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Beschreibung

[0001] Riboflavin (Vitamin B,) wird von allen Pflanzen und vielen Mikroorganismen synthetisiert, wird aber
nicht von héheren Tieren erzeugt. Da es ein Vorlaufer von Coenzymen, wie Flavinadenindinucleotid und Fla-
vinmononucleotid ist, die fir die enzymatische Oxidation von Kohlenhydraten erforderlich sind, ist Riboflavin
fur den Grundstoffwechsel essentiell. Bei héheren Tieren kann eine ungenigende Menge an Riboflavin Haar-
verlust, Hautentziindungen, Sehstérungen und Wachstumsstérungen verursachen.

[0002] Riboflavin kann kommerziell entweder durch eine vollstdndige chemische Synthese ausgehend von
Ribose oder durch Fermentation mit den Pilzen Eremothecium ashbyii oder Ashbya gossypii (The Merck Index,
Windholz et al., Herausgeber, Merck & Co., S. 1183, 1983) erzeugt werden. Es wurde berichtet, dass Mutanten
von Bacillus subtilis, die durch Kontakt mit den Purinanaloga Azaguanin und Azaxanthin selektiert wurden, Ri-
boflavin in gewinnbaren Mengen erzeugen (U.S.-Patent Nr. 3 900 368, Enei et al., 1975). Im Allgemeinen se-
lektiert der Kontakt mit Purin oder Riboflavinanaloga deregulierte Mutanten, die eine erhéhte Riboflavinbiosyn-
these zeigen, da die Mutationen dem Mikroorganismus erlauben, das Analogon durch eine erhdhte Produktion
"auszustechen" (Matsui et al., Agric. Biol. Chem. 46: 2003, 1982). Es wurde auch Uber eine Purin erfordernde
Mutante von Saccharomyces cerevisiae berichtet, die Riboflavin erzeugt (U.S.-Patent Nr. 4 794 081, Kawai et
al., 1988). Rabinovich et al. (Genetika 14: 1696 (1978)) berichten, dass das Riboflavin-Operon (rib-Operon)
von B. subtilis in einem 7 Megadalton (Md) EcoRI-Fragment enthalten ist (spater als 6,3 Md-Fragment bezeich-
net von Chikindas et al., Mol. Genet. Mik. Virusol. Nr. 2: 20 (1987)). Es wird auch berichtet, dass die Amplifika-
tion des rib-Operons in E. coli erreicht werden kénnte, indem das Operon in ein Plasmid kloniert wird, das Am-
picillinresistenz beitragt und Bakterien, die das Plasmid enthalten, wachsenden Mengen an Antibiotikum aus-
gesetzt werden. Der einzige Hinweis auf die rib-Amplifikation ist ein gleichzeitiger Anstieg einer griin fluores-
zierenden Substanz im Medium; die Autoren prasentieren eine Anzahl alternativer Méglichkeiten aul3er einer
tatsachlichen Amplifikation des Operons, um das beobachtete Phanomen zu erklaren.

[0003] Die Franzdsische Patentanmeldung Nr. 2 546 907 von Stepanov et al. (veréffentlicht am 7. Dezember
1984) offenbart eine Methode zur Erzeugung von Riboflavin, bei der ein Mutantenstamm von B. subtilis ver-
wendet wird, der Azaguanin und Roseoflavin ausgesetzt wurde und der mit einem Plasmid transformiert wurde,
das eine Kopie des rib-Operons enthalt.

[0004] Morozov et al. (Mol. Genet. Mik. Virusol. Nr. 7: 42 (1984)) beschreiben die Kartierung des rib-Operons
von B. subtilis, indem die Fahigkeit von klonierten B.-subtilis-rib-Fragmenten, E.-coli-Riboflavinauxotrophe zu
komplementieren oder bei B.-subtilis-Riboflavinauxotrophen ein Markierungsgen zu isolieren, getestet wird.
Basierend auf den bekannten Funktionen der E.-coli-rib-Gene wurde das folgende Modell fur das B.-subti-
lis-Operon vorgeschlagen: ribG (das eine Deaminase codiert) — ribO (Kontrollelement) — ribB (eine Synthetase)
— ribF — ribA (eine GTP-Cyclohydrolase) — ribT/D (eine Reduktase bzw. Isomerase) — ribH (eine Synthetase).

[0005] Morozov et al. (Mol. Genet. Mik. Virusol. Nr. 11: 11 (1984)) beschreiben die Verwendung von Plasmi-
den, die das B.-subtilis-rib-Operon entweder mit Wildtyp-(ribO") oder konstitutiven (ribO 335) Operatorregionen
enthalten, um deren Fahigkeit, B.-subtilis-Riboflavinauxotrophe zu komplementieren, zu testen. Aufgrund der
Ergebnisse wurde ein revidiertes Modell des rib-Operons vorgeschlagen, bei dem nun ribO strom aufwarts aller
Strukturgene, einschlielich ribG, angeordnet ist und bei dem die Existenz eines zusatzlichen Operators hypo-
thetisch angenommen wird, das moglicherweise direkt stromaufwarts von ribA angeordnet ist.

[0006] Morozov et al. (Mol. Genet. Mik. Virusol. Nr. 12: 14 (1985)) berichten, dass das B.-subtilis-rib-Operon
insgesamt drei verschiedene Promotoren enthalt (zusatzlich zu einem vierten "Promotor”, der nur in E. coli ak-
tiv ist). Es wurde berichtet, dass der primare Promotor des Operons innerhalb der ribO-Region angeordnet ist,
wobei die zwei sekundaren Promotoren zwischen den ribB- und ribF-Genen bzw. innerhalb der Region der
ribTD- und ribH-Gene angegeben werden.

[0007] Chikindas et al. (Mol. Genet. Mik. Virusol. Nr. 2: 20 (1987)) schlagen eine Restriktionsenzymkarte fur
ein 6,3 Md DNA-Fragment vor, die das rib-Operon von B. subtilis enthalt. Es sind Stellen fir die Enzyme EcoRl,
Pstl, Sall, EcoRV, Pvull und Hindlll angegeben.

[0008] Chikindas et al. (Mol. Genet. Mik. Virusol. Nr. 4: 22 (1987)) berichten, dass alle Strukturgene des B.
subtilis-rib-Operons auf einem 2,8 Md Bglll-Hindlll-Fragment angeordnet sind und dass die Bglll-Stelle zwi-
schen dem primaren Promotor des Operons und der ribosomalen Bindungsstelle des ersten Strukturgens liegt.
Wie unten beschrieben, zeigen die Anmelder, dass diese Bglll-Stelle tatsachlich innerhalb des am weitesten
5' befindlichen 5' offenen Leserahmens des rib-Operons liegt, so dass das beschriebene 2,8 Md-Fragment
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nicht alle rib-Strukturgene enthalt. Im Gegensatz zu dem Bericht von Chikindas et al. enthalt das 1,3 Md
Bglll-Fragment nicht die ribosomale Bindungsstelle flir das erste Strukturgen; Insertionen an dieser Stelle fih-
ren zu einem Riboflavin-negativen Phanotyp. Demzufolge wirde jeder Versuch, diese Bglll-Stelle zu verwen-
den, um das rib-Operon gentechnisch zu erzeugen, um die Expression zu erhéhen, z. B., indem die regulato-
rische Region 5' durch einen starkeren Promotor ersetzt wird, tatsachlich die Integritat des ersten Strukturgens
und damit auch des Operons zerstoren.

[0009] Chikindas et al. (Dokl. Akad. Nauk. 5 SSSR 298: 997 (1988)) offenbaren ein weiteres Modell des B.
subtilis-rib-Operons, das den ersten Promotor, p,, und zwei kleinere Promotoren, p, und p,, enthalt:
ribO(p,)-ribG-ribB-p,-ribF-ribA-ribT-ribD-p,-ribH.

[0010] Wie vorher ist es unrichtig angegeben, dass das 1,3 Md Bglll-Fragment das gesamte erste Strukturgen
des Operons enthalt und dass diese proximale Bglll-Stelle innerhalb der primaren regulatorischen Region liegt.

[0011] Die vorliegende Erfindung ist auf Bakterien gerichtet, die Riboflavin tiberproduzieren. Die Erfindung
betrifft die Nucleotidsequenz des rib-Operons und seine offenen Leserahmen und rekombinante Bakterien, die
das rib-Operon enthalten. Genauer ist die Erfindung auf Bakterien gerichtet, die so mutiert wurden, dass ihre
Produktion von Riboflavin und/oder Purinen dereguliert ist, und Bakterien, denen Kopien des rib-Operons in-
sertiert wurden und innerhalb ihrer Chromosomen-DNA amplifiziert wurden. In einer Ausfuhrungsform kann
das rib-Operon selbst dereguliert werden, indem seine Kontrollregionen durch Sequenzen ersetzt werden, die
eine konstitutive oder ungesteuerte Expression zulassen. Die Bakterien, Operons und Sequenzen der Erfin-
dung kénnen verwendet werden, um groRe Mengen an Riboflavin durch Fermentation herzustellen.

[0012] Die vorliegende Erfindung wird mit Hilfe von spezifischen Beispielen erlautert, die unten angegeben
sind. Z. B. wird eine Mutante von B. subtilis 1A382, RB50::[pRF8].,(Ade"), hergestellt, die bezliglich der Ribo-
flavin- und Purinproduktion dereguliert ist und bei der das rib-Operon innerhalb des Chromosoms amplifiziert
ist. Diese Mutante kann mehr als 5 g/l Riboflavin nach 48 Stunden Fermentation in einem 14-I-Gefal} erzeugen.
Andere Bakterien werden beschrieben, bei denen die Riboflavinproduktion auf mehr als 10 g/l unter gleichen
Bedingungen erhoht ist.

[0013] Die Erfindung betrifft allgemein die Herstellung grolRer Mengen (mehr als 10 g/l) Riboflavin durch Kon-
struktion verschiedener Bakterienstdmme und das Wachstum bzw. die Anzucht dieser Bakterienstdmme in ei-
nem Medium und unter solchen Bedingungen, die zur Produktion von Riboflavin geeignet sind. Gemaf einem
ersten Aspekt betrifft die Erfindung ein rekombinantes Bakterium, das mindestens eine Kopie einer exogen ein-
gefihrten Nucleinsaure in ihrem Chromosom enthalt. Diese Nucleinsdure codiert ein oder mehrere Riboflavin-
biosyntheseproteine, ist vererbbar und kann von dem Bakterium exprimiert werden, so dass die Riboflavinbi-
osynthese des Bakteriums erhdht ist bezogen auf ein Bakterium, dem eine solche Sequenz fehit.

[0014] Unter "rekombinantem Bakterium" wird ein Bakterium verstanden, das eine oder mehrere Nucleinsau-
resequenzen von dem gleichen oder einem anderen Organismus enthalt an einer Stelle, an der diese Sequen-
zen naturlich nicht vorkommen und/oder in einer Kopienzabhl, in der sie naturlich nicht vorkommen. Der Aus-
druck schlief3t somit solche Bakterien ein, in denen zwei Kopien einer Nucleinsduresequenz, z. B. eines Gens
oder eines Operons, an einem Ort vorgesehen sind, der normalerweise nur eine Kopie dieser Sequenz auf-
weist. Sie schlief3t auch Bakterien ein, bei denen eine oder mehrere Kopien einer Nucleinsduresequenz an ei-
nem Ort eingefuhrt wurden, der normalerweise diese Sequenz nicht enthalt. Solche rekombinanten Bakterien
werden mit Standardgentechnik konstruiert.

[0015] Unter "exogen eingefihrt" wird verstanden, dass die Nucleinsaure in das Chromosom von einer Quelle
auflerhalb des Chromosoms mit irgendeiner Standardtechnik, einschlieRlich Gentechnik, Transformation und
Transfektion eingefiihrt wird. Sie schlief3t auch die Nachkommen solcher Bakterien ein, z. B. solcher Bakterien,
die durch Zellteilung eines urspringlich konstruierten, transformierten oder transfizierten Bakteriums erzeugt
wurden.

[0016] "Riboflavinbiosyntheseproteine" soll solche Peptide, Polypeptide oder Proteine einschlieRen, die direkt
an der Synthese von Riboflavin aus Guanosintriphosphat beteiligt sind. Diese Proteine kénnen identisch mit
solchen sein, die natirlich in einem Bakterium vorkommen und an der Synthese von Riboflavin in dem Bakte-
rium beteiligt sind. Alternativ kdnnen es Modifikationen solcher Proteine sein, z. B. kdnnen sie Modifikationen
enthalten, die die biologische Aktivitat des Proteins nicht wesentlich beeinflussen. Z. B. kann das nattrliche
Protein modifiziert werden, indem eine oder mehrere Aminosauren eingefiihrt oder ersetzt werden, bevorzugt
durch konservative Aminosauresubstitution oder indem nicht essentielle Bereiche des Proteins entfernt wer-
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den. Solche Modifikationen kénnen leicht mit Standardtechniken durchgefuhrt werden.

[0017] In einigen Ausfiihrungsformen enthalt das Bakterium zwei oder mehr Kopien der Nucleinsaurese-
quenz und die Nucleinsaure, die ein oder mehrere Riboflavinbiosyntheseproteine codiert, ist an mindestens
zwei Orten in dem Chromosom des Bakteriums vorhanden.

[0018] Unter "Ort" wird ein distinkter Chromosomenort bezogen auf ein Wildtyp-Bakterium verstanden, an
dem die Nucleinsaure, die die Biosyntheseproteine codiert, angeordnet ist. Z. B. kann eine solche Nucleinsau-
re an dem naturlich vorkommenden Ort fiir Gene, die solche Proteine codieren (d. h. ein rib locus) angeordnet
sein oder sie kann an einem von diesem Ort entfernten Ort angeordnet sein. Bevorzugt werden solche vonein-
ander entfernte Orte aus Bereichen der chromosomalen Nucleinsdure ausgewahlt, die flr das rekombinante
Bakterium nicht essentiell sind, z. B. Regionen, die Proteine codieren, die fir die Produktion von Riboflavin
nicht wesentlich sind. Beispiele fiur solche Regionen schlielen solche ein, die bestimmte extrazellulare Enzy-
me, wie Proteasen, codieren. Die Insertion an solchen Orten behindert eine wiinschenswerte Qualitat oder
Ausbeute nicht. Jeder Ort ist geeignet, solange die Funktion des Bakteriums im Hinblick auf die Riboflavinpro-
duktion nicht wesentlich beeinflusst wird.

[0019] In anderen Ausfihrungsformen ist die Nucleinsaure in einer Vielzahl von Kopien an einem oder meh-
reren Orten vorhanden und die Nucleinsaure ist an mindestens drei Orten innerhalb des Chromosoms vorhan-
den. Indem die Nucleinsdure an verschiedenen Orten eingefuhrt wird, kann die Gesamtzahl von Kopien der
Nucleinsaure innerhalb des Chromosoms erhdht werden. Das Erhéhen der Kopienzahl erhéht die Menge an
Riboflavinproduktion.

[0020] Allgemein werden die Riboflavinbiosyntheseproteine von einem oder mehreren rib-Genen codiert (z.
B. eines, dessen Inaktivierung ein Riboflavinauxotroph erzeugt), bevorzugt von mindestens flinf verschiedenen
rib-Genen, die durch die in Fig. 3 gezeigte Nucleotidsequenz identifizierbar sind. Bevorzugt werden mindes-
tens funf Kopien solcher Gene bereitgestellt. Unter "rib-Genen" werden solche Gene oder Teile von Genen ver-
standen, die Proteine codieren, die natirlich innerhalb eines Organismus auftreten oder eine ahnliche oder
gleiche Funktion wie solche Proteine zeigen, die an der biosynthetischen Umwandlung von Guanosintriphos-
phat in Riboflavin innerhalb eines Bakteriums beteiligt sind.

[0021] Gemal einem verwandten Aspekt liefert die Erfindung ein rekombinantes Bakterium, das eine Nucle-
insaure enthalt, die ein oder mehrere Riboflavinbiosyntheseproteine codiert, z. B. die Genprodukte, die als
ORF1 und ORF6 in Fig. 4 angegeben sind, wobei die Expression mindestens eines davon durch ein Trans-
kriptionselement kontrolliert wird, das nicht naturlicherweise mit der Nucleinsaure verbunden ist. Alternativ ent-
halt das rekombinante Bakterium ein oder mehrere rib-Gene oder Transkriptionseinheiten, deren Expression
durch ein Transkriptionselement kontrolliert wird, das nicht natirlicherweise mit dem rib-Gen verbunden ist.

[0022] Unter "Transkriptionselement” wird jede Nucleinsdure verstanden, die die Transkription der Nuclein-
saure stromabwarts des Transkriptionselements bewirkt (d. h. anschaltet). Beispiele fur solche Elemente
schlieBen Promotoren und Operatoren ein. Solche Transkriptionselemente sind natirlicherweise nicht mit der
Nucleinsaure verbunden, z. B. kdnnen es heterologe Transkriptionselemente sein. Das bedeutet, dass sie von
einer anderen Art oder Gattung von Bakterien oder anderen Organismen isoliert worden sein kénnen. Alterna-
tiv kann das Transkriptionselement eines sein, das naturlicherweise in dem Bakterium vorhanden ist, aber nor-
malerweise nicht mit einem rib-Gen assoziiert ist, mit dem es nun transkriptionell verbunden ist. Solche Ele-
mente schlielen nicht solche ein, die natlrlicherweise mit einem rib-Gen assoziiert sind.

[0023] In anderen Ausfiihrungsformen schliel3t das rekombinante Bakterium mindestens drei (oder mindes-
tens finf) rib-Gene ein und die Expression aller drei rib-Gene wird durch ein Transkriptionselement kontrolliert,
das naturlicherweise nicht mit diesen rib-Genen assoziiert ist; mindestens zwei Transkriptionselemente werden
bereitgestellt; die rib-Gene werden innerhalb des Chromosoms des rekombinanten Bakteriums vorgesehen;
das rekombinante Bakterium ist bezliglich der Riboflavingenexpression dereguliert und das Transkriptionsele-
ment ist ein Promotor. Z. B. ist der Promotor ein konstitutiver, wachstumsgesteuerter oder induzierbarer Pro-
motor, z. B. einer der mit dem SPO1-Phagen assoziiert ist und/oder ein veg-, amy- und sacQ-empfindlicher
Promotor, z. B. apr.

[0024] Unter "dereguliert" wird verstanden, dass das Ausmal der Riboflavinproduktion héher ist als das, das
bei einem Bakterium beobachtet wird mit natirlichen Riboflavinsteuersystemen (d. h. ein Wildtyp-Bakterium).
Beispiele fiir solche deregulierten Bakterien schlieen solche ein, die gegenlber verschiedenen Purinanaloga
oder Antagonisten resistent sind, wobei solche Analoga oder Antagonisten z. B. ausgewahlt sein kbénnen aus
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der Gruppe bestehend aus 8-Azaguanin, Psicofuranin, Decoyinin, 8-Azaxanthin, Sulfaguanin, 6-Thioguanin
und Methioninsulfoxid und/oder Riboflavinanaloga, z. B. Roseoflavin. Bevorzugte deregulierte Bakterien sind
resistent gegeniber mindestens den folgenden Purinanaloga oder Antagonisten 8-Azaguanin oder Decoyinin
und Roseoflavin.

[0025] In anderen spezifischen Ausflihrungsformen schlie3t mindestens eines der rib-Gene eine Ribosomen-
bindungsstelle ein, die nicht natiirlicherweise mit dem rib-Gen assoziiert ist; die rib-Gene sind an zwei Stellen
innerhalb des Chromosoms vorhanden und die rib-Gene sind in einer Vielzahl von Kopien innerhalb des Chro-
mosoms vorhanden. In bevorzugteren Ausfliihrungsformen sind die rib-Gene Bacillus-rib-Gene, z. B. ORF3
und ORF4, wie in Fig. 4 gezeigt, und das Transkriptionselement ist in einem Bereich 5'-stromaufwarts von
ORF3 oder ORF5 angeordnet und die rib-Gene sind ausgewahlt aus B-Riboflavinsynthase codierendem Gen,
ORF2, ORF3, ORF4 und ORF5 und das Bakterium gehdrt zu einer Art von Escherichia, z. B. E. coli, Bacillus,
z. B. B. subtilis, Klebsiella oder Cornyebacterium.

[0026] Gemal einem weiteren verwandten Aspekt liefert die Erfindung eine Nucleinsaure, die finf oder mehr
rib-Gene enthalt, deren Expression von einem Transkriptionselement kontrolliert wird, das nicht natirlicherwei-
se mit diesem rib-Gen assoziiert ist.

[0027] Gemal einem weiteren Aspekt offenbart das Patent einen Vektor, der als erstes eine Nucleinsaurese-
quenz bakteriellen Ursprungs, insbesondere aus Bacillus, wobei B. subtilis bevorzugt ist, oder aus E. coli oder
aus Hefe, die ein oder mehrere Riboflavinbiosyntheseproteine, wobei mindestens flinf bevorzugt sind, codiert
und als zweites ein oder mehrere, wobei ein oder zwei bevorzugt sind, Transkriptionselemente, die nicht na-
turlicherweise mit dieser Nucleinsduresequenz verbunden sind, umfasst. Solche Vektoren sind bevorzugt, bei
denen die Transkriptionselemente wie bereits oben angegeben sind. Weiter bevorzugt sind Vektoren, wie in
den Beispielen angegeben, z. B. pRF50, pRF69, pRF70, pRF71, pRF78, pRF81 und/oder pRF89.

[0028] Das Patent offenbart ein rekombinantes Bakterium, das ein Bakterium umfasst, das mit einem Vektor,
wie oben angegeben, transformiert wurde, wodurch mindestens eine Kopie, bevorzugt eine Vielzahl von Kopi-
en, der Nucleinsduresequenz mit den Transkriptionselementen an einem oder mehreren Orten in dem Chro-
mosom eingefthrt wurde und wobei die Nucleinsauresequenz, die die Transkriptionselemente einschlief3t, ver-
erbbar ist und von dem Bakterium exprimiert werden kann, so dass die Riboflavinbiosynthese des Bakteriums
erhdht ist verglichen mit einem Bakterium, dem eine solche Nucleinsauresequenz mit Transkriptionselementen
fehlt. Die Einfihrung an ein oder zwei solchen Orten ist bevorzugt. Weiterhin sind rekombinante Bakterien be-
vorzugt, bei denen das Bakterium, das transformiert ist, bereits bezliglich der Riboflavingenexpression dere-
guliert ist. Von diesen deregulierten Bakterien sind E. coli oder Bacillus, insbesondere B.-subtilis—Stdmme be-
vorzugt, wobei die B.-subtilis-Stdmme RB50 und RB58 besonders bevorzugt sind.

[0029] Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung eines rekombinanten Bakteriums, bei dem ein
Bakterium, insbesondere ein solches, wie oben angegeben, mit einem Vektor transformiert wird, der eine Nu-
cleinsauresequenz bakteriellen Ursprungs oder aus Hefe enthalt, die ein oder mehrere Riboflavinbiosynthese-
proteine codiert oder einen Vektor, wie oben angegeben, bei dem mindestens eine Kopie, bevorzugt eine
Mehrzahl von Kopien der Nucleinsauresequenz, die gegebenenfalls Transkriptionselemente enthalt, an einem
oder mehreren, bevorzugt ein oder zwei Orten in dem Chromosom eingefiihrt wird und die Nucleinsaure, die
gegebenenfalls Transkriptionselemente enthalt, vererbbar ist und von den Bakterien exprimiert werden kann,
so dass die Riboflavinbiosynthese des Bakteriums erhoht ist bezogen auf ein Bakterium, dem diese Nuclein-
sauresequenz, die gegebenenfalls Transkriptionselemente enthalt, fehlt.

[0030] Die Erfindung betrifft auch Bakterien, wie oben angegeben, bei denen ein oder mehrere Transkripti-
onselemente, die naturlicherweise mit den rib-Biosynthesegenen in dem Chromosom dieser Bakterien verbun-
den sind, durch Transkriptionselemente, wie oben angegeben, ersetzt sind. Solche Ersetzungen kénnen auf
Basis der Beschreibung der vorliegenden Erfindung und mit im Stand der Technik bekannten Methoden erfol-
gen.

[0031] Gemal einem weiteren Aspekt liefert die Erfindung eine Methode oder ein Verfahren zur Herstellung
von Riboflavin. Das Verfahren schlielt ein, dass man Zellen, insbesondere rekombinante Bakterien, wie oben
spezifisch erwahnt, unter geeigneten Wachstumsbedingungen ziichtet. Solche geeigneten Wachstumsbedin-
gungen sind dadurch gekennzeichnet, dass die Verfiigbarkeit einer Komponente des Wachstumsmediums
und/oder des Nahrmediums in solcher Weise limitiert ist, dass aerobe Bedingungen fiir das Wachstum des re-
kombinanten Bakteriums erhalten bleiben. Solche Bedingungen kénnen auch z. B. dadurch gekennzeichnet
werden, dass der Gehalt an geléstem Sauerstoff auf einer Konzentration zwischen etwa 5 und 30% gehalten
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wird. Dem Fachmann auf diesem Gebiet ist die Tatsache bekannt, dass solche Gehalte an geléstem Sauerstoff
variieren kdnnen abhangig von der spezifischen technischen Ausstattung, die fiir das Zichten solcher rekom-
binanten Bakterien verwendet wird und davon, wie diese Konzentration an geldstem Sauerstoff gemessen
wird. Unter anaeroben Bedingungen ist die Synthese von Riboflavin vermindert. In einigen Ausfiihrungsformen
wird die limitierende Komponente ausgewahlt aus einer Kohlenstoffquelle, einer Stickstoffquelle oder einer
Komponente, die die Zellen erfordern (z. B. im Nahrmedium). Wenn z. B. die Zellen auxotroph sind, z. B. be-
zuglich Methionin, kann ein begrenzender Gehalt an Methionin in dem Wachstumsmedium bereitgestellt wer-
den. In einem weiteren Beispiel kdnnte eine solche Komponente Glucose oder eine Carbonsaure, z. B. eine
Saure des Citronensaurezyklus, z. B. Citronensaure oder Bernsteinsaure, oder eine Aminosaure sein.

[0032] Gemal einem verwandten Aspekt liefert die Erfindung eine weitere Methode, um die Produktion an
Riboflavin in einem Bakterium zu erhéhen. Bei dieser Methode ist der verwendete Bakterienstamm beziiglich
der Riboflavinproduktion dereguliert. Mehr als eine Kopie einer Nucleinsequenz, die ein oder mehrere Ribofla-
vinbiosyntheseproteine codiert, wird in die Chromosomen-DNA dieses Bakteriums eingefuhrt. Bevorzugt wird
das fur diese Methode verwendete Bakterium aus einem der oben beschriebenen ausgewahlt. Die Erfindung
betrifft auch eine Methode zur Herstellung von Riboflavin, indem ein rekombinantes Bakterium geziichtet wird,
das mit einem Verfahren, wie oben angegeben, unter den ebenfalls oben angegebenen Bedingungen erhalten
wurde.

[0033] GemaR weiteren Aspekten der Erfindung werden gereinigte Nucleinsdure und das rekombinante Po-
lypeptidprodukt einer solchen Nucleinsdure bereitgestellt. Allgemein besteht die gereinigte Nucleinsaure im
Wesentlichen aus dem gesamten oder einem Teil des rib-Operons, z. B. den spezifischen offenen Leserah-
men, die in Fig. 3 gezeigt sind. Eine solche gereinigte Nucleinsdure kann in einem Vektor, z. B. einem Plasmid,
Phagen oder Cosmid bereitgestellt werden oder kann in dem Chromosom eines Bakteriums integriert sein.
Diese Nucleinsaure wird von der Nucleinsaure, mit der sie natirlicherweise verbunden ist, getrennt. Z. B. kon-
nen 6,5 kb der Nucleinsaure, die das gesamte rib-Operon codiert, in ein Bacillus-subtilis-Chromosom insertiert
werden an einem Ort, der von dem Ort verschieden ist, an dem die 6,5-kb-DNA normalerweise vorhanden ist.
Unter rekombinantem Polypeptid wird ein biologisch aktives Protein verstanden, das frei ist von fremdem Po-
lypeptid (d. h. nicht mit einem heterologen Polypeptid fusioniert ist) mit einer enzymatischen Aktivitat, die der
eines naturlich erzeugten Polypeptids aquivalent ist.

[0034] Weitere Merkmale und Vorteile der Erfindung ergeben sich aus der folgenden Beschreibung der be-
vorzugten Ausfihrungsformen und aus den Ansprichen.

[0035] Zuerst werden kurz die Zeichnungen beschrieben:

[0036] Fia. 1. Der Riboflavinbiosyntheseweg, modifiziert von Keller et al., Biochem. 27: 1117 (1988). Die ge-
zeigten entsprechenden Zwischenprodukte sind die, die von E. coli erzeugt werden (die wahrscheinlich die
gleichen sind, die von B. subtilis erzeugt werden): Struktur 1, Guanosintriphosphat (GTP); Struktur 2: 2,5-Dia-
mino-6-(ribosylamino)-4-(3H)pyrimidinon-5'-phosphat; Struktur 3: 5-Amino-6-(ribosylamino)-2,4-(1H,3H)-pyri-
midindion-5'-phosphat; Struktur 4: 5-Amino-6-(ribitylamino)-2,4-(1H,3H)-pyrimidindion-5'-phosphat; Struktur 5:
6,7-Dimethyl-8-ribityllumazin; Struktur 6: Riboflavin. Die biosynthetischen Enzyme, die angegeben sind, sind
die, die von B. subtilis codiert werden (GTP-Cyclohydrolase, a- und p-Untereinheiten von Riboflavinsynthase)
oder solche, von denen vorgeschlagen wird, dass sie von B. subtilis codiert werden (eine rib-spezifische Dea-
minase und eine rib-spezifische Reductase).

[0037] Fig. 2. Schematische Darstellung der Purinbiosynthese. Der Purinbiosyntheseweg mit dem Teil, der
fur die Riboflavinbiosynthese verantwortlich ist, ist dargestellt. Die einzelnen Enzyme des Stoffwechselwegs
sind durch ihre Gensymbole angegeben (E.-coli-Nomenklatur). Die Abkirzungen sind wie folgt: PRPP: Phos-
phoribosylpyrophosphat; GAR: Glycinamidribonucleotid; pur: GAR-Formyltransferase; PRA: Phosphoribosyl-
amin; purA: Adenylosuccinatsynthetase; purB: Adenylosuccinatsynthetase; FGAR: Formylglycinamidribonuc-
leotid; SAICAR: Aminoimidazolsuccinocarboxamidribonucleotid; purC: SAICAR-Synthetase; FGAM: Formyl-
glycinamidinribonucleotid; purD: GAR-Synthetase; AIR: Aminoimidazolribonucleotid; purkE: AIR-Carboxylase;
CAIR: Carboxyaminoimidazolribonucleotid; purF: PRPP-Amidotransferase; AICAR: Aminoimidazolcarboxami-
dribonucleotid; purH: AICAR-Formyltransferase; purJ: Inosinmonophosphat(IMP)cyclohydrolase; FAICAR:
Formamidoimidazolcarboxamidribonucleotid; purL: FGAR-Amidotransferase: guaA, Guanosinmonophos-
phat(GMP)-synthetase; purM: AIR-Synthetase; guaB: IMP-Dehydrogenase.

[0038] Fig.3. Das vollstandige Nucleotid und die abgeleiteten Aminosauresequenzen des B.-subti-
lis-rib-Operons. Die Nucleotidsequenz wurde durch Didesoxysequenzierung von M13-Klonen bestimmt. Die
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abgeleitete Aminosauresequenz ist im Ein-Buchstaben-Code angegeben (Lehninger, Biochemistry, 2. Ausga-
be, Worth Publishers, Inc., New York, Seite 72).

[0039] Fig. 4. Eine schematische Darstellung des rib-Gen-Clusters. Das obere Diagramm ist die Restriktions-
endonucleasekarte des klonierten 10 kb EcoRI-DNA-Fragments in Plasmid pRF2, das das B.-subtilis-rib-Ope-
ron enthalt. Die Homologie mit der 54-mer-Sonde, die fiir das Riboflavinsynthasegen spezifisch ist, ist durch
einen festen Balken dargestellt. Der schraffierte Kasten zeigt Rib*-klonierte DNA, wahrend die diinne schwarze
Linie pBR322-DNA zeigt. Das untere Diagramm basiert auf der vollstdndigen Nucleotidsequenz des
6,0-kb-Fragments, in dem das rib-Operon lokalisiert wurde. Die offenen Leserahmen sind durch offene Kast-
chen dargestellt, wobei Pfeile die Richtung der Transkription zeigen und geschlossene Kastchen zeigen die
mutmaRlichen Ribosomenbindungsstellen. Wahrscheinliche a*-Promotorregionen sind gezeigt. Identifizierte
rho-unabhangige Transkriptionsterminationsstellen sind durch ein "Haarnadelsymbol" gezeigt. Es sind nicht
alle Restriktionsstellen angegeben.

[0040] Fig.5. Stammbaum des Stamms RBS50. Die Abstammung des Riboflavin Uberproduzierenden
Stamms von B. subtilis, RB50, ist dargestellt. Die verschiedenen Elternstdmme wurden Riboflavin und Purina-
naloga ausgesetzt, um geeignete Mutationen auszuwahlen.

[0041] Fig. 6. Die Urspriinge von rib*-rekombinanten Plasmiden. Ein schematisches Diagramm der Erzeu-
gung der rekombinanten Plasmide pRF1, pRF2, pRF3, pRF6 und pRF7, die das rib-Operon enthalten, wird
dargestellt. Eine Bibliothek mit der GroRe nach ausgewahlten 9 bis 11 kb-Fragmenten von B.-subtilis-DNA wur-
de verwendet, um eine Genbibliothek in E.-coli-Plasmidvektoren zu erzeugen. Die Klone wurden ausgewahlt
durch Hybridisierung mit der 54-mer-Sonde, die fir die B-Untereinheit des Riboflavinsynthasegens spezifisch
ist.

[0042] Fig. 7. Stammbaum von B. subtilis RB53::[pRF8],,. Das Plasmid pRF8 wurde in das Chromosom des
Zwischenstamms RB52 integriert und amplifiziert; der entstehende Stamm wurde dem Purinanalogon Azagu-
anin ausgesetzt.

[0043] Fiq. 8. Identifikation von Regionen, die fur die Riboflavinbiosynthese essentiell sind, unter Verwen-
dung von Insertionen und Deletionen. Ein Diagramm des klonierten EcoRI-DNA-Fragmentes mit 10 kb ist ge-
zeigt, wobei die Regionen, die fur die Riboflavinbiosynthese essentiell sind, angegeben sind. Insertionen und
Deletionen an den angegebenen Restriktionsstellen ermdglichten die Lokalisierung des rib-Operons. Es sind
nicht alle Restriktionsstellen gezeigt.

[0044] Fig. 9. Haarnadelstrukturen der méglichen rho-unabhangigen Transkriptionsterminationsstellen. lhre
Anordnungen in der Nucleotidsequenz von Fig. 3 sind unten fur jede Struktur gezeigt. Es ist auch die freie En-
ergie der Bildung gezeigt, die gemaf Tinoco et al. bestimmt wurde (Nature (London) New Biology 246: 40
(1973)).

[0045] Fig. 10. Struktur verschiedener Plasmidderivate, die mit S-30 fir in-vitro-gekuppelte Transkripti-
ons/Translationsreaktionen verwendet werden. Ein schematisches Diagramm der rib-Operon-Regionen wird
gezeigt, die in den Plasmidderivaten enthalten sind, die in den S-30-Reaktionen verwendet werden, ebenso
wie die offenen Leserahmen, die gemaR Vorhersage exprimiert werden sollen.

[0046] Fig. 11. Vergleich von Riboflavinproduktionskurven. Riboflavinproduktionskurven fiir verschiedene
Fermentationsprotokolle sind gezeigt.

Offene Quadrate: RBF-14 unter Verwendung von
RB50::[pRF8],(Ade").

Geflllte Quadrate: RBF-22 unter Verwendung von
RB50::[pRF8],(Ade").

Offene Kreise: RBF-23 unter Verwendung von
RB50::[pRF8],(Ade").

Gefilllte Kreise: RBF-29 unter Verwendung von

RB50::[pRF8]¢,(Ade™).
[0047] Fig. 12. Konstruktion von pRF40.

[0048] Fig. 13. Konstruktion von pRF50.
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[0049] Fig. 14, Fig. 15 und Fig. 16. Struktur verschiedener Vektoren.

[0050] Fig. 17. 55-mer, das fur die Plasmidkonstruktion verwendet wird.
[0051] Fig. 18. Verschiedene Oligonucleotide, die flirr die Vektorkonstruktion verwendet werden.

[0052] Bei der Durchfiihrung der vorliegenden Erfindung werden Bakterienstdmme abgeleitet, die eine oder
mehrere Mutationen in Genen des Riboflavinbiosynthesewegs oder im Biosyntheseweg verschiedener Purine
enthalten, wobei die Mutationen zu einer Riboflaviniberproduktion fihren. In einer Ausfuhrungsform fihrten
diese Mutationen zu einer Riboflaviniberproduktion, indem Stufen im Riboflavinbiosyntheseweg dereguliert
wurden. In einer anderen Ausfuhrungsform erhéhen die Mutationen die Riboflavinproduktion, indem sie bei der
Verwendung flr einen alternativen metabolischen Weg eine Hemmung eines Vorlaufers der Riboflavinbiosyn-
these verursachen.

[0053] In einer spezifischen Ausfihrungsform kénnen gewlinschte Mutationen im genetischen Hintergrund
der Wirtsbakterien induziert werden, indem sie Analogen von Purin oder Riboflavin ausgesetzt werden, die mit
ihren authentischen Gegenstlicken im Stoffwechselweg des Wirts konkurrieren; Bakterien, die eine solche Ex-
position Uberleben, werden Mutationen aufweisen, die es ihnen erlauben, das urspringliche Gegenstiick zu
dem Analogon Uberzuproduzieren, und damit das Purin- oder Riboflavinanalogon "auszustechen", das an-
sonsten letal ware. Die Biosynthese von Riboflavin in B. subtilis beginnt mit Guanosintriphosphat (Fig. 1, Struk-
turformel 1). Guanosintriphosphat (GTP) ist iber Guanosinmonophosphat (GMP) ein Produkt des Purinbiosyn-
thesewegs (Fig. 2). In einer bevorzugten Ausfihrungsform kann man, um einen Wirkstamm zu erhalten, der
Riboflavin Gberproduziert, die klassische Genetik verwenden, um sowohl die Menge an GTP, die die Zellen pro-
duzieren, zu erhdhen, als auch den Riboflavinweg zu deregulieren. Die Purintiberproduktion in B. subtilis kann
erreicht werden, indem Mutanten erhalten werden, die gegenuber Purinanaloga oder Antagonisten resistent
sind. Beispiele flr einige Purinanaloga, die verwendet werden kénnen, schlielsen 8-Azaguanin (Ishii und Shiio,
Agric. Biol. Chem., 36: 1511, 1972; Konishi und Shiro, Agric. Biol. Chem., 32: 396, 1968), Psicofuranin und
Decoyinin (Matsui et al., Agric. Biol. Chem., 43: 1739, 1979; Matsui et al., Agric. Biol. Chem., 43: 393, 1979),
8-Azaxanthin, Sulfaguanin, 6-Thioguanin (Debabov, V. G. in The Molecular Biology of the Bacilli, Bd. 1, Bacillus
subtilis, D. A. Dubnau, Herausgeber (Academic Press, New York), Seiten 331-370, 1982) und andere,
und/oder den Antagonisten Methioninsulfoxid (Matsui et al., App. Env. Microbiol., 34: 337, 1977) und irgendei-
ne Kombination davon ein, ohne darauf beschrankt zu sein.

[0054] Der Riboflavinweg kann dereguliert werden, indem Mutanten erhalten werden, die gegen ein Ribofla-
vinanalogon resistent sind. Ein Beispiel eines Riboflavinanalogons, das verwendet werden kann, ist Roseofla-
vin (Matsui et al., Agric. Biol. Chem. 46: 2003, 1982).

[0055] In einer spezifischen Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung kénnen Bakterien, die durch Muta-
tionen gegenuber den Analoga Azaguanin, Decoyinin und Roseoflavin resistent sind, verwendet werden. Spe-
zifische Mutanten, die gegen jede dieser Verbindungen resistent sind, werden unten beschrieben. Bakterien
mit Mutationen, die sie resistent gegenuiber anderen Analoga machen, kénnen auch verwendet werden. Es
wird auch als im Schutzbereich der vorliegenden Erfindung liegend angesehen, Bakterien mit verschiedenen
Mutationen zu verwenden, die eine Resistenz gegeniiber diesen Analoga erzeugen, oder verschiedene Kom-
binationen dieser Mutationen, entweder in Kombination, mit oder ohne verschiedene Mutationen gegentiber
anderen Analoga zu verwenden.

[0056] Wenn der Kontakt mit dem Analog alleine keine resistenten Mutanten in ausreichender Haufigkeit er-
zeugt, kdnnen verschiedene Mutagene verwendet werden, um die Mutationshaufigkeit allgemein zu erhéhen
und damit die Anzahl von Analogresistenten Mutanten zu erhdhen. Als ein Beispiel kann Ethylmethylsulfonat
verwendet werden, aber andere Mutagene kénnen auch verwendet werden, unter anderem Nitrosoguanidin
oder UV-Strahlung, ohne darauf beschrankt zu sein.

[0057] Geeignete Bakterienwirte schlieRen alle Bacilli-Arten (einschlieBlich B. subtilis in einer bevorzugten
Ausfuhrungsform), E. coli und viele andere Gram-positive und Gram-negative Bakterien ein. Arten, die die Pro-
motorsequenzen des klonierten rib-Operons, das in ihr Genom eingesetzt werden soll, erkennen kénnen, sind
zur Verwendung geeignet. Die unten beschriebenen Plasmide kénnen verwendet werden, um rib-Gene in an-
dere Bakterien mit Standardverfahren einzufuhren, z. B. mit Transformation. Die Expression der insertierten
rib-Gene kann durch Spektroskopie, wie unten beschrieben, bestimmt werden oder durch Beobachtung der
Bakterien unter UV-Licht, wie unten beschrieben.
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[0058] Zusatzlich zur Erzeugung von Mutationen durch Kontakt mit Purin- oder Riboflavinanaloga kénnen
Bakterienstdmme, die bereits Mutationen enthalten, von denen bekannt ist, dass sie deren Purin- oder Ribo-
flavinbiosyntheseweg beeinflussen, verwendet werden. Z. B. verwendet die vorliegende Erfindung B. subtilis
Stamm 1A382, der die Mutation pur-60 enthalt, was ihn auxotroph fiir Adenin macht, ohne darauf beschrankt
zu sein. Da diese Mutation die Verwertung des Riboflavinvorlaufers Inosinmonophosphat (IMP) auf einem an-
deren Stoffwechselweg als der Riboflavinerzeugung blockiert, sind erh6hte Mengen an IMP fiir die Riboflavin-
biosynthese verfligbar, wodurch die Riboflavinproduktion erhéht wird. Es gibt viele andere Mutationen, die ver-
wendet werden kénnen, um potenziell die Riboflavinproduktion zu erhéhen, unter anderem guaC3, his™ und
andere, ohne darauf beschrankt zu sein, die im Schutzbereich der vorliegenden Erfindung enthalten sind. Die
guaC3-Mutation verhindert die Umwandlung von GMP zuriick in IMP (siehe Fig. 2), was die Menge an verflug-
baren Riboflavin-Biosynthesevorlaufern erhéht.

[0059] Geeignete Mutationen, die die Riboflaviniberproduktion beeinflussen, kdnnen mit verschiedenen Me-
thoden, die im Stand der Technik bekannt sind, kartiert werden. In einer spezifischen Ausfihrungsform kann
eine Mutation durch Erganzung auxotropher Mutanten kartiert werden.

[0060] Die Riboflavinbiosynthesegene von verschiedenen Bakterien kdnnen fiir die Verwendung in der vor-
liegenden Erfindung kloniert werden. Hefe- oder Bakterienzellen von Arten einschlief3lich der Gattung Bacillus,
E. coli und viele andere Gram-positive und Gram-negative Bakterien kdnnen potenziell als Nucleinsaurequelle
fur das molekulare Klonieren des rib-Operons dienen, ohne darauf beschrankt zu sein. Die DNA, die das
rib-Operon enthalt, kann mit Standardverfahren, die im Stand der Technik bekannt sind, erhalten werden, z. B.
aus einer DNA-Bibliothek, die hergestellt wird, indem Chromosomen-DNA oder Fragmente davon kloniert wer-
den, aus der gewlinschten Bakterienzelle gewonnen werden und zur Vermehrung des Gens in einen geeigne-
ten Vektor eingesetzt werden. (Siehe z. B. Maniatis et al., 1982, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York; D. M. Glover (Herausgeber), 1982, DNA Cloning: A
Practical Approach, MRL Press, Ltd., Oxford, G. B., Bd. |, II).

[0061] Bei der molekularen Klonierung des Gens aus Chromosomen-DNA werden Fragmente erzeugt, von
denen einige das gewiinschte rib-Operon codieren. Die DNA kann an spezifischen Stellen unter Verwendung
verschiedener Restriktionsenzyme gespalten werden. Alternativ kann man DNAse in Gegenwart von Mangan
verwenden, um die DNA zu fragmentieren oder die DNA kann physikalisch durch Schereinwirkung behandelt
werden, z. B. durch Beschallung. Die linearen DNA-Fragmente kdnnen dann der GréRe nach mit Standard-
techniken aufgetrennt werden, unter anderem mit Agarose- und Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Dichte-
gradientenzentrifugation, ohne darauf beschrankt zu sein.

[0062] Sobald die DNA-Fragmente erzeugt sind, werden DNA-Bibliotheken erstellt unter Verwendung eines
geeigneten Klonierungs- und/oder Expressionsvektors. Eine groRe Anzahl von Vektor-Wirt-Systemen, die im
Stand der Technik bekannt sind, kann verwendet werden. Mdgliche Vektoren schlielen Plasmide oder modifi-
zierte Viren ein, ohne darauf beschrankt zu sein, aber das Vektorsystem muss mit der verwendeten Wirtszelle
kompatibel sein. Fir E. coli schlie3en solche Vektoren unter anderem Bakteriophagen, wie A-Derivate, Plas-
mide mit hoher Kopienzahl wie pBR322 oder pUC-Plasmide oder Plasmide mit geringer Kopienzahl, die von
Pseudomonas-Plasmid RK2 stammen, ein, ohne darauf beschrankt zu sein. Fiur Bacillus schlie3en solche Vek-
toren unter anderem Bakteriophagen, wie p11 (Dean et al., J. Virol. 20: 339, 1976; Kawamura et al., Gene 5:
87, 1979) oder A105-Derivate (lijima et al., Gene 9: 115, 1980; Errington, J. Gen. Microbiology 130: 2615,
1984; Dhaese et al., Gene 32: 181, 1984; J. Errington in Bacillus Molecular Biology and Biotechnology Appli-
cations, A. T. Ganesan und J. A. Hoch, Herausgeber (Academic Press, New York), Seite 217, 1986), Plasmide
mit hoher Kopienzahl wie pUB110 (Ehrlich, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 74: 1680, 1977) oder pBD64 oder Plas-
mide mit geringer Kopienzahl wie pE194-Derivate (T. J. Gryczan in The Molecular Biology of the Bacilli, D. A.
Dubnau, Herausgeber (Academic Press, New York), Seiten 307-329, 1982; Horinouchi und Weisblum, J. Bac-
teriol. 150: 804, 1982) ein, ohne darauf beschrankt zu sein. Rekombinante Molekile kénnen in Wirtszellen
durch Transformation, Transfektion, Protoplastenbildung, Infektion, Elektroporation etc. eingefuihrt werden.

[0063] Sobald die DNA-Bibliotheken erzeugt sind, kann die Identifizierung der spezifischen Klone, die rekom-
binante DNA mit dem rib-Operon beinhalten, auf einer Vielzahl von Wegen erreicht werden (wie z. B. bei Ma-
niatis et al., oben, beschrieben). Wenn z. B. eine Menge des Operons oder ein Fragment davon aus einer an-
deren Bakterienquelle verflgbar ist (z. B. von E. coli) und ausreichend homolog ist zu den Riboflavinbiosyn-
thesegenen von Bacillus, um damit zu hybridisieren, kann diese DNA gereinigt und markiert werden und die
erzeugte Bibliothek von DNA-Fragmenten kann durch Nucleinsaurehybridisierung mit markierten Sonden ge-
screent werden (W. Genton und R. Davis, 1977, Science 196: 180; M. Grunstein und D. Hogness, 1975, Proc.
Natl. Acad. Sci., USA, 72: 3961). Alternativ kdnnen Sequenzen, die offene Leserahmen des endogenen

9/71



DE 690 33616 T3 2008.07.03

rib-Operons oder Untersequenzen davon mit etwa 10, bevorzugt 15 oder mehr Nucleotiden umfassen, als Hy-
bridisierungssonden verwendet werden. Solche Sonden kénnen synthetisch hergestellt werden, basierend auf
einem Teil der Nucleinsaure- oder Aminosauresequenz (wovon Beispiele unten angegeben sind) oder eines
Genprodukts, von dem bekannt ist, dass es von dem Operon codiert wird ("reverse Genetik"). Wenn eine ge-
reinigte rib-Operonspezifische Sonde nicht verflugbar ist, kdnnen klonierte Genbibliotheken von Restriktions-
fragmenten (z. B. von einem teilweisen Sau3A-Verdau) in Bakterien erstellt werden, insbesondere B. subtilis
oder E. coli, und die rib-Operon-haltigen rekombinanten Klone kénnen identifiziert werden entweder durch
Wiederherstellung der Markierung oder Komplementierung bekannter rib-Mutationen.

[0064] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform kann das rib-Operon von B. subtilis aus einer E.-coli-Plasmid-
bibliothek von B.-subtilis-DNA zur Verwendung isoliert werden. Insbesondere und wie unten beschrieben, kann
das B.-subtilis-rib-Operon aufgrund seiner Homologie mit einer radioaktiv markierten, synthetisierten Nucleo-
tidsonde isoliert werden, die von einem inneren Bereich eines Genproduktes stammt, von dem bekannt ist,
dass es das Operon von B. subtilis codiert. Obwohl ein Teil der Aminosauresequenz fir B-Riboflavinsynthase
(Ludwig et al., J. Biol. Chem., 262: 1016, 1987) die Basis fur eine solche Sonde sein kann, wobei das dritte
Nucleotid jedes Codons bezlglich der Haufigkeit der Codonverwendung geschatzt wird, kann eine ahnliche
Sonde basierend auf einem anderen Bereich dieses Proteins oder einem anderen Protein des rib-Operons ver-
wendet werden und wirde in den Schutzbereich der vorliegenden Erfindung fallen. Die vorliegende Erfindung
ermoglicht weiterhin das Screening durch Verwendung von synthetischen Sonden, die von der in Fig. 3 ge-
zeigten Nucleinsduresequenz stammen.

[0065] Analoge Methoden zu den im Detail hier ausgefiihrten kdnnen verwendet werden, um das rib-Operon
anderer Bakterien zu isolieren, insbesondere anderer Bacilli oder von E. coli. In einer spezifischen Ausfih-
rungsform kdénnen solche Klone selektiert werden mit einem Assay auf die Fahigkeit, mit markiertem B.-subti-
lis-rib-Operon oder einem hybridisierbaren Anteil davon zu hybridisieren. Es ist im Stand der Technik wohl be-
kannt, dass ausgehend von einem geeigneten mRNA-Praparat cDNA hergestellt werden kann; eine solche
cDNA kann auch erfindungsgemafR verwendet werden, um Vektoren fur die Transformation geeigneter Bakte-
rien fir die Riboflaviniberproduktion herzustellen.

[0066] Sobald Wirtszellen mit rekombinanten DNA-Molekiilen, die das isolierte rib-Operon oder einen Teil da-
von enthalten, identifiziert sind, kann die DNA in grof3en Mengen erhalten werden. Dadurch kann dann das
rib-Operon manipuliert werden und seine Nucleotidsequenz bestimmt werden unter Verwendung verschiede-
ner Klonierungs- und Sequenzierungstechniken, die dem Fachmann auf diesem Gebiet bekannt sind.

[0067] Zum Beispiel kann eine Insertionsmutagenese verwendet werden, um das rib-Operon und Gene da-
von innerhalb eines klonierten Stlicks DNA zu lokalisieren und charakterisieren. In einer spezifischen Ausfuh-
rungsform kénnen rib-biosynthesehaltige Regionen identifiziert werden, indem kleine cat-(Chloramphenicola-
cetyltransferase)-haltige Restriktionsfragmente in mehrere verschiedene Restriktionsenzymstellen der klonier-
ten DNA insertiert werden und jedes Derivat auf Inaktivierung der Riboflavinbiosynthese durch Insertion in ei-
nem geeigneten Wirt getestet wird (siehe unten).

[0068] Die dem rib-Operon entsprechende klonierte DNA kann mit Methoden analysiert werden, die
Southern-Hybridisierung (E. M. Southern, 1975, J. Mol. Biol. 98: 503-517), Northern-Hybridisierung (siehe z.
B. Freeman et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 80: 4094-4098), Restriktionsendonucleasekartierung
(Maniatis et al., 1982, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, New York) und DNA-Sequenzanalyse einschlie®en, ohne darauf beschrankt zu sein. Die Restriktions-
endonucleasekartierung kann verwendet werden, um grob die genetische Struktur des rib-Operons zu bestim-
men. Restriktionskarten, die von einer Spaltung mit Restriktionsendonuclease stammen, kénnen durch
DNA-Sequenzanalyse bestatigt werden.

[0069] Die DNA-Sequenzanalyse kann mit irgendeiner im Stand der Technik bekannten Technik durchgefihrt
werden, unter anderem mit der Methode von Maxam und Gilbert (1980, Meth. Enzymol. 65: 499-560), der San-
ger-Didesoxymethode (F. Sauger et al., 1977, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 74: 5463) oder unter Verwendung
eines automatisierten DNA-Sequenators (z. B. Applied Biosystems, Foster City, CA), ohne darauf beschrankt
zu sein. Als Beispiel ist die DNA-Sequenz des rib-Operons von B. subtilis in Fig. 3 dargestellt.

[0070] Wenn die Nucleotidsequenz des rib-Operons bestimmt worden ist, kbnnen mdgliche offene Leserah-
men (ORFs) zusammen mit der abgeleiteten Aminosauresequenz des davon codierten Produktes identifiziert
werden. Die tatsachliche Identifizierung des codierten Produktes kann z. B. durchgefiuhrt werden, indem
S-30-gekuppelte in-vitro-Transkriptions/Translationsreaktionen durchgefiihrt werden mit verschiedenen ORFs,
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die als Matrizen verwendet werden. Verschiedene Mutationsderivate der ORFs kdnnen auch auf ihre Aktivitat
in Funktions-Assays der S-30-Reaktionsprodukte getestet werden, um die Funktion der codierten Produkte zu
testen.

[0071] In einer spezifischen Ausflihrungsform der Erfindung betreffend das B.-subtilis-rib-Operon, die in den
Beispielen unten detailliert angegeben ist, wurden die oben beschriebenen Methoden verwendet, um zu be-
stimmen, ob die B.-subtilis-Riboflavinbiosynthese von einem einzigen Operon mit ungefahr 4,2 kb kontrolliert
wird, das funf Biosynthesegene enthalt: die B-Untereinheit von Riboflavinsynthase und ORFs, die mit 2, 3, 4
und 5 bezeichnet sind (siehe Fig. 4). Es wurde dann gezeigt, dass die ORFs 2, 3, 4 und 5 Proteine codieren
mit Molekulargewichten von etwa 15 kd, 47 kd, 26 kd bzw. 44 kd. Wie unten beschrieben, wurde gezeigt, dass
der ORF5 eine mdgliche rib-spezifische Deaminase codiert, die die Reduktion eines desaminierten Pyrimidins
zu einer Ribitylaminobindung in einer frihen Stufe der Riboflavinbiosynthese katalysiert. Unsere Daten deuten
auch darauf hin, dass ORF4 die a-Untereinheit von Riboflavinsynthase codiert und ORF3 eine GTP-Cyclohy-
drolase codiert, wahrend ORF2 mdglicherweise eine ribspezifische Reduktase codiert. Es wurde gefunden,
dass ORF1 und ORF6 auf3erhalb der primaren Transkriptionseinheit des rib-Operons liegen. Es wurde festge-
stellt, dass der primare Ort fir den Start der Transkription des rib-Operons wahrscheinlich der scheinbare
o*-Promotor ist, der 290 bp stromaufwarts des ersten Gens im Operon angeordnet ist. ORF5 (Fig. 4, P,). Die
codierenden Regionen, Promotoren und Transkriptionsterminationsstellen des B.-subtilis-rib-Operons sind in
Tabelle VI unten gezeigt.

[0072] Die vorliegende Erfindung umfasst die Nucleotid- und Aminosauresequenzen der Gene des rib-Ope-
rons ebenso wie Untersequenzen davon, die funktionell aktive Peptide codieren und Sequenzen, die im We-
sentlichen gleich sind wie diese Sequenzen. Ein funktionell aktives Peptid, wie es hier verwendet wird, bedeu-
tet ein Protein oder Peptid, das eine Reaktion katalysieren kann, die zur Riboflavinbiosynthese flihrt. Eine funk-
tionell aktive Nucleinsduresequenz bedeutet eine Sequenz, die die Riboflavinbiosynthese steuern kann. Eine
Sequenz, die im Wesentlichen einer anderen Sequenz gleicht, bedeutet eine Sequenz, die mit deren komple-
mentarer Sequenz hybridisieren kann. AuRerdem soll eine Nucleinsduresequenz, die die Expression einer
zweiten Nucleinsauresequenz nicht natirlicherweise kontrolliert, eine Sequenz sein, die die Expression der
zweiten Sequenz in dem Bakterium, aus dem die zweite Sequenz isoliert wurde, nicht kontrolliert.

[0073] Sobald die genetische Struktur des rib-Operons bekannt ist, ist es mdglich, die Struktur fir eine opti-
male Verwendung fur die vorliegende Erfindung zu manipulieren. Z. B. kann das rib-Operon so bearbeitet wer-
den, dass die Riboflavinproduktion maximiert wird.

[0074] Abhangig von dem verwendeten Wirt-Vektorsystem kann irgendeines aus einer Anzahl geeigneter
Transkriptions- und Translationselemente verwendet werden. Promotoren, die von rekombinanter DNA oder
mit Synthesetechniken erzeugt werden, kénnen auch verwendet werden, um fir die Transkription der insertier-
ten Sequenzen zu sorgen. Wenn in Bakterien vermehrt wird, kdnnen die regulatorischen Sequenzen des
rib-Operons selbst verwendet werden. In einer Ausflihrungsform, in der das gesamte rib-Operon oder mehr als
ein Gen davon, als polycistronische Nachricht exprimiert werden soll, ist ein prokaryontischer Wirt erforderlich.
In einer Ausfuhrungsform, in der ein eukaryotischer Wirt verwendet werden soll, missen geeignete Steuerse-
quenzen (z. B. ein Promotor) in der rekombinanten DNA stromaufwarts jedes Gens/ORFs, das/der exprimiert
werden soll, angeordnet werden.

[0075] Spezifische Startsignale sind auch fur eine wirksame Translation insertierter Protein codierender Se-
quenzen erforderlich. Diese Signale schlieRen das Startcodon (ATG, GTG oder TTG) und benachbarte Se-
quenzen, wie die Ribosomen-Bindungsstelle (RBS) ein. Es ist anzumerken, dass die RBS einer gegebenen
codierenden Sequenz manipuliert werden kann, um eine effizientere Expression der codierenden Sequenz auf
Translationsebene zu bewirken. In den Fallen, in denen ein vollstandiger offener Leserahmen des rib-Operons
einschlieBlich des dazugehdrigen Startcodons und benachbarter Steuersequenzen in die geeigneten Expres-
sionsvektoren insertiert wird, sind keine zusatzlichen Translationskontrollsignale erforderlich. In den Fallen je-
doch, wo nur ein Teil der codierenden Sequenz insertiert wird oder wo die nativen Steuersignale von der Wirts-
zelle nicht erkannt werden, missen exogene Translationskontrollsignale einschlieRlich des Startcodons vorge-
sehen werden. Das Startcodon muss auflerdem in Phase mit dem Leserahmen der Protein codierenden Se-
quenzen sein, um die Translation des gesamten Inserts sicherzustellen. Diese exogenen Translationskontroll-
signale und Startcodons kdénnen aus vielen Quellen stammen, sowohl nattrlichen als auch synthetischen.

[0076] Aufierdem kann ein Wirtszellstamm ausgewahlt werden, der die Expression des rib-Operon-Gens/der

rib-Operon-Gene moduliert oder modifiziert und das Genprodukt/die Genprodukte in der spezifisch gewlinsch-
ten Weise prozessiert. Die Expression von bestimmten Promotoren kann in Gegenwart bestimmter Induktoren

11/71



DE 690 33616 T3 2008.07.03

erhoht werden; so kann die Expression von gentechnisch hergestellten rib-Operon-Proteinen kontrolliert wer-
den. In einer Ausflihrungsform kénnen die Steuerregionen oder regulatorischen Bereiche des Operons, z. B.
der Promotor und die Terminations/Antiterminationsregelsequenzen manipuliert werden oder durch konstituti-
ve oder wachstumsregulierte Promotoren ersetzt werden, um das rib-Operon zu deregulieren und dadurch die
Riboflavinproduktion zu erhéhen. Weiterhin kénnen geeignete Zelllinien oder Wirtssysteme ausgewahlt wer-
den, um die gewlinschte Modifikation und Prozessierung der exprimierten Proteine sicherzustellen. Viele Ma-
nipulationen sind méglich und liegen im Schutzbereich der vorliegenden Erfindung.

[0077] In einer spezifischen Ausfiihrungsform der Erfindung kann die 5'-Steuersequenz des B.-subti-
lis-rib-Operons entfernt werden und durch einen oder mehrere von verschiedenen B.-subtilis-Promotoren er-
setzt werden; eine solche Konstruktion bewirkt eine Expression der rib-Biosynthesegene auf hohem Niveau.

[0078] Dieser Ansatz beinhaltet die Einfihrung neuer Restriktionsstellen innerhalb einer 20 bis 30 bp-Region
zwischen dem Ende des Transkriptionsterminators und der RBS-Sequenz des ersten Gens im Operon ORF5.
Solche Restriktionsstellen kdnnen entweder durch punktgerichtete Mutagenese eingeflihrt werden, oder in-
dem alle Steuersequenzen stromaufwarts der rechtesten Bglll-(Bglll)-Stelle, die innerhalb der ersten 30 bp
von ORF5 angeordnet ist (siehe Fig. 3 und Fig. 4) entfernt werden und an dieser Stelle ein synthetisches Oli-
gonucleotid eingesetzt wird, das am 5'-Ende von ORF5 endet (einschlieflich der ribosomalen Bindungsstelle)
und neue stromaufwarts gelegene Restriktionsstellen enthalt. Sobald diese Konstruktionen erfolgt sind, kon-
nen promotorhaltige Restriktionsfragmente mit Enden, die mit den neuen Restriktionsstellen kompatibel sind,
eingefuhrt werden, was die Expression der rib-Gene unter der Kontrolle des neuen Promotors verursacht. So-
wohl konstitutive als auch wachstumsregulierte B.-subtilis-Promotoren kénnen verwendet werden, unter ande-
rem starke Promotoren aus den lytischen Bakteriophagen-SPO1-Genen, veg, amy (Amylase) und apr (Subti-
lisin), ohne darauf beschrankt zu sein.

[0079] Gemal einem weiteren Aspekt der Erfindung kénnen rib-Operon-DNA-Fragmente, die eine Transkrip-
tionssteueraktivitat haben (z. B. Promotoren) verwendet werden, um die Expression heterologer Genprodukte
zu steuern.

[0080] Erfindungsgemal kann das rib-Operon in Bakterien eingefiihrt werden, unter anderem z. B. Bacilli und
E. coli, wo es exprimiert wird. In einer bevorzugten Ausflihrungsform ist der bakterielle Wirt einer der oben be-
schriebenen Mutantenwirte. In einer spezifischen Ausfihrungsform wird das klonierte rib-Operon in die Wirts-
chromosomen-DNA integriert, wo sie repliziert und zusammen mit der genomischen DNA des Wirts exprimiert
wird. In der am meisten bevorzugten Ausfiihrungsform werden mehrere Kopien des rib-Operons in die Chro-
mosomen-DNA des Wirts integriert, wodurch eine verstarkte Expression des rib-Operons in dem deregulierten
Wirt moglich wird. Eine Methode, mit der dies erreicht werden kann, ist die Chromosomeninsertion eines
cat-haltigen rib-Operons gefolgt von einer Chloramphenicolamplifikation des Operons, wie im Detail in den Bei-
spielen unten angegeben. Man kann auch ein tet-Gen oder verschiedene andere Arzneimittelresistenzgene
verwenden, die in Bacillus exprimiert werden, mit der gleichen Technik.

[0081] In spezifischen Ausfiihrungsformen kdnnen Integrationsvektoren, die das rib-Operon-Fragment ent-
halten, gentechnisch hergestellt werden, damit sie das rib-Operon auf dem kleinstmdglichen DNA-Fragment
enthalten, in dem Versuch, eine starkere Vermehrung des Vektors innerhalb des Wirtschromosoms zu erhal-
ten. Zum Beispiel kdnnen Vektor-DNA-Sequenzen deletiert werden und/oder nicht essentielle DNA, die das
rib-Operon flankiert, kann entfernt werden.

[0082] Allgemein Giberleben Bakterien, die fur Riboflavin prototroph sind, auf Minimalmedium ohne Riboflavin.
Die Erzeugung von Riboflavin kann nachgewiesen werden und quantitativ ausgewertet werden mit verschie-
denen Methoden. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird die Uberproduktion von Riboflavin leicht beob-
achtet, wenn Uberproduzierende Bakterien UV-Licht mit 366 nm ausgesetzt werden, wie unten beschrieben,
was eine nachweisbare gelbe Fluoreszenz erzeugt. Viele der gentechnisch erzeugten Plasmide der vorliegen-
den Erfindung werden z. B. in E. coli hergestellt. Fiir einige dieser Plasmide wurde eine Uberproduktion von
Riboflavin mit dieser Methode bestatigt. Die Menge an hergestelltem Riboflavin kann quantitativ bestimmt wer-
den, z. B. mit Reverse-Phase-Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC). Zellfreie Uberstédnde von Bakte-
rien kdnnen Uber eine HPLC-Saule fraktioniert werden, wie unten beschrieben, und auf Riboflavin bei 254 nm
Uberwacht werden. Durch Extrapolation von einer Standardkurve kann die Konzentration an Riboflavin aus der
Peakflache auf dem Chromatogramm bestimmt werden.

[0083] Riboflavin kann auch quantitativ ausgewertet werden durch Fluoreszenzspektrophotometrie. Zum Bei-
spiel kénnen Proben, die Riboflavin enthalten, in einem Fluoreszenzspektrophotometer abgelesen werden,
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das auf eine Emissionswellenléange von 525 nm und eine Anregungswellenlange von 450 nm eingestellt ist.

[0084] Aufierdem sind andere Methoden im Stand der Technik verfiigbar, um Riboflavin auf Basis seiner phy-
sikalischen und biologischen Eigenschaften nachzuweisen oder quantitativ auszuwerten.

[0085] Riboflavin Gberproduzierende Bakterien kénnen in Gefalen geziichtet werden im Bereich von Schiit-
telkolben bis zu groRen "Chargen"-Fermentern, mit Methoden, die im Stand der Technik bekannt sind (siehe
unten). In einer bevorzugten Ausfiihrungsform kann die Nahrstoffzufuhr manipuliert werden, um die Riboflavin-
erzeugung bei minimalen Kosten durch Variieren der Nahrstoffe im Medium zu maximieren.

[0086] In einer spezifischen Ausfihrungsform kdnnen amplifizierte rib-haltige Gene in hoher Kopienzahl in
dem Bakterienchromosom erhalten werden durch Einschluss von etwa 60 pg/ml Chloramphenicol in dem Ino-
culum-Stamm (aber nicht notwendigerweise im Fermenter). Chemap 14-I-Fermenter kdnnen mit 1000 Upm mit
einem Kopfdruck von 0,6 atm verwendet werden. Um eine hohe Zelldichte zu erreichen, kénnen verschiedene
Kohlenstoffquellen, z. B. Glucose, Saccharose, Sauren des Citronensaurezyklus, Maltose oder Starke und ver-
schiedene Stickstoffquellen, wie Hefeextrakt, Maisquellwasser, Ammoniak und/oder Proteinhydrolysate ver-
wendet werden. Es ist jedoch wesentlich, Teile dieser Inhaltsstoffe des Mediums auf solche Weise zuzugeben,
dass Beschrankungen, die fir die Riboflavinproduktion unvorteilhaft sind (z. B. Sauerstoffmangel durch zu
hohe Konzentration der Kohlenstoffquelle) vermieden werden. Fermentationsmedien und Bedingungen, die fur
die Verwendung geeignet sind, sind im Detail unten angegeben.

Beispiele
Beispiel 1: Riboflavin Uberproduzierende B.-subtilis-Mutanten

[0087] In den Beispielen beschreiben wir die Produktion von Stdmmen von Bacillus subtilis, die Riboflavin
Uberproduzieren. Um dies zu erreichen, wurde klassische Genetik, Gentechnik und Fermentation verwendet.
Klassische Genetik mit Selektion unter Verwendung von Purin- und Riboflavinanaloga wurde verwendet, um
den Stoffwechselweg fiir Purin (Riboflavinvorlaufer) und die Riboflavinbiosynthese zu deregulieren. Die Ribo-
flavinproduktion wurde weiter erhéht, indem die Gene des Riboflavinbiosynthesewegs (das rib-Operon) klo-
niert und gentechnisch hergestellt wurden, was eine konstitutive Erzeugung der geschwindigkeitsbegrenzen-
den biosynthetischen Enzyme auf hohem Niveau zuldsst.

Die Biosynthese von Riboflavin in B.-subtilis-Abkémmlingen mit GTP (Eig. 1)

[0088] Um einen Wirt zu erhalten, der Riboflavin Gberproduziert, wurde die klassische Genetik verwendet, so-
wohl um die Menge an GTP, die die Zelle produziert, zu erhéhen als auch den Riboflavinstoffwechselweg zu
deregulieren. Die Puriniberproduktion in B. subtilis kann erreicht werden, indem Mutanten erhalten werden,
die resistent sind gegenuber Purinanaloga, wie Azaguanin und Decoyinin und gegenliber anderen Antagonis-
ten, wie Methioninsulfoxid (siehe z. B. Ishii und Shiio, Agric. Biol. Chem. 36(9): 1511-1522, 1972; Matsui et al.,
Agric. Biol. Chem. 43(8): 1739-1744, 1979). Der Riboflavinweg kann dereguliert werden, indem Mutanten er-
halten werden, die resistent sind gegenliber dem Riboflavinanalogon Roseoflavin (Matsui et al., Agric. Biol.
Chem. 46(8): 2003-2008, 1982).

[0089] Roseoflavin-resistente Stamme wurden aus verschiedenen Stammen ausgewahlt, die vorher mutage-
nisiert worden waren und die gegeniber verschiedenen Purinanaloga resistent waren. Unten beschrieben sind
die Methoden, die verwendet werden, um einen Stamm zu erzeugen (RB50), der Riboflavin Gberproduziert.

8-Azaguanin-resistente Mutanten

[0090] B. subtilis wird von dem Purinanalogon 8-Azaguanin (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) bei einer
Konzentration von 500 pg/ml wirksam abgetétet und resistente Mutanten treten spontan mit einer Haufigkeit
von weniger als 1 pro 10° auf. Ethylmethylsulfonat (EMS; Sigma) mit 30 pg/ml wurde als Mutagen verwendet,
um die Haufigkeit von Azaguanin-resistenten (Ag')-Mutationen zu erhéhen. Die Mutagenese wurde an Zellen
des B.-subtilis-Stamms 168 mit Standardverfahren durchgefiihrt (Miller, 1972, Experiments in Molecular Ge-
netics, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York). Nach dem Ausplattieren von 4 x 10°
mutagenisierten Zellen auf Minimalmedium (Sloma et al., J. Bact. 170: 5557, 1988), das 500 pg/ml Azaguanin
enthielt, und dem erneuten Ausstreichen einzelner Kolonien ergaben sich 35 Ag'-Kolonien. Eine Mutante,
RB11 (Ag'-11), wurde bei der Konstruktion von RB50 verwendet.
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Decoyinin-resistente Mutanten

[0091] Decoyinin-resistente (Dc')-Mutationen wurden spontan mit einer Haufigkeit von 1 auf 10° oder nach
EMS-Mutagenese von 1 auf 108 erhalten, indem Zellen auf Minimalmedium ausplattiert wurden, das 100 pg/ml
Decoyinin (Upjohn Co., Kalamazoo, MI) enthielt. Eine DC'-Mutante von RB11 wurde erhalten durch Mutage-
nese mit EMS, wie oben beschrieben. Eine Dc'-Kolonie, RB15 (Ag'-11, Dc'-15) wurde fir die Konstruktion von
RB50 verwendet.

Transfer der Ag- und Dc-Mutationen

[0092] Diese gegentber Purinanaloga resistenten Mutationen wurden in Stdmme mit verschiedenem Hinter-
grund Uberfihrt, um sie von irgendwelchen unerwiinschten durch EMS induzierten Mutationen zu isolieren und
sicherzustellen, dass die Ag'- und Dc-Mutationen auf einem einzelnen Locus beruhten. Da ein Teil des "Koh-
lenstoffflusses” von Inosinmonophosphat (IMP), einem Riboflavinvorlaufer, auch fur die Adeninnucleotidbio-
synthese verwendet wird, wurde ein Wirtsstamm ausgewahlt, bei dem der Adenosinmonophos-
phat-(AMP)-Weg Uber die Mutation pur-60 blockiert war, wodurch mehr Kohlenstoffmaterial von IMP zu den
Guaninnucleotidvorlaufern von Riboflavin "flieRen" kann (Fig. 2). Der B.-subtilis-Stamm 1A382 (his H2, trpC2,
pur-60) wurde kompetent gemacht (Sloma et al., J. Bact. 170: 5557 (1988)) und (mit der Methode von Gryczan
et al., J. Bact. 134: 318 (1978)) mit der gesamten DNA, die aus der Ag'/Dc’-Mutante RB15 prapariert worden
war, transformiert. Die Trp*-(Tryptophan)-Revertanten-Kolonien wurden ausgewahlt, wobei 3,3% (10/300) von
diesen auch Dc" waren und 2,3% (7/300) Ag" waren. Dieses Ergebnis war nicht unerwartet, da aufgrund der
"Kongression" (Transformation eines zweiten ungebundenen Markers) eine Anzahl von Trp*-Kolonien auch re-
sistent gegentiber Decoyinin oder Azaguanin sein sollte.

[0093] Eine Dc™-Kolonie, RB36 (his H2, pur-60, Dc'-15), eine Ag'-Kolonie, RB40 (his H2, pur-60, Ag™-11) und
eine Dc'/Ag’-Kolonie (die sich auch als his* erwies), RB39 (pur-60, Ag™-11, Dc™-15) wurden fiir die weitere Un-
tersuchung ausgewahlt.

Methioninsulfoxid-resistente Mutanten

[0094] Eine Selektion unter Verwendung hoher Anteile von Methioninsulfoxid (MS; 10 mg/ml, Sigma) fuhrte
zum Auftreten spontaner Mutanten in einer ausreichend hohen Haufigkeit, so dass eine Mutagenese mit EMS
nicht notwendig war. Die Ag'/Dc'-Mutante, RB39, wurde auf Minimalmedium, das 10 ug/ml MS enthielt, ausge-
strichen. Resistente Kolonien wurden erhalten und wurden wieder ausgestrichen, um einzelne resistente Ko-
lonien zu erhalten. Ein Stamm, RB46 (pur-60, Ag'-11, Dc™-15, MS'-46) wurde fir die weitere Untersuchung aus-
gewahlt.

Roseoflavin-resistente Mutanten

[0095] Obwohl es wahrscheinlich war, dass viele dieser Ag'-, Dc'- und MS"-Mutanten GTP Gberproduzieren,
erzeugte keiner von diesen nachweisbare Anteile an Riboflavin auf den Platten. Um den Riboflavinbiosynthe-
seweg zu deregulieren, wurden Bedingungen bestimmt, um auf die Resistenz gegeniiber dem Riboflavinana-
logon Roseoflavin auszuwahlen (Toronto Research Chemical). Eine maximale Tétungsrate der Zellen erfolgte
bei 100 pg/ml Roseoflavin in Minimal- oder Komplettmedium; eine Erhéhung der Konzentration fihrte nicht zu
einem weiteren Abtéten. Mutationen der Roseoflavinresistenz (RoF") traten spontan in einer ausreichend ho-
hen Rate (ungeféhr 5 x 107°) auf, so dass eine Mutagenese mit EMS oder anderen Chemikalien nicht notwen-
dig war.

[0096] Ungefahr 1000 RoF'-Kolonien wurden von jedem der oben beschriebenen Stamme erhalten, 1A382,
RB36, RB39, RB40 und RB46. RoF'-Mutanten all dieser Stdmme zeigten einen geringen Grad an Fluoreszenz
auf Minimalmediumplatten, wenn sie langwelligem UV-Licht (366 nm) ausgesetzt wurden, was auf eine gewis-
se Riboflavinproduktion deutet. Eine der aus RB46 erhaltenen RoF'-Kolonien, RB46Y (pur-60, Ag-11, Dc'-15,
MSr-46, RoF'-46) erzeugte, wenn sie auf Minimalmedium gezichtet wurde, 14 mg/l Riboflavin, was mit HPLC
bestimmt wurde (oben beschrieben).

[0097] Von all den behandelten Stdmmen erzeugten nur RB39 und RB46 einen signifikant anderen Phanotyp,
wenn RoF'-Kolonien ausgewahlt wurden. Ungefahr 0,5% bis 1,0% der RoF'-Kolonien entweder von RB39 oder
RB46 erzeugten eine intensiv fluoreszierende gelbe Kolonie. Von diesen Kolonien erzeugte RB51 (pur-60,
Ag'-11, Dc™-15, RoF'-51), die aus RB39 entstanden war, und RB50 (pur-60, Ag'-11, Dc-15, MS'-46, RoF'-50),
die aus RB46 entstanden war, einen stabilen, fluoreszenzgelben Phanotyp, der mit einem héheren Anteil an
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Riboflavinproduktion korrelierte, was mit HPLC bestimmt wurde. Wenn RB50 und RB51 in Minimalmedium ge-
ziichtet wurden, erzeugten beide héhere Anteile an Riboflavin im Uberstand, als die anderen RoF'-Stamme,
etwa 40 mg/l bzw. 30 mg/I. Die Abstammung von RB50 ist in Fig. 5 dargestellt.

[0098] Da intensiv fluoreszierende (und somit Riboflavin Uiberproduzierende) Kolonien in Nicht-MS'-Stam-
men, wie RB51, erhalten werden konnten, schien es, dass diese Mutation im Allgemeinen nicht wesentlich zu
dem Phanotyp mit héherer Produktion beitrug. Die beiden anderen Mutationen, Ag" und Dc' (Ag"-11 und Dc'-15
bei RB39) scheinen notwendig zu sein, um hohe Anteile an Riboflavin zu erzeugen, da keine intensiv fluores-
zierenden RoF"-Kolonien in solchen Stammen gefunden werden konnten, die nur die Ag'-11- (von RB40) oder
Dc"-15-(von RB36)-mutation allein enthielten.

guaC-Mutationen

[0099] Eine andere mdglicherweise wichtige Mutation, um eine Uberproduktion von GTP, und somit Ribofla-
vin, zu erreichen, ist guaC3, die die Umwandlung von GMP zurtck in IMP verhindert (siehe Fig. 2). Um einen
Stamm zu konstruieren, der guaC3 enthalt, der Riboflavin Uberproduziert, wurden kompetente Zellen des
B.-subtilis-Stammes 62121 (guaC3, trpC2, metC7) (Endo et al., J. Bact. 15: 169, 1983) mit RB50-DNA trans-
formiert und auf Dc' selektiert auf Platten, die 100 pg/ml Decoyinin enthielten. Tausende von Dc'-Kolonien ent-
standen. Von 200 Kolonien, die auf Dc'-Platten getlipfelt wurden, wurde eine gefunden, die den Phanotyp der
Riboflavinuberproduktion aufwies (bezogen auf UV-Fluoreszenz) und RoF" war. Diese Kolonie wurde mit RB52
(gquaC3, trpC2, metC7, Dc"-15, RoF™-50) bezeichnet und wurde fiir die nachfolgende Untersuchung aufbewahrt.

Andere Analogon-resistente Mutanten

[0100] Da von Mutanten, die resistent gegeniber verschiedenen weiteren Purinanaloga waren, berichtet wur-
de, dass ihr Purinmetabolismus verandert ist, wurden schlieRlich Mutationen untersucht, um deren Wirkung
auf Riboflavin Uberproduzierende Stamme festzustellen. Es wurde festgestellt, dass 500 g/ml 8-Azaxanthin, 1
mg/ml 6-Thioguanin oder 2 mg/ml Sulfaguanidin (Sigma) Wildtyp-B.-subtilis wirksam téten. Es wurde gefun-
den, dass die Azaguanin-resistenten, Riboflavin Uberproduzierenden Stamme RB50::[pRF8],, und
RB53::[pRF8],, (siehe unten) bereits resistent gegen Azaxanthin sind. Obwohl getrennte Azaguanin- und Aza-
xanthin-resistente Mutationen mit verschiedenen Eigenschaften vorher beschrieben wurden, schienen in die-
sem Fall die Agr-11 und Agr-53-Mutationen auch die Azaxanthinresistenz beizutragen.

HPLC-Analyse von Riboflavin in rohen Uberstanden von B. subtilis

[0101] Die Anreicherung von Riboflavin in B.-subtilis-Kulturen wurde quantitativ mit Reverse-Phase-HPLC
ausgewertet. Riboflavinstandards (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) oder zellfreie Uberstéande von den zu
testenden Stdmmen wurden mit einer 4,6 mm x 250 mm Vydac C,g-Séaule fraktioniert, die mit 1% Ammonium-
acetat (pH 6,0) equilibriert worden war. Bei der Injektion wurde die Sdule mit einem linearen Gradienten von
Methanol entwickelt und auf Riboflavin mit 254 nm tGberwacht. Authentisches Riboflavin (d. h. Riboflavin-"Stan-
dard") eluiert am Mittelpunkt des Gradienten.

Beispiel 2: Klonierung des rib-Operons von B. subtilis

[0102] Die allgemeine Strategie zur Isolierung eines Restriktionsfragmentes, das das rib-Operon enthielt, be-
stand darin, eine "Mini"-E.-coli-Plasmidbibliothek von B.-subtilis-DNA zu screenen durch Hybridisierung mit ei-
ner synthetischen Oligonucleotidsonde, deren DNA-Sequenz teilweise aus der verdffentlichten Aminosaurese-
quenz fur die B-Untereinheit der Riboflavinsynthase abgeleitet war (Ludwig et al., J. Biol. Chem. 262: 1016,
1987). Eine Zusammenfassung des Protokolls ist in Fig. 6 dargestellt.

[0103] Eine synthetische 54-Basen-"guess-a-mer"-Oligonucleotidsonde wurde fir dieses Screening verwen-
det auf Basis der Aminosauren 84 bis 102 des Riboflavinsynthaseproteins mit 240 Aminosauren, das von Lud-
wig et al. sequenziert worden war (J. Biol. Chem. 262: 1016-1021, 1987). Das dritte Nucleotid jedes Codons
in der Sonde wurde nach der haufigsten Codonverwendung von B. subtilis ausgewahlt z. B. auf Basis einiger
Sequenzen, die bei der GenBank® (Los Alamos Nat. Lab. Los Alamos, NM) verfiigbar sind. Die Sonde bestand
aus der folgenden Sequenz:

5'~GGAGCTACAACACATTATGATTATGT TTGCAATGAAGCTGCTAAAGGAATTGCT-3 .

[0104] Um die Spezifitat der Sonde zu testen, wurde die 3?P-markierte 54-mer-DNA mit Nylonfiltern hybridi-
siert, die EcoRI-verdaute Chromosomen-DNA enthielten (Southern, J. Mol. Biol., 98: 503, 1975), die von Wild-
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typ- und mutierten B.-subtilis-Stammen isoliert worden war. Die Sonde hybridisierte stark mit einem einzelnen
9-10 kb-Fragment von mit EcoRI verdauter B.-subtilis-(rib* met™)-DNA, was gut Ubereinstimmt mit der vorher-
gesagten Grof3e des rib-haltigen Fragments (Osina et al., FEBS. Lett. 196: 75, 1986). Ein markiertes Fragment
der identischen Grofe wurde nachgewiesen, als die Sonde mit zwei Mutantenstammen, RB46 (pur-60, Ag'-11,
Dc"-15, MS'™-46) und RB50 (pur-60, Ag-11, Dc"-15, MS'-46, RoF"-50) hybridisierte, wobei letzterer ein Ribofla-
vinUberproduzierer ist. Diese Hybridisierungsexperimente wurden wiederholt unter Verwendung von mit Hindl-
[I-geschnittener Chromosomen-DNA, die zu der Sonde fiihrte, mit der ein kleineres einzelnes Fragment mit un-
gefahr 1,8 kb aufgefunden wurde; letzteres Ergebnis war nitzlich, um die allgemeine Anordnung des rib-Bio-
synthese-Operons innerhalb der klonierten DNA zu bestimmen.

Isolierung der Plasmide pRF1, pRF2 und pRF3, die Wildtyp-rib-Biosynthesegene enthalten

[0105] Eine "Mini"-Genbibliothek mit 9 bis 11 kb EcoRI-Fragmenten aus DNA von B.-subtilis-Stamm 168 (rib™)
wurde hergestellt unter Verwendung von pRK290, einem Vektor mit niedriger Kopienzahl, der von dem Pseu-
domonas-Replikon RK2 abgeleitet ist (Ditta et al., Plasmid 13: 149, 1985). EcoRI-Fragmente (Grof3e 9 bis 11
kb) von B.-subtilis-(rib* met’)-DNA wurden mit Saccharose-(10-40%)-Zonenzentrifugation isoliert. Ein vierfa-
cher Uberschuss dieser Fragmente (0,22 pg) wurde mit mit EcoRI geschnittenem pRK290 (0,26 ug) ligiert, der
mit alkalischer Phosphatase aus Kalbereingeweide (CIAP) dephosphoryliert worden war, mit einer Ge-
samt-DNA-Konzentration von 10 pg/ml. Ungefahr 10 ng ligierte DNA wurden in E. coli DH5 (F-, endA1, hsdR11
[r— m*], supE,,, thi-1, A-, recA1, gyrA96, relA1) ligiert, was zu Tetracyclin-resistenten (Tc") Kolonien mit einer
Haufigkeit von 7,7 x 10%/ug DNA fiihrte. Um die Fraktion von Transformanten zu bestimmen, die die insertierte
DNA mit 9 bis 11 kb enthielt, wurden Plasmid-Minilysate aus verschiedenen Tc'-Transformanten hergestellt und
deren DNA wurde durch Restriktionsenzymverdau analysiert. Es wurde gefunden, dass etwa 40% der
Tc'-Transformanten einzelne mit EcoRI erzeugte Inserts mit 9 bis 11 kb enthielten.

[0106] Ungefahr 1140 der Tc™-Kolonien wurden mit der *P-markierten 54-mer-Sonde gescreent, die firr das
Riboflavinsynthasegen spezifisch ist. Eine Kolonie ergab ein positives Signal. Plasmid-DNA, die mit pRF1 be-
zeichnet wurde, wurde aus diesem Klon isoliert und beziiglich ihrer Aktivitat, den Rib*-Marker zu retten, getes-
tet, indem die DNA in B. subtilis 1A210 transformiert wurde, der die Riboflavin-defiziente Mutation rib-2 enthalt,
und es wurden Rib*-prototrophe Kolonien ausgewahlt. pRF1 transformierte 1A210 mit hoher Frequenz zu
Rib*-Prototrophie. Plasmid-DNA aus einem statistisch ausgewahlten Tc'-Transformanten konnte diesen Mar-
ker nicht wiederherstellen.

[0107] Eine Restriktionsenzymanalyse ergab, dass pRF1 tatsachlich zwei EcoRI-Fragmentinserts enthielt,
mit 10 kb und 11 kb. Um zu bestimmen, welches Fragment das rib-Operon enthielt, wurde mit EcoRI verdauter
pRF1 mit der *P-markierten, 54-mer Riboflavinsynthasesonde sondiert. Die Ergebnisse zeigten, dass nur das
kleinere Fragment mit 10 kb mit der Sonde kreuzreagierte. Wenn das 10-kb-EcoRI-Fragment wieder in die
EcoRI-Stelle von pBR322 kloniert wurde, entstanden aufierdem die rekombinanten Plasmide pRF2 und pRF3,
die zwei moégliche Orientierungen der Insertion darstellen. Es wurde gefunden, dass beide Plasmide mit hoher
Haufigkeit die rib-2-Mutation von B. subtilis 1A210 mit Prototrophie wiederherstellen.

Isolierung der Plasmide pRF6 und pRF7, die rib-Biosynthesegene enthalten, aus RoF'-B.-subtilis-Stamm
RB50

[0108] RBS50 ist einer der RoF'-Mutanten von B. subtilis, die wie oben beschrieben hergestellt wurden, der
bezuglich der Riboflavinbiosynthese dereguliert ist. Es wurde berichtet, dass ungefahr 80% der RoF'-Mutatio-
nen innerhalb des rib-Operons am ribO-Locus auftreten (Stepanov et al., Genetika (USSR) 13: 490, 1977). Wie
das Wildtyp-rib-Operon enthielten auch die rib-Gene in RB50 ein 9-10-kb-EcoRI-Fragment; daher wurde die-
ses Fragment kloniert unter Verwendung des in Fig. 6 aufgefiihrten Protokolls, wobei pBR322 als Klonierungs-
vektor verwendet wurde. Die der Grofle nach ausgewahlten EcoRI-Fragmente mit 9 bis 11 kb (0,1 pg) von
RB50 wurden wie vorher prapariert und mit einem zweifachen Uberschuss an Enden der mit EcoRI geschnit-
tenen dephosphorylierten pBR322-DNA (0,34 ug) bei einer Gesamt-DNA-Konzentration von 22 ug/mi ligiert.
Ungefahr 9 ng ligierte DNA wurden in E. coli DH5 transformiert, was zu Ampicillin-resistenten (Ap)-Kolonien
in einer Haufigkeit von 3,5 x 10%/ug DNA fiihrte.

[0109] Die Restriktionsenzymanalyse von Plasmid-DNA, die aus einer Probennahme von 12 Ap'-Kolonien
isoliert worden war, zeigte, dass 50% Plasmide mit 9 bis 11 kb EcoRI-Inserts enthielten. Ungefahr 1140 Ap'-Ko-
lonien wurden mit der **P-markierten 54-mer-Sonde gescreent, die fir das Riboflavinsynthasegen spezifisch
ist, mit Koloniehybridisierung. Sechs Kolonien lieferten positive Signale. Die Plasmide pRF6 und pRF7, die aus
zwei dieser sechs Kolonien isoliert wurden, wurden mit Restriktionsenzymanalyse identifiziert als solche, die
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Inserts mit der gleichen Orientierung wie pRF2 bzw. pRF3 enthielten. Au3erdem konnten die beiden Plasmide
die Markierung der rib-2-Mutation mit hoher Haufigkeit wiederherstellen.

Beispiel 3: Einflihren von rib*-DNA in B. subtilis

[0110] Wie oben beschrieben wurde das rib-Operon sowohl von einem Wildtypstamm als auch von einer
RoF'-Mutante von B. subtilis in Form identischer 10-kb-EcoRI-Fragmente in die EcoRI-Stelle des E.-coli-Rep-
likons pBR322 kloniert; die Abstammung dieser rekombinanten Plasmide ist schematisch in Fig. 6 dargestellt.
Um das 10-kb-EcoRI-Fragment, das das rib-Operon enthalt, in B. subtilis in mehrfachen Kopien einzufiihren
und somit die Riboflavinproduktion weiter zu erhéhen, wurde ein Plasmidvektor konstruiert, der die Integration
in das B.-subtilis-Chromosom zulie3. Die integrierte DNA wurde amplifiziert, indem Kolonien ausgewahlt wur-
den, die bei hohen Konzentrationen des Arzneimittels Chloramphenicol wachsen wiirden.

Konstruktion und Transformation der Integrations-rib-Plasmide pRF4 und pRF8

[0111] Um den Integrationsvektor zu konstruieren, wurde das Arzneimittelresistenz-Gen Chloramphenicola-
cetyltransferase (cat), das in B. subtilis selektierbar ist, in pRF2 und pRF6 eingefiihrt, die pPBR322-Vektoren mit
dem 10-kb-Fragment von Wildtyp- oder RoF'-B.-subtilis-Stammen. Die Plasmide pRF2 und pRF6 wurden mit
BamHI verdaut, das die Plasmide an nur einer Stelle innerhalb der pBR322-Sequenz schneidet und mit CIAP
dephosphoryliert. Die geschnittene DNA wurde in ein 1,3-kb-BamHI-Fragment, das das cat-Gen enthielt
(Youngman et al., Plasmid 12: 1-9, 1984) ligiert und die ligierten DNAs wurden dann in E.-coli-DH5-Zellen (Ha-
nahand, J. Mol. Biol. 166: 557, 1983) transformiert. Ungefahr 80 bis 90% der Ap"-Transformanten waren Chl-
oramphenicol-resistent (Cm"); die Restriktionsanalyse der isolierten Plasmide (Maniatis et al.) bestatigte, dass
die Plasmid-DNA aus den Cm'-Kolonien das 1,3-kb-Fragment enthielt. Das Plasmid, das das Wildtyp-Ribofla-
vinfragment und das cat-Gen enthielt, wurde mit pRF4 bezeichnet; das Plasmid, das das klonierte Riboflavin-
fragment aus dem RoF'-Stamm enthielt, wurde pRF8 genannt. (Da anschliel’end gezeigt wurde, dass die
RoF'-Mutation auf3erhalb des rib-Operons liegt, sind diese Plasmide wahrscheinlich identisch).

[0112] Die Plasmide pRF4 und pRF8 wurden in vier verschiedene B.-subtilis-Stdmme transformiert: den Ri-
boflaviniberproduzierer RB50 (Ag-11, Dc'-15, MS'™-46, RoF'-50), den RB50-Elternstamm RB46 (Ag'-11,
Dc'-15, MS™-46), den RB50-Elternstamm 1A382 und IS75, einen Ublichen Laborstamm. Kompetente 1S75- und
1A382-Zellen wurden mit pRF4 oder pRF8 transformiert; diese gleichen Plasmide wurden in RB46 und RB50
durch Transformation von Protoplasten eingefiuihrt (Chang und Cohen, Mol. Gen. Genet 168: 111-115, 1979).
Die in jeden dieser vier Stamme integrierte pRF4- oder pRF8-DNA wurde amplifiziert, indem Kolonien ausge-
wahlt wurden, die bei héheren Chloramphenicolkonzentrationen wuchsen. Es war mdglich, in jedem Stamm
Kolonien zu erhalten, die bei bis zu 60 pug/ml Chloramphenicol wuchsen.

[0113] Auflerdem wurde RB52 (guaC3, trpC2, metC7 Dc'-15, ROF'-50), der erzeugt wurde, indem der
guaC3-B.-subtilis-Stamm 62121 mit DNA von RB50 transformiert wurde, kompetent gemacht und mit pRF8
transformiert. Das integrierte Plasmid in einer der vielen Cm"-Kolonien, die entstanden, wurde amplifiziert unter
Verwendung von 90 pg/ml Chloramphenicol. Die entstehenden Zellen, RB52::[pRF8],,, wurden bis zur mittle-
ren log-Phase gezichtet und auf Minimalmedien ausplattiert, die 500 pg/ml Azaguanin enthielten.

[0114] Es entstanden ungefahr 20 Ag'-Kolonien. Eine solche Kolonie schien eine intensivere Fluoreszenz zu
erzeugen. Die Abstammung dieses Stamms, RB53::[pRF8],,, ist in Eig. 7 angegeben.

Beispiel 4: Riboflaviniberproduktion bei Stdmmen, die pRF4 oder pRF8 enthalten.

[0115] RB50, der pRF4 oder pRF8 enthielt, zeigte einen Riboflaviniberproduktions-Phanotyp (gelbe und
UV-fluoreszierende Kolonien). Die Amplifikation der rib*™-DNA in einem Wildtypstamm oder den Elternstdmmen
von RB50 lieferte keine gelben oder UV-fluoreszierenden Kolonien, eine Erkenntnis, die darauf hindeutet, dass
die RoF'-Mutation (die die Biosynthese von Riboflavin dereguliert) erforderlich ist flir die chromosomale Amp-
lifikation von Wildtyp-DNA, um eine Riboflaviniberproduktion zu verursachen. Eine Reihe von Schiuttelkol-
ben-Fermentationen wurden durchgefiihrt in 25 ml Riboflavin-Minimalmedium (RMM, in Tabelle I) in einem mit
Strombrechern ausgeristeten Kolben mit 300 ml (Bellco), um die Produktion an Riboflavin bei RB50, der das
integrierte und amplifizierte rib-Operon, enthielt, zu messen.
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Tabelle |

Zusammensetzung der Medien

RMM gll
Natriumglutamat 2,0
Casaminosauren (Difco) 0,2
Hefeextrakt (Difco) 0,2
KH,PO, 6,0
K,HPO, 14,0
(NH,),SO, 2,0
Natriumcitrat 1,0
MgSO, 7 H,O 0,2
Adenosin (eingestellt auf pH 7,0 und autoklaviert) 0,05
Maltose (zugegeben als sterile 20%ige Losung nach dem Autoklavieren) 15,0

[0116] Die Fermentationen wurden mit den Stdmmen RB46, RB50 und RB50, der pRF4 enthielt und durch
Selektion auf Resistenz gegeniber 30 pg/ml Chloramphenicol (RB50::[pRF4],,) und 90 pg/ml Chloramphenicol
(RB50::[pRF4],,) amplifiziert worden war, durchgefiihrt. Nach 24 und 48 Stunden wurden Proben des Uber-
stands entnommen und auf den Riboflavingehalt mit Reverse-Phase-HPLC untersucht.

[0117] Wie in Tabelle Il gezeigt, erzeugte RB50::[pRF4],, 0,3 g/l Riboflavin und RB50::[pRF4],4, 0,7 g/l Ribo-
flavin in 48 Stunden, was signifikant mehr ist als der Anteil, der von den Stammen ohne rib-Amplifikation er-
zeugt wurde, z. B. RB46 und RB50.

Tabelle Il

Quantitative Analyse von riboflavinhaltigen Uberstéanden aus B. subtilis

Stamm Kulturzeit (h) Riboflavin™ (g/1)
RB46 24 0,009

RB50 24 0,02
RB50::[pRF4],, 24 0,1
RB50::[pRF4],, 24 0,4

RB46 48 0,007

RB50 48 0,05
RB50::[pRF4],, 48 0,3
RB50::[pRF4],, 48 0,7

" Riboflavin wurde gemessen unter Verwendung eines HPLC-Assays
[0118] Der dramatische Anstieg der Riboflavinproduktion, der durch Amplifikation von rib-Genen im deregu-
lierten Wirt entsteht, deutet darauf hin, dass Information, die von der klonierten DNA codiert wird, geschwin-
digkeitsbestimmend fur die Riboflavinbiosynthese ist.

Beispiel 5: Kartierung der RoF'-50-Mutation
[0119] Die RoF'-50-Mutation in RB50 schien fiir den Phanotyp der Riboflaviniberproduktion kritisch zu sein.

Um die Mutation bei verschiedenen Hintergrundstdmmen zu identifizieren und méglicherweise zu verschieben,
war es notwendig, den Ort der RoF'-50-Mutation auf dem B.-subtilis-Chromosom zu kartieren.
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[0120] Da pRF4 und pRF8 sehr ahnliche Anteile der Riboflavinproduktion in allen Hintergrundstdmmen erga-
ben, war es unwahrscheinlich, dass die RoF™-50-Mutation auf dem klonierten rib-haltigen EcoRI-Fragment mit
10 kb angeordnet war. Wahrscheinlicher ist die RoF"-50-Mutation eine ungebundene repressorartige Mutation,
moglicherweise in ribC, eine Repressormutation, von der berichtet wurde, dass sie in der lys-aroD-Region des
B.-subtilis-Chromosoms kartiert ist (Chernik et al., Genetika (USSR) 15: 1569, 1979). Um zu bestimmen, ob
die RoF'-50-Mutation mit dem Riboflavin-Operon verbunden oder nicht verbunden war, wurden kompetente
B.-subtilis-1A210-(rib-2)-Zellen mit RB50-DNA transformiert, wobei auf rib® selektiert wurde. Es entstanden
Tausende von rib*-Kolonien und 200 Kolonien wurden auf Tryptose-Blutagarbase, die 100 g/ml Roseoflavin
enthielt, verteilt. Es entstanden keine RoF'-Kolonien und keine der Kolonien zeigte den Phanotyp der Ribofla-
vinuberproduktion, was bestatigt, dass die RoF'-50-Mutation nicht auf dem rib-Operon liegt.

Beispiel 6: Lokalisierung von rib*-Biosynthesegenen unter Verwendung der Mutagenese mit CAT-Insertion

[0121] Fig. 4 enthalt eine Restriktionskarte des rib-haltigen 10-kb-EcoRI-Fragments von pRF2, das mit Stan-
dardverfahren hergestellt worden war. Die Restriktionsenzymstellen fur Xbal, Bglll, Sstl, Hpal und Ncol sind
auf der Insert-DNA einmalig vorhanden, wohingegen Sall und Pstl einmal in dem Insert und einmal im Vektor
schneiden; das Insert enthalt keine BamHI-, Xhol- oder Nhel-Restriktionsstellen. Das Restriktionsenzym Hin-
dlll spaltet das Insert an mehreren Stellen; die 54-mer-Sonde, die flir das Riboflavinsynthasegen spezifisch ist,
hybridisierte mit einem Hindlll-Fragment mit ungefahr 1,8 kb, was darauf hindeutet, dass das rib-Operon auch
in dem allgemeinen Bereich liegen muss, der die Sall- und die am weitesten links gelegene Bglll-(Bglll, )-Stel-
len umgibt.

[0122] Um die Grenzen des rib-Operons zu bestimmen, wurden allgemein kleine cat-haltige Restriktionsfrag-
mente verwendet, um Insertionen und Deletionen in dem rib*-klonierten DNA-Fragment von pRF2 zu konstru-
ieren. Das E.-coli-Plasmid pEcc1 diente als erste Quelle fiir Restriktionsfragmente, die ein cat-Gen tragen, das
Chloramphenicolresistenz sowohl in E. coli als auch in B. subtilis liefert. Dieses Plasmid, ein Derivat von
pMI1101 (Youngman et al., Plasmid 12, 1-9, 1984), bei dem ein nicht wesentlicher Bereich des Plasmids mit
rekombinanten Standard-DNA-Techniken entfernt wurde, enthalt ein cat-haltiges Fragment mit 1,3 kb, das von
den "Polylinkern" von M13mp7 flankiert wird und daher cat-Kassetten entweder mit Smal-, EcoRlI-, Sall- oder
BamHI-Enden erzeugen kann. Um Fragmente mit Sstl- oder Xval-Enden zu erzeugen, die das cat-Gen enthal-
ten, wurde das cat-haltige BamHI-Fragment mit 1,3 kb von pEcc1 isoliert, die Enden mit HindllI-Linkern modi-
fiziert und das modifizierte Fragment in die Hindlll-Stelle innerhalb des Polylinkerbereichs von pIC20R kloniert,
was das Plasmid pEcc4 erzeugte.

[0123] Integrative Plasmidderivate wurden zuerst in E. coli konstruiert und dann in den rib-Chromosomenlo-
cus von B. subtilis durch DNA-Transformation tberfihrt. Dies erfolgte, indem das Plasmid mit einem Restrik-
tionsenzym, das auferhalb des klonierten DNA-Inserts schnitt, linearisiert wurde, kompetente Zellen des
B.-subtilis-Stamms 1A382 oder PY79 (B3¢, rib*) mit dieser geschnittenen DNA transformiert wurden und auf Cm’
selektiert wurden. Da das pBR322-Replikon in B. subtilis nicht replizieren kann und das cat-Gen an beiden Sei-
ten an Sequenzen gebunden ist, die homolog zu dem rib*-Locus sind, kann die cat-haltige Insertion oder De-
letion in das Chromosom nur durch ein Double-Crossover-Rekombinationsereignis insertiert werden, was
Cm'-Transformanten liefert. Um zu bestimmen, ob die Insertion oder Deletion die Riboflavinsynthese inakti-
viert, wurden Cm'-Kolonien auf Wachstum auf Minimalmedium-Agarplatten untersucht mit oder ohne die Ge-
genwart von Riboflavin (Rib-Phanotyp).

[0124] Wie in Fig. 8 graphisch dargestellt, wurden cat-haltige Restriktionsfragmente durch Ligation in die ein-
zelnen Restriktionsstellen fir Xbal, Sstl, Sall und Bglll von pRF2 insertiert, zwischen das Paar von Bglll- oder
Ncol-Stellen insertiert (was Deletionen erzeugt, bei denen entweder ein 2,0-kb-Bglll-Fragment oder ein
0,8-kb-Ncol-Fragment entfernt wird) oder in einzelne Haelll- und EcoRV-Stellen des Hindlll-Fragments mit un-
gefahr 1,8 kb, das mit der rib-spezifischen DNA-Sonde hybridisierte, mit Standardtechniken insertiert. Die Er-
gebnisse sind in Tabelle Il gezeigt.
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Tabelle 11l

Charakterisierung von Insertions- und Deletionsderivaten von rib*-DNA

Insertionsderivat® B. subtilis® Riboflavinph&notyp
A (Xbal)

r +

I ND
B (Sstl)

r +

I ND
C (Sstlg)

r -

| -
D (Bglll,)

r -

| -
E (Sall)

r -

| -
F (Bglllg)

r -

| -
G (Haelll)

r ND
| +
H (EcoRV)

r +

I ND
Deletionsderivat

Bgl

r -

| -
Nco

r +

| +

a"r" (rechts) und "1

" (links) identifizieren die Transkriptionsorientierung des insertierten cat-Gens in Bezug auf

die Restriktionskarte in Fig. 8.
b B.-subtilis-Stamm 1A382 (rib*, trpC2, pur-60, hisH2) oder PY79 (SP B¢, rib*).

[0125] Wie in Fig. 8 und Tabelle Ill zusammengefasst, erzeugten Insertionen in die Sall-, entweder Bglll- oder
am weitesten rechts gelegenen Sstl-(Sstlg)-Stellen oder die Deletion des 2,0-kb-Bglll-Fragmentes alle Cm'-Ko-
lonien, die kein Riboflavin produzieren konnten (Rib~), was darauf hindeutet, dass das rib-Operon zentral in-
nerhalb der klonierten DNA angeordnet ist. Offensichtlich hatte die Entfernung des 0,8-kb-Ncol-Fragments kei-
Riboflavinproduktion (Rib*), was darauf hindeutet, dass ein Ende des rib-Gen-Clusters links
von der am weitesten links gelegenen Ncol-(Ncol, )-Stelle gelegen war. Das andere Ende des rib-Operons wur-

ne Wirkung auf die

20/71




DE 690 33616 T3 2008.07.03

de anfangs so bestimmt, dass es innerhalb eines HindllI-Fragments mit ungefahr 1,8 kb lag, da die zwei Inser-
tionen an Stellen innerhalb des Fragmentes, EcoRV und Haelll, ebenso wie Stellen, die distal von dem Frag-
ment angeordnet waren, Xbal und Sstl, alle Cm'-Kolonien erzeugten, die Riboflavin produzierten.

Beispiel 7: Nucleotidsequenz des rib-Operons

[0126] Basierend auf der cat-Insertionsmutagenese des klonierten 10-kb-DNA-Fragmentes wurde das ge-
samte rib-Operon innerhalb einer Region mit 6,0 kb lokalisiert, die an die Sstl, - und Ncol -Stellen grenzte.

[0127] Diese 6,0-kb-Region von pRF2, die das rib-Operon enthielt, und die flankierenden Regionen wurden
mit der Didesoxymethode von Sanger et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74: 5463, 1977) sequenziert. Kurz ge-
sagt wurden M13-Klone fiir die Sequenzierung hergestellt entweder durch Subklonierung spezifischer Restrik-
tionsfragmente in M13, durch Verwendung der Exonucleaseaktivitat der T4-DNA-Polymerase, um eine Reihe
Uberlappender Deletionen zu erzeugen (Dale et al., Plasmid 13: 31, 1985) oder durch "shot-gun"-Klonierung
von statistischen Fragmenten von beschallten Restriktionsfragmenten in M13. In einigen Fallen wurde die Nu-
cleotidsequenz Uber eine Restriktionsstellenverbindung von benachbarten Fragmenten auch durch Primerex-
tensionssequenzierung bestimmt. Ungefahr 5500 bp wurden auf beiden Strangen sequenziert und auf Se-
quenzen analysiert, die typischen offenen Leserahmen glichen mit Ribosomenbindungsstellen von Gram-po-
sitiven Bakterien, Gram-positiven Promotoren und rho-unabhangigen Transkriptionsterminationsstellen.

[0128] Die Analyse lieferte sechs vollstandige nicht uberlappende offene Leserahmen (Fig. 3): ORF2 (124
Aminosauren), das Gen, das fiir die $-Untereinheit der Riboflavinsynthase codiert (154 Aminosauren), ORF3
(398 Aminosauren), ORF4 (215 Aminosauren), ORF5 (361 Aminosauren) und ORF6 (105 Aminosauren).

[0129] Jedem OREF ging eine starke Bacillus-Ribosomenbindungsstelle (RBS) mit berechneter Thermostabi-
litdt im Bereich von AG = -16 bis —22 kcal/mol voran und alle waren in der gleichen Transkriptionsrichtung ori-
entiert. Aullerdem wurden innerhalb der codierenden Region von ORF5 eine zweite RBS-Stelle und ein
ATG-Startcodon gefunden, die méglicherweise ein kleineres Protein mit 248 Aminosauren codieren. Bezogen
auf in vitro gekuppelte S-30-Transkriptions-/Translationsreaktionen (siehe unten) scheint ORF5 jedoch nur ein
Protein mit 361 Aminosauren zu codieren. Schlief3lich wurde auch ein Teil einer weiteren codierenden Region,
ORFA1, die die letzten 170 Aminosauren eines Proteins codiert und in der entgegengesetzten Richtung orien-
tiert ist, gefunden.

[0130] Basierend auf den folgenden Beobachtungen wird die Riboflavinbiosynthese in Bacillus von einem ein-
zigen Operon kontrolliert, das 5 Gene enthalt: das B-Riboflavinsynthasegen, ORF2, ORF3, ORF4 und ORF5,
von denen mindestens 4, das B-Riboflavinsynthasegen, ORF3, ORF4 und ORF5, unzweideutig biosyntheti-
sche Enzyme codieren, wobei das verbleibende, ORF2, mdglicherweise ein biosynthetisches Enzym codiert.
1. ORF3, ORF4 und ORF5 Uberlappen Restriktionsenzymstellen, bei denen die Insertion der cat-haltigen
Restriktionsfragmente eine Inaktivierung der Riboflavinproduktion bei B. subtiles verursachte (Fig. 4 und
Fig. 8).
2. ORF1 Uberlappt eine Restriktionsenzymstelle(n), wo die Insertion der cat-haltigen Restriktionsfragmente
keine Inaktivierung der Riboflavinproduktion bei einem rib*-B.-subtilis-Stamm verursachte (Tabelle 11l und
Fig. 8), noch eine Reduktion der Riboflavinproduktion in dereguliertem RoF"-B.-subtilis-Stamm RB52 ver-
ursachte.
3. ORF2 (berlappt auch eine Restriktionsenzymstelle, EcoRV, wo die Insertion von cat-haltigen Restrikti-
onsfragmenten keine Inaktivierung der Riboflavinproduktion in einem rib*-B.-subtilis-Stamm verursachte
(Tabelle 111 und Fig. 8). Eine solche Insertion verursachte jedoch eine nachweisbare Reduktion der Ribofla-
vinproduktion bei dem deregulierten RoFr-B.-subtilis-Stamm RB52, was darauf hindeutet, dass das mutier-
te ORF-2-Genprodukt teilweise bei der Riboflavinproduktion inaktiv war. Die Ergebnisse deuten darauf hin,
dass ORF2 ein rib-spezifisches Enzym codiert.
4. Zwei DNA-Sequenzen, die Baumchenstrukturen bilden kénnen, die auf rho-unabhangige Transkripti-
onsterminationsstellen hindeuten, wurden innerhalb der intercistronischen Spalten zwischen ORF1 und
ORF2 und zwischen ORF5 und ORF6 gefunden (Fig. 4 und Fig. 9). Die Entfernung von Strukturen zwi-
schen ORF5 und ORF6 verbessert die Expression von Riboflavin. Die Strukturen verleihen lacZ-Fusions-
konstrukten Riboflavinempfindlichkeit; sie kénnen daher verwendet werden, um diese Empfindlichkeit ir-
gendeinem anderen Gen zu vermitteln, mit dem sie am 5'-Ende stromaufwarts des Promotors fusioniert
sind.
5. Eine DNA-Sequenz, TTGCGT-(17bp)-TATAAT, die dem Promotor ahnelt, der von der g* (vegetative
Form) der B.-subtilis-RNA-Polymerase erkannt wird, wurde ungefahr 290 bp stromaufwarts von ORF5 ge-
funden, und war in der gleichen Transkriptionsrichtung orientiert, wie ORF5 (Eig. 4). Eine Transkriptionsfu-
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sion dieses Promotors (P,, auf einem Bglll-Ncol-Restriktionsfragment mit 1,1 kb) mit einem promotorlosen
E.-coli-lacZ-Gen (P,-lacZ) zeigte eine von Riboflavin regulierte Expression von 3-Galactosidaseaktivitat in
einem rib*, B.-subtilis-Stamm (62121) und eine konstitutive (unregulierte) Expression von B-Galactosidase-
aktivitat auf hohem Niveau in einem rib*, RoF'-B.-subtilis-Stamm (RB52), nur wenn der Promoter in der glei-
chen Transkriptionsrichtung, wie das Gen, orientiert war, wie in Tabelle IV gezeigt. Die Primerextensionsa-
nalyse wurde verwendet, um die Startstelle zu bestatigen. Transkriptions- und Northern-Analysen wurden
verwendet, um zu zeigen, dass eine polycistronische RNA mit 4,2 kb das gesamte rib-Operon umfasst.

Tabelle IV

Durch Riboflavin regulierte Expression von P,-LacZ-Transkriptionsfusionen

Stamm (integriertes Plasmid) B-Galactosidase-spezifische Aktivitat (Miller-Einhei-
ten)
+ Riboflavin (2 pg/ml) — Riboflavin

B. subtilis 62121 (P,-lacZ?) 1,3 4,2

B. subtilis RB52 (P,-lacZ?) 31 38

B. subtilis 62121 (P,-lacZ®) <0,1 <0,1

B. subtilis 62121 <0,1 <0,1

2P, und lacZ in der gleichen Richtung orientiert
® P, und lacZ in entgegengesetzten Richtungen orientiert

[0131] Bezogen auf diese Ergebnisse ist dieser a*-Promotor, P,, ein primérer Promotor fiir die Transkription

von ORF5, ORF4, ORF3, B-Riboflavinsynthasegen und ORF2.
6. Eine zweite DNA-Sequenz, TTGAAG-(17bp)-TACTAT, die einem Promotor &hnelt, der von ¢* (vegetative
Form) von B.-subtilis-RNA-Polymerase erkannt wird, wurde innerhalb des 3'-Endes von ORF4 aufgefun-
den, ungefahr 295 bp stromaufwérts von ORF3 und in der gleichen Transkriptionsrichtung, wie ORF3, ori-
entiert (Fig. 4). Die Integration in B. subtilis mit einem Campbell-artigen Rekombinationsereignis eines
E.-coli-Plasmids, das diese Promotorsequenz auf einem 0,7-kb-Sall-Bglll-Restriktionsfragment enthielt,
verursachte keine Inaktivierung der Riboflavinproduktion in B. subtilis, Ergebnisse, die darauf hindeuten,
dass diese zweite Sequenz (P,) Promotoraktivitat hat und daher tatsachlich die Transkription (zusatzlich zu
dem o”-P,-Promotor) von ORF3, der B-Untereinheit des Riboflavinsynthasegens und ORF2 kontrollieren
kann. LacZ-Fusionen und Northern-Analyse bestatigten die Existenz dieses Promotors.
7. Eine dritte DNA-Sequenz, TTGAAT-(18bp)-TAAAAA, die mdglicherweise dem Promotor ahnelt, der von
o”* (vegetative Form) der B.-subtilis-RNA-Polymerase erkannt wird, wurde innerhalb des intercistronischen
Bereichs zwischen der B-Untereinheit des Riboflavinsynthasegens und ORF2 gefunden, ungefahr 83 bp
stromaufwarts von ORF2 und in der gleichen Transkriptionsrichtung orientiert (Fig. 4). Dieser o*-Promotor,
P, kann auch die Transkription von ORF2 kontrollieren, zusatzlich zu P, und P,.
8. In vitro gekuppelte Transkriptions-/Translationsanalyse von S-30-Reaktionen der klonierten DNA besta-
tigten, dass ORF2, ORF3, ORF4 und ORF5 alle tatsachlich Proteine mit der aus den jeweiligen Sequenzen
vorhergesagten Grofe codierten.
9. Drei der flinf angenommenen enzymatischen Stufen bei der Riboflavinbiosynthese wurden spezifischen
codierenden Regionen zugeordnet, indem die vorhergesagten Aminosauresequenzen oder Molekularge-
wichte ihrer Produkte mit verdffentlichten Proteinsequenzen verglichen wurden, unter Verwendung von
Gen-Bank® oder bekannten ProteingroRen.
a. Das moglicherweise von dem offenen Leserahmen zwischen ORF2 und ORF3 codierte Protein passt fast
identisch zu der verdéffentlichten Aminosaduresequenz der B-Untereinheit fir das Riboflavinsynthaseenzym
mit 154 Aminosauren (Ludwig et al., J. Biol. Chem. 262: 1016, 1987). Es wurde nur eine unterschiedliche
Aminosaure festgestellt: Lysein ersetzte Glycin an Rest 65. Es wird berichtet, dass dieses Enzym die Bil-
dung von 6,7-Dimethyl-8-ribityllumazin aus 5-Amino-6-ribitylamino-2,4(1H,3H)-pyrimidindion-5'-phosphat
(Fig. 1, Strukturen 5 bzw. 4) und 3,4-Dihydroxybutanon-4-phosphat katalysierte.
b. Eine 39%ige Identitat bei einer Uberlappung mit 88 Aminosauren wurde zwischen dem mdglichen Pro-
dukt von ORF5 und Deoxycytidylatdeaminase festgestellt, einem Protein mit 188 Aminosauren, das von
dem E.-coli-Bakteriophagen T, codiert wird (Maley et al., J. Biol. Chem. 258: 8290, 1983). Basierend auf
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diesem Ergebnis codiert ORF5 hdchstwahrscheinlich die rib-spezifische Deaminase, die die Bildung von
5-Amino-6-(ribosylamino)-2,4-(1H,3H)pyrimidindion-5'-phosphat aus 2,5-Diamino-6-(ribosylami-
no)-4(3H)-pyrimidinon-5-phosphat katalysiert (Fig. 1, Strukturen 3 bzw. 2).

c. Das vorhergesagte Molekulargewicht des ORF-4-Genprodukts (26 000 Da) stimmte gut Uberein mit dem
Molekulargewicht der a-Untereinheit der Riboflavinsynthase (23 000 Da; Bacher et al., J. Biol. Chem. 255:
632, 1980). Basierend auf diesem Ergebnis codiert ORF4 die a-Untereinheit der Riboflavinsynthase, die die
letzte Stufe des Biosynthesewegs katalysiert: die Dismutation von 6,7-Dimethyl-8-ribityllumazin zu Ribofla-
vin (Fig. 1, Strukturen 5 bzw. 6) und 5-Amino-6-ribitylamino-2,4(1H,3H)-pyrimidindion.

10. Die verbleibenden enzymatischen Stufen der Riboflavinsynthese wurden versuchsweise den codieren-
den Regionen zugeordnet, indem die Position der ORFs mit einer physikalischen Karte von rib-Mutationen
in dem Operon ausgerichtet wurde (Morozov et al., Mol. Genet. Mik. Virusol. Nr. 7: 42 (1984)). Es wurde
berichtet, dass Mutationen fiir defekte GTP-Cyclohydrolase in dem 0,5-kb-Hindlll-Fragment kartiert wur-
den. Da ORF3 dieses Restriktionsfragment umfasst, wurde geschlossen, dass ORF3, zumindest teilweise,
diese enzymatische Funktion codiert, die die Bildung von 2,5-Diamino-6-(ribosylamino)-4(3H)-pyrimidi-
non-5'-phosphat aus GTP (Fig. 1, Strukturen 2 bzw. 1) katalysiert. AulRerdem wurde berichtet, dass das Bi-
osynthesegen, das eine rib-spezifische Reduktase codiert, vollstandig in dem Hindlll-Fragment mit unge-
fahr 1,8 kb enthalten war. Da dieses Fragment nur zwei vollstdndige codierende Regionen enthalt, die 3-Un-
tereinheit des Riboflavinsynthasegens und ORF2, wird angenommen, dass ORF2 die Reduktase codiert,
die die Bildung von 5-Amino-6-(ribitylamino)-2,4(1H,3H)-pyrimidindion-5'-phosphat aus 5-Amino-6-(ribosyl-
amino)-2,4(1H,3H)-pyrimidindion-5'-phosphat (Fig. 1, Strukturen 4 bzw. 3) katalysiert.

[0132] Auflerdem wurde eine ahnliche rho-unabhangige Transkriptionsterminationsstelle im scheinbaren
Leader-Bereich des Operons nachgewiesen, stromabwérts des moglichen o*-P1-Promotors, aber direkt
stromaufwarts der ersten codierenden Region des Operons, ORF5 (Fig. 4 und Fig. 9). Diese mdgliche Termi-
natorstruktur kann an der Regulierung des rib-Operons durch einen Terminations-/Antiterminationsmechanis-
mus beteiligt sein. AuBerdem ist eine Roseoflavin-resistente (R ,F*)-abhangige regulatorische Region auf ei-
nem Sall-Bglll-Restriktionsfragment von ORF3 mit 0,7 kb vorhanden.

Zuordnung der rib-ORFs zu Proteinprodukten

[0133] Eine Methode, um zu bestéatigen, dass die rib-spezifischen ORFs Proteine codieren, besteht darin, die
GroRe und Anzahl von Proteinen, die aus der klonierten DNA synthetisiert werden, in einer in vitro gekuppelten
S-30-Transkriptions-/Translationsreaktion unter Verwendung von pRF2 und der verschiedenen Derivate als
Matrizen "sichtbar zu machen". Der S-30-Fraktionskit (New England Nuclear; verwendet nach der Anleitung
des Herstellers) ist besonders wirksam, um B.-subtilis-Gene zu translatieren aufgrund der Gegenwart der star-
ken Ribosomenbindungsstellen.

[0134] Bei Verwendung des klonierten 10-kb-EcoRI-Fragments von pRF2 oder pRF4 als Matrizen wurde er-
wartet, dass funf mdgliche rib-spezifische Proteine nachgewiesen werden kénnen: 3-Riboflavinsynthase, 14,7
kilodalton (kd) (Ludwig et al., J. Biol. Chem. 262: 1016, 1987) und die Proteine von ORF2, 13,6 kd; ORF3, 43,7
kd; ORF4, 23 kd; und ORF5, 39,7 kd. Es wurde auch erwartet, dass mindestens zwei weitere Proteine nach-
gewiesen werden koénnen, die von ORF6 (11,6 kd) und ORF1 (mindestens 18,7 kd) codiert werden, ebenso
wie irgendwelche weiteren Proteine, die von Genen codiert werden, die in den unsequenzierten Bereichen des
klonierten DNA-Fragments mit 10 kb vorhanden sind. AuRerdem wurden auch Vektor-assoziierte Proteine, ein-
schlieRlich der bla- und cat-Antibiotica-Resistenzgenprodukte erwartet (das tet-Gen wird bei S-30-Reaktionen
nicht stark exprimiert).

[0135] Unter Ausschluss der bla- und cat-spezifischen Proteine (32 kd bzw. 18 kd) und anderer Vektor-asso-
ziierter Proteine wurden insgesamt sechs gréRere **S-markierte Proteine nachgewiesen mit Molekulargewich-
ten von 47 kd, 44 kd, 38 kd, 26 kd, 20 kd und 15 kd, auf einem 15%-SDS-Polyacrylamidgel fur die S-30-Reak-
tionen mit pRF2 oder pRF4. Um diese Proteinprodukte den entsprechenden rib-spezifischen ORFs zuzuord-
nen, wurden S-30-Reaktionen wiederholt unter Verwendung verschiedener verfligbarer Deletionsderivate,
cat-Insertionsderivate und subklonierter Fragmente der klonierten 10-kb-EcoRI-DNA (Fig. 10). Die Ergebnisse
sind in Tabelle V gezeigt.
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Tabelle V

Rib-spezifische Proteine, die bei S-30-Reaktionen beobachtet werden

Plasmid 47 000 Daltons 44 000 Daltons 26 000 Daltons 15 000 Daltons
(ORF3) (ORF5) (ORF4) (ORF2)
pRF2 + + + +
pRF4 + + + +
pRF21 - - + _
pRF5 - - - +
pRF2 9 - - - -
pRF12 + - + +
pRF10 - - - -
pRF38 - - - -
pRF24/pRF20 - + + +
pRF23 + - + +

[0136] Basierend auf diesen Ergebnissen wurden Proteinprodukte, ORF3 (47 kd); ORF5 (44 kd); ORF4 (26
kd) und ORF2 (15 kd) zugeordnet, wobei die Molekulargewichte mit den vorhergesagten GréRen Uberein-
stimmten.

[0137] Die Zuordnung von Produkten zu ORF2 und dem (-Riboflavinsynthasegen waren weniger schlissig
als die Zuordnungen zu den anderen ORFs. Da die S-30-Reaktion von pRF2 ein 15-kd-Protein erzeugte, das
eng mit der vorhergesagten Grof3e der Proteine ibereinstimmte, die von jedem der beiden Gene codiert wurde,
wurde zuerst angenommen, dass diese Proteinbande tatsachlich beide Proteinarten enthielt. Die cat-Insertion
in ORF2 im Plasmid pRF38 entfernte jedoch diese Proteinbande vollstandig und ersetzte sie durch ein kleine-
res Protein mit 6 kd, das eng mit der vorhergesagten Grof3e fiir den trunkierten ORF2 Gbereinstimmte. Basie-
rend auf diesen Ergebnissen scheint das 15-kd-Protein nur von ORF2 erzeugt zu werden. Es ist nicht klar, wa-
rum das B-Riboflavinsynthaseprotein auf den Gelen der S-30-Reaktionen nicht sichtbar wird. Insgesamt ge-
nommen bestatigten die Ergebnisse jedoch die Existenz von fiunf rib-spezifischen codierenden Regionen:
ORF5, ORF4, ORF3, ORF2 und dem B-Riboflavinsynthasegen.

[0138] Zusatzlich scheint ORF1 ein 38-kd-Protein zu codieren, wahrend fur ORF6 kein Produkt identifiziert
wurde.

Regulatorische Mechanismen des rib-Operons

[0139] In B. subtilis wurde ein wiederkehrendes Muster der Gen-Organisation und Regulation fiir Biosynthe-
sewege von verschiedenen Forschern beobachtet. Die Nucleotidsequenzen des Tryptophan-Biosynthese-
wegs (Renner et al., Gene 34: 169, 1984) und des de-novo-Purinnucleotidwegs (Ebbole und Zalkin, J. Biol.
Chem. 262: 8274, 1987) von B. subtilis enthalten beide Cluster von lberlappenden Genen, die als polycistro-
nische Botschaft transkribiert werden und mindestens teilweise von einem neuen Transkriptionsterminati-
ons/Antiterminationsmechanismus reguliert werden, der ein Repressorprotein beinhaltet, das von einem Gen
codiert werden kann, das nicht mit dem Biosynthese-Operon verbunden ist (Zalkin und Ebbole, J. Biol. Chem.
263: 1595, 1988). Da gefunden wurde, dass die Organisation der rib-Biosynthese- und Regulationsgene ber-
raschend ahnlich ist denen der B.-subtilis-trp- und pur-Wege, wurde hypothetisch angenommen, dass das
rib-Operon zumindest teilweise in ahnlicher Weise reguliert werden kénnte.

[0140] Kurz gesagt, schlieRen die Schllsseleigenschaften des Transkriptionsterminations/Antiterminations-
modells (Shimotsu et al., J. Bacteriol. 166: 461, 1986) ein:
(i) die Gegenwart einer langen 5'-Leader-Sequenz, die dem ersten Gen im Operon vorhergeht;
(ii) die Gegenwart des RNA-Leaders von zwei oder mehr tberlappenden Dyadensymmetrien, die das Po-
tenzial haben, wechselweise sich ausschlieRende RNA-Baumchen zu bilden, wobei eine Struktur als
rho-unabhangiger Transkriptionsterminator dient und die andere als "Antiterminator" (Blockieren der Bil-
dung des rho-unabhangigen Transkriptionsterminators);
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(iii) unter repressiven Bedingungen bindet das Repressorprotein, das von dem Endprodukt des Stoffwech-
selwegs aktiviert wird, an naszierende mRNA an einer Stelle, die die Bildung des Antiterminators verhindert,
was die Bildung des Terminators zuldsst, der die Transkription beendet;

(iv) unter derepressiven Bedingungen, ist die Bindung des inaktivierten Repressors ausgeschlossen, was
zur Bildung des Antiterminators fiihrt, was ein Uberlesen in den codierenden Bereich des Operons hinein
verursacht.

[0141] Wie oben diskutiert, ist die wahrscheinlichste Stelle fir den Start der Transkription im rib-Operon ein
o*-Promotor, P,, der etwa 290 bp stromaufwérts des ersten Gens im Operon angeordnet ist. Eine vorlaufige
Analyse der RNA-Leader-Sequenz deutet darauf hin, dass sie die meisten, wenn nicht alle, der Strukturen ent-
halt, die fur die Regulation durch das Terminations/Antiterminationsmodell erforderlich sind. Innerhalb dieser
Region wurde eine baumchenartige Struktur gefolgt von einem Strang von Thymidinen gefunden, der einem
rho-unabhangigen Transkriptionsterminator ahnelt, ungefahr 50 bp stromaufwarts von ORF5; diese Sequenz
hat das Potenzial, eine Haarnadelschleife mit einem AG von —26 kcal/mol (Fig. 9) zu bilden. Auferdem wurden
verschiedene potenzielle baumchenartige Strukturen mit AGs im Bereich von —13 bis —16 kcal/mol innerhalb
des rib-5'-Leaders lokalisiert, die mdglicherweise als Antiterminatorsequenz qualifiziert werden kénnten.

[0142] Zuséatzlich zu der primaren Stelle fur den Start der Transkription, die gewdhnlich stromaufwarts des
ersten Gens im Operon angeordnet ist, existieren bei einigen Biosynthesewegen sekundare Promotorstellen,
die innerhalb der inneren Bereiche des Operons angeordnet sind. Die Mdglichkeit dafir, dass eine zweite Pro-
motorstelle innerhalb des rib-Locus vorliegt, wurde auch vorgeschlagen durch vorherige R-Schleife-Heterodu-
plex-Untersuchungen des rib-Operons (Osina et al., FEBS Letters 196: 75-78, 1986), die zwei oder mehr Stel-
len fur den Start der mRNA-Synthese zeigen. Unsere vorherige Analyse der intercistronischen Spalten des
rib-Operons wies keine solchen sekundaren Promotorstellen nach. Als diese Analyse jedoch auf alle Sequen-
zen innerhalb des Operons ausgedehnt wurde, wurde ein weiterer o*-Promotor, P,, innerhalb des 3'-Endes von
ORF4 aufgefunden, direkt stromabwarts der Sall-Restriktionsstelle (Eig. 4). Somit ist es mdglich, dass die Ex-
pression von ORF2, ORF3 und der B-Untereinheit fur Riboflavinsynthase unter der Kontrolle dieses zweiten
Promotors steht. AuRerdem wurde ein moglicher dritter o*-Promotor, P,, direkt stromaufwarts von ORF2 auf-
gefunden. Daher ist ORF2 mdglicherweise auch unter der Kontrolle dieses weiteren Promotors.

[0143] Die Anordnung moglicher codierender Regionen, Promotoren und Transkriptionsterminationsstellen
auf der DNA-Sequenz der rib-spezifischen Region mit 5,5 kb auf B. subitilis ist in Tabelle VI gezeigt.

Tabelle VI

Codierende Regionen, Promotor und Transkriptionsterminationsstellen auf dem B.-subtilis-rib-Operon

bp-Zahl®
Codierende Regionen ORF®6 364-678
ORF5 1101-2183
ORF4 2197-2841
ORF3 2859-4052
B-Riboflavinsynthasegen 40884549
ORF2 4665-5036
ORF1 5567-5057°
o”-Promotoren P, 771-799
P, 2528-2556
P, 4545-4574
rho-unabhangige Terminations- Stromaufwarts des 5'-Promotors 708-748
stellen
Innerhalb der 5'-Leader-RNA 1034-1067
Am 3'-Ende des rib-Operons 5038-5090
@von Fig. 3
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P codierende Region in entgegengesetzte Richtung orientiert
Beispiel 8: Konstruktion von Vektoren, die ein modifiziertes rib-Operon enthalten

[0144] Die obige funktionelle Analyse des rib-Operons von Bacillus subtilis, die zum ersten Mal die regulato-
rischen Regionen und offenen Leserahmen in der Nucleotidsequenz abgrenzt, Iasst die Konstruktion neuer
Vektoren zu, die zur Erhdhung der Ausbeute der Riboflavinproduktion nitzlich sind. Die Kenntnis von der An-
ordnung der spezifischen Gene, die fur die Riboflavinbiosynthese erforderlich sind, der Anordnung der Trans-
kriptionskontrollregionen und anderer relevanter Regionen (z. B. RBS) auf diesen Genen lasst es zu, in diesen
Regionen Veranderungen durchzufiihren. Es folgen einige Beispiele fir solche Manipulationen.

Konstruktion eines Integrationsplasmids mit einem rib-Operon auf einem kleineren DNA-Fragment

[0145] Der integrierende Vektor, der verwendet wird, um den Riboflavin Uberproduzierenden Stamm
RB50::[pRF8] zu konstruieren, enthalt ein 10-kb-EcoRI-Fragment mit dem rib-Operon. Da das rib-Operon we-
niger als 6 kb DNA einzunehmen scheint, wurde ein neuer Integrationsvektor konstruiert (pRF40), der das
rib-Operon auf einem kleineren DNA-Fragment enthalt. Die kleinere GréR3e dieses Klons lasst eine hdhere Am-
plifikation der rib-Gene zu, was zu héheren Ausbeuten an Riboflavin fihrt.

[0146] Bezugnehmend auf Fig. 12 wurde pRF40 aus pRF36 konstruiert, das ein Plasmid ist, in dem das
0,8-kb-Ncol-Fragment von pRF2 durch ein cat-Gen ersetzt ist. Das rib-Operon ist in einem 6,5-kb-Xbal-Eco-
RI-Fragment enthalten. Dieses Fragment wurde isoliert und mit pUC19 ligiert (Panisch-Perron et al., Gene 33,
103, 1985; erhaltlich von New England Biolabs, Boston, MA, USA und Bethesda Research Laboratories, Ma-
ryland, USA), der mit Xbal und EcoRI verdaut worden war. Die ligierte DNA wurde in DH5a E. coli transformiert
und auf LB-Platten plattiert, die 40 pg/ml X-gal und 50 pg/ml Ampicillin enthielten. Die Analyse der Mini-
prep-DNA, die aus weil3en Kolonien prapariert wurde, deutete darauf hin, dass pRF39 das 6,5-kb-Xbal-Eco-
RI-Fragment enthielt.

[0147] pRF39 wurde mit EcoRI verdaut, mit CIAP versetzt und dann mit einem 1,6-kb-EcoRI-Fragment, das
das cat-Gen enthielt, ligiert. Die ligierte DNA wurde dann in DH5a E. coli transformiert und geeignete Kolonien
wurden fur das Plattieren auf LB + 10 ug/ml Chloramphenicol ausgewahlt; zwei Kolonien waren Chloramphe-
nicol-resistent. Die Analyse von Miniprep-DNA, die aus diesen Kolonien prapariert wurde, bestatigte die Ge-
genwart des cat-Gens. Eines dieser Plasmide ist pRF40 (Eig. 14).

Konstruktion von Plasmiden, die beziglich der Transkription modifiziertes rib-Operon enthalten

[0148] Wie oben beschrieben ist es nitzlich, die Promotor- und Operatorregionen des Riboflavin-Operons
durch Promotoren zu ersetzen, die eine konstitutive Expression der Riboflavinbiosynthesegene zulassen.
Plasmide, die solche Konstrukte enthalten, kdnnen dann verwendet werden, um Bakterienstdmme zu erzeu-
gen, die erhdhte Anteile an Riboflavin erzeugen. Einige Beispiele, die die Erfindung nicht beschranken, werden
unten bereitgestellt.

[0149] Bezugnehmend auf Eig. 13 wurden der Riboflavinpromotor und die regulatorische Region entfernt und
durch einen SPO1-Promotor ersetzt. Die Bglll-Stelle, die sich an Position 1130 am Start von ORF3 befindet,
wurde ausgenutzt. Oligonucleotide wurden synthetisiert (RB5 und RB6, siehe Fig. 18), die die DNA-Sequenz
5' von der Bglll-Stelle (die ersten wenigen Aminosauren von ORF5 und die SD-Sequenz) bis zu Position 1058
erzeugten. Die Rekonstruktion des 5'-Endes des Operons stoppte vor irgendeiner der vorgeschlagenen
DNA-regulierenden Strukturen (Fig. 13). An ihren 5'-Enden enthielten die Oligonucleotide BamHI-, Nsil- und
EcoRI-Restriktionsstellen, die den Austausch verschiedener Promotoren 5' zum rib-Operon zulieRen. Wegen
der verschiedenen Restriktionsstellen im rib-Operon war es notwendig, das Operon mit den neuen Promotoren
in mehreren Stufen zu konstruieren, wie folgt.

[0150] Ein 1,4-kb-Sall-Bglll-Fragment wurde aus pRF36 (Fig. 13) isoliert. Dieses Fragment wurde mit den
zwei Oligonucleotiden und mit EcoRI-Sall-verdautem pUC19 ligiert. Die ligierte Mischung wurde dann in E.-co-
li-DH50a-Zellen transformiert und auf LB, das 50 pg/ml Ampicillin und 40 pg/ml X-gal enthielt, ausplattiert. Mini-
preps wurden aus weillen Ap'-Kolonien hergestellt; ein Plasmid mit der gewilnschten Struktur ist pRF46

(Fig. 13).

[0151] pRF46 wurde mit BamHI und Sall verdaut und das 1,4-kb-Fragment isoliert. Dieses Fragment wurde
dann mit dem 400-bp-EcoRI-BamHI-Fragment von pNH202 (pUC8 mit dem SPO1-15-Promotor, Lee und Pero,
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J. Mol. Biol., 152: 247-265, 1981) und pUC19, der mit Sall und EcoRI geschnitten worden war, ligiert. Die li-
gierte DNA wurde dann in DH50-E. coli transformiert, der dann auf LB + Ampicillin + X-gal plattiert wurde. Mi-
niprep-DNA wurde aus weil3en Kolonien erstellt und pRF48 hatte die gewilinschte Struktur (Fig. 13).

[0152] pRF48 wurde mit EcoRI und Sall verdaut und das 1,8-kb-Fragment isoliert. Dieses Fragment wurde
mit dem 4,0-kb-Xbal-Sall-Fragment (das den Rest des rib-Operons enthielt) aus pRF2 und mit Xbal, EcoRI ge-
schnittenem pUC19 ligiert. Die ligierte Mischung wurde dann in E.-coli-DH5aa-Zellen transformiert, die auf LB
+ Ampicillin + X-gal plattiert wurden. Miniprep-DNA wurde aus weif3en Kolonien hergestellt; pRF49 hatte die
gewiinschte Struktur und Uberstande aus der Kultur, die dieses Plasmid enthielten, waren gelb, was auf eine
Riboflavinproduktion deutet (Fig. 13).

[0153] Um das cat-Gen in pRF49 zu platzieren, um eine Selektion in B. subtilis zuzulassen, wurde das Plas-
mid mit Xbal verdaut und mit einem 1,3-kb-cat-haltigen Xbal-Fragment aus pEcc4 ligiert. Die ligierte DNA wur-
de in E.-coli-DH5-Zellen transformiert. Hunderte Ap'-Kolonien entstanden und die Kolonien wurden auf Platten
getupfelt, die LB + 10 pg/ml Chloramphenicol enthielten. Ungefahr 10% der Kolonien wuchsen auf den
Chlor-amphenicolplatten, was auf die Gegenwart des cat-Gens deutet. Ein cat-haltiges Plasmid wird pRF50

genannt (Fig. 14).

[0154] Das obige Beispiel zeigt das Einsetzen eines neuen Promotors stromaufwarts von ORF5. Es wurde
gefunden, dass es auch nutzlich ist, einen Promotor nach P, zwischen ORF3 und ORF4 anzuordnen, um die
Riboflavinproduktion weiter zu erhéhen. Ein Beispiel einer solchen Konstruktion folgt nun.

[0155] Bezugnehmend auf die Fig.14 und Fig.15 wurden die Restriktionsstellen, die der
ORF4-ORF3-Schnittstelle benachbart sind, verwendet, um eine Kopie des SPO1-15-Promotors stromaufwarts
von ORF3 anzuordnen. Die Clal-Stelle an Position 2767 ist am Ende von ORF4 angeordnet und ist im rib-Ope-
ron einmalig vorhanden. Eine andere nitzliche Restriktionsstelle in der Nahe des Beginns von ORF3 ist die
Dral-Stelle an Position 2892. Es wurden Oligonucleotide synthetisiert, die die Sequenz der oben erwahnten
Dral-Stelle nach dem Start von ORF3 erzeugen und eine einmalig vorhandene BamHI-Stelle vor dem Beginn
von ORF3 einfuhrten (Linker P2-A und P2-B, Eig. 18). Ein weiterer Satz von Oligonucleotiden erzeugte die Se-
quenz von der Clal-Stelle nach dem Ende von ORF4 und erzeugte eine EcoRI-Stelle an dieser Stelle (Linker
P2-Cll und P2-DlIl, Fig. 18). Der SPO1-15-Promotor, der auf dem EcoRI-BamHI-Fragment angeordnet ist, wur-
de dann zwischen die BamHI- und EcoRI-Stellen gebracht, die durch die Oligonucleotide erzeugt wurden. Das
gesamte Operon wurde mit diesem zuséatzlichen SPO1-15-Promotor wie folgt zusammengesetzt.

[0156] Bezugnehmend auf Fig. 15 wurde das 750-bp-Sall-Bglll-Fragment, das die ORF4-ORF3-Funktion
enthielt, in pIC20R subkloniert (Marsh et al., Gene 32, 481-485, 1984). Das enstehende Plasmid, pRF57, wur-
de dann mit Dral und Bglll verdaut und das vorhergesagte 270-bp-Dral-Bglll-Fragment wurde isoliert. Dieses
Fragment und die Linker P2-A und P2-B wurden mit mit Sall und Bglll geschnittenem pIC20R ligiert. Die Linker
brachten die BamHI- und Sall-Stellen stromaufwarts des 5'-Endes von ORF3. (Die Sall-Stelle wurde der Ein-
fachheit halber ausgewahlt, da Bglll und BamHI-Stellen kompatibel sind und spater entfernt werden.) Die Li-
gation wurde in E.-coli-DH5a-Zellen transformiert. Das Ausplattieren auf LB-Medium + Amp und X-gal fiihrte
zu weiflden Kolonien; pRF58 hatte die gewiinschte Struktur. Das 330-bp-Bglll-Sall-Fragment aus pRF58 wurde
isoliert und mit dem 3,3-kb-Bglll-Xbal-Fragment, das das 3'-Ende des rib-Operons aus pRF36 enthielt (Eig. 12)
und mit mit Xbal und Sall geschnittenem pUC19 ligiert. Die ligierte DNA wurde dann in E.-coli-DH5a-Zellen
transformiert, was weilte Kolonien erzeugte; pRF62 (Fig. 15) hatte die gewlinschte Struktur. Der Einfachheit
halber wurde das 3,6-kb-BamHI-Xbal-Fragment aus pRF62 isoliert und in mit BamHI-, Xbal-geschnittenem
pUC19 subkloniert (pPRF64, Fig. 15). Dieses Plasmid enthielt nun das 3,6-kb-3'-Ende des rib-Operons mit einer
gentechnisch erzeugten BamHI-Stelle, die dem ORF3 vorangeht.

[0157] Um den SPO1-15-Promotor vor die 3'-Halfte des rib-Operons, die die letzten drei offenen Leserahmen
enthalt, zu bringen, wurde pRF64 mit EcoRI und BamHI verdaut und in ein 400-bp-EcoRI-BamHI-Fragment,
das den SPO1-15-Promotor enthielt, ligiert. Die ligierte DNA wurde in E.-coli-DH5-Zellen transformiert und Mi-
niprep-DNA wurde hergestellt; pRF65 hatte die gewlinschte Struktur.

[0158] Der SPO1-15-Promotor wurde dann gentechnisch bearbeitet, um die Clal-Stelle stromaufwarts des
Promotors zu bringen, um das Ende von ORF4 zu rekonstruieren. Das EcoRI-BamHI-Fragment aus pNH202,
das den SPO1-15-Promotor enthielt, wurde mit den Linkern P2-Cll und P2-DII und mit mit BamHI und Clal ver-
dautem pCI20R ligiert. Die ligierte DNA wurde dann in E.-coli-DH5a-Zellen transformiert. Weil3e Kolonien ent-
standen und Miniprep-Analysen zeigten, dass pRF63 die gewlinschte Struktur hatte. Das 470-bp-Clal-Bam-
HI-Fragment wurde dann aus pRF63 isoliert und mit dem 2-kb-EcoRI-Clal-Fragment von pRF49, das den
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SPO1-15-Promotor enthielt, und dem 5'-Ende des rib-Operons und pRF64 (Fig. 15), der den SPO1-Promotor
und das 3'-Ende des Operons enthielt, das mit EcoRl und BamHI verdaut worden war, ligiert. Die ligierte DNA
wurde dann in E.-coli-DH5a-Zellen transformiert. Miniprep-DNA wurde hergestellt; pRF66 hatte die gewlinsch-
te Struktur. AuBerdem erzeugte E. coli, der pRF66 enthielt, geringe Mengen an Riboflavin auf LB-Medium +
Ampicillin-Platten, was bestatigte, dass das Operon immer noch intakt war.

[0159] Die letzte Stufe bestand darin, das cat-Gen in die einmalig vorhandenen Xbal-Stellen von pRF66, wie
oben beschrieben, zu ligieren. Das entstehende Plasmid, pRF69 (Fig. 15), enthielt das cat-Gen in der gleichen
Richtung, wie das rib-Operon.

[0160] Um ein Plasmid zu konstruieren, das das gesamte Operon mit dem natirlichen oder Wildtyp-ribP,-Pro-
motor und den SPO1-15-Promotor nach ribP, enthielt, wurden das 6,3-kb-EcoRI-BamHI-Fragment von pRF64,
das 2,75-kb-EcoRI-Clal-Fragment von pRF36 und das 470-bp-Clal-BamHI-Fragment von pRF63 ligiert und in
E.-coli-DH5a-Zellen transformiert. Etwa 50% der Ap'-Kolonien waren gelb, was auf eine Riboflavinproduktion
deutet. Miniprep-DNA wurde aus den gelben Kolonien hergestellt und pRF68 hatte die gewiinschte Struktur
(Fig. 16). Ein cat-Gen wurde pRF68 an der Xbal-Stelle, wie oben diskutiert, zugefiigt, um pRF71 zu erzeugen
(Fig. 16). Dieses Plasmid enthielt das cat-Gen in der gleichen Richtung, wie das rib-Operon.

[0161] Als weiteres Beispiel fur die Konstruktion nutzlicher Plasmide der Erfindung folgt nun ein Beispiel, bei
dem ein oder mehrere Promotoren innerhalb des Riboflavin-Operons eingefuhrt werden kénnen ohne vorheri-
ge Entfernung bestehender DNA-Sequenzen.

[0162] Als ein Beispiel wurde ein als Prototyp modifiziertes Operon in pRF78 konstruiert, das eine einzelne
Kopie des SPO1-15-Promotors, die innerhalb einer 30-bp-Region, die nicht essentiell ist und zwischen ribP,
und einer vermuteten rho-unabhangigen Transkriptionsterminationsstelle angeordnet ist (Eig. 14), insertiert ist,
einen inaktivierten ribP,-Promotor, um mégliche Transkriptionsinterferenzen des SPO1-15-Promotors zu ver-
hindern, einen aktiven ribP,-Promotor, die finf Strukturgene, die rib-Biosyntheseenzyme codieren, und unge-
fahr 1,5 kb flankierende DNA-Nucleotidsequenzen stromabwarts des Endes des Riboflavin-Operons enthalt.

[0163] Bezugnehmend auf Eig. 14 wurde zuerst das 1,7-kb-Ncol-Pstl-Fragment von pRF2, ein Fragment, das
die 5'-Promotorregion des rib-Operons und flankierende Regionen enthalt, in mp19, einem Derivat des E.-co-
li-Bakteriophagenvektors M13 (United States Biochemical Catalog, 60-61, 1987; erhaltlich von New England
Biolabs, Massachusetts, USA) subkloniert. Ein rekombinanter Phage, M1.7, wurde gewonnen und eine Stan-
dard-DNA-Sequenzanalyse der Promotorregion zeigte eine spontane Mutation der -10-Region des ribP,-Pro-
motors, eine Veranderung von TA-zu-CT, die den Promotor inaktivieren kann. Einzelstrangige DNA wurde her-
gestellt und mit einem synthetisch erzeugten 55-bp-DNA-Oligomer (siehe Fig. 17), das eine Kombination von
Restriktionsenzymstellen, 5'-EcoRI-Smal-BamHI-3', flankiert an beiden Seiten von weiteren Sequenzen, die
mit der DNA-Region stromaufwarts von ribP, homolog sind, reassoziiert. Doppelstrangige DNA-Molekule wur-
den synthetisiert unter Verwendung von Standardpunktmutagenese-(SDM)-Protokollen. Diese DNA-Molekiile
wurden in den E.-coli-Wirt TG-1 (Amersham Corp., lllinois, USA) durch Transfektion eingefuhrt, um rekombi-
nante Phagenplaques zu erzeugen. Es wurde gefunden, dass ein rekombinanter Phage die gewtinschte mo-
difizierte DNA-Sequenz enthielt, was mit Standard-DNA-Sequenzanalyse bestimmt wurde.

[0164] Die modifizierte rib-Promotorregion wurde dann wieder mit den rib-Strukturgenen des Operons ver-
bunden unter Verwendung eines Paars von einzeln vorhandenen Nsil-Restriktionsenzymstellen 750 bp von
der Flanke der ribP,-Region und den umgebenden Sequenzen entfernt. Doppelstrangige DNA-Molekile der
Phagen-Rekombinante wurden hergestellt, mit Nsil verdaut, das 750-bp-Fragment isoliert und das Fragment
mit dem dephosphorylierten 8,7-kb-Nsil-Fragment von pRF39AR1 (ein Plasmid, das von pRF39, Fig. 12, ab-
geleitet ist, das das Wildtyp-rib-Operon enthalt) ligiert. Die ligierten DNA-Molekiile wurden in E.-coli-DH5a-Zel-
len durch Transformation eingefihrt, auf Ampicillinresistenz selektiert, was zur Gewinnung einer Ap"-Kolonie
fuhrte, die das gewlinschte rekombinante Plasmid, pRF75, enthielt.

[0165] Der SPO1-15-Promotor wurde als nachstes stromaufwaérts von ribP, insertiert, indem pRF75 mit einer
Kombination von EcoRI- und BamHI-Enzymen verdaut wurde, die geschnittene DNA in das gereinigte
400-bp-EcoRI-BamHI-SPO1-15-haltige Restriktionsfragment ligiert wurde und die ligierte DNA in E.-co-
li-DH50a-Zellen durch Transformation eingefihrt wurde, und auf Ampicillinresistenz selektiert wurde. Es wurde
gefunden, dass eine Ap'-Kolonie das rekombinante Plasmid, pRF77, aufgenommen hatte, das das gewlinsch-
te SPO1-15-modifizierte rib-Operon enthielt. Ein Chloramphenicol-Resistenzgen, cat, auf einem
1,6-kb-Xbal-Restriktionsfragment, wurde anschlieend in pRF77 an der einzeln vorhandenen Xbal-Stelle ein-
gefuhrt, was das Plasmid pRF78 erzeugte (Eig. 14).
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[0166] Dieses Prototyp-Operon wurde weiter modifiziert, damit es einen aktiven ribP,-Promotor und/oder eine
zweite Kopie des SPO1-15-Promotors enthielt, die stromabwarts von ribP, innerhalb einer intercistronischen
Region zwischen den rib-codierenden Regionen ORF3 und ORF4, wie oben beschrieben, eingefuhrt wurden.
Z. B. wurde das Plasmid pRF88, das ein Derivat des modifizierten rib-Operons in pRF78 mit einem aktiven
ribP,-Promotor (Eig. 14) enthielt, konstruiert mit dem gleichen Verfahren, wie oben beschrieben, unter Verwen-
dung eines rekombinanten Phagen, der den Wildtyp-ribP,-Promotor enthielt. In anderen Beispielen wurde eine
zweite Kopie des SPO1-15-Promotors, der stromabwarts von ribP, angeordnet war, in die bestehenden modi-
fizierten rib-Operon-haltigen Plasmide pRF78 und pRF88 insertiert, indem das 2,0-kb-Bglll-Fragment jeder
Plasmid-DNA entfernt wurde und das 2,4-kb-Bglll-Fragment von pRF66 insertiert wurde, was die Plasmide
pRF81 bzw. pRF89 erzeugte (Fig. 14).

Konstruktion von Ade*-RB50-Stammen

[0167] Es ist wichtig, Bakterienstdmme zu verwenden, die es erfordern, dass so wenig Komponenten wie
moglich einem Fermentationsmedium zugegeben werden mussen. Solche Stdmme sind billiger zu fermentie-
ren, um Riboflavin zu erzeugen. Hierzu wurden Adeninrevertanten, die amplifizierte modifizierte rib-Operons
enthielten, konstruiert. Diese Revertanten mogen nicht wahre Revertanten von pur-60 sein, sondern Mutatio-
nen an einer anderen Stelle enthalten, die das Erfordernis flr Adenin unterdriickt. Wie unten diskutiert, erzeu-
gen sie etwa 25% mehr Riboflavin als nicht revertierte Stdmme. Beispiele fir solche Konstruktionen werden
nun beschrieben.

[0168] Die Plasmide pRF8, pRF40, pRF50, pRF69, pRF71, pRF78, pRF81, pRF88 und pRF89 wurden je-
weils in RB50 (ein RoF'-deregulierter B.-subtilis-Stamm) transformiert, wobei auf Chloramphenicol-Resistenz
selektiert wurde (Cm"). Eine resistente Kolonie wurde fiir jeden Stamm ausgewahlt. Ade*-Revertanten jedes
Stammes wurden isoliert, indem Bakterien in RMM1-Bruhe, die 10 pyg/ml Adenosin enthielt, geziichtet wurden
und Proben der Kulturen auf Minimalagarplatten ausplattiert wurden. Eine Kolonie jedes Ade*-Stamms wurde
selektiert und die Vektor-DNA wurde amplifiziert, indem Kolonien selektiert wurden, die auf zunehmend héhe-
ren Gehalten von Chloramphenicol wuchsen bis zu einem maximalen Gehalt von 60 pg/ml.

Integration an einem zweiten Ort

[0169] Wie oben beschrieben ist es wichtig, ein gentechnisch erzeugtes rib-Operon in dem B.-subtilis-Chro-
mosom zu amplifizieren, um hohe Titer an Riboflavin zu erhalten. Es ist auch wichtig, sicherzustellen, dass die
Anzahl von DNA-Kopien des rib-Operons innerhalb eines Chromosoms nicht beschrankend fir die Riboflavin-
produktion ist. Eine weitere Amplifikation des rib-Operons kann erreicht werden, indem Kopien des rib-Ope-
rons an mehr als einer Stelle in dem B.-subtilis-Chromosom integriert und amplifiziert werden, um die Ribofla-
vinausbeute weiter zu erhdhen. Ein Beispiel dafir, wie eine solche Zweitstellen-Integration erreicht werden
kann, ist unten beschrieben.

[0170] Die oben beschriebenen Vektoren beruhten alle darauf, dass das cat-Gen die Integration an der Stelle
des rib-Operons zulie3. Um die rib-Gene an einer zweiten Stelle zu insertieren, ist es bevorzugt, ein davon ver-
schiedenes antibiotisches Resistenzgen zur Verwendung an dieser zweiten Stelle zu haben. Es kann z. B. eine
Tetracyclinresistenz (tet) von B. subtilis verwendet werden (Perkins und Youngman, J. Bacteriol., 155:
607-615, 1983). Solche tet-Gene sind dem Fachmann auf diesem Gebiet wohl bekannt und fiir diese Personen
leicht verfligbar. Bei einer solchen Konstruktion kann z. B. das Plasmid pRF78 (Fig. 14), das eine modifizierte
Version des rib-Operons enthalt, mit Xbal geschnitten werden und in ein 2,4-Xbal-Fragment, das das tet-Gen
enthalt, ligiert werden. Das entstehende Plasmid enthalt das tet-Gen an der Xbal-Stelle und wird mit pRF85
bezeichnet.

[0171] Ein Stamm, bei dem das gesamte rib-Operon deletiert wurde und bei dem ein tet-Gen an einer zweiten
Stelle integriert wurde, ist erforderlich, um die Integration von pRF85 an dieser Stelle zu verursachen. Eine sol-
che Stelle ist das bpr-Gen, das die Bacillopeptidase F codiert, eine kleinere, nicht essentielle, extrazellulare
Protease. Ein E.-coli-Plasmid, das das bpr-Gen enthalt, pKT2 (Sloma et al., J. Bacteriol., 172: 1470-1477,
1990) wurde mit EcoRV verdaut. Diese EcoRV-Stelle befindet sich in der codierenden Region von bpr. Die
DNA wurde dann mit einem 2,4-kb-EcoRI-Fragment ligiert, das das tet-Gen enthielt, das gebluntet war. Das
entstehende Plasmid (das das tet-Gen an der EcoRV-Stelle von bpr enthielt) wurde als pKT2-tet bezeichnet.
Diese DNA wurde mit EcoRlI linearisiert und dann in RB52 transformiert, einem Stamm, der beziglich der Ri-
boflavinsynthese dereguliert ist. Tet-Kolonien entstanden und eine dieser Kolonien wurde als RB54 bezeich-
net. Das an bpr integrierte tet-Gen dient als homologe Sequenz fiir die Integration von pRF85.
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[0172] Um sicherzustellen, dass das klonierte Riboflavin-Operon von pRF85 an der zweiten chromosomalen
Stelle insertiert wird, die das Tetracyclin-Resistenzgen enthalt, wurde eine Region, die das urpriingliche Ribo-
flavin-Operon und flankierende DNA enthielt, die der in pRF85 enthaltenen glich, aus dem Chromosom von
RB54 mit in-vitro-Methoden entfernt. Kurz gesagt, beinhaltet dies, dass zuerst ein rekombinantes E.-coli-Plas-
mid erzeugt wird, bei dem das klonierte Riboflavin-Operon und die flankierenden Regionen zwischen den Ncol-
und Xbal-Restriktionsstellen entfernt sind und durch ein Chloramphenicol-Resistenzgen, cat, ersetzt sind, das
in B.-subtilis-Bakterien exprimiert wird. Dieses Plasmid wird dann verwendet, um das chromosomale Ribofla-
vin-Operon zu deletieren, indem RB54 mit linearisierten Plasmidmolekilen transformiert wird und auf Chloram-
phenicol-resistente (Cm')-Bakterien selektiert wird. Cm'-Bakterien entstehen durch ein rekombinantes Ereignis
(Ersatz des Markers), das die Wildtyp-rib-Gene durch die deletierte Kopie, die das cat-Gen enthalt, ersetzt.

[0173] Genauer wurde Plasmid pRF34 (siehe Beispiel 6) verwendet, um ein E.-coli-Plasmid zu erzeugen, das
eine in vitro erzeugte Riboflavin-Operon-Deletion enthalt. Dieses Plasmid stammt von pRF2, bei dem das Ri-
boflavin-Operon an jedem Ende von zwei einmalig vorhandenen Xbal-Stellen flankiert wird (eine Stelle ist
stromaufwarts des 5'-Endes des rib-Operons neben dem deletierten 0,8-kb-Ncol-Fragment angeordnet und
die zweite Stelle ist ungefahr 1,6 kb stromabwarts des Endes des Operons angeordnet) und ein cat-Gen au-
Rerhalb dieser Region insertiert ist. Indem pRF34 mit Xbal verdaut wird und die geschnittenen DNA-Molekile
bei verdinnten DNA-Konzentrationen ligiert werden, wurde ein rekombinantes Plasmid, pRF82, gewonnen,
bei dem eine 7,2-kb-Region, die das Riboflavin-Operon enthalt, entfernt wurde und im Wesentlichen durch das
cat-Gen ersetzt wurde. Das Plasmid pRF82 wurde durch Restriktionsenzymverdau linearisiert und die ge-
schnittene DNA wurde verwendet, um das Chromosomen-Riboflavin-Operon RB54 durch DNA-Transformati-
on zu entfernen, wobei Cm'-Bakterien selektiert wurden, was zu einem Ersatz des Markers fuhrte. Cm'-Kolo-
nien wurden auf Riboflavin-Auxotrophie gescreent und eine Rib™-Cm"-Kolonie, RB55, wurde fir die weitere Un-
tersuchung gewonnen.

[0174] Das Plasmid pRF85 wurde in den Stamm RB55 transformiert, wobei auf Rib* selektiert wurde. Ein
Rib*-Transformant wurde ausgewahlt und mit RB58 bezeichnet. Bei diesem Stamm ist das rib-Operon bei bpr
durch homologe Rekombination zwischen den tet'-Genen in dem Plasmid und dem Chromosom integriert.
Chromosomale DNA aus RB58 wurde hergestellt und kann verwendet werden, um RB50::[pRF69] zu transfor-
mieren, wobei auf Tet' selektiert wird. Bei diesen resistenten Kolonien ist dann das modifizierte rib-Operon an
der Stelle des rib-Operons und bei bpr integriert. Das bei rib integrierte rib-Operon wird amplifiziert, indem auf
Kolonien selektiert wird, die in Gegenwart erhdhter Gehalte an Chloramphenicol wachsen, wie oben beschrie-
ben, und die zweite Kopie des rib-Operons wird amplifiziert, indem Kolonien selektiert werden, die auf wach-
senden Anteilen von Tetracyclin wachsen.

Beispiel 9: Fermentative Produktion von Riboflavin

[0175] Die Auswertung von Riboflavin Uberproduzierenden Stdmmen wurde in Chemap-14-I-Gefalken bei
durch Kohlenstoff begrenzten Fed-Batch-Fermentationen durchgefiihrt, wobei der Riboflavingehalt mit HPLC
gemessen wurde. Da Enzyme, die von den Genen fiir die Riboflavinsynthese codiert werden, geschwindig-
keitsbeschrankend sind, wurden die rib-Gene, die amplifiziert wurden, mit hoher Kopienzahl aufrechterhalten
durch Einschluss von 60 pg/ml Chloramphenicol in das Inoculum, nicht aber den Fermenter.

[0176] Eine Kultur von B. subtilis RB50::[pRF69] wurde auf Tryptose-Blutagarbase (TBAB Difco, die 60 pg/ml
Chloramphenicol (CAM) enthielt, geztichtet. Die Kolonien wurden in 300-ml-Kolben mit Strombrechern tber-
fuhrt, die 25 ml Riboflavin-Minimalmedium (RMM; mit Natriumglutamat 2,0 g/I, Casaminosauren (Difco) 0,2 g/l,
Hefeextrakt (Difco) 0,2 g/l, KH,PO, 6,0 g/l, K,HPO, 14,0 g/l, (NH,) ,SO, 2,0 g/l, Natriumcitrat 1,0 g/l, MgSO,7
H,O 0,2 g/, Adenosin 0,05 g/l, Glucose 15,0 g/l, pH 7,0) mit 60 pg/ml CAM enthielt. Die beimpften Kolben wur-
den unter Schutteln mit 250 Upm bei 37°C inkubiert. Nach 8 Stunden wurde steriles Glycerin bis zu einer End-
konzentration von 15% zugegeben und Aliquots mit 1 ml wurden bei —-80°C aufbewahrt.

[0177] Um eine Fermentation zu starten, wurde ein gefrorenes Glaschen mit RB50::[pRF69] bei 37°C aufge-
taut und in einen 300-ml-Kolben mit Strombrechern mit 25 ml RMM und 60 pg/ml CAM Uberfihrt und mit 250
Upm bei 37°C geschiittelt. Nach 8 Stunden wurden 6 ml der wachsenden Kultur verwendet, um 300 ml Fer-
mentationsmedium (siehe Tabelle VII unten) in einem 2-I-Transferkolben zu beimpfen. Ein solcher Kolben ent-
hielt 300 ml Fermentationsmedium, dem 90 ml einer Mischung aus 15% Glucose und 30% Maltose zugegeben
worden waren. Chloramphenicol wurde auf eine Endkonzentration von 60 yg/ml zugegeben. Nach 12-standi-
ger Inkubation mit 200 Upm auf einem Schdttler mit einem Umlaufdurchmesser von 2" bei 37°C wurde der In-
halt der Kolben in 7 | Fermentationsmedium in einem 14--Fermentationsgefall uberfihrt.
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[0178] Wahrend der Fermentation wurde die Brihe kontinuierlich beziiglich des pH und des gelésten Sauer-
stoffs (DO,) Uberwacht. Das Abgas wurde kontinuierlich mit Quadropol-Massenspektrometrie und Kohlendio-
xidentwicklung (CER) Uberwacht und die Sauerstoffaufnahmeraten wurden aufgezeichnet.

[0179] Ein Vergleich verschiedener Fermentationen zeigte die Reproduzierbarkeit der Kontrollsysteme. Das
Anfangskohlenhydrat war bei der Fermentation mit RB50::[pRF8],, nach 4 Stunden Wachstum verbraucht, was
einen Anstieg des pH und einen Abfall der CER verursachte. Zu diesem Zeitpunkt wurde die Kohlenhydratzu-
fihrung gestartet und das logarithmische Wachstum wieder aufgenommen, bis DO, nach 6 Stunden limitierend
wurde. Die Rate der Kohlenhydratzuflhrung wurde mit Computer kontrolliert, um die DO, zwischen 10 und
20% Sattigung wahrend der verbleibenden Fermentationszeit zu halten.

[0180] Uberschiissiges Kohlenhydrat im Fermenter fiihrt zu einer Sauerstoffabreicherung und verminderten
Riboflavinproduktion. Die Sauerstoff-Transferbeschrankungen bestimmen die Dauer des logarithmischen
Wachstums, die endgiiltige Zelldichte und die Riboflavin-Produktionsrate. Um die Sauerstoff-Transferrate zu
erhdhen, wurden Chemap-Fermenter mit 1000 Upm mit einem Kopfdruck von 0,6 atm betrieben.

[0181] Die Erganzung der Kohlenhydratbeschickung mit Hefeextrakt fliihrt zu einem Anstieg der Riboflavin-
produktion verglichen mit Medien ohne Erganzung (Fig. 11, offene bzw. leere Quadrate: RBF-14; Tabelle VII).
Wegen der hohen Kosten wurde die Menge an Hefeextrakt jedoch systematisch reduziert, indem sie durch we-
niger teure anorganische Inhaltsstoffe ersetzt wurde. Der Ersatz von Natriumhydroxid durch Ammoniumhyd-
roxid bei der pH-Kontrolle lasst eine Reduktion an Hefeextrakt in der Beschickung zu und fuhrte zu einem An-
stieg sowohl der Zellmasse als auch des Riboflavintiters (Fig. 11, geschlossene bzw. vollflachige Quadrate:
RBF-22; Tabelle VII). Die Fermentationszeiten waren auch geringer. Bei anderen Fermentationen wurde au-
Rerdem der Hefeextrakt vollstandig aus der Beschickung entfernt und durch eine Kombination anorganischer
Salze von Ammonium und Phosphat ersetzt, was zu einem weiteren Anstieg der Riboflavinproduktion und ei-
ner Reduktion der Verfahrenszeit fuhrte (Eig. 11, leere Kreise: RBF-23; Tabelle VII).

[0182] Der urspringliche RB50::[pRF8],, war auxotroph bezlglich Adenin wegen der pur-60-Mutation. Als
Versuche durchgefiihrt wurden, um die minimale Menge an Adenosin, die flir den Stamm erforderlich ist, zu
bestimmen, um die Hemmung der frihen Biosyntheseenzyme, die an dem Stoffwechselweg beteiligt sind, zu
minimieren, was zu dem Riboflavinvorlaufer IMP fuhrt (Eig. 2), wurde gefunden, dass RB50::[pRF8],, (und all-
gemein RB50-Stdmme mit einem rib-Operon, das innerhalb ihres Chromosoms amplifiziert ist) in Bezug auf
den Adenosinbedarf instabil ist und prototrophe Revertanten (Ade*) mit ziemlich groRer Haufigkeit erzeugt wur-
den. In Schiittelkolben schienen die Ade*-Revertanten zu wachsen und Riboflavin mindestens so gut wie der
RB50::[pRF8],,-Stamm zu erzeugen. Als die Fermenter ausgewertet wurden, erforderte der Revertant
RB50::[pRF8]¢,-(Ade™) kein Adenosin in der Medienrezeptur. Was noch wichtiger ist, der Revertant wuchs in
einer schnelleren Rate und erzeugte 25% mehr Riboflavin als der Elternstamm in weniger Zeit. Ein Titer von
5,4 g/l Riboflavin wurde in 49 Stunden erzeugt (Eia. 11, vollflachige Kreise: RBF-29; Tabelle VII). Bei weiteren
Fermentationen wurde auflerdem Hy Soy T aus der Anfangscharge oder dem Anfangsmedium entfernt und
durch Maiseinweichwasser ersetzt, was zu einem weiteren Anstieg der Riboflavinproduktion auf 6,3 g/l in 48
Stunden filhrte (RBF-42, Tabelle VII).

[0183] Unter diesen Fermentationsbedingungen wurde ein signifikanter Anstieg der Riboflavinproduktion ge-
zeigt unter Verwendung von Bakterienstammen, die gentechnisch erzeugte Riboflavin-Operon-DNA enthiel-
ten. Stamme, die das Wildtyp-Riboflavin-Operon auf einem 6,5-kb-EcoRI-Xbal-Restriktionsfragment enthiel-
ten, RB50::[pRF40],,(Ade"), erzeugten 7,4 g/l Riboflavin in 48 Stunden. AuRerdem erzeugten Stamme, die ein
bezlglich der Transkription modifiziertes rib-Operon enthielten, wobei der ribP,-Promotor und die regulatori-
sche Region durch den konstitutiven SPO1-15-Promotor ersetzt waren, RB50::[pRF50],,(Ade*), 9,0 g/l Ribo-
flavin in 48 Stunden. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Modifikation des Riboflavin-Operons durch Entfernung
der regulatorischen Regionen und/oder die Einfihrung von starkeren, konstitutiven exogenen Promotoren zum
Anstieg des Riboflavintiters fuhrt.
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Tabelle VII

Fermentationskomponenten und -bedingungen

Komponente RBF-14 RBF-22 RBF-23 RBF-29 RBF-42
Anfangsbeschickung (g/l)
Glucose 10,00 15,00 15,00 15,00 15,00
Maiseinweichwasser -- -- -- -- 10,00
Hy Soy T 15,00 15,00 15,00 10,00 --
Natriumglutamat -- -- -- 5,00 5,00
Amberex 500 15,00 15,00 20,00 20,00 20,00
KH,PO, 5,00 5,00 7,50 7,50 7,50
MgCl,-6 H,0O 0,5 0,5 1,50 1,50 1,50
MnSO, 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Adenosin 0,05 0,05 0,05 -- --
MAZU DF37C 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
FeCl, -- -- 0,025 0,02 0,02
CacCl, -- -- 0,50 0,50 0,50
ZnSO, -- -- 0,0005 -- --
CuCl, -- -- 0,0013 -- --
CoCl, - - 0,0013 - -
Narstoffbeschickung (g/l)
Amberex 500 160,00 120,00 -- -- --
NH,CI - - 7,50 7,50 7,50
(NH,),SO, -- -- 7,50 7,50 7,50
KH,PO, -- -- 15,00 15,00 15,50
MgSO, 7 H,0O - - 2,50 2,50 2,50
DL-70-Sirup (als DS) 600,00 600,00 600,00 660,00 600, 00
pH-Kontrollbereich
6,6 H,SO, H,SO, H,SO, H,S H,S0O,0,
6,5 NaOH NH,OH NH,OH NH,OH NH,
Komponente RBF-14 RBF-22 RBF-23 RBF-29 RBF-42
Bedingungen
Luft (vwm) 1,0 1,5 1,5-2,0 1,5 1,50
Upm 1000,0 1000,0 1000,0 1000,0 1000,0
Temperatur (°C) 37,0 37,0 37,0 37,0 37,0
Druck (bar) 0,5 0,5 0,5-0,75 0,6 0,6
Riboflavin (g/l) 3,4 4,1 4,3 54 6,3

(64 h) (56 h) (53 h) (49 h) (48 h)
Trockengewicht (g/l) 33,6 36,0 36,8 n. b. 44,6

[0184] Die Kinetik der Riboflavinproduktion bei den verschiedenen Fermentationen wurde analysiert unter
Verwendung des Luedeking-Piret-Modells. In allen Fallen nahm die spezifische Produktivitat vom Abschluf3 der
exponentiellen Wachstumsphase zum Ende der Fermentation hin ab. Es war auch klar, dass die Riboflavinpro-
duktion unter den verwendeten Fermentationsbedingungen in Beziehung stand zum Wachstum.
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[0185] Es wurde gefunden, dass die Ausbeute an Riboflavin erhéht werden kann, indem die Fermentations-
komponenten und -bedingungen verandert werden. Die Ausbeute an Riboflavin kann im Vergleich zu den oben
beschriebenen Bedingungen erhéht werden durch Verwendung solcher Fermentationskomponenten und -be-
dingungen, die in Tabelle VIII gezeigt sind.

Tabelle VI
Anfangscharge (g
Hefeextrakt 20
Glucose 25
KH,PO, 7,5
MgCl,-H,O 1,5
CaCl,2 H,0 1,0
MnSO, 0,05
FeCl,-6 H,0 0,025
Mazu DF37C 2,5
Maiseinweichwasser 10
Natriumglutamat 5
Beschickungsmedium (3 | insgesamt verwendet)
Glucose 583,3
Natriumcitrat 6,67
KH,PO, 15
Bernsteinsaure 1,67
MgSO,-7 H,0O 1,67

[0186] Kurz gesagt ist bei einer solchen Fermentation das Ausgangsmaterial 6,65 | Batch-Medium und 0,35
| bakterielles (RB50::[pRF50],,Ade’) Inoculum. Der Sauerstoffgehalt wurde mit einer Chemap-polarographi-
schen Elektrode fiir gelésten Sauerstoff Gberwacht. Der Gehalt an geléstem Sauerstoff wurde auf 15% + 5%
gehalten mit Hilfe einer durch Computer gesteuerten Zugabe zu dem Beschickungsmedium. Die Gesamtbe-
schickung, die zugegeben wurde, ist etwa 3,0 | in 48 bis 56 Stunden. Der Fermentations-pH wird auf 6,5 + 0,1
gehalten (unter Verwendung von 1 n H,SO, und NH,-Gas) und der Fermenterdruck wird auf 0,6 bar gehalten
und die Luftstrdmung auf 10,5 I/min. Unter diesen Bedingungen erzeugte der Stamm RB50::[pRF50],,Ade*
11,0 g/l Riboflavin in 48 Stunden, was eine Verbesserung der Produktion von ungeféhr 20% bedeutet, vergli-
chen mit den vorherigen Fermentationsbedingungen. Schlief3lich wurde ein weiterer Anstieg der Riboflavinpro-
duktion gezeigt unter Verwendung der bakteriellen Stamme RB50::[pRF69],,Ade’, die ein bezlglich der Tran-
skription modifiziertes Riboflavin-Operon mit zwei SPO1-15-Promotoren enthalten, wobei eines ribP, und die
regulatorischen Sequenzen ersetzt und ein zweites zwischen ORF3 und ORF4 insertiert ist. Dieser Stamm er-
zeugte 13,0 bis 14,0 g/l Riboflavin in 48 Stunden und 15 g/l in 56 Stunden, was zeigt, dass eine erhdhte Tran-
skription des Riboflavin-Operons unter Verwendung von zwei starken exogenen Promotoren die Produktions-
menge an Riboflavin erhoht.

Hinterlegung der Mikroorganismen

[0187] Plasmid pRF69 wurde bei der American Type Culture Collection am 6. Juni 1990 gemaf Budapester
Vertrag hinterlegt und erhielt die Hinterlegungsnummer ATCC 68338.

[0188] E.-coli-Stamm DHS5, der das Plasmid pRF50 enthalt, wurde bei der American Type Culture Collection
am 30. Mai 1990 gemaf Budapester Vertrag hinterlegt und erhielt die Hinterlegungsnummer ATCC 68332.

[0189] E.-coli-Stamm DH5aq, der das Plasmid pRF78 enthalt, wurde bei der American Type Culture Collection
am 30. Mai 1990 gemafR Budapester Vertrag hinterlegt und erhielt die Hinterlegungsnummer ATCC 68333 und
Bacillus subtilis Stamm RB58 wurde auch bei der American Type Culture Collection am 30. Mai 1990 geman
Budapester Vertrag hinterlegt und erhielt die Hinterlegungsnummer ATCC 55053.
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[0190] Bacillus subtilis Stamm RB50 wurde am 23. Mai 1989 bei der Agricultural Research Culture Collection
(NRRL), Peoria, Illinois, gemal Budapester Vertrag Uber die internationale Anerkennung der Hinterlegung von
Mikroorganismen fiir die Zwecke von Patentverfahren hinterlegt und erhielt die Hinterlegungsnummer B
18502.

Patentanspriiche

1. Rekombinantes Bakterium, das mit einem Vektor transformiert wurde, der erstens eine von Bakterien
oder Hefen stammende Nukleinsduresequenz umfafdt, die fiir ein oder mehrere Proteine der Riboflavin-Bio-
synthese kodieren, und der zweitens ein oder mehrere Transkriptionselemente umfaldt, die nicht natirlich an-
geordnet sind, sondern nun transkriptionell mit dieser Nukleinsauresequenz verbunden sind, wobei eine Mehr-
zahl von Kopien dieser Nukleinsduresequenz einschlieRlich der Transkriptionselemente an einer oder mehre-
ren Stellen innerhalb seines Chromosoms eingefihrt wurde, und diese Nukeleinsauresequenz einschliel3lich
der Transkriptionselemente vererbbar ist und von dem Bakterium so exprimiert werden kann, daf3 die Ribofla-
vin-Biosynthese des Bakteriums relativ zu der des Bakteriums ohne eine Mehrzahl derartiger Nukleinsaurese-
quenzen einschlieBlich der Transkriptionselemente ansteigt.

2. Rekombinantes Bakterium nach Anspruch 1, wobei die von Bakterien stammende Nukleinsduresequenz
von Bacillus, insbesondere von Bacillus subtilis oder E. coli, abgeleitet ist.

3. Rekombinantes Bakterium nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Nukleinsduresequenz fir wenigstens funf
Proteine der Riboflavin-Biosynthese kodiert.

4. Rekombinantes Bakterium nach einem der Anspriiche 1 bis 3, das ein oder zwei derartige Transkripti-
onselemente umfaf3t.

5. Rekombinantes Bakterium nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei das Transkriptionselement ein Pro-
motor ist.

6. Rekombinantes Bakterium nach Anspruch 5, wobei der Promotor ein Promotor ist, der ausgewahlt ist
aus einem Promotor natlrlicherweise assoziiert mit einem Gen von SPO1 Bacteriophage, einem Promotor na-
turlicherweise assoziiert mit veg, amy und apr, und anderen transkriptionsregulierenden Elementen, die durch
das Genprodukt von sacQ aktiviert werden.

7. Rekombinantes Bakterium nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei die Nukleinsduresequenz ein-
schliel3lich der Transkriptionselemente an ein oder zwei Stellen innerhalb des Chromosoms eingefiihrt worden
ist.

8. Rekombinantes Bakterium nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei das Bakterium bezlglich der Ribo-
flavingen-Expression dereguliert ist.

9. Rekombinantes Bakterium nach einem der Anspriiche 1 bis 8, wobei das Bakterium ein E. coli- oder Ba-
cillus-Stamm, insbesondere ein Bacillus subtilis-Stamm ist.

10. Verfahren zur Herstellung von Riboflavin, gekennzeichnet durch Anzucht eines rekombinanten Bakte-
riums nach einem der Anspriiche 1 bis 9 unter geeigneten Anzuchtbedingungen.

11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei die geeigneten Anzuchtbedingungen gekennzeichnet sind durch
Begrenzung der Verflgbarkeit eines Bestandteils des Anzuchtmediums derart, daf fur die Anzucht des rekom-
binanten Bakteriums aerobe Bedingungen aufrechterhalten werden.

12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei der Bestandteil ausgewahlt ist aus einer Kohlenstoffquelle, einer
Stickstoffquelle oder einem Bestandteil, der flir das rekombinante Bakterium erforderlich ist.

13. Verfahren nach Anspruch 12, wobei der Bestandteil Glucose oder eine Carbonsdaure ist.

14. Verfahren nach Anspruch 11, wobei der begrenzende Schritt die begrenzende Hinzufiigung des Be-
standteils zu einem Nahrmedium umfafit.
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15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei der Bestandteil Glucose oder eine Carbonsdaure ist.

Es folgen 36 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

F@, 1

0
HC
N NH
: \ |
HC | N/\O
o} CH,
|
H—c —
' N N/Lml, OH
®oHg H=C—o0u
CH.OH 6
o4 o4
GTP- & -Untereinheit der
Cyclohydrolase Riboflavin-Synthase

0
HN NH N ,g
A LY
N NH, CH,

HN
®ore H—lé—ou
2 | o

oW oN : H—=C—o0H =

] o
CH.OH
Deaminase l/ :

A -Untereinheit der
Riboflavin-Synthase

0
Q
HN NH
/g HN NH
HN
i,‘ . N |
®OHE ! ﬁ’\o
\ ‘CHL
3 H=c —on
o4 Oy Reductase H—c’ —QOH
H~C—0H Lf
CH.0®

36/71



PRPP

purF

PRA

purD

DE 690 33616 T3 2008.07.03

FIGUR 2.

S uccinyl _ |
AMP === AMP ———| |MP|~——% XMP —% GMP ——»

Riboflavin

pur8 purA guaB

prf

FAICAR

AICAR

purB

SAICAR

purC

CAIR

purE

purL purM

> Thiamin
CAR =% FGAR = [GAM ~——% AR ——> :

pyrophospat

37/71

|



DE 690 33616 T3 2008.07.03

PPSANTHMXM  8XBNMOBOSNOSBEN M B HSSBBXHN KE M RM
SLACIANNBA  [HALBPISTCSESSL A G ATESSBAA SA N SA
TELCNQFLAE  NOMAONNAYOACAAA € L EYCAAGEE RL AE
M2 1214111111113 31 31ges 211 12

! L1 N /
o TGCAGG?CGACTCTAMGG&TCCCCC&TGGACAGCCGTMCGGCCTTGGCCTC"CACGMMMGAM"GCGGG TACGTCAAAGTTTGTTTTCrACE

-‘.~.-v~o‘-.-o'-.-.0...Q.--.-‘u.--.o-cotoo-.'..o.‘oc--..---‘.o.c.---0‘----'0---0----.----’--q..-....

s PO-LEE.R GACG TCCAGCYGAGM’CTCQAGGGGGTACCTG(CGGCA?TGCCGWCCGHWG?GCTYTTTTGTTTMCGCCCATGCAGTYTCAMQAMGATGG

SEQUENZ .
(qusrgspmdsrnglstftkkqtagtskfvfyp

crstlcdpputavtalntsrknklrvrqslfst
a,grt.rlphnqp.rpup(hcktncyyvkvcflp

--v.‘-o--‘-.oc-..-gog.--...-.‘..-..0..-0.0.-..--.0--‘-.' aenay RITTYS "L TSedetas canay

ctsolp-‘dvgnslrlprprkvffclapvdfntk.
q(dvr:sgghvntvnkooori?lnrtr.lknev
apr:.Ligupcgyrgqgr.afqupytltqkrg

L HEH BN O F AB 8 F F

S {SH iBe N L8 8 N 2}

E NPA NO N uuyv v u K

1 P11 111 H1 1 H 1
/

CGTTT’MCGAMTGCGWT?AGGATWGUGCYTCCCATYGGW BU?"TTTITATCT?TTTTACGGTCAYCCCCTMCAWCAI’

AAAFLALLL JT2 THRTN

. bocsn o *ecnn o 2 2 ua'q..-‘--.-o‘a-.oq-.-..-xo.b---.‘vo-o«.n-.-.-.-..

GCAATTGCTTTACGCGTTTTGT TYMtCCTAGTTCGTCGMGGGTMCCCWMMA?ATAWTGCC&GUGGWT"TTGTCTTGTR

fncmrktn.dqaashugcffyifftvip.kqni
rltkcakqlrikqlpfgalfflsflrsspknrt.
v.rn.anlgsssfplgllflylfyghplktoh

sn(:ir(vf.:.oloquqkk.ikkvtag.fcfu
rkvfhofcflilcsguplnkkldkkrddslflv
t.rfacflnpdllkgnp:skkvrk.p.gr!vsc

H M osan
N sv F sS
F A AEE
3 13w

/ !

AMTTCOTATAY CTM’AGMA&MI"I’TTTGCAMYGTGMACATATTCCCGTTATGUTCG"ATATTMYMYTTACGAGMT"ACGGTTTTTT

-------- o.-....--.o.-...-..-.---....-.oo.-..-.-.o...-_----o-.--_-.--o-.--.--...--.. cecabecee jacaay

TT7MGCATATAGA!ATCYTTTCTTTAMCGYCT"ACAC? TTGTATMGCGCMI‘ACGTAGWI’AI‘MTTATTAMTGC?CTTM‘TGCM

Psyiyrkedi faem.anif pPleivili{iiyeandte ff¢
ir i s i ek k ¢ a9 kcetysryass Y - .t v eriyg f1
kfvyl.krnfcrnvkhtpvnhrylnntroftvfy
vnot_tcutvanno.~o-o§-v.o.-a.oo---‘.vcononv--_----0-.-'.0.’~0¢-¢~.~~~-0----.--QOOC---,Q-O-OOQ-C.-'--0
'feyi.tf:ikasihfmnqnhntinii.sfkrnk
yiridisffnkcfhsvyer.adny.'ynvlf.pkk
Ln oty ry f ot §k qal ft fecigeicoer . i t ke s avee kx

FIGUR 3A

38/71

100

200

300



DE 690 33616 T3 2008.07.03

3 N N XH M S N
S L 0 MN N P 8
? A € L13 L o 0
¥ 3 1 1" 1 V2

8S ORF §
ATTCATCAAAMAAGGAATAACTCATA TGAATGAATAGATTCATA fTGGCTGGAGGTTTAGMATGCWWTMMACCMGATTACCATYCTG TTAG

Tert,eeseasenan, ----Q..-._...-.o.....---.-.--_..-.. ........ Peeee veceberen secemnnes ddad AL TT DR IPN

TMGTACWTTTTTCCTTATTGIGTATAC?T&CT'IA?CTMGTATMCCGACCTCCAMYCTTTACCCT?CT TATTTTTGGTTCTMYGGTMGACM!C

ihekke.li.anrfilagglemgrikt"kitit‘(v
fmkl:rnnsyo.idsywlcv.kuoc.kprlpfc.
s.kkgithmno.ihlgurfrngknknqdyhsv;

'-'..'Oﬂ‘...-..0-0.0-~.. c"esvePponas .---‘~¢--.00-...-.-‘lClOO..-....C.OO-...‘C‘-'.'--'."..Q‘.-.'.-—-‘
i.sffSyamhiflnnnappksiplifvlivmrn
nmf‘flfloyshfseyqsst.fhssyfglngnq.
.ehffpiv.if:yi.ipqlnlfplft‘fus.we:l

R A F 8SB N KEF N

S L Q SES N SAO N

A v K ACA L PRK L

1 1 1 JIT 1 211
/ /

TGCTTTTGETTTTAC YTGCAGGCGGTTATATGTACAYMATGMAl’TGAGCTWGGMGTTCCM&GCMTTGGACMACCT TGTCLT! CGGAAGAAGA

-.--‘o....n.-..--...--....---Qooon..'-.'I.-..-l.-‘.....---........-.l..."..t......-.dnﬂc‘lccn'-.b-.

ACWCMTWCGTCCGCW!AUCA?GTM'TTACYM’MCTCGACI’TCCTACMGGCTGTCGTTMCCTGTTfGGMCAGGAGCCTTﬁTfET

lllliaggymyindielkdvptaigqtlssuoe
cfcfquavict.uils.rmfrqqldkpcprkkr
afaftcrrlyvhk.y.4cgcsdlnutntv(9rr
~--..v--....--.0'-..-.--.-.n-‘.---.----..--0.C.Q.....ﬁ.----‘-..-.0--.‘.........‘.....-.‘-*OG-O‘--CIQ
tskskslpp.iyn-fs(ssf:tnv.ipcvkdosss
hqu.kcatihvyl|nlqlinrccnslgqsrff

akakvqlrnytcLhyqnsp,hosllqvfrtrpll

E AS

LI M 0 N M
8 8 ¢p¢ T A D L 8
0 0 RM € E A 0
2.2 2n 3 1 3 3

/
GGMTACACCATCUGGMTATMAGYGACWMTTGACGGCTCAG&GTATCATGG&GTACCAGMMCGWCGMMTCATCTTWCGRMM

vees eccctonce sene .-.-..--.-...‘..-.-oo-..-'....oooca'--~-¢--.--.-...-.-.‘coooouo..'.---‘-oo..-o.-g

CCTTATGYGGTAGGTCC!TAI’ATTTC&C!GCTTTTMCYGCCGAGYCYCATAGTACCYCATCGTCﬂ'l’TGCCT?GC_?TTTAGTAGMGTTGCCT?TTTH’
eytiqeykv!kldgseyhgvucngtkiifngkk

ntpsrnik.rk(taqsimc.qktcrkss:tokn
gihhpgi.sdcn.rlrv:ussrkrnenhlquki

39/71

400

500

600



DE 690 33616 T3 2008.07.03

M M LR} . 8M DT M

S A s$P (8 PA S

E (4 NO NQ E ORF &
1 3

11 11 1 1 ,TRANSLATION S
. stTor

TTAAATCAGGATTTATCTGATATAAMAGAAGGTGACAAGAT TAAGGCTTACT TCAGCAA TCAAAGCGGATCGACGGTTAATCAAGGTTGCAAAAGTGAA

e en PN EeeNT GetIPmct eIt drteT CeCERIIET S0 detIE veaTPUnta SeeeberEn TeTadense sossgesce cveny

AATTTAGTCCTAAATAGACTATATTTTCTTCCACTGTTCTAAT TCCGAATGAAGTCGTTTAGT TTCGCCTAGCTGECAATTAGT TCCAACGTTTTCACTT

lnqdlsdikcgdklklyfsgskridgl.srlqk.m
iyt i .k kv rlrt tsangs gstvnggekse
ks g fti.ykrerer .qd. gl lqgqqgqikadrrtikyvakyvn

$ee PPN Ne s GeetPeren NP TEdEOsa POTIRIURS COPEPEtUS 200oPURNT A0BCROORT ICRCPOOTIT suanbenon cosaw

nf . s kds i.fsps i itla.,ktild¢ftrisp.dl necth
i Ui .rfyftevinlsveast . lpdveel.pgl s
iltldpniqyltthecs .pks . .cilaserrniltaafeHf

700

NN &M OT # R MD GBMD

sP I8 PA 4 S SR 8 e

- ’1“: '1": AD-UNABHANGIGER, ’: 5: ’1“1’ :
TRANSCRIPTIONS
TERMINATOR /‘P| PROMOTOR

TGAT TAAAAAACA TCACCTT TCGGATCGAAGGGTGATGTTTTGT TTT TCTCARATTGTAAGT TTATTTCATTGCGTACT TTAAAAGGATCGCTATAATA

"'.."'...0..'CQQOQOUQQ‘.QQQQQIUC.....0...'.QCCOQODQQ.QOQ’.noob..I..’...-.-v..‘.-.-.obo.......ocﬁoQ

ACTAATTTTTTGTAGTGGAAAGCCTAGCT TCCCACTACAAAACAAAAGAGT TTAACATTCAMTAAGTAACGCATGAMT TTTTCCTAGCGATATTAT

i kX hhtsderrvmfcftsqgqivsl fhecvl . kgsl .,
. Lkaitftrieg.cfvEftkl,vy Ffiesy ftkkderynn
d .kt s pfgskgdvl ¢t snek¢eits et ke i ai.9i

ecen vsecbecsv cetepeves ccanpocen --oooo.oo.-..-‘.---.-00-0..--.--c~¢c--o.--o-o---o.o-.............

it l fe .res el tingke.{it!l kn.qgqts . fpdsyy
hnt ¢tmsvikerisphhthkctker{iny¢t.knasy©®k Il s r .|
s . f vdgkpd+fpstknkefqgqlnienrvik*t 1t 1 ail|

€ cH 8NM
¢ FP ASA
0 RA NPE
0 2 23

"

ACCAATAAGGACAAATGAATARAGATTGTATCCTTCGGGGCAGEGT GGAATCCCGACCGUCGATAGTAAMGCACAT TTGCTTTAGAGECCGTGACCCST

*"'.0.--0----."0-‘0.-"oa-.’t-....-oo.c.ﬁa..noo‘onc- o-..,oo--.¢‘--¢.--. mesodsose csacbecan sweed

TGGTTATTCCTGT T TACTTATTTCTAACATAGGAAGCCCCGTCCCACETTTAGGEETGGCCACCATCATTTCATGTAAMCGAAMATCTCGGGCACTGGGCA

pir tne.rtypsgogqggegnanpdrer..stfalepver
Q.9 amnkdcilrgorvediptgegs kahltl ., sp.pyv
tnk dk .| kivsffgagwksrcrpavyvkhiicettrardopece
ccoo_---oo.oo-.---.Qo-oo.o..-.-..................Q...-.--..0...-.--0-0-.0-..---000.0.00--000-0.000'0
gl Ll vy fsylnygepcpptftagsrcrryylvnasksgtver
{wypeiflsqirrptlttetsigvppll!lasecks. . L ghgt
vils Uhifiecdkpsph¢tdrgastetfcmqgklarsyg

FIGUR 3C

40/71

800

900



DE 690 33616 T3 2008.07.03

TO W L | F F F MD
HR N S L 0 N O SR
AA ¥ E v K U X EA
13 1 1 1 1 K1 "

vhkhavd:v.aoad'sosldgrrmmsryakctI:mh
cistruiqfl:lkptvkvungeg..aa-nqnv.kc
a.arggf:(s.srq.ksgnekddeplckmfkna

tclcatse:t.asasls(rspllfflr.afhkfi

hmlvrhi.nlsfgvtftqipsphhaaicft.fh
hayarppnll:lqlrchfdphsfsssgshlinlfa

NA

H K N N
sV N N NN
A F rEo-UNABHANGIGER F Lot
13 3 tramscrerIoNs 3 1 1

/ TERMINATOR Rss
macmrrrccwrccmmnccrmcccccwnrmummcccccmﬁ'mmrwmmm‘ GAGGGGAGGGAACAA

‘- .o..-‘...-. .-c.‘...-....-‘..--.....‘....' '...‘....‘QQQCQCQ--'....‘..-.......COQO‘OGQQ......QQQQ.

svisycvkytkprlfykfgafltvnnkrgegnk
ivlfpia.nt.spcffinsglf.r.itkogretn
cyfltrkipkapnfl.irsffdgk.qkrggkq

tese coscpecen R ...o‘-.-o.o.--‘--.n‘.-ouqooo- 'O..-’.Q....'--Q.....OO.-..........‘.0.-...-.‘......-...

1100

cltic.q:fyrfgrik.lnpakkvtflllpspfl,

mtnnginyfv.lgsnki'fopcquy{vfsptsv
yh.krnrliglagfkkylrpkksplycflppf:

KE M A HHD xBMD HEW H HM
SA 3 L A0 Hesp NCN [ HA
PR 0 U EEE ouoN FPE N AE
21 2 1 131 2211 311 P 12
/ LORE S / 117

ATGGMGAGTATTATATGMGCTGGCCTTAGATCTTGCGMGCAGGGCWGGICAGACCCMTCCM?CCGCT CGTCGECGCTGTTGTCOTAAAGGACS

oooooooo $derose ‘---...Q... '-.-Q..-o. ~essedocce eVt ePprane ..-o..-.o.-ooc‘...-. ooo-o-o-n.o...‘-..-. LEX X

TACCTTCTCATAATA [ACTTCGACCGGMYCTAGMCGCT?CGTCCCGCTTCCTGTCTGGCTTAGGI’TAGGCGAGCAGCCGCGACMCAGCATTTCCY GC

uksii.sup.ilrsrakdrpnplrssat-ls.rt
grvlyoaglrsccagrrtdriqsarrrccrkgr
meoyymklaldlakqgeqqtcsnplvgavvvkdg
hfliintqg.ikrtlafsquairedasndvlv
fpltnysaprldqsuprlvarludnrrrqqrtpr
issy.ifsaksraf-cpspcvsd(gstpltttfs

FIGUR 3D

41/71

1200



dklsevapi
tncrngrpfkiu

qivgmgah

MBM
ASA
EAE
213

/

TTACGTTACACTCGAACCGTGC&GC&TTACGGAMMCACCGC

cece '----.----.-.--.-..-.

-

DE 690 33616 T3 2008.07.03

BNANHBHN MD
AAHLABH! SR
NRAAEEAN EA
1126211 11

T QX

. A MV Kk

- < O m

Tevepocen

P awik tyops a

KNF L]

PLO L

HAK A

131 3
2

Ng
0s
ET
1x

MHN

NGS
Lip
1A2

<

LL]
St
PA
H3

M ¢

llohuqypqlvhl

8N
AL
N A
14

P hre

.ast.anulapacaspasm

“W > x

CATGTGCAGAATTGATTATCAACTCTGSTAT

'--.-0~-v-.---~‘~oa<‘--.oootnc.ontooo..-.

XMM
HBA
ocN
a1

/"

CAAMGAGTGTTCB?G@CGATGAGA

XL LT TN ettt ebrcnn crace

AATGCAA I'GYGACCTTGGCACG?CGGTMI’CC;TTTTTGTGGCGGTACACGTCTTMCTMTAGTTGAG&CCATAGTTTTCTCACMGCACCGCTACTCT

tlhsnralitckhrthn.lstlv:kocsur.e
Lrytrtvqpl‘rkntamcridyqluqusvrgd;r
yvt(epcshygktppcanlfi‘nselkrvaanr

kr.vrvtcgnrffvamhlla..sqy.fttrpss
.tvssghtu.pfvgghasniftepilltntail

0 BM M KE BMDO M A F EAS S € EASM
P IA N SA 8P 8 LN o} CPC F C crex
N NM L PR NON O A UL K RYR A R PYRL
11t 1 2 1ty 2 3 n 1 211 8 2111y

/ RBS / /"

CTAGGAT TAGGCWC&CCG&CCTTCTCCCTAGTCGTACTACTTTCTTCGACCGTMCTCC&YTCCCT TCCATAGGACCGTCTGGTCCGTLT crcceacr

7
ilirlw(cegsa..kklalr.gkasuqtrrrq.
s.sacgvkrdqhdersuh.gkgrhpgrpg'geae
dpnplvagrgisnmkcagievrcglIadqaortn
1'rirkhssspdahhffsanlypfldqcvlrlpq
ld.daqquls.:ssllchplplcgplyppsas
sglgstaplpilmifsapmstlspmr:su:nls

FIGUR 3E

42/71

1300

1400

1500



DE 690 33616 T3 2008.07.03

X N SHH SS RMN 8 F F 8 AN M

N N TAA PP SMA 8 N N G LG A

N L UEE L AEE v vuu L UE E

1 1 13 113 H H i 12 3
'

A TGMMAT'I’TCTGCACIfTATGAGG&UGGCCTTCCGTACGTCACGCTAMAGCGGCTGCCRGCCTTGACGGCMGATAGCTACCAGCACGGGI’GACAG

-------- Q.o-.'.-ooganyq‘-oo.4¢..o‘.oouococa.-oouoooac..o.-b...o.--.o.-.o-.-cc-0-c-l.--.000.-.......

TACTTTTTWG&CGTWHCTCCYGTCCCWGGCATGCAGTGCGATT?TCGCC&CGGTCGWCTGCCGTTCTATCGATGGTCGTGCCCACTGTC

mknfctl.gqafrtsr.krlpa(t:r.‘tparv:a
.kisalyedrpsvrhaksgcqp.rqdquhﬂ-q
ekflhfur:glpyvtlkaaasldgkiatstsds

'-...o..oo'-ucooono-_........-..---o--...-...g....‘...-ooooc.--a-...._.;....

iffk‘.qvkh.p:clkrvdr.frsgakvalyseurtv
hfieas.sslgetr.al(pqugqrcsl.ucphc
fsfnrckllvprgytvsfanalrsptiavl-vpst

HBMDMBM AFS £0

T f

T PIBPNEA LNF Ch] 0

H  HNONLVE WUA PE 4

2 112 NHN 1 1
v /

ngs$Srqrilqdran L s nt g kn k a f ., s ¢ | a 9 . Kk pt i
e mdhvergoeg ¢ $ €3 aiqgenctt Pkxh t s¢r s whnyg € s rqgs
kwitseaarqdaqqyrkthqsllvs,vstvkadn
....0""""'..‘-.‘.-..-.-....'-.-“"‘..-....-“......‘.....'...'...‘....'...“....l'..-....'l...-.
8 fpdr .| scs t is Ul vpftfevian.d S nach ¢ g v i
c i s . t PQ l vpheasioce s fvg feck il r | qecl st r ¢
Uh i vdsagal €3 & . cyl fvoeuw mktpetpvee f a s

AN P B N M CH R THH MO H L

LS S S N A FP S AN SO G 3

UE T P ¢ E RA A QaLF TE A o}

11 113 3 2 1 m 21 1 1
/

CCBAGCTTMCCTGUGACTGCCGMTGTMCMMCAGCCGGTTCGGG‘ICATACTTGATACCGTAC‘I’ CTcearTeeT GAGGACGCTAAMGTGATTTGCG

.......0----_.c..o..-'.--o-.-o--.--.-..-....-..y-.-.'..-..-..-.----0--.~..---o..o..o.-o.q...‘.-..o

GGCTCGMTTGGACGTCI.GACGGCTTACA"GYWTGTCGGCCMGCCCAGTATWCTATGGCATGAGAGCTMGGACTCCTGCGATT?CACTAMCGC
ra.paderm.qns, f9sylipysoe o r t Lk . ¢t a
¢ Ll nl qgqtaececn k t 3 g s ghn ¢, vy rt lds . goer, s5d¢(r
Psl tecritipnvek I PVYFPryitdevii s | P ed s kv { ¢ 4
Fa .9 asq9riyectet | roag Pdy kil gy ercnclveg s h n a

dsslrcvtshllvapep.vqyrvrsoqpr.lskr
glkvqlsgf:vfcgtrtmssvtseig‘ssal:iq

FIGUR 3F

43/71

1700

1800



DE 690 33616 T3 2008.07.03

0 H OHN N THKM A

? I HA L HIHN L

N N AE A ANAL v

1 P12 3 1P )
/7

A TCAMTAGCGCCGAC&TBGA?ﬂ’TTACGACGGCACGCGCJGACGAGGAAMWCGGCYTTUGCT?TCGGAGT GAACATATTTACACTTGAAAC

-'-.'000000-0-.-.--’....‘......‘.-..--..;-......o.....‘nodo.-....l.l-.n--..q.-oQ...-.-OOOQQ.-.......

TAGTTTATCGCGGCTGT&CCTMTGCTGCCGTGCGCGTCTGCTCCTTTTCTTTTTTGCCWGTCGAMGCCTCACTTGTATAM‘I’GTGMCTTTG

ik . rrhg¢ ¢ rhaqterkerkngfqlse.rt y Lh t k p
$Nns adadfydgzetoeroeroer g kektafs fesehiyce.,n
9 i aptwitettacra d e ek k k rt s afgvni fe.| e t
‘...o".....-..’.-'...“.....’.'.'..."’.........’...."....-..".-."......".‘........"-..."-.l.
i lyrerepn krrcacvilif Ll ffpk.s eshy Yy Kk ¢ k ¢
d f | asas k. g Pvelrpfstfvaktkritseci .y q f

s.iagvhikvvarasssfffrscakptfmnvssv
H H8 XMD BM M NNS PNA HA
[ HS HBP A 8 BLEF VSL 1L
N AM OON NE O OAA upu Ny
P11 211 12 23N 281 3
/ / / /7

CGAGCGCMTCMAI’TCCTGATGTTTTGMGMCCTAGCGGMGMGGCATCATGTCGGTGTATGTGGMGGCGGTTCAGCTGTTCACGWGCTTfGTC

-o--.~---Q.o.-_.---Qo-.o.---.o-.-o.----o.--..o-.ooo-.-.----0----'.0--0-..-..-.00-.--.---00.~~q_.--..

GCTCGCGTMGTTTMGGACTACAMACTTCTAGGAI’CGCCYTCYTCCGTAGHCA&CCACM’ACACCT TCCGCCAAGTCGACAAGTGCCTTCGAAACAG

s aftk t\lm¢t, rs ., r Kk Kk a s crcmwkay ql f t e g | g
rahsns.cfedpsgrrhhvgvcgrrfscsrklcq
eriqipdvlkillccgimsvyvoggsavhgsfv
"“.""""',-~--0-~0-,-¢-~0----.o---.oo--.‘~-0¢¢-o-.-'-~0°'-~.---000-'-.'-'~0'0-.,-0--0-0--.---~0
gV antnrfingld. rft adhrhiht st . snvesack d
facef eqhkgs s g lptlt lLe.tpthopt ranl q e r f 35 g

s Frm . i gs etk f{iroass Pmmd¢ty ts ppeact. ‘Pl kx t

M L] SNN AN H X H

8 N 1418 Ls P M P

o} L WA UE A N H

2 1 w11 rd 1
'

AMGMGGCTGTTTTWGAMTCATCTTCTATTTTGCCCCTAMCTMfCGGAGGMCGCATGCTCCCAGCTTMTCTCCGGTWGGTTTTCMTCM

.qu.q.....-..‘..........--..’....'-...."...'..-........-.‘..In.c-.'..‘.....-.’..-l....0’......‘.-.

TTTCYTCCGACAA.MGTTCTTTAGTAWGIYMMCGGGGATTTGATTAGCCfCC'ITQCGTACMTCWTTAGAGGCCACTTCCMMGTTAGTT

kkavfkksssilpln.scermlpl.spvkvfnq
rrlfsrnhllfep.tnrrnlcsqlnlr.rfsin
kesch.iifyfapkl{ggthnpa(isgogqum
"".""""','0-0‘0--0.----0-.--.---..---..---09-0~o.----0-~0-.-0.0000-0.’--00000-.--o-.oo--.----*
ffatk(fddoikgrf.dssrn:g:.dgtfzkt
tlsnelf.rrnqg.vlrlfaheuslrrhlneil
tquk.simk.kaglsip,pvcaglkiopspk.d

FIGUR 3G

44171

1900

<000

2100



DE 690 33616 T3 2008.07.03

F XGGCH € o "
! MODFA ¢ sA o
N ALIRE R .
L 32213 v ORF § TRANSLATIONS €3 13

1 s’°’,——¥a’:..‘_.g_,°" ¢
TGMAGATGTCCCCTTATTACMTTCACTUT‘?MCCM7CGGCCGTG‘T‘TWCT“CGGMCC“CAMGWu ATGGTGACCATGT

.--.'-.'-Q-..o.--o-.acno'o..-.-.-o.oooooouc-.--ov.o.-o'.n--OQQ--.oonegoo...-.onoocoq.-.-o&c..o_o-.qo

AC?TTCTACAGGGW!’MTGTTMGTGACHTMTGGGT7T&GCCSGC&C”TAG‘N’THCTGCCGTTTTGGCTGTT?CCTTATCCTACCACYGGHCA

.kmsnvvnsl;i.pksavisn.ranqrnrmvtnf
ercplitih.ynpnrp.-yqtdgktdkgigu.pc
kdvplqutditqigrdik(tlkptk!.dgdhv

00-'.---~0o-o-.-~--9-...............--.Q.-.-.--...-.--_-...oo.-o.oo--o..o.‘----ooco-.o---oq.........

hfidg..(e_slyglda:idfqrcfrclflitvm
slhgrivt".qytgfrghy.vsplvslpiphhgn

ifstgkncnvsivuiprsilsvafgvfsyspsu:-

H T M THH N S HK M M L Hoou

p A 8 ANN 8 PSL MS $ N A A

H Q 0 QFF A HPA  EEE 3 ¢ N

! 1 2 13 3 3 1314 1 1 I
/ "7

TTACAGGMT‘MTCGMGMACAGGCACAAI’CGM‘l'CCATGMMAAGC&GGGCMGCMTGCCCTTMCYAYTWYGCTCMAGATTYTAGAGGA‘-IG]’

---o‘o--v.cvov..o.-Q.....-.O....’...-o...'b-'10--......¢¢.¢‘..O.'OOCC‘O..'.....‘..Q..QQQQQ‘.‘.'-q.-.

AATGTCCTTAATAGCTTCTTTGTCCGTGTTAGET TAGGTACTTTTTTCGTCCCGTACGTT ACCCGAAT TGATAATTTACGAGT TTCTAAMA TCTCCTACA

tgiico-tg:iosmkkaghunaltikcski(edv
lqcl:kkqnqsnp.kkqgnqup.llnlqrf.rmf
yrnyrrnrhnriﬁoksrlcnolny.mlkdfrgc

oo--..---t--o-.o.....o.-...-...------o.Qonoo.----oo-o-_--o-’o---.o--~¢---~.0---*-—--.----.'.-....-.’

ﬂVPiissvpvlsdnffapccilkvllhofiksst
kcsndffeacdfghf!cpnchg.snfa.ln.li
.lf.rlflclriu:fllnnlprl..islsklph

N ]
“wWm > x
-~ X O™

YCMCTTGGCGACAGCATTGCAGTGMCGGCATTTGTCTGACT GTCACTGATTTTAWAAMTWTTMGTGGATGTﬂTGCCTGMACAGTL‘MA

---c.coouoo.-..-o.-.-.-..o~-..-¢.-'v....o.....-~0..-.-.....Q.-oc.--.-oo-o..v~0-00o0.'o--.....-..oqgg

AGI'AGMCCGCTG7CGTMCGTCACTTGCCGTMACAGACTGACAGTGACHMAYGTTTTTTAGTTMGTGTC&CCHWTACGG&CTTTGTC&G‘I‘TT

h Ll gds i avnangicitle.ey tdftknqftvdvmpectwvk
it atatq.,tas ¢ v.lslitqgqkinsgqgquale L k g s &
ssurqncserh(sdch.fykkslhsgcya'.nsqa
CC‘C.0000"00..0-‘0’..-..'-..‘.a.......‘.-...o-c-.....‘ODQI’.C"."‘....'.."“_‘-“..".-‘..O..‘.'.‘
cF P s il mact fpmgervevescky ¢ f .o vietsece | g s v t !
"MKk avanchvantaqsdsickec ¢ L e c hinhoer ¢tcdt
e dgr ccqgl s rekds 9 .an. UL fdi. lph.agqt¢t

FIGUR 3H

45/71

2200

2300

200



DE 690 33616 T3 2008.07.03

Seite
MM M f XGGCHM L 0 B Hy NS
AA S N MODFAN AA 0 s LA
U EE E u AlIREL EE € HEE 4
1 3 - H 322131 13 1213 3
1117

AKT N ke SN " AN N E MD
CIA N SA 4] SR vsL s ¢ SR
tNe Foomr EA AUA € o EA
121 3 21 Lr4 1 214 t o - 1"
/ ’ (72 PROMOTOR /

---..0---0---..-o.o‘---..o---Q.-.o.0.0-"0--.-.-...Q-Q.A.n.. ------- o¢~--~_o---¢~---.--o-‘n---‘----. 2600
Accrccr:rruccccrrrxararacrrucnCTCTTTTCGTTGCGTCAMI'GATA{:TmrTTTTAcctccGCAGrMI’I’GTTTTTGTMCCAMAH\'
dgtaeitrioeksnavyydtkn'dpsltktlvlk
st'lrkshelkrku:qf:ni.kntrh.qkhuf.r
rrncgnhtn.r.qus(l.ftn!pViﬂknisfk

:spvaslvrissfl(at..skfflﬂdnvantkf
dvssr!dc:nflflvchIi.fhvr..cfcqn.
rrfqpf.qulsfcrlkshnlfpstmllfmpk(

8M D AN HH 8 H MNO N MND MO

13 p L os NA 8 A Bap s 8P 8p

KO W U KE FE v E oo € oN oN

111 11 33 2 3 21 1 it 11
/

..._.0--o-.--..o..-..--.-Q..--'----o 2700

gsi:vdgvs(tlfgttedtvtfsliphtise:f
dqllwma.a.p'ysa.qktq.rsp.yrirsakrs
ginrcgurelnhirpdrrhsddllntlydqrndl

----.n---o----.---0§---0_~--~00-.- ‘Q.-.......qcl..‘....cnqq.-....CQ..‘--...hﬁnnt.-i...--.‘.--..-...C

Pd i v ¢ g Pt Ll k vamn PFrvssvievioe kK 1 g e v | $ v i
{ s . nyg h i an o 9 Y eaqgety ¢ h r dg . Y rmaecdat g
Pil . gqphp S5 UL wirggs lLet g 87 p (v Ay s . ¢ f ¢

46/71



DE 690 33616 T3 2008.07.03

M OP TH 8 MO cr E

B PV AN s 8° LA - C

O N QF ¥ ON AQ P

N 13 LI " 1
/ /

TTTTCAGAAAAAACGATCGGCTCTAAAGTGAATATCGAATGCGATATGATCGGAAMATATATGTATCGAT TTT TGCATAAAGCCAATGAAAATAAGACCS

ccew -.--.o--o.--ov‘oo...-.--Q..--'-.~00.v--.-ocog--.¢---o-¢.....o.-o‘o.-o.-tc.‘.-o-'--0-00---.'...,

AAAAGTCTTTTTTGCTAGCCGAGAT TTCACT TATAGCT TACGCTATACTAGCCTTTTATATACATAGCTAAMAACGTATTTCGGTTACTTTTATTCTGGS

fs ek tigs kvaniecdmigkyayr ¢!l hkanentrtgqg
fakkrsalk.isnai.seniecidftcikpmkd . irop
frkndrt.scyrmrydrkiyvsift.sq.k.dp
l'.'..--......’.O..‘.CQ.....I.Q..C.D...‘.Ol..OO..QQ....--O.‘.OOO.b...’.....-l‘.‘..-..“..’.....QO.Q.
k e s fvipelet ishsiipfyiyrnkectals t v
k .t frdarthidfaihds ¢t ihitskaqmntgi i filg
rklffsra.lsyrirys'rfiytd!kaytuhfysg

T AN M F MMM N WK
; £ ¥ orr 0 BsL 8  SRG

L& L rmsunous‘ GPA 0 EAA
rd 21 ZHJ 2 11

F OR? 3
AACAAACCATTACAAAAGCCT TCTTAAGCGAAAACGGCT TTTAGAGAGGAAGA TGC&TGf?TCATCCGATAGMWGC&CTGGACGCTTTMMAM

Sttt rtRr e [ crest s crcadenss Yruadeses cecaducce, coorbnson, escdesne sevetassn cocodbencn conce

TTGTTTGGTAATGT TTTCGGAAGAAT TCGCT TTTGCCGAAMATCTCTCCTTCTAAMACGTACAAAGTAGGCTATCTTCTTCGTGACCTGCGAAATTTTETT

gt i tkaflsengf.rgr ftactir . kkhwt!l.kk
nkplqkps . a3k¢tatreed!i hvssdrrstgr fkE*knr
tnhyksl l ke krtl lerkifcomfthopieealdal kk

"'..0-’-0-.-‘--0-0000.0'-¢..’........-.....‘a-ocooaoc..-.OQ.‘-....I.‘-....'C‘C..-...QOOOQ..-."..QO
wevmyv takkis fpk.,.lplnahkary¢ttcqvs ,f§
'l gnctge. a fvakltlssskcteds !l tlvpr«k Ul

vfw .l lrrete ¢trs kst figmn. gis s as s ak ¢ f

8 L 8 SNH H M

8 8 H PSL P H

v Q N HPA A E

2 2 2 My 2 1
7

GGCGAAGTCATCATCGTTGTAGATGATGAAGACAGAGAAAA TGAAGGAGACT TTGTGGCTCT TGCCRAGCATGCAACGCCGGAAGTCATTAACTTTATGG

e L e eteNea tatIestes cetedeten c0eedears YTeoderes cocshacne Saccdeves sesodusee cvsedesss cooad

CCGCTTCAGTAGTAGCAACATCTACTACT TCTGTCTCTTTTACT TCCTCTCAMCACCGAGAACGGCTCGTACGTTGCGGCCTTCAGTAATTGAAATACS

2 ks s sl . mamk <t e kmket (uwl |l psaqgqroerks !t t |l w

tshhrer . .rqrk.rerlcgscracnagsh. Ll yg

g e v i ivvddedrenegdtfvaslasehatpevineémea

--......-.-ooc.-.oc‘.-..'occc..-q-.--o-ocov-.----¢~..-.----o..o..o---.o.-.....-....-'o..-¢-o.-‘.-c.0

a fdddny ii ¢tvs fifsvikhskglmecrer tdnyvEkH H~H
t el . . r gl hht et fhtlsqpegrahlapltlt. . s .p
P s t mm<¢t t s s s s L s f s ps k¢t ar ascavgs<tmlt k|

FIGUR 3J

47171

2800

2900

3000



DE 690 33616 T3 2008.07.03

M N L] FR D M HND PH i
N L 8 NN D B pBP LP
L A o UL E 0 HOoN EH ¥
1 3 11 HY 1 2 111 LI B

rhmged.sarr:vrksqtgliftlulsiiquc:

thgrgit e TP ls ee i ador i d 1 hpavenn t ds h o

E 8 M HENH X8Mp T

c 8 8 ICHA HGap T

P v 0 NéAE oLoN N

1 2 2 P72 a2n 2
1

Lht p, a e t i vk p g 9 vs alkkdy P f kK hcyt anop
he iy r g p FPs .ned-s Y Q9 r s r k { ¢ Y s s i ag e q i ¢
taftvsidhrotktgisaqorsl‘tvqal(dsks
IR R L I -o--o----.----«----.----0----.----*----.----*----.----o----.----o
VSeckgyayyn tfrlctdas | t s r kK gnit ¢ 9 qvafg
caq9m . r (¢ g9 dh ¢t s g | Y «r et ¢ §{ k., o el map e ¢ i

vanvtlmsur;vapilc.sldkvt.ansslld
L) BHNSS N M KH NTABN AMF END
G SPCCES s N ST HHS8A LN casp
A AAIRCA P L PN Muve WU 1on
1 21118 2 1 1P 11113 NIH 511
177 /7 /

chlifsvrgtffh.lrkkevs.klralqkllli
ai.!sasgahfstdcekrrcpokrnpyrscc.s
'DSdfqrpghifplilkkﬂzvlksaghtcoavdt

hwrikltrpvnkuanffstdqfaramcf:sni
amqneadpackevsqsfllhgsfrpgylquqd
t g9ds k., p S Pemk g g § , f f pptr ¢ 2 P w v aaz g

FIGUR 3K

48/71

310

3200

3300



DE 690 33616 T3 2008.07.03

A 300 EHAS NCHN A 8 N O A SHaN
L Iv8P cePC Lrpa g 8 8 D L seas
NU  NOON RAYR ARAg A v 0 E U TN
ST 22 2 2 2 11122

/ V77

llkladtq-cpcskal'.nktorur'clsslklrk
c.s'lrisrsrr-hl.nyc.rrndgosa_.ah.nc.

aeacgspgagvicoimne»dgtmlrvpeliai-ak
‘ncn‘s-c-’..--.o.-.’.-...-o.....-..vqo.‘...-.oo

.-o.,......-o-.--‘a---q-..-...-..-..-.o-ooo---._....¢

ksfsasruagcdntfnhifvsrhrshr(enfnr

M SH gmD M N M T 8 F

SFP (Cgp S N A A 8 1 N

E A LON E F E Q v v

TNt 1t 1 1 3 1 2 H
/ /

sin.k.sp(rf.fntvti.'thssvkltli-clt
kaaikndhh.gfd-slplqsdn:cro.s.hy-ay
khqlkmf:t‘kdliqyry‘nlttlv.'revdlttpt

flm!.f.hdgn(iqnlvtv,lqcckdttfnvnrqrs
Afaditfs.u.pnsclgncdalvqrah(qc.al.
fc.nf\'ivnlski.yr.(rvvs:srstsmvagv

F N M NN HCH
1S N St GFP
N € L PA ERA
11 1 H3 22

/

ilghl“i‘fndtan.meksnshl.ucmcrsoknr
f wd i, 2 L w i Nk, §9Fwkeracecriecd 9 F cavee g 9
dfg:fl:vygytncvdgkohvafvmgdvpfgoopv
OQDC‘I-..‘.--".-OQ‘.‘QQ.......Q....Q.Q......;‘...‘.-'...'.‘I....I.--‘.-".'--.“.....-Q.‘...-.....‘
ik pex it i S veilyigst g deckhhsinog, e s ¢t f r
qnqsm.pkhiclhpthflnherlplha-trllvp
S kpvaa ¢, PYV H s ¢ g Pt s ¢ct anct i P St gnops s 9

FIGUR 3L

49/71

3500

3500



DE 690 33616 T3 2008.07.03

MM NS 3 8§ M M [} B RM  FPNAF  ramchy £

Svspce ¢ S A AF P 8 SVS N VSN NgusH| N

QAU AIR K E &L H V. RN UUPW  uvapay U

221211 23 1 ! 21 AWM winp W
/) / /7 214 /

yusgciqhvsqvtctalia'viadrsctpr.tklp
igpgafrmshr.rvvlssl.lrtaaa,rraepne
lvrvhsecltgdvfgahrcdcypqlhaolnqia
o-b....oo‘t.-..omo.‘o.’....o.Qoitq‘IQGQQO....OQ'....Q...'Q""...."‘-‘.‘.'..‘."."'...-.‘-000’00-0.
yqdphm.ftoc:vhkarmatinsrlqvg'rqvln
ipgpanltad.lhrtqsedahnrvnaarrasgfq
tntorteoe s h r v Ps$ tnpe ., p 93 9pgcs ¢ 4 3 s.f w i,

HoDSsB8 LL HH M MS N WA H A
ASSESS G s [ N SF . S 14 It
EAACAA P A NA L EA E NU LT}
Ny A2 PT N 1 31 31
i /

9k 3 vecs ¢t €8 kkdeasy , g LA O S O P n k 3o
rrrpusapv&cpr'rrrurfnq.1ksl.asgtrl.
a e g9 r g vy Yl rqegr 9 i gl ink kK a y k { 9 ¢ qggy
.-OOQOODDG.00--’..--.----0.‘...-.-.‘...'.-.."-.0'..‘..“‘....‘-“...0....‘.
9 ¢ f at s n o A VvVagaltsgs gy «d i f g g kUt 2
r Ll g | a 9t s a gl v (e, nt oLy il ok Y 8 ¢ pv | g
3 s prpts p Y K r ug e Pmp kil lnf g . $ . 8¢ p,

L} 8 Huw M HBXMD SHN T 8s8 BHM L

N G I HA N 8 PlHBp FGS H SES SPN {

t L NAE F O AxooN AlP A ACA PAL ¥

1 1 P12 ¢ 2 21211 NA2 1w 221 3
/ /

tp.kpbrrldscrifatmaschkfyatsvsqi.
hrrsq.gauilaossqlwhrstnftrprcpcye
dtveanea(gflpdtrnygignqllrdlqunmk

---Q.-.--.....‘....’......-............‘........_.-.....-.-’q...'..l..QCQQ.~.'.b........-QOQ-O-QOOOO
vgyfgilrkseqrikav(ndscln.avat_dpih
crttuhpaqir-pdec;hcrlvfkvrcrhosys

svtsalsnspnkgsrrl.pnpncikrsrptrff

FIGUR 3M

50/71

3800

3900



DE 690 33616 T3 2008.07.03

A H r SHE 8 7  wop FoM

L N H TM G L Ko NN

) £ A UEE L € Frg TS

1 3 1 M3 1 1 g N
"

3k 3 3 yd g ¢ rtgqlsrvy, Y K1\ £ g ac¢e ¢ PP s v e

M N f

S AN N
p uE N NP EX
1 1" CRF 3 ;RANSLATIONS- ! 11 11 s-rrBortavin

stor us: C SYNTRASE -C2n
TMMM!ATTTGCWCCAMATGMCMCCTAGGTCATTTACTTCATTTC?M"I’CACAMTATCACMMGGMGGGMTCA ATGAATATCATAC

o---o-OOO.----00'--,--"00-'-.----0--00.0---0

P ffF g 9 fhvi . ca. g @ ¢l . Ly . L ftphny dy sy . v

yfinafuf.e.(anv.nr|vf«vffspf.ifim'
Lfyxevy LI O Y P . ks . k.decide't L ipiamhn {f dy

R E H N M8 AF EDE s 3 H HE

S ¢ s N S 8 8 IN SOC FB 1NN

Ap 3 F € G v W PE! AV N AU

19 1 1 1 2 1 W 115 Ny P IH
/

.-................................'....,....,....,...._--.-.-..-,...-...-.'..‘......,............... 4200

51/71



DE 690 33616 T3 2008.07.03

MD N A NE AS N W 3 F "§ s
8o Lt ¢ LWCPCIN 8 N Q
0e A C AR YR N A v v 0
2! 3 11 p 1 N T N
/ /

GCTCAGACATGGCGIAGACACAMTGACATTGATGTGGCTTGGGT?CCAGGCGCATTTGMATACCGTTTGCTGCWMMTGGCGWACAMMM

""."'-.O-.-.Q.-.Q.-.-.o-~.9.--o.-.--QQQCQ.-occ’-coc..-.-’-..-..QOOQOCCO.--.OO.-...""OC'OO...... ‘30

CGAGTCTGYACCGCATCTGYGTTTACTGTMCTACACCGMCCCMGGTCCGCBTMACTTTATGGMCMCGCTTTTTTTACCCCCTTTGTTTTTTI’

aqturrnk.h.cglgsrri.ntvccc.knysnkki'
lrhgvdtndidvnuvpgnfeipfaakknaetkk
sdma.tqmtlmulgfqahlkyrltrkkurqun
"",'."‘.-‘O .I..I‘...........-.. .0-0-‘0.0-' ..Q...........‘.‘-..I...‘.........*.....--‘.‘.“‘4.‘-..Q
a.vhrlcl:hcthkpelrmqfvtqqsffppflf
Sl ecptsvy ¢ g B st agtgpansg i §naas f i ag v ¢
9esmayveiwvan i hsponanwa ck fyrksoe ffh e f c ¢ ¢

NwM H N € 8 AF THH S F

SN I H c 8 (N HIN F ¥

P N A o] v w ANA A U

21 P1 0 1 H PIN H
/

TATGATGCTATTATCACA TTGGGCACTGTCATCAGAGGCGCAACGACACM’TACGATTAIGTCT GWTWGCTGCMGGCATCGCGCMGCABW

Tete csecdeven .Q‘...._...-.4..........n....-.aooc....- ..-.-.-.--.....0...-.-..-gq..-.----‘----'----g “00

A I’ACTACGATMUGTGI’MCCCGTGACAGTABTCTCCCCGTTCCTGTGTMTGCTMTACAGACGTTACT TCGACGTTTTCCATAGEGEATTCRTCGTT

.cyyhig.hchqrrndtlrlclq.sckrhras:k
ydailtlgtvfrgctthydyvcnonlkgiaqaan
mmllshua(asoaqrhitinsanqukasrqu
~~o-.f~o-0-.o-_----o-.-...o.oogo.-‘-..-..-......-’o....»-ooqocco
ihh...upcq..lrlsvnrnhrchlqllcrllll-
Ysaiivnpvtulpavvc.:.tqlsaafpnncaa

iisndcqosddslcrcnviidaifscfldrlcc
8 R N T T CHN
8 S A A A FPA
v A E Q Q RAE
1 1 3 1 1 221

ACACTACTGGTGI’ACCTGI’CATCTTTGGM"GTMWCTGMMCAYCWCAGGCUTCGAGCGTGCCGGC&CRMAGCGGGCMCAMGGTG?AGA

00--.-ov-.-..-..o-.0..oo cTOmedones .----’....‘ .--o.---....-.¢......---o-.... --.-.o-.-.-..-.--.-.--... ‘soo

TcTGM’GACCACATGGACAGﬂGAMCCtTMCATTGI’TGACUTTGTAGC!’TGTCCGAYAGCTCQC&CGGC:GWTTTTCGCCCGTTGT?TCCACArcr
hyu_c:chluncnn.khrtgyrlcrhkseqqrcr
t:gvpvifgivt:onicqnforagtknsnkﬂvd

tllvylsslcl.qlktsnrlssv_plqkratkv..i

»c-qth-l‘qfqlqucrvp.rlhrc((pcclhl

fvv;:tgt.mkpitvvsfmsc-isropvfapllpts
vsstyrddksnycsfvdflsdltgacfravf:y

FIGUR 30

52/71



DE 690 33616 T3 2008.07.03

8 MD MD N
S SR SR p
T EA B-RYBOFLAVIN SYNTHASE €A K
X 1 TRANSLATIONSSTOP 11 1

\ , P3 PROMOTOR
rrcracrarrrcrcccmcmnmawmrrmccscmr'nwfﬁrmcmmummu]maccwwumwcrcm

Tves ecsuapreve .qnnnooooo.ococ’-.-.‘.--.‘...Q.........- .QQ--QQQQQ'QQ.OQ.-.-'ts.l‘-‘-o.o-oo¢o.-.......

AACACGACMAGACGGTMCTTTACtGTTTWTTYGGCGAGTMACTTATTAMCGACTTTTGTCMATTTTT&TACCGC\'TTTACTATATTACACTCT

lccfch.ngkfkpli.iic.kqfknm,akmi.cek
cavsaiomanlnrsfa.facnslkiurk.ynvr
vlflplkuqi.tahlnntlktv.kygendluy.e

nhqkquqf:plnlgsmqiiqqfcn(fiafilyhs
qateamsiafkfronsyncsflkfihrfhyltl
i:snrgnfhci.va.kflksfvt.fypsfsi!hs

BN D L] L] M L) H

13 p N H N S N

NO N F £ L E F

111 3 ! 1 1 3
R3S ORF 2

) — .
AMCGGAYCACCTATYCGTATCCGTTMTAGUGACTGGACATTTTGGATATAGAGGGGTTTTTATGTTMTTCGTTAYMMTCGTT?GMMGATT

--....o--’.-....-000..-.'.~c.‘..-¢.-QQ-‘..Q-....-..-...-.......4'-o....'...oooo’-QCC.onno‘ococ'ypp.‘
. -

YTTGCC?AGTGGATMGCATAGGCAM'YATCGTCTG&CUGTMMCCTATATCTCCCCMAMTAGMTTMGCAA?ATTTTTTAGCAMCTTTTCTM

:ahtfvsvnsrtdildiogflc.fvikn'.-tkrt

kritysypliadutfwl.rgfyvnal.kiv.kdc

ngspirir..qtghfgyrgvfmlirykksfeki

.o-¢‘---..---...--.oo---.-...o---....-.¢...-..-..g-..-_.--o*----.----o-—--..--.Q-......--g..--'..-..

fvs.rntdtlllssmks{spnkh.ntiffrkf&n
l‘riv.cyqniasqvnqiylpk.tlenyfitqfs
fpdslrlr.ycvpckpylptk!nlr.lfdnsfi

H EAN FA E 8 L] E A

N CFS NL ¢ 8 H c t

F PLE UV 1 v € 4 v

3 120 H1 S 1 1 1 1
')

GCGAI’GGCGCTTCTYTCG'l’TYATGCCWTGMMAGACCTTMGCAGCTTC&GC&G&CMTTMBE&CTACGMACGGATACAGACCGCCAGCTCTTTC

...----....--.'..¢..o---‘--.-0-.--..-.-‘-.-............-..oocao-.o--oQ-o...---o‘...._...-0.....~-..¢

CGCTACCCCGAAGAAAGCAAATACGGCTTACTTTTICT GGAATTCGTCGAAGTCGTCTGTTAATTCCTGATGET TTGCCTATGTCTGGCGGTCGAGAAAG

rugffrlcrmkktlssfsrqlrttkriqtassf
dgasfvyac.krp.aasndN-slrnsyrppals
amgllsfmpnekdl.kqqutikdyatd-tdrq(fl
B -t'.,'---0--0-.-~-~0~--.,~--~ooo--.-o-oo--o-.----o---o'---~0-‘~-,----000-0.~~—-0---¢,~-~-o-~o.,---"
rhpkkrkhrifkallk\lcnlvvfricvalek
qspl'kt-ishftg.aoeosl.psrfpylggare
aipsrenigfsfsrlcs.cv-ils.svsvsrusk

FIGUR 3P

53/71

440

470(

4800



DE 690 33616 T3 2008.07.03

N M 3 Hr P MH XMD KB H

N N o N A L.NN D N8P P N

L L R F Q E LF ¢ OGN AN fF

1 1 v 11 T 11 1 211 21 1
/

kslprpyrrllrlrffpnqpqsgay.hsdkedg

F 9 f s s s34 ¢ Paipes tfgq39 ts ireitoe ¢ g ¢ ., ry
H H M F SRN N A AT N
N F SR ] cs L S L SA A
F A EA K AA A 13 u ua ¢
! N 11 1 1 4 1 1 21 2
/ /

kescnr.um-l.siyskrkyufqnn.rraf:nvv
srnrktddgcfkafiqnastgsk.inaalfrtls
qciqkqnmdnlkhlfktqv(vpntltqaff.rc

mlsdsflhhin.lm.cfrlyqnulf.rlakcftt.

dlfrfvssphkl'ani.fatvpolhilasskrvn

.pipfc’iisakfcknlvctstqfsnvcll:.ksrq
E s8N0 L] A BMD AB E M8
(o 18 p NS L cap LS ¢ AS
1 NO N LE v LON VM 0 €A
5 N N2 8 Reo- UNABHANGIGER 21

1 1 oy 2 TRANSLATIONS 11
STOP

TRANSCRIPTIONS TERMINATOR

Sencpoves ’QQ-Q........!.‘.Q... ----0.....---.‘..... LT

GTTCCAGTCGTCCTAG?TCTGTMAGTATGTTATTMTTCGTCTCC&&C&“W‘WGWWG&T&MM?&WGTGC
ORF | TRANSLATION STOP

K'v s r iz s p t i i kqr . syvs o f f s a fy ¢ ¢ t f ¢
Fs agsrehn ¢ i 9 .l s rged Qs t U f ¢, $ i s ¢fsr g ¢

9 9 9q9dqdis Y nn . a2 eavig| c f f ¢ cv | ¢ L fh vaing

‘....'-..’.-‘....-..‘-’-....-...-.....-...-Q...'......-.l...’.....-.A....-.‘....-‘....‘.-..‘.... Soveyp
Lttty g e v i i ledl gng t e ak k ean, g g k v n v

41 dapdgicx Mmeynl ilpqgqs.drs kK krrooeioeg e r e r
A N ) Yy UL . as ac iy rqkkkqern, g N

FIGUR 3Q

54/71

690

5000

5100



DE 690 33616 T3 2008.07.03

AM A FM O 8 s T 08 A KN F SNA B TMH
HA A o8P 1 P A o8 P &S N NLE S ABN
AE T KON N 0 Q Ev L Ip v AAC M QoF
22 AR 1 11 1 A H 131 113
/ / /

GATGACGTCAGTCCCATCCCGCAMCGGYGTTYGTCGATMMYATGTTGCTGAGTGCACYGGGCT GCCCCCATGTATACTTTYTTTTCCICCATTCS

-.ol'.....-..4..-...--.....-.......-.--.......0........-...‘q.-..OCOOQCOOC.--..00000..-..0. ------- -

CTAC‘rGC.AGTCAGGCTAGGGCGYTTGCCACAMCAGCTATI’CTTTAYACMCGACTCACGTGACCCG&CGGGGGTACMATGAMAMMGGACGTMGC

ddvspipqtvadkkyvaoctqlppci(ffpafd
mtsvrsrkrc(sirnmllsclgcphv'yffflhs
rqsdpangvcr.eicc.vhulnpm'ytffscir
“"'."""0.."00.0..0..l~¢0‘0~-~.-0~¢0-.--.000-0--0-..--'0.‘..."""”'.?"'*""."""’.’.-‘~-’
sstlgigc;__vtntslfy.tas‘hvpsgghiskkgan
ivdtrdrlrhkdilfinsllqugutykkkrc.
phr.dsgafptqrysihqqthalgmyvkkeqmr

0 8 SKN 3 M 8 ST T

? 1 PsL S N H PA A

NN HPA R L M * -] ]

LI 1H3 ' 1 2 1 1
/7

ATCCTGCATGCTTCCTCCAGTTTCTCATCTTTGATTGCdGTATMYGCTTTTATAGGCAGAGACGG"TCCATTTGT?CGTM_ACCGATTGCATMGTT

n-o-...--.-o..‘o.-o‘-..o.OQODQQQQQ.-‘0-§.~'..Q-GQQ..'0..-.-........QCOOCOC.O.'-‘-.-..----*---..::?o’

TAGGACGTACGMGGAGGTCAMGAGTAGAMCTMCCGTCATATYACGAMATM’CCGTCT CTGCMGCTWWG&TTTGGCTMCGTA;TCM

P ac t t gf L I fdwu qynat igrdgétdl fvainonr il hek:
Tt U h as s s ¢t s st i gsimtil.,aetvsics.tdeciss
s emlppvssh il . layv, ¢ f yrqertrftvekpia.yvw

..".'-..‘..CO.-OOUOOOOC.QU-.‘-.-Q'-....c-..‘..-‘.-"..-.'.0."......’...‘.""0-....‘.."'..'.'..O’
sgahkrunrnksqcylaklplspkskr\tfrncln
ircaecel k ed«k i PL i iskyasveteigqge YVv s qnmt

dqms g gt e . r Qnatyhk.Lectltrnernctritgia y ¢

GCH BNMO M O 8 NSH S H BH N F BSBNSH
OFA ClBP 8 O A8 cce F N SP 8 0 SESCCP
IRE LAON 0O E Qv IRA A F PA 0 X ACAIRA
213 1311 2 1 12 112 N2 2 1 J1d2

/ /7 4 7

CGAGCMACGGCCM’GAYCMGCCCTMGTCTTCG&C‘I’GCCCGGTGTTCTGCTTGMWTCCSGA_TGCTGT?CGCCATC&CTCYTTTTGCtCCG'GCYGf

..-..-.....-o-..o.....o..--o-¢¢-.. Q-...Q..-'I.v.....-'....‘.........‘..-.'....‘....'..--...1‘.QQ‘.Q

GCTCGTTTGCCGGTAC}’AGTTCGGH"CAWGCTGACGGGCCACMMCGMCTTCTTAGGCCTAC&WGCGGTAGTCAGMAMCGGGGCCGACA

eqtamikp.vfdcpvfclknpdlvrhqsfcpgc
skrp.sspksstarcsa.rlrnlfalslflpav
ranghdqnlslrlpgvllcosgccspsvflprly
---~‘-.-¢0-.--.--...-....o........'......... ...............0‘....OOO‘Q.......-‘--GO..-.-...-..ODCQQ
scvamilq.tksqgtnqkffgsatru.qugpq
e(trgndtgldovarn-aqlir'snamlrkasat
rafpus.arlrrsgptrsssdphqogdtkkgrs

FIGUR 3R

55/71

5200

5300

5400



DE 690 33616 T3 2008.07.03

: W 3xM
v 8 [Hep
; 0 NoON
2 121

/

nrqsrorthi iy l “q 1l s f |, Y g i g n e nr qr i
e hyl‘avalqifgv'nyrkrkkppd
qssifgscalylggl(tktokasr

N HA
L e
A NU
3 31

STt ceegenee ot 5547

56/71

.---.g---~.--.-.-.c-.-o-oo----.----* sso



DE 690 33616 T3 2008.07.03

FIGUR 4.

57/71



DE 690 33616 T3 2008.07.03

FIGUR' s.
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FIGUR 6.
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FIGUR 7.
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FIGUR 8.
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FIGUR 9,
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FIGUR 10.
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FIGUR 11.
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FIGUR 12
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FIGUR 13.
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FIGUR 14.
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FIGUR 15.

Riboflavin "

Synthasegen ah
0 e s Nan om Qs
> ) 09 az) (361 a0) (108 an)
D . RES 58 18 L] 88  zps Ras
OC——p¢—— C:ﬂ:__::c:l(::::. 1 €&
L] QY NGLLL ]
Drel Cial
Hindlll  Haelf ExoRye ) Stup Sl sy Hindll! Asel l
Hindlll  Sol Hindll] Pt Bgln Noo
Hasmid e coe n Vektorgerust
42 oo Sat
PRF57 . L1 | pIC20R
pRFs8 ' - N _PICZOR
<1 ]
PRF&2 ""l “‘]'!-m j" puC1s
pRF64 ""' o "l'" puCty
u P> —
pRE6S lonill Lot puUCLS
- 390115
h
- Iy o
SPOL-15 P2 QuDu _
. POLL
Banill Lokl Cll Semid  Cosii UC19
) J !
= e

68/71



ORF1

(» 170 a4)

FIG. 16

Pzenmi |

ORfs
0% )

htj(:: i =

| Y " w—
S ————

ORF4

Q18 2

DE 690 33616 T3 2008.07.03

oRrrs
bt ss)

ORF¢
{105 a0

69/71

| K a
Oret Gat .
Hindlll e ‘M' Hmﬂll sl
Hodlll Sl uuul A aght Nt
Flamu Vekiorengery
PRF4S bt Lan pUC1Y
u 1 :
rem
s
o4 ow PREG? — ton puC1y
f— |
[ 0Lt
Ay i
PRFG bont®  CoA! G Lot tats pUCYY
o ]
' SrOkts $POL18
L] L
W o PRF6S UC.
fowd ozt Cu led  tan puCH
le—! [——T| —
cap pr B ]
= = =
onre
€168 o2
RF6S ass
P i Ca Clut ‘1 ‘: N PUCTE
E - ] D)
e
onre
181 ) s
e e PRETI ot toms Gu “1 CJ nm  PUCH
le—1 d | ]
tot . O A
L - a
T o~ P -
F— o -~ ot . 2UCTe
= ! ~43 -
s ;O
o
-~ o orsay Pyl -
i — Lok Qe
= S et~
= = =



DE 690 33616 T3 2008.07.03

FIG. 17
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FIGUR 18
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