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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von L-Serin sowie dafur geeignete Gensequenzen,
Vektoren und Mikroorganismen.

Stand der Technik

[0002] Die Aminosaure L-Serin findet in der Humanmedizin, in der pharmazeutischen Industrie, der Lebens-
mittelindustrie und in der Tiererndhrung Anwendung.

[0003] Es ist bekannt, dass Aminosauren durch Fermentation von Stdmmen coryneformer Bakterien, insbe-
sondere Corynebacterium glutamicum, hergestellt werden. Wegen der grol3en Bedeutung wird standig an der
Verbesserung der Herstellverfahren gearbeitet. Verfahrensverbesserungen kénnen fermentationstechnische
MaRnahmen wie z. B. Rihrung und Versorgung mit Sauerstoff, oder die Zusammensetzung der Nahrmedien
wie z. B. die Zuckerkonzentration wahrend der Fermentation oder die Aufarbeitung zur Produktform durch z. B.
lonenaustauschchromatographie oder die intrinsischen Leistungseigenschaften des Mikroorganismus selbst
betreffen.

[0004] Zur Verbesserung der Leistungseigenschaften dieser Mikroorganismen werden Methoden der Muta-
genese, Selektion und Mutantenauswahl angewendet. Auf diese Weise erhalt man Stdmme, die resistent ge-
gen Antimetabolite oder auxotroph fiir regulatorisch bedeutsame Metabolite sind und L-Aminosduren wie L-
Serin produzieren. So ist ein coryneformes Bakterium beschrieben, das eine Resistenz gegeniber Azaserin
oder beta-(2-Thienyl)-DL-Alanin aufweist und L-Serin produziert (EP 0 943 687 A2). Ferner ist es Stand der
Technik, dass mittels gentechnischer Methoden Aktivitdten des Biosynthesewegs erhéht werden kénnen und
dies zu erhdhter Aminoséaurebildung flhrt. So ist zum Beispiel in EP 0 931 833 A2 beschrieben, dass eine Er-
héhung des Biosyntheseenzyms Phosphoserin-Phosphatase und Phosphoserin-Transaminase vorteilhaft fir
die L-Serinbildung ist. Ferner ist beschrieben, dass ein Gen das fir die D-3-Phosphoglycerat-Dehydrogenase
kodiert fur die L-Serinbildung genutzt werden kann (EP 0 931 833 A2, WO 93/12235 A1).

[0005] Es ist darlber hinaus bekannt, dass neben einer Erhéhung der Aktivitdt von Enzymen des L-Amino-
sauresynthesewegs auch die Verminderung oder sogar die Ausschaltung von Enzymen die an Abbaureaktio-
nen der L-Aminosaure beteiligt sind zu einer Verbesserung der L-Aminosdureakkumulation fihren kénnen.
So ist gefunden, dass die Ausschaltung des Enzyms L-Serindehydratase zu héheren L-Serin-Akkumulationen
fuhrt (WO 2004/081166 A2). Ferner fuhrt auch eine Verminderung der Aktivitat des Enzyms Serinhydroxyme-
thyltransferase zu einem verringerten L-Serinabbau (US-Patent 6,596,516; Simic et al. (2002) Appl. Environ
Microbiol. 68: 3321-3327).

[0006] Es ist die Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren und einen dafiir geeigneten Mikroorganismus sowie
Vektoren zur Verfigung zu stellen mit denen die Produktion von L-Serin gesteigert werden kann. Weiterhin soll
ein Verfahren, sowie Mikroorganismen und Vektoren zur Verfligung gestellt werden, mit denen eine Steigerung
der Produktion von Cystein, Tryptophan und Methionin erzielt werden kann.

[0007] In Uberraschender Weise wurde gefunden, dass coryneforme Bakterien nach Modifizierung oder Aus-
schaltung der fir die Folsduresynthese kodierenden Gene in verbesserter Weise L-Serin produzieren. Mit den
erfindungsgemafen Verfahren sowie den erfindungsgemafRen Bakterien und den erfindungsgemafiien Gense-
quenzen die fir Enzyme oder Regulatoren, die die Folsauresynthese katalysieren, bzw. an der Regulation der
Folsauresynthese beteiligt sind, ist es nunmehr mdglich, L-Serin mit einer Ausbeute herzustellen, die erheblich
héher liegt, als die der nicht erfindungsgemaf verénderten Stdmme. Der Umfang der Steigerung der L-Serin-
Produktion ist in Tabelle 2 dargestellt.

[0008] Im Folgenden soll die Erfindung in der allgemeinen Form beschrieben werden:

Erfindungsgemal wird die L-Serinproduktion sowie die Produktion von Cystein, Tryptophan und Methionin da-
durch gesteigert, dass die Folsdurekonzentration in einem Aminosaure produzierenden Organismus verringert
wird. Vorzugsweise produziert der Organismus bereits vor der erfindungsgemafien Veranderung L-Serin.

[0009] Beispielsweise kann die Verringerung der Folsdurekonzentration durch Verringerung der Synthese von
Folsdure oder deren Abbau erreicht werden.

[0010] Die Verringerung oder Verhinderung der Synthese von Folsdure kann durch gerichtete oder ungerich-
tete Mutation von Genen, die an der Biosynthese von Folsdure beteiligt sind, erreicht werden.
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[0011] Beispiele fir Mutationen, die zu einer Verringerung oder Ausschaltung der Folsaureproduktion fiihren,
sind die Deletionsmutation, Insertionsmutation, Substitutionsmutation oder eine Punktmutation von Genen, die
an der Biosynthese von Folsdure beteiligt sind.

[0012] Weiterhin kann bei genetisch veranderten oder unveranderten Genen von Proteinen, die an der Bio-
synthese von Folsdure beteiligt sind eine Verringerung oder Ausschaltung der Folsaureproduktion erfolgen,
indem die Expression von an der Biosynthese von Folsaure beteiligten Genen verringert oder verhindert wird.

[0013] Eine Verringerung oder Ausschaltung der Expression von Genen, die am Biosyntheseweg von Fol-
saure beteiligt sind kann durch Veranderung, vorzugsweise Abschwachung, besonders bevorzugt Ausschal-
tung von Promotoren, wie Signalstrukturen, Repressorgenen, Aktivatoren, Operatoren, Attenuatoren, Riboso-
menbindestellen oder Startkodons, Terminatoren, oder weiterhin durch Veranderung, vorzugsweise Abschwa-
chung, besonders bevorzugt Ausschaltung oder Schwachung von Regulatoren, oder der Stabilitat der Trans-
skripte erreicht werden. Weiterhin kénnen regulierbare Promotoren, insbesondere abgeschwachte Promotoren
eingesetzt werden.

[0014] Auf der Enzymebene kann die Aktivitdt der an der Biosynthese der Folsdure beteiligten Enzyme durch
Reduzierung oder Ausschaltung der katalytischen Aktivitat und der Stabilitdt der Enzyme erreicht werden. Die
gleiche Wirkung kann durch Veranderung des allosterischen Zentrums bzw. einer Feedback-Inhibierung der
Enzyme erreicht werden. Typische Mdglichkeiten die Aktivitdt der Enzyme zu vermindern oder auszuschalten
ist die Proteinmodifikation beispielsweise durch Phosphorylierung oder Adenylierung. Es kann auch der pro-
teolytische Abbau von am Biosyntheseweg der Folsaure beteiligten Enzymen gesteigert werden.

[0015] Typische Enzyme, deren Aktivitat auf die beschriebene Art verringert oder ausgeschaltet werden kann,
sind GTP-Cyclohydrolase, Neopterintriphosphatpyrophosphatase, Neopterinaldolase, 6-Hydroxymethylpterin-
pyrophosphokinase, 4-Amino-4-deoxy-chorismatsynthase, 4-Amino-4-deoxy-chorismatlyase, Pteroatsyntha-
se, Folatsynthase und Dihydrofolatreduktase.

[0016] Gegenstand der Erfindung ist auch ein Vektor, der ein Tool beinhaltet, welches geeignet ist erfindungs-
gemale genetische Veradnderungen in einem Produktionsorganismus herbeizufiihren.

[0017] Die erfindungsgeméafien Vektoren beinhalten Tools welche geeignet sind, das Gen flr die Synthese
von 4-Amino-4-deoxy-chorismatsynthase und oder 4-Amino-4-deoxy-chorismatlyase zu deletieren.

[0018] Die Sequenz fir die Deletion des 4-Amino-4-deoxy-chorismatsynthasegens istin Seq. Nr. 1 dargestellit.
Seq. Nr. 2 zeigt die Struktur eines Vektors, welcher die Seq. Nr. 1 tragt.

[0019] Die Sequenz fir die Deletion des 4-Amino-4-deoxy-chorismatlyasegens ist in Seq. Nr. 3 dargestellit.
Seq. Nr. 4 zeigt die Struktur eines Vektors, welcher die Seq. Nr. 3 tragt.

[0020] Sequenz fiir die Deletion des 4-Amino-4-deoxy-chorismatsynthasegens und des 4-Amino-4-deoxy-
chorismatlyasegens ist in Seq. Nr. 5 dargestellt. Seq. Nr. 6 zeigt die Struktur eines Vektors, welcher die Seq.
Nr. 5 fir die Deletion des 4-Amino-4deoxy-chorismatsynthasegens und des 4-Amino-4deoxy-chorismatlyase-
gens tragt.

[0021] In Seq. Nr. 7 ist ein Plasmid dargestellt, welches geeignet ist, die L-Serin-Produktion zuséatzlich zu
steigern. Es entspricht dem in Fig. 4 dargestellten Plasmid mit der Bezeichnung pEC-T18mob2-serA® CB-.

[0022] Die fur die Deletion verantwortlichen Strukturen kdnnen auch in andere Vektorgeruste eingebaut wer-
den, die fur den entsprechenden Organismus geeignet sind. Als Vektoren kommen neben den haufig verwen-
deten cyclischen Vektoren auch lineare Vektoren oder Phagen in Frage.

[0023] Die Figuren zeigen Vektoren, die beispielhaft fir die erfindungsgemaflen Veranderungen des L-Serin
Produzierenden Organismen herangezogen werden kénnen. Es zeigt:

[0024] Fig. 1: pK19mobsacB_aabAB entsprechend Seq. Nr. 2.
[0025] Fig. 2: pK19mobsacB_pabC entsprechend Seq. Nr 4.

[0026] Fig. 3: pK19mobsacB_pabABC entsprechend Seq. Nr 6.
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[0027] Fig. 4: pEC-T18mob2-serA™"CB entsprechend Seq. Nr 7.

[0028] Vorzugsweise werden die Tools nach den Sequenzen 1, 3 und 5 auf Vektoren in L-Serin-Produktions-
organismen eingebracht, welche bereits vor der Veranderung L-Serin produzieren.

[0029] Alle angegebenen Sequenzen sollen auch Varianten umfassen, welche 90%, vorzugsweise 95% Ho-
mologie besitzen.

[0030] Geeignete Organismen sind Beispielsweise Corynebacterien, wie Corynebacterium glutamicum oder
Brevibacterium. Es kénnen auch Enterobakterien, Bacillaceen oder Heefearten, die eine verringerte Folsaure-
konzentration aufweisen als Produktionsorganismen eingesetzt werden.

[0031] Im Folgenden soll die Erfindung genauer beschrieben werden:

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur fermentativen Herstellung von L-Serin unter Verwendung von
coryneformen Bakterien, bei denen die Gene, die fir die Folsduresynthese kodieren, modifiziert, ausgeschaltet
oder in ihrer Expression verandert werden oder aber bei natlrlicherweise Folsaure bedirftigen Bakterien ein
Folsauremangel herbeigefiihrt wird, oder aber die Regulation der Folsauresynthese derartig beeinflusst wird
das Folsauremangel entsteht. Da die Folsduresynthese von einem Intermediat der Nukleotidsynthese sowie
einem Intermediat der Synthese aromatischer Aminosauren ausgeht, kénnen prinzipiell auch diese entspre-
chenden Reaktionen modifiziert oder ausgeschaltet werden, vorausgesetzt, dass Nukleotide und aromatische
Aminosauren selbst noch ausreichend zur Verfigung stehen, wie es zum Beispiel durch externe Supplemen-
tation der Fall ist. Darliber hinaus kann der Folsduremangel auch durch Deletion oder Modifikation von Regu-
latoren, die die Expression von Genen der Folsaure oder der damit verknulpften Stoffwechselwege, kontrolliert
herbeigefuhrt werden.

[0032] Bevorzugte Ausfiihrungsformen finden sich in den Unteranspriichen.

[0033] Die eingesetzten Stamme produzieren vorzugsweise bereits vor der Modifizierung der Folsduresyn-
these L-Serin.

[0034] Der Begriff Modifizierung beinhaltet die Abschwachung von Folsduresynthesegenen und die vollstan-
dige Deletion von Folsauresynthesegenen. Hierzu gehéren ungerichtete Mutagenesen sowie gerichtete re-
kombinante DNA-Techniken. Mit Hilfe dieser Methoden kénnen zum Beispiel Gene der Folsduresynthese im
Chromosom deletiert werden. Geeignete Methoden dazu sind bei Schéfer et al. (Gene (1994) 145: 69-73) oder
auch Link et al. (J. Bacteriology (1998) 179: 6228-6237) beschrieben. Auch kénnen nur Teile des Gens dele-
tiert werden oder auch mutierte Fragmente von Genen ausgetauscht werden. Durch Deletion oder Austausch
wird so der Verlust, oder eine Reduktion der Folsauresynthese-Aktivitat, erreicht. Eine vorteilhafte Ausfihrung
des erfindungsgemafen Verfahrens ist beispielsweise der erfindungsgeman veranderte C. glutamicum Stamm
ATCC13032DpykDsdaADpabAB pserABC, der unter anderem eine Deletion im pabAB-Gen tragt.

[0035] Eine weitere Mdglichkeit die Aktivitat der Folsduresynthese abzuschwéachen oder auszuschalten sind
Mutageneseverfahren. Hierzu gehéren ungerichtete Verfahren, die chemische Reagenzien wie z. B. N-Methyl-
N-Nitro-N-Nitrosoguanidin oder auch UV-Bestrahlung zur Mutagenese benutzen, mit anschliellender Suche
der gewlnschten Mikroorganismen auf Verminderung oder Verlust der Folsduresynthese-Aktivitat. Verfahren
zur Mutationsauslésung und Mutantensuche sind allgemein bekannt und kénnen unter anderem bei Miller
(A Short Course in Bacterial Genetics, A Laboratory Manual and Handbook for Escherichia coli and Related
Bacteria (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1992)) oder im Handbuch "Manual of Methods for General
Bacteriology” der American Society for Bacteriology (Washington D.C., USA, 1981) nachgelesen werden.

[0036] Darlber hinaus kann auch die Expression von Genen der Folsauresynthese durch Veranderung der
Signalstrukturen zur Genexpression reduziert werden. Signalstrukturen sind beispielsweise Repressorgene,
Aktivatorgene, Operatoren, Promotoren, Attenuatoren, Ribosomenbindungsstellen, das Startkodon und Ter-
minatoren. Angaben hierzu findet der Fachmann z. B. in der Patentanmeldung WO 96/15246, bei Boyd und
Murphy (J. Bacteriol. 1988. 170: 5949), bei Voskuil und Chambliss (Nucleic Acids Res. 1998. 26: 3548, bei
Jensen und Hammer (Biotechnol. Bioeng. 1998 58: 191), bei Patek et al. (Microbiology (1996) 142: 1297 und in
bekannten Lehrbichern der Genetik und Molekularbiologie wie z. B. dem Lehrbuch von Knippers (,Molekulare
Genetik”, 8. Auflage, Georg Thieme Verlag, Stuttgart, Deutschland, 2001) oder dem von Winnacker (,Gene
und Klone”, VCH Verlagsgesellschaft, Weinheim, Deutschland, 1990). Es kann die Promotor- und Regulati-
onsregion, die sich stromaufwarts des Strukturgens befindet, mutiert werden.
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[0037] Durch regulierbare Promotoren ist es zusatzlich méglich, die Expression im Verlaufe der fermentativen
L-Serinbildung zu reduzieren. Daneben ist aber auch eine Regulation der Translation mdglich, indem beispiels-
weise die Stabilitdt der m-RNA reduziert wird. Dies kann erreicht werden, indem die Stabilitat durch zuséatzliche
und/oder verénderte Sequenzen am 5'-Ende oder 3'-Ende des Gens geschwacht wird. Beispiele dazu sind fur
Gene aus Bacillus subtilis (Microbiology (2001) 147: 1331-41) oder Hefe (Trends Biotechnol. 1994, 12: 444—
9) beschrieben. Es ist ferner moglich, durch intrinsische proteolytische Aktivitat, wie beschrieben, die Enzym-
aktivitat zu beeinflussen (Mol Microbiol. (2005) 57: 576-91).

[0038] Des Weiteren kdnnen Gene verwendet werden, die fur das entsprechende Enzym der Folsduresyn-
these mit geringer Aktivitat kodieren. Mutationen, die zu einer Veranderung oder Reduktion der katalytischen
Aktivitdt von Enzymproteinen flhren, sind bekannt. Beispiele dazu finden sich in den Arbeiten von Qiu and
Goodman (J Biological Chemistry (1997) 272: 8611-8617), Sugimoto et al. (Bioscience Biotechnology and Bio-
chemistry (1997) 61: 1760-1762) und Mockel ("Die Threonindehydratase aus Corynebacterium glutamicum:
Aufhebung der allosterischen Regulation und Struktur des Enzyms”, Reports from the Jilich Research Centre,
Jil-2906, ISSN09442952, Jilich, Germany, 1994). Zusammenfassende Darstellungen kdnnen in Textbiichern
der Genetik und der Molekularbiologie gefunden werden, wie z. B. dem von Hagemann ("Allgemeine Gene-
tik”, Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, 1986). Alternativ kann weiterhin eine reduzierte Expression und Aktivitat
der Folsauresynthese-Enzyme durch Veranderung der Medienzusammensetzung und Kulturfihrung erreicht
werden. Anleitungen findet der Fachmann unter anderem bei Martin et al. (Bio/Technology 5, 137-146 (1987)
), bei Guerrero et al. (Gene 138, 35-41 (1994)), Tsuchiya und Morinaga (Bio/Technology 6, 428-430 (1988)
), bei Eikmanns et al. (Gene 102, 93-98 (1991)), in der Europaischen Patentschrift EP 0 472 869, im US Pa-
tent 4,601,893, bei Schwarzer und Puihler (Bio/Technology 9, 84-87 (1991), bei Reinscheid et al. (Applied and
Environmental Microbiology 60, 126-132 (1994)), bei LaBarre et al. (Journal of Bacteriology 175, 1001-1007
(1993)) und in der Patentanmeldung WO 96/15246.

[0039] Auf diese Weise kdnnen Gene der Folsauresynthese von C. glutamicum vermindert exprimiert oder
deletiert, oder die Enzymaktivitaten reduziert werden.

[0040] Weiterhin kann es fir die Produktion von L-Serin vorteilhaft sein, zusatzlich zum herbeigefiihrten Man-
gel an Folsaure eines oder mehrere der Gene ausgewahlt aus der Gruppe,

+ das fir die 3-Phosphoglycerat-Dehydrogenase kodierende serA-Gen,

« das flir die Phosphoserin-Transaminase kodierende serC-Gen,

« das flir die Phosphoserin-Phosphatase kodierende serB-Gen,

einzeln oder in Kombinationen zu verstarken insbesondere zu Uberexprimieren, oder Allele dieser Gene,

insbesondere

« die fiir feedback-resistente 3-Phosphoglycerat-Dehydrogenase kodierenden serA-Gene

einzeln oder in Kombinationen zu verstarken oder zu iberexprimieren,

[0041] Weiterhin kann es fir die Produktion von L-Serin vorteilhaft sein, zusatzlich zum herbeigefiihrten Man-
gel an Folsdure eines oder mehrere der Gene ausgewahlt aus der Gruppe,

+ das fir die Cystathioninlyase kodierende aecD-Gen,

+ das fiir die Cystathioninlyase kodierende metC-Gen,

» das fir die Serindehydratase kodierende sdaA-Gen,

» das fir die Serinhydroxymethyltransferase kodierende glyA-Gen,

+ das fir die beta-Untereinheit der Tryptophansynthase kodierende trpB-Gen,

» das fir die Threonindehydratase kodierende ilvA-Gen,

» das fir die Pyruvatkinase kodierende pyk-Gen

einzeln oder in Kombination zu reduzieren oder zu deletieren.

[0042] Die erfindungsgemaflen Mikroorganismen umfassen im Rahmen der vorliegenden Erfindung Bakteri-
en aus der Gattung Corynebacterium oder Brevibacterium, die durch klassische und/oder molekulagenetische
Methoden derart verandert sind, dass ihr Stoffwechselfluss verstérkt in Richtung der Biosynthese von Amino-
sauren oder deren Abkdmmlingen verlauft. Die vorliegende Erfindung umfasst hierbei séamtliche bereits be-
kannten Aminosaure-Produktionsstdmme. Ferner sind erfindungsgemaf auch diejenigen Produktionsstamme
umfasst, die der Fachmann in Analogie zu Erkenntnissen aus anderen Mikroorganismen, beispielsweise Ente-
robacterien, Bacillaceen oder Hefe-Arten nach gangiger Methode herstellen kann. Ferner sind erfindungsge-
mal auch solche Aminosaure-Produktionsstdmme umfasst, bei denen der Abbau von L-Serin verandert oder
abgeschwacht ist. Dies kann beispielsweise durch gezielte gentechnische Veranderungen an L-Serin degra-
dierenden Enzymen oder den korrespondierenden Genen erfolgen. Im Folgenden sollen einige erfindungsge-
mal geeignete Mikroorganismen beispielhaft genannt werden. Diese Auswahl gilt jedoch nicht beschrankend:
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Corynebacterium glutamicum ATCC13032,
Corynebacterium acetoglutamicum ATCC15806,
Corynebacterium acetoacidophilum ATCC13870,
Corynebacterium thermoaminogenes FERM BP-1539,
Brevibacterium flavum ATCC14067,

Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 oder
Brevibacterium divaricatum ATCC14020.

[0043] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ebenfalls eine pabAB und pabC-Gensequenz Nr. 1, 3 und
5, die dadurch gekennzeichnet ist, dass ein Teil der Sequenz mittels definierter Deletion herausgeschnitten
wurde, so dass nur inaktivierte oder abgeschwéachte Aminodeoxychorismatsynthase oder Aminodeoxychoris-
matlyase Aktivitat resultieren kann. Die pabAB und pabC-Gensequenzen werden vorzugsweise aus Mikroor-
ganismen der Gattung Corynebacterium oder Brevibacterium isoliert. Beispielhaft seien hier einige néher spe-
zifizierte Mikroorganismen aufgefuhrt:

Corynebacterium glutamicum ATCC13032,

Corynebacterium acetoglutamicum ATCC15806,

Corynebacterium acetoacidophilum ATCC13870,

Corynebacterium thermoaminogenes FERN BP-1539,

Brevibacterium flavum ATCC14067,

Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 oder

Brevibacterium divaricatum ATCC14020.

Beispiel 1:
Konstruktion des Plasmids pK19mobsacBDpabAB

[0044] Das pabAB-Gen von C. glutamicum wird nach bekannten Methoden im Chromosom durch ein um
1734 bp verkirztes pabAB-Gen ersetzt (J. Bacteriol. (1997) 179: 6228-37; Gene (1994) 145: 69-73). Zur
Konstruktion des fir den Genaustausch verwendeten Vektors wurden die nachfolgend angegebenen Primer
synthetisiert, die von der 6ffentlich zuganglichen Genom-Sequenz (NCBI Accession-Nummer YP_225287; NC_
006958) abgeleitet wurden:

pabAB-del-A

5% -CGGGATCCTCAGGCTCGCACCGTTGGAGGG-3 7
pabAB-del-B:

5’ -CCCATCCACTAAACTTAAACAAAACGTGAAAGAATCATAATT-3'
pabAB-del-C:

5/ -TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGGAGTGGGAGGAAATCCGCGTT-3
pabAB-del-D:

57 - GTGGATCCGCCCAAAACACCACGGTGGCGT-3"

[0045] Primer pabAB-del-A beginnt 522 bp vor dem Translationsstart und pabAB-del-D 436 bp hinter dem
Translationsstop des pabAB-Gens. Der Primer pabAB-del-B liegt 21 bp hinter dem Translationsstart, der pri-
mer pabAB-del-C liegt 66 bp vor dem Translationsstop und beide verfiigen tber jeweils komplementére Linker-
Regionen wie bei Link et al. angegeben (J. Bacteriol. (1997) 179: 6228-37). Parallel wurden mit der Primer-
kombination pabAB-del-A und pabAB-del-B sowie der Primerkombination pabAB-del-B und pabAB-del-C mit
chromosomaler DNA von C. glutamicum ATCC13032 PCR-Amplifikationen durchgefiihrt. Die PCR-Reaktion
wurde in 30 Zyklen in Gegenwart von 200 uM Deoxynukleotidtriphosphaten (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), je
600 nM der entsprechenden Oligonukleotide, 100 ng chromosomaler DNA von Corynebacterium glutamicum
ATCC13032, 1/10 Volumen 10-fach Reaktionspuffer und 2,6 Einheiten einer hitzestabilen Tag-/Pwo-DNA-Po-
lymerase-Mischung (Expand High Fidelity PCR System der Firma Roche Diagnostics, Mannheim, Deutsch-
land) in einem Thermocycler (PTC-100, MJ Research, Inc., Watertown, USA) unter folgenden Bedingungen
durchgefiihrt:
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94°C flir 30 Sekunden, 50°C fir 30 Sekunden und 72°C fur 40 Sekunden. Der Elongationsschritt bei 72°C
wurde nach 10 Zyklen um 5 Sekunden pro Zyklus verlangert. Nach der PCR-Reaktion wurde das erhaltene
563 bp groRe Fragment des 5'-flankierenden Bereichs, sowie das 528 bp groRe Fragment des 3'-flankieren-
den Bereichs mit dem QIAEXxII Gelextraktionskit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers aus einem 0,8%igen
Agarose-Gel isoliert, und beide Fragmente als Template in die zweite PCR mit den Primern pabAB-del-A und
pabAB-del-D eingesetzt. Die Amplifikation erfolgte in 35 Zyklen in Gegenwart von 200 uM Deoxynukleotidtri-
phosphaten, je 600 nM des entsprechenden Oligonukleotids, jeweils 20 ng der isolierten Template-DNA aus
der ersten PCR, 1/10 Volumen 10-fach Reaktionspuffer und 2,6 Einheiten der Tag-/Pwo-DNA-Polymerase-
Mischung unter folgenden Bedingungen:

94°C fur 30 Sekunden, 50°C fur 30 Sekunden und 72°C fur 80 Sekunden. Der Elongationsschritt wurde nach 10
Zyklen um jeweils 5 Sekunden verlangert. Nach der PCR-Reaktion wurde das erhaltene 1122 bp lange DNA-
Fragment, dass nun das inaktivierte pabAB-Gen mit einer 1734 bp langen zentralen Deletion beinhaltet, aus
einem 0,8%igen Agarose-Gel isoliert, und in den Vektor pK19mobsacB kloniert (Gene 145: 69-73 (1994). Das
daraus resultierende Plasmid pK19mobsacBDpabAB (Fig. 1) wurde durch Sequenzierung auf seine Richtigkeit
bestatigt.

Beispiel 2:
Konstruktion des Plasmids pK19mobsacBDpabC

[0046] Analog zu der in Beispiel 1 beschriebenen Vorgehensweise wurde zur Deletion des pabC-Gens von
C. glutamicum der fiir den Genaustausch geeignete Vektor pK19mobsacBDpabC konstruiert. Die dazu erfor-
derlichen Primer zur PCR-Amplifikation wurden wiederum von der &ffentlich zuganglichen Genom-Sequenz
(NCBI Accession-Nummer YP_225288.1; NC_006958) abgeleitet. Sie sind nachfolgend angegebenen:

pabC-del-A:

5’ -GAGGATCCAATCATTGCTGAGCTGCGCAG-3
pabC-del-B:

5’ -CCCATCCACTAAACTTAAACAATCAACAACTGTGGGTGTTGA-3 "
pabC-del-C:

5/ -TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGTCGGTGAAGCCCTGGAATGAA-3 '
pabC-del-D:

5’ -AGGGATCCGTGATGAGTCCCGATCTCGGAA-3

[0047] Primer pabC-del-A beginnt 500 bp vor dem Translationsstart und pabC-del-D 500 bp hinter dem Trans-
lationsstop des pabC-Gens. Die Primer pabC-del-B liegt 51 bp hinter dem Translationsstart und pabC-del-C
48 bp vor dem Translationsstop. Die letzten zwei Primer verfiigen jeweils iber komplementare Linker-Regio-
nen. Parallel wurde mit der Primerkombination pabC-del-A und pabC-del-B ein 602 bp grof3er 5'-flankierender
Bereich sowie mit der Primerkombination pabC-del-C und pabC-del-D ein 597 bp grofter 3' flankierender Be-
reich des zu deletierenden Fragments amplifiziert. Die PCR-Reaktion wurde nach den Standardverfahren, wie
beispielsweise in Beispiel 1 mit chromosomaler DNA von C. glutamicum ATCC13032, durchgefiihrt. Nach der
PCR-Reaktion wurden die erhaltenen DNA-Fragmente mit dem QIAExII Gelextraktionskit (Qiagen) isoliert und
beide Fragmente als Template in einer weiteren PCR eingesetzt. Als Primer wurden pabC-del-A und pabC-del-
D eingesetzt. Die PCR-Reaktion wurde nach den Standardverfahren wie beispielsweise in Beispiel 1 mit chro-
mosomaler DNA von C. glutamicum ATCC13032 durchgefiihrt. Nach der PCR-Reaktion wurde das erhaltene
1178 bp lange DNA-Fragment, das nun das inaktivierte pabC-Gen mit einer 585 bp langen zentralen Deletion
beinhaltet, aus einem 0,89%igen Agarose-Gel isoliert und mit dem Vektor pK19mobsacB ligiert (Schéafer et
al. Gene 145: 69-73 (1994). Mit dem Ligationsansatz wurde der Escherichia coli Stamm DH5amcr (Grant et
al., Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America USA (1990) 87: 4645-
4649) transformiert. Das erhaltene Plasmid pK19mobsacBDpabC (Fig. 2) wurde durch Restriktionsverdau und
Sequenzierung auf seine Richtigkeit Gberprift.
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Beispiel 3:
Konstruktion des Plasmids pK19mobsacBDpabABC

[0048] Analog zu der in Beispiel 1 beschriebenen Vorgehensweise wurde zur Deletion des pabABC-Gens von
C. glutamicum der fiir den Genaustausch geeignete Vektor pK19mobsacBDpabABC konstruiert. Die dazu er-
forderlichen Primer zur PCR-Amplifikation, abgeleitet von der 6ffentlich zuganglichen Genom-Sequenz (NCBI
Accession-Nummer YP 225287; YP 225288.1; NC 006958), sind nachfolgend angegebenen:

pabABC-del-A:

5’ - CGGGATCCTCAGGCTCGCACCTTGGAGGG-3'
pabABC-del-B:

5’ -CCCATCCACTAAACTTAAACAAARCGTGAAAGAATCATAATT -3
pabABC-del-C:

5/ -TGTTTAAGTTTAGTGGATGCGCTCGGTGAAGCCCTGGAATGAA -3
pabABC-del-D:

5’ -AGEGATCCGTGATGAGTCCGATCTCGGAA-3 '

[0049] Primer pabABC-del-A beginnt 500 bp vor dem Translationsstart und pabABC-del-D 500 bp hinter dem
Translationsstop des pabABC-Gens. Primer pabABC-del-B liegt 51 bp hinter dem Translationsstart von pa-
bAB und pabABC-del-C 48 bp vor dem Translationsstop von pabC. Die letztgenannten zwei Primer verfligen
jeweils Uber komplementéare Linker-Regionen. Parallel wurde mit der Primerkombination pabABC-del-A und
pabABC-del-B ein 593 bp grofler 5'-flankierender Bereich sowie mit der Primerkombination pabABC-del-C und
pabABC-del-D ein 597 bp grof3er 3' flankierender Bereich des zu deletierenden Fragments amplifiziert. Die
PCR-Reaktion wurde nach den Standardverfahren wie beispielsweise in Beispiel 1 mit chromosomaler DNA
von C. glutamicum ATCC13032 durchgefiihrt. Nach der PCR-Reaktion wurden die erhaltenen DNA-Fragmente
mit dem QIAEXxII Gelextraktionskit (Qiagen) isoliert, und beide Fragmente als Template in einer weiteren PCR
eingesetzt. Als Primer wurden die Primer pabABC-del-A und pabABC-del-D eingesetzt. Die PCR-Reaktion
wurde nach den Standardverfahren wie beispielsweise in Beispiel 1 mit chromosomaler DNA von C. glutami-
cum ATCC13032 durchgefiihrt. Nach der PCR-Reaktion wurde das erhaltene 1169 bp lange DNA-Fragment,
das das inaktivierte pabABC-Gen mit einer 2475 bp langen zentralen Deletion beinhaltet aus einem 0,8%igen
Agarose-Gel isoliert und mit dem Vektor pK19mobsacB ligiert (Schafer et al. Gene 145: 69-73 (1994). Mit
dem Ligationsansatz wurde der Escherichia coli Stamm DH5amcr (Grant et al., Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America USA (1990) 87: 4645-4649) transformiert. Das erhaltene
Plasmid pK19mobsacBDpabC (Fig. 3) wurde durch Restriktionsverdau und Sequenzierung auf seine Richtig-
keit Gberprift.

Beispiel 4:

Konstruktion der Folsdure auxotrophen Stamme C. glutamicum
DsdaADpabAB, C. glutamicum DsdaADpabC, C. glutamicum DsdaADpabABC.

[0050] Mittels Elektroporation wurde das Plasmid pK19mobsacBDpabAB, bzw. pK19mobsacBDpabC und pK
19mabsacBDpabABC in C. glutamicum DsdaA der in der Patentanmeldung PCT/DE2004/000248 beschrieben
ist eingebracht und auf Kanamycin-Resistenz selektioniert. Nur solche Klone, bei denen das Plasmid Uber
homologe Rekombination in das Chromosom integriert war, waren Kanamycin-resistent. Es wurde jeweils ein
Klon ausgewahlt, der nach Uberpriifung die durch das Plasmid vermittelte Saccharose-Sensitivitat zeigte (Ge-
ne (1994) 145: 69-73). Dieser wurde in 50 ml BHI-Medium (Brain-Heart-Infusion-Medium, Difco Laboratories,
Detroit, USA) ohne Kanamycin und Saccharose kultiviert. Anschliefend wurden je 100 pl einer 10-2-, 10-3-
bzw. 10-4-fachen Verdiinnung der Kultur auf BHIS-Platten (BHI-Medium mit 0,5 M Sorbitol) mit 10% (w/v) Sac-
charose ausplattiert (FEMS Microbiol Lett. (1989) 53: 299-303). Die erhaltenen Saccharose resistenten Klone
wurden dann auf Kanamycin-Sensitivitat Gberprift und Gber PCR-Analyse verifiziert. Dabei wurden folgende
Primerkombinationen verwendet:

8/36



DE 10 2005 049 527 B4 2013.05.08

Deletion von pabAB:

pabAB-del-pr-u2 5’-TGGCTCACTTCGCTGGTCTTGTTG-3 "
pabAB-del-pr-12 5'-GAATGGTTGCGGCGAGTETCA-3"

Deletion von pabC:

pabC-del-pr-u2 5'-GTTGGGEGCGAGCAGGACGAGTGGT-3"
pabC-del-pr-12 5’ -TACGCGCATCTGGAAGCCTGGTTA-3"

Deletion von pabABC:
pabABC-del-pr-u2 5'-CGTTCCGGCATCATTCTGGCTAAG-3!

pabABC-del-pr-12 5’ -GCGACTCCGGGTTGTTCCTGATAA-3

[0051] Die erfolgreiche Deletion ergab fir den pabAB Genort eine Bande von 1426 bp, fir den pabC Genort
eine Bande von 1663 bp und fir den pabABC Genort eine Bande von 1447 bp. Auf diese Weise konnten vom
Ausgangsstamm Klone erhalten werden, die jeweils Uber spezifische Deletionen in Genen der Folsauresyn-
these verfligen.

[0052] Diese Stamme wurden als C. glutamicum DsdaADpabAB, C. gluta-micum DsdaADpabC, bzw. C. glut-
amicum DsdaADpabABC bezeichnet.

[0053] Diese drei Stamme wurden auf dem Minimalmedium CGXIT (J Bacteriol. (1993) 175: 5595-603) aus-
plattiert, sowie auf identischem Medium, das 1 mM Folsdure enthielt. Das Ergebnis ist in Tabelle 1 gezeigt.

Tabelle 1:

Folsédurebedurftigkeit der hergestellten Mutanten von Corynebacterium glutamicum.

Wachstum
Folsaure C. glu. DsdaA C. glu. DsdaADpa- | C. glu. DsdaAD- C. glu. DsdaADpa-
bAB pabC bABC
0mM + - - -
1 mM + + + +

Beispiel 5:
[0054] Konstruktion und L-Serinbildung des Stammes C. glutamicum DsdaADpabAB pserABC.

[0055] Mittels Elektroporation wurde das Plasmid pEC-T18mob2-serAfbrserCserB in den Stamm C. glutami-
cum DsdaADpabAB eingebracht. Das Plasmid (Fig. 4) setzt sich zusammen aus dem Vektor pEC-T18mob2
(Curr. Microbiol. (2002) 45, 362-367), den corynebakteriellen Genen serAfbr (Appl Microbiol Biotechnol. (2002)
60: 437-41) sowie serC und serB (Deutsche Patentanmeldung 100 44 831.3). Tetracycline resistente Klone
wurden mittels bekannter Standardverfahren auf Anwesenheit und Integritdt des Plasmids pEC-T18mob2-
serAfbrserCserB gepriift (Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press) und ein Klon als C. glutamicum DsdaADpabAB pserABC bezeichnet.

[0056] Zur L-Serinbildung wurde der Stamm C. glutamicum DsdaADpabAB pserABC in Komplexmedium
(Cglll mit 2% Glukose, 5 pg/l Tetracyclin) angezogen und das Fermentationsmedium CGXII (J Bacteriol (1993)
175: 5595-5603) daraus beimpft. Das Fermentationsmedium CGXIl enthielt 0,1 oder 1 mM Folsaure. Als Kon-
trolle wurde der Stamm C. glutamicum DsdaA pserABC in gleicher Weise kultiviert. Es wurden je mindestens
zwei unabhangige Fermentationen durchgefiihrt. Nach Kultivierung fir 30 Stunden bei 30°C auf dem Rotati-
onsschdttler bei 120 Upm wurde die in das Medium akkumulierte L-Serinmenge bestimmt. Die Analyse der
Aminosaurekonzentration erfolgte mittels Hochdruckfliissigkeitchromatographie (J Chromat (1983) 266: 471-
482). Das Ergebnis der Fermentation ist in Tabelle 2 dargestellt. Es ist ersichtlich, dass die Nutzung der kon-
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struierten und beschriebenen Mutante in der Folsduresynthese ein Verfahren darstellt, um die L-Serinbildung
entscheidend zu verbessern.

Tabelle 2:

Akkumulation von L-Serin im Kulturiiberstand von C. glutami-
cum DsdaADpabAB pserABC und C. glutamicum DsdaA pserABC.

Folsdure (mM) Stamm L-Serin (mM)

0,01 C. glutamicum DsdaADpabAB 49
pserABC

0,1 C. glutamicum DsdaADpabAB 89
pserABC

1,0 C. glutamicum DsdaADpabAB 2
pserABC

0,01 C. glutamicum DsdaA pserABC 2

0,1 C. glutamicum DsdaA pserABC

1,0 C. glutamicum DsdaA pserABC 1

Beispiel 6:

Konstruktion und L-Serinbildung des Stammes C. glutamicum DpykDsdaADpabAB pserABC.

[0057] Mittels Elektroporation wurde das Plasmid pK19mobsacBDpyk (Arch Microbiol. (2004) 182: 354-63)
in den Stamm C. glutamicum 13032DsdaADpabABC eingebracht und auf Kanamycin-Resistenz selektioniert.
Nur solche Klone, bei denen das Plasmid Giber homologe Rekombination in den chromosomalen pyk-Genlokus
integriert war, waren Kanamycin-resistent. Es wurde ein Klon ausgewahlt, der nach Uberpriifung die durch das
Plasmid vermittelte Saccharose-Sensitivitat zeigte und in 50 ml BHI-Medium (Brain-Heart-Infusion-Medium,
Difco Laboratories, Detroit, USA) ohne Kanamycin und Saccharose kultiviert. AnschlieRend wurden je 100 pl
einer 10-2, 10-3- bzw. 10-4-fachen Verdiinnung der Kultur auf BHIS-Platten (BHI-Medium mit 0,5 M Sorbitol) mit
10% (w/v) Saccharose ausplattiert. Die erhaltenen Saccharose resistenten Klone wurden dann auf Kanamycin-
Sensitivitat Uberprift und Gber PCR-Analyse die erfolgreiche Deletion verifiziert. Auf diese Weise konnte vom
Ausgangsstamm der Stamm C. glutamicum DpykDsdaADpabAB erhalten werden. Dieser Stamm wurde, wie
in Beispiel 5 beschrieben, mit pEC-T18mob2-serAfbrserCserB transformiert und es wurde dadurch der Stamm
C. glutamicum DpykDsdaADpabAB pserABC erhalten. Dieser Stamm wurde, wie in Beispiel 5 beschrieben,
zur L-Serinbildung im Vergleich mit C. glutamicum DsdaADpabAB pserABC herangezogen. Das Ergebnis ist
in Tabelle 3 gezeigt.

Tabelle 3:

Akkumulation von L-Serin im Kulturiiberstand von C. glutamicum Dpyk-
DsdaADpabAB pserABC und C. glutamicum DsdaADpabAB pserABC.

Folsdure (mM) Stamm L-Serin (mM)
0,1 C. glutamicum DsdaADpabAB pserABC 89

0,1 C. glutamicum DpykDsdaADpabAB pserABC 98

1,0 C. glutamicum DpykDsdaADpabAB pserABC 2
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r:
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<400> PreSequencestring :

cgggatccte
tctgatgega
ttggctgatc
gttggtatca
tctggtetge
actgaggttg
tctetgegtg
gactggacca
cggcctggeg
taattattga
aggaaatccg
gtacctcgtg
tgttgattcc
cttcgecact
tccacgecag
caatattcge
agatccacgce
cagtcgegec

tctggaagct

<212> Type :

<211> Lengt
Seque

aggctegeac
aggccgetgg
tgcgtaactce
ctgtgaaccg
gtattggtac
cagacatcat
gcecgtgtagce
tcgtctaagt
gtgcttttet
taattatgat
cgttaaatca
tgggacggtg
tacctagcca
agcgtggacg
ggctcatgot
ccggcaccaa
acacagccaa
aacgataacg
gccaacgeca
DNA

h : 1122
nceName

gttggagggt
cgtggatgtc
ccagatggat
taacgcggtt
tcctgegetg
tggtactgct
aaagcttgct
ttttctttga
cgttgttttg
tcttteacgt
cggectcetge
caacactcgt
aagaccaccg
tggacccgtg
ttcccaaagt
cactgcgaaa
ccattaaagg
gctgcgatga
ccgtggtgtt

Sequenz Nr.

Sequencebescription :

Custom Codo

Sequence Na

Sequence

<213> Organ

n

me : Seque

ismName :

nz Nr. 1

gctcgeattc
ttgaccggtg
ggccagcagg
cctttcgatc
gctacccgtg
ttggctaatg
gcagattacc
gttttcatat
tggttttgtc
tttgtttaag
tgaatttgtt
agaaggcgcg
cgtggtgcge
ggattttctc
tgaatggcat
ggccacatca
cccagaccta
tgcgetgttg
ttgggcggat

1

: Corynebakterium glutamicum

ttgctgagcg
gcactgatgt
cggaagatct
ctcgtccace
gtttcgatat
gtaagtccgce
cactgtatga
gtagaaggca
agaggatgtc
tttagtggat
tggggttgaa
ctggaatcaa
tgggatcttc
cacgcagtaa
ggcgatgatc
ttgtggcttt
gatgtgcttg
atcagcgcgg

cC

Corynebakterium glutamicum
<400> PreSequenceString :
cgataagcta gcttcacget goccgcaagca ctcagggcge aagggetgct aaaggaageg

tctgactget
gcacttggtt
gctgcacgag
aatggttact
tcctgeatte
agacattgag
gggcttggaa
tcgtcggcft
atgcgcgttt
ggggagtggg
ttcccatgac
cacccacagt
atgaacagcg
gggaagcaat
ttttcgcagt
ccgaagacec
ctcaccttcg

atgggttcat

gaacacgtag aaagccagtc cgcagaaacg gtgctgaccc cggatgaatg tcagctactg

ggctatctgg acaagggaaa acgcaagegc aaagagaaag caggtagctt gcagtggget
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tacatggcga
tggggcgecc
gccaaggatc
tcgcatgatt
attcggctat
gtcagcgeag
actccaagac
tgtgctcgac
gcaggatctc
aatgcggegg
tcgcatcgag
cgaagagcat
cgacggcgag
aaatggccgce
ggacatagcg
cttcctegtg
tcttgacgag
ccatcacata
gaattgtgat
aatgaaaaga
tgattttcta
agaatgaggt
aatgtgtaaa
ttattgtgcg
acacagtaca
acagtattaa
gaaacgaacc
atgctgcaaa
tccacaatta
caaaacgctg
ggagatccta
acttctattg
gcaaatgatt

tctgacggaa
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tagctagact
tctggtaagg
tgatggcgea
gaacaagatg
gactgggcac
gggcgcccgg
gaggcagcgo
gttgtcactg
ctgtcatctc
ctgcatacgc
cgagcacgta
cagggoctcy
gatctcgtcg
ttttctggat
ttggctacce
ctttacggta
ttcttctgag
tacctgccgt
taaaaaggca
aacagataga
tcaaacaaaa
cgaaaagtaa
gggcaaagtg
taactaactt
taaaaaagga
cctttactac
aaaagccata
tccctgaaca
aadatatctc
acggcactgt
aaaatgcgga
acagctggaa
ctatcctaaa

aaatccgttt

gggcggtttt atggacagca agcgaaccgg

ttgggaagcc
ggggatcaag
gattgcacgc
aacagacaat
ttctttttgt
ggctatcgtg
aagcgggaag
accttgetee
ttgatccggc
ctcggatgga
cgecageega
tgacccatgg
tcatcgactyg
gtgatattgc
tcgeegetece
cgggactctyg
tcactattat
actttatgcc
ttttttagtt
paggaaaata
atcgcgegag
tatactttgg
gccatcttca
gacatgaacg
cgcactgetg
taaggaaaca
gcaaaaaaat
ttctgcaaaa
cgcaaactat
tgacacatcg
aaacgctggc
agaccaaaca

attctacact

ctgcaaagta
atctgatcaa
aggttctecyg
cggctgectct
caagaccgac
gctggecacy
ggactggctg
tgccgagaaa
tacctgceeca
agccggtett
actgttcgec
cgatgcctge
tggccggetyg
tgaagagctt
cgattcgcag
gggttcgcta
ttagtgaaat
catgcaacag
ctttaggecce
gaccagttgc
tttgttactg
cgtcaccect
aacaggaggag
atgaacatca
gcaggaggcg
tacggcattt
gaaaaatatc
ggcctggacg
cacggctacc
atttacatgt
cgcgtettta
caagaatggt

gatttctecg
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aactggatgg
gagacaggat
gccgettggg
gatgccgecg
ctgtccggtyg
acgggcgttc
ctattgggcg
gtatccatca
ttcgaccace
gtcgatcagg
aggctcaagyg
ttgccgaata
g9gtgtggcag
ggcggegaat
cgcatcgeet
gaggatcgat
gagatattat
aaactataaa
gtagtctgea
aatccaaacg
ataaagcagqg
tacatatttt
ctggaagaag
aaaagtttgce
caactcaagc
cccatattac
aagtttctga
tttgggacag
acatcgtctt
tctatcaaaa
aagacagcga
caggttcage

gtaaacatta

aattgccagce
ctttcttgee
gaggatcgtt
tggagaggct
tgttccgget
ccctgaatga
cttgcgcage
aagtgccgag
tggctgatgce
aagcgaaaca
atgatctgga
cgcggatgec
tcatggtgga
accgctatca
gggctgaccg
tctatcgect
cctttttaac
gatattitct
aaatacagag
aatcctttta
agagtctaat
caagacctaa
aggtctrttt
cagaccgcta
aaaacaagca
gtttgcgaaa
acgccatgat
atttgattcg
ctggccatta
tgcattagcc
agtcggcgaa
caaattcgat
cacatttaca

cggcaaacaa

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220



acactgacaa
gtagaggatt
ttcatcgatg
gtagaagata
taccaaggcg
cgtcaagaaa
ggcgctctcg
ctgattgcat
ggcaaatggt
tctaacgata
ctgaacaaaa
tactcacact
acaaacagag
atcaaaggca
gttaacaaat
gcgacgccca
ggcrtcggaa
gattttgtag
cgccttttee
gcccttectg
ggtagccggc
gacagtgaag
acgccgttgg
tgcgaaaaag
agcggaaaag
atgcaggaaa
atctcgataa
aacctcttac
tatcaacagg
attcggcgca
ttttgaggtg
aaatacgccc
atcaacgtct

aggatttatt
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ctgcacaagt
ataaatcaat
aaggcaacta
aaggccacaa
aagaatcttt
gtcaaaaact
gtatgattga
ctaacacagt
acctgttcac
tttacatgct
ctggccttigt
tcgetgtace
gattctacge
agaaaacatc
aaaaacgcaa
acctgccatc
tcgttttocg
ccctggecga
tcaatcgcetc
gttggcttgg
cagcctcgea
aaggaacacc
atacaccaag
gatggatata
cgctgettec
ttactgaact
ctcaaaaaat
gtgccgatca
gacaccagga
aagtgcgteg
ctccagtgge
ggtagtgatc
cattttcgec

tattctgega

taacgtatca
ctttgacggt
cagctcaggc
atacttagta
atttaacaaa
tctgcaaage
gctaaacgat
aacagatgaa
tgactccegce
tggttatgtt
gttaaaaatg
tcaagcgaaa
agacaaacaa
tgttgtcaaa
aagaaaatgc
acgagatttc
ggacgcectc
cggccageag
ttegttogte
tttcatcagc
gagcaggatt
cgctcgeggg
gaaagtctac
ccgaaaaaat
ctgctgtttt
gaggggacag
acgcccggta
acgtctcatt
tttatttatt
ggtgatgctg
ttctgtttct
ttatttcatt
aaaagttggc

agtgatcttc

gcatcagaca
gacggaaaaa
gacaaccata
tttgaagcaa
gcatactatg
gataaaaaac
gattacacac
attgaacgceg
ggatcaaaaa
tctaattctt
gatcttgatc
ggaaacaatg
tcaacgtttg
gacagcatcc
cgatgggtac
gattccaccg
gcggacgtgce
gtaggccgac
tggaaggcag
catccgecttg
ccegttgage
tgggecctact
acgaaccctt
cgctataatg
gtggaatatc
gcgagagacg
gtgatcttat
ttcgccaaaa
ctgcgaagtg
ccaacttact
atcagctect
atggtgaaag
ccagggcttc

cgtcacaggt

13/36

gctctttgaa
cgtatcaaaa
cgctgagaga
acactggaac
gcaaaagcac
gcacggcetga
tgaaaaaagt
cgaacgtctt
tgacgattga
taactggecc
ctaacgatgt
tcgtgattac
cgccgagett
ttgaacaagg
cgagcgaaat
ccgeettcta
tcatagtcca
aggctcatgc
tacaccttga
ccctcatctg
accgccaggt
tcacctatcc
tggcaaaatc
accccgaage
taccgactgg
atgccaaaga
ttcattatgg
gttggcccag
atcttccgtc
gatttagtgt
gaaaatctcg
ttggaacctc
ccggtatcaa

atttattcgg

catcaacggt
tgtacagcag
tcctcactac
tgaagatggc
atcattcttc
gttagcaaac
gatgaaaccg
taaaatgaac
cggcattacg
atacaagccg
aacctttact
aagctatatg
cctgetgaac
acaattaaca
gaccgaccaa
tgaaaggttg
cgacgcccgt
cggcegeege
taggtgggct
ttacgccgge
gcgaataagg
tgccccgetg
ctgtatatcg
agggttatgc
aaacaggcaa
gctcctgaaa
tgaaagttgg
ggcttcccgg
acaggrattt
atgatggtgt
ataactcaaa
ttacgtgccg
cagggacacc

cgcaaagtgc

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260



gtcgggtgat
tggcttctgt
cttcgeccac
cccttaacgt
ttcttgagat
accagcggtg
cttcagcaga
cttcaagaac
tgctgecagt
taaggcgcag
gacctacace
agggagaaag
ggagcttcca
acttgagcgt
caacgcggec
tgegttatcce
tcgccgeage
datacgcaaa
gtttcccgac
ttaggcacce
cggataacaa
gcaggtcgac
gaacccatcc
aaggtgagca
gtcttcggaa
tgcgaaaaga
tgcttecctt
ctgttcatga
tgtgggtgtt
catgggaatt
cactccecat
acgcgcatga
gccgacgatg

ccaageectc
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gctgccaact
ttctatcagg
cccaaaagga
gagttttcgt
cctttttttc
gtttgtttgc
gcgcagatac
tctgtagcac
ggcgataagt
cggtcgggct
gaactgagat
gcggacaggt
gggggaaacg
cgatttttgt
tttttacggt
cctgattctg
cgaacgaccg
ccgectetec
tggaaagcgg
caggctttac
tttcacacag
tctagaggat
gcgctgatca
agcacatcta
agccacaatg
tcatcgccat
actgcgtgga
agatcccagce
gattccageg
caaccccaaa
ccactaaact
catcctctga
ccttctacat

atacagtggg

tactgattta
gctggatgat
tctaggtgaa
tccactgagce
tgcgegtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgcctacata
cgtgtctrac
gaacgggggg
acctacagcg
atccggtaag
cctggtatct
gatgctegtc
tcctggectt
tggataaccg
agcgcagcga
ccgegegttg
gcagtgagcg
actttatgct
gaaacagcta
ccgcccaaaa
acagcgcatc
ggtctgggcec
atgtggcctt
gccattcaac
gaaaatccca
gcaccacgceg
cgccttctac
caaattcagc
taaacaaaac
caaaaccaca
atgaaaactc

taatctgcag

gtgtatgatg
cctccagege
gatccttttt
gtcagacccc
ctgctgcttg
gctaccaact
ccttctagtg
cctcgetetg
cgggttggac
ttcgtgcaca
tgagcattga
cggcagggtc
ttatagtcct
49g9g9999cgg
ttgctggect
tattaccgcc
gtcagtgagc
gccgattcat
caacgcaatt
tccggetegt
tgaccatgat
caccacggtg
atcgcagcceg
tttaatggtt
tcgcagtgtt
tttgggaaac
cgggtccacg
gtggtctttg
gagtgttgca
agaggccgty
gtgaaagaat
aaacaacgag
aaagaaaaac

caagctttgce

14/36

gtgtttttga
ggggatctca
gataatctca
gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctttttccga
tagccgtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcccaget
gaaagcgcca
ggaacaggag
gtcgggtttc
agcctatgga
tttgctcaca
tttgagtgag
gaggaagcgg
taatgcagct
aatgtgagtt
atgttgtgtg
tacgccaage
gcgttggeag
ttatcgttgg
ggctgtgtge
ggtgcegggc
catgagccct
tccacgetag
gctaggtagg
ccgtcccaca
atttaacgcg
cataattatc
aaaagcaccg
ttagacgatg

tacacggcca

ggtgctccag
tgctggagtt
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccgcet
aggtaactgg
taggccacca
taccagtggc
agttaccgga
tggagcgaac
cgctteccga
agcgcacgag
gccacctctg
aaaacgccag
tgttetttec
ctgataccgc
aagagcgcece
ggcacgacag
agctcactca
gaattgtgag
ttgcatgect
cttccagaat
cgcgactgeg
gtggatctgg
gaatattgac
ggcgtggaat
tggcgaagceg
aatcaacaac
cgaggtacgt
gatttcctec
aataattaaa
ccaggccgaa
gtccagtctt

cgcagagact

4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300



caatgtctge
atgcaggaat
taaccattgg
cgtgcagcag
ccaagtgcac
cagtcagacg
gtaccgagct
gttacccaac

gaggcccgea

<212> Type

<211> Length :
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ggacttacca
atcgaaacca
tggacgagga
atcttcegec
atcagtgcca
ctcagcaaga
cgaattcact
ttaatcgcct
ccgatcgecc

: DNA
6836

SequenceName : Se
SeguenceDescription :

custom Codon

Sequence Name :

sequence

<213> OrganismName

ttagccaaag
cgggtagcca
tcgaaaggaa
tgctggecat
ccggtcaaga
atgcgagcac
ggccgtegtt
tgcagcacat

ttcccaacag

sequenz Nr.2

sequenz Nr.2

<400> PreSequencestring :

gaggatccaa
atcgtggatt
tccaagettt
gcagagttgg
atgactggtg
cgcggtattt
atggtgatca
ctrcttgete
ctgctgaatt
tcgtagaagg
ggtcggtgaa
gagcgcagtc
ttcgegacct
aagtgccttg
gatggtgatg
ggtttggagc
acctgtttgg
ctgtggette

tcattgctga
tggtccgceaa
tcgacgtcga
ggccacgcag
ccccaaaget
actcaggtgg
gaactctcgt
tgtctgatcc
tgtttggogt
cgcgctggaa
gccctggaat
tttgtgaaga
tcagcaagct
atctcggegg
cccaattttt
cactccggtg
aactcctctg

atagccctge

gctgcgeagt
cgacttagcec
aacctacgec
tccgattgag
gcgcaccatg
cttgggatat
catccagaac
ggaggctgag
tgaattccca
tcaacaccca
gaaaaattgc
tttagtcttc
gtgtgcgtge
tggtcagtgg
gggcgaccac
ggttttcctg
gcgtggcgog
ccgatggctg

cagtaccaat

‘gcgcaggagt

ccgecgttacg
ccatctggga
catccacgcc
cctccaacgt
ttacaacgtc
ccceccttteg

ttgcgcagec

aatcctaaag
cgcggegett
acagtccacc
tgcgtgcgeg
gagatcatcg
Trttcccteg
aatcacgtgg
tgggaggaaa
tgacgtacct
cagttgttga
gcccaaccat
ggtagtrtct
ggtgcgcaac
tttgtccatg
tggacgaggg
caggttcttg
caaaaacagt

gcgtacagat

15/36

gatgtctgca
accaatacgc
gttcacagtg
gttacgcaga
agcggcecttc
gcgagcctga
gtgactggga
ccagctggeg
tgaatggcga

: Corynebakterium glutamicum

atcgtgcaga
tgcccaccac
aacttgtcag
cagcattecc
atgagctgga
acggcgeagt
agtacggagt
tccgcgttaa
cgtgtgggac
ttgtttaagt
ttttctgtga
tcagtttctt
cattctggcet
tcgrtettet
tgtgggeect
aactcttggt
ccgagettct

tcttegttca

acctcagtga
agaccagaag
ataccaacct
tcagccaaaa
gcatcagaag
ggatccccgg
aaaccctggce
taatagcgaa

atggcg

aaacttgatg
agttaaaaca
caccgtctcet
cggtggttcg
ggcagctect
tgatctctcc
gggcggtgca
atcacggcct
ggtgcaacac
ttagtggatg
ggaaaaggtt
tctttgcggt
ggttttccag
tcagagccge
cgcggegtag
gagtcaatgc
tagcggeggt

cgeccacaac

6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6836

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

. 720

780
840
900
960
1020
1080
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ggtagcattg ttttcatgct gaccttaagt ttcatcactg gracggagcc aggaaagtgg

tttacccgat tccgagatcg gactcatcac ggatccct

<212> Type : DNA

<211> Length : 1178
sequenceName : Sequenz Nr.3
SequenceDescription :

Custom Codon

Sequence Name :

Sequence

<213> OrganismName :
<400> Presequencestring :

cgataagcta
gaacacgtag
ggctatctgg
tacatggcga
tggggcgece
gccaaggatc
tcgcatgatt
attcggctat
gtcagcgcag
actccaagac
tgtgctcgac
gcaggatctc
aatgcggcgg
tcgcatcgag
cgaagagcat
cgacggcgag
aaatggccege
ggacatagceg
cttcctegtg
tcttgacgag
ccatcacata
gaattgtgat
aatgaaaaga
tgattttcta
agaatgaggt
aatgtgtaaa

gcttcacgct
aaagccagtc
acaagggaaa
tagctagact
tctggtaagg
tgatggcgca
gaacaagatg

gactgggcac

gggcgeccgg
gaggcagcgc
gttgtcactg
ctgtcatctc
ctgcatacge
cgagcacgta
caggggctcyg
gatctcgtcg
ttttctggat
ttggctaccc
ctttacggta
ttcttctgag
tacctgecgt
taaaaaggca
aacagataga
tcaaacaaaa

cgaaaagtaa

gggcaaagtg

Sequenz Nr.3

gccgcaagea
cgcagaaacg
acgcaagegce
gggcggritt
ttgggaagcc
ggggatcaag
gattgcacgc
aacagacaat
ttctttttgt
ggctatcgtg
aagcgggaag
accttgctec
ttgatccggc
ctcggatgga
cgccageega
tgacccatgg
tcatcgactg
gtgatattgc
tcgeegetee
cgggactctg
tcactattat
acrttatgcc
ttttttagtt
gaggaaaata
atcgegegag
tatactttgg

ctcagggcgce
gtgctgaccc
aaagagaaag
atggacagca
ctgcaaagta
atctgatcaa
aggttctccg
cggctgctct
caagaccgac
gctggecacg
ggactggctg
tgccgagaaa
tacctgeccca
agccggtctt
actgttcgcec
cgatgcctge
tggccgactg
tgaagagctt
cgattcgcag
gggttcgcta
ttagtgaaat
catgcaacag
ctttaggeec
gaccagttgc
tttgttactg

cgtcaccect

16/36

Corynebakterium glutamicum

aagggctget
cggatgaatg
caggtagctt
agcgaaccgg
aactggatgg
gagacaggat
gcecgettggg
gatgccgecg
ctgtccggtg
acgggcgtrtc
ctattgggcg
gtatccatca
ttcgaccacc
gtcgatcagg
aggctcaagg
ttgccgaata
ggtgtggcgg
ggcggcgaat
cgcatcgcect
gaggatcgat
gagatattat
aaactataaa
gtagtctgca
aatccaaacg
ataaagcagg

tacatattrt

aaaggaagcg
tcagctactg
gcagtgggcet
aattgceage
ctttcttgecc
gaggatcgtt
tggagaggct
tgttccggct
ccctgaatga
cttgcgcage
aagtgccggg
tggctgatge
aagcgaaaca
atgatctgga
cgcggatgec
tcatggrgga
accgctatca
gggctgaccg
tctatcgect
cctrtttaac
gatattttct
aaatacagag
aatcctttta
agagtctaat
caagacctaa

aggtcttttt

1140
1178

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560



ttattgtgcg
acacagtaca
acagtattaa
gaaacgaacc
atgctgcaaa
tccacaatta
caaaacgctg
ggagatccta
acttctattg
gcaaatgatt
tctgacggaa
acactgacaa
gtagaggatt
ttcatcgaty
gtagaagata
taccaaggcg
cgtcaagaaa
ggcgectcteg
ctgattgcat
ggcaaatggt
tctaacgata
ctgaacaaaa
tactcacact
acaaacagag
atcaaaggca
gttaacaaat
gcgacgeeca
ggcttcggaa
gattttgtag
cgeccttttcc
gecccttectg
ggtagccggce
gacagtgaag
acgccgttgg
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taactaactt
taaaaaagga
cctttactac
aaaagccata
tccctgaaca
aaaatatctc
acggcactgt
aaaatgcgga
acagctggaa
ctatcctaaa
aaatccgttt
ctgcacaagt
ataaatcaat
aaggcaacta
aaggccacaa
aagaatcttt
gtcaaaaact
gtatgattga
ctaacacagt
acctgttcac
tttacatgct
ctggccttgt
tcgectgtace
gattctacge
agaaaacatc
aaaaacgcaa
acctgccatc
tcgttttecy
ccctggeega
tcaatcgctc
gttggcrtgg
cagcctegea
aaggaacacc

atacaccaag

gccatcttca aacaggaggg ctggaagaag

gacatgaacg
cgcactgcetg
taaggaaaca
gcaaaaaaat
ttctgcaaaa
cgcaaactat
tgacacatcg
aaacgctgge
agaccaaaca
attctacact
taacgtatca
ctttgacggt
cagctcagge
atacttagta
atttaacaaa
tctgcaaagce
gctaaacgat
aacagatgaa
tgactcccge
tggttatgtt
gttaaaaatg
tcaagcgaaa
agacaaacaa
tgttgtcaaa
aagaaaatgc
acgagatttc
ggacgcecte
cggccagecag
ttcgttegtc
tttcatcage
gagcaggatt
cgctcgeggg
gaaagtctac

atgaacatca
gcaggaggcg
tacggcattt
gaaaaatatc
ggcctggacy
cacggctacc
atttacatgt
cgcgtcrtta
caagaatggt
gatttctceg
gcatcagaca
gacggaaaaa
gacaaccata
tttgaagcaa
gcatactatg
gataaaaaac
gattacacac
attgaacgcg
ggatcaaaaa
tctaattctt
gatcttgatc
ggaaacaatg
tcaacgtttg
gacagcatce
cgatgggtac
gattccaccg
gcggacgtgce
gtaggccegac
tggaaggcag
catccgettg
cccgttgage
tgggcctact

acgaaccctt

17/36

aaaagtttgc
caactcaagc
cccatattac
aagtttctga
tttgggacag
acatcgtctt
tctatcaaaa
aagacagcga
caggttcage
gtaaacatta
gctctttgaa
cgtatcaaaa
cgctgagaga
acactggaac
gcaaaagcac
gcacggctga
tgaaaaaagt
cgaacgtctt
tgacgattga
taactggccc
ctaacgatgt
tcgtgattac
cgccgagett
ttgaacaagg
cgagcgaaat
ccgecttcta
tcatagtcca
aggctcatgc
tacaccttga
ccetcatctg
accgccaggt
tcacctatcec

tggcaaaatc

cagaccgcta
aaaacaagca
gtttgcgaaa
acgccatgat
atttgattcg
ctggccatta
tgcattagcec
agtcggcgaa
caaattcgat
cacatttaca
cggcaaacaa
catcaacggt
tgtacagcag
tcctcactac
tgaagatggc
atcattcttc
gttagcaaac
gatgaaaccg
taaaatgaac
cggcattacg
atacaagccg
aacctttact
aagctatatg
cctgctgaac
acaattaaca
gaccgaccaa
tgaaaggttg
cgacgcecgt
cggccgeege
taggtgggct
ttacgccgge
gcgaataagg
tgccecgctg

ctgtatatcg

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600



tgcgaaaaag
agcggaaaag
atgcaggaaa
atctcgataa
aacctcttac
tatcaacagg
attcggcgca
ttttgaggtg
aaatacgcce
atcaacgtct
aggatttatt
gtcgggtgat
tggettctgt
cttcgeccac
cccttaacgt
ttcttgagat
accagcggtg
cttcagcaga
cttcaagaac
tgctgccagt
taaggcgcag
gacctacacc
agggagaaag
ggagctrcca
acttgagcgt
caacgcggec
tgcgttatec
tcgccgeage
aatacgcaaa
gtttccecgac
ttaggcacce
cggataacaa
gcaggtcgac

cagaaaactt
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gatggatata
cgectgettee
ttactgaact
ctcaaaaaat
gtgccgatca
gacaccagga
aagtgcgtcg
ctccagtgge
ggtagtgatc
cattttcgec
tattctgcga
gctgecaact
ttctatcagg
cccaaaagga
gagttttcgt
ccttettttc
gtttgtttgc
gcgcagatac
tctgtageac
ggcgataagt
cggtcggget
gaactgagat
gcggacaggt
gggggazaacg
cgatttttgt
tttttacggt
cctgattctg
cgaacgaccg
ccgectctec
tggaaagcgg
caggctttac
tttcacacag
tctagaggat
gatgatcgtg

ccgaaaaaat cgctataatg accccgaage

crgctgtttt
gaggggacag
acgcccggta
acgtctcatt
tttatttatt
ggtgatgctg
ttctgtttct
ttatttcatt
aaaagttggc
agtgatcttc
tactgattta
gctggatgat
tctaggtgaa
tccactgage
tgcgcgtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgcctacata
cgtgtcttac
gaacgggggg
acctacageg
atccggtaag
cctggratct
gatgctcgte
tcctggectt
tggataaccg
agcgcagega
ccgegegttg
gcagtgagcg
actttatgct
gaaacagcta
ccaatcattg

gatttggtcc

gtggaatatc
gcgagagacg
gtgatcttat
ttcgccaaaa
ctgcgaagtg
ccaacttact
atcagctect
atggtgaaag
ccagggcttc
cgtcacaggt
gtgtatgatg
cctccagege
gatccttttt
gtcagacccc
ctgctgcttg
gctaccaact
ccttctagtg
cctcgetetg
cgggttggac
ttcgtgcaca
tgagcattga
cggcagggtc
ttatagtcct
agaggggcag
ttgctggect
tattaccgcc
gtcagtgagc
gccgattcat
caacgcaatt
tccggetegt
tgaccatgat
ctgagctgeg

gcaacgactt

18/36

taccgactgg
atgccaaaga
ttcattatgg
gttggcccag
atcttcegtc
gatttagtgt
gaaaatctcg
ttggaacctc
ccggtatcaa
atttattcgg
gtogtttttga
ggggatctca
gataatctca
gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctttttccga
tagccgtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcccaget
gaaagcgcca
ggaacaggag
gtcgggtttc
agcctatgga
tttgctcaca
tttgagtgag
gaggaagcgg
taatgcagct
aatgtgagtt
atgttgtgtg
tacgccaage
cagtaatcct

agceegeggc

agggttatgc
aaacaggcaa
gctectgaaa
tgaaagttgg
ggcttccegg
acaggtattt
atgatggtgt
ataactcaaa
ttacgtygcecg
cagggacacc
cgcaaagtgc
ggtgctccag
tgctggagtt
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccgct
aggtaactgg
taggccacca
taccagtggc
agttaccgga
tggagcgaac
cgcttcecga
agcgcacgag
gccacctctg
aaaacgccag
tgttctttcc
ctgataccge
aagagcgcec
ggcacgacag
agctcactca
gaattgtgag
ttgcatgcct
aaagatcgtg

gctttgccca

3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640



ccacagttaa
tcagcaccgt
tccceggtag
tggaggcage
cagttgatct
gagtgggcgg
ttaaatcacg
ggacggtgca
aagtttagtg
gtgaggaaaa
tctttetttg
ggctggtttt
tttttcagag
ccctegegge
tggtgagtca
ttcttagcgg
ttcacgceca
agccaggaaa
agctcgaatt
caacttaatc

cgcaccgatc

<212> Type :
<211> Length

DE 10 2005 049 527 B4 2013.05.08

aacatccaag
ctctgcagag
ttcgatgact
tcctcgeggt
ctccatggtg
tgcacttctt
gcectetgetg
acactcgtag
gatgggtcgg
ggttgagege
cggtttcgeg
ccagaagtgc
ccgcgatggt
gtagggtttg
atgcacctgt
cggtctgtgg
caacggtagc
gtggtttacc
cactggcegt
gccttgeage
gccettecca

DNA
: 6890

SequenceName
SequencebDescription :

custom Codon

sequence Name :

sequence

<213> OrganismName

cttttcgacg
ttggggccac
ggtgccccaa
atttactcag
atcagaactc
gctctgtctg
aatttgtttg
aaggcgcget
tgaagccctg
agtctttgtg
accttcagca
cttgatctcg
gatgcccaat
gagccactcec
ttggaactcc
cttcatagec
attgttttca
cgattccgag
cgttttacaa
acatccccct

acagttgcgc

Sequenz Nr.4

Sequenz Nr.4

<400> Presequencestring :

cgggatccte
tctgatgcga
ttggcetgate
gttggtatca
tctggtetge
actgaggttg
tctctgegty

aggctcgcac
aggcegctgg
tgcgtaactc
ctgtgaaccg
gtattggtac
cagacatcat

gccgtgtagce

gttggagggt
cgtggatgtc
ccagatggat
taacgegott
tcctgegetg
tggtactgcet
aaagcttgct

tcgaaaccta cgccacagtc caccaacttg

gcagtccgat
agctgegeac
gtggcttggg
tcgtcatcca
atccggaggce
gggttgaatt
ggaatcaaca
gaatgaaaaa
aagatttagt
agctgtgtge
gcggtggtca
ttttgggcga
ggtggotttt
tctggcgtag
ctgcecgatg
tgctgacctt
atcggactca
cgtcgtgact
ttcgecaget

agcctgaatg

gctcgeatte
ttgaccggtg
ggccagcagg
cctttcgatc
gctaccecgtg
ttggctaatg

gcagattacc

19/36

tgagtgcgtg
catggagatc
atatttttcc
gaacaatcac
tgagtgggag
cccatgacgt
cccacagttg
ttgcgecccaa
cttcggtagt
gtgcggtgeg
gtggtttgtc
ccactggacg
cctgcaggtt
cgggcaaaaa
gctggegtac
aagtttcatc
tcacggatcc
gggaaaaccc

ggcgtaatag
gcgaatggcg

: Corynebakterium glutamicum

ttgctgageg
gcactgatgt
cggaagatct
ctcgteccace
gtttcgatat
gtaagtccgc

cactgtatga

cgcgcageat
atcgatgagc
ctcgacggcg
gtggagtacg
gaaatccgcg
acctcgtgtg
ttgattgttt
ccatttttct
ttcttcagtt
caaccattct
catgtcgttc
agggtgtggg
cttgaactct
cagtccgage
agattctteg
actggcacgg
ccgggtaccg
tggcgttacc

cgaagaggcc

tctgactgcet
gcacttggtt
gctgcacgag
aatggttact
tcctgeattc
agacattgag
gggcttggaa

5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6890

60
120
180
240
300
360
420



gactggacca
cggcctggcg
taattattga
agccctggaa
ctttgtgaag
ttcagcaagc
gatctcggeg
gcccaatttt
ccactccggt
gaactcctct
catagccctg
gttttcatgc

ttccgagatc

<212> Type :
<211> Length :

DE 10 2005 049 527 B4 2013.05.08

tcgtctaagt ttrtctttga gttttcatat

gtgcttttct
taattatgat
tgaaaaattg
atttagtctt
tgtgtgcgty
gtggtcagtg
tgggcgacca
gggttttecct
ggcgtggcgg
cccgatgget
tgaccttaag
ggactcatca

DNA
1169

SequenceName
SequencebDescription :

Custom Codon

Sequence Name :

Saguence

<213> OrganismName :
<400> PreSequencesString :

cgataagcta
gaacacgtag
ggctatctgg
tacatggcga
tggggcgcecc
gccaaggatc
tcgcatgatt
attcggerat
gtcagcgcag
actccaagac
tgtgctcgac
gcaggatctc
aatgcggegg
tcgeatcgag

cgaagagcat

gcttcacget
aaagccagtce
acaagggaaa
tagctagact
tctggtaagg
tgatggcgea
gaacaagatg
gactgggcac
gggcgeccgg
gaggcagege
gttgtcactg
ctgtcatctc
ctgcatacgc
cgagcacgta

caggggctcg

cgttgttttg
tctttcacgt
cgcccaacca
cggtagtttc
cggtgcgeaa
gtttgtccat
ctggacgagg
gcaggttctt
gcaaaaacag
ggcgtacaga
tttcatcact

cggatccct

Sequenz Nr.5

Sequenz Nr.5

gccgeaagea
cgcagaaacg
acgcaagegc
gggcggtttt
ttgggaagcc
ggggatcaag
gattgcacgc
aacagacaat
ttctttttgt
ggctatcgtg
aagcgggaag
accrtgctec
ttgatccgge
ctcggatgga

cgccagecga

tggttttgtc
tttgtttaag
tttttctgtg
ttcagtttct
ccattetgge
gtcgttcttt
gtgtgggcec
gaactcttgg
tccgagettce
ttcttegttc
ggcacggage

ctcagggecgce
gtgctgaccc
aaagagaaag
atggacagca
ctgcaaagta
atctgatcaa
aggttctceg
cggctgctct
caagaccgac
gctggecacg
ggactggctg
tgccgagaaa
tacctgccca
agccggtctt
actgttegec

20/36

gtagaaggca
agaggatgtc
tttagtggat
aggaaaaggt
ttctttgegg
tggttttecca
ttcagagceg
tcgeggegta
tgagtcaatg
ttagcggcgag
acgcccacaa

caggaaagtg

Corynebakterium glutamicum

aagggctget
cggatgaatg
caggtagctt
agcgaaccgg
aactggatgg
gagacaggat
gccgettggg
gatgccgecg
ctgtceggtg
acgggcgttc
ctattgggcg
gtatccatca
ttcgaccace
gtcgatcagg
aggctcaagg

tcgtcggett
atgcgegttt
gggtcggtga
tgagcgcagt
trtcgcgacc
gaagtgcctt
cgatggtgat
gggtttgoag
cacctgtttg
tctgtggctt
cggtagcatt
gtttacccoa

aaaggaagcg
tcagctactg
gcagtgggct
aattgccagc
ctttcttgec
gaggatcgtt
tggagaggct
tgttccggct
ccctgaatga
cttgcgcage
aagtgccggy
tggctgatgce
aagcgaaaca
atgatctgga
cgcggatgec

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1169

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



cgacggcgag
aaatggccgce
ggacatagcg
cttcctegtg
tcttgacgag
ccatcacata
gaattgtgat
aatgaaaaga
tgattttcta
agaatgaggt
aatgtgtaaa
ttattgtgeg
acacagtaca
acagtattaa
gaaacgaacc
atgctgcaaa
tccacaatta
caaaacgctg
ggagatccta
acttctattg
gcaaatgatt
tctgacggaa
acactgacaa
gtagaggatt
ttcatcgatg
gtagaagata
taccaaggcg
cgtcaagaaa
ggcgetcteg
ctgattgcat
ggcaaatggt
tctaacgata
ctgaacaaaa

tactcacact

DE 10 2005 049 527 B4 2013.05.08

gatctcgtcg
ttttctggat
ttggctaccee
ctttacggta
ttcttctgag
tacctgeegt
taaaaaggca
aacagataga
tcaaacaaaa
cgaaaagtaa
gggcaaagtg
taactaactt
taaaaaagga
cctttactac
aaaagccata
tcectgaaca
aaaatatctc
acggcactgt
aaaatgcgga
acagctggaa
ctatcctaaa
aaatccgttt
ctgcacaagt
ataaatcaat
aaggcaacta
aaggccacaa
aagaatcttt
gtcaaaaact
gtatgattga
ctaacacagt
acctgttcac
tttacatget
ctggccttgt

tcgetgtacc

tgacccatgg
tcatcgactg
gtgatattgc
tcgeegetee
cgggactctg
tcactattat
actttatgcc
ttttttagtt
gaggaaaata
atcgcgcgag
tatactttgg
gccatcttca
gacatgaacg
cgcactgctg
taaggaaaca
gcaaaaaaat
ttctgcaaaa
cgcaaactat
tgacacatcg
aaacgctgge
agaccaaaca
attctacact
taacgtatca
ctttgacggt
cagctcaggc
atacttagta
atttaacaaa
tctgcaaage
gctaaacgat
aacagatgaa
tgactcccege
tggttatgtt
gttaaaaatg

tcaagcgaaa

cgatgcctge ttgccgaata tcatggtgga

tggccggcty
tgaagagctt
cgattcgcag
gggttcgcta
ttagtgaaat
catgcaacag
ctttaggcec
gaccagttgce
tttgttactg
cgtcacccct
aacaggaggg
atgaacatca
gcaggaggcg
tacggcattt
gaaaaatatc
ggcctggacg
cacggctacc
atttacatgt
cgcgtettta
caagaatggt
gatttctccg
gcatcagaca
gacggaaaaa
gacaaccata
tttgaagcaa
gcatactatg
gataaaaaac
gattacacac
attgaacgcg
ggatcaaaaa
tctaattctt
gatcttgatc

ggaaacaatg

21/36

agtgtggcgy
ggcggcgaat
cgcatcgect
gaggatcgat
gagatattat
aaactataaa
gtagtctgca
aatccaaacg
ataaagcagg
tacatatttt
ctggaagaag
aaaagtttgc
caactcaagc
ccecatattac
aagtttctga
tttggoacag
acatcgtctt
tctatcaaaa
aagacagcga
caggttcagc
gtaaacatta
gctctttgaa
cgtatcaaaa
cgctgagaga
acactggaac
gcaaaagcac
gcacggctga
tgaaaaaagt
cgaacgtctt
tgacgattga
taactggccee
ctaacgatgt

tcgtgattac

accgctatca
gggctgaccg
tctatcgect
cctttttaac
gatattttct
aaatacagag
aatcctttta
agagtctaat
caagacctaa
aggtctrttt
cagaccgcta
aaaacaagca
gtttgcgaaa
acgccatgat
atttgattcg
ctggccatta
tgcattagcc
agtcggcgaa
caaattcgat
cacatttaca
cggcaaacaa
catcaacggt
tgtacagcag
tcctcactac
tgaagatggc
atcattcttc
gttagcaaac
gatgaaaccg
taaaatgaac
cggcattacyg
atacaagccg
aacctttact

aagctatatg

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940



acaaacagag
atcaaaggca
gttaacaaat
gcgacgecca
ggcttcggaa
gattttgtag
cgecttttec
gcccttectg
ggtagccggc
gacagtgaag
acgccgttgg
tgcgaaaaag
agcggaaaag
atgcaggaaa
atctcgataa
aacctcttac
tatcaacagg
attcggcgea
ttttgaggtg
aaatacgccc
atcaacgtct
aggatttatt
gtcgggtgat
tggcttctgt
cttcgeccac
cccttaacgt
ttcttgagat
accagcggty
cttcagcaga
cttcaagaac
tgctgecagt
taaggcgcag
gacctacacc

agggagaaag

DE 10 2005 049 527 B4 2013.05.08

gattctacge
agaaaacatc
aaaaacgcaa
acctgccatc
tcgttttccg
ccctggecga
tcaatcgcetc
gttggcttag
cagcctcgea
aaggaacacc
atacaccaag
gatggatata
cgetgetice
ttactgaact
ctcaaaaaat
gtgccgatca
gacaccagga
aagtgcgtcg
ctccagtggce
ggtagtgatc
cattttcgcc
tattctgcga
gctgccaact
ttctatcagg
cccaaaagga
gagttttcgt
cctttttttc
gtttgtttgc
gcgcagatac
tctgtagcac
ggcgataagt
cggtcgggct
gaactgagat

gcggacaggt

agacaaacaa
tgttgtcaaa
aagaaaatgc
acgagatttc
gogacgccctc
cggccagceag
ttcgttegte
tttcatcagc
gagcaggatt
cgctegeggg
gaaagtctac
ccgaaaaaat
ctgctgtttt
gaggggacag
acgcccggta
acgtctcatt
tttatttatt
ggtgatgctg
ttctgtttct
ttatttcatt
aaaagttggc
agtgatcttce
tactgattta
gctggatgat
tctaggtgaa
tccactgage
tgcgegtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgcctacata
cgtgtcttac
gaacggggag
acctacagcg

atccggtaag

tcaacgtttg
gacagcatcc
cgatgggtac
gattccaccg
gcggacgtgce
gtaggccgac
tggaaggcag
catccgettg
cccgttgage
tgggcctact
acgaaccctt
cgctataatg
gtggaatatc
gcgagagacg
gtgatcttat
ttcgccaaaa
ctgcgaagtg
ccaacttact
atcagctect
atggtgaaag
ccagggettc
cgtcacaggt
gtgtatgatg
cctccagege
gatccttttt
gtcagacccc
ctgctgcttg
gctaccaact
ccttctagtg
cctcgetetg
cgggttggac
ttcgtgcaca
tgagcattga
cggcagggtc

22/36

cgccgagett
ttgaacaagg
cgagcgaaat
ccgcecticta
tcatagtcca
aggcteatge
tacaccttga
ccctcatctg
accgccaggt
tcacctatcc
tggcaaaatc
accccgaagc
taccgactgg
atgccaaaga
ttcattatgg
gttggceccag
atcttcegtc
gatttagtgt
gaaaatctcg
ttggaacctc
ccggtatcaa
atttattcgg
gtgtttttoa
ggggatctca
gataatctca
gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctttttccga
tagccgtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcccagct
gaaagcgcca

ggaacaggag

cctgctgaac
acaattaaca
gaccgaccaa
tgaaaggttg
cgacgcccgt
cggccgeege
taggtgggct
ttacgccggce
gcgaataagg
tgcececgetg
ctgtatatcg
agggttatgc
aaacaggcaa
gctcctgaaa
tgaaagttgg
ggctteccgg
acaggtattt
atgatggtgt
ataactcaaa
ttacgtgccg
cagggacacc
cgcaaagtgc
ggtgctccag
tgctggagtt
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccgct
aggtaactgg
taggccacca
taccagtggc
agttaccgga
tggagcgaac
cgcttcccga

agcgcacgag

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980



ggagcttcca
acttgagcgt
caacgcggcee
tgcgttatcc
tcgecgcage
aatacgcaaa
gtttcccgac
ttaggcaccc
cggataacaa
gcaggtcgac
agcgtctgac
atgtgcactt
atctgctgeca
caccaatggt
atattcctgce
ccgcagacat
atgagggctt
ggcatcgtcg
tgtcatgcgc
ggatgggtcg
aggttgagcg
gcggrrtcge
tccagaagtg
gccgegatgg
cgtagggttt
aatgcacctg
gcggtetgtg
acaacggtag
agtggtttac
tcactggccg
cgccttgcag

cgcecttece

<212> Type :
<211> Length :

DE 10 2005 049 527 B4 2013.05.08

gggggaaacy
cgatttttgt

tttttacggt
cctgattctg
cgaacgaccg
ccgectetec
tggaaagcgg
caggctttac
tttcacacag
tctagaggat
tgcttctgat
ggttttggct
cgaggttggt
tacttctggt
attcactgag
tgagtctctg
ggaagactgg
gcttcggeet
gttttaatta
gtgaagccct
cagtctttgt
gaccttcage
ccttgatcte
tgatgcccaa
ggagccactc
tttggaactc
gcttcatage
cattgttttc
ccgattccga
tcgttttaca
cacatcecce
aacagttgcg

DNA
6881

SequenceName : :
SequenceDescription :

cctggtatct
gatgctcgtc
tcctggectt
tggataaccg
agcgcagcega
ccgegegttg
gcagtgagcg
actttatgct
gaaacagcta
cctcaggctce
gcgaaggccg
gatctgcgta
atcactgtga
ctgcgtattg
gttgcagaca
cgtggccgty
accatcgtct
ggcggrgett
ttgataatta
ggaatgaaaa
gaagatttag
aagctgrgtg
ggcggtggte
tttttgggcg
cggtgggttt
ctctggcgtg
cctgceccgat
atgctgacct
gatcggactc
acgtcgtgac
tttcgccage

cagcctgaat

Sequenz Nr.6

ttatagtcct
aggggggcag
ttgctggect
tattaccgcc
gtcagtgagc
gccgattcat
caacgcaatt
tccggetegt
tgaccatgat
gcacgttgga
ctggcgtgga
actcccagat
accgtaacgc
gtactcctge
tcattggtac
tagcaaaget
aagtttttct
ttctegttgt
tgattctttc
attgcgecca
tcttcggtag
cgtgcggtge
agtggtttgt
accactggac
tcctgcaggt
gcgggcaaaa
ggctggcgta
taagtttcat
atcacggatc
tgggaaaacc
tggcgtaata
ggcgaatggce

23/36

gtcgggtttc
agcctatgga
tttgctcaca
tttgagtgag
gaggaagcgg
taatgcagct
aatgtgagtt
atgttgtgtg
tacgccaage
gggtgctege
tgtcttgacc
ggatggccag
ggttcctttc
gctggetace
tgctttgget
tgctgeagat
ttgagttttc
tttgtggttt
acgttttgtt
accattittc
tttcttcagt
gcaaccattc
ccatgtcgtt
0agggtorgg
tcttgaactc
acagtccgag
cagattcttc
cactggcacy
cccgggtace
ctggcgttac
gcgaagaggc
9

gccacctctg
aaaacgccag
tgttctttcc
ctgataccgc
aagagcgecec
ggcacgacag
agctcactca
gaattgtgag
ttgcatgect
attcttgctg
ggtggcactg
caggcggaag
gatcctcgtc
cotggttteg
aatggtaagt
tacccactgt
atatgtagaa
tgtcagagga
taagtttagt
tgtgaggaaa
ttcttrcttt
tggctggttt
ctttttcaga
gccectcgegg
ttggtgagtc
cttcttageg
gttcacgccc
gagccaggaa
gagctcgaat
ccaacttaat

ccgcaccgat

5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6881
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Custom Codon

Sequence Name :

sequence

<213> OrganismName :
<400> PreSequenceString :

gaattgatcc
aacgcagctt
ggttagatga
cggcgtggac
tttccaggag
tgcgcagtec
taaccgccca
taccactgtc
cggcgtgggc
taacgcaccy
tactgctcge
ttctttcaac
tggtcagtty
ttacgctaac
gatgagccgt
gtttgatgcg
tggtggectt
cgctggtttc
tcaggttott
tactgacgtt
gaacgtttcce
gatcgggtac
atcagtagcece
agttctgcac
aggcattaaa
cgcgacaagg
ctcaggggat
attggtggct
gtttttcatc
gggttatagt

ccctagagec
tttgcatggt
ctttctgggt
acgtctgcag
taacttgtga
actgttgacg
gaactgcttg
gatgctgaag
ttggacaacg
acctctaata
cagatccctg
ggtgtggaaa
tttgctcagce
ccrgetegtg
tctgactttg
cagctecttg
gttgatgagc
gatgtgtact
gtgactcctce
gctgattctg
ggtggtcgeg
cgagctcgaa
acggtcacgc
cctcaaggcec
aatcccacaa
atgggtgccg
attaacaacc
ggtcaactaa
gtttgggaga
tgttgggtca

sequenz Nr.6

ggagacgtga
gagacacctt
99g99gagggt
ccgacgcggt
gccagaatgg
cgcttggaga
atgcagttaa
tcatcgeegce
ttgacatccc
ttcactecge
ctgctgatge
ttttcggaaa
gtcttgetge
cggcteaget
tcaccattca
ctaagtccaa
aggctttggce
ccaccgagece
acttgggtgc
tgctcaagge
tgggcgaaga
ttaattcgag
caatagaact
agcattcaac
taagtggact
agtagcrttc
tagaaattga
tcccegegtt
ctgcgtgaag

gatcgttaac

ataaaattcg
tgggggtaaa
ttagaatgtt
cgtgcctgtt
ccgtecggta
tgcagtagaa
ggaagcggac
tgeccctaac
tgctgccact
ttgtgagcac
gacgctgcgt
aactgtcggt
gtttgagacc
gaacgttgag
ccttectaag
gaagggccag
tgatgcgatt
ttgcactgat
ttctactgaa
gctggetgge
ggttgctgtg
ctcggtaccc
cagatcaatt
ccegetagag
ggtgcacagt
cccatgcaat
aaactttrgca
ttcaatagtt
aatctagggt

gatccctggce

24/36

Corynebakterium glutamicum

cagctcatte
tctcacagea
tctagtcgeca
gtagacggac
gtccteateg
gtccgttgag
gcactgctcg
ttgaagatcg
gaagctggeg
gcaatttctt
gagggcgagt
atcgtcggtt
accattgttg
ttggttgagt
accaaggaaa
atcatcatca
gagtccggtc
tctcctttgt
gaggctcagg
gagttcgtgg
tggatggatc
gaccacccac
gtgccgatgt
ggtgaaaatg
ttagcaaagt
tcgecaccct
aaactttgag
cggtgtcgec
gctaggaact
ccttttactt

catcagcgta
tgaatctctg
cgccaaaacc
attcctagtt
ccgataaget
ttgacggacc
tgcgttctge
tcggtcegtac
tcatggttgc
tgctoctgtc
ggaagcggtc
ttggccacat
cttacgatcc
tggatgagct
ctgctggecat
acgctgctceg
acattcgtgg
tcaagttgcec
atcgtgcggg
cggatgctgt
tggctctaag
agccaccgta
gctgetattt
ctggccttta
ttgtgatgca
ataacgcaac
ctacccccaa
agttttgggc
gacagcttca

ccaagcgceag

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800



aaagttgccc
cggcegtttc
cggatccgea
ttcaatccgc
ttccctaggt
gtccggtcac
tcettggetc
ggcattcgaa
ggttccagtt
cggcgerggt
gaagtgcttc
gcgeatcgag
cgcagtggat
gatgctggac
tcgeaccaca
cccatacgtg
ctccatcgac
gcecrtaccge
caccgatgtg
gaagtaatac
tagttaaget
cgcgttgatg
cctegecaca
cactacccgc
attaatgctce
cgtctgattt
ggogctgotyg
ccataactag
agacatgaga
gagctggaag
gtgagcggta
caggttcagg
tttgtgggta
aaggtgcatg
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gaagacatga ccgacttccc caccctgccc

ggctgcggac
tccgtcatceg
gagggactct
ggtgcgaccy
cttrctrtcg
gacgagccag
ggcgecgatg
cttcgccccg
ggactgccag
gcatccgacg
aagatcaacg
aactccctga
aaccaggtca
gcaagctect
gcagatgcag
gcagcagtga
aagctgggac
gaaaagctca
ccccactttg
tgggtgatca
atccttgogg
acttcgcatc
acatgattga
cagaattggg
aagtcggtac
ctrttcatat
acaattgccc
caattgttgc
ccggccagea
aagaccgccc
tcttggacgt
tcgecacctga

gacagtccgt

cttccaaggt
gtacctcaca
ccgacctctt
cattctggga
gtgagttctc
agatcgtcac
ttattgcatg
aaggctctga
tagacatcaa
gtggcctgty
cttccgateg
agaaccagac
agtggatgaa
ccgcectgta
ctaagcgetc
tcgctaagat
gcaaccagct
ccggagcaat
aaaaacaccc
cttaacccag
ttacggcaac
cttgcctegt
acgcatgcgce
taccgeccca
ctgactaaat
tccgacttgg
agcaacgact
cgtgactgaa
ggttgcattg
aggtgtgact
tgagcagtca
gcgtgtcgag
ggtggtggag

tcgaccagaa
ccgteageceg
ctccectteca
tgcagcaacc
ctccaagttc
cgcagaaacc
ggcacacaac
aggctccctg
gaactccgat
gcttgcageg
cttcatccect
ctacaacacc
ctccaacggc
caactgggct
ccrcgrtgte
actgcgegea
gcgcatcggt
cgacttcatc
cgtacagtta
ctagaaggag
tccctggagt
atccgctecg
gcagaggcac
gcccttgeat
aagcaccagc
ggcacccctg
gataagtctc
ctcatccaga
cgtgaaggtt
gcegegtict
atgttccgtg
accgtcacca

ctgcaggaaa
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tctgagttca
cagattcagg
gcagtaaaaa
gaaggctacg
ttcggactca
gcaaaggctt
ggtgactctc
gaaacctcca
gttgccattg
gtttactact
atgagcccag
gagttcctea
ccagctgttg
ggcctggatg
gaggctcgeg
ggcaccatcg
aacggcatcc
atgttcccag
ctcgatggeg
caccagtacg
tcaacatgcg
gggcaacctc
agcgecctge
acactggaca
ctgactccag
cccagcagag
aatacatctc
caatgtcgtg
atgaatccca
atcttcetge
ttagggtctt
gctttttgaa
caggcctgac

ctgtgcagtc

tcectggega
ctattgtcga
acgtcgtggg
agatcatcct
ttgaaaagaa
ctaagcttge
cggccccaca
ctggcgecat
acgcaacctc
tctecccaca
cagctctcga
acctgcagac
ctaccttgct
gaatggttgc
aggaggcatc
acttcgatga
tggacaccga
cgatcgattce
gttttgcaag
gggtgttttt
ggaaagcggc
ctgccctect
gttcgagetg
tcacgatgat
ccgctaaaag
ataatctgee
acccaattcc
ttccgegetc
agaaatcgct
ggtgatcaca
gtccgctaat
cttggcggqog
tgacaccctc

gtccegtect

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840



cgttcttecec
attggtcaga
taccctgtga
gaagcgatgc
gagcgttctg
ttgatcactg
gcggcagtta
cgtgtgaagg
gagctgacce
getgttgttit
gattatgtcc
ggaaagatcg
ggcctgaaga
tccgetgegg
acttccgtga
gagatcgatc
taaagattcg
tagcgaggat
gccgtegrtt
gcagcacatc
tcccaacagt
tgcctatttg
gctgcacaaa
taacccecag
acacagtcac
ctatgcgetg
tgggacgcga
acccggatac
ggtgccagta
atgtgeecag
ttttagagaa
gcgggaaatg
gcccaaatat

accaggcttt
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atgttgttgt
ccctggegga
ccggcctgga
gtaaggcgct
gtttgctgcg
gtgaggtcat
ctgagegtge
cgttggctgg
ctggtgcgeg
ccggtagttt
gcgccaacac
ttgaccgege
tgtaccagac
gtctgggtgt
accacccatt
tggcggatca
cttctcgacg
ccttcgggga
tacaacgtcg
ccectttege
tgcgcagect
ccacgtttaa
tacctgaaaa
tcatcagctg
agctagcgeg
cggctcacgc
aagcttccag
cggcgaaacc
cgttgcgcty
ccaccaggcec
atgggcacgc
ccagctcatc
gcgectgetg
ttcgcatagg

ggtgttgogt
ttacgatgcec
gctgaaggtg
tgctgctett
tcgttctaag
tgagatgctg
gatgcgcggt
tttggatgceg
caccacgatc
catccaggtg
tttggaaatc
tgcgaaggct
tgtcgctgtc
tgctttcaac
cctcgacgag
ggaagacggc
cccacctect
tcetetagag
tgactgggaa
cagctggegt
gaatggcgaa
caaggtagtt
agttgaacgc
ggagaaagca
tggaaattgt
ggctggacgg
ggcagcaaga
caaccaaagc
acgcacgecge
ggcgggaaga
ctagaaaaag
tggctcattg
gctgcaacga

ctgagccggt

gatccggttg
aacattgaca
actgtgccgg
acctctgage
cgtctggtgt
gcggctcacg
gagctcgatt
tcggtgatcg
cgtacgctga
ttggaagott
gttgatggca
gagttcctec
ggtgatggcg
gcgaagectg
gttttgcaca
actttccacc
cctcaaggec
tcgacctgea
aaccctggeg
aatagcgaag
tggcgcgata
aagcgttcat
cccgtgageg
ctcaagacat
ccgecgatct
cagaagatcg
caagagattt
tctaccggge
aacatgccgc
ttgagcacgt
cgccggettg
acccggtgta
cggaagaaat

ggcegetgea
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atgcgttgga
ccattcgtgg
atgtrcagccc
tgaatgtgga
gcttcgattg
cgggcaagga
tcgaggagtc
atgaggtcgce
accgcatgag
tggctgagga
agctgaccgg
gtgagttcgc
ctaatgacat
cgctgaagga
tcatgggcat
gcgttccatt
cgggctageg
ggcatgcaag
ttacccaact
aggcccgeac
agctagatcc
ttacgaagaa
ggaactcaca
gactctagcec
gttcgacacc
ccgcgaactg
cgcgagecgec
tggctcaaaa
ggtgatcgtg
aaaccecgceag
gatcggcgtg
tgcegeagea
gactcgtgtt

cgtctcagac

tatttcccge
tatttcggat
tggtggtggt
tattgcgatt
tgattccacg
agctgaagtt
tctgegtgag
tgccgctatt
ttaccagacc
gttggagttg
caacgtcacc
tgcggattct
cgatatgctc
gattgcggat
ttcccgegac
gaccaatgcc
acgggccaca
cttggcactg
taatcgcctt
cgatcgeect
ccatcaatcc
aacacgataa
gggcgtegge
gatccgeagg
caccccgaag
ctcgetcacc
tggattaaaa
gcgetgacge
cttgacatcg
gtctacgcga
aatccgctga
ggtaaaacca
ttcggegetg

gatccgacag

3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880



cctataaatg
ctcgaacgat
gacgcgeecg
tggacgcgag
tgctctggac
tgggatacca
atgaagtggce
ccgecatgeg
agccagtcgt
cgacgatgygg
gtaagtatgc
caggcgagtt
ttgctgatcc
aacaagtcag
aataaacgaa
tggctctcac
cgtcagcaga
cggttcctee
cgcettctge
gagacctttt
tttttgcttg
tcatgcacta
aaccgctgceg
ggaagaaatt
tgaccttcac
tcgegetgga
tccgegecect
acctagaaac
gccaggagga
cccacccegg
cgcageeage
tctagcttca
gtagaaagcc

ctggacaagg
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gcactgccag
gaccggatca
cattgaagcg
cctgeccgage
aaatccagag
gctcaaagcet
gtacaacgtt
tgatcgectg
ccctgetegt
gcgacggggc
gcaggagacg
gctcgaactt
ctcgactcgt
aaaggcactt
acaccgtcag
ttgccctcac
aaacggttcc
ccggectgat
tctggetett
tggagctagce
tgtgcrrrtt
aagtgccget
cttggegttt
atcagaattg
gacgaagtac
gtccgacgca
cgatacgaca
gcttgtggcc
cgcgcagtag
cctgacccac
<gcgagegceg
cgctgecgea
agtccgecaga

gaaaacgcaa

catgatcgtg
cagaagccga
gcacaacgcg
gccctggacy
cgagcgcgeg
gctggtgage
gcccaggcgg
acgatggcgc
cgggtggaaa
gcagctacat
cgacagcgat
cgcgtcaaaa
gagcttgcag
ggaatggaag
cagaaaacgg
cctcecgetat
ccecctttag
ttttaaggag
cctcgactce
gcgttgetge
tgggttgaac
tcgetggtea
tttctgggca
gggctagaat
caaaactggc
ctcgatgecg
gacgcgccag
gaccttgaag
tggaggatcg
gaggacggcg
ccaacaagcg
agcactcagg
aacggtgctg

gcgcaaagag

tggatcggct
aaaagtacat
ccaccgeaga
cgtccggega
acgagaccgc
gcctaaaaga
tcggtgcaga
gtcotgtgceg
cgcagagcag
cgaatgcacg
tagcggaage
ctgcgatect
gcgaactagg
ctaaacgcgg
ttcccecctt
ccacgggctg
ggtgtctcge
ggctcacgct
ctceccctea
ttcgcaccaa
cctccazaga
gggtgaaatc
agaagtctcg
ttttaacgaa
ctgaagcatc
ccgtcgattt
catcacgcga
agctggecga
catcagctgc
cgcaaaatac
ccacgcccag
gcgcaaggge
accccggatg

aaagcaggta
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ggccgaccta
tgagcaggac
agccaaggcg
cctgatcgac
gtttcgecac
tgccaagatc
cggccgggag
cggctacgtg
ccgagggcgg
cagatgggct
aaacaaacgc
ggatgcccgt
tgtcagtgaa
ccgtccacgg
taggggtccc
aaaactaata
tcctagetct
gtcggcagag
aaaatctcct
cttgctcatg
ggggaaacca
acctggaaaa
caggttttcg
cgttcgttat
agcggtgoat
aaaaacggtg
ctgggcaagt
cgagctgegt
gcctactgeg
tgctcagacg
gaggtcgaag
tgctaaagga
aatgtcagct

gcttgcagtg

atggagattg
ttttccageg
ctagcgattt
ggcgtgegag
gcgttgaccg
atcgacgcgt
ccggatctte
gctaaaggcec
aaagctctag
gacccagaaa
cgagaaatga
tctcaatcegg
aggcgcatcc
gctgaaaact
gtccttgotc
aacgaaacac
gatccctccce
aacggttccc
cgagatcctg
atgattttca
ggggcacacc
aaagtgcggt
caggagtgcece
aatggtgtca
ctctecgatg
atcggatttt
gccgegageg
gcteggeage
gtggcctgat
cgtgtcgtge
ccgeacgtcea
agcggaacac
actgggctat

ggcttacatg

3940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920



gcgatagcta
gcectetggt
gatctgatgg
gtgctcagey
tgegtttcge
ctctcggtca
ccagtagagg
atcgagccca
acgcttcegg
tgactgctcg
tgctcatcac
cccttctcga
cagcgctcta
gtttcggacg
tgctcgeact
ccggegecac
gcgcaaaacg
ccattggegg
tcgecggaat
gcaacggctc
ttatcctict
gggtgctctt
ccatcrtegg
ggatcggega
gcctrtgecct
gcagcatcac
agggacgcct
tcaccttcac
gcgccgeage
ggcgatctcg
gtcaagtctc
ccgecaggtg
cacctatcct

ggcaaaatcc
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gactgggcgg ttttatggac agcaagcgaa ccggaattge cagetgggoc

aaggttggga
cgcaggggat
tggagacgcy
aagagaaatg
agcacgtcgce
ccgggetget
gtctecgtega
tggtgagtca
ctactctcat
ggcgaccctc
ccaggtcggt
tgcgatcatg
ccgecgegtg
gacggacacg
gaacgccgtc
ctacgggtgy
tcttttcgge
caccctegta
gcacgcacag
cgcagtcttc
cacgcagcag
aatggtgcaa
gacccgggcg
catcgccage
gttgcecgea
gcagggaaca
cggcattttc
gctctacgtt
ataaccgcgc
ccgtageeyg
cgaataaggg
gccecgetga

tgtatatcgt

agccctgcaa
caactccttc
caccgtcacg
cgtcccattt
tcgecagege
gtacctgtaa
gcacctgecg
tagttgcact
ctgactgctc
gatgctgcag
gcececgacg
cagtttcttt
cttgtcgect
ctgtgggtct
accgcgacgg
cteggegeat
ggggtctcac
ctcagcgega
caacccggta
ggcatcgtgc
cgcctegact
gtattcgtgc
atcctcgtcg
acatgggcga
ctgcagacgc
cttgcaagece
gcactcaccc
ctctgegece
taaggtgcca
tatgagggcc
acagtgaaga
cgccgttgga

gcgaaaaagg

agtaaactgg
gtcggtgteg
gaccgecgtgt
ctcgtcggac
tgcgaggagt
gtgagccgec
ggccccgage
ttatcatcga
gctactctcea
ggctgggect
acatgatccc
gcgeccecgat
ccctcgeagg
tttacctcge
tgatcgccga
gctacggegg
cgcatctgec
gtcttctgeg
cggcgaagcg
agttrcatcgd
ggaaccccgt
aggcggcact
gtatcgeege
tgctaccgat
tgctctcgag
tgaacagcct
gaacgaatgc
tcctgatgat
tcccgatgeg
agcctcgeag
aggaacaccc
tacaccaagg

atggatatac

28/36

atggctttct
tcgccggatg
agtgcgtggc
tcggggaagg
tcggectteg
agcgegegag
aacacggacg
taactttatc
tcgtggaatce
cgtgatgeccg
actgcacgtc
ccttggecga
cgcgacgatc
ccgegeggtt
cattactccg
tggcatgatc
attccregte
tgagacgcgg
aaccgcagtg
ccaagcacca
cgaagtcggc
gaccggacge
agacgccatt
cctcgeageg
acgcgegeec
cacctcgatc
agacggcacc
ccgtgagaca
acgggatcgce
agcaggattc
gctegegggt
aaagtctaca

cgaaaaaatc

tgccgccaag
grctgegatg
ggaaacttct
aagcgtgatg
tgcggaagtg
tggtgaagcc
tgcggtcgag
ttagataaag
ctgacagccg
atcrtgecta
ggactactga
ctetetgacc
gactacctcg
gcaggcatta
ccggatcagce
gcgggteccg
gccgecgege
ccaccgggcea
ccggggatge
ggctccacct
gtttcgctat
atcgtgtccc
gggctcatcg
ctecggacteg
gagcagcagc
atcggeecyg
ctctggatct
tgcgectcac
tctgccacca
ccgttgagcea
gggcctactt
cgaacccttt

gctataatga

7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
8480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960



ccccgaagcea
gttccactga
tctgcgegta
gccggatcaa
accaaatact
accgcctaca
gtcgtgtctt
ctgaacgggg
atacctacag
gtatccggta
cgcctggtat
gtgatgctcg
gttcctggcec
tgtggataac
cgagcgeage
ccccgegegt
gggcagtgag
acactttatg

aggaaacagc

<Z12> Type :
<211> Length :
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gggttatgca
gcgtcagacc
atctgctgct
gagctaccaa
gtccttctag
tacctcgetc
accggottgg
ggttcgtgea
cgtgagcatt
agcggcaggg
ctttatagtc
tcaggggggyc
ttttgctgge
cgtattaccg
gagtcagtga
tggccgattc
cgcaacgcaa
cttcecggetc
tatgaccatg

DNA
11065

SequenceName ; Se
SequenceDescription :

Custom Codon

Sequence Name :

1. Verfahren zur Herstellung von L-Serin, dadurch gekennzeichnet, dass die Folsdurekonzentration in

gcggaaaage
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctctttttcc
tgtagccgta
tgctaatcct
actcaagacg
cacagcccag
gagaaagcgc
tcggaacagg
ctgtcgggtt
ggagcctatg
cttttgctca
cctttgagtg
gcgaggaagce
attaatgcag
ttaatgtgag
gtatgttotg

attac

Sequenz Nr.7

Sequenz Nr.7

catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagttaccg
cttggagcga
cacgcttcce
agagcgcacg
tcgccacctce
gaaaaacgcc
catgttcttt
agctgatacc
ggaagagcgc
ctggcacgac
ttagctcact
tggaattgtg

atcccttaac
tcttcttgag
ctaccagcgg
ggcttcagca
cacttcaaga
gctgetgeca
gataaggcgce
acgacctaca
gaagggagaa
agggagcttc
tgacttgagce
agcaacgcgg
cctgcgttat
gctcgeegea
ccaatacgca
aggtttcccg
cattaggcac

agcggataac

Patentanspriiche

einem Aminosaure-produzierenden Organismus reduziert wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Folsdurekonzentration durch Verringerung

der Synthese von Folsaure oder durch deren Abbau verringert wird.

3. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Folsdurekonzentration
durch gerichtete oder angerichtete Mutation von Genen, die an der Biosynthese von Folsdure beteiligt sind,
verringert wird.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Verringerung oder Ausschaltung der Fol-
saureproduktion durch Deletionsmutation, Insertionsmutation, Punktmutation und/oder Substitutionsmutation

von Genen, die an der Biosynthese von Folsdure beteiligt sind, erfolgt.

5. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Expression, von an der

Biosynthese der Folsdure beteiligten Gene, verringert oder reduziert wird.

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die Expression durch Veranderung bzw. Ab-
schwéachung oder Ausschaltung von Promotoren, Signalstrukturen, Repressorgenen, Aktivatoren, Operatoren,

29/36

gtgagttttc
atccttrttrt
tggtttgttt
gagcgcagat
actctgtage
gtggcgataa
agcggtcggg
ccgaactgag
aggcggacag
cagggggaaa
gtcgattttt
cctttttacg
cccctgatte
gccgaacgac
aaccgcctct
actggaaagc
cccaggettt

aatttcacac

10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11065
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Attenuatoren, Ribosomenbindestellen, Startkodons, Terminatoren, Regulatoren, die Stabilitat der Transkripte
verringert wird oder das regulierbare Promotoren eingesetzt werden.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Gene kodierend fir
GTP-Cyclohydrolase, Neopterintriphosphatpyrophosphatase, Neopterinaldolase, 6-Hydroxymethylpterinpyro-
phosphokinase, 4-Amino-4-deoxy-chorismatsynthase, 4-Amino-4-deoxy-chorismatlyase, Pteroatsynthase, Fo-
latsynthase und Dihydrofolatreduktase veréndert werden.

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Gene kodierend fiir Amino-4-deoxy-cho-
rismatsynthase deletiert werden.

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Deletion mit einer DNS nach Seq. Nr.
1 durchgefiihrt wird.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, dass ein Vektor nach Seq.
Nr. 2 eingesetzt wird.

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass ein Gen kodierend fiir 4-
Amino-4-deoxy-chorismatlyase deletiert wird.

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Deletion mit einer DNS nach Seq. Nr.
3 durchgefiihrt wird.

13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, dass fur die Deletion ein Vektor nach
Seq. Nr. 4 eingesetzt wird.

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass das Gen kodierend fir
Amino-4-deoxy-chorismatsynthase und 4-Amino-4-deoxy-chorismatlyase deletiert wird.

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass die Deletion mit einer DNA Sequenz nach
Seq. Nr. 5 durchgefuhrt wird.

16. Verfahren nach Anspruch 14 und 15, dadurch gekennzeichnet, dass ein Vektor nach Seq. Nr. 6 einge-
setzt wird.

17. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass fur die Synthese von L-
Serin ein Organismus eingesetzt wird, der bereits vor der Veranderung L-Serin produziert.

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass der Mikroorganismus
Uber ein Plasmid nach Seq. Nr. 7 verfugt.

19. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass die katalytische Aktivitat
der an der Biosynthese der Folsaure beteiligten Enzyme abgeschwéacht oder ausgeschaltet wird.

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass die Abschwachung oder Ausschaltung
durch Verringerung der Stabilitat erfolgt.

21. Verfahren nach einem der Anspriiche 19 oder 20, dadurch gekennzeichnet, dass die Verringerung oder
Ausschaltung durch Veranderung des allosterischen Zentrums erfolgt.

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 19 bis 21, dadurch gekennzeichnet, dass die Aktivitdt der Enzyme
durch Phosphorylierung oder Adenylierung verringert oder ausgeschaltet wird.

23. Verfahren nach einem der Anspriiche 19 bis 22, dadurch gekennzeichnet, dass das die Enzyme durch
proteolytischen Abbau in ihrer Aktivitat verringert oder ausgeschaltet werden.

24. Verfahren nach einem der Anspriiche 19 bis 23, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens ein Enzym

aus der Gruppe bestehend aus GTP-Cyclohydrolase, Neopterintriphosphatpyrophosphatase, Neopterinaldo-
lase, 6-Hydroxymethylpterinpyrophosphokinase, 4-Amino-4-deoxy-chorismatsynthase, 4-Amino-4-deoxy-cho-
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rismatlyase, Pteroatsynthase, Folatsynthase und Dihydrofolatreduktase in seiner Aktivitat verringert oder aus-
geschaltet wird.

25. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 24,
dadurch gekennzeichnet,
dass eins oder mehrere Gene ausgewahlt aus der Gruppe
— das flr die 3-Phosphoglycerat-Dehydrogenase kodierende serA-Gen,
— das fir die Phosphoserin-Transaminase kodierende serC-Gen,
— das fir die Phosphoserin-Phosphatase kodierende serB-Gen,
einzeln oder in Kombinationen verstarkt, insbesondere liberexprimiert werden.

26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass Allele dieser Gene, insbesondere die fir
feed-back-resistente 3-Phosphoglycerat-Dehydrogenase kodierenden serA-Gene einzeln oder in Kombinatio-
nen verstarkt oder tiberexprimiert werden.

27. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15,
dadurch gekennzeichnet,
dass eines oder mehrere der Gene ausgewahlt aus der Gruppe
— das flr die Cystathioninlyase kodierende aecD-Gen,
— das fur die Cystathioninlyase kodierende metC-Gen,
— das flr die Serindehydratase kodierende sdaA-Gen,
— das flr die Serinhydroxymethyltransferase kodierende glyA-Gen,
— das flr die beta-Untereinheit der Tryptophansynthase kodierende trpB-Gen,
— das flr die Threonindehydratase kodierende ilvA-Gen,
— das flr die Pyruvatkinase kodierende pyk-Gen
einzeln oder in Kombination in seiner Aktivitat reduziert oder deletiert wird.

28. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 27, dadurch gekennzeichnet, dass als Mikroorganismus
Corynebakterium, Brevibakterium, Bacillaceen, Enterobakterium ein Methanol verwertendes Bakterium oder
eine Hefe eingesetzt wird.

29. Verfahren nach Anspruch 28,
dadurch gekennzeichnet,
dass ein Organismus aus der Gruppe bestehend aus
Corynebacterium glutamicum ATCC13032,
Corynebacterium acetoglutamicum ATCC15806,
Corynebacterium acetoacidophilum ATCC13870,
Corynebacterium thermoaminogenes FERM BP-1539,
Brevibacterium flavum ATCC14067,
Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 oder
Brevibacterium divaricatum ATCC14020
eingesetzt wird.

30. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 29, dadurch gekennzeichnet, dass es fir die Synthese von
Cystein, Trytpophan oder Methionin eingesetzt wird.

31. Gensequenz die mindestens eine 85%-ige Homologie zu den Seq. Nr. 1, 3 oder 5 aufweist.

32. Gensequenz nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dass sie mit den Seq. Nr. 1, 3 oder 5 identisch
ist.

33. Vektor, dessen Gensequenz mindestens eine 85%-ige Homologie zu den Sequenzen Nr. 2, 4 oder 6
aufweist.

34. Vektor nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, dass er mit den Vektoren der Seq. Nr. 2, 4 oder
6 identisch ist.

35. Vektor die mindestens eine 85%-ige Homologie zu der Seq. Nr. 7 aufweist.

36. Vektor nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, dass er mit der Seq. Nr. 7 identisch ist.
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37. Mikroorganismus, dadurch gekennzeichnet, dass er nach mindesten einem der Schritte des Verfahrens
nach den Ansprichen 1 bis 27 verandert ist.

38. Mikroorganismus, dadurch gekennzeichnet, dass er ein Corynebakterium, Brevibakterium, Bacillacceen,
Enterobakterium oder eine Hefe ist.

39. Mikroorganismus nach Anspruch 38.
dadurch gekennzeichnet,
dass er ein Organismus aus der Gruppe bestehend aus
Corynebacterium glutamicum ATCC13032,
Corynebacterium acetoglutamicum ATCC15806,
Corynebacterium acetoacidophilum ATCC13870,
Corynebacterium thermoaminogenes FERM BP-1539,
Brevibacterium flavum ATCC14067,
Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 oder
Brevibacterium divaricatum ATCC14020
ist.

Es folgen 4 Blatt Zeichnungen
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Anhéangende Zeichnungen
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