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OZET

L-AMINO ASITLER URETEN MIKROORGANIZMALAR VE L-AMINO ASITLERI
BUNLARLA URETMEYE YONELIK PROSES

Mevcut bulus, bir L-amino asit Greten bir rekombinant mikroorganizma ile ve bir L-amino asidi

5 rekombinant mikroorganizma kullanarak Uretmeye yonelik bir metot ile ilgilidir.
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ISTEMLER

NfrA ve NfrB proteininden en az birinin etkisizlestirildidi, L-amino asit Greten, Escherichia

cinsi bir rekembinant mikroorganizma.

1. istemde tanimlanan rekombinant mikroorganizma olup, burada NfrA, SEQ ID NO: 40'in

bir amino asit dizisini igerir ve NfrB ise, SEQ ID NO: 42'nin bir amino asit dizisini icenir.

1. istemde tanimlanan rekombinant mikroorganizma olup, burada ayrica Tsx ve FhuA'dan

en az biri de etkisizlestiriimektedir.

3. istemde tanimlanan rekombinant mikroorganizma olup, burada Tsx, SEQ ID NO: 45'in

bir amino asit dizisini icerir ve FhuA ise, SEQ ID NO: 47'nin bir amino asit dizisini icerir.

1. Istemde tanimlanan rekombinant mikroorganizma olup, burada L-amino asit, L-treonin

veya L-triptofan olmaktadir.

1. Istemde tanimlanan rekombinant mikroorganizma olup, burada rekombinant

mikroorganizma, Escherichia coli olmaktadir.
Bir L-amino asit Oretmeye yénelik bir metot olup bu metot:

1 ila 6. Istemlerin herhangi birinde tarimlanan rekombinant mikroorganizmanin

kalthrlenmesini; ve
bir L-amino asidin klltirden toplanmasini igerir.

7. Istemde tanimlanan metot olup, burada L-amino asit; L-treonin veya L-triptofan

olmaktadir.



10

15

20

25

30

TARIFNAME

L-AMINO ASITLER URETEN MIKROORGANIZMALAR VE L-AMINO ASITLERI
BUNLARLA URETMEYE YONELIK PROSES

Teknik Alan

Mevcut bulusg, bir L-amino asit Greten bir rekombinant mikroorganizma ile ve bir L-amino asidi

rekombinant mikroorganizma kullanarak tretmeye yénelik bir metot ile ilgilidir.
Onceki Teknik

Faydali metabolitlerin, érnedin amino asitlerin seri Gretimi icin mikroorganizmalar kullanilan
cesitli fermentasyon prosesleri kullanilmis ve ayrica mikroorganizmalar kullanilarak basaril
fermentasyon igin sus gelistirme, fermentasyon sartlarinin olusturulmasi veya benzeri gesitli
teknikler gelistirilmistir. Ozellikle de, faydali metabolitlerin seri Gretimi icin bir konakgl susun
gelistiriimesi amaciyla, spesifik bir genin geredinden fazla ekspresyonunu veya geredinden az

ekspresyonunu indilkklemek (izere pek gok girisimde bulunulmustur.

Ancak bakteriler kullanin fermentatif Oretiminde, faydall metabolitlerin  Gretimi, fajlarin
kirlenmesi sebebiyle azaltilabilmektedir. Fajlarin kirlenmesi, esas olarak fajlan bir bakteri
ylzeyine baglayahilen proteinler, lipit polisakkaridler, ya da benzerleri olan faj reseptdrlerinden
kaynaklanir. Escherichia coli (E. coli) durumunda, E. coli, gesitli fajlar tarafindan saldiriya ugrar
ve dolayisiyla, fajlarin her birine yénelik reseptdrlerin aragtirlmasi, géreli olarak basarili
olmustur. Ancak, faj reseptérleri ve L-amino asitlerin Gretimi arasindaki iliskinin incelemesi,

heniz yeterince gerceklestirilememistir.

Bu bakimdan mevcut bulus sahipleri, iyi bilinen faj reseptérleri olan genleri secmekte ve
akabinde, E. coli zafiyeti olarak gorilen bir risk olarak, L-amino asit iretiminin azaltiima riskini
amaciyla genlerin her birini etkisizlestirmektedir. Daha sonra, L-amino asit Uretimi Ozerindeki
etki dogrulanmakta ve genlerin bu sekilde secilmesi ve etkisizlestiriimesi, L-amino asit Ureten

suslara uygulanarak, mevcut bulusun tamamlanmasi sadlanmaktadir.
Bulusun Agiklamasi
Teknik Problem

Mevcut bulus, L-amino asit Uretme becerisine sahip bir rekombinant mikroorganizma ve

etkisizlestiriimis bir faj reseptéril sadlamaktadir.

Mevcut bulus, bahsedilen mikroorganizma kullanilarak L-amino asit Gretmeye y&nelik bir metot

sadlamaktadir.
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Problemin Coziimii

Bir yonliine gore mevcut bulug, NfrA ve NfrB proteininden en az birinin etkisizlestirildigi bir L-

amino asidi Ureten bir rekombinant mikroorganizma saglamaktadir.

Burada kullanildig haliyle "NrfA" terimi, bakteriyofaj N4 icin bir reseptér olusturan bir proteini
ifade eder ve bakterilerin bir membran proteini olabilir. Ornedin NrfA, bir dis membran
proteininin bir alt Unitesi olabilir. NfrA, érnedin SEQ ID NO: 40'in bir amino asit dizisini ihtiva
edebilir. NfrA, érnedin SEQ ID NO: 40'In bir amino asit dizisini, ya da SEQ ID NO: 40'in amino
asit dizisi ile yaklasik % 80 veya daha fazla, % 85 veya daha fazla, % 90 veya daha fazla, ya
da % 95 veya daha fazla dizi ézdesligine sahip bir amino asit dizisi ihtiva edebilir. NfrA
proteinini kodlayan bir gen dizisi, SEQ ID NO: 40'in amino asit dizisini kodlayan bir polinukleotit
dizisi icerebilir. NfrA proteinini kodlayan genin dizisi, érnek olarak bir nfrA geninin (NCBI Gen
Kimligi: 12930896) bir dizisini ihtiva edebilir. Ornegin NfrA proteinini kodlayan genin dizisi, SEQ
ID NO: 39'un bir poliniikleotit dizisini, ya da SEQ ID NO: 39'un polinukleotit dizisi ile yaklagik
% 80 veya daha fazla, % 85 veya daha fazla, % 90 veya daha fazla, ya da % 95 veya daha

fazla dizi 6zdeslidine sahip bir polintkleotit dizisi icerebilir.

Burada kullanildigi haliyle "NrfB" terimi, bakteriyofaj N4 icin bir reseptdr olusturan bir proteini
ifade eder ve bakterilerin bir membran proteini olabilir. Ornegin NfrB, bir ic membran proteininin
bir alt Gnitesi clabilir. NfrB, drnegin SEQ ID NO: 42'nin bir amino asit dizisini ihtiva edebilir.
NfrB, 6rnegin SEQ ID NO: 42'nin bir amino asit dizisini, ya da SEQ ID NO: 42'nin amino asit
dizisi ile yaklasik % 80 veya daha fazla, % 85 veya daha fazla, % 90 veya daha fazla, ya da
% 95 veya daha fazla dizi ézdeslidine sahip bir amino asit dizisi icerebilir. NfrB proteinini
kodlayan bir gen dizisi, SEQ ID NO: 42'nin amino asit dizisini kodlayan bir polinikleotit dizisi
ihtiva edebhilir. NfrB proteinini kodlayan genin dizisi, érnek olarak bir nfrB geninin (NCBI Gen
Kimligi: 12933943} bir dizisini igerebilir. Ornegin NfrB proteinini kodlayan genin dizisi, SEQ ID
NO: 41'in bir poliniklectit dizisini, ya da SEQ ID NO: 41'in polinlkleotit dizisi ile yaklasik % 80
veya daha fazla, % 85 veya daha fazla, % 90 veya daha fazla, ya da % 95 veya daha fazla

dizi ézdeslifine sahip bir poliniikleotit dizisi ihtiva edebilir.

Dahasi bir L-amino asidi Greten rekombinant mikroorganizmada, Tsx ve FhuA proteininden en
az biri de etkisizlestirilebilir.

Burada kullanildigi haliyle "Tsx" terimi, bir nikleosit kanali, yani bir nikleosit igin spesifik olan
bir kanali olusturan bir proteini ifade eder ve faj T6 ve kolisin K igin bir reseptér olusturan bir
bilesen olabilir. Tsx, drnegin SEQ ID NQO: 45'in bir amino asit dizisini, ya da SEQ ID NO: 45'in
amino asit dizisi ile yaklasik % 80 veya daha fazla, % 85 veya daha fazla, % 90 veya daha
fazla, ya da % 95 veya daha fazla dizi 6zdesligine sahip bir amino asit dizisi ihtiva edebilir. Tsx

proteinini kodlayan bir gen dizisi, SEQ ID NO: 45'in amino asit dizisini kodlayan bir poliniikleotit
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dizisi icerebilir. Tsx proteinini kodlayan genin dizisi, érnek olarak bir tsx geninin (NCBI Gen
Kimligi: 12934188) bir dizisini ihtiva edebilir. Ornegdin Tsx proteinini kodlayan genin dizisi, SEQ
ID NO: 44'Un bir polintkleotit dizisini, ya da SEQ ID NO: 44'Un polinukleotit dizisi ile yaklagik
% 80 veya daha fazla, % 85 veya daha fazla, % 90 veya daha fazla, ya da % 95 veya daha

fazla dizi 6zdesligine sahip bir polintkleotit dizisi icerebilir.

Burada kullanildi§i haliyle "FhuA" terimi, bakterilerin, érnedin albomisin ve rifamisin gibi
antibiyotikleri veya (Fe*")ferrikrom tasiyan bir dis zarinda bulunan ¢ok fonksiyonlu bir proteini
ifade eder ve fajlar T1, T5 ve phi80 i¢in bir reseptdr clabilir. FhuA, érnedin SEQ ID NO: 47'nin
bir amino asit dizisini, ya da SEQ ID NO: 47'nin amino asit dizisi ile yaklagik % 80 veya daha
fazla, % 85 veya daha fazla, % 90 veya daha fazla, ya da % 95 veya daha fazla dizi 6zdesligine
sahip bir amino asit dizisi ihtiva edebilir. FhuA proteinini kodlayan bir gen dizisi, SEQ ID NO:
47'nin amino asit dizisini kodlayan bir polinilkleotit dizisi ihtiva edebilir. FhuA proteinini
kodlayan genin dizisi, érnek clarak bir fhuA geninin (NCBI Gen Kimligi: 12930751) bir dizisini
icerebilir. Ornegdin FhuA proteinini kodlayan genin dizisi, SEQ ID NO: 47'nin bir poliniikleotit
dizisini, ya da SEQ ID NO: 47'nin polinukleotit dizisi ile yaklasik % 80 veya daha fazla, % 85
veya daha fazla, % 90 veya daha fazla, ya da % 95 veya daha fazla dizi 6zdesligine sahip bir

polintikleotit dizisi ihtiva edebilir.

Burada kullanildig haliyle "8zdesglik" terimi, iki amino asit dizisi arasindaki aynihdi ifade eder
ve ilgili teknikte iyi bilinen bir metot ile, mesela iki amino asit dizisi arasindaki bir skor, bir

dzdeslik veya benzerlik gibi parametreleri tanimlayan BLAST 2.0 algoritmasi ile belirlenebilir.

Burada kullanildig) haliyle "rekombinant mikroorganizma" terimi, genetigi dedistiriimis bir
mikroorganizmayi ifade eder. Rekombinant mikroorganizma, genetidi dizayn edilmis bir
mikroorganizma olabilir ve érnedin bir eksojen nikleik asit, genetik mithendisligi yontemlerine
gbre bir mikroorganizmaya sokulabilir, ya da bir mikroorganizma icerisinde bulunan bir endojen

genin bir dizisi veya lokasyonu transforme edilebilir.

Burada kullanildidi haliyle "L-amino asit" terimi, bir organizmanin gévdesini olusturan ve ayni
karbon grubuna bagl olarak, hem bir amino grubuna hem de bir karboksilik asit grubuna sahip
olan bir proteinin temel yapisal initesini ifade eder. Ornegin L-amino asit; L-16zin, L-fenilalanin,
L-lizin, L-treonin, L-valin, L-izolézin, L-triptofan ve L-metioninden olusan gruptan secilebilir.

Ornegdin L-amino asit; L-triptofan veya L-treonin olabilir.

Burada kullanildig) haliyle "bir enzim veya bir proteinin etkisizlestiriimesi" veya bir enzim veya
bir proteininin inaktive edilmesi" ifadesi, yukarda tarif edilen proteinin bir mikroorganizmada
hig ifade edilmedidi bir duruma, yukanda tarif edilen proteinin ifade edildidi, ancak herhangi bir
aktivite gdstermedidi bir duruma, ya da yukarida tarif edilen proteininin ifade edildidi, ancak

aktivitesinin, intrinsik aktivite ile karsilastirildiginda zayif oldudu bir duruma isaret eder. Burada



10

15

20

25

30

35

kullanildigi haliyle "intrinsik aktivite" terimi, dodal durumda bulunan bir mikroorganizmanin
aktivitesine, yani bir mikroorganizmada orijinal olarak bulunan aktiviteye, ya da genetigi

degistiriimemis olan bir proteinin aktivitesine igaret eder.

NfrA proteininin, NfrB proteininin, Tsx proteininin ve FhuA proteininin etkisizlestirimesine, her
biri NfrA proteinini, NfrB proteinini, Tsx proteinini ve FhuA proteinini kodlayan genlerin
mutasyonu, silinmesi veya bozulmasi sebep olabilir. Burada kullanildidi haliyle "genlerin
mutasyonu, silinmesi, ya da bozulmasi" terimi, genlerin bir kisminin veya tamaminin veya
genlerin promotdr veya terminatér bélgeleri Uizerindeki regiilatér faktérlerin mutasyon gegirmis,
substitiie edilmig, silinmis veya icerisine en az bir baz sokulmus oldudu ve bbdylece genlerin
ifade olmadigi veya genlerin kiiglk bir miktarda ifade oldugu, ya da genlerin enzimatik aktivite
gostermeden veya azalmig enzimatik aktivite géstererek ifade oldudu bir durumu ifade eder.
Genlerin mutasyonu, silinmesi veya bozulmasi, érnedin homolog rekombinasyon, mutagenez
veya molekiler evrim gibi genetik manipilasyon yoluyla basarilabilir. Bir hiicre, ayni genlerden
cok sayida veya en az iki homolog gen icerdiginde, bir ya da daha fazla gen hiicreden silinebilir
veya bozulabilir. Mevcut bulusun bir yapillanmasinda saglanan genleri etkisizlestirmek

amaciyla, bir lambda Red rekombinaz kullanan bir mutant Gretme metodu gergeklestirilebilir,

Rekombinant mikroorganizma, burada saglanan proteinlerin her birinin veya proteinler
kombinasyonunun aktivitesini crtadan kaldinr veya azaltir. Buna gére rekombinant
mikroorganizma, proteinlerin aktivitesinin etkisizlesmemis oldugu durum ile karsilastirildiginda
L-amine asit bakimindan artmig (retkenlik godsterebilir ve dolayisiyla rekombinant

mikroorganizma, L-amino asit Uretme amaciyla uygun sekilde kullanilakilir.

Rekombinant mikroorganizma, Escherichia <cinsinin  bir mikroorganizmast olabilir ve
Escherichia cinsinin mikroorganizmasi ise, 6regin KCCM11501P gibi Escherichia coli (E. coli}
olabilir. KCCM11501P, bir ana sus olarak treonin dreten bir sug (KCCM10910P) kullanilarak
ve hem nfrA hem de nfrB genleri eksiltilerek hazirlanan bir KCCM10910PANRfrAB susudur.
Burada, E. cofi KCCM11501P'deki seker tiketim kapasitesinin, ana sustakinden
(KCCM10910P) daha yiksek oldugu bulunmustur. KCCM11501P, 'E. coli CA03-8253F" olarak
adlandinimig ve daha sonra, Budapeste Antlagsmasi uyarinca 13 Aralik 2013 tarihinde Kore
Mikroorganizmalar Kiltir Merkezinde {(buradan itibaren "KCCM" olarak anilacaktir) tevdi

edilmistir.

Mevcut bulusun bir baska yoénine gére, L- amino asit Gretmeye ydnelik bir metot agiklanmakta
olup bu metot, L-amino asidi Ureten rekombinant mikroorganizmanin kilturlenmesini; ve L-

amino asidin kaltdr Griiniinden toplanmasi icermektedir.
L-aminc asidi Greten rekombinant mikroorganizma, yukarida tarif edilen ile aynidir.

L-aminc asit; L-1&zin, L-fenilalanin, L-lizin, L-treonin, L-valin, L-izoldzin, L-triptofan ve L-
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metioninden olusan gruptan segilebilir. Ornedin L-amine asit; L-treonin veya L-triptofan olabilir.
Rekombinant mikroorganizmanin kiiltirlenmesi, ilgili teknikte layikiyla bilinen uygun bir k{ltQr
ortami ve kUltdr sartlan ile basarilabilir. Dahas, ilgili teknikte uzman kisi bir kltir ortamini ve
kultdr sartlarini secilen mikroorganizmaya uygun olarak uygun sekilde ayarlayabilir. Kaltar
metodu, bir kesikli kdltdr, bir sOrekli kiltdr, bir yan sGrekli kdltdr, ya da bunlarin bir

kombinasyonunu ihtiva edebilir.
Kaltar ortami; ¢esitli karbon kaynaklari, azot kaynaklari ve eser element bilesenleri icerebilir.

Karbon kaynaklarinin arasinda, mesela karbonhidratlar, mesela glukoz, sakaroz, laktoz,
fruktoz, maltoz, nisasta ve sellloz; yaglar, mesela soya yadl, aygicedi vagi, Hint yad: ve
Hindistan cevizi yag; yag asitleri, mesela palmitik asit, stearik asit ve linoleik asit; alkol, 6rnegin
gliserol ve etanol; ve organik asitler, mesela asetik asit, ya da bunlann bir kombinasyonu
bulunabilir. Rekombinant mikroorganizmanin kiltiirlenmesi, bir karbon kaynagi olarak glukoz
kullanilarak gerceklestirilebilir. Azot kaynaklarinin arasinda, érnegin organik azot kaynaklari,
mesela pepton, maya 6z0td, et suyu, malt 6zitd, misir maserasyon sivisi (CSL, corn steep
liquour) ve soya unu; ve inorganik azot kaynaklari, mesela tre, amonyum siiifat, amonyum
klorGr, amonyum fosfat, amonyum karbonat ve amonyum nitrat; ya da bunlarin bir
kombinasyonu bulunabilir. Kiltiir ortami, bir fosfor kaynagi olarak potasyum dihidrojen fosfat
veya potasyum hidrojen fosfat ihtiva edebilir. Dahasi kiltar ortami, fosfor kaynagdina karsihk
gelen, sodyum icerikli tuzlar ve metal tuzlan, mesela magnezyum silfat veya demir silfat
icerebilir. Dahasi kiltdr ortami; amino asitler, vitaminler ve uygun énciller ihtiva edebilir. Ortam

veya ortamin munferit bilesenleri, kultir ortamina fasila veya kontinu sekilde eklenebilir.

Dahasi, érnegdin amonyum hidroksit, potasyum hidroksit, amonyak, fosforik asit ve sllfirik asit
gibi bilesikler, kiltir ortamindaki pH sevivesini ayarlayacak sekilde, rekombinant
mikroorganizmanin killtilenmesi esnasinda kiltir ortamina uygun sekilde katilabilir. Dahasi
yag asidi poliglikol ester gibi kdpiklenme onleyici maddeler, rekombinant mikroorganizmanin
kaltirlenmesi esnasinda kullanilabilir ve bdylece hava kabarciklarinin Gretimi baskilanir. Kltar
ortaminin aerobik sartlarini muhafaza etmek amaciyla cksijen veya oksijen iceren gaz (érnegdin
hava), kiltr ortamina enjekte edilebilir. Burada kiltlr ortaminin sicakhigi tipik olarak yaklasik
20T ila yakla sik 45T arali dinda bulunabilir. Rekombinant mikroorganizmanin kulttrlendidi
bir periyot, L-aminec asidin arzu edilen bir miktar elde edilene kadar devam edebilir ve érnegin

rekombinant mikroorganizmanin kiltirlenmesi yaklasik 10 saat ila yaklasik 160 saat sirebilir.

Burada kullanildigi haliyle "kulttr GrinQ” terimi, rekombinant mikroorganizmayi, bir mikrobiyal
hiicrenin uzaklastinlmis oldugu bir kiiltiir sipernatanini, ya da kiltir Griinindn seyreltilmig bir
¢ozeltisini iceren bir besi kiltirin ifade eder. Kaltlr ortami ayrica L-amino asidin verimliligini

artirmak (izere bir bilesen de icerebilir. Ornegin bu bilesim, ayrica karbon kaynaklar, azot
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kaynaklari, ya da eser element bilesenleri ihtiva edebilir.

L-aminc asidin kiltir Griiniinden toplanmasi, érnedin bir kesikli kiiltiir, bir stirekli kilt(r, ya da
bir yari strekli kltdr gibi ilgili teknikte bilinen uygun kaltar yéntemleri ile gerceklestirilebilir ve

bdylece kiltdr Grininde Uretilen L-amino asidin toplanmasi veya izole edilmesi sadlanir.
Bulugun Avantajh Etkileri

Bir yénine gdére, NffA ve NfrB proteininden olugsan gruptan secilen en az bir proteinin
aktivitesinin ortadan kaldinlmis veya azaltilmis oldugu bir mikroorganizma, bir L-amino asidi
Uretmek tzere kullanilabilmektedir. Mikroorganizmada ayrica Tsx ve FhuA proteininden en az

birisi etkisizlestirilmis olabilmektedir.

Bir bagka yontine gore, bir L-amino asidi verimli sekilde Gretmek Gzere bir L-amino asidi tUretme

metodu kullanilabilmektedir.
Bulusa Yénelik Usul

Buradan itibaren mevcut bulusg, asadidaki drneklere basvurularak daha detayli sekilde tarif
edilecektir. Bu ornekler, sadece aciklama amachdir ve mevcut bulugun kapsamini

sinirlandirmay! amacglamamaktadir.

Ornek 1. Etkisizlestirilmis faj reseptoriine sahip, treonin iireten sugsun KCCM10910P

kullanilarak hazirlanmasi

Etkisizlestiriimis faj reseptérine sahip, treonin Ureten bir susun hazirlanmasi amaciyla bir
KCCM10910P susu {(Kore Patenti No: 10-0966324) bir ana sus olarak kullanildi. Daha sonra,
her bir faj reseptdril icin bir geni etkisizlestiriimeye yonelik bir kaset hazirland! ve daha sonra

genetik ddnlstme izin vermek icin kullanildi.

1-1. Etkisizlestirilmis nfrA genine sahip, treonin lireten susun hazirlanmasi

Etkisizlestiriimis bir nfrA genine sahip, treenin Gireten bir susun hazirlanmasi amaciyla, bir nfrA
genini etkisizlestirmeye ydnelik bir kaset hazirlandi. Séz konusu kaset igin, Datsenkc KA ve
ark. tarafindan gelistirilen lambda Red rekombinaz ile bir mutant olusturma teknidi olarak, tek
adimlik bir etkisizlestirme metodu kullanildi (Proc Natl Acad Sci ABD., (2000) 97. 6640-6645).
Kasetin gen icerisine sokuldugunu dogrulamak Uzere, bir belirteg olarak kloramfenikol-direncli
bir pUCprmfmloxC geni kullanildi (heniz karara baglanmamig Kore Patent Yayini No: 2009-
007554).

nfrA geninin bir dizisinin bir kismini (SEQ ID NO: 39) ve bir pUCprmfmloxC'nin kloramfenikol-
direngli genine ait bir baz dizisinin bir kismini igeren 1.1 kb boyutunda DNA fragmani, SEQ ID
NO: 2 ve 3'lin bir primer seti kullanilarak elde edildi. Burada, bir PCR premiks kKiti (yani

BIONEER firmasinin bir Grind, buradan itibaren ayni dGriin kullanilmigtiry kullanilarak bir
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polimeraz zincir reaksiyonu (buradan itibaren "PCR" olarak anilacaktir), agadidaki sartlar
altinda gerceklestirildi: 95T sicaklikta 3C saniye denatlirasyon, 56 T sicaklikta 30 saniye geri
sarilma (annealing) ve 72T sicaklikta 1 dakika uzatma (x 27 déng). PCR arina, % 0.8
agaroz jel Uzerinde elektroforezden gecirildi ve daha sonra elile edildi. Daha sonra PCR, bir
sablon olarak, elie edilen Griin ve SEQ ID NO: 1 ve 4'lin bir primer seti kullanilarak yukarida
tarif edilenle ayni sartlar altinda yeniden gerceklestirildi ve bu sekilde yaklasik 1.2 kb
boyutunda bir DNA fragmani ile elde edildi. DNA fragmani, % 0.8 agaroz jel (zerinde
elektroforezden gecirildi, eliie edildi ve daha sonra, rirfA genini etkisizlestirmek (zere kaseti

hazirlamak icin kullanildi.

Etkisizlestiriimis nfrA genine sahip, treonin Greten bir susun hazirlanmas) amaciyla, Dssenko
KA ve ark. tarafindan geligtirilen yénteme uygun olarak, bir pKD46 plazmidi ile transforme
edilen, treonin Oreten bir sus (KCCM10910P) (Proc Natl Acad Sci ABD., (2000) 97: 6640-
6645), bir kompetan sus olarak hazirlandi. Daha sonra, dén{isime izin vermek lizere, nfrA
genini etkisizlestirmek igin hazirlanan kasetin DNA's1 sokuldu.

Elde edilen sus, klaramfenikel direnci sergileyen bir LB plakasi Gzerinde secildi. Yani, genomik
inaktivasyon igin kasetin bir nfrA homolog dizisinin iki ucunun diginda yer alan bir DNA dizisine
sahip olan, SEQ ID NO: 5 ve 6'nin bir primer seti kullanilarak, meydana gelen PCR urdn
boyutunun 2.8 kb'den 1.5 kb'ye indirildi koloniler segildi.

Kloramfenikol direncine sahip primer rekombinant sus, pKD46 plazmidinden c¢ikarildi ve daha
sonra, kloramfenikol belirtec genini mikrobiyal hicrelerden uzaklastirmak tzere bir pJW168
plazmidi ile sokuldu {Gene, (2000} 247,255-264). Daha sonra, 0.4 kb boyutunda DNA 0rni
elde etmek Ozere, SEQ ID NO: 5 ve 68'nin bir primer seti kullanilan PCR gercgeklestirildi, ki bu
durum ise, elde edilen susun, azalmis bir DNA boyutuna sahip oldugunu gdsterdi. Béylece,

etkisizlestiriimis nfrA genine sahip, L-treonin Greten sus (KCCM10910PAnRfrA) hazirlandi.

1-2. Etkisizlestirilmis nfrB genine sahip, treonin iireten susun hazirlanmasi

Etkisizlesgtirilmis bir nfrB genine (SEQ ID NO: 41) sahip, treonin Ureten bir susun hazirlanmasi
amaciyla, bir nfrB genini etkisizlestirmeye yénelik bir kaset, Ornek 1 kapsaminda nfrA genini
etkisizlestirmeye yénelik kasetin hazirlanmasi ile ayni sekilde hazirlandi. 1.1 kb DNA fragmani,
SEQ ID NO: 8 ve S'un bir primer seti kullanilarak elde edildi ve daha sonra 1.2 kb DNA

fragmani, SEQ ID NO: 7 ve 10'un bir primer seti kullanilarak hazirlandi.

Etkisizlestiriimis nfrB genine sahip, trecnin Ureten bir susun hazirlanmasina yénelik bir metot,
Ornek 1-1 kapsaminda tarif edilen metodun ayni ile gergeklestirildi ve burada, meydana gelen
PCR 0riin boyutunu teyit etmek (zere, SEQ ID NO: 11 ve 12'nin bir primer seti kullanildi.
Boylece, etkisizlestiriimis nfrB genine sahip, L-treonin Oreten sus (KCCM10910PANfrB)

hazirlandi.
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1-3. Etkisizlestirilmis nfrAB genine sahip, treonin lireten susun hazirlanmasi

Etkisizlestirilmis bir nfrAB genine (SEQ ID NO: 43) sahip, treonin ireten bir susun hazirlanmasi
amaclyla, bir nfrAB genini etkisizlestirmeye yénelik bir kaset, Ornek 1 kapsaminda nfrA genini
etkisizlestirmeye ydnelik kasetin hazirlanmasi ile ayni sekilde hazirlandi. 1.1 kb DNA fragmani,
SEQ ID NO: 2 ve S'un bir primer seti kullanilarak elde edildi ve daha sonra 1.2 kb DNA

fragman), SEQ ID NO: 1 ve 10'un bir primer seti kullanilarak hazirlandi.

Etkisizlestiriimis nfrAB genine sahip, treonin lreten bir susun hazirlanmasina yénelik bir metot,
Ornek 1-1 kapsaminda tarif edilen metodun ayni ile gergeklestirildi ve burada, meydana gelen
PCR Grin boyutunu teyit etmek lUzere, SEQ ID NO: 5 ve 12'nin bir primer seti kullanildi.
Boylece, etkisizlestiriimis nfrAB genine sahip, L-treonin Ureten sus (KCCM10910PARfrAB)

hazirlandi.

1-4. Etkisizlestirilmis fsx genine sahip, treonin lireten sugun hazirlanmasi

Etkisizlestirilmig bir tsx genine (SEQ ID NO: 44) sahip, treonin (reten bir susun hazirlanmasi
amaciyla, bir tsx genini etkisizlestirmeye yénelik bir kaset, Ornek 1 kapsaminda nfrA genini
etkisizlestirmeye yénelik kasetin hazirlanmasi ile ayni sekilde hazirlandi. 1.1 kb DNA fragmani,
SEQ ID NO: 13 ve 14'0n bir primer seti kullanilarak elde edildi ve daha sonra 1.2 kb DNA
fragmani, SEQ ID NO: 15 ve 18'nin bir primer seti kullanilarak hazirlandi.

Etkisizlestiriimis tsx genine sahip, treonin Ureten bir susun hazirlanmasina yénelik bir metot,
Ornek 1-1 kapsaminda tarif edilen metodun ayni ile gergeklestirildi ve burada, meydana gelen
PCR drtn boyutunu teyit etmek lUzere, SEQ ID NO: 17 ve 18'in bir primer seti kullanild.
Bdylece nihayetinde, etkisizlestiriimis tsx genine sahip, L-treonin Oreten susg
(KCCM10910PAfsx) hazirlandi.

1-5. Etkisizlestirilmis fhuA genine sahip, treonin iireten susun hazirlanmasi

Etkisizlestirilmis bir fhuA genine (SEQ ID NO: 46} sahip, treonin Ureten bir susun hazirlanmasi
amaciyla, bir fhuA genini etkisizlestirmeye yonelik bir kaset, yukanda tarif edilen tek adimli
etkisizlestirme metoduna uygun olarak hazirlandi. fhu/A geninin bir dizisi ile homoloji sergileyen
bir baz dizisine sahip bir DNA fragmani elde etmek amaciyla, SEQ ID NO: 19 ve 20'nin bir
primer seti ve SEQ ID NO: 21 ve 22'nin bir primer seti kullanildi ve bu sekilde PCR Grinleri
dretildi. Dahasi, kloramfenikol direnci sergileyen bir baz dizisine sahip bir DNA fragman elde
etmek amaciyla, SEQ ID NO: 23 ve 24'Un bir primer seti kullanilmis ve bu sekilde bir PCR
arand Oretildi. Buna gore, meydana gelen bu ¢ PCR 0Oriinl, % 0.8 agaroz jel (izerinde
elektroforezden gegcirildi ve daha sonra elle edildi. fhuA genini etkisizlestirmeye yonelik bir
kaset hazirlamak Uzere, sablon olarak, eliie olan bu (ig PCR r(inii ve SEQ ID NO: 19 ve 22'nin

bir primer seti kullanilarak PCR gergeklestirildi.
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Etkisizlestirilmis fhuA genine sahip, treonin Ureten bir sus hazirlamak amaciyla, fhuA genini
etkisizlestirmeye yonelik kaset, Ornek 1-1 kapsaminda tarif edilen metodun ayni ile hazirlandi
ve burada, meydana gelen PCR drinlerinin boyutunu teyit etmek Gzere, SEQ ID NO: 25 ve
26'nin bir primer seti kullanildi. Béylece nihayetinde, etkisizlestiriimis fhuA genine sahip, L-
treonin Greten sus (KCCM10910PAfRUA) hazirland..

1-6. Etkisizlestirilmis famB genine sahip, treonin lireten susun hazirlanmasi

Etkisizlestiriimis bir famB genine (SEQ ID NO: 48) sahip, treonin Ureten bir susun hazirlanmasi
amaciyla, bir famB genini etkisizlestirmeye yénelik bir kaset, Ornek 1-1 kapsaminda tarif edilen
metodun ayni ile hazirlandi. 1.1 kb DNA fragmani, SEQ ID NO: 27 ve 28'Un bir primer seti
kullanilarak elde edildi ve daha sonra 1.2 kb DNA fragmani, SEQ ID NO: 29 ve 30'nin bir primer

seti kullanilarak hazirlandi.

Etkisizlestiriimis lamB genine sahip, treonin Ureten bir susun hazirlanmasina ydnelik bir metot,
Ornek 1-1 kapsaminda tarif edilen metodun ayni ile gergeklestirildi ve burada, meydana gelen
PCR ariin boyutunu teyit etmek izere, SEQ ID NO: 31 ve 32'nin bir primer seti kullamldi.
Bdylece nihayetinde, etkisizlestiriimis /amB genine sahip, L-recnin Ureten sus
(KCCM10910PA/amB) hazirlandi.

1-7. Etkisizlestirilmis bfuB genine sahip. treonin lireten susun hazirlanmasi

Etkisizlestirilmis bir bfuB genine (SEQ ID NO: 50} sahip, treonin Greten bir susun hazirlanmasi
amaciyla, bir btuB genini etkisizlestirmeye yénelik bir kaset, Ornek 1-1 kapsaminda tarif edilen
metodun ayni ile hazirlandi. 1.1 kb DNA fragmani, SEQ ID NO: 33 ve 34'Un bir primer seti
kullanilarak elde edildi ve daha sonra 1.2 kb DNA fragmani, SEQ ID NO: 35 ve 36'nin bir primer

seti kullanilarak hazirland..

Etkisizlestiriimis btuB genine sahip, treonin Ureten bir susun hazirlanmasina yénelik bir metat,
Ornek 1-1 kapsaminda tarif edilen metodun ayni ile gergeklestirildi ve burada, meydana gelen
PCR Grin boyutunu teyit etmek (zere, SEQ ID NO: 37 ve 38'in bir primer seti kullanildi.
Boylece nihayetinde, etkisizlestiriimis btuB genine sahip, L-treonin (Oreten sus
(KCCM10910PAbtuB) hazirlandi.

Ornek 2. Rekombinant mikroorganizmalar arasinda L-treonin verimliliginin
kargilagtinlmas

Ornek 1'e uygun olarak hazirlanan rekombinant mikroorganizmalar, bir Erlenmeyer sisesi
icerisinde, asadidaki Tablo 1 igerisinde gdsterilen bilesimleri igeren bir treonin titre ortaminda
yetistirildi. Daha sonra, rekombinant mikroorganizmalarin L-treonin Gretme becerisine sahip

olup olmadi§i dogrulandi.
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Tablo 1

Bilesim Kensantrasyon {/ litre)
Glukoz 7049
KH:PQ4 29
(NH4)2S04 27,5¢
MgSO4.H:0 19
FeS04.H:0 5mg
MnSQO4.H.0 5mg
DL-metionin 0,15¢g
Maya éz0tu 29
Kalsiyum karbonat 30g
pH 6.8

Ornek 1 kapsamindaki £. cofi suglarinin 7 tipinden her birinin 1 platin ilmegi ve 33T sicaklikta
bir inkiibatér icerisinde LB kati ortaminda gece boyu kiltirlenen KCCM10910P susu,
yukaridaki Tablo 1 icerisinde gésterilen bilesimleri iceren 25 ml'lik bir titre ortamina asilandi ve

daha sonra bir inkiibatérde 33C'de ve 200 rpm hizin da 48 saat kultirlendi.

Tablo 2

Sus Seker tiketimi (g/L) L-treonin (g/L)

30 saat 48 saat
KCCM 1091CP (ana sus) 22 34.5
KCCM 10910PAnfrA 26 345
KCCM 10910PAnfrB 26 34.4
KCCM 10910PARfrAB 26 344
KCCM 10910PAfsx 25 344
KCCM 10910PAuA 24 34.5
KCCM 10910PAlamB 20 34.5
KCCM 10910PAbtuB 21 345

Yukaridaki Tablo 2 icerisinde gésterildigi Uzere, her biri etkisizlestirilmis nfrA, nfrB, nfrAB, tsx
ve fhuA genlerine sahip suslarin seker tilketim oranlarinin, ana susun {KCCM10910P) seker
taketim oranindan daha yuUksek oldugu teyit edildi. Suslarin Gretim oraninin 48 saatlik bir sire
eshasinda azalmadid| da teyit edildi. Bu arada, her biri etkisizlestirilmis famB ve btuB genlerine

sahip suslarin seker tiketim oranlarinin, ana susun seker tlketim oranina benzer oldudu, ya
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da ana susun seker tiketim oranindan biraz daha diisik oldugu dodrulandi. 48 saat gectikten
sonra, klltdriin suslarinda goriilen L-treonin konsantrasyonlarinin tamaminin benzer oldugu
da dogrulandi. Her biri etkisizlestiriimis nfrA, nfrB ve nfrAB genlerine sahip suslar, ayni
kiltirleme sonuglarini verdi. Yani, iki genden birinin silindidi durum ve her iki genin silindigi

durum, ayni sonuclari verdi.

Ornek 3. Etkin mutasyon kombinasyonuna sahip suslarin hazirlanmasi ve bunlarnn L-

treonin iiretme kapasitelerinin kargilagtiriimasi

3-1. Hem etkisizlestirilmis nfrAB hem de etkisizlestirilmis fhuA genlerine sahip suslarin,

hem etkisizlestirilmis nfrAB hem de etkisizlestirilmis fsx genlerine sahip suslarin ve

hem etkisizlestirilmis nfrAB, etkisizlestiriimis fsx, hem de etkisizlestirilmis fhuA

genlerine sahip suslarin hazirlanmasi

Artmis seker tlketim kapasitesi sergiledi§i Uzere, nfrAB, fhuA ve tsx genlerinin birlikte
etkisizlestirildigi durumun, L-treonin Ureten suslarda baska seker tiketim kapasitesi gdsterip
gostermedidini  doJrulamak amaciyla, bir KCCM10910PAnfrABA fhuA susu, bir
KCCM10910PANfrABALsx susu ve bir KCCM10910PAnfrABAtsxA fhuA susu hazirlandi. Bu
suslann hazirlanmasi amaciyla, her biri etkisizlestiriimis fhuA ve tsx genlerine sahip suslar,
Ornek 1 icerisinde tarif edilenle ayni sekilde, Ornek 1-3'in KCCM10910PA nfrAB susu ile
uygun sekilde hazirlandi (bu sekilde KCCM10910PAnfrABAfhuA ve KCCM10910PANnfrABALsx
suslan  elde edildi). Dahasi, etkisizlestirimis fhuA  genine sahip  bir  sus,
KCCM10910PAnfrABAtsx susuna uygun olarak hazirlandi ve béylece son olarak bir
KCCM10910PANnfrABA tsxAfhuA sugsu hazirland..

Tablo 2 icerisinde gdsterildigi Ozere etkisizlestirilmis nfrA, nfrB ve nfrAB genlerine sahip
suslann, birbirleri ile ayni etkilere sahip oldugu belirlendi. Bu bakimdan etkin mutasyon
kombinasyonlarina sahip suslarin hazirlanmasinda, etkisizlestiriimis tsx ve fhuA genlerine
sahip suslar, etkisizlestiriimis nfrAB genine sahip sus kullanilarak hazirlandi. Ancak,
etkisizlestiriimis tsx ve fhuA genlerine sahip suslarnn etkilerinin, sadece etkisizlestiriimis nfrA
genine, sadece etkisizlestiriimis nfrB genine, ya da es zamanli olarak etkisizlestiriimis nfrA ve

nfrB genlerine sahip susun etkileri ile ayni oldugu belirlendi.

3-2. Etkin mutasvon kombinasyonlarina sahip suslarnn L-treonin Gretme kapasitesinin
karsilastirnimasi

Yukanda hazirlanan etkin mutasyon kombinasyonlarina sahip suslanin L-treonin Gretme
kapasitesini karsilastirmak amaciyla, yukarida Tablo 1 igerisinde gdsterilen bilesimleri igeren
bir ortam, suslan yukarida tarif edilenle ayni sekilde kiltirlemek (izere kullanildi. Sonuglar

asagidaki Tablo 3 igerisinde gdsterilir.

Tablo 3



10

15

20

25

12

Sus Seker tiketimi (g/L) L-treonin {g/L)

30 saat 48 saat
KCCM10910P (ana sus) 22 345
KCCM10910PANfrAB 26 344
KCCM10910PARnfrABAThuA 28 34.5
KCCM10910PAnfrABAtsx 28 34.4
KCCM10910PARnfrABAtsxAfhuA 29 34.5

Her biri, nfrAB, fhuA ve tsx genlerinin birlikte etkisizlestirilerek hazirlandigi, artmis seker
tiketim kapasitesine sahip KCCM10910PAnfrABAThuA susu, KCCM10910PAnfrABAtsx susu
ve KCCM10910PAnfrABAtsxAfhuA susu izerindeki etkinlik testinin bir sonucu olarak, sadece
nfrAB geni ile mutasyona ilave olarak ayrica fhuA geni veya fsx geninin de etkisizlestiriimis
oldudu susun, seker tiiketim kapasitesini artirdidi dogrulandi. Buna gére, artmis seker tiketim
kapasitesi godsteren dénlsmis KCCM10910PAnfrAB susu, E. coli CA03-8253P ‘olarak
adlandirildi ve daha sonra, 13 Aralik 2013 tarihinde Kore Mikroorganizmalar Kiiltir Merkezine
(KCCM) tevdi edildi (Erigsim No: KCCM 11501P).

Ornek 4. Etkisizlegtirilmis faj reseptériine sahip susun, KCCM-10132 kullanilarak

hazirlanmasi ve treonin iliretme kapasitesi bakimindan karsilastiriimasi

4-1. Etkisizlestirilmis faj reseptériine sahip susun, KCCM-10132 kullanilarak

hazirlanmasi

Her biri etkisizlestiriimis bir faj reseptériine sahip 10 tip sus, Ornek 1'deki etkisizlestirme
kasetlerinin 7 tipine uygun olarak, Ornek 1 ve 3 igerisinde tarif edilenle ayni sekilde bir KCCM-
10132 susu (bkz. asadidaki Tablo 4) kullanilarak hazirlandi. KCCM-10132 susu, Kore Patenti
No: 10-0270510 icerisinde E. coliden tiretilen, treonin Uretme becerisine sahip bir sus olarak

aciklanr,

4-2. Etkisizlestiriimis faj reseptoriine sahip susun, KCCM-10132 kullanilarak

hazirlanmasi ve treonin iiretme kapasitesi bakimindan karsilastiriimasi

Her biri, Ornek 4-1'in KCCM-10132 susu kullanilarak hazirlanan, etkisizlesmis faj reseptérine
sahip 10 tip sus ve ana sus (KCCM-10132), Tablo 1 icerisinde gésterilen bilesimleri iceren bir
ortamda, Ornek 2 icerisinde tarif edilen ayni metot ile kiltirlendi. Daha sonra kilt(irlenen

suslar, bunlarin treonin Uretme kapasiteleri karsilastirilarak degerlendirildi.
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Tablo 4
Sus Seker tiketimi (g/L) L-treonin (g/L)
30 saat 48 saat

KCCM-10132 (ana sus) 32 20.2
KCCM-10132AnfrA 35 20.2
KCCM-10132AnfrB 35 20.1
KCCM-10132AnfrAB 36 20.2
KCCM-10132A¢sx 35 20.2
KCCM-10132AFhuA 36 20.1
KCCM-10132A/amB 31 20.2
KCCM-10132AbtuB 30 20.1
KCCM-10132AnfrABAThuA 38 20.2
KCCM-10132AnfrABAtsx 38 201
KCCM-10132AnfrABAtsxAfhuA 39 20.2

Yukaridaki Tablo 4 icerisinde gésterildigi Uzere, her biri etkisizlestirilmis nfrA, nfrB, nfrAB, tsx
ve ThuA genlerine sahip suslarin seker tiketim oranlarinin, ana susun (KCCM-10132) seker
taketim oranindan daha yuksek oldugu teyit edildi. Suslarin Gretim oraninin 48 saatlik bir sire
eshasinda azalmadid| da teyit edildi. Bu arada, her biri etkisizlestirilmis famB ve bfuB genlerine
sahip suslarin seker tiketim oranlarinin, ana susun seker tiketim oranina benzer oldudu, ya
da ana susun seker tiketim oranindan biraz daha disik oldugu dodrulandi. 48 saat gectikten
sonra, kdltOriin suslarinda gorilen L-treonin konsantrasyonlarinin tamaminin benzer oldugu
da dogrulandi. Ayni anda etkisizlestirilmis nfrAB, fhuA, nfrAB ve tsx genlerine ve ayni anda
etkisizlestiriimis nfrAB, tsx ve fhuA genlerine sahip suslarin, sadece etkisizlestiriimis nfrAB
genine sahip susun seker tiketim orani ile karsilastirildidinda, iyilesmis seker tlketim

oranlarina sahip oldudu da teyit edildi.

Ornek 5. Etkisizlestirilmis faj reseptoriine sahip susun, KCCM11166P kullanilarak
hazirlanmasi ve treonin liretme kapasitesi bakimindan kargilagtinimasi

5.1. Etkisizlestiriimis faj reseptdriine sahip susun, KCCM11166P kullanilarak
hazirlanmasi

Her biri etkisizlestiriimis bir faj reseptériine sahip, triptofan Ureten 7 tip sus, Ornek 1'deki
etkisizlestirme kasetlerinin 7 tipine uygun olarak, Ornek 1 icerisinde tarif edilenle ayni sekilde
bir KCCM11166P susu {Kore Patenti No: 10-1261147) kullanilarak hazirlandh.
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5-2. Etkisizlestirilmis faj reseptoriine sahip susun, KCCM11166FP kullanilarak

hazirlanmasi ve treonin iiretme kapasitesi bakimindan karsilastiriimasi

Her biri, Ornek 5-1'in KCCM11166P susu kullanilarak hazirlanan, etkisizlestirimis faj
reseptériine sahip, triptofan Ureten 7 tip susun Uretkenligini degerlendirmek amaciyla,
asagidaki Tablo 5'te gésterilen bilesimleri iceren bir ortam kullanildi. Yani mikrobiyal hiicreler,
bir platin ilmek ile agilandi ve daha sonra, LB kati ortaminda gece boyu kiltiirlendi. Daha
sonra, mikrobiyal hiicrelerden her birinin 1 platin ilmedi, asagidaki Tablo 5 igcerisinde gosterilen
bilesimleri ihtiva eden 25 ml titre ortami icine asilandi ve daha sonra, bir inkiibatérde 37C'de

ve 200 rpm'de 48 saat kiltirlendi. Buradan elde edilen sonuglar, asagidaki Tablo 6 icerisinde

gosterilir.
Tablo 5
Bilegim Konsantrasyon (/ litre)
Glukoz 60g
KoHPO4 19
(NH4)2SO. 104
MgS04.H0 19
NaCl 19
Sodyum sitrat 5g
Maya 6zutu 29
Kalsiyum karbonat 40 g
Fenilalanin 0159
Tirosin 01g
pH 6.8
Tablo 6
Sus Seker tuketimi (g/L) oD L-triptofan {(g/L)

33 saat 48 saat

KCCM11166P 56.8 14.0 7.2
KCCM11166PARfrA 59.5 13.5 7.2
KCCM11166PARfrB 59.5 13.5 72
KCCM11166PANfrAB 59.5 13.5 7.2
KCCM11166PAfsx 60.2 14.3 71
KCCM11166PAfhuA 59.5 13.7 7.1
KCCM11166PA/amB 57.0 14.0 7.2
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Sus Seker tiketimi (g/L) oD L-triptofan {g/L)
33 saat 48 saat
KCCM11166PAbtuB 56.2 13.0 71

Yukaridaki Tablo 6 icerisinde gésterildigi Uzere, nfrA, nfrB, nfrAB, tsx ve fhuA genlerinden her
birinin silinmesi durumunda, her biri etkisizlestiriimis nfrA, nfrB, nfrAB, tsx ve thuA genlerine
sahip suslarda lretilen triptofan miktarlar benzer olur iken, her biri etkisizlestirilmis nfrA, nfrB,
nfrAB, tsx ve fhuA genlerine sahip suslarin seker tiketim oraninin, digerlerine gére biraz daha
yiksek oldugu dofrulandi. Dider taraftan, /famB ve btuB genlerinden her birinin silinmesi
durumunda, her biri etkisizlestiriimis lamB ve bfuB genlerine sahip suslar tarafindan Gretilen
triptofan miktarlarinin veya her biri etkisizlestirilmis famB ve btuB genlerine sahip suslarin

seker tiketim oranlarinin degismedidi de dogrulandi.

Ornek 6. Etkin mutasyon kombinasyonuna sahip suglarin hazirlanmasi ve bunlann L-

treonin iiretme kapasitelerinin kargilagtiriimasi

6-1. Hem etkisizlestirilmis nfrAB hem de etkisizlestirilmis fhuA genlerine sahip suslarin,

hem etkisizlestirilmis nfrAB hem de etkisizlestirilmis #sx genlerine sahip suslarin ve

hem etkisizlestirilmis nfrAB, etkisizlestiriimis fsx, hem de etkisizlestirilmis fhuA
dgenlerine sahip susglarin hazirlanmasi

Artmis seker tiiketim kapasitesi sergiledidi Gzere, nfrAB, fhuA ve tsx genlerinin birlikte
etkisizlestirildidi durumun, triptofan Greten suslarda ayrica seker tiketim kapasitesi gésterip
gostermedidini  dogrulamak amaciyla, bir KCCM11166PAnfrABA fhuA  susu, bir
KCCM11166PAnfrABAtsx susu ve bir KCCM11166PAnfrABAtsxA fhuA susu hazirlandi.

6-2. Etkin mutasyon kombinasyonuna sahip suslarin L-triptofan dretme kapasitesinin

karsilastiriimasi

Ornek 6-1'e gére hazirlanan 0¢ tip susun L-triptofan Gretme kapasitesini karsilagtirmak
amaciyla, yukarida Tablo 5 igerisinde gésterilen bilesimleri iceren bir ortam, suglar Ornek 5
icerisinde tarif edilenle ayni sekilde kaltdrlemek igin kullanildi. Sonuglar asagdidaki Tablo 7

icerisinde gdsterilir.

Tablo 7

Susg oD L-triptofan

Seker tuketimi (g/L) (g/L)
33 saat 48 saat

KCCM11166P terimi 56.8 14.0 7.2
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Sus oD L-triptofan
Seker tuketimi (g/L) (g/L)
KCCM11166PANfrAB 59.5 13.5 7.2
KCCM11166PAnfrABAtsx 61.0 14.0 7.2
KCCM11166PAnfrABAThuA 60.5 13.8 7.1
KCCM11166PAnfrABAtsxAfhuA 62.0 14.0 7.2

Etkin mutasyon kombinasyonlarina sahip, triptofan treten suslar Gzerindeki bir etkinlik testinin
bir sonucu olarak, fhuA geninin ve/veya tsx geninin, sadece nfrAB geni ile mutasyona ilave

olarak ayrica etkisizlestirilmis oldugu suslann seker tiketim kapasitesini artirdigi dogrulandi.
Erigsim numarasi

Tevdi edilen kurum: Kore Mikroorganizmalar Kiltir Merkezi (uluslararasi)

Erisim numarasi: KCCM11501P

Tevdi tarihi: 13 Aralik 2013
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PATENT [SLEMLERT AMACIYLA MIKROORGANIZMALARIN
SAKLANMASININ ULUSLARARAS] TANINMASINA DAIR
BUDAPESTE ANLASMASI

LLUSLARARASI FORM

Kime:

CI Cheiljedang Corporation CJ

CHEILIEDANG CENTER. 330,

. N Madde 7 geregi diizenlenmis belge ashnm bu
I?ONGHO RO, “'T\IG 6L, saylanm alunda belirtilen UTLUSLARARASI TEVDI
SEQUL 100-400, KORE MAKAMI tarafindan alndist

CUMHURIYETI

1. MIKROORGANIZMANIN KIMLIGE

TEVDI EDEN tarafindan verilen kimlik referanst ; ULUSLARARASI TEVDI MAKAMI
tarafindan verilen erigim numaras:
Escherichia coli CA03-8253P KCCMILI501P

I1. BILTMSEL TANIM VE/VEY A ONERILEN TAKSONOMIK ADLANDIRMA

Yukanda [. alomda tanimlanan mikroorganizmamn eslifinde asagidakiler de sunulmustur:
u bir bilimsel tamm
a onerilen bir taksonomik adlandirma

(Gegerh olmasi hahinde ¢arpt aumiz)

[ ALINDI VE KABUL

Uluslararas: Tevdi Makamn, kendh tarafindan alinan, yukarida 1. alunda tanmmlanan mikroorganizmay: kabul etmektedir,
13 Araltk 2013 (ilk tevdi tarihi)

V. ULUSLARARASI TEVDI MAKAMI

Adi - Kore Mikroorganizmalar kiiltir Merkezi Uluslararas: Tevdi Makammm temsil etime yetkisi olan salisin

- ) { samslann veva yetkili memurun / mermuelarm imzas /
Adres © Yurim B/ S

45, Hongjenae-2ga-gil imzalar: :
Seodaemun-gu
SEOUL 120-861

Kore Cumhuriven

Tanh : 13 Aralik 2013.

' Madde 6.4{d) gecerli oldugunda bu tanh. uluslararasi tevdi makanimim duremunun iktisap ettifn tanhtiv: uluslararas tevdi
makaminin durumunun iktisabindan sonta Budapeste Anlagmast diginda yapilan bir tevdinin Budapeste Anlagmasi geredi bir tevdiye
daniigmesi durwmunda bu tarih. mikroorganizmanin nluslararasi tevdi makam tarafindan alhndig tarihe tekabiil eder.

Form BFP/4 Tek sayla

<110> CJ ChellJedang Corporation
<1202 | -Amina Asitler Ureten Mikronrganizmalar ve Uretim Proses)
<130> PX048447

<150> KR 2014/033697
<1512 201403 21

<150 51

< 170= Kepatentin 2.0
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<210> 1

<211> 70
<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> nfrA inaktivitesi icin primer

<400=> 1
algaaggaga ataaccttaa tcgcglcate ggatgglelg gtttactget gacglctita 60

ttgagtacca 70

<210> 2

<211> 71

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> nfrA inaktivitesi igin primer

<400> 2
gacgtcttta ttgagtacca gegeactege agacaatate ggcaccageg taggtgacac

tatagaacgc g 71

<210> 3
<211>70

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> nfrA inaktivitesi igin primer

<400> 3
aacegttegg gtgecatteg tegetgtatt tgcegecatt aaagaatgag tagtggatet

gatgggtacc 70
<210> 4

<211> 70

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>
<223> nfrA inaktivitesi icin primer

<400> 4

gtgccattcg

<210> 5

<211> 20

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

60

60

gcggatatat tgcgccgcoat cgaggtacag gttttgggca aaccagectg aaccgttcgg

60

70
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<220>
<223> nfrA inaktivitesi igin primer

<400> 5
cgegtectga caattcaacg 20

<210> 6

<211> 20

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> nfrA inaktivitesi igin primer

<400> 6
cgttgtectg aacgtgageg 20

<210>7
<211>70

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> nfrB inaktivitesi igin primer

<400>7

gtggactggce ttcttgatgt ttttgctace tggcetctacg gottaaaagt aatcgegata

acgttagoegg

<210> 8
<211>70

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> nfrB inaktivitesi igin primer

<400> 8

aatcgcgata acgttagogg tcatcatgtt catcageggg ctggacgatt taggtgacac

tatagaacgc

<210>9

<211> 70

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> nfrB inaktivitesi igin primer

<400> 9

60

70

60

70
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20
aacctgettt gagtaatagt gattgcatceg aaacttgtaa ttogogttga tagtggatct

gatgggtacc

<210> 10
<211>70

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> nfrB inaktivitesi icin primer

<400> 10

ttattctect tcattttogg actcocagttg cgcaacctgt tcotgtgttta aaccotgettt

gagtaatagt

<210> 11

<211> 20

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220=>
<223> nfrB inaktivitesi igin primer

<400> 11
caatagtcat acctattaat 20

<210> 12

<211> 20
<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> nfrB inaktivitesi igin primer

<400> 12
ccecagetct tetgegetgg 20

<210> 13

<211> 70

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> tsx inaktivitesi icin primer

<400> 13

ggcgctctct tcoghtcotttta ctgtcaacge agctgaaaac gacaaaccgce tagtggatct

gatgggtacc

<210> 14

60

70

60

70

60

70
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<211=70
<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>

<223> tsx inaktivitesi icin primer

<400> 14

cgttgaagtt geegttgecg aagttcagtt ctgeatcgte gttccactga taggtgacac

tatagaacgc

<210> 15
<211> 70

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>

<223> tsx inaklivitesi icin primer

<400> 15

aacagtggca tacatatgaa aaaaacatta ctggcagccg gtgcggtact ggcgctctct

tcgtctttra

<210> 16
<211>70

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>

<223> tsx inaktivitesi igin primer

<400> 16

tcagaagttg taacctacta ccaggtaacc accccagccg gtagagcgaa cgttgaagtt

gccegrtgecg

<210> 17

<211=> 20
<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>

«223> tsx inakfivitesi i¢in primer

<400> 17
ttttataata ggctectetg

<210> 18
<211> 18
<212> DNA
<213> Yapay Dizi

20

21

60

70

60

70

60

70
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<220>
<223> tsx inaktivitesi igin primer

<400> 18
gccggacaaa gegtitac 18

<210> 19

<211> 21

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> fhuA inaktivitesi igin primer

<400> 19
atggcgcgtt ccaaaactge t 21

<210> 20
<211> 40
<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> fhuA inaktivitesi igin primer

<400=> 20
cgegttctat agtgtcacct cgtgtageta agegetictt

<210> 21

<211> 40
<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> fhuA inaktivitesi igin primer

<400> 21
ggtacccatc agatccacta cttcgttgtg ggctgactac

<210= 22

<211> 21
<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> fhuA inaktivitesi igin primer

<400> 22
ttagaaacgg aaggttgcgg t 21

<210> 23

<211> 21

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> fhuA inaktivitesi igin primer

22

40

40
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<400=> 23
gccgecagct gaagetttac ¢ 21

<210> 24

<211> 20

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> fhuA inaktivitesi igin primer

<400> 24
tagtggatct gatgggtace 20

<210> 25

<211> 21

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> fhuA inaktivitesi igin primer

<400> 25
cttcaggaac gctcagattg ¢ 21

<210> 26

<211> 21

<212> DNA
<213> Yapay Diz

<220>
<223> fhuA inaktivitesi igin primer

<400> 26
cggaatgatt cgtgtattcc t 21

<210> 27
<211>70
<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> lamB inaktivitesi igin primer

<400> 27

acgaccgaag ctgecgocgt tgaaatcagc aggaacggcet ttgccgaagt tagtggatct

gatgggtacce

<210> 28
<211=71

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> lamB inaktivitesi icin primer

€0

70
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<400> 28

gtaatgtetg cteaggeaat ggetgttgat ttccacgget atgcacgtte taggtgacac

tatagaacgc g

<210> 29
<211> 71

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>

<223> |lamB inaktivitesi igin primer

<400> 29

ttaccaceag atttcecatct gggcaccgaa ggtccacteg tegetgtege cacgacacgaa

gctgoegeog t

<210> 30

<211> 71

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>

<223> lamB inaktivitesi icin primer

<400> 30

atgatgatta ctetgegeaa acttecteotg geggttgecg togcageggg cgtaatgtet

gctcaggeaa t

<210> 31

<211> 20

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>

<223> lamB inaktivitesi igin primer

<400> 31
cctacatttg acagcegttg

<210> 32

<211=> 20

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>

20

<223> lamB inaktivitesi igin primer

<400> 32
cacacaaagc ctgtcacagg

20

24

60

71

60

71

60

71
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<210> 33
<211>70
<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> bluB inaktivitesi igin primer

<400> 33

gtggttcaga aggtgtager gccagacaaq gtgrattcec gtcoctgeagt tagtggatce

gatgggtacc

<210> 34

<211> 70

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
«223> btuB inaktivitesi igin primer

<400> 34

gcccggatac tcotegtegtt actgetaacce gttttgaaca gececgocgeage taggtgacac

tatagaacgc

<210> 35
<211>70
<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> btuB inaktivitesi igin primer

<400> 35

gactcoeggeg togghtggght gtoggtctat aaacaccage acggtgggac gtggttcaga

aggtgtagct

<210> 36

<211>= 70

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> biuB inaktivitesi icin primer

<400> 36

60

70

€0

70

60

70
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gctgacggceg tgttccgtca cggeattttc cgcttgggcea

tctegteget

<210> 37
<211> 18
<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> btuB inaktivitesi i¢in primer

<400> 37
atctggttct catcateg 18

<210> 38
<211> 20
<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> biuB inaktivitesi icin primer

<400> 38
gcataaatgt aatggagatc 20

<210> 39
<211> 2973

<212> DNA
<213> Escherichia coli str.K-12 substr.\W3110

<220>

<221> gene
<222> (1)..(2973)
<223> nfrA

<400> 39

atgaaggaga ataaccttaa tcgcgtcatc ggatggtctg
ttgagtacca gcgcactcgce agacaatatc ggcaccagceg
gattategoe atttegttat ttatcccegt ctegataaag

aacgacgaag caaccgccat ccgogaattt gaatatatac

caggatacca gcccggatac

gtttactgct gacgtcttta
cagaagagct ggggctgagce
cgctgaagge acagaaaaat

accagcaggt gccggataat

€0

70

60

120

180

240
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attccgetga
cggctgttge
ctggcggeta
caaaaagcgt
ctgcggetgg
tcgccggaag
rggtcccagg
gaacgeccgece
ctgcaatcac
gcttategrg
accacggacyg
gttcaggcgt
gcgacgcetac
acccrecceey
aaggctgaag
cgecctggatco
ttattgctgce
cgactggegt
ttatcgaaac
gcagataatt
geegectgga
gcatggcttce
caggcgtatc
cacgacatga
ggtgeggetce
ctctactggt
gatctcacge
atttatcgee
ctggaaccga
gatatcgcac
gcactgatce

cactacgccce

ctttatacct
ttgaggatca
ttccggttga
gcgatgctgce
cacagttacc
gaaaaacgct
cagatacgct
agtggtttga
aggggatectt
gcgaaaaagce
cacaagagaa
tggcgaatta
cggtgctgtt
ccaatgaaat
ctctgegtet
aactaacctg
aacgctatcc
ctctgotgga
ccttacoget
gooccggeaat
accgtotgge
aggccgaaca
aggttgagga
gcaatgagga
gcgatcgetg
ggctgecatge
gctcaatcaa
aacgtcataa
ataatagcaa
agtcgcggga

gacaactggce

ggctggtgat

tgcggaagece
actgaaacgt
agtgaaaagce
gccgaccetg
tgtcgccaga
gcgaaccgat
atacaatgaa
cgrgetrett
caccgatcct
acgocctccaqg
aagttggctc
tacggtacag
aaaagaaggt
gcrtgaggag
ggcacgattg
gcaactgatg
tttccagggce
aagtcatcct
ggcggagcaa
agttcegeottg
aaagtgttat
acgacaaccg
ctacgccacc
tctgatrget
gctacaacag
gcaacgttac
tattgecgect
tgreecggece
cacccaggcea
aatgctcgaa
ctacgtgaac

tgatgacatt

27

tatcgeccatt
cacccaggag
gttacgacag
cgttgtcgca
gcgcaactga
ctgctgcaac
gcacgccage
gccgggcage
cagtcatata
cattatcrtca
tatctgtrat
tttgccgaca
cagtacgacqg
cgtrtatgctg
ctgtatcagc
cagaacgage
gatgcgegtg
tacctggcoaa
cgtcagtgge
ctgggcgata
cgggacacga
agcgectgge
gcactggcgg
gctgecaata
gcagaaaaac
attectggte
tctgccaacg
gcggtgagtg
gcogettggtt
ccggcgcata
cagcgtctgy

gataatcagg

ttggtcatga
atgcccgact
ttgaagaact
gtgaagtcgg
acgatgcgac
gggcaatcta
agaacacatt
tggacgatcg
ttacttacge
ttgaaaataa
ctaaatacag
accgccagra
cagcgcaaaa
tcagegtgge
aagaaccyggce
agtcacgcga
tcagccagac
cgooggogaa
aaagtcagtt
tgtcgectte
tacccggtgt
aacatcgtge
cctggcagaa
cegeccagge
gtggactggg
agccggaact
cttacgttge
atttgcgege
acqgccttgrg
aagggcttcc
atgacatgce

cgctgataac

tgaccgggcyg
tgagcgcagt
gcttgeecag
gcagaatgcc
grttgectgca
cctgaaacaa
aagcgcggca
gatccrtggea
gacegegetg
gccactatte
cgctaacccc
tgttgrtgge
actgctcgeocc
gacccgtaac
aaatcttacc
agoetgoogat
tttaatgQgcg
ggtggogatt
gcaegggtatt
ctacgatgcc
ggcgttgtat
ggtagcctat
aatcagtctt
ggcaggaaat
aagcaatgcc
cgcactgaac
gcgggcgaca
cgcgctggaa
ggatagcgge
ggacgatccg
tgogacgeag

cccactgacc

300

360

420

480

540

600

660

720

780

B40

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160
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ccagaacaaa
tggacgttca
aataatgtcg
gagtaccgca
gtctttgeeg
accggtctge
ttgecogetga
tttaatggcg
aacctgtacc
tatcgogtca
gttcaggaca
gtccgetgga
ctcqggegtcg

aacgegtttc

<210> 40
<211> 990
<212> PRT

<213> Escherichia coli str. K-12 substr.\W3110

<400> 40

atcaacaacg
gtttcgattc
gcggegeagce
tcggacgeaa
ataccggaga
gctggaagcc
acggccaaaa
gcaaatacag
tcgatgcggc
goctggecatca
acggctatcyg
atatcrtggac
agtatcaaca

tcaccattgg

cttcaattte
ttccatcggce
gccagggaaa
tatgectgcetg
aaacgggagtg
gctgcgcgat
tggcgcatcece
cgacgaatgg
gcaatatatc
gaaggtagcet
tgataaaggc
cggcgagacy
taccttraag

agrgcactqgq

28
cgecegttrge
ttgcgttceg
agctatcgta
gaaggegace
atgatgccegg
cagatctttt
gataccatgc
cacccgaacg
cgccaggata
aacggacaga
actcagggcgqg
cactacgacqg
gcgattaate

taa

atgaggaggt
gcgcaatgag
gctacggaca
tgctcteagt
tgaaaaatcce
tcatcgccgt
tgcgcgecag
gttcaggcrtg
ttcaggcgtg
ctattgagcc
cgcagcttgg
cctggccgea

aacgraacgg

cqgtegeege
taccgctaac
actggaaqec
ttatagcege
gatgteocogge
cgaacagcag
cgcctcattce
grtttgcccaa
gacggcagat
ttacgctcac
cggaqgtcgqy
caaagtcagt

agagcgcaac

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

2973
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Lau

Ser

Pro

Thr

65

Ile

Asp

Gly

Lys

Lys

Thr

Ala

Arg

50

Ala

Pro

Asp

Asp

Ser
130

Glu

Ser

Glu

35

Leu

Ila

Leu

Arg

Ala

118

Val

Asn

Lau

20

Glu

Asp

Arg

Thr

Ala

100

Arg

Thr

Asn

Leu

Leu

Lys

Glu

Lau

85

Arg

Lau

Thr

Leu

Ser

Gly

Ala

Phe

70

Tyr

Leu

Glu

Val

Asn

Thr

Leu

Leu

55

Glu

Leu

Arg

Glu
135

29

Arg

Ser

Ser

40

Lys

Tyr

Ala

Leu

Ser

120

Glu

Vval

Ala

25

Asp

Ala

Ila

Glu

Glu

108

Leu

Leu

Ile
10

Lau

Tyr

Gln

His

Ala

30

Asp

Ala

Leu

Gly

Ala

Arg

Lys

Gln

5

Tyr

Gln

Ala

Ala

Trp

Asp

His

Asn

60

Gln

Arg

Leu

Ile

Gln
140

Ser

Azn

Phe

45

Agn

Val

His

Lys

Pro

125

Gln

Gly

Ila

0

val

Asp

Pro

Phe

Arg

11¢

Val

Lys

Leu

15

Gly

Ile

Glu

Asp

Gly

95

His

Glu

Ala

Leu

Thr

Tyr

Ala

Asn

80

His

Pro

Val

Cys
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Asp

145

Lau

Thr

Gln

Asn

Trp
225
Leu

Ala

Trp

Ala

305

Ala

Lys

Ala

Arg

Leu

385

Leu

Thr

Ala

Ala

Arg

FPhe

Arg

Glu

210

Fhe

Gln

Thr

Ile

Leu

290

Asn

Thr

Leu

Val

Leu

370

Thr

Leu

Leu

Thr

Gln

450

Ala

Ala

Lau

Ala

Ala

195
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Trp
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Thr
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Leu
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Leu
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Pro

Ser
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Leu

Thr
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Tyr

Leu
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Leu
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Pro

Glu

Lya
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Phe

Arg

Lys
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Phe

Leu

Pro
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Glu
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Ala
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Ser
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Leu
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Gly
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28¢
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Lys

Ala
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360
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Lys
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Trp

Leu
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Glu

265

Thr
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Glu
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345

Lys
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Leu
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Leu
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Lys
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Leu
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Ala
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Tyr
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<210> 41

Pro

Phe

Ala

Lya

B65

Asn

Trp

Gln

Lys

Ile

945

Leu

Gly

<211> 2238
<212> DNA
<213> Escherichia coli str.K-12 substr W3110

<220>

<221> gene
<222> (1)..(2238)
<223> nfrB

<400> 41
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Tyr
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Thr

Gly
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Trp
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gtggactgge
acgttagcegg
tgggracgcecc
cgcgaactgt
acgggecgtca
catatctttg
tgcgctegct
geocgactqgre

gcttrtgerg

trottgatgt
tcatcatgte
gcattaaacg
araaaccaga
tcggcaatat
ttggcaccta
tcccgaatgt
t@gaacaacqgr

grtttattce

ttttgctace
catcagcggg
caagttgagt
tgaaaaaccg
ggccqgagctg
ccccaacgac
gcataaggta
gcortggacgcce

gcatgacgee

33

tggctetacy
ctggacgatt
gttratcgcc
ttagcgatta
gcggcgacca
cccgatactc
gtctgegege
atcacccaat

gaagatgrga

gctraaaagt
ttttratrga
gctaccegceg
tggttccgge
cgctcgacea
agcgtgatgt
gtcctggccec
ttgagcegtag

tttcaccgat

aatcgcgata
tgtcgrctac
aatgagttac
gtggaatgaa
cgaaaactact
tgacgaagtg
caccagcaaa

cgccaatttc

ggaatrgcge

€0

120

180

240

300

360

420

480
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ctgttcaact
cgcgaatgga
aaagatgttc
tgtttcagcc
gtgcagagtce
gaaatttttg
ttacagcacg
tcgactgegg
acccataaat
gcaatcagta
ctggeogtatg
gcatggttaa
cggqtgatet
ctttrctggg
caacacggcg
actggcgata
actgaagaac
tcaatgctga
aacggegtgg
atgcoggect
ttaattgtog
gtcggacgca
cactggtatg
catcagtggc
ttectgttog
ttgttattge
gttatcaqgcce
atgcaatcac

gaaaatgaaqg

<210> 42
<211> 745
<212> PRT

atctggtcga
cgcacttcac
cggtgecgtga
gccgegeegt
ttactgaaga
tccgttttec
cgcggacate
trcgacaaaa
ggaccrceag
actttgtcag
aaagtetgtg
tgaccctgct
tegttactgy
gcaacctgat
atccacgtcg
ccegotagtt
aactcgatac
tgcaggggct
cgtgggaatc
cogtggoget
gcagtgaaga
aagtgcgtta
cacgccgacy
tcacggaaca
ccgaaatact
gccatgaacg
aggaaacgtt
tattactcaa

gagaataa

gcgtaaagat
cagcatgact
agcecctegec
gaccgcactg
ttacgacatt
ggtggtggac
aaacatgatc
atcccgcetgg
cctgacgcetg
ctrtoctogeg
gccogatgcece
gtggctaaac
ctactacggc
taacttcatg
cgtQycgtgyg
gcgeccgtta
agcactgcegt
gattagecgcec
catcogatgece
gcattatgeg
tggtattgac
cgrtcattgtt
cggtcacgat
gcaggccggt
gaccacgetc
cagttctctg
ggatcgegte

agcaggttta

34

ctgattcaga
tacattgatg
ggacaagtgc
ttagctgacg
ggcttecgee
gaagccaaag
tgcgtgcegeg
atcatcggca
aacractttc
atgectggrga
tggcatttcc
tttggtttga
ctgacgeagg
gccaactggce
gataaaacaa
ggtcaaattc
aatcgegteg
gagcagctgg
tggcagatcc
gtactgcage
ccggtttoge
ctgcggggac
ccgecgggcaa
gaaatctggc
ggtcatatta
ccgcteggea
ctgacaatte

aacacagaac

tcceggtgra
agttttcaga
ccagcgcagg
gtgacggtat
tgaaagaaaa
aacgcgagca
aatatttcce
ttgttttcca
tctggcgcga
tgatccaget
tttcrtattet
tggttaaccyg
ggctgettee
gcgecgectaaa
cgcatgactt
tgctggaaaa
aaggtctacg
cacaggegct
cttccoctegot
tgegtetgga
tggcggecct
aaattgtcac
tgttgtacaa
ggcaatatgt
atcgttcage
agtttttggt

aacgcgaatt

aggttgegcea

tccgtrcgaa
gctgcatggce
cgtcggcacce
tgctttcgac
aggtatgacg
gcgtaaattt
cgataccttt
aggctrtaaa
ccgcaaaggg
trtgergttyg
cagcggcagc
catcgtgcag
cgteocrgegt
acaggracte
ccccagegeg
tcaggtcatc
cctgggeggt
ggcagagcaa
gattgcagaa
aaatgacgag
gacgcgtaaa
agggttacgt
tgcggttcag
gccgcatcag
aattaacgtg
caccgaaggc
acaagttteg

actggagtcc

600

660

720

780

B40

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2238
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<213> Escherichia coli str.K-12 substr.\W3110

<400> 42
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Leu
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Thr

Tyr

Thr
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Asn
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Thr
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Gln
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Glu
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Gly

Leu

Ala
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Leu

Trp
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Gly
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Gly
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Glu
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Glu
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Leu

val

610

Gln

Ala

Phe

Trp

Leu
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Leu
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Trp
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val

Ila

Ser

Glu
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Mat

Gln

<210> 43
<211> 6088
<212> DNA

Pro

Asn

Leu
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Thr

Gln

Leau
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Arg
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Leu

Ser
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Gln
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Leu
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Leau

Ser
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Leu

Ila

Lys

Val

710

Leau
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<213> Escherichia coli str.K-12 substr W3110

<220>
<221> gene

<222> (1)..(6088)

<223> nfrAB

<400> 43
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val

Ile

Gly

Glu
745

Ile Leu

Lau Lau

Thr Glu

Gln Arg

715

Lau Asn
730

Thr
Arg
Gly
700

Glu

Thr

Thr

His

685

val

Leu

Glu

Leu

67C

Glu

[le

Gln

Gln

Gly

Arg

Ser

val

Val
T35

His

Sear

Gln

Ser

720

Ala
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gtggactggc
acgttagegg
tgggtacgee
cgcgaactgt
acgggeogtca
catatctterg
tgcgeoteget
gcegactgre
gcttttgetg
ctgttcaact
cgcgaatgga
aaagatqgttc
tgtttcagee
gtgrcagagrc
gaaatttttg

ttacagcacg

ttcttgatgt
tcatcatgtt
gcattaaacg
ataaaccaga
tcggcaatat
ttggcaccta
tcccgaatge
tgaacaacgt
grtttattct
atctggtcga
cgcacttcac
cggtgegtga
gcegegoecogt
tractgaaga
tcecgtttteco

cgaeggacatc

tettgctace
catcagcgqgg
caagttgagt
tgaaaaaccg
ggccgagetyg
ccccaacgac
gcataaggta
gctggacgec
gcatgacgcce
gcgtaaagat
cagcatgact
agcecctegee
gaccgcactg
ttacgacatt

ggtggtggac

aaacatgatc

39
tggctctacyg
ctggacgatt
gtttatcgee
ttagcgatta
gcggegaccea
cccgatacte
gtcrgegege
atcacccaat
gaagatgtga
ctgattcaga
tacattgatg
gqgacaagtgc
ttagctgacg
ggcrtceogee
gaagccaaag

tgegtgogag

gctraaaagt
tttttattga
gctaccegeg
tggttccggce
cgcrcgacea
agcgtgatgt
gtcctggccce
ttgagcgtag
tttcaccgat
tccoggtgta
agttttcaga
ccagcegcagy
gtgacggtat
tgaaagaaaa
aacgcgagca

aatatttcce

aatcgcgata
tgtcgtectac
aatgagttac
gtggaatgaa
cgaaaactat
tgacgaagtg
caccagcaaa
cgccaattece
ggaattgcgt
tccgttcgaa
gctgecatggce
cgtcggeace
tgecttrcgac
aggtatgacyg
gcgtaaattet

cgataccttt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
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tcgactgegyg
acccataaat
gcaatcagta
ctggcgtatg
gcatggttaa
cgggrgatrtt
cttrtctggg
caacacggcyg
actggcgata
actgaagaac
tcaatgctga
aacggcqgtgg
atgcocggect
ttaattgteg
gtcggacgca
cactggtatg
catcagtggc
tteccrtgtteg
ttgttattge
gttatcagcc
atgcaatcac
gaaaatgaag
tttattgagt
gagcgattat
aaataacgac
taatatteeg
ggcgcggetg
cagtctggcy
ccagcaaaaa
tgccctgegg
tgcatcgecyg

acaatggtcc

ttcgacaaaa
ggacctccag
actttgtcag
aaagtttgtg
tgaccctgcet
tcgtractgg
gcaacctgat
atccacgtcg
ccogetogtt
aactcgatac
tgcaggggct
cgtgggaatc
ccgtggeogot
gcagtgaaga
aagtgcgtta
cacgccocgacg
tcacggaaca
cocgaaatact
gccatgaacy
aggaaacgtt
tattactcaa
gagaataacce
accagcgcac
cgecattttyg
gaagcaaccg
ctgactttat
ttgcttgagg
gctattccgg
gcgtgcgatg
ctggcacagt
gaaggaaaaa

caggcagata

atccegetgg
ccrgacgetg
cttectegeg
gcccgatgec
gtggctaaac
ctactacqgc
taacttcatg
cgrggcgtgy
gcgeccgtta
agcactgegt
gattagcgcc
catcgatgcce
gcattatgeg
tggtattgac
cgtcattgtt
cggtcacgat
gcaggceoggt
qgaccacgeaetc
cagttetctg
ggatcgogtc
agcaggttta
ttaatcgegt
tcgcagacaa
ttatttatcce
ccatccgcoga
accttgcgga
atcaactgaa
ttgaagrgaa
crgegcecgac
tacctgtcgc
cgctgecgaac

cgctatacaa

40

atcatcggca
aactactttce
atgctggtga
tggcatttce
tttggtttga
ctgacgcagg
gccaactgge
gataaaacaa
ggtcaaattg
aatcgegtcg
gagcagcrgqg
tggcagatce
gtactgccgc
ccggtttcege
ctgcggggac
ccgogggoaa
gaaatctggce
ggtcatatta
acgecteggea
ctgacaattce
aacacagaacg
catcggatgg
tatcggcacc
ccgtoetcogat
atttgaatat
agcctatcge
acgtcaccca
aagcgttacg
cctgegtegt
cagagcgcaa
cgatctgctg

tgaagcacge

ttgtttteca
tctggegega
tgatccagct
tttctattet
tggttaaccyg
ggctgettre
gcgcgctaaa
cgcatgacrtt
tgctggaaaa
aaggrtctacyg
cacaggcygct
ctteoccteget
tgcgtcectgga
tggcggeect
aaattgtcac
tgttgtacaa
ggcaatatgt
atcgttcagc
agtttttggt
aacgcgaatt
aggttgegea
tetggtttac
dgcgcagaag
aaagcgetga
atacaccagec
cattrtggre
ggagatgccce
acagttgaag
cgcagtgaag
ctgaacgatg
caacgggcaa

cagcagaaca

aggctttaaa
ccgcaaaggg
tttgetgttyg
cagcggcage
catcgrtgcag
cgtcctgegt
acaggtactt
cceccagegtg
tcaggtcatc
cctgggcqgqyt
ggcagagcaa
gattgecegaa
aaatgacgag
gacgcgtaaa
agggttacgt
tgeggttcag
gccgeatcag
aattaacgtg
caccgaagqge
acaagtttcg
actggagtca
tgetgacgtce
agctggggcet
aggcacagaa
aggtgccgga
atgatgaccyg
gacttgagcg
aactgcttgce
tcgggcagaa
cgacgtttgc
tctacctgaa

cattaagcgce

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

222(Q

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880
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ggcagaacge
ggcactgcaa
gctggettat
atttaccacg
cceegtteag
tggcgcgacy
cgccaccectc
raacaaggct
tacccgectg
cgatttatrg
ggcgcgactg
gattrtatceg
tattgcagat
tgceogecgee
gtatgcatgg
ctatcaggeg
tcttcacgac
aaatggtgcg
tgccctetac
gaacgatcte
gacaatttat
ggaactggaa
cggtgatatc
tecggeactyg
gcagcactac
gaccccagaa
cocgetggacy
taacaataat
agccgagtac
ccgegtettt

cggcaccggt

cgtcagtggt
tcacagggga
cgtggcgaaa
gacgcacaag
gcgttggega
ctaccggtgce
cccgccaatg
gaagcrctgce
gatcaactaa
crgcaacgct
gcgtoctctge
aaacccttac
aattgccegg
tggaaccgtc
crtcaggeeyg
tatcaggttg
atgagcaatg
gctcgogatc
tggtggctgc
acgegetcaa
cgccaacgtc
ccgaataata
gcacagtcgce
atccgacaac
gcceggetgyg
caaaatcaac
trcagrttcg
grcggcegycyg
cgcatcggac

gcocgataccg

ctgegctgga

ttgacgtgcet
tettcacega
aagcacgcct
agaaaagttg
attatacggt
tgttaaaaga
aaatgcttga
gtctggcacg
cctggcaact
atccttrcca
tggaaagtca
cgctggcegga
caatagrtceqg
tggcaaagtg
aacaacgaca
aggactacgc
aggatctget
gctggctaca
atgcgcaacyqg
tcaatattqgc
ataatgtccce
gcaacaccca
gggaaatgct
tggcctacgt
tgattgatga
aacgcttcaa
atrcttccat
cagcgccagqg
gcaatatgct

gagaaaacgg

agccgetgeqg

41

tcttgeocggg
tcctcagtca
ccagcattat
gctctatctg
acagtttgcce
aggtcagtac
ggagcgttat
attgctgrat
gatgcagaac
gggcgatgceq
tccttacctg
gcaacgtcag
cttgctggge
ttatcgggac
accgagcgec
caccgecactg
tgctgetgee
acaggcagaa
ttacattcet
geccttetgee
ggccgeggtg
ggcagegett
cgaaccggceg
gaaccagcgt
cattgataat
tttcegeegt
cqgqgettgegt
gaaaagctat
gctggaagge
ggtgatgatg

cgatcagatc

cagctggacg
tatattacett
ctcattgaaa
ttatctaaat
gacaaccgcece
gacgcagcgce
gctgtcagcg
cagcaagaac
gagcagtcac
cgtgrcagec
gcaacgcogy
tggcaaagtc
gatatgtcge
acgctacccqg
tggcaacatc
gcggoctgge
aataccgcee
aaacgtggac
ggtcagcecgg
aacgcttacg
agtgatttge
ggttacgcecet
cataaagggc
ctggatgaca
caggcgcetga
ttgcatgagg
tccggegeaa
cgtagctacg
gacctgctct
ccggtgaaaa

tttttcatcg

atcggatcct
acgegacege
ataagccact
acagcgctaa
agtatgttgt
aaaaactgct
tggcgacccg
cggcaaatcr
gcgaagcectgc
agactttaat
Cgaaggtqgc
agttgccqqg
cttcctacga
gtgtggegre
grgcggtage
agaaaatcag
aggceggeagg
tgggaagcaa
aactcgcact
ttgcgeggge
gcocgeogeget
tgtgggatag
ttccggacga
tgoctgegac
taaccccact
aggtcggtcg
tgagtaccqo
gacaactgga
cagtttatag
atccgatgtc

ccgtcgaaca

2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3B40
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680

4740
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gcagttgcceg
attctttaat
ccaaaacctg
agatratcgc
tcacgttcag
€ggggtccege
cagtctcggc
caacaacgcg
gctgacactg
acaaaaccga
tttgcaaqggc
gccagaacag
gcttattgtc
agcgetqgaa
gagcgccogoeg
gaactggcgc
gctgattage
gtcgocegat
ggtacaggat
ggccagegoa
qgcoggcaaa
gttagcgaaa

egtcgegeac

<210> 44
<211> 885
<212> DNA

ctgaacggcec
ggcggeaaat
tacctcgatg
grcagctgge
gacaacggct
tggaatatct
gtcgagtatc
trttctcacca
crtttggtca
gatagtcagg
trtcgataccc
cgcacgttac
gggctgaacy
agctatctta
cctggeataa
agcgaagceceg
gatgtttcag
ggctatcgec
ggcagceggeg
gattgccaaa
ggcasaacct
cgttcctett

ggcattctcg

aaaatggecgce
acagcgacga
cggegeaata

atcagaaggt

atcgtgataa
ggaccggcga
aacatacctt
ttggagtgca
gccettrete
ttaccgatac
ttgtttrgea
tgrttaageqg
ccgatccgga
atcgeococrtget
cgccggatgg
ccegtocagee
caaaaccggt
aactgctgga
tggataaact
gtooggeeeco
ttacagcgaa
gcggtaaaga

agtattaa

<213> Escherichia coli str.K-12 substr.WW3110

<220>
<221> gene

<222> (1)..(885)

<223> tsx

<400> 44

42

atccgatacc
atggcacceg
tatccgcecag
agcraacgga
aggcactcag
gacgcactac
taaggcgatt
ctggtaaatg
cttrgecgatg
ccagtggcag
atggacccgt
ggccgeaget
attrtttatg
ggctgccgat
ctggtacatc
tttgotaaca
ttatatcagt
acacgttaaa
gaccgctgaa
tgccagogge
accgaaaccg

cactctctat

atgctgcgceg
aacggttcag
gatattcagg
cagactattg
ggcgcgeage
gacgcctgge
aatcaacgta
cgtaagttca
aaaggtatta
gggctgatga
tacggcgatg
gcgcaacagg
caccagaaac
ctccagcaaqg
agcgoggaaa
tggttaaaca
agttttttceg
gcaaccggeg
cagcgtgaac
gttgtttatg
gacgcagaaa

ttctectetge

ccagcgcctce
gctggtttge
cgtggacggce
agcctracgce
ttggcggagt
cgcacaaagt
acggagagcg
trttcgtatt
tctggcaacc
gtcagttacyg
catttaccca
ctggtctgaa
agtcgtecgce
ccagattatg
ttgacgacct
acgcgeageg
ccggaaacat
ttaatgtctg
gttatttaca
aactttttgt
ttgccteget

gctatttgece

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5B20

5BB0

5940

€000

6060

6088
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atgaaaaaaa

aacgcagctg

gttgtcggaa
tacgaagcat
ttetteggeg
gaaatcgaac
ttcaaagagt
cgccagagca
ctgtccatga
gagtgggacg
ggtcagctga
agcggtaacqg
attctgqQectc

gotggtcagt

tctaccgqgct

<210> 45
<211> 294
<212> PRT

cattactggc

aaadacgacaa

gctatcacac
tcgctaaaaa
gtaactccga
cacgtrtctce
ggtacttcgc
cctggracat
acgtctatgc
grttaccgtere
gctacatcgg
caatcaacgyg
tgaactacga
ggaacgacga

ggggtggtta

agccggtgeg

accgcagtat

ccgtttcgga
agactggtte
tgctaaaggt
catcgacaag
gaacaactac
gggtctgggt
gaaataccag
caaaattaaa
cttcaccaac
tattaagacc
tcactggcac
tgcagaactg

ccrggtagta

<213> Escherichia coli str.K-12 substr W3110

<400> 45

43

gtactggcgce

ctttcegact

ccgcagatcc
gacttctatg
atctggaacc
ctgaccaata
atttacgaca
accgatatcg
tggcagaact
tactttgtgce
ttcgactggg
cgtactaata
tacrctgrcg
aacttcggcea

ggttacaact

tctcttegtc

ggtggcacca

gcaacgatac
gttatgcqgga
acggttctec
ctgaccttag
tgggtcgtaa
acactggcct
atggcgcagce
cgattaccga
gttccgatet
actctatcgc
tagcrtcgtta
acggcaactt

tctga

ttttactgtce

gagcgttaac

ctaccttgag
tgcqeceggta
gctgtttatg
crtoggtecy
taaagatggt
gccgatgagce
gaacgaaaac
tctgtggggc

aggggatgac

ttccagccat
ctggcacgac

caacgrtcge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

885
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Ser

Asp

Phe

Ala

65

Phe

Pro

Aan

Asn

Trp
145

Leu

Ala

Val

Thr

Ila

225

Ile

Tyr

Gly

val

<210> 46
<211> 2244
<212> DNA

Lys

Phe

Trp

Gly

50

Lys

Phe

Leu

Thr

Tyr
130

Tyr

Ser

Asn

Pro

Asn

210

Asn

Leu

Trp

Asn

val
250

Lys

Thr

Trp

35

Pro

Lys

Gly

Phe

Asp
115

Glu

Ile

1358

Phe

Gly

Ala

His

Gly

275

Gly

Thr

Val

20

His

Gln

Asp

Gly

Met

10¢

Leu

Tyr

Gly

Asn

Asn

180

Thr

Rhap

Ila

Leu

Asp

260

Asn

Tyr

Leu

Asn

Gln

Ile

Trp

Asn

85

Glu

Ser

Asp

Leu

Val

165

Glu

Asp

Trp

Lys

Asn

245

Gly

Phe

Asn

Leu

Ala

Ser

Arg

Phe

70

Ser

Ile

Phe

Mot

Gly
1540

Tyr

Trp

Gly

Thr
230

Tyr

Gly

Asn

Phe

Ala

Ala

val

Asn

55

Asp

Asp

Glu

Gly

Gly

135

Thr

Ala

Asp

Trp

Ser

215

Arg

Asp

Gln

Val

44

Ala

Glu

Asn

40

Asp

Phe

Ala

Fro

Pro

120

Arg

Asp

Lys

Gly

Gly

200

Asp

Thr

His

Trp

Arg
280

Gly

Asn

25

val

Thr

Tyr

Lys=s

Arg

105

Phe

Asn

Ile

Tyr

Tyr

185

Gly

Leu

Asn

Trp

Asn

265

Sar

Ala

1¢

Asp

val

Tyr

Gly

Gly

80

Phe

Lys

Lys

Asp

Gln

17¢

Arg

Gln

Gly

Asn

His

250

Asp

Thr

val

Lys

Gly

Leu

Tyr

)

Ila

Ser

Glu

Asp

Thr
155

TIp

Phe

Asp

Sear
23%

Tyr

Asp

Gly

Leu

Pro

Ser

Glu

60

Ala

Trp

Ile

Trp

Gly

140

Gly

Gln

Lys

Ser

Asp

220

Ila

Ser

Ala

Trp

Ala

Gln

Tyr

45
Tyr
Asp
Asn
Asp
Tyr
125

Arg

Leu

Asn

Ile

Tyr

205

Ser

Ala

Val

Glu

Gly
285%

Leu

Tyr

30

His

Glu

Ala

His

Lys

11¢

Phe

Gln

Fro

Tyr

Lys

130

Ile

Gly

Sar

Val

leu

27¢

Gly

Ser

15

Leu

Thr

Ala

Pro

Gly

35

Leu

Ala

Ser

Gly
175
Tyr
Gly
Asn
Ser
Ala
255

Asn

Tyr

Ser

Ser

Arg

Phe

Val

8o

Sar

Thr

Aagn

Thr

Ser
160

Ala

Phe

Phe

Ala

Has

240

Arg

Phe

Lau
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<213> Escherichia coli str.K-12 substr.\W3110

<220>
<221> gene

<2225 (1)..(2244)

<223> fhuA

<400> 46

atggcgcegtt
gccacagegg
actatcaccg
attgcggeoge
cagtctatet
gaagcgetta
gaccacctga
ggccrgaagt
cgcgcotgaaa
ctgttgaata
gacggtactg

ggtgtttact

ccaaaactgce
ttagcggcat
traccgctgce
gacaguctgce
ctgttgtgac
gctacacgec
tcattcgegg
tgcagggcaa
tratgegtqgg
tggtcagcaa
acagcctgtt

cttatcocgect

tcagccaaaa
gtctgtttat
acctgcgeceyg
taccggcact
cgecogaagayg
gggtgtctct
ctttgcggea
cttctataac
ceceggtutec
gcgtccgace
ccagactggt

gaccggtctt

45

cactcactgc
gcacagqgcag
caagaaagcg
aaaaccgata
atggeogorge
gttggtacgc
gaaggccaaa
gatgcggrca
gtgctttacg
accgaaccgc
tttgacttta

gegegttotg

gtaaaatcgc
cggttgaacc
catgggggcc
cgccgattca
atcagccgaa
gtggcgcatc
gccagaataa
ttgacccgta
gtaaaagcag
tgaaagaagt
gogattegtt

ccaatggecca

agttgtagta
gaaagaagac
tgctgcaacet
aaaagrgcca
grtcggraaaa
caacacctat
ctatctgaat
tatgctggaa
tcctggeggce
tcagtrtaaa
ggatgatgac

gcagaaagqgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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tcagaagagce
aattettacet
ccgaaagagg
gaaggggcga
cacgaattta
tcgcaaaaca
cagtgtgcgg
gatgatgaga
ggcgatatcg
aacgcctqgt
accqgatttceg
aaacagaaac
accctagqgeog
accgataaac
aatqggtgtaa
aaggatggta
gtaccggaag
aacctgatgg
cgtggegtag
tatacttaca
caggtgccaa
tcaggtctga
aactccttta
cgagtcggca
tacgtcgeca

gcaaccgcaa

<210> 47
<211> 747
<212> PRT

agcgtratge
tcectttctta
gaaccgttga
agaacaacac
acgacacctt
gcgtttatgg
cattagcgcc
agctgcaaaa
accacaccct
ttggtracga
acttcaatgc
aaacgygcegt
gtcgttatga
gqtgatgacaa
cacctracte
atattttego
atcgteocgat
cggaccctga
aaatcgaagc
ccogatgogga
aacacatggc
cgetgggeac
aagtgggaag
tggectggetc
gctgetttaa

cctteegtet

tattgcaceqg
cttccagaac
gcogcetgecyg
ctattctcgt
tactgtgcgt
ttacggcgtc
agcggataaa
ctrcteegtt
gcrtgaccggt
cgactctgtyg
caaagatccyg
ttatgttcag
ctgggcagat
acagtttacc
cagctatage
accgtctaaa
tgtagttact
gggttccttc
gaaagcggaeg
atacaccacc
ttegttgtgg
cggtggtegt
ttatacggtc
caacgtggcg
cacttatggce

ctaa

<213> Escherichia coli str.K-12substr. W3110

<4Q0> 47

Met Ala Arg Ser Lys Thr Ala Gln Pro Lys His Ser leu Arg Lys Ile

1

5

46

gegttcacet
gagccggaaa
aacggtaagc
aatgagaaga
cagaacctgce
tgctccgatce
ggccattatc
gatacccagt
gtcgacttta
ccactgctca
gcaaactccg
gatcaggcge
caagaatctc
tggcqtggty
gaatcogtttg
ggtaagcagt
ggtgcegtgt
ttctocggrtg
ctgteggeoga
gatactacct
gctgactaca
tatactgget
gtggatgcgt
ctgcatgtta

tgettetggg

ggcgtccgga
ceggttatea
gtctgeccgac
tggtcggcta
gctttgctga
cggcgaatgce
tggcacgtaa
tgcagagcaa
tgcgratgcg
atctgtacaa
gcccttaccg

agtgggataa
ttaaccgegt
gtgttaacta
aaccttetece
atgaagtcgg
ataatctcac
aaggtggcga
gtgttaacgt
ataaaggcaa
ccttctttga
ccagttatgg
tagtacgtta
acaacctgtt

gcgcagaacyg

1¢

tgataaaacc
cggetggteg
agactrtaat
cagcttcgat
aaacaaaacc
ttacagcaaa
atacgtcgtt
grtttgccace
taatgacatc
tccggrgaat
cattctgaat
agtgetggtce
tgccgggacy
cctgtttgat
gcaagrtgqgg
cgtgaaatat
taaaaccaac
gatccgegca
agtcggttct
tacgcectgea
cggteogett
tgatccgget
tgatctggceg
cgatcgtgaa

tcaggtcgtt

15

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1B60

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2244
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Ala

Ala

Ala

Gln

65

Gln

Lys

Thr

Ala

Gln

145

Arg

Ser

Pro

Thr

Tyr

225

Ser

ASp

Glu

Leu

AsSn

305

Hie

Glu

val

Ala

Pre

50

Ser

Ser

Ser

Arg

Ala

130

Gly

Ala

Pro

Leu

Gly

210

Arg

Glu

ASp

Thr

Pro

230

Asn

Asn

val

Val

s

Gln

Ala

Ile

val

Gly

115

Glu

Asn

Glu

Gly

Lys

195%

Phe

Lau

Glu

Lys

Gly

275

ABn

Thr

Flie

Lys

Val

20

Glu

Glu

Thr

Ser

Lys

100

Ala

Gly

Phe

Ile

Gly

180

Glu

Asp

Thr

Gln

Thr

260

Tyr

Gly

Tyr

Axn

Thr
340

Ala

Pro

Ser

Gly

Val

8%

Glu

Ser

Gln

Tyr

Met

185

Leu

Val

Phe

Gly

ATg

24%

Asn

Tyr

Lys

Ser

Anp

325

Ser

Thr

Lys

Ala

Thr

10

Val

Ala

Asn

Sear

Asn

15¢

Arg

Leu

Gln

Ser

lau
230

Tyr

Phe

Gly

Arg

Arg

31¢

Thr

Gln

Ala

Glu

Trp

55

Lys

Thr

Leu

Thr

Gln

135

Asp

Gly

Asn

Phe

Asp

2158

Ala

Ala

Thr

Trp

Leu

2958

Asn

Flie

Asn

47

Val

Asp

40

Gly

Thr

Ala

Ser

TYr

120

Asn

Ala

Pro

Lys

20¢

Ser

Arg

Ile

Phe

Leu

28¢

Pro

Glu

Thir

Ser

Ser

25

Thr

Pro

Asp

Glu

Tyr

105

Asp

Asn

val

Val

Val

185

Ala

leu

Sar

Ala

Leu

265

Pro

Thr

Lys

Val

Val
345

Gly

Ila

Ala

Thr

Glu

30

Thr

His

Tyr

Ser
170
Ser
Gly
ABSp
Ala
Pro
250
Ser

Lys

AsBp

Met

Thr

Ala

Pro

75

Met

Pro

Lau

Asp

155

Val

Lys

Thr

ABp

Asn

23%

Ala

Tyr

Glu

Phe

Ser

Val

Thr

60

Ile

Ala

Gly

Ile

Azn

140

Pro

Leu

Asp

ASp

220

Ala

Pha

Phe

Gly

Asn

300

Gly

ABn

Tyr

val

Thr

45

Ile

Gln

Leu

val

Ile

125

Gly

TYr

Tyr

Pro

Ser

205

Gly

Gln

Thr

Gln

Thr

285

Glu

Tyr

Aeu

Gly

Tyr

30
Ala
Ala
Lya
His
Ser
110

Arg

Leu

Gly

Thr

190

Leu

val

Gln

Trp

Asn

270

Val

Gly

Ser

Val
350

Ala

Ala

Ala

val

Gln

95

val

Gly

Lys

Lys

17%

Thr

Phe

Tyr

Lys

Arg

255%

Glu

Glu

Ala

Phe

Flie

335

Cys

Gln

Pro

ATg

Pro

8¢

Pro

Gly

Phe

Lau

Glu

160

Ser

Glu

Gln

Ser

Gly

2449

Pro

Pro

Pro

Lys

Asp

320

Ala

Ser
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Asp

Asp

Leu

385

Gly

Arg

Leu

Asp

Thr

465

Thr

Val

Gly

Ile
545
Val
Thr
val
Ala
Asp

625

Gln

Prec

Lys

370

Gln

Asp

Asn

Asn

Pro

450

Gly

Ala

Gly

Ser

530

Phe

Pro

Lys

Glu

Ala

610

Ala

val

Ser

Ala

355

Gly

Asn

Ile

Asp

Leu

435

Ala

Val

Gly

Gly

Val

515

Glu

Ala

Glu

Thr

Gly

595

Leu

Glu

Pro

Ser
675

Asn

His

Phe

Asp

Ile
420

Tyr

Asan

Tyr

Gly

Thr

500

Aan

Ser

Pro

Asp

Asn

580

Gly

Ser

Tyr

Lys

LAau

660

Tyr

Ala

Tyr

Ser

His

405

Asn

Asn

Ser

Val

Arg

485

Thr

Tyr

Phe

Ser

Arg

565

Asn

Glu

Ala

Thr

His
645

Tyr

Laeu

val

390

Thr

Ala

Pro

Gly

Gln

470

Tyr

Asp

Leu

Glu

Lys

55¢

Pro

Leu

Ile

Ser

Thr
630

Ser

Ala

ans

Asp

Leu

Trp

val

Pro

455

Asp

Asp

Lys

Fhe

Pro

53%

Gly

Ila

Arg
val
615

Asp

Ala

Pro

48

Lys

360

Arg

Thr

Leu

Phea

Asn

440

TYr

Gln

Trp

Arg

Asp

52¢

Ser

Lys

vVal

Ala

Ala

60¢C

Asn

Thr

Ser

Thir

Ala
680

Gln

Lys

Gln

Thr

Gly

425

Thr

Arg

Ala

Ala

Asp

505

Asn

Ser

Gln

Val

Asp

585

Arg

Val

Thr

Leu

ey

665

Asn

Cys

Tyr

Leu

Gly

410

Tyr

Asp

Ile

Gln

Asp

490

Asp

Gly

Gln

Tyr

Thr

570

Pro

Gly

Val

Tyr

Ser

Ala

Val

Gln

335

val

Asp

Phe

Trp

475

Gln

Lys

vVal

Val

Glu

555

Gly

Glu

val

Gly

Lys

635

Ala

Phe

Ala

Val

380

Ser

RABp

Asp

Asp

Asn

460

Asp

Glu

Gln

Thr

Gly

540

val

Ala

Gly

Glu

Ser

620

Gly

Lys

Leu

365

Asp

Lys

Phe

Ser

Phe

445

Lys

Lys

Ser

Phe

Pro

525

Lys

Gly

Val

Ser

Ile

605

Tyr

ABn

Tyr

Ala

Asp

Fhe

Met

val

430

Asn

Gln

Val

Leu

Thr

810

Tyr

Asp

val

Tyr

Phe

530

Glu

Thr

Thr

Thr

670

Gly

Pro

Glu

Ala

Arg

415

Pro

Ala

Lys

Lau

Asn

495

Trp

Phe

Gly

Lys

Asn

575

Phe

Ala

Tyr

Pro

Phe

655

Ser

Ala

Lys

Thr

400

Leu

Lys

Gln

Val

480

Arg

Arg

Ser

Asn

Tyr
56&0

Lau

Ser

Lys

Thr

Ala

640

Phe

© Thr

Tyr
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Thr val val
690

Ala Gly Ser
705

Tyr Val Ala

Arg Gln Val

<210> 48
<211> 1341
<212> DNA

Asp

Asn

Ser

Val
74¢

Ala

val

Cys

725%

Ala

Ala
710

Phe

Thr

Val

695

Leu

Asn

Ala

<213> Escherichia coli str.K-12 substr.W3110

<220>

<221> gene
<222> (1)..(1341)
<223> lamB

<400> 48

49

Arg Tyr

His Vval

Thr Tyr

Thr Phe
745

Asp

Asn

Gly
730

Arg

Leu
Asn
715

Cys

Phe

Ala
700

Lau

FPhe

Arg val Gly Mert
Phe Asp Arg Glu
720

Trp Gly Ala Glu
7358
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atgatgatta
gctcaggcaa
4gcggeggtg
aacgaatgrg
aagagcttct
gctaccgatc
ccaggctcca
gacttctact
ttcggtaaac
gccagcaaca
ttagcgcaga
gccaacttge
actgctgaac
actgactcga
aacqgaaaaat
ggtgcgatct
aactgggata
tggacgscaa

accggogaca

agcatctggt
tggggttacg
gctgatttea
cagatggaaa
<210> 49

<211> 446
<212> PRT

<213> Escherichia coli str. K-12 substr. W3110

<400> 49

ctctgegeaa
tggctgttga
aacaacagtg
aaacttatgc
atttecgacac
cggecttecyg
ccatctgggce
actgggatat
tctetectgge
atattratga
tggaaatcaa
gtgataacta
atactcagag
tgaccrcgea
ttgcctacaa
ccatgggega
acgacaacgg
tcatgageac

agaacaatca

cacgecaggce
actacaccgg
acggcggeag

tctggtggta

acttcctetg
tttccacgge
tttccagact
tgaattaaaa
taacgtggcec
tgaagcaaac
aggtaagcgc
ttctggtcct
agcaacccgce
ctataccaac
cccgggcggc
tcgtetggtet
tgrcctgaag
q3Itazaqgqqg
tatcaacaac
caactgggac
caccaagtgg
cgtgatggaa

gtacaaaatt

tattcgrgtc
taacgctgat
ctteggtegt

a

50

geggttgeeg
tatgcacgtt
accggtgcectce
ttgggtcagg
tattcegtcg
gtgcagggta
ttctaccaac
ggtgccggrce
tcctctgaag
gasaccqgcga
acattagaac
gatggogoat
ggctttaaca
ctgrcgeagqg
aacggtcaca
atgatgtacg
tggacegtceg
atcggetacg

accctegeoac

ttcgcaacct

aacaacgcga

ggcgacagcqg

tcgeageqgg
ccggtattgg
aaagtaaata
aagtgtggaa
cacaacagaa
aaaacctgat
gtcatgacgt
tggaaaacat
ctggtggttc
acqgacgttrt
tgggtgtcga
cgaaagacgg
agttrgttgt
gttcrggegt
tgctgegtat
tgggtatgta
gtattcgcce
acaacgtcga

aacaatggca

acgccaagtg
actteggcaa

acgagtggac

cgtaatgtct
ttggacaggt
ccgtecttgge
agagggcgat
tgactgggaa
cgaatggctg
tcatatgatc
cgatgttggc
ttcectctttc
cgatgrgeqt
cracggtcgt
ctggttattc
tcagtacgct
tgcatrtgat
cctegaccac
ccaggatatc
gatgtacaag
atcccagege

ggctggoegac

ggatgagaaa

agcegttect

ctteggtgee

€0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

11490

1200

1260

1320

1341
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Gly

Arg

Gln

Thr

65

Lys

Asn

Gly

Lys

Trp

145

Phe

Sar

Ala

Gly

Asp

225

Thr

Val

Ser

Thr

50

Tyr

Ser

Asp

Lya

Arg

130

Asp

Gly

Sar

Asn

Gly

21¢Q

Asn

Ala

Ile

Gly

Thr

Ala

Phe

Trp

Asn

115

Fhe

Ile

Lysa

Sear

Asp

135

Thr

Tyr

Glu

Thr

Ser

2¢

Ile

Gly

Glu

Tyr

Glu

100

Leu

Tyr

Ser

Leu

Phe

180Q

val

Arg

His

Ala

Gly

Ala

lau

Pha

85

Ala

Ile

Gln

Gly

Ser

165

Ala

Phe

Glu

Thr
245

Arg

Gln

Trp

Gln

Lys

74

Asp

Thr

Glu

Arg

Pro

150

Leu

Sar

Asp

Leu

Val

230

Gln

Lys

Ala

Thr

Ser

55

Lau

Thr

Asp

Trp

His

138

Gly

Ala

Asn

val

Gly

215

Asp

Ser

51

Leu

Gly

40

Lys

Gly

Asn

Pro

Leu

120

Asp

Ala

Ala

Asn

Arg

200

val

Gly

val

Pro

Ala

25

Ser

Tyr

Gln

Val

Ala

105

Pro

val

Gly

Thr

Ile

185

Leu

Asp

Ala

Leu

1C

val

Gly

Arg

Glu

Ala

90

Phe

Gly

His

Leu

Arg

17¢

Tyr

Ala

Tyr

Ser

Lys
250

Ala

Asp

Gly

Leu

Val

75

Tyr

Arg

Ser

Mat

Glu

15%

Ser

Asp

Gln

Gly

lys

235

Gly

val

Phe

Glu

Gly

60

Trp

Sear

Glu

Thr

Ile

140

Asn

Ser

Tyr

Arg
220

Asp

Phe

Ala

His

Gln

15

Asn

Lys

Val

Ala

Ile

125

Asp

Ile

Glu

Thr

Glu

205

Ala

Gly

Asn

val

Gly

30

Gln

Glu

Glu

Ala

Asn

11¢

Trp

Fhe

ABp

Ala

Asn

190

Ile

Asn

Trp

Lys

Ala

15

Tyr

Cys

Cys

Gly

Gln

95

Val

Ala

Tyr

val

Gly

175

Glu

Asn

Leu

Phe
255

Ala

Ala

Phe

Glu

Asp

8¢

Gln

Gln

Gly

Tyr

Gly

160

Gly

Thr

Pro

Phe
240

val
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val

Gln

Asn

Met

305

Aan

Pro

Tyr

Lys

Arg

385

Trp

Llys

Ser

<210> 50
<211> 1845
<212> DNA

Gln Tyr

Gly Sar

275
Asn Asn
280

Gly Aap

Trp Asp
Mot Tyr

Asn
355

Asp

Ila
370

Thr

Pro Ala

Gly Tyr

Ala Vval

Glu
435

Asp

<213> Escherichia coli str

<220>
<221> gene

<222> (1)..(1845)

<223> btuB

<400> 50

atgattaaaa
caggatacca
actgtgcttg
teggrcaatg

ggtcagetct

gatggcgtac

Ala

260

Gly

Gly

Asn

Asn

Lys

340

val

Leu

Asp

Pro
420

Trp

. K-12 substr.

Thr

Val

His

Trp

Asp

325%

Trp

Glu

Ala

ATg

Tyr

40S

Ala

Thr

ABp

Ala

Asp

310

Asn

Thr

Ser

Gln

val

3940

Thr

Asp

Phe

Ser

Phe

Leu

295

Met

Gly

Pro

Gln

Gln

37%

Phe

Gly

Phe

Gly

w3110

52

Asp
280

ATg

Thr

Ile

Arg

360

Trp

Ala

Asn

Asn

Ala
440

Thr

265

Asn

Ile

Tyr

Lys

Mot

345

Thr

Gln

Thr

Ala

Gly

425

Gln

Ser

Glu

YVal

Trp
330
Ser
Gly
Ala
Tyr
A8Sp
410

Gly

Met.

Gln

Lys

Asp

Gly

315

Trp

Thr

Asp

Gly

Ala

395

Asn

Ser

Glu

Gly

Pha

His

300

Thr

val

Lys

Asp

380

Lys

Asn

Phe

Ile

Lys

Ala

285

Gly

Tyr

val

Asn
365

Ser

Trp

Ala

Gly

Trp
445

Gly

270

Tyr

Ala

Gln

Gly

Glu

350

Asn

Ila

Asp

Asn

Arg
430

Trp

Leu

Asn

Agp

Ilm
335

Ile

Gln

Trp

Glu

Phe

415

Gly

aagctteget
gcocacggatac
caccaaccac
atgtgetgeyg
catctattee

gcctgaatce

gctgacggeg
tectegtogtt
cgttgtgace
cegtetteeg

tattcgoggt

g9cgggggtyg

tgttoogtca
actgctaace
cgtcaggata
ggcgtegata
acaaatgcca

agtggttctg

cggecattttc
gttttgaaca
tcgacegetg
tcacccaaaa
gtcatgtget

ccgaccttag

cgettgggea
gcecgegeage
gcagtcgacc
cggeggttca
ggtgttaate

ccagttccct

Ser

Ilm

Ser

Ile

32¢

Arg

Gly

Tyr

Ser

Lys

40¢

Gly

Asp

60

120

180

240

300

360
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attgcgettg
gatgcaatag
tcagcagggt
ggggataaga
gttgcctatg
acgctttatg
tatggctatg
gatacccgta
attaaatcac
tatggtcegrt
gcaaacaatg
actacgacgc
tatcrtgaccqg
gataactcac
gaaggttatc
ctgtatggcet
gegtttgaag
agtgacttga
attaagggcg
tatgattatg
cagcaggtga
cagtatttag
atgggegqgeg
gttcgtggta
actgcaggac
<210> 51

<211> 614
<212> PRT

<213> Escherichia coli str. K-12 substr. W3110

<400> 31

tccagegtgt
gcggggtggt
ggggaagcaa
cacgggtaac
graatacegg
gcgegetgga
ataaccgtac
aactctatag
aactcattac
atgatrcegte
tcatcgttgg
cgggtacagyg
ggctgcaaca
agtttggtcyg
gcttcattge
tctacggaaa
gcttaaccge
tcgattatga
tcgaggcgac
tcgatgogeg
aataccagct
gcactcgcta
tgagecttgtg
aaatagccaa

gggaatacac

tgaatatate
gaatatcatc
tagttatcag
gctgttgggc
aacgcaageg
gcataacttt
caattatgac
ccaaagrtgg
cagctatagc
ggcgacgcetce
tcacggtagt
ttatgtrgaqg
agrcggcgat
tcatggaacc
ttcctacggg
tceogaatctyg
tggggtgaac
tgatcacacc
cgccaatttt
caatgcgatt
cgactggoag
tgataaggat
ggatcttgeg

ccrgttcgac

ctrgtcrtgge

53

cgtgggcege
acgacgcgeg
aactatgatg
gatratgcce
cagacagata
actgatgcct
gcgtattatt
gacgeceggge
catagcaaag
gatgagatga
attggtgcqgyg
gatggatatg
tttacctrtg
tggcaaacca
acatcttata
gaccoggaga
tggcgtattt
ctgaaatatt
gataccggac
accgacacgc
ttgtatgact
tactcatctt
gttgcgtatc
aaagattatg

agctacacct

gctccgetgt
atgaacccgg
tctectacgea
atactcatgg
acgatggtrt
ggagcggctt
ctceceggtte
tgcgctataa
attacaacta
agcaatacac
gtgtcgactg
atcaacgtaa
aaggcgcage
gcgocogqttg
aggcaccaaa
aaagcaaaca
ccggatatcg
acaacgaagg
cactgacgca
cgttgttacg
tcgactgggg
atccttatca
cggtcacctc

agacagtcta

tctga

ttatggttce
aacggaaatt
graacaactg
ttatgatgtet
tttaagtaaa
tgtgcgeggce
accgttgctc
cggcgaactg
cgatccceat
cgtccagtqgg
gcagaaacag
taccggcatce
acgcagtgac
ggaattcatc
tctgggQgcaa
gtgggaaggc
taacgatgtc
Jgaaagcgegg
tactgtgagt
ccgtgctaaa
tattacttat
aaccgttaaa
tcacctgaca

tggctaccaa

420

480

540

600

660

720

780

B40

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1845
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Met Ile Lys Lys Ala Ser leu Leu Thr Ala Cys Ser Val Thr Ala Phe

1

Ser Ala Trp Ala Gln Asp Thr Ser Pro Asp Thr Leu Val Val Thr Ala

<0

s

54

25

10

k1Y

15
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Asn

Val

val

65

Gly

Leu

Ser

TYr

Gly

145%

Ser

Gln

Ala

Gln

Ala

225

Tyr

Ser

Gly

Tyr

Asp

308

Ala

Tyr

Arg

Thr

50

Leu

Gln

Val

Ala

Ile

130

Val

Ala

Gln

Haige

Ala

210

Leu

Gly

Pre

Leu

Ser

290

Ser

Asn

Gln

Asp

Phe

35

Arg

Arg

Leu

Leu

Asp
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