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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft DNA-Sequenzen und Fragmente derselben, die an der Biosynthese-
produktion von Sphinganpolysacchariden von Sphingomonas sp. beteiligt sind und aus Sphingomonas sp. iso-
liert werden. Die isolierten DNA-Fragmente kénnen in die gleichen oder unterschiedliche Stdmme von Sphin-
gomonas sp. oder verwandte Bakterien in mehreren Kopien eingearbeitet werden, um die Polysaccharid-, vor-
zugsweise Sphinganproduktion zu erhéhen. Die exogene DNA enthaltenden, gentechnisch veranderten Bak-
terien produzieren signifikant grofiere Mengen Polysaccharid im Vergleich zu nicht gentechnisch veranderten
Bakterien unter identischen Fermentationsbedingungen. Die vorliegende Erfindung betrifft ferner Verfahren zur
gentechnischen Veranderung von Stammen von Sphingomonas sp. und anderen verwandten Bakterien derart,
dass sie Hyperproduzenten von Polysaccharid sind, sowie die gentechnisch veranderten Bakterien. Verfahren
zur ldentifizierung und Isolierung von DNA-Sequenzen, die zum Erhdéhen der Produktion von Sphinganpoly-
sacchariden in Sphingomonas sp. verwendbar sind, werden ebenfalls beschrieben.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Eine Zahl von Mikroorganismen produziert extrazellulare Polysaccharide, die auch als Exopolysaccha-
ride oder EPS bekannt sind. Zu den Exopolysacchariden gehéren Xanthangummi und eine Gruppe von Poly-
sacchariden, die als "Sphingane" bekannt sind. "Sphingane" werden durch gramnegative Bakterien der Gat-
tung Sphingomonas produziert.

[0003] Die "Sphingane" sind kapselartige Polysaccharide, die ahnliche, jedoch nicht identische Strukturen
aufweisen und durch Mitglieder der Gattung Sphingomonas sezerniert werden (T. J. Pollock, 1993, J. Gen. Mi-
crobiol. 139: 1939-1945). Die verschiedenen Sphingane weisen unterschiedliche Nebengruppen auf und ent-
weder L-Rhamnose oder L-Mannose findet sich an einer Position im Riickgrat. L-Mannose selbst ist in der Na-
tur aulerst selten. Wassrige Lésungen der Polymere weisen einzigartige und verwendbare rheologische Ei-
genschaften auf (siehe R. Moorhouse 1987, "Structure/property relationships of a family of microbiol polysac-
charides", S. 187-206, in M. Yalpani (Hrsg.), Industrial polysaccharides: genetic engineering, structure/proper-
ty relations and applications. Elsevier Science Publishers B. V., Amsterdam). Es ist nicht klar, wie die Struktur-
variationen in den Polymeren zu deutlich verschiedenen rheologischen Eigenschaften fiihren.

[0004] Xanthomonas campestris ist ein gramnegatives Bakterium, das ein Exopolysaccharid, Xanthangum-
mi, in groflen Mengen konstitutiv produziert. Jeanes et al., J. Appl. Polymer Sci., 5, 519-526 (1961). Die Bio-
synthese von Xanthangummi wurde wegen dessen kommerzieller Bedeutung ziemlich detailliert untersucht.
Vor kurzem wurde ein weiteres bakterielles Exopolysaccharid, Gellan, als Geliermittel entwickelt. Es ist ein Mit-
glied der Sphinganfamilie von Polysacchariden, die S-88 (siehe Kang und Veeder, US-Patent 4 535 153),
Welan (siehe Kang und Veeder, US-Patent 4 342 866), NW11 (siehe Robison und Stipanovic, US-Patent 4 874
044), Rhamsan (siehe Peik et al., US-Patent 4 401 760), S-198 (siehe Peik et al., US-Patent 4 529 797), S-657
(siehe Peik et al., europaische Patentanmeldung 209277A1) und Heteropolysaccharid-7 (siehe Kang und Mc-
Neely, US-Patent 4 342 866) umfasst.

[0005] Die obigen Dokumente umfassen mehrere Patente, die Sphinganpolysaccharidzusammensetzungen
betreffen. Keines der Patente betrifft auch nur entfernt den Gegenstand der vorliegenden Erfindung.
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Stamm Sphingan Patentnummer
ATCC31461 Gellan 4 326 053
S60 S-60
ATCC31554 S-88 4 535 153
S88
ATCC31853 S-198 4 529 797
S198
ATCC21423 S-7 3960 832
S7
ATCC31555 Welan 4 342 866
S130 S-130
ATCC31961 Rhamsan 4401760
S194 S-194
ATCC53159 S-657 EP-0209277
S-657
ATCC53272 NW-11 4 874 044
NW11

[0006] Die chemischen Strukturen der Sphinganpolysaccharide sind alle in gewisser Weise miteinander ver-
wandt. Die Hauptkette jedes Sphingans besteht aus einer verwandten Sequenz von vier Zuckern — D-Glucose,
D-Glucuronsaure, L-Mannose und L-Rhamnose. Polysaccharidmitglieder der Sphingangruppe sind aufgrund
der Kohlehydrate, die das Polymerriickgrat (Hauptkette) und die Seitenketten umfassen, voneinander unter-
scheidbar. Die Sphingankohlehydrate kénnen Kohlehydratseitenketten und an Kohlehydraten am Polymerge-
rust befestigte Acetyl- oder Glyceratgruppen enthalten.

[0007] Verschiedene Sphingane sind als Spezialpolymere und als Additive in Textilanwendungen, Nahrungs-
mitteln, Kosmetika, Papier, Lacken, Zementen, beispielsweise als Viskositatsmodifizierungsmittel, in verschie-
denen anderen Beschichtungsanwendungen und als Klebstoffe und Additive fiir Erdélprodukte und Spezial-
chemikalien verwendbar.

[0008] Der Brennpunkt erster Untersuchungen, die in der vorliegenden Erfindung kulminierten, lag auf der
ersten Stufe in der Biosynthese eines reprasentativen Sphinganpolysaccharids S-88. Dieses Sphingan wird
durch den Sphingomonas-Stamm S-88 biosynthetisiert. Vor der vorliegenden Erfindung war bekannt, dass ei-
nige, jedoch nicht alle bakterielle Polysaccharidbiosynthesen von anderen Polysacchariden als Sphinganen ei-
nen Isoprenylphosphattrager nutzen. Beispielsweise ist im Falle der Xanthangummibiosynthese durch X. cam-
pestris, da die Hauptkette von Xanthangummi nur Glucose enthalt, die erste Synthesestufe wahrscheinlich die
Ubertragung eines Glucosephosphats von UDP-Glucose auf einen C55-Isoprenylphosphat(IP)-Trager. Mit
zellfreien Einarbeitungsassays stellten lelpi et al., FEBS Lett., 130, 253 (1982) und J. Bacteriol., 175, 2490
(1993), fest, dass Glucose und anschliefend eine zweite Glucose und dann Mannose, Glucuronsaure und
Mannose aufeinanderfolgend an Trager-IP unter Zusammenbau der Wiederholungseinheit von Xanthangummi
addiert werden. Ganz ahnlich wird die Wiederholungsuntereinheit Colansaure in Escherichia coli durch zu-
nachst Ubertragung von Glucose-P auf IP zusammengebaut; Johnson und Wilson, J. Bacteriol., 129, 225
(1977). Im Gegensatz dazu wird im Falle der Synthese von Succinoglycanpolysacchariden durch Rhizobium
meliloti, ein Galactose-P als erstes auf IP lbertragen; siehe Tolmasky et al., J. Biol. Chem., 257, 6751 (1982).
Isoprenyltrager sind jedoch nicht an der Synthese von Dextran- oder Lavanpolysacchariden beteiligt und die
Rolle von Isoprenyltragern in der Alginatsynthese ist nicht bekannt.

[0009] Vor der Untersuchung, die zur vorliegenden Erfindung fihrte, war die Bedeutung der Rolle des Tragers
in der komplexen Kinetik der Biosynthese von Polysacchariden nicht bekannt. Ferner war nicht bekannt, wel-
che Rolle der Isoprenylphosphattrager in der Gesamtsynthese von Sphinganpolysacchariden in Sphingomo-
nas-Bakterien spielen kann.

[0010] Zuvor zeigten Genkomplementierungstests, dass eine spezielle Klasse von Mutationen in X. campest-
ris, die gleichzeitig Bac" und Gum~ (Bacitracin-resistent und Xanthangumminegativ) sind, innerhalb des
gumD-Gens, das zur Ubertragung von Glucose-P von UDP-GIc auf IP unter Bildung von Glc-PPI erforderlich
ist, kartiert ist; Pollock et al., 1994, J. Bacteriol., Band 176, S. 6229-6237, Vanderslice et al., "Genetic Enginee-
ring of polysaccharide structure in Xanthomonas campestris”, S. 145-156, in V. Crescenzi et al., Biomedical
and Biotechnological Advances in Industrial Polysaccharides, Gordon and Breach Science Publishers, New
York und N. E. Harding und Y. N. Patel, 1993, Faseb Journal, Band 7, Nummer 7. Die letzte Verweisstelle of-
fenbart Fragmente von DNA, die die Synthese von Sphingan S-60 an nichtproduzierenden Mutanten wieder-
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herstellen kénnen, sie macht jedoch keine Angabe einer erhéhten Synthese in Bezug auf den Stamm des Wild-
typs. Frihere Versuche zeigten auch, dass das gumD-Gen des Wildtyps von X. campestris die Synthese von
Sphinganen in analogen Bac" Sps™ (Sphinganpolysaccharidnegativen) Mutanten der Sphingomonas-Stamme
S88 und NW11 wiederherstellen konnte. Es wurde angenommen, dass Bac' Sps™ Sphingomonas-Mutanten
auch im Hinblick auf die Ubertragung von Glucose-P auf IP blockiert zu sein schienen.

Aufgaben der Erfindung

[0011] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die Bereitstellung von DNA-Segmenten, die von Sphingomo-
nas sp. isoliert werden und zur Verstarkung der Produktion von Sphinganpolysaccharid in einer Zahl von Mi-
kroorganismen und insbesondere einer Zahl von Sphingomonas-Stammen verwendet werden kénnen.

[0012] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist ferner die Bereitstellung von Hyperproduzentenstammen von
Mikroorganismen und insbesondere einer Zahl von Stdmmen von Sphingomonas, die signifikant mehr Sphin-
ganpolysaccharid als nicht gentechnisch veranderte Stamme produzieren.

[0013] Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die Bereitstellung eines Verfahrens zur Herstel-
lung von Stammen von Mikroorganismen und insbesondere Stammen von Sphingomonas sp., die Hyperpro-
duzenten von Sphinganpolysaccharid sind.

[0014] Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die Bereitstellung eines Verfahrens zur Isolierung
von DNA-Segmenten, die in Sphingomonas-Stamme derart insertiert werden kdnnen, dass der erhaltene, gen-
technisch veranderte Mikroorganismus ein Hyperproduzent von Sphinganpolysaccharid wird.

[0015] Diese und/oder weitere Aufgaben der vorliegenden Erfindung kénnen der Beschreibung der Erfindung,
die folgt, ohne weiteres entnommen werden.

Zusammenfassung der Erfindung

[0016] In der vorliegenden Erfindung werden DNA-Sequenzen als Segmente oder Fragmente, die die Se-
quenz eines Gens mit Codierung flr das Protein SpsB von ATCC31554, SnwB von ATCC53272 oder SgeB
von ATCC31461 umfassen, aus sphinganproduzierenden Bakterien der hinterlegten Sphingomonas-Stamme
ATCC31554, ATCC53272 oder ATCC31461 isoliert. Das erhaltene Genmaterial wird kloniert, als Mehrfachko-
pien in sphinganproduzierende oder -nichtproduzierende Mutanten von Sphingomonas oder verwandten Bak-
terien eingebaut. Diese DNA-Sequenzen erwiesen sich als verwendbar zur Wiederherstellung der Sphingan-
produktion in mutierten Bakterien, die kein Sphingan produzieren. Dariiberhinaus wurde unerwarteter Weise
ermittelt, dass die Wiederherstellung der Sphinganproduktion in diesen Mutanten mit der Produktion von
Sphinganmengen, die signifikant gro3er als die von Stammen des Wildtyps, die Sphingan produzieren, erwar-
tete Produktion sind, gekoppelt ist.

[0017] Wir entdeckten unerwarteterweise, dass DNA-Segmente oder -Fragmente, die die Sequenz eines
Gens mit Codierung fir das Protein SpsB von ATCC31554, SnwB von ATCC53272 oder SgeB von
ATCC31461 umfassen, die aus den definierten Sphingomonas-Stammen isoliert werden, als Mehrfachkopien
in sphinganproduzierende oder mutierte-nichtproduzierende Bakterien des gleichen Stamms oder unter-
schiedlicher Stamme von Sphingomonas insertiert werden kdnnen, wobei das erhaltene, gentechnisch veran-
derte Bakterium ein Hyperproduzent von Sphingan wird. Dies ist insbesondere insofern unerwartet, als die
DNA-Segmente oder -Fragmente, die aus beispielsweise Sphingomonas S60 isoliert wurden und in den Sphin-
gomonas-S88-Wildtyp oder nichtmucoide Mutanten insertiert wurden, einen gentechnisch veranderten Hyper-
produzenten von S-88-Sphingan, das generell nicht mit S-60-Sphingan kontaminiert ist, produzieren. Diese
Komplementierung kann auf ziemlich breite Weise fiir verschiedene Stamme von Sphingomonas (Komple-
mentierung zwischen Stammen) und auch zur Produktion von Xanthangummi in Xanthomonas campestris (in-
tergenerische Komplementierung) verwendet werden.

[0018] Wir entdeckten ferner ein Verfahren zur Herstellung gentechnisch veranderter, hyperproduzierender
Sphingomonas-Bakterien, die die DNA-Segmente oder -Fragmente, die die Sequenz eines Gens mit Codie-
rung fiir das Protein SpsB von ATCC31554, SnwB von ATCC53272 oder SgeB von ATCC31461 umfassen, die
aus sphinganproduzierenden Sphingomonas-Stammen isoliert wurden, enthalten. Die DNA, die aus sphingan-
produzierenden Bakterien isoliert ist, wird zunachst kloniert und dann in sphinganproduzierende Sphingomo-
nas-Stamme oder von sphinganproduzierenden Stammen abgeleitete nichtmucoide Mutanten wieder einge-
baut.
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[0019] Entsprechend stellt die vorliegende Erfindung ein isoliertes DNA-Molekil bereit, das ein erstes
DNA-Segment umfasst, wobei das erste DNA-Segment
(a) aus sphinganproduzierenden Bakterien der Sphingomonas sp. ATCC31554 isoliert ist, wobei das iso-
lierte DNA-Molekiil die in SEQ ID NO: 1 angegebene Sequenz aufweist, oder ein Fragment desselben ist
und die Sequenz eines Gens mit Codierung fiir ein Glykosyl-IP-Transferaseprotein von ATCC31554 um-
fasst; oder
(b) ein aus Sphingomonas sp. ATCC53272 erhaltenes DNA-Segment, das in pRK311 von E. coli sp.
ATCC69733 insertiert ist, oder ein Fragment desselben ist, wobei das erste DNA-Segment die Sequenz ei-
nes Gens mit Codierung fiir ein Glykosyl-IP-Transferaseprotein von ATCC53272 umfasst; oder
(c) ein aus Sphingomonas sp. ATCC31461 erhaltenes DNA-Segment, das in pRK311 von Sphingomonas
sp. ATCC69744 insertiert ist, oder ein Fragment desselben ist, wobei das erste DNA-Segment die Sequenz
eines Gens mit Codierung fir ein Glykosyl-IP-Transferaseprotein von ATCC31461 umfasst,
wobei das DNA-Molekiil, wenn es in ein Sphingomonas sp.-Empfangerbakterium in mehreren Kopien ein-
gearbeitet ist, einen Hyperproduzenten von Sphinganpolysaccharid gegeniiber dem Empfangerbakterium
ergibt, wobei das Sphingan die folgende allgemeine Formel aufweist:

1 2
-3) -B-D-Glc-(1-4)-B-D-GlcA-(1-4) -B-D-Glc-(1-4) -a-L-X-(1-
(W]v [zly

worin Glc fir Glucose steht, GlcA fiir Glucuronsaure steht, Rha fir Rhamnose steht, Man fir Mannose steht;
X fur Rha oder Man steht; Z an den Glc-Rest 2 gebunden ist und fiir a-L-Rha-(1-6)-a-L-Rha, a-L-Man oder
a-L-Rha steht; W an den Glc-Rest Nr. 1 gebunden ist und fiir 3-D-Glc-(1-6)-a-D-Glc oder a-L-Rha steht; die
tiefgestellten Indices v und y fir 0, 0,33, 0,5, 0,67 oder 1 stehen kénnen, und wobei das reduzierende Ende
des Polymers in Richtung des X-Restes des Rickgrats liegt, derart, dass das Rickgrat W und Z aus-
schlief3t, wenn v und y gleich 0 sind.

[0020] Das DNA-Molekil kann die in SEQ ID NO: 1 angegebene Sequenz aufweisen. Das erste DNA-Seg-
ment kann das aus Sphingomonas sp. ATCC31554 erhaltene DNA-Segment, das in pRK311 von E. coli
ATCC69734 insertiert ist; das aus Sphingomonas sp. ATCC31554 erhaltene DNA-Segment, das in pRK311
von E. coli ATCC69735 insertiert ist; das aus Sphingomonas sp. ATCC31461 erhaltene DNA-Segment, das in
pRK311 von Sphingomonas sp. ATCC69744 insertiert ist; ein Restriktionsfragment, das durch Verdau des
zweiten DNA-Segments mit der in SEQ ID NO: 1 angegebenen Sequenz mit dem Restriktionsenzym Hindlll,
BamHI oder EcoRI erhalten wird; oder ein etwa 13-kb-Restriktionsfragment, das durch Verdau eines dritten
DNA-Segments von Sphingomonas sp. ATCC53272 mit dem Restriktionsenzym Hind Il erhalten wird, sein.

[0021] Die vorliegende Erfindung stellt ferner ein Verfahren zur gentechnischen Veranderung eines Bakteri-
ums, das von einem Sphingomonas sp.-Stamm stammt, zu einem Hyperproduzenten von Sphinganpolysac-
charid bereit,

wobei das Verfahren das Einarbeiten des isolierten DNA-Molekuls gemaR der obigen Definition in ein Sphin-
gomonas sp.-Empfangerbakterium in mehreren Kopien zur Erzeugung eines Bakteriums, das Sphinganpoly-
saccharid gegenuber dem Empfangerbakterium unter identischen Fermentationsbedingungen Uberproduziert,
umfasst, wobei das Sphingan die folgende allgemeine Formel aufweist:

1 2
-3)-B-D-Glc-(1-4)-B-D-GlcA-(1-4)-B-D-Glc-(1-4)-a-L-X-(1-
(W] [Z]y

worin Glc fir Glucose steht, GIcA flir Glucuronsaure steht, Rha fiir Rhamnose steht, Man fiir Mannose steht;
X fir Rha oder Man steht; Z an den Glc-Rest 2 gebunden ist und fir a-L-Rha-(1-6)-a-L-Rha, a-L-Man oder
a-L-Rha steht; W an den Glc-Rest Nr. 1 gebunden ist und fir B-D-Glc-(1-6)-a-D-Glc oder a-L-Rha steht; die
tiefgestellten Indices v und y fir 0, 0,33, 0,5, 0,67 oder 1 stehen kénnen, und wobei das reduzierende Ende
des Polymers in Richtung des X-Restes des Ruckgrats liegt, derart, dass das Rickgrat W und Z ausschlief3t,
wenn v und y gleich 0 sind.

[0022] Das Sphingomonas sp.-Empfangerbakterium kann ein sphinganproduzierender Stamm sein, bei-
spielsweise ein Mitglied eines Sphingomonas-Stammes, das aus der Gruppe von ATCC31554, ATCC31461,
ATCC31853, ATCC21423, ATCC31555, ATCC31961, ATCC53159 und ATCC53272 ausgewahlt ist. Bevorzug-
te Sphingomonas-Stamme sind ATCC31554, ATCC31461 und ATCC53272.

[0023] Die vorliegende Erfindung stellt ferner ein Bakterium bereit, das von einem Sphingomonas sp.-Stamm
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abgeleitet ist, wobei das Bakterium mehrere Kopien eines DNA-Molekils gemaf der Erfindung nach der obi-
gen Beschreibung enthalt, was dazu fihrt, dass das Empfangerbakterium ein Hyperproduzent von Sphingan-
polysaccharid ist. Das Empfangerbakterium kann ein sphinganproduzierender Stamm eines Sphingomonas
sp.-Bakteriums, beispielsweise wie oben beschrieben, oder Sphingomonas sp. ATCC69735 oder ATCC69744
sein. Das auf diese Weise hergestellte Bakterium kann in einem Verfahren zur Produktion von Sphingan ver-
wendet werden, wobei das Verfahren das Kultivieren des Sphingomonas-Bakteriums in einer Fermentations-
briihe zur Produktion von Sphingan und das Isolieren des Sphingans aus der kultivierten Fermentationsbrihe
umfasst.

[0024] Die vorliegende Erfindung stellt ferner ein Verfahren zur Erhéhung der Produktion von Sphingan in ei-
nem Sphingomonas-Bakterium bereit, wobei das Verfahren umfasst:
1) Einarbeiten eines DNA-Molekiils der Erfindung gemafR der obigen Beschreibung in ein Sphingomo-
nas-Empfangerbakterium in mehreren Kopien zur Bildung eines Bakteriums, das Sphinganpolysaccharid
gegeniber dem Empfangerbakterium tberproduziert;
2) Kultivieren des Bakteriums von Stufe 1 in einer Fermentationsbriihe zur Produktion von Sphingan; und
3) Isolieren des Sphingans von Stufe 2, wobei das Sphingan die folgende allgemeine Formel aufweist:

1 2
-3)-B-D-Glc-(1-4) -B-D-GlcA- (1-4) -B-D-Glc- (1-4) —a-L-X- (1-
W]y [Z]y

worin Glc fir Glucose steht, GlcA fiir Glucuronsaure steht, Rha fir Rhamnose steht, Man fir Mannose steht;
X fir Rha oder Man steht; Z an den Glc-Rest 2 gebunden ist und fir a-L-Rha-(1-6)-a-L-Rha, a-L-Man oder
a-L-Rha steht; W an den Glc-Rest Nr. 1 gebunden ist und fiir 3-D-Glc-(1-6)-a-D-Glc oder a-L-Rha steht; die
tiefgestellten Indices v und y fir 0, 0,33, 0,5, 0,67 oder 1 stehen kénnen, und wobei das reduzierende Ende
des Polymers in Richtung des X-Restes des Rlckgrats liegt, derart, dass das Rickgrat W und Z aus-
schlie®t, wenn v und y gleich 0 sind. Das Empfangerbakterium kann ein sphinganproduzierender Stamm
eines Sphingomonas sp.-Bakteriums gemaf der obigen Beschreibung sein.

[0025] Die vorliegende Erfindung umfasst ferner gentechnisch veranderte Sphingomonas-Bakterien, in die
die oben beschriebenen isolierten DNA-Segmente oder -Fragmente insertiert sind. Diese gentechnisch veran-
derten Bakterien enthalten mehrere Kopien von isolierten DNA-Segmenten oder -Fragmenten gemaR der vor-
liegenden Erfindung. Die gentechnisch veranderten Bakterien gemaf der vorliegenden Erfindung sind Hyper-
produzenten von Sphingan.

[0026] Die DNA-Fragmente gemaf der vorliegenden Erfindung kénnen durch Techniken, die ohne weiteres
einschlagig bekannt sind, isoliert, gewonnen und kloniert werden. Danach wird die DNA in Bakterien der Gat-
tung Sphingomonas in mehreren Kopien, generell als extrachromosomale oder Plasmid-DNA insertiert. Nach
der Insertion in die Zielbakterien wird die Produktion von Sphingan durch Fermentieren der gentechnisch ver-
anderten Bakterien unter den gleichen Bedingungen wie eine identische Konzentration von nicht-gentechnisch
veranderten, sphinganproduzierenden Bakterien des gleichen Stamms bestimmt. Hyperproduzenten werden
durch deren erhohte Sphinganproduktion, bezogen auf den nicht-gentechnisch veranderten, sphinganprodu-
zierenden Stamm bestimmt. DNA-Sequenzen zur Verstarkung der Produktion von Sphinganpolysaccharid von
tatsachlich jedem beliebigen Mitglied von sphinganproduzierenden Sphingomonas sp.-Bakterien kbnnen unter
Verwendung dieses Verfahrens ohne weiteres bestimmt werden.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0027] Eig. 1 ist eine Diagrammdarstellung der Restriktionsenzymspaltungsstellen eines DNA-Segments von
34 Kilobasennucleotideinheiten, das aus chromosomaler DNA des Sphingomonas-Stamms S88 (ATCC-Hin-
terlegungsnummer 31554) isoliert wurde. Eine Zahl der in Fig. 1 prasentierten DNA-Sequenzen wurde in
Sphingomonas-Bakterien insertiert und auf deren Fahigkeit zur Verstérkung der Sphinganproduktion unter-
sucht. Restriktionsstellen fir mehrere Enzyme sind ebenfalls in Fig. 1 (sowie den Fig. 2, Fig. 3, Fig. 8, Fig. 9
und Fiqg. 10) angegeben: B (BamHl), Bg (Bglll), E (EcoRI), H (Hindlll) und S (Sall). Die in Eig. 1 angegebene
spsB-Region entspricht der DNA-Sequenz, die fur das Protein SpsB codiert.

[0028] Fig. 2 ist eine Diagrammdarstellung von Restriktionsenzymspaltungsstellen eines DNA-Segments (et-
wa 28 Kilobaseeinheiten), das aus chromosomaler DNA des Sphingomonas-Stamms S60 (ATCC-Hinterle-
gungsnummer 31461) isoliert wurde. Restriktionsstellen fir diese DNA-Sequenz sind in Fig. 2 als die Stellen
B, E und H angegeben. Die sgeB-Region entspricht der DNA-Sequenz, die fur das Protein SgeB codiert.
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[0029] Fig. 3 ist eine Diagrammdarstellung von Restriktionsenzymstellen eines DNA-Segments (etwa 33 Ki-
lobaseeinheiten), das aus chromosomaler DNA des Sphingomonas-Stamms NW11 (ATCC-Hinterlegungs-
nummer 53272) isoliert wurde. Restriktionsstellen fiir diese DNA-Sequenz sind in Fig. 3 als die Stellen E, H,
B, Bg und S angegeben. Die snwB-Region entspricht der DNA-Sequenz, die fur das Protein SnwB codiert.

[0030] Fig. 4 ist eine Diagrammdarstellung der DNA-Sequenz, die dem etwa 1950 Basenpaare enthaltenden
spsB-Gen des Sphingomonas-Stamms S88 entspricht.

[0031] Fig. 5 ist eine Diagrammdarstellung einer abgeleiteten Aminosauresequenz des SpsB-Proteins des
Sphingomonas-Stamms S88.

[0032] Fig. 6 ist eine Diagrammdarstellung der chemischen Strukturen einer Zahl von Sphinganpolysaccha-
riden, die fur die durch die vorliegende Erfindung produzierten reprasentativ sind.

[0033] Fig. 7 ist eine Karte des Aufbaus der Plasmide pSEB24 und PSEB26, die detailliert in den Beispielen
6 und 12 der vorliegenden Anmeldung angegeben sind. Mcs1 ist eine multiple Klonierungsstelle, die die fol-
genden Restriktionsstellen (im Uhrzeigersinn, von oben): EcoRI, Smal, BamHI, Sall, Pstl, und Hindlll umfasst.
In ahnlicher Weise umfasst Mcs2 (im Uhrzeigersinn, von oben): Hindlll, Pstl, Sall, Xbal, BamHI, Smal, Sstl und
EcoRlI. OriT ist der Startpunkt der Konjugationstibertragung, OriV ist ein Replikationsursprung fiir einen breiten
Wirtsbereich und ori ist der Replikationsursprung von pUC12 und 13.

[0034] Fig. 8 ist eine Diagrammdarstellung der Restriktionsenzymspaltungsstellen eines DNA-Segments mit
34 Kilobasennucleotideinheiten, das aus chromosomaler DNA des Sphingomonas-Stamms S88 (ATCC-Hin-
terlegungsnummer 31554) isoliert wurde.

[0035] Die Restriktionsstellen fur mehrere Enzyme sind ebenfalls in Eig. 1 (sowie Eig. 2 und Eig. 3) angege-
ben: B (BamHI), Bg (Bglll), E (EcoRI), H (Hindlll) und S (Sall). Die spsB-Region, die in Eig. 8 (auch Eig. 1)
angegeben ist, entspricht der DNA-Sequenz, die flir das Protein SpsB codiert. Andere "sps"-Gene, die an der
Sphinganbiosynthese beteiligt sind, sind durch GroRbuchstaben angegeben: G, S, R, Q, |, K, L, J, F, D, C und
E. Die als rhsACBD bezeichneten Gene geben die Kartenposition der Gene an, die an der Synthese einer Vor-
stufe flr Sphingane: dTDP-(L)Rhamnose beteiligt sind. Die Gene 32, 26, 31 und 34 sind nicht-identifizierte of-
fene Translationsleseraster und die atrDB-Gene codieren fir eine Transportfunktion, die in keiner Beziehung
zur Sphingansynthese steht. "Sec" gibt ein zur Sekretion von Sphinganen bendétigtes Gen an und "Trase" gibt
ein Gen an, das fiir ein Enzym codiert, das einen Zucker von einer Nucleotidzuckervorstufe zu Sphingan wah-
rend des Zusammenbaus der Sphinganwiederholungseinheit Ubertragt.

[0036] Fig. 9 ist eine Diagrammdarstellung von Restriktionsenzymspaltungsstellen eines DNA-Segments (et-
wa 42 Kilobaseeinheiten), das aus chromosomaler DNA des Sphingomonas-Stamms S198 (ATCC-Hinterle-
gungsnummer 31853) isoliert wurde. Restriktionsstellen fur diese DNA-Sequenz sind in Eig. 9 als H (Hindlll)
und E (EcoRlI) angegeben. Die Reihenfolge von eng beabstandeten Stellen, die in Klammern eingeschlossen
sind, ist unbekannt. Die seitlichen Erstreckungen der Cosmidklone ¢2, ¢c3, c4, c5 und des Subklons L242 sind
als gestrichelte Linien angegeben. Die kastenférmige "B"-Region entspricht der DNA-Sequenz, die fiir das Pro-
tein codiert, das Mutanten in dem S88-Gen spsB komplementiert.

[0037] Fig. 10 ist eine Diagrammdarstellung von Restriktionsenzymspaltungsstellen eines DNA-Segments
(etwa 42 Kilobaseeinheiten), das aus chromosomaler DNA des Sphingomonas-Stamms S7 (ATCC-Hinterle-
gungsnummer 21423) isoliert wurde. Restriktionsstellen fur diese DNA-Sequenz sind in Fig. 10 als H (Hindlll),
E (EcoRlI) und B (BamHI) angegeben. Die seitlichen Erstreckungen der Cosmidklone c1, c2, ¢3 und ¢6 sind
als gestrichelte Linien angegeben. Die Klone c2 und c¢3 erstrecken sich ber die rechts in Fig. 10 angegebene
Region hinaus. In ahnlicher Weise erstreckt sich der Klon c6 nach links. Die kastenférmige "B"-Region ent-
spricht der DNA-Sequenz, die fur das Protein codiert, das Mutanten in dem S88-Gen spsB komplementiert.

[0038] Fig. 11 ist eine Diagrammdarstellung des Genclusters zur Sphingan-S-88-Synthese. In der Mitte der
Karte befinden sich die Gennamen, -grenzen, vorgeschlagenen Funktionen und Nucleotidpositionen von Re-
striktionsenzymspaltungsstellen (B, BamHI; E, EcoRlI; und H, HindlIl). Klonierte Fragmente (c1A3, c2, ¢3, ¢4,
¢5 und c6), subklonierte Segmente (benannt nach dem verwendeten Restriktionsenzym und der ndherungs-
weisen Lange in kbp) und Deletionen, die in dem S88-Chromosom erzeugt wurden, (jede Linie steht fur das
Vorhandensein von DNA) sind unter der Genkarte angegeben. Nach oben sind die Namen und Positionen von
spontanen Sps~ Mutationen, Sps(+)- oder (-)-Komplementierungsergebnisse und die Sps-Phanotypen, die
durch spezifische Insertionsmutationen in Plasmiden und dem S88-Chromosom verursacht werden, angege-
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ben. Die mini-Tn10kan-Insertionen pZ167, pZ168, pZ180, pZ202 und pZ206 befanden sich in dem c2-Seg-
ment, das in das Plasmid pRK311 kloniert und in einen der zwei Deletionsstamme: ATn493 oder ATn495 ein-
gefuhrt war. In dhnlicher Weise waren alle anderen Plasmidinsertionen in dem ¢3-Segment und in die Deleti-
onsstdmme ATn358 und 365 eingeflhrt. Die Positionsgenauigkeit fir die mini-Tn10kan-Insertionen betragt +
50 bp, bezogen auf die sequenzierten Restriktionsstellen, wahrend die graphische Genauigkeit + 100 bp ist.

[0039] Fig. 12 zeigt das Alignment der abgeleiteten Aminosauresequenzen von SpsB und Glycosyl-IP-Trans-
ferasen. Die Zahlen rechts sind Restenummern fiir die duRerste rechte Aminosaure auf jeder Zeile. In jedem
Zeilensatz befinden sich die Galactosyl-IP-Transferasen unmittelbar Gber der Sequenz fir SpsB und die Glu-
cosyl-IP-Transferasen darunter. Die Genprodukte sind rechts angegeben: ExoYn, Rhizobium sp. NGR234
(Gray et al., 1990, J. Bacteriol. 172: 193); CpsD, S. agalactiae (Rubens et al., 1993, Mol. Microbiol., 8: 843);
RfbP, S. enterica LT2 (Jiang et al., 1991, Mol. Microbiol., 5: 695); GumD, X. campestris B1459S-4L (Capage
et al.,, 1987, internationales Patent WO/05938); Pss4, R. leguminosarum bv. viciae-Stamm VF39 (Gen-
Bank-Hinterlegungsnummer M93042); und Pss2, R. leguminosarum bv. phaseoli (Borthakur et al., 1988, Mol.
Gen. Genet., 213: 155). Symbole: | gibt identische Aminosauren fir SpsB und Galactosyl- oder Gluco-
syl-IP-Transferasen dariiber bzw. darunter an;: gibt eine konservative Aminosauresubstitution auf der Basis
der folgenden Gruppen verwandter Aminosauren an: IFVWML, ST, QNED und HKR. Unterstrichene Sequen-
zen sind fortlaufende Segmente von etwa 20 hydrophoben Aminosauren.

[0040] Fig. 13 zeigt die Alignments der rhsA-, B-, C- und D-Genprodukte und der dTDP-L-Rhamnose-Biosyn-
theseenzyme von S. enterica (Jiiang et al., 1991, Molecular Microbiology, 5: 695-713) und X. campestris
(Koéplin et al., 1993, J. Bacteriol., 175: 7786-7792) an. Die Symbole sind die gleichen wie in Fig. 12.

[0041] Fig. 14 ist eine Diagrammdarstellung der gesamten DNA-Sequenz des DNA-Segments, das aus chro-
mosomaler DNA des Sphingomonas-Stamms S88 (ATCC-Hinterlegungsnummer 31554) isoliert wurde, das
der in der Restriktionskarte von Fig. 8 angegebenen Nucleotidsequenz (von Basenpaar 0 bis Basenpaar
28.800) entspricht.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

[0042] Die im Folgenden angegebenen Ausdricke sollen durchgangig in der Beschreibung in Verbindung mit

der vorliegenden Erfindung verwendet werden und haben die angegebene Bedeutung:
1. Der Ausdruck "Sphingan" wird in der gesamten Beschreibung derart verwendet, dass er eine Zahl ver-
wandter, jedoch deutlich verschiedener Exopolysaccharide, die durch Mitglieder der Gattung Sphingomo-
nas sezerniert werden, bezeichnet (Pollock, J. Gen. Microbiology 139: 1939-1945, 1993). Die Strukturen
der Sphingane sind alle irgendwie verwandt. Die Hauptkette jedes Sphingans besteht aus einer verwandten
Sequenz von vier Zuckern — D-Glucose, D-Glucuronséaure, L-Mannose und L-Rhamnose. Polysaccharid-
mitglieder der Sphingangruppe sind voneinander aufgrund der Kohlehydrate, die das Polymerriickgrat und
die Seitenketten umfassen, unterscheidbar. Die Sphinganpolysaccharide kdnnen Kohlehydratseitenketten
und an Kohlehydrate am Polymerriickgrat befestigte Acetyl- oder Pyruvylgruppen enthalten. Siehe Mikola-
jczak et al., Appl. and Env. Microbiol., 60: 402, (1994). Die Diagrammdarstellung der chemischen Strukturen
verschiedener Sphingane, die unter Verwendung der DNA-Segmente und -Fragmente und der allgemeinen
Verfahren gemalf} der vorliegenden Erfindung produziert werden, sind generell in Fig. 6 angegeben. Die
Strukturen der Sphingane Gellan (S-60), Welan (S-130), Rhamsan (S-194), S-88, NW-11, S-198 und S-657
sind generell in Fig. 6 angegeben.

[0043] Typischerweise kdnnen Mitglieder der Sphingan-Polysaccharidfamilie durch die folgende allgemeine
chemische Wiederholungsstruktur dargestellt werden:

1 2
~3)-B-D-Glc-(1-4) -B-D-GlcA- (1-4) -B-D-Glc- (1-4) ~a-L-X- (1-
[W]v [z]y

worin Glc fir Glucose steht; GIcA fur Glucuronsaure steht, Rha fir Rhamnose steht, Man fir Mannose steht;
X fur Rha oder Man steht; Z an den Glc-Rest 2 gebunden ist und fir a-L-Rha-(1-6)-a-L-Rha, a-L-Man oder
a-L-Rha steht; W an den Glc-Rest 1 gebunden ist und fiir $-D-Glc-(1-6)-a-D-Glc oder a-L-Rha stehen kann;
die tiefgestellten Indices v und y fiir 0, 0,33, 0,5, 0,67 oder 1 stehen kdnnen und wobei das reduzierende Ende
des Polymers in Richtung des X-Restes des Rulckgrats liegt. Der hierin verwendete Ausdruck "Rickgrat" oder
"Hauptkette" bezeichnet den Teil der Struktur, der die Ketten W und Z ausschlief3t, d. h., wenn v und y gleich
0 sind. Das "reduzierende Ende des Polymers" ist das Ende des Polymers, an das Zuckereinheiten wahrend
der Biopolymerisation addiert werden.
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[0044] Einige Mitglieder der Sphinganpolysaccharidfamilie sind an verschiedenen Positionen acetyliert. Je-
doch kénnen die Polysaccharide einer chemischen Deacylierung auf herkdmmliche Weise zur Entfernung der
Acylgruppen unterzogen werden. Beispielsweise weist Gellan das gleiche Kohlehydratgertist wie Welan (d. h.
X = Rha) auf, doch fehlt ihm der Seitenkettenzucker (d. h. v =0 und y = 0) und der Glucoserest 1 ist vollstandig
mit Glycerat substituiert. Die Gellanuntereinheitenstruktur ist ebenfalls am Glucoserest 1 partiell acetyliert.
2. Der Ausdruck "Sphingomonas" wird in der gesamten Beschreibung derart verwendet, dass er Stdmme
von gramnegativen Bakterien der Gattung Sphingomonas, die Exopolysaccharide oder Sphingane produ-
zieren, wie oben beschrieben, bezeichnet. Eine Zahl gramnegativer Bakterien der Gattung Sphingomonas
kann in der vorliegenden Erfindung entweder als Quelle fur isolierte DNA-Sequenzen, die in andere Stam-
me sphinganproduzierender Bakterien (vorzugsweise gramnegative Bakterien der Gattung Sphingomonas)
reinsertiert werden kénnen, wobei Sphinganhyperproduzenten geman der vorliegenden Erfindung gebildet
werden, oder als Zielbakterium zur Insertion von exogenen DNA-Sequenzen, wobei Sphinganhyperprodu-
zenten gebildet werden, verwendet werden.

[0045] Die sphinganproduzierende Familie gramnegativer Bakterien wurde 1993 zum ersten Mal als zur Gat-
tung Sphingomonas gehdérend identifiziert. Siehe Pollock, J. Gen. Microb., 139, 1939 (1993). Es wurde noch
nicht genau festgestellt, zu welcher Art die einzelnen Stamme gehdren. Die den sphinganproduzierenden
Stammen von Sphingomonas nachstliegende Art scheint Sphingomonas paucimobilis zu sein. Jedoch ist es
verfriht, diese Stamme als zu dieser Art gehdérend zu bezeichnen, bevor nicht eine detaillierte und endgtiltige
taxonomische Analyse verfligbar ist. Es ist anzumerken, dass die Sphinganproduzenten der Gattung Sphingo-
monas zunachst in mehreren unterschiedlichen Gattungen klassifiziert wurden.

[0046] Die derzeit bekannten Arten von Sphingomonas umfassen S. paucimobilis, S. parapaucimobilis, S. ad-

haesiva, S. capsulata und S. yanoikuyae. Siehe Yabuuchi et al., Microbiol. Immunol., 34, 99 (1990). Friiher

wurden diese Sphingomonas-Arten falschlich der Gattung Pseudomonas zugeordnet.
3. Die Ausdriicke "Spender" und "Empfanger" werden jeweils zur Beschreibung von Bakterien verwendet,
aus denen DNA-Sequenzen entnommen werden und in die DNA-Sequenzen insertiert oder eingebaut wer-
den.
4. Der Ausdruck "Stamm" oder "Sphingomonas-Stamm" wird zur Beschreibung von gramnegativen Bakte-
rien der Gattung Sphingomonas, die ein spezielles Sphingan-Exopolysaccharid (auf der Basis der chemi-
schen Struktur) produzieren, verwendet. Der Einfachheit halber werden die sphinganproduzierenden Stam-
me von Sphingomonas durch das durch diesen Stamm produzierte Sphinganpolysaccharid bezeichnet.
Beispielsweise produziert der Sphingomonas-Stamm 588 das Sphinganpolysaccharid S88, der Sphingo-
monas-Stamm S60 das Sphinganpolysaccharid S-60 (Gellan) und dergleichen. Die Sphingomonas-Stam-
me S88 (ATCC-Nr. 31554), S60 (ATCC-Nr. 31461), NW11 (ATCC-Nr. 53272), S130 (ATCC-Nr. 3155), S194
(ATCC-Nr. 31691), S198 (ATCC-Nr. 31853), S657 (ATCC-Nr. 53159) und S7 (ATCC-Nr. 21423) sind unter
anderem reprasentative Stamme, die in der vorliegenden Erfindung verwendbar sind.
5. Der Ausdruck "Hyperproduzent" wird in der gesamten Beschreibung zur Beschreibung von gentechnisch
veranderten Bakterien verwendet, die mehrere Kopien von DNA-Segmenten oder -Fragmenten enthalten,
die aus dem gleichen Stamm oder einem unterschiedlichen Stamm sphinganproduzierender Bakterien iso-
liert wurden, die eine signifikant grofRere Menge (mindestens etwa 5% oder mehr auf Gewichtsbasis) an
Sphinganpolysaccharid im Vergleich zu nicht gentechnisch veranderten oder Bakterien des Wildtyps des
gleichen Stamms wie die gentechnisch veranderten Bakterien, die unter identischen oder im Wesentlichen
identischen Fermentierungsbedingungen fermentiert werden, produzieren.
6. Der Ausdruck "isoliert" wird zur Beschreibung von DNA verwendet, die aus einem Mikroorganismus ent-
fernt und mindestens einem gewissen Reinigungsgrad, d. h. einer oder mehreren Reinigungsstufen, unter-
zogen wurde. Vorzugsweise wird isolierte DNA in im Wesentlichen reiner Form, d. h. in einer Form, die nur
geringe Mengen an kontaminierendem Material enthalt, das die Fahigkeit flr isolierte DNA, durch Restrik-
tionsenzyme fragmentiert oder segmentiert zu werden, in mehrere Kopien kloniert oder in Plasmidvektoren
insertiert oder in anderer Weise in Bakterien insertiert oder eingearbeitet zu werden, nicht beeinflusst, her-
gestellt.
7. Der Ausdruck "DNA" oder "chromosomale DNA", der in der gesamten Beschreibung in Bezug auf die aus
Sphingomonas isolierte DNA verwendet wird, beschreibt DNA, die in den Chromosomen oder endogenen
Plasmiden von Sphingomonas sp., generell vor einer Isolierung aus dem Mikroorganismus gefunden wird.
8. Der Ausdruck "Sequenz" wird zur Beschreibung eines speziellen Segments von DNA verwendet, das
entweder durch dessen Nucleotideinheiten oder dessen Muster von Stellen zur Restriktionsenzymspaltung
identifiziert wird, generell aus DNA eines sphinganproduzierenden Bakteriums der Gattung Sphingomonas
unter Verwendung von Restriktionsenzymen isoliert wird, wobei die erhaltene DNA-Sequenz in ein Bakte-
rium zur Bildung eines Hyperproduzenten insertiert oder alternativ einer weiteren Restriktion zur Bildung
von gegeniber dieser Sequenz kleineren kleinen Teilen oder Fragmenten von DNA unterzogen wird. Der
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Ausdruck "Teile" oder "Fragmente" wird zur Beschreibung von DNA-Sequenzen verwendet, die generell
kleiner als DNA-Segmente sind. Bevorzugte DNA-Segmente zur Verwendung in der vorliegenden Erfin-
dung sind solche, die fur Glycosyltransferasen (Glucosyl-, Galactosyl-, Rhamnosyl- und Glucuronosyltrans-
ferasen), Glycosyl-IP-Transferasen (die unter anderem Glucosyl-IP-Transferase-, Galactosyl-IP-Transfera-
seenzyme umfassen), ein Rhamnoseoperon (Synthese einer Rhamnosevorstufe zur Einarbeitung in be-
stimmte rhamnosehaltige Sphingane) und verschiedene Proteine, die an der Sekretion von Polysacchari-
den aus Bakterien beteiligt sind, codieren.

9. Die Ausdriicke "insertiert", "Insertieren”, "eingearbeitet" oder "Einarbeiten" werden in der gesamten Be-
schreibung verwendet, um das Verfahren und das Ergebnis der Ubertragung von DNA-Segmenten, die aus
der chromosomalen DNA eines sphinganproduzierenden Sphingomonas-Stamms isoliert wurden, in den
gleichen oder einen unterschiedlichen aufnehmenden, sphinganproduzierenden Sphingomonas-Stamm zu
beschreiben. Das Ergebnis ist ein Hyperproduzentenstamm, der mindestens zwei Kopien von mindestens
einem wesentlichen Teil des tbertragenen DNA-Segments enthalt.

[0047] Beispielsweise kann isolierte DNA zunachst in Plasmidvektoren, beispielsweise unter zahlreichen an-
deren pRK311 oder pSEB24, durch einschlagig bekannte Techniken eingefiihrt, kloniert und dann durch Kon-
jugation in ein Sphingomonas-Empfangerbakterium tbertragen werden. Nach der Insertion in ein Sphingomo-
nas-Empfangerbakterium repliziert der das relevante DNA-Fragment enthaltende Plasmidvektor dann in der
Empfangerzelle unter Bildung von mehreren (mindestens 2 und Ublicherweise 4-20) Kopien des DNA-Seg-
ments, das zur Hyperproduktion von Sphinganpolysaccharid notwendig ist. Zusatzlich zu Plasmidvektoren
kénnen auch Bakteriophagenvektoren und Transposonvektoren verwendet werden.

[0048] Eine Zahl von Plasmidvektoren ist zur Verwendung zur Insertion von isolierten DNA-Segmenten oder
-Fragmenten in Empfangerbakterien geeignet. Zusatzlich zu den Plasmiden pRK311 und pSEB24, die oben
beschrieben sind, sind auch die im Folgenden angegebenen Plasmide unter anderen verwendbar: Plasmide
mit breitem Wirtsbereich der Inkompatibilitatsgruppe P-1, wie RK2 und Derivate derselben, wie pRK290,
pRK293, pRK404 (Ditta et al., Plasmid, Band 13, S. 149-153) und andere Derivate, die das oriT-Gen enthalten,
von dem Plasmid RP4, das eine Plasmidmobilisierung ermdglicht, wie pSUP101 (siehe Simon et al., Bio/tech-
nology, November, 1983) sowie die Plasmide pLAFR1 und pLAFR3 (Friedman et al., Gene, 18, 289, 1982),
und die Plasmide mit breitem Wirtsbereich der Inkompatibilitdtsgruppe Inc-Q, wie RSF1010 und Derivate der-
selben, wie pMMB22 und pMMBG66 (Furste et al., Gene, 48, 119, 1986).

[0049] Die Verwendung von Konjugation zur Ubertragung der Plasmidvektoren in Empfangerbakterien ist ge-
nerell wirksam. Bei anderen Bakteriengattungen ist es Ublicher, die Transformation kompetenter Zellen mit ge-
reinigter DNA zu verwenden.

[0050] Elektroporation wurde ebenfalls bei Sphingomonas zur Einfiihrung von DNA-Fragmenten oder Plas-
miden in die Bakterien verwendet (siehe 1992, Monteiro et al., J. of App. Bacteriol., 72, 423). Unter Verwen-
dung dieses Verfahrens, ist es moglich, zwei oder mehrere Zellkopien isolierter DNA-Segmente oder -Frag-
mente in Sphingomonas-Empfangerbakterien durch einfache Zugabe isolierter DNA zu dem Bakterium und
dann Erreichen einer Ubertragung (iber die Zellmembran unter Verwendung des Elektroporationsverfahrens
einzuarbeiten.

[0051] Monteiro et al., aa0, beschreiben die Elektroporation als Mittel zur Einfiihrung von DNA in Sphingomo-
nas. Elektroporation ist funktional das Gleiche wie die Transformation von chemisch behandelten kompetenten
Zellen, beispielsweise nach einer Behandlung von Zellen mit Calciumchlorid- oder Rubidiumsalzen. Die zu
transformierende DNA wird durch Standardverfahren gereinigt und kann in Plasmidform vorliegen oder auch
nicht. Eine Transformation ist jedoch Ublicherweise am wirksamsten, wenn die DNA doppelstréangig und ge-
schlossen zirkular ist. Daher ist es nicht notwendig, das Konjugationsverfahren der Einflihrung von DNA in
Sphingomonas zu verwenden. Noch ist es notwendig, dass die klonierten Segmente in ein Plasmid, einen Bak-
teriophagen oder Transposonvektor insertiert sind. Vorzugsweise werden jedoch zunachst isolierte DNA in
Plasmidvektoren eingefiihrt und dann die Plasmide, die die isolierten DNA-Fragmente enthalten, in die Bakte-
rien zu Ubertragen.

[0052] Das Halten der DNA-Segmente auf Plasmiden oder anderen Vektoren, wie Bakteriophagen- oder
Transposonvektoren, in dem Empfanger Sphingomonas ist nicht notwendig. Es ist Routine, zusatzliche Kopien
eines DNA-Segments in bakterielle DNA so einzufihren, dass die Segmente in jeder Generation durch den
gleichen Mechanismus, der die bakterielle DNA repliziert, repliziert werden. Der folgende Beispielabschnitt ent-
halt zwei Beispiele, die Verfahren zur Einfliihrung zusatzlicher Kopien von DNA in die bakterielle DNA derart,
dass die Segmente in jeder Generation durch den gleichen Mechanismus, der die bakterielle DNA repliziert,
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repliziert werden, detailliert angeben.
10. Der Ausdruck "mehrere Kopien" wird in der gesamten Beschreibung derart verwendet, dass er exogene
DNA-Sequenzen, -Fragmente oder -Segmente (mindestens wesentliche Teile der DNA) beschreibt, die in
Sphingomonas-Bakterien in mindestens zwei und vorzugsweise mindestens vier Kopien eingearbeitet sind.
Noch besser liegt die Zahl von Kopien einer DNA-Sequenz, eines DNA-Fragments oder -Segments, die in
ein Bakterium der Gattung Sphingomonas insertiert sind, schlieRlich im Bereich von etwa 4 bis etwa 20. Es
ist anzumerken, dass in bestimmten Fallen eine DNA-Sequenz in einen einzigen Plasmidvektor eingebaut
werden kann, in das Sphingomonas-Bakterium durch Konjugation Gibertragen werden kann und das Plas-
mid in der Empfangerzelle replizieren kann, wobei zwei oder mehrere Kopien der DNA-Sequenz, des
DNA-Segments oder -Fragments bereitgestellt werden.
11. Der Ausdruck "Biosynthese" wird in der gesamten Beschreibung derart verwendet, dass er die biologi-
sche Produktion oder Synthese von Sphingan durch Sphingomonas-Bakterien beschreibt. Sphinganpoly-
saccharide werden aus individuellen Kohlehydrateinheiten in einer Reihe von Stufen, die durch eine Zahl
von Enzymen der Bakterien gesteuert werden, synthetisiert.
12. Der Ausdruck "gentechnisch verandert" wird in der gesamten Beschreibung derart verwendet, dass er
die Sphingomonas-Empfangerbakterien beschreibt, in die exogene DNA, vorzugsweise als mehrere Kopi-
en, eingearbeitet ist. Gentechnisch veranderte Bakterien gemaR der vorliegenden Erfindung sind Hyperpro-
duzenten von Sphinganpolysaccharid.
13. Der Ausdruck "mit Codierung fiir genetische Information" wird in der gesamten Beschreibung derart ver-
wendet, dass er DNA-Sequenzen beschreibt, die genetische Information in Form einer speziellen Reihen-
folge von Nucleotideinheiten enthalten. Die genetische Information in der DNA-Sequenz (beliebiger Lange)
wird als "vorteilhaft oder wesentlich" fur die Biosynthese von Sphingan in Sphingomonas-Bakterien erach-
tet, wenn sie in mehreren Kopien in einem gentechnisch veranderten Bakterium die Sphinganproduktion
durch die gentechnisch veranderten Bakterien verstarkt. Der Ausdruck "vorteilhaft oder wesentlich" wird zur
Beschreibung von DNA verwendet, die aus Sphingomonas-Bakterien isoliert wurde und eine genetische In-
formation codiert, die bei Einarbeitung in mehreren Kopien in ein Sphingomonas-Bakterium dieses Bakte-
rium in einen Hyperproduzenten von Sphinganpolysaccharid transformiert. Vorteilhafte oder wesentliche
DNA zur Verwendung in der vorliegenden Erfindung kann ein oder mehrere Gene oder Operons zur Bio-
synthese von Glycosyltransferasen, beispielsweise unter anderen Glucosyl-IP-Transferase, Galatoco-
syl-IP-Transferase; zur Biosynthese von Zuckersynthonen wie Rhamnose, Mannose, Glucose, Galactose,
sowie substituierten Synthonen dieser Zucker, beispielsweise unter anderen dTDP-L-Rhamnose; zur Bio-
synthese von Enzymen, die an der Polymerisation von Zuckersynthonen unter Bildung von Sphingan be-
teiligt sind, beispielsweise Polymerasen, und zur Sekretion von Polysaccharid aus der intakten Zellstruktur
unter anderen enthalten.
14. Der Ausdruck "Komplementierung zwischen Stammen" wird zur Beschreibung des Einbaus von Sphin-
gomonas-DNA-Sequenzen, -Segmenten oder -Fragmenten, die aus einem ersten und unterschiedlichem
Stamm von Sphingomonas isoliert wurden, in einen zweiten Stamm verwendet. Ein unerwarteter Aspekt
der vorliegenden Erfindung ist die Entdeckung, dass DNA-Fragmente von verschiedenen Stammen von
Sphingomonas als mehrere Kopien in andere Stamme von Sphingomonas unter Bildung von Hyperprodu-
zenten von Sphinganpolysaccharid eingearbeitet werden konnen. Die in der vorliegenden Erfindung ver-
wendbaren DNA-Fragmente zeigen auch intergenerische Komplementierung (beispielsweise zur Verstar-
kung der Xanthanproduktion in Xanthomonas campestris).
15. Der Ausdruck "Synthon" wird zur Beschreibung eines Zuckers oder einer Zuckereinheit verwendet, die
wahrend der Biosynthese von Sphinganen durch Bakterien gemaf der vorliegenden Erfindung polymeri-
siert werden. Synthone umfassen Zuckerkomponenten, die Bauteile oder -einheiten der Sphinganpolysac-
charide umfassen und zur Biosynthese von Sphinganen verwendet werden, beispielsweise Glucose, Ga-
lactose, Rhamnose, Mannose, andere Zuckersynthone, die acetylierte und acylierte Zucker und verwandte
Vorstufen umfassen.
16. Der Ausdruck "Rhamnoseoperon” wird zur Beschreibung einer DNA-Sequenz mit Codierung fir ein
Gen oder Operon verwendet, das an der Biosynthese von Rhamnose oder Rhamnosesynthonen (wie
dTDP-L-Rhamnose) beteiligt ist, die bei der Biosynthese von bestimmten Sphinganpolysacchariden geman
der vorliegenden Erfindung verwendet werden.

[0053] Die vorliegende Erfindung betrifft die Entdeckung, dass DNA-Sequenzen, die die Sequenz eines Gens
mit Codierung fiir das Protein SpsB von ATCC31554, SnwB von ATCC53272 oder SgeB von ATCC31461 um-
fassen, die aus den definierten sphinganproduzierenden Sphingomonas-Spenderbakterien erhalten wurden
und als mehrere Kopien in den gleichen Stamm oder einen unterschiedlichen Stamm von Sphingomo-
nas-Empfangerbakterien eingearbeitet wurden, die Sphingomonas-Empfangerbakterien in einen Hyperprodu-
zenten von Sphinganpolysaccharid transformieren. Es wurde ferner entdeckt, dass auch wenn die DNA-Se-
quenz aus Bakterien, die einen Typ eines Sphinganpolysaccharids produzieren, isoliert ist, diese Sequenz als
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mehrere Kopien in einen unterschiedlichen Stamm von Sphingomonas-Bakterien eingearbeitet werden kann
und einen Hyperproduzenten dieses unterschiedlichen Stamms ohne Kontamination der Sphinganpolysaccha-
rideigenschaften der Spenderbakterien ergibt.

[0054] Die relevante DNA-Sequenz, die in die Empfangerbakterien eingearbeitet wird, codiert eine geneti-
sche Information, die flr die Biosynthese eines Sphinganpolysaccharids vorteilhaft oder wesentlich ist. Bei-
spielsweise kann die vorteilhafte oder wesentliche genetische Information fir die Biosynthese von Sphingan
durch die Bakterien auf eine beliebige Zahl von Wegen verantwortlich sein oder an dieser beteiligt sein. Die
exogene DNA kann eine vorteilhafte Wirkung auf die Biosynthese von Sphingan durch beispielsweise Expres-
sion der Synthese von Enzymen oder anderen Proteinen, die an einem geschwindigkeitsbestimmenden enzy-
matischen Schritt beteiligt sind, durch Induzieren der Synthese eines Enzyms, Kofaktors oder einer anderen
biochemischen Komponente, die zu einer erhdhten Produktion von Polysaccharid fuhrt, durch Erhdhen der
Produktion eines Enzyms, wie Polymerase, die die Verkniipfung von Untereinheiten des Polysaccharids unter-
stutzt, durch Bindung an ein oder mehrere Repressorgene, durch Unterstiitzen der Sekretion des Polysaccha-
rids aus den Bakterien und Verhindern der Expression eines Repressors, der normalerweise die Bildung von
geschwindigkeitsbestimmenden Schritten in der Biosynthese des Polysaccharids hemmt, zeigen.

[0055] Die relevanten DNA-Sequenzen werden aus Stammen von Sphingomonas unter Verwendung von
Techniken und Verfahren, die Standard auf diesem Gebiet sind, isoliert. Die Bakterien werden generell kultiviert
(Standardfermentationsverfahren mit einer Glucosekonzentration unter etwa 0,5%, vorzugsweise etwa 0,1%
bis etwa 0,2%, gemaR der folgenden detaillierten Beschreibung), wobei eine hohe Konzentration von Bakterien
enthaltende Briihe produziert wird. Die Bakterienzellen werden dann zentrifugiert und zur DNA-Extraktion re-
suspendiert. Die DNA kann aus den Bakterien durch zunachst Entfernen der Proteine aus dem Gemisch und
dann Ausfallen der DNA mit hohem Molekulargewicht mit Ethanol oder Isopropanol extrahiert werden. Siehe
Birnboim und Doly, Nucl. Acids Res., 7, 1513 (1979).

[0056] Nach der Ausfallung, die oben beschrieben ist, werden die isolierten DNA-Segmente oder -Fragmente
generell zur Bildung von DNA zur Insertion in Empfanger-Sphingomonas kloniert. Beispielsweise werden die
DNA-Sequenzen mit hohem Molekulargewicht von oben partiell mit einem Restriktionsenzym (beispielsweise
Sall-Enzym) verdaut und unter Verwendung von Standardverfahren einer Elektrophorese unterzogen. Siehe
Loftus et al., BioTechniques, 12, 172 (1992). Nach der Elektrophorese werden die grofleren DNA-Fragmente
(20 kbp und gréRer) weiter gereinigt (Extraktion und Fallung).

[0057] Die aus den Bakterien isolierten DNA-Fragmente werden danach direkt in Klonierungsvektoren (gene-
rell Plasmide) zur Klonierung der DNA insertiert oder alternativ des weiteren Restriktionsenzymen unterworfen,
um kleinere DNA-Fragmente zu produzieren, die in Klonierungsvektoren insertiert werden. Die Klonierung von
DNA in der vorliegenden Erfindung beruht auf allgemeinen Techniken und Verfahren, die auf diesem Gebiet
Standard sind. Es ist anzumerken, dass eine beliebige Zahl von Verfahren zur Klonierung der DNA-Segmente
gemalf der vorliegenden Erfindung verwendet werden kann und die vorliegende Erfindung beispielsweise nicht
auf die Verwendung von Plasmid-Klonierungsvektoren beschrankt ist. Beispielsweise kénnen die DNA-Frag-
mente durch Insertion in einen Bakteriophagenvektor, beispielsweise Charon 4A, EMBL3 (siehe Rodriguez
und Denhardt, Vektors, Kapitel 2, S. 43, 1988, Butterworth Publishers, Boston) oder P1 (1990, Sternberg, Proc.
Natl. Acad. Sci., USA 87, 103-107) kloniert werden.

[0058] Wie detailliert in den folgenden Beispielen 1 und 12 beschrieben ist, werden die DNA-Fragmente zu-
nachst zur Insertion in einen Klonierungsvektor vorbereitet. Eine beliebige Zahl von Klonierungsvektoren zur
Bildung von DNA-Segmenten oder -Fragmenten gemag der vorliegenden Erfindung kann verwendet werden.
In der vorliegenden Erfindung wurde es jedoch als vorteilhaft ermittelt, die DNA-Segmente oder -Fragmente in
den gleichen Plasmidvektor zu klonieren, der zur Insertion von exogener DNA in ein Empfangerbakterium
durch Konjugation verwendet wird. Es ist jedoch mdglich, einen Klonierungsvektor (Plasmid- oder anderer Vek-
tor) zu verwenden, der nicht als Vektor zur Konjugation in ein Empfangerbakterium verwendet werden soll, ins-
besondere wenn ein Transformationsverfahren zur Insertion der DNA in das Empfangerbakterien verwendet
werden soll.

[0059] Nach der Insertion in einen Klonierungsvektor wird der die isolierte DNA enthaltende Vektor in einen
Bakteriophagen gepackt, durch einen Transfektionsprozess in ein Bakterium (generell E. coli) Gbertragen und
in den transfizierten Bakterien repliziert. Die erhaltenen Kolonien von Bakterienzellen, die klonierte DNA ent-
halten, werden gepoolt und aufbewahrt oder direkt verwendet.

[0060] Die klonierte DNA wird danach gescreent, um die relative Wirksamkeit eines DNA-Fragments zur Ver-
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starkung der Produktion von Sphingan in Sphingomonas zu bestimmen. Bei dem Screeningverfahren wird die
DNA in einem entsprechenden Vektor dann in einem Empfangerstamm von Sphingomonas durch Konjugation
insertiert (beispielsweise Tri-parental Mating, gemaf der Beschreibung bei Ditta et al., Proc. Natl. Acad. Sci.,
USA, 77, 7347 (1980)), wobei das erhaltene, gentechnisch veranderte Bakterium, das die DNA in mehreren
Kopien enthalt, und dessen Sphinganproduktion dann zur Bestimmung der Aktivitat getestet wird.

[0061] Die DNA-Segmente oder -Fragmente, fir die bestimmt wurde, dass sie die Sphinganproduktion ver-
starken, werden dann in einen Sphingomonas-Empfangerstamm Ubertragen, wobei ein Hyperproduzenten-
stamm gebildet wird, der mindestens zwei Kopien von mindestens einem wesentlichen Teil des lbertragenen
DNA-Segments, wie friher beschrieben wurde, enthalt.

[0062] Ein bevorzugtes Screeningverfahren wurde zur Verwendung in der vorliegenden Erfindung entwickelt.
Bei diesem Verfahren wird DNA auf das Vorhandensein von Genen, die fiir eine Sphingansynthese vorteilhaft
oder wesentlich sind, durch Insertion der DNA in einen nicht-produzierenden Empfangerstamm von Sphingo-
monas gescreent. Bei diesem Screeningverfahren wird eine nicht-produzierende Mutante (beispielsweise Sps~
Bac' des Stamms S88), die von einem sphinganproduzierenden Stamm von Sphingomonas abgeleitet ist, gen-
technisch derart verandert, dass sie mehrere Kopien der zu screenenden DNA enthalt. Nach Zichten der gen-
technisch veranderten, nicht-produzierenden Mutante auf Nahragaragarplatten, die 1-3% Glucose enthalten,
und Vergleichen des Auftretens von Kolonien durch die gentechnisch veranderten Bakterien mit einer
nicht-produzierenden Mutante von Sphingomonas-Bakterien, die unter identischen Bedingungen gezichtet
wurden, kann eine optische Bestimmung im Hinblick auf die Fahigkeit dieser DNA, die Synthese von Sphingan
in Sphingomonas-Bakterien zu bewirken, generell erfolgen.

[0063] Die Bestimmung der Fahigkeit eines DNA-Segments oder -Fragments, die Sphinganproduktionsakti-
vitat zu verstarken, beruht generell auf dem problemlosen Feststellen phanotypischer Unterschiede, die zwi-
schen sphinganproduzierenden Bakterien und nicht-sphinganproduzierenden Mutanten auf Kulturplatten exis-
tieren. Beispielsweise sind sphinganproduzierenden Sphingomonas-Stamme Mucoidproduzenten, die haufig
zu einer Koloniebildung fiihren kénnen, die durch einfache optische Inspektion leicht unterschieden wird (bei-
spielsweise stehende runde Kolonien, die von einem breiten Ring umgeben sind, fir Sphinganproduzenten ge-
genuber flachen, grob durchscheinenden Kolonien fiir Nichtproduzenten).

[0064] In bestimmten Fallen kann, wie im folgenden Beispiel 2 detaillierter beschrieben ist, wenn die phano-
typischen Unterschiede zwischen sphinganproduzierenden Bakterien und nicht-sphinganproduzierenden Bak-
terien in einem Sphingomonas-Stamm nicht leicht oder ohne weiteres erkennbar sind, dass Screeningverfah-
ren derart modifiziert werden, dass auf eine Aktivitat der relevanten DNA in Bakterien gescreent wird, wobei
denen die phanotypischen Unterschiede zwischen Produzenten und Nichtproduzenten durch optische Inspek-
tion einfacher erkennbar sind. Dieser Aspekt der vorliegenden Erfindung nutzt die Tatsache, dass in der vor-
liegenden Erfindung verwendbare DNA-Fragmente Komplementierungen zwischen Stammen und intergene-
rische Komplementierung zeigen und in mehreren Kopien die Sphinganproduktion in tatsachlich allen Sphin-
gomonas-Stammen verstarken.

[0065] DNA-Segmente oder -Fragmente, die in der vorliegenden Erfindung verwendbar sind, zeigen auch Ak-
tivitat im Xanthomonas campestris. Folglich kénnen DNA-Fragmente, die durch Verwendung von einem oder
mehreren Stammen von Sphingomonas-Bakterien nicht ohne weiteres gescreent werden, in eine nicht-xan-
thanproduzierende Mutante von X. campestris, beispielsweise unter anderem X59m31, in mehreren Kopien
eingebaut werden und dann durch optische Inspektion auf die Produktion von Xanthan gescreent werden. Die
nicht-produzierenden Mutanten von X. campestris, beispielsweise X59m31, werden durch Selektion der Uber-
lebenden eines Einwirkens von Bacitracin und Beobachten, ob die durch die Bacitracinresistenten Mutanten
gebildeten Kolonien auf YM-Agaragarplatten im Hinblick auf das Aussehen mucoid (Produzenten) oder
nicht-mucoid (Nichtproduzenten) sind, erhalten (siehe Pollock et al., 1994, J. Bacteriol., 176, S. 6229-6237,
und US-Patent 5 338 841). Diejenige DNA, die eine erhdohte Produktion eines Polysaccharids (Sphingan oder
Xanthan) in den gescreenten Bakterien zeigt, ist ein Beleg flir eine Komplementierung zwischen Stammen
oder intergenerische Komplementierung und sie verstarkt die Sphinganpolysaccharidproduktion in anderen
Stammen von Sphingomonas-Bakterien oder sogar unterschiedlichen Bakteriengattungen (Xanthomonas).

[0066] Unter Verwendung des einfachen Screeningverfahrens in diesem Aspekt der vorliegenden Erfindung,
das generell leicht zu identifizierende phanotypische Unterschiede zwischen Produzenten und Nichtproduzen-
ten von Sphingan nutzt, kann ein Fachmann Ublicher Erfahrung unter Verwendung von ohne weiteres verfiig-
baren Klonierungs- und Ubertragungstechniken ohne weiteres DNA-Segmente oder -Fragmente erhalten, die
in der vorliegenden Erfindung zur Verstarkung der Produktion von Sphinganpolysacchariden in Sphingomo-
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nas-Bakterien verwendet werden kénnen, ohne ibermaRigen oder unnétigen Arbeitsaufwand einzusetzen.

[0067] Ein weiterer Aspekt geman der vorliegenden Erfindung betrifft die verstarkte Produktion von Sphingan-
polysaccharid. Zur Produktion von Sphinganpolysaccharid werden gentechnisch veranderte Bakterien geman
der vorliegenden Erfindung unter geeigneten Fermentationsbedingungen, die einschlagig bekannt sind, kulti-
viert. Ein geeignetes Medium oder eine geeignete Fermentationsbrihe zur Kultivierung der gentechnisch ver-
anderten Sphingomonas-Bakterien ist ein wassriges Medium, das generell eine Kohlenstoffquelle, beispiels-
weise Kohlehydrate, die Glucose, Lactose, Saccharose, Maltose oder Maltodextrine umfassen, eine Stickstoff-
quelle, beispielsweise anorganisches Ammonium, anorganisches Nitrat, organische Aminosauren oder prote-
inartige Materialien, wie hydrolysierte Hefe, Sojamehl oder Kasein, Destillatemulsionen oder Getreideein-
weichlauge, anorganische Salze und Vitamine enthalt. Eine breite Vielzahl von Fermentationsmedien unter-
stutzt die Produktion von Sphinganen gemafR der vorliegenden Erfindung.

[0068] Die Kohlehydrate sind in der Fermentationsbriihe in variierenden Mengen, jedoch Ublicherweise zwi-
schen etwa 1 und 5 Gew.-% des Fermentationsmediums enthalten. Die Kohlehydrate kdnnen alle auf einmal
vor der Fermentation oder alternativ wahrend der Fermentation zugesetzt werden. Die Stickstoffmenge kann
im Bereich von etwa 0,01 bis etwa 0,4 Gew.-% des wassrigen Mediums liegen. Eine einzige Kohlenstoffquelle
oder Stickstoffquelle sowie Gemische dieser Quellen kénnen verwendet werden.

[0069] Unter den anorganischen Salzen, die bei der Fermentierung von Sphingomonas-Bakterien Verwen-
dung finden, sind Salze, die Natrium-, Kalium-, Ammonium-, Nitrat-, Calcium-, Phosphat-, Sulfat-, Chlorid-,
Carbonat- und ahnliche lonen enthalten. Spurenmetalle, wie Magnesium, Mangan, Cobalt, Eisen, Zink, Kupfer,
Molybdan, lodid und Borat, kdnnen ebenfalls vorteilhafterweise enthalten sein. Vitamine, wie Biotin, Folat, Li-
poat, Niacinamid, Pantothenat, Pyridoxin, Riboflavin, Thiamin und Vitamin B,, und Gemische derselben, kén-
nen ebenfalls vorteilhafterweise verwendet werden.

[0070] Die Fermentation wird bei Temperaturen zwischen etwa 25° und 35°C durchgefihrt, wobei optimale
Produktivitat innerhalb eines Temperaturbereichs von etwa 28 und 32°C erhalten wird. Das Inokulum wird
durch Standardverfahren des Volumen-Scale-Up, die Schittelkolbenkulturen und kleinskalige Tauchrihrfer-
mentation umfassen, hergestellt. Das Medium zur Herstellung des Inokulums kann gleich dem Produktionsme-
dium sein oder es kann ein beliebiges von mehreren einschlagig bekannten Standardmedien, wie Luria Broth
oder YM Medium, sein. Die Kohlehydratkonzentration kann in den Impfkulturen auf weniger als etwa 1 Gew.-%
verringert sein. Mehr als eine Impfstufe kann verwendet werden, um das gewiinschte Inokulationsvolumen zu
erhalten. Typische Inokulationsvolumina liegen im Bereich von etwa 0,5% bis etwa 10% des gesamten End-
fermentationsvolumens.

[0071] Das Fermentationsgefal® enthalt typischerweise einen Rihrer zum Rihren des Inhalts. Das Gefaly
kann auch automatische Kontrollen des pH-Werts und der Schaumbildung aufweisen. Das Produktionsmedi-
um wird in das Gefal gegeben und an Ort und Stelle durch Erhitzen sterilisiert. Alternativ kann die Kohlehydrat-
oder Kohlenstoffquelle getrennt vor der Zugabe sterilisiert werden. Eine zuvor geziichtete Impfkultur wird zu
dem gekiihlten Medium (generell bei der Fermentationstemperatur von etwa 28 bis etwa 32°C) gegeben und
die gerlhrte Kultur wird etwa 48 bis etwa 96 h fermentiert, wobei eine Brihe hoher Viskositat produziert wird.
Das Sphinganpolysaccharid wird aus der Briihe durch das Standardverfahren einer Fallung mit einem Alkohol,
generell Isopropanol, gewonnen.

[0072] Als spezielles Beispiel offenbart diese Anmeldung DNA-Segmente oder -Fragmente, die aus mehre-
ren Bakterienstammen, insbesondere den Sphingomonas-Stammen S88, S60, NW11, S198, S7 und S194 (er-
haltlich von der American Type Culture Collection als Hinterlegungen ATCC31554, ATCC31461, ATCC53272,
ATCC31853, ATCC21423 bzw. ATCC31961), isoliert wurden. Diese DNA-Segmente oder -Fragmente wurden
als zum Erhéhen der Produktion von Sphingan S-88, S-60 und NW-11 in den jeweiligen Stammen von Sphin-
gomonas-Bakterien verwendbar ermittelt, wenn sie in mehreren Kopien als extrachromosomale (Plas-
mid-)DNA in den Bakterienstdmmen eingearbeitet wurden.

[0073] Im Falle des Sphingomonas-Stamms S88 zeigt das isolierte Segment von chromosomaler DNA eine
Grole von etwa 34 Kilobaseeinheiten und es enthalt zwischen 23 und 25 Gene. Wie durch die Karte von Klo-
nen fir S88 in Fig. 1 gezeigt ist, ist die 34-kbp-Region die kombinierten Strecken von zwei Klonen: ¢3 und c2.
Eine Zahl von DNA-Sequenzen ausgehend von dieser 34-kb-DNA-Sequenz der Bezeichnung C1A3, c2, c3,
c4,cb5, c6 H15.6, B7.1, B8.6, E5.9, E1.5, E2.4, E4.5, E6.6, E12.8 und dergleichen ist ebenfalls in Fig. 1 darge-
stellt. Die Fig. 8 und Fig. 11 beschreiben die isolierte chromosomale DNA von S88 in weiteren Einzelheiten.

14/118



DE 696 37 385 T2 2008.12.11

[0074] Im Falle des Sphingomonas-Stamms S60 wurde eine Zahl von DNA-Sequenzen aus der chromoso-
malen DNA isoliert, wobei diese c1, c2 und c3 umfassen (siehe Fig. 2). Die Sequenz c2 wurde kloniert, in einen
pRK311-Vektor platziert und in die Sphingomonas-Bakterienstamme S88, S60 und NW11 insertiert, um sphin-
ganproduzierende Aktivitat festzustellen (siehe Beispiel 9, das hierin detaillierter beschrieben ist).

[0075] Im Falle des Sphingomonas-Stamms S198, S7 und S194 wurden ebenfalls DNA-Segmente aus die-
sen Stammen isoliert (siehe Fig. 9 und Fig. 10). Eine Zahl zusatzlicher DNA-Segmente kann auch aus diesen
Stdmmen nach der allgemeinen Methodik, die in dieser Anmeldung detaillierter angegeben ist, isoliert werden
und zur Herstellung einer erhdhten Sphinganproduktion in Bakterien gemaR der vorliegenden Erfindung ver-
wendet werden.

[0076] Im Falle des Sphingomonas-Stamms NW11 wurden die DNA-Fragmente c1, c2, c2.1, c2.2, c2Hd,
c2H1, c2H2, c2H3, c2E10 isoliert (siehe Fig. 3). Die Sequenz ¢2.2 wurde kloniert, in einen pRK311-Vektor plat-
ziert und in die Sphingomonas-Bakterienstdmme S88, S60 und NW11 insertiert, um sphinganproduzierende
Aktivitat festzustellen (siehe Beispiel 9, das hierin detaillierter beschrieben ist).

[0077] Die im Folgenden angegebenen DNA-Segmente wurden unter Verwendung eines Verfahrens gemaf
der generellen obigen Beschreibung aus den Stammen S88, S60 und NW11 von Sphingomonas hergestellit.
Jedes dieser DNA-Segmente (das als DNA-Segmente voller Lange in Plasmidvektoren angegeben ist) andert,
wenn es in einen oder mehrere Sphingomonas-Stamme (Sphinganproduzent des Wildtyps oder von einem
Produzent des Wildtyps abgeleitete nicht-mucoide Mutante) insertiert ist, die Bakterien in Hyperproduzenten
von Sphinganpolysaccharid. Jedes der DNA-Segmente oder -Fragmente ist von dem DNA-Segment oder
-Fragment, das aus Sphingomonas-Stammen isoliert wurde, abgeleitet, und wie angegeben in Plasmidvekto-
ren insertiert. Die DNA-Segmente oder -Fragmente sind durch Karten von Restriktionsenzymspaltungsstellen
definiert (siehe Eia. 1, Fia. 2 und FEig. 3).

Stamm S88

pRK311-S88c1A3

pRK311-S88c2

pRK311-S88c3

pRK311-S88c4

pRK311-S88c5

pSEB24-S88H15.6

pSEB24-S88B8.6

pSEB24-S88E4.5

pSEB24-S88E6.6

Stamm S60

pRK311-S60c2

Stamm NW11

pRK311-NW11¢c2.2

[0078] Die klonierte DNA kann in sphinganproduzierende Sphingomonas des Wildtyps oder nicht-sphingan-
produzierende Mutanten eingefiihrt werden, um die Hyperproduktionswirkung zu realisieren. Beispielsweise
kann die klonierte DNA in mehreren Kopien in entweder sphinganproduzierende Stamme des Wildtyps bzw.
von sphinganproduzierenden Stammen abgeleitete nicht-mucoide Mutanten eingefiihrt werden. Die erhalte-
nen gentechnisch veranderten Bakterien sind Hyperproduzenten von Sphingan im Vergleich zu sphinganpro-
duzierenden Bakterien des Wildtyps oder mutierten nicht-produzierenden Bakterien des gleichen Stamms.

[0079] Die Einfiihrung mehrerer Kopien der relevanten gescreenten DNA in diese Stamme von Sphingomo-
nas-Bakterien erhohte in ganz unerwarteter und genereller Weise das durch die rekombinanten Bakterien pro-
duzierte Sphingan im Vergleich zu der von den Wildtypbakterien produzierten Sphinganmenge. Das Phéano-
men war ein generelles und die Sphinganzunahme zeigte Komplementierung zwischen Stammen.

[0080] Nach Einflihrung der klonierten DNA in das Bakterium in mehreren Kopien weisen die rekombinanten
Bakterien nun eine Sphinganpolysaccharid-Syntheseaktivitat in Hohen auf, die gegeniiber dem Wildtyp erhoht
sind. Die in der vorliegenden Erfindung verwendbaren DNA-Segmente tragen Gene, die zur Synthese von
Sphingan durch Sphingomonas-Stamme vorteilhaft oder wesentlich sind, wobei diese ein DNA-Fragment um-
fassen, das fiir ein Protein codiert, das zum Befestigen eines ersten Glucoserests an einem Trager-lsoprenyl-
phosphat, was eine friihe Stufe im Zusammenbau oder der Biosynthese von Sphingan in diesen Stammen ist,
erforderlich ist.
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[0081] Die DNA-Sequenz des spsB-Gens (Fig. 4) und die abgeleitete Aminosauresequenz des SpsB-Prote-
ins (Fig. 5) sind ebenfalls offenbart. Alle DNA-Fragmente, die DNA mit Codierung fiir das SpsB-Protein (oder
ein analoges Protein, wie SgeB, SnwB, SneB, SssB und SrhB, unter anderen, in Abhangigkeit vom Sphingo-
monas-Stamm) enthalten, kénnen in Sphingomonas-Stamme als mehrere Kopien unter Verstarkung der Pro-
duktion von Sphingan durch die erhaltenen, gentechnisch veranderten Bakterien eingearbeitet werden.

[0082] In &hnlicher Weise gilt das Gleiche fir DNA-Segmente oder -Fragmente, die das sgeB-Gen (mit Co-
dierung fir das SpsB-analoge SgeB-Protein), das aus S60 Sphingomonas isoliert wurde, und das snwB-Gen,
das aus NW11 Sphingomonas isoliert wurde, enthalten. Das sgeB-Gen (Fig. 2) ist analog dem spsB-Gen der
chromosomalen DNA von S88 (und den entsprechenden sneB-, sssB- und srhB-Genen von jeweils den S198-,
S7- und S194-Stdmmen von Sphingomonas, die fiur die SneB-, SssB- und SrhB-Proteine codieren) insofern,
als angenommen wird (auf der Basis der DNA-Hybridisierung mit dem spsB-Gen von S88 entsprechenden
Fragmenten), dass es fur ein Protein codiert, das dem durch das spsB-Gen codierten Protein analog ist. Die
in Fig. 3 angegebene snwB-Region entspricht der DNA-Sequenz, die fur das Protein SnwB codiert. Das sn-
wB-Gen ist analog dem spsB-Gen der chromosomalen DNA von S88 und dem sgeB-Gen der chromosomalen
DNA von S60. Diese DNA-Fragmente konnen in Plasmide, wie generell im Vorhergehenden beschrieben, un-
ter Bildung mehrerer Kopien zur Verstarkung der Sphinganproduktion in Sphingomonas insertiert werden.

[0083] Es wird angenommen, dass das spsB-Gen flr Glucosyl-IP-Transferase in Sphingomonas S88 codiert.
Es gibt betrachtliche Homologiebelege zwischen den abgeleiteten Aminosauresequenzen des SpsB-Proteins
und vermutlichen Glucosyl-IP-Transferasen von anderen Bakteriengattungen. Der starkste Beleg, dass das
spsB-Gen fiir eine Glucosyl-IP-Transferase codiert, ist die Ahnlichkeit von dessen abgeleiteter Aminos&urese-
quenz mit den Sequenzen anderer Gene, flir die generell angenommen wird, dass sie fir Glucosyl-IP-Trans-
ferasen codieren. Tatsachlich besteht betrachtliche Homologie fiir die Carboxylhélften von Glucosyl- und Ga-
lactosyl-IP-Transferasen. Obwohl den aminoterminalen Regionen diese extensive Homologie fehlt, ist das
SpsB-Protein dem RfbP-Protein von S. enterica (1991, Jiang et al., Mol. Microbiol., 5, 695) insofern ahnlich,
als es mehrere hydrophobe Strecken aufweist, die membrandurchspannende Domanen nahelegen. Die hydro-
phoben Doméanen von SpsB umfassen die Aminosauren 35-59 (mittlere Hydropathie +2,2), 68-86 (+1,7),
105-123 (+2,3) und 282-303 (+2,9). Die Position der letzteren hydrophoben Region ist diesen verwandten
Genprodukten gemeinsam. Sie befindet sich benachbart zur Region grofster Homologie.

[0084] In bevorzugten Ausfliihrungsformen gemaf der vorliegenden Erfindung werden DNA-Segmente oder
-Fragmente, die DNA-Sequenzen mit Codierung fiir Glucosyl-IP-Transferasen der Sphingomonas-Stamme
S88, S60 oder NW11 codieren, vorteilhafterweise in mehreren Kopien in Sphingomonas-Empfangerbakterien
zur Verstarkung der Sphinganproduktion in den Empfangerbakterien verwendet. Zusatzlich zum Einbau von
Genen mit Codierung fir Glucosyltransferaseenzyme kénnen Gene oder DNA-Fragmente mit Codierung fur
Zuckersynthone oder Zuckervorstufen (d. h. Zuckerkomponenten, die Bauteile der Sphinganpolysaccharide
umfassen und zur Biosynthese von Sphinganen verwendet werden, beispielsweise Glucose, Galactose,
Rhamnose, Mannose, andere Zuckersynthone und Vorstufen) oder mit Codierung flir Enzyme oder Proteine,
die die Polymerisation oder Sekretion des Polysaccharids aus der intakten Zellstruktur unterstitzen, vorteilhaf-
terweise in der vorliegenden Erfindung verwendet werden.

[0085] Die folgenden Beispiele sind zur Erlauterung der vorliegenden Erfindung angegeben. Die Beschrei-
bung der Beispiele sollte nicht als den Umfang der vorliegenden Erfindung in irgendeiner Weise beschrankend
betrachtet werden.

Beispiele 1-21

[0086] In den folgenden Beispielen 1-21 sind Bakterienstamme, Plasmide und Bakteriophagen in der folgen-
den Tabelle 1 aufgelistet. Luria-Bertani- und YM-Medien waren Standardmedien (Pollock et al., 1994, J. Bac-
teriol. 176: 6229-6237). Verwendete Antibiotikamengen (Sigma): Bacitracin (Bac) 73 Einheiten/mg und 0,01-8
mg/ml wie spezifiziert, Rifampicin (Rif) 50 ug/ml; Streptomycin (Stm) 50 ug/ml; Kanamycin (Kan) 25 ug/ml; Chl-
oramphenicol (Cam) 15 ug/ml; und Tetracyclin (Tet) 4—12 ug/ml.
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Tabelle 1. Bakterienstdmme, Plasmide und Bakteriophage

Name Genotyp/Phanotyp Quelle
(Polysaccharid) (Referenz)?

Sphingomonas

S88 Stm" Bac' Sps* ATCC31554

(Sphingan S-88)

S88m260 Stm' Bac' Sps~ Pollock et al., 1994, J. Bacteriol.,
176: 6229-6237
S60 Stm'" Bac' Sps* ATCC31461

(Sphingan S-60 oder Gellan)

X. campestris

X59 Rif Bac" Gum* Thorne, et al., 1987, J. Bacteriol.,
(Xanthan) 169: 3593-3600
X59m31 Rif Bac" Gum~ Thorne, et al., 1987, J. Bacteriol.,
169: 3593-3600
E. coli K-12
HMS174 F~hsdR19 (rK™ mK") W. Studier
recA1 rpoB331
(Rif)
In(nnD-nnE)1
DH5a™ F- ¢80dlacZAM15 Bethesda Res. Lab.
recA1 endA1 gyrA96
thi-1 relA1 supE44
hsdR17 (rK'mK?)
A (argF-lac) U169
Plasmide
pRK2013 ori(colE1) Kan' Figurski et al., 1979, Proc. Nat.
ori(RK2) Tra* Acad. Sci. USA, 76: 1648-1652
pRK311 oriV(RK2) Tet" oriT Ditta et al. 1985, Plasmid 13:
Acos lacZ(o) 149-153 (7)
pMMB66EH oriV(RSF1010) oriT Firste et al., 1986, Gene, 48:
Amp' lacl tacP Mcs1 119-131
puUC12, 13 ori(colE1) Amp’ Vieira und Messing, 1982, Gene
19: 259-268
pC194 ori (grampositive Bakterien) Cam" | Horinouchi und Weisblum, 1982,
J. Bacteriol. 150: 815-825
pSEB23 ori(colE1) Amp" vorliegende Erfindung
Cam'" Mcs2
pSEB24 oriV(RSF1010) oriT vorliegende Erfindung

Amp" Cam" Mcs2

pNH-Kan/oriT ori(colE1) Amp’ Hengen und Lyer, 1992, BioTech-
Kan" oriT niques 13: 57-62

pSEB26 ori(colE1) Amp" vorliegende Erfindung
Cam'’ Kan' oriT Mcs2

Bakteriophage

ANK1316 b522(AattP) c/857 Kleckner et al., 1991, "Uses of

Pam80 nin5
mini-Tn10
kan/Plac-ATS-Transposase

transposons with emphasis on
Tn10", S. 139-180. In J. H. Miller
(Hrsg.), Methods in Enzymology,
Academic Press, San Diego"
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@ ATCC: American Type Culture Collection, Rockville, MD.

Beispiel 1
Konstruktion einer Bibliothek von DNA-Segmenten von Sphingomonas

[0087] Zur Synthese von Sphinganen wesentliche DNA-Fragmente wurden aus Sphingomonas-Stammen
kloniert. Eine vollstandige Bibliothek von DNA-Segmenten wurde wie im Folgenden hergestellt. Ein Bakterien-
stamm (in diesem Beispiel S88) wurde iber Nacht in 25 ml eines flliissigen YM-Mediums bei 30°C geschiittelt,
wobei eine grolRe Menge Zellen enthaltende Viskosebriihe erhalten wurde. YM-Medium enthielt 3 g Bacto
Yeast Extract, 3 g Bacto Malt Extract, 5 g Bacto Peptone (Difco) und 10 g D-Glucose (Difco) pro Liter Wasser.
Natriumazid wurde bis auf 0,01% zugegeben und Sphinganaseenzym (1994, Mikolajczak et al., Appl. Environ.
Microbiol., 60, 402) wurde 8 h bei 37°C zur Verdauung von Sphinganexopolysacchariden zur partiellen Verrin-
gerung der Viskositat und der Bildung groRRer Zellmengen zugegeben. Die Zellen wurden zentrifugiert und zu
DNA-Extraktion durch das Verfahren von Birnboim und Doly, Nucl. Acids Res., 7, 1513 (1979) resuspendiert.
Die Proteine wurden aus dem geklarten Lysat mit einem gleichen Volumen von Phenol/CHCI,/Isoamylalkohol
(24/24/1) durch leichtes Schutteln Gber 16 h bei 25°C und dann mit einem Volumen von CHCI,/Isoamylalkohol
(24/1) tGber 3 h bei 25°C entfernt. 1/10 des Volumens von 3 M Natriumacetat (pH-Wert 5,2) wurde zugegeben
und die DNA mit hohem Molekulargewicht wurde mit 2 Volumina Ethanol gefallt und dann getrocknet und in
0,5 ml TE (10 mM Tris-HCI, pH 8,1 mM EDTA) resuspendiert.

[0088] Gemal der Cosmidklonierungsstrategie von Loftus, Foster und Ross (BioTechniques, 12, 172, 1992),
wurde S88-DNA mit Sall-Enzym partiell verdaut, durch 1%ige Agarose mit niedrigem Schmelzpunkt in
Tris-Acetat-EDTA-Puffer einer Elektrophorese unterzogen und Fragmente, die groRer als 20 kbp waren, wur-
den durch Phenolextraktion und Ethanolfallung gereinigt. Die Sall-verdaute S88-DNA wurde mit Kle-
now-DNA-Polymerase zum Anfiigen von dCMP und dTMP an die kohasiven Enden behandelt, 20 min bei 70°C
erhitzt und mit Ethanol gefallt. Das Vektorplasmid pRK311 (1985, Ditta et al., Plasmid 13, 149-153) wurde mit
BamHI-Enzym vollstandig verdaut und dann 15 min bei 65°C erhitzt und durch Phenolextraktion und Ethanol-
fallung gereinigt. Die BamHI-verdaute pRK311-DNA wurde mit Klenow-DNA-Polymerase zur Addition von
dGMP und dAMP wie oben behandelt und dann gereinigt. Die Ligationsreaktion mit T4-DNA-Ligase enthielt
gleiche Molmengen von Vektor und Insertfragmenten. Alle Restriktionsenzyme, Klenow-DNA-Polymerase und
T4-DNA-Ligase stammten von Stratagene und die Reaktionsbedingungen des Herstellers wurden verwendet.
Nach Verpackung in Bakteriophagen (Gigapack™ IIXL von Stratagene) wurden die ligierten Molekiile in E. coli
DH5a™ durch Transfektion tbertragen und die Zellen auf LB-Platten, die Tetracyclin mit einer Konzentration
von 4 bis 12 pg/ml enthielten, verteilt. Eine Bibliothek von 1700 und eine von 3400 Tet'-Kolonien wurden ge-
trennt gepoolt und eingefroren. Die Tet-Kolonien (10 von 10 getesteten) enthielten Inserts von 25 bis 30 kbp
mit internen Sall-Restriktionsstellen.

[0089] In &hnlicher Weise wurden Bibliotheken chromosomaler DNA-Segmente ebenfalls von anderen Sphin-
gomonas-Stammen, die NW11, S60, S198, S194 und S7 umfassen, hergestellt. In diesen Fallen wurden die
Zellen, die die Quelle fiir die klonierte DNA waren, in einem Medium mit Glucose von weniger als 0,5% (Gew/V)
gezlchtet und die Sphinganasebehandlung weggelassen.

Beispiel 2
Isolierung von Biosynthese-DNA-Fragmenten fiir Sphingan S-88

[0090] Fragmente von DNA, die in Plasmide kloniert waren, wurden auf das Vorhandensein von Genen, die
fur die Sphingan-S-88-Synthese wesentlich sind, durch Beobachten einer Wiederherstellung der Sphingan-
synthese in sphingannegativen Mutanten gescreent. Zuvor ermittelten wir, dass die meisten der spontanen Ba-
citracin-resistenten Mutanten des Sphingomonas-Stamms S88, die auf YM-Platten, die Bacitracin mit 500-800
pg/ml enthielten, wachsen konnten, keine Sphinganpolysaccharide produzierten (Pollock et al., 1994, J. Bac-
teriol., 176, S. 6229-6237). Dies bildete die Basis fir ein einfaches Screeningverfahren fir diese spezielle
Klasse von Mutanten.

[0091] Die Mutante S88m260 ist ein reprasentatives Mitglied dieser Sps™ Bac'-Gruppe. Das Unvermdgen,
Exopolysaccharide durch S88m260 und die anderen Bac" Sps™-Mutanten herzustellen, fiihrte zu einem Kolo-
nieaussehen, das im Vergleich zu den Wildtypkolonien flacher, von rauer Oberflache und durchscheinend war,
und die Bac" Sps™-Kolonien waren auch von einem engen lichtreflektierenden Halo umgeben, wenn sie gegen
das Licht gehalten und von unten betrachtet wurden. Diese Phanotypunterschiede waren nicht so offensicht-
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lich wie die machtige Schleimbildung von X. campestris des Wildtyps und das flache Aussehen von entspre-
chenden Gum™Mutanten. Die Koloniephanotypen wurden durch Ziichten von Kulturen in fliissigem YM-Medi-
um und Wiegen der getrockneten Exopolysaccharide nach Fallung mit Isopropylalkohol verifiziert. Mehrere
Sps™-Mutanten waren empfindlich gegenliber Bacitracin und es wurde infolgedessen ermittelt, das sie Gene
definieren, die fur Sphingansynthese wesentlich waren, die jedoch von den mit dem Bacitracin-resistenten
Phanotyp verbundenen Gen verschieden waren.

[0092] Plasmid-DNA von der Genbibliothek wurde von E. coli auf Xanthomonas oder Sphingomonas durch
Tri-parental Mating Ubertragen (Ditta et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77, 7347, 1980). Gemische von Donor-
zellen, die Mob* Tra™ rekombinante Plasmide (pRK311 mit S88-Insert) enthielten, Helferzellen, die Mob*
Tra*-pRK2013-Plasmid enthielten, und Exopolysaccharid-negative Empfangerzellen im Verhaltnis 5:2:10 wur-
den auf nicht-selektive YM-Platten, denen Glucose fehlte, punktférmig aufgetragen und 6-16 h bei 30°C inku-
biert. Exkonjugante von Xanthomonas wurden durch Verteilen einer Osenmenge des Mating-Gemischs auf
Platten, die Rifampicin (50 pg/ml) zur Selektion gegenuber Helfer- und Donorzellen und Tetracyclin (4-12
pg/ml) fir pPRK311 oder Chloramphenicol (20 pug/ml) fir pSEB24 zur Selektion auf das rekombinante Plasmid
enthielten, isoliert. Sphingomonas ist von Natur aus gegentiber Streptomycin resistent, was zur Selektion ge-
genuber den Donor- und Helferzellen verwendet wird, wenn Sphingomonas der Empfanger ist.

[0093] Zur Feststellung einer Komplementierung wurden die Exkonjuganten des Stamms S88 mit dem Auge
als entweder Sps* (stehende runde opake Kolonien, umgeben von einem hellen Ring, wenn sie gegen das
Licht gehalten und von unten betrachtet wurden) oder Sps™ (flache raue durchscheinende Kolonien ohne Ring)
beurteilt. In ahnlicher Weise waren Gum*-Kolonien, die ausgehend von Xanthomonas-Exkonjuganten gewach-
sen waren, mucoid im Hinblick auf das Aussehen im Vergleich zu den matten oder nicht-glanzenden Kolonien
des Gum™Empfangers.

[0094] Versuche zur Identifizierung der S88-Klone in der Bibliothek direkt in nicht-mucoiden Mutanten von
S88 waren nicht erfolgreich (kein klar belegbarer mucoider Phanotyp). Wir anderten dann unseren Ansatz, um
die Klone nach Ubertragung der Bibliothek in nicht-mucoide Mutanten des gumD-Gens von X. campestris he-
rauszufinden. Dies ermdglichte uns, den Anfangsklon "S88c1" herauszufinden, was im Folgenden detaillierter
beschrieben ist.

[0095] Die S88-Genbibliothek wurde von E. coli in den X. campestris-Stamm X59m31, der einen Bac'
Gum™-Defekt in dem GumD-Gen aufweist, (Pollock et al., J. Bacteriol., 176, S. 6229-6237, 1994; Thorne et al.,
J. Bacteriol., 169, 3593, 1987) Ubertragen. Aufgrund dieser intergenerischen Verbindung fanden wir einige
Gum* Tet™-Kolonien auf YM-Platten und diese traten mit einer Haufigkeit von etwa 10~ bis 10~ auf. Individuelle
Plasmide wurden ausgehend von den komplementierten Mutanten gereinigt und zur Restriktionsanalyse in E.
coli zuruckubertragen. Die gereinigten Plasmide wurden in Sphingomonas S88m260 Ubertragen und etwa
10% der Transkonjuganten wurden Sps*. Ein Plasmid (pRK311-S88c1) wurde gewonnen und fir die folgenden
Arbeiten verwendet. Das Plasmid pRK311-S88c1 komplementierte ebenfalls mehrere zusatzliche, unabhangig
voneinander isolierte Bac" Sps™-Mutationen in den Sphingomonas-Stamm S88 und Bac’ Gum™ Mutanten von
X. campestris. Wir isolierten die Exopolysaccharide, die in das Kulturmedium durch die Exkonjugante fiir jede
intergenerische Verbindung sezerniert wurden, und verifizierten durch Dunnschichtchromatographie, dass
Saurehydrolysate die fiir das Polysaccharid der Empfangerzelle erwarteten Zuckerreste enthielten. Das Plas-
mid pRK311-S88c1 stellte die Sphingansynthese fiir Sphingomonas und die Xanthangummisynthese fir X.
campestris wieder her. Diese Ergebnisse zeigten, dass das Plasmid pRK311-S88c1 fir Exopolysaccharid-Bi-
osynthesefunktionen, die in den Bac'-polysaccharidnegativen Mutanten fehlten, codierte und dass Gene von
einer Gattung die fehlende Funktion in einer zweiten Gattung ersetzen kénnen. Das Segment S88c1 ist dhnlich
dem in Fig. 1 gezeigten Segment S88c1A3 mit Ausnahme davon, dass S88c1 auch ein zusatzliches
7,5-kbp-Hindlll-Fragment am &uRersten rechten Ende von S88c1A3 umfasst. Das 7,5-kbp-Segment wurde
speziell aus S88c1 deletiert, wobei das Derivat S88c1A3 erhalten wurde.

[0096] Das oben beschriebene Verfahren zur Bestimmung von DNA-Fragmenten, die zur Wiederherstellung
der Gummiproduktion (Sphingangummi in Sphingomonas sp. oder Xanthangummi in X. campestris) verwend-
bar sind, ist reproduzierbar und zusatzliche Klone wurden in direkten Versuchen isoliert. Ein direktes Screening
der Klonbibliothek auf Segmente, die Sps™ Bac'-Mutationen 76 und 78 von Sphingomonas S88 komplemen-
tierten, ergab drei zusatzliche Klone, die partiell mit S88c1 Uberlappten. Die drei klonierten Segmente wiesen
jeweils eine Lange von etwa 23-27 kb auf. Zwei der drei Segmente komplementierten die Mutante S88m260.
Eine Karte von Restriktionsenzymspaltungsstellen ist in den Eig. 1 und Eig. 8 angegeben.

[0097] Das oben beschriebene Verfahren wird zur Bestimmung von DNA-Fragmenten, die aus den Sphingo-
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monas-Stammen S60, NW11, S198, S7 und S194 und anderen sphinganproduzierenden Sphingomo-
nas-Stammen isoliert wurden, die zur Erhéhung der Sphinganproduktion in jedem dieser Stdmme verwendbar
sind, verwendet.

Beispiel 3
DNA-Sequenz des spsB-Gens und abgeleitete Aminosauresequenz des SpsB-Proteins

[0098] Die doppelstrangige Nucleotidsequenz flir 1950 bp der spsB-Region wurde von einem Fragment von
3300 bp, das von dem Plasmid pSEB24-S88E4.5::Tn#72 subkloniert war, erhalten. Die Sequenz des codie-
renden Strangs ist in Fig. 4 angegeben. Es gab ein langes offenes Leseraster (ORF), das wir spsB nannten.
Die codierende Region begann mit ATG am Nucleotid 361 und sie lief bis zum TGA-Stopcodon bei 1771. Die-
ses ORF codierte flir 470 Aminosauren und ihm ging eine vermutete Ribosomenbindungsstelle voraus. Die ab-
geleitete Aminosauresequenz unter Verwendung von Standard-Einbuchstabenabkiirzungen ist in Fig. 5 ange-
geben.

Beispiel 4

DNA-DNA-Hybridisierung des klonierten S88-Segments und der chromosomalen DNA von entweder S88 oder
S60

[0099] Um zu zeigen, dass die klonierte DNA in dem Plasmid pRK311-S88c1A3 von fortlaufenden Sequen-
zen von S88-DNA stammte, markierten wir die Plasmid-S88c1A3-DNA und hybridisierten sie mit getrennten
Restriktionsfragmenten von DNA von Sphingomonas-Stammen S88, mutiertem S88m260 und S60, dem Wild-
typproduzenten von Gellan. Das Vorliegen einer Hybridisierung mit EcoRI-Fragmenten von etwa 1,5, 2,4, 4,5,
5,9 und 12 kbp ist konsistent mit Kontinuitat fir die klonierte DNA in sowohl der Wildtyp- als auch der mutierten
S88-DNA. Das flir S88c1A3 angegebene, aullerste linke Fragment von 6,6 kbp weist tatsachlich 12,8 kbp auf,
wenn die Uberlappenden Klone S88c2, S88c3 und S88c4 mit EcoRI verdaut werden, da eine der EcoRI-Stellen
von der multiplen Klonierungsstelle des Vektors stammt. Die Hybridisierung zwischen S88-DNA und S60-DNA,
die Gellan produziert, zeigte, dass ahnliche Gensequenzen vorhanden sind, die Genorganisation jedoch un-
terschiedlich sein kann. Wegen der Strukturahnlichkeit zwischen den durch diese zwei Sphingomonas-Stam-
me sezernierten Exopolysacchariden vermuten wir, dass sie ahnliche Transferasegene aufweisen. Die Region
der S88-S60-Homologie ist in Eig. 2 angegeben. In unabhangigen Tests auf DNA-Homologie lokalisierten wir
die homologe Region zwischen dem Stamm NW11 und S88 wie in Eig. 3 angegeben.

Beispiel 5
Klonierung des Sphingan-Biosynthesegenclusters von den Stdmmen S60, NW11, S198, S7 und S194

[0100] DNA-Fragmente wurden von Sphingomonas S60, NW11, S198, S7 und S194 isoliert. Das Verfahren
war gleich der Beschreibung in den obigen Beispielen fiir den Stamm S88. Die Karten der Restriktionsstellen
der DNA-Fragmente von den Stammen S60, NW11, S198, S7 und S194 sind in den Fiqg. 2, Fig. 3, Fig. 9 bzw.
Fig. 10 angegeben. Die Grofien von Restriktionsfragmenten, die durch Verdau von DNA mit einzelnen oder
mehreren Restriktionsenzymen erzeugt wurden, sind hier fiir zwei unabhangig voneinander isolierte Klone,
pRK311-S194c1 und pRK311-S194¢2 aufgelistet. Die GroRen wurden durch Vergleichen der elektrophoreti-
schen Migration der Fragmente durch Agarosegele mit Fragmenten bekannter GroRe: Fragmenten von Bak-
teriophage-Lambda-DNA nach Verdau mit Hindlll und der "Kb DNA Ladder" von Stratagene bestimmt. Die
FragmentgréRen identifizieren die DNA-Sequenzen, die in diesen zwei klonierten Sequenzen enthalten sind.

[0101] Im Folgenden sind Daten flr die Fragmentgrof3en fiir das Plasmid pRK311-S194c¢1, das ein aus Sphin-
gomonas S194 isoliertes c1-Fragment enthielt, angegeben. Die Fragmentgroflen in Kilobasenpaaren fir
pRK311-S194c1 sind: (EcoRI) > 25, 8,3, 5,4 und 1,5; (EcoRI + Hindlll) 13,0, 9,7, 8,3, 5,4, 2,8 und 1,5; (Hindlll)
>25und 2,8; (BamHI + Hindlll) > 25, 5,8, 3,9, 2,0 und 0,8; (BamHI) > 25, 5,8 und 4,7; (BamHI + EcoRI + HindlII)
13,0, 8,3, 5,8, 5,4, 3,9, 2,0, 1,5 und 0,8; (BamHI + EcoRlI) 15,0, 8,3, 5,8, 5,4, 4,7 und 1,5. Die FragmentgréRen
in Kilobasenpaaren fir pRK311-S194c2 sind: (EcoRI) 14,5, 10,0, 8,3, 6,1, 2,6 und 1,35; (EcoRI + Hindlll) 13,
8,3,5,7,4,6, 4,0, 2,6, 1,8, 1,35, 0,75, 0,35 und 0,25; (Hindlll) > 20, 12,8, 4,6, 2,1, 0,75 und 0,25; (BamHI +
Hindlll) > 20, 3,8, 3,1, 2,8, 2,3, 1,65, 1,6, 1,3, 1,2, 0,95, 0,9, 0,8 und 0,25; (BamHI) > 20, 5,8, 3,1, 2,8, 2,6, 2,3,
2,0, 1,6 und 0,25; (BamHI + EcoRlI + Hindlll) 13, 8,3, 3,8, 3,1, 2,4, 2,3, 1,6, 1,35, 1,3, 0,95, 0,9, 0,85, 0,8, 0,45,
0,35 und 0,3; (BamHI + EcoRl) 14,5, 8,3, 4,9, 3,1, 24, 2,3, 2,0, 1,6, 1,35, 1,3, 0,85, 0,45 und 0,2.
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Beispiel 6
Konstruktion der Plasmide pSEB24 und pSEB26

[0102] Die Plasmide pSEB24 und pSEB26 (Fig. 7) wurden derart zusammengebaut, dass sie spezifische Re-
plikations- und Konjugationsverbindungsfunktionen, Arzneistoffresistenzgene, die flir Sphingomonas geeignet
und mit mini-Tn10kan kompatibel waren, und multiple Klonierungsstellen enthielten. Das Plasmid pSEB24
weist einen breiten Wirtsbereich auf, wahrend pSEB26 in E. coli, jedoch nicht in entweder Sphingomonas oder
Xanthomonas repliziert. Zunachst wurde das Cam'™-Gen auf einem Hpall-Sau3A-Fragment von 1031 bp, das
von dem Plasmid pC194 von Staphylococcus aureus (1982, Horinouchi und Weisblum, J. Bacteriol. 150, 815)
entnommen war, stumpfendig gemacht und dann an die stumpfendig gemachte Xbal-Stelle des Plasmids
pUC13 ligiert (1982, Vieira und Messing, Gene 259). Die Cam'-Kassette wurde von diesem Plasmid auf einem
BamHI-Sall-Fragment entfernt, stumpfendig gemacht und in pUC12 zwischen der singularen Sspl-Stelle und
der nachsten der zwei Pvull-Stellen (ebenfalls stumpfendig) insertiert, wobei das Plasmid pSEB23 erhalten
wird, das Amp’ und Cam" ist und mit zugesetztem X-Gal und IPTG blaue Kolonien bildet. Zur Konstruktion von
pSEB24 ligierten wir das Scal-Pvull-Fragment von etwa 2130 bp von pSEB23 an den Scal-Pvull-Teil von
pMMBG66EH (1986, Furste et al., Gene 48, 119), um den ori’ (Replikationsursprung eines breiten Wirtsbereichs
von RSF1010) zu erhalten und das Amp'-Gen zu regenerieren. Das Hindlll-BamHI-Fragment von 2700 bp, das
die oriT-Sequenz des Plasmids pNH-Kan/oriT (Hengen und lyer, 1992, BioTechniques 13: 57-62) enthalt, wur-
de stumpfendig an das 3200-bp-Pvull-linearisierte pSEB23-Plasmid unter Bildung von pSEB26 ligiert. Die
durch die BamHI-Pvull-Ligation regenerierte BamHI-Stelle wurde durch Restriktion entfernt, wodurch Auffiillen
der kohasiven Enden und Religation folgten.

Beispiel 7

Erhdhte Produktion des Polysaccharids S-88 nach Einfiihrung von Kopien von S88-DNA-Fragmenten in den
Stamm S88

[0103] Spezifische Restriktionsfragmente des DNA-Segments, das in Fig. 1 gezeigt ist, die aus dem Stamm
S88 isoliert wurden, wurden durch DNA-Ligation in Mehrfachkopie-Plasmidvektoren insertiert und in den Wild-
typstamm S88 und abstammende Nicht-mucoidmutanten von S88 durch das im obigen Beispiel 2 beschriebe-
ne triparentale Konjugationssystem Ubertragen. Die Polysaccharidsynthese wird durch die klonierte DNA,
wenn sie in die Mutanten Ubertragen wird, wiederhergestellt. Die Mengen von Sphinganexopolysacchariden,
die durch die rekombinantes Plasmid enthaltenden Stdmme und Stdmme, denen die zusatzlichen Plasmidge-
ne fehlten, angesammelt wurden, wurden nach Kultivieren der Bakterien in flissigem Medium ermittelt. Nach
24 standiger Zucht bei 30°C unter Schutteln in Prallblechkolben wurden zwei Volumina Isopropylalkohol zur
Fallung der Exopolysaccharide zugesetzt. Zwei bis drei unabhangige Kulturen wurden fir jeden Stamm getes-
tet. Die Niederschlage wurden auf Filtern gewonnen, bei 80°C getrocknet und gewogen. Das mittlere Gewicht
des Niederschlags und die Standardabweichung sind fir jeden Stamm im Folgenden in Tabelle 2 angegeben.
Die rekombinanten Stamme, die zusatzliche Kopien der klonierten Gene trugen, produzierten mehr Sphingan
S-88 als Wildtypstdamme, die nur den normalen Satz von Biosynthesegenen tragen.
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Tabelle 2
Wirt Plasmid Isopropylalkoholfallung Tro- relatives Gewicht
ckengewicht (mg) und Stan-
dardabweichung
S88 - 1059 1,0
S88m265 pRK311-S88c1A3 148 + 16 1,4
S88m265 pRK311-S88c2 175+ 16 1,7
S88m265 pRK311-S88c3 160+ 7 1,5
S88m265 pRK311-S88c4 123 + 14 1,2
S88m265 pSEB24-S88H15.6 1625 1,5
S88m265 pSEB24-S88B8.6 194 +7 1,8
S88m265 pSEB24-S88E4.5 154 + 36 1,5
S88 - 114 £ 12 1,0
S88#78 pRK311-S88c1A3 1712 1,5
S88#78 pRK311-S88c2 1797 1,6
S88#78 pRK311-S88c3 200+9 1,8
S88#78 pRK311-S88c4 189+ 10 1,7
S88#78 pSEB24-S88c5 15114 1,3
S88#78 pSEB24-S88E6.6 171+ 35 1,5
S88#78 pSEB24-S88E12.8 114 £ 10 1,0

[0104] Dem erfahrenen Praktiker ist klar, dass die Restriktionskarte und Nucleotidsequenz des spsB-Gens
und der umgebenden DNA ausreichende Information zur Konstruktion von zahlreichen zusatzlichen Subfrag-
menten der Region von etwa 32 kb durch Standard-Gentechnikverfahren liefern ( Eig. 8). Diese zusatzlichen
Fragmente kdnnen durch die hier beschriebenen Verfahren zur Identifizierung von Segmenten, die auch eine
ahnliche Zunahme der Produktion von Sphinganpolysacchariden bewirken, getestet werden. Aus Tabelle 2 ist
ersichtlich, dass eine kleine Fraktion der Subsegmente (beispielsweise pSEB24-S88E12.8) keine signifikante
Stimulation der Produktion zeigt. Indessen bewirken tatsachlich alle Subsegmente die erhéhte Polysaccha-
ridansammlung. Aufgrund unserer bisherigen Tests nehmen wir an, dass pSEB24-S88B8.6 und
pRK311-S88c3 den gréRten Stimulus zur Sphinganproduktion liefern.

[0105] Die erhdhte Produktion erfordert nicht das Vorhandensein von Antibiotika in der Kultur, um eine Selek-
tion auf die rekombinanten Plasmide aufrechtzuerhalten.

[0106] Die erhéhte Produktion kann das Ergebnis einer Insertion von einem oder mehreren DNA-Fragmen-
ten, vorzugsweise mit Codierung fir ein Gen oder einen Satz von Genen von diesem Chromosomensegment
in das Chromosom oder endogene native Plasmide sein. Ein Fachmann tblicher Erfahrung kann ohne weite-
res zusatzliche DNA-Fragmente in ein sphinganproduzierendes Bakterium durch Insertion von DNA-Fragmen-
ten, die relevante sphinganproduzierende Gene enthalten, in das bestehende Bakterienchromosom, in endo-
gene native Plasmide oder in exogene Plasmidvektoren einflihren. Es ist anzumerken, dass die Ergebnisse,
die in dieser Anmeldung belegt sind, zeigen, dass eine erhéhte Sphinganproduktion nicht von der Verwendung
eines speziellen Plasmidvektors abhangig ist.

[0107] Ebenfalls innerhalb des Umfangs der vorliegenden Erfindung liegt die Fusion von einem der oben be-
schriebenen DNA-Fragmente mit Codierung flir Gensegmente oder Gruppen von Genen mit DNA-Sequenzen,
fur die bekannt ist, dass sie die Genexpression kontrollieren, beispielsweise und ohne Beschrankung dem
lac-Promotor von Escherichia coli.

Beispiel 8

Identifizierung von Exopolysaccharid, das durch rekombinante S88-Stdmme produziert wird, als Sphingan-S88

[0108] Um zu verifizieren, dass das durch die gentechnisch veranderten Stamme produzierte Exopolysaccha-
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rid das gleiche wie der Empfangertyp war, identifizierten wir die Monosaccharide in Saurehydrolysaten durch
Dunnschichtchromatographie.

[0109] Extrazellulares Xanthan von X. campestris und Sphingan S-88 von Sphingomonas wurden aus flissi-
gem Kulturmedium durch Fallung mit 2-3 Volumina Isopropylalkohol abgetrennt, bei 80°C getrocknet und ge-
wogen. Die Polysaccharide wurden in Wasser fiir Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC) mit 5 mg/ml
resuspendiert. Wasserfreie Trifluoressigsaure (88 pl, von Sigma Chemical Co.) wurde mit 75 yl HPLC-Wasser
(Baker) und 225 pl Polysaccharid (5 mg/ml) in einem 0,6-ml-Mikrozentrifugenréhrchen gemischt und 16 h bei
95°C inkubiert. Die Hydrolysate wurden unter Vakuum getrocknet, in 200 pl HPLC-Wasser resuspendiert, in
ein neues Mikrozentrifugenréhrchen gegeben, erneut getrocknet und in 45 pyl HPLC-Wasser resuspendiert. Die
Proben (25 pg/ml) konnten gefroren aufbewahrt werden. Zuckerstandards (D-Glucose, D-Glucuronsaure,
D-Mannose, L-Mannose, L-Rhamnose und L-Fucose) wurden in HPLC-Wasser mit 4 mg/ml resuspendiert.
Vorbeschichtete, Kanale aufweisende Silicagelchromatographieplatten (Kieselgel 60 CF 254, 10 x 20 cm, E.
Merck) wurden tber Nacht in 0,3 M NaH,PQO, getrankt, 30 min bei Raumtemperatur und dann 10 min bei 95°C
getrocknet. Proben von 1-2 yl wurden als Punkte aufgetragen und das Chromatogramm wurde einem steigen-
den Lésemittelgemisch von 40 ml Aceton, 5 ml Butanol und 5 ml entionisiertem Wasser 2,5 bis 3 h bei Raum-
temperatur ausgesetzt. Die Platte wurde 3 min bei 65°C getrocknet und dann durch Tauchen in eine Losung
von 25 ml Aceton, 0,5 ml Anilin, 0,5 g Diphenylamin und 3,75 ml Phosphorsaure gefarbt, worauf 30 min bei
95°C getrocknet wurde. Wenn X. campestris der Empfanger der S88-DNA-Fragmente war, waren Glucose,
Mannose und Glucuronsaure vorhanden. Wenn der Sphingomonas-Stamm S88 der Empfanger fir das
gumD-Gen von X. campestris war, dann waren Rhamnose, Glucose, Mannose und Glucuronsaure in dem
S-88-Exopolysaccharid ahnlichen Mengen vorhanden.

Beispiel 9

Stimulierung der Produktion der Sphingane S-88, S-60 und NW-11 durch DNA-Fragmente, die von den Stam-
men S88, S60 und NW11 erhalten wurden

[0110] Die DNA-Fragmente, die von den Stammen S88, S60 und NW11 nach dem in den obigen Beispielen
5, 6 und 7 angegebenen allgemeinen Verfahren erhalten wurden, wurden zum Erhéhen der Produktion der
Sphingane S-88, Gellan (S-60) und NW-11 in Sphingomonas-Stammen verwendet. Die Ergebnisse sind in der
folgenden Tabelle 3 angegeben.

Tabelle 3

Wirt Plasmid Isopropylalkoholfallung Tro- relatives Gewicht

ckengewicht (mg) und Stan-

dardabweichung
S88 pRK311 98 +5 1,0
S88 pRK311-S88c2 155+ 24 1,6
S88 pRK311-S60c2 133+ 11 1,4
S88 pRK311-NWc2.2 165 £ 15 1,7
S60 pRK311 49 + 11 1,0
S60 pRK311-S88c2 732 1,5
S60 pRK311-S60c2 74 +2 1,5
S60 pRK311-NWc2.2 55+6 1,1
NW11 pRK311 985 1,0
NW11 pRK311-S88c2 105+6 1,2
NW11 pRK311-S60c2 124 £ 5 1.4
NW11 pRK311-NWc2.2 100 + 1 1,2

[0111] In dem generellen Ansatz kdnnen DNA-Fragmente, die aus einem speziellen Stamm von Sphingomo-
nas isoliert wurden, zum Erhéhen der Produktion eines Sphingans (das nicht von diesem Stamm produziert
wird) in einen unterschiedlichen Stamm von Sphingomonas durch Insertion der isolierten DNA-Fragmente in
mehreren Kopien nach den Techniken und Verfahren, die in den obigen Beispielen und insbesondere Beispiel
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7 angegeben sind, verwendet werden.

[0112] In dem generellen Ansatz, der durch das vorliegende Experiment gestitzt wird, kann ein DNA-Frag-
ment, das fir die Produktion von Sphingan in einem beliebigen Sphingomonas-Stamm wesentliches geneti-
sches Material enthalt, in einen entsprechenden Plasmidvektor oder anderes insertiert und in mehreren Kopien
in eine sphinganproduzierende oder nicht-mucoide Mutante des gleichen oder eines verschiedenen Sphingo-
monas-Stamms, aus dem die DNA isoliert wurde, der ein Sphinganproduzent ist oder eine nicht-produzierende
Mutante des sphinganproduzierenden Stamms ist, eingefuihrt werden. Der erhaltene, gentechnisch veranderte
Sphingomonas-Mikroorganismus produziert Sphingan in Mengen, die generell die durch den nicht gentech-
nisch veranderten, nicht-mutierten Sphinganproduzenten unter identischen Fermentationsbedingungen produ-
zierte Menge Ubersteigen.

[0113] Die folgenden Experimente werden angegeben, um zu zeigen, dass die Einarbeitung von mehreren
Kopien von DNA-Fragmenten in Stdmme von Sphingomonas sowie andere Bakterien Routine ist.

Beispiel 10
Insertion von Lactoseverwendungsgenen in das Chromosom von X. campestris

[0114] Unter Verwendung von Standardklonierungsverfahren, die Restriktionsenzyme und DNA-Ligation um-
fassen, insertierten wir die Lactoseverwendungsgene von einem Transposon, Tn951, angrenzend an ein zuvor
kloniertes Segment von X. campestris-DNA, das auf einem Plasmid getragen wird, das in X. campestris nicht
replizieren kann. Thorne et al., J. Indust. Microbiol., 3, 321 (1988). Das rekombinante Plasmid wurde dann
durch Konjugation in X. campestris ibertragen. In dem Empfangerbakterium rekombinierte die homologe DNA
von X. campestris, die angrenzend zu Lactoseverwendungsgenen lokalisiert ist, mit der zellularen DNA durch
normale homologe Rekombination unter Verwendung der Lactoseverwendungsgene, so dass sie an das Bak-
terienchromosom gebunden und mit diesem fortlaufend war. Das Ergebnis war die stabile Insertion des klo-
nierten Segments in das Bakterienchromosom. Dies wird durch das Diagramm in dem Papier vollstandiger er-
klart. Der gleiche Ansatz der Insertion von Genen in Bakterien wurde von anderen bei zahlreichen Gelegen-
heiten verwendet.

[0115] Es ist anzumerken, dass es nicht notwendig ist, ein Plasmid als Vektor zur Einfiihrung von exogener
DNA in ein Bakterium vor der oben beschriebenen DNA-Rekombination zu verwenden. Es ist auch bekannt,
dass von Bakteriophagen oder Transposons getragene DNA-Segmente sich selbst in das Bakterienchromo-
som durch positionsspezifische DNA-Rekombination insertieren. Ublicherweise insertieren sich Bakteriopha-
gen spezifisch an einem oder einigen wenigen Orten, wahrend Transposons Ublicherweise an zahlreichen, im
Wesentlichen willkiirlichen Orten insertiert werden. Ferner ist es nicht notwendig, dass die DNA an einen Klo-
nierungsvektor, wie ein Plasmid, gebunden in die Zelle getragen wird. Es ist bekannt, dass DNA-Fragmente
durch Transformation in Bakterienzellen eindringen konnen und die Fahigkeit zur Rekombination mit der zel-
luldren DNA beibehalten kdnnen.

Beispiel 11

Positionsspezifische Insertion eines Gens mit Codierung fiir Resistenz gegeniiber Kanamycin in bakterielle
DNA von Sphingomonas S88 an mehreren verschiedenen, willkiirlich ausgewahlten Orten

[0116] Dieses Beispiel zeigt, dass es Routine ist, Segmente klonierter DNA in die zellulare DNA von Sphin-
gomonas zu insertieren. Zunachst wurde das X88E12.8-Fragment (siehe Fig. 1) in die EcoRI-Stelle in der mul-
tiplen Klonierungsstelle des Plasmidvektors pSEB26 (Fig. 7) ligiert. Das Plasmid pSEB26 weist das Ampicil-
lin-Resistenzgen, Chloramphenicol-Resistenzgen, die multiple Klonierungsstelle, das Lac-Segment und den
oriT wie in Plasmid pSEB24 (auch in Fig. 7 gezeigt) auf. Es unterscheidet sich jedoch dadurch, dass es einen
Replikationsursprung eines engen Wirtsbereichs von dem Plasmid pBR322 anstelle der oriV-Sequenz eines
breiten Wirtsbereichs des Plasmids pSEB24 aufweist. Der pBR322-Ursprung ermdglicht eine Replikation des
Plasmids in Escherichia coli, jedoch nicht in Sphingomonas. Daher besteht der einzige Weg dafiir, dass in das
Plasmid pSEB26 klonierte DNA-Sequenzen in Sphingomonas bestehen kdnnen, darin, dass sie in die bakte-
rielle DNA, beispielsweise das Chromosom oder endogene Plasmide, integriert werden, bevor das Plasmid
aus der Zelle oder Kultur verloren geht. Zweitens wurde durch Routineverfahren das pSEB26-S88E12.8-Plas-
mid einer Mutagenese mit dem Transposon mini-Tn10kan (1991, Kleckner et al., 204, S. 139-180) unterzogen.
Eine Mutagenese durch Transposition in dem nicht unterdriickenden Wirt HMS174 erfolgte mit dem Tn10-De-
rivat 103 (mini-Tn10kan/Ptac-ATS-Transposase), das von dem Lambda-Bakteriophagen NK1316 getragen
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wird. Das Ergebnis war die Insertion eines Kanamycin-Resistenzgens in das Plasmid. Wir isolierten mehrere
unabhangige Insertionen des Kanamycin-Resistenzgens jeweils an einem unterschiedlichen Ort innerhalb des
S88E12.8-Segments. Drittens tibertrugen wir unter Verwendung des Triparental Mating-Schemas jedes der re-
kombinanten Plasmide getrennt in Sphingomonas S88 und selektierten auf Kanamycin-resistente Nachkom-
men. In tatsachlich jedem Fall rekombinierten die S88-DNA-Sequenzen, die auf einer der beiden Seiten des
Kanamycin-Resistenzgens lokalisiert waren, mit dem Chromosom der Empfangerzelle derart, dass das Kana-
mycin-Resistenzgen in das Bakterienchromosom integriert wurde. Durch Integration in das Bakterienchromo-
som konnte das Gen die Unfahigkeit des Vektorplasmids zur Replikation in Sphingomonas Uberleben.

[0117] Dieses Beispiel zeigt, dass exogene DNA-Segmente (in diesem Fall das Kanamycin-Resistenzgen) in
einen Empfanger so eingefuhrt werden kdnnen, dass das eintretende Gen in das Bakterienchromosom inte-
griert wird. Der Ort der Integration wird durch die DNA-Sequenzen, die dem Gen benachbart sind, bestimmt.
In diesem Fall integrierte das exogene Gen in verschiedene Stellen innerhalb des E12.8-Segments des
Stamms S88. Die Integration durch homologe Rekombination ist ein routinemaRig durchgefiihrtes Verfahren
der Genmanipulation.

Beispiel 12
Weitere DNA-Sequenzierung und Analyse

[0118] Beide DNA-Strange wurden zwischen den BamHI-Stellen bei 1 und 28804 bp, wie in Fig. 8 gezeigt ist,
sequenziert. Das Didesoxynucleotid-Kettenabbruchverfahren von Sanger (Sanger et al., 1977, Proc. Nat.
Acad. Sci., 74: 5463-5467) wurde zur Sequenzierung gruppierter Deletionen, die in pBluescriptllKS(+) mit Exo-
nuclease Il und S1-Nuclease erzeugt wurden, verwendet. Interne Sequenzierungsprimer wurden ebenfalls
verwendet. Die Sequenzen wurden mit den Programmen SuperClone und SuperSee von Coral Software (San
Diego) und durch das Verfahren von Kyte und Doolittle (Kyte und Doolittle, J. Mol. Biol. 157: 105-132) flir mem-
brandurchspannende Proteindomanen analysiert. Homologe Proteinsegmente wurden in der Sammeldatenbi-
bliothek am NCBI mit dem "blastp"-Programm (Altschul et al., 1990, J. Mol. Biol. 215: 403-410) identifiziert.
DNA-Hybridisierung erfolgte durch Standardverfahren unter Verwendung von Nylonmembranen und dem Ge-
nius™ 1 Kit (Boehringer Mannheim).

Beispiel 13
Klonierung von an der Biosynthese von Sphingan S88 beteiligten Genen

[0119] Dieses Beispiel folgt einigen der Lehren von Beispiel 2. Wir ermittelten friiher, dass die meisten sphin-
ganpolysaccharid-negativen (Sps™) Mutanten des Sphingomonas-Stamms S88 auf Bacitracin enthaltenden
YM-Platten wachsen (Pollock et al., 1994, J. Bacteriol. 176: 6229-6237). Kartierungsexperimente (die spater
beschrieben sind) platzierten alle diese Mutation in ein Gen, das wir spsB nannten. Die in Eig. 11 aufgelisteten
reprasentativen SpsB™-Mutationen (260, 265 und 102w) waren ebenfalls Bacitracin-resistent (Bac’). Umge-
kehrt war der bac8-Stamm typisch flir Mutanten, die zunachst als Bac' selektiert wurden und die sich dann als
Sps™ erwiesen. Wie in Beispiel 2 angegeben flhrte hierbei der Fehlschlag, Sphingan S-88 durch die Sps~
Bac'-Mutanten herzustellen, zu einem Aussehen der Kolonien, das flacher, von rauer Oberflache und durch-
scheinend im Vergleich zu Wildtypkolonien, die auch von einem engen lichtbrechenden Halo umgeben waren,
wenn sie gegen das Licht gehalten und von unten betrachtet wurden, war. Den Sps™-Mutanten gelang es auch
nicht, Sphingane in flissiges YM-Medium zu sezernieren, was durch das Fehlen von durch Alkohol fallbaren
Exopolysacchariden beurteilt wurde. Eine kleine Fraktion der Sps™ Bac-Mutanten trug zweite Mutationen. Bei-
spielsweise waren Kolonien der Mutante 102w eher weif3 als gelb. Die Mutante 134 wies eine Mutation in dem
rhsD-Gen zusatzlich zu spsB auf. Und die Mutanten 54 und 302 wiesen Defekte im Hinblick auf spsK sowie
spsB auf. Die Sps™-Mutationen, die unmittelbar tber der Genkarte in Fig. 11 angegeben sind, waren entweder
spontan oder wurden nach Einwirken von Ultraviolettlicht oder Ethylmethansulfonat erhalten. Alle hier unter-
suchten anderen Mutationen (die in Fig. 11 mit dem Vorsatz "Y" oder "B" angegeben sind) waren das Ergebnis
von willktrlichen Insertionen des Transposons mini-Tn10kan.

[0120] Wir konstruierten eine Bibliothek von Genen aus dem Sphingomonas-Stamm S88 in dem Cosmid ei-
nes breiten Wirtsbereichs pRK311 und tbertrugen die gepoolten Klone von E. coli auf S88m260 durch Konju-
gationsverbindung. Jedoch erschienen wiederholt keine Sps*-Kolonien unter den 10° bis 10* gescreenten Te-
t-Exkonjuganten. Wir Ubertrugen dann die Bibliothek auf zuvor isolierte Bac" Gum™ (gumD)-Mutanten von X.
campestris (Pollock et al., 1994, J. Bacteriol. 176: 6229-6237; und Thorne et al., 1987, J. Bacteriol. 169:
3593-3600). Es ist erforderlich, dass das gumD-Gen Glucose-6-phosphat von UDP-Glucose auf Isoprenyl-
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phosphat als erste Stufe beim Zusammenbau von Xanthangummi tbertragt (Capage et al., Oktober 1987, in-
ternationales Patent WO87/05938, und lelpi et al., 1993, J. Bacteriol. 175: 2490-2500). Wir dachten, dass der
Zusammenbau von Sphingan S-88 wahrscheinlich auch mit Glucose begann und dass es fir das Enzym von
Sphingomonas moglich sein konnte, die Bac" Gum™Mutanten in X. campestris zu komplementieren, da
DNA-Segmente, die das gumD-Gen von X. campestris enthalten, die Synthese von Sphingan S-88 in Bac’
Sps™-Mutanten von Sphingomonas wiederherstellen konnten. (Pollock et al., 1994, J. Bacteriol. 176:
6229-6237). Bei den intergenerischen Verbindungen fanden wir Gum®-Kolonien von X. campestris auf
YM-Platten mit einer Haufigkeit von etwa 1 pro 10° bis 10* Tet'-Exkonjuganten.

[0121] Plasmide wurden aus den komplementierten X. campestris-Mutanten durch Transformation von E. coli
gereinigt und dann in die Sphingomonas S88-Mutante 260 eingebunden. Etwa 5-25% der Exkonjuganten wur-
den Sps*. Die Haufigkeit einer Ubertragung fiir den Vektor allein (pRK311) war 100- bis 1000-fach hoher als
fur die gréReren rekombinanten Plasmide. Obwohl die meisten der rekombinanten Plasmide ausgedehnte De-
letionen erlitten, wenn sie in Sphingomonas eingebaut wurden, wurde eines intakt gewonnen und fir die an-
schlieRenden Arbeiten verwendet: pRK311-S88c1. Die duflersten linken 21 kbp von S88c1 sind in Fig. 1,
Fig. 8 und Fig. 11 als Subklon c1A3 angegeben. Das Plasmid pRK311-S88c1 stellte auch die Polysaccharid-
synthese flir mehrere andere, unabhangig voneinander isolierte Bac’ Sps™-Mutanten von Stamm S88 und Bac'
Gum~Mutanten von X. campestris wieder her. Wir isolierten die Polysaccharide, die in das Kulturmedium durch
die Exkonjuganten fir jede intergenerische Verbindung sezerniert wurden, und verifizierten durch Dinn-
schichtchromatographie, dass Saurehydrolysate die neutralen Zucker enthielten, die fiir das Polysaccharid der
Empfangerzelle erwartet wurden. Exopolysaccharid von der Sphingomonas-Mutante 260, die das Plasmid
pRK311-S88c1 tragt, enthielt Glucose, Mannose und Rhamnose, wahrend X. campestris m31 mit
pRK311-S88c1 nur Glucose und Mannose enthielt. Jedes Polysaccharid enthielt auch Glucuronsaure, obwohl
die Gewinnung des sauren Zuckers aufgrund der Hydrolysebedingungen systematisch niedrig war.

[0122] Wir verlangerten die klonierte Region nach links in Eig. 11 durch Screening der Bibliothek auf Segmen-
te, die die Sps™ Bac-Mutanten 76 und 78 komplementierten. Wir screenten 10* bis 10° Exkonjuganten und er-
hielten vier weitere Klone (S88c2, ¢3, c4 und c5), die das S88c1-Segment partiell Giberlappten. Ahnlich wurde
der Klon ¢6 durch Komplementierung der Sps"Mutanten 43, 71 und 104 isoliert. Die funf klonierten Segmente
wiesen jeweils eine Lange von etwa 22-28 kb auf und mindestens ein Ende jedes Segments ist in Fig. 11 ge-
zeigt. Wir identifizierten einen Satz von etwa 15 Sps™-Mutationen, die weder durch den Klon ¢2 noch den Sub-
klon c1A3 komplementiert wurden. Keine dieser Mutationen wurde durch den c1-Klon voller Lange, der sich
um etwa 8 kbp gegeniiber c1A3 weiter nach rechts erstreckt, komplementiert und keine wurde durch c6, das
sich um etwa 18 kbp links von c2 in Fig. 3 erstreckt, komplementiert. Der Satz "nicht verknupfter" Mutationen
legt zusatzliche Gene nahe, die fiir die Sphingansynthese wesentlich sind, jedoch nicht unmittelbar angren-
zend an den in Eig. 11 gezeigten Cluster von Genen sind.

Beispiel 14
Kartierung der sps-Gene durch funktionale Komplementierung

[0123] Die Grenzen der spsG-, spsK-, spsF-, spsD-, spsC-, spsE-, spsB- und rhsD-Gene wurden durch Kom-
plementierungstests unter Verwendung der Sps™-Punktmutanten als Empfanger im Hinblick auf die Konjugati-
on bestimmt. Die Ergebnisse sind in Eig. 11 tUber der Karte zusammengefasst. Rekombinante Plasmide, die
kleine subklonierte DNA-Segmente oder groflere Segmente trugen, wurden insertionaler Mutagenese mit mi-
ni-Tn10kan in E. coli unterzogen und dann durch Verbindung in Sps™-Mutanten des Stamms S88 (ibertragen.
Zwei verwendbare Plasmidvektoren eines breiten Wirtsbereichs wurden verwendet: pRK311 und pSEB24
(Fig. 7). Die Exkonjuganten, die den Arzneistoffresistenzmarker des eintretenden Plasmids aufnahmen, wur-
den dann auf der Basis des Aussehens der Kolonie als Sps* oder Sps™ bewertet. Die Bac" Sps™S88-Mutanten
wurden zunachst auf den E4.5-Subklon kartiert und dann wurde das E4.5-Segment einer insertionalen Zufalls-
mutagenese mit mini-Tn10kan ausgesetzt. Insertionen in die Positionen B231 und B230 (Fig. 11) beeinfluss-
ten die Wiederherstellung der Sphingansynthese fir die Mutante 260 nicht, jedoch blockten die Insertionen
B233, B239 und B238 eine Komplementierung. Die Mutante 134 wurde durch das Segment B8.6, jedoch nicht
durch entweder E4.5 oder E5.9 komplementiert. Die Mutante 134 weist einen Defekt in dem spsB-Gen und
auch in dem nahegelegenen rhsD-Gen auf. Der genauere Ort der rhsD-Mutation wurde durch Einwirken einer
mini-Tn10kan-Mutagenese auf das B8.6-Segment und Analysieren des Komplementierungsmusters fur die
B441-, B440-, B438-, B437- und B435-Insertionen bestimmt. Die Mutanten 54 und 302 schienen auch doppelte
Mutanten mit Defekten in den spsK- und spsB-Genen zu sein. Die spsF-Mutanten (62, 68 und 94 von Eig. 11)
wurden aufgrund des Fehlens einer Komplementierung durch die Segmente B12.6 und c1A3 und durch Wie-
derherstellung der Synthese von Sphingan S-88 durch die Klone ¢3 und ¢5 lokalisiert und von dem nahegele-
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genen spsDCE-Cluster abgetrennt. Komplementierungsergebnisse fir die fortlaufenden spsD-, spsC- und
spsE-Gene nach der insertionalen Mutagenese des E6.6-Fragments sind ebenfalls in Fig. 11 angegeben. Die
Komplementierungsergebnisse schlugen zwei Gruppen vor: eine erste, die die Mutationen 76 und 78 umfasst,
und eine zweite, die die Mutationen 69, 72, b104, 3, 9 und 41 umfasst. Eine spatere Analyse der DNA-Sequen-
zen léste die letztere Gruppe in zwei unterschiedliche fortlaufende Gene auf: spsC und spsE. Die spsG-Muta-
tionen (11, 43, 71, 81 und 104 von Fig. 11) wurden durch den c6-Klon und das B4.5-Subfragment von Frag-
ment B12.6 komplementiert (siehe Fig. 11). Die insertionale Mutagenese des B12.6-Segments ergab die Plas-
mide Y652, Y635, Y636, Y653, Y640 und Y641. Von diesen waren nur Y652 und Y641 zur Komplementierung
der spsG-Mutanten fahig.

Beispiel 15
Phanotypen von mini-Tn10kan-Chromosomen- und Plasmidinsertionen

[0124] Segmente von klonierter S88-DNA wurden an das verbindbare Cam'-Plasmid mit engem Wirtsbereich
pSEB26 (Fig. 11) ligiert, einer Mutagenese durch mini-Tn10kan in E. coli ausgesetzt und dann durch Konjuga-
tion in den Wildtyp(Sps*)-Sphingomonas-Stamm S88 (ibertragen. Die Plasmide waren zur Replikation in
Sphingomonas nicht fahig, so dass das Beibehalten des Kan-Gens die Rekombination mit dem Bakterienchro-
mosom erforderte. Wir wahlten nur die Rekombinanten, die Kan"und Cam® waren, in der Erwartung, dass diese
Gruppe keine Plasmidsequenzen zurlickbehielt. Obwohl wir die physikalischen Strukturen dieser DNA-Substi-
tutionen nicht verifizierten, verwendeten wir routinemaRig die gleichen Plasmide, Stdmme und Selektionssche-
mata zur Erzeugung positionsspezifischer chromosomaler Deletionen (unterer Teil von Fig. 11) und bestatig-
ten diese doppelten Rekombinationsereignisse durch Restriktionskartierung und DNA-Hybridisierung. Koloni-
en der Kan" Cam®-Chromosomenrekombinationen wurden als Sps* oder Sps™ beurteilt (im oberen Teil von
Fig. 11 fir Insertionen, die mit einem vorangestellten "c" markiert sind, gezeigt). Fur die Mutanten, die einen
Sps™Phanotyp zeigen (cY776, cY757, cY771, cY770, cY676, cB589, cB583, cB580, cB579, cB300, cY726,
cY725, cY676, cY673, cY721 und cY602), war es sinnvoll, anzunehmen, dass eine doppelte Rekombination
auftrat. Jedoch war es fiir die Sps*-Rekombinanten mdglich, dass das gesamte Plasmid in das Chromosom in
einer der homologen Regionen integrierte, was zu einem defekten und einem normalen Gen in dem Chromo-
som fuhrt.

[0125] Um die Ungewissheit einer doppelten Rekombination zu vermeiden, erzeugten wir grof3e positions-
spezifische Deletionen in dem Chromosom und flihrten dann replizierende Plasmide, die entweder die S88c2-
oder S88c3-DNA-Segmente mit einzelnen mini-Tn10kan-Insertionen zur Inaktivierung bestimmter Gene tru-
gen, ein. Die Positionen und Sps*- oder Sps™-Phanotypen der Insertionen sind in der Nahe des oberen Teils
von Fig. 11 durch das voranstehende "p" angegeben. Die Ergebnisse der chromosomalen und Plasmidmuta-
tionsstrategie passen zueinander und sowohl essentielle (=) als auch nicht-essentielle (+) Regionen wurden

beobachtet.
Beispiel 16
DNA-Sequenz: G + C-Gehalt, Verwendung von seltenen Codons und Translationsstartsequenzen

[0126] Die DNA-Sequenz von 28804 bp wurde fiir beide Strange bestimmt (siehe Fig. 14). Ein Durchschnitt-
sprofil (und Standardabweichung) fir ein typisches Sphingomonas-Gen in diesem Cluster wurde auf der Basis
der gedrehten G + C-Gehalte, der Haufigkeiten seltener Codons und von "Shine-Dalgarno”- oder Translations-
initiationssequenzen bestimmt (Tabelle 4). Eine hohe Haufigkeit von G oder C in der dritten Codon-Position
war fir jedes der Gene typisch. Ein Satz von selten verwendeten Codons fiir Sphingomonas wurde in friihen
Arbeiten durch Analyse von 2500 Codons aus den rhsACBD-Operon und den spsB, D-, C- und E-Genen iden-
tifiziert. Jedes seltene Codon in den Sets war mit weniger als 0,2% der Gesamtmenge vorhanden und diese
umfassten: AGA, AGG, CGA, TGT, GGA, ATA, CTA, TTA, TTG, AAA, TTT, CCA, CCT, AGT, TCA, TCT, ACA
und ACT. Die Translation beginnt Ublicherweise in E. coli angrenzend an eine und strangabwarts einer Se-
quenz, die komplementar zum 3'-Terminus von 16S-rRNA ist (Shine und Dalgarno, 1974, Proc. Natl. Acad. Sci
USA, 71: 1342). Die analoge "Shine-Dalgarno"-Sequenz, die komplementar zu 16S-rRNA in S. paucimobilis
DSM1098 ist, ist TAAGGAGGTG (Moore et al., 1993, Lett. Appl. Microbiol. 17: 115-118).

[0127] Wenn ein Gen in diesem Cluster zum Durchschnittsgenprofil passte und unter Bildung eines Sps™Pha-
notyps mutiert werden konnte, erhielt es eine "sps"-Bezeichnung. Jedoch ergab unsere Suche nach Protein-
ahnlichkeiten keinen signifikanten Hinweis auf mogliche Funktionen der spsG-, I- und F-Gene. Zusétzlich gab
es vier weitere offene Leseraster, die das typische Genprofil erfiillten und keine signifikante Ahnlichkeit mit Pro-
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teinsequenzen in Computerdatenbanken zeigten. Da jedoch Mutationen in diesen vermutlichen Genen die Po-
lysaccharidsynthese nicht sichtbar anderten, wurden sie mit "Urf" fiir unidentifiziertes Leseraster markiert. Es
gab vier Urf-Sequenzen (32, 26, 31 und 34), die nach der Gro3e des abgeleiteten Proteins in Kilodaltons be-
nannt wurden.

Tabelle 4. Profile von sps-Genen

(G+C) % nach der Codons
Codonposition vermutliche Transla-
Gen | ins- L2 3. |ins” ’ tionsstartsequenzen
gesamt gesamt | sel-
tene
spsB 66 65143190470 2 TTGAGGGAGCCCGACGAGGCAATGAAC
C 68 70148 |87 | 447 1 GACAGCGGACGAGGCCCACCAGTGAAT
D 68 71 (5083301 4 TGACAAGGGCCGTATTCATGCATGCAT
E 68 65147191 1|235 0 GCACGGAGCTTCAGTAAACTGATGGAC
F 64 61 (51179432 6 TTGTACTGGAGGCCATTGATAATGAAG
G 65 61145189539 4 CGATTATCTAAGGGGTTGGTCATGGCG
I 67 69 |45(88 ]300 3 CGTGCCGGCTGGGAGGTCTTCATGAAG
J 68 73144 |85]| 462 3 CCGAAATTAAGAGGTGTTCGAGTGGCT
K 68 72 146 | 85| 352 3 GGCGGGAGGCAGGCGGGATCAATGGCA
L 68 72152811288 5 GGCACAGTGGAGTGCCAAGCGATGAGC
Q 68 70151184 (315 3 CAGCACGGGTAAGAACGAGGCATGGAA
R 61 54146 185|670 3 CGCGTAACGAGGGTAGAGTACATGCCG
S 65 65|47 |84 ]|452 5 GCAGGACTTCTATCACGTCTGATGACG
rhsA 65 64 |45)87 ] 292 0,3 CCCGCGCCATGGGGATTTTGAATGAAG
C 65 65|43 188|188 2 GCGCAAGCTGGTAGCCGCGGCATGACC
B 65 6342 )89 353 0,6 TTCTTCTATCAGGGCTGATCCATGCAG
D 69 66 (49|91 | 288 0,3 GCGGTTGGGGCAGACCGCCTGATGCGC
atrB 69 704491728 1 CCATGGAGGCAGAGTACCGGAATGACA
atrD 70 7314988 | 464 2 CGGATATGGGGAGATTGCCGCATGAAC
fi:‘{: 67 67 |47|87]- 2,5 |5’.. TAAGGAGGTG .. mRNA
wert
Std. 2 5 3 3 - 1,8 3’ ATTCCTCCAC .. rRNA
abw.
urf32 | 66 65146 (89| 293 3 ACGGCTATTGAATTGGATTCCATGACC
urf26 | 67 69 (4489|232 3 TCACACGGCGCCGGAGGCCCCATGTTC
urf3l | 65 61 {41(91|270 2 AGACCGGGGCTGATCGAACCGATGCTT
urf34 | 68 645091318 3 GCGCAATGACACGCGGCCGGAATGACA

[0128] Die unter "vermutliche Translationsstartsequenzen" aufgelisteten Sequenzen sind der Reihe nach
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SEQ ID NO: 2 bis 26.

Beispiel 17
Identifizierung von Glucosyl-IP-Transferase als spsB-Gen

[0129] Die meisten der Sps™-Mutationen, die nach einer Ultraviolett- oder chemischen Mutagenese isoliert
wurden, befanden sich im spsB-Gen. Es wird angenommen, dass das SpsB-Protein die erste Stufe beim Zu-
sammenbau von Sphingan S-88 wegen der liberraschenden Ahnlichkeit der abgeleiteten Aminoséauresequenz
von SpsB mit anderen Genprodukten, von denen angenommen wird, dass sie fir Glycosyl-IP-Transferasen co-
dieren, katalysiert. Fig. 12 zeigt ein Alignment von Aminosauresequenzen von vermuteten Glucosyl- und Ga-
lactosyl-IP-Transferasen. Es besteht betrachtliche Homologie fir die C-terminalen Halften dieser Proteine. Ob-
wohl den N-terminalen Regionen diese extensive Homologie fehlt, ist das SpsB-Protein dem RfbP-Protein von
S. enterica (Jiang et al., 1991, Molecular Microbiology, 5, 695-713) dadurch ahnlich, dass es mehrere hydro-
phobe Regionen aufweist, die membrandurchspannende Domanen nahelegen (in Fig. 12 unterstrichen). Die
hydrophen Domanen von SpsB umfassen die Aminoséauren 35-59 (mittlere Hydropathie +2,2), 68-86 (+1,7),
105-123 (+2,3) und 282-303 (+2,9). Die Position des letzteren hydrophoben Segments war diesen verwandten
Genprodukten gemeinsam und war in der Mitte des Proteins angrenzend an die Region grofiter Homologie
lokalisiert.

[0130] Die von der DNA-Sequenz abgeleitete spsB-Codierungsdomane wurde durch Komplementierungsun-
tersuchungen bestatigt. Wir beobachteten, ob verschiedene Insertionen von mini-Tn10kan in dem E4.5-Seg-
ment die Komplementierung von Bac™ Sps™-Mutanten stérten oder nicht. Die Stellen einer Insertion von mi-
ni-Tn10kan und "+"- oder "-"-Komplementierungsergebnisse sind Gber dem spsB-Gen in Eig. 11 angegeben.
Drei mini-Tn10kan-Insertionen ergaben keine Wiederherstellung der Sphingansynthese an der Sps"Mutante
S88m260 (B233, B239 und B238), wahrend mehrere flankierende Insertionen, die B231 und B230 umfassten,
deren Fahigkeit zur Lieferung der fehlenden Funktion beibehielten.

Beispiel 18
Rhamnose-Biosyntheseoperon von Sphingomonas S88

[0131] Die abgeleiteten Aminosauresequenzen der Proteine, die durch die rhsACBD-Gene codiert werden,
waren sehr ahnlich Enzymen von S. enterica Gruppe B und X. campestris, die dTDP-L-Rhamnose in vier Stu-
fen aus dTTP und Glucose-1-phosphat synthetisieren (Fig. 13). Wir ibernahmen die bereits bestehende No-
menklatur mit Glucose-1-phosphat-thymidylyltransferase, die durch das rhsA-Gen codiert wird, und die aufei-
nanderfolgenden katalytischen Stufen, die durch die rhsB-, C- und D-Gene codiert werden. Jedoch war das
Sphingomonas-Operon in vierfacher Hinsicht einzigartig. Erstens war die Reihenfolge der Gene ACBD - von
entweder S. enterica (BDAC —) oder X. campestris (BACD -) verschieden. Zweitens waren intercistronische
Regionen fast nicht vorhanden. Start- und Stopcodons Uberlappten oder waren eng beabstandet: rhsA-AT-
GA-rhsC-TGATCCATG-rhsB-TGATG-rhsD. Drittens war der mittlere G + C-Gehalt fir das rhsACBD-Operon
(66%) relativ hoch, insbesondere in der dritten Codonposition (89%), und Uber das Operon gleichférmig. Und
viertens stimmte der hohe G + C-Gehalt mit den umgebenden Genen in dem Cluster und nicht verwandten
Genen von anderen Sphingomonas-Arten Uberein.

[0132] Zunachst wurde nur eine Mutation (# 134) innerhalb des rhs-Clusters isoliert und sie trat gleichzeitig
mit einer zweiten Mutation in dem spsB-Gen auf. Wir beriicksichtigten die Moglichkeit, dass Rhs™-Mutationen
letal sein kdnnten. Daher testeten wir, ob Einzelmutationen, die spezifisch innerhalb des rhs-Clusters technisch
erzeugt wurden, die Sphingansynthese blockieren oder nicht. Wir konstruierten zunachst eine S88-Mutante mit
einer grofsen Chromosomendeletion (ATn365 in Fig. 11), die die spsD- bis rhs-Gene durchspannt, und fiihrten
dann Plasmide ein, die die fehlende DNA, jedoch mit mini-Tn10kan-Insertionen an speziellen Stellen, trugen.
Wenn die Insertionen in den Plasmiden innerhalb des spsD-, C-, E-, B- oder rhs-Operons lokalisiert waren, blie-
ben die Zellen Sps™. Jedoch stdrten Insertionen innerhalb von entweder Urf32, 26, 31, 34, atrD oder atrB die
Komplementierung der Deletionsmutation nicht und die Zellen wurden Sps®.

Beispiel 19
Glycosyltransferasen von Sphingomonas S88

[0133] Drei Gene codieren wahrscheinlich fiir Glycosyltransferasen: spsQ, spsK und spsL. Jedoch konnten
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die Zuckerspezifitaten fur diese Transferasen nicht durch Sequenzanalyse allein bestimmt werden, da die Pro-
teine nur beschrankte lokale Homologien zu anderen Glycosyl- und Rhamnosyltransferasen zeigten. Wie von
anderen angegeben, sind die Glycosyltransferasen selbst flir Enzyme aus einem einzigen Bakterium, die die
gleichen Zucker in einer identischen Verknipfung anbringen, sehr divergent (Glucksman et al., 1993, J. Bac-
teriol. 175: 7045-7055). Das abgeleitete spsQ-Genprodukt war dhnlich dem orf11 angrenzend an gnd in E. coli
K-12, wofiir angenommen wird, dass es fir eine Rhamnosyltransferase codiert, (Stevenson et al., 1994, J.
Bacteriol. 176: 4144-4156) und auch ahnlich den ExoO- und ExoU-Glucosyl-Transferasen von R. meliloti
(Reuber und Walker, 1993, Cell, 74: 269-280). Das spsQ-Gen war essentiell fiir die Sphingan-S-88-Synthese.
mini-Tn10kan wurde in das spsQ-Gen (Z206 in Fig. 11) auf einem Plasmid, das das S88c2-Segment tragt, in-
sertiert und das mutierte Plasmid wurde dann in S88-Zellen, die eine chromosomale Deletion der spsGS-
RQI-Gene tragen, eingefuhrt. Die Empfangerzellen waren lebensfahig, doch war die Polysaccharidsynthese
blockiert. Das abgeleitete spsL-Genprodukt war ahnlich dem spsQ-Produkt, wenn ein Vergleich durch eine
Punktmatrixanalyse durchgefihrt wurde, und es zeigte eine lokale Ahnlichkeit zu einer Rhamnosyltransferase
(RfbN) von S. enterica und einer vermutlichen Abequosyltransferase von Yersinia pseudotuberculosis (Liu et
al., 1995, J. Bacteriol., 177: 4084-4088). Recherchen nach spsK ahnlichen Proteinen ergaben nur marginale
Ahnlichkeiten, wofiir vorherrschende Mitglieder Glycosyltransferasen waren, die eine gemeinsame vermutli-
che Bindungsstelle fiir UDP enthielten. Die mdgliche Beteiligung von UDP legt eine Glucosyl- oder Glucurono-
syltransferase nahe. Eine Mutante mit einer speziellen Insertion in dem spsK-Gen (pY882 in Fig. 14) sowie
Nichtinsertionsmutanten 54 und 302 waren lebensfahig, stellten jedoch kein Polysaccharid her.

Beispiel 20
Sekretion von Polysaccharid von Bakterien

[0134] Gemeinsame Strategien zur Sekretion von Polysacchariden von verschiedenen Bakterien werden
durch Sequenzahnlichkeiten flr essentielle Genprodukte nahegelegt. Derartige Vergleiche (Tabelle 5) zeigten,
dass bis zu funf der sps-Gene an der Sekretion von Sphinganen beteiligt sein kénnen: spsD, C, E, J und S.
Die in Tabelle 5 zusammengefassten Sequenzbeziehungen gelten fir Proteine, fir die betrachtliche Informa-
tionen gesammelt wurden, wie die in "Exo"-Proteine von R. meliloti. Jedoch sind die Familien funktional ver-
wandter Proteine gréRer als durch die Tabelle impliziert wird. Drei verschiedene Segmente des SpsD-Proteins
von 51, 29 und 22 Aminosauren zeigten jeweils 29, 31 und 36 Prozent Identitdt zu ExoF. Die benachbarten
spsC- und spsE-Gene mit tiberlappenden Start- und Stopcodons (TGATG) codieren fiir Proteine, die zwei ver-
schiedenen Doméanen innerhalb von ExoP ahnlich sind. Die ahnlichen SpsC-ExoP-Sequenzen umfassen ein
Motiv (PX,PX,SPKX,,GXMXG), das vor kurzem an einer Kettenldngenbestimmung fiir Bakterien-O-Antigene
beteiligt war (Becker et al., 1995, Mol. Bicrobiol., 16: 191-203). Drei Segmente von SpsC mit 92, 30 bzw. 19
Aminosauren waren 22, 30 und 42 identisch zu ahnlich angeordneten Sequenzen von der N-terminalen Halfte
von ExoP und zwei Segmente von SpsE mit 75 und 98 Aminosauren waren 32 und 29% identisch zur C-ter-
minalen Halfte von ExoP. Drei Segmente von SpsS mit 37, 20 und 44 Aminosauren waren zu 38, 55 und 23
identisch zu ExoT. Das abgeleitete SpsJ-Protein zeigte eine gewisse Ahnlichkeit zu KpsT-, BexA- und
ABC-Transportern durch das Teilen einer vermutlichen nucleotidbindenden Doméane. Obwohl das spsR-Gen
fur die Sphingansynthese nicht erforderlich war, war dessen Genprodukt Bakterien- und Pilzpolysaccharidlya-
sen entfernt ahnlich. Daher kann es zur Freisetzung der Glucuronsaure enthaltenden Sphingane von entweder
zellularen oder Substratoberflachen oder zur Wiederverwendung des Polymers als Kohlenstoffquelle wichtig
sein.

[0135] Wie in Fig. 11 gezeigt ist, waren spontane Punktmutationen und mini-Tn10kan-Insertionen in den
SpsD-, spsC-, spsE- und spsS-Genen lebensfahig, jedoch sammelten sie kein Sphingan S-88 in Kulturiber-
stédnden an. Im Gegensatz dazu waren Mutationen in analogen Genen von R. meliloti (Harding et al., 1993, J.
Gen. Microbiol., 139: 447-457) und X. campestris letal. mini-Tn10kan-Chromosomeninsertionen in dem
spsJ-Gen waren auch Sps™. Jedoch waren mini-Tn10kan-Insertionen in SpsJ, die auf einem Mehrfachkopie-
plasmid in einem mutierten Stamm mit einer groRen Chromosomendeletion gehalten wurden, entweder Sps*
oder Sps™.
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Tabelle 5. Ahnlichkeiten von Sekretionsproteinen

Bakterium Polysaccharid entsprechende Genprodukte®

Sphingomonas S88 Sphingan S-88 SpsD SpsC SpskE SpsJ SpsS
R. meliloti Succinoglycan ExoF ExoP ExoP ExoT
X. campestris Xanthangummi GumB GumC GumJd
E. coli Polysialinsaure KPsD KpsT

H. influenzae Gruppe-ll-Kapsel BexD BexC BexA

 Verweisstellen fur die Sekretionsrollen der einzelnen Proteine:

ExoF, ExoP, ExoT (Becker et al., 1995, Mol. Microbiol, 16: 191; Horinouchi und Weisblum, 1982, J. Bacteriol.,
150, 815; und Reuber und Walker, 1993, Cell, 74: 269)

GumB, GumC, GumJ (Glucksmann et al., 1993, J. Bacteriol., 175: 7033; Becker et al., 1995, Mol. Microbiol.,
16: 191; und Glucksmann et al., 1993, J. Bacteriol., 175: 7045)

KpsD und KpsT (Wunder et al., 1994, J. Bacteriol., 176: 4025; und Smith et al., 1990, Mol. Microbiol., 4: 1863)
BexD, BexC und BexA (Kroll et al., 1990, Mol. Microbiol., 4: 1853)

Beispiel 21
ABC-Transporter fur lytisches oder toxisches Protein

[0136] Innerhalb des sps-Clusters waren zwei benachbarte Gene, atrB und atrD, lokalisiert, wobei diese fir
einen ABC-Transporter eines lytischen oder toxindhnlichen Proteins und ein Zusatzprotein fir den Transport
zu codieren schienen. Eine Hamolysingen (hlyA) wurde bereits in Pseudomonas paucimobilis, das nun als
Sphingomonas reklassifiziert wurde, identifiziert. Wir vermieden die "hly"-Bezeichnung an diesem Zeitpunkt,
da wir mit unseren Stdmmen keine eindeutige Hamolyse auf Agaragarplatten, die Erythrozyten von Schafen
enthielten, detektierten. Etwa 48% der Aminosauren, die von der DNA-Sequenz des atrB-Gens abgeleitet wa-
ren, waren identisch zu denen des Cyclolysin-ABC-Transporters von Bordatella pertussis. Das atrB-Genpro-
dukt war auch Uberraschend ahnlich dem gesamten HlyB-Protein von E. coli und dem LktB-Protein von Pas-
teurella haemolytica, die Hdmolysin bzw. Leukotoxin transportieren. Ferner war die C-terminale Halfte von atrB
vielen anderen ABC-Transportern, die die C-terminale Halfte des NdvA-Proteins von R. meliloti und die zwei
wiederholten ATP-Bindungsdomanen innerhalb des humanen mehrfacharzneistoffresistenten Proteins Mdr1
umfassten, dhnlich. Das atrD-Genprodukt war im Hinblick auf die Sequenz dem HlyD-Protein von E. coli und
dem LktD-Protein von P. haemolytica &hnlich. Im Gegensatz zu den verwandten Transportgenen von anderen
Gattungen gab es kein analoges lytisches oder toxisches Gen angrenzend an die Sphingomonas-atrB- und
atr-D-Gene oder innerhalb des sps-Clusters.

Folgerungen

[0137] Eine wechselseitige Genkomplementierung von polysaccharidnegativen Mutationen in einer Gattung
von Bakterien durch DNA, die einer zweiten Gattung entnommen wurde, wurde zum ersten Mal fur Sphingo-
monas und Rhizobium belegt (Borthakur et al., 1988, Mol. Gen. Genct., 213: 155). In diesem frihen Fall wurde
die Wiederherstellung von Mucoidbildung auf Agaragarplatten beobachtet. Es wurde spéter berichtet, dass
eine wechselseitige intergenerische Komplementierung fir das gumD-Gen von X. campestris und das
spsB-Gen des Sphingomonas-Stamms S88 erfolgte (Pollock et al., 1994, J. Bacteriol., 176: 6229) und wir zeig-
ten, dass das komplementierende Gen von dem Spender die Synthese des Exopolysaccharids des Empfan-
gers wiederherstellte, durch Zusammensetzungsanalysen.

[0138] In der vorliegenden Anmeldung belegen die Experimente, dass das spsB-Gen mit Codierung fir Glu-
cosyl-IP-Transferase eine wichtige Stufe in der Biosynthese von Sphinganen ist. Infolgedessen umfassen
DNA-Fragmente, die in Empfangerbakterien gemal der vorliegenden Erfindung einzuarbeiten sind, vorzugs-
weise ein Gen mit Codierung fur ein Glycosyl-IP-Transferaseenzym (Glucosyl-, Galactosyl- oder verwandte
IP-Transferasen). Es wird angenommen, dass die erste Stufe beim Zusammenbau von Sphingan S-88 bei-
spielsweise sehr wahrscheinlich die Ubertragung eines Glucose-P auf das Trager-IP ist. Infolgedessen ist der
Einbau eines Gens, das fur ein Enzym codiert, das diese Biosynthesereaktion erleichtert, vorteilhafterweise in
DNA-Fragmenten gemal der vorliegenden Erfindung enthalten.

[0139] Unsere Untersuchungen zeigten, dass innerhalb des grof3en sps-Genclusters in Sphingomonas S88
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ein kleineres Operon mit Codierung fur die Biosynthese von dTDP-L-Rhamnose (rhsACBD) vorliegt. Die Se-
quenzahnlichkeit zwischen dem rhs-Operon und anderen Rhamnoseoperons impliziert die gleichen vier enzy-
matischen Stufen fir die L-Rhamnosesynthese in Sphingomonas und sie ist ein Beleg fur das Anstreben des
Einbaus eines rhs-Operons in das DNA-Fragment.

[0140] Die verschiedenen Sphinganexopolysaccharide kdbnnen ahnlich den Schutzkapseln von vielen invasi-
ven pathogenen Bakterien als Verteidigungsmittel in der Natur betrachtet werden. Sie kdnnen auch eine Rolle
bei der Zellanheftung an ein Substrat spielen. Die anderen sphinganproduzierenden Stdmme von Sphingomo-
nas weisen ebenfalls Gencluster auf, die dhnlich dem hier detailliert beschriebenen S88-Cluster organisiert
sind, wodurch die in den hier prasentierten Beispielen erhaltenen Ergebnisse als Anleitung dienen kénnen, um
dem Fachmann die Gewinnung verarbeitbarer DNA-Fragmente aus allen Sphingomonas sp. zu ermdglichen.

[0141] Die vorliegende Offenbarung hat gezeigt, dass die Herstellung eines Sphingangummi-Hyperproduzen-
ten aus einem Sphingan-Nichtproduzenten oder normalen Produzenten (Empfangerbakterium) durch Insertie-
ren von DNA, die aus einem sphinganproduzierenden Sphingomonas sp.-Spenderbakterium, das die vorteil-
hafte oder wesentliche genetische Information fiir die Biosynthese von Sphingan codiert, isoliert wurde, in das
Empfangerbakterium ohne weiteres erhalten werden kann. Hyperproduzenten sind ohne weiteres erhaltlich
und das Verfahren ist generell fur tatsachlich jeden sphinganproduzierenden Stamm von Sphingomonas sp.
verwendbar.

[0142] In bestimmten bevorzugten Ausflihrungsformen gemafR der vorliegenden Erfindung wird das
DNA-Fragment bzw. die DNA-Fragmente, die von dem Spenderbakterium erhalten wurden, das Gene oder an-
dere DNA-Fragmente, wie spsB von S88, enthalt, die fiir Glucosyl-IP-Transferase (die erste Stufe beim Zusam-
menbau von Sphingankohlehydraten) codieren, vorteilhafterweise in der vorliegenden Erfindung verwendet. In
anderen Ausfiihrungsformen gemafd der vorliegenden Erfindung, insbesondere den Ausfiihrungsformen, in
denen Rhamnose ein wichtiges Zuckersynthon oder ein wichtiger Baustein des gebildeten Polysaccharids ist,
(beispielsweise im Falle von Sphingen S-88, Gellen S-60, und Welan S-130) kann der Einbau eines Rhamno-
seoperons oder -gens (wie die rhsABCD-Gene von S-88) vorzugsweise verwendet werden, um die Produktion
von bestimmten Sphinganpolysacchariden durch die Hyperproduzenten der vorliegenden Erfindung zu maxi-
mieren. Ferner kénnen Gene oder andere DNA-Fragmente mit Codierung flir Glycosyl-Transferasen, bei-
spielsweise spsQ, spsK und spsL des Sphingomonas-Stamms S88, oder zur Sekretion des schlieRlich gebil-
deten Polysaccharids (beispielsweise spsD, C, E, J und S von Sphingomonas S88) vorteilhafterweise verwen-
det werden, wobei der Einbau dieser Enzyme die Produktion des schlieRlich produzierten Polysaccharids un-
terstiitzt. Andere DNA-Fragmente oder Gene mit Codierung fiir alle der oben beschriebenen Enzyme oder
Funktionen kdnnen ebenfalls vorteilhafter Weise in Abhangigkeit von dem gewiinschten Polysaccharid ver-
wendet werden.

[0143] Es ist anzumerken, dass ein Fachmann Ublicher Erfahrung durch Verfolgen der Lehren der vorliegen-
den Beschreibung ohne weiteres DNA-Fragmente erhalten und diese Fragmente in Empfangerbakterien ein-
bauen kann, um Sphingen-Hyperproduzenten zu produzieren. Diese Hyperproduzenten kénnen ohne weiteres
unter Verwendung von einschlagig bekannten einfachen gentechnischen Verfahren produziert werden.

Hinterlegungen

[0144] Die ersten sechs im Folgenden aufgelisteten Mikroorganismen wurden bei der American Type Culture
Collection, in 12301 Parklaven Drive, Rockville, Maryland 20852, nach dem Budapest Treaty for the Internati-
onal Recognition of the Deposit of Microorganisms for the Purpose of Patent Procedure hinterlegt. Alle Be-
schrankungen in Bezug auf die Verflugbarkeit der hinterlegten Materialien werden bei Erteilen eines Patents
hierauf unwiderruflich entfernt. Die letzten drei Mikroorganismen sind bei der American Type Culture Collection
in Rockville, Maryland, éffentlich zuganglich.
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Mikroorganismus ATCC-Bezeichnung
Xanthomonas campestris, X59m31 55653
Escherichia coli DH5a, pRK311-S88c1 69732
E. coli DH5a, pRK311-NWc1 69733
E. coli DH5a, pRK311-S88c2 69734
Sphingomonas sp. S88#78, 69735
pRK311-S88c3

Sphingomonas sp. S60 prk311-S60c2 69744
Sphingomonas sp. S198 31853
Sphingomonas sp. S7 21423
Sphingomonas sp. S194 31961

[0145] Selbstverstandlich dienen die hier im Vorhergehenden beschriebenen Beispiele und Ausflihrungsfor-
men zum Zwecke der Bereitstellung einer Beschreibung der vorliegenden Erfindung mittels Beispielen und sie
sollen nicht als Beschrankung der vorliegenden Erfindung in irgendeiner Weise betrachtet werden. Verschie-
dene Modifikationen oder Anderungen, die an dem hierin oben Beschriebenen durch den Fachmann durchge-
fuhrt werden kénnen, werden ebenfalls durch die vorliegende Erfindung betrachtet und sollen in der Idee und
der Aufgabe dieser Anmeldung und der folgenden Anspriiche enthalten sein.
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(1) Anmelder: Thomas J. Pollock
Motohide Yamazaki
Linda Thorne
Marcia Mikolajczak
Richard W. Armentrout
(ii) Bezeichnung der Erfindung: DNA-Segmente und Ver-

fahren zur Erhohung der Polysaccharidproduktion

(iii) Anzahl der Sequenzen: 1

(iv) Korrespondenzadresse:
(A) Adressat: Jules E. Goldberg
(B) StraBe: 261 Madison Avenue
(C) Stadt: New York
(D) Staat: NY
(E) Land: USA
(F) 2zIP: 10016-2391

(v) Computerlesbare Form:
(A) Art des Mediums: Diskette
(B) Computer: IBM PC-kompatibel
(C) Betriebssystem: PC-DOS/MS-DOS
(D) Software: PatentIn Release 1.0,
Version 1.30

(vi) Daten der vorliegenden Anmeldung:
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(viii) Information zu Anwalt/Vertreter:
(A) Name: Jules E. Goldberg

(B) Registrierungsnummer: 24 408
(ix) Telekommunikationsinformation:
(A) Telefon: 212-986-4090
(B) Telefax: 212-818-9479
(2) Angaben zu SEQ ID NO: 1:
(1) Sequenzkennzeichen:
(A) Lénge: 28804 Basenpaare
(B) Art: Nucleinsdadure
(C) Strangform: unbekannt
(D) Topologie: unbekannt

(ii) Art des Molekiils: DNA (genomisch)

(v) Art des Fragments: N-terminal
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(x1)

GGATCCACTG
60

TGCCCCGGGG
120

AGCGGGGTCC
180

TGCCGGGCGC
240

TGCGACGTGT
300

AAARAATGCTIG
360

CGCGAACGTC
420

GAGCCTGGTA
480

TTGGGAGGGG

540

GTAGAATGCG
600

GATCGRCAGG
660

GTAGCCGAAT
720

CCCGTCGTTG
780

TACCATGATC
840
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Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 1:

GCCGGGAATT GCCGAGAATC CTCCGATGAA
CGCATCGCTT TGCGCCGGCG CATCGCCGCC
GGGCTGCAAA ATCCCCGGGC CTGCCTTTAC
CGAGCATGCG AGCGGCGTAA CCGATAGGGC
GGTATCGATC ATGCGGCGCG CTCCAAACCG
CGCTGCGAGC GGGATCAGGC GCCCCGTGCC
AGCCCCACCA GCATGAAGAA GACTTGGTCG
TTGAGCAGCA CGACCATCGT CGTCGCGACC
TCCGTCAACC CGGCGCGGAT CAACAGCCCG
ATGAAGCCGA GCACCCCGTA ATCGACGGCC
AACCCGCTCT GGGAACGCCA TCCGACGACC
ACCGGGCGCA TCGCGAGCTT GGGCAAGCCC
CTCGCCTGGGE TCGCGCCGCC GCCAAGAACG

ATCACCGCGA GAACCACGGC GAAGGCCGGA

36/118

GCOGCTCGTCG
GCTGCCGGGC
GCCATGCCCG
GAGGCCCCCG
TGCGCGCCGT
TGCTTCGAGC
TTIGTCGGTCT
GCCAGATGCA
GCACCCAGCA
GTCGAAAGGA
TCCGCGGACT
ATGCGGATCT
CGATTGTGTA

TACATCATCG

GGTACCAGCG

CGGCCATTCC

GCAGCCGAGC

CCCAGAAGGG

GACTACAACC

GGTACAGCAG

GCGACAGCAC

GCGGATAGCC

CCATCGTACC

AGCCGGAGTC

GGAACGGCCC

GCTCGTGGCG

CCGCAGGCAC

TCGTGGAAAT



CCCGACGAGC
900

GGCATGCGCC
960

TACCATGGCG
1020

CATCAGGTGG
1080

CCCGAACACG
1140

GCTCGGATCG
1200

CCGGAACTCG
1260

CCACCATTCG
1320

OGTGACCGTC
1380

GAGCGACGCG
1440

CGCCGACAGC
1500

CAGAAGAAGC
1560

CACCGACAGC
1620

GCGCAGCAGC
1680

CGCGAGGATC
1740

AAGCAGCCCG
1800

GAGCGTGACG
1860

GAACACGATG
1920
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CCGCCACGCT CCTTGATCCA

ACGACCATGC CGACCATGCT

AGATCGAACA GGATCGTGAG

ATCGCGAAGG GAATCGTCAT

TTCATCACGC GATACGTGCC

TTGATCTGCA GCCAGCTGGG

AAGAAGCCGA TCACCATCAG

GGTGTGCGCG TGTTCGATCC

AGCGAGATAT TCACCAGGCG

ATGATCTGGA TGATCAGGRA

GTCACCGCCA TGTCGCGECCG

GTCGTCAGCA CGCCGAACAG

GACAGATAGT TCGGCCACAC

AACTTGGTGG 'GCGCCTTGTC

GCCAGCGGCG CGGCGGCCCC

TAGACCATCG ACACGAACAC

AGACCAGAGC GTTGCGGGTG

TCGCGCGCCC GGCGCAGGGG

GCGCCGCAGG CCCCAGAGCA
CAGGCGOGCG CCGCTCCAAT
TGCCAGCGCC GACACCGACC
OGCCACGAGT TCGCCCCACA
GCGCACCTGC GAGGTGAGAT
AATGTGGCCG ACCCACAGAR
CACGGACACG CAGCCCAGCA
CAGGCACCAC AGCGTCGCGA
CCCGATCGAA ACGGATGGCT
GCCCAGCATG AAGCGGGCAA
AAACTTCGGC GARATCGAAT
GCGGCGGARG GAGATCCAGG
GATCGCGAGG ATCATGAACA
GECETCCREE AGCGCCCAGA
GAGGAGCATG CTGGGCGGCA
GATCACGGCG AsécceAch
ATAGAGCGGG AGCACCGCTC

CTGCACCACC CGCGCCAAGC
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ACAGATAGGT
AGGCGGACAA
GGCTGTTCAC
CCAGCGGGTT
GCAGGATGAC
CGTGCTCGGC
TGTTCCGCAC
AGRAAGAACGG
GGCTGGAAAT
GCCAGGGCGA
AGCACACCAG
GCAGGCCCGC
GGACGTAGCA
TGACGAACAG
GGATCGCCGA
AGCGCCGCCC
TGGCGGGGAA

CGCCGCTCCC



CCGAACTCGC
1980

GCACCGCGAC
2040

CGCCTAGTGC
2100

ACGACATGGT
2160

TCGACGCGAA
2220

COGCGGTGAA
2280

GGGCGATGGG
2340

TCCGCTTGAC
2400

AGGTGGCCGA
2460

CTTCGGCGGG
2520

TGTTGACGTT
2580

CGGCCGGCGC
2640

CCAGCCAGCC
2700

GCAGCGCGCC
2760

GCGACTTGCC
2820

TGACCGGAAT
2880

GGTTGGTGGC
2940

CCACCGCGAC
3000
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GCCGATGTCG
CATCGACACG
ACCATAGGGC
CAGCACCACG
GACCATCCCG
CTGTTTGCCG
CGAGGCGGCG
GTCGCCCTGT
CAGCAACTTG
GCCGTGCGTC
GGTGATCAGC
CCAATCACGC
GACCAGGTAC
GGCCAGCATC
‘GATATCCCCC
GAGAAACCCC

AATCTGTTGG

CCATGACCAA
AAGCGCAGGA
GGAATCAGGA
GCCAGACGCT
AACACCTGCC
AACAGGCCCA
ACCAGCAGCG
TCGTAGGAGG
AGCGAGGATG
GCGGCAAGGA
ACCATGAAGC
GTCATGCGGC
AGCACCGACG
GCCCCACCCA
ATGCCGCGCA
AIGATCAGAA

TGAAACAGCA

CCGCGTGGCA TGCCGCACTG

CCCCTTAGAT
AGACCGACGG
CCAGCaCaAS
CGCGATTGGC
CAAGCACCAG
TGATCCAATG
CGAGAATGGT
CGGCAAAGAC
CGATCTGATA
TCACGGTGGC
CGGGGCGAAG
GGACGATGAT
GCAGCAGCGG
GGAAGGTGCC
GCGTCGTCGA
GGTCCGECGL
GGATCATCAC

CGGTACGCGC
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AATCGGTATG
CACCGCGATC
TATTGCGGCA
CATGACGAGG
CACCTGCATC
CGGAGCGACC
GATCCGGATG
CGGATGCAGG
GCCCACCCGG
AAACCAGTCG
CATCGGCCGG
CGTCGCGGCA
ATTATGGGCA
GAGCGGCCCA
AGCGAGACGG
CATGGCGGGG

CATCAGGACC

CACACCCGTC

CCGATCAGCC

GCAATCGCCG

AGGATAACCG

ACGCCGCCGC

GCOGGCGGCGC

AGCACCGCCA

ATGCGGGCGA

ATCGTCTCGG

AACAGACCGG

ACGAAGAAGT

TCCAACGGCT

AACATCGTCA

ACGCCGATCA

TCGACCATCT

CAATAGGCGC

CTGCCCAGCA

AGGCCACCAC

CGATTTTGCG



ACACGCAGAC
3060

CCAGCATCTG
3120

CGCGGGCGAC
3180

AGCCGACCAC
3240

ATGCTTGCCC
3300

CTGAGGACGT
3360

ATTCGCCACG
3420

GATCGCCTGG
3480

CAGCGTGCCG
3540

TACGGCGCTG
3600

GGCGGCGGTC
3660

CATCTCGATC
3720

TCCGGCATAT
3780

ATCGACATAG
3840

GGCCGTGTCG
3900

CTTGACGGTG
3960

GCCCATGATC
4020

GAAGGCGGGC
4080
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GGCCACGGTG CGCACCAGGA TGGTATCGAG

CGCAGTCGTG

CAGCCAGGTG

CATCTGCCCC

CACAGGAGAT

CATCAGACGT

GACAGGCTGC

GCGAGCGACA

GTGGTCGCCG

GCGGCCAAGC

GCCGCGGCAT

TCGCCCACGC

TCGACCGCCC

ATGATCGCCT

GTCATCTITGG

AAGACCAGTT

TGGCCGACCG

AGCGCGAAGA

AGCGCOGTAC
ARAGCGAAAC
CGCAGCCCCC
CCOGTCTGTG
GATAGAAGTC
CCGTCGCCGA
CTTGCGCGAC
CCGGCAGCGC
TGCTGGTGAG
TCAGCGCAAG
TGCCGCTGAA
GCGTGCTGCC
TGCCCTTCGC
CGCCGCTCET
CGCCGTCCGE
CGCCOGTCGC

GTTGACGTGA

CGAAGGCACC

TGGTGACGGC

GCAGGTGCAA

CCTTATGGCA

CTGCACCAAC

GACGGCCGCA

GGACGCCGTC

CGTCGACGTG

GCTGGGCTTC

GATCTGGGAC

GACAGCGTTG

GACGATCGTT

GCTGTCATAG

CGCGACGGTA

CCGGAGCGAG

GGTGGCACGC

ATTGTCCCGC
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GCCGATCAGC

GACGCCGGCG

GCCGAAGCCC

CTTGCTACGT

GGGCCCTCCC

TTCTTGGTGG

GTGCCGGECCG

GATGCCGATC

ACCGGGGTGC

ACGGTGGTGG

GCACTGAGGG

AACGGGCTGC

CCCGATCCCT

GTCAGCGCGA

TAGCTCTGCC

ATTCCCCAGC

TTCATGTCGA

GTAAGCTCGA

GACAGAATGA

GGGCCAAAGG

TTGACGCCGA

GTCACGTTGA

GGGGGCAAGC

CGAACAGGCT

CATTCATGGC

CCCCCAGCGT

CGAGAATGGT

TCGGCTGGCT

CAGCGTCGCG

CGATGTACAG

TCACCACGCC

TCTTGTGGGT

CGGCGGCATT

TCTGGTTGAC

AGTTGAGCGT

AGCCGGTGCC



GGTCTTCACC
4140

GTCCGTGCTC
4200

CAGGTTGGCG
4260

OGCGCTGCCT
4320

CTTCGATCCG
4380

GGCGTTGTTC

4440

ATTGTTGGTG
4500

CATCTTCGAG
4560

GCCGTGCGTG
4620

AATGCTGGAT
4680

CACGTTATTG
4740

GATGGCGTCG
4800

GACGACGTTC
4860

GCCCTGCAGG
4920

CGAGGAATTC
4980

CTTCGTCACA
5040

GCCGATGATC
5100

GACGTTCTTC
5160
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TGGAACATGC

CAGCGCGTCT

CCGGTCGAGG

GCAGGCGGCT

GCCATGAGAT

GATTGAGTAA

ACCTTGCCGC

ATGATGGTAT

AAACCATTCT

TCATTGCCCA

GTGATCGTGA

GGATGCTCAC

GACGCTTCGG

GTGACACCGT

TTGATCGTCA

TCGCCCGTAC

CGGTTCGCGT

ACCACCAGGT

CGTTGCTGAT GGCGGTGAGA
GGTCCACGAT TCCGGTCGCA
TCTGTGCTGC CGCCTGCTCC
GATACCCGAC ACCACTGACG
CGCCGATCIT GCGRAGAGTG
TGCCGCTCGA CGTTGCGGTG
CGGTCACGCC GTCCAGGCGG
TGGAGTCCAC GGTGACGTIC
GGTACACGAG ATTGTTTTTG
TGAATACGCC CTGGAAGGCC
TGTTCGTGTT GCCCTTGGTC
CATTCACCGG ATAGAGGTTG
CGAAATTGGT GTGATCGCGG
CGACGGTGAG GACGTTCATC
CCCCCTTGCT TTCTCGCAGC
CCCCGCTCAG GGTCACGCCG
AATTATAGTC CTGTGCCGGC

TGCTGCTGTT GATGATCTGC
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TCCAGCGCCT

GTGAACTGCA

TTGGCGACCT

ATCAGGTTCG

ACCGCGTCCG

ATGACAACCT

ATCCAATCGG

TTGCCCAGAA

ATCGTGATGT

AGGCCGTCCC

TTGCCGTTCG

GTGAACATGT

CGATTGTCGT

CCCAGGGCGA

AGAAGCCCCC

TCGATCACGA

TGGAAGTTTT

AGGGTCGTCA

TCEGTGGTCTC

GATCCAGCAG

GCGCGGCAAA

CCAGTTGCGC

TTGCAAGCAC

GGTCCACGAC

CGATCGCATC

CGACATTGAT

TTTCGTAGGG

CCTGCATCAT

TCATGAACTG

TGTTGTCGAT

GGAAGTTGTIT

AATGATCGAC

AGCCCATCGA

CATTGCTGGA

GTGCGGCCGT

CATTCACCGG



CTTGCTCGCA
5220

GATGGACGTA
5280

GGCGGCGTCC
5340

TACGCGTCGA
5400

AAACGGTGGC
5460

CAAGGCACTG
5520

GAGGCATGGA
5580

CTCCGTTCAT
5640

AAATCCTGCT
5700

CGCACGTGCG
5760

GTGCGGCCCA
5820

CCGGCGCGAT
5880

GCGGGCGTTC
5940

CGGTGCGCGA
6000

CTGCCGACGC
6060

ATGCCCGCGT
6120

AAATCGATCT
6180

TGGGCGTGGT
6240
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TCGAGCGAGG
TAGGTCCCCG
AGTTCGCTCT
CCCCAATCGA
TAAGAGGCAG
CCAGCGTGCG
AGCCTCGCCC
CGGACAATGC
GATCGACAAT
GATCGTGCCG
TGCCCGCGCG
CGACCTGCTG
CTATTTTCCG
TTTCGTCGTG
CACCGCGCCC
GTGGCGGGAG
GTTCCAGCGG

GCACGACACC

TGATCGTGAC GGGCGTGGTG AAGGTCGTGG

CCGCAAGCTT

GATTCCTCAC

CCTGCGATCC

GGTTAATGCC

GGCAACACTC

ACACCCGACG

ATCCGGGGCA

GGCGGCGGCG

AGCGAGGGCA

CCGCGGCTGC

GTCGCCTTCG

AACGGCCAGC

TCGATCTTCA

GGGCCGGTCG

ATCGACGGCT

ATCCGCGCGC

GGTGGCGGGEC

GATCGTCTCG

GATGATGTCC
CTCGGACCGT
CTGTTTTTCA
TCGACGCCGC
TCAGCATCCT
TCGCCGCGGC
ACACCGAGGC
ATATCGGCTT
TGCTCGTCAA
CCAAGGCGCA

TGGACCATGC

GCAGCAGCCC

CCCCCTTTCG
GGCATGTACT
CTTGTACCTG
AGCCGATAAC
AGTGCAGCAC
GGTGGTTGCC
GGCACAAGGC
GGTGGTTCGT
CGGGGCGGEEG
CCCCGACGCC
CCCGGACGCG
CAACTTCCTC

GATGCGGCGC

AGGTGCTCAA CGGCGGCTTC

TCGACGAAGG CTTCTTCCTC

GGGGCTATTC CGTGCTGGTC

ATTCGCTCTC GCCCACTCGC
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TGTGCACGGT

CAGCCTTIGAT

CTACCCTCGT

CCAAGCCCTG

TGGCAGCCCT

GGGTRAGAAC

TACCACTCGG

ACAGCCCACG

GCCGAGTTCC

AATAACCGGT

ATTCCCCGCC

GCAGCCTGGG

CCGCTGCCCA

GGCGGCCTTC

ATGATGGTCG

TATTCGGAGG

GATCCGGCTG

GIGCTGTTTC



TCACCACCGG
6300

CGGGCTIGGGC
6360

GCCTCTCACC
6420

TCGGCCAGCC
6480

GCCGCGCCAG
6540

GCCCCCCGAC
6600

GCGGCGGCAG
6660

GACTCGCGCG
6720

TCGGTGCGCA
6780

GTCGTGCCGG
6840

TGCGCCGGCA
69500

TGGGTCGGCG
6960

AACGTCTTGA
7020

ATCTGTTCGA
7080

TGCGCGATCT
7140

GTGGTGAGGA
7200

AGCTTCTIGCT
7260 -

ATCTGCTCGG
7320
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CCGCATGCAT TATGCCCGCA AGCATTTCGG CCACGTCGGT

ACTGTGGGCC AATGCCGCCA AATATGTCGT

CCGCCGCGCG

GCGGCGCTGGE

ACGGCCCGAA

TTGTCGCTCA

CGCCGCCCTIG

CCTTCTTCAG

GCGTATTGAG

TGATGACATT

GCGCCGCAAT

CGCGGCGGAA

GCGGCGCGAA

TGCTGTAGAT

CGGCATCGGT

TCAACTCGTC

CGCGGGCGTA

CAAGCTTGCG

GCGCGCTGGA
TGGCACGGCT
ATGGCAACCC
CTGCGCGGCG
CAGTTGCGGC
ACGATCGTTC
CGCGAGTTCG
GGCGGTGACG
CTTGGCGGCG
CTGCACGCCG
TTCCTTGAAC
CTTGCGCTGC
CGGCTGGGCG
GGCGCGGCGC
CTTCGCGAGA

GTCGGTCCCC

ACGCGCTGCG

GGCGCGACCA

GACGCAAGGC

TTGGGCGCCG

GGCGGGCTGT

AGCTGCGCGT

CGCGCCTGAT

CCCTGCTGCG

ATCTCCGGCG

TCGGCGGTCA

TTCGCCGCCG

GCGAAGCGAT

ATGCCGCCGG

TGCTGGATCA

ATCTTGCGCT

TGCGGCACCT

42/118

TATCGGCGGC

CGATGCCTGG

CGTTCGTACT

GGAAGGCTTG

GAGCAGGGGC

AGCCCGGCTG

CCGCCGCCTT

CGCCCGCCAG

TCGGCAGGAT

GCAACGCGGC

GCTTGGCGGC

AGCCGGGCGG

CGGGATGCGC

CAATCTTIGTC

GGAAGACGGG

CGATGATGCG

GCGTGGCCTG

GCCGTCGTGA
CTGCTCGGGC
AGCATCGTGT
TGAGGATAGC
CCGACGGCAA
CGCAGCAGGC
ATATTTCACC
GCTGAACCGC
CGGCTGGATC
GAACAGCTCC
GGTGTCCAGC
AAGCTGGTCC
CGGGAAGACG
CGCTTCATAT
GCGCAGCAGC
GGTCTTGTCC
CTGCAGCGCC

CACTTCGGCA



TTCAGTTCGA
7380

AGCTTGCCTT
7440

ACCAGGTACA
7500

CTTCTACTTG
7560

CCTCCCGGCG
7620

GAAGCGAAGG
7680

CGGCAGATCC
7740

GACACCGCGC
7800

GCCCTCGGCC
7860

CTGCGGCAGA
7920

GCGGGCGCGG
7980

ATCGAAAGCT
8040

GCGACCGTGA
8100

TTCGATCCCT
8160

ACCGTCGGTG
8220

GCCGGCGGGC
8280

GGCATCCCCG
8340

CGCGACGCGG
8400

DE 696 37 385 T2 2008.12.11
CTCGTCGCCG TCCACGCTGG CGACGACCTG

AGATGGTGAT

CCTTGCTGCC

ATTTCTTCAT

AACCTATTCG

GGAGGCAGGC

CGGGCAAACC

TCGATCTGGA

TGGGECCGCAG

AGGCCAAGCT

GCCTGTCGAT

TCTATTTCAC

TCGCCCGGTT

CCATCGTCCA

TCCGCCTGCT

CCACCCTGCC

TGCCGGGCAA

ACGTGGAGAT

ACATGGTGAT

ACATCCGGAG

GAAGACCTCC

GGCGGGCGGGE

GGGATCAATG

GCTGAAAATG

ATCGGTCTGG

CCTTGCCGAA

CGGCCACCCG

CATCCGCARG

GGOGCTGCTC

CGATCATCCT

GTCCGCCGCG

CGACACCCCC

CTTTCCGCGG

GCTGGTGCTG

CCGCCGGACC

CTGCCACGGC

ACGGCCAGCG

CAGCCGGCAC

CATCCGCAAT

GGGGACGGCA

TGTCTCGCAG

AAGGRAACATG

AAACACTCGG

CTGCGCATGC

CACAAGCCCG

GCCAAGCTCT

TCCGCCTTCG

CTCAAGCAGA

CGCCCTCCCA

CTCGTGCAGG

CAATATGGCG

ATTCCCTTCG

GGCACCGGAT

43/118

CGGCCGCAGC
GGAATTGCGC
AGCGTTGGCA
TGGCAGAAGC
CT?CCGGCGG
ACTATTTCTT
TCGCGCTTGT
TGGGAGGCGC
ATGTGGTGAT
CGGGCGCAAA
GCAAGATGGT
CCTGGCCGGA
AGCAGGCACT
CCGTGCTCGA
ACCAGGACCT
ACGACCTCCA

CGCTGGTCAC

CCCCTTATCG
CACCGCCGTT
ACGGCACAAA
GTGCAGCATG
GACGGTGACC
CGGCCATCTR
CGTGACCGAA
CGATCACTAT
CTGGOGGAALC
CTCCACCGGET
GTTCGTCCAC
CAAGGGCATC
TGCGGAGCTG
CACETTCGCC
TCTCAAGCGG
GGCCGACCCC
GCTGCTGCTG

CGCGCTGCGC



GCCGGCTGCC
8460

CACCAGGAAG
8520

GAGCGCGAAC
8580

ACCGATCACA
8640

CGATGAGCGC
8700

GACAATGTCT
8760

TCGGAGACAA
8820

CGCGGATCGT
8880

AAGCGCAGGG
8940

TGGCCGGGEGEG
9000

TCAAGCCGGA
9060

ATGAAGGCTA
9120

CCGATTTCGA
9180

ACCGCGCCAT
9240

CGCCCOGGCC
9300

TCCTGTTCAA
9360

AGCCTGCGCT
9420

CCCGTATAGC
9480

DE 696 37 385 T2 2008.12.11

GCGTCGTCGC CTTCCCGCGC CGCCACGATC TGGGCGAGCA

AGATCGCéCA
TGGGCGCGGC
CGGCGCTCGC
GCCGCGGATC
CGATGCACTG
CAACTCCCCC
CACGATCCTG
CGAGATTCTC
CGTCGCCCAT
AGGGCGACTG
TGTTCGCCGT
GCGCGTCGGC
CGCCACGGGT
GGACTGGGCA
TATCGAGCGC
GATTCCGGCG

TGCCGTCGGC

GACCTTCGCC GATCGCGGCC
gGTGGAGGcc GCCAAGGCGA
CGGCOGCCTG CGCGAGTTGC
AGCGTCGTCA TCCCGCACTA
CAGCATCAGA CGATCGGGCG
TGCGGCCTGG CGGCAGTGGA
GAGAAGGGCG CCGGACCGGC
GCCTTCACCG ACAGCGACTG
GTCGCCCCGG GCCGCTTCGT
ACCGGCGCGG AAGCACTCGA
GCGAAGTTCA CCGTCACTGC
GGATTTCGTA CCGGAGTCTC
CTCGCGATCG ACTACGCCCC
ACGCTACTGG TCAAGACGCG
CCGCGCGGCC GECTGCGCTG
GATACCGCCA AGATCCTGCG

ACGCTTGTCC GCCTGCGCTT

44/118

TGCTCCACGE
CCGAGCOGCA
TGGCACAGTG
CAATGATCCG
AGAGGCCTTC
AGCCGCCGTA
GOGGAACGGC
CGTCGTCGAG
CGGCGGCCAC
GATGGCGCTG
CAATCTGTTC
GGAAGATCTG
CGAGGCCTCG
GOGCATCCAG
GCTTGCGCGT
CACGCCCGGE

CTGGCGCGCT

TTATGACGAT
CGTGCGCGAC
GCTCGCCACC
GAGTGCCAAG
GACTCGCTGC
GAGATCATCG
GCCGEGCECE
GCCGCGGCGG
CCCGGCTGRC
ATGTATGTGC
GCCTTCGACA
GTCATGCGGG
GAATGGTGCC
GTAGGCCACC
CGCGAGCTGT
TCGACGCTGC
ACCCGCGGGT

GGCGCCGGCC



TCCTGCAACT
9540

GTCTCCTGTC
9600

CGTCCCACCA
9660

TCCCCGTCCT
9720

TCGACCTGCG
9780

AACCAACCAT
9840

CCGCCGACGA
8300

AGGATGGCCT
9960

TCGAGCGCCET
10020

GCCAGCAGGT
10080

CCGAGCGCGA
10140

ATGTTGCGGC
10200

GCGATCACCA
10260

TGCTGGCGGA
10320

GTGCCGGTGA
10380

AGGCGATCGG
10440

TGGAACAGCA
10500

GCGCCGCAGG
10560

DE 696 37 385 T2 2008.12.11

GCTCéGCAGA
CTCACACCGC
TCAGCCAGAG
GCGCATCGCT
CCGCAGTGAT
CGGTCGAACG
ACTTGCGCAT
GGTCGAGCGC
CGAGCGCCGC
GGATGATCCG
TCATCTCCTG
GGATCGAGGG
GCTGTACGCG
ACCGGGTATC
TGTCGGCGCA
CGAGGCTTCC
GCGGCACATé

TCGCGTAGCT

CCAATCTGAT

CGCGAGCGCC

ATAGACGGGC

CTCCAGGCCG

CGTGCTCCCC

CGACGCCTCG

CTCCAGCACG

GCGGCGCAGA

ATGGTGGCAC

GGTGAGGETTC

TACCTCGGTT

TACGTAGCCG

CGOGGAGCGG

CGTCACGCGG

CAGATCGGCG

GCCCGATTCC

CTCTAGCACC

GACGATGTAG

GRAGGCGGGG

TCTTCCAGCG

AGCGAATCGT

AGCTGGCGGC

GGCAGCAGCT

CCCAGCGCGG

GCGCGCGGCG

TGGCCCAGAT

AGCAGCCGCG

GGATCGAAGC

TCCTCGAGCC

ACGAGTTCCT

TCCGAGAGGT

TCATATTCGT

AGTTCGCCCG

GCCTCGCCCG

GCGCGGAACA

CGGCCATGGT
TCCCGCTGTC
CGTTGRAGCG
TCAGCGCGTC
CGACGACTGC
CGACCAGCGG
ACATCCGGCC
CGACGGTCAG
CGAAATAGGG
GCAGGCCCGA
GCGGCATCGG
GCAGGTTCGA
TCTTGATCAG
CGAGGATGAT
AATCGRACGA
CATTGGGCGA

GGTCGGCGAA

GCGGCGCCCC

GATCCGCAGG

GAAGCGGCGC

GAGTTCCTGC

CTGGCCGETG

ATCGTAGCGA

TTCTATTTCC

CCGCCCCTGG

CGACCCCaGC

GCGCGGTCTCG

CAGGCCGATG

CGAGACGCCG

TTCGGCGACC

CAGAACGCGG

TCCGGTCGGC

GACGCCGCGA

GTTGGCATTIG

CTGGATTCAC GCGCCACGTC GGTCAGCACA

45/118



TGGAGCAGCG
10620

CTCTCGATCG
10680

TCCGCCACCG
10740

TCGCGACGCT
10800

GGAAAGTCGG
10860

AGCGGGAAAT
10920

AGCGCGGATC
10980

CGAACCCCTG
11040

GCGGCGCTTG
11100

AATCGTGAGG
11160

TCCGACCGCG
11220

TCGTTGCAAG
11280

CGTCIGCATG
11340

AACCGCACTA
11400

TTAARACGCG
11460

AAGGCCGAAG
11520

GGCCATGGCA
11580

CCCGGGGGAA
11640

DE 696 37 385 T2 2008.12.11

AGGTCTTGCC GATGCCGCGC TCGCCATAGA GCACGACATG

CCGAGATCAG
GCTGGGTGGG
CTTCCCGGCG
GTCGCCCGCG
ATCCGTCCTC
CTACAGCCAC
GTTCGCGCCT
ARAAACTCGT
ATTGCGAAARA
GGAGGCAAAT
AAGATCACGA
CATGTCCTIT
GCAGCGGACG
ACCCTAGGAA
vCGGCCGGGAC
TCCTCAGATC

CATTCGTGCC

CCGCGCCAGE
CGTGAAGAAG
CCGGTCGAGC
GCCCGCATGC
CTCCGGTACG
TCGAACACCT
TCTGGCGCCT
ACGGTTTGAT
CATGATAGTT
AGCTGATCAT
TCAGGCCGGC
CTTTTCGECG
GTGCAACTCG
TAGCGCGGTA
AGCACCGGAT
CGGTTGCTTG

AGTAAAAGAC

ACCTCGAGGC
GTGGCGAGCG
GGGCGATCGA
GCGTCGCGAT
TCCCGACGCC
CTTAATTTCG
CCCCCAAACG
CACGAACGCA
TTCGTTCCCG
CGTGTCGCGC
GAATATCGCG
CCGGAATCGA
CTAGATACCG
GCGCCGGCAT
GGGAGGATAT
TACTGGAGGC

GTTCAGCAAG

46/118

GACCGGCAAA
CAAACCGCGC
GCGCGGAAGC
GGGGAACGAC
CAAAGGGCCA
GACGCCGCCA
ATCCGGCCCC
ATGTACGCCA
AGATAATTGG
ACTACCGAAT
ATGGTCACCC
AGGACTTCCG
CGGTGCAGGA
GCGAGAGGTC
TCCCGTAGTG
CATTGATAAT

CGGTAGAAGT

GCTGCGCTGG
GCTCGAGCGG
GCGGGTGATC
GCGARAGGTC
GGTCGCGGEC
CAAGAACTTC
—
GCCTGTATCA
GCACCAATAC
CGACGGCACA
CCGCCTGGGA
ARTCATAGGG
ACGTCGCCCR
TAAAAGCTCG
GGGCATGCGG
GGAGTGGCGA
GAAGCCAGGA

GCGCCTCGGC



GATCGTGTCT
11700

CCCGCGCTCG
11760

AGCGTGCATG
11820

ATCACCAGCG
11880

CTGCCGCGCG
11940

CGCTACACGA
12000

GCGTCCTGCG
‘12060

GTCCTCGTCC
12120

GCGGACATCG
12180

GAGGTTCGCA
12240

GCCCAGTTGG
12300

GACAGCAGCT
12360

TATGCGGCCG
12420

GTCAATTATT
12480

TTCGATCTIGT
12540

AACCCGCAGC
12600

ACGGCAACCC
12660

CGCGAGCTTG
12720

DE 696 37 385 T2 2008.12.11

CGOGATCGTG CCGCGTGCTC GCGCTGCTTG

CGCAGCGACA
CAACGGGACA
GCGCGCGTRa
CGACCGGACA
ACTTCAATCG
TGGTGCATGG
AGGATACTGC
GCTGOGGGTC
ACAGCCTCGC
GCCTGACGTC
ACATCCATCG
GOGTCCAGCT
CGGAGGTCCA
CGGCGGTATA
CCTCCACGCT
GTAAGCTGAG

CCTCTTCGCG

GGCGTTCACG

GCTCGAGTAC

CGACGTGATC

GCTCTATCTC

CGAGAATATC

CGAAGTCGGC

GCCCGCGCTC

CGCCTACGGC

CCAGCGCAAG

GCCGGCGCTG

CACGGTACCG

CGAGCGGGCG

CCCCAARGCTC

TTCGGGCGAT

GCIGTTCGTA

CGATCGGACC

GTTGTTCACT

CCACGCCCGA
AACGACAATG
GCCTCCCCCT
GCGGGCACGG
TCGCTCACCG
TATCAGCGCC
AACAACACGG
CTGCGCCCTG
TTCGCCGATT
GGCACCGTGT
GGGGTCAGTG
GTCTCCAGCC
GCCTCGACGC
CAATATGGCG
GGCTATGAAA
CAACTCTCGC

CTTGCGCCGA

47/118

CGACGGCAAC
GCGGCAGCGA
TCGTGCTCAA
CCCTCGATCT
TGGGCTATCG
GCGGCGGCGA
ACCTGACGGA
AAGAAGCGCG
CACTTGCCTA
CCGACACCAA
CGGTGETTTGG
GCCGCGAGGG
GGCTGAATTT
CGGGCTTCAG
TGCAGCTCCT
TTGTGACGAC
TACAGGCCAC

CGACGGGCAA

GGCGATCCAG
GCGCCAGATC
CGACCCGCGC
GAGCATTSTC
CTTCTATCGT
CéAGCGGATC
CCIGTCCAGC
CGCCTATTCC
TTCGCGCAAC
CACGGTCACT
ACGCATGTCC
CATGAAGAGC
CCGCGGCTCC
CGGGATCGGA
TGCGTCGCGC
CGTGTCGGCA
CAAGACCTGG

CGACAACACG



CTGACGCTGT
12780

GOGGGCTATA
12840

AATCTCACGA
12900

TCGTGATCCT
12960

TTCCCACCCG
13020

CGCAGCAGCA
13080

GTGCGGCGCC
13140

GCCAGTCGGA
13200

ATCTCGGCGC
13260

GCCTGCTGCG
13320

TCGTCAGCAA
13380

ATCGCGGCTA
13440

CCGATTTCGT
13500

TGGCCCAGGG
13560

CGGARGTCGA
13620

GAACGGACAT
13680

CGTCGAAGCG
13740

CGATCAAGCC
13800

DE 696 37 385 T2 2008.12.11

TCGGCACCGT

ACAAGCGCAC

CGTCGCTGTC

TTCGGCGCTC

GTCCGTTCCG

GACGACGGCA

GGCCGGCTAC

CTTCAAGACC

CGTGCAGGTA

CGCGGGTGGC

CTATGTGACG

TCACGTCTCG

GGTGCTCACC

CGGCCCGGAG

GCACTTCTAC

GACGCTCCGT

AGTGAAGGTC

TGGCGACACG

GAACTTCCGA CCCAATCCTC
CAGCAATATT GGGCTGTATC
GCTCTGACAA GGGCCGTATT
ACCGGAATTG CCGTACTCGC
ACGCCGGCGC GGGCGCGCCC
GTGCCGACAA CGGCAGCCAC
AAGATCGGCG TCGACGACGT
CGCGCGCGCE TGCAAGCGGA
CGGGGCGAGA CCGCCGTCAC
TATTACGCGA AGCCGATCGT
GTGCTGGGCC AGGTGACCAC
GAGATCATCG CGCGCGCCGG
CGCGCCGACG GCACCAGTGC
CAGGATCCGG TGGTCACGCC
ATTTATGGCC AAGTTAACGC

CGCGCGCTGG CACAAGGCGG

TCGCGCGACG GCCAGGAAAT

ATCGTCATCG GCGAGCGGTT

48/118

GGCTGAACTT
AATACCGCTC
CATGCATGAC
CGOGCCCGaa
GGCGACCCCG
CGCCACCCCG
GATCGAGGCG
CGGTACCGTC
GCTGGCCGAG
CAGCGTCGAA
GGCOGECCTE
CGGCCTTCGC
CAAGCTGAAC
TGGCGACAAG
GCCTGGGGTA
CGGCCTTACC

CAAGTTGAAG

CTCGCTGGGT
CARAACGTATC
AAACACCGTT
GCAGCGCAGA
CCAGCGGCCC
CCGGCTGCGG
GACGTTCTGG
ACCCTTCCCT .
AAGCTCGCCG
GTCGTCAGCT
CAGCCGGTGG
GCCGATGCGG
TACAAGCAGC
CTGTTCGTGC
TACGCGATTC
CCCGCCGGCT

ATGGACGATC

GTTCTGATCT AGGCAATGTT



GACAGCGGAC
13860

CGGTGGATCA
13920

TTCCTGCCCG
13980

CCCGTCACCG
14040

GAGCTGATCG
14100

IGATCCTGCCA
14160

'CGCTGGCTCG
14220

ATCCTCGAAA
14280

ATCCGCACCG
14340

GCCGACTGGT
14400

GCGCGCACCG
144860

GATACGCAGA
14520

GCGGCCGCCA
' 14580

CAGCAGGCGG
14640

CGCGAGGTGC
14700

GGCCGCGGCG
14760

CAGGATGTCG
14820

ATGAAGGCGG
14880

DE 696 37 385 T2 2008.12.11

GAGGCCCACC

TCCTCCCGGC

AACGCTACCG

GCCAGGTGAT

AGGACTATGC

ACATCGCTGC

CAAAGCAGAT

TCTCCTACTC

CATTCCTCGC

ACACCCAGCA

ACTTCGTGAA

AGCTCGCACA

GCGGCATGGG

CCACCAATCT

TCGCCCGCGC

CGCTGGAAAG

ACAAGGTCAT

CCCAGCGCGT

AGTGAATATC
GTTTCTCGTC
CGCGACCACG
GAACTCGCAG
GACCTCCGGC
CTTCAACGCC
CTCGGACAAC
GGACAGCTCG
CCAGTCGCTC
AGCGGAAGCG
GAAGTCCGGC
GCTCCAGGGC
CCCGGCGCAG
CGGCCCGAAC
AGCGGCGGCG
CGAAGCCAAT
GCAGCTCCAG

CGCCGATCTG

ATTCAGTTCT
TGCGTCACCA
CGGCTGGTGC
TTCATGCGCE
CGOGTGGTCG
TCGTCCTCGG
ACCAAGGCGG
CCOGAGOGTG
GCCGCCARGC
GCACGCCAGT
ATCGTGCTGA
GCGAGCGCGA
CTCCAGCTTG
CACCCGGCCT
GARCGCAGCC
GCCCAGCGCG
CGGGACGTCA

CGCCTGGAAG

49/118

TCCGCATTCT

CCGCGGCGCT

TCGACACCTT

CCTATGTCCA

ACGAACTGGG

CGGCGACCGG

ATGTGATCGA

CCGAGCGTAT

GCCAGGCGGC

CGCTGCTOGC

CCGAGACCGG

TACCGTCGGC

CCCAGATCGA

TCCAGGCCCT

AGGCAAGCGC

CCCGCGTGCT

CTGGGTGCGC
GGTIGGTCCAG
CAAGCCCGAT
GACGCAGACC
CTGGGCCAAC
CGACATTCGC
GGGCAGCAAC
CGCCAACCTG
GGCOGAAGTCG
GGCGGTGCAG
TTCGGATCTC
ACCGGTCGTC
CCAGCAGATC
GCAGCGCCAG
CAGQGGCCCC

CGGCAACCGC

CGCTGAAGCA GGACCAGTAT

CAAGCAGCAR CGACACGGGC



ATGAGCACGC
14940

ATCATCGGCG
15000

GAACTGCTCG
15060

GTIGCTGGGCG
15120

ACCCTCGGCG
15180

GCGAACCGCT
15240

GCGTCCTGGA
15300

GCGCGCTGCG
15360

TCTGCGGCGC
15420

TGGCGCAGAT
15480

GCAGCGCCTT
15540

ATATCGACCT
15600

CCGGGCATGT
15660

TGACGCAGCT
15720

GCGCCGATGC
15780

ATTCGAGCTA
15840

ACGTCATCGG
15900

GAGCGGCAGC
15960

DE 696 37 385 T2 2008.12.11

TGAGCOGAAGC CAGCGCGCCG GAAACGCCCT ATTACCCCAA

GCGCGGCCGG

GTCGCCGOGT

TGATCCAGAG

ACCGOGCCGA

GCCCGRAGGC

ATATCAGCTC

CACCCGCATC

CTCGGLCOGGEC

CGGCATCAAG

CAACATCGCC

CGCCTCGATC

CGAGCACAGC

GCTGCGCGAG

GCAGCGCGTC

CATCCGCGAC

CTGCGTCCTG

AAGGACGGCG

CTTCGGCCTC
GCGCAGCGCC
CCGTGCCTCG
AACGCACGGA
GAGCGCCCGA
GTCCTGTCCG
ATGGCGCAGC
GTCGGCTGCA
ACCGCGCTGG
GCCGACA}QC
ATCCACCCGA
CCGCAGGAAC
TTCGACATCA
GCACATGTCG
GTCAACACGC
AACGGCTATT

ACAGGGGGGC

GGCCTCGGCG
GAGGATCTCG
CTCGCCGCAC
GCTTCAGTAA
GCGCCGTTCC
ACCCGAACGG
ACCTGCGCGA
GCTTCACCGC
TCGATGCCAA
CGGGCCTCGC
CCAAGCTGGA
TGCTGTCCTC
CGATCTTCGA
CCGGCTATGC
TCACCCGCAC
GAATTGGATT

TATTGGCTCG

50/118

TGCTGGTCGC

AAGTGGCGGT

GCCTGCGCCG

ACTGATGGAC

GACGACGCCC

CATCGAAGCG

GGGCCGCCGC

CGCCAACCTC

TCTGCGCGAC

CGACTATCTC

CCAGCTGTCG

CGAGCAGTTC

CACCACGGCC

GATCATCGTG

GCTGCGGTCG

CCATGACCGC

CGGTCGCCGGE

GGTGCCGATG
GCTGCTCGTC
CGATGCGCCG
CGCCCAAGAA
GCGATGACCA
GACACCACCG
GAAGCCATTC
GCCCTGGCGA
GCGACGGROGC
CCGAGCATCG
GCCTCGGGCG
GTGATCCATG
CACGACCTCG
GCGAACACCT
GGGCGGAAGG
GACCGCACCA
GACTGCGCTG

CCTTGCGGCA



CTCGCCATTC
16020

CAGGGGCCGA
16080

GTGGCGCTCC
16140

GGCATCTACA
16200

GCGACCTTCG
16260

TTCCCGACCT
16320

ACCGCGCCGC
16380

TATCCGATCC
16440

GATGCCTIGTT
16500

TACATCAAGA
16560

GTCGCGGTGA
16620

GGCGACGAGG
16680

GCGCTGCTCT
16740

AGGCCCCATG
16800

CGCCTCGCTC
16860

TGCGCTGATG
16920

CCCCGCGCGC
16980

TTCGCGCGCC
17040

DE 696 37 385 T2 2008.12.11

CCACTTTCGT

TCGTGCTGGC

GGCGCCCCGG

CCGTCGGTCG

TGGCGGCTGC

TGTGGCTGTT

TCAAGGAGTT

TGCGCCAGGG

CGGGGCTGCG

ACAAGCCGTC

TCACCAACAT

CCGCGCAGAG

GCATCTTCGC

TTCAACCGGC

GGCCTCAAGC

CCCAAGGCAT

GAAGGCAGCC

GACGGCACCC

CACGCTCGGC

GACCGGCGCC

CAATCTGGCG

CGTGTTCGAC

GTTCCTCTAT

CTTCCTCGTG

CGTCTCCTAT

CGTGACGCTG

CTCGCTCTCC

CTGGCGCTAC

CCTGCGCATC

CTTCCTCCAC

CATCGACTGG

GTGACCTGCT

CGCACCGTCG

TTGGCGGCTG

TGGAAGACAA

AGGTGATGCT

CGCGARACCT GGAGCGCCGA
TGGATGCTGE CGCGGCAACG
CTGGGCGCAT TGTGCCTGTT
TTCATCAGCA TCGAGACGTT
TTCGGCRGCC GGGCGCTGCG
CCGCCGCCGE GCTGGATCGT
GCCGCCACCG GCTTCCTGTC
TICGTCGGCC CCTATCAGCT
AGCCTCGTCG TCGTCACGCT
GCGCTGTTCA TCGCCGCGCT
GTCATCCTCG TGCTGATCAC
GTCTCCACCG GCATGGTGAT
GTGGTCGAAC AGCTCTTCAC
GATCGGCGCG GGCTGCTTCG
CATGGACCTG CTCGGTGCGA
GAAGGCCGAG GATACCGGTG
GCTGTACAAC CAGGTGGTCG

GCTGATCGCC TATGGCAACG

51/118

AGGTGGCGTG

CGACAGCCTC

GCTGGCOGCTG

CGGGCTGGTC

CGCTGCGTGG

CGATCGCGTC

CTGGCTGGAC

GCTGGTCGAG

GCTGTACATC

GGTGATCCCG

CTATCATATG

GTTCGTGGTC

ACGGCGCCGG

CCGCCGCCGG

CCARGCTCGA

CGCTGATCGC

CCCGTGCCTT

CCCAGACGGA



TCTGCTGCAG
17100

GAGCCACGAG
17160

CGCGACCAAC
17220

GCCGCAGAAC
17280

CGTCGACGGG
17340

CGCCAATCTC
17400

GTTGCTCGGC
17460

GCGCAGACCG
17520

GCGCGTCGCT
17580

CGGTGACGAT
17640

CGATGACATA
17700

TCACCTGCAC
17760

TGTGCGGGAA
17820

CGCTGTTGTC
17880

GCGGCTTGGC
17940

CGCTGACCGG
18000

CGCTGCGCGC
18060

CCTCCTCGCG
18120

DE 696 37 385 T2 2008.12.11

CTCCACCGAC

CAGATCATCC

TTCAACCGCA

GGCAACGAGC

GTGCTGGTCC

GATTTCGCGC

ACGCAGGTAA

CCGCCCCTCC

GCCGGTTTCG

GTCGGCACTG

GCCGCGGTCC

CGCCTCGGGC

CGCCTGCAGC

CACCATCACC

GCCCTCCACC

CGCGCGCAGT

CCGCACGTCG

CGTCCTGATC

CGGAAGTCTG

CGGTGRCGCC

CCGAGCAGAT

AGCTGTTCGC

GCATCTCGAC

GCGAGCTGGT

CGCGCGACCT

CTCTCCTTCT

AGCATCGGGC

GCGATCATGC

AGTGCGATCC
GCGATGCCCA
TTCACCTTTA
TCGGCCTCGA
ACGCCGCCTT
TCGCGGAACG
TCCTGCGCCT

GACATGCTGC

CTACCCGTTC
GCAGGTGACG
CCTCTACTGG
CCGCCTCAAG
TGTGACGGCG
GAAGACGCTC
GECGCORCEC
CGTCGCGTAC
CGACGAGATA
CCGGCCGCAG
GCGCCTTGTA
CCACCGTGCC
CCGGCATGCC
GCCGGGCATT
CGGTGTGGAC
AACTGCGCAG
TCACCAGATC

TGGCACTGCG

52/118

TTCGGCTTCA

ATTCCCGGAC

ACCCGCGTGG

AGCCAGCTCC

GAAGCCAAGG

GATCCGCGCG

GCCTGARACGA

CCGCGCTCAG

GCTCAGCART

CCGCACGTGC

GACCGGCGGC

GGGGATCATG

GGTGCGCACG

GTCCGGCACC

CTGCAGCTGC

ATTCGCCTTG

CTGCAACACC

CGACTGCTGA

CCGTGGTCGA
GGGCGCTGAC
GCGAATATCT
AGGGCTGGAT
ACGGCCTCAA
TGCTGCGCCC
ARAAGGGGCG
CGCTCGTGCA -
GTCCGCTTGE
CCGCCATTGG
TEGCCCTCCT
CCATAGCGGG
AAGCCGATAT
AGCGACAGCA
GAGACCGTGC
GCGACTTCCT
TGCGOGCGCa

CCAAGCTTGG



CCACCGTCGC
18180

CGACCACGCG
18240

GCTGCTCGAG
18300

AGGCGGAAGC
18360

CGAGCCGCGC
18420

GCGCGGCGAA
18480

CATCGAGCTG
18540

TGGGATCGAG
18600

TGCGCCGGAC
18660

TGCGGCCCTG
18720

TCGCCAGCCC
18780

CGATGATCTC
18840

GCACGGTGCC
18900

TGCGGCAATC
18960

GCGTAGCAGT
19020

CCGATCGCAG
19080

CGAGATGGCG
19140

CGCCTCGTCG
18200
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CCGCGCCGCG GTGAGGTCCT GCCGTTCGGA AATGAGCTGG

CAGCTTCGAG

CAGCGGCAGC

GGCGGCACCG

GCGTGCGAGG

GCGGAAGCCC

GGCGCTGAGC

CGTGATCAGC

GATACCGCTT

CGTCGGCGLC

CGCCACCATC

GAGCGCGGCC

GCGCATGCGG

TCCCCATATC

TCGTCATGCC

GCGCGTACCG

CGCAGATTGT

AACACCAGGA

ACATAGCCCT
GATTGTTCCA
CTGTCCGATC
CCGCGATGCG
TTTCCGTCCA
AGCGCCACGC
ACCTGGCCCT
TCGGGGGALT
ACCACTTCCA
ACCCGGCCGG
GGCAGGAATT
GCGATCGGGC
CGCTTTGGCG
GGCCGCTCTC
CGGACRGGCG
TCTGGATCAG

TGCGCGGATT

TGGCGGCCAT
GCTTGCGAAC
GGCCGCCGEE
TCTCGACCTE
GCGOGTCGAT
GCGCCTGCGE
TCTGAACCTT
GCACGATCTT
CGCGGCCGAT
TGAGGCGCGC
CGGTATCATA
CGCCRAGGCE
GCGGTGCAGS
GACGATGCGG
GTGGGCGATG
CTCCTCGCTC

GCCGACCAGC

53/118

CGCCTCGTTC

CTGCGCCTIGT

AAGCATCGCC

CGCGGCGCCT

GATCGCCTGG

GGCTTCGGCT

CTGCCCCTCG

GGTCTCGCCG

TGCCAGCCAG

GGTGGGCGAC

GGCATCGGCG

GATCGGAACA

TCGGCATAGC

CCCTGCTCCA

ATCACCAGCG

TCGGCATCCA

GCGCGGEGECGA

CGGCGCATCT
GCGGCGATCT
GCCTCGGCCG
TCGATCTGGC
GCGGCGGCGG
TTGCGCGCGGE
GCCGACATGG
CCCACCAGAA
ATCGGGGCGA
GCGGTGGTGA
ACCGGACGTT
CGAGCGGGCA
ACGGCGTTCA
GGCCGCCCaAA
GCGTGATGAT
TGCGGCCCGC
GCGCGGAGGT

TAGCGAGCCG



CTGGCGCTGG
19260

CGGCTGACGC
19320

GAACGGCATC
19380

ATTTTCCTGC
19440

ATCCACCTCG
19500

GGCCAGCGTC
15560

GATGTCGAGC
19620

GTTTTCGAAG
19680

CTCCACCGGA
19740

GTCCTGCCAC
19800

GAACGCCACG
19860

CAGGATCGCC
19520

GACGTTGATC
19980

CTGCCAGTGC
20040

GAGCAGCGCG
20100 .

GCCCGCGACG
20160

CAGCATCGGC
20220

CATCACCGTC
20280
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CCGCCCGACA

AGGATGAAGT

GCCOGGGTTGG

AGCACGACGC

TCGACCAGCA

GACTTGCCCG

GTGATGTCGC

CGGATCGCGC

TGGTTGAGCA

AGCTGGGCCA

AGCGCGCCGA

GCGAAGCTCA

AGCCGCTGCG

GGTTCGACTG

TTGCTGGCGG

CCGAACGAGA

GAGTAGAACA

AGCGACGCAT

GGTTGACGCC GCGCTCGACG ATCTCGGTGT

CATGCGCACC
ACAGCGCAAT
CGATCTGCCG
CGCGGCCCAG
ACCCCGAGGA
TCAGCACCGG
CGCGCAGCAC
CGTCGCCGAG
TGCGGATCAC
CGCTCATCGC
GCTTGGAGAT
ACGAGGCGGT
CGGTCGCCTT
AGCTCTTCTC
CCATCGCATA

GCATCGCGCC

TGGTGAGGAA

CGCCAGCGTC
GTTCTCGOGR
GCGCAGCCAG
ATCGGGGGTG
GCCGACGATG
CGGCTGGTCC
CGGCAGCGTC
GCGCTCGATC
GGGGCCGGAA
GCCACCGATC
CAGCTCGATC
ATAGGCGGCG
GATGGTGTGG
GAACTTGTCC
GGCGACCAGC

GAGGAACACG

TTCCCGGATG

54/118

GCCGCCGCCa
ATCGAGCGGC
GCGGGATCGA
TTGAGGCGCT
CCGAGCGACG
TCGGCATAGC
GCGGCGGAGG
GCGATGCGGA
ACGCGCTGGG
ACGGCCTTGG
GCCTGGCTGC
AGCTGACGTT
ATGCCGGAGA
TCGACACGCG
GACACGATCA
ACCGTGAACA

GTCTCGAGCT

CATAGCCGCG
CGACATGCTC
TGAACAGCAG
GCTGGGCCAC
GCAGCAGCTT
TGCCGGCGGG
GGAAGGTC#C
CCGGCCGCGG"
CCTGCTGGAA
CGAACATGTIT
CGCCGAAGAA
CGGTGTTGGC
CCCAGCGATT
CGCTCTCGAC
TGCGCAGCGG
CGACGCCGAA

GCGGATCGAC

GGCGGACCCG



GGTGACGGTG
20340

GTGGAACAGC
20400

CGTGCGGATC
20460

CACGCTCAGC
20520

CAGCGGCGCC
20580

CAGCCTGCGA
20640

GCCGGCCACG
20700

CTCGCGGTCG
20760

CAGGCCACCG
20820

GGCCAGACCG
20880

GAGCAGGATC
20940

TTCGGGGGTG
21000

TTCGCGCAAT
21060

TGCCTGCATC
21120

CCATGATGAA
21180

ATTGCCGGGG
21240

TAAAGCGTTG
21300

CACGCATGAA
21360
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TCGCCCACCC GCCGCTTTTC GAAATAGCCG AGCGGCAGCG

CGCGCGCCCA
CAGCCCAGCG
GTGCTCATGC
GCGAGGCCGA
TACCGCTGGA
GCGCGCGTAG
ACCTGTTCGG
ATCACGAACC
CCGCGCGGCA
AGGTCGTCGA
ACGGCGATGT
TCGCCCTCGE
TCGTCGCGTG
CGAGCTCGGT
ATGCCGGACC
CCGCTAGCAC

GGTTGCAGCG

GCTCGACGTC
CCACCTCCCA
TGTTGTGGAC
GCAGGTTGAG
ACTGTGCGGC
TCAGCAGCAC
GGGCGTGGCC
AGCCCTCCEE
CGTCCACCGE
CGCTGGCACC
chccACGcc
GCTCGGCGGC
TCATTCCGGT
ARAGACTCGC

GGACCGGATC

GATCTTCTGC GTCGTCTICGG

GACCGACACG GCCAGGAAGG

CAGCACCTTG TCGATCACGC

CGCCAGGGTG ATGCCCAGCA

GAACCAGGAG AAACCGAATC

GAGCGTGCCG GACCACAGCG

GGGACGCTGG ATGATCACGC

GCCGTCGGCG ATGGCCGGCA

CTTGGCGCGC ACGQCCCTGCT

CTCGGCATGG CCCAGCATGT

GAGCAGCAGC GACAGCGCCA

AGCCTGGGCG GCGAACGCGC

ACTCTGCCTC CATGGCGCTA

TTAAGCCAGA TTTTTCTGTG

GGCAGACGGC AGCCTGCGTT

AAGGACAAGA ATTTTATCGG AGAGGGTCGG

CAGCAATATC GACGGATOGC CTCGGAGCCC

55/118

CCAGCAGATG

TGAACAGGCG

CGRAGGCGAG

TCTGGAAGAG

CCTCGAGAAA

GCAGCGCCTG

CATCCAGCCC

CATGCTCGGT

GCGGCTGGCG

GGCGCTTGGC

GCCGCAGCTIG

CAAGCCCGGA

CCTGGAGCTG

CTGATCGCAG

GTTTATACCT

AGTCGGGCCT

GAACCATGCC

GAATGCTGCA



TCCGCGAAGT
21420

GCGATCAGCA
21480

GCCGCTAAGG
21540

CTCTGGTAGA
21600

CCGCGCGGAC
21660

GCCGCIGTCA
21720

GCACAGCGCG
21780

CCCATGCTGC
21840

AGCATCGCAA
213900

TCCCTTGCGG
21960

GCCAGCGGCA
22020

TTCTCGGCGT
22080

GAGCTGCCGC
22140

ACGATCTIGCC
22260

GACGAGCTGG
22260

GATGCGCGCA
22320

GGCACCACCG
223130

GTATGGGCGC
22440
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GACTTTCGCC AARGCAGCTA TAGGATGGCC CGGGGCTTGA

TAAGCGATCC
AAGATGTGCA
TTGACCGTGG
TTCCGGGAAT
GCGTGCACARA
CCTTTGAGEA
GACGTTCCAC
TTCTACTGGG
GCGTCAATGT
CCTATTCGCT
TCTTCTTCTC
TGTCGCGCCT
GCCTIGGCTT
TGATCGTCGA
TCATCAACCT
TGGTGGGCTT

TGCTGCTCAA

ATGGTCGCCA
CGTCTGACGA
CCTCCATTGC
CGATTTGTCC
TCCGTTGAGG
GCAGCTCCGG
GATCCGCATG
GTTCTACATC
CGGCATCTTC
GAGCTéCCTG
GGTGTTCATC
GCAGCTCGGC
CCGCTGGCAC
CGGCGTTGCC
CACGCCCAAC
CGACCGGGTC

GGGCATGAAC

AAATCTGTCA

TGCTTTCTTC

TCATCGTCTC

CGTTATAGTG

GAGCCCGACG

GCCCATGCCC

ATCCTCTACA

GCGGCCTGCT

CTCCTGCCGA

CGCTACCCGG

GTGCTGCTGG

GAGGGCGTGC

GTTCGTGCGC

CTGGAGGTCG

CCGCGCGATC

GTCGTCGCCT

ATCAAGGGCG

56/118

TCCTTGGTAA
CGCACCCCAT
GARRAAGGAC
CAATGCAACA
AGGCAATGAA
GTTCTGCCCC
CCGAATTGCT
CGCGCGACGG
TCACGCTCRG
TCAGCGEEGT
GCAGCTACCT
TCCTGGCGCT
TGACACGCGE
CGAGCGGCGC
CGCAGATGCT
GCACCGAGGA

AGATCCTCGT

TTGCCGCCGT
CAATCATGCA
GCGCéGCTGA
CCTCTGGTCG
GGCCGAATCG
CGCTTTTGAA
CAGCGCLGCA
GTTGCTCGAC
CAACTGGCTG
CACCGCGCTC
GAAGAGCATC
GCTCACCGCG
CAGCCTGGTG
CACGCTGCTC
GGTCGCGCTC
GCATCGCCTC
GCACCGGGCA

CCCCCAGTTC



AACGCGCTGG
22500

CAGGGCCCGC
22560

GTCCCCGCGC
22620

GAGAGCCCCG
22680

AAGATCCTCA
22740

GCCAGCCGCG
22800

GACGAGCTGC
22860

CCGCACGCAC
22920

TGGCACCGCC
22980

GGCGCGACCG
23040

GACGGCTGGCG
23100

CACTCCAACG
23160

TTGACATCCG
23220

GCCATGGGGG
23280

ACCCCGCAAC
23340

TCTACCCCCT
23400

CGCGCGACCT
23460

TGAGCTATGC
23520
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GCGCGATCGG CGTCGACTCC TATGAGGGCA AGGACACGCT

TCAACATGCC

TGGTCGCGCT

GCCCCGTCTT

AGTTCCGCTC

ATGACGATCG

CGCAGCTGCT

TCGGGTCGCG

ACACGCTCAA

ATCGCCGCGT

ACATCTGGCG

CCTTCTGATC

CCCTGCTTCT

ATTTTGAATG

GCTGTCGATC

GTCGGTGCTG

GCCGATGTTC

CGAACAGCCT

GAACCGCGCA
GGCGCCGCTG
CTTbGCACAG
GATGCGCGTT
CATCACCARG
CAACGTGCTG
CGCCGCCAAC
GCC&GGCATG
CGATCTCACC
GGACGTCACC
GCGGAGGGGA
GCATTTGTCA
AAGGGTATCA
TCGAAGCAGC
ATGCTCACGG
CAGGCGCTGC

TCGCCCAACG

AAGAAGCGGG

ATGATCGTGG

GACCGCGTCG

GCGCTCTGCG

GTAGGCCGGA

CGCGGCGACA

CATCTCTTCT

ACGGGCCTCG

AATCGCCTGC

ATCCTGTTCA

GCAACGCGAG

TTTTATCATT

TCCTTGCGGG

TGCTTCCCGT

GTATCCGGGA

TCGGCGACGG

GCCTTGCGGA

57/118

CGCTCGATCT

TCGCGATCCT

GCCGCGGCAA

ATGCGAACGG

TCATCCGCAA

TGAGCGTCGT

GGGAAATCGA

CGCAGATCCG

AGGCGGACAT

AGACGCTGCG

CACCGCTTGG

GTCGTTGCGG

GGGCAGCGGC

CTATGACAAG

CATCCTGATC

TTCGGCATTC

AGCCTTCATC

GGTCGTGTCC

GCTCATCACC

CATCAAGCTG

CCGACTGTTC

CAACGTCTCG

GACCAGCATC

CGGCCCGCGC

CGAGCGCTAC

CGGCTTCCGC

GGAGTATATC

CGTGATCGTG

TGCAAGAGCA

GCCCGCCCGC

ACGCGCCTCT

CCGATGATCT

ATCTCCACCC

GGCATCAACC

ATCGGCGCCG



ATTTCGTCGG
23580

AGATGGGCGA
23640

TCGCCTATCA
23700

GCGTCGCTAC
23760

GGCTTTATTT
23820

GCGGCGAACT
23880

TCACCCGGCT
23940

AGGCCGGCTC
24000

AGGAAATCGC
24060

GCCTCGGCAA
24120

GGTGCATCAC
24180

CCGCGGCTTC
24240

GOGGTCGGTG
24300

CCTGCAGGCG
24360

CGACGTCGCG
24420

GCTTTCGGCG
24480

GACGCTCGTC
24540

GGAGATGGCG
24600
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CAACGATCCC

GCGCTGCCAG

TGTCGACGAT

CAGCGTCGAG

CTACGACAAG

CGAGATCACC

CGGTCGCGGC

GTTCGTCCGC

CTTCGAGAGC

GACGGGGTAT

CACGCGCTAT

TTCTCCGAGG

CAGGACAATC

CCGCCETTCG

GTCGACATTC

GACAAGTGGA

CCGGATTGCG

ATCCGCTGGG

AGCGCGCTGA TCCTCGGCGA CAACATCTAT
GCAGCTGCGG CCCAGGCATC GCAGGGCGGC
CCCGAGCGCT ACGGCGTGGT CGCGTTCGAT
GAAAAGCCGG CCAACCCCAA GTCCAATTGG
GACGTGGTCG ACATCGCCAR GTCGATCCAG
GACGTCAACC GCATCTACAT GGAGCGCGGC
TATGCCTGGC TCGACACCGG CACGCATGAC
ACGCTGGAGC ACCGCACCGG CGTGAAGATC
GGCTGGCTGG GCGCCGACGA TCTGCTCAAG
GCCGCCTATC TGCGCAARGCT GGTAGCCGCG
CGGGCGTCAT CGAGTTCACC CCGCCCAAGT
TGTTCAAGCA GTCCACGCTC GACGCCGAAG
AGAGCTTCTC GGCCGCACCG GGCACGATCC
CCCAGGCCAA GCTGGTGCGC GTGCTGCGCG
GCCGCGGCTC GCCCACATAC GGCCAGTGGG
ACCAGCTGCT GGTGCCGGCC GGCTATGCGC
AGATCCTCTA CAAGGTCAGC GCCAAATATT

ATGATCCCGA TCTCGCCATC ACCTGGCCGG

58/118

CACGGTGAAA

GCGAACGTGT

CCGGAGACGG

GCGATCACCG

CCCTCGGCGC

GACCTCCACA

AGCCTGCACG

GCCTGCCCGG

CGCGCCGLCG

GCATGACCCA

ACGGCGATCA

GCGTCGAGGC

GCGGACTGCA

GCGCGATCTA

TCGGCGTCGA

ATGGCTTCAT

CGAAGGAATC

ACATCGGCGT



CGAGCCGGTG
24660

CTTCTTCTAT
24720

CATCGGCTCG
24780

CAAGCTCACC
24840

CCGCTTCGTC
24900

GCAGGTCGAC
24960

CCCGGGCGAG
25020

GCAATATIGG
25080

CACCGACGAG
25140

CTATGATCCC
25200

CTGGGGTCAC
25260

GTTCCACTTC
25320

CCTGCCCGTC
25380

CAAGGCGCTG
25440

CCGCAACGAG
25500

CATTCCGCTG
25560

CGGCCATGAC
25620

GGCCGAGGAG
25680

DE 696 37 385 T2 2008.12.11
CTCTCCGAAA AGGACGCGGT CGCTACCCCG TTCGCCGAAT

CAGGGCTGAT
GCAGTGGTAC
TATGCGGGCA

CACGCCGATA
GTGGTGATGC
TTCATCGAGA
CGCGAGCTGG
GTGTTCGGCG
TCCTCGCCCT
ACCTATGGCC
CCCGAGAAGC
TACGGCAAGG
GCGACGATCG
CGCACCAACC
AAGGATGGCA
CGCCGCTACG

AATTTCGACA

CCATGCAGCA

GCCACCTCGT

ACCCGGCCTC

TCGCCGACAC

ACCTCGCCGC

CCAACGTCGT

AAGGGGAGAA

ACCTGCCGTT

ATTCGGCGTC

TGCCCGTGGT

TGATCCCGCT

GCGAGAATAT

CCACGACCGG

TGCAGGTCGT

AGAAGCGCCG

CGATCGACGC

CCGGCATCGC

GACCTTCCTC

TCGCCAGGGC

GCTGACCGCG

CGCGACGATC

CGAGAGCCAT

CGGCACCTTC

GCGCGAGGCT

CGACAGCGGC

GAAGGCGGCC

GCTGTCGAAC

GACCATCCTC

CCGCGACTGG

CAAGGTCGGC

CGAGACGATC

CGAGCTGATC

GACCAAGCTC

CGCGACGATC

59/118

GTTACCGGCG

GCGCGCGTCA

ATCGAGAACG

CTGCCGCTGC

GTCGATCGCT

AAGCTGCTCC

TTCCGCTTCC

ATCTTCACCG

AGCGACCATC

TGCTCGAACA

AACGCGCTGG

CTGTACGTCG

CAGAGCTACA

TGCGACCTGC

ACCTTCGTCA

GAGACCGAAC

GACTGGTATC

TCAACACCCC

GCGCCGGCTT

TCAATCTCGA

CCCCCAACTA

TGCGCGAAGA

CGATCGACGG

AGGCGGCGCT

ACCACATTTC

ARGAGACGCC

TGGTCCGCGC

ATTACGGGCC

AAGGCARAGCC

ACGATCACGC

ATGTCGGCGG

TCGATCAGCG

CCGATCGCCC

TGGGCTGGAA

TCGAGARTGA



ATGGTGGTGG
25740

CTGATGCGCA
25800

GCGGAGGGCC
25860

ACGATCGAGG
25920

ACGGCGGTCG
25980

CCCGGCGTAC
26040

GACTATGTGT
26100

CTCGGCGTCT
26160

ACCAACGCGG
26220

ACGATGCTGC
26280

TGCCCGAGCT
26340

CAGARCGGCG
26400

GACTTCGCGC
26460

ACCGGCATTC
26520

AATTGCGACA
26580

GCGGAAGTGG
26640

GTGGCTGCGC
26700

GCTCCCCGAT
26760
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GGTCCGATCC GCTCCGGCAA ATATGCCGGC GAGCGGTIGG

TCCTCGTCAC
ATGAGCTGAT
CGGCGGTGGC
ACAAGTCCGA
TGGCGCGCGC
TCGACGGCAG
ATGGCGCCAC
TGATCOGGCT
GCCTCGCCGA
CGGCGCTGGA
CCACCAGCGG
GCGCGATCTT
CGACCTCCGG
AGTTCGCCGA
TAGGCCGCCT
ACTCCGGTCG

CAGCGCCAGG

CGGGCATGAC
CTTCACCAGC
GAAGATCCAG
GAGCGAGCCC
GGGCGCGAAG
CCTGGACCGC
CAAGCTGGCC

CGCCTGGGTC
GACGCGGGAC
CATCGCCACG
CCTGTATCAC
CGCGGAAAGC
CTACCCCACC
AACCTTCGGC
CCTGGCATAA
GGTTTCATCG

CCGTCACTTC

GGCCAGGTCG

TATCCCGAGT

CCCGAGCTGA

GAGCTCGCCA

ATCGGCGCGC

CCGTGGCGCG

GGCGAGCAAG

TACAGCCCGT

ACGCTGAACG

GCGATCCTCA

TTCACCGGAT

GCCAAGCACG

CCGGCGAAGC

TATCGTGCAC

AATGCCCGGC

ACATCGCCGG

CTGAACGGCG

60/118

CCCAGGCGCT
TCGATCTCTC
TOGTGTCGGC
TGGCGATCAA
CGATCATCCA
AAGACGACCC
CGGTGCAGGC
TCGGCAACAA
TGGTCGAGGA
AGGTCGTCGG
CGGGCGAGAC
GCGGTCCGAC
GCCCGGCCAA
CCGCCTGGCA
CCGACCCTGT
CTGCGGGGAG

CGACCAGGGG

GGCAGACCGC

GGGCGAACAG

CAAGCCGGAG

GGCTGCGTAT

CGGCGACGGC

TCTGTCGACC

CACCGGTCCG

CTCGGGCGCG:

CTTCGTCAAG

CCAGCAGGGC

CCACTGGCAG

CAACTGGGCC

CGCCGAGGTG

TTCGCGGCTC

GGACTCGGTG

GCGCGGLGGG

CATCACCGAT

CTTGATCGTC



TTGAACACGG
26820

GTCATCCCGC
26880

TCGATATCGG
26940

TGCAGCCATA
27000

TGGGGCTTGG
27060

GGATTGCTGT
27120

AAGTTCAGCA
27180

TCGTTCGAAA
27240

GTCGCCAGCG
27300

GGCGTGAAGT
27360

TCCTTIGTCGA
27420

AGGCAGAACT
27480

GCCACCTCGC
27540

TCGATCAGCC
27600

ACAACGCGCA
27660

TTGCCGCCAT
27720

GCACTGCGCA
27780

CTAACCCTCC
27840 .
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CCTCACGCAG CGTCOGCACG GGCGCGGCGA CGAGGTGATC GAACGCGAGC

TCACCCGCTG

AAACCAGCCG

CCGGCCGCCC

CCCAGATCGT

GGTCCGCAGC

CCGTCTGTGC

GCGCGTCGTC

CCTTCACGTC

TGTAGATCTG

AGTAGATGAG

GCTCGAACAG

GGCCCGGGCT

CCGGTCTAGC

AGAAACAGGG

TCCCACGAAC

ATGACACGCG

GCCCGTGCCC

GGGTGCGACG

CCCCTTGATG

GGCGACCTGG

CTCGACGCTG

GGTGTAGAGC

CGGCGCATCC

ATTGTCCAGC

GTCCGCGATC

CCGATCGCGC

CCAGTGGAAG

CCCGAAACGG

GGCGATGTTG

AAAACGAAGA

TACACGCGAA

GGTTACGGGA

GCCGGAATGA

GACGCCCGTC

TCGCTGCGGA

CGGTTGATGA

GTGATCTTCC

GCGAGATCGC

CGGCCCTGGC

TTCGCCGCGG

CGCGTGGTGA

ATCGCCTTGT

TCGATCCGCT

TTGCGCTCGG

CGGTCGAGCC

AAGCGCGTCA

AAGCCCGGCC

CGGCACGTTC

TATTCCGGAA

CAAACGGCTT

CCGATCGCAT

61/118

TCTTGAACGA
CATTCTCGCC
ACTTCTGGCC
GCTCGACCAG
GCATCGCGAT
CCTGCACCCG
CGATCAGCTG
CGAACATCGC
CGCGGAACTC
TCTGGCCCEE
AACCCGGCGA
GGATCACGTG
GCTACAACGG
GTCTTCGCE
CTGGGCAACC
GCCGCCCECE

TGCCACCGGC

TTCGACCACC
ATGCACCACC
CaGCTCATGA
CGAGGTGAAC
GCCCTGGETG
TGCCACGARG
CTCGCCGGGC
GACGTAGCGC
GGCGGGGRTG
GATGCTCGGC
ATTGCGGATC
AAGCATCGGT
CCTTGTTCGA
ACCCCGOTGG
GGGGATTGCT
CCCCeCEeae

CIGGCGCTTC



GCCTGTTCGC
. 27900

GCGGCGECCTC
27960

CCTTGIGGGT
28020

ATGTCTGGCG
28080

TGCTGCCCCT
28140

TCGGCGCGCT
28200

GCTTCCTCGG
28260

CCTTCGTCGG
28320

TCACCOGCAC
28380

TGCTCGGCGC
28440

TCATCGCCAC
28500

TCGCCCCCGT
28560

ACGGCTGGCT
28620

TCATCGCCAG
28680

GCTACGCCGA
28740

CAGGCCTTGC
28800

ATCC
28804
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CATTGCCTGC

GCTGATCGAG

GGTGATGGGC

CACCGCGGTG

GGCCGAGGCG

GATCCTCGGC

CGTGCTGATC

GCTGATGGCG

CGAAAGCGCC

CATCTACGCG

AGGACTGGTG

CTCGGCGGTG

GCTGTTCGAC

CGGGCTCTAC

AACGCCACTA

GCCCCCGCCG

CTGTCGACCA

ACGATGTTCC

CCGGGGCTCA

GGCCTCACCG

CAGACCTTCC

GAGCCGACCG

GTCGTCCAGC

GCGTTGTTCG

GGCACCACCG

TTCAACTTCC

GGCGGCGTCG

GTACCGATGG

GTGTTCCCGA

ATCGTCTATC

TGAGGTTGTT

CCGCGATCAC

TGTCGGCGCT
ACCGCCAGCT
AGTCGCTCAA
GCATGATCTT
AGTTCACCGT
GCCGGCATCG
CGGGCCGGGA
TCGCCATCGT

TCTTCTGGTT
GTCCGCACGA
GCCAGCTGGE
ACTATTCGGG
CCTTCTCGAC
GCGAGCAGAA
GGCGGGCATC

CTCGTCCAGC

62/118

CATCAAGATG
CTGGGCGGTG
GRCGCAGCGC
CACCTTCGGC
GCCCATCTTC
CTGGGGCGCA
AGCCATTCCG
CGCGATCACG
CTCGCTGCTC
TGCCGAGACC
GCTGACCGGT
GCTGATCTGG
CTGGCTCGGT
GCTGGCCCGC
GCCACCCGCC

ARGCGCAGCC

TCGGAACTGC
CCGCTGGT&A
TTCGGCGCGC
GCGGTGATCC
GCCACGCTGC
GTGATCGTCG
ATCTITCGGCG
CTGCGGCAGA

TCGGTGCCCG
TGGGCGATCC
GCGATGCGCT
GCGACGCTCT
GCGCCGETGA
GGCCAGGCTA
GATCGAACAC

CCCAGGCAGG
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(B) Computer: IBM PC-kompatibel
(C) Betriebssystem: PC-DOS/MS-DOS
Software: PatentIn Release 1.0,

Version 1.30

(vi) Daten der vorliegenden Anmeldung:
(A) Anmeldungsnummer: 96300467.6
(B) Anmeldetag: 24. Januar 1996
(C) Klassifikation:

(vii) Daten der friheren Anmeldung:
(A) Anmeldungsnummer: US 08/377 440

(B) Anmeldetag: 24. Januar 1995

(viii) Information zu Anwalt/Vertreter:
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(A) Name: Richard S. Bassett

(B) Registrierungsnummer:

(ix) Telekommunikationsinformation:
(A) Telefon: UK 0115 9552211
(B) Telefax: UK 0115 9552201

(2) Angaben zu SEQ ID NO: 1:
(1) Sequenzkennzeichen:

(A) Lange: 28804 Basenpaare
(B) Art: Nucleinsdure
(C) Strangform: unbekannt
(D) Topologie: unbekannt

(ii) Art des Molekiils: DNA (genomisch)

(v) Art des Fragments: N-terminal

(xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 1:

GGATCCACTG GCCGGGAATT GCCGAGAATC CTCCGATGAA GCGCTCGTCG GGTACCAGCG 60
TGCCCCGGGG CGCATCGCTT TGCGCCGGCG CATCGCCGCC GCTGCCGGGC CGGCCATTCC 120
AGCGGGGTCC GGGCTGCAAA ATCCCCGGGC CTGCCTTTAC GCCATGCCCG GCAGCCGAGC 180

240

TGCCGGGCGC CGAGCATGCG AGCGGCGTAA CCGATAGGGC GAGGCCCCCG CCCAGAAGGG
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TGCGACGTGT
AARAATGCTG
CGCGARCGTC
GAGCCTGGTA
TTGGGAGGGG
GTAGARTGCG
GATCGACAGG
'GTAGCCGAAT
CCCGTCGTTG
TACCATGATC
CCCGACGAGC
GGCATGCGCC
TACCATGGCC
CATCAGGTGG
CCCGRACACG
GCTCGGATCG
CCGGARCTCG
CCRCCATTCG
CGTGACCGTC
GAGCGACGCG
CGCCGACAGC
CAGARGAAGC
CACCGACAGC
GCGCAGCAGC
CGCGAGGATC
AARGCAGCCCG
GAGCGTGACG
GAACACGATG
CCGAACTCGC
GCACCGCGAC
CGCCTAGTGC
ACGACATGGT
TCGACGCGAA
CCGCGGTGAA

GGGCGATGGG

GGTATCGATC
CGCTGCGAGC
AGCCCCACCA
TTGAGCAGCA
TCCGTCAACC
ATGAAGCCGA
ARCCCGCTCT
ACCGGGCGCA
CTCGCCTGGG
ATCACCGCGA
CCGCCACGCT
ACGACCATGC
AGATCGAACA
ATCGCGAAGG
TTCATCACGC
TTGATCTGCA
AAGAAGCCGA
GGTGTGCGCG
AGCGAGATAT
ATGATCT&GA
GTCACCGCCA
GTCGTCAGCA
GACAGATAGT
AACTTGGTGG
GCCAGCGGCG
TAGACCATCG
AGACCAGAGC
TCGCGCGCCC
GCCGATGTCG
CATCGACACG
ACCATAGGGC
CAGCACCACG
GACCATCCCG
CTGTTTGCCG
CGAGGCGGCG
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ATGCGGCGCG
GGGATCAGGC
GCATGAAGAA
CGACCATCGT
CGGCGCGGAT
GCACCCCGTA
GGGAACGCCA
TCGCGAGCTT
TCGCGCCGCC
GAACCACGGC
CCTTGATCCA
CGACCATGCT
GGATCGTGAG
GAARTCGTCAT
GATACGTGCC
GCCAGCTGGG
TCACCATCAG
TGTTCGATCC
TCACCAGGCG
TGATCAGGAA
TGTCGCGCCG
CGCCGAACAG
TCGGCCACAC
GCGCCTTGTC
CGGCGGCCCC
ACACGAACAC
GTTGCGGGTG
GGCGCAGGGG
CCATGACCAA
AARGCGCAGGA
GGAATCAGGA
GCCAGACGCT

AACACCTGCC

AACAGGCCCA

ACCAGCAGCG

CTCCAAACCG
GCCCCGTGCC
GACTTGGTCG
CGTCGCGACC
CAACAGCCCG
ATCGACGGCC
TCCGACGACC
GGGCARGCCC
GCCAAGAACG
GRAGGCCGGA
GCGCCGCAGG
CAGGCGCGCG
TGCCAGCGCC
CGCCACGAGT
GCGCACCTGC
AATGTGGCCG
CACGGACACG
CAGGCACCAC
CCCGATCGAA
GCCCAGCATG
AAACTTCGGC
GCGGCGGAAG
GATCGCGAGG
GGCCTCCGGG
GAGGAGCATG
GATCACGGCG
ATAGAGCGGG
CTGCACCACC
CCCCTTAGAT
AGACCGACGG
CCAGCGCGAG
CGCGATTGGC
CARGCACCAG
TGATCCAATG

CGAGAATGGT

TGCGCGCCGT
TGCTTCGAGC
TTGTCGGTCT
GCCAGATGCA
GCACCCAGCA
GTCGARAGGA
TCCGCGGACT
ATGCGGATCT
CGATTGTGTA
TACATCATCG
CCCCAGAGCA
CCGCTCCART
GACACCGACC
TCGCCCCACA
GAGGTGAGAT
ACCCACAGAA
CAGCCCAGCA
AGCGTCGCGA
ACGGATGGCT
AAGCGGGCAA
GARATCGAAT
GAGATCCAGG
ATCATGRACA
AGCGCCCAGA
CTGGGCGGCA
AGCCCGATGA
AGCACCGCTC
CGCGCCRAGC
AATCGGTATG
CACCGCGATC
TATTGCGGCA
CATGACGAGG
CACCTGCATC
CGGAGCGACC

GATCCGGATG
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GACTACAACC
GGTACAGCAG
GCGACAGCAC
GCGGATAGCC
CCATCGTACC
AGCCGGAGTC
GGAACGGCCC
GCTCGTGGCG
CCGCAGGCAC
TCGTGGAAAT
ACAGATAGGT
AGGCGGACAA
GGCTGTTCAC
CCAGCGGGTT
GCAGGATGAC
CGTGCTCGGC
TGTTCCGCAC
AGAAGARCGG
GGCTGGAARAT
GCCAGGGCGA
AGCACACCAG
GCAGGCCCGC
GGACGTAGCA
TGACGAACAG
GGATCGCCGA
AGCGCCGCCC
TGGCGGGGAA
CGCCGCTCCC
CCGATCAGCC
GCAATCGCCG
AGGATAACCG
ACGCCGCCGC
GCGGCGGCGC
AGCACCGCCA

ATGCGGGCGA

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
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340



TCCGCTTGAC
AGGTGGCCGA
CTTCGGCGGG
TGTTGACGTT
CGGCCGGCGC
CCAGCCAGCC
GCAGCGCGCC
GCGACTTGCC
TGACCGGAAT
GGTTGGTGGF
CCACCGCGAC
ACACGCAGAC
CCAGCATCTG
CGCGGGCGAC
AGCCGACCAC
ATGCTTGCCC
CTGAGGACGT
ATTCGCCACG
GATCGCCTGG
CAGCGTGCCG
TACGGCGCTG
GGCGGCGGTC
CATCTCGATC
TCCGGCATAT
ATCGACATAG
GGCCGTGTCG
CTTGACGGTG
GCCCATGATC
GAAGGCGGGC
GGTCTTCACC
GTCCGTGCTC
CAGGTTGGCG
CGCGCTGCCT
CTTCGATCCG

GGCGTTGTTC

GTCGCCCTGT
CAGCAACTTG
GCCGTGCGTC
GGTGATCAGC
CCAATCACGC
GACCAGGTAC
GGCCAGCATC
GATATCCCCC
GAGRAACCCC
AATCTGTTGG
CCGCGTGGCA
GGCCACGGTG
CGCAGTCGTG
CAGCCAGGTG
CATCTGCCCC
CACAGGAGAT
CATCAGACGT
GACAGGCTGC
GCGAGCGACA
GTGGTCGCCG
GCGGCCRAGC
GCCGCGGCAT
TCGCCCACGC
TCGACCGCCC
ATGATCGCCT
GTCATCTTGG
AAGACCAGTT
TGGCCGACCS
AGCGCGAAGA
TGGAACATGC
CAGCGCGTCT
CCGGTCGAGG
GCAGGCGGCT
GCCATGAGAT

GATTGAGTAA
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TCGTAGGAGG
AGCGAGGATG
GCGGCAAGGA
ACCATGAAGC
GTCATGCGGC
AGCACCGACG
GCCCCACCCA
ATGCCGCGCA
ATGATCAGAA
TGAAACAGCA
TGCCGCACTG
CGCACCAGGA
AGCGCCGTAC
AAAGCGAAAC
CGCAGCCCCC
CCCGTCTGTG
GATAGAAGTC
CCGTCGCCGA
CTTGCGCGAC
CCGGCAGCGC
TGCTGGTGAG
TCAGCGCAAG
TGCCGCTGAA
GCGTGCTGCC
TGCCCTTCGC
CGCCGCTCGT
CGCCGTCCGC
CGCCCGTCGC
GTTGACGTGA
CGTTGCTGAT
GGTCCACGAT
TCTGTGCTGC
GATACCCGAC
CGCCGATCTT
TGCCGCTCGA

CGGCAAAGAC
CGATCTGATA
TCACGGTGGC
CGGGGCGAAG
GGACGATGAT
GCAGCAGCGG
GGAAGGTGCC
GCGTCGTCGA
GGTCCGGCGC
GGATCATCAC
CGGTACGCGC
TGGTATCGAG
CGAAGGCACC
TGGTGACGGC
GCAGGTGCAA
CCTTATGGCA
CTGCACCARC
GACGGCCGCa
GGACGCCGTC
CGTCGACGTG
GCTGGGCTTC
GATCTGGGAC
GACAGCGTTG
GACGATCGTT
GCTGTCATAG
CGCGACGGTA
CCGGAGCGAG
GGTGGCACGC
ATTGTCCCGC
GGCGGTGAGA
TCCGGTCGCA
CGCCTGCTCC
ACCACTGACG
GCGAAGAGTG

CGTTGCGGTG

CGGATGCAGG
GCCCACCCGG
ARACCAGTCG
CATCGGCCGG
CGTCGCGGCA
ATTATGGGCA
GAGCGGCCCA
AGCGAGACGG
CATGGCGGGG
CATCAGGACC
CACACCCGTC
GCCGATCAGC
GACGCCGGCG
GCCGAAGCCC
CTTGCTACGT
GGGCeeTece
TTCTTGGTGG
GTGCCGGCCG
GATGCCGATC
ACCGGGGTGC
ACGGTGGTGG
GCACTGAGGG
AACGGGCTGC
CCCGATCCCT
GTCAGCGCGA
TAGCTCTGCC
ATTCCCCAGC
TTCATGTCGA
GTAAGCTCGA
TCCAGCGCCT
GTGAACTGCA
TTGGCGACCT
ATCAGGTTCG
ACCGCGTCCG

ATGACAACCT
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ATCGTCTCGG
AACAGACCGG
ACGAAGAAGT
TCCAACGGCT
AACATCGTCA
ACGCCGATCA
TCGACCATCT
CAATAGGCGC
CTIGCCCAGCA
AGGCCACCAC
CGATTTTGCG
GACAGAATGA
GGGCCARAGG
TTGACGCCGA
GTCACGTTGA
GGGGGCAAGC
CGAACAGGCT
CATTCATGGC
CCCCCAGCGT
CGAGAATGGT
TCGGCTGGCT
CAGCGTCGCG
CGATGTACAG
TCACCACGCC
TCTTGTGGGT
CGGCGGCATT
TCTGGTTGAC
AGTTGAGCGT
AGCCGGTGCC
TCGTGGTCTC
GATCCAGCAG
GCGCGGCAAA
CCAGTTGCGC
TTGCAAGCAC

GGTCCACGAC

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
4320
4380
4440



ATTGTTGGTG
CATCTTCGAG
GCCGTGCGTG
AATGCTGGAT
CACGTTATTG
GATGGCGTCG
GACGACGTTC
GCCCTGCAGG
CGAGGAATTC
CTTCGTCACA
GCCGATGATC
GACGTTCTIC
CTTGCTCGCA
GATGGACGTA
GGCGGCGTCC
TACGCGTCGA
ARACGGTGGC
CARAGGCACTG
GAGGCATGGA
CTCCGTTCAT
AAATCCTGCT
CGCACGTGCG
GTGCGGCCCA
CCGGCGCGAT
GCGGGCGTITC
CGGTGCGCGA
CTGCCGACGC
ATGCCCGCGT
AAATCGATCT
TGGGCGTGGT
TCACCACCGG
CGGGCTGGGC
GCCTCTCACC
TCGGCCAGCC
GCCGCGCCAG

ACCTTGCCGC
ATGATGGTAT
AAACCATTCT
TCATTGCCCA
GTGATCGTGA
GGATGCTCAC
GACGCTTCGG
GTGACACCGT
TTGATCGTCA
TCGCCCGTAC
CGGTTCGCGT
ACCACCAGGT
TCGAGCGAGG
TAGGTCCCCG
AGTTCGCTCT
CCCCAATCGA
TAAGAGGCAG
CCAGCGTGCG
AGCCTCGCCC
CGGACAATGC
GATCGACAAT
GATCGTGCCG
TGCCCGCGCG
CGACCTGCTG
CTATTTTCCG
TTTCGTCGTG
CACCGCGCCC
GTGGCGGGAG
GTTCCAGCGG
GCACGACACC
CCGCATGCAT
ACTGTGGGCC
CCGCCGCGCE
GCGGCGCTGG
ACGGCCCGAA
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CGGTCACGCC
TGGAGTCCAC
GGTACACGAG
TGAATACGCC
TGTTCGTGTT
CATTCACCGG
CGAAARTTGGT
CGACGGTGAG
CCCCCTTGCT
CCCCGCTCAG
AATTATAGTC
TGCTGCTGTT
TGATCGTGAC
CCGCAAGCTT
GATTCCTCAC
CCTGCGATCC
GGTTAATGCC
GGCAACACTC
ACACCCGACG
ATCCGGGGCA
GGCGGCGGCG
AGCGAGGGCA
CCGCGGCTGC
GTCGCCTTCG
ARCGGCCAGC
TCGATCTTCA
CGGCCGGTCG
ATCGACGGCT
ATCCGCGCGC
GGTGGCGGGC
TATGCCCGCA
AATGCCGCCA
GCGCGCTGGA
TGGCACGGCT
ATGGCAACCC

GTCCAGGCGG
GGTGACGTTC
ATTGTTTTITG
CTGGAAGGCC
GCCCTTGGTC
ATAGAGGTTG
GTGATCGCGG
GACGTTCATC
TTCTCGCAGC
GGTCACGCCG
CTGTGCCGGC
GATGATCTGC
GGGCGTGGTG
GATCGTCTCG
GATGATGTCC
CTCGGACCGT
CTGTTTTTCA
TCGACGCCGC
TCAGCATCCT
TCGCCGCGGC
ACACCGAGGC
ATATCGGCTT
TGCTCGTCAA
CCAAGGCGCA
TGGACCATGC
GCAGCAGCCC
AGGTGCTCAA
TCGACGAAGG
GGGGCTATTC
ATTCGCTCTC
AGCATTTCGG
AATATGTCGT
ACGCGCTGCG
GGCGCGACCA
GACGCAAGGC

ATCCAATCGG
TTGCCCAGAR
ATCGTGATGT
AGGCCGTCCC
TTGCCGTTCG
GTGAACATGT
CGATTGTCGT
CCCAGGGCGA
AGAAGCCCCC
TCGATCACGA
TGGAAGTITT
AGGGTCGTCA
AAGGTCGTGG
CCCCCTTTCG
GGCATGTACT
CTTGTACCTG
AGCCGATAAC
AGTGCAGCAC
GGTGGTTGCC
GGCACAAGGC
GGTGGTTCGT
CGGGGCGGGG
CCCCGACGCC
CCCGGACGCG
CAACTTCCTC
GATGCGGCGC
CGGCGGCTTC
CITCTTCCTC
CGTGCTGGTC
GCCCACTCGC
CCACGTCGGT
TATCGGCGGC
CGATGCCTGG
CGTTCGTACT
GGAAGGCTTG
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CGATCGCATC
CGACATTGAT
TTTCGTAGGG
CCTGCATCAT
TCATGAACTG
TGTTGTCGAT
GGAAGTTGTT
AATGATCGAC
AGCCCATCGA
CATTGCTGGA
GTGCGGCCGT
CATTCACCGG
TGTGCACGGT
CAGCCTTGAT
CTACCCTCGT
CCAAGCCCTG
TGGCAGCCCT
GGGTAAGAAC
TACCACTCGG
ACAGCCCACG
GCCGAGTTCC
AATAACCGGT
ATTCCCCGCC
GCAGCCTGGG
CCGCTGCCCA
GGCGGCCTTC
ATGATGGTCG
TATTCGGAGG
GATCCGGCTG
GTGCTGTTTC
GCCGTCGTGA
CTGCTCGGGC
AGCATCGTGT
TGAGGATAGC
CCGACGGCAR

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
6360
6420
6480
6540



GCCCCCCGAC
GCGGCGGCAG
GACTCGCGCG
TCGGTGCGCA
GTCGTGCCGG
TGCGCCGGCA
TGGGTCGGCG
AACGTCTTGA
ATCTGTTCGA
TGCGCGATCT
GTGGTGAGGA
AGCTTCTGCT
ATCTGCTCGG
TTCAGTTCGA
AGCTTGCCTT
ACCAGGTACA
CTTCTACTTG
CCTCCCGGCG
GAAGCGAAGG
CGGCAGATCC
GACACCGCGC
GCCCTCGGCC
CTGCGGCAGA
GCGGGCGCGG
ATCGAAAGCT
GCGACCGTGA
TTCGATCCCT
ACCGTCGGTG
GCCGGCGGGC
GGCATCCCCG
CGCGACGCGG
GCCGGCTGCC
CACCAGGAAG
GAGCGCGAAC
ACCGATCACA

TTGTCGCTCA
CGCCGCCCTG
CCTTCTTCAG
GCGTATTGAG
TGATGACATT
GCGCCGCAAT
CGCGGCGGAR
GCGGCGCGAA
TGCTGTAGAT
CGGCATCGGT
TCAACTCGTC
CGCGGGCGTA
CAAGCTTGCG
AGATGGTGAT
CCTTGCTGCC
ATTTCTTCAT
AACCTATTCG
GGAGGCAGGC
CGGGCAAACC
TCGATCTGGA
TGGGCCGCAG
AGGCCAAGCT
GCCIGTCGAT
TCTATTTCAC
TCGCCCGGTT
CCATCGTCCA
TCCGCCTGCT
CCACCCTGCC
TGCCGGGCAA
ACGTGGAGAT
ACATGGTGAT
GCGTCGTCGC
AGATCGCGCA
TGGGCGCGGC

CGGCGCTCGC
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CTGCGCGGCG
CAGTTGCGGC
ACGATCGTTC
CGCGAGTTCG
GGCGGTGACG
CTTGGCGGLCG
CTGCACGCCG
TTCCTTGAAC
CTTGCGCTGC
CGGCTGGGCG
GGCGCGGCGC
CTTCGCGAGA
GTCGGTCCCC
CTCGTCGCCG
ACATCCGGAG
GAAGACCTCC
GGCGGGCGGG
GGGATCAATG
GCTGAAAATG
ATCGGTCTGG
CCTTGCCGAA
CGGCCACCCG
CATCCGCAAG
GGCGCTGCTC
CGATCATCCT
GTCCGCCGCG
CGACACCCCC
CTTTCCGCGG
GCTGGTGCTG
CCGCCGGACC
CIGCCACGGC
CTTCCCGCGC
GACCTTCGCC
AGTGGAGGCC

CGGCCCCCTG

TTGGGCGCCG
GGCGGGCTGT
AGCTGCGCGT
CGCGCCTGAT
CCCTGCTGCG
ATCTCCGGCG
TCGGCGGTCA
TTCGCCGCCG
GCGAAGCGAT
ATGCCGCCGG
TGCTGGATCA
ATCTTGCGCT
TGCGGCACCT
TCCACGCTGG
ACGGCCAGCG
CAGCCGGCAC
CATCCGCAAT
GGGGACGGCA
TGTCTCGCAG
AAGGAACATG
ARACACTCGG
CTGCGCATGC
CACARAGCCCG
GCCAAGCTCT
TCCGCCTTOG
CTCAAGCAGA
CGCCCTCCCA
CTCGTGCAGG
CARTATGGCG
ATTCCCTTCG
GGCACCGGAT
CGCCACGATC
GATCGCGGCC
GCCARGGCGA

CGCGAGTTGC

GAGCAGGGGC
AGCCCGGCTG
CCGCCGCCTT
CGCCCGCCAG
TCGGCAGGAT
GCAACGCGGC
GCTTGGCGGC
AGCCGGGCGG
CGGGATGCGC
CAATCTTGTC
GGAAGACGGG
CGATGATGCG
GCGTGGCCTG
CGACGACCTG
CGGCCGCAGC
GGAATTGCGC
AGCGTTGGCA
TGGCAGAAGC
CTTCCGGCGG
ACTATTTCTT
TCGCGCTTGT
TGGGAGGCGC
ATGTGGTGAT
CGGGCGCAAA
GCAAGATGGT
CCTGGCCGGA
AGCAGGCACT
CCGTGCTCGA
ACCAGGACCT
ACGACCTCCA
CGCTGGTCAC
TGGGCGAGCA
TGCTCCACGC
CCGAGCCGCA

TGGCACAGTG
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CGCAGCAGGC
ATATTTCACC
GCTGAACCGC
CGGCTGGATC
GAACAGCTCC
GGTGTCCAGC
ARGCTGGTCC
CGGGAAGACG
CGCTTCATAT
GCGCAGCAGC
GGTCTTGTCC
CTGCAGCGCC
CACTTCGGCA
CCCCTTATCG
CACCGCCGTT
ACGGCACAAR
GTGCAGCATG
GACGGTGACC
CGGCCATCTG
CGTGACCGAA
CGATCACTAT
CTGGCGGAAC
CTCCACCGGT
GTTCGTCCAC
CAAGGGCATC
TGCGGAGCTG
CACCTTCGCC
TCTCRAGCGG
GGCCGACCCC
6CTGCTGCTG
CGCGCTGLGC
TTATGACGAT
CGTGCGCGAC
GCTCGCCACC

GAGTGCCAAG

6600
6660
6720
6780
6840
6300
6960
7020
7080
7140
7200

7260

7320

7380 *

7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460.
8520
8580
8640



CGATGAGCGC
GACAATGTCT
TCGGAGACAA
CGCGGATCGT
AAGCGCAGGG
TGGCCGGGGG
TCAAGCCGGA
ATGAAGGCTA
CCGRTTTCGB
ACCGCGCCAT
CGCCCCGGCC
TCCTGTTCAA
AGCCTGCGCT
CCCGTATAGC
TCCTGCAACT
GTCTCCTGTC
CGTCCCACCA
TCCCCGTCCT
TCGACCTGCG
AACCAACCAT
CCGCCGACGA
AGGATGGCCT
TCGAGCGCCT
GCCAGCAGGT
CCGAGCGCGA
ATGTTGCGGC
GCGATCACCA
TGCTGGCGGA
GTGCCGGTGA
AGGCGATCGG
TGGAACAGCA
GCGCCGCAGG
TGGAGCAGCG
CTCTCGATCG

TCCGCCACCG

GCCGCGGATC
CGATGCACTG
CAACTCCCCC
CACGATCCTG
CGAGATTCTC
CGTCGCCCAT
AGGGCGACTG
TGTTCGCCGT
GCGCGTCGGL
CGCCACGGGT
GGACTGGGCA
TATCGAGCGC
GATTCCGGCG
TGCCGTCGGC
GCTCGGCAGA
CTCACACCGC
TCAGCCAGAG
GCGCATCGCT
CCGCAGTGAT
CGGTCGAACG
ACTTGCGCAT
GGTCGAGCGC
CGAGCGCCGC
GGATGATCCG
TCATCTCCTG
GGATCGBGGG
GCTGTACGCG
ACCGGGTATC
TGTCGGCGCA
CGAGGCTTCC
GCGGCACATC
TCGCGTAGCT
AGGTCTTGCC
CCGAGATCAG
GCTGGGTGGG
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AGCGTCGTCA
CAGCATCAGA
TGCGGCCTGG
GAGAAGGGCG
GCCTTCACCG
GTCGCCCCGG
ACCGGCGCGE
GCGAAGTTCA
GGATTTCGTA
CTCGCGATCG
ACGCTACTGG
CCGCGCGGCC
GATACCGCCA
ACGCTTGTCC
CCAATCTGAT
CGCGAGCGCC
ATAGACGGGC
CTCCAGGCCG
CGTGCTCCCC
CGACGCCTCG
CTCCAGCACG
GCGGCGCAGA
ATGGTGGCAC
GGTGAGGTTC
TACCTCGGTT
TACGTAGCCG
CGCGGAGCGG
CGTCACGCGG
CAGATCGGCG
GCCCGATTCC
CTCTAGCACC
GACGATGTAG
GATGCCGCGC
CCGCGCCAGC
CGTGAAGAAG

TCCCGCACTA
CGATCGGGCG
CGGCAGTGGA
CCGGACCGGC
ACAGCGACTG
GCCGCTTCGT
ARGCACTCGA
CCGTCACTGC
CCGGAGTCTC
ACTACGCCCC
TCAAGACGCG
GGCTGCGCTG
AGATCCTGCG
GCCTGCGCTT
GAAGGCGGGG
TCTTCCAGCG
AGCGAATCGT
AGCTGGCGGC
GGCAGCAGCT
CCCAGCGCGG
GCGCGCGGCe
TGGCCCAGAT
AGCAGCCGCG
GGATCGAAGC
TCCTCGAGCC
ACGAGTTCCT
TCCGAGAGGT
TCATATTCGT
AGTTCGCCCG
GCCTCGCCCG
GCGCGGAACA
CTGGATTCAC
TCGCCATAGA
ACCTCGAGGC

GTGGCGAGCG

CAATGATCCG
AGAGGCCTTC
AGCCGCCGTA
GCGGAACGGC
CGTCGTCGAG
CGGCGGCCAC
GATGGCGCTG
CAATCTGTTC
GGAAGATCTG
CGAGGCCTCG
GCGCATCCAG
GCTTGCGCGC
CACGCCCGGC
CTGGCGCGCT
CGGCCATGGT
TCCCGCTGTC
CGTTGAAGCG
TCAGCGCGTC
CGACGACTGC
CGACCAGCGG
ACATCCGGCC
CGACGGTCAG
CGAAATAGGG
GCAGGCCCGA
GCGGCATCGG
GCAGGTTCGA
TCTTGATCAG
CGAGGATGAT
AATCGAACGA
CATTGGGCGA
GGTCGGCGAA
GCGCCACGTC
GCACGACATG
GACCGGCAAA
CARAACCGCGC
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GACTCGCTGC
GAGATCATCG
GCCGGGCGCG
GCCGCGGCGG
CCCGGCTGGC
ATGTATGTGC
GCCTTCGACA
GTCATGCGGG
GAATGGTGCC
GTAGGCCACC
CGCGAGCTGT
TCGACGCTIGC
ACCCGCGGGT
GGCGCCGGee
GCGGCGLCCee
GATCCGCAGG
GAAGCGGCGC
GAGTTCCTGC
CTGGCCGGTG
ATCGTAGCGA
TTCTATTTCC
CCGCCCCTGG
CGACCCCAGC
GGCGGTCTCG
CAGGCCGATG
CGAGACGCCG
TTCGGCGACC
CAGAACGCGG
TCCGGTCGGC
GACGCCGCGA
GTTGGCATTG
GGTCAGCACA
GCIGCGCTGG
GCTCGAGCGG
GCGGGTGATC

8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740.



TCGCGACGCT
GGAAAGTCGG
AGCGGGAAAT
AGCGCGGATC
CGAACCCCTG
GCGGCGCTTG
ARTCGTGAGG
TCCGACCGCG
TCGTTGCAAG
CGTCTGCATG
AACCGCACTA
TTAAAACGCG
AAGGCCGAAG
GGCCATGGCA
CCCGGGGGAA
GATCGTGTCT
CCCGCGCTCG
AGCGTGCATG
ATCACCAGCG
CTGCCGOGCE
CGCTACACGA
GCGTCCTGCE
GTCCTCGTCC
GCGGACATCG
GAGGTTCGCA
GCCCAGTTGG
GACAGCAGCT
TATGCGGCCG
GTCAATTATT
TTCGATCTGT
AACCCGCAGC
ACGGCAACCC
CGCGAGCTTG
CTGACGCTGT
GCGGGCTATA

CTTCCCGGCG
GTCGCCCGCG
ATCCGTCCTC
CTACAGCCAC
GTTCGCGCCT
AAARACTCGT
ATTGCGARAA
GGAGGCAAAT
AAGATCACGA
CATGTCCTTT
GCAGCGGACG
ACCCTAGGAR
CGGCCGGGAC
TCCTCAGATC
CATTCGTGCC
CGCGATCGTG
CGCAGCGACA
CAACGGGACA
GCGCGCGCGG
CGACCGGACA
ACTTCAATCG
TGGTGCATGG
AGGATACTGC
GCTGCGGGTC
ACAGCCTCGC
GCCTGACGTC
ACATCCATCG
GCGTCCAGCT
CGGAGGTCGA
CGGCGGTATA
CCTCCACGCT
GTAAGCTGAG
CCTCTTCGCG
TCGGCACCGT
ACAAGCGCAC
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CCGGTCGAGC
GCCCGCATGC
CTCCGGTACG
TCGAACACCT
TCTGGCGCCT
ACGGTTTGAT
CATGATAGTT
AGCTGATCAT
TCAGGCCGGC
CTTTTCGGCG
GTGCAACTCG
TAGCGCGGTA
AGCACCGGAT
CGGTTGCTTG
AGTAAAAGAC
CCGCGTGCTC
GGOGTTCACG
GCTCGAGTAC
CGACGTGATC
GCTCTATCTC
CGAGAATATC
CGAAGTCGGC
GCCCGCGCTC
CGCCTACGGC
CCAGCGCAAG
GCCGGCGCTG
CACGGTACCG
CGAGCGGGCG
CCCCAAGCTC
TTCGGGCGAT
GCTGTTCGTA
CGATCGGARCC
GTTGTTCACT
GAACTTCCGA
CAGCAATATT

GGGCGATCGA
GCGTCGCGAT
TCCCGACGCC
CTTAATTTCG
CCCCCAAACG
CACGAACGCA
TTCGTTCCCG
CGTGTCGCGC
GAATATCGCG
CCGGAATCGA
CTAGATACCG
GCGCCGGCAT
GGGAGGATAT
TACTGGAGGC
GTTCAGCAAG
GCGCTGCTTG
CCACGCCCGA
ARCGACAATG
GCcTCCcCeT
GCGGGCACGG
TCGCTCACCG
TATCAGCGCC
AACAACACGG
CTGCGCCCTG
TTCGCCGATT
GGCACCGTGT
GGGGTCAGTG
GTCTCCAGCC

GCCTCGACGC

CAATATGGCG

GGCTATGAAA
CAACTCTCGC
CTTGCGCCGA
CCCAATCCTC
GGGCTGTATC

GCGCGGAAGC
GGGGAACGAC
CARAGGGCCA
GACGCCGCCA
ATCCGGCCCC
ATGTACGCCA
AGATAATTGG
ACTACCGAAT
ATGGTCACCC
AGGACTTCCG
CGGTGCAGGA
GCGAGAGGTC
TCCCGTAGTG
CATTGATAAT
CGGTAGAAGT
CGACGGCRAC
GCGGCAGCGA
TCGTGCTCAA
CCCTCGATCT
TGGGCTATCG
GCGGCGGCGA
ACCTGACGGA
AAGAAGCGCG
CACTTGCCTA
CCGACACCAA
CGGTGTTTGG
GCCGCGACGG
GGCTGAATTT
CGGGCTTCAG
TGCAGCTCCT
TTGTGACGAC
TACAGGCCAC
CGACGCGCAA
GGCTGAACTT
AATACCGCTC

70/118

GCGAAAGGTC
GGTGGCGGCC
CAAGAACTTC
CGCTCGGCAG
GCCTGTATCA
GCACCARTAC
CGACGGCACA
CCGCCTGGGA
AATCATAGGG
ACGTCGCCCG
TARAAAGCTCG
GGGCATGCGG
GGAGTGGCGA
GAAGCCAGGA
GCGCCTCGGC
GGCGATCCAG
GCGCCAGATC
CGACCCGCGC
GAGCATTGTC
CTTCTATCGT
CCAGCGGATC
CCTGTCCAGC
CGCCTATTCC
TTCGCGCAAC
CACGGTCACT
ACGCATGTCC
CATGAAGAGC
CCGCGGCTCC
CGGGATCGGA
TGCGTCGCGC
CGTGTCGGCA
CAA&ACCTGG
CGACAACACG
CTCGCTGGGT
CAAACGTATC

10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840



AATCTCACGA
TCGTGATCCT
TTCCCACCCG
CGCAGCAGCA
GTGCGGCGCC
GCCAGTCGGA
ATCTCGGCGC
GCCTGCTGCG
TCGTCAGCAA
ATCGCGGCTA
CCGATTTCGT
TGGCCCAGGG
CGGAAGTCGA
GAACGGACAT
CGTCGAAGCG
CGATCAAGCC
GACAGCGGAC
CGGTGGATCA
TTCCTGCCCG
CCCGTCACCG
GAGCTGATCG
. GATCCTGCCA
CGCTGGCTCG
ATCCTCGAAA
ATCCGCACCG
GCCGACTGGT
GCGCGCACCG
GATACGCAGA
GCGGCCGCCA
CAGCAGGCGG
CGCGAGGTGC
GGCCGCGGCG
CAGGATGTCG
ATGAAGGCGG
ATGAGCACGC

CGTCGCTCTC
TTCGGCGCTC
GTCCGTTCCG
GACGACGGCA
GGCCGGCTAC
CTTCAAGACC
CGTGCAGGTA
CGCGGGTGGC
CTATGTGACG
TCACGTCTCG
GGTGCTCACC
CGGCCCGGAG
GCACTTCTAC
GACGCTCCGT
AGTGAAGGTC
TGGCGACACG
GAGGCCCACC
TCCTCCCGGC
AACGCTACCG
GCCAGGTGAT
AGGACTATGC
ACATCGCTGC
CARAGCAGAT
TCTCCTACTC
CATTCCTCGC
ACACCCAGCA
ACTTCGTGAA
AGCTCGCACA
GCGGCATGGG
CCACCAATCT
TCGCCCGCGE
CGCTGGAAAG
ACAAGGTCAT
CCCAGCGCGT

TGAGCGAAGC

DE 696 37 385 T2 2008.12.11

GCTCTGACAA
ACCGGAATTG
ACGCCGGCGC
GTGCCGACAR
AAGATCGGCG
CGCGCGCGCG
CGGGGCGAGA
TATTACGCGA
GTGCTGGGCC
GAGATCATCG
CGCGCCGACG
CAGGATCCGG
ATTTATGGCC
CGCGCGCTGG
TCGCGCGACE
ATCGTCATCG
AGTGAATATC
GTTTCTCGTC
CGCGACCACG
GAACTCGCAG
GACCTCCGGC
CTTCAACGCC
CTCGGACAAC
GGACAGCTCG
CCAGTCGCTC
AGCGGAAGCG
GAAGTCCGGC
GCTCCAGGGC
CCCGGCGCAG
CGGCCCGAAC
AGCGGCGGCE
CGAAGCCRAT
GCAGCTCCAG
CGCCGATCIG

CAGCGCGCCG

GGGCCGTATT
CCGTACTCGC
GGGCGCGCCC
CGGCAGCCAC
TCGACGACGT
TGCAAGCGGA
CCGCCGTCAC
AGCCGATCGT
AGGTGACCAC
CGCGCGCCGC
GCACCAGTGC
TGGTCACGCC
AAGTTAACGC
CACAAGGCGG
GCCAGGAAAT
GCGAGCGGTT
ATTCAGTTCT
TGCGTCACCA
CGGCTGGTGC
TTCATGCGCG
CGCGTGGTCG
TCGTCCTCGG
ACCAAGGCGG
CCCGAGCGTG
GCCGCCAAGC
GCACGCCAGT
ATCGTGCTGA
GCGAGCGCGA
CTCCAGCTTG
CACCCGGCCT
GARCGCAGCC
GCCCAGCGCG
CGGGACGTCA
CGCCTGGAAG

GAAACGCCCT

CATGCATGAC
CGCGCCCGCG
GGCGACCCCG
CGCCACCCCG
GATCGAGGCG
CGGTACCGTC
GCTGGCCGAG
CAGCGTCGAA
GGCCGGCCTG
CGGCCTTCGC
CAAGCTGAAC
TGGCGACAAG
GCCTGGGGTA
CGGCCTTACC
CAAGTTGARG
GTTCTGATCT
TCCGCATTCT
CCGCGGCGCT
TCGACACCTIT
CCTATGTCCA
ACGAACTGGG
CGGCGACCGG
ATGTGATCGA
CCGAGCGTAT
GCCAGGCGGC
CGCTGCTCGC
CCGAGACCGG
TACCGTCGGC
CCCAGATCGA
TCCAGGCCCT
AGGCAAGCGC
CCCGCGTGCT
CGCTGAAGCA
CAAGCAGCAA
ATTACCCCAA

71/118

AAACACCGTT
GCAGCGCAGA
CCAGCGGCCC
CCGGCTGCGG
GACGTTCTGG
ACCCTTCCCT
AAGCTCGCCG
GTCGTCAGCT
CAGCCGGTGG
GCCGATGCGG
TACAAGCAGC
CTGTTCGTGC
TACGCGATTC
CCCGCCGGCT
ATGGACGATC
AGGCAATGTT
CTGGGTGCGC
GGTGGTCCAG
CAAGCCCGAT
GACGCAGACC
CTGGGCCAAC
CGACATTCGC
GGGCAGCAAC
CGCCARCCTG
GGCGAAGTCG
GGCGGTGCAG
TTCGGATCTC
ACCGGTCGTC
CCAGCAGATC
GCAGCGCCAG
CAGCGGCCCC
CGGCAACCGC
GGACCAGTAT
CGACACGGGC

GGTGCCGATG

12900
12560
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940



ATCATCGGCG
GAACTGCTCG
GTGCTGGGCG
ACCCTCGGCG
GCGAACCGCT
GCGTCCTGGA
GCGCGCTGCG
TCTGCGGCGC
TGGCGCAGAT
GCAGCGCCTT
ATATCGACCT
CCGGGCATGT
TGACGCAGCT
GCGCCGATGC
ATTCGAGCTA
ACGTCATCGG
GAGCGGCAGC
CTCGCCATTC
CAGGGGCCGA
GTGGCGCTCC
GGCATCTACA
GCGACCTTCG
TTCCCGACCT
ACCGCGCCGC
TATCCGATCC
GATGCCTGTT
TACATCAAGA
GTCGCGGTGA
GGCGACGAGG
GCGCTGCTCT
AGGCCCCATG
CGCCTCGCTC
TGCGCTGATG
CCCCGLCGCGe

TTCGCGCGCC

GCGCGGCCGG
GTCGCCGCGT
TGATCCAGAG
ACCGCGCCGA
GCCCGAAGGC
ATATCAGCTC
CACCCGCATC
CTCGGCCGGC
CGGCATCAAG
CAACATCGCC
CGCCTCGATC
CGAGCACAGC
GCTGCGCGAG
GCAGCGCGTC
CATCCGCGAC
CTGCGTICCTG
AAGGACGGCG
CCACTTTCGT
TCGTGCTGGC
GGCGCCCCGG
CCGTCGGTCG
TGGCGGCIGC
TGTGGCTGTT
TCAAGGAGTT
TGCGCCAGGG
CGGGGCTGCG
ACAAGCCGTC
TCACCARCAT
CCGCGCAGAG
GCATCTTCGC
TTCAACCGGC
GGCCTCAAGC
CCCAAGGCAT
GAAGGCAGCC

GACGGCACCC

DE 696 37 385 T2 2008.12.11

CTTCGGCCTC
GCGCAGCGCC
CCGTGCCTCG
AACGCACGGA
GAGCGCCCGA
GTCCTGTCCG
ATGGCGCAGC
GTCGGCTGCA
ACCGCGCTGG
GCCGACAAGC
ATCCACCCGA
CCGCAGGAAC
TTCGACATCA
GCACATGTCG
GTCAACACGC
AACGGCTATT
ACAGGGGGGC
CACGCTCGGC
GACCGGCGCC
CAATCTGGCG
CGTGTTCGAC
GTTCCTCTAT
CTTCCTCGTG
CGTCTCCTAT
CGTGACGCTG
CTCGCTCTCC
CTGGCGCTAC
CCTGCGCATC
CTTCCTCCAC
CATCGACTGG
GTGACCTGCT
CGCACCGTCG
TTGGCGGCTG
TGGAAGACAA
AGGTGATGCT

GGCCTCGGCG
GAGGATCTCG
CTCGCCGCAC
GCTTCAGTAR
GCGCCGTTCC
ACCCGAACGG
ACCTGCGCGA
GCTTCACCGC
TCGATGCCAA
CGGGCCTCGC
CCARAGCTGGA
TGCTGTCCTC
CGATCTTCGA
CCGGCTATGC
TCACCCGCAC
GAATTGGATT
TATTGGCTCG
CGCGAAACCT
TGGATGCTGG
CTGGGCGCAT
TTCATCAGCA
TTCGGCGGCC
CCGCCGCCGG
GCCGCCACCG
TTCGTCGGCC
AGCCTCGTCG
GCGCTGTTCA
GTCATCCTCG
GTCTCCACCG
GTGGTCGAAC
GATCGGCGCG
CATGGACCTG
GAAGGCCGAG
GCTGTACAAC
GCTGATCGCC

TGCTGGTCGC
AAGTGGCGGT
GCCTGCGCCG
ACTGATGGAC
GACGACGCCC
CATCGAAGCG
GGGCCGCCGC
CGCCARCCTC
TCTGCGCGAC
CGACTATCTC
CCAGCTGTCG
CGAGCAGTTC
CACCACGGCC
GATCATCGTG
GCTGCGGTCG
CCATGACCGC
CGGTCGCCGG
GGAGCGCCGA
CGCGGCARCG
TGTGCCTGTT
TCGAGACGTT
GGGCGCTGCG
GCTGGATCGT
GCTTCCTGTC
CCTATCAGCT
TCGTCACGCT
TCGCCGCGCT
TGCTGATCAC
GCATGGTGAT
AGCTCTTCAC
GGCTGCTTCG
CTCGGTGCGA
GATACCGGTG
CAGGTGGTCG

TATGGCARCG

72/118

GCTGCTCGTC
CGATGCGCCG
CGCCCAAGAA
GCGATGACCA
GACACCACCG
GARAGCCATTC
GCCCTGGCGA
GCGACGGCGC
CCGAGCATCG
GCCTCGGGCG
GTGATCCATG
CACGACCTCG
GCGAACACCT
GGGCGGAAGG
GACCGCACCA
GACTGCGCTG
CCTTGCGGCA
AGGTGGCGTG
CGACAGCCTC
GCTGGCGCTG
CGGGCTGGTC

CGCTGCGTGG

CGATCGCGTC

CTGGCTGGAC
GCTGGTCGAG
GCTGTACATC
GGTGATCCCG
CTATCATATG
GTTCGTGGTC
ACGGCGCCGG
CCGCCGCCGG
CCAAGCTCGA
CGCTGATCGC
CCCGT&CCTT

CCCAGACGGA

15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540

15600

15660 ..

15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16600
16860
16920

16980

17040



TCTGCTGCAG
GAGCCACGAG
CGCGACCAAC
GCCGCAGAAC
CGTCGACGGG
CGCCAATCTC
GTTGCTCGGC
GCGCAGACCG
GCGCGTCGCT
CGGTIGACGAT
CGATGACATA
TCACCTGCAC
TGTGCGGGAA
CGCTGTTGTC
GCGGCTTGGC
CGCTGACCGG
CGCTGCGCGC
CCTCCTCGCG
CCACCGTCGC
CGACCACGCG
GCTGCTCGAG
AGGCGGAAGC
CGAGCCGCGC
GCGCGGCGAA
CATCGAGCTG
TGGGATCGAG
TGCGCCGGAC
TGCGGCCCTG
TCGCCAGCCC
CGATGATCTC
GCACGGTGCC
TGCGGCAATC
GCGTAGCAGT
CCGATCGCAG
CGAGATGGCG

CTCCACCGAC
CAGATCATCC
TTCAACCGCA
GGCAACGAGC
GTGCTGGTCC
GATTTCGCGC
ACGCAGGTAA
cceeceeTee
GCCGGTTTCG
GTCGGCACTG
GCCGCGGTCC
CGCCTCEEGE
CGCCTGCAGC
CRCCATCACC
GCCCTCCACC
CGCGCGCAGT
CCGCACGTCG
CGTCCTGATC
CCGCGCCeCE
CAGCTTCGAG
CAGCGGCAGC
GGCGGCACCG
GCGTGCGAGG
GCGGARGCCC
GGCGCTGAGC
CGTGATCAGC
GATACCGCTT
CGTCGGCGCC
CGCCACCATC
GAGCGCGGCC
GCGCATGCGG
TCCCCATATC
TCGTCATGCC
GCGCGTACCG
CGCAGATTGT

DE 696 37 385 T2 2008.12.11

CGGAAGTCTG
CGGTGACGCC
CCGAGCAGAT
AGCTIGTTCGC
GCATCTCGAC
GCGAGCTGGT
CGCGCGACCT
CTCTCCTTCT
AGCATCGGGC
GCGATCATGC
AGTGCGATCC
GCGATGCCCA
TTCACCTTTA
TCGGCCTCGA
ACGCCGCCTT
TCGCGGAACG
TCCTGCGCCT
GACATGCTGC
GTGAGGTCCT
ACATAGCCCT
GATTGTTCCA
CTGTCCGATC
CCGCGATGCG
TTTCCGTCCA
AGCGCCACGC
ACCTGGCCCT
TCGGGGGACT
ACCACTTCCA
ACCCGGCCGG
GGCAGGAATT
GCGATCGGGC
CGCTTTGGCG
GGCCGCTCTC
CGGACAGGCG
TCTGGATCAG

CTACCCGTTC
GCAGGTGACG
CCTCTACTGG
CCGCCTCAAG
TGTGACGGCG
GARGACGCTC
GGCGCCGCGC
CGTCGCGTAC
CGACGAGATA
CCGGCCGCAG
GCGCCTTGTA
CCACCGTGCC
CCGGCATGCC
GCCGGGCATT
CGGTGTGGAC
AACTGCGCAG
TCACCAGATC
TGGCACTGCG
GCCGTTCGGA
TGGCGGCCAT
GCTTGCGAAC
GGCCGCCGGC
TCTCGACCTC
GCGCGTCGAT
GCGCCTGCGC
TCTGAACCTT
GCACGATCTT
CGCGGCCGAT
TGAGGCGCGC
CGGTATCATA
CGCCGCGGCC
GCGGTGCAGG
GACGATGCGG
GTGGGCGATG
CTCCTCGCTC

TTCGGCTTCA
ATTCCCGGAC
ACCCGCGTGG
AGCCAGCTCC
GAAGCCAAGG
GATCCGCGCG
GCCTGAACGA
CCGCGCTCAG
GCTCAGCAAT
CGGCACGTGC
GACCGGCGEC
GGGGATCATG
GGTGCGCACG
GTCCGGCACC
CTGCAGCTGC
ATTCGCCTTG
CTGCAACACC
CGACTGCTGA
AATGAGCTGG
CGCCTCGTTC
CTGCGCCTGT
AAGCATCGCC
CGCGGCGCCT
GATCGCCTGG
GGCTTCGGCT
CTGCCCCTCG
GGTCTCGCCG
TGCCAGCCAG
GGTGGGCGAC
GGCATCGGCG
GATCGGAACA
TCGGCATAGC
CCCTGCTCCA
ATCACCAGCG
TCGGCATCCA

73/118

CCGTGGTCGA
GGGCGCTGAC
GCGARATATCT
AGGGCTGGAT

ACGGCCTCAA

TGCTGCGCCC -

AARAGGGGCG
CGCTCGTGCA
GTCCGCTTGC
CCGCCATTGG
TGGCCCTCCT
CCATAGCGGG
ARGCCGATAT
AGCGACAGCA
GAGACCGTGC
GCGACTTCCT
TGCGCGCGCG
CCAAGCTTGG
CGGCGCATCT
GCGGCGATCT
GCCTCGGCCE
TCGATCTGGC
GCGGCGGCGG
TTGCGCGCGG
GCCGACATGG
CCCACCAGAA
ATCGGGGCGA
GCGGTGGTGA
ACCGGACGTT
CGAGCGGGCA
ACGGCGTTCA
GGCCGCCCAA
GCGTGATGAT
TGCGGCCCGT

GCGCGGAGGT

17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
19020
19080
19140



CGCCTCGTCG
CTGGCGCTGG
CGGCTGACGC
GAACGGCATC
ATTTTCCTGC
ATCCACCTCG
GGCCAGCGTC
GATGTCGAGC
GTTTTCGARG
CTCCACCGGA
GTCCTGC&AC
GAACGCCACG
CAGGATCGCC
GACGTTGATC
CTGCCAGTGC
GAGCAGCGCG
GCCCGCGACG
CAGCATCGGC
CATCACCGTC
GGTGACGGTG
GTGGAACAGC
CGTGCGGATC
CACGCTCAGC
CAGCGGCGCC
CAGCCTGCGA
GCCGGCCACG
CTCGCGGTCG
CAGGCCACCG
GGCCAGACCG
GAGCAGGATC
TTCGGGGCGTG
TTCGCGCAAT
TGCCTGCATC
CCATGATGAA
ATTGCCGGGG

AACACCAGGA
CCGCCCGACA
AGGATGAAGT
GCCGGGTTGG
AGCACGACGC
TCGACCAGCA
GACTTGCCCG
GTGATGTCGC
CGGATCGCGC
TGGTTGAGCA
AGCTGGGCCA
AGCGCGCCGA
GCGAAGCTCA
ACCCGCTGCG
GGTTCGACTG
TTGCTGGCGG
CCGAACGAGA
GAGTAGAACA
AGCGACGCAT
TCGCCCACCC
CGCGCGCCCA
CAGCCCAGCG
GTGCTCATGC
GCGAGGCCGA
TACCGCTGGA
GCGCGCGTCG
ACCTGTTCGG
ATCACGAACC
CCGCGCGGCA
AGGTCGTCGA
ACGGCGATGT
TCGCCCTCGC
TCGTCGCGTG
CGAGCTCGGT
ATGCCGGACC

DE 696 37 385 T2 2008.12.11

TGCGCGGATT
GGTTGACGCC
CATGCGCACC
ACAGCGCAAT
CGATCTGCCG
CGCGGCCCAG
ACCCCGAGGA
TCAGCACCGG
CGCGCAGCAC
CGTCGCCGAG
TGCGGATCAC
CGCTCATCGC
GCTTGGAGAT
ACGAGGCGGT
CGGTCGCCTT
AGCTCTTCTC
CCATCGCATA
GCATCGCGCC
TGGTGAGGAA
GCCGCTTTTC
GCTCGACGTC
CCACCTCCCA
TGTTGTGGAC
GCAGGTTGAG
ACTGTGCGGC
TCAGCAGCAC
GGGCGTGGCC
AGCCCTCCGG
CGTCCACCGC
CGCTGGCACC
TGTGGACGCC
GCTCGGCGGC
TCATTCCGGT
AAAGACTCGC

GGACCGGATC

GCCGACCAGC
GCGCTCGACG
CGCCAGCGTC
GTTCTCGCGG
GCGCAGCCAG
ATCGGGGGTG
GCCGACGATG
CGGCTGGTCC
CGGCAGCGTC
GCGCTCGATC
GGGGCCGGAA
GCCACCGATC
CAGCTCGATC
ATAGGCGGCG
GATGGTGTGG
GAACTTGTCC
GGCGACCAGC
GAGGAACACG
TTCCCGGATG
GARATAGCCG
GATCTTCTGC
GACCGACACG
CAGCACCTTG
CGCCAGGGTG
GAACCAGGAG
GAGCGTGCCG
GGGACGCTGG
GCCGTCGGCG
CTTGGCGCGC
CTCGGCATGG
GAGCAGCAGC
AGCCTGGGCG
ACTCTGCCTC
TTAAGCCAGA

GGCAGACGGC

GCGCGGGCGA
ATCTCGGTGT
GCCGCCGCCA
ATCGAGCGGC
GCGGGATCGA
TTGAGGCGCT
CCGAGCGACG
TCGGCATAGC
GCGGCGGAGG
GCGATGCGGA
ACGCGCTGGG
ACGGCCTTGG
GCCTGGCTGC
AGCTGACGTT
ATGCCGGAGA
TCGACACGCG
GACACGATCA
ACCGTGAACA
GTCTCGAGCT
AGCGGCAGCG
GTCGTCTCGG
GCCAGGAAGG
TCGATCACGC
ATGCCCAGCA
AAACCGARTC
GACCACAGCG
ATGATCACGC
ATGGCCGGCA
ACGCCCTGCT
CCCAGCATGT
GACAGCGCCA
GCGAACGCGC
CATGGCGCTA
TTTTTCTGCTG
AGCCTGCGTT

74/118

TAGCGAGCCG
CATAGCCGCG
CGACATGCTC
TGAACAGCAG
GCTGGGCCAC
GCAGCAGCTT
TGCCGGCGGG
GGARGGTCAC
CCGGCCGCGG
CCTGCTGGAA
CGAACATGTT-
CGCCGAAGAA
CGGTGTTGGC
CCCAGCGATT
CGCTCTCGAC
TGCGCAGCGG
CGACGCCGAA
GCGGATCGAC
GGCGGACCCG
CCAGCAGATG
TGAACAGGCG
CGAAGGCGAG
TCTGGAAGAG
CCTCGAGAAA
GCAGCGCCTG
CATCCAGCCC
CATGCTCGGT
GCGGCTGGCG
GGCGCTTGGC
GCCGCAGCTG
CAAGCCCGGA
CCTGGAGCTG
CTGATCGCAG
GTTTATACCT

AGTCGGGCCT

19200
19260
19320
19380
19440
19500
19560
19620
19680
19740
19800

19860

19920

19980
20040

20100

20160

20220
20280

20340

20400

20460
20520
20580
20640

20700

20760
20820

20880

20940

21000

21060
21120

21180

21240



TAARGCGTIG
CACGCATGAA
TCCGCGAAGT
GCGATCAGCA
GCCGCTARGG
CTCTGGTAGA
CCGCGCGGAC
GCCGCTGTCA
GCACAGCGCG
CCCATGCTGC
AGCATCGCAA
TCCCTTGCGG
GCCAGCGGCA
TTCTCGGCGT
GAGCTGCCGC
ACGATCTGCC
GACGAGCTGG
GATGCGCGCA
GGCACCACCG
GTATGGGCGC
AACGCGCTGG
CAGGGCCCGC
GTCCCCGCGC
GAGAGCCCCG
AAGATCCTCA
GCCAGCCGCG
GACGAGCTGC
CCGCACGCAC
TGGCACCGCC
GGCGCGACCG
GACGGCTGGG
CACTCCAACG
TTGACATCCG
GCCATGGGGG
ACCCCGCAAC

CCGCTAGCAC
GGTTGCAGCG
GACTTTCGCC
TAAGCGATCC
ARGATGTGCA
TTGACCGTGG
TTCCGGGAAT
GCGTGCACAA
CCTTTGAGGA
GACGTTCCAC
TTCTACTGEG
GCGTCAATGT
CCTATTCGCT
TCTTCTTICTC
TGTCGCGCCT
GCCTTGGCTT
TGATCGTCGA
TCATCARCCT
TGGTGGGCTT
TGCTGCTCAA
GCGCGATCGG
TCAACATGCC
TGGTCGCGCT
GCCCCGTCTT
AGTTCCGCTC
ATGACGATCG
CGCAGCTGCT
TCGGGTCGCS
ACACGCTCAR
ATCGCCGCGT
ACATCTGGCG
CCTTCTGATC
CCCTGCTTCT
ATTTTGAATG
GCTGTCGATC

DE 696 37 385 T2 2008.12.11

AAGGACAARGA
CAGCAATATC
AAAGCAGCTA
ATGGTCGCCA
CGTCTGACGA
CCTCCATTGC
CGATTTGTCC
TCCGTTGAGG
GCAGCTCCGG
GATCCGCATG
GTTCTACATC
CGGCATCTTC
GAGCTGCCTG
GGTGTTCATC
GCAGCTCGGC
CCGCTGGCAC
CGGCGTTGCC
CACGCCCARC
CGACCGGGTC
GGGCATGAAC
CGTCGACTCC
GAACCGCGCA
GGCGCCGCTG
CTTCGCACAG
GATGCGCGTT
CATCACCAAG
CAACGTGCTG
CGCCGCCAAC
GCCGGGCATG
CGATCTCACC
GGACGTCACC
GCGGAGGGGA
GCATTTGTCA
AAGGGTATCA
TCGAAGCAGC

ATTTTATCGG
GACGGATCGC
TAGGATGGCC
AAATCTGTCA
TGCTTTCTTC
TCATCGICTC
CGTTATAGTG
GAGCCCGACG
GCCCATGCCC
ATCCTCTACA
GCGGCCTGCT
CTCCTGCCGA
CGCTACCCGG
GTGCTGCTGG
GAGGGCGTGC
GTTCGTGCGC
CTGGAGGTCG
CCGCGCGATC
GTCGTCGCCT
ATCAAGGGCG
TATGAGGGCA
AAGARGCGGG
ATGATCGTGG
GACCGCGTCG
GCGCTCTGCG
GTAGGCCGGA
CGCGGCGACA
CATCTCTTCT
ACGGGCCTCG
AATCGCCTGC
ATCCTGTTCA
GCAACGCGAG
TTTTATCATT
TCCTTGCGGG
TGCTTCCCGT

AGAGGGTCGG
CTCGGAGCCC
CGGGGCTTGA
TCCTTGGTAA
CGCACCCCAT
GAAAAAGGAC
CAATGCAACA
AGGCAATGAA
GTTCTGCCCC
CCGAATTGCT
CGCGCGACGG
TCACGCTCGG
TCAGCGGGGT
GCAGCTACCT
TCCTGGCGCT
TGACACGCGG
CGAGCGGCGC
CGCAGATGCT
GCACCGAGGA
AGATCCTCGT
AGGACACGCT
CGCTCGATCT
TCGCGATCCT
GCCGCGGCAA
ATGCGAACGG
TCATCCGCAA
TGAGCGTCGT
GGGAAATCGA
CGCAGATCCG
AGGCGGACAT
AGACGCTGCG
CACCGCTTGG
GTCGTTGCGG
GGGCAGCGGC

CTATGACAAG

75/118

GRACCATGCC
GAATGCTGCA
TTGCCGCCGT
CAATCATGCA
GCGCCGCTGA
CCTCTGGTCG
GGCCGAATCG
CGCTTTTGAA
CAGCGCCGCA
GTTGCTCGAC
CAACTGGCTG
CACCGCGCTC
GAAGAGCATC
GCTCACCGCG
CAGCCTGGTG
CACGCTGCTC
GGTCGCGCTC
GCATCGCCTC
GCACCGGGCA
CCCCCAGTTC
GGTCGTGTCC
GCTCATCACC

GATCRAGCTG

CCGACTGTTC
CAACGTCTCG
GACCAGCATC
CGGCCCGLCGC
CGAGCGCTAC
CGGCTTCCGC
GGAGTATATC
CGTGATCGTG
TGCAAGAGCA
GCCCGCCCGC
ACGCGCCTCT

CCGATGATCT

21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
21840
21500
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
22860
22920
22980
23040
23100
23160
23220 -
23280
23340



TCTACCCCCT
CGCGCGACCT
TGAGCTATGC
ATTTCGTCGG
AGATGGGCGA
TCGCCTATCA
GCGTCGCTAC
GGCTTTATTT
GCGGCGAACT
TCACCCGGCT
AGGCCGGCTC
AGGAAATCGC
GCCTCGGCAA
GGTGCATCAC
CCGCGGCTTC
GCGGTGGGTG
CCTGCAGGCG
CGACGTCGCG
GCTTTCGGCG
GACGCTCGTC
GGAGATGGCG
CGAGCCGGTG
CTTCTTCTAT
CATCGGCTCG
CAAGCTCACC
CCGCTTCGTC
GCAGGTCGAC
CCCGGGCGAG
GCAATATTGG
CACCGACGAG
CTATGATCCC
CTGGGGTCAC
GTTCCACTTC
CCTGCCCGTC
CAAGGCGCTG

GTCGGTGCTG
GCCGATGTTC
CGARCAGCCT
CAACGATCCC
GCOGCTGCCAG
TGTCGACGAT
CAGCGTCGAG
CTACGACAAG
CGAGATCACC
CGGTCGCGGC
GTTCGTCCGC
CTTCGAGAGC
GACGGGGTAT
CACGCGCTAT
TTCTCCGAGG
CAGGACAATC
CCGCCCTTCG
GTCGACATTC
GACAAGTGGA
CCGGATTGCG
ATCCGCTGGG
CTCTCCGAAA
CAGGGCTGAT
GCAGTGGTAC
TATGCGGGCA
CACGCCGATA
GTGGTGATGC
TTCATCGAGA
CGCGAGCTGG
GTGTTCGGCG
TCCTCGCCCT
ACCTATGGCC
CCCGAGARGC
TACGGCAAGG
GCGACGATCG

DE 696 37 385 T2 2008.12.11

ATGCTCACGG
CAGGCGCTGC
TCGCCCARCG
AGCGCGCTGA
GCAGCTGCGG
CCCGAGCGCT
GAARAGCCGG
GACGTGGTCG
GACGTCAACC
TATGCCTGGC
ACGCTGGAGC
GGCTGGCTGG
GCCGCCTATC
CGGGCGTCAT
TGTTCAAGCA
AGAGCTTCTC
CCCAGGCCAA
GCCGCGGCTC
ACCAGCTGCT
AGATCCTCTA
ATGATCCCGA
AGGACGCGGT
CCATGCAGCA
GCCACCTCGT
ACCCGGCCTC
TCGCCGACAC
ACCTCGCCGC
CCAACGTCGT
AARGGGGAGAA

ACCTGCCGTT

ATTCGGCGTC
TGCCCGTGGT
TGATCCCGCT
GCGAGAATAT
CCACGACCGG

GTATCCGGGA
TCGGCGACGG
GCCTTGCGGA
TCCTCGGCGA
CCCAGGCATC
ACGGCGTGGT
CCAACCCCAA
ACATCGCCAA
GCATCTACAT
TCGACACCGG
ACCGCACCGG
GCGCCGACGA
TGCGCAAGCT
CGAGTTCACC
GTCCACGCTC
GGCCGCACCG
GCTGGTGCGC
GCCCACATAC
GGTGCCGGCC
CAAGGTCAGC
TCTCGCCATC
CGCTACCCCG
GACCTTCCTC
TCGCCAGGGC
GCTGACCGCG
CGCGACGATC
CGAGAGCCAT
CGGCACCTTC
GCGCGAGGCT
CGACAGOGGC
GAAGGCGGCC
GCTGTCGAAC
GACCATCCIC
CCGCGACTGG

CAAGGTCGGC

CATCCTGATC
TTCGGCATTC
AGCCTTCATC
CAACATCTAT
GCAGGGCGGC
CGCGTTCGAT
GTCCAATTGG
GTCGATCCAG
GGAGCGCGGC
CACGCATGAC
CGTGAAGATC
TCTGCTCAAG
GGTAGCCGCG
CCGCCCAAGT
GACGCCGARG
GGCACGATCC
GTGCTGCECG
GGCCAGTGGG
GGCTATGCGC
GCCAAATATT
ACCTGGCCGG
TTCGCCGRAT
GTTACCGGCG
GCGCGCGTCA
ATCGAGAACG
CTGCCGCTGC
GTCGATCGCT
ARGCTGCTCC
TTCCGCTTCC
ATCTTCACCG
AGCGACCATC
TGCTCGAACA
AACGCGCTGG
CTGTACGTCG

CAGAGCTACA
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ATCTCCACCC
GGCATCAACC
ATCGGCGCCG
CACGGTGAAA
GCGAACGTGT
CCGGAGACGG
GCGATCACCG
CCCTCGGCGe
GACCTCCACA
AGCCTGCACG
GCCTGCCCGG
CGCGCCGCCG
GCATGACCCA
ACGGCGATCA
GCGTCGAGGC
GCGGACTGCA
GCGCGATCTA
TCGGCGTCGA
ATGGCTITCAT
CGAAGGAATC
AéATCGGCGT
TCAACACCCC
GCGCCGGCTT
TCAATCTCGA
CCCCCAACTA
TGCGCGARGA
CGATCGACGG
AGGCGGCGCT
ACCACATTTC
AAGAGACGCC
TGGTCCGCGC
ATTACGGGCC
AAGGCAAGCC
ACGATCACGC
ATGTCGGCGG

23400
23460
23520
23580
23640
23700
23760
23820
23880
23940
24000
24060
24120
24180
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600
24660
24720
24780
24840
24900
24960
25020
25080
25140
25200
25260
25320
25380
25440



CCGCAACGAG
CATTCCGCTG
CGGCCATGAC
GGCCGAGGAG
ATGGTGGTGG
CTGATGCGCA
GCGGAGGGCC
ACGATCGAGG
ACGGCGGTCG
CCCGGCGTAC
GAC*AfGTGT
CTCGGCGTCT
ACCAACGCGG
ACGATGCTGC
TGCCCGAGCT
CAGAACGGCG
GACTTCGCGC
ACCGGCATTC
AATTGCGACA
GCGGAAGTGG
GTGGCTGCGC
GCTCCCCGAT
TTGAACACGG
GTCATCCCGC
TCGATATCGG
TGCAGCCATA
TGGGGCTTGG
GGATTGCTGT
AARGTTCAGCA
TCGTTCGAAA
GTCGCCAGCG
GGCGTGAAGT
TCCTTGTCGA
AGGCAGAACT
GCCACCTCGC

CGCACCRACC
AAGGATGGCA
CGCCGCTACG
AATTTCGACA
GGTCCGATCC
TCCTCGTCAC
ATGAGCTGAT
CGGCGGTGGC
ACARGTCCGA
TGGCGCGCGC
TCGACGGCAG
ATGGCGCCAC
TGATCCGGCT
GCCTCGCCGA
CGGCGCTGGA
CCACCAGCGG
GCGCGATCTT
CGACCTCCGG
AGTTCGCCGA
TAGGCCGCCT
ACTCCGGTCG
CAGCGCCAGG
CCTCACGCAG
TCACCCGCTG
AAACCAGCCG
CCGGCLCGCCC
CCCAGATCGT
GGTCCGCAGC
CCGTCTGTGC
GCGCGTCGTC
CCTITCACGTC
TGTAGATCIG
AGTAGATGAG
GCTCGAACAG
GGCCCGGGCT
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TGCAGGTCGT
AGAAGCGCCG
CGATCGACGC
CCGGCATCGC
GCTCCGGCAA
CGGGCATGAC
CTTCACCAGC
GAAGATCCAG
GAGCGAGCCC
GGGCGCGAAG
CCTGGACCGC
CAAGCTGGCC
CGCCTGGGTC
GACGCGGGAC
CATCGCCACG
CCTGTATCAC
CGCGGARAAGC
CTACCCCACC
AACCTTCGGC
CCTGGCATAA
GGTTTCATOG
CCGTCACTTC
CGTCCGCACG
GGGTGCGACG
CCCCTTGATG
GGCGACCTGG
CTCGACGCTG
GGTGTAGAGC
CGGCGCATCC
ATTGTCCAGC
GTCCGCGATC
CCGATCGCGC
CCAGTGGAAG
CCCGAAACGG
GGCGATGTTG

CGAGACGATC
CGAGCTGATC
GACCAAGCTC
CGCGACGATC
ATATGCCGGC
GGCCAGGTCG
TATCCCGAGT
CCCGAGCTGA
GAGCTCGCCA
ATCGGCGCGC
CCGTGGCGCG
GGCGAGCAAG
TACAGCCCGT
ACGCTGAACG
GCGATCCTCA
TTCACCGGAT
GCCAAGCACG
CCGGCGAAGC
TATCGTGCAC
AATGCCCGGC
ACATCGCCGG
CTGAACGGCG
GGCGCGGCGA
TCGCTGCGGA
CGGTTGATGA
GTGATCTTCC
GCGAGATCGC
CGGCCCTGGC
TTCGCCGCGG
CGCGTGGTGA
ATCGCCTTGT
TCGATCCGCT
TTGCGCTCGG
CGGTCGAGCC
ARGCGCGTCA

TGCGACCTGC
ACCTTCGTCA
GAGACCGAAC
GACTGGTATC
GAGCGGTTGG
CCCAGGCGCT
TCGATCTCTC
TCGTGTCGGC
TGGCGATCAA
CGATCATCCA
ARGACGACCC
CGGTGCAGGC
TCGGCAACAA
TGGTCGAGGA
AGGTCGTCGG
CGGGCGAGAC
GCGGTCCGAC
GCCCGGCCAA
CCGCCTGGCA
CCGACCCTGT
CTGCGGGGAG
CGACCAGGGG
CGAGGTGATC
TCTTGAACGA
CATTCTCGCC
ACTTCTGGCC
GCTCGACCAG
GCATCGCGAT
CCTGCACCCG
CGATCAGCTG
CGAACATCGC
CGCGGAACTC
TCTGGCCCGC
AACCCGGCGA
GGATCACGTG
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TCGATCAGCG
CCGATCGCCC
TGGGCTGGAA
TCGAGAATGA
GGCAGACCGC
GGGCGAARCAG
CAAGCCGGAG
GGCTGCGTAT
CGGCGACGGC
TCTGTCGACC
CACCGGTCCG
CTCGGGCGCG
CTTCGTCAARG
CCAGCAGGGC
CCACTGGCAG
CAACTGGGCC
CGCCGAGGTG
TTCGCGGCTC
GGACTCGGTG
GCGCGGCGGG
CATCACCGAT
CTTGATCGTC
GAACGCGAGC
TTCGACCACC
ATGCACCACC
CAGCTCATGA
CGAGGTGAAC
GCCCTGGGTG
TGCCACGAAG
CTCGCCGGGC
GACGTAGCGC
GGCGGGGGTG
GATGCTCGGC
ATTGCGGATC
AAGCATCGGT

25500
25560
25620
25680
25740
25800
25860
25920
25980
26040
26100
26160
26220
26280
26340
26400
26460
26520
26580
26640
26700
26760
26820
26880
26940
27000
27060
27120
27180
27240
27300
27360
27420
27480
27540



TCGATCAGCC
ACAACGCGCA
TTGCCGCCAT
GCACTGCGCA
CTAACCCTCC
GCCTGTTCGC
GCGGCGCCTC
CCTTGTGGGT
ATGTCTGGCG
TGCTGCCCCT
TCGGCGCGCT
GCTTCCTCGG
CCTTCGTCGG
TCAGCCGCAC
TGCTCGGCGC
TCATCGCCAC
TCGCCCCCET
ACGGCTGGCT
TCATCGCCAG
GCTACGCCGA
CAGGCCTTGC

ATCC

CCGGTCTAGC
AGAAACAGGG
TCCCACGAAC
ATGACACGCG
GCCCGTGCCC
CATTGCCTGC
GCTGATCGAG
GGTGATGGGC
CACCGCGGTG
GGCCGAGGCG
GATCCTCGGC
CGTGCTGATC
GCTGATGGCG
CGAAAGCGCC
CATCTACGCG
AGGACTGGTG
CTCGGCGGTG
GCTGTTCGAC
CGGGCTCTAC
AACGCCACTA

GCCCCCGCCe
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AAARACGAAGA
TACACGCGAA
GGTTACGGGA
GCCGGAATGA
GACGCCCGTC
CTGTCGACCA
ACGATGTTCC
CCGGGGCTCA
GGCCTCACCG
CAGACCTTCC
GAGCCGACCG
GTCGTCCAGC
GCGTTGTTCG
GGCACCACCG
TTCAACTTCC
GGCGGCGTCG
GTACCGATGG
GTGTTCCCGA
ATCGTCTATC
TGAGGTTGTT
CCGCGATCAC

ARGCCCGGCC
CGGCACGTTC
TATTCCGGAA
CARACGGCTT
CCGATCGCAT
TGTCGGCGCT
ACCGCCAGCT
AGTCGCTCAA
GCATGATCTT
AGTTCACCGT
GCCGGCATCG
CGGGCCGGGA
TCGCCATCGT
TCTTCTGGTT
GTCCGCACGA
GCCAGCTGGC
ACTATTCGGG
CCTTCTCGAC
GCGAGCAGAA
GGCGGGCATC

CTCGTCCAGC

GCTACRACGG
GTCTTCGCCC
CTGGGCAACC
GCCGCCCGCG
TGCCACCGGC
CATCAAGATG
CTGGGCGGTG
GACGCAGCGC
CACCTTCGGC
GCCCATCTTC
CTGGGGCGCA
AGCCATTCCG
CGCGATCACG
CTCGCTGCTC
TGCCGAGACC
GCTGACCGGT
GCTGATCTGG
CTGGCTCGGT
GCTGGCCCGC
GCCACCCGCC
AAGCGCAGCC
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CCTTGTTCGA
ACCCCGCTGG
GGGGATTGCT
ccceeeeeae
CTGGCGCTTC
TCGGAACTGC
CCGCTGGTCA
TTCGGCGCGC
GCGGTGATCC
GCCACGCTGC
GTGATCGTCG
ATCTTCGGCG
CTGCGGCAGA
TCGGTGCCCG
TGGGCGATCC
GCGATGCGCT
GCGACGCTCT
GCGCCGGTGA
GGCCAGGCTA
GATCGAACAC

CCCAGGCAGG

27600
27660
27720
27780
27840
27900
27960
28020
28080
28140
28200
28260
28320
28380
28440
28500
28560
28620
28680
28740
28800
28804
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(2) Angaben zu SEQ ID NO: 2:

(1) Sequenzkennzeichen:
(A) Lange: 27 Basenpaare
(B) Art: Nucleinsdure
(C) Strangform: unbekannt
(D) Topologie: unbekannt

(ii) Art des Molekiils: DNA (genomisch)

(v) Art des Fragments:

(xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 2:
TTGAGGGAGC CCGACGAGGC AATGAAC

(2) Angaben zu SEQ ID NO: 3:

(i) Sequenzkennzeichen:

(R)
(B)
(C)
(D)

L&nge: 27 Basenpaare
Art: Nucleinsdure
Strangform: unbekannt
Topologie: unbekannt

(ii) Art des Molekiils: DNA (genomisch)

(v) Art des Fragments:

(x1i) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 3:
GACAGCGGAC GAGGCCCACC AGTGAAT

(2) Angaben zu SEQ ID NO: 4:

(1) Sequenzkennzeichen:
(A) Lange: 27 Basenpaare
(B) Art: Nucleinsdure
(C) Strangform: unbekannt
(D) Topologie: unbekannt
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(ii) Art des Molekilils: DNA (genomisch)

(v) Art des Fragments:

(xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 4:

TGACAAGGGC CGTATTCATG CATGCAT
(2) Angaben zu SEQ ID NO: 5:
(1) Sequenzkennzeichen:
(A) Lénge: 27 Basenpaare
(B) Art: Nucleinsdure
(C) Strangform: unbekannt
(D) Topologie: unbekannt
(ii) Art des Molekiils: DNA (genomisch)

(v) Art des Fragments:

(xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 5
GCACGGAGCT TCAGTAAACT GATGGAC

(2) Angaben zu SEQ ID NO: 6:
(i) Sequenzkennzeichen:
(A) L&nge: 27 Basenpaare
(B) Art: Nucleins&dure
(C) Strangform: unbekannt
(D) Topologie: unbekannt
(ii) Art des Molekilils: DNA (genomisch)

(v) Art des Fragments:

(xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 6:
TTGTACTGGA GGCCATTGAT AATGAAG
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(2) Angaben zu SEQ ID NO: 7:

(1)

(11)

(v)

(x1)

Sequenzkennzeichen:

(A) Lange: 27 Basenpaare
(B) Art: Nucleinsédure

(C) Strangform: unbekannt

(D) Topologie: unbekannt

Art des Molekilils: DNA (genomisch)

Art des Fragments:

Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 7:
CGATTATCTA AGGGGTTGGT CATGGCG

(2) Angaben zu SEQ ID NO: 8:

(1)

(ii)

(v)

(x1)

Sequenzkennzeichen:

(A) Lé&nge: 27 Basenpaare
(B) Art: Nucleinsé&dure

(C) Strangform: unbekannt
(D) Topologie: unbekannt

Art des Molekiils: DNA (genomisch)

Art des Fragments:

Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 8:
CGTGCCGGCT GGGAGGTCTT CATGAAG

(2) Angaben zu SEQ ID NO: 9:

(1)

Sequenzkennzeichen:

(A) Lé&nge: 27 Basenpaare

(B) Art: Nucleinsdure

(C) Strangform: unbekannt
(D) Topologie: unbekannt
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(ii) Art des Molekilils: DNA (genomisch)

(v) Art des Fragments:

(x1) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 9:
CCGAAATTAA GAGGTGTTCG AGTGGCT

(2) Angaben zu SEQ ID NO: 10:
(1) Sequenzkennzeichen:
(A) Lange: 27 Basenpaare
(B) Art: Nucleinsaure
(C) Strangform: unbekannt
(D) Topologie: unbekannt
(ii) Art des Molekiils: DNA (genomisch)

(v) Art des Fragments:

(xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 10:
GGCGGGAGGC AGGCGGGATC AATGGCA

(2) Angaben zu SEQ ID NO: 11:
(1) Sequenzkennzeichen:
(A) Lange: 27 Basenpaare
(B) Art: Nucleins&dure
(C) Strangform: unbekannt
(D) Topologie: unbekannt
(ii) Art des Molekiils: DNA (genomisch)

(v) Art des Fragments:

(xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 11:
GGCACAGTGG AGTGCCAAGC GATGAGC
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(2) Angaben zu SEQ ID NO: 12:

(1) Sequenzkennzeichen:

(A) Lénge: 27 Basenpaare
(B) Art: Nucleinsdure
(C) Strangform: unbekannt

(D) Topologie: unbekannt
(ii) Art des Molekiils: DNA (genomisch)
(v) Art des Fragments:

(x1i) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 12:
CAGCACGGGT AAGAACGAGG CATGGAA 27

(2) Angaben zu SEQ ID NO: 13:

(1) Sequenzkennzeichen:
(A) L&nge: 27 Basenpaare
(B) Art: Nucleinsdure
(C) Strangform: unbekannt
(D) Topologie: unbekannt

(ii) Art des Molekiils: DNA (genomisch)
(v) Art des Fragments:

(xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 13:
CGCGTAACGA GGGTAGAGTA CATGCCG 27

(2) Angaben zu SEQ ID NO: 14:

(i) Sequenzkennzeichen:
(A) Lange: 27 Basenpaare
(B) Art: Nucleinsdure
(C) Strangform: unbekannt
(D) Topologie: unbekannt
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(ii)

(v)

(x1)
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Art des Molekiils: DNA (genomisch)

Art des Fragments:

Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 14:
GCAGGACTTC TATCACGTCT GATGACG

(2) Angaben zu SEQ ID NO: 15:

(1)

(ii)

(v)

(xi)

Sequenzkennzeichen:

(A) Lé&nge: 27 Basenpaare
(B) Art: Nucleinsdure

(C) Strangform: unbekannt
(D) Topologie: unbekannt

Art des Molekiils: DNA (genomisch)

Art des Fragments:

Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 15:
CCCGCGCCAT GGGGATTTTG AATGAAG

(2) Angaben zu SEQ ID NO: 16:

(1)

(ii)

(v)

(x1i)

Sequenzkennzeichen:

(A) Lénge: 27 Basenpaare
(B) Art: Nucleinsdure

(C) Strangform: unbekannt
(D) Topologie: unbekannt

Art des Molekiils: DNA (genomisch)

Art des Fragments:

Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 16:
GCGCAAGCTG GTAGCCGCGG CATGACC
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(2) Angaben zu SEQ ID NO: 17:

(1)

(ii)

(v)

(x1)

Sequenzkennzeichen:

(A) Lange: 27 Basenpaare
(B)

(C) Strangform: unbekannt
(D)

Art: Nucleinsédure

Topologie: unbekannt
Art des Molekiils: DNA (genomisch)
Art des Fragments:

Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 17:
TTCTTCTATC AGGGCTGATC CATGCAG

(2) Angaben zu SEQ ID NO: 18:

(1)

(ii)

(v)

(x1i)

Sequenzkennzeichen:

(A) L&nge: 27 Basenpaare
(B) Art: Nucleinsdure

(C) Strangform: unbekannt
(D) Topologie: unbekannt

Art des Molekiils: DNA (genomisch)

Art des Fragments:

Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 18:
GCGGTTGGGG CAGACCGCCT GATGCGC
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(2) Angaben zu SEQ ID NO: 19:

(1)

(ii)

(v)

(x1)

Sequenzkennzeichen:

(A) Lange: 27 Basenpaare
(B) Art: Nucleinsdure

(C) Strangform: unbekannt
(D) Topologie: unbekannt

Art des Molekiils: DNA (genomisch)

Art des Fragments:

Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 19:
CCATGGAGGC AGAGTACCGG AATGACA

(2) Angaben zu SEQ ID NO: 20:

(1)

(i1)

(v)

(x1)

Sequenzkennzeichen:

(A) Léange: 27 Basenpaare
(B) Art: Nucleins&ure

(C) Strangform: unbekannt

(DY Topologie: unbekannt

Art des Molekiils: DNA (genomisch)

Art des Fragments:

Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 20:
CGGATATGGG GAGATTGCCG CATGAAC
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(2) Angaben zu SEQ ID NO: 21:
(i) Sequenzkennzeichen:
(A) Lange: 10 Basenpaare
(B) Art: Nucleinsdure

(C) Strangform: unbekannt
(D) Topologie: unbekannt

(ii) Art des Molekiils: DNA (genomisch)

(v) Art des Fragments:

(xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 21:
TAAGGAGGTG

(2) Angaben zu SEQ ID NO: 22:
(1) Sequenzkennzeichen:
(A) Lénge: 10 Basenpaare
(B) Art: Nucleinsd&ure
(C) Strangform: unbekannt
(D) Topologie: unbekannt
(ii) Art des Molekiils: DNA (genomisch)

(v) Art des Fragments:

(xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 22:
ATTCCTCCAC
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(2) Angaben zu SEQ ID NO: 23:

(i) Sequenzkennzeichen:
(A) Lange: 27 Basenpaare
(B) Art: Nucleinsaure
(C) Strangform: unbekannt
(D) Topologie: unbekannt

(ii) Art des Molekiils: DNA (genomisch)

(v) Art des Fragments:

(xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 23:

ACGGCTATTG AATTGGATTC CATGACC

(2) Angaben zu SEQ ID NO: 24:

(i) Sequenzkennzeichen:
(A) Lange: 27 Basenpaare
(B) Art: Nucleinsiure
(C) Strangform: unbekannt
(D) Topologie: unbekannt

(ii) Art des Molekiils: DNA (genomisch)

(v) Art des Fragments:

(xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 24:

TCACACGGCG CCGGAGGCCC CATGTTC

(2) Angaben zu SEQ ID NO: 25:

(1) Sequenzkennzeichen:
(A) Lange: 27 Basenpaare
(B) Art: Nucleinsdure
(C) Strangform: unbekannt
(D) Topologie: unbekannt
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(ii) Art des Moleklils: DNA (genomisch)

(v) Art des Fragments:

(xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 25:
AGACCGGGGC TGATCGAACC GATGCTT 27

(2) Angaben zu SEQ ID NO: 26:

(i) Sequenzkennzeichen:
(A) Lange: 27 Basenpaare
(B) Art: Nucleinsdure
(C) Strangform: unbekannt
(D) Topologie: unbekannt

(ii) Art des Molekiils: DNA (genomisch)

(v) Art des Fragments:

(xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 26:
GCGCAATGAC ACGCGGCCGG AATGACA 27

Patentanspriiche

1. Isoliertes DNA-Molekiil, das ein erstes DNA-Segment umfasst, wobei das erste DNA-Segment
(a) aus sphinganproduzierenden Bakterien der Sphingomonas sp. ATCC31554 isoliert ist, wobei das isolierte
DNA-Molekdl die in SEQ ID NO: 1 angegebene Sequenz aufweist, oder ein Fragment desselben ist und die
Sequenz eines Gens mit Codierung fiir ein Glykosyl-IP-Transferaseprotein von ATCC31554 umfasst; oder
(b) ein aus Sphingomonas sp. ATCC53272 erhaltenes DNA-Segment, das in pRK311 von E. coli sp.
ATCC69733 insertiert ist, oder ein Fragment desselben ist, wobei das erste DNA-Segment die Sequenz eines
Gens mit Codierung fir ein Glykosyl-IP-Transferaseprotein von ATCC53272 umfasst; oder
(c) ein aus Sphingomonas sp. ATCC31461 erhaltenes DNA-Segment, das in pRK311 von Sphingomonas sp.
ATCC69744 insertiert ist, oder ein Fragment desselben ist, wobei das erste DNA-Segment die Sequenz eines
Gens mit Codierung fir ein Glykosyl-IP-Transferaseprotein von ATCC31461 umfasst,
wobei das DNA-Molekiil, wenn es in ein Sphingomonas sp.-Empfangerbakterium in mehreren Kopien einge-
arbeitet ist, einen Hyperproduzenten von Sphinganpolysaccharid gegeniber dem Empfangerbakterium ergibt,
wobei das Sphingan die folgende allgemeine Formel aufweist:

1 2
-3) -B-D-Glc- (1-4) -B-D-GlcA- (1-4) -B-D-Glc- (1-4) ~a-L-X- (1-
(W] (Z]y

worin Glc fir Glucose steht, GIcA fur Glucuronsaure steht, Rha fiir Rhamnose steht, Man fiir Mannose steht,
X fir Rha oder Man steht, Z an den Glc-Rest 2 gebunden ist und fiir a-L-Rha-(1-6)-a-L-Rha, a-L-Man oder
a-L-Rha steht, W an den Glc-Rest Nr. 1 gebunden ist und fir f-D-Glc-(1-6)-a-D-Glc oder a-L-Rha steht, die
tiefgestellten Indices v und y fir 0, 0,33, 0,5, 0,67 oder 1 stehen kénnen, und wobei das reduzierende Ende
des Polymers in Richtung des X-Restes des Rickgrats liegt, derart, dass das Riickgrat W und Z ausschliel3t,
wenn v und y gleich 0 sind.

2. DNA-Molekil nach Anspruch 1, wobei das erste DNA-Segment die in SEQ ID NO: 1 angegebene Se-
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quenz aufweist.

3. DNA-Molekil nach Anspruch 1, wobei das erste DNA-Segment ein aus Sphingomonas sp. ATCC31554
erhaltenes DNA-Segment, das in pRK311 von E. coli ATCC69734 insertiert ist, ist.

4. DNA-Molekil nach Anspruch 1, wobei das erste DNA-Segment ein aus Sphingomonas sp. ATCC31554
erhaltenes DNA-Segment, das in pRK311 von E. coli ATCC69735 insertiert ist, ist.

5. DNA-Molekil nach Anspruch 1, wobei das erste DNA-Segment ein Restriktionsfragment ist, das durch
Verdau eines DNA-Segments mit derin SEQ ID NO: 1 angegebenen Sequenz mit dem Restriktionsenzym Hind
[ll, BamH | oder EcoR | erhalten wird.

6. Verfahren zur gentechnischen Veradnderung eines Bakteriums, das von einem Sphingomonas
sp.-Stamm stammt, zu einem Hyperproduzenten von Sphinganpolysaccharid, wobei das Verfahren das Einar-
beiten des isolierten DNA-Molekuls nach einem der Anspriche 1 bis 5 in ein Sphingomonas sp.-Empfanger-
bakterium in mehreren Kopien zur Erzeugung eines Bakteriums, das Sphinganpolysaccharid gegentiber dem
Empfangerbakterium unter identischen Fermentationsbedingungen Uberproduziert, umfasst, wobei das Sphin-
gan die folgende allgemeine Formel aufweist:

1 2
-3)-B-D-Glc-(1-4) -B-D-GlcA-(1-4) -p-D-Glc- (1-4) ~a-L-X-(1-
(W]v (Z]y

worin Glc fir Glucose steht, GIcA fur Glucuronsaure steht, Rha fir Rhamnose steht, Man fir Mannose steht,
X fur Rha oder Man steht, Z an den Glc-Rest 2 gebunden ist und fir a-L-Rha-(1-6)-a-L-Rha, a-L-Man oder
a-L-Rha steht, W an den Glc-Rest Nr. 1 gebunden ist und fur B-D-Glc-(1-6)-a-D-Glc oder a-L-Rha steht, die
tiefgestellten Indices v und y fur 0, 0,33, 0,5, 0,67 oder 1 stehen kdnnen, und wobei das reduzierende Ende
des Polymers in Richtung des X-Restes des Ruckgrats liegt, derart, dass das Rickgrat W und Z ausschlief3t,
wenn v und y gleich 0 sind.

7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei das Sphingomonas sp.-Empfangerbakterium ein sphinganproduzie-
render Stamm ist.

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei das Bakterium, in das das DNA-Molekiil insertiert wird, ein Mitglied
eines Sphingomonas-Stamms ist, das aus der Gruppe von ATCC31554, ATCC31461, ATCC31853,
ATCC21423, ATCC31555, ATCC31961, ATCC53159, ATCC53272 ausgewahlt ist.

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei das Bakterium, in das das DNA-Molekiil insertiert wird, ein Mitglied
eines Sphingomonas-Stamms ist, das aus der Gruppe von ATCC31554, ATCC31461, ATCC53272 ausgewahlt
ist.

10. Rekombinantes Bakterium, das von einem Sphingomonas sp.-Stamm abgeleitet ist, wobei das Bakte-
rium mehrere Kopien des DNA-Molekiils nach einem der Anspriiche 1 bis 5 enthalt, wodurch das Empfanger-
bakterium ein Hyperproduzent von Sphinganpolysaccharid ist.

11. Bakterium nach Anspruch 10, wobei das Empfangerbakterium ein sphinganproduzierender Stamm ei-
nes Sphingomonas sp.-Bakteriums ist.

12. Bakterium nach Anspruch 11, das von einem Sphingomonas-Stamm, der aus der Gruppe gemaf der
Definition in Anspruch 8 oder 9 ausgewahlt ist, abgeleitet ist.

13. Bakterium nach Anspruch 10, wobei das Bakterium Sphingomonas sp.-ATCC69735 oder ATCC69744
ist.

14. Verfahren zur Erhéhung der Produktion von Sphingan in einem Sphingomonas-Bakterium, das um-
fasst:
1) Einarbeiten eines DNA-Molekiils nach einem der Anspriiche 1 bis 5 in ein Sphingomonas-Empfangerbakte-
rium in mehreren Kopien zur Bildung eines Bakteriums, das Sphinganpolysaccharid gegeniber dem Empfan-
gerbakterium Uberproduziert;
2) Kultivieren des Bakteriums von Stufe 1 in einer Fermentationsbriihe zur Produktion von Sphingan; und
3) Isolieren des Sphingans von Stufe 2, wobei das Sphingan die folgende allgemeine Formel aufweist:
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1 2
-3)-B-D-Glc-(1-4) -p-D-GlcA- (1-4) -B-D-Glc- (1-4) -a-L-X- (1-
(Wlv [Z]y

worin Glc fur Glucose steht, GIcA fiir Glucuronsaure steht, Rha flir Rhamnose steht, Man fir Mannose steht,
X fur Rha oder Man steht, Z an den Glc-Rest 2 gebunden ist und fir a-L-Rha-(1-6)-a-L-Rha, a-L-Man oder
a-L-Rha steht, W an den Glc-Rest Nr. 1 gebunden ist und fur B-D-Glc-(1-6)-a-D-Glc oder a-L-Rha steht, die
tiefgestellten Indices v und y fur 0, 0,33, 0,5, 0,67 oder 1 stehen kdnnen, und wobei das reduzierende Ende
des Polymers in Richtung des X-Restes des Ruckgrats liegt, derart, dass das Rickgrat W und Z ausschlief3t,
wenn v und y gleich 0 sind.

15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei das Empfangerbakterium ein sphinganproduzierender Stamm ei-
nes Sphingomonas sp.-Bakteriums ist.

16. Verfahren nach Anspruch 14 oder 15, wobei das Bakterium, in das die DNA-Sequenz eingearbeitet ist,
ein Mitglied eines Sphingomonas-Stamms, der aus der Gruppe gemaR der Definition in Anspruch 8 oder 9 aus-
gewahlt ist, ist.

17. Verfahren zur Produktion von Sphingan, das das Kultivieren eines Sphingomonas-Bakteriums geman
der Definition in Anspruch 10 in einer Fermentationsbriihe zur Produktion von Sphingan und Isolieren des
Sphingans aus der kultivierten Fermentationsbrihe umfasst.

Es folgen 27 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Figur 1

Restriktionskarte fir S88-DNA

Sps-Gene:

o Il e Te]

o[

e

J-x
o +u

b ]
(3]

ohe bd

2, <4

-

— WweacNve~D
X wwWwwoad

€lad

-]
pm fat

4~

Jox
~t—w

el

T
8
Segmente

92/118

131

£12.0°

<5




DE 696 37 385 T2 2008.12.11

IqTe1qisa uoTiIaTad Idueijuods Yoeu sep ‘jusuberig-go |

e e IqTaTqI9A UOTI®Ted Isuejuods YoeU SBp ‘JuUsubeIi—TO |

2

:uabT9Z G- yI-88S Nz STHOTOWOH ©Tp ‘sjuswberi-yNa

3.. . cc c .,. Y
_.mia_ 1 T ] I L

] RA
) L

ﬂ-—4q.d—...-—du-.—--I—J\-lqduc...—-.-v—.j-—..-q—-q-—-u._...u—.H.-—--—ﬂﬂu.—-.uﬂ—jo-—.ﬂu-_‘-J--ﬂ%-—dJ

8X 82 (& 9z s2 vz €tz 2 12 o0z 6 O L1 91 ST I ¢ ¢t 1t ot 6 ] L 9 v _ 2 | .

S 14 € e t 0

¥NG-09S INJF 23Ie{SUOTINTIIsay
¢ Inbta

93/118



(291'1911) ot1329mn
:o...: TH2oAN
(£911) 2Hzamn
(6517) tHRomN
(09t1) 2:2omy
(s517) t'2omy

..... 238
$3'pa' LN
. 93jusuwbag

:G°pI-88S5 nz arbHoTOWOH-¥NQ

H3 &8 H S 3A
. | 1 1 ]

...J....—...._q..._...._..1-........._...._.q.._...._...._...._....—.

DE 696 37 385 T2 2008.12.11

-
- T od <]

H
L [
T T e T S [T T T Ty T T T
2 te oc 62 €2 (2 9z sz 2 € 2w 1 02 e ot T ct t 0

] |
:] 3 9 S v € H4

UYNA-TIMN Iny 91Ie)SuoTIYTI3SdY
€ Inbtg

94/118



DE 696 37 385 T2 2008.12.11

Figur 4
DNA-Sequenz von spsB-Gen

AGCCCGAATG . CTGCATCCGC . GAAGTGACTT . TCGCCAAAGC . AGCTATAGGA 50
TGQQCCGGGG.CTTGATTGCC.GCCGTGCGAT.CAGCATAAGC.GATCCATGGT 100
CGCCAAAATC.TGTCATCCTT.GGTAACAATC.ATGCAGCCGC.TAAGGAAGAT' 150

GTGCACGTCT.GACGATGCTT.TCTTCCGCAC.CCCATGCGCC.GCTGACTCTG 200
C . GTCTCGAAAA . AGGACCCTCT 250

GTAGATTGAC . CGTGGCCTCC.ATTGCTCAT

GGTCGCCGCG.CGGACTTCCG.GGAATCGATT.TGTCCCGTTA.TAGTGCAATG 300
CAACAGGCCG.AATCGGCCGC.TGTCAGCGTG.CACAATCCGT.TGAGGGAGCC 350
CGACGAGGCA.ATGAACGCTT.TTGAAGCACA.GCGCGCCTTT.GAGGAGCAGC 400
TCCGGGCCCA . TGCCCGTTCT . GCCCCCAGCG . CCGCACCCAT . GCTGCGACGT 450
TCCACGATCC . GCATGATCCT . CTACACCGARA . TTGCTGTTGC . TCGACAGCAT 500
CGCAATTCTA.CTGGGGTTCT.ACATCGCGGC.CTGCTCGCGC.GACGGCAACT 550
GGCTGTCCCT . TGCGGGCGTC . AATGTCGGCA . TCTTCCTCCT . GCCGATCACG 600
CTCGGCACCG.CGCTCGCCAG.CGGCACCTAT.TCGCTGAGCT.GCCTGCGCTA 650
CCCGGTCAGC . GEGETGAAGA . GCATCTTCTC . GGCGTTCTTC . TTCTCGGTGT 700
TCATCGTGCT.GCTGGGCAGC.TACCTGCTCA.CCGCGGAGCT.GCCGCTGTCG 750
CGCCTGCAGC . TCGGCGAGGG . CGTGCTCCTG . GCGCTCAGCC . TGGTGACGAT 800
CTGCCGCCTT . GGCTTCCGCT, GEGCACGTTCG . TGCGCTGACA . CGCGGCACGC 850
TGCTCGACGA . GCTGGTGATC . GTCGACGGCG . TTGCCCTGGA . GGTCGCGAGE 900
GGCGCGGTCG . CGCTCGATGC . GCGCATCATC . AACCTCACGC . CCAACCCGCG 350

CGATCCGCAG . ATGCTGCATC . GCCTCGGCAC . CACCGTGGTG. GGCTTCGACC 1000
TG.GGCGCTGCTG 1050

GGGTCGTCGT . CGCCTGCACC . GAGGAGCACC . GGGCAGTA !
CTCAAGGGCA.TGAACATCAA.GGGCGAGATC.CTCGTCCCCC.AGTTCAACGC 1100
GCTGGGCGCG.ATCGGCGTCG.ACTCCTATGA.GGGCAAGGAC.ACGCTGGTCG 1150

TGTCCCAGGG . CCCGCTCAAC . ATGCCGAACC . GCGCAAAGAA . GCGGGCGCTC 1200
GATCTGCTCA . TCACCGTCCC, CGCGCTGGTC . GCGCTGGCGC . CGCTGATGAT 1250
CGTGGTCGCG . ATCCTGATCA . AGCTGGAGAG . CCCCGGCCCC. GTCTTCTTCG 1300
CACAGGACCG . CGTCGGCCGC . GGCAACCGAC. TGTTCAAGAT . CCTCAAGTTC 1350
CGCTCGATGC . GCGTTGCGCT . CTGCGATGCG . AACGGCAACG . TCTCGGCCAG 1400
CCGCGATGAC . GATCGCATCA . CCAAGGTAGG . CCGGATCATC . CGCAAGACCA 1450
GCATCGACGA . GCTGCCGCAG . CTGCTCAACG . TGCTGCGCGG. CGACATGAGC 1500
GTCGTCGGCC . CGCGCCCGCA . CGCACTCGGE . TCGCGCGCCG . CCAACCATCT 1550
CTTCTGGGAA . ATCGACGAGC . GCTACTGGCA . CCGCCACACG . CTCAAGCCGG 1600
GCATGACGGG . CCTCGCGCAG . ATCCGCGGCT . TCCGCGGCGC . GACCGATCGC 1650
CGCGTCGATC . TCACCAATCG . CCTGCAGGCG . GACATGGAGT . ATATCGACGG 1700
CTGGGACATC . TGGCGGGACG. TCACCATCCT . GTTCAAGACG . CTGCGCGTGA 1750
TCGTGCACTC . CAACGCCTTC. TGATCGCGGA . GEGGGAGCAAC . GCGAGCACCG 1800
. CTTGGTGCAA .GAGCATTGAC . ATCCGCCCTG. CTTCTGCATT . TGTCATTTTA 1850
TCATTGTCGT . TGCGGGCCCG . CCCGCGCCAT . GGGGGATTTT . GAATGAAGGG 1500

TATCATCCTT.GCGGGGGGCA,GCGGCACGCG.CCTCTACCCC.GCAACGCTGT 1850
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Figur 5
abgeleitete Aminosduresequenz des SpsB-Proteins

MNAFEAQRAFEEQOLRAHARSAPSAAPMLRRSTIRMILYTELLLLDSIAIL
GTYSLSCLRYPVS

LGFYIAACSRDGNWLSLAGVNVGIFLLPITLGTALAS

GVKSIFSAFFPSVFIVLLGSYLLTAELPLSRLOLGEGVLLALSLVTICRL

GFRWEVRALTRGTLLDELVIVDGVALEVASGAVALDARI INLTPNPRDP
MLHRLGEIYVGFDRVVVACTEEHRAVWALLLKGMNIKGEILVPQFNALGA

IGVDSYEGKDTLVVSOGPLNMPNRAKRRALDLLITVPALVALAPLMIVVA
ILIKLESPGPVFFAODRVGRGNRLFKILKFRSMRVALCDANGNVSASRDD
DRITKVGRIIRKTSIDELPQLLNVLRGDMSVVG?RPKALGSRAANHLFWE
IDERYWHRHTLKPGMTGLAQIRGFRGATDRRVDLTINRLOADMEYIDGWDI

WRDVTILFKTLRVIVHSNAF
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Polysaccharid Struktur

Gellan L-Glycero
1
i
2

-4)-B-D-GlcA-(1-4)-B-D-Gic-(1-4)a-L-Rha-(1-3)-3-D-Glc-(1-

Sphingan S-88 __-4-B-D-GlcA-(1-4)-B-D-Glc-(1~4)-¢-L-Rha-(1-3)-3-D-Glc-(1-

3 oder
1 Man
1
o-L-Rha
Welan -4)-B-D-GlcA-(1-4)-B-D-Glc-(1-4)-a-L-Rha-(1~3)-f-D-Glc-(1-
‘ 3

1
1
a-L-Rha(2/3) cserMan (1/3)

Sphingan NW11 _-4)-3-D-GlicA-(1-4)-3-D-Glc-(1~4)-a-L-Man-(1-3)-3-D-Glc-(1 -

Sphingan S-198 -4)-$-D-GlcA-(1-4)--D-Glc-(1 ~-4)-a-L-Rha-(1 -3)-B-D-Glc-(1-
oder 3

Man 1

1
(1/2) ¢-L-Rha

S-657 ~4)-B-D-GlcA-(1-4)-B-D-Glc-(1-4)-¢-L-Rha-(1~3)-B-D-Gle-(1 -
3
!
1

a-L-Rha-(1-4)-a-L-Rha

Rhamsan ~4)-B-D-GlcA-(1 ~4)-B -D-Glc-(1 ~4)-g-L-Rha-(1-3)-3-D-Gle-(1 -
S-194

(o2}

Dol (S Wy poy

a-D-Glc-(1-6)-¢-D-Gle

‘Figur 6
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Figur 12 (Blatt 1 von 2)

MDNIONKYNPQLCKIFLAISDLIFFNLALWFSLGCVY 37 RfbP

MNAFEAQRAFEEQURAHARSAPSAAPMLRRSTIR 34 SpsB
GumD

MULLADLSSAT YTTSSPRLLSKYSAAADLVLRVFDLTMVVASGLIAYRIVE 50

FIFDQVQRF IPQOQLDTRYITHFILSVVCYGWFWI RURHYTIRKPFWYEL 87 RfbP
MILYTELLLLDSTATLLEFYTAACSROGNWLS LAGVNVGIF LLPITLGTA 84 SpsB
GTWVPAAPYRVAIATTLLYSVICFALFPLYRSWRGRGLLSE LVVLGGAFG 100 GumD '

MNSFLKYYRKY 11 CpsD

KEXFRYIVIFAIFDLALIAFTKUQFSRYWVFCUTFALILVPFFRALTKH 137 RfbP
LASGTYSLSCLRYPYSGY KSIFSAFFFSVFIVLLESYLLTAELPLSRLQL 134 SpsB
GVFALFAVHAL IVQVGEQVSRGWVGLWFVYGGLYSLVAART LLRGFLNHLR 150 GumD

61 CpsD
187 RfbP
184 SpsB
200 $umd

SYAKFSRDTXVVLITNKDSLSKMTFRNKYDHNYIAVCI LDSSEKDCYDLK
LLNKLGIWKKKTII LGSGQNARGAYSALQSEEMMGFDVIAFF! DTDASDAE
GEGVLLALSLVTICRUGFRWHVRALTRGTLLDELYI VDGVALEVASGAVA
TQGVDVQRVVVVGLRHPYMKISHYLS RNPWVGMNMVGYFRTPYDLAVAEQ

111 CpsD

HNSLRIINKDALTSELTCLTVDQAFINIPIELFGKYQIQOI INDIEAMGV
237 RfbP

INMLPVIKOTEL IWOLNRTGDVHYILAY EYI ELEKTHFWLRELSKHHCRS
LDARII NLTPNPRDPQ’IUIRLGITVVGFDRVWACFEBMWAU.LKQC 234 SpsB
RQGLPCLGDPDEL! EYLKNNQVEQWISLPLGERDHIKQLLQRLDRYPIN 250 GumD

VTGLTIDRLLPPRPLEDNRVRSLSIT 26 Pssé

MKSATRSATTAFFIPQETGAIRPIGGISKRSFOYLI ~ 36 Exo¥n
IVNVNVEALSFDNIGEKRIQTFEGYSVITYSMKFYKYSHLIAKRFLOITG 161 CpsD
VTVVPSFRGLPLYNTDMSF1FSHEVMLLRIQNNLAKRSSRFLKRTFDIVC 287  RfbP

: 11 :1:
NIKGEILVPQFNALGAIGVDSYEGKDTLVVSQGPLNMPNRAXKRALDLLL 284

: ] | :
VKLVPOLFVFGLLNQSAEQIGSVPYINLRQGGVDRDNYFVVAKALQOKIL 300  GumD
76 Pssé

ELNNSISTESFRPSRRQQPSLKIQTPVIHSDAPQAP LVDLVLKRAFDIVS
MOLVLKRAFDIFS 13 Pss2

SpsB
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Figur 12 (Blatt 2 von 2)

A!LALIALSPLFLLVHGLVKFSDGGSIFYGHRRIGHNGQTFKCLKFRTPN 86 ExoYn
CpsD

AIIGLLICGIVA!FLV&IR—KDGGPAIFSQNRVGRNGRIFRFYKFRSH- 210
SIHILI!ASPLM!YLVYKV-TRDGGPAIYGHQRVGRHGKLFPCYKFRSHV 337 RfbP
AN I S LS

WPALVAWMIWAILIKLESPGPVFFMGRG‘RLFKILKFRS‘-
T R P P T I T I I 1 1]
AVIALHGLUPLHU\IAVvaSSPGPVFFRQRRHGLGGREFYMFKFRSM- 349 GumD
SLSALLVLAPFI.LFVALLIKIDSPGPVLFKQTRVGKNCKAIKVYKFRSH- 125 Pssé
62 Pss2

SLSALLVLAPFLLFVALL!KLDSPGPVLFKQTRUGKNCKAIKVYKFRSH-

333 SpsB

135 ExoYn'
256 CpsD
386 RfbLP

ENGORVLQEFFKSN-PMYEE\JRTTRKLQDDPRVTVVGSVLRKLSLDELP
----RVOAEQIKKDLLVHNQMTGU‘IFKLEDOPRITLIGKFIRKTSIDELP
MNSQEVLKELLAND-PIARAEWEKDFKLKNDPRITAVGRF IRKTSLDELP
| SN R IRE
---—RV---—-----ALCDANGNVSASWITKVERIIRKTSIDELP 369 Sps8
I ) fzlez] sxlzz sl
ceceRTesecanaana DLCDVSGVAQTVKNDPRITRIGAILRRTNVDELP 385 GumD
DLCDVSGVAQTVMNDPRVTRVGATLRRTNVDELP 161 Pssé
HODHGTTIQQATKNOTRITRFGSFLRRSSLOELP 98 Pss2

179 Exo¥n

QFYNVLXGOMSLAGTASHS 275 CpsD
QLFNVLKGOMSLVGPRP==~I VSDELERYCDOVDYYLMA---KPGMTGLW 430 RfbP
[+ feesfefle | PN
QLUNLRE)SWGPWLSSWLF\EIDERWU{P@“SM 419 SpsB
TR RTHIIR I T TATH
QIFNVLGGSMSI VGPRPHAA-QHN--THYEKLINHYPQRHYVKPGI TGWA 432 GumD
QLLNVLLG!‘HSWGPRCHA!GMRAGGVLYEELVPEYHQRHMRPGHTGLA 211 Pssé
148 PSs2

QLLNVLI.GH%SWGPRCHA!GMRAGGHLYEELVPEYIQRHAMRPGHT GLA

QLLNIIRGEMSIVGPRP---VVEDELELYDSAAEFY LRS---RPGLTGLW

Exo¥n

QISG-RND----VSYATRVAFDYHYVQWSLLADLVIVFKT IPAVCLSRGSY 226
RTLP

QVSG-RND----VDYDTRVYFDSWYVKNWT LWNDIAILFKTAKVVLRRDGAY 476

=11 S O O LA L 1L

QIRGFRGATDRRVDLTNRLQADEYIDGIDIURDYTILFKTUWIVHSN—AF 470 SpsB

EREIN le Bz 0z =22 s |32 :

QVNGF RGETPELRTMKKRIQYDLDY IRRWSLWLDIRI IVLTAVEVLGQKTAY 484 GumD
GNFSTLMOMRIIFGTVVSELTRGKGF 263 Pssé

QMRGLRGPTDRPAKARARIASDLYYV
Q‘iRGLRGPTDRPAKARARIASDLYYVGNFSIWRXIFGTVVSELTRGKGF 200 Pss2

104/118



DE 696 37 385 T2 2008.12.11

Figur 13a

rfbA | rhsA

IR o
IrenHUALLLLHE o R AL so .

DILIISTPQOTPRFOQLLGDGSQWGLNLQYKVQPSPDGLAQAFIIGEEFI 100

MUIHLM&[L&LL»&'HMMHM 57
NI T[T RO VTTHT W T

GHDOCALVLGONIF YGHDLPKI.HEAAVNKES--GAT\{FAYHVNDPER:G\'I 148

1#.&&&& L e

bidesh il ddvle
Lol bl it vhrnalolae 4 Lhrllh b 1a0

VEFD-QXGTAVSLEEKPLQPKSNYAVTGLYFYDNSVVEMAKK LKPSARGE 197

Inbbotrbokr bt ek beotVo ik ksiokthhit - 297
As!‘!m&mxoxAéxlexlaimMélvlv&ms&bmlili& 197

LEITDINRI YHEQGRLSVAPHGRGYAULDTGTHQSLI EASNFIATIEERQ 247

b dndolnir a LA B  Heshatibads - 247
T 0L o LA i chidde 26

GLKVSCPEEIAFRKNl.’¥NA99Y{ELAGPLSKNDYGKYLLKHVKGL 292
Lvrnuu: LF Y 'sxbbijmlas’.&rsvmv[mum 292

ALQVC&iéHLlﬁQ&JI DAEQ}.EJILLAP’.LKNDYGKY’.TALAKRGAVH 295

105/118



Figur 13b

DE 696 37 385 T2 2008.12.11

rhsB | rfbB

VKILITGGAGFIGSAVVRHIIKNTQDTVVNIDKLTYAGNLESL?DIS?
et R G
VA4\.' lRtLlL“AANFVLEAVSR&I& t'(L&AH'“&LNi’!ASI:éG
SNRYNFEHADICDSAEI TRIFEQYQPDAVMHLAAESHVORSITGPAAFIE

tabvikbbabihr mm&v%v#.'.uk&%&l

i lichlabol ol WL

TN IVGTYALLEVARKYVSALGEDKKNNFRFHHI STDEVYGOLPHPDEVEN

Hovitec laahiohimel eetbmit A b LM
N W o e

SYTLPLFTETTAYAPSSPYSASKASSDH LVRAVRRTYGLPTIVTP'{CS??'{;

- —fossittielptob WU L G Ly

~cttdeHr ab UL G L LY

A D T
ULl M kel

EGKAGETYNIGGHNEKKNLOVVYFTICDLLDE-1 VPfATSY-REQI TYYAD

&v&qm'n'wé&w"&n 'LMEH Ly
KéRVLET%l!(&L&NS LAQN I EVVQA} EP@RARE&KPAESQ!AYV"’&

RPGHDRRYAIDAGKISRELGJKP LETF ESGIRKTVEVYMNTMN
bk Bl erl{ M aehd ot L andiodt Laum il

WU ol bepavrtiod bbb rkinbiogivo

GAYQSWIEQNYEGRQ 361
AGERLEQTA 353

ASYRL!A!&J’V 352

106/118

48 S.e.
49 S88
49 X.c.

98
99
99

148
142
141

198
191
190

248
241
240

296
291
290

346
341
340



DE 696 37 385 T2 2008.12.11

Figur 13c
rhsC [ rfbC
H-!VII(TAIPDVLXLEPKVFGDERGFFFESYNQQTFEEL!GRKVTFVQON 49 S.e.
il 49 588

nnwunhsdhaTLm4L$ufdwn&J
vxsrrlplcvvxElAVFé&E&éolFéruunenreq-ulLPrsrvélu 46 X.c.

sts-xmvmc LHFQRGENAQGXLYRCAVGEVFDVAVOIRKESPTFGQW 98
N

vlril-u.&v&&lm&uhp&mlusélzémmvélw!us&m ot

VGVNLSAENKRQLWIPEGFAHGFVTLSEYAEFLYKATNYYSPSSEGSILW: 148

Wl Uaendliy L&L&lemlxlvméébulm ™

TAVL&‘ENRR&WILE&FL—I&!AVLSEKALFSYLCTDVYVKLADAGV 144

NDEAIGI EVPFSQL-PE LSAKDAAA - PI-.L!.)-QA- LI.JE 182
IMvirbiatrirerivaa 188
uMlGlWl—-VSDLSiéAKIUJ Ll‘ LDEV-;VDRLPWRP 183
Figur 13d.
rhsD / rfbD
MNI LLFGKTGQVGJELQRSUPVGNL b ALDVH-SK---EFCG-—DFSNPK 44 S.e.
' 39 Ss88

- cekeaelbersre b

VTTLVF&ANHVGAE!.LRALAADGAVQA]’TRSGRLPDGSACETA&FOAAL 50 X.c.

GVAET VRKLRPDVIVNAMHTAVD ESEPELAQLLNATSVEATIAKAANE 94

rieadabiolit MV b theocrevilidens a9
'I'LPALLDR!G;S lWN-Lu *LVLCAEQORVS‘HMNAQAJ‘ LT IlA\IClA 100

TGAWVVHYSTOYVFPGTGOI PVQETOATSPU(VYGKTKLAGEK?L?DNCP 144

rbleiii ahlartiah{Al 139
Lid 4 *LQDTA!Y!&DAAT;ALL&#G!‘KL&&EMAIiléék- 150

RDVPLVHYSTOD "J

—‘—-

KHLIFRTSHVYAGKGNNFAKTMLRLAKERQTLSVINDQYGAPTGAELLAD 194
nuwthL%spéaJvdx &)waé$¥rLéiu>L 189

QHLDPAYG“GVRIMREI!' PAHHVACRAE&ILE lRWAuI&Tl ;RMLuD 200

CTAHAIRVALNKPEVAG Ln-l LVAGGTTT\;HDYMLVF DEARKAGITLALT 244

6PTA- 237

- lTAQLLR-&RTAEl’!&M L*M&Q,’Mﬁllﬂxu EEAVSAALLLR.LP . 248

ELNAVPTSAYPTPASRPG?SRJ?TETFQRNFOLILPQHELGYKRHLTEHF
) lmﬁJunhwmbun&mawmu

chuelebio MM <cEb oroorvuelapeiantinci

TTTTI 299
A 288
302

107/118



DE 696 37 385 T2 2008.12.11

Figur 1l4a

GGATCCACTGGCCGGGAATTGCCGAGAATCCTCCGATGAAGCGCTCGTCG
GGTACCAGCGTGCCCCGGGGCGCATCGCTTTGCGCCGGCGCATCGCCGCC
GCTGCCGGGCCGGCCATTCCAGCGGEGTCCGGGCTGCARAATCCCCGGGC
CTGCCTTTACGCCATGCCCGGCAGCCGAGCTGCCGGGCGCCGAGCATGCE
AGCGGCGTAACCGATAGGGCGAGGCCCCCGCCCAGAAGGGTGCGACGTGT
GGTATCGATCATGCGGCGCGCTCCAAACCGTGCGCGCCGTGACTACAACC
AAAAATGCTGCGCTGCGAGCGGGATCAGGCGCCCCGTGCCTGCTTCGAGC
GGTACAGCAGCGCGAACGTCAGCCCCACCAGCATGAAGAAGACTTGGTCG
TTGTCGGTCTGCGACAGCACGAGCCTGGTATTGAGCAGCACGACCATCGT
CGTCGCGACCGCCAGATGCAGCGGATAGCCTTGGGAGGGGTCCGTCAACC
CGGCGCGGATCAACAGCCCGGCACCCAGCACCATCGTACCGTAGAATGCG
ATGAAGCCGAGCACCCCGTAATCGACGGCCGTCGAAAGGARGCCGGAGTC
GATCGACAGGAACCCGCTCTGGGAACGCCATCCGACGACCTCCGCGGACT
GGAACGGCCCGTAGCCGAATACCGGGCGCATCGCGAGCTTGGGCAAGCCC
ATGCGGATCTGCTCGTGGCGCCCGTCETTGCTCGCCTGGGTCGCGCCGCC
GCCAAGAACGCGATTGTGTACCGCAGGCACTACCATGATCATCACCGCGA
GAACCACGGCGAAGGCCGGATACATCATCGTCGTGGAAATCCCGACGAGC
CCGCCACGCTCCTTGATCCAGCGCCGCAGGCCCCAGAGCAACAGATAGGT
GGCATGCGCCACGACCATGCCGACCATGCTCAGGCGCGCGCCGCTCCAAT
AGGCGGACAATACCATGGCGAGATCGAACAGGATCGTGAGTGCCAGCGCC
GACACCGACCGGCTGTTCACCATCAGGTGGATCGCGAAGGGAATCGTCAT
CGCCACGAGTTCGCCCCACACCAGCGGGTTCCCGAACACGTTCATCACGC
GATAQGTGCCGCGCACCTGCGAGGTGAGATGCAGGATGACGCTCGGATCG
TTGATCTGCAGCCAGCTGGGAATGTGGCCGACCCACAGAACGTGCTCGGC
CCGGAACTCGAAGAAGCCGATCACCATCAGCACGGACACGCAGCCCAGCA
TGTTCCGCACCCACCATTCGGGTGTGCGCCTGTTCGATCCCAGGCACCAC
AGCGTCGCGAAGAAGAACGGCGTGACCGTCAGCGAGATATTCACCAGGCG
CCCGATCGAAACGGATGGCTGGCTGGAAATGAGCGACGCGATGATCTGGA
TGATCAGGAAGCCCAGCATGAAGCGGGCAAGCCAGGGCGACGCCGACAGC
GTCACCGCCATGTCGCGCCGAAACTTCGGCGAAATCGAATAGCACACCAG
CAGAAGAAGCGTCGTCAGCACGCCGAACAGGCGGCGGAAGGAGATCCAGG
GCAGGCCCGCCACCGACAGCGACAGATAGTTCGGCCACACGATCGCGAGG
ATCATGAACAGGACGTAGCAGCGCAGCAGCAACTTGGTGGGCGCCTTGTC
GGCCTCCGGGAGCGCCCAGATGACGAACAGCGCGAGGATCGCCAGCGGCG
CGGCGGCCCCGAGGAGCATGCTGGGCGEGCAGGATCGCCGAAAGCAGCCCG
TAGACCATCGACACGAACACGATCACGGCGAGCCCGATGAAGCGCCGCCC
GAGCGTGACGAGACCAGAGCGTTGCGGGTGATAGAGCGGGAGCACCGCTC
TGGCGGGGAAGAACACGATGTCGCGCGCCCGGCGCAGGGGCTGCACCACC
CGCGCCAAGCCGCCGCTCCCCCGAACTCGCGCCGATGTCGCCATGACCAA
CCCCTTAGATAATCGGTATGCCGATCAGCCGCACCGCGACCATCGACACG
AAGCGCAGGAAGACCGACGGCACCGCGATCGCAATCGCCGCGCCTAGTGC
ACCATAGGGCGGAATCAGGACCAGCGCGAGTATTGCGGCAAGGATAACCG
ACGACATGGTCAGCACCACGGCCAGACGCTCGCGATTGGCCATGACGAGG
ACGCCGCCGCTCGACGCGAAGACCATCCCGAACACCTGCCCARGCACCAG
CACCTGCATCGCGGCEGCGCCCGCGETGAACTGTTTGCCGAACAGGCCCA
,TGATCCAATGCGGAGCGACCAGCACCGCCAGGGCGATGGGCGAGGCGGCG
ACCAGCAGCGCGAGAATGGTGATCCGGATGATGCGGGCGATCCGCTTGAC
GTCGCCCTGTTCGTAGGAGGCGGCAAAGACCGGATGCAGGATCGTCTCGG
AGGTGGCCGACAGCAACTTGAGCGAGGATGCGATCTGATAGCCCACCCGG
AACAGACCGGCTTCGGCGGGGCCGTGCGTCGCGGCAAGGATCACGGTGGC
AAACCAGTCGACGAAGAAGTTGTTGACGTTGGTGATCAGCACCATGAAGC
CGGGGCGAAGCATCGGCCGGTCCAACGGCTCGGCCGGCGCCCAATCACGC
GTCATGCGGCGGACGATGATCGTCGCGGCAAACATCGTCACCAGCCAGCC
GACCAGGTACAGCACCGACGGCAGCAGCGGATTATGGGCAACGCCGATCA
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GCAGCGCGCCGGCCAGCATCGCCCCACCCAGGAAGGTGCCGAGCGGCCCA
TCGACCATCTGCGACTTGCCGATATCCCCCATGCCGCGCAGCGTCGTCGA
AGCGAGACGGCAATAGGCGCTGACCGGAATGAGAAACCCCATGATCAGAA
GGTCCGGCGCCATGGCGGGGCTGCCCAGCAGGTTGGTGGCAATCTGTTGG
TGAAACAGCAGGATCATCACCATCAGGACCAGGCCACCACCCACCGCGAC
CCGCGTGGCATGCCGCACTGCGGTACGCGCCACACCCGTCCGATTTTGCG
ACACGCAGACGGCCACGGTGCGCACCAGGATGGTATCGAGGCCGATCAGC
GACAGAATGACCAGCATCTGCGCAGTCGTGAGCGCCGTACCGAAGGCACC
GACGCCGGCGGGGCCAAAGGCGCGGGCGACCAGCCAGGTGAAAGCGAAAC
TGGTGACGGCGCCGAAGCCCTTGACGCCGAAGCCGACCACCATCTGCCCC
CGCAGCCCCCGCAGGTGCAACTTGCTACGTGTCACGTTGAATGCTTGCCC
CACAGGAGATCCCGTCTGTGCCTTATGGCAGGGCCCTCCCGGGGGCAAGC
CTGAGGACGTCATCAGACGTGATAGAAGTCCTGCACCAACTTCTTGGTGG
CGAACAGGCTATTCGCCACGGACAGGCTGCCCGTCGCCGAGACGGCCGCA
GTGCCGGCCGCATTCATGGCGATCGCCTGGGCGAGCGACACTTGCGCGAC
GGACGCCGTCGATGCCGATCCCCCCAGCGTCAGCGTGCCGGTGGTCGCCG
CCGGCAGCGCCGTCGACGTGACCGGGGTGCCGAGAATGGTTACGGCGCTG
GCGGCCAAGCTGCTGGTGAGGCTGGGCTTCACGGTGGTGGTCGGCTGGCT
GGCGGCGGTCGCCGCGGCATTCAGCGCAAGGATCTGGGACGCACTGAGGG
CAGCGTCGCGCATCTCGATCTCGCCCACGCTGCCGCTGAAGACAGCGTTG
AACGGGCTGCCGATGTACAGTCCGGCATATTCGACCGCCCGCGTGCTGCC
GACGATCGTTCCCGATCCCTTCACCACGCCATCGACATAGATGATCGCCT
TGCCCTTCGCGCTGTCATAGGTCAGCGCGATCTTGTGGGTGGCCGTGTCG
GTCATCTTGGCGCCGCTCGTCGCGACGGTATAGCTCTGCCCGGCGGCATT
CTTGACGGTGAAGACCAGTTCGCCGTCCGCCCGGAGCGAGATTCCCCAGC
TCTGGTTGACGCCCATGATCTGGCCGACCGCGCCCGTCGCGGTGGCACGC
TTCATGTCGAAGTTGAGCGTGAAGGCGGGCAGCGCGAAGAGTTGACGTGA
ATTGTCCCGCGTAAGCTCGAAGCCGGTGCCGGTCTTCACCTGGAACATGC
CGTTGCTGATGGCGGTGAGATCCAGCGCCTTCGTGGTCTCGTCCGTGCTC
CAGCGCGTCTGGTCCACGATTCCGGTCGCAGTGAACTGCAGATCCAGCAG
CAGGTTGGCGCCGGTCGAGGTCTGTGCTGCCGCCTGCTCCTTGGCGACCT
GCGCGGCAAACGCGCTGCCTGCAGGCGGCTGATACCCGACACCACTGACG
ATCAGGTTCGCCAGTTGCGCCTTCGATCCGGCCATGAGATCGCCGATCTT
GCGAAGAGTGACCGCGTCCGTTGCAAGCACGGCGTTGTTCGATTGAGTAA
TGCCGCTCGACGTTGCGGTGATGACAACCTGGTCCACGACATTGTTGGTG
ACCTTGCCGCCGGTCACGCCGTCCAGGCGGATCCAATCGGCGATCGCATC
CATCTTCGAGATGATGGTATTGGAGTCCACGGTGACGTTCTTGCCCAGAA
CGACATTGATGCCGTGCGTGAAACCATTCTGGTACACGAGATTGTTTTTG
ATCGTGATGTTTTCGTAGGGAATGCTGGATTCATTGCCCATGAATACGCC
CTGGAAGGCCAGGCCGTCCCCCTGCATCATCACGTTATTGGTGATCGTGA
TGTTCGTGTTGCCCTTGGTCTTGCCGTTCGTCATGAACTGGATGGCGTCG
GGATGCTCACCATTCACCGGATAGAGGTTGGTGAACATGTTGTTGTCGAT
GACGACGTTCGACGCTTCGGCGAAATTGGTGTGATCGCGGCGATTGTCGT
GGAAGTTGTTGCCCTGCAGGGTGACACCGTCGACGGTGAGGACGTTCATC
CCCAGGGCGAAATGATCGACCGAGGAATTCTTGATCGTCACCCCCTTGCT
TTCTCGCAGCAGAAGCCCCCAGCCCATCGACTTCGTCACATCGCCCGTAC
CCCCGCTCAGGGTCACGCCGTCGATCACGACATTGCTGGAGCCGATGATC
CGGTTCGCGTAATTATAGTCCTGTGCCGGCTGGAAGTTTTGTGCGGCCGT
GACGTTCTTCACCACCAGGTTGCTGCTGTTGATGATCTGCAGGGTCGTCA
CATTCACCGGCTTGCTCGCATCGAGCGAGGTGATCGTGACGGGCGTGGTG
AAGGTCGTGGTGTGCACGGTGATGGACGTATAGGTCCCCGCCGCAAGCTT

GATCGTCTCGCCCCCTTTCGCAGCCTTGATGGCGGCGTCCAGTTCGCTCT
GATTCCTCACGATGATGTCCGGCATGTACTCTACCCTCGTTACGCGTCGA
CCCCAATCGACCTGCGATCCCTCGGACCGTCTTGTACCTGCCAAGCCCTG
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AAACGGTGGCTAAGAGGCAGGGTTAATGCCCTGTTTTTCAAGCCGATAAC
TGGCAGCCCTCAAGGCACTGCCAGCGTGCGGGCAACACTCTCGACGCCGC
AGTGCAGCACGGGTAAGAACGAGGCATGGAAGCCTCGCCCACACCCGACG
TCAGCATCCTGGTGGTTGCCTACCACTCGGCTCCGTTCATCGGACAATGC
ATCCGGGGCATCGCCGCGGCGGCACAAGGCACAGCCCACGAAATCCTGCT
GATCGACAATGGCGGCGGCGACACCGAGGCGGTGGTTCGTGCCGAGTTCC
CGCACGTGCGGATCGTGCCGAGCGAGGGCAATATCGGCTTCGGGGCGGGG
AATAACCGGTGTGCGGCCCATGCCCGCGCGCCGCGGCTGCTGCTCGTCAA
CCCCGACGCCATTCCCCGCCCCGGCGCGATCGACCTGCTGGTCGCCTTCG
CCAAGGCGCACCCGGACGCGGCAGCCTGGGGCGGGCGTTCCTATTTTCCG
AACGGCCAGCTGGACCATGCCAACTTCCTCCCGCTGCCCACGGTGCGCGA
TTTCGTCGTGTCGATCTTCAGCAGCAGCCCGATGCGGCGCGGCGGCCTTC
CTGCCGACGCCACCGCGCCCGGGCCGGTCGAGGTGCTCAACGGCGGCTTC
ATGATGGTCGATGCCCGCGTGTGGCGGGAGATCGACGGCTTCGACGAAGG
CTTCTTCCTCTATTCGGAGGAAATCGATCTGTTCCAGCGGATCCGCGCGC
GGGGCTATTCCGTGCTGGTCGATCCGGCTGTGGGCGTGGTGCACGACACC
GGTGGCGGGCATTCGCTCTCGCCCACTCGCGTGCTGTTTCTCACCACCGG
CCGCATGCATTATGCCCGCAAGCATTTCGGCCACGTCGGTGCCGTCGTGA
CGGGCTGGGCACTGTGGGCCAATGCCGCCAAATATGTCGTTATCGGCGGC
CTGCTCGGGCGCCTCTCACCCCGCCGCGCGGCGCGCTGGAACGCGCTGCG
CGATGCCTGGAGCATCGTGTTCGGCCAGCCGCGGCGCTGGTGGCACGGCT
GGCGCGACCACGTTCGTACTTGAGGATAGCGCCGCGCCAGACGGCCCGAA
ATGGCAACCCGACGCAAGGCGGAAGGCTTGCCGACGGCAAGCCCCCCGAC
TTGTCGCTCACTGCGCGGCGTTGGGCGCCGGAGCAGGGGCCGCAGCAGGC
GCGGCGGCAGCGCCGCCCTGCAGTTGCGGCGGCGGGCTGTAGCCCGGCTG
ATATTTCACCGACTCGCGCGCCTTCTTCAGACGATCGTTCAGCTGCGCGT
CCGCCGCCTTGCTGAACCGCTCGGTGCGCAGCGTATTGAGCGCGAGTTCG
CGCGCCTGATCGCCCGCCAGCGGCTGGATCGTCGTGCCGGTGATGACATT
GGCGGTGACGCCCTGCTGCGTCGGCAGGATGAACAGCTCCTGCGCCGGCA
GCGCCGCAATCTTGGCGGCGATCTCCGGCGGCAACGCGGCGGTGTCCAGC
TGGGTCGGCGCGCGGCGGAACTGCACGCCGTCGGCGGTCAGCTTGGCGGC
AAGCTGGTCCAACGTCTTGAGCGGCGCGAATTCCTTGAACTTCGCCGCCG
AGCCGGGCGGCGGGAAGACGATCTGTTCGATGCTGTAGATCTTGCGCTGC
GCGAAGCGATCGGGATGCGCCGCTTCATATTGCGCGATCTCGGCATCGGT
CGGCTGGGCGATGCCGCCGGCAATCTTGTCGCGCAGCAGCGTGGTGAGGA
TCAACTCGTCGGCGCGGCGCTGCTGGATCAGGAAGACGGGGGTCTTGTCC
AGCTTCTGCTCGCGGGCGTACTTCGCGAGAATCTTGCGCTCGATGATGCG
CTGCAGCGCCATCTGCTCGGCAAGCTTGCGGTCGGTCCCCTGCGGCACCT
GCGTGGCCTGCACTTCGGCATTCAGTTCGAAGATGGTGATCTCGTCGCCG
TCCACGCTGGCGACGACCTGCCCCTTATCGAGCTTGCCTTCCTTGCTGCC
ACATCCGGAGACGGCCAGCGCGGCCGCAGCCACCGCCGTTACCAGGTACA
ATTTCTTCATGAAGACCTCCCAGCCGGCACGGAATTGCGCACGGCACAAA
CTTCTACTTGAACCTATTCGGGCGGGCGGGCATCCGCAATAGCGTTGGCA
GTGCAGCATGCCTCCCGGCGGGAGGCAGGCGGGATCAATGGGGGACGGCA
TGGCAGAAGCGACGGTGACCGAAGCGAAGGCGGGCAAACCGCTGAAAATG
‘TGTCTCGCAGCTTCCGGCGGCGGCCATCTGCGGCAGATCCTCGATCTGGA
ATCGGTCTGGAAGGAACATGACTATTTCTTCGTGACCGAAGACACCGCGC
TGGGCCGCAGCCTTGCCGAAAAACACTCGGTCGCGCTTGTCGATCACTAT
GCCCTCGGCCAGGCCAAGCTCGGCCACCCGCTGCGCATGCTGGGAGGCGC
CTGGCGGAACCTGCGGCAGAGCCTGTCGATCATCCGCAAGCACAAGCCCG
ATGTGGTGATCTCCACCGGTGCGGGCGCGGTCTATTTCACGGCGCTGCTC
GCCAAGCTCTCGGGCGCAAAGTTCGTCCACATCGAAAGCTTCGCCCGGTT
CGATCATCCTTCCGCCTTCGGCAAGATGGTCAAGGGCATCGCGACCGTGA
CCATCGTCCAGTCCGCCGCGCTCAAGCAGACCTGGCCGGATGCGGAGCTG
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TTCGATCCCTTCCGCCTGCTCGACACCCCCCGCCCTCCCAAGCAGGCACT
CACCTTCGCCACCGTCGGTGCCACCCTGCCCTTTCCGCGGCTCGTGCAGG
CCGTGCTCGATCTCAAGCGGGCCGGCGGGCTGCCGGGCAAGCTGGTGCTG
CAATATGGCGACCAGGACCTGGCCGACCCCGGCATCCCCGACGTGGAGAT
CCGCCGGACCATTCCCTTCGACGACCTCCAGCTGCTGCTGCGCGACGCGG
ACATGGTGATCTGCCACGGCGGCACCGGATCGCTGGTCACCGCGCTGCGC
GCCGGCTGCCGCGTCGTCGCCTTCCCGCGCCGCCACGATCTGGGCGAGCA
TTATGACGATCACCAGGAAGAGATCGCGCAGACCTTCGCCGATCGCGGCC
PGCTCCACGCCGTGCGCGACGAGCGCGAACTGGGCGCGGCAGTGGAGGCC
GCCAAGGCGACCGAGCCGCAGCTCGCCACCACCGATCACACGGCGCTCGC
CGGCCGCCTGCGCGAGTTGCTGGCACAGTGGAGTGCCAAGCGATGAGCGC
GCCGCGGATCAGCGTCGTCATCCCGCACTACAATGATCCGGACTCGCTGC
GACAATGTCTCGATGCACTGCAGCATCAGACGATCGGGCGAGAGGCCTTC
GAGATCATCGTCGGAGACAACAACTCCCCCTGCGGCCTGGCGGCAGTGGA
AGCCGCCGTAGCCGGGCGCGCGCGGATCGTCACGATCCTGGAGAAGGGCG
CCGGACCGGCGCGGAACGGCGCCGCGGCGGAAGCGCAGGGCGAGATTCTC
GCCTTCACCGACAGCGACTGCGTCGTCGAGCCCGGCTGGCTGGCCGGGGE
CGTCGCCCATGTCGCCCCGGGCCGCTTCGTCGGCGGCCACATGTATGTGC
TCAAGCCGGAAGGGCGACTGACCGGCGCGGAAGCACTCGAGATGGCGCTG
GCCTTCGACAATGAAGGCTATGTTCGCCGTGCGAAGTTCACCGTCACTGC
CAATCTGTTCGTCATGCGGGCCGATTTCGAGCGCGTCGGCGGATTTCGTA
CCGGAGTCTCGGAAGATCTGGAATGGTGCCACCGCGCCATCGCCACGGGT
CTCGCGATCGACTACGCCCCCGAGGCCTCGGTAGGCCACCCGCCCCGGCC
GGACTGGGCAACGCTACTGGTCAAGACGCGGCGCATCCAGCGCGAGCTGT
TCCTGTTCAATATCGAGCGCCCGCGCGGCCGGCTGCGCTGGCTTGCGCGC
TCGACGCTGCAGCCTGCGCTGATTCCGGCGGATACCGCCAAGATCCTGCG
CACGCCCGGCACCCGCGGGTCCCGTATAGCTGCCGTCGGCACGCTTGTCC
GCCTGCGCTTCTGGCGCGCTGGCGCCGGCCTCCTGCAACTGCTCGGCAGA
CCAATCTGATGAAGGCGGGGCGGCCATGGTGCGGCGCCCCGTCTCCTGTC
CTCACACCGCCGCGAGCGCCTCTTCCAGCGTCCCGCTGTCGATCCGCAGE
CGTCCCACCATCAGCCAGAGATAGACGGGCAGCGAATCGTCGTTGAAGCG
GAAGCGGCGCTCCCCGTCCTGCGCATCGCTCTCCAGGCCGAGCTGGCGGC
TCAGCGCGTCGAGTTCCTGCTCGACCTGCGCCGCAGTGATCGTGCTCCCC
GGCAGCAGCTCGACGACTGCCTGGCCGGTGAACCAACCATCGGTCGAACG
CGACGCCTCGCCCAGCGCGGCGACCAGCGGATCGTAGCGACCGCCGACGA
ACTTGCGCATCTCCAGCACGGCGCGCGGCGACATCCGGCCTTCTATTTCC
AGGATGGCCTGGTCGAGCGCGCGGCGCAGATGGCCCAGATCGACGGTCAG
CCGCCCCTGGTCGAGCGCCTCGAGCGCCGCATGGTGGCACAGCAGCCGCG
CGAAATAGGGCGACCCCAGCGCCAGCAGGTGGATGATCCGGGTGAGGTTC
GGATCGAAGCGCAGGCCCGAGGCGGTCTCGCCGAGCGCGATCATCTCCTG
TACCTCGGTTTCCTCGAGCCGCGGCATCGGCAGGCCGATGATGTTGCGGC
GGATCGAGGGTACGTAGCCGACGAGTTCCTGCAGGTTCGACGAGACGCCG
GCGATCACCAGCTGTACGCGCGCGGAGCGGTCCGAGAGGTTCTTGATCAG
TTCGGCGACCTGCTGGCGGAACCGGGTATCCGTCACGCGGTCATATTCGT
CGAGGATGATCAGAACGCGGGTGCCGGTGATGTCGGCGCACAGATCGGCG
_AGTTCGCCCGAATCGAACGATCCGGTCGGCAGGCGATCGGCGAGGCTTCC
GCCCGATTCCGCCTCGCCCGCATTGGGCGAGACGCCGCGATGGAACAGCA
GCGGCACATCCTCTAGCACCGCGCGGAACAGGTCGGCGAAGTTGGCATTG
GCGCCGCAGGTCGCGTAGCTGACGATGTAGCTGGATTCACGCGCCACGTC
GGTCAGCACATGGAGCAGCGAGGTCTTGCCGATGCCGCGCTCGCCATAGA
GCACGACATGGCTGCGCTGGCTCTCGATCGCCGAGATCAGCCGCGCCAGC
ACCTCGAGGCGACCGGCAAAGCTCGAGCGGTCCGCCACCGGCTGGGTGGG
CGTGAAGAAGGTGGCGAGCGCAAACCGCGCGCGGGTGATCTCGCGACGCT
CTTCCCGGCGCCGGTCGAGCGGGCGATCGAGCGCGGAAGCGCGAAAGGTC
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GGAAAGTCGGGTCGCCCGCGGCCCGCATGCGCGTCGCGATGGGGAACGAC
GGTGGCGGCCAGCGGGAAATATCCGTCCTCCTCCGGTACGTCCCGACGCC
CAAAGGGCCACAAGAACTTCAGCGCGGATCCTACAGCCACTCGAACACCT
CTTAATTTCGGACGCCGCCACGCTCGGCAGCGAACCCCTGGTTCGCGCCT
TCTGGCGCCTCCCCCAAACGATCCGGCCCCGCCTGTATCAGCGGCGCTTG
AAAAACTCGTACGGTTTGATCACGAACGCAATGTACGCCAGCACCAATAC
AATCGTGAGGATTGCGAAAACATGATAGTTTTCGTTCCCGAGATAATTGG
CGACGGCACATCCGACCGCGGGAGGCAAATAGCTGATCATCGTGTCGCGC
ACTACCGAATCCGCCTGGGATCGTTGCAAGAAGATCACGATCAGGCCGGC
GAATATCGCGATGGTCACCCAATCATAGGGCGTCTGCATGCATGTCCTTT
CTTTTCGGCGCCGGAATCGAAGGACTTCCGACGTCGCCCGAACCGCACTA
GCAGCGGACGGTGCAACTCGCTAGATACCGCGGTGCAGGATAARAAGCTCG
TTAAAACGCGACCCTAGGAATAGCGCGGTAGCGCCGGCATGCGAGAGGTC
GGGCATGCGGAAGGCCGAAGCGGCCGGGACAGCACCGGATGGGAGGATAT
TCCCGTAGTGGGAGTGGCGAGGCCATGGCATCCTCAGATCCGGTTGCTTG
TACTGGAGGCCATTGATAATGAAGCCAGGACCCGGGGGAACATTCGTGCC
AGTAAAAGACGTTCAGCAAGCGGTAGAAGTGCGCCTCGGCGATCGTGTCT
CGCGATCGTGCCGCGTGCTCGCGCTGCTTGCGACGGCAACGGCGATCCAG
CCCGCGCTCGCGCAGCGACAGGCGTTCACGCCACGCCCGAGCGGCAGCGA
GCGCCAGATCAGCGTGCATGCAACGGGACAGCTCGAGTACAACGACAATG
TCGTGCTCAACGACCCGCGCATCACCAGCGGCGCGCGCGGCGACGTGATC
GCCTCCCCCTCCCTCGATCTGAGCATTGTCCTGCCGCGCGCGACCGGACA
GCTCTATCTCGCGGGCACGGTGGGCTATCGCTTCTATCGTCGCTACACGA
ACTTCAATCGCGAGAATATCTCGCTCACCGGCGGCGGCGACCAGCGGATC
GCGTCCTGCGTGGTGCATGGCGAAGTCGGCTATCAGCGCCACCTGACGGA
CCTGTCCAGCGTCCTCGTCCAGGATACTGCGCCCGCGCTCAACAACACGG
AAGAAGCGCGCGCCTATTCCGCGGACATCGGCTGCGGGTCCGCCTACGGC
CTGCGCCCTGCACTTGCCTATTCGCGCAACGAGGTTCGCAACAGCCTCGC
CCAGCGCAAGTTCGCCGATTCCGACACCAACACGGTCACTGCCCAGTTGG
GCCTGACGTCGCCGGCGCTGGGCACCGTGTCGGTGTTTGGACGCATGTCC
GACAGCAGCTACATCCATCGCACGGTACCGGGGGTCAGTGGCCGCGACGG
CATGAAGAGCTATGCGGCCGGCGTCCAGCTCGAGCGGGCGGTCTCCAGCC
GGCTGAATTTCCGCGGCTCCGTCAATTATTCGGAGGTCGACCCCAAGCTC:
GCCTCGACGCCGGGCTTCAGCGGGATCGGATTCGATCTGTCGGCGGTATA
TTCGGGCGATCAATATGGCGTGCAGCTCCTTGCGTCGCGCAACCCGCAGC
CCTCCACGCTGCTGTTCGTAGGCTATGAAATTGTGACGACCGTGTCGGCA
ACGGCAACCCGTAAGCTGAGCGATCGGACCCAACTCTCGCTACAGGCCAC
CAAGACCTGGCGCGAGCTTGCCTCTTCGCGGTTGTTCACTCTTGCGCCGA
CGACGGGCAACGACAACACGCTGACGCTGTTCGGCACCGTGAACTTCCGA
CCCAATCCTCGGCTGAACTTCTCGCTGGGTGCGGGCTATAACAAGCGCAC
CAGCAATATTGGGCTGTATCAATACCGCTCCAAACGTATCAATCTCACGA
CGTCGCTGTCGCTCTGACAAGGGCCGTATTCATGCATGACAAACACCGTT
TCGTGATCCTTTCGGCGCTCACCGGAATTGCCGTACTCGCCGCGCCCGCG
GCAGCGCAGATTCCCACCCGGTCCGTTCCGACGCCGGCGCGGGCGCGCCC
GGCGACCCCGCCAGCGGCCCCGCAGCAGCAGACGACGGCAGTGCCGACAA
CGGCAGCCACCGCCACCCCGCCGGCTGCGGGTGCGGCGCCGGCCGGCTAC
" AAGATCGGCGTCGACGACGTGATCGAGGCGGACGTTCTGGGCCAGTCGGA
CTTCAAGACCCGCGCGCGCGTGCAAGCGGACGGTACCGTCACCCTTCCCT
ATCTCGGCGCCGTGCAGGTACGGGGCGAGACCGCCGTCACGCTGGCCGAG
AAGCTCGCCGGCCTGCTGCGCGCGGGTGGCTATTACGCGAAGCCGATCGT
CAGCGTCGAAGTCGTCAGCTTCGTCAGCAACTATGTGACGGTGCTGGGCC
AGGTGACCACGGCCGGCCTGCAGCCGGTGEATCGCGGCTATCACGTCTCG
GAGATCATCGCGCGCGCCGGCGGCCTTCGCGCCGATGCGGCCGATTTCGT
GGTGCTCACCCGCGCCGACGGCACCAGTGCCAAGCTGAACTACAAGCAGC
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TGGCCCAGGGCGGCCCGGAGCAGGATCCGGTGGTCACGCCTGGCGACAAG
CTGTTCGTGCCGGAAGTCGAGCACTTCTACATTTATGGCCAAGTTAACGC
GCCTGGGGTATACGCGATTCGAACGGACATGACGCTCCGTCGCGCGCTGG
CACAAGGCGGCGGCCTTACCCCCGCCGGCTCGTCGAAGCGAGTGAAGGTC
TCGCGCGACGGCCAGGAAATCAAGTTGAAGATGGACGATCCGATCAAGCC
TGGCGACACGATCGTCATCGGCGAGCGGTTGTTCTGATCTAGGCAATGTT
GACAGCGGACGAGGCCCACCAGTGAATATCATTCAGTTCTTCCGCATTCT
CTGGGTGCGCCGGTGGATCATCCTCCCGGCGTTTCTCGTCTGCGTCACCA
CCGCGGCGCTGGTGGTCCAGTTCCTGCCCGAACGCTACCGCGCGACCACG
CGGCTGGTGCTCGACACCTTCAAGCCCGATCCCGTCACCGGCCAGGTGAT
GAACTCGCAGTTCATGCGCGCCTATGTCCAGACGCAGACCGAGCTGATCG
AGGACTATGCGACCTCCGGCCGCGTGGTCGACGAACTGGGCTGGGCCAAC
GATCCTGCCAACATCGCTGCCTTCAACGCCTCGTCCTCGGCGGCGACCGG
CGACATTCGCCGCTGGCTCGCAAAGCAGATCTCGGACAACACCAAGGCGG
ATGTGATCGAGGGCAGCAACATCCTCGAAATCTCCTACTCGGACAGCTCG
CCCGAGCGTGCCGAGCGTATCGCCAACCTGATCCGCACCGCATTCCTCGC
CCAGTCGCTCGCCGCCAAGCGCCAGGCGGCGGCGAAGTCGGCCGACTGGT
ACACCCAGCAAGCGGAAGCGGCACGCCAGTCGCTGCTCGCGGCGGTGCAG
GCGCGCACCGACTTCGTGAAGAAGTCCGGCATCGTGCTGACCGAGACCGG
TTCGGATCTCGATACGCAGAAGCTCGCACAGCTCCAGGGCGCGAGCGCGA
PACCGTCGGCACCGGTCGTCGCGGCCGCCAGCGGCATGGGCCCGGCGCAG
CTCCAGCTTGCCCAGATCGACCAGCAGATCCAGCAGGCGGCCACCAATCT
CGGCCCGAACCACCCGGCCTTCCAGGCCCTGCAGCGCCAGCGCGAGGTGC
TCGCCCGCGCAGCGGCGGCGGAACGCAGCCAGGCAAGCGCCAGCGGCCCC
GGCCGCGGCGCGCTGGAAAGCGAAGCCAATGCCCAGCGCGCCCGCGTGCT
CGGCAACCGCCAGGATGTCGACAAGGTCATGCAGCTCCAGCGGGACGTCA
CGCTGAAGCAGGACCAGTATATGAAGGCGGCCCAGCGCGTCGCCGATCTG
CGCCTGGAAGCAAGCAGCAACGACACGGGCATGAGCACGCTGAGCGAAGC
CAGCGCGCCGGAAACGCCCTATTACCCCAAGGTGCCGATGATCATCGGCG
GCGCGGCCGGCTTCGGCCTCGGCCTCGGCGTGCTGGTCGCGCTGCTCGTC
GAACTGCTCGGTCGCCGCGTGCGCAGCGCCGAGGATCTCGAAGTGGCGGT
CGATGCGCCGGTGCTGGGCGTGATCCAGAGCCETGCCTCGCTCGCCGCAC
GCCTGCGCCGCGCCCAAGAAACCCTCGGCGACCGCGCCGAAACGCACGGA
GCTTCAGTAAACTGATGGACGCGATGACCAGCGAACCGCTGCCCGAAGGC
GAGCGCCCGAGCGCCGTTCCGACGACGCCCGACACCACCGGCGTCCTGGA
ATATCAGCTCGTCCTGTCCGACCCGAACGGCATCGAAGCGGAAGCCATTC
GCGCGCTGCGCACCCGCATCATGGCGCAGCACCTGCGCGAGGGCCGCCGE
GCCCTGGCGATCTGCGGCGCCTCGGCCGGCGTCGGCTGCAGCTTCACCGC
CGCCAACCTCGCGACGGCGCTGGCGCAGATCGGCATCAAGACCGCGCTGG
TCGATGCCAATCTGCGCGACCCGAGCATCGGCAGCGCCTTCAACATCGCC
GCCGACAAGCCGGGCCTCGCCGACTATCTCGCCTCGGGCGATATCGACCT
CGCCTCGATCATCCACCCGACCAAGCTGGACCAGCTGTCGGTGATCCATG
CCGGGCATGTCGAGCACAGCCCGCAGGAACTGCTGTCCTCCGAGCAGTTC
CACGACCTCGTGACGCAGCTGCTGCGCGAGTTCGACATCACGATCTTCGA
CACCACGGCCGCGAACACCTGCGCCGATGCGCAGCGCGTCGCACATGTCG
CCGGCTATGCGATCATCGTGGGGCGGAAGGATTCGAGCTACATCCGCGAC
GTCAACACGCTCACCCGCACGCTGCGGTCGGACCGCACCAACGTCATCGG
CTGCGTCCTGAACGGCTATTGAATTGGATTCCATGACCGCGACTGCGCTG
GAGCGGCAGCAAGGACGGCGACAGGGGGGCTATTGGCTCGCGGTCGCCGG
CCTTGCGGCACTCGCCATTCCCACTTTCGTCACGCTCGGCCGCGAAACCT
GGAGCGCCGAAGGTGGCGTGCAGGGGCCGATCGTGCTGGCGACCGGCGCC
TGGATGCTGGCGCGGCAACGCGACAGCCTCGTGGCGCTCCGGCGCCCCGG
CAATCTGGCGCTGGGCGCATTGTGCCTGTTGCTGGCGCTGGGCATCTACA
CCGTCGGTCGCGTGTTCGACTTCATCAGCATCGAGACGTTCGGGCTGGTC
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GCGACCTTCGTGGCGGCTGCGTTCCTCTATTTCGGCGGCCGGGCGCTGCG
CGCTGCGTGGTTCCCGACCTTGTGGCTGTTCTTCCTCGTGCCGCCGCCGG
GCTGGATCGTCGATCGCGTCACCGCGCCGCTCAAGGAGTTCGTCTCCTAT
GCCGCCACCGGCTTCCTGTCCTGGCTGGACTATCCGATCCTGCGCCAGGG
CGTGACGCTGTTCGTCGGCCCCTATCAGCTGCTGGTCGAGGATGCCTGTT
CGGGGCTGCGCTCGCTCTCCAGCCTCGTCGTCGTCACGCTGCTGTACATC
TACATCAAGAACAAGCCGTCCTGGCGCTACGCGCTGTTCATCGCCGCGCT
GGTGATCCCGGTCGCGGTGATCACCAACATCCTGCGCATCGTCATCCTCG
TGCTGATCACCTATCATATGGGCGACGAGGCCGCGCAGAGCTTCCTCCAC
GTCTCCACCGGCATGGTGATGTTCGTGGTCGCGCTGCTCTGCATCTTCGC
CATCGACTGGGTGGTCGAACAGCTCTTCACACGGCGCCGGAGGCCCCATG
TTCAACCGGCGTGACCTGCTGATCGGCGCGGGCTGCTTCGCCGCCGCCGG
CGCCTCGCTCGGCCTCAAGCCGCACCGTCGCATGGACCTGCTCGGTGCGA
CCAAGCTCGATGCGCTGATGCCCAAGGCATTTGGCGGCTGGAAGGCCGAG
GATACCGGTGCGCTGATCGCCCCCGCGCGCGAAGGCAGCCTGGAAGACAA
GCTGTACAACCAGGTGGTCGCCCGTGCCTTTTCGCGCGCCGACGGCACCC
AGGTGATGCTGCTGATCGCCTATGGCAACGCCCAGACGGATCTGCTGCAG
CTCCACCGACCGGAAGTCTGCTACCCGTTCTTCGGCTTCACCGTGGTCGA
GAGCCACGAGCAGATCATCCCGGTGACGCCGCAGGTGACGATTCCCGGAC
GGGCGCTGACCGCGACCAACTTCAACCGCACCGAGCAGATCCTCTACTGG
ACCCGCGTGGGCGAATATCTGCCGCAGAACGGCAACGAGCAGCTGTTCGC
CCGCCTCAAGAGCCAGCTCCAGGGCTGGATCGTCGACGGGGTGCTGGTCC
GCATCTCGACTGTGACGGCGGAAGCCAAGGACGGCCTCAACGCCAATCTC
GATTTCGCGCGCGAGCTGGTGAAGACGCTCGATCCGCGCGTGCTGCGCCC
GTTGCTCGGCACGCAGGTAACGCGCGACCTGGCGCCGCGCGCCTGAACGA
AAAAGGGGCGGCGCAGACCGCCGCCCCTCCCTCTCCTTCTCGTCGCGTAC
CCGCGCTCAGCGCTCGTGCAGCGCGTCGCTGCCGGTTTCGAGCATCGGGC
CGACGAGATAGCTCAGCAATGTCCGCTTGCCGGTGACGATGTCGGCACTG
GCGATCATGCCCGGQCGCAGCGGCACGTGCCCGCCATTGGCGATGACATA
GCCGCGGTCCAGTGCGATCCGCGCCTTGTAGACCGGCGGCTGGCCCTCCT
TCACCTGCACCGCCTCGGGCGCGATGCCCACCACCGTGCCGGGGATCATG
CCATAGCGGGTGTGCGGGAACGCCTGCAGCTTCACCTTTACCGGCATGCC
GGTGCGCACGAAGCCGATATCGCTGTTGTCCACCATCACCTCGGCCTCGA
GCCGGGCATTGTCCGGCACCAGCGACAGCAGCGGCTTGGCGCCCTCCACC
ACGCCGCCTTCGGTGTGGACCTGCAGCTGCGAGACCGTGCCGCTGACCGG
CGCGCGCAGTTCGCGGAACGAACTGCGCAGATTCGCCTTGGCGACTTCCT
CGCTGCGCGCCCGCACGTCGTCCTGCGCCTTCACCAGATCCTGCAACACC
TGCGCGCGCGCCTCCTCGCGCGTCCTGATCGACATGCTGCTGGCACTGCG
CGACTGCTGACCAAGCTTGGCCACCGTCGCCCGCGCCGCGGTGAGGTCCT
GCCGITCGGAAATGAGCTGGCGGCGCATCTCGACCACGCGCAGCTTCGAG
ACATAGCCCTTGGCGGCCATCGCCTCGTTCGCGGCGATCTGCTGCTCGAG
CAGCGGCAGCGATTGTTCCAGCTTGCGAACCTGCGCCTGTGCCTCGGCCG
AGGCGGAAGCGGCGGCACCGCTGTCCGATCGGCCGCCGGCAAGCATCGCC
TCGATCTGGCCGAGCCGCGCGCGTGCGAGGCCGCGATGCGTCTCGACCTC
CGCGGCGCCTGCGGCGGCGGGCGCGGCGAAGCGGAAGCCCTTTCCGTCCA
.GCGCGTCGATGATCGCCTGGTTGCGCGCGGCATCGAGCTGGGCGCTGAGC
AGCGCCACGCGCGCCTGCGCGGCTTCGGCTGCCGACATGGTGGGATCGAG
CGTGATCAGCACCTGGCCCTTCTGAACCTTCTGCCCCTCGCCCACCAGAA
TGCGCCGGACGATACCGCTTTCGGGGGACTGCACGATCTTGGTCTCGCCG
ATCGGGGCGATGCGGCCCTGCGTCGGCGCCACCACTTCCACGCGGCCGAT
TGCCAGCCAGGCGGTGGTGATCGCCAGCCCCGCCACCATCACCCGGCCGG
TGAGGCGCGCGGTGGGCGACACCGGACGTTCGATGATCTCGAGCGCGGCC
GGCAGGAATTCGGTATCATAGGCATCGGCGCGAGCGGGCAGCACGGTGCC
GCGCATGCGGGCGATCGGGCCGCCGCGGCCGATCGGAACAACGGCGTTCA
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TGCGGCAATCTCCCCATATCCGCTTTGGCGGCGGTGCAGGTCGGCATAGC
GGCCGCCCAAGCGTAGCAGTTCGTCATGCCGGCCGCTCTCGACGATGCGG
CCCTGCTCCAGCGTGATGATCCGATCGCAGGCGCGTACCGCGGACAGGCG
GTGGGCGATGATCACCAGCGTGCGGCCCGCCGAGATGGCGCGCAGATTGT
TCTGGATCAGCTCCTCGCTCTCGGCATCCAGCGCGGAGGTCGCCTCGTCG
AACACCAGGATGCGCGGATTGCCGACCAGCGCGCGGGCGATAGCGAGCCG
CTGGCGCTGGCCGCCCGACAGGTTGACGCCGCGCTCGACGATCTCGGTGT
CATAGCCGCGCGGCTGACGCAGGATGAAGTCATGCGCACCCGCCAGCGTC
GCCGCCGCCACGACATGCTCGAACGGCATCGCCGGGTTGGACAGCGCAAT
GTTCTCGCGGATCGAGCGGCTGAACAGCAGATTTTCCTGCAGCACGACGC
CGATCTGCCGGCGCAGCCAGGCGGGATCGAGCTGGGCCACATCCACCTCG
TCGACCAGCACGCGGCCCAGATCGGGGGTGTTGAGGCGCTGCAGCAGCTT
GGCCAGCGTCGACTTGCCCGACCCCGAGGAGCCGACGATGCCGAGCGACG
TGCCGGCGGGGATGTCGAGCGTGATGTCGCTCAGCACCGGCGGCTGGTCC
TCGGCATAGCGGAAGGTCACGTTTTCGAAGCGGATCGCGCCGCGCAGCAC
CGGCAGCGTCGCGGCGGAGGCCGGCCGCGGCTCCACCGGATGGTTGAGCA
CGTCGCCGAGGCGCTCGATCGCGATGCGGACCTGCTGGAAGTCCTGCCAC
AGCTGGGCCATGCGGATCACGGGGCCGGAAACGCGCTGGGCGAACATGTT
GAACGCCACGAGCGCGCCGACGCTCATCGCGCCACCGATCACGGCCTTGG
CGCCGAAGAACAGGATCGCCGCGAAGCTCAGCTTGGAGATCAGCTCGATC
GCCTGGCTGCCGGTGTTGGCGACGTTGATCAGCCGCTGCGACGAGGCGGT
ATAGGCGGCGAGCTGACGTTCCCAGCGATTCTGCCAGTGCGGTTCGACTG
CGGTCGCCTTGATGGTGTGGATGCCGGAGACGCTCTCGACGAGCAGCGCG
TTGCTGGCGGAGCTCTTCTCGAACTTGTCCTCGACACGCGTGCGCAGCGG
GCCCGCGACGCCGAACGAGACCATCGCATAGGCGACCAGCGACACGATCA
CGACGCCGAACAGCATCGGCGAGTAGAACAGCATCGCGCCGAGGAACACG
ACCGTGAACAGCGGATCGACCATCACCGTCAGCGACGCATTGGTGAGGAA
PTCCCGGATGETCTCCAGCTGGCGGACCCGGGTGACGGTGTCGCCCACCC
GCCGCTTTTCGAAATAGCCGAGCGGCAGCGCCAGCAGATGGTGGAACAGC
CGCGCGCCCAGCTCGACGTCGATCTTCTGCGTCGTCTCGGTGAACAGGCG
CGTGCGGATCCAGCCCAGCGCCACCTCCCAGACCGACACGGCCAGGAAGG
CGAAGGCGAGCACGCTCAGCGTGCTCATGCTGTTGTGGACCAGCACCTTG
TCGATCACGCTCTGGAAGAGCAGCGGCGCCGCGAGGCCGAGCAGGTTGAG -
CGCCAGGGTGATGCCCAGCACCTCGAGAAACAGCCTGCGATACCGCTGGA
ACTGTGCGGCGAACCAGGAGAAACCGAATCGCAGCGCCTGGCCGGCCACG
GCGCGCGTCGTCAGCAGCACGAGCGTGCCGGACCACAGCGCATCCAGCCC
CTCGCGGTCGACCTGTTCGGGGGCGTGGCCGGGACGCTGGATGATCACGC
CATGCTCGGTCAGGCCACCGATCACGAACCAGCCCTCCGGGCCGTCGGCG
ATGGCCGGCAGCGGCTGGCGGGCCAGACCGCCGCGCGGCACGTCCACCGE
CTTGGCGCGCACGCCCTGCTGGCGCTTGGCGAGCAGGATCAGGTCGTCGA
CGCTGGCACCCTCGGCATGGCCCAGCATGTGCCGCAGCTGTTCGGGGGTG
ACGGCGATGTTGTGGACGCCGAGCAGCAGCGACAGCGCCACAAGCCCGGA
TTCGCGCAATTCGCCCTCGCGCTCGGCGGCAGCCTGGGCGGCGAACGCGC
CCTGGAGCTGTGCCTGCATCTCGTCGCGTGTCATTCCGGTACTCTGCCTC
CATGGCGCTACTGATCGCAGCCATGATGAACGAGCTCGGTAAAGACTCGC
TTAAGCCAGATTTTTCTGTGGTTTATACCTATTGCCGGGGATGCCGGACC
GGACCGGATCGGCAGACGGCAGCCTGCGTTAGTCGGGCCTTAAAGCGTTG
CCGCTAGCACAAGGACAAGAATTTTATCGGAGAGGGTCGGGAACCATGCC
CACGCATGAAGGTTGCAGCGCAGCAATATCGACGGATCGCCTCGGAGCCC
GAATGCTGCATCCGCGAAGTGACTTTCGCCAAAGCAGCTATAGGATGGCC
CGGGGCTTGATTGCCGCCGTGCGATCAGCATAAGCGATCCATGGTCGCCA
AAATCTGTCATCCTTGGTAACAATCATGCAGCCGCTAAGGAAGATGTGCA
CGTCTGACGATGCTTTCTTCCGCACCCCATGCGCCGCTGACTCTGGTAGA
TTGACCGTGGCCTCCATTGCTCATCGTCTCGAAAAAGGACCCTCTGGTCG
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CCGCGCGGACTTCCGGGAATCGATTTGTCCCGTTATAGTGCAATGCAACA
GGCCGAATCGGCCGCTGTCAGCGTGCACAATCCGTTGAGGGAGCCCGACG
AGGCAATGAACGCTTTTGAAGCACAGCGCGCCTTTGAGGAGCAGCTCCGG
GCCCATGCCCGTTCTGCCCCCAGCGCCGCACCCATGCTGCGACGTTCCAC
GATCCGCATGATCCTCTACACCGAATTGCTGTTGCTCGACAGCATCGCAA
TTCTACTGGGGTTCTACATCGCGGCCTGCTCGCGCGACGGCAACTGGCTG
TCCCTTGCGGGCGTCAATGTCGGCATCTTCCTCCTGCCGATCACGCTCGG
CACCGCGCTCGCCAGCGGCACCTATTCGCTGAGCTGCCTGCGCTACCCGG
TCAGCGGGGTGAAGAGCATCTTCTCGGCGTTCTTCTTCTCGGTGTTCATC
GTGCTGCTGGGCAGCTACCTGCTCACCGCGGAGCTGCCGCTGTCGCGCCT
GCAGCTCGGCGAGGGCGTGCTCCTGGCGCTCAGCCTGGTGACGATCTGCC
GCCTTGGCTTCCGCTGGCACGTTCGTGCGCTGACACGCGGCACGCTGCTC
GACGAGCTGGTGATCGTCGACGGCGTTGCCCTGGAGGTCGCGAGCGGCGC
GGTCGCGCTCGATGCGCGCATCATCAACCTCACGCCCAACCCGCGCGATC
CGCAGATGCTGCATCGCCTCGGCACCACCGTGGTGGGCTTCGACCGGGTC
GTCGTCGCCTGCACCGAGGAGCACCGGGCAGTATGGGCGCTGCTGCTCAA
GGGCATGAACATCAAGGGCGAGATCCTCGTCCCCCAGTTCAACGCGCTGG
GCGCGATCGGCGTCGACTCCTATGAGGGCAAGGACACGCTGGTCGTGTCC
CAGGGCCCGCTCAACATGCCGAACCGCGCAAAGAAGCGGGCGCTCGATCT
GCTCATCACCGTCCCCGCGCTGGTCGCGCTGGCGCCGCTGATGATCGTGG
TCGCGATCCTGATCAAGCTGGAGAGCCCCGGCCCCGTCTTCTTCGCACAG
GACCGCGTCGGCCGCGGCAACCGACTGTTCAAGATCCTCAAGTTCCGCTC
GATGCGCGTTGCGCTCTGCGATGCGAACGGCAACGTCTCGGCCAGCCGCG
ATGACGATCGCATCACCAAGGTAGGCCGGATCATCCGCAAGACCAGCATC
GACGAGCTGCCGCAGCTGCTCAACGTGCTGCGCGGCGACATGAGCGTCGT
CGGCCCGCGCCCGCACGCACTCGGGTCGCGCGCCGCCAACCATCTCTTCT
GGGAAATCGACGAGCGCTACTGGCACCGCCACACGCTCAAGCCGGGCATG
ACGGGCCTCGCGCAGATCCGCGGCTTCCGCGGCGCGACCGATCGCCGCGT
CGATCTCACCAATCGCCTGCAGGCGGACATGGAGTATATCGACGGCTGGG
ACATCTGGCGGGACGTCACCATCCTGTTCAAGACGCTGCGCGTGATCGTG
CACTCCAACGCCTTCTGATCGCGGAGGGGAGCAACGCGAGCACCGCTTGG
TGCAAGAGCATTGACATCCGCCCTGCTTCTGCATTTGTCATTTTATCATT
GTCGTTGCGGGCCCGCCCGCGCCATGGGGGATTTTGAATGAAGGGTATCA
TCCTTGCGGGGGGCAGCGGCACGCGCCTCTACCCCGCAACGCTGTCGATC
TCGAAGCAGCTGCTTCCCGTCTATGACAAGCCGATGATCTTCTACCCCCT
GTCGGTGCTGATGCTCACGGGTATCCGGGACATCCTGATCATCTCCACCC
CGCGCGACCTGCCGATGTTCCAGGCGCTGCTCGGCGACGGTTCGGCATTC
GGCATCAACCTGAGCTATGCCGAACAGCCTTCGCCCAACGGCCTTGCGGA
AGCCTTCATCATCGGCGCCGATTTCGTCGGCAACGATCCCAGCGCGCTGA
TCCTCGGCGACAACATCTATCACGGTGAAAAGATGGGCGAGCGCTGCCAG
GCAGCTGCGGCCCAGGCATCGCAGGGCGGCGCGAACGTGTTCGCCTATCA
TGTCGACGATCCCGAGCGCTACGGCGTGGTCGCGTTCGATCCGGAGACGG
GCGTCGCTACCAGCGTCGAGGAAAAGCCGGCCAACCCCAAGTCCAATEGG
.GCGATCACCGGGCTTTATTTCTACGACAAGGACGTGGTCGACATCGCCAA
GTCGATCCAGCCCTCGGCGCGCGGCGAACTCGAGATCACCGACGTCAACC
GCATCTACATGGAGCGCGGCGACCTCCACATCACCCGGCTCGGTCGCGGC
TATGCCTGGCTCGACACCGGCACGCATGACAGCCTGCACGAGGCCGGCTC
GTTCGTCCGCACGCTGGAGCACCGCACCGGCGTGAAGATCGCCTGCCCGG
AGGAAATCGCCTTCGAGAGCGGCTGGCTGGGCGCCGACGATCTGCTCAAG

CGCGCCGCCGGCCTCGGCAAGACGGGGTATGCCGCCTATCTGCGCAAGCT
GGTAGCCGCGGCATGACCCAGGTGCATCACCACGCGCTATCGGGCGTCAT
CGCGGCTTCTTCTCCGAGG

CGAGTTCACCCCGCCCAAGTACGGCGATCAC
~GCGTCGAGGCGCGGTGGGTG

TGTTCAAGCAGTCCACGCTCGACGCCGAAGGC
CAGGACAATCAGAGCTTCTCGGCCGCACCGGGCACGATCCGCGGACTGCA
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CCTGCAGGCGCCGCCCTTCGCCCAGGCCAAGCTGGTGCGCGTGCTGCGCG
GCGCGATCTACGACGTCGCGGTCGACATTCGCCGCGGCTCGCCCACATAC
GGCCAGTGGGTCGGCGTCGAGCTTTCGGCGGACAAGTGGAACCAGCTGCT
GGTGCCGGCCGGCTATGCGCATGGCTTCATGACGCTCGTCCCGGATTGCG
AGATCCTCTACAAGGTCAGCGCCAAATATTCGAAGGAATCGGAGATGGCG
ATCCGCTGGGATGATCCCGATCTCGCCATCACCTGGCCGGACATCGGCGT
CGAGCCGGTGCTCTCCGAAAAGGACGCGGTCGCTACCCCGTTCGCCGAAT
TCAACACCCCCTTCTTCTATCAGGGCTGATCCATGCAGCAGACCTTCCTC
GTTACCGGCGGCGCCGGCTTCATCGGCTCGGCAGTGGTACGCCACCTCGT
TCGCCAGGGCGCGCGCGTCATCAATCTCGACAAGCTCACCTATGCGGGCA
ACCCGGCCTCGCTGACCGCGATCGAGAACGCCCCCAACTACCGCTTCGTC
CACGCCGATATCGCCGACACCGCGACGATCCTGCCGCTGCTGCGCGAAGA
GCAGGTCGACGTGGTGATGCACCTCGCCGCCGAGAGCCATGTCGATCGCT
CGATCGACGGCCCGGGCGAGTTCATCGAGACCAACGTCGTCGGCACCTTC
AAGCTGCTCCAGGCGGCGCTGCAATATTGGCGCGAGCTGGAAGGGGAGAA
GCGCGAGGCTTTCCGCTTCCACCACATTTCCACCGACGAGGTGTTCGGCG
ACCTGCCGTTCGACAGCGGCATCTTCACCGAAGAGACGCCCTATGATCCC
TCCTCGCCCTATTCGGCGTCGAAGGCGGCCAGCGACCATCTGGTCCGCGC
CTGGGGTCACACCTATGGCCTGCCCGTGGTGCTGTCGAACTGCTCGAACA
ATTACGGGCCGTTCCACTTCCCCGAGAAGCTGATCCCGCTGACCATCCTC
AACGCGCTGGAAGGCAAGCCCCTGCCCGTCTACGGCAAGGGCGAGAATAT
CCGCGACTGGCTGTACGTCGACGATCACGCCAAGGCGCTGGCGACGATCG
CCACGACCGGCAAGGTCGGCCAGAGCTACAATGTCGGCGGCCGCAACGAG
CGCACCAACCTGCAGGTCGTCGAGACGATCTGCGACCTGCTCGATCAGCG
CATTCCGCTGAAGGATGGCAAGAAGCGCCGCGAGCTGATCACCTTCGTCA
CCGATCGCCCCGGCCATGACCGCCGCTACGCGATCGACGCGACCAAGCTC
GAGACCGAACTGGGCTGGAAGGCCGAGGAGAATTTCGACACCGGCATCGC
CGCGACGATCGACTGGTATCTCGAGAATGAATGGTGGTGGGGTCCGATCC
GCTCCGGCAAATATGCCGGCGAGCGGTTGGGGCAGACCGCCTGATGCGCA
TCCTCGTCACCGGGCATGACGGCCAGGTCGCCCAGGCGCTGGGCGAACAG
GCGGAGGGCCATGAGCTGATCTTCACCAGCTATCCCGAGTTCGATCTCTC
CAAGCCGGAGACGATCGAGGCGGCGGTGGCGAAGATCCAGCCCGAGCTGA
TCGTGTCGGCGGCTGCGTATACGGCGGTCGACAAGTCCGAGAGCGAGCCC
GAGCTCGCCATGGCGATCAACGGCGACGGCCCCGGCGTACTGGCGCGCGC
GGGCGCGAAGATCGGCGCGCCGATCATCCATCTGTCGACCGACTATGTGT
TCGACGGCAGCCTGGACCGCCCGTGGCGCGAAGACGACCCCACCGGTCCG
CTCGGCGTCTATGGCGCCACCAAGCTGGCCGGCGAGCAAGCGGTGCAGGC
CTCGGGCGCGACCAACGCGGTGATCCGGCTCGCCTGGGTCTACAGCCCGT
TCGGCAACAACTTCGTCAAGACGATGCTGCGCCTCGCCGAGACGCGGGAC
ACGCTGAACGTGGTCGAGGACCAGCAGGGCTGCCCGAGCTCGGCGCTGGA
CATCGCCACGGCGATCCTCAAGGTCGTCGGCCACTGGCAGCAGAACGGCG
CCACCAGCGGCCTGTATCACTTCACCGGATCGGGCGAGACCAACTGGGCC
GACTTCGCGCGCGCGATCTTCGCGGAAAGCGCCAAGCACGGCGGTCCGAC
CGCCGAGGTGACCGGCATTCCGACCTCCGGCTACCCCACCCCGGCGAAGC
GCCCGGCCAATTCGCGGCTCAATTGCGACAAGTTCGCCGAAACCTTCGGC
TATCGTGCACCCGCCTGGCAGGACTCGGTGGCGGAAGTGGTAGGCCGCCT
CCTGGCATAAAATGCCCGGCCCGACCCTGTGCGCGGCGGGGTGGCTGCGC
ACTCCGGTCGGGTTTCATCGACATCGCCGGCTGCGGGGAGCATCACCGAT
GCTCCCCGATCAGCGCCAGGCCGTCACTTCCTGAACGGCGCGACCAGGGG

CTTGATCGTCTTGAACACGGCCTCACGCAGCGTCCGCACGGGCGCGGCGA

CGAGGTGATCGAACGCGAGCGTCATCCCGCTCACCCGCTGGGGTGCGACG
TCGCTGCGGATCTTGAACGATTCGACCACCTCGATATCGGAAACCAGCCG
CCCCTTGATGCGGTTGATGACATTCTCGCCATGCACCACCTGCBGCCATA
CCGGCCGCCCGGCGACCTGGGTGATCTTCCACTTCTGGCCCAGCTCATGA
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TGGGGCTTGGCCCAGATCGTCTCGACGCTGGCGAGATCGCGCTCGACCAG
CGAGGTGAACGGATTGCTGTGGTCCGCAGCGGTGTAGAGCCGGCCCTGGC
GCATCGCGATGCCCTGGGTGAAGTTCAGCACCGTCTGTGCCGGCGCATCC
TTCGCCGCGGCCTGCACCCGTGCCACGAAGTCGTTCGAAAGCGCGTCGTC
ATTGTCCAGCCGCGTGGTGACGATCAGCTGCTCGCCGGGCGTCGCCAGCG
CCTTCACGTCGTCCGCGATCATCGCCTTGTCGAACATCGCGACGTAGCGC
GGCGTGAAGTTGTAGATCTGCCGATCGCGCTCGATCCGCTCGCGGAACTC
GGCGGGGGTGTCCTTGTCGAAGTAGATGAGCCAGTGGAAGTTGCGCTCGG
TCTGGCCCGCGATGCTCGGCAGGCAGAACTGCTCGAACAGCCCGAAACGG
CGGTCGAGCCAACCCGGCGAATTGCGGATCGCCACCTCGCGGCCCGGGCT
GGCGATGTTGAAGCGCGTCAGGATCACGTGAAGCATCGGTTCGATCAGCC
CCGGTCTAGCAAAACGAAGAAAGCCCGGCCGCTACAACGGCCTTGTTCGA
ACAACGCGCAAGAAACAGGGTACACGCGAACGGCACGTTCGTCTTCGCCC
ACCCCGCTGGTTGCCGCCATTCCCACGAACGGTTACGGGATATTCCGGAA
CTGGGCAACCGGGGATTGCTGCACTGCGCAATGACACGCGGCCGGAATGA
CAAACGGCTTGCCGCCCGCGCCCCCCGCGCCTAACCCTCCGCCCGTGCCC
GACGCCCGTCCCGATCGCATTGCCACCGGCCTGGCGCTTCGCCTGTTCGC
CATTGCCTGCCTGTCGACCATGTCGGCGCTCATCAAGATGTCGGAACTGC
GCGGCGCCTCGCTGATCGAGACGATGTTCCACCGCCAGCTCTGGGCGGTG
CCGCTGGTCACCTTGTGGGTGGTGATGGGCCCGGGGCTCAAGTCGCTCAA
GACGCAGCGCTTCGGCGCGCATGTCTGGCGCACCGCGGTGGGCCTCACCG
GCATGATCTTCACCTTCGGCGCGGTGATCCTGCTGCCCCTGGCCGAGGCG
CAGACCTTCCAGTTCACCGTGCCCATCTTCGCCACGCTGCTCGGCGCGCT
GATCCTCGGCGAGCCGACCGGCCGGCATCGCTGGGGCGCAGTGATCGTCG
GCTTCCTCGGCGTGCTGATCGTCGTCCAGCCGGGCCGGGAAGCCATTCCG
ATCTTCGGCGCCTTCGTCGGGCTGATGGCGGCGTTGTTCGTCGCCATCGT
CGCGATCACGCTGCGGCAGATCACCCGCACCGAAAGCGCCGGCACCACCG
TCTTCTGGTTCTCGCTGCTCTCGGTGCCCGTGCTCGGCGCCATCTACGCG
TTCAACTTCCGTCCGCACGATGCCGAGACCTGGGCGATCCTCATCGCCAC
AGGACTGGTGGGCGGCGTCGGCCAGCTGGCGCTGACCGGTGCGATGCGCT
TCGCCCCCGTCTCGGCGGTGGTACCGATGGACTATTCGGGGCTGATCTGG
GCGACGCTCTACGGCTGGCTGCTGTTCGACGTGTTCCCGACCTTCTCGAC
CTGGCTCGGTGCGCCGGTGATCATCGCCAGCGGGCTCTACATCGTCTATC
GCGAGCAGAAGCTGGCCCGCGGCCAGGCTAGCTACGCCGAAACGCCACTA
TGAGGTTGTTGGCGGGCATCGCCACCCGCCGATCGAACACCAGGCCTTGC
GCCCCCGCCGCCGCGATCACCTCGTCCAGCAAGCGCAGCCCCCAGGCAGG
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