidazol-succinocérboxamid—Synthase zugeordnet werden.
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d) Die vom kodierenden Strang gemaf SEQ ID NO:16 abgeleitete Aminosauresequenz besitzt
signifikante Sequenzhomologie mit einer Fumarat-Reduktase aus S. cerevisiae. Eine davon ab-
geleiteten Aminoséure-Teilsequenz (entsprechend den Nucleotiden 1 bis 882 aus SEQ ID
NO:16 ) mit einer Teilsequenz des S. cerevisiae Enzyms ist in Figur 4 dargestellt. SEQ ID NO:
17 zeigt eine N-terminal verlangerte Aminoséure-Teilsequenz .

Die ermittelte A. gossypii Nukleinséuresequenz konnte damit der Funktion einer Fumarat-

Reduktase zugeordnet werden.

e) Die vom korrespondierenden Gegenstrang zu SEQ ID NO:20 abgeleitete Aminosauresequenz
besitzt signifikante Sequenzhomologie mit einer Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase aus S. ce-
revisiae. Eine davon abgeleiteten Aminosaure-Teilsequenz (entsprechend den Nucleotiden 783
bis 1 aus SEQ ID NO:20 ) mit einer Teilsequenz des S. cerevisiae Enzyms ist in Figur 5 darge-
stelit. SEQ ID NO: 21 zeigt eine N-terminal verlangerte Aminosaure-Teilsequenz .

Die ermittelte A. gossypii Nukleinsauresequenz konnte damit der Funktion einer Phospho-
enolpyruvat-Carboxykinase zugeordnet werden.

f) Die vom kodierenden Strang zu SEQ ID NO:24 abgeleitete Aminosé&uresequenz besitzt signifi-
kante Sequenzhomologie mit einer Uroporphyrinogen-Decarboxylase aus S. cerevisiae. Eine
davon abgeleiteten Aminosaure-Teilsequenz (SEQ ID NO: 25 entsprechend den Nucleotiden
441 bis 1058 aus SEQ ID NO:24 ) zeigt Homologie zu einer Teilsequenz des MIPS-Tags Hem12
aus S. cerevisiae. Eine davon abgeleiteten Aminoséure-Teilsequenz mit einer Teilsequenz des
S. cerevisiae Enzyms ist in Figur 6 dargestelit.

Die ermittelte A. gossypii Nukleinséuresequenz konnte damit der Funktion einer Uroporphyrino-

gen-Decarboxylase zugeordnet werden.

g) Die vom kodierenden Gegenstrang zu SEQ ID NO:28 abgeleitete Aminosauresequenz besitzt
signifikante Sequenzhomologie mit einer Siroheme-Synthase aus S. cerevisiae. Eine davon ab-
geleiteten Aminosaure-Teilsequenz (entsprechend dem Gegenstrang zu den Nucleotiden 966
bis 529 aus SEQ ID NO:28) mit einer Teilsequenz des S. cerevisiae Enzyms ist in Figur 7 darge-
stellt. SEQ ID NO: 29 zeigt eine N-terminal verlangerte Aminoséure-Teilsequenz .

Die ermittelte A. gossypii Nukleinsduresequenz konnte damit der Funktion einer Siroheme-
Synthase bzw. einer Uroporphyrin-ll-C-Methyltransferase zugeordnet werden.
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h) Die vom kodierenden Strang zu SEQ ID NO:32 abgeleitete Aminos&uresequenz besitzt signi-
fikante Sequenzhomologie mit einer Uroporphyrinogen-lll-Synthase aus S. cerevisiae. Eine da-
von abgeleiteten Aminosaure-Teilsequenz (entsprechend den Nucleotiden 107 bis 313 aus SEQ
ID NO:32 ) mit einer Teilsequenz des S. cerevisiae Enzyms ist in Figur 8 dargestelit. SEQ ID NO:
33 zeigt eine N-terminal verlangerte Aminoséure-Teilsequenz .

Die ermittelte A. gossypii Nukleinséuresequenz konnte damit der Funktion einer Uropor-
phyrinogen-llI-Synthase zugeordnet werden.

i) Die vom kodierenden Strang zu SEQ ID NO: 36 abgeleitete Aminoséuresequenz besitzt signi-
fikante Sequenzhomologie mit einer Phosphoglycerat-Kinase aus S. cerevisiae. Eine davon ab-
geleiteten Aminos&ure-Teilsequenz (entsprechend den Nucleotiden 2 bis 91 aus SEQ ID
NO:36) mit einer Teilsequenz des S. cerevisiae Enzyms ist in Figur 9 dargestellt. SEQ ID NO: 37

zeigt eine N-terminal verlangerte Aminoséure-Teilsequenz .

Die ermittelte A. gossypii Nukleinsauresequenz konnte damit der Funktion einer Phosphoglyce-
rat-Kinase zugeordnet werden.

k) Die vom korrespondierenden Gegenstrang zu SEQ ID NO:40 abgeleitete Aminosauresequenz
besitzt signifikante Sequenzhomologie mit einem Proteinase-B-Inhibitor-2 aus S. cerevisiae. Ei-
ne davon abgeleiteten Aminoszure-Teilsequenz (entsprechend den Nucleotiden 713 bis 513 aus
SEQ ID NO:40 ) mit einer Teilsequenz des S. cerevisiae Enzyms ist in Figur 10 dargestellt. SEQ
ID NO: 41 zeigt eine N-terminal verléngerte Aminoséure-Teilsequenz .

Die ermittelte A. gossypii Nukleinsauresequenz konnte damit der Funktion eines Proteinase-B-
Inhibitors-2 zugeordnet werden.

) Die vom korrespondierenden Gegenstrang zu SEQ ID NO:44 abgeleitete Aminosauresequenz
besitzt signifikante Sequenzhomologie mit einer Cystein-Synthase aus S. cerevisiae und A. nidu-
lans. Eine davon abgeleiteten Aminoséure-Teilsequenz (entsprechend den Nucleotiden 1596
bis1459 aus SEQ ID NO:44 ) mit einer Teilsequenz des A. nidulans Enzyms istin Figur 11A dar-
gestellt. Eine weitere davon abgeleiteten Aminosaure-Teilsequenz (entsprechend den Nucleoti-
den 1441 bis 971 aus SEQ ID NO:44 ) mit einer Teilsequenz des A. nidulans Enzyms ist in Figur
11B dargestellt. SEQ ID NO: 45 und SEQ ID NO: 46 zeigen jeweils eine N-terminal verlangerte
Aminosaure-Teilsequenz.
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Die ermitteite A. gossypii Nukleinsduresequenz konnte damit der Funktion einer Cystein-
Synthase zugeordnet werden.

Beispiel 6:
Isolierung der Full-Length-DNA

a) Konstruktion einer A. gossypii-Genbank

Hochmolekulare zellulare Gesamt-DNA von A. gossypii wurde aus einer 2 Tage alten, in einem
flussigen MA2-Medium (10g Glucose, 10g Pepton, 1g Hefeextrakt, 0,3g Myo-Inosit ad 1000 ml)
gewachsenen 100 ml Kultur hergestellt. Das Myzel wurde abfiltriert, zweimal mit H,O dest. ge-
waschen, in 10 ml 1M So'rbitol, 20 mM EDTA, enthaltend 20 mg Zymolyase-20T, suspendiert
und 30 bis 60 min unter leichtem Schiitteln bei 27 °C inkubiert. Die Protoplasten-Suspension
wurde auf 50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM NacCl, 100 mM EDTA und 0,5-%igem Natriumdode-
cylsulfat (SDS) eingestellt und 20 min bei 65 °C inkubiert. Nach zwei Extraktionen mit Phenol-
Chloroform (1:1 vol/vol) wurde die DNA mit Isopropanol geféllt, in TE-Puffer suspendiert, mit
RNase behandelt, erneut mit Isopropanol gefélit und in TE resuspendiert.

Eine A. gossypii-Kosmid-Genbank wurde hergestellt, indem man nach der Gréfke ausgewahilte,
mit Sau3A teilverdaute genomische DNA an die dephosphorylierten Arme des Cosmidvektors
Super-Cos1 (Stratagene) band. Der Super-Cos1-Vektor wurde zwischen den beiden cos-Stellen
durch Verdau mit Xbal und Dephosphorylierung mit alkalischer Kalbsdarm-Phosphatase (Boeh-
ringer) gedffnet, gefolgt von einem Offnen der Klonierungsstelle mit BamHl. Die Ligationen wur-
den Uber Nacht bei 15 °C in 20 pl, enthaltend 2,5 pg teilverdauter chromosomaler DNA, 1 pg
Super-Cos1-Vektorenarme, 40 mM Tris-HCI, pH 7,5, 10 mM MgCl,, 1mM Dithiothreitol, 0,5 mM
ATP und 2 Weiss-Einheiten T4-DNA-Ligase (Boehringer) durchgefiihrt. Die Ligationsprodukte
wurden unter Verwendung der Extrakte und des Protokolls von Stratagene (Gigapack |l Packa-
ging Extract) in vitro verpackt. Das verpackte Matérial wurde zur Infizierung von E. coli NM554
(recA13, araD139, 4(ara,leu)7696, A(lac)17A, galU, galK, hsrR, rps(str’), mcrA, mcrB) verwendet
und auf Ampicillin (50 pg/ml) enthaltende LB-Platten verteilt. Man erhielt Transformanten, welche
ein A. gossypii-Insert einer durchschnittlichen Lénge von 30-45 kb enthielten.

b) Lagerung und Screening der Cosmid-Genbank

Insgesamt 4 x 10* frische Einzelkolonien wurden einzeln in Vertiefungen von 96-er Microtiterplat-
ten (Falcon, Nr. 3072) in 100 ul LB-Medium, erganzt mit dem Gefriermedium (36 mM
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K,HPO4/13,2 mM KH,PO,, 1,7 mM Natriumcitrat, 0,4 mM MgSQ,, 6,8 mM (NH,)2SO4, 4,4%
(wt/vol) Glycerin) und Ampicillin (50 pg/ml), inokuliert, iber Nacht bei 37 °C unter Schiitteln
wachsen gelassen und bei —70 °C eingefroren. Die Platten wurden rasch aufgetaut und danach
unter Verwendung eines 96-er-Replikators, der in einem Ethanolbad unter anschlieBender Ver-
dunstung des Ethanols adf einer heilen Platte sterilisiert worden war, in frisches Medium dupli-
ziert. Vor dem Einfrieren und nach dem Auftauen (vor irgendwelchen anderen Mafnahmen)
wurden die Platten kurzin einem Mikrotiterschiittler (Infors) geschuttelt, um eine homogene Zell-
suspension zu gewahrleisten. Mittels eines Robotersystems (Bio-Robotics), mit dem geringe
Mengen an Fliissigkeit aus 96 Vertiefungen einer Mikrotiterplatte auf Nylonmembran (GeneSc-
reen Plus, New England Nuclear) transferiert werden kénnen, wurden einzelne Klone auf Ny-
lonmembranen platziert. Nach dem Transfer der Kultur aus den 96-er Mikrotiterplatten (1920
Klone) wurden die Membranen auf die Oberflache von LB-Agar mit Ampicillin (50 pg/ml) in 22 x
22 cm Kulturschalen (Nunc) platziert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Vor Erreichen der Zell-
konfluenz wurden die Membranen, wie von Herrmann, B. G., Barlow, D. P. und Lehrach, H.
(1987) in Cell 48, S. 813-825 beschrieben, prozessiert, wobei als zusétzliche Behandlung nach
dem ersten Denaturierungsschritt ein 5-miniitiges Bedampfen der Filter auf einem in Denaturie-
rungslésung getrénkten Pad (iber einem kochenden Wasserbad hinzukommt.

Hit Hilfe des Random-Hexamer-Primer-Verfahrens (Feinberg, A. P. und Vogelstein, B. (1983),
Anal. Biochem. 132, S. 6-13) wurden doppelstringige Sonden durch Aufnahme von [alpha-
¥2p1dC TP mit hoher spezifischer Aktivitat markiert. Die Membranen wurden préhybridisiert und 6
bis 12 h bei 42 °C in 50% (vol/vol) Formamid, 600 mM Natriumphosphat, pH 7,2, 1 mM EDTA,
10% Dextransulfat, 1% SDS, und 10x Denhardt-Lésung, enthaltend Lachssperma-DNA (50
pg/mi) mit *?P-markierten Sonden (0,5-1 x 10°cpm/ml) hybridisiert. Typischerweise wurden
Waschschritte etwa 1 h bei 55 bis 65 °C in 13 bis 30 mM NacCl, 1,5 bis 3 mM Natriumcitrat, pH
6,3, 0,1 % SDS durchgefiihrt und die Filter wurden 12 bis 24 h bei =70 °C mit Kodak-
Verstarkerplatten autoradiographiert. Bislang wurden einzelne Membrane mehr als 20 mal er-
folgreich wiederverwendet. Zwischen den Autoradiographien wurden die Filter durch Inkubation
bei 95 °C fiir 2 x 20 min in 2 mM Tris-HCI, pH 8,0, 0,2 mM EDTA, 0,1 % SDS gestrippt.

c) Zurlickgewinnung positiver Kolonien aus der aufbewahrten Genbank

Gefrorene Bakterienkulturen in Microtiter-Wells wurden unter Verwendung steriler Einweg-
Lanzetten abgekratzt und das Material wurde auf LB-Agar-Petrischalen enthaltend Ampicillin (50
pg/ml) ausgestrichen. Einzelne Kolonien wurden danach zur Inokulierung von Flissigkulturen fur
Herstellung von DNA mittels Alkali-Lyse-Verfahren (Birnboim, H. C. und Doly, J. (1979), Nucleic
Acids Res. 7, S. 1513-1523) verwendet.
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d) Full-Length DNA

Auf die oben beschriebenen Weise konnten Klone identifiziert werden, die ein Insert mit der ent-
sprechenden Vollsequenz tragen. Diese Klone tragen die internen Bezeichnungen:

,Oligo 72v". Das die Vollsequenz umfassende Insert besitzt eine Nukleinséuresequenz gemal
SEQ ID NO: 4.

,Oligo 81v*. Das die Vollsequenz umfassende Insert besitzt eine Nukleinsduresequenz gemaf
SEQ ID NO: 9. Das davon kodierte Protein umfasst vorzugsweise wenigstens eine der Amino-
sauresequenzen gemaf SEQ ID NO: 10 und 11.

,Oligo 86v*“. Das die Vollsequenz umfassende Insert besitzt eine Nukleinsauresequenz gemaf
SEQ ID NO: 14.

,Oligo 162v*, Das die Vollsequenz umfassende Insert besitzt eine Nukleinséuresequenz gemaf
SEQID NO: 18.

,Oligo 178v*. Das die Vollsequenz umfassende Insert besitzt eine Nukleinsauresequenz gemal
SEQ ID NO: 22,

,Oligo 64v*. Das die Vollsequenz umfassende Insert besitzt eine Nukieinsduresequenz gemaf
SEQ ID NO: 26.

,Oligo 125v*, Das die Vollsequenz umfassende Insert besitzt eine Nukieinsaduresequenz geman
SEQ ID NO: 30.

,Oligo 107v*. Das die Vollsequenz umfassende Insert besitzt eine Nukleinsduresequenz gemafn
SEQ ID NO: 34.

,Oligo 136v*. Das die Vollsequenz umfassende Insert besitzt eine Nukleinséuresequenz geman
SEQ ID NO: 38.

,Oligo 157v". Das die Vollsequenz umfassende Insert besitzt eine Nukleinséuresequenz gemaf
SEQ ID NO: 42.
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,Oligo 108v*. Das die Vollsequenz umfassende Insert besitzt eine Nukleins&uresequenz gemaf
SEQ ID NO: 47.
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Tabelle 1: Sequenzibersicht
SEQ | Oligo Beschreibung der Sequenz Sequenzhomologie
ID NO:;
1 072 |DNA-Teilsequenz C1-Tetrahydrofolat-Synthase
2 072 [Aminoséaureteilsequenz, abgeleitet vom aus S. cerevisiae
kodierenden Strang zu SEQ ID NO: 1
3 072 |Aminoséureteilsequenz, abgeleitet vom
kodierenden Strang zu SEQ ID NO: 1
4 072 |{DNA-Full-lenght-Sequenz
5 072 |Aminosauresequenz, entsprechend dem
kodierenden Bereich der SEQ ID NO: 4
von Position 440 bis 3253
6 081 |DNA-Teilsequenz Agininosuccinat-Synthase aus
7 081 | Aminoséaureteilsequenz, abgeleitet vom S. corevisiae
Gegenstrang zu SEQ ID NO: 6
8 081 |Aminosaureteilsequenz, abgeleitet vom
Gegenstrang zu SEQ ID NO: 6
9 081 |DNA-Full-lenght-Sequenz
10 081 |Aminoséuresequenz, entsprechend dem
kodierenden Bereich der SEQ ID NO: 9
von Position 716 bis 1957
11 081 |Aminosauresequenz, entsprechend dem
kodierenden Bereich der SEQ ID NO: 9
von Position 2246 bis 2839
12 086 |DNA-Teilsequenz Phosphoribosylamidoimidazol-
13 086 |Aminosaureteilsequenz, abgeleitet vom Succinocarboxamid-Synthase
Gegenstrang zu SEQ ID NO: 12 aus S. cerevisiae
14 | 086 |[DNA-Full-lenght-Sequenz
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SEQ | Oligo Beschreibung der Sequenz Sequenzhomologie
ID NO:
15 086 |Aminosauresequenz, entsprechend dem
kodierenden Bereich der SEQ ID NO: 14
von Position 587 bis 1492
16 162 |DNA-Teilsequenz Fumarat-Reduktase aus S.
17 162 | Aminoséureteilsequenz, abgeleitet vom cerevisiae
kodierenden Strang zu SEQ ID NO: 16
18 162 | DNA-Full-lenght-Sequenz
19 162 |Aminoséuresequenz, entsprechend dem
kodierenden Bereich der SEQ ID NO: 18
von Position 264 bis 1772
20 178 |DNA-Teilsequenz Phosphoenolpyruvat-
21 178 | Aminosaureteilsequenz, abgeleitet vom Carboxykinase aus S. cerevisi-
Gegenstrang zu SEQ ID NO: 20 ae
22 178 | DNA-Fuli-lenght-Sequenz
23 178 | Aminosauresequenz, entsprechend dem
kodierenden Bereich der SEQ ID NO: 22
von Position 394 bis 2016
24 64 |DNA-Teilsequenz Uroporphyrinogen-Decarboxyi-
25 64 | Aminosadureteilsequenz, abgeleitet vom ase aus S. cerevisiae
kodierenden Strang zu SEQ ID NO: 24
26 64 | DNA-Full-lenght-Sequenz
27 64 |Aminosauresequenz, entsprechend dem
kodierenden Bereich der SEQ ID NO: 26
von Paosition 612 bis 1712
28 125 |DNA-Teilsequenz Siroheme-Synthase aus S.
29 125 |Aminos3ureteilsequenz, abgeleitet vom cerevisiae
Gegenstrang zu SEQ ID NO: 28
30 125 | DNA-Full-lenght-Sequenz




Gegenstrang zu SEQ ID NO: 44
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SEQ | Oligo Beschreibung der Sequenz Sequenzhomologie
ID NO:
31 125 | Aminosauresequenz, entsprechend dem
kodierenden Bereich der SEQ ID NO: 30
von Position 275 bis 2023
32 107 | DNA-Teilsequenz Uroporphyrinogen-llI-Synthase
33 107 | Aminosaureteilsequenz, abgeleitet vom aus S. cerevisiae
kodierenden Strang zu SEQ ID NO: 32
34 107 | DNA-Full-lenght-Sequenz
35 107 | Aminosauresequenz, entsprechend dem
kodierenden Bereich der SEQ ID NO: 34
von Pasition 250 bis 1035
36 136 |DNA-Teilsequenz Phosphoglycerat-Kinase aus S.
37 136 | Aminosaureteilsequenz, abgeleitet vom cerevisiae
kodierenden Strang zu SEQ ID NO: 36
38 136 |DNA-Full-lenght-Sequenz
39 136 | Aminosauresequenz, entsprechend dem
kodierenden Bereich der SEQ ID NO: 38
von Position 447 bis 1790
40 157 |DNA-Teilsequenz Proteinase-B-Inhibitor-2 aus S.
41 157 | Aminoséaureteilsequenz, abgeleitet vom cerevisiae
Gegenstrang zu SEQ 1D NO: 40
42 157 |DNA-Full-lenght-Sequenz
43 157 | Aminoséuresequenz, entsprechend dem
kodierenden Bereich der SEQ ID NO: 42
von Position 809 bis 1033
44 108 |DNA-Teilsequenz Cystein-Synthase aus
45 108 | Aminoséureteilsequenz, abgeleitet vom S. cerevisiae und A. nidulans
Gegenstrang zu SEQ ID NO: 44
46 108 | Aminoséureteilsequenz, abgeleitet vom
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SEQ | Oligo Beschreibung der Sequenz Sequenzhomolagie
1D NO:
47 108 | DNA-Full-lenght-Sequenz
48 108 | Aminoséuresequenz, entsprechend dem
kodierenden Bereich der SEQ ID NO: 47
von Position 450 bis 1517
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48

Patentanspriiche

Polynukleotid, weiches aus Ashbya gossypii isolierbar ist und fiir ein Protein kodiert, das
mit dem Stoffwechsel von A. gossypii assoziiert ist.

Polynukleotid, nach Anspruch 1, das mit dem Stoffwechsel von A. gossypii assoziiert ist
und eine in Tabelle 1 angegebene strukturelle und/oder funktionale Eigenschaft besitzt.

Polynukleotid nach Anspruch 1 oder 2, umfassend eine Nukleins&uresequenz gemaR
SEQ ID NO: 1, 6, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40 oder 44, welche vorzugsweise aus
Ashbya gossypii isolierbar ist; das dazu komplementare Polynukleotid; und die von
diesen Polynukleotiden durch Entartung des genetischen Codes abgeleiteten
Sequenzen.

Polynukleotid nach Anspruch 3, welches eine Nukleinséuresequenz gemal SEQ ID
NO: 4, 9, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38, 42, oder 47 oder ein Fragment davon umfasst.

Oligonukleotid, welches mit einem Polynukleotid nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, insbesondere unter stringenten Bedingungen;, hybridisiert.

Polynukleotid, welches mit einem Oligonukleotid nach Anspruch 5, insbesondere
unter stringenten Bedingungen, hybridisiert und fiir ein Genprodukt aus
Mikroorganismen der Gattung Ashbya oder ein funktionales Aquivalent dieses
Genproduktes kodiert.

Polypeptid, welches von einem Polynukleotid kodiert wird, das eine Nuklein-
sauresequenz gemal einem der Anspriiche 1 bis 4 oder ein Fragment davon
umfasst, oder von einem Polynukleotid nach Anspruch 6 kodiert wird; oder welches
eine Aminoséuresequenz aufweist, die wenigstens 10 zusammenhangende
Aminoséaurereste gemaR SEQ ID NO: 2, 3, 5, 7, 8, 10, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25,
27, 29, 31, 33, 35; 37, 39, 41, 43, 45, 46, oder SEQ ID NO: 48 umfasst; sowie
funktionale Aquivalente davon, insbesondere solche welche die Aktivitat vergleichbar
mit derjenigen eines Proteins aus S. cerevisiae, A. nidulans oder A. gossypii mit einer
in Tabelle 1 angegebenen Aktivitat besitzen.

Expressionskassette, umfassend in operativer Verkniipfung mit wenigstens einer
regulativen Nukleinsduresequenz eine Nukleinséuresequenz nach einem der
Anspriiche 1 bis 6.
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Rekombinanter Vektor, umfassend wenigstens eine Expressionskassette nach
Anspruch 8.

Prokaryotischer oder eukaryotischer Wirt, transformiert mit wenigstens einem Vektor
nach Anspruch 9.

Prokaryotischer oder eukaryotischer Wirt, in welchem die funktionale Expression
wenigstens eines Gens moduliert ist, das fur ein Polypeptid nach Anspruch 7 kodiert;
oder in welchem die biologische Aktivitat eines Polypeptids nach Anspruch 7
erniedrigt oder erhoht ist.

Wirt nach Anspruch 10 oder 11 aus der Gattung Ashbya.

Verwendung einer Expressionskassette nach Anspruch 8, eines Vektors nach
Anspruch 9 oder eines Wirts nach einem der Anspriiche 10 bis 12 zur mikro-
biologischen Produktion von Vitamin B2 und/oder Prikursoren und/oder Derivaten
davon.

Verwendung einer Expressionskassette nach Anspruch 8, eines Vektors nach’
Anspruch 7 oder eines Wirts nach einem der Anspriiche 10 bis 12 zur rekombinanten
Herstellung eines Polypeptids nach Anspruch 7.

Verfahren zum Nachweis eines Effektortargets fiir die Modulation der mikro-
biologischen Produktion von Vitamin B2 und/oder Prékursoren und/oder Derivaten
davon, wobei man einen Mikroorganismus, der zur mikrobiologischen Produktion von
Vitamin B2 und/oder Prékursoren und/oder Derivaten davon befahigt ist, mit einem
Effektor behandelt, welcher mit einem Target, ausgewéhlt unter einem Polypeptid
nach Anspruch 7 oder einer dafiir kodierenden Nukleinsduresequenz, wechselwirkt,
insbesondere bindet, den EinfluR des Effektors auf die Menge des mikrobiologisch
produzierten Vitamins B2, und/oder des Prakursors und/oder eines Derivats davon
validiert; und das Target gegebenenfalls isoliert.

Verfahren zur Modulation der mikrobiologischen Produktion von Vitamin B2 und/oder
Prékursoren und/oder Derivaten davon, wobei man einen Mikroorganismus, der zur
mikrobiologischen Produktion von Vitamin B2 und/oder Prakursoren und/oder
Derivaten davon beféhigt ist, mit einem Effektor behandelt, welcher mit einem Target,
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20.

21.
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23.

50

ausgewahlt unter einem Polypeptid nach Anspruch 7 oder einer dafiir kodierenden
Nukleinsduresequenz, wechselwirkt.

Effektor flr ein Target, ausgewéhlt unter einem Polypeptid nach Anspruch 7 oder

einer dafiir kodierenden Nukleinsduresequenz, wobei der Effektor ausgewahlt ist

unter:

a) Antikérpern oder antigenbindenen Fragmenten davon;

b) von a) verschiedenen Polypeptid-Liganden, welche mit dem Polypeptid
gemafs Anspruch 5 wechselwirken;

c) niedermolekularen Effektoren, welche die biologische Aktivitat eines
Polypeptids nach Anspruch 5 modulieren;

d) Antisense-Nukleinsauresequenzen.

Verfahren zur mikrobiologischen Produktion von Vitamin B2 und/oder Prakursoren
und/oder Derivaten davon, wobei man einen Wirt nach einem der Anspriiche 10 bis
12 unter die Produktion von Vitamin B2 und/oder Prakursoren und/oder Derivaten
davon begtinstigenden Bedingungen kultiviert und das(die) gewiinschte(n) Produkt(e)
aus dem Kulturansatz isoliert. ‘

Verfahren nach Anspruch 18, wobei man vor und/oder wéhrend der Kultivierung des
Wirts diesen mit einem Effektor nach Anspruch 17 behandelt.

Verfahren nach Anspruch 18 oder 19, wobei der Wirt ausgewahlt ist unter
Mikroorganismen der Gattung Ashbya.

Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 20, wobei der Mikroorganismus ein Wirt
nach einem der Anspriiche 10 bis 12 ist.

Verwendung eines Polynukleotids nach einem der Anspriiche 1, 2 und 4 oder eines
Polypeptids nach Anspruch 5 als Target zur Modulation der Produktion von Vitamin
B2 und/oder Prakursoren und/oder Derivaten davon in einem Mikroorganismus der
Gattung Ashbya.

Verwendung eines Polynukleotids nach einem der Anspriiche 1 bis 4 und 6 oder
eines Polypeptids nach Anspruch 7 als Target zur Modulation des einer
Stoffwechselfunktion in einem Mikroorganismus der Gattung Ashbya wihrend der
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Kultivierung zur mikrobiologischen Produktion von Vitamin B2 und/oder Prakursoren
und/oder Derivaten davon.

24.  Wirt nach Anspruch 12 mit verbesserter Stoffwechselregulation oder modifizierter
Stoffwechselfunktion.
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Fig. 1
Oligo 72
1 DLSPTAQKKIALYTAQGFDKLPICIAKTQYSLSHDATFEERPLRFCVP 144 A. gossypii

D+ P AQ+KI +Y OQGF LPICIAKTQYSLSHDAT + P F P
852 DILPEAQRKIDMYKEQGFGNLPICIAKTQYSLSHDATLKGVPTGFTFP 899 S. cerevisiae
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Fig. 2A
Oligo 81

862 YSRLTLASSTMAPTFLRNAEYIRSMIKPSQITVNGQVRLRLYKGNVIVLGRSSETENLYD
YSRL + P EYIRSMI+PSQ +VNG VR+RLYKGNVI+LGRS++TE LYD
321 YSRLIYNGFLLHP----ECEYIRSMIQPSQNSVNGTVRVRLYKGNVIILGRSTKTEKLYD 376

ATESSMDELTGFQPTDTTGFIAIQATIRMKKYGQSKKDKGESLTL 551 A. gossypii
TESSMDELTGF PTDTTGFIAIQAIR+KKYG+SKK KGE LTL
377 PTESSMDELTGFLPTDTTGFIAIQATIRIKKYGESKKTKGEELTL 420 S. cerevisiae

Fig. 2B

912 EGLTLDKEVRHLRDQFVT 859 A. gossypii
EGLTLDKEVR LRD FVT
301 EGLTLDKEVRQLRDSFVT 318 S. cerevisiae



WO 03/018813

311

Oligo 86

117 MSIVQTQLGGILPLVARGKVRDIYEVDQETLLFVATDRI 1 A. gossypii
MST QT L ILPLVARGKVRDIYEVD++TLLFVATDRI
1 MSITKTELGNILPLVARGKVRDIYEVDEKTLLFVATDRI 39 S. cerevisiae

PCT/EP02/09454
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Fig. 4
Oligo 162

1 DLELADDAVQGLRYMDKAGAQHILHTKNVVFCTGGFGSSKELLGKYAPHLRDLPTTNAQG 180
D+ D ++ + Y DK G +H++ +VVFC+GGFG SKE+L +YAP L +LPTTN Q
165 DIHEKDGSISAVVYEDKNGEKHMVSANDVVFCSGGFGFSKEMLKEYAPELVNLPTTNGQQ 224

181 TTGDGQDLMLRVGGQLIDMEHIQVHPTSFVDPKDKDSGSKFLAAEALRGNGGVLLNPSTG 360
TTGDGQ L+ ++G LIDM+ IQVHPT F+DP D+ S KFLAAE+LRG GG+LLNP TG
225 TTGDGQRLLQKLGADLIDMDQIQVHPTGFIDPNDRSSSWKFLAAESLRGLGGILLNPITG 284

361 RRFTNELATRDVLTASIQEHC- -KEHVAYLVLSQGAYETLQSFVNFYISKGLMRASTVGE 534
+RF NEL TRDV4ATA+IQ+ C +++ A LV+ + Y L++ ++F¥+ K L++ T+ +
285 KRFVNELTTRDVVTAAIQKVCPQEDNRALLVMGEKMYTDLKNNLDFYMFKKLVQKLTLSQ 344

535 LSDEIGVP- - --KQOXXXXXXXXXXXXVDQFQRRHIINDFGPSVDGSTAIYVGLITPAVH 702
+ E +P + . D R I+N+FG V T ++4G +TP VH

345 VVSEYNLPITVAQLCEELQTYSSFTTKADPLGRTVILNEFGSDVTPETVVFIGEVTPVVH 404

703 FTMGGVRINSRAEVL-SSAGTTYKGLYAAGEVSGGVHGRNRLGGSSLLECVVFGRQAATS 879
FTMGG RIN +A+V+ + KGLYARGEVSGGVHG NRLGGSSLLECVVFGR AA S

405 FTMGGARINVKAQVIGKNDERLLKGLYAAGEVSGGVHGANRLGGSSLLECVVFGRTAAES 464

880 I 882 A. gossypii

465 1 465 S. cerevisiae
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Fig. 5
Oligo 178
783 MSPSKVYQTP------ EEKIRAELGLSSGVLTIRRNAPAAVLYEDALAERKTAISSTGAL 622
MSPSK+ T E+KIR EL LS V TIRRNAPAAVLYED L E KT ISS+GAL

1 MSPSKMNATVGSTSEVEQKIRQELALSDEVTTIRRNAPAAVLYEDGLKENKTVISSSGAL 60

621 IAYSGEKTCGRSPKDKRIVDEPTSSDNIWWGPVNRKASEKTWLINRERAADFLRTREHLYTI 442
IAYSG KTGRSPKDKRIV+EPTS D IWWGPVN+ SE+TW INRERAAD+LRTR+H+YI
6l TAYSGVKTGRSPKDKR IVEEPTSKDEIWWGPVNKPCSERTWS INRERAADYLRTRDHIYT 120

441 VDAYAGWDPRYRIKIRIVCCRAYHALFMTNMLIRPTEEELAEFGEPDFTVWNAGQFPANT 262
VDA+AGWDP+YRIK+R+VC RAYHALFMTNMLIRPTEEELA FGEPDFTVWNAGQFPAN
121 VDAFAGWDPKYRIKVRVVCARAYHALFMTNMLIRPTEEELAHFGEPDFTVWNAGQFPANL 180

261 HTEGMSSKTTVEINFRAMEMVILGTEYAGEMKKGIFTVMFYLMPINHNVLTLHSSANQG- 85
HT+ MSSK+T+EINF+AMEM+ILGTEYAGEMKKGIFTVMFYLMP++HNVLTLHSSANQG
181 HTQDMSSKSTIEINFKAMEMIILGTEYAGEMKKGIFTVMFYLMPVHHNVLTLHSSANQGI 240

84 PNNDVTLFFGLSGTGKTTLSADQHRKLI 1 A. gossypii
N DVTLFFGLSGTGKTTLSAD HR LI
241 ONGDVTLFFGLSGTGKTTLSADPHRLLI 268 S. cerevisiae
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Fig. 6

F KNDLILRAAKGE VERPPCWIMRQAGRYL

A. gossypii
S. cerevisiae

FENBXNDLMLRAARGEJVERPPCWIMRQAGRYL
FERBXNDLILRAARGEJVERPPCWIMRQAGRYL

PEYHDVK RDFF TCRDAEIASEITIQPVRRY

pEYEDVKRDFFITCRDAEIASEITLQPVRRY
PEYHEVKJIRDFFTCRDAETIASEITIQPVRRY

GLIDAAIIFSDILVIPQAMGMRVEMLEGKGPH

IGLLDAAIIFSDILVIPQAMGMRVEMLEGKGPH
IGLIDAAIIFSDILVIPQAMGMRVEMLEGKGPH

FPEPLR E L VLDY VDVLKELDWAFKAIT

FPEPLRJEEL Vi EvlvDVvLRELDWAFRAIT
FPEPLREELIVLDYVDVLKELDWAFKAIT

LTR KL GDVPLFGFCGGPWTLLVYMTEGGGSR

LTREXLMGDVPLFGFCGGPWTLLVYMTEGGGSR
MTREKLIGEVPLFGFCGGPWTLMVYMTEGGGSR

LFRFAK WI PELAHKLLQKITDVAIEFLAQ

LFRFAKIWI P ELAHKLLQKITDVATIEFLAQ
LFRFAKIWIJHPELSHKLLQKITDVAVEFLSQ

QV AG QILQLFESWGGELS D DEFSLPYLK

ovijacllornonrEsweGELSiipPpEFsLPYLK
ovijacorrovrEsweeELSippEFsLPYLR

QIA VP RL ELGI E IPM VFAKGSWYALD

oraAllveERLEELGIBENvPuBvFAKGSWYALD
oIAREveRLBErc I EEPMvFAKGSWYALD

KLC AGF VSLDW WDP EAVKIN RVTLOG

KLCRacYEvsrowlwopREavRINIRVTLOG
KLCHscFRvstowljwpreavkInrvTLQG

NLDP VMYGS E ITKK MI AFGGGK YI

Rl VATNECE] | MRNSY | | 1B [chelelel | o
NLDPRvMYCsSEERi Tk xRV i1 aFceok iy

[VNFGHGTHPFMDPD IK FLEECHRIG

VNFGHGTHPFMDPEf IR FLEECHRIG
VNFGHGTHPFMD PO XJFLEECHRIG

Consensus
A. gossypii
S. cerevisiae
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Fig. 7
Oligo 125

964 YIFGRGGEEYLLFKRHGFEPRVVPGISSALAATTVAHIPATQQ*RRRAGLDMYQAPGRRG
YIFGRGGEE+ FK HG+ P V+PGISS+LA T +A IPATQ+ L + GR+G
415 YIFGRGGEEFNFFKDHGYIPVVLPGISSSLACTVLAQIPATQRDIADQVL-ICTGTGRKG 473

VLPPAPEFVAARTTIFLMALHRVGDLVQALLEQQWDPQVPAAIVERASCPDQRVTRTTLA
LP PEFV +RTT+FLMALHR L+ LL+ WD VPAAIVER SCPDQRVTRT L
474 ALPIIPEFVESRTTVFLMALHRANVLITGLLKHGWDGDVPAAIVERGSCPDQRVTRTLLK 533

SVPEVVEQIGSRPPGLLIVGHAVTSL 529 A. gossypii
VPEVVE+IGSRPPG+L+VG AV +L
534 WVPEVVEEIGSRPPGVLVVGKAVNAL 559 S. cerevisiae
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Fig. 8
Oligo 107
107 ERVFTDNSWVVLFSPQGTNELLPLLRQGAA------ KIAATIGPTTAQYLLDNATPPILTS 268
+ VF+D WVV4+FSPQGT E+ L ++A+IGPTT +YL DN + S

199 DEVFSD--WVVVFSPQGTKEITQYLGDSNRLPGSHLRVASIGPTTKKYLDDNDVTSDVVS 256

269 PKPEPSSLYNAIKDY 313 A. gossypii
PKP+P SL +AI+ Y
257 PKPDPKSLLDAIELY 271 S. cerevisiae
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Fig. 9
Oligo 136

2 ISHVSTGGGASLELLEGKDLPGVTFLSSKQ 91 A. gossypii
ISHVSTGGGASLELLEGK+LPGVTFLS+KQ
387 ISHVSTGGGASLELLEGKELPGVTFLSNKQ 416 S. cerevisiae

PCT/EP02/09454
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Fig. 10
Oligo 157

713 SYIITLKKGA---DLAKVRESIEQIGGSILHEHSLINGLSVKLPEVTALEQIKSQHDDLI 543
++I+TLKK + K +S+ GGSILHE +I G ++K+P+V L ++K +H+D+I
3 NFIVTLKKNTPDVEAKKFLDSVHHAGGS ILHEFDIIKGYTIKVPDVLHLNKLKEKHNDVI 62

542 QHIEKDQEMH 513 A. gossypii
+++E+D+E+H
63 ENVEEDKEVH 72 S. cerevisiae
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Oligo 108
Fig. 11A

1596 HAAALDNAVWTNQFDNEANWKAHYATTGPEILQOMRNAGLEVDAFT 1459 A. gossypii
HA +LDNAVWINQFDN AN +AH TTGPEI Q G ++DAFT
164 HAESLDNAVWTNQFDNTANRRAHIETTGPEIWAQ---TGGKLDAFT 206 A. nidulans

Fig. 11B

1441 GETFSGIARYLAEATERKCKLVVIDPPGSVVYSFVKTGN--LEREGSSFTEGVGQGRITK 1268
GGT +GI YL +A+ + K + DPPGSV++S++++G +ER GSS TEG+GQGRIT
212 GGTLAGTTYYLKQASGGRVKSFLADPPGSVLHSYIQSGGKLVERSGSSITEGIGQGRITD 271

1267 NLEASVDIIDDAVFVPDPESLNMTYRLLDEEGLFLGGTSGLNVAGAVRVARELPPGSNVV 1088
NL+ V 4D ++ + D +++ M YR LDEEGL+LG +S LNV A VA +L GS VV
272 NLQPDVGTLDGSLNISDEKTIEMIYRCLDEEGLYLGASSALNVVAAKEVAEKLGKGSTVV 331

1087 TILCDTGHKYADRVFSKKWLQEKKLYDEIPDSLKKYVTL 971 A. gossypii
TIL D ++YADR+FSK WL+ K L + IP L+KY+ L
332 TILADGAYRYADRLFSKSWLESKGLRNAIPKHLEKYIVL 370 A. nidulans
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SEQUENCE

<110> BASF Aktiengesellschaft
<120>

<130> M/42301/PCT

<160> 48

<170> PatentIn version 3.1
<210> 1

<211l> 1058

<212> DNA

<213> Ashbya gossypii

<220>

<221> misc_feature

<223> 0Oligo 72

<400> 1

gatctctctc ctacggcgca aaagaagatt
ctacctatct gtatcgcgaa aactcagtac
cgtecectece gattttgtgt tceccataag
acctgtacge gctagcggca gagattcaaa
acatgaatgt tgaagtcagt gatgacggcg
acgtatgctt agccaccccc gectecatatac
gcgttecectg tagtgcaccce gttagtgege
ggcatgcgac acataccgga gacattactt
cgctggcatg caatcgatgt cgagcecctagt

LISTING

gccttgtaca
tcectgtece
ggatatcagg
ctatcececegg
agattgaagg
ataattatgt
atgggccccg
tagcgtegea

gagtcagaaa

cggcccaagg
atgatgccac
geccttecatt
tctctecact
tcttttctag
tgaacaggca
aagccgttge
gtgacagtta

cggagtcagt

PCT/EP02/09454

Neue Polynukleotide zur Modulation von Stoffwechselreaktionen

ttttgataaa
ctttgaagaa
ggagegggcet
aacgcaggct
gtctacgatt
tgctcaggcet
ttttagaacc
tgtccecgaga

gtcttcagac

60

120

180

240

300

360

420

480

540
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acacaagcga
actgtatctt
gatttgatgg
ggcgatcaca
gcgctattece
atctaccacg
tgcggecttt
gtatattget

atactacata

<210> 2
<211l> 48
<212> PRT

<213>

<220>

<221>

<223>

<400> 2

Asp Leu Ser Pro Thr

1

Gly Phe Asp Lys Leu

Ser His Asp Ala Thr

35
<210> 3
<211> 41
<212> PRT
<213>

aatcagggtce
cacataaagt
tcataaataa
cttattttga
cgcccatagt
acgggataaa
gacacgctgt
gatatacctc

aagacaggat

misc_feature

Oligo 72

5

20

agctttgact
tégggaggag
ggacgactgg
gagcacaatc
cagggagcag
agagcaggca
ggcaccacgc
gatacttatt

gaaaaacgta

Ashbya gossypii

40

Ashbya gossypiil

aaacctaaaa
aatcaaagca
gtatatgtac
acctecatcgce
ttcateccagg
gegetcgagt
cgccacacag
attagaaaaa

gatagatc

10

25

accatagtgc
aggtagcata
agtccgaggg
ttcgagacac
ggaaagatat
acgacggcac
cacgcaataa

acctgegttt

30

45

PCT/EP02/09454
attacgtccg 600
acaaagtatg 660
cgaccacagc 720
aaagcggcac 780
gtgcctacca 840
aggcgcgcta 200
acgggcaacg 960
gcaggctttt 1020

1058

Ala Gln Lys Lys Ile Ala Leu Tyr Thr Ala Gln

15

Pro Ile Cys Ile Ala Lys Thr Gln Tyr Ser Leu

Phe Glu Glu Arg Pro Leu Arg Phe Cys Val Pro
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<220>

<221>

<223>

<400> 3

misc_feature

Oligo 72

PCT/EP02/09454

Ser Ile Gly Ala Gly Tyr Leu Tyr Ala Leu Ala Ala Glu Ile Gln Thr

1

5

10

15

Ile Pro Gly Leu Ser Thr Asn Ala Gly Tyr Met Asn Val Glu Val Ser

20

25

Asp Asp Gly Glu Ile Glu Gly Leu Phe

35
<210> 4
<211l> 4474
<212> DNA
<213> Ashbya gossypii
<220>
<221> CDS
<222> (440) ..(3253)
<223>
<220>
<221> misc_feature
<223> Oligo 72
<400> 4
cggcttcagt tttttttatce
ttaactttag ctttttatat
cagcatcttg tatattactt
acagttgcct tactgtgatt
tttttgatgt tcacaagcac
tectgecgttt accaagtata

40

cccaattact
gcttgactta
gttcacgtat
atgttcttec
cgtcgacgcet

acgttgaact

ctegttactg
gcctttacct
aaatagatag
tgttttattt
caagaaaacg

gtactatcct

30

attccgegat
gttgtcgact
cgatacccct
gctaggtaag
atcgaagtte

cctgtgecact

tgacgctaat
ttctttagtt
ttgcgagtat
ttttgacctt
ctcecctaacg

aagttagcat

60

120

180

240

300

360
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4
gcttcgecace tttacggagt ggagtattct aaggagtaat actcagcteg gggctttcag 420
ctgcccagta cgaagacat tac cat tta att tet ggt aaa agec atc geg aaa 472
Tyr His Leu Ile Ser Gly Lys Ser Ile Ala Lys
1 5 10
acc att aga gac aat gct ctg aga gag gtg aaa gag att agg cag caa 520
Thr Ile Arg Asp Asn Ala Leu Arg Glu Val Lys Glu Ile Arg Gln Gln
15 20 25
gtt cca gat ttt aat cca aaa ctg aag atc ttg cag gtt ggc tcec cgce 568
Val Pro Asp Phe Asn Pro Lys Leu Lys Ile Leu Gln Val Gly Ser Arg
30 35 40
cct gat tca tct gca tat gtc cgg atg aag ttg aaa gca tcc acc gag 616
Pro Asp Ser Ser Ala Tyr Val Arg Met Lys Leu Lys Ala Ser Thr Glu
45 50 55
tct ggt gta gaa tgt gac gtt gaa aag ctt cca gaa gat att acg caa 664
Ser Gly Val Glu Cys Asp Val Glu Lys Leu Pro Glu Asp Ile Thr Gln
60 65 70 75
ctc gaa cta ctec aga aag atc gag aaa atc aac tct gac gcc gaa gtg 712
Leu Glu Leu Leu Arg Lys Ile Glu Lys Ile Asn Ser Asp Ala Glu Val
80 85 20
cat ggg att ctg att cag ctg cca ctg cca aag cat tta gat gaa gtg 760
His Gly Ile Leu Ile Gln Leu Pro Leu Pro Lys His Leu Asp Glu Val
95 100 105
aca gtt acc aat gct gtg gac cat gaa aag gac gtt gat ggg tte cat 808
Thr Val Thr Asn Ala Val Asp His Glu Lys Asp Val Asp Gly Phe His
110 115 120
cgc tat aat gtt ggt gag ctc gct aaa cgt ggc ggg aaa cca tac ttc 856
Arg Tyr Asn Val Gly Glu Leu Ala Lys Arg Gly Gly Lys Pro Tyr Phe
125 130 135
ctg cca tgt aca cct aat gcg tgt ata cag ctt ttg aaa gag tgc ggt 9204
Leu Pro Cys Thr Pro Asn Ala Cys Ile Gln Leu Leu Lys Glu Cys Gly
140 145 150 155
gtt gag ata aga ggg aaa cag gca gtc gta att ggc cge tct gac atc 952
Val Glu Ile Arg Gly Lys Gln Ala Val Val Ile Gly Arg Ser Asp Ile
160 165 170
gtg ggg acc cca gtt gca acg atg ctc aaa aat ctt gat gcc acg gtg 1000
Val Gly Thr Pro Val Ala Thr Met Leu Lys Asn Leu Asp Ala Thr Val
175 180 185
act gtt gcg cac aga cat acg aca aat ctt cca caa gtc ctc tcc act 1048
Thr Val Ala His Arg His Thr Thr Asn Leu Pro Gln Val Leu Ser Thr
190 195 200
gcg gat att gta gtt get gecg tgt ggc gtg cct aac tac ata aag ggce 1096
Ala Asp Ile Val val Ala Ala Cys Gly Val Pro Asn Tyr Ile Lys Gly
205 210 215
gaa tgg tta aaa gat ggc gcec gtg gtt att gac gtt ggc atc aat tat 1144

Glu Trp Leu Lys Asp Gly Ala Val Val Ile Asp Val Gly Ile Asn Tyr
220 225 230 235
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gtt cag gat tcc acc aaa aaa tca ggc caa aga tta gtc ggt gat gtg 1192
Val Gln Asp Ser Thr Lys Lys Ser Gly Gln Arg Leu Val Gly Asp Val
240 245 250

gac ttc gaa tcg gca aag gag aag gct tct cac atc acg cct gta cct 1240
Asp Phe Glu Ser Ala Lys Glu Lys Ala Ser His Ile Thr Pro Val Pro
255 260 265

ggce ggc gtg ggt cct atg acc gtg gec atg ctg gtg caa aat gtec ttg 1288
Gly Gly Val Gly Pro Met Thr Val Ala Met Leu Val Gln Asn Val Leu
270 275 280

act gca gca aaa aga tcg ttg cag aag gac gca gag gtg cca gtg atc 1336
Thr Ala Ala Lys Arg Ser Leu Gln Lys Asp Ala Glu Val Pro Val Ile
285 290 295

aca cca ctg cct gtg aat ttt gag atg cct gtg cca tcg gat atc gat 1384
Thr Pro Leu Pro Val Asn Phe Glu Met Pro Val Pro Ser Asp Ile Asp
300 305 310 315

ata tca agg aaa cag aat ccg aaa cat att tect cag gtg gca gcc gag 1432
Ile Ser Arg Lys Gln Asn Pro Lys His Ile Ser Gln Val Ala Ala Glu
320 325 330

ttg ggt étt agg gat cac gag ctg gag ttg ttt ggg cat tat aaa gcc 1480
Leu Gly Ile Arg Asp His Glu Leu Glu Leu Phe Gly His Tyr Lys Ala
335 340 -. 345

aag att tct cca aaa ctc ctc caa aga ttg cat gct aac caa aat gca 1528
Lys Ile Ser Pro Lys Leu Leu Gln Arg Leu His.Ala Asn Gln Asn Ala
350 355 360

aac tat gtc tta gtt gct ggg att aca ccg acc cct cta gga gag gga 1576
Asn Tyr Val Leu Val Ala Gly Ile Thr Pro Thr Pro Leu Gly Glu Gly
365 370 375

aag tcg acc acc act atg ggg cta gtc caa gcg ctt tce get cac cta 1624
Lys Ser Thr Thr Thr Met Gly Leu Val Gln Ala Leu Ser Ala His Leu
380 385 390 395

ggc aaa cgg gct att gca aac gtt cgt caa cct tca atg gga ccc acg 1672
Gly Lys Arg Ala Ile Ala Asn Val Arg Gln Pro Ser Met Gly Pro Thr
400 405 410

ttt gga gtc aag gga ggc gcg gca ggc ggg ggt tac gce cag gtc att 1720
Phe Gly Val Lys Gly Gly Ala Ala Gly Gly Gly Tyr Ala Gln Val Ile
415 420 425

cca atg gat gag ttc aac ttg cat ttg aca ggc gac atc cac gcc att 1768
Pro Met Asp Glu Phe Asn Leu His Leu Thr Gly Asp Ile His Ala Ile
430 435 440

tca gce gce aac aat ctg cta gcc geca gecc ata gat aca agg atg ttt 1816
Ser Ala Ala Asn Asn Leu Leu Ala Ala Ala Ile Asp Thr Arg Met Phe
445 450 455

cac gaa cac acg caa aag aac gat gct act ttt tat aac aga ttg gtg 1864
His Glu His Thr Gln Lys Asn Asp Ala Thr Phe Tyr Asn Arg Leu Val
460 465 470 475

ccc aag aag ggc ggc tcg cgg aag tte acg aaa tca atg ctg aag agg 1912
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Pro Lys Lys Gly Gly Ser Arg Lys Phe Thr Lys Ser Met Leu Lys Arg
480 485 490

ctc cag aag ctg gga att aac aaa aca gac cca gac agt ttg tct cca 1960
Leu Gln Lys Leu Gly Ile Asn Lys Thr Asp Pro Asp Ser Leu Ser Pro
495 500 505

aaa gaa atc aaa cga ttt gca cgc cta aac ata gac acg gat acc atc 2008
Lys Glu Ile Lys Arg Phe Ala Arg Leu Asn Ile Asp Thr Asp Thr Ile
510 515 520

act atc aaa cgg gtg gtt gat gtc aac gat aga ctt cta cgg cag att 2056
Thr Ile Lys Arg Val Val Asp Val Asn Asp Arg Leu Leu Arg Gln Ile
525 530 535

acg atc ggc caa gct cat act gag aag ggt ttt acc aga acc acc ggg 2104
Thr Ile Gly Gln Ala His Thr Glu Lys Gly Phe Thr Arg Thr Thr Gly
540 545 550 555

ttt gat atc act gtt gca tct gaa ttg atg gcc att ttg gca ctt tct 2152
Phe Asp Ile Thr Val Ala Ser Glu Leu Met Ala Ile Leu Ala Leu Ser
560 565 570

aag gac ttec gct gat atg aga gaa cgt gta ggt cgc atg gtt gtc gect 2200
Lys Asp Phe Ala Asp Met Arg Glu Arg Val Gly Arg Met Val Val Ala :
575 ’ 580 585

gcg aat cta gac ggc gag ccg att aca gca gaa gat gta ggc tgt gct 2248
Ala Asn Leu Asp Gly Glu Pro Ile Thr Ala Glu Asp Val Gly Cys Ala
590 595 600

gga gct gtt gct gcec ctt ctg aag gac gct atc aag cca aca cta atg 2296
Gly Ala Val Ala Ala Leu Leu Lys Asp Ala Ile Lys Pro Thr Leu Met
605 610 615

cag tct ttg gaa ggc acc cct gtt tta gtec cat gca ggg ccg tte gcc 2344
Gln Ser Leu Glu Gly Thr Pro Val Leu Val His Ala Gly Pro Phe Ala
620 625 630 635

aac atc tect atc gga gcc tce teca gta att get gac aga att gcec ctg 2392
Asn Ile Ser Ile Gly Ala Ser Ser Val Ile Ala Asp Arg Ile Ala Leu
640 645 650

aag ttg gtg ggc act tct cca cat tet ccg gaa ggc acc gac gcc ggc 2440
Lys Leu Val Gly Thr Ser. Pro His Ser Pro Glu Gly Thr Asp Ala Gly
655 660 665

tat gtg gtt acc gag gcc gga ttc gac ttt aca atg ggc gga gaa cga 2488
Tyr Val Val Thr Glu Ala Gly Phe Asp Phe Thr Met Gly Gly Glu Arg
670 675 680

ttc ctg aac ata aag tgc cgc tcc tca ggc ttg aag cca aat act atc 2536
Phe Leu Asn Ile Lys Cys Arg Ser Ser Gly Leu Lys Pro Asn Thr Ile
685 690 695

gtc atc gtg gcc act gtc cgt gec ctg aag ctg cac ggc ggt gge cct 2584
val Ile Val Ala Thr Val Arg Ala Leu Lys Leu His Gly Gly Gly Pro
700 705 710 715

gag gta aag ccg ggc cag cca ctt act ccc cac tat act gag gaa aac 2632
Glu Val Lys Pro Gly Gln Pro Leu Thr Pro His Tyr Thr Glu Glu Asn
720 725 730
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ctc gag cta gtc aca aga ggt gcg gcc aac ctg cag aag caa ata aga 2680
Leu Glu Leu Val Thr Arg Gly Ala Ala Asn Leu Gln Lys Gln Ile Arg
735 740 745

aat gcc aag ctt ttc ggg gtc cct gtc gta gtec get gtg aac agg ttt 2728
Asn Ala Lys Leu Phe Gly Val Pro Val Val Val Ala Val Asn Arg Phe
750 . 755 760

gag tca gac act gtc gca gaa att gag att att cag aag gcg gcg aag 2776
Glu Ser Asp Thr Val Ala Glu Ile Glu Ile Ile Gln Lys Ala Ala Lys
765 770 775

gag gct ggt gca cat gac gcc atc gat gca aat cgc tgg gcc gaa ggc 2824
Glu Ala Gly Ala His Asp Ala Ile Asp Ala Asn Arg Trp Ala Glu Gly
780 785 790 795

gga aaa gga gca gtc acg ctg gcc gaa gcc gtc atc aac tca tgc aaa 2872
Gly Lys Gly Ala Val Thr Leu Ala Glu Ala Val Ile Asn Ser Cys Lys
800 805 810

caa ccc agt tet ttt aag ttc ctt tat gac gtc gat caa cct gtg aca 2920
Gln Pro Ser Ser Phe Lys Phe Leu Tyr Asp Val Asp Gln Pro Val Thr
815 820 825

gaa aag ctc tce acc att gtt cgg aaa atg tat ggc ggt tcc geg ata 2968
Glu Lys Leu Ser Thr Ile Val Arg Lys Met Tyr Gly Gly Ser Ala TIle
830 835 840

gat ctc tect cct acg gog caa aag aag att gcc ttg tac acg gce caa 3016
Asp Leu Ser Pro Thr Ala Gln Lys Lys Ile Ala Leu Tyr Thr Ala Gln
845 . 850 855

ggt ttt gat aaa cta cct atc tgt atc geg aaa act cag tac tce ctg 3064
Gly Phe Asp Lys Leu Pro Ile Cys Ile Ala Lys Thr Gln Tyr Ser Leu
860 865 870 875
tcc cat gat gec act ttg aag aac gtc ccc tee gat ttt gtg tte ccc 3112
Ser His Asp Ala Thr Leu Lys Asn Val Pro Ser Asp Phe Val Phe Pro

880 885 890
ata agg gat atc agg cct tcc att gga geg ggc tac ctg tac gcg cta 3160
Ile Arg Asp Ile Arg Pro Ser Ile Gly Ala Gly Tyr Leu Tyr Ala Leu

895 900 905
gcg gca gag att caa act atc cce ggt cte tce act aac gca ggc tac 3208
Ala Ala Glu Ile Gln Thr Ile Pro Gly Leu Ser Thr Asn Ala Gly Tyr
910 915 920
atg aat gtt gaa gtc agt gat gac ggc gag att gaa ggt ctt ttc 3253
Met Asn Val Glu Val Ser Asp Asp Gly Glu Ile Glu Gly Leu Phe
925 930 935

taggtctacg attacgtatg cttagccacc cccgctcata tacataatta tgttgaacag 3313
gcatgctcag gcectgegttece ctgtagtgcea ccegttagtg cgecatgggece ccgaagccegt 3373
tgcttttaga accggcatgc gacacatacc ggagacatta ctttagcgte gcagtgacag 3433
ttatgtcccyg agacgctgge atgcaatcga tgtegagect agtgagtcag aaacggagtce 3493

agtgtcttca gacacacaag cgaaatcagg gtcagctttg actaaaccta aaaaccatag 3553
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tgcattacgt
ataacaaagt
gggcgaccac
cacaaagcgg
tatgtgccta
cacaggcgcg
taaacgggca
tttgcaggct
tatggtttca
taggcatctt
ctggcagcte
tgagcatcag
ttacccttgg
ctgtacttag
ggcagtctac

tettggacte

<210> " 5
<211> 938
<212> PRT

<213>

<220>
<221>
<223>

<400> 5

Tyr His Leu Ile Ser

1

Ala Leu Arg Glu Val

Pro Lys Leu Lys Ile

35

ccgactgtat
atggatttga
agcggcgatc
cacgcgctat
ccaatctacce
ctatgcggce
acggtatatt
tttatactac
ggttgataat
cctttagecaa
tgttcttcaa
ccttggectg
cagccttgta
ccaacaatct
cctecttggt

agccatggct

Ashbya gossypi

misc_feature

Oligo 72

5

20

cttcacataa
tggtcataaa
acacttattt
teccgeceat
acgacgggat
tttgacacge
gctgatatac
ataaagacag
ttatacaaaa
agcctctete
tettetggece
gataatgtgt
caaagagtgg
tctcaagaca
accctttect

C

40

agttagggag
taaggacgac
tgagagcaca
agtcagggag
aaaagagcag
tgtggcacca
ctcgatactt
gatgaaaaac
tgcgcgceccat
ttttecagega
tecageccectecet
tcgaccaagg
tacaagtgtc
cgcaatctte

cttaccgtaa

10

25

gagaatcaaa
tgggtatatg
atcacctcat
cagttecatce
gcagcgcteg
cgccgecaca
attattagaa
gtagatagat
tggaggaacc
ttctttgage
ccttecaaggg
atctcttgtg
tgtecgatett
tgatcecagac

ccgggggtga

30

45

PCT/EP02/09454

gcaaggtagce
tacagtcecga
cgcttcgaga
aggggaaaga
agtacgacgg
cagcacgcaa
aaaacctgeg
cagagtacgc
ctcecagtgcet
tettetetet
cttetecacge
cttgaaggtg
geeggegtcet
gacctgggat

cggggegttt

Gly Lys Ser Ile Ala Lys Thr Ile Arg Asp Asn

15

Lys Glu Ile Arg Gln Gln Val Pro Asp Phe Asn

Leu Gln Val Gly Ser Arg Pro Asp Ser Ser Ala

3613

3673

3733

3793

3853

3913

3973

4033

4093

4153

4213

4273

4333

4393

4453

4474
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Tyr

Asp

65

Lys

Gln

Val

Glu

Asn

145

Lys

Ala

Ala

Gly

225

Lys

Lys

Met

Val
50

Val

Ile

Leu

Asp

Leu

130

Ala

Gln

Thr

Thr

Ala

210

Ala

Lys

Glu

Thr

Arg

Glu

Glu

Pro

His

115

Ala

Cys

Ala

Met

Thr

195

Cys

Val

Ser

Lys

Val
275

Met

Lys

Lys

Leu

100

Glu

Lys

Ile

Val

Leu

180

Asn

Gly

Val

Gly

Ala

260

Ala

Lys

Leu

Ile

85

Pro

Lys

Arg

Gln

Val

165

Lys

Leu

vVal

Ile

Gln

245

Ser

Met

Leu

Pro

70

Asn

Lys

Asp

Gly

Leu

150

Ile

Asn

Pro

Pro

Asp

230

Arg

Leu

Lys
55

Glu

Ser

His

Val

Gly

135

Leu

Gly

Leu

Gln

Asn

215

Val

Leu

Ile

val

Ala

Asp

Asp

Leu

Asp

120

Lys

Lys

Arg

Asp

Val

200

Tyr

Gly

Val

Thr

Gln
280

Ser

Ile

Ala

Asp

105

Gly

Pro

Glu

Ser

Ala

185

Leu

Ile

Ile

Gly

Pro

265

Asn

Thr

Thr

Glu

90

Glu

Phe

Tyr

Cys

Asp

170

Thr

Ser

Lys

Asn

Asp

250

Val

vVal

Glu

Gln

75

Val

Val

His

Phe

Gly

155

Ile

Val

Thr

Gly

Tyr

235

Val

Pxro

Leu

Ser
60

Leu

His

Thr

Arg

Leu

140

Val

Val

Thr

Ala

Glu

220

Val

Asp

Gly

Thr

Gly

Glu

Gly

Val

Tyr

125

Pro

Glu

Gly

Val

Asp

205

Trp

Gln

Phe

Gly

Ala
285

val

Leu

Ile

Thr

110

Asn

Cys

Ile

Thr

Ala

190

Ile

Leu

Asp

Glu

Val

270

Ala

Glu

Leu

Leu

95

Asn

Val

Thr

Arg

Pro

175

Val

Lys

Ser

Ser

255

Gly

Lys

PCT/EP02/09454

Cys

Arg

80

Ile

Ala

Gly

Pro

Gly

160

Val

Arg

Val

Asp

Thx

240

Ala

Pro

Arg
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Ser

Asn

305

Asn

Leu

Ala

Met

385

Ala

Gly

Asn

Leu

Lys

465

Ser

Ile

Phe

val

Leu

290

Phe

Pro

Glu

Leu

Gly

370

Gly

Asn

Ala

Leu

Leu

450

Asn

Arg

Asn

Ala

Asp

Gln

Glu

Lys

Leu

Gln

355

Ile

Leu

Val

Ala

His

435

Ala

Asp

Lys

Lys

Arg

515

val

Lys

Met

His

Glu

340

Arg

Thr

Val

Arg

Gly

420

Leu

Ala

Ala

Phe

Thr

500

Leu

Asn

Asp

Pro

Ile

325

Leu

Leu

Pro

Gln

Gln

405

Gly

Thr

Ala

Thr

Thxr

485

Asp

Asn

Asp

Ala

vVal

310

Ser

Phe

His

Thr

Ala

390

Pro

Gly

Gly

Ile

Phe

470

Lys

Pro

Ile

Arg

Glu

295

Pro

Gln

Gly

Ala

Pro

375

Leu

Ser

Tyr

Asp

Asp

455

Tyr

Ser

Asp

Asp

Leu

Val

Ser

Val

Asn

360

Leu

Ser

Met

Ala

Ile

440

Thr

Asn

Met

Ser

Thr

520

Leu

Pro

Asp

Ala

Tyr

345

Gln

Gly

Ala

Gly

Gln

425

His

Arg

Arg

Leu

Leu

505

Asp

Arg

10

Val

Ile

Ala

330

Lys

Asn

Glu

Pro

410

Val

Ala

Met

Leu

Lys

490

Ser

Thr

Gln

Ile

Asp

315

Glu

Ala

Ala

Gly

Leu

395

Thr

Ile

Ile

Phe

Val

475

Arg

Pro

Ile

Ile

Thr

300

Ile

Leu

Lys

Asn

Lys

380

Gly

Phe

Pro

Ser

His

460

Pro

Leu

Lys

Thr

Thr

Pro

Ser

Gly

Ile

Tyr

365

Ser

Lys

Gly

Met

Ala

445

Glu

Lys

Gln

Glu

Ile

525

Ile

Leu

Arg

Ile

Ser

350

Val

Thr

Arg

Val

Asp

430

Ala

Lys

Lys

Ile

510

Lys

Gly

Pro

Lys

Arg

335

Pro

Leu

Thr

Ala

Lys

415

Glu

Asn

Thr

Gly

Leu

495

Lys

Arg

Gln

PCT/EP02/09454

Val

Gln

320

Asp

Lys

val

Thr

Ile

400

Gly

Phe

Asn

Gln

Gly

480

Gly

Arg

Val

Ala
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530 535 540

His Thr Glu Lys Gly Phe Thr Arg Thr Thr Gly Phe Asp Ile Thr Val
545 550 555 560

Ala Ser Glu Leu Met Ala Ile Leu Ala Leu Ser Lys Asp Phe Ala Asp
565 570 575

Met Arg Glu Arg Val Gly Arg Met Val Val Ala Ala Asn Leu Asp Gly
580 585 590

Glu Pro Ile Thr Ala Glu Asp Val Gly Cys Ala Gly Ala Val Ala Ala
595 600 605

Leu Leu Lys Asp Ala Ile Lys Pro Thr Leu Met Gln Ser Leu Glu Gly
610 615 620

Thr Pro Val Leu Val His Ala Gly Pro Phe Ala Asn Ile Ser Ile Gly
625 630 635 640

Ala Ser Ser Val Ile Ala Asp Arg Ile Ala Leu Lys Leu Val Gly Thr
645 650 655

Ser Pro His Ser Pro Glu Gly Thr Asp Ala Gly Tyr Val Val Thr Glu
660 665 670

Ala Gly Phe Asp Phe Thr Met Gly Gly Glu Arg Phe Leu Asn Ile Lys
675 680 685

Cys Arg Ser Ser Gly Leu Lys Pro Asn Thr Ile Val Ile Val Ala Thr
690 695 700

Val Arg Ala Leu Lys Leu His Gly Gly Gly Pro Glu Val Lys Pro Gly
705 710 715 720

Gln Pro Leu Thr Pro His Tyr Thr Glu Glu Asn Leu Glu Leu Val Thr
725 730 735

Arg Gly Ala Ala Asn Leu Gln Lys Gln Ile Arg Asn Ala Lys Leu Phe
740 745 750

Gly Val Pro val Val Val Ala Val Asn Arg Phe Glu Ser Asp Thr Val
755 760 765

Ala Glu Ile Glu Ile Ile Gln Lys Ala Ala Lys Glu Ala Gly Ala His
770 775 780



Asp

785

Thr

Lys

Ile

Ala

Pro

865

Leu

Pro

Thr

Ser

<21

<21

WO 03/018813

Ala

Leu

Phe

Val

Gln

850

Ile

Lys

Ser

Ile

Asp

930

0>

1>

<212>

<213>

<22

<22

<22

<40

0>

Ile

Ala

Leu

Arg

835

Lys

Cys

Asn

Ile

Pro

915

Asp

918

DNA

Asp

Glu

Tyr

820

Lys

Lys

Ile

Val

Gly

900

Gly

Gly

Ala

Ala

805

Asp

Met

Ile

Ala

Pro

885

Ala

Leu

Glu

1> wmisc_feature

3>

0>

6

Oligo 81

Asn
790

val

Val

Tyr:

Ala

Lys

870

Ser

Gly

Ser

Ile

Ashbya gossypii

Arg

Ile

Asp

Gly

Leu

855

Thr

Asp

Tyr

Thr

Glu
935

Trp

Asn

Gln

Gly

840

Tyr

Gln

Phe

Leu

Asn

920

Gly

Ala

Ser

Pro

825

Ser

Thr

Tyr

val

Tyr

905

Ala

Leu

12

Glu

Cys

810

vVal

Ala

Ala

Ser

Phe

890

Ala

Gly

Phe

Gly

795

Lys

Thr

Ile

Gln

Leu

875

Pro

Leu

Tyr

Gly

Gln

Glu

Asp

Gly

860

Ser

Ile

Ala

Met

Lys

Pro

Lys

Leu

845

Phe

Arg

Ala

Asn
925

Gly

Ser

Leu

830

Ser

Asp

Asp

Asp

Glu

910

Val

Ala

Ser

815

Ser

Pro

Lys

Ala

Ile

895

Ile

Glu

PCT/EP02/09454

Val

800

Phe

Thr

Thr

Leu

Thx

880

Arg

Gln

Val

gatcgatteg ctttecgtgag acacttggeg taataccaca cgcgagccge aatgggccge 60
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cttaacgagg
gagcgctgag
tgttegtagt
gcttaaatat
atgtacaagc
ttcatagcgce
cgccagcecte
agtattagtc
atagaattta
tgcgaattge
cgtccatgga
caatgacatt
gcttaatcat
aggcgagagt

ggtgagaccc

<210> 7
<211> 20
<212> PRT

<213>

<220>

<221>

<223>

<400> 7

tagtgggcat
cataataacg
agccatcgtt
cgactgtagce
attacgttca
cgtttecteg
aactgagtca
gctgatttac
caaagtcagg
ttgaatagecg
ggactccgte
acccttgtaa
gctacggata
aagtcggctg

tcgagatce

misc_feature

Oligo 81

atagttéctc
ggagcattcc
cttagaatgc
atataaaaac
aagttagtga
gggggaggaa
cgccatcaga
gcgeegttet
gattcacctt
atgaaaccag
gcatcataca
agtctcaagce
tactctgcat

taacaaattg

Ashbya gossypii

13

cttctgagtt
gtteccgecaa
taaatgtatt
gaacgaagca
ccaatgttgce
gactacttta
tgacgacgga
attgatctga
tgtcecttett
tggtatcagt
agttctcagt
gaacctggecce
teccggagaaa

gtcacgcaaa

agcctgttea
gtataactga
acgcgaatgt
gttggtectg
aaaaagcctt
atttaggcaa
tggatactca
ttggctactt
ggattgaccg
cggctggaat
ttccgaggac
atttaccgta
agtaggagcc

tgccgaactt

PCT/EP02/09454
aagaattttc 120
ctgagctggt 180
atcgatactc 240
gteccttattt 300
tttggaggat 360
gtaaagtctg 420
tctagccgea 480
cggaatgtaa 540
tactttttea 600
ccggtecaatt 660
ctgceccaaca 720
atttgggatg 780
attgtagagg 840
ctttgtccag 200

918

Asp Leu Glu Gly Leu Thr Leu Asp Lys Glu Val Arg His Leu Arg Asp

1

5

Gln Phe Val Thr

<210> 8

20

10

15
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<211> 104
<212> PRT

<213> Ashbya gossypii

<220>

<221> misc_feature

<223> Oligo 81

<400> 8
Tyr Ser Arg
1

Arg Asn Ala

Val Asn Gly
35

Leu Gly Arg
50

Ser Met Asp
65

Ile Ala Ile

Asp Lys Gly

<210> 9

<211> 28098

<212> DNA

Leu

Glu

20

Gln

Ser

Glu

Gln

Glu
100

Thr

Tyr

val

Ser

Leu

Ala

85

Ser

Leu

Ile

Arg

Glu

Thr

70

Ile

Leu

<213> Ashbya gossypii

<220>

<221> CDS

<222>

(716) .. (1957)

Ala

Arg

Leu

Thr

55

Gly

Arg

Thr

Ser

Ser

Arg

40

Glu

Phe

Met

Leu

Ser

Met

25

Leu

Asn

Gln

Lys

14

Thr Met
10

Ile Lys

Tyr Lys

Leu Tyr

Pro Thr

75

Lys Tyr
90

Ala

Pro

Gly

Asp

60

Asp

Gly

Pro

Ser

Asn

45

Ala

Thr

Gln

Thr

Gln

30

vVal

Thr

Thr

Ser

Phe

15

Ile

Ile

Glu

Gly

Lys
95

PCT/EP02/09454

Leu

Thr

Val

Ser

Phe

80

Lys
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<223>

<220>
<221> CDS
<222>

<223>

<220>
<221>

<223>

<400> 9
gtgcagtact

cgtttgttcea
acgacaaatt
tcetggtaag
ctectetgage
tattacatat
atctgecgegt
ttetttegtg
agctacgttg
gctctgtgac
ctcttgegag

atataaacat

gca
Ala

cge
Arg

atc
Ile

gtg
Val
20

atg
Met

gect
Ala
35

gca ttg

(22456)

gga
Gly

ctc
Leu

aat
Asn

aag

..(2839)

misc_feature

Oligo 81

tcatctgegt
gaggcgtatc
gcgggaacgc
atataactgg
ttgcegacge
cacgtgttac
gagggtccge
tecctgeggea
gcgtacacac
tcaaccattc
aatggctatg

ccecttacgeg

gtt
Val

aag
Lys

tgg
Trp

gcc
Ala

gtt
val

999
Gly

ata gga

tgc
Cys

tta
Leu

caa
Gln

gcg

gagaaggggt
t£ctgtagtc
gggccttgece
ggcactcatc
cctgaacttt
aagcagaacc
ctgcecegeta
ggagtcaccc
gtagcgagca
agtcatagtt
agtcactttt

tttegtttgg

ttg
Leu

gca
Ala

ctg
Leu

gag
Glu
25

gag
Glu
40

gaa
Glu

tcec aag

15

tcgggcgeac
aggaactccce
gcatcagagt
gcacacttta
ctgecetgttg
agtctgagta
ctttgtactc
gccccaatag
ccaacagttt
ctgtttttct
tttgattcat

aagatctctc

tca
Ser

tac

Tyr
10

gga
Gly

tat
Tyr

ggt
Gly

cag
Gln

tte
Phe

gat
Asp

cag
Gln

ttt gtg tge

atggttggta
gcccgtecaa
ttgtataaac
cccacgcgge
caagccatca
cggttatgca
aatgtcccac
ttatgctgte
ggtagatcaa
gctagtggtce
gtgataagct

acatceggaa

ctg
Leu

ggc
Gly

gac
Asp
15

gtt
Val
30

gaa
Glu

gta
Val

gct
Ala
45

gcg
Ala

gaa
Glu

gtt gac tgc

PCT/EP02/09454

aatgaaatgc
cgaatgggaa
aagatecgccece
ttgtactgat
cgtgacaaaa
ttggtccata
ttgtgcactt
ttagccgcecet
gccttaccta
tggtagtgta
tgtteggagt
gcaag atg
Met

1

act
Thr

teg
Ser

ttt
Phe

gcg
Ala

gag
Glu

aag
Lys

cgt gag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

718

766

814

862

210
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16
Ala Leu Lys Ile Gly Ala Ser Lys Phe Val Cys Val Asp Cys Arg Glu
50 55 60 65
cag ttc gtg acg gat gtc ttg ttt cct gcg gtg cag gtg aac geg gtg 958
Gln Phe Val Thr Asp Val Leu Phe Pro Ala Val Gln Val Asn Ala Val
70 75 80
tac gaa gat gtt tat cta ctg ggg acg tcg ctt gca cgg ccc gtg att 1006
Tyr Glu Asp Val Tyr Leu Leu Gly Thr Ser Leu Ala Arg Pro Val Ile
85 90 95
gcc aag gca cag atc gac atc gcg gag cag gag cat tgt ttt geg gte 1054
Ala Lys Ala Gln Ile Asp Ile Ala Glu Gln Glu His Cys Phe Ala Val
100 105 110
gct cac gga tgc act ggg aag ggc aac gat cag atc cgg ttt gag ctt 1102
Ala His Gly Cys Thr Gly Lys Gly Asn Asp Gln Ile Arg Phe Glu Leu
115 120 125
gcg tte tac geg ctg aag cca gac gtc cag gtt atc geg cca tgg cgg 1150
Ala Phe Tyr Ala Leu Lys Pro Asp Val Gln Val Ile Ala Pro Trp Arg
130 135 140 145
gac cct gcg ttt ttc gac cgg ttt gca ggt aga aat gac ttg cta gag 1198
Asp Pro Ala Phe Phe Asp Arg Phe Ala Gly Arg Asn Asp Leu Leu Glu .
150 155 160
tgt gcg geca gag aaa cag ata cct gtt gecg cag acc aag gce aaa ccg 1246
Cys Ala Ala Glu Lys Gln Ile Pro Val Ala Gln Thr Lys Ala Lys Pro
165 170 175
tgg tect acc gac gag aac gag gcg cat ata tcg tac gag get gga att 1294
Trp Ser Thr Asp Glu Asn Glu Ala His Ile Ser Tyr Glu Ala Gly Ile
180 185 190
ttg gag gat ccc gat gtc aca cca cecg gca gac atg tgg aag cte acg 1342
Leu Glu Asp Pro Asp Val Thr Pro Pro Ala Asp Met Trp Lys Leu Thr
195 200 205
aca gac ccg ctt cga gca cca agt gag cct gag gac gtg acg ttg gtg 1390
Thr Asp Pro Leu Arg Ala Pro Ser Glu Pro Glu Asp Val Thr Leu Val
210 215 220 225
ttc aag gag ggt gtc ccec act cag atg att tac aag gat gga gag gcg 1438
Phe Lys Glu Gly Val Pro Thr Gln Met Ile Tyr Lys Asp Gly Glu Ala
230 235 240
agc aaa ccg ttg gat att ttt ctt gecg gect tec aaa gtg geog cgt aga 1486
Ser Lys Pro Leu Asp Ile Phe Leu Ala Ala Ser Lys Val Ala Arg Arg
245 250 255
aac ggc gtt ggc aga atc gac atc gtg gaa aac cgt tac atc aac ctg 1534
Asn Gly Val Gly Arg Ile Asp Ile Val Glu Asn Arg Tyr Ile Asn Leu
260 265 270
aag tcg cgt ggc tgc tac gaa cag gca cca ctg aca ctec ctg cge cgg 1582
Lys Ser Arg Gly Cys Tyr Glu Gln Ala Pro Leu Thr Leu Leu Arg Arg
275 280 285
gcc cac gtg tat cte gag ggt ctc acc ctg gac aaa gag gtt cgg cat 1630

Ala His Val Tyr Leu Glu Gly Leu Thr Leu Asp Lys Glu Val Arg His
290 295 300 305
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ttg cgt gac caa ttt gtt acg ccg act tac tet cge cte cte tac aat 1678
Leu Arg Asp Gln Phe Val Thr Pro Thr Tyr Ser Arg Leu Leu Tyr Asn
310 315 320

ggc tcc tac ttt tet cecg gaa tgce gag tat atc cgt agc atg att aag 1726
Gly Ser Tyr Phe Ser Pro Glu Cys Glu Tyr Ile Arg Ser Met Ile Lys
325 330 335

cca tcc caa att acg gta aat ggc cag gtt cgc ttg aga ctt tac aag 1774
Pro Ser Gln Ile Thr Val Asn Gly Gln Val Arg Leu Arg Leu Tyr Lys
340 345 350

ggt aat gtc att gtg ttg ggc agg tce tcg gaa act gag aac ttg tat 1822
Gly Asn Val Ile Val Leu Gly Arg Ser Ser Glu Thr Glu Asn Leu Tyr
355 360 365

gat gcg acg gag tcc tcce atg gac gaa ttg acc gga ttc cag ccg act 1870
Asp Ala Thr Glu Ser Ser Met Asp Glu Leu Thr Gly Phe Gln Pro Thr
370 375 380 385

gat acc act ggt ttec atec gct att caa gca att cgc atg aaa aag tac 1918
Asp Thr Thr Gly Phe Ile. Ala Ile Gln Ala Ile Arg Met Lys Lys Tyr
390 395 400

ggt caa tcc aag aag gac aaa ggt gaa tcc ctg act ttg taaattctat 1967
Gly Gln Ser Lys Lys Asp Lys Gly Glu Ser Leu Thr Leu
405 410

ttacattceg aagtagccaa tcagatcaat agaacggcge gtaaatcagc gactaatact 2027
tgcggctaga tgagtatcca tcegtegtca tctgatggeg tgactcagtt gaggctggceg 2087
cagactttac ttgcctaaat taaagtagtc ttcetecccee cgaggaaacg gcgctatgaa 2147
athtqcaaa aaggettttt gcaacattgg tcactaactt tgaacgtaat gettgtacat 2207

aaataaggac caggaccaac tgettegttc gtttttat atg cta cag tcg ata ttt 2263
Met Leu Gln Ser Ile Phe
415 420

aag cga gta teg ata cat teg cgt aat aca ttt agc att cta aga acg 2311
Lys Arg Val Ser Ile His Ser Arg Asn Thr Phe Ser Ile Leu Arg Thr
425 430 435

atg gct act acg aac aac cag ctc agt cag tta tac ttg gcg gaa cgg 2359
Met Ala Thr Thr Asn Asn Gln Leu Ser Gln Leu Tyr Leu Ala Glu Arg
440 445 450

aat gct ccc gtt att atg cte agce gct cga aaa tte ttt gaa cag cta 2407
Asn Ala Pro Val Ile Met Leu Ser Ala Arg Lys Phe Phe Glu Gln Leu
455 460 465

act cag aag gag aaa cta tat gcec cac tac ctc gtt aag geg gee cat 2455
Thr Gln Lys Glu Lys Leu Tyr Ala His Tyr Leu Val Lys Ala Ala His
470 475 ’ 480

tgc ggc tecg cgt gtg gta tta cgc caa gtg tct cac gaa agec gaa tcg 2503
Cys Gly Ser Arg Val Val Leu Arg Gln Val Ser His Glu Ser Glu Ser
485 490 495 500

atc ttt gat atg tta cta agt atc cat aaa gtg atg gcc ggg cge tac 2551
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Ile Phe Asp Met Leu Leu Ser Ile His Lys Val Met Ala Gly Arg Tyr
505 510 515

cat gaa tca gaa gag aat act ctc ttc tta gag tat act tct caa tte 2599
His Glu Ser Glu Glu Asn Thr Leu Phe Leu Glu Tyr Thr Ser Gln Phe
520 525 530

ctt agc aac ttg ggg aac ttc aat tca ttt ggt gac act aag ttt att 2647
Leu Ser Asn Leu Gly Asn Phe Asn Ser Phe Gly Asp Thr Lys Phe Ile
535 ‘ 540 545

ccg cge tgt acc caa ggg cac ttec ttt tee ctt ttg aaa caa gcc ggc 2695
Pro Arg Cys Thr Gln Gly His Phe Phe Ser Leu Leu Lys Gln Ala Gly
550 555 560

ctc gac aag aaa gcg aag cct gcc act aat gga tgt cca ttt aaa acc 2743
Leu Asp Lys Lys Ala Lys Pro Ala Thr Asn Gly Cys Pro Phe Lys Thr
565 570 575 580

tat aaa gaa tta gtg gag att ggc gtc tat gcc gtt gat gec caa atc 2791
Tyr Lys Glu Leu Val Glu Ile Gly Val Tyr Ala Val Asp Ala Gln Tle
585 590 595

tge aat gct aag ttt ccc gga tet tgg tcg tac gac ggc tta tta ctt 2839
Cys Asn Ala Lys Phe Pro Gly Ser Trp Ser Tyr Asp Gly Leu Leu Leu
600 605 610

taactgcgtt agtaaagccg~acatgcagtt ggttgcagaa - ggaggtcttt gcegeecte 2898

<210> 10
<211> 414
<212> PRT

<213> Ashbya gossypii

<220>

<221> misc_feature

<223> Oligo 81

<400> 10

Met Ala Arg Gly Lys Val Cys Leu Ala Tyr Ser Gly Gly Leu Asp Thr

1 5 10 15

Ser Val Ile Leu Ala Trp Leu Leu Glu Gln Gly Tyr Glu Val Vval Ala
20 : - 25 30

Phe Met Ala Asn Val Gly Gln Glu Glu Asp Phe Gln Ala Ala Glu Glu
35 40 45

Lys Ala Leu Lys Ile Gly Ala Ser Lys' Phe Val Cys Val Asp CYS«Arg{
50 55 ot 60 )
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Glu

65

Val

Ile

Val

Leu

Arg

145

Glu

Pro

Ile

Thr

val

225

Ala

Arg

Leu

Arg

Gln

Tyr

Ala

Ala

Ala

130

Asp

Cys

Trp

Leu

Thr

210

Phe

Ser

Asn

Lys

Ala

290

Phe

Glu

Lys

His

115

Phe

Pro

Ala

Ser

Glu

195

Asp

Lys

Lys

Gly

Ser

275

His

Val
Asp
Ala
100
Gly
Tyr
Ala
Ala
Thr
180
Asp
Pro
Glu
Pro
Val
260

Arg

Val

Thr

Val

85

Gln

Cys

Ala

Phe

Glu

165

Asp

Pro

Leu

Gly

Leu

245

Gly

Gly

Tyr

Asp

70

Tyxr

Ile

Thr

Leu

Phe

150

Lys

Glu

Asp

Arg

Val

230,

Asp

Arg

Cys

Leu

Val

Leu

Asp

Gly

Lys

135

Asp

Gln

Asn

Val

Ala

215

Pro

Ile

Ile

Tyr

Glu

Leu Phe

Leu Gly

Ile Ala
105

Lys Gly
120

Pro Asp

Arg Phe

Ile Pro

Glu Ala
185

Thr Pro
200

Pro Ser

Thr Gln

Phe Leu

Asp Ile
265

Glu Gln
280

Gly Leu

295

19

Pro

Thr

90

Glu

Asn

Val

Ala

Val

170"

Pro

Glu

Met

Ala

250

Val

Ala

Thr

Ala

75

Ser

Gln

Asp

Gln

Gly

155

Ala

Ile

Ala

Pro

Ile

235

Ala

Glu

Pro

Leu

Val

Leu

Glu

Gln

Val

140

Arg

Gln

Ser

Asp

Glu
220

Tyr

Ser

Asn

Leu

Asp
300

Gln
Ala
His
Ile
125
Ile
Asn
Thr
Tyr
Met
205
Asp
Lys
Lys
Arg
Thr

285

Lys

vVal

Arg

Cys

110

Arg

Ala

Asp

Lys

Glu

190

Trp

Val

Asp

val

Tyr
270

Leu

Glu

Asn

Pro

95

Phe

Phe

Pro

Leu

Ala

175

Ala

Lys

Thr

Gly

Ala

255

Ile

Leu

Vval

PCT/EP02/09454

Ala

80

Val

Ala

Glu

Trp

Leu

160

Lys

Gly

Leu

Leu

Glu

240

Arg

Asn

Arg
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His
305

Asn

Lys

Lys

Tyr

Thr

385

Tyr

Leu Arg

Gly Ser

Pro Ser

Gly Asn

355

Asp Ala
370

Asp Thr

Gly Gln

<210> 11

<211> 198

<212> PRT

<213>

<220>

<221>

<223>

<400> 11

Asp

Tyr

Gln

340

Val

Thr

Thr

Ser

Oligo 81

Met Leu Gln Ser

1

Phe

Ser Ile

Leu
20

Leu Tyr Leu Ala

Lys

35

Phe Phe
50

Glu

Gln

Phe

325

Ile

Ile

Glu

Gly

Lys
405

misc_feature

Ile

Arg

Glu

Gln

Phe Vval
310

Ser Pro

Thr Vval

Val Leu

Ser Ser
375

Phe Ile
390

Lys BAsp

Ashbya gossypii

Phe Lys

Thr Met

Thr

Glu

Asn

Gly

360

Met

Ala

Lys

Arg

Ala

Arg Asn Ala

40

Leu Thr Gln

55

Pro

Cys

Gly

345

Arg

Asp

Ile

Gly

Val Ser Ile His Ser

Thr Thr Asn Asn Gln

25

Pro Val Ile Met Leu

Lys Glu Lys Leu Tyr

20

PCT/EP02/09454

Thr Tyr Ser Arg Leu Leu Tyr

Glu

330

Gln

Ser

Glu

Gln

Glu
410

10

315

Tyr

Val

Ser

Leu

Ala

395

Ser

Ile Arg

Arg Leu

Glu Thr

Thr Gly

380

Ile Arg

Leu Thr

60

365

45

320

Ser Met Tle
335

Arg Leu Tyr
350

Glu Asn Leu

Phe Gln Pro

Met Lys Lys
400

Leu

Arg Asn Thr
15

Leu Ser Gln
30

Ser Ala Arg

Ala His Tyr
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Leu Val Lys Ala Ala His Cys Gly Ser Arg Val Val Leu Arg Gln Val
65 70 75 80

Ser His Glu Ser Glu Ser Ile Phe Asp Met Leu Leu Ser Ile His Lys
85 20 95

Val Met Ala Gly Arg Tyr His Glu Ser Glu Glu Asn Thr Leu Phe Leu
100 105 110

Glu Tyr Thr Ser Gln Phe Leu Ser Asn Leu Gly Asn Phe Asn Ser Phe
115 120 125

Gly Asp Thr Lys Phe Ile Pro Arg Cys Thr Gln Gly His Phe Phe Ser
130 135 140

Leu Leu Lys Gln Ala Gly Leu Asp Lys Lys Ala Lys Pro Ala Thr Asn
145 150 155 160

Gly Cys Pro Phe Lys Thr Tyr Lys Glu Leu Val Glu Ile Gly val Tyr
165 170 175

Ala Val Asp Ala Gln Ile Cys Asn Ala Lys Phe Pro Gly Ser Trp Ser
180 185 190

Tyr Asp Gly Leu Leu Leu

195
<210> 12
<211> 139
<212> DNA

<213> Ashbya gossypii

<220>
<221> misc_feature

<223> Oligo 86

<400> 12
gatccggtea gtagccacaa acagcaacgt ctcctgatca acctcgtaga tateccecgeac 60

cttaccacgc gccactaacg gcaggatgcc gcccagetgt gtctgcacta tgectcatttt 120

tgttegeege ccecagate 139
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<210> 13
<211> 39
<212> PRT

<213> Ashbya gossypii

<220>
<221> misc_feature

<223> Oligo 86

<400> 13
Met Ser Ile Val Gln Thr Gln Leu Gly Gly Ile Leu Pro Leu Val Ala
1 5 10 15

Arg Gly Lys Val Arg Asp Ile Tyr Glu Val Asp Gln Glu Thr Leu Leu
20 25 30

Phe Val Ala Thr Asp Arg Ile
35

<210> 14

<211> 1671

<212> DNA

<213> Ashbya gossypii

<220>
<221> CDS
<222> (587)..(1492)

<223>

<220>
<221> misc_feature

<223> Oligo 86

<400> 14
taacccttge cecggtteget gegectgette gegtgettge tgttttegte accgtttcga 60



WO 03/018813

tctacgaaat
tatgettaga
gccttcecta
ctacggcctce
gaaatcatca
tetttttcaa
ggtcgggtgg
gcttgactct

atagcagata

aca
Thr

gtg
Val

cag
Gln

gat
Asp

gtg
val
20

cgg
Arg

act
Thr

gac
Asp

cgg
Arg
aag
Lys

gac
Asp

ggt
Gly

ttg
Leu

aaa
Lys
70

gag
Glu

Lttt
Phe

ggt
Gly

ggt
Gly

cta
Leu
100

gag
Glu

g99
Gly

atc
Ile

gte
vVal

gag
Glu

cag
Gln

cgce
Arg

gag
Glu

tct
Ser

gag
Glu

gag
Glu
150

gag cag ggt

gtgtgcaaca
cgccgcaaac
agtaaggaat
aattaccacg
acagctaaca
ccgttgacaa
ggcagccgceg
ggtctatggce

gtceccatcectg

ctg
Leu

cag
Gln

tac

Tyr

atc
Ile

atc
Ile

teg
Ser
40

ctg
Leu

gtg
val
55

gte
val

gac
Asp

cct
Pro

cta
Leu

cgg
Arg

agc
Ser

ggc
Gly

gag
Glu
25

gcc

Ala

ttg
Leu

cgc
Arg

gat
Asp

ctyg
Leu

agccgaaaaa
ttgtttctet
ttcaactact
aatgcactaa
aatgcctage
tgacgattaa
aaatgtagaa
caatttaaca

gaacgatctg

atc
Ile

ggc
Gly
10

gtt
Val

gat
Asp

tat
Tyr

gat
Asp

acg
Thr

cgg
Arg

aac
Asn

cac
His
75

cta
Leu

gcg
Ala
90

ctc
Leu

gtg
Val

105

gtg
Val

cge
Arg
120

aca
Thr

ggc
Gly
135

tta
Leu

gag
Glu

gcg cac

ggt
Gly

gtg
val

cce
Pro

gat

att
Ile

tac
Tyr

cat
His

ggc
Gly

gag
Glu

ccg
Pro
155

gag aat

ctg
Leu

cag
Gln

gtg
val

ctg
Leu
60

cte

Leu

acg
Thr

caa
Gln

acg
Thy

ctg
Leu
140

atg
Met

ata

23

gcaaaccacc
ttgggcctac
tgtatatcaa
gcagctcage
tttactcctg
gtaacaatgc
tgcacggcag
gcccecatata

ggggcggcga

tta
Leu

ccg
Pro

gag
Glu

acg
Thr
30

ate
Ile
45

atg
Met

tct
Ser

gag
Glu

cgg
Arg

gcg
Ala

tca
Ser

ccce
Pro

tac
Tyr
110

cgg
Arg

tct
Ser

ggc
Gly
125

cta
Leu

gct
Ala

tte
Phe

act
Thr

tca cca

cgcteccactg
tctttgattc
agccttgcta
tgttccectt
tgacaagctg
gtctcgagga
tatgactcca
gacaagatat
acaaaa atg

Met

1

cgt
Arg

gtg
Val
15

gcg
Ala

ttt
Phe

ttg
Leu

ctg
Leu

aat
Asn

gct
Ala

gcg
Ala

ttc
Phe

ttt
Phe
65

tag
Trp

tgt
Cys
80

ccg
Pro

gag
Glu

tac
Tyr

gag
Glu
95

cgc
Arg

ata
Ile

ttg
Leu

cgg
Arg

tgg
Trp

gcc
Ala

aag
Lys

cct
Pro

gcc
Ala

999
Gly
145

tct
Sexr
160

acc
Thr

ccg
Pro

gca cag gct

PCT/EP02/09454
actatctgtt 120
ctggctcaga 180
caattgeccett 240
gttatgaaac 300
ccttcacgtt 360
atttgctcga 420
ggcagcgcga 480
atatagagag 540
agc ata 595
Ser Ile

ggt aag 643
Gly Lys
gtg gct 691
Val Ala

35
atc ccc 739
Ile Pro
50
aaa ttc 787
Lys Phe
ggg ctt 835
Gly Leu
tca cag 883
Ser Gln
cca ctt 931
Pro Leu

115
gag tac 979
Glu Tyr
130
ctg cgt 1027
Leu Arg
aaa gcg 1075
Lys Ala
gca gac 1123
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Glu Gln Gly Ala His Asp Glu Asn Ile Ser Pro Ala Gln Ala Ala Asp
165 170 175

cta att ggg cag gag ctt tgt gac cgc gtg get gcec ttg gca att cge 1171
Leu Ile Gly Gln Glu Leu Cys Asp Arg Val Ala Ala Leu Ala Ile Arg
180 185 190 195

ttg tat tcg aag tgc aag aag tat gcc agg gag cgc gge att att att 1219
Leu Tyr Ser Lys Cys Lys Lys Tyr Ala Arg Glu Arg Gly Ile Ile Ile
200 205 210

gca gac acg aag ttt gag ttt ggc att gat gac aag tca ggc gag att 1267
Ala Asp Thr Lys Phe Glu Phe Gly Ile Asp Asp Lys Ser Gly Glu Ile
215 220 225

gtt ctt gtc gat gag gtec ttg acc cca gat tet tect cgt tte tgg aat 1315
Val Leu Val Asp Glu Val Leu Thr Pro Asp Ser Ser Arg Phe Trp Asn
230 235 240

gct gcg aac tac gaa gtt ggt aag cct cag gat tca tat gat aaa cag 1363
Ala Ala Asn Tyr Glu Val Gly Lys Pro Gln Asp Ser Tyr Asp Lys Gln
245 250 255

ttt ttg cgc aat tgg ctc act age aac aag ttg aat ggt gtc gat ggg 1411
Phe Leu Arg Asn Trp Leu Thr Ser Asn Lys Leu Asn Gly Val Asp Gly
260 265 270 275

gtc agc atg ccc gag gag atc gtg acg cgc acg aag gag aaa tat gtt 1459
Val Ser Met Pro Glu Glu Ile Val Thr Arg Thr Lys Glu Lys Tyr Val
280 285 290
gag gcc tac gaa gca ctt aca ggc gcg aaa tgg taaaatgatg tacttttaaa 1512
Glu Ala Tyr Glu Ala Leu Thr Gly Ala Lys Trp
295 300
atgttaaata attttaagtg ataaatggag atgtgaaatt tatgacctcc atgggttagt 1572

tggggtgcge acatggtacc ttgcatggat atctggtacg tcctgaatac gtttgccact 1632

caccagctce cggggccget tttctactge caactcaaa 1671
<210> 15 [
<211> 302

<212> PRT

<213> Ashbya gossypii

<220>

<221> misc_feature
<223> Oligo 86
<400> 15

Met Ser Ile Val Gln Thr Gln Leu Gly Gly Ile Leu Pro Leu Val Ala
1 5 10 15
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Arg Gly Lys Val Arg Asp Ile Tyr Glu Val Asp Gln Glu Thr Leu Leu
20 25 30

Phe Val Ala Thr Asp Arg Ile Ser Ala Tyr Asp Val Ile Met Ala Asn
35 40 45

Ala Ile Pro Asp Lys Gly Val Leu Leu Thr Arg Leu Ser Glu Phe Trp
50 55 60

Phe Lys Phe Leu Glu Lys Asp Val Arg Asn His Leu Arg Ala Pro Cys
65 70 75 80

Glu Gly Leu Phe Gly Gly Leu Pro Asp Ala Leu Thr Ser Pro Glu Tyr
85 90 95

Arg Ser Gln Leu Glu Gly Arg Ser Leu Leu Val Gln Arg Tyr Arg Leu
100 105 110

Ile Pro Leu Glu Val Ile Val Arg Gly Tyr Ile Thr Gly Ser Ala Trp
115 120 125

Lys Glu Tyr Gln Glu Arg Gly Thr Val His Gly Leu Ala Leu Pro Ala
130 135 140

Gly Leu Arg Glu Ser Glu Glu Leu Pro Glu Pro Met Phe Thr Pro Ser
145 150 155 160

Thr Lys Ala Glu Gln Gly‘Ala Hig Asp Glu Asn Ile Ser Pro Ala Gln
165 170 175

Ala Ala Asp Leu Ile Gly Gln Glu Leu Cys Asp Arg Val Ala Ala Leu
180 185 190

Ala Ile Arg Leu Tyr Ser Lys Cys Lys Lys Tyr Ala Arg Glu Arg Gly
195 200 205

Ile Ile Ile Ala Asp Thr Lys Phe Glu Phe Gly Ile Asp Asp Lys Ser
210 215 220

Gly Glu Ile Val Leu Val Asp Glu Val Leu Thr Pro Asp Ser Ser Arg
225 230 235 240

Phe Trp Asn Ala Ala Asn Tyr Glu Val Gly Lys Pro Gln Asp Ser Tyr
245 250 255
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26
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Asp Lys Gln Phe Leu Arg Asn Trp Leu Thr Ser Asn Lys Leu Asn Gly

260

265

270

Val Asp ‘Gly Val Ser Met Pro Glu Glu Ile Val Thr Arg Thr Lys Glu
275

Lys Tyr Val Glu Ala Tyr Glu Ala Leu Thr Gly Ala Lys Trp

290
<210> 16
<211> 1325
<212> DNA
<213>

<220>
<221>

<223>

<400> 16
gatctcgaac

cagcacatat
gagttgttgg
actacgggag
catatccagg
ttcctggcgg
cggegettta
tgcaaagagc
tttgtcaact
gacgagatcg
gaggtggatc
tcgacagcaa
cgaatcaatt
gccgetggag

ctggagtgeg

Ashbya gossypii

misc_feature

Oligo 162

tggcggatga
tgcacacgaa
ggaagtatgc
atggacagga
tacaccccac
ctgaggcact
cgaacgaatt
atgtggctta
tctacatcte
gagttccgaa
aattccagcg
tatatgttgg
ccagagcgga
aggtatccgg

tegttttegg

280

295

tgcagtccaa
gaatgtagtt
ccccecatcete
cctgatgete
gagttttgtg
gcgcggcaat
ggcgacacgt
ccttgttetg
taaagggctg
acaacagcetg
tcggcacatt
cttgatcaca
agtgctgagc
cggcgtgeac

gaggcaggca

ggactacgct
ttctgtactg
cgggaccttce
cgtgttggtg
gatcctaaag
ggaggtgtgce
gatgtactta
agccaaggdgg
atgcgagegt
gegtcggage
atcaatgatt
cccgecagtcece
agcgcaggga
ggtagaaaca

gcaacatcga

285

300

acatggacaa
gegggtttgg
ctacaacaaa
ggcagctgat
ataaagacag
ttttaaaccc
cggctagcat
catatgaaac
ccaccgttgg
tagaggcgta
ttggcececgag
attttaccat
cgacctataa

ggctgggtgg

ttacagaaag

ggccggggcea
gtcgtccaag
cgegcagggt
tgatatggag
cggtagcaaa
cagcactggce
tcaagagcac
tttgcaaagc
cgagctttce
ctecgecgea
tgttgatggg
gggcggtgtt
agggctttac

gtctagtcte

gttgcaggcg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900
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tgaactctag caaccctgge tcagtaacag acagtttttg cctgaaatgt gtcatttaaa 960
taacagcaga tagtaggtag catacaaaat taattagaga cgtcaattaa tactgcaatt 1020
aggaaactag ggatatcaac tataattatt aaaaacgtcg agtaaaaaga attaattgga 1080
cggtccttga aatagagccg aagaagctga agaagaacag taaatagtga atacgatgag 1140
aaaggcctte aggtgccgcet tttgagtggg tagacataaa gcattttggt ttcttagate 1200
aatcgaaagg aatgtgcgtc cttggatatt ttgatgctct ttttaggtac aggtggactg 1260
ccaaaaaatg gcttgttcge tagectaatg ggtattattg cgtgaccaat ctgecgtagt 1320
cagtt 1325
<210> 17
<211> 294
<212> PRT
<213> Ashbya gossypii
<220> -
4
<221> misc_feature
<223> Oligo 162
<400> 17
Asp Leu Glu Leu Ala Asp Asp Ala Val Gln Gly Leu Arg Tyr Met Asp
1 ©5 10 5 *
Lys Ala Gly Ala Gln His Ile Leu His Thr Lys Asn Val Val Phe Cys
20 25 30
Thr Gly Gly Phe Gly Ser Ser Lys Glu Leu Leu Gly Lys Tyr Ala Pro
35 40 45
His Leu Arg Asp Leu Pro Thr Thr Asn Ala Gln Gly Thr Thr Gly Asp
50 55 60
Gly Gln Asp Leu Met Leu Arg Val Gly Gly Gln Leu Ile Asp Met Glu
65 70 75 80
His Ile Gln Val His Pro Thr Ser Phe Val Asp Pro Lys Asp Lys Asp
85 20 95
Ser Gly Ser Lys Phe Leu Ala Ala Glu Ala Leu Arg Gly Asn Gly Gly



Val

Thr

Val

145

Phe

Gly

Glu

His

Tyr

225

Arg

Lys

Asn

Gln

WO 03/018813

Leu

Arg

130

Ala

vVal

Glu

Leu

Ile

210

Val

Ile

Gly

Arg

Ala
290

<210>

<211>

<212>

<213>

Leu

115

Asp

Tyr

Asn

Leu

Glu

195

Ile

Gly

Asn

Leu

Leu

275

Ala

18

2754

DNA

100

Asn

Val

Leu

Phe

Ser

180

Ala

Asn

Leu

Ser

Tyr

260

Gly

Thr

Pro

Leu

Val

Tyr

165

Asp

Tyr

ASp

Ile

Arg

245

Ala

Gly

Ser

Ser

Thr

Leu

150

Ile

Glu

Ser:

Phe

Thr

230

Ala

Ala

Ser

Ile’

Ashbya gossypii

Thr

Ala

135

Ser

Ser

Tle

Ala

Gly

215

Pro

Glu

Gly

Ser

Gly

120

Ser

Gln

Lys

Gly

Ala

200

Pro

Ala

Val

Glu

Leu
280

105

Arg

Ile

Gly

Gly

val

185

Glu

Ser

Val

Leu

Val

265

Leu

28

Arg

Gln

Ala

Leu

170

Pro

Val

val

Ser
250

Ser

Glu

Phe

Glu

Tyr

155

Met

Lys

Asp

Asp

Phe

235

Ser

Gly

Cys

Thr

His

140

Glu

Arg

Gln

Gln

Gly

220

Thr

Ala

Gly

val

Asn

125

Cys

Thr

Ala

Gln

Phe

205

Ser

Met

Gly

val

Val
285

110

Glu

Lys

Leu

Ser

Leu

190

Gln

Thr

Gly

Thr

His

270

Phe

Leu

Glu

Gln

Thr

175

Ala

Arg

Ala

Gly

Thr

255

Gly

Gly

PCT/EP02/09454

Ala

His

Ser

160

val

Ser

Arg

Ile

val
240

Tyr

Arg

Arg
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<220>
<221> CDS
<222> (264)..(1772)
<223>
<220>
<221> misc_feature
<223> Oligo 162
<400> 18
tcgtggacca tttgtegecac tggcgtgatg tctgtaaaag gaacggttac cgggatcacg 60
ccataccagc tgctcccacg gctcgaaaag tagtacaaat aggtctatag cgacggtgtg 120

cggcggecatc tgetgatttc ggaattcget gtagtcaacg gegetggata caggggcacc 180
attcaggata cccagattta caggaaagct agtcgtatgg acaacttcgce cegtgcagca 240

gtatatttat ttgcatgtga aca atg tta aga ggg cgt agc aag aca gtg ctg 293
Met Leu Arg Gly Arg Ser Lys Thr Val Leu

1 5 10
aca ttg ata ctg tta ctt gta acg gtc aga ctec ctg ttt aat cgc cta 341
Thr Leu Ile Leu Leu Leu Val Thr Val Arg Leu Leu Phe Asn Arg Leu

15 A 20 25
cgt tcg aga ggc cca gaa agc aat cgg agg ata gac atg tect ggt aaa 389
Arg Ser Arg Gly Pro Glu Ser Asn Arg Arg Ile Asp Met Ser Gly Lys
30 35 40
gtt cag cct gtt gtc gtec gtc gga ctg ggt ctt gcc ggt ctg teg act 437
val Gln Pro Val Vval Val Val Gly Leu Gly Leu Ala Gly Leu Ser Thr
45 50 55
ggg gcg cag cta gtc aag aat ggg gtg ccg gtg atc ttg atg gac aag 485
Gly Ala Gln Leu Val Lys Asn Gly Val Pro Val Ile Leu Met Asp Lys
60 65 70
gtt tect gcc atc gge gga aat tcc gtt aag gee tecc age gge ata aac 533
Val Ser Ala Ile Gly Gly Asn Ser Val Lys Ala Ser Ser Gly Ile Asn
75 80 85 90
ggc gat ggt act cag gtg cag gag ctt ctt ggt gtg tat gac tct gct 581
Gly Asp Gly Thr Gln Val Gln Glu Leu Leu Gly Val Tyr Asp Ser Ala
95 100 105
gac tcc tte tac aga gac acc gtt gcg tcg gcg aag ggt gcec ggc gcc 629
Asp Ser Phe Tyr Arg Asp Thr Val Ala Ser Ala Lys Gly Ala Gly Ala
110 115 120

agc gag cta atg gac aag ctt gca agg gac tcc gca ggt gct gta tcg 677

Ser Glu Leu Met Asp Lys Leu Ala Arg Asp Ser Ala Gly Ala Val Ser
125 130 135



WO 03/018813 PCT/EP02/09454
30

tgg ctg cag aat gaa ttt gga gtt aaa ctg gac atec ctt tcg caa ctg 725
Trp Leu Gln Asn Glu Phe Gly Val Lys Leu Asp Ile Leu Ser Gln Leu
140 145 150

gga ggg cat tceg aag gct agg aca cat cgg tcg age agc aac ata ccc 773
Gly Gly His Ser Lys Ala Arg Thr His Arg Ser Ser Ser Asn Ile Pro
155 160 165 170

cca ggg ttt gag atc ata tcg gce atg cge aag aga ctg gag tca gtg 821
Pro Gly Phe Glu Ile Ile Ser Ala Met Arg Lys Arg Leu Glu Ser Val
175 180 185

cag aag gaa aac cca gct ctc gtg aac ttec cgc ttg gag agce aaa gtt 869
Gln Lys Glu Asn Pro Ala Leu Val Asn Phe Arg Leu Glu Ser Lys Val
190 195 200

gtt gat ctc gaa ctg gcg gat gat gca gtc caa gga cta cgc tac atg 917
Val Asp Leu Glu Leu Ala Asp Asp Ala Val Gln Gly Leu Arg Tyr Met
205 210 215

gac aag gcc ggg gca cag cac ata ttg cac acg aag aat gta gtt tte 965
Asp Lys Ala Gly Ala Gln His Ile Leu His Thr Lys Asn val Val Phe
220 225 230

tgt act ggc ggg ttt ggg teg tcc aag gag ttg ttg ggg aag tat gcc 1013
Cys Thr Gly Gly Phe Gly Ser Ser Lys Glu Leu Leu Gly Lys Tyr Ala
235 240 245 250

ccc cat cte cgg gac ctt cct aca aca aac gcg cag ggt act acg gga 1061
Pro His Leu Arg Asp Leu Pro Thr Thr Asn Ala Gln Gly Thr Thr Gly
255 260 265

gat gga‘cag gac ctg atg ctc cgt gtt ggt ggg cag ctg att gat atg 1109
Asp Gly Gln Asp Leu Met Leu Arg Val Gly Gly Gln Leu Ile Asp Met
270 275 280

gag cat atc cag gta cac ccc acg agt ttt gtg gat cct aaa gat aaa 1157
@lu His Ile Gln Val His Pro Thr Ser Phe Val Asp Pro Lys Asp Lys
285 290 295

gac agc ggt agc aaa ttc ctg geg gect gag gca ctg cgc ggc aat gga 1205
Asp Ser Gly Ser Lys Phe Leu Ala Ala Glu Ala Leu Arg Gly Asn Gly
300 305 310

ggt gtg ctt tta aac ccc agc act ggc cgg cge ttt acg aac gaa ttg 1253
Gly Val Leu Leu Asn Pro Ser Thr Gly Arg Arg Phe Thr Asn Glu Leu
315 320 325 330

gcg aca cgt gat gta ctt acg gct agec att caa gag cac tgc aaa gag 1301
Ala Thr Arg Asp Val Leu Thr Ala Ser Ile Gln Glu His Cys Lys Glu
335 340 345

cat gtg gct tac ctt gtt ctg agc caa ggg gca tat gaa act ttg caa 1349
His Vval Ala Tyr Leu Val Leu Ser Gln Gly Ala Tyr Glu Thr Leu Gln
350 355 360

agc ttt gtc aac ttc tac atc tet aaa ggg ctg atg cga gcg tce acc 1397
Ser Phe Val Asn Phe Tyr Ile Ser Lys Gly Leu Met Arg Ala Ser Thr
365 370 375

gtt ggc gag ctt tcc gac gag atc gga gtt ccg aaa caa cag ctg gcg 1445
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Val Gly Glu Leu Ser Asp Glu Ile Gly Val Pro Lys Gln Gln Leu Ala

380 385 390
tcg gag cta gag gcg tac tcc gec gca gag gtg gat caa ttc cag cgt 1493
Ser Glu Leu Glu Ala Tyr Ser Ala Ala Glu Val Asp Gln Phe Gln Arg
395 400 405 410
cgg cac att atc aat gat ttt ggc ccg agt gtt gat ggg tcg aca gca 1541
Arg His Ile Ile Asn Asp Phe Gly Pro Ser Val Asp Gly Ser Thr Ala

415 420 425
ata tat gtt ggc ttg atc aca ccec geca gte cat ttt acc atg ggc ggt 1589
Ile Tyr Val Gly Leu Ile Thr Pro Ala Val His Phe Thr Met Gly Gly
430 435 440
gtt cga atc aat tcc aga gcg gaa gtg ctg agc agc gca ggg acg acc 1637
Val Arg Ile Asn Ser Arg Ala Glu Val Leu Ser Ser Ala Gly Thr Thr
445 450 455

tat aaa ggg ctt tac gecc gct gga gag gta tce ggc ggec gtg cac ggt 1685
Tyr Lys Gly Leu Tyr Ala Ala Gly Glu Val Ser Gly Gly Val His Gly

460 465 470
aga aac agg ctg ggt ggg tct agt ctc ctg gag tgc gtc gtt ttc ggg 1733
Arg Asn Arg Leu Gly Gly Ser Ser Leu Leu Glu Cys Val Val Phe Gly
475 480 485 490
agg cag gca gca aca tcg att aca gaa agg ttg cag gcg tgaactctag 1782
Arg Gln Ala Ala Thr Ser Ile Thr Glu Arg Leu Gln Ala

495 500

caaccctgge tcagtaacag apagtttttg cctgaaatgt gtcatttaaa taacagcaga 1842
tagtaggtag catacaaaat taattagaga cgtcaattaa tactgcaatt aggaaactag 1902
ggatatcaac tataattatt aaaaacgtcg agtaaaaaga attaattgga cggtccttga 1962
aatagagccg aagaagctga agaagaacag taaatagtga atacgatgag aaaggccttc 2022
aggtgccget tttgagtggg tagacataaa gecattttggt ttettagatc aatcgaaagg 2082
aatgtgcgte cttggatatt ttgatgctet ttttaggtac aggtggactg ccaaaaaatg 2142
gcttgttege tagectaatg ggtattattyg cgtgaccaat ctgcegtagt cagttagagg 2202
gattcgtcat ccacagtgtt cttagttttc ctaatcttga aaaacttcac accgctctgg 2262
tgcegectgag gctctgegac aggggcctge accgggegca cgtcattgac gggcacageg 2322
ccgecctcaa gecteggggtt cgtgtcgtac acaategagt ggtccatctg gecategete 2382
ccgtgettgg tgcectggta ctitgagecgec tgctecttgt agtgctgcat ctcaacgtac 2442
tcecttgtgtg cggtccacgc gecggcggatg aaggagatcc cgctgaagaa gaagaccagce 2502
agcgagcacg ccacactgge ccacgcaatc cccatcaget ccggeccgat cttegecteg 2562
cgceccgtegt cgcggaacac gttgcgegec atcacaacaa ccgecgtcectg gcacgccact 2622
gtcgectacgt tgaacacgca cccgatcage accatggtga aaccaccttg gtgaacgagt 2682
tcgagcacca cgtgaacaca cagaacaaaa aacgcaatte gecaatgaaac gacagcgcga 2742
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tccagaagag ca 2754

<210> 19
<211> 503
<212> PRT

<213> Ashbya gossypii

<220>

<221> misc_feature

<223> Oligo 162

<400> 19

Met Leu Arg Gly Arg Ser Lys Thr Val Leu Thr Leu Ile Leu Leu Leu

1 5 10 15

Val Thr Val Arg Leu Leu Phe Asn Arg Leu Arg Ser Arg Gly Pro Glu
20 25 30

Ser Asn Arg Arg Ile Asp Met Sexr Gly Lys Val Gln Pro Val Val Val
35 40 45

Val Gly Leu Gly Leu Ala Gly Leu Ser Thr Gly Ala Gln Leu Val Lys
50 55 60

Asn Gly Val Pro Val Ile Leu Met Asp Lys Val Ser Ala Ile Gly Gly
65 70 75 80

Asn Ser Val Lys Ala Ser Ser Gly Ile Asn Gly Asp Gly Thr Gln Vval
85 ’ 90 95

Gln Glu Leu Leu Gly Val Tyr Asp Ser Ala Asp Ser Phe Tyr Arg Asp
100 105 110

Thr val Ala Ser Ala Lys Gly Ala Gly Ala Ser Glu Leu Met Asp Lys
115 120 125

Leu Ala Arg Asp Ser Ala Gly Ala Val Ser Trp Leu Gln Asn Glu Phe
130 135 140

Gly Val Lys Leu Asp Ile Leu Ser Gln Leu Gly Gly His Ser Lys Ala
145 150 155 160



Arg

Ser

Leu

Asp

His

225

Ser

Pro

Leu

Pro

Leu

305

Ser

Thr

Leu

Ile

Glu

385

Ser

WO 03/018813

Thr

Ala

Val

Asp

210

Ile

Ser

Thr

Arg

Thr

290

Ala

Thr

Ala

Ser

Ser

370

Ile

Ala

Met

Asn

195

Ala

Leu

Lys

Thr

Val

275

Ser

Ala

Gly

Ser

Gln

355

Lys

Gly

Ala

Arg

Arg

180

Phe

vVal

His

Glu

Asn

260

Gly

Phe

Glu

Arg

Ile

340

Gly

Gly

Val

Glu

Ser

165

Lys

Arg

Gln

Thr

Leu

245

Ala

Gly

Val

Ala

Arg

325

Gln

Ala

Leu

Pro

Val
405

Ser

Arg

Leu

Gly

Lys

230

Leu

Gln

Gln

Asp

Leu

310

Phe

Glu

Tyr

Met

Lys

390

Asp

Ser

Leu

Glu

Leu

215

Asn

Gly

Gly

Leu

Pro

295

Arg

Thr

Glu

Arg

375

Gln

Gln

Asn

Glu

Ser

200

Arg

Val

Lys

Thr

Ile

280

Lys

Gly

Asn

Cys

Thr

360

Ala

Gln

Phe

Ile

Ser

185

Lys

Tyxr

Val

Tyr

Thr

265

Asp

Asp

Asn

Glu

Lys

345

Leu

Ser

Leu

Gln

33

Pro

170

Val

Val

Met

Phe

Ala

250

Gly

Met

Lys

Gly

Leu

330

Glu

Gln

Thr

Ala

Arg
410

Pro

Gln

Val

Asp

Cys

235

Pro

Asp

Glu

Asp

Gly

315

Ala

His

Ser

Vval

Ser

395

Arg

Gly

Lys

Asp

Lys

220

Thr

Gly

His

Ser

300

Val

Thr

Val

Phe

Gly

380

Glu

His

Phe

Glu

Leu

205

Ala

Gly

Leu

Gln

Ile

285

Gly

Leu

Arg

Ala

Val

365

Glu

Leu

Ile

Glu

Asn

190

Glu

Gly

Gly

Arg

Asp

270

Gln

Ser

Leu

Asp

Tyr

350

Asn

Leu

Glu

Ile

Ile

175

Pro

Leu

Ala

Phe

Asp

255

Leu

Val

Lys

Asn

val

335

Leu

Phe

Ser

Ala

Asn
415

PCT/EP02/09454

Ile

Ala

Ala

Gln

Gly

240

Leu

Met

Phe

Pro

320

Leu

val

Tyr

Asp

Tyr

400

Asp
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34
Phe Gly Pro Ser Val Asp Gly Ser Thr Ala Ile
420 425
Thr Pro Ala Val His Phe Thr Met Gly Gly Val
435 440
Ala Glu val Leu Ser Ser Ala Gly Thr Thr Tyr
450 455
Ala Gly Glu val Ser Gly Gly Val His Gly Arg
465 470 475
Ser Ser Leu Leu Glu Cys Val Val Phe Gly Arg
485 490
Ile Thr Glu Arg Leu Gln Ala
500
<210> 20
<211l> 1060
<212> DNA
<213> Ashbya gossypii
<220>
<221> misc_feature
<223> Oligo 178
<400> 20
gatcaatttc cggtgectggt ccgecagacaa ggtcgtctta
gaagagcgte acategttgt tggggccctg gttggeggag
gtggttgata ggcatcaagt agaacatcac cgtgaagata
gtactccgtg ccaaggatga ccatctccat cgecctgaag
cgaggacata ccctcagtgt gegtgttcgce tgggaactgg
gtctggeteg ccgaactccg caagctecte tteggtcegge
gaacaacgcg tggtatgcgc ggcagcacac aatccggatc
ccagceegeg tacgcatcca cgatgtatag gtgectegegg
acgctcgegg ttgatcaacc acgtcttcecte cgacgecttg

Tyr Val Gly

430

Ile
445

Arg Asn

Lys Leu

460

Gly

Asn Arg Leu

Gln Ala Ala

ccagtgecge
gagtgcaatg
ccettettea
ttgatttcga
ccegegttee
ctgatcaaca
ttgatgecggt
gtacgcaaga

cggttcactg

PCT/EP02/09454

Leu Ile
Ser Arg
Tyr Ala
Gly Gly

480
Thr Ser
495
tcaagccgaa 60
tcaagacgtt 120
tetcaccage 180
cagtggtctt 240
acacggtgaa 300
tgttggtcat 360
agcgggggte 420
agtctgeggce 480
gaccccacca 540



WO 03/01

8813

aatattgtca gacgacgtgg gctcgtcecac
cttttecceca gagtacgcaa tcaacgecgcce
tagecgcatct tecgtacaaca ccgecggccgg
gctgagccca agctcagcgce ggatcttcte
catagtgaac ttattggcct gctagctcte
acatgccatc tactacgcta gatgcctcta
attacgtcta cttggctgtt tgccgecageg
cgcggectge aacagcgetg tcegctagceac
agtacagcgg tttecgetgtg ctatccegttt
<210> 21
<211> 261
<212> PRT
<213> Ashbya gossypii
<220>
<221> wmisc_feature
<223> Oligo 178
<400> 21
Met Ser Pro Ser Lys Val Tyr Gln
1 5
Glu Leu Gly Leu Ser Ser Gly Val
20
Ala Ala Val Leu Tyr Glu Asp Ala
35 40
Ser Ser Thr Gly Ala Leu Ile Ala
50 55
Ser Pro Lys Asp Lys Arg Ile val
65 70
Ile Trp Trp Gly Pro Val Asn Arg

35

gatccgettg

agtgctggag

cgcattgcgce

ctetggtgtt
ctctgtgtag
tttatacacg
cccagtectcet
aaactacgtce

ttegeccgate

Thr Pro Glu

10

Leu Thr Ile

25

Leu Ala Glu

Tyr Ser Gly

Glu Pro

75

Asp

Lys Ala Ser

tcettaggeg
attgctgtet

cgaatcgtcea

tggtatacct
ctgaagcttg
ccgaagcaca
ggcegttcea

gcggacctat

Glu Lys Ile

Asn
30

Arg Arg

Arg Lys Thr

45

Glu
60

Lys Thr

Thr Ser Ser

Glu Lys Thr

PCT/EP02/09454
accgaccegt 600
tgcgetcege 660
aaacgcccga 720
ttgatggcga 780
tccacttgag 840
aggactgaaa 900
ctgtgttcta 960
ggatgaagca 1020

1060

Arg Ala
15

Ala Pro
Ala TIle
Gly Arg
Asp Asn

80

Trp Leu
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85 - 90 95

Ile Asn Arg Glu Arg Ala Ala Asp Phe Leu Arg Thr Arg Glu His Leu
100 105 110

Tyr Ile Val Asp Ala Tyr Ala Gly Trp Asp Pro Arg Tyr Arg Ile Lys
115 120 125

Ile Arg Ile Val Cys Cys Arg Ala Tyr His Ala Leu Phe Met Thr Asn
130 135 140

Met Leu Ile Arg Pro Thr Glu Glu Glu Leu Ala Glu Phe Gly Glu Pro
145 150 155 160

Asp Phe Thr val Trp Asn Ala Gly Gln Phe Pro Ala Asn Thr His Thr
165 170 175

Glu Gly Met Ser Ser Lys Thr Thr Val Glu Ile Asn Phe Arg Ala Met
180 185 190

Glu Met Val Ile Leu Gly Thr Glu Tyr Ala Gly Glu Met Lys Lys Gly
195 200 205

Ile Phe Thr Val Met Phe Tyr Leu Met Pro Ile Asn His Asn Val Leu
210 215 220
Thr Leu His Ser Ser Ala Asn Gln Gly Pro Asn Asn Asp Val Thr Leu

225 230 235 240

Phe Phe Gly Leu Ser Gly Thr Gly Lys Thr Thr Leu Ser Ala Asp Gln
245 250 255

His Arg Lys Leu Ile
260

<210> 22

<211l> 2240

<212> DNA

<213> Ashbya gossypii

<220>

<221> CDS
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37

<222> (394)..(2016)

<223>

<220>

<221> misc_feature

<223> Oligo 178

<400> 22

ccagcacaaa aaagagccgc gctgctececgg gecageccgccg gcagacggag ccgagcactt 60

accgaaaggce ctttccaaca gcectgctaaat gtgggggatt gattegecatg ctteccecggatce 120

ggcgaaaaac ggatagcaca gcgaaaccgce tgtacttget tcatceccatag gtcecgcgacg 180

tagtttgtgce tagcgacagc gectgttgcag geccgcecgtaga acacagtgga acggccagag 240

actgggcget gcggcaaaca geccaagtaga cgtaatttte agtccttgtg ctteggegtg 300

tataaataga ggcatctage gtagtagatg gcatgtctca agtggacaag cttcagctac 360

acagaggaga gctagcaggc caataagttc act atg tecg cca teca aag gta tac 414
Met Ser Pro Ser Lys Val Tyr
1 5

caa aca cca gag gag aag atc cgc gct gag ctt ggg ctec age tcg gge 462

Gln Thr Pro Glu Glu Lys Ile Arg Ala Glu Leu Gly Leu Ser Ser Gly

10 15 20
gtt ttg acg att cgg cgc aat gcg ccg gecec geg gtg ttg tac gaa gat 510
Val Leu Thr Ile Arg Arg Asn Ala Pro Ala Ala Val Leu Tyr Glu Asp
25 30 35

gcg cta gog gag cgc aag aca gca ate tee age act ggc geg ttg att 558

Ala Leu Ala Glu Arg Lys Thr Ala Ile-Ser Ser Thr Gly Ala Leu Ile

40 45 50 55

gcg tac tct ggg gaa aag acg ggt cgg tcg cct aag gac aag cgg atce 606

Ala Tyr Ser Gly Glu Lys Thr Gly Arg Ser Pro Lys Asp Lys Arg Ile

60 65 70
gtg gac gag ccc acg tcg tct gac aat att tgg tgg ggt cca gtg aac 654
Val Asp Glu Pro Thr Ser Ser Asp Asn Ile Trp Trp Gly Pro Val Asn
75 80 85
cgc aag gcg tcg gag aag acg tgg ttg atc aac cge gag cgt gecc gea 702
Arg Lys Ala Ser Glu Lys Thr Trp Leu Ile Asn Arg Glu Arg Ala Ala
90 95 100
gac ttc ttg cgt acc cge gag cac cta tac atc gtg gat gcg tac gcg 750
Asp Phe Leu Arg Thr Arg Glu His Leu Tyr Ile Val Asp Ala Tyr Ala
105 110 115

ggc tgg gac ccc cgc tac cge atc aag atc cgg att gtg tgc tge cge 798

Gly Trp Asp Pro Arg Tyr Arg Ile Lys Ile Arg Ile Val Cys Cys Arg

120 125 130 135
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gca tac cac gcg ttg tte atg acc aac atg ttg atc agg ccg acc gaa 846
Ala Tyr His Ala Leu Phe Met Thr Asn Met Leu Ile Arg Pro Thr Glu
140 145 150

gag gag ctt gcg gag ttc ggc gag cca gac ttc acc gtg tgg aac gcg 894
Glu Glu Leu Ala Glu Phe Gly Glu Pro Asp Phe Thr Val Trp Asn Ala
155 160 165

ggc cag ttc cca gcg aac acg cac act gag ggt atg tcc tcg aag acc 942
Gly Gln Phe Pro Ala Asn Thr His Thr Glu Gly Met Ser Ser Lys Thr
170 175 180

act gtc gaa atc aac ttc agg gecg atg gag atg gtc atc ctt ggc acg 990
Thr Val Glu Ile Asn Phe Arg Ala Met Glu Met Val Ile Leu Gly Thr
185 190 195

gag tac gct ggt gag atg aag aag ggt atc ttc acg gtg atg ttc tac 1038
Glu Tyr Ala Gly Glu Met Lys Lys Gly Ile Phe Thr vVal Met Phe Tyr
200 205 210 215

ttg atg cct atc aac cac aac gtc ttg aca ttg cac tcec teec gec aac 1086
Leu Met Pro Ile Asn His Asn Val Leu Thr Leu His Ser Ser Ala Asn
220 225 230

cag ggc ccc aac agce gat gtg acg cte ttec tte ggec ttg age gge act 1134
Gln Gly Pro Asn Ser Asp Val Thr Leu Phe Phe Gly Leu Ser Gly Thr
235 240 245

ggt aag acg acc ttg tct gcg gac cag cac cgg aaa ttg ate gge gac 1182
Gly Lys Thr Thr Leu Ser Ala Asp Gln His Arg Lys Leu Ile Gly Asp
250 255 260

gac gag cac tgc tgg tct gac tac ggt gtg ttec aac ata gaa ggt ggg 1230
Asp Glu His Cys Trp Ser Asp Tyr Gly Val Phe Asn Ile Glu Gly Gly
265 270 275

tgc tac gcc aag tgt atc ggc cta age ggg gag aag gag ccg gaa atc 1278
Cys Tyr Ala Lys Cys Ile Gly Leu Ser Gly Glu Lys Glu Pro Glu Ile
280 285 290 295

ttc aat gca atc aag tac ggc tct gtt ttg gag aac gtg gtec tac gac 1326
Phe Asn Ala Ile Lys Tyr Gly Ser Val Leu Glu Asn Val Val Tyr Asp
300 305 310

cca gta acg cgt gtc gtg gac tat gag gac tct tcg atc acc gag aac 1374
Pro Val Thr Arg Val Val Asp Tyr Glu Asp Ser Ser Ile Thr Glu Asn
315 320 325

aca cgt tgc gcg tac cca att gag tac atc cca agc gcg cag att cca 1422
Thr Arg Cys Ala Tyr Pro Ile Glu Tyr Ile Pro Ser Ala Gln Ile Pro
330 335 340

tge ttg tec gag aac cat cct tet aac atc gtt cta ttg acc tge gat 1470
Cys Leu Ser Glu Asn His Pro Ser Asn Ile Val Leu Leu Thr Cys Asp
345 350 355

gce tca ggt gtg ttg cca cect gtg tee cgt ttg acg ccg gag cag gtg 1518
Ala Ser Gly Val Leu Pro Pro Val Ser Arg Leu Thr Pro Glu Gln Val
360 365 370 375

atg tac cac ttc atc tcg gge tac acc tcc aag atg gcec ggt act gag 1566
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Met Tyr His Phe Ile Ser Gly Tyr Thr Ser Lys Met Ala Gly Thr Glu
380 385 390

cag gga gtc act gag cct gag gct acec tte tet tce tge tte gge cag 1614
Gln Gly Val Thr Glu Pro Glu Ala Thr Phe Ser Ser Cys Phe Gly Gln
395 400 405

cca ttc cta gecc cta cat cca atg aaa tac gct acg atg ttg gct gaa 1662
Pro Phe Leu Ala Leu His Pro Met Lys Tyr Ala Thr Met Leu Ala Glu
410 415 420

aag atg tcg cag cat aac gect age gcc tgg ttg att aac acg ggc tgg 1710
Lys Met Ser Gln His Asn Ala Ser Ala Trp Leu Ile Asn Thr Gly Trp
425 430 435

act ggc tcec teg tat acg gee gge ggt aag cge tgt cca ttg aag tac 1758
Thr Gly Ser Ser Tyr Thr Ala Gly Gly Lys Arg Cys Pro Leu Lys Tyr
440 445 450 455

acc cgt gct atc ttg gac tcg atc cat gac gga acc ttg gece cag gct 1806
Thr Arg Ala Ile Leu Asp Ser Ile His Asp Gly Thr Leu Ala Gln Ala
460 465 470

gaa tac gag acc cta ccc gtc ttt ggt ttg tcec att cca aaa gcg gte 1854
Glu Tyr Glu Thr Leu Pro Val Phe Gly Leu Ser Ile Pro Lys Ala Val
475 480 485

gag ggc gtg cca gct gag ttg cta aac cct gce aag aac tgg gtc gag 1902
Glu Gly Val Pro Ala Glu Leu Leu Asn Pro Ala Lys Asn Trp Val Glu
490 495 500

ggc gaa ggc aag tac gct agc gecc gtg teg get ttg gece tceg aag tte 1950
Gly Glu Gly Lys Tyr Ala Ser Ala Val Ser Ala Leu Ala Ser Lys Phe
505 510 515

aca gag aac ttt aag atc tat cag gac cag gcc aca gag gag gtt gtc 1998
Thr Glu Asn Phe Lys Ile Tyr Gln Asp Gln Ala Thr Glu Glu Val Val

520 525 530 535

cge get gge cca caa ata tgagatgcga ccatatagtg gtttcaggga 2046
Arg Ala Gly Pro Gln Ile

540

tetgagtectt ccggacccta tttataaggt aaaatactat atgtaataaa taacatatte 2106
ttgagaaact gcctgcectca tecggecgeggt gtcactagge geccgagggg gccgtaacca 2166

cagtttgcag tcatgcgggg tggtggcate gtagtcgtag tggtgtgtge tgttccagea 2226

gcaggcttet cact 2240
<210> 23
<211> 541

<212> PRT

<213> Ashbya gossypii
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<220>

<221> misc_feature
<223> Oligo 178
<400> 23

Met Ser Pro Ser Lys Val Tyr Gln Thr Pro Glu Glu Lys Ile Arg Ala
1 5 10 15

Glu Leu Gly Leu Ser Ser Gly Val Leu Thr Ile Arg Arg Asn Ala Pro
20 25 30

Ala Ala Val Leu Tyr Glu Asp Ala Leu Ala Glu Arg Lys Thr Ala Ile
35 40 45

Ser Ser Thr Gly Ala Leu Ile Ala Tyr Ser Gly Glu Lys Thr Gly Arg
50 55 60

Ser Pro Lys Asp Lys Arg Ile Val Asp Glu Pro Thr Ser Ser Asp Asn
65 70 75 80

Ile Trp Trp Gly Pro Val Asn Arg Lys Ala Ser Glu Lys Thr Trp Leu
85 90 95

Ile Asn Arg Glu Arg Ala Ala Asp Phe Leu Arg Thr Arg Glu His Leu
100 105 110

Tyr Ile Val Asp Ala Tyr Ala Gly Trp Asp Pro Arg Tyr Arg Ile Lys
115 120 125

Ile Arg Ile Val Cys Cys Arg Ala Tyr His Ala Leu Phe Met Thr Asn
130 135 140

Met Leu Ile Arg Pro Thr Glu Glu Glu Leu Ala Glu Phe Gly Glu Pro
145 150 155 160

Asp Phe Thr Val Trp Asn Ala Gly Gln Phe Pro Ala Asn Thr His Thr
165 170 175

Glu Gly Met Ser Ser Lys Thr Thr Val Glu Ile Asn Phe Arg Ala Met
180 185 190

Glu Met Val Ile Leu Gly Thr Glu Tyr Ala Gly Glu Met Lys Lys Gly
195 200 205

Ile Phe Thr Val Met Phe Tyr Leu Met Pro Ile Asn His Asn Val Leu



Thr

225

Phe

His

Val

Gly

Leu

305

Asp

Ile

Ile

Arg

Ser

385

Phe

Tyr

Trp

Lys

WO 03/018813

210

Leu

Phe

Arg

Phe

Glu

290

Glu

Ser

Pro

Val

Leu

370

Lys

Ser

Ala

Leu

Arg
450

Gly

Lys

Asn

275

Lys

Asn

Ser

Ser

Leu

355

Thr

Met

Ser

Thr

Ile

435

Cys

Ser

Leu

Leu

260

Ile

Glu

Val

Ile

Ala

340

Leu

Pro

Ala

Cys

Met

420

Asn

Pro

Ser

Ser

245

Ile

Glu

Pro

val

Thr

325

Gln

Thr

Glu

Gly

Phe

405

Leu

Thr

Leu

Ala

230

Gly

Gly

Gly

Glu

Tyr
310

Glu'

Ile

cys

Gln

Thr

390

Gly

Ala

Gly

Lys

215

Asn

Thr

Asp

Gly

Ile

295

Asp

Asn

Pro

Asp

Val

375

Glu

Gln

Glu

Trp

Tyr
455

Gln

Gly

Asp

Cys

280

Phe

Pro

Thr

Cys

Ala

360

Met

Gln

Pro

Lys

Thr

440

Thr

Gly

Lys

Glu

265

Tyr

Asn

val

Arg

Leu

345

Ser

Tyr

Gly

Phe

Met

425

Gly

Arg

41

Pro

Thxr

250

Ala

Ala

Thr

Cys

330

Ser

Gly

His

val

Leu

410

Ser

Ser

Ala

Asn

235

Thr

Cys

Lys

Ile

Arg

315

Ala

Glu

vVal

Phe

Thr

395

Ala

Gln

Ser

Ile

220

Ser

Leu

Txp

Cys

Lys

300

Val

Tyr

Asn

Leu

Ile

380

Glu

Leu

His

Tyr

Leu
460

Asp

Ser

Ser

Ile

285

Tyr

val

Pro

His

Pro

365

Ser

Pro

His

Asn

Thr

445

Asp

Val

Ala

Asp

270

Gly

Gly

Asp

Ile

Pro

350

Pro

Gly

Glu

Pro

Ala

430

Ala

Ser

Thr

Asp

255

Tyr

Leu

Ser

Tyr

Glu

335

Ser

Val

Tyr

Ala

Met

415

Ser

Gly

Ile

PCT/EP02/09454

Leu

240

Gln

Gly

Ser

Val

Glu

320

TYyTr

Asn

Ser

Thr

Thr

400

Lys

Ala

Gly

His
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Asp Gly Thr Leu Ala Gln Ala Glu Tyr Glu Thr Leu Pro Val Phe Gly
465 470 475 480
Leu Ser Ile Pro Lys Ala Val Glu Gly Val Pro Ala Glu Leu Leu Asn
485 490 495
Pro Ala Lys Asn Trp Val Glu Gly Glu Gly Lys Tyr Ala Ser Ala Val
500 505 510
Ser Ala Leu Ala Ser Lys Phe Thr Glu Asn Phe Lys Ile Tyr Gln Asp
515 ‘ 520 525
Gln Ala Thr Glu Glu Val Val Arg Ala Gly Pro Gln Ile
530 535 540
<210> 24
<211> 1058
<212> DNA
<213> Ashbya gossypii
<220>
<221> misc_feature
<223> 0Oligo 64
<400> 24
tcaccaaaag ggtgctcaag tttgtcctce ggaaccggaa gacagectte gttagtttca 60
tcteecggetg ggtggtttca ataacgtagt ctttggacaa tcaaacccgt taatctacce 120
tggagctteg gtttatgaag aggagagaga agtctagcgg caaaagaagc tcaatttaaa 180
atagagattt gtgtttgcca ctacgatgtt cagccgcgca tteccagatac attegtetgg 240
cacgatgaaa taaccgccga agtctcctca cgtgattatt acgtaacata ctttcegggt 300
ctcgaggatg cagtagtaca ccccgaaata atgctacatt agtcacgtgg agatactgca 360
gaagttgaag aagacaacgg ctttctccac tactacatct acgaacagca aggatcatge 420
aagctgttga tcggacgcag tttgcgecac ttaagaatga cttgatgtta agggctgcga 480
ggggtgaaga tgttgaacga cctcegtget ggatcatgcg gcaagcaggt cggtacttac 540
ccgaatacca tgacgtgaag ggtggcegtg acttctttga aacctgecgt gatgetgaaa 600
tagcttcgga aatcacgcett cagcccgtaa ggagatacge aggccttttg gacgctgcaa 660
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ttatcttcte
agggcaaggg
tagagtacga
cgcggcaaaa
tgctagtcta
ttcacaaacg

agtttttggc

<210> 25

<211l> 206
<212> PRT

<213>

<220>

<221> misc
<223> O0Olig
<400> 25

Phe Ala Pro
1

Asp Val Glu

Glu
35

Leu Pro

Cys Arg

50

Asp

Arg Ala

65

Tyxr

val Ile Pro

Gly Pro His

ggatattctg
ccegeactte
agtggatgtg
getggecgge
catgaccgag
tccagaactt

gcagcaggtt

Ashbya gossypii

_feature

o 64

Leu Lys

Arg Pro

20

Tyr His

Ala Glu

Gly Leu

Gln Ala

85

Phe
100

Pro

Asn

Pro

Asp

Ile

Leu

70

Met

Glu

gtgatteccge
cécgagccac
ctgcgtgage
gatgtgecte
ggaggtggcet
gcgecataaac

gtagctggtt

Asp Leu

Cys Trp

Val Lys

40

Ala
55

Ser
Asp Ala
Gly

Met

Pro Leu

43

aggcgatggg
tcecggaccac
tcgactggge
tetteggcett
cgcgtetgtt
tactgcagaa

gccagatc

Met Leu

10

Arg

Ile
25

Met Arg

Gly Gly Arg

Glu Ile Thr

Ala Ile Ile

75

Val
90

Arg Glu

Arg Thr Thr

105

gatgcgegta
cgagcaactg
tttcegggee
ctgtggaggg
ccgetttgee

aatcactgac

Ala Ala Arg

Gln Ala Gly

Phe
45

Asp Phe

Leu Gln

60

Pro

Phe Ser Asp

Met Leu Glu

Glu Gln Leu

110

PCT/EP02/09454
gagatgctgg 720
atgaaggtgc 780
atcacactaa 840
ccctggacat 900
aaagaatgga 960
gttgcaattg 1020

1058

Gly Glu
15

Arg Tyr
Glu Thr
Val Arg
Ile Leu

80

Gly Lys
95

Met Lys
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Val Leu Glu Tyr Glu Val Asp Val Leu Arg Glu Leu Asp Trp Ala Phe
115 120 125

Arg Ala Ile Thr Leu Thr Arg Gln Lys Leu Ala Gly Asp Val Pro Leu
130 135 140

Phe Gly Phe Cys Gly Gly Pro Trp Thr Leu Leu Val Tyr Met Thr Glu
145 150 155 160

Gly Gly Gly Ser Arg Leu Phe Arg Phe Ala Lys Glu Trp Ile His Lys
165 170 175

Arg Pro Glu Leu Ala His Lys Leu Leu Gln Lys Ile Thr Asp Val Ala
180 185 190

Ile Glu Phe Leu Ala Gln Gln Val Val Ala Gly Cys Gln Ile
195 200 205

<210> 26

<211> 1905

<212> DNA

<213> Ashbya gossypii

<220>
<221l> CDS
<222> (612) .. (1712)

<223>

<220>

<221> misc_feature

<223> Oligi 64

<400> 26
cctttaccect atccaacaaa taatcgtgta ccttgtcatt tgcatgcgac gecgtacggat 60
gcgggtattg tgtgatgatc tccaaatcca accaggcatc tgcaagcatc tgegcataat 120

tatagtctga tggcaatgta aagtggtacc taaagtggtc ccacacataa agagttgtga 180

tcaccaaata tgtgatcacc aaaagggtgc tcaagtttgt cctccecggaac cggaagacag 240
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cctteogttag tttcatctce ggetgggtgg tttcaataac gtagtetttg gacaatcaaa 300
cccgttaatc taccctggag ctteggttta tgaagaggag agagaagtct agcggcaaaa 360
gaagctcaat ttaaaataga gatttgtgtt tgccactacg atgttcagcc gcgcattcca 420
gatacattcg tctggcacga tgaaataacc gccgaagtct cctcacgtga ttattacgta 480
acatactttc cgggtctcga ggatgcagta gtacaccccg aaataatgct acattagtca 540
cgtggagata ctgcagaagt tgaagaagac aacggcttte tccactacta catctacgaa 600
cagcaaggat c atg caa gct gtt gat cgg acg cag ttt gecg cca ctt aag 650
Met Gln Ala Val Asp Arg Thr Gln Phe Ala Pro Leu Lys
1 5 10
aat gac ttg atg tta agg gct gcg agg ggt gaa gat gtt gaa cga cct 698
Asn Asp Leu Met Leu Arg Ala Ala Arg Gly Glu Asp Val Glu Arg Pro
15 20 25
ccg tge tgg atc atg cgg caa gca ggt cgg tac tta ccec gaa tac cat 746
Pro Cys Trp Ile Met Arg Gln Ala Gly Arg Tyr Leu Pro Glu Tyr His
30 35 40 45
gac gtg aag ggt ggc cgt gac ttc ttt gaa acc tgc cgt gat gct gaa 794
Asp Val Lys Gly Gly Arg Asp Phe Phe Glu Thr Cys Arg Asp Ala Glu
50 55 60
ata gct tcg gaa atc acg ctt cag ccc gta agg aga tac gca ggc ctt 842
Ile Ala Ser Glu Ile Thr Leu Gln Pro Val Arg Arg Tyr Ala Gly Leu '
65 70 75
ttg gac gct gea att ate ttc teg gat att ctg gtg att ccg cag gcg 890
Leu Asp Ala Ala Ile Ile Phe Ser Asp Ile Leu Val Ile Pro Gln Ala
80 85 90
atg ggg atg cgc gta gag atg ctg gag ggc aag ggc ccg cac ttc ccc 938
Met Gly Met Arg Val Glu Met Leu Glu Gly Lys Gly Pro His Phe Pro
95 100 105
gag cca ctc cgg acc acc gag caa ctg atg aag gtg cta gag tac gaa 986
Glu Pro Leu Arg Thr Thr Glu Gln Leu Met Lys Val Leu Glu Tyr Glu
110 115 120 125
gtg gat gtg ctg cgt gag ctc gac tgg gct ttec cgg gecc atc aca cta 1034
Val Asp Val Leu Arg Glu Leu Asp Trp Ala Phe Arg Ala Ile Thr Leu
130 135 140
acg cgg caa aag ctg gcc ggce gat gtg cct ctc ttc ggc tte tgt gga 1082
Thr Arg Gln Lys Leu Ala Gly Asp Val Pro Leu Phe Gly Phe Cys Gly
145 150 155
ggg ccc tgg aca ttg cta gtc tac atg acc gag gga ggt ggc tcg cgt 1130
Gly Pro Trp Thr Leu Leu Val Tyr Met Thr Glu Gly Gly Gly Ser Arg
160 165 170
ctg ttc cge ttt gee aaa gaa tgg att cac aaa cgt cca gaa ctt gcg 1178
Leu Phe Arg Phe Ala Lys Glu Trp Ile His Lys Arg Pro Glu Leu Ala
175 180 185
cat aaa cta ctg cag aaa atc act gac gtt gca att gag ttt ttg gcg 1226
His Lys Leu Leu Gln Lys Ile Thr Asp Val Ala Ile Glu Phe Leu Ala
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190 195 200 205
cag cag gtt gaa gct ggt tgc cag atc ctg cag ttg ttc gaa agt tgg 1274
Gln Gln Val Glu Ala Gly Cys Gln Ile Leu Gln Leu Phe Glu Ser Trp
210 215 220
ggt ggc gag ctg tce ctt gecec gac ttg gac gaa ttt tcg ctg ceg tac 1322
Gly Gly Glu Leu Ser Leu Ala Asp Leu Asp Glu Phe Ser Leu Pro Tyr
225 230 235
ttg aag caa att gcg gct gce gtt ccg gca cgt tta cge gaa tta ggce 1370
Leu Lys Gln Ile Ala Ala Ala Val Pro Ala Arg Leu Arg Glu Leu Gly
240 245 250
att act gaa gat gtc cca atg acg gtt ttt gcc aag gge tecg tgg tat 1418
Ile Thr Glu Asp Val Pro Met Thr Val Phe Ala Lys Gly Ser Trp Tyr
255 260 265
gct cta gac aag ctc tgc gac geca ggce tat aac acc gtt tcc cte gac 1466
Ala Leu Asp Lys Leu Cys Asp Ala Gly Tyr Asn Thr Val Ser Leu Asp
270 275 280 285
tgg ctg tgg gat cct gcec gag gec gtt cgt atc aac aac gge aga gtc 1514
Trp Leu Trp Bsp Pro Ala Glu Ala Val Arg Ile Asn Asn Gly Arg Val
290 295 300
acc cta cag ggc aat ctg gac ccg acc gtc atg tat ggt tcc gat gag 1562
Thr Leu Gln Gly Asn Leu Asp Pro Thr Val Met Tyr Gly Ser Asp Glu
305 310 315
act atc acc aag aag act gag gca atg atc aaa gga ttc ggt ggt ggc 1610
Thr Ile Thr Lys Lys Thr Glu Ala Met Ile Lys Gly Phe Gly Gly Gly
320 325 330
aaa aaa cag tac atc gtc‘aat ttc ggt cac gga acg cac cct ttec atg’ 1658
Lys Lys Gln Tyr Ile Val Asn Phe Gly His Gly Thr His Pro Phe Met
335 340 345
gac cca gag aag ata cgc cat ttt ctt gag gaa tgc cac aga atc ggg 1706
Asp Pro Glu Lys Ile Arg His Phe Leu Glu Glu Cys His Arg Ile Gly
350 355 360 365
aag atg taaccttctg gaagtagaag agcacattat caggtcaata gcatcattat 1762

Lys Met

gtattatttt agacgctagt tgaactccaa tatttttgat catgtgagcg tatgacggge 1822

cactttacca cgcctagcaa aaatgttcgc ggttgttcecta ccgatcataa accacttcac 1882

cgttcggaga agcacttttg atc 1905
<210> 27

<211l> 367

<212> PRT

<213> Ashbya gossypii
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<220>

<221>

<223>

<400>

misc_feature

oligi 64

27

Met Gln Ala

1

Met

Ile

Gly

Glu

65

Ala

Arg

Arg

Leu

Lys

145

Thr

Phe

Leu

Leu

Met

Gly

50

Ile

Ile

Val

Thr

Arg

130

Leu

Leu

Ala

Gln

Arg

Arg

35

Arg

Thr

Ile

Glu

Thr

115

Glu

Ala

Leu

Lys

Lys
195

Val

Ala

20

Gln

Asp

Leu

Phe

Met

100

Glu

Leu

Gly

Val

Glu

180

Ile

Asp

Ala

Ala

Phe

Gln

Ser

85

Leu

Gln

Asp

Asp

Tyr

165

Trp

Thr

Arg

Arg

Gly

Phe

Pro

70

Asp

Glu

Leu

Trp

vVal

150

Met

Ile

Asp

Thr

Gly

Arg

Glu

55

Val

Ile

Gly

Met

Ala

135

Pro

Thr

His

val

Gln

Glu

Tyr

40

Thr

Arg

Leu

Lys

Lys

120

Phe

Leu

Glu

Lys

Ala
200

Phe

Asp

25

Leu

Cys

Arg

Val

Gly

105

Val

Arg

Phe

Gly

Arg

185

Ile

47

Ala

10

Val

Pro

Arg

Tyr

Ile

90

Pro

Leu

Ala

Gly

Gly

170

Pro

Glu

Pro

Glu

Glu

Asp

Ala

75

Pro

His

Glu

Ile

Phe

155

Gly

Glu

Phe

Leu

Arg

Tyr

Ala

60

Gly

Gln

Phe

Tyr

Thr

140

Cys

Ser

Leu

Leu

Lys

Pro

His

45

Glu

Leu

Ala

Pro

Glu

125

Leu

Gly

Arg

Ala

Ala
205

Asn

Pro

30

Asp

Ile

Leu

Met

Glu

110

Val

Thr

Gly

Leu

His

190

Gln

Asp

15

Cys

Val

Ala

Asp

Gly

95

Pro

Asp

Arg

Pro

Phe
175

Lys

Gln
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Leu

Trp

Lys

Ser

Ala

80

Met

Leu

val

Gln

Trp

160

Arg

Leu

Val
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Glu

Leu

225

Ile

Asp

Lys

Asp

Gly

305

Lys

Tyr

Lys

Ala Gly

210

Ser Leu

Ala Ala

Val

Leu

Pro

290

Asn

Lys

Ile

Ile

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>
atctgctgeg gecggatgte aacatccagg agcttggaaa tctgegtegt gegetgggec 60

Pro

Cys
275

Ala

Leu

Thr

val

Arg

355

28
972

DNA

Cys

Ala

Ala

Met

260

Asp

Glu

Asp

Glu

Asn
340

Gln

Asp

Val

245

Thr

Ala

Ala

Pro

Ala

325

Phe

Phe

Ile

Leu
230

Pro

Val

Gly

Val

Thr

310

Met

Gly

Leu

Ashbya gossypii

misc_feature

Oligo 125

28

Leu

215

Asp

Ala

Phe

Tyr

Arg

295

Val

Ile

His

Glu

Gln

Glu

Arg

Ala

Asn

280

Ile

Met

Lys

Gly

Glu
360

Leu

Phe

Leu

Lys

265

Thr

Asn

Tyr

Gly

Thr

345

Cys

48

Phe

Ser

Arg

250

Gly

Val

Asn

Gly

Phe

330

His

His

Glu

Leu

235

Glu

Ser

Ser

Gly

Ser

315

Gly

Pro

Arg

Ser

220

Pro

Leu

Trp

Leu

Arg

300

Asp

Gly

Phe

Ile

Trp

Tyr

Gly

Tyr

Asp

285

Val

Glu

Gly

Met

Gly
365

Gly

Leu

Ile

Ala

270

Trp

Thr

Thr

Lys

Asp

350

Lys

Gly

Lys

Thr

255

Leu

Leu

Leu

Ile

Lys

335

Pro

Met
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Glu

Gln

240

Glu

Asp

Trp

Gln

Thr

320

Gln

Glu

tctagtttee cgecgecgtt agtgagcaat atgaagggta tgcagttggc aggtccagca 120
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gcctgagege
tgtcaaacac
gcgagaagcg
gtcggcaact
gagctcagcc
atttactata
ttcgacagag
tgcgtgaccg
cacgcttgea
ggctgctgge
acgatgcagc
cagcactccce
ctgcgtggec
aacgcgaggc

gatgtacgga

<210> 29

<211> 147
<212> PRT

<213>

ctcggcecgea
aaacccgacg
gagcattgcet
gcgttegect
tcegteageg
caggaacaag
tagtgcaggg
acaatcagca
agcgtggtte
acctgagggt
gccattagga
cgcctaccag
ggaatatgtg
tcaaacccat

tc

Ashbya gossypii

<220>

<221> misc_feature
<223> O0Oligo 125
<400> 29

cccggaatgg
tectgtagaga
gtgctgggeg
gcgaggcgga
acgtgeggea
tgtttctagt
cgcctgecetg
gccetggegg
tggtcacgceg
cccattgetg
aaattgtagt
gtgcctggta
cgacagtagt

gccgettgaa

49

gcttttegece
ggcgcctgat
agctgectte
attttattgt
gagccacttg
agtgtcggga
tteggaccct
gcgtgagecg
ctggtccgga
ttccagcagg
gcgtgeggeg
catatcaaga
ggcagcgaga

aagcaggtac

gtggaggagg
acgctgtagg
gcgaatgggg
gtgtcatatc
gcgcgtgaac
tgtcatctcce
aaccctttta
atctgttcga
cacgaggcac
gcctggacaa
acaaactcgg
cctgetctge
gctgagctaa

tecttegecge

PCT/EP02/09454

acgccgtcga
cacttgagtg
tetgtgttcece
tegecggegt
tgggagcgcet
ggtatcectc
gtgaagtcac
cgacctcagg
gctcgacaat
ggtccceccac
gagcaggggg
gacgtcactg
taccaggtac

ctctaccgaa

Asp Pro Tyr Ile Phe Gly Arg Gly Gly Glu Glu Tyr Leu Leu Phe Lys

1

5

10

15

Arg His Gly Phe Glu Pro Arg Val Val Pro Gly Ile Ser Ser Ala Leu

20

25

30

Ala Ala Thr Thr Vval Ala His Ile Pro Ala Thr Gln Gln Arg Arg Arg

35

40

45

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
960

972
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Ala Gly Leu Asp Met Tyr Gln Ala Pro Gly Arg Arg Gly Val Leu Pro
50 55 60
Pro Ala Pro Glu Phe Val Ala Ala Arg Thr Thr Ile Phe Leu Met Ala
65 70 75 80
Leu His Arg Val Gly Asp Leu Val Gln Ala Leu Leu Glu Gln Gln Trp
85 20 95
Asp Pro Gln Val Pro Ala Ala Ile Val Glu Arg Ala Ser Cys Pro Asp
100 105 110
Gln Arg Val Thr Arg Thr Thr Leu Ala Ser Val Pro Glu Val Val Glu
115 120 125
Gln Ile Gly Ser Arg Pro Pro Gly Leu Leu Ile Val Gly His Ala Val
130 135 140
Thr Ser Leu
145
<210> 30
<211> 2455
<212> DNA
<213> Ashbya gossypii
<220>
<221> CDS
<222> (275) ..(2023)
<223>
<220>
<221> misc_feature
<223> O0ligo 125
<400> 30
ggtcgcaatg gaataataag gttgtatata gttattctgc cccacttecga tgccctgagg 60

ttttcggecga tgagcagtaa aaaagctcga tcaggccatc agcacgtgac tagtacaaag 120
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ccacagctgt ggggttggtce aagcttatga tcagcgeecge tcaaggatga atcacaagcg 180
actgtggcca gatcctataa agagatatat acgcccggga agatggaggg cgttttgtgg 240

ggtccatgct gtgattettt aaagggtgac atcg atg ggc cgt gaa gga gtg ccg 295
Met Gly Arg Glu Gly Val Pro
1 5

cta att geg tet ttg aac get agc aat gaa gtc atg cta ctg gtg ggg 343
Leu Ile Ala Ser Leu Asn Ala Ser Asn Glu Val Met Leu Leu Val Gly
10 15 20

aca ggc gga tca ggg cga gtg gtec agt cga ctg agg ggg ttg ctt aat 391
Thr Gly Gly Ser Gly Arg Val Val Ser Arg Leu Arg Gly Leu Leu Asn
25 30 35

aca ggt gca cag tgc att‘gtg gta cag ccc tcg aac age aaa ctc gtg 439
Thr Gly Ala Gln Cys Ile Val Val Gln Pro Ser Asn Ser Lys Leu Val
40 45 50 55

gcg caa cta tat cgg gaa ttt geg g9g gag ccg ctg ctc cgg atc tta 487
Ala Gln Leu Tyr Arg Glu Phe Ala Gly Glu Pro Leu Leu Arg Ile Leu
: 60 65 70

gat cgg gcg ttt geca ttg gaa gac ctg acg acc cta ggg agg tac gag 535
Asp Arg Ala Phe Ala Leu Glu Asp Leu Thr Thr.Leu Gly Arg Tyr Glu
75 80 85

gcc age aat gtg gtg gat cgg gta ttt ctg acg ccg ggt cac agt gct 583
Ala Ser Asn Val Val Asp Arg Val Phe Leu Thr Pro Gly His Ser Ala
920 95 100

gat gag ata tta cag gecc cat gcg gtg tac cgg cag tge ate aaa ctg - 631
Asp Glu Ile Leu Gln Ala His Ala Val Tyr Arg Gln Cys Ile Lys Leu
105 110 115

cgc att ccc atc aac acg agc caa €gg ccg gaa ctt teg acce ttt teg 679
Arg Ile Pro Ile Asn Thr Ser Gln Arg Pro Glu Leu Ser Thr Phe Ser
120 125 130 135

ctg ccg tca acc tac agg gac Ccg aaa ggc tcc ggg ttg cag gtg gec 727
Leu Pro Ser Thr Tyr Arg Asp Pro Lys Gly Ser Gly Leu Gln Val Ala
140 145 150

gtc act act gat ggc cge gge tgc gta ctg gcec aac aga atc aga cgt 775
Val Thr Thr Asp Gly Arg Gly Cys Val Leu Ala Asn Arg Ile Arg Arg
155 160 165

gaa att gtg agc aag ctg cct gece aat atc tcc gag gta gtc agc aac 823
Glu Ile Val Ser Lys Leu Pro Ala Asn Ile Ser Glu val Vval Ser Asn
170 175 180

atg ggt cgg ctg cgg gac tgc ata acc aca cgt gac cat gcg gaa ttg 871
Met Gly Arg Leu Arg Asp Cys Ile Thr Thr Arg Asp His Ala Glu Leu
185 190 195

ctc cag acg gtt gac tta gag tce gag ctc gag acc atg ggc atc ctg 219
Leu Gln Thr Val Asp Leu Glu Ser Glu Leu Glu Thr Met Gly Ile Leu
200 205 210 215

ccc gat gag gac caa tgg gcg tcg cac cgc ttt aat aag ctg gtc cag 967
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Pro Asp Glu Asp Gln Trp Ala Ser His Arg Phe Asn Lys Leu Val Gln
220 225 230

gag ttt cgg atg aag gag tcc gac cag cga ctc aag cgg ctc cgg tgg 1015
Glu Phe Arg Met Lys Glu Ser Asp Gln Arg Leu Lys Arg Leu Arg Trp
235 240 245

cte tec cag ata atg gag tac tac cct ttg agc gag cta geg gat gtg 1063
Leu Ser Gln Ile Met Glu Tyr Tyr Pro Leu Ser Glu Leu Ala Asp Val
250 255 260

tcec gtt gac aaa ctg ttg gat gag cag act gga gcc gecg tgt tet gga 1111
Ser Val Asp Lys Leu Leu Asp Glu Gln Thr Gly Ala Ala Cys Ser Gly
265 270 275

acg aca gcg aca acc gga gcc gea tce gtg act ggg gcec aca gag gac 1158
Thr Thr Ala Thr Thr Gly Ala Ala Ser Val Thr Gly Ala Thr Glu Asp
280 285 290 295

acg gct gct gag cct get gag ggg gtg gca tec gat age tet gge gct 1207
Thr Ala Ala Glu Pro Ala Glu Gly Val Ala Ser Asp Ser Ser Gly Ala
300 305 310

€gc gac cta gca cge agt gee gea gge tee ate gca ctt gtt gge agt 1255
Arg Asp Leu Ala Arg Ser Ala Ala Gly Ser Ile Ala Leu Val Gly Ser
315 320 325

ggc cct gge tce cte tce atg cte acg cta ggc gca cte agc gag att 1303
Gly Pro Gly Ser Leu Ser Met Leu Thr Leu Gly Ala Leu Ser Glu Ile
330 335 340

aag tcc gca gac ctt gtc ctc gca gac aag ctg gtt ccg caa gag gtg 1351
Lys Ser Ala Asp Leu Val Leu Ala Asp Lys Leu Val Pro Gln Glu val
345 350 355

atg aat aca att cca gecg ggec act gag acc ttc atc gcc aga aag ttc 1398
Met Asn Thr Ile Pro Ala Gly Thr Glu Thr Phe Ile Ala Arg Lys Phe
360 365 370 375

Ccg ggc aat gcg gag cge gca cag gaa gag cta gecc gaa aag gct cta 1447
Pro Gly Asn Ala Glu Arg Ala Gln Glu Glu Leu Ala Glu Lys Ala Leu
380 385 390

gcc geg ctt cgg gag gga aag agg gtt gtg cge ttg aaa cag ggc gat 1495
Ala Ala Leu Arg Glu Gly Lys Arg Val Val Arg Leu Lys Gln Gly Asp
395 400 405

ccg tac atec ttc ggt aga ggc gge gaa gag tac ctg ctt ttc aag cgg 1543
Pro Tyr Ile Phe Gly Arg Gly Gly Glu Glu Tyr Leu Leu Phe Lys Arg
410 415 420

cat ggg ttt gag cct cgc gtt gta cct ggt att agc tca gct cte get 1591
His Gly Phe Glu Pro Arg Val Val Pro Gly Ile Ser Ser Ala Leu Ala
425 430 435

gcc act act gte gca cat att ceg gee acg cag cgt gac gtc gca gag 1639
Ala Thr Thr Val Ala His Ile Pro Ala Thr Gln Arg Asp Val Ala Glu
440 445 450 455

cag gtc ttg ata tgt acc ggc act ggt agg cgg gga gtg ctg ccc cct 1687
Gln Val Leu Ile Cys Thr Gly Thr Gly Arg Arg Gly Val Leu Pro Pro
460 465 470
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get cce gag ttt gte gecc geca cge act aca att ttec cta atg gcg ctg 1735
Ala Pro Glu Phe Val Ala Ala Arg Thr Thr Ile Phe Leu Met Ala Leu
475 480 485
cat cgt gtg ggg gac ctt gtc cag gcc ctg ctg gaa cag caa tgg gac 1783
His Arg Val Gly Asp Leu Val Gln Ala Leu Leu Glu Gln Gln Trp Asp
490 495 500
cct cag gtg cca geca gcc att gtec gag cgt gec tcg tgt ccg gac cag 1831
Pro Gln Val Pro Ala Ala Ile Val Glu Arg Ala Ser Cys Pro Asp Gln
505 510 515
cgc gtg acc aga acc acg ctt geca age gtg cct gag gtc gte gaa cag 1879
Arg Val Thr Arg Thr Thr' Leu Ala Ser Val Pro Glu Val Val Glu Gln
520 525 530 535
atc ggc tea cge ccg cca ggg ctg ctg att gte ggt cac gca gtg act 1927
Ile Gly Ser Arg Pro Pro Gly Leu Leu Ile Val Gly His Ala Val Thr
540 545 550
tca cta aaa ggg tta ggg tcc gaa cag gca ggc gcc ctg cac tac tct 1975
Ser Leu Lys Gly Leu Gly Ser Glu Gln Ala Gly Ala Leu His Tyr Ser
555 560 565
gtc gaa gag gga tac gga gat gac atc ccg aca cta cta gaa aca ctt 2023
vVal Glu Glu Gly Tyr Gly Asp Asp Ile Pro Thr Leu Leu Glu Thr Leu
570 575 580
gttcctgtat agtaaatage gctcccagtt cacgcgecaa gtggetetge cgcacgtege 2083
tgacggaggc tgagctcacg ccggcgagat atgacacaca ataaaattcc gcctecgcagg 2143
cgaacgcagt tgccgacgga acacagaccc cattcgcgaa ggcagctcge ccagcacagce 2203
aatgctcege ttctcgecac tcaagtgect acagegtate aggcgectet ctacagacgt 2263
cgggtttgtg tttgacatcg acggcgtcct cctccacgge gaaaagccca ttcecgggtge 2323
ggccgaggeg ctcaggetge tggaccgcca acgcatacce ttcatattge tcactaacgg 2383
cggcgggaaa ctagaggccc agcgcacgac gcagatttce aagctcetgg atgttgacat 2443
ccggeecgcag ca 2455
<210> 31
<211> 583
<212> PRT
<213> Ashbya gossypii
<220>
<221> misc_feature
<223> Oligo 125
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<400> 31

Met Gly Arg Glu Gly Val Pro Leu Ile Ala Ser Leu Asn Ala Ser Asn
1 5 10 15

Glu Val Met Leu Leu Val Gly Thr Gly Gly Ser Gly Arg Val Val Ser
20 25 30

Arg Leu Arg Gly Leu Leu Asn Thr Gly Ala Gln Cys Ile Val Val Gln
35 40 45

Pro Ser Asn Ser Lys Leu Val Ala Gln Leu Tyr Arg Glu Phe Ala Gly
50 55 60

Glu Pro Leu Leu Arg Ile Leu Asp Arg Ala Phe Ala Leu Glu Asp Leu
65 70 75 80

Thr Thr Leu Gly Arg Tyr Glu Ala Ser Asn Val Val Asp Arg Val Phe
85 90 95

Leu Thr Pro Gly His Ser Ala Asp Glu Ile Leu Gln Ala His Ala Val
100 105 110

Tyr Arg Gln Cys Ile Lys Leu Arg Ile Pro Ile Asn Thr Ser Gln Arg
115 120 125

Pro Glu Leu Ser Thr Phe Ser Leu Pro Ser Thr Tyr Arg Asp Pro Lys
130 135 140

Gly Ser Gly Leu Gln Val Ala Val Thr Thr Asp Gly Arg Gly Cys Val
145 150 155 160

Leu Ala Asn Arg Ile Arg Arg Glu Ile Val Ser Lys Leu Pro Ala Asn
165 170 ‘175

Ile Ser Glu Val Val Ser Asn Met Gly Arg Leu Arg Asp Cys Ile Thr
180 185 190

Thr Arg Asp His Ala Glu Leu Leu Gln Thr Val Asp Leu Glu Ser Glu
195 200 205

Leu Glu Thr Met Gly Ile Leu Pro Asp Glu Asp Gln Trp Ala Ser His
210 215 220

Arg Phe Asn Lys Leu Val Gln Glu Phe Arg Met Lys Glu Ser Asp Gln
225 230 235 240



Arg

Leu

Thr

Val

Ala

305

Ser

Leu

Lys

Thr

Glu

385

Val

Glu

Gly

Thr

Arg

465

Thr
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Leu

Ser

Gly

Thr

290

Ser

Ile

Gly

Leu

Phe

370

Leu

Arg

Tyr

Ile

Gln

450

Arg

Ile

Lys

Glu

Ala

275

Gly

Asp

Ala

Ala

Val

355

Ile

Ala

Leu

Leu

Ser

435

Arg

Gly

Phe

Arg

Leu

260

Ala

Ala

Ser

Leu

Leu

340

Pro

Ala

Glu

Lys

Leu

420

Ser

Asp

Val

Leu

Leu

245

Ala

Cys

Thr

Ser

val

325

Ser

Gln

Arg

Lys

Gln

405

Phe

Ala

val

Leu

Met
485

Arg

Asp

Ser

Glu

Gly

310

Gly

Glu

Glu

Lys

Ala

390

Gly

Lys

Leu

Ala

Pro

470

Ala

Trp

val

Gly

Asp

295

Ala

Ser

Ile

vVal

Phe

375

Leu

Asp

Arg

Ala

Glu

455

Pro

Leu

Leu

Ser

Thr

280

Thr

Arg

Gly

Lys

Met

360

Pro

Ala

Pro

His

Ala

440

Gln

Ala

His

Ser

val

265

Thr

Ala

Asp

Pro

Ser

345

Asn

Gly

Ala

Tyr

Gly

425

Thr

Val

Pro

Arg

55

Gln

250

Asp

Ala

Ala

Leu

Gly

330

Ala

Thr

Asn

Leu

Ile

410

Phe

Thr

Leu

Glu

Val
490

Ile

Lys

Thr

Glu

Ala

315

Ser

Asp

Ile

Ala

Arg

395

Phe

Glu

Val

Ile

Phe

475

Gly

Met

Leu

Thr

Pro

300

Arg

Leu

Leu

Pro

Glu

380

Glu

Gly

Pro

Ala

Cys

460

vVal

Asp

Glu

Leu

Gly

285

Ala

Ser

Ser

val

Ala

365

Arg

Gly

Arg

Arg

His

445

Thr

Ala

Leu

Tyr

Asp

270

Ala

Glu

Ala

Met

Leu

350

Gly

.Ala

Lys

Gly

val

430

Ile

Gly

Ala

Val

TyY

255

Glu

Ala

Gly

Ala

Leu

335

Ala

Thr

Gln

Arg

Gly

415

val

Pro

Thr

Arg

Gln
495

PCT/EP02/09454

Pro

Gln

Ser

val

Gly

320

Thr

Asp

Glu

Glu

val

400

Glu

Pro

Ala

Gly

Thr

480

Ala
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Leu Leu Glu Gln Gln Trp Asp Pro Gln Val Pro
500 505
Arg Ala Ser Cys Pro Asp Gln Arg Val Thr Arg
515 520
Val Pro Glu Val Val Glu Gln Ile Gly Ser Arg
530 535
Tle Val Gly His Ala Val Thr Ser Leu Lys Gly
545 550 555
Ala Gly Ala Leu His Tyr Ser Val Glu Glu Gly
565 570
Pro Thr Leu Leu Glu Thr Leu
580
<210> 32
<211> 447
<212> DNA
<213> Ashbya gossypii
<220>
<221> misc_feature
<223> Oligo 107
<400> 32
gccgcgatat aattaagaaa cggttggaat cggcagaact
cagtatcagt accagcccac ctccatgata ttagtgagca
cgataactct tgggtcgtge tatttagtec tcagggcacc
gagacagggg gctgccaaga ttgcagctat tggaccaaca
caatgccact ccaccaatat taacgagccc taaacctgag
aataaaagat tatttggcag cgtctcctat gggcaattag
atagctttat acttatgaaa tggtgcagaa cacgcatgtg
agtctatgat caaataacaa atatttt

Ala Ala Ile

510

Thr Thr

525

Leu

Pro Pro

540

Gly

Leu Gly Ser

Tyr Gly Asp

agaggttgaa
gcctttgaac
aatgaactgc
actgcgcaat
ccctegaget

ttggagggca

ttcacgttac

PCT/EP02/09454

Val Glu

Ala Ser

Leu Leu

Glu Gln

560

Asp Ile

575

gagataatca 60
gtgtgttcac 120
ttccectact 180
atctacttga 240
tgtacaatgc 300
ctatgtatgt 360
cagtttatgg 420
447



WO 03/018813

57
<210> 33
<21l> 69
<212> PRT

<213> Ashbya gossypii

<220>
<221> misc_feature

<223> Oligo 107

<400> 33

PCT/EP02/09454

Glu Arg Val Phe Thr Asp Asn Ser Trp Val Val Leu Phe Ser Pro Gln

1 5 10

15

Gly Thr Asn Glu Leu Leu Pro Leu Leu Arg Gln Gly Ala Ala Lys Ile

20 25

30

Ala Ala Ile Gly Pro Thr Thr Ala Gln Tyr Leu Leu Asp Asn Ala Thr

35 40

45

Pro Pro Ile Leu Thr Ser Pro Lys Pro Glu Pro Ser Ser Leu Tyr Asn

50 55

Ala Ile Lys Asp Tyr
65

<210> 34

<211> 1626

<212> DNA

<213> Ashbya gossypii

<220>
<221> CDS
<222> (250) ..(1035)

<223>

60
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<220>
<221> misc_feature
<223> O0Oligo 107
<400> 34
tecacccttgg gatccgetga ctggctactg taattctatg tagtggatta gtacgataag 60
ttacttttgt atgatagatg taatcacatc tggctattaa aatgactcag ccgaggtaaa 120
tctaacgtce cttcacaagg gtgttcctgt gtggacttcc gectgaattt ttatagatat 180
atagatactc tactcatgaa caacctgcaa ccgaataagc attagtgcca ggagaagaga 240
accgtggaa atg ggg caa gta gaa aaa atc ata ttc ctt aag aat aag aca 291
Met Gly Gln Val Glu Lys Ile Ile Phe Leu Lys Asn Lys Thr
1 5 10
gta cca gag gac cat tac gag acg att ttt gaa tcg aat ggc ttc cag 339
Val Pro Glu Asp His Tyr Glu Thr Ile Phe Glu Ser Asn Gly Phe Gln
15 20 25 30
act cac ttt gta ccc ata ata acc cat gaa cac ctg cca gat gag gtt 387
Thr His Phe Val Pro Ile Ile Thr His Glu His Leu Pro Asp Glu Val
35 40 45
cgec ggt cga cta tcec gac gcg aat tac atg aaa agg ttg aat tgt ttg L; 435
Arg Gly Arg Leu Ser Asp Ala Asn Tyr Met Lys Arg Leu Asn Cys Leu
50 55 60
gtg gta acc tct cag agg act gtg gag tgt ctc tat gag gac gtt ctg 483
Val Val Thr Ser Gln Arg Thr Val Glu Cys Leu Tyr Glu Asp Val Leu
65 70 75
ccc tect ctt cca get gaa gca cge aaa tet ctt ctc aat acg cca gta 531
Pro Ser Leu Pro Ala Glu Ala Arg Lys Ser Leu Leu Asn Thr Pro Val
80 85 90
tte gtg gtt ggg cgt gcec act cag gaa ttt atg gag aga tgc gge ttt 579
Phe Val Vval Gly Arg Ala Thr Gln Glu Phe Met Glu Arg Cys Gly Phe
95 100, 105 110
acg gac gtg aga ggg gga tct gag act ggt aat ggc gtt ttg cta gcg 627
Thr Asp Val Arg Gly Gly Ser Glu Thr Gly Asn Gly Val Leu Leu Ala
115 120 125
gag tta atg tta aat atg atc cag aag ggc gat atc agc tcc tcg gga 675
Glu Leu Met Leu Asn Met Ile Gln Lys Gly Asp Ile Ser Ser Ser Gly
130 135 140
act ttt ctg ctg ctec gtg ggc gag atc cgc cgc gat ata att aag aaa 723
Thr Phe Leu Leu Leu Val Gly Glu Ile Arg Arg Asp Ile Ile Lys Lys
145 150 155
cgg ttg gaa tcg geca gaa cta gag gtt gaa gag ata atc acg tat cgt 771
Arg Leu Glu Ser Ala Glu Leu Glu Val Glu Glu Ile Ile Thr Tyr Arg
160 165 170

acc agc cca ctc cat gat att agt gag cgc ttt gaa cgt gtg ttc acc 819
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Thr Ser Pro Leu His Asp Ile Ser Glu Arg Phe Glu Arg Val Phe Thr
175 180 185 190
gat aac tct tgg gtc gtg cta ttt agt cct cag ggc acc aat gaa ctg 867
Asp Asn Ser Trp Val Val Leu Phe Ser Pro Gln Gly Thr Asn Glu Leu
195 200 205
ctt cecc cta ctg aga cag ggg gct gcc aag att geca gect att gga cca 915
Leu Pro Leu Leu Arg Gln Gly Ala Ala Lys Ile Ala Ala Ile Gly Pro
210 215 220
aca act gcg caa tat cta ctt gac aat gcc act cca cca ata tta acg 963
Thr Thr Ala Gln Tyr Leu Leu Asp Asn Ala Thr Pro Pro Ile Leu Thr
225 230 235
agc cct aaa cct gag ccc tcg age ttg tac aat gca ata aaa gat tat 1011
Ser Pro Lys Pro Glu Pro Ser Ser Leu Tyr Asn Ala Ile Lys Asp Tyr
240 245 250
ttg gca gcg tct cct atg ggc aat tagttggagg gecactatgta tgtatagett 1065
L,eu Ala Ala Ser Pro Met Gly Asn
255 260
tatacttatg aaatggtgca gaacacgcat gtgttcacgt taccagttta tggagtctat 1125
gatcaaataa caaatatttt atcgcgctgg tatatgtgca caacttccac cactttgtcece 1185
ttctecgttge tatagatctec tgectttgga tatattaaat agccgcecgeceg caaagagatc 1245
aactgaatcg agaatactaa atggtcgcct actattacag aacggecgcct gecgttaatt 1305
gaccagtcag ggctgttgcet gaactcgaca atatatgtca atggttccct tteccatcacce 1365
cactgcgtag acaagttgca cacttctaca tcaattgtga ccgcatcccce cacatgtaat 1425
acttcgtgge ttgtggcaga caagcgaaca ctgaatagct gtttgatgga tggaagatgce 1485
actgggacaa ttaacgtatt gggttggata ctaaaccgtg tttgtcggga gagaactcta 1545
tgccagaage taataacttg agatagctac caaaccgggt caagatctca gaatcactaa 1605
tgggacgagg agaggtcatt c 1626
<210> 35
<21l> 262
<212> PRT
<213> Ashbya gossypii
<220>
<221> misc_feature
<223> 0Oligo 107
<400> 35



Met

Glu

Phe

Arg

Thr

65

Leu

Val

val

Met

Leu

145

Glu

Pro

Ser

Leu

Ala

225

Lys

WO 03/018813

Gly

Asp

Val

Leu

50

Ser

Pro

Gly

Arg

Leu

130

Leu

Ser

Leu

Trp

Leu

210

Gln

Pro

Gln

His

Pro

35

Ser

Gln

Ala

Arg

Gly

115

Asn

Leu

Ala

His

val

195

Arg

Tyxr

Glu

Val

Tyxr

20

Ile

Asp

Arg

Glu

Ala

100

Gly

Met

Val

Glu

Asp

180

vVal

Gln

Leu

Pro

Glu

Glu

Ile

Ala

Thr

Ala

85

Thr

Ser

Ile

Gly

Leu

165

Ile

Leu

Gly

Leu

Ser
245

Lys

Thr

Thr

Asn

Val

70

Arg

Gln

Glu

Gln

Glu
150

Glu

Ser

Phe

Ala

Asp

230

Ser

Ile

Ile

His

Tyr

55

Glu

Lys

Glu

Thr

Lys

135

Ile

val

Glu

Ser

Ala

215

Asn

Leu

Ile

Phe

Glu

40

Met

Cys

Ser

Phe

Gly

120

Gly

Arg

Glu

Arg

Pro

200

Lys

Ala

Tyr

Phe

Glu

25

His

Lys

Leu

Leu

Met

105

Asn

Asp

Arg

Glu

Phe

185

Gln

Ile

Thr

Asn

60

Leu

10

Ser

Leu

Arg

Tyr

Leu

S0

Glu

Gly

Ile

Asp

ITle

170

Glu

Gly

Ala

Pro

Ala
250

Lys

Asn

Pro

Leu

Glu

75

Asn

Arg

val

Ser

Ile

155

Ile

Arg

Thr

Ala

Pro

235

Ile

Asn

Gly

Asp

Asn

60

Asp

Thr

cys

Leu

Ser

140

Ile

Thr

Val

Asn

Ile

220

Ile

Lys

Lys

Phe

Glu

45

Cys

Val

Pro

Gly

Leu

125

Ser

Lys

Tyr

Phe

Glu

205

Gly

Leu

Asp

Thr

Gln

30

Val

Leu

Leu

Val

Phe

110

Ala

Gly

Lys

Arg

Thr

190

Leu

Pro

Thr

TyTr

Val

15

Thr

Arg

Vval

Pro

Phe

95

Thr

Glu

Thr

Arg

Thr

175

Asp

Leu

Thr

Ser

Leu
255

PCT/EP02/09454

Pro

His

Gly

Val

Ser

80

vVal

Asp

Leu

Phe

Leu

160

Ser

Asn

Pro

Thr

Pro

240

Ala
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Ala Ser Pro Met Gly Asn

<210> 36

<211> 368

<212> DNA

<213> Ashbya gossypii
<220>

<221> misc_feature
<223> 0Oligo 136
<400> 36

gatctcccat gtgtccaccg
accaggtgtc accttcttgt
gaatagataa taaactatat
gttgecgetge tegtecgtgg
ctcgteegeg ctetegacge
cgtcatgececc tgcgcggagg
atgaaagt

<210> 37

<211> 30

<212> PRT

<213> Ashbya gossypii
<220>

<221> misc_feature
<223> Oligo 136
<400> 37

260

gtggtggtgce
ccagcaagca
acgcacgtaa
gctccagcecg
acgcgcecgcet

cececgegtec

61

ctccctagag
gtagatgctg
tggaaagttg
cgggaacceg
cgacttgtea

gcagagectt

ctattggagg
teegegegec
agaaactact
agcagctcca
aacaggccgt

gttgaaaagt

PCT/EP02/09454
gtaaggacct 60
tgcecggectt 120
atatgcgcct 180
tgatgcggta 240
gctgattcag 300
gtegttgecg 360

368

Ile Ser His Val Ser Thr Gly Gly Gly Ala Ser Leu Glu Leu Leu Glu

1

5

10

15
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Gly Lys Asp Leu Pro Gly Val Thr Phe Leu Ser Ser Lys Gln
20 25 30
<210> 38
<211> 2000
<212> DNA
<213> Ashbya gossypii
<220>
<221> CDS
<222> (447)..(1790)
<223>
<220>
<221> misc_feature
<223> Oligo 136
<400> 38
ctgcagcacg tggtcctgcec ggtttecgcag ttcgecgcac agctccecgca ccgecatgta 60
ccgaagatct acatcctect getecgegata gegecatcacg caccgecagceg cgctctcecat 120
ctcegtetee atccttgecge ttgcccgtat ctgccaacaa gccgtcecaga acgeccgetge 180
ttagtacgag ctegtcacgt gcgactgcca gettectgtt ctgtggaage cggettctceco 240
cctggetttt tececgtagecat gacgecgggg ctcaccagag aacgagdaag aatttccagt 300
tggcgagcac aggccaggcg ggctcectac gggtaccgtg gggcgagcaa ggcagggcaa 360
tgatgcaata agcgcaggcc ggcacgcaat tgagcgagca acgtgcacga ggatttttet 420
gggggcgaaa aaagcgagta taaagg atg ggc cgg tcg tgg ggt ctg ctec tgg 473
Met Gly Arg Ser Trp Gly Leu Leu Trp
1 5
atg gcg tgc ttg ctg tac ggc gtg ttc aca gag tgt cge aga tct tca 521
Met Ala Cys Leu Leu Tyr Gly Val Phe Thr Glu Cys Arg Arg Ser Ser
10 15 20 25
cag cac gca cac aca gga aaa atg tcg cta tce tet aag cta aca gtc 569
Gln His Ala His Thr Gly Lys Met Ser Leu Ser Ser Lys Leu Thr val
30 35 40
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aag gac ctg agc ctt gcg ggc aaa cgc gtg ttec atc cge gtg gac ttce 617
Lys Asp Leu Ser Leu Ala Gly Lys Arg Val Phe Ile Arg Val Asp Phe
45 50 55
aac gtg ccg cta gac ggg aag acg atc acg tcg aac cag cgc att gtg 665
Asn Val Pro Leu Asp Gly Lys Thr Ile Thr Ser Asn Gln Arg Ile Val
60 65 70
gcc gecg cta ccc acg atc aag tac gtg ttg gag cag ggc ccc aag gcg 713
Ala Ala Leu Pro Thr Ile Lys Tyr Val Leu Glu Gln Gly Pro Lys Ala
75 80 85
gtg gtg ttg gcg teg cac cta ggg cgg cce aac ggc gag cgc aac gag 761
Val Val Leu Ala Ser His Leu Gly Arg Pro Asn Gly Glu Arg Asn Glu
90 95 100 105
aag tac tecg ttg geg ceg gtg gec gecg gag ctg gag aag ctg ctg ggc 809
Lys Tyr Ser Leu Ala Pro Val Ala Ala Glu Leu Glu Lys Leu Leu Gly
110 115 120
cag aag gtg aac ttc ctg gac gac tge gtg ggc gag cac gtg acc gct 857
Gln Lys Val Asn Phe Leu Asp Asp Cys Val Gly Glu His Val Thr Ala
125 130 135
gcg gte aac ggc gcg get geg ggg tece gtg tte ctg ctt gag aac ctg 905
Ala Val Asn Gly Ala Ala Ala Gly Ser Val Phe Leu Leu Glu Asn Leu
140 145 150
cgg ttc cac ate gag gag gag ggc tcg cge aag gtg gac ggc gag aag 953
Arg Phe His Ile Glu Glu Glu Gly Ser Arg Lys Val Asp Gly Glu Lys
155 160 165
gtc aag gcg tct gecg gag gac gtg cag aag tte cge cag ggce cte atg 1001
Val Lys Ala Ser Ala Glu Asp Val Gln Lys Phe Arg Gln Gly Leu Met
170 175 180 185
tcg cte geg gac gtc tac gtc aac gac gec ttec gge acc gcg cac aga 1049
Ser Leu Ala Asp Val Tyr Val Asn Asp Ala Phe Gly Thr Ala His Arg
190 195 200
gcg cac tece teg atg gte gge ttec gag ctg cct gag agg gec ggc ggc 1097
Ala His Ser Ser Met Val Gly Phe Glu Leu Pro Glu Arg Ala Gly Gly
205 210 215
ttc ttg ttg teg cge gag ctg gag tac ttec age aag gecg ttg gag aac 1145
Phe Leu Leu Ser Arg Glu Leu Glu Tyr Phe Ser Lys Ala Leu Glu Asn
220 225 230
cct acg aga cce tte ttg geg ate ctg gge ggt gece aag gtt gce gac 1193
Pro Thr Arg Pro Phe Leu Ala Ile Leu Gly Gly Ala Lys Val Ala Asp
235 240 245
aag atc cag ttg atc gac aac ttg ttg gac aag gtc gac tcg att gtg 1241
Lys Ile Gln Leu Ile Asp Asn Leu Leu Asp Lys Val Asp Ser Ile Val
250 255 260 265
atc ggc ggt ggc atg gcc ttec acc tte aag aag gtg ctt gag aac atg 1289
Ile Gly Gly Gly Met Ala Phe Thr Phe Lys Lys Val Leu Glu Asn Met
270 275 280
gag atc ggt aac tcc atc tac gac aag gcg ggt gecc gag atc gtt cet 1337

Glu Ile Gly Asn Ser Ile Tyr Asp Lys Ala Gly Ala Glu Ile Val Pro
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285 290 295

aag cta gcg gag aag gcc aag aag aac ggc gtc aag ate gtg ttg cct 1385
Lys Leu Ala Glu Lys Ala Lys Lys Asn Gly Val Lys Ile Val Leu Pro
300 305 310

gtg gac ttc gtg atc ggc gac gac ttc tcec cag gac gcec aac acc aag 1433
Val Asp Phe Val Ile Gly Asp Asp Phe Ser Gln Asp Ala Asn Thr Lys
315 320 325

att gte tct gee tee gag ggc att cca tee gge tgg gag ggt cta gac 1481
Ile Val Ser Ala Ser Glu Gly Ile Pro Ser Gly Trp Glu Gly Leu Asp
330 335. 340 345

tgt ggt cct gag tcec aga aag ctg ttc agc gag ace ate gecg agec gcg 1529
Cys Gly Pro Glu Ser Arg Lys Leu Phe Ser Glu Thr Ile Ala Ser Ala
350 355 360

aag acc atc gtg tgg aac ggc cca cca ggt gtc ttt gag att cca aag 1577
Lys Thr Ile Val Trp Asn Gly Pro Pro Gly Val Phe Glu Ile Pro Lys
365 370 375

tte tce gag ggt acc cag gcc atg ctt geg geoeo get gte aag gee tce 1625
Phe Ser Glu Gly Thr Gln Ala Met Leu Ala Ala Ala Val Lys Ala Ser
380 385 390

gag gct ggc agc acc gtc atc atc ggc ggt ggt gac acc gect ace gtg 1673
Glu Ala Gly Ser Thr Val Ile Ile Gly Gly Gly Asp Thr Ala Thr Vval’
395 400 405

gcc aag aag tac ggt gtg gtec gag aag atc tcc cat gtg teec acc ggt 1721
Ala Lys Lys Tyr Gly Val Val Glu Lys Ile Ser His Val Ser Thr Gly

410 415 420 425

ggt ggt gcc tcc cta gag cta ttg gag ggt aag gac cta cca ggt gte 1769
Gly Gly Ala Ser Leu Glu Leu Leu Glu Gly Lys Asp Leu Pro Gly val

430 ' 435 440
acc ttc ttg tecc age aag cag tagatgegte cgegegectg ccggcttgaa 1820
Thr Phe Leu Ser Ser Lys Gln
445

tagataataa actatatacg caacgtaatg gaaagttgag aaactactat atgcgectgt 1880
tgcgetgete gtcegtggge tccageccgeg ggaacccgag cagetccatg atgeagtact 1940

cgtceggget ctegacgcac gegecgcteg acttgtcaaa caggecegtge tgattcageg 2000

<210> 39
<21l> 448
<212> PRT

<213> Ashbya gossypii

<220>
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<221> misc_feature
<223> Oligo 136
<400> 39

Met Gly Arg Ser Trp

1 5

val Phe Thr Glu Cys
20

Met Ser Leu Ser Ser
35

Lys Arg Val Phe Ile
50

Thr Ile Thr Ser Asn
65

Tyr Val Leu Glu Gln
85

Gly Arg Pro Asn Gly
100

Ala Ala Glu Leu Glu
115

Asp Cys Val Gly Glu
130

Gly Ser Val Phe Leu
145

Gly Ser Arg Lys Val
165

Val Gln Lys Phe Arg
180

Asn Asp Ala Phe Gly
195

Phe Glu Leu Pro Glu
210

Gly

Arg

Lys

Arg

Gln

70

Gly

Glu

Lys

His

Leu

150

Asp

Gln

Thr

Arg

Leu

Arg

Leu

Val

55

Arg

Pro

Arg

Leu

Val

135

Glu

Gly

Gly

Ala

Ala
215

Leu

Ser

Thr

40

Asp

Ile

Lys

Asn

Leu

120

Thxr

Asn

Glu

Leu

His

200

Gly

Trp

Ser

25

val

Phe

val

Ala

Glu

105

Gly

Ala

Leu

Lys

Met

185

Arg

Gly

65

Met

10

Gln

Lys

Asn

Ala

Val

90

Lys

Gln

Ala

Arg

Val

170

Ser

Ala

Phe

Ala

His

Asp

Val

Ala

75

val

Tyr

Lys

val

Phe

155

Lys

Leu

His

Leu

Cys

Ala

Leu

Pro

60

Leu

Leu

Ser

val

Asn

140

His

Ala

Ala

Ser

Leu
220

Leu

His

Ser

45

Leu

Pro

Ala

Leu

Asn

125

Gly

Ile

Ser

Asp

Ser

205

Ser

Leu

Thr

30

Leu

Asp

Thr

Ser

Ala

110

Phe

Ala

Glu

Ala

Val

190

Met

Arg

Tyr

Gly

Ala

Gly

Ile

His

95

Pro

Leu

Ala

Glu

Glu

175

Tyx

Val

Glu

PCT/EP02/09454

Gly

Lys

Gly

Lys

Lys

80

Leu

Val

Asp

Ala

Glu

160

Asp

Val

Gly

Leu



Glu

225

Ile

Leu

Thr

Asp

Lys

305

Asp

Ile

Leu

Pro

Met

385

Ile

Glu

Leu

WO 03/018813

Tyr

Leu

Leu

Phe

Lys

290

Asn

Phe

Pro

Phe

Pro

370

Leu

Gly

Lys

Glu

<210>

<211>

<212>

Phe

Gly

Asp

Lys

275

Ala

Gly

Ser

Ser

Ser

355

Gly

Ala

Gly

Ile

Gly
435

40

1006

DNA

Ser

Gly

Lys

260

Lys

Gly

Val

Gln

Gly

340

Glu

vVal

Ala

Gly

Ser

420

Lys

Lys

Ala

245

Val

Val

Ala

Lys

Asp

325

Trp

Thr

Phe

Ala

Asp

405

Asp

Ala

230

Lys

Asp

Leu

Glu

Ile

310

Ala

Glu

Ile

Glu

val

390

Thx

vVal

Leu

Leu

Val

Ser

Glu

Ile

295

Val

Asn

Gly

Ala

Ile

375

Lys

Ala

Ser

Pro

Glu

Ala

Ile

Asn

280

val

Leu

Thr

Leu

Ser

360

Pro

Ala

Thr

Thr

Gly
440

Asn

Asp

val

265

Met

Pro

Pro

Lys

Asp

345

Ala

Lys

Ser

val

Gly

425

val

66

Pro

Lys

250

Ile

Glu

Lys

val

Ile

330

Cys

Lys

Phe

Glu

Ala

410

Gly

Thr

Thr

235

Ile

Gly

Ile

Leu

Asp

315

val

Gly

Thr

Ser

Ala

395

Lys

Gly

Phe

Arg

Gln

Gly

Gly

Ala

300

Phe

Ser

Pro

Ile

Glu

380

Gly

Lys

Ala

Leu

Pro

Leu

Gly

Asn

285

Glu

val

Ala

Glu

val

365

Gly

Ser

TyTY

Ser

Ser
445

Phe

Ile

Met

270

Ser

Lys

Ile

Ser

Ser

350

Trp

Thr

Thr

Gly

Leu

430

Ser

Leu

Asp

255

Ala

Ile

Ala

Gly

Glu

335

Arg

Asn

Gln

Val

val

415

Glu

Lys

PCT/EP02/09454

Ala

240

Asn

Phe

Tyx

Lys

Asp

320

Gly

Lys

Gly

Ala

Ile

400

val

Leu

Gln
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<213>

<220>
<221>
<222>

<223> n =

<220>
<221>
<222>

<223> n =

<220>
<221>

<223>

<400> 40
gatcgegeceg

ggecggtegta
gcgetgecag
taaattggcg
ttgaccgata
gccgetecgcea
ngtycgsccg
catgaaacct
tactgattat
tggatcaagt
acactgaggc
gactctctga
gacatgcttg
tacggccgag

ctggctactt

Ashbya gossypii

misc_feature

(361) ..(361)

unknown nucleotide

misc_feature

(388) ..(388)

unknown nucleotide

misc_feature

Oligo 157

caccacctcce
caggcacctg
gtcatagaac
aagccggtcet
tcgectgetca
ccttttaata
cagtcacccg
gctgctgeceg
atatactcta
cgtcgtgetg
cgttgatgag
ccttggcgag
gtgctgggac
ccecggcaagg

acttaggctt

tcccacggeg
gtagtactge
ttgggcaaat
tcgtagatge
tagcgctgcet
tecttacccg
aaaccctncc
gecetgttgte
gttgtccaaa
cgacttaatc
cgagtgctcg
gtecggecccece
tgatggtagt
ggcccctagg

actgtacyta

67

geccgcettete
accttcacac
tgaggtcccg
ccettgacgg
tcecttectge
cgeggtttte
cggaaaaacg
tgcctececggg
atgtgcatct
tgctccaagg
tgcaggatac
ttcttcaacyg
catctaccecg
cceccecegttte

gattgctcetg

cggcgcaaca
gcgtgeetgt
gtagtcccct
gcttgaactg
cttggtccgt
gtaatgcagt
cttttecceg
gcacgttgat
cctggtcectt
ccgtgacctce
tceccgecgat
tgatgatata
cgttcgegtg
gcttgcgcag

ggctgtgcgg

PCT/EP02/09454
ggaggcttgt 60
cgatccgett 120
ccgttgtega 180
cgggtcccag 240
agtctcgect 300
tttescttge 360
cagggcgcgce 420
tattcagcta 480
ctcgatgtgce 540
gggcaactte 600
ctgctecgatg 660
agatgattca 720
cccttttata 780
gccactgttg 840

tcagaggtgc

900
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68
tgtaatcagg attgtcgagc gcacgeccca gctcacgtga cagaacggcee atcaggcggg 960
aaccgtcgeg tagcgagacc cactcgecgt caatcagage cactag 1006

<210> 41
<211l> 67
<212> PRT

<213> Ashbya gossypii

<220>
<221> misc_£feature

<223> Oligo 157

<400> 41
Ser Tyr Ile Ile Thr Leu Lys Lys Gly Ala Asp Leu Ala Lys Val Arg
1 5 10 15

Glu Ser Ile Glu Gln Ile Gly Gly Ser Ile Leu His Glu His Ser Leu
20 . 25 30

Ile Asn Gly Leu Ser Val Lys Leu Pro Glu Val Thr Ala Leu Glu Gln
35 40 45

Ile Lys Ser Gln His Asp Asp Leu Ile Gln His Ile Glu Lys Asp Gln
50 55 60

Glu Met His
65

<210> 42
<211> 1658
<212> DNA

<213> BAshbya gossypii

<220>
<221> CDS

<222> (809)..(1033)
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PCT/EP02/09454
69

<223>
<220>
<221> misc_feature
<223> Oligo 157
<400> 42
gttatgatga gccccgccag ccccgcggga aatagagcag aatgtacatg ccgtgtttte 60
gteccggacgt cctttegtge agttgtgtge gactttttca gactttccge ggagccggca 120
gcgcaaccte tteccccact atcgcaatga tecgccatac cgcceccgtt gegegecgta 180
tcctgetecag taggecttet gecactcctgg cgcgeeccge cgtacgcatce gcegcgaggce 240
cggcegegtg gegcgecatg teatccttet ccggcggecat gcgegetcecc ceggagctgg 300
cccagetcac gccgcaggcece taccacaagc aggccgacga gttcctgaac gacctgctgg 360
accgtctcga agegectggge gacgagegec ccgacatcat cgcagactcec gagtactccc 420
agggtgtget cacgctgtce gtacctgcte tgggcaccta tgtcattaac aaacagcccc 480
caaacaagca gatatggctc tcgtcgccag tatccggcece caaccgctag tggctctgat 540
tgacggcgag tgggtctcege tacgegacgg ttcccgectg atggccgtte tgtcacgtga 600
gctggggegt gegetcegaca atcctgatta cagcacctct gaccgeacag cccagagcaa 660
tctargtaca gtagcaccta agtaagtage cagcaacagt ggcctgcgca agcgaaacgg 720
gggcctaggg gccccttgece gggetcggec gtatataaaa gggcacgcga acgcgggtag 780
atgactacca tcagtcccag caccaagc atg tct gaa tca tct tat atc atc 832

Met Ser Glu Ser Ser Tyr Ile Ile

1 5
acg ttg aag aag ggg gcc gac ctc gcc aag gtc aga gag tcc atc gag 880
Thr Leu Lys Lys Gly Ala Asp Leu Ala Lys Val Arg Glu Ser Ile Glu

10 15 20
cag atc ggc ggg agt atc ctg cac gag cac tcg ctc atc aac ggc ctc 928
Gln Ile Gly Gly Ser Ile Leu His Glu His Ser Leu Ile Asn Gly Leu
25 30 35 40
agt gtg aag ttg ccc gag gtc acg gece ttg gag cag att aag tcg cag 976
Ser Val Lys Leu Pro Glu Val Thr Ala Leu Glu Gln Ile Lys Ser Gln
45 50 55
cac gac gac ttg atc cag cac atc gag aag gac cag gag atg cac att 1024
His Asp Asp Leu Ile Gln His Ile Glu Lys Asp Gln Glu Met His Ile
60 65 70

ttg gac aac tagagtatat ataatcagta tagctgaata atcaacgtgc 1073
Leu Asp Asn
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75

ccecggaggcea
tttteccggga
gtaggatata
ctatgagcag
aagaccggcet
agttctatga
aggtgecctgt
gaggtggtgce
tcgggecgag

cagctectggg

<210> 43

<211> 75
<212> PRT

<213>

<220>
<221>

<223> Olig

<400> 43

Met Ser Glu
1

Ala Lys Val

Ser
35

Glu His

Ala Leu Glu

50

Glu
65

Lys Asp

gacaacaggc
ggtttcggtg
aaggtgcgag
cgatatcgtc
tcgceccaattt
ccggcagegce
acgaccgcca
ggcgcgatcg
ctggtccact

gaacagataa

misc_feature

o 157

Ser Ser

Arg Glu Se

20

Leu Ile As

Gln Ile

Gln Glu Me

70

Tyxr

Lys

cggcagcagce
actgcggeccg
cégcaggcga
aactgggacc
atcgacaacg
aagcggatcg
caagcctect
tgctggagaa
acgaggttet

tattctagtg

Ashbya gossypii °

Ile Ile

r Ile Glu

Leu
40

n

Ser Gln

55

t His Ile

70

aggtttcatg
acgcagcgaa
gactacggac
cgcagttcaa
gaggggacta
acagcacgcg
gttgegcegg
atcgaatgga
aggtgagttg

ggactgcgag

Thr Leu

10

Gln Ile

25

Ser Val

His Asp

Leu Asp

75

Asn

gcgcgccctg
actgcatacg
caaggcagga
gcccgtcaag
ccgggaccetce
tgtgaaggtg
agaagcggcc
agatgtgtac
gacatcccgg

aacaa

30

45

60

PCT/EP02/09454
cggggaagcyg 1133
aaaccgcgceg 1193
aggagcagcyg 1253
ggcatctacg 1313
aatttgccca 1373
cagtactacc 1433
gccgtgggag 1493
ctcgaccecg 1553
aatcgtggag 1613

1658

Lys Lys Gly Ala Asp Leu

15

Gly Gly Ser Ile Leu His

Lys Leu Pro Glu Val Thr

Asp Leu Ile Gln His Ile
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71
<210> 44
<211l> 1599
<212> DNA
<213> Ashbya gossypii
<220>
<221> misc_feature
<222> (331)..(331)
<223> n = unknown nucleotide
<220>
<221> misc_feature
<222> (343)..(343)
<223> n = unknown nucleotide
<220>
<221> misc_feature
<223> 0ligo 108
<400> 44
gatcgatata caggttttgg ggcatttgca actcctcecttg cgggatatgt caccgetgeg 60

gcatccgaac aggggccctg aattactgge ggttgaccca gatctgttca gccgcatgtt 120

cttcacgaag ccgtctcagg attcgectgtt cctgaagage aagggaccat tgcecgtcegeg 180
gattettececc catttgtace ttggttcact cgagcacgcg catgacccaa acctgcetecg 240
cagattgggt atcagaaata ttgtgtcagt cggggagact ttatcatggce tacaatcccce 300
tcactcccgg gaggctgecta aaacagaaga nagcaaacaa ganaccatca cggacgcgta 360
tgtgaccgca cctgctgaaa ccgccgeggce aacgtccacg accgcatcca ctggtagtet 420
taatttgttg aagcgaaaca gatcacccag cgcgcectgaa attaaaccgt taaaatcctce 480
atcctgtaaa actacagtect tctcgaagga tggattcgaa atatgccaca caagcaactt 540
gggagacaat ggtgcagatc cgatgctcac tcagctggac caaatgctct ctttcatcaa 600

teggtgttat gaggccggeg aaaaggtact ggttcactge atggtcggeg tttetcegecag 660
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tgcgacagta
cectgtttgte
cgagctccte
catgtgtagg
cagttgagct
taaactactc
tttectgeaa
ggatcgtgac
cgttcagccc
tgttcaggga
cgaggttctt
ccaagttgcece
gtttgecattt
ctggtacctg
caagatcteg

gttggtccag

<210> 45

<211l> 46
<212> PRT

<213>

tgcatagcceg
cgtgtgegec
aagtggcagg
gccatcaacg
tggttgccca
tagtgtaaca
ccacttette
gacattgcett
cgaagtgcca
ctetgggtcece
tgtaatccge
ggtcttgacg
gcgcteegtg
tggagcaagg
ggaccggteg

acagcattgt

Ashbya gossypii

<220>

<221> misc_feature
<223> 0Oligo 108
<400> 45

aatgcatgag
gcttaaacat
agctcaagca
aactcaacag
ctectecacatt
tatttcttea
gagaatacgce
cccggtggta
ccgaggaata
ggaacaaaca
ccttggcccea
aatgaataga
gcctecggecea
tgaatgcatc
tégcatagtg

ccaatgcecge

72

acgtctaaac
tataatccag
ccctgacgtt
taattatata
ttgtactatt
acgagtccgg
ggtcggcata
gttcecctgge
gaccttcectce
cggcgtegte
cgccctcagt
cgaccgagcc
ggtaccgecge
cacctcgage

cgccttecaa

ggcgtgatc

tgcgcagtga
cccaatcteca
ctcaagattg
aaggacatga
tagaggattt
aatctcatcg
cttgtgtcca
cacacgcaca
gtccagaagce
aatgatatca
gaacgagctg
tggcgggtcce
gatcccggag
ccagegttge

ttggcetegt

PCT/EP02/09454
tccaggcecta 720
tgttcatcta 780
actggcatat 840
tttgacctac 900
tacgatacca 960
tagagcttct 1020
gtgtcacaga 1080
gcgeccagega 1140
ctgtaggtca 1200
acgctggett 1260
ccctecectet 1320
gtgaccacca 1380
aacgttccte 1440
gcatttgectg 1500 -
tgtcaaactg 1560

1599

His Ala Ala Ala Leu Asp Asn Ala Val Trp Thr Asn Gln Phe Asp Asn

1

5

10

15

Glu Ala Asn Trp Lys Ala His Tyr Ala Thr Thr Gly Pro Glu Ile Leu

20

25

30

Gln Gln Met Arg Asn Ala Gly Leu Glu Val Asp Ala Phe Thr
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35
<210> 46
<211> 157
<212> PRT
<213> Ashbya gossypii

<220>

<221>

<223>

<400>

46

Gly Gly Thr

1

Arg

Ser

Glu

Asp

65

Met

Ser

Pro

Ala

Asp
145

Lys

Phe

Gly

50

Ile

Thr

Gly

Gly

Asp
130

Glu

Cys

val

35

Val

Ile

Tyr

Leu

Ser
115

Arg

Ile

Oligo 108

Phe

Lys

20

Lys

Gly

Asp

Arg

Asn

100

Asn

Val

Pro

misc_feature

Ser

Leu

Thr

Gln

Asp

Leu

85

Vval

Val

Phe

Asp

Gly

val

Gly

Gly

Ala’

70

Leu

Ala

Val

Ser

Ser
150

Ile

Val

Asn

Arg

55

Val

Asp

Gly

Thr

Lys
135

Leu

40

Ala

Thr

Leu

40

Ile

Phe

Glu

Ala

Ile
120

Lys

Lys

Arg

Asp

25

Glu

Thr

Val

Glu

vVal

105

Leu

Trp

Lys

73

Tyr

10

Pro

Arg

Lys

Pro

Gly

90

Arg

Cys

Leu

Tyr

Leu

Pro

Glu

Asn

Asp

75

Leu

Val

Asp

Gln

val
155

45

Ala Glu

Gly Ser

Gly Ser
45

Leu Glu
60

Pro Glu

Phe Leu

Ala Arg

Thr Gly
125

Glu Lys
140

Thr Leu

Ala

val

30

Ser

Ala

Ser

Gly

Glu

110

His

Lys

Thr

15

Vval

Phe

Ser

Leu

Gly

95

Leu

Lys

Leu

PCT/EP02/09454

Glu

Tyr

Thr

val

Asn

80

Thyx

Pro

Tyr

Tyr



WO 03/018813
<210> 47
<211> 2808
<212> DNA
<213> Ashbya gossypii

<220>
<221> CDS
<222> (450

<223>

<220>
<221>
<223> Olig

<400> 47
ccgetgacgg

cggacgtgge
agaggcggag
tgecgeccegeca
gcacctgtat
gcggagcgceyg
tggctgtgga

agtaggcagc

tca
Ser
10

atg
Met

gcg
Ala

aag
Lys

acg
Thr

ccg
Pro

tac

Tyr

atc
Ile

aac
Asn

gac cgt gct

) .. (1517)

misc_feature

o 108

tgecgcaacct
ggacgtgcgg
cgetttgtgg
gcgcgcaaga
ataccgcgac
cggcatggtce
tctgtgetga

ccggccggaa

cce
Pro

aca
Thr

atc
Ile

ctg
Leu

999
Gly

aag
Lys
45

gcg ctt

ctg
Leu

aag
Lys

gcg
Ala

tac

ggtcaagtgg
cggtgttgct
gcggectgeg
gatacgagtt
atagtgaata
gccgaccgcet
tgtcgggtca

cacgttacg

gce
Ala
15

gcc
Ala

ctg
Leu

cag
Gln

ttt
Phe

gag
Glu

ctg gtg

74

cgcacggcaa
cgagcatcag
cagcgccctt
cgcteceeegyg
aagaatgaga
gttgtgcege
ccgtecagte
atg cac

Met His
1

gcc
Ala

tte
Phe

gga
Gly

ggc
Gly

aag
Lys

ttg
Leu

tcg
Ser
35

aac
Asn
50

atg
Met

ccg
Pro

gaa gaa gcg

ggagctggag
ggcgecgegyg
gaggcgccgg
ccecgegegea
gtcccacagt
cgcacgtgat
gctgggtata

att
Ile

ctc
Leu
5

cag
Gln

gat
Asp

ccg
Pro
20

gce
Ala

cag
Gln

gaa
Glu

ctg
Leu

tec
Ser

ggc
Gly

gga
Gly

gaa cgg gcg

PCT/EP02/09454

cagttcctgg

actcgcececgga

¢ggcggegece
actgaaccgc
gcgectgege
tagtgcacta
tcagtacagce
agg aag

Arg Lys

att
Ile

ggc
Gly

ggt
Gly

cgg
Arg
40

gtc
Val
55

aag
Lys

ggg ctg

60

120

180

240

300

360

420

473

521

569

617

665
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75.

Asp Arg Ala Ala Leu Tyr Leu Val Glu Glu Ala Glu Arg Ala Gly Leu

60 65 70
atc gac cct teg cgg ccg ggg acc ata gta gag gge tct gcc ggc aac 713
Ile Asp Pro Ser Arg Pro Gly Thr Ile Val Glu Gly Ser Ala Gly Asn
75 80 85
acg gcg atc ggg ctg gca cac ata gca cgc tcc agg ggg tac aat gct 761
Thr Ala Ile Gly Leu Ala His Ile Ala Arg Ser Arg Gly Tyr Asn Ala
90 95 100
gtg ttc tac atg ccg gac acg cag tcg cgg gaa aag gtc aac ttg ctg 809
Val Phe Tyr Met Pro Asp. Thr Gln Ser Arg Glu Lys Val Asn Leu Leu
105 110 115 120
agg tac ctg ggg acc gag gtg cac ccg gta ccc gtg tge ccc age aca 857
Arg Tyr Leu Gly Thr Glu Vval His Pro Val Pro Val Cys Pro Ser Thr
125 130 135
gac cct ctg aac ttc aac aat cgc get cgg gat cac gcc gcg gca ttg 905
Asp Pro Leu Asn Phe Asn Asn Arg Ala Arg Asp His Ala Ala Ala Leu
140 145 150
gac aat gct gtc tgg acc aac cag ttt gac aac gag gcc aat tgg aag 953
Asp Asn Ala Val Trp Thr Asn Gln Phe Asp Asn Glu Ala Asn Trp Lys
155 160 165
gcg cac tat gcg acg acc ggt ccc gag atc ttg cag caa atg cgc aac. -1001
Ala His Tyr Ala Thr Thr Gly Pro Glu Ile Leu Gln Gln Met Arg Asn E
170 175 180
gct ggg ctc gag gtg gat geca ttc act tge tcc aca ggt acc gga gga 1049
Ala Gly Leu Glu Val Asp Ala Phe Thr Cys Ser Thr Gly Thr Gly Gly ‘
185 ) 190 195 200
acg ttc tcc ggg atc gcg cgg tac ctg gece gag gce acg gag cge aaa 1097
Thr Phe Ser Gly Ile Ala Arg Tyr Leu Ala Glu Ala Thr Glu Arg Lys
205 210 215
tgc aaa ctg gtg gtc acg gac ccg cca ggc teg gtc gtce tat teca tte 1145
Cys Lys Leu Val Val Thr Asp Pro Pro Gly Ser Val Val Tyr Ser Phe
220 225 230
gtc aag acc ggc aac ttg gag agg gag ggc age teg ttc act gag ggc 1193
Val Lys Thr Gly Asn Leu Glu Arg Glu Gly Ser Ser Phe Thr Glu Gly
235 240 245
gtg ggc caa ggg cgg att aca aag aac ctc gaa gcc age gtt gat atc 1241
Val Gly Gln Gly Arg Ile Thr Lys Asn Leu Glu Ala Ser Val Asp Ile
250 255 260
att gac gac gcc gtg ttt gtt cecg gac cca gag tcec ctg aac atg acc 1289
Ile Asp Asp Ala Val Phe Val Pro Asp Pro Glu Ser Leu Asn Met Thr
265 270 275 280
tac agg ctt ctg gac gag gaa ggt cta ttc ctc ggt ggc act teg ggg 1337
Tyr Arg Leu Leu Asp Glu Glu Gly Leu Phe Leu Gly Gly Thr Ser Gly
285 290 295
ctg aac gtc gct gge get gtg cgt gtg gec agg gaa cta cca ccg gga 1385

Leu Asn Val Ala Gly Ala Vval Arg Val Ala Arg Glu Leu Pro Pro Gly
300 305 310
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76
agc aat gtc gtc acg atc ctc tgt gac act gga cac aag tat gcc gac 1433
Ser Asn Val Val Thr Ile Leu Cys Asp Thr Gly His Lys Tyr Ala Asp
315 320 325
cgc gta ttc tcg aag aag tgg ttg cag gaa aag aag cte tac gat gag 1481
Arg Val Phe Ser Lys Lys Trp Leu Gln Glu Lys Lys Leu Tyr Asp Glu
330 335 340

att ccg gac tcg ttg aag aaa tat gtt aca cta gag tagtttatgg 1527
Ile Pro Asp Ser Leu Lys Lys Tyr Val Thr Leu Glu
345 350 355
tatcgtaaaa tcctctaaat agtacaaaat gtgagagtgg gcaaccaagce tcaactggta 1587
ggtcaaatca tgtcctttat ataattactg ttgagttegt tgatggccct acacatgata 1647
tgccagtcaa tcttgagaac gtcagggtgce ttgagctcct gecacttgag gagctegtag 1707
atgaacatga gattgggctg gattataatg tttaagcggc gcacacggac aaacaggtag 1767
gcctggatca ctgegcagtt tagacgtctc atgecattcgg ctatgecatac tgtcgcactg 1827
cgagaaacgc cgaccatgca gtgaaccagt accttttcge cggectcata acaccgattg 1887
atgaaagaga gcatttggtc cagctgagtg agcatcggat ctgcaccatt gtcteccaag 1947
ttgecttgtgt ggcatatttc gaatccatce ttcgagaaga ctgtagtttt acaggatgag 2007’
gattttaacg gtttaatttc aggcgcgectg ggtgatctgt ttcgettcaa caaattaaga 2067
ctaccagtgg atgcggtcgt ggacgttgcc geggeggttt cagcaggtge ggtcacatac 2127
gegtecgtga tggttettgt ttgettcette tgttttagea. gecctceccggg agtgagggga 2187
ttgtagccat gataaagtct ccccgactga cacaatattt ctgataccca atctgeggag 2247
caggtttggg tcatgcgcegt gctcgagtga accaaggtac aaatggggaa gaatcegcga 2307
cggcaatggt cccttgetet tcaggaacag cgaatcctga gacggctteg tgaagaacat 2367
geggetgaac agatctgggt caaccgccag taattcaggg cccctgtteg gatgccgeag 2427
cggtgacata tcccgecaaga ggagttgcaa atgccccaaa acctgtatat cgatcggaaa 2487
taggaagtat ggacgctcga cctccegtatg caaccgcaac agaacctcat ccagaggttg 2547
atcccaggca aatatcagat aégccactag caaaaaggaa gtttctgtat aaccatcgga 2607
acagtataat agggaaagct tcttgtgtac cgegetgaat cggtagatca ggtgacagat 2667
attaacacac gaagtgatgg agtccagagt gagggtcccc aggccaattg agcccgaget 2727
cggaaacgca atgtgtatcg gagcctccat ctgggtcaag tgatgcectga tgtegtcegtg 2787
gtgtgggaag ggcgtgtget c 2808
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