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Beschreibung

Verfahren zur mikrobiellen Herstellung von

Stoffwechselprodukten

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur mikrobiellen

Herstellung von Stoffwechselprodukten.

Corynebacterium glutamicum (C. glutamicum), ein gram
positives Bodenbakterium mit einem hohen G+C Gehalt

(54 mol%), wird flr die industrielle Produktion von
Aminosduren, insbesondere zur Produktion von L-Glutamat
und L-Lysin eingesetzt. Der Syntheseweg dieser Amino-
s&uren, der Zentralstoffwechsel, welcher die relevanten
Vorstufen bereitstellt sowie der Kohlenstoff-Fluss und
der Stickstoff-Fluss dieses Organismus ist intensiv un-
tersucht worden [1].

Die Zusammensetzung und ernergetische Effizienz der At-
mungskette bei coryneformen Bakterien wurde in den
letzten Jahren sowohl genetisch als auch biochemisch
intensiv untersucht.

Atmende Organismen kénnen ATP durch oxidative Phospho-
rylierung synthetisieren. Dabei werden die bei der Oxi-
dation von Substraten enstehenden Reduktionsdquivalente
(H oder Elektronen) in die membranst&ndige Atmungskette
eingeschleust und die Elektronen letztendlich auf Sau-
erstoff oder andere terminale Elektronen-Akzeptoren
Ubertragen. Energieerzeugende und energieverbrauchende
Stoffwechselwege sind Uber ATP und das elektrochemische
Protonenpotential bzw. das elektrochemische Natrium-
ionen-Potential als universelle zelluldre Energieformen
miteinander gekoppelt. Die Synthese von ATP kann entwe-

der Uber Substratstufenphosphorylierung oder durch
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Elektronentransportphosphorylierung erfolgen. Der Auf-
bau des elektrochemischen Protonenpotentials erfolgt
durch die Atmungskette oder die Hydrolyse von ATP durch
die membransté&ndige FoF1-ATP-Synthase. Die Komponenten
der Atmungskette sind Enzyme, die i.d.R. kovalent oder
nicht-kovalent gebundene niedermolekulare Gruppen ent-
halten, z. B. Flavine (Flavoproteine), Eisen-Schwefel-
Zentren (Eisen-Schwefel-Proteine) und Ham-Gruppen (Cy-
tochrome) . Ein weiterer essentieller Bestandteil wvon
Atmungsketten sind Chinone, d. h. niedermolekulare,
membranstandige Elektronen- und Protonentibertrager, wie
Z. B. Ubichinon und Menachinon.

Die Atmungskette von C. glutamicum weist mehrere De-
hydrogenasen auf, die flir den Elektronentransfer zum
Intermembranpool des Menachinon-9 [2] verantwortlich
sind sowie mindestens zwei Wege flir die Reoxidation des
Menachinons aufweist, wobei ein Weg der Reoxidation mit
Hilfe der Cytochrom bd-Oxidase erfolgt und der zweite
Weg mit Hilfe des Cytochrom bc; Komplexes und der Cy-
tochrom aa; Oxidase erfolgt. Letztere spielen eine be-
deutende Rolle flr das Wachstum der Organismen, da Mut-
anten mit fehlendem bc;-Komplex oder fehlender Cytoch-
rom aa; Oxidase deutliche Wachstumsdefekte aufweisen
[2].

Der Cytochrom bc; Komplex wird durch die Gene gcrCAB
kodiert [2,3]. Dem gcrC Gen vorgeschaltet gind die Gene
fir die Untereinheit II (ctaC) und III (ctak) der Cy-
tochrom aa; Oxidase [2,3], wobei der Cytochrom bc; Kom-
plex und die Cytochrom aa; Oxidase, codiert durch ctaC-
DE, vermutlich einen Superkomplex bilden [2]. Einzel-
heiten betreffend die Atmungskette in C. glutamicum mit
den entsprechenden Genen sind auch der WO 02/22799 A2

Zu entnehmen.
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Das u.a. durch die Reaktionen der Atmungskette gewonne-
ne ATP ist der universelle Ubertriger chemischer Ener-
gie zwischen energieerzeugenden und energievebrauchen-
den Reaktionen und bedient so heterogene Prozesse wie
die Synthese von Bausteinen und Makromolekiilen. Ener-
gieerzeugende und energieverbrauchende Stoffwechselwege
kébnnen u. a. Uber den Energiehaushalt der Zelle bzw.
ihren ATP-Gehalt gesteuert werden und damit tiber die

Funktionen der Atmungskette.

Es ist daher Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren zu
schaffen, mit dem der Stoffwechsel von Zellen reguliert

werden kann.

Den Erfindern ist es in Uberraschender Weise gelungen,
das Gen zu identifizieren, das flir eine bisher unbe-
kannte vierte Untereinheit der Cytochrom aa;-Oxidase
codiert. Es ist weiterhin Aufgabe der Erfindung Mikro-
organismen bereit zu stellen, deren Stoffwechsel ge-

zielt regulierbar ist.

Ausgehend vom Oberbegriff des Anspruchs 1 wird die Auf-
gabe erfindungsgemaR geldst mit den im kennzeichnenden
Teil des Anspruchs 1 angegebenen Merkmalen. Ausgehend
vom Oberbegriff des Anspruchs 7 wird die Aufgabe wei-
terhin erfindungsgemidf geldst mit den im kennzeichnen-
den Teil des Anspruchs 7 angegebenen Merkmalen. Die
Aufgabe wird ebenso ausgehend vom Oberbegriff des An-
spruchs 8 und 9 erfindungsgemdf geldst mit den im kenn-
zeichnenden Teil des Anspruchs 8 und 9 angegebenen

Merkmalen.
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Durch das Verfahren ist es nunmehr mdglich, die Synthe-
se von ATP durch Elektronentransportphosphorylierung
sowie den Aufbau des elektrochemischen Protonenpotenti-
als Uber die Atmungskette gezielt zu beeinflussen und
damit eine Steuerung der Synthese von Stoffwechselpro-
dukten zu ermdglichen. So kann beispielsweise die
mikrobielle Produktion von Stoffwechselprodukten wie
beispielsweise Aminosduren (L-Asparagin, L-Threonin,
L-Serin, L-Glutamat, L-Glycin, L-Alanin, L-Cystein,
L-Valin, L-Methionin, L-Isoleucin, L-Leucin, L-Tyrosin,
L-Phenylalanin, L-Histidin, L-Lysin, L-Tryptophan,
L-Arginin), organischen Sauren (Essigs&ure, Citronen-
sdure, Isocitronensdure, Milchsdure, Bernsteinsiure,
Fumarsadure, Ketoglutarsdure, Brenztraubensiure, Apfel-
saure), Vitaminen, Nukleosiden, Nukleotiden und ein-
oder mehrwertiger Alkohole durch Einstellung einer ge-
eigneten Energieladung positiv beeinfluf3t werden. Wei-
terhin kénnen die erfindungsgemifen Polynukleotide als
Hybridisierungssonden zum Auffinden von RNA, c¢DNA und
DNA sowie zur Isolation von Nukleins&uren, Polynukleo-

tiden oder Genen verwendet werden.

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur
Herstellung von Stoffwechselprodukten,

daduzrch gekennzedichnet,

daf® man folgende Schritte durchfihrt:

a) Fermentation der das gewlnschte Stoffwechselpro-
dukt produzierenden Bakterien, in denen man die
fir die vierte Untereinheit der Cytochtom aa; O-
xldase codierende Gensequenz ctaF abschwacht
oder zusammen mit einem Gen oder mehreren Genen
aus der Gruppe ctaC, ctaD, ctaE, gcrA, qgcrB,

gcxC verstarkt.
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b) Anreicherung des gewlnschten Stoffwechselpro-
dukts im Medium oder in den Zellen der Bakteri-

en, und

c) Isolieren des entsprechenden Stoffwechselpro-
dukts.

Die Bezeichnung ,abgeschwdcht" beinhaltet die Abschwa-
chung der Synthese und der Expression im Vergleich zur
natirlichen Synthese bzw. Expression der fiir die vierte
Untereinheit der Cytochtom aa; Oxidase codierenden Gen-
sequenz (ctaF). Der verwendete Begriff ,natlirlich“ soll
dabeil die Eigenschaften umfassen, die genetisch nicht
verdnderte Mikroorganismen, d.h. Wildtypst&mme aufwei-
sen. Weiterhin ist unter der Bezeichnung ,abgeschwacht™
die vollsténdige Deletion der flr die vierte Unterein-
heit der Cytochtom aa; Oxidase codierenden Gensequenz
ctaF zu verstehen.

Durch die ,Abschwachung" der ctaF Gensequenz kann keine
aktive Cytochrom aa; Oxidase gebildet werden. Die
Reoxidation des Menachinons Uber den Weg des Cytochrom
bc; Komplexes und die Cytochom aa; Oxidase ist damit
nicht mehr mdéglich. Die Reoxidation kann nur noch Uber
den Weg der Cytochrom bd-Oxidase erfolgen. Durch diese
~Abschwachung" kann die Funktion der Atmungskette ge-
zielt gesteuert werden und so auch der davon abhangige

Stoffwechsel in gewlnschter Weise beeinfluft werden.

Unter dem Begriff ,verstarkt™ ist im Rahmen der vorlie-
genden Erfindung eine Erhdhung der Genexpression eines
Gens oder mehrerer Gene aus der Gruppe ctaC, ctaD,

ctaBE, ctaF , qgcrA, gcrB, grceC gegeniber dem entspre-
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chend nicht genetisch veranderten Mikroorganismus zu
verstehen. Eine besonders vorteilhafte Ausfihrung des
Verfahrens umfaf3t dabel die Verstarkung aller Gene der

vorgenannten Gruppe.

Zur Erzielung einer erhdhten Genexpression (Uberexpres-
sion) kann die Kopienzahl der entsprechenden Gene er-
héht werden. Ferner kann die Promotor- und/oder Regula-
tionsregion und/oder die Ribosomenbindungsstelle, die
sich stromaufwérts des Strukturgens befindet, entspre-
chend so verandert werden, daf’ die Expression mit er-
héhter Rate erfolgt. In gleicher Weise wirken Expressi-
onskassetten, die stromaufwarts des Strukturgens einge-
baut werden. Durch induzierbare Promotoren ist es zu-
sdtzlich mdéglich die Expression im Verlaufe der fermen-
tativen Herstellung der Stoffwechselprodukte zu stei-
gern. Durch MafBnahmen zur Verlangerung der Lebensdauer
der mRNA wird ebenfalls die Expression verbessert. Die
Gene oder Genkonstrukte kénnen entweder in Plasmiden
mit unterschiedlicher Kopienzahl vorliegen oder im
Chromosom integriert und amplifiziert sein. Weiterhin
kann auch die Stabilit&t der exprimierten Polypeptide
selbst erhoht sein oder durch die Verhinderung des Ab-
baus des Proteins verstarkt werden. Alternativ kann
ferner eine Uberexpression der betreffenden Gene durch
Veradnderung der Medienzusammensetzung und Kulturfihrung
erreicht werden.

Anleitungen hierzu findet der Fachmann unter anderem
bei Martin et al. [17], bei Guerrero et al. [18], oder

Tsuchiya und Morinaga [19].

Durch die Verstarkung eines Gens oder mehrerer Gene aus

der Gruppe ctaC, ctaD, ctaE, ctaF , gcrA, qcrB, grcC
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wird eine positive Beeinflussung der Atmungskette, ins-
besondere der durch das ctaF codierten Cytochtom aas
Oxidase erreicht. Diese wird sowohl in ihrer Stabilitat
als auch in ihrer Wirkungsweise zusammen mit anderen
Komponenten der Atmungskette durch die Ausbildung ihrer
vierten Untereinheit beeinflufit. So kommt es, wie wei-
ter unten beschrieben, beispielsweise zu deutlichen
Wachstumsdefekten, wenn das ctaF Gen deletiert wird.
Durch die ,Verstarkung“ der Gene aus der oben genannten
Gruppe kann gezielt die Reoxidation des Menachinons
Uber den Cytochrom bc; Komplex und die Cytochrom

aas Oxidase gefdrdert werden.

Die erfindungsgemaf’ hergestellten genetisch veranderten
Mikroorganismen kénnen kontinuierlich oder diskontinu-
ierlich im batch - Verfahren (Satzkultivierung) oder im
fed batch (Zulaufverfahren) oder repeated fed batch
Verfahren (repetitives Zulaufverfahren) zum Zwecke der
Herstellung der Stoffwechselprodukte kultiviert werden.
Eine Zusammenfassung Uber bekannte Kultivierungsmetho-
den ist im Lehrbuch von Chmiel [20] oder im Lehrbuch
von Storhas [21] beschrieben.

Das zu verwendende Kulturmedium mufd in geeigneter Weise
den Ansprlchen der jeweiligen Stamme genlgen. Beschrei-
bungen von Kulturmedien verschiedenener Mikroorganismen

gsind beispielsweise in [22] enthalten.

Unter ,produzierenden Bakterien" sind im Sinne der vor-
liegenden Erfindung Corynebacterium glutamicum-St&mme
oder homologe Mikroorganismen zu verstehen, die durch
klassische und/oder molekulargenetische Methoden derart
verdndert sind, daR ihr Stoffwechselflufl verstérkt in

die Richtung der Biosynthese der gewlnschten Stoffwech-
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selprodukte lauft. Beispielsweise sind bei diesen Bak-
terien ein oder mehrere Gen(e) und/oder die korrespon-
dierenden Enzyme, die an entscheidenden und entspre-
chend komplex regulierten Schllisselpositionen des
Stoffwechselweges (Flaschenhals) stehen, in ihrer Regu-
lation verandert oder sogar dereguliert. Die vorliegen-
de Erfindung umfaft hierbei s&mtliche bereits bekannten
Produktionsstamme, bevorzugt der Gattung Corynebacteri-

um oder homologer Organismen.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ferner die
Ubertragung eines Gens oder mehrerer Gene aus der Grup-
pe ctaC, ctaD, ctaE, ctaF ; gcrA, gcrB, grcC in ein
Wirtssystem. Dies schlieRt auch die Ubertragung eines
erfindungsgemdfen Genkonstrukts oder Vektors in ein
Wirtssystem ein. Diese Ubertragung von DNA in eine
Wirtszelle erfolgt nach gentechnischen Methoden. Als
bevorzugtes Verfahren sei hier die Transformation und
besonders bevorzugt die Ubertragung von DNA durch

Elektroporation genannt.

Als besonders geeignet haben sich homologe Mikroorga-
nismen erwiesen. Unter homologen Mikroorganismen sind
Organismen zu verstehen, die alle einer verwandten Fa-
milie angehdéren. Erfindungsgemif sind hierunter Coryne-
bacterianeae zu verstehen, in die die aus coryneformen
Bakterien isolierten Gensequenzen der oben beschriebe-
nen Gruppe eingebracht werden bzw. in denen das ctaF
Gen abgeschwédcht wird. Stellvertretend flir einen geeig-
neten homologen Mikroorganismus sei das Bakterium Cory-
nebacterium glutamicum und bevorzugt der Stamm
ATCC13032 genannt. Als Kulturmedium ist je nach Anfor-

derungen ein Komplexmedium wie z. B. LB Medium oder
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auch ein Mineralsalzmedium, wie z. B. CGXII-Medium ge-
eignet. Nach entsprechender Kultivierung kann die Bak-
teriensuspension geerntet und zur weiteren Untersu-
chung, beispielsweise zur Transformation oder zur Iso-
lierung von Nukleins&uren nach gaéngigen Methoden einge-
setzt werden. Diese Vorgehensweise kann analog auch auf
andere coryneforme Bakterienstamme angewendet werden.
Dabei werden als Wirtssysteme Bakterien der Gattung Co-
rynebacterium bevorzugt. Innerhalb der Gattung Coryne-
bacterium wird besonders die Art Corynebacterium gluta-
micum und innerhalb der Gattung Brevibacterium beson-
ders die Art Brevibacterium flavum bevorzugt. Zu den
Vertretern dieser Gattungen zdhlen zum einen Stamme,
die in ihren Eigenschaften als Wild Typ charakterisiert
sind. Hier sind beispielsweise Corynebacterium glutami-
cum ATCC 13032, Corynebacterium glutamicum ATCC 14752,
Corynebacterium acetoglutamicum ATCC 15806, Corynebac-
terium acetoglutamicum ATCC 15806, Corynebacterium me-
lagsecola ATCC 17965, Corynebacterium thermoaminogenes
FERM BP-1539, zu nennen.

Dartiber hinaus schlieRt die vorliegende Erfindung auch
produzierende Bakterienstamme ein, die sich beispiels-
weise als Aminosaureproduktionssté&mme auszeichnen. Die-
ge kodnnen z. B. ausgehend von Wildtypstammen durch
klagsische (chemische oder physikalische) oder gentech-
nische Methoden hergestellt werden. Beispiele flir er-
findungsgemif geeignete St&mme sind u. a. Corynebacte-
rium glutamicum ATCC 21586, Corynebacterium glutamicum
KY 10150, Corynebacterium glutamicum ATCC 13032ApanBC.
Ferner sind erfindungsgemif auch diejenigen Produkti-
onsstamme geeignet, die dem Fachmann allgemein aus
mikrobiellen Herstellungsverfahren bekannt sind. Die

vorliegende Erfindung wird durch die ausgewahlten Bei-
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spiele an Mikroorganismen n&her charakterisiert, jedoch

nicht limitiert.

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung ein Ver-
fahren zum Auffinden von RNA, cDNA und DNA, um Nuklein-
sduren, beziehungsweise Polynukleotide oder Gene zu
igolieren, dadurch gekennzeichnet, daf man die fir die
vierte Untereinheit der Cytochrom aas Oxidase codieren-

de Gensequenz ctaF als Hybridisierungssonde einsetzt.

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner einen gene-
tisch veranderten Mikroorganismus in dem die fir die
vierte Untereinheit der Cytochrom aa; Oxidase (ctaF)

codierende Gensequenz abgeschwacht ist.

Ebenso umfaRt die vorliegende Erfindung einen Mikroor-
ganismus enthaltend ein Gen oder mehrere Gene aus der
Gruppe ctaC, ctaD, ctak, ctaF , gcrA, gcrB, grcC in

replizierbarer Form, welche im Vergleich zum Wild Typ

Mikroorganismus verstarkt sind.

Vorteilhafte Weiterbildungen sind in den Unteranspri-

chen angegeben.

Die Figuren zeigen modellhaft die, an der Atmungskette
beteiligten Komponenten, mit den zugehdrigen Genen so-
wie experimentelle Ergebnisse der durchgefihrten Metho-

den mit dem ctaF Gen:

Es zeigt:

Fic. 1. Darstellung der Genomregion von C. glutamicum

mit der Genregion flir den bc; Komplex (gcrABC) und die
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Cytochrom aa; Oxidase (ctaCE) und dem ctaF Gen ohne
ctaD. Die DNA Regionen, die in den Stammen 13032Agcr

und 13032ActaF deletiert wurden, sind ebenso einge-
zeichnet wie die Fragmente in den Plasmiden pJdCl-gcrBst
und den entsprechenden Derivaten sowie im Plasmid

pBM20-QXA.

Fra. 2: SDS-Polyacrylamid Gel Analyse des Cytochrom bci
Komplexes und des Cytochrome aas Einzel Komplexes sowie
des Superkomplexes aus C. glutamicum, aufgereinigt
durch Affinitats Chromatographie mit StrepTactin Sepha-
rose mittels QcrBg: (Derivat des Cytochrom b mit
C-terminaler Strep-Tag II) oder CtaDst (Derivat der Un-
tereinheit I der Cytochrom aa; Oxidase mit einem
C-terminalen Strep-Tag II). Die Proteine wurden denatu-
riert, mit Hilfe eines 8-16% Tris-HCl Gradienten-Gels

(Biorad) aufgetrennt und mit Coomassie Blau geféarbt.
Spur 1, Cytochrom aa; Oxidase (7.2 pg Protein) aufge-
reinigt aus Stamm AQ-Dgt; Spur 2, Cytochrome bci-aas Su-
perkomplex aufgereinigt aus Stamm AC-Dg: (4.7 pg); Spur
3, Cytochrom bci-aas Superkomplex aufgereinigt aus
Stamm AQ-Bs: (5.7 pg); Spur 4, Cytochrome ,bci’ Komplex

aufgereinigt aus Stamm AC-Bge (4.3 pg) .

Fic. 3: Absolute Redox-Differenzspektren von reduzier-
ten intakten Zellen von C. glutamicum ATCC13032 (Wwild
Typ), 13032ActaD, und 13032ActaF. Die Zellen wurden vor
Aufnahme der Spektren bei Raumtemperatur in 100 mM
Trig-HCl Puffer (pH 7.5) resuspendiert, auf eine op-
tische Dichte von 200 bei 600 nm eingestellt und durch

Zugabe von Dithionit reduziert. Relevante Unterschiede
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der einzelnen Cytochrom-Muster sind durch Pfeile mar-

kiert. X = Wellenlange (nm); Y = Absorption

Fic. 4: Sequenzvergleich des CtaF Proteins mit unter-
schiedlichen Spezies anderer Actinomyceten. Mutmafdliche
Transmembran Helices werden durch Linien und Ziffern
markiert. Aminosiuren, die in mindestens 5 Sequenzen
identisch sind, werden mit schwarzer Schattierung mar-
kiert. Konservierte Aminosdure-Austauschbereiche werden
grau schattiert dargestellt. Die Bezeichnungen der Bak-
terien wurden wie folgt abgeklirzt: Cgl, C. glutamicum
(NCgl2114); cdi, C. diphtheriae (NC_002935) ; Mtu, Myco-
bacterium tuberculosis (Rv2199c); Mbo, M. bovis
(NC_002945) ; Mle, M. leprae (ML0876); Sco, Streptomcy-
ces coelicolor (NP _626410); Tfu, Thermobifida fusca

(Tfus_p_278) .

Fig. 5: Sequenzprotokoll

SeQ ID No 1: CtaC Aminosduresequenz
SeQ ID No 2: ctaC codierende Nukleotidsequenz
SeQ ID No 3: CtaD Aminosduresequensz
SeQ ID No 4: ctaD codierende Nukleotidsequenz
SeQ ID No 5: CtaE Aminosauresequenz
SeQ ID No 6: ctaE codierende Nukleotidsequenz
SeQ ID No 7: CtaF Aminosauresequenz
SeQ ID No 8: ctaF codierende Nukleotidsequenz
SeQ ID No 9: QcrA Aminosauresequenz

SeQ ID No 10: gcrA codierende Nukleotidsequenz



WO 2004/046366 PCT/DE2003/003826

10

15

20

25

13

SeQ ID No 11: QcrB Aminosduresequenz

SeQ ID No 12: gcrB codierende Nukleotidsequenz
SeQ ID No 13: QcrxrC Aminosauresequenz

SeQ ID No 14: gcrC codierende Nukleotidsequenz
SeQ ID No 15: P20 Aminosduresequenz

SeQ ID No 16: p20 codierende Nukleotidsequenz

SeQ ID No 17: P24 Aminosduresequenz

SeQ ID No 18: p24 codierende Nukleotidsequenz

SeQ ID No 19: P29 Aminosduresequenz

SeQ ID No 20: p29 codierende Nukleotidsequenz

Im Folgenden sollen die verwendeten Methoden beschrie-

ben werden.

1. Kultivierung der verwendeten Mikroorganismen

In Tab. 1 und Tab. 2 sind die verwendeten Organis-
menstdmme und Plasmide aufgelistet.

Corynebacterium glutamicum wurde bei 30°C entweder in
Luria Bertani (LB) Medium (Sambrook et al. 1989) oder
in Brain Heart Infusion (BHI) Medium (Difco Laborato-
ries, Detroit, USA) mit 2% (w/v) Glucose oder in CGXII
Minimal Medium mit 4% Glucose als Kohlenstoff- und
Energiequelle (Keilhauer et al. 1993) kultiviert. Falls
erforderlich wurde Kanamycin (25 pg/ml) zugegeben.
Escherichia coli (E. coli) wurde bei 37°C in LB Medium
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Kultiviert. Gegebenenfalls wurde Kanamycin (50 pg/ml)
oder Ampicillin (100 pg/ml) zugegeben.

Fiir die Praparation rekombinanter DNA wurde Enzyme der
Firma Roche Diagnistics oder New England Biolabs einge-
setzt. Die eingesetzten Oligonukleotide wurde von MWG
Biotech (Ebersber) bezogen und sind in Tab. 2 aufge-
listet. Klonierungsverfahren wurden nach bekannten

standardverfahren durchgefihrt [8].
2. Aufreinigung des Cytochrom bc; Komplexes

Die Aufreinigung des Cytochrom bc; Komplexes, ein QcrB
Derivat mit C-terminaler Strep Tag II [6] wurde wie
folgt durchgefihrt: Das gesamte ctaE-qcrCAB Genkluster
mit der vermeintlichen Promotorregion wurde mittels PCR
(Polymerase Chain Reaction) amplifiziert (Expand High
Fidelity PCR System, Roche Diagnostics). Dabei wurde
ein reverser Primer mit Codons fur StrepTag II
(WSHPQFEK) und zwei vorangestellten Alanin Codons ein-
gesetzt. Das daraus erhaltene 5,0-kb Fragment wurde in
den E.coli-C.glutamicum Shuttle Vektor pJCl hineinklo-
niert, wobei die durch Primer induzierten XbalI und Sall
Restriktionsschnittstellen verwendet wurden. Das resul-
tierende Plasmid pJCl-gcrBg. kodiert flir ein QcrB Deri-
vat mit zehn zusatzlichen Resten am C-Terminus (berech;
netes Molekulargewicht 61,1 kDa). Zur Aufreinigung des
Cytochrom aa; Komplexes wurde in dhnlicher Weise ein
CtaD Derivat mit einem C-terminalen StrepTag II herge-
stellt mit dem Unterschied, daR nur die monocistroni-
schen ctaD Gene mit ihrem nativen Promotor mittels PCR
amplifiziert wurden. Das resultiernde 2,0-kb Fragment
wurde fiber die XbaI Schnittstelle in den Vektor pJCl

hineinkloniert, so daR daraus das pJdCl-ctaDst Plasmid



WO 2004/046366 PCT/DE2003/003826

10

15

20

25

30

15

resultierte. Das modifizierte CtaD Protein enthielt
zehn zusazliche Reste am C-Terminus (berechnetes Mole-

kulargewicht 66,3 kDA). Jedes der beiden Plasmide wurde
in C. glutamicum 13032ActaD und 13032Agcr mittels

Elektroporation [8] eingebracht.

3. Membran-Isolation

10 g Zellmasse (Feuchtgewicht) wurden in 15 ml 100 mM
Tris/HCl, pH 7,5 mit 5 mM MgSO, und 10 mg/l Lysozyme
suspendiert. Nach 45 min Inkubation bei 37°C wurde der
Protease Inhibitor Phenylmethansulfonylfluorid (1 mM)
zugegeben. Es wurde ein ZellaufschluR durchgefihrt, in
dem die Suspension 5 mal bei 207 MPa durch eine French-
Press (SLM Aminco) geleitet wurde. Zelltrimmer wurden
durch Zentrifugation bei 27000 x g fir 20 min entfernt.
Der Uberstand (zellfreier Extrakt) wurde fir 90 min bei
150000 x g erneut zentifugiert. Der Rickstand mit der
Cytoplasmamembran wurde in 10 mM Tris/HCl bei pH 7,5
resuspendiert (60-80 mg Protein/ml) und erneut flr 90
min bei 150000 x g zentrifugiert. Die Membransubstanz
wurde in einem kleinen Volumen des verwendeten Puffers
mit 10% (v/v) Glycerin resuspendiert und bei -20°C ge-

lagert.

4., Aufreinigung der Protein Komplexe

Die gewaschene Membransubstanz wurde auf eine Protein-
konzentration von 5 mg/ml in 100 mM Tris-HCl, enthal-
tend 50 ug/ml Eiweifs Avidin (Sigma), eingestellt. Zur
Isolation der Membranproteine wurde eine 10%ige (w/v)
wassrige Loésung von n-Dodecyl-B-D-Maltosid (Biomol) zu-
gegeben, so daf sich eine Endkonzentration von 2 g Do-

decylmaltosid/ g Protein einstellte. Nach 45 Minuten
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Inkubation auf Eis unter langsamem Rihren wurde die
Probe flir 20 min beil 180000 x g ultrazentrifugiert. Der
Upberstand wurde auf eine StrepTactin Sepharose saule
gegeben mit einem giulenvolumen von 2 ml (IBA, Gottin-
gen) und mit 100 mM Tris-HCL Puffer (pH 7,5) und 0,025%
(W/v) Dodecylmaltosid equilibriert. Die s&dule wurde mit
9 ml eines Puffers aus 100 mM Tris -HCl Puffer (pH
7,5), 100 mM NaCl, 2 mM MgSO4 und 0,025% (w/v) Dodecyl-
maltosid gewaschen. Spezifisch gebundene Proteine wur-
den mit dem selben Puffer und zusatzlich 2,5 mM

D-Desthiobiotin (Sigma) und 10% (v/v) Glycerin eluiert.

5. Protein Identifizierung durch Peptid-Massen-

Fingerprinting

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten und mit Coomassie Blue
gefarbten Proteine wurden nach bekannter Methode [9]
durch Peptid—Massen—Fingerprinting nach Verdau mit
Trypsin (Promega) oder mit Cyanogen Bomid [10] identi-
fiziert. Peptidmassen Datenbanken wurden eingesetzt, um
lokal einen Ausschnitt des 3312 C. glutamicum Poteins
su suchen. Diese Datenbank wurde durch die Degussa AG

(Frankfurt) zur Verfligung gestellt.
6. Enzym Untersuchung

Die N,N,N’,N’—Tetramethyl—p—Phenylendiamin (TMPD) Oxi-
dase Aktivitat wurde spektrophotometrisch bei 562 nm in
Luft gesittigtem 100 mM Trigs-HCl Puffer (pH 7,5), der
200 pM TMPD enthielt, bei 25°C gemessen. Fur die Be-
rechnung der Aktivitat wurde ein Extinktions Koeffi-
zient von 10,5 mMlcm™® eingesetzt [4]. Eine Einheit der
Enzymaktivitat entspricht der Menge von 1 pmol TMPD

welches in einer Minute oxidiert wixd.
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7. Differenz-Spektroskopie

Dithionit-reduzierte minus Ferricyanid-oxidierte Diffe-
renzspektren wurden bei Raumtemperatur mit einem Jasco
V560 Spektrophotometer, welches mit einem Silicium-
Photodioden- Detektor fiir triibe Proben ausgestattet
war, durchgefihrt [11]. Dabei wurde eine Kivette mit
einem 5 mm breiten Detektionsfenster eingesetzt. Die
Proteinkonzentration wurde mit dem Bicinchoninsaure
(BCA) Protein-Assay [14] und Rinderserum-Albumin als
standard durchgefliihrt. Der Ham-Gehalt wurde aus den

Differenz Spektren durch folgende Wellenla&ngepaare und
Absorptionskoeffizienten (M cm™?) bestimmt: Him a, Ae
630-600 om = 11,6 [12]; Ham b, Agsez-577mm = 22; Ham c A€ ss2-

seomm = 19,1 [13].

Ausfthrungsbeispiele:

a. Isolation des Cytochrom bc;-aa; Superkomplexes

Zur Aufreinigung des bc; Komplexes und der Cytochrom
aa; Oxidase wurden Membranen der komplementierten Stam-
me AQ-Bg: und AC-Dgr isoliert und die nach Solubilisie-
rung mit Dodecylmaltosid erhaltenen Proteine der Affi-
nitatschromatographie mit StrepTactin Sepharose unter-
zogen. Nach dem Waschen wurden die spezifisch gebunde-
nen Proteine mit Desthiobiotin eluiert und mittels SDS-
Page analysiert. Uberraschenderweise wiesen die Prote-

inmuster der beiden Stamme AQ-Bg: (Fig. 2, Spur 3) und

AC-Dgr (Fig. 2, Spur 2) eine hohe Ahnlichkeit auf mit 8
Proteinbanden und scheinbar identischem Molekularge-
wicht. Die in Fig. 2 bis auf das 17-kDA-Protein (P17)
dargestellte Identit&t der Proteine wurde mit Hilfe des

Peptid-Mass-Fingerprinting wie oben beschrieben und ei-
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ner MALDI (matrix-assisted laser desorption ionizati-
on) -TOF (time of flight) Massensprektrometrie nachge-
wiesen. Fur die Proteinbanden mit einem Molekularge-
wicht von 52 kDa bzw. 29 kDa wurde nachgewiesen, daf’
sie aus jewells zweil unterschiedlichen Proteinen beste-
hen. Insgesamt konnten 10 Proteine nachgewiesen werden.
Neben den bereits bekannten Untereinheiten des bc; Kom-
plexes (QcrA, QcrB, QcrC) bzw. der Cytochrom aa; Oxida-
se (CtaC, CtaD, CtaE) wurden 4 weitere Proteine mit
einem Molekulargewicht von 29 kDa (P 29), 24 kDa (P24),
20 kDa (P20) und 19 kDa (P19) nachgewiesen. Diese kén-
nen jeweils den Proteinen NCgl2611 (Cgl2664), NCgl2177
(Cgl2226), NCgll970 (Cgl2017) und NCgl21l4 (Cgl2194)
zugeordnet werden. Diese NCgl-Nummern entsprechen der
Nomenklatur der 6ffentlich zugénglichen NCBI (National
Center for Biotechnology Information) bzw. die in den
Klammern verwendeten Nummern der Nomenklatur der DDBJ
(DNA Data Bank of Japan) Datenbanken. Der Fachmann
weif, daR das komplette Genom von C. glutamicum aus
allgemein zuganglichen Datenbanken identifizierbar ist
(wie z. B. NCBI) und durch Techniken der Genklonierung,
z. B. unter Einsatz der Polymerasekettenreaktion (PCR)

klonierbar ist.

b. Aufreinigung der Cytochrom aas Oxidase als Einzel-
komplex

Um die Cytochrom aas; Oxidase als Einzelkomplex und

nicht als Superkomplex zusammen mit dem bc; Komplex

aufzureinigen, wurde das Plasmid pJdCl-ctaDee in C. glu-

tamicum 13032Aqgcr transferiert. Der daraus resultieren-

de AQ-Dgi-Stamm wies infolge der fehlenden Qcr Gene

dieselben Wachstumsdefekte wie der 13032Agcr Stamm auf

PCT/DE2003/003826



WO 2004/046366 PCT/DE2003/003826

10

15

20

25

30

19

und bildete sowohl Wild-Typ CtaD als auch Strep-Tagged
CtaD. Das Eluat der StrepTactin Affinitdtschroma-
tographie enthielt vier Proteine (Fig.2, spur 1), die
als CtaD, CtaC, CtaE und P19 identifiziert wurden. Es
wurde eine TMPD Oxidaseaktivitat der isolierten Cytoch-
rom aas; Oxidase von 0,34 U/mg ermittelt sowie ein Turn-

Over Wert von 1,1 TMPD oxidiert/aa; st.

In Folge des
fehlenden Cytochrom c¢; wurde eine 10-fach geringere
Oxidaseaktivitat gegenltiber der Aktivitat des Superkom-

plexes ermittelt.

c. Beweis der vierten Untereinheit der Cytochrom aa;
Oxidase

Um die Bedeutung der Proteine P29, P24, P20 und P19 flr

die Atmungskette und die Bildung des bc;-aas-Superkom-

plexes nachzuweisen, wurden die entsprechenden Gene aus

dem Chromosom von C. glutamicum deletiert. Die daraus
entstandenen Stamme wurden mit AC2611, AC2177, AC1970

und AC2114 bezeichnet. Die ersten drei Stémme wiesen
keine deutlichen Unterschiede im Wachstumsverhalten
oder in der Bildung des a-, b-, und c-Typ Cytochroms
auf. Offenbar sind die Proteine P29, P24, und P20 nicht
egsentiell fir die Bildung und die Aktivitat des bc;-
aas;~Abzweigs der Atmungskette bzw. die Funktion und die
Interaktion des bcj-aas; Superkomplexes.

Im Gegensatz dazu flhrte die Deletion des Gens
NCgl2114, welches fUr das P19 Protein codiert, zum Pha-
notyp des 13032ActaD Stammes. So war das Wachstum deut-
lich beeintréchtigt, Cytochrom a war nahezu nicht im
Spektrum der Dithionit-reduzierten Zellen vorhanden und

der Gehalt an Cytochrom war deutlich geringer als im
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Wild Typ (Fig.3). Das P19 Protein ist daher essentiell
flir die Bildung einer aktiven Cytochrom aa; Oxidase.
Das Protein P19 wurde nur bei der Aufreinigung des Su-
perkomplexes oder der isolierten Cytochrom aas Oxidase
nachgewiesen, nicht jedoch bei der Aufreinigung des
isolierten bc; Komplexes (Fig.2). Das Protein P19 wird
auf CGrund der Interaktion mit den Untereinheiten der
Cytochtom aa; Oxidase mit aufgereinigt und kann daher
zur bisher noch nicht bekannten vierten Untereinheit
der Cytochtom aa; Oxidase aus C. glutamicum gezadhlt

werden.

Das Protein P19 besteht aus 143 Aminos&uren und hat ein
Molekulargewicht von 15,5 kDA. Es weist drei hydrohobe
Regionen auf, und zwar im Bereich der Aminosiuren 7-27,
40-60, sowie 97-130, wodurch drei oder vier Trans-
membranhelices gebildet werden. Die erste Transmembran-
helix dient vermutlich als Teil eines Signalpeptids.
Der in Fig. 4 dargestellte Sequenzvergleich zeigt, daf
das flir das P19 Protein codierende Gen ctaF mit korres-
pondierenden Genen aus der Gruppe der Actinomycetales
Homologien aufweist: C. diphtheriae 68% Identitat; My-
cobakterien 38-39% Identitdt; S. coelicolor 39% Identi-
t&t und Thermobifida fusca 33% Identit&t. Bei all die-
sen Organismen sind die korrenpondierenden Gene den
Genclustern des ctaC oder des ctaD nachgeschaltet. Im
Fall von S. coelicolor und T. fusca werden diese kor-
renspondierenden Gene zusammen transkribiert. Daraus
kann geschlossen werden, daff die mit dem P19 Protein
homologen Sequenzen die vierte Untereinheit der Cytoch-

rom aa; Oxidase in Actinomyceten reprisentieren.
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Tab. 1: Verwendete Bakteriensti&mme und Plasmide

Stamm/Plasmid Relevante Charakteristik Quelle
ATCC13032 Wild Typ, Biotin-auxotroph (71
13032Actab In-frame Deletion der ctaD Gene, (2]

codierend flr Untereinheit I der

Cytochrom aa, Oxidase
13032Agcr Deletion der gcrCAB Gene codierend, | (2]

fiir die drei Untereinheiten deg be,;

Komplexes
AC-Dg, 13032ActaD mit pJdCl-ctaDe Diese Arbeit
AC-Bg 13032ActaD mit pJCl-qgerBg, Diese Arbeit
AQ-Bg: 13032Agcr mit pdCl-gerBs, Diese Arbeit
AQ-Dg, 13032Ager mit pJCl-ctaDe, Diese Arbeit
AQ-Bg.-C67S 13032Agcr mit pJCl-gerBg.-C678 Diese Arbeit

AQ-Bg:-C1778

13032Agcr mit pJCl-gerBe.-C1l778

Diese Arbeit

ACg1970

In-frame Deletion des Gens NCgl1941

Diese Arbeit

ACg2l114=ActaF

In-frame Deletion des Gens NCgl2114

Diese Arbeit

ACg2177

In-frame Deletion des Gens NCgl2145

Diese Arbeit

ACg2611

In-frame Deletion des Gens NCgl2574

Diese Arbeit
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Plasmide

pJcl Kan®; E. coli-C. glutamicum Shuttle| [16]

Vektor

pJdCl-ctaDg.

Kan®; Expressions Plasmid fir

Strep-tagged CtaD; ctaD exprimiert
durch eigenen nativen Promotor und
10 zusdtzlichen Codons am 3'-Ende

(AAWSHPQFEK)

Diese Arbeit

pJdCl-gcrBg:

Kan®; Expressionsplasmid ftr Strep-
Tagged QcrB; ctaE-gcrCAB exprimiert
mit eigenem nativen Promoter; gcrB
mit 10 zusétzlichen Codons am 3'-

Ende (AAWSHPQFEK)

Diese Arbeit

PBM20 -QXA

Amp®; pUC-BM20 Derivativ mit 2.0-kb
Xbal-Apal Fragment aus pJCl-gcrBg;
verwendet flUr Site-directed Muta-

genese

Diese Arbeit
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Tab. 2: Verwendete Oligonucleotide
Primer Sequenz (5'—3%)
Primer flr die Konstruktion von pJCl-ctaDg and pJCl-

ctaDg.-for

ACTTCTAGATGACTGAACCTGGCAGCGACC

ctaDg.-rev

TGATCTAGATTACTTCTCGAACTGTGGGTGGGACCAAGCTGCGCG
GCTGGAGTCAGATGCAAG

gcrBg.-for

ACTTCTAGATAGGGTTGAGCATTTTGTC

gcrBg.-rev

AGTGTCGACTTACTTCTCGAACTGTGGGTGGGACCAAGCTGCGTT
CTTGCCCTCATTCTTGTC

Primer flir die Konstruktion von Deletionsmutanten

ACg1970-1

GACTCTAGAATCTTCGCAGCATCGGTTCC

ACgl970-2

CCCATCCACTAAACTTAAACACGTGTGGGAGGAACCAGCCAC

ACg1970-3

TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGCTGCGTGCTGCAGATTCTGCG

ACg1970-4

GATGTCGACGTTGTTGATGCCCAGGCACTG

ACg2114-1

GACTCTAGATAACCCAATTCACGGCAACTC

ACg2114-2

CCCATCCACTAAACTTAAACAGTACATGAGTTTTGCTGAAGACTTC

ACg2114-3

TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGCTCAACCTTCAGTACGGCGTGC

ACg2114-4

GATGTCGACCTTCCGGGAACTTTTCGTA

ACg2177-1

GACTCTAGAGGATTCCCGTGCGGCTGGTCT

ACg2177-2

CCCATCCACTAAACTTAAACATTTACACCCGAGACTACGTACCA

ACg2177-3

TETTTAAGTTTAGTGGATGGGCCATTCGGTCCGGGATACCGC

ACg2177-4

GATGTCGACGGTTCTAACGATTTTCGCCGTC

ACg2611-1

GACTCTAGATAGCCAACGCTTCGCCCAAGTCATG

ACg2611-2

CCCATCCACTAAACTTAAACACTTCACGGATTCGTCCTCCATTGG

ACg2611-3

TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGGAGGTCGGCGGAGACACTGCAG

ACg2611-4

GTCGTCGACAGCTGCGGTGCGCTCAGCG
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Tap. 3: Aufreinigung des Cytochrom bc;-aa;-
Superkomplexes aus Membranen von C. glutamicum AQ-Bst

und AC-Dgt

Die Chinol Oxidase Aktivitadt wurde mittels DMNH,; (2,3-
Dimethyl-1,4-Naphtoquinone in reduzierter Form) als
Substrat durch Messung der Sauerstoffaufnahme mittels
einer Clark-Sauerstoffelektode begtimmt. Eine Einheit
(U) entspricht 1 pmol Oz.Aufnahme pro Minute. Die Turn-
over Nummer (TN) wurden berechnet als Elektronentrans-
fer pro Cytochrom aa; pro Sekunde. Die in den Klammern
angegebenen Werte wurde berechnet als Elektronentrans-

fer pro Cytochrom b pro Sekunde. N.d. = nicht bestimmt

Aufreinigungsschritt Protein Chinol Oxidase Aktivitét

mg

U

U/mg

TN (s7%)

Aus-
beute

(%)

Membranen aus 44.7 32.3 0.72 n.d. 100
Stamm AQ-Bg:

Dodecylmaltosid Extrakt 15.3 14.5 0.95 314 45
StrepTactin Sepharose 0.64 1.7 2.70 220 5.4
Eluat

Membranen aus 42.3 33.5 0.79 n.d. 100
Stamm AC-Dg

Dodecylmaltosid Extrakt 17.9 15.2 0.85 365 45
StrepTactin Sepharose 0.50 1.5 2.96 93 4.4
Eluat (152)
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PatentansgsprlUche

1. Verfahren zur Herstellung von Stoffwechselprodukten,
dadurch gekennzeichnet,
5 daf? man folgende Schritte durchfihrt:

d) Fermentation der das gewlinschte Stoffwechselpro-
dukt produzierenden Bakterien, in denen man die
fir die vierte Untereinheit der Cytochtom aa; O-
xidase codierende Gensequenz ctaF abschwicht o-
10 der zusammen mit einem Gen oder mehreren Genen
aus der Gruppe ctaC, ctaD, ctaE, gcrd, gcrB,
gcrC verstarkt.

e) Anreicherung des gewlinschten Stoffwechselpro-
dukts im Medium oder in den Zellen der Bakteri-
15 en, und

f) Isolieren des entsprechenden Stoffwechselpro-
dukts.

2. Verfahren gemaf Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet,

20 daf? das Stoffwechselprodukt eine Aminosiure ausge-
wahlt aus der Gruppe L-Asparagin, L-Threonin,
L-Serin, L-Glutamat, L-Glycin, L-Alanin, L-Cystein,
L-Valin, L-Methionin, L-Isoleucin, L-Leucin,
L-Tyrosin, L-Phenylalanin, L-Histidin, L-Lysin,

25 L-Tryptophan und L-Arginin ist.

3. Verfahren gemadfs Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet,
dafd das Stoffwechselprodukt eine organische Siure
vorzugsweise ausgewdhlt aus der Gruppe Essigsiure,

30 Citronensdure, Isocitronensiure, Milchsiure, Bern-
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10

15

20

25

28

steins&ure, Fumarsfure, Ketoglutarsdure, Brenztrau-

bensiure und Apfelsiure ist.

. Verfahren gemadf Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet,
daf das Stoffwechselprodukt ein Vitamin ist.

. Verfahren gemafy Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet,
daf? das Stoffwechselprodukt ein Nukleosid oder Nukle-
otid ist.

. Verfahren gemé&fs Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet,
daf® das Stoffwechselprodukt ein ein-~ oder mehrwerti-
ger Alkohol ist.

. Verfahren zum Auffinden von RNA, c¢DNA und DNA, um

Nukleins&uren, beziehungsweise Polynukleotide oder
Gene zu isolieren,

dadurch gekennzeichnet,

daR man die flr die vierte Untereinheit der Cytochrom

aa; Oxidase codierende Gensequenz ctaF einsetzt.

. Mikroorganismus in dem die flir die vierte Unterein-

heit der Cytochrom aa; Oxidase codierende Gensequenz

(ctaF) abgeschwacht ist.

. Mikroorganismus enthaltend ein oder mehrere Gene aus

der Gruppe ctaC, ctaD, ctak, ctaF, gcrA, gcrB, qgcrC
in replizierbarer Form, welche im Vergleich zum Wild

Typ Mikroorganismus verstarkt sind.
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SEQUENZPROTOKOLL
<110> Forschungszentrum Jilich GmbH

<120> Verfahren zur mikrobiellen Herstellung wvon
Stoffwechselprodukten

<130> 1.2006

<140> 10254074.8-42
<141> 2002~11-19

<160> 20

<170> PatentIn Ver. 2.1
<210> 1

<211> 359

<212> PRT )
<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 1 .
Met Asn Lys Arg Gly Lys Arg Lys Ala Gly Gly Val Gly Gly Gly Ala
1 5 10 15

Met Ala Gly Cys Val Ala Gly Gly Val Gly Asp Arg Met Gly Trp Asp
20 25 30

Gly Thr Ala Val Ala Met Gly Asn Trp Ser Trp Val Txp Val Ala Ala
35 40 45

Cys Gly Met Trp Gly Thr Ala Ala Trp*Gly Ala Lys Arg Ala Lys Arg
50 55 60

Gly Gly Lys Tyr Asn Val Val Thr Val Val Met Val Thr Val Thr Asp
65 70 75 80

Lys Val Thr Ala Asp Lys Asn Val Thr Val Asp Val Thr Ala Tyr Trp
85 80 95

Asn Trp Lys Gly Tyr Ser Asp Gly Ser Ala Gly Gly Asp Tyr Gly Ser '
100 105 110

Asp Arg Ala Ala Ala Ala Ser Lys Lys Asp Ser Gly Asp Asn His Gly
115 120 125

Asn Ser Lys Ser Asp Val Ser Tyr Asn Arg Thr Gly Thr Thr Asp Val
130 135 140



WO 2004/04

Met Val Vval
145

Lys Arg Asp

Val Gly Arg

Val Val Asp

195

Thr Asn Ala
210

Arg Thr Ala
225

<210> 2
<211> 1080
<212> DNA
<213> Coryn

<400> 2

gtggaacagc
ttaggtggcece
ttcctacgta
tggtcatggg
accgccatct
aagcagctcc
gttatggtge
‘aacccagagg
gaaattgatg
caggcagctg
tcaaagtctg
gaaatccecag
gacgttgcac
cctgaggcaa
ttegttggte.
cgtgtegteg
gcaaccaacg
ccattogttt

<210> 3

6366

Asn Thr

Asn

Ala Ser

150

Ala Tyr

165

Cys Ala

180

Arg Asp
His

Ala

Thr Arg

Ala

Met

Ser

Gly

Asp

His Ala

Cys

Gly

Vval
200

Ala

Ala
215

Tyr

Gly asn

230

ebacterium

aaaataagcg
tegecatgge
tgggttggce
tctgggttge
ttgcctgggg
agtacaacgt
tgttettett
ttaccgtgga
gctcactgge
cegaggette
acgtttctta
tgatggttcet
actccttetg
acaagtccca
gctgtgecaga
ategcgattc
ctcaggcact
ccgatcgeac

glutamicum

tggtttaaag
aggctgtgaa
tgatggcatt
tgcctgeate
cgcaaagagg
tccacttgag
caccgttcaa
cgtcaccget
acctggtgga
caagaaggat
ccttgagttce
tecectgtgaac
ggttccagag
gcgtgtette
aatgtgeggt
cttcgetgtg
tgagcacatt
cgcaacccgc

Ala

Asn

Ala

Asp Val
155

Lys Ser
170

Thr
185

Tyr His

Tyr Ser Arg

Thr Ser

Thr Ser Asn

235

cgcaaggccce
gtegecccete
acccctgaag
atcggcatca
gcktgaaaagc
ctcgttetga
actcaggaca
taccagtgga
caggattacc
ccttetggag
aaccgaattg
accccaatcg
ttcectettca
cagattgaag
acttaccacg
tacatcagct
ggtcaagcte
gacggcgaaa

Ala His

Arg Val
Met

Ala

Ser
205

Asp

Thr
220

Ser

Ala

tgettggegg
ctggeggtgt
cagtggccat
tcatgtgggg
gcggcgaggg
cgategttcee
aggtcaccge
actggaagtt
aaggaagcga
ataacccaat
aaaccctegg
agttcaacct
agcgagatgce
agatcactga
caatgatgaa
tcégtgactc
cttacgctac
acactcagag

Ser

Thr

Met

190

Asn

Val

PCT/DE2003/003826

Val
160

Trp

Gly Ala
175

Asn Arg

Asp Ala

Ser Asp

tgtettggge
gcttggagat
gggtaacttc
tectattecte
tgaattcect
gatcatcatt
tetggataag
cggatactcc
cceocggagegt
tcacggcaac
aaccactgat
cgcatctgct
ttacgcacac
ggaaggcgca
cttegagett
caaccecagac
ttccactage
caacgcttaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
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<211> 584
<212> PRT
<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 3
Met Thr Ala Val Ala Pro Arg Val Asp Gly His Val Ala Pro Gln Arg
1 5 10 15

Pro Glu Pro Thr Gly His Ala Arg Lys Gly Ser Lys Ala Trp Leu Met
20 25 30

Met Thr Thr Thr Asp His Lys Gln Leu Gly Ile Met Tyr Ile Ile Met
35 40 45

Ser Phe Ser Phe Phe Phe Leu Gly Gly Leu Met Ala Leu Leu Ile Arg
50 55 60

Ala Glu Leu Phe Thr Pro Gly Leu Gln Phe Leu Ser Asn Glu Gln Phe
65 70 75 80

Asn Gln Leu Phe Thr Met His Gly Thr Val Met Leu Leu Leu Tyr Gly
85 90 S5

Thr Prc Ile Val Trp Gly Phe Ala Asn Tyr Val Leu Pro Leu Gln Ile
100 105 110

Gly Ala Pro Asp Val Ala Phe Pro Arg Leu Asn Ala Phe Gly Phe Trp
115 120 125

Ile Thr Thr Val Gly Gly Val Ala Met Leu Thr Gly Phe Leu Thr Pro
130 135 140

Gly Gly Ala Ala Asp Phe Gly Trp Thr Met Tyr Ser Pro Leu Ser Asp
145 ' 150 : 155 160

Ala Ile His Ser Pro Gly Leu Gly Ser Asp Met Trp Ile Val Gly Val
165 170 175

Gly Ala Thr Gly Ile Gly Ser Val Ala Ser Ala Ile Asn Met Leu Thr
180 185 190

Thr Ile Leu Cys Leu Arg Ala Pro Gly Met Thr Met Phe Arg Met Pro
195 200 205

Ile Phe Thr Trp Asn Ile Phe Val Val Ser Val Leu Ala Leu Leu Ile
210 215 220

Phe Pro Leu Leu Leu Ala Ala Ala Leu Gly Val Leu Tyr Asp Arg Lys
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225 230 , 235 240

Leu Gly Gly His Leu Tyr Asp Pro Ala Asn Gly Gly Ser Leu Leu Trp
245 250 255
Gln His Leu Phe Trp Phe Phe Gly His Pro Glu Val Tyr Val Leu Ala
260 265 270

Leu Pro Phe Phe Gly Ile Val Ser Glu Ile Ile Pro Val Phe Ser Arg
275 280 285

Lys Pro Met Phe Gly Tyr Val Gly Leu Ile Phe Ala Thr Leu Ser Ile
280 295 300

Gly Ala Leu Ser Met Ala Val Trp Ala His His Met Phe Val Thr Gly
305 310 315 320

Ala Val Leu Leu Pro Phe Phe Ser Phe Met Thr Phe Leu Ile Ser Val
325 330 335

Pro Thr Gly Val Lys Phe Phe Asn Trp Val Gly Thr Met Trp Lys Gly
340 345 350

His Ile Thr Trp Glu Thr Pro Met Ile Trp Ser Val Gly Phe Met Ala
355 360 365

Thr Phe Leu Phe Gly Gly Leu Thr Gly Ile Met Leu Ala Ser Pro Pro
370 375 380

Leu Asp Phe His Leu Ala Asp Ser Tyr Phe Leu Ile Ala His Phe His
385 390 395 400
_—
Tyr Thr Leu Phe Gly Thr Val Val Phe Ala Ser Cys Ala Gly Val Tyr
405 410 415

Phe Trp Phe Pro Lys Met Thr Gly Arg Met Met Asp Glu Arg Leu Gly
420 . 425 430

Lys Ile His Phe Trp Leu Thr Phe Val Gly Phe His Gly Thr Phe Leu
435 440 445

Ile Gln His Trp Val Gly Asn Met Gly Met Pro Arg Arg Tyr Ala Asp
450 455 460

Tyr Leu Asp Ser Asp Gly Phe Thr Ile Tyr Asn Gln Ile Ser Thr Val
465 470 475 480

Phe Ser Phe Leu Leu Gly Leu Ser Val Ile Pro Phe Ile Trp Asn Val
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Phe Lys Ser

Gly
515

Gly Tyr

Asn Phe

530

His

Glu
545

Leu

Thr Gly His

Ala Leu Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

4
1755
DNA
Coryn

<400> 4

atgaccgctg
ggccatgcac
ctgggcatta
ctgecttatce
aaccagctgt
tggggttttg
cgtttgaatg
ttcetgacce
gcaattcact
attggctceg
ggtatgacca
gctectgctga
cttggtggac
tggttctteg
gagatcattc
accttgteca
gcagttttge
aagttcttca
atctggtctg
gcgteccccac

485

Trp Arg
500

Asn Ser

Ala

Ser

Tyr Pro

Tyr Gly

Leu

Leu

His

Glu

Glu Trp

520

Pro
5356

Arg

Met Ile

550

Asp
565

Ser’
580

Asp

ebacterium

tggcgectag
gcaagggceag
tgtacatcat
gagcggagcet
tcaccatgca
ctaactacgt
cttteggett
cgggtggtge
ccecaggect
ttgcttcege
tgtteccegtat
tetteccact
acctgtacga
gacaccctga
ctgtgttctce
ttggtgcact
ttecegttett
actgggttgg
ttggcttcat
cactggactt

Asp

Ser Ser

Ile Asn

Arg

glutamicum

ggtecgacggg
caaagcatgg
tatgtcette
tttcacccecet
cggaactgtce
cctgceccactt
ctggatcacce
tgcecgactte
tggctcetgac
aattaacatg
gcctatttte
gctgeteget
tccagctaac
ggtttacgtt
ccgtaageca
gtccatggcet
ctecctteatg
aaccatgtgg
ggctaccttce
ccacttgget

Leu

Ala

Glu

Ala

490

Val
505

Thr

Ile Axg Ser

Met
5855
Pro Glu
570

cacgtecgcce
ttaatgatga
agcttettet
ggkctgecagt
atgctgetge
cagatcggtg
accgteggtg
ggttggacca
atgtggattg
ctcaccacca
acctggaata
gctgecactgyg
ggeggetecce
ctggegetge
atgttcggtt
gtgtgggcte
acgttcctga
aagggtcaca
ctetteggtg
gactcctact

Thr val Asp

Ser Cys Pro

Asp
510

Pro

525
Glu Arg Pro
540

Arg Ala Glu

Leu Gly Thr

ctcagaggcece
ccaccaccga
tecteggtgg
tcetgtetaa
tgtacggaac
cgcctgacgt
gtgtcgegat
tgtactceece
teggtgtegg
tectetgect
tettegttgt
gtgttctgta
tecetgtggea
cgttettegg
acgtcggcct
accacatgtt
ttteggttcece
tcacttggga
gtctgacegg
tecctgatege

PCT/DE2003/003826

495

Pro Trp

Pro Arg

Ala Phe

Ala His
560

Ala Pro
575

cgagccgaca
ccacaagcag
cttgatggcce
tgagcagttc
tececaattgtt
agcttteccca
gctgaccggce
actgtctgac
tgcaactggt
ccgegeacct
ttecegttett
tgaccgcaag
gcacctgttce
cattgtttcet
gatcttcgea
cgttactgge
taccggegtt
aaccccaatg
cattatgctg
gcacttccac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
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tacaccctet teggtaccgt ggtgttcgea tcgtgtgcag'gcgtttactt ctggttceeg 1260
aagatgactg gccgcatgat ggacgagcegt cttggcaaga tccacttcectg gttgacctte 1320
gtcggtttce acggaacctt cctcatccag cactgggtgg gcaacatggg tatgccacgt 1380
cgttacgectyg actacctgga ttctgatggt ttcaccatct acaaccagat ctccaccgtg 1440
ttectecttee tgettggecect gtetgtcatt ccattcatcect ggaacgtcectt caagtcecctgg. 1500
cgctacggtg agetcegttac cgttgatgat ccttggggtt acggcaactc cctggagtgg 1560
gcaaccteccet gecetectee tegecacaac ttegecatccet tgectegtat ccgetccgag 1620
cgececctgegt tecgagetgea ctaccecgeac atgattgaac gecatgcgecge agaggcacac 1680
actggacatc acgatgatat taatgctcca gaattgggta ccgecccage ccttgecatct 1740
gactccagcce gctaa 1755
<210> 5
<211> 205
<212> PRT
<213> Corynebacterium glutamicum
<400> 5
Met Thr Ser Ala Val Gly Asn Thr Gly Met Ala Ala Pro Gln Arg Val

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

20 25 30
Leu Ser Gln Glu Leu Met Phe Phe Ala Gly Leu Phe Ala Met Tyr Phe
35 40 45
Val Ser Arg Ala Asn Gly Leu Ala Asn Gly Sexr Trp Gly Glu Gln Thr
50 55 60
Asp His Leu Asn Val Pro Tyr Ala Leu Leu Ile Thr Val Ile Leu Val
65 70 woy 75 80
Ser Ser Ser Val Thr Cys Gln Phe Gly Val Phe Ala Ala Glu Arg Gly
85 90 95
Asp Val Tyr Gly Leu Arg Lys Trp Phe Leu Val Thr Ile Ile Leu Gly
100 105 110
Ser Ile Phe Val Ile Gly Gln Gly Tyr Glu Tyr Ile Thr Leu Val Gly
115 120 125
His GQly Leu Thr Ile Gln Ser Ser Val Tyr Gly Ser Ala Phe Phe Ile
130 135 140
Thr Thr Gly Phe His Ala Leu His Val Ile Ala Gly Val Met Ala Phe
145 150 155 160
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Val Val Val Leu Met Arg Ile His Lys Ser Lys Phe Thr Pro Ala Gln

165

170

175

Ala Thr Ala Ala Met Val Val Ser Tyr Tyr Trp His Phe Val Asp Val

180

185

150

Val Trp Ile Gly Leu Phe Ile Thr Ile Tyr Phe Ile Gln

195 200 205
<210> 6
<211> 618
<212> DNA
<213> Corynebacterium glutamicum
<400> 6
gtgacgagcg cagttggaaa tacaggtatg gcagcaccac aacgtgttgc ggcactgaac 60
cgtccgaata tggtcagtgt cggcaccatt gtgttcctgt ctecaggaatt aatgttcettc 120
gcecgggetat tcgegatgta cttcgtgtce cgtgegaacg gactggcaaa tggatcatgg 180
ggagagcaga cagatcacct caacgtgccc tacgcactgt tgattacggt cattctggtg 240
tcttectecag tgacttgeca gttecggagtt tttgeggetg aaaggggtga cgtttacgge 300
ctececgecaagt ggttecttggt cacgattatc cteggatcaa tettegtgat cggacaggge 360
tacgagtaca tcactctegt aggtcacgga cttacaatce agagcagtgt ctacggatcg 420
gcattettta ttacaaccgg tttccacgca ctgcacgtga tegegggtgt tatggectte 480
gttgtggtte ttatgagaat ccataagtcg aagttcactc cggcacaggce aaccgcagca 540
atggttgtgt cttattactg gecacttcgtt gacgtggtct ggatcggect ctteatcact 600
atttacttca ttcagtag 618
<210> 7
<211> 143 P
<212> PRT
<213> Corynebacterium glutamicum
<400> 7
Met Lys Ser Ser Ala Lys Leu Met Tyx Gly Pro Thr Val Phe Met Ala
1 5 10 15
Ala Met Ala Val Ile Tyr Ile Phe Ala Thr Met His Val Ser Asp Gly
20 25 30
Gly Ser Val Lys Gly Val Glu Trp Val Gly Ser Val Ala Leu Val Leu
35 40 45
Ser Ala Gly Leu Thr Leu Met Leu Gly Val Tyr Leu His Phe Thr Glu

50 55 60
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Val Arg Val Asp Val Leu Pro Glu Asp Trp Glu Glu Ala Glu Val Ala
65 70 75 80

Asp Lys Ala Gly Thr Leu Gly Phe Phe Ser Pro Ser Ser Ile Trp Pro
85 90 o5

Ala Ala Met Ser Gly Ala Val Gly Phe Leu Ala Phe Gly Val val Tyr
100 105 110

Phe His Tyr Trp Met Ile Ala Val Gly Leu Met Leu Leu Ile Phe Thr
115 120 125

Ile Thr Lys Leu Asn Leu Gln Tyr Gly Val Pro Lys Glu Lys His
130 135 140

<210> 8

<211> 432

<212> DNA

<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 8

atgaagtctt cagcaaaact catgtacggc ccgaccgtat tcatggccege aatggetgtc 60
atctacatct tecgcaacaat gcacgttagt gatggeggca gecgttaaagg tgttgagtgg 120
gtcggttctg tggccctggt cctgtcageca ggtctgacge ttatgetegg tgtetacctt 180
cacttcactg aagtccgcegt agatgttctt ccagaggact gggaagaggc tgaggttgee 240
gacaaggcag gaaccctcgg gttcttecage ccaagctcca tttggecgge agectatgtce 300
ggtgcggttg gattcecttge attcggegtt gtgtacttcce actactggat gatcgcagtt 360
ggtctgatge tcctgatcett cacgatcacc aagetcaacce ttcagtacgg cgtgecaaaa 420
gaaaagcact ag 432°

<210> 9

<211> 408

<212> PRT

<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 9
Met Ser Asn Asn Asn Asp Lys Gln Tyr Thr Thr Gln Glu Leu Asn Ala
1 5 10 15

Met Ser Asn Glu Asp Leu Ala Arg Leu Gly Thr Glu Leu Asp Asp Val
20 25 30

Thr Ile Ala Tyr Arg Lys Glu Arg Phe Pro Ile Ala Asn Asp Pro Ala
35 40 45
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Glu Lys Arg Ala Ala Arg Ala Val Thr Phe Tyrp Leu Val Leu Gly Ile
50 55 60

Ile Gly Gly Leu Gly Phe Leu Ala Thr Tyr Ile Phe Trp Pro Trp Glu
65 70 75 80

Tyr Lys Ala His Gly Asp Glu Gly Leu Leu Ala Tyr Thr Leu Tyr Thr
85 90 95

Pro Met Leu Gly Ile Thr Ser Gly Leu Cys Ile Leu Ser Leu Gly Phe
100 105 110

Ala Val Val Leu Tyr Val Lys Lys Phe Ile Pro Glu Glu Ile Ala Val
115 120 125

Gln Arg Arg His Asp Gly Pro Ser Glu Glu Val Asp Arg Arg Thr Ile
130 135 140

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

Lys Leu Ile Met Gly Leu Ala Gly Gly Gly Ala Val Leu Ala Gly Leu
165 170 175

Thr Ile Ile Ala Pro Met Gly Gly Met Ile Lys Asn Pro Trp Asn Pro
180 185 190

Lys Glu Gly Pro Met Asp Val Gln Gly Asp Gly Thr Leu Trp Thr Ser
195 200 205

Gly Trp Thr Leu Val Glu Asn Asp Val Lys Val Tyr Leu Gly Arg Asp
210 215 et 220

Thr Ala Ala Ile Ala Glu Ser His Thr Asp Ala Thr Gly Glu His Trp
225 230 235 240

Ser Thr Thr Gly Val Ser Arg Leu Val Arg Met Arg Pro Glu Asp Leu
245 250 255

Ala Ala Ala Ser Met Glu Thr Val Phe Pro Leu Pro Ala Glu Met Val
260 265 270

Asn Asp Gly Ala Glu Tyr Asp Pro Ala Lys Asp Val Tyr Glu His Giln
275 280 285

Met His Ser Val His Gly Pro Arg Asn Ala Val Met Leu Ile Arg Leu
290 295 300
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Ile Glu Gln @Glu Ser

320

Ala Glu Val

310

Arg
315

Arg Gly

305

Thr Ala Asp Lys Glu

His Ile
335

Ser Ile Thr

330

Phe Gly Asp Ala Lys

325

His Tyr Tyr Tyr Tyr Cys

Ala
345

Gln Thr Ile

350

Thr Ser Leu Glu Asn

340

Gly Cys Pro Tyr Arg Leu Cys

Pro His Gln Ser Gln Phe Asp Ala Leu Tyr Gly Lys Pro Val

Cys
355
Phe

Gly Pro

370
Glu Glu
385

Gly

Pro Ala Phe

<210> 10
<211> 1227
<212> DNA

Ala Ala

Tyr Leu

Arg

Ile

360

Ala
375

Leu

Ala Ala

390

Glu
405

Trp

<213> Corynebacterium

<400> 10

atgagtaaca
gatcttgcac
ttceccaateg
gtcecteggea
tacaaggcac
attactteccg
ttcattceccag
cgccgeacca
aagctgatca
ccaatgggeg
ggtgacggca
ctcggeegeg
tcaaccactg
atggaaactg
gcgaaggacg
ttgatccgtc
ttccactacg
tcactgtacg
gecattgeact

acaacgacaa
gacttggtac
ctaatgaccc
tcattggtgg
aéggagatga
gtectttgeat
aggaaatcgc
tcgttgcact
tgggacttge
gtatgatcaa
cectgtggac
acactgcage
gtgtttcecg
tetteccact
tctacgagceca
tccgtacege
gtgactacta
aggctcagac
acggaaagcc

Arg

Lys Ser

glutamicum

acagtacaca
agagctggac
agctgagaag
acttgggtte
aggtcteoctg
cctgtecectg
agtacagcgt
tctcaatgac
aggtggcegga
gaacccttgg
tteceggttgg
aattgcggag
cctggttegt
tcecagctgaa
ccaaatgcac
tgacgctgaa
cgcttactcee
caatcgtatt
agtctttgga

10

Pro

Gly

Gln Leu

Phe
395

Asn

acccaagaac
gacgttacca
cgegctgeac
ctggctacct
gcgtacacct
ggatttgecag
cgccacgacyg
tcttggecaga
gcagtactgg
aatcctaagg
actctegttg
tcccecacaceg
atgcgececcag
atggtgaacg
tecggtgecacyg
aaggttatcg
aagatttgta
ctgtgccecat
cetgetgecee

365
Pro Ile
380

Ile Glu

tcaacgecgat
ttgcataccg
gtgcagttac
acattttcetg
tgtacacccc
ttgtcettta
gteccttctga
cctctactet
ccggecetgac
aaggcccaat
agaacgacgt
atgcaaccgg
aagatctggc
acégtgctga
gcccacgcaa
aacgcgaagg
cacacattgg
gtcaccagtc
gtgcactgcc

Thr

Pro

Val Asp

Leu Gly
400

gagcaatgag
caaggaacgt
tttetggeta
gccttgggag
aatgctgggt
tgtcaagaag
agaagttgac
tggtegtege
catcatcget
ggacgttcag
caaggtttac
tgagcactgg
agcagcatcc
atacgatcct
cgcagttatg
ccaggagtcce
ttgceccaacce
gcagtttgac
acagctgcceca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
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attaccgttg atgaagaggg ctacctcatc gcegetggta acttecattga gecactcgge 1200
cctgecattet gggagcgtaa gtcatga 1227

<210> 11

<211> 539

<212> PRT

<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 11
Met Ser L.eu Ala Thr Val Gly Asn Asn Leu Asp Ser Arg Tyr Thr Met
1 5 10 15

Ala Ser Gly Ile Arg Arg Gln Ile Asn Lys Val Phe Pro Thr His Trp
20 25 30

Ser Phe Met Leu Gly Glu Ile Ala Leu Tyr Ser Phe Ile Val Leu Leu
35 40 45

Leu Thr Gly Val Tyr Leu Thr Leu Phe Phe Asp Pro Ser Ile Thr Lys
50 55 60

Val Ile Tyr Asp Gly Gly Tyr Leu Pro Leu Asn Gly Val Glu Met Ser
65 70 75 80

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

Leu Phe Ile Arg Gln Met His His Trp Ala Ala Leu Leu Phe Val Val
100 105 110

Ser Met Leu Val His Met Leu Arg Ile:Phe Phe Thr'Gly Ala Phe Arg
115 120 125

Arg Pro Arg Glu Ala Asn Trp Ile Ile Gly Val Val Leu Ile Ile Leu
130 135 140

Gly Met Ala Glu Gly Phe Met Gly Tyr Ser Leu Pro Asp Asp Leu Leu
145 150 ) 155 160

Ser Gly Val Gly Leu Arg Ile Met Ser Ala Ile Ile Val Gly Leu Pro
165 170 175

Ile Ile Gly Thr Trxp Met His Trp Leu Ile Phe Gly Gly Asp Phe Pro
180 185 190

Ser Asp Leu Met Leu Asp Arg Phe Tyr Ile Ala His Val Leu Ile Ile
195 200 205

11
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Pro Ala Ile Leu Leu Gly Leu Ile Ala Ala His Leu Ala Leu Val Trp
210 215 220 .

Tyr Gln Lys His Thr Gln Phe Pro Gly Ala Gly Arg Thr Glu Asn Asn
225 230 235 240

Val Ile Gly Ile Arg Ile Met Pro Leu Phe Ala Val Lys Ala Val Ala
245 250 255

Phe Gly Leu Ile Val Phe Gly Phe Leu Ala Leu Leu Ala Gly Val Thr
260 265 270

Thr Ile Asn Ala Ile Trp Asn Leu Gly Pro Tyr Asn Pro Ser Gln Val
275 280 285

Ser Ala Gly Ser Gln Pro asp Val Tyr Met Leu Trp Thr Asp Gly Ala
290 295 300

Ala Arg Val Met Pro Ala Trp Glu Leu Tyr Leu Gly Asn Tyr Thr Ile
305 310 315 320

Pro Ala Val Phe Trp Val Ala Val Met Leu Gly Ile Leu Val Val Leu
325 330 335

Leu Val Thr Tyr Pro Phe Ile Glu Arg Lys Phe Thr Gly Asp Asp Ala
340 345 350

His His Asn Leu Leu Gln Arg Pro Arg Asp Val Pro Val Arg Thr Ser
355 360 365

Leu Gly Val Met Ala Leu Val Phe Tyr:Ile Leu Leu Thr Val Ser Gly
370 375 " 380

Gly Asn Asp Val Tyr Ala Met Gln Phe His Val Ser Leu Asn Ala Met
385 390 . 395 400

Thr Trp Ile Gly Arg Ile Gly Leu Ile Val Gly Pro Ala Ile Ala Tyr
405 410 415

Phe Ile Thr Tyr Arg Leu Cys Ile Gly Leu Gln Arg Ser Asp Arg Glu
420 425 430

Val Leu Glu His Gly Ile Glu Thr Gly Ile Ile Lys Gln Met Pro Asn
435 440 445

Gly ala pPhe Ile Glu Val His Gln Pro Leu Gly Pro Val Asp Asp His
450 455 460

12
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Gln
480

Ile Pro Tyr Ala Gly Ala Ala vVal Pro

475

Leu Lys

470

Gly Pro

465

His Pro

Glu Thr Phe

490

Gln Ala Glu Val Arg Gly Gly Phe

495

Met Leu Gly

485

Asn Tyr

Glu Ile Arg Ala Glu His

505

Lys Glu Ile
510

Pro
500

Gly Pro Asp Asp Lys Ala

Asn Thr Glu Ala

520

Ala Leu Asn
525

His Ile Glu Glu Ala

515

Ala Asn Leu Arg

Asn Ile Glu Arg Asp Lys Asn Glu Gly Lys Asn

530

<210> 12
<211> 1620
<212> DNA
<213> Coryn

<400> 12

atgagtctag
cgtcecgecaga
ctttacagcet
tcaatcacca
cgtgcatacg
cagatgcacc
attttctteca
ctgatcatcc
tctggtgttg
tggatgcact
tacatcgeac
gcacttgttt
gtgatcggta
gtctteggtt
ggaccgtaca
acagatggtg
ccagcagtcet
ccattecattg
cgcgatgtte
accgtttetg
acctggateg
cgactgtgea
ggtatcatca
gttgatgacc

ebacterium

ctaccgtggg
tcaacaaggt
tecatcgtett
aggtcattta
caactgcgtt
actgggcagce
ccggtgegtt
tgggtatgge
gtcttcgaat
ggctgatett
acgttctaat
ggtaccagaa
teccgaatcat
tecectcgeact
acccttcaca
ctgetegtgt
tectgggttge
agcgtaagtt
cagtccgecac
gtggtaacga
gtcgtatcgg
tcggettgea
agcagatgcc
atggtcaccc

5385

glutamicum

aaacaatctt
cttcccaact
gctgetgact
tgacggegge
ggatatttce
cctgetgtte
cecgtegececea
tgaaggcttce
catgtcegcee
cggtggagac
catceccagct
gcacacccag
gcetetgtte
gcttgetggt
ggtgtctget
catgccggca
tgtgatgctg
caccggegac
ctcacteggt
tgtttacgeca
cctcategtt
gcgectcetgac
aaatggtgece
aatcccactg

13

gattcccgtt
cactggtcct
ggtgtctacce
tacctcececcac
ttcgaggtte
gttgtatcceca
cgtgaagcaa
atgggttact
atcatcgttg
ttcecatecg
atcctgettg
tteccaggeg
gcagttaagg
gtcaccacca
ggtteccage
tgggagectcet
ggtatecctecg
gatgcacacc
gtecatggege
atgcagttcc
ggaccagcta
cgcgaggtee
ttcattgaag
ccatacgetg

acaccatggc
tcatgctegg
tgaccctgtt
tgaacggtgt
gcggtggtet
tgctggttca
actggatcat
ccctgectga
gtcttccgat
atctgatgct
gcttgategce
ctggecgeac
ctgttgettt
ttaacgcaat
ctgacgttta
acctcggtaa
tggttetget
acaacttgct
ttgtctteta
atgtttcact
ttgcatactt

‘tggagcacgg

ttcaccagce
gcgctgeggt

gtecgggtatce
cgagattgcg
cttcgaccca
ggagatgtcc
gttcatccge
catgcteegt
cggtgttgtt
tgacctgcete
cataggtacc
ggaccgette
agctcacctg
tgagaacaac
cggcctcecatce
ttggaatctt
catgctgtgg
ctacactatt
tgtgacttac
gcagcgtect
catcctgett
gaacgcgatg
catcacttac

catcgagacc,

acttggecca
tccaaagecag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
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atgaaccagc ttggttacgc tgaggttgaa acccgeggtg gattcttegg acctgatcca 1500
gaagacatcc gtgcgaagge taaggaaatt gagcacgcaa accacattga ggaagcgaac 1560
actecttegtg cactcaacga ggcaaacatt gagcecgtgaca agaatgaggg caagaactag 1620

<210> 13
<211> 283
<212> PRT
<213> Corymebacterium glutamicum

<400> 13
Met Ala Lys Pro Ser Ala Lys Lys Val Lys Asn Arg Arg Lys Val Arg
1 5 10 15

Arg Thr Val Ala Gly Ala Leu Ala Lieu Thr Ile Gly Leu Ser Gly Ala
20 25 ~ 30

Gly Ile Leu Ala Thr Ala Ile Thr Pro Asp Ala Gln Val Ala Thr Ala
35 40 45

Gln Arg Asp Asp Gln Ala Leu Tle Ser Glu Gly Lys Asp Leu Tyr Asp
50 55 60

Val Ala Cys Ile Thr Cys His Gly Val Asn Leu Gln Gly Val Glu Asp
65 70 75 80

Arg Gly Pro Ser Leu Val Gly Val Gly Glu Gly Ala Val Tyr Phe Gln
85 90 95

Val His Ser Gly Arg Met Pro Ile Leu Arg Asn Glu Ala Gln Ala Glu
100 105 110

oo

Arg Lys Ala Pro Arg Tyr Thr Glu Ala Gln Thr Leu Ala Ile Ala Ala
115 120 125

Tyr Val Ala Ala Asn Gly Gly Gly Pro Gly Leu Val Tyr Asn Glu Asp
130 135 140

Gly Thr Leu Ala Met Glu Glu Leu Arg Gly Glu Asn Tyr Asp Gly Gln
145 150 155 160

Ile Thr Ser Ala Asp Val Ala Arg Gly Gly Asp Leu Phe Arg Leu Asn
165 170 175

Cys Ala Ser Cys His Asn Phe Thr Gly Arg Gly Gly Ala Leu Ser Ser
180 185 190

Gly Lys Tyr Ala Pro Asn Leu Asp Ala Ala Asn Glu Gln Glu Ile Tyr

14
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195 200 205
Gln Ala Met Leu Thr Gly Pro Glm Asn Met Pro Lys Phe Ser Asp Arg
210 215 220
Gln Leu Ser Ala Asp Glu Lys Lys Asp Ile Ile Ala Phe Ile Lys Ser
225 230 235 240
Thr Lys Glu Thr Pro Ser Pro Gly Gly Tyr Ser Leu Gly Ser Leu Gly
245 250 255
Pro Val Ala Glu Gly Leu Phe Met Trp Val Phe Gly Ile Leu Val Leu
260 265 270
Val Ala Ala Ala Met Trp Ile Gly Ser Arg Ser
275 280
<210> 14
<211> 852
<212> DNA
<213> Corynebacterium glutamicum
<400> 14
atggctaaac cctcectgetaa gaaggtcaag aatcgecegeca aggtcecggeg caccgtegeca 60
ggtgcattgg ctctgaccat tggactgage ggagcaggaa tcctcgecaac cgcgatcact 120
ccagatgetce aagttgctac cgctecagegt gacgatcagg cacttatctc cgagggtaaa 180
gacctctacg atgtcgectg catcacctge cacggcgtaa acctccaagg tgttgaggac 240
cgcggtectt ccectegtagg tgttggcgaa ggegecagtgt acttccaagt tecactcecegge 300
cgtatgccaa tactgcgtaa cgaggctcag gectgagcgca aggctccteg ttacaccgag 360
gcacagaccce ttgecgatege tgcatatgtt geagectaatg geggtggecc aggactegtt 420
tacaacgagg acggcaccct cgccatggag gagctcegtyg gecgaaaacta cgacggacag 480
attaccteceg ccgacgtege tegeggegga gatctgttcc gcctgaactg tgcatectge 540
cacaacttca ctggtecgtgg tggcgecactg tcctcectggta agtacgcace aaacctggat 600
gctgecaaacg agcaggaaat ctaccaggct atgettaccg gtcoctcagaa catgectaag 660
ttctececgate gtcagctcte cgcagatgag aagaaggaca tcatcgectt catcaagtcece 720
accaaggaga ccccatcacc aggtggttac tcactcggta gcttgggecce agtggctgag 780
ggtctgttca tgtgggtatt cggcatcttg gtecctegtgg ccgecgetat gtggattgga 840
tcacgttcat ga 852
<210> 15
<211> 126
<212> PRT .
<213> Corynebacterium glutamicum
<400> 15

15
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Met Thr Thr Met Arg Glu Val Ser Thr Asp Leu
1 5 10

Pro Ser Glu Trp Glu Lys Val Leu Glu Asn Leu
20 25

Glu Ser Gly Phe Val Ala Ser Glu Ile His Ser

35 40
Thr Cys Glu Pro Asp Asn Met Leu Val Thr Gln
50 55
Gly His Pro Pro Ile Val Glu Val Leu His Arg
65 70 75
Ser Ser Asp Leu Glu Leu Lys Asp Leu Thr Lys
85 90

Leu Pro Gln Gly Thr Tyr Trp Tyr Gly Thr Ser
100 105

Glu Pro Gly Val Asn Ala Ser Cys Ala Trp Gln

115 120

<210> 16

<211> 381

<212> DNA

<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 16 vt

atgaccacca tgcgagaagt ttcaaccgac ctcaacatcc

gaaaaagtac tagaaaacct accagcgaca ttgagtgagt

atccactece agategtcga cctcaccetge gaacccgaca

tcccagetag agggccaccce accaattgtg gaagtgctce

tectececgace tggagettaa agacctecacce aaaaaggtgg

acctactggt atggaacttce ccttgaaggt gcgaccgaac

gcgtggcage atcggggeta g

<210> 17

<211> 142

<212> PRT

<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 17

PCT/DE2003/003826
Asn Ile Leu Ile Val
15
Pro Ala Thr Leu Ser
30
Gln Ile Val Asp Leu
45
Phe Ser Gln Leu Glu
60
Leu Val Ile Asn Gly
80
Lys Val Val Gly Ala
95
Leu Glu Gly Ala Thr
110
His Arg Gly
125
tcatcgtecce cagecgaatgg 60
ccggattegt agectcectgaa 120
acatgcttgt cacccagttc 180
accgcctagt aattaacgge 240
tgggggegtt gcctecagggg 300
ctggegttaa cgecatcatge 360
381

Met Thr Asn Asn Ala Leu Thr Val Pro Thr Arg Thr Arg His Gln Ala

16
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1 5 10 15

Asp Leu Leu Thr Ala Asp Phe Trp Glu Asp Met Gly Leu Pro Gln Leu

20 25 30
Lys Thr Thr Ile Glu Glu Ser Ile Asp Asp Val Ala Leu Pro Met His

35 40 45
Thr Ala Val Leu Glu Ile Ser Gly Met Pro Lys Glu Leu Arg Gln Thr
50 55 60
Val Glu Ser Ala Met Val Val Cys Ile Pro Ser Pro Ser Glu Leu Ser
65 70 75 80
Gly Ser Asn Arg Asp Pro Leu Thr Ala Arg Trp Phe Thr Ala Trp Arg
85 S0 95

Arg Asp Pro Phe Glu Leu Gly Leu Thr Glu Cys Arg Glu Val Ile Thr

100 105 110
@Gly Thr Pro Arg Glu Leu Asp Lys Leu Arg Gly Val Leu Glu Ser Leu

115 120 125
Ala Asp Glu Tyr Arg Phe Glu Val Glu Leu Arg Ile Val Asp
130 135 140

<210> 18
<211> 429
<212> DNA
<213> Corynebacterium glutamicum - °
<400> 18
atgacgaaca atgcattaac cgtgcecaacc cggacccgte atcaggcecgga tttgctcacg 60
gcagacttct gggaagacat ggggttgccce caactgaaaa ctaccatcga agaatccatce 120
gacgatgtag ccctccecaat gcataccgct gttctagaaa tcagcggaat gccaaaggaa 180
ctgegtcaga ccgtggaatc cgcaatggtt gtgtgtatte cgagtecctte ggagectgtec 240
ggctccaaca gggaccceget caccgcacga tggttcactyg catggegecg tgacccattc 300
gaacttggcc tcactgagtg tcgagaggtyg atcaccggaa ctccacgega actcgacaaa 360
cttecgaggag tgctggaatc tctggctgat gaataccgtt ttgaagttga gctgcgaatc 420
gttgactag 429
<210> 19
<211> 203
<212> PRT
<213> Corymebacterium glutamicum

17
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<400> 19

Met

1

Val

Pro

Thr

Gly

65

Tyr

Leu

Thr

Gly

Glu

145

Leu

Lys

Glu

Asn

val

Pro

Phe

50

Val

Ile

Ser

Arg

Val

130

Gly

Ala

Asp

Leu

Ile

Phe

Arg

35

Asn

Asp

Trp

val

Pro

115

Arg

Thr

Glu

Ser

Thxr
195

<210> 20

<211> 612
<212> DNA
<213> Corynebacterium glutamicum

Thx

Phe

20

Gln

Ala

Tyr

His

Glu

100

Asp

Tyr

Thr

val

Pro

180

Val

Trp

Tyr

Arg

Arg

Val

Glu

85

Tyr

Leu

Arg

Gly

Gly

165

Phe

Tyr

Leu

Leu

Gln

Ile

Cys

70

TyT

Asp

Ala

Lys

val

150

Gly

Glu

Pro

Ile

Ser

Asp

Leu

55

Arg

Leu

Glu

Gln

Thr

135

Ala

Asn

val

Ala

Leu

Ala

Pro

40

Gly

Gly

Leu

Gly

Gln

120

Glu

Asp

Arg

Ser

Pro
200

18

Ala Gly
10

Gln Lys
25

Leu Lys

Pro Gly

Ala Ile

Asp Gly

90

Gln Leu
105

Pro Ala

Ser Gly

Gln Gly

“or

Leu Leu
170

Leu Gly
185

Glu ala

val

Lys

Phe

Ala

Gln

75

Gly

Asn

His

val

Glu

155

Ser

Trp

Ser

Leu

Lys

Ala

Ile

60

Phe

Lys

Leu

Asp

Gly

140

Phe

Phe

Thr

Ala

Ser

Asp

45

Ile

Arg

Gly

Gly

Val

125

Thr

Glu

Glu

Val

Ile

Glu

30

Gly

Ser

Gln

Ser

Trp

110

Thr

Phe

Tyr

Arg

Leu
190

PCT/DE2003/003826

Ile Ala
15

Pro Gln

Sexr Asp

Arg Gly

Gly Gln
80

Glu Tyr
95

Trp Ile

vVal Glu

Thr Ser

Trp Asp

160

Tyr Gly
175

Pro Gly
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<400> 20

atgaatatca
tatctttecag
ctgaaatttg
atttccecgeg
tacatttggce
tacgatgagg
ccegecacatg
accttcacct
ctcgecgaag
tttgaagtat
gaggcctcat

cgtggcettat
cacagaagaa
ccgacggate

gtggegtgga

acgagtatct
gccaactcaa
atgtcaccgt
ccgaaggeac
ttggecggaaa
cgctegggtyg
ga

cctggeeggt
aaagagcgaa
cgacactttt
ttatgtctge
actcgacggt
ccteggatgg
ggagggegtt
caccggcegtg
caggttgctc
gacggtgctg

19

gttttagcca
ccgeagecte
aatgcccgea
cgcggagceca
ggcaaaggca
tggattaccc
cgctaccgta
gctgatcaag
agttttgaac
cccggegaac

tcategetgt
ctecgtcageg
ttttgggtec
teccagttecg
gtgagtacct
gecctgacct
aaaccgaatc
gtgaatttga
gctacggcaa

tecaccgttta

PCT/DE2003/003826

cgtgttettt
tcaagatcct
tggagcaatt
tcaaggccaa
gagcgtggaa
ggcacaacag
tggegtggge
atactgggat
agacagtcca
cccagcacca

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
612
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