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Familie Enterobacteriaceae

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfah-
ren zur Herstellung von L-Aminosauren durch Fermentati-
on von rekombinanten Mikroorganismen der Familie En-
terobacteriaceae, dadurch gekennzeichnet, dass man

a) die die gewlinschte L-Aminosaure produzierenden Mi-
kroorganismen, in denen man den yjcG-ORF, fiir das Gen-
produkt kodierende Nukleotidsequenzen oder Allele, ver-
starkt, insbesondere lberexprimiert, in einem Medium kul-
tiviert unter Bedingungen, bei denen die gewilnschte
L-Aminosaure im Medium oder in den Zellen angereichert
wird, und

b) die gewiinschte L-Aminosaure isoliert, wobei gegebe-
nenfalls Bestandteile der Fermentationsbriihe und/oder die
Biomasse in ihrer Gesamtheit oder Anteile (2 0 bis 100%)
im isolierten Produkt verbleiben oder vollstandig entfernt
werden.
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Beschreibung

[0001] Diese Erfindung betrifft ein Verfahren zur
Herstellung von L-Aminosauren, insbesondere
L-Threonin, unter Verwendung von rekombinanten
Mikroorganismen der Familie Enterobacteriaceae, in
denen der offene Leserahmen (ORF) mit der Be-
zeichnung yjcG verstarkt, insbesondere lberexpri-
miert wird, und diese Mikroorganismen.

Stand der Technik

[0002] L-Aminosauren, insbesondere L-Threonin,
finden in der Humanmedizin und in der pharmazeuti-
schen Industrie, in der Lebensmittelindustrie und
ganz besonders in der Tiererndhrung Anwendung.

[0003] Es ist bekannt, dass L-Aminosauren durch
Fermentation von Stammen der Enterobacteriaceae,
insbesondere Escherichia coli (E. coli) und Serratia
marcescens, hergestellt werden. Wegen der grofen
Bedeutung wird standig an der Verbesserung der
Herstellverfahren gearbeitet. Verfahrensverbesse-
rungen koénnen fermentationstechnische Malfinah-
men, wie z.B. Rihrung und Versorgung mit Sauer-
stoff, oder die Zusammensetzung der Nahrmedien
wie z.B. die Zuckerkonzentration wahrend der Fer-
mentation, oder die Aufarbeitung zur Produktform,
durch z.B. lonenaustauschchromatographie, oder die
intrinsischen Leistungseigenschaften des Mikroorga-
nismus selbst betreffen.

[0004] Zur Verbesserung der Leistungseigenschaf-
ten dieser Mikroorganismen werden Methoden der
Mutagenese, Selektion und Mutantenauswahl ange-
wendet. Auf diese Weise erhalt man Stamme, die re-
sistent gegen Antimetabolite wie z.B. das Threo-
nin-Analogon a-Amino-B-Hydroxyvaleriansaure
(AHV) oder auxotroph fur regulatorisch bedeutsame
Metabolite sind und L-Aminosauren wie z.B. L-Thre-
onin produzieren.

[0005] Seit einigen Jahren werden ebenfalls Metho-
den der rekombinanten DNA-Technik zur Stammver-
besserung L-Aminosauren produzierender Stamme
der Familie Enterobacteriaceae eingesetzt, indem
man einzelne Aminosaure-Biosynthesegene amplifi-
ziert und die Auswirkung auf die Produktion unter-
sucht. Zusammenfassende Informationen zur Zell-
und Molekularbiologie von Escherichia coli und Sal-
monella sind in Neidhardt (ed): Escherichia coli and
Salmonella, Cellular and Molecular Biology, 2™ editi-
on, ASM Press, Washington, D.C., USA, (1996) zu
finden.

Aufgabenstellung
Aufgabe der Erfindung

[0006] Die Erfinder haben sich die Aufgabe gestellt,
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neue Malnahmen zur verbesserten fermentativen
Herstellung von L-Aminosauren, insbesondere
L-Threonin, bereitzustellen.

Beschreibung der Erfindung

[0007] Gegenstand der Erfindung sind rekombinan-
te Mikroorganismen der Familie Enterobacteriaceae,
die einen verstarkten oder Uberexprimierten offenen
Leserahmen yjcG, der fir ein Polypeptid kodiert, wel-
ches als Acetat Permease annotiert ist, oder fur des-
sen Genprodukt kodierende Nukleotidsequenzen
enthalten, und die eine verbesserte Fahigkeit zur Bil-
dung und Anreicherung von L-Aminosauren, insbe-
sondere L-Threonin, zeigen.

[0008] Als Ausgangspunkt flr den Vergleich dienen
jeweils die fur den yjcG-ORF nicht rekombinanten Mi-
kroorganismen, die keinen verstarkten yjcG-ORF
enthalten und an denen die MaRnahmen der Erfin-
dung durchgeflihrt werden.

[0009] Zu diesen Mikroorganismen gehdren insbe-
sondere Mikroorganismen der Familie Enterobacteri-
aceae, in denen ein Polynukleotid verstarkt wird, das
fur ein Polypeptid kodiert, dessen Aminosaurese-
quenz zu mindestens 90%, insbesondere zu mindes-
tens 95%, bevorzugt zu mindestens 98% oder min-
destens 99%, besonders bevorzugt zu 99,8 und ganz
besonders bevorzugt zu 100 identisch ist mit einer
Aminosauresequenz, ausgewahlt aus der Gruppe
SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 4 und SEQ ID No. 6.

[0010] Die genannten Mikroorganismen enthalten

verstarkte oder Uberexprimierte Polynukleotide, aus-

gewahlt aus der Gruppe:
a) Polynukleotid mit einer Nukleotidsequenz, aus-
gewahlt aus SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 3 oder
SEQ ID No. 5 und den dazu komplementaren Nu-
kleotidsequenzen;
b) Polynukleotid mit einer Nukleotidsequenz, die
der SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 3 oder SEQ ID No.
5 im Rahmen der Degeneration des genetischen
Codes entspricht;
c) Polynukleotidsequenz mit einer Sequenz, die
mit der zur Sequenz SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 3
oder SEQ ID No. 5 komplementaren Sequenz un-
ter stringenten Bedingungen hybridisiert, wobei
die stringenten Bedingungen bevorzugt durch ei-
nen Waschschritt erreicht werden, in dem sich die
Temperatur Uber einen Bereich von 64°C bis 68°C
und die Salzkonzentration des Puffers tber einen
Bereich von 2 x SSC bis 0,1 x SSC erstrecken;
d) Polynukleotid mit einer Sequenz SEQ ID No. 1,
SEQ ID No. 3 oder SEQ ID No. 5, die funktions-
neutrale Sinnmutanten enthalt,

wobei die Polynukleotide fur eine Acetat Permease
kodieren.
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[0011] Gegenstand der Erfindung ist ebenso ein
Verfahren zur fermentativen Herstellung von L-Ami-
nosauren, insbesondere L-Threonin, unter Verwen-
dung von rekombinanten Mikroorganismen der Fami-
lie Enterobacteriaceae, die insbesondere bereits
L-Aminosauren produzieren, und in denen mindes-
tens der offene Leserahmen (ORF) mit der Bezeich-
nung yjcG oder fir dessen Genprodukt kodierende
Nukleotidsequenzen verstarkt wird bzw. werden.

[0012] Bevorzugt werden die beschriebenen Mikro-
organismen eingesetzt.

[0013] Werden im folgenden L-Aminosauren oder
Aminosauren erwahnt, sind damit eine oder mehrere
Aminosauren einschliellich ihrer Salze, ausgewahit
aus der Gruppe L-Asparagin, L-Threonin, L-Serin,
L-Glutamat, L-Glycin, L-Alanin, L-Cystein, L-Valin,
L-Methionin, L-Prolin, L-Isoleucin, L-Leucin, L-Tyro-
sin, L-Phenylalanin, L-Histidin, L-Lysin, L-Trypto-
phan, L-Arginin und L-Homoserin gemeint. Beson-
ders bevorzugt ist L-Threonin.

[0014] Der Begriff "Verstarkung" beschreibt in die-
sem Zusammenhang die Erhéhung der intrazellula-
ren Aktivitdt oder Konzentration eines oder mehrerer
Enzyme oder Proteine in einem Mikroorganismus,
die durch die entsprechende DNA kodiert werden, in-
dem man beispielsweise die Kopienzahl des Gens
bzw. der Gene, des ORFs bzw. der ORFs um min-
destens eine (1) Kopie erhoht, einen starken Promo-
tor funktionell mit dem Gen verknlpft oder ein Gen
oder Allel oder ORF verwendet, das fur ein entspre-
chendes Enzym bzw. Protein mit einer hohen Aktivi-
tat kodiert und gegebenenfalls diese Malinahmen
kombiniert.

[0015] Als offener Leserahmen (ORF, open reading
frame) wird ein Abschnitt einer Nukleotidsequenz be-
zeichnet, der fir ein Protein beziehungsweise Poly-
peptid oder Ribonukleinsaure kodiert oder kodieren
kann, dem (der) nach dem Stand der Technik keine
Funktion zugeordnet werden kann. Nach Zuordnung
einer Funktion zu dem betreffenden Abschnitt der
Nukleotidsequenz wird im Allgemeinen von einem
Gen gesprochen. Unter Allelen versteht man im All-
gemeinen alternative Formen eines gegebenen
Gens. Die Formen zeichnen sich durch Unterschiede
in der Nukleotidsequenz aus.

[0016] Als Genprodukt bezeichnet man im Allge-
meinen das von einer Nukleotidsequenz, d.h. einem
ORF, einem Gen oder einem Allel kodierte Protein
oder die kodierte Ribonukleinsaure.

[0017] Durch die Malnahmen der Verstarkung, ins-
besondere Uberexpression, wird die Aktivitat oder
Konzentration des entsprechenden Proteins im allge-
meinen um mindestens 10%, 25%, 50%, 75%, 100%,
150%, 200%, 300%, 400% oder 500%, maximal bis
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1000% oder 2000% bezogen auf die des Wild-
typ-Proteins beziehungsweise auf die Aktivitat oder
Konzentration des Proteins im fiir das entsprechende
Enzym bzw. Protein nicht rekombinanten Mikroorga-
nismus oder Elternstamm erhéht. Als nicht rekombi-
nanter Mikroorganismus oder Elternstamm (parent
strain) wird der Mikroorganismus verstanden, an dem
die erfinderischen MaRnahmen durchgefihrt werden.

[0018] Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren
zur Herstellung von L-Aminosauren durch Fermenta-
tion von rekombinanten Mikroorganismen der Familie
Enterobacteriaceae, dadurch gekennzeichnet, dass
man
a) die die gewuinschte L-Aminosaure produzieren-
den Mikroorganismen, in denen man den offenen
Leserahmen yjcG oder fiir das Genprodukt kodie-
rende Nukleotidsequenzen oder Allele verstarkt,
insbesondere Uberexprimiert, in einem Medium
kultiviert unter Bedingungen, bei denen die ge-
wlinschte L-Aminosaure im Medium oder in den
Zellen angereichert wird, und,
b) die gewiinschte L-Aminosaure isoliert, wobei
gegebenenfalls Bestandteile der Fermentations-
briihe und/oder die Biomasse in ihrer Gesamtheit
oder Anteilen (= 0 bis 100 %) im isolierten Produkt
verbleiben oder vollstandig entfernt werden.

[0019] Die insbesondere rekombinanten Mikroorga-
nismen mit einem verstarkten oder Uiberexprimierten
offenen Leserahmen (ORF) mit der Bezeichnung
yjcG, die ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Er-
findung sind, kénnen L-Aminosauren aus Glucose,
Saccharose, Laktose, Fructose, Maltose, Melasse,
gegebenenfalls Starke, gegebenenfalls Cellulose
oder aus Glycerin und Ethanol herstellen. Es handelt
sich um Vertreter der Familie Enterobacteriaceae,
ausgewahlt aus den Gattungen Escherichia, Erwinia,
Providencia und Serratia. Die Gattungen Escherichia
und Serratia werden bevorzugt. Bei der Gattung
Escherichia ist insbesondere die Art Escherichia coli
und bei der Gattung Serratia insbesondere die Art
Serratia marcescens zu nennen.

[0020] Rekombinante Mikroorganismen werden im
Allgemeinen durch Transformation, Transduktion
oder Konjugation, oder einer Kombination dieser Me-
thoden, mit einem Vektor erzeugt, der den gewlinsch-
ten ORF, das gewiinschte Gen, ein Allel dieses ORFs
oder Gens oder Teile davon und/oder einen die Expri-
mierung des ORFs oder Gens verstarkenden Promo-
tor enthalt. Bei diesem Promotor kann es sich um den
durch verstarkende Mutation aus der eigenen,
upstream des Gens oder ORFs befindlichen regula-
torischen Sequenz hervorgegangenen Promotor
handeln, oder es wurde ein effizienter Promotor mit
dem Gen oder ORF fusioniert.

[0021] Als Elternstamm geeignete, insbesondere
L-Threonin produzierende Stamme der Gattung
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Escherichia, insbesondere der Art Escherichia coli
sind beispielsweise zu nennen:
— Escherichia coli H4581 (EP 0 301 572)
— Escherichia coli KY10935 (Bioscience Biotech-
nology and Biochemistry 61(11):1877-1882
(1997)
— Escherichia coli
(US-A-4278,765)
- Escherichia coli
(US-A-4,321,325)

VNIlgenetika MG442

VNIIgenetika M1

— Escherichia coli VNIllgenetika 472723
(US-A-5,631,157)
- Escherichia coli BKIIM B-3996

(US-A-5,175,107)
— Escherichia coli kat 13 (WO 98/04715)
— Escherichia coli KCCM-10132 (WO 00/09660)

[0022] Als Elternstamm geeignete L-Threonin pro-
duzierende Stamme der Gattung Serratia, insbeson-
dere der Art Serratia marcescens sind beispielsweise
Zu nennen:
— Serratia marcescens HNr21 (Applied and Envi-
ronmental Microbiology 38(6): 1045-1051 (1979))
— Serratia marcescens TLr156 (Gene 57(2-3):
151-158 (1987))
— Serratia marcescens T-2000 (Applied Bioche-
mistry and Biotechnology 37(3): 255-265 (1992))

[0023] L-Threonin produzierende Stamme aus der
Familie der Enterobacteriaceae besitzen bevorzugt,
unter anderen, ein oder mehrere der genetischen
bzw. phanotypischen Merkmale ausgewahlt aus der
Gruppe: Resistenz gegen a-Amino-f-Hydroxyvaleri-
ansaure, Resistenz gegen Thialysin, Resistenz ge-
gen Ethionin, Resistenz gegen a-Methylserin, Resis-
tenz gegen Diaminobernsteinsaure, Resistenz gegen
a-Aminobuttersaure, Resistenz gegen Borrelidin, Re-
sistenz gegen Cyclopentan-Carboxylsdure, Resis-
tenz gegen Rifampicin, Resistenz gegen Valin-Analo-
ga wie beispielsweise Valinhydroxamat, Resistenz
gegen Purinanaloga wie beispielsweise 6-Dimethyla-
minopurin, Bedurftigkeit fir L-Methionin, gegebenen-
falls partielle und kompensierbare Bedurftigkeit fur
L-Isoleucin, Bedurftigkeit fir meso-Diaminopimelin-
saure, Auxotrophie beziglich Threonin-haltiger Di-
peptide, Resistenz gegen L-Threonin, Resistenz ge-
gen Threonin-Raffinat, Resistenz gegen L-Homose-
rin, Resistenz gegen L-Lysin, Resistenz gegen L-Me-
thionin, Resistenz gegen L-Glutaminsdure, Resis-
tenz gegen L-Aspartat, Resistenz gegen L-Leucin,
Resistenz gegen L-Phenylalanin, Resistenz gegen
L-Serin, Resistenz gegen L-Cystein, Resistenz ge-
gen L-Valin, Empfindlichkeit gegentiber Fluoropyru-
vat, defekte Threonin-Dehydrogenase, gegebenen-
falls Fahigkeit zur Saccharose-Verwertung, Verstar-
kung des Threonin-Operons, Verstarkung der Homo-
serin-Dehydrogenase |-Aspartatkinase | bevorzugt
der feed back resistenten Form, Verstarkung der Ho-
moserinkinase, Verstarkung der Threoninsynthase,
Verstarkung der Aspartatkinase, gegebenenfalls der
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feed back resistenten Form, Verstarkung der Aspar-
tatsemialdehyd-Dehydrogenase, Verstarkung der
Phosphoenolpyruvat-Carboxylase, gegebenenfalls
der feed back resistenten Form, Verstarkung der
Phosphoenolpyruvat-Synthase, Verstarkung der
Transhydrogenase, Verstarkung des RhtB-Genpro-
duktes, Verstarkung des RhtC-Genproduktes, Ver-
starkung des YfiK-Genproduktes, Verstarkung einer
Pyruvat-Carboxylase, und Abschwéachung der Essig-
saurebildung.

[0024] Es wurde gefunden, dass Mikroorganismen
der Familie Enterobacteriaceae nach Uberexpressi-
on des Gens oder offenen Leserahmens (ORF) yjcG,
oder dessen Allelen, eine verbesserte Fahigkeit zur
Bildung und Anreicherung von L-Aminosauren, ins-
besondere L-Threonin, zeigen.

[0025] Die Nukleotidsequenzen der Gene oder offe-
nen Leserahmen (ORF) von Escherichia coli gehéren
zum Stand der Technik und kénnen der von Blattner
et al. (Science 277: 1453-1462 (1997)) publizierten
Genomsequenz von Escherichia coli enthommen
werden. Es ist bekannt, dass durch wirtseigene Enzy-
me (Methionin-Aminipeptidase) die N-terminale Ami-
nosaure Methionin abgespalten werden kann.

[0026] Aus den ebenfalls zur Familie Enterobacteri-
aceae gehdrenden Salmonella typhimurium (Acces-
sion No.: NC_003197 (Region 4511508-4513157))
und Shigella flexneri (Accession No.: NC_004337
(Region 4293843-4295492)) ist die Nukleotidse-
quenz fur den yjcG-ORF ebenso bekannt.

[0027] Der yjcG-ORF von Escherichia coli K12 wird
unter anderem durch folgende Angaben beschrie-
ben:

Gimenez et al. (Journal of Microbiology 185(21):
6448-55 (2003)) beschreiben den offenen Leserah-
men yjcG aus Escherichia coli kodierend fur ein Pro-
tein mit der Funktion einer Acetat Permease aus der
Solute:Sodium Symporter (SSS) Familie und schla-
gen den Gennamen actP vor; das Gen wird kotrans-
kribiert mit acs, welches fiir eine Acetyl Coenzym A
Synthetase kodiert; die Permease ist hoch spezifisch
fur kurzkettigen aliphatische Monocarboxylate und
transportiert neben Acetat auch Glycolat in zum
Wachstum ausreichender Menge sowie kleine Carb-
oxylate, wie z.B. Propionat.
Accession No.:
4281276-4282925)
Alternativer Genname: b4067, actP

N0000913 (Region

[0028] Die Nukleinsduresequenzen kénnen den Da-
tenbanken des National Center for Biotechnology In-
formation (NCBI) der National Library of Medicine
(Bethesda, MD, USA), der Nukleotidsequenz-Daten-
bank der European Molecular Biologies Laboratories
(EMBL, Heidelberg, Deutschland bzw. Cambridge,
UK) oder der DNA Datenbank von Japan (DDBJ, Mis-
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hima, Japan) enthommen werden.

[0029] Der besseren Ubersichtlichkeit halber sind
die bekannte Sequenz zum yjcG-ORF von Escheri-
chia coli unter der SEQ ID No. 1 und die bekannten
Sequenzen zum yjcG-ORF von Salmonella typhimu-
rium bzw. Shigella flexneri unter der SEQ ID No. 3
bzw. SEQ ID No. 5 dargestellt. Die von diesen Lese-
rahmen kodierten Proteine sind als SEQ ID No. 2,
SEQ ID No. 4 und SEQ ID No. 6 dargestellt.

[0030] Die in den angegebenen Textstellen be-
schriebenen offenen Leserahmen kdénnen erfin-
dungsgemal verwendet werden. Weiterhin kénnen
Allele der Gene oder offene Leserahmen verwendet
werden, die sich aus der Degeneriertheit des geneti-
schen Codes oder durch funktionsneutrale Sinnmu-
tationen (,sense mutations") ergeben. Die Verwen-
dung endogener Gene bzw. endogener offener Lese-
rahmen wird bevorzugt.

[0031] Unter ,endogenen Genen" oder ,endogenen
Nukleotidsequenzen" versteht man die in der Popula-
tion einer Art vorhandenen Gene oder offene Lese-
rahmen oder Allele beziehungsweise Nukleotidse-
quenzen.

[0032] Zu den Allelen des yjcG-ORFs, welche funk-
tionsneutrale Sinnmutationen enthalten, zahlen unter
anderem solche, die zu héchstens 60 oder zu héchs-
tens 50 oder zu hochstens 40 oder zu héchstens 30
oder zu hdchstens 20, bevorzugt zu héchstens 10
oder zu héchstens 5, ganz besonders bevorzugt zu
hochstens 3 oder zu héchstens 2 oder zu mindestens
einem konservativen Aminosaureaustausch in dem
von ihnen kodierten Protein fuhren.

[0033] Bei den aromatischen Aminosauren spricht
man von konservativen Austauschen wenn Phenyla-
lanin, Tryptophan und Tyrosin gegeneinander ausge-
tauscht werden. Bei den hydrophoben Aminosauren
spricht man von konservativen Austauschen wenn
Leucin, Isoleucin und Valin gegeneinander ausge-
tauscht werden. Bei den polaren Aminosauren
spricht man von konservativen Austauschen wenn
Glutamin und Asparagin gegeneinander ausge-
tauscht werden. Bei den basischen Aminosauren
spricht man von konservativen Austauschen wenn
Arginin, Lysin und Histidin gegeneinander ausge-
tauscht werden. Bei den sauren Aminosauren spricht
man von konservativen Austauschen wenn Aspara-
ginsaure und Glutaminsaure gegeneinander ausge-
tauscht werden. Bei den Hydroxyl-Gruppen enthal-
tenden Aminosauren spricht man von konservativen
Austauschen wenn Serin und Threonin gegeneinan-
der ausgetauscht werden.

[0034] In gleicher Weise kdnnen auch solche Nukle-
otidsequenzen verwendet werden, die fir Varianten
der genannten Proteine kodieren, die zusatzlich am
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N- oder C-Terminus eine Verlangerung oder Verkuir-
zung um mindestens eine (1) Aminosaure enthalten.
Diese Verlangerung oder Verkirzung betragt nicht
mehr als 60, 50, 40, 30, 20, 10, 5, 3 oder 2 Aminosau-
ren oder Aminosaurereste.

[0035] Zu den geeigneten Allelen zéhlen auch sol-
che, die fiir Proteine kodieren, in denen mindestens
eine (1) Aminosaure eingefligt (Insertion) oder ent-
fernt (Deletion) ist. Die maximale Anzahl derartige als
Indels bezeichneter Veranderungen kann 2, 3, 5, 10,
20 in keinem Falle aber mehr als 30 Aminosauren be-
treffen.

[0036] Zu den geeigneten Allelen gehéren ferner
solche die durch Hybridisierung, insbesondere unter
stringenten Bedingungen unter Verwendung von
SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 3 oder SEQ ID No. 5 oder
Teilen davon insbesondere der Kodierregionen bzw.
der dazu komplementdren Sequenzen, erhaltlich
sind.

[0037] Anleitungen zur Identifizierung von DNA-Se-
quenzen mittels Hybridisierung findet der Fachmann
unter anderem im Handbuch "The DIG System Users
Guide for Filter Hybridization" der Firma Boehringer
Mannheim GmbH (Mannheim, Deutschland, 1993)
und bei Liebl et al. (International Journal of Syste-
matic Bacteriology 41: 255-260 (1991)). Die Hybridi-
sierung findet unter stringenten Bedingungen statt,
das heil’t, es werden nur Hybride gebildet, bei denen
Sonde und Zielsequenz, d. h. die mit der Sonde be-
handelten Polynukleotide, mindestens 80% identisch
sind. Es ist bekannt, dass die Stringenz der Hybridi-
sierung einschlieBlich der Waschschritte durch Vari-
ieren der Pufferzusammensetzung, der Temperatur
und der Salzkonzentration beeinflusst bzw. bestimmt
wird. Die Hybridisierungsreaktion wird im Allgemei-
nen bei relativ niedriger Stringenz im Vergleich zu
den Waschschritten durchgefiihrt (Hybaid Hybridisa-
tion Guide, Hybaid Limited, Teddington, UK, 1996).

[0038] Fir die Hybridisierungsreaktion kann bei-
spielsweise ein Puffer entsprechend 5 x SSC-Puffer
bei einer Temperatur von ca. 50°C-68°C eingesetzt
werden. Dabei kénnen Sonden auch mit Polynukleo-
tiden hybridisieren, die weniger als 80% ldentitat zur
Sequenz der Sonde aufweisen. Solche Hybride sind
weniger stabil und werden durch Waschen unter
stringenten Bedingungen entfernt. Dies kann bei-
spielsweise durch Senken der Salzkonzentration auf
2 x SSC und gegebenenfalls nachfolgend 0,5 x SSC
(The DIG System User's Guide for Filter Hybridisati-
on, Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland,
1995) erreicht werden, wobei eine Temperatur von
ca. 50°C-68°C, ca. 52°C-68°C, ca. 54°C-68°C, ca.
56°C-68°C, ca. 58°C-68°C, ca. 60°C-68°C, ca.
62°C-68°C, ca. 64°C-68°C, ca. 66°C-68°C einge-
stellt wird. Temperaturbereiche von ca. 64°C-68°C
oder ca. 66°C-68°C werden bevorzugt. Es ist gege-
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benenfalls méglich die Salzkonzentration bis auf eine
Konzentration entsprechend 0,2 x SSC oder 0,1 x
SSC zu senken. Durch schrittweise Erhéhung der
Hybridisierungstemperatur in Schritten von ca. 1-2°C
von 50°C auf 68°C koénnen Polynukleotidfragmente
isoliert werden, die beispielsweise mindestens 80%
oder mindestens 90%, mindestens 91%, mindestens
92%, mindestens 93%, mindestens 94%, mindestens
95%, mindestens 96%, mindestens 97%, mindestens
98% oder mindestens 99% Identitat zur Sequenz der
eingesetzten Sonde bzw. zu den in SEQ ID No. 1,
SEQ ID No. 3 oder SEQ ID No. 5 dargestellten Nuk-
leotidsequenzen besitzen. Weitere Anleitungen zur
Hybridisierung sind in Form sogenannter Kits am
Markt erhaltlich (z.B. DIG Easy Hyb von der Firma
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland,
Catalog No. 1603558).

[0039] Zur Erzielung einer Verstarkung kénnen bei-
spielsweise die Expression der Gene oder offenen
Leserahmen oder Allele oder die katalytischen Ei-
genschaften des Proteins erhdht werden. Gegebe-
nenfalls kdnnen beide MaRnahmen kombiniert wer-
den.

[0040] Zur Erzielung einer Uberexpression kann
beispielsweise die Kopienzahl der entsprechenden
Gene oder offenen Leserahmen erh6ht werden, oder
es kann die Promotor- und Regulationsregion oder
die Ribosomenbindungsstelle, die sich stromauf-
warts des Strukturgens befindet, mutiert werden. In
gleicher Weise wirken Expressionskassetten, die
stromaufwarts des Strukturgens eingebaut werden.
Durch induzierbare Promotoren ist es zusatzlich
moglich, die Expression im Verlaufe der fermentati-
ven L-Threonin-Produktion zu steigern, des weiteren
vorteilhaft sein kann auch die Verwendung von Pro-
motoren zur Genexpression, die eine andere zeitli-
che Genexpression ermoglicht. Auf der Ebene der
translationalen Regulation der Genexpression ist es
moglich, die Haufigkeit der Initiation (Anlagerung des
Ribosoms an die m-RNA) oder die Geschwindigkeit
der Elongation (Verlangerungsphase) zu erhdhen.
Durch MaRBnahmen zur Verlangerung der Lebens-
dauer der m-RNA wird ebenfalls die Expression ver-
bessert. Weiterhin wird durch Verhinderung des Ab-
baus des Enzymproteins ebenfalls die Enzymaktivitat
verstarkt. Die ORFs, Gene oder Genkonstrukte kon-
nen entweder in Plasmiden mit unterschiedlicher Ko-
pienzahl vorliegen oder im Chromosom integriert und
amplifiziert sein. Alternativ kann weiterhin eine Uber-
expression der betreffenden Gene durch Verande-
rung der Medienzusammensetzung und Kulturfih-
rung erreicht werden.

[0041] Methoden der Uberexpression sind im Stand
der Technik hinlanglich — beispielsweise bei Makrides
et al. (Microbiological Reviews 60 (3), 512-538
(1996)) — beschrieben. Durch Verwendung von Vek-
toren wird die Kopienzahl um mindestens eine (1) Ko-
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pie erhoht. Als Vektoren kdnnen Plasmide wie bei-
spielsweise in der US 5,538,873 beschrieben ver-
wendet werden. Als Vektoren kdnnen ebenfalls Pha-
gen, beispielsweise der Phage Mu, wie in der EP
0332448 beschrieben, oder der Phage lambda (A)
verwendet werden. Eine Erhdhung der Kopienzahl
kann auch dadurch erzielt werden, dass eine weitere
Kopie in eine weitere Stelle des Chromosoms - bei-
spielsweise in die att-site des Phagen A (Yu und
Court, Gene 223, 77-81 (1998)) — eingebaut wird. In
der US 5,939,307 wird beschrieben, dass durch Ein-
bau von Expressionskassetten oder Promotoren wie
beispielsweise tac-Promotor, trp-Promotor, Ipp-Pro-
motor oder P -Promotor und Pr-Promotor des Pha-
gen A beispielsweise stromaufwarts des chromoso-
malen Threoninoperons eine Erhdhung der Expressi-
on erzielt werden konnte. In gleicher Weise kénnen
die Promotoren des Phagen T7, die gear-box-Promo-
toren oder der nar-Promotor verwendet werden. Der-
artige Expressionskassetten oder Promotoren kon-
nen auch verwendet werden um, wie in der EP 0 593
792 beschrieben, plasmidgebundene Gene zu lber-
exprimieren. Durch Verwendung des lacl®-Allels I&sst
sich wiederum die Expression plasmidgebundener
Gene kontrollieren (Glascock und Weickert, Gene
223, 221-231 (1998)). Es ist weiterhin mdglich, dass
die Aktivitat der Promotoren durch Modifikation ihrer
Sequenz mittels einem oder mehreren Nukleotidaus-
tauschen, durch Insertion(en) und/oder Deletion(en)
erhéht ist. Eine andere zeitliche Genexpression kann
beispielsweise wie bei Walker et al. (Journal of Bac-
teriology 181: 1269-80 (1999)) beschrieben durch die
Verwendung des Wachstumsphasen-abhangigen fis
Promotors erreicht werden. Die Geschwindigkeit der
Elongation wird durch die Codon-Verwendung beein-
flusst, durch den Gebrauch von Codons fur im Eltern-
stamm (parent strain) haufig vorkommenden t-RNAs
kann die Genexpression verstarkt werden.

[0042] Allgemeine Anleitungen hierzu findet der
Fachmann unter anderem bei Chang und Cohen
(Journal of Bacteriology 134: 1141-1156 (1978)), bei
Hartley und Gregori (Gene 13: 347-353 (1981)), bei
Amann und Brosius (Gene 40: 183-190 (1985)), bei
de Broer et al. (Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America 80: 21-25
(1983)), bei LaVallie et al. (BIO/TECHNOLOGY 11:
187-193 (1993)), in PCT/US97/13359, bei Llosa et al.
(Plasmid 26: 222-224 (1991)), bei Quandt und Klipp
(Gene 80: 161-169 (1989)), bei Hamilton et al. (Jour-
nal of Bacteriology 171: 4617-4622 (1989)), bei Jen-
sen und Hammer (Biotechnology and Bioengineering
58: 191-195 (1998)) und in bekannten Lehrblchern
der Genetik und Molekularbiologie.

[0043] In Enterobacteriaceae replizierbare Plas-
midvektoren wie z.B. von pACYC184 abgeleitete Klo-
niervektoren (Bartolomé et al.; Gene 102: 75-78
(1991)), pTrc99A (Amann et al.; Gene 69: 301-315
(1988)) oder pSC101-Derivate (Vocke und Bastia;
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Proceedings of the National Academy of Sciences
USA 80(21): 6557-6561 (1983)) kdnnen verwendet
werden. In einem erfindungsgeméafien Verfahren
kann man einen mit einem Plasmidvektor transfor-
mierten Stamm einsetzen, wobei der Plasmidvektor
mindestens den yjcG-ORF, oder fiir dessen Genpro-
dukt kodierende Nukleotidsequenzen oder Allele
tragt.

[0044] Unter dem Begriff Transformation versteht
man die Aufnahme einer isolierten Nukleinsaure
durch einen Wirt (Mikroorganismus).

[0045] Es ist ebenfalls méglich, Mutationen, welche
die Expression der jeweiligen Gene oder offenen Le-
serahmen betreffen, durch Sequenzaustausch (Ha-
milton et al.; Journal of Bacteriology 171: 4617-4622
(1989)), Konjugation oder Transduktion in verschie-
dene Stdmme zu Uberfuhren.

[0046] Nahere Erlauterungen zu den Begriffen der
Genetik und Molekularbiologie findet man in bekann-
ten Lehrbuichern der Genetik und Molekularbiologie
wie beispielsweise dem Lehrbuch von Birge (Bacteri-
al and Bacteriophage Genetics, 4" ed., Springer Ver-
lag, New York (USA), 2000) oder dem Lehrbuch von
Berg, Tymoczko and Stryer (Biochemistry, 5" ed.,
Freeman and Company, New York (USA), 2002) oder
dem Handbuch von Sambrook et al. (Molekular Clo-
ning, A Laboratory Manual, (3-Volume Set), Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor
(USA), 2001).

[0047] Weiterhin kann es fiur die Produktion von
L-Aminosauren, insbesondere L-Threonin mit Stam-
men der Familie Enterobacteriaceae vorteilhaft sein,
zusatzlich zur Verstarkung des offenen Leserahmens
yjcG, ein oder mehrere Enzyme des bekannten Thre-
onin-Biosyntheseweges oder Enzyme des anaplero-
tischen Stoffwechsels oder Enzyme fur die Produkti-
on von reduziertem Nicotinamid-Adenin-Dinukleo-
tid-Phosphat oder Enzyme der Glykolyse oder
PTS-Enzyme oder Enzyme des Schwefelstoffwech-
sels zu verstarken. Die Verwendung endogener
Gene wird im Allgemeinen bevorzugt.

[0048] So kdnnen beispielsweise gleichzeitig eines
oder mehrere der Gene, ausgewahlt aus der Gruppe
* mindestens ein Gen des fur die Aspartatkinase,
die Homoserin-Dehydrogenase, die Homoserinki-
nase und die Threoninsynthase kodierenden th-
rABC-Operons (US-A-4,278,765),
» das fur die Pyruvat-Carboxylase kodierende
pyc-Gen von Corynebacterium glutamicum (WO
99/18228),
» das fur die Phosphoenolpyruvat-Synthase ko-
dierende pps-Gen (Molecular and General Gene-
tics 231(2): 332-336 (1992); WO 97/08333),
» das fur die Phosphoenolpyruvat-Carboxylase
kodierende ppc-Gen (WO 02/064808),
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« die fur die Untereinheiten der Transhydrogenase
kodierenden Gene pntA und pntB (European
Journal of Biochemistry 158: 647-653 (1986); WO
95/11985),

« das flir das Threoninresistenz vermittelnde Pro-
tein kodierende Gen rhtC (EP-A-1 013 765),

* das flr das Threonin-Export-Carrier-Protein ko-
dierende thrE-Gen von Corynebacterium glutami-
cum (WO 01/92545),

« das fur die Glutamat-Dehydrogenase kodieren-
de gdhA-Gen (Nucleic Acids Research 11:
5257-5266 (1983); Gene 23: 199-209 (1983);
DE19907347),

+ das fir die Phosphohistidin-Protein-Hexo-
se-Phosphotransferase des Phosphotransfera-
se-Systems PTS kodierende ptsH-Gen des pts-
Hlcrr-Operons (WO 03/004674),

« das fur das Enzym | des Phosphotransfera-
se-Systems PTS kodierende ptsl-Gen des ptsHlc-
rr-Operons (WO 03/004674),

« das fur die Glucose-spezifische I|A Komponente
des Phosphotransferase-Systems PTS kodieren-
de crr-Gen des ptsHIlcrr-Operons (WO
03/004674),

« das fur die Glucose-spezifische [IBC Komponen-
te kodierende ptsG-Gen (WO 03/004670),

+ das fur die Cystein-Synthase A kodierende
cysK-Gen (WO 03/006666),

« das flir den Regulator des cys-Regulons kodie-
rende cysB-Gen (WO 03/006666),

« das fur das Flavoprotein der NADPH-Sulfit-Re-
duktase kodierende cysJ-Gen des cysJIH-Ope-
rons (WO 03/006666),

* das fir das Hamoprotein der NADPH-Sulfit-Re-
duktase kodierende cysl-Gen des cysJIH-Ope-
rons (WO 03/006666),

« das fir die Adenylylsulfat-Reduktase kodierende
cysH-Gen des cysJIH-Operons (WO 03/006666),
« das fur die Decarboxylase Untereinheit der 2-Ke-
toglutarat Dehydrogenase kodierende sucA-Gen
des sucABCD-Operons (WO 03/008614),

« das fir die Dihydrolipoyltranssuccinase E2 Un-
tereinheit der 2-Ketoglutarat Dehydrogenase ko-
dierende sucB-Gen des sucABCD-Operons (WO
03/008614),

* das fiir die B-Untereinheit der Succinyl-CoA Syn-
thetase kodierende sucC-Gen des suc AB-
CD-Operons (WO 03/008615),

« das fir die a-Untereinheit der Succinyl-CoA Syn-
thetase kodierende sucD-Gen des sucA-
BCD-Operons (WO 03/008615),

+ das Genprodukt des offenen Leserahmens
(ORF) yibD von Escherichia coli (Accession Num-
ber AE000439 des National Center for Biotechno-
logy Information (NCBI, Bethesda, MD, USA),
DE102004005836.9), und

« das flur die Acetyl Coenzym A Synthetase kodie-
rende Gen acs (Journal of Bacteriology 177(10):
2878-86 (1995))
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verstarkt, insbesondere Gberexprimiert werden.

[0049] Weiterhin kann es fiur die Produktion von
L-Aminosauren, insbesondere L-Threonin vorteilhaft
sein, zusatzlich zur Verstarkung des offenen Lese-
rahmens yjcG, eines oder mehrere der Gene ausge-
wahlt aus der Gruppe
« das fiur die Threonin-Dehydrogenase kodierende
tdh-Gen (Journal of Bacteriology 169: 4716-4721
(1987)),
« das fur die Malat-Dehydrogenase (E.C. 1.1.1.37)
kodierende mdh-Gen (Archives in Microbiology
149: 36-42 (1987)),
+ das Genprodukt des offenen Leserahmens
(ORF) yjfA von Escherichia coli (Accession Num-
ber AAC77180 des National Center for Biotechno-
logy Information (NCBI, Bethesda, MD, USA), WO
02/29080),
+ das Genprodukt des offenen Leserahmens
(ORF) ytfP von Escherichia coli (Accession Num-
ber AAC77179 des National Center for Biotechno-
logy Information (NCBI, Bethesda, MD, USA), WO
02/29080),
+ das flr das Enzym Phosphoenolpyruvat-Carbo-
xykinase kodierende pckA-Gen (WO 02/29080),
+ das fir die Pyruvat-Oxidase kodierende
poxB-Gen (WO 02/36797),
+ das fur den DgsA-Regulator des Phosphotrans-
ferase-Systems kodierende dgsA-Gen (WO
02/081721), das auch unter der Bezeichnung
mic-Gen bekannt ist,
+ das fir den Fructose-Repressor kodierende
fruR-Gen (WO 02/081698), das auch unter der
Bezeichnung cra-Gen bekannt ist,
+ das fur den Sigma*-Faktor kodierende
rpoS-Gen (WO 01/05939), das auch unter der Be-
zeichnung katF-Gen bekannt ist und
» das fur die Aspartat Ammonium-Lyase kodieren-
de aspA-Gen (WO 03/008603)

abzuschwachen, insbesondere auszuschalten oder
die Expression zu verringern.

[0050] Der Begriff ,Abschwachung" beschreibt in
diesem Zusammenhang die Verringerung oder Aus-
schaltung der intrazellularen Aktivitdt oder Konzent-
ration eines oder mehrerer Enzyme bzw. Proteine in
einem Mikroorganismus, die durch die entsprechen-
de DNA kodiert werden, indem man beispielsweise
einen schwacheren Promotor als im fiir das entspre-
chende Enzym bzw. Protein nicht rekombinanten Mi-
kroorganismnus oder Elternstamm oder ein Gen bzw.
Allel verwendet, das fur ein entsprechendes Enzym
bzw. Protein mit einer niedrigen Aktivitat kodiert bzw.
das entsprechende Enzym bzw. Protein oder den of-
fenen Leserahmen oder das Gen inaktiviert und ge-
gebenenfalls diese MalRnahmen kombiniert.

[0051] Durch die Mallnahmen der Abschwachung
wird die Aktivitat oder Konzentration des entspre-

2006.11.23

chenden Proteins im allgemeinen auf 0 bis 75%, 0 bis
50%, 0 bis 25%, 0 bis 10% oder 0 bis 5% der Aktivitat
oder Konzentration des Wildtyp-Proteins, bezie-
hungsweise der Aktivitat oder Konzentration des Pro-
teins im fur das entsprechende Enzym bzw. Protein
nicht rekombinanten Mikroorganismus oder Eltern-
stamm, herabgesenkt. Als nicht rekombinanter Mi-
kroorganismus oder Elternstamm (parent strain) wird
der Mikroorganismus verstanden, an dem die erfin-
derischen MalRnahmen durchgefiihrt werden.

[0052] Zur Erzielung einer Abschwachung kénnen
beispielsweise die Expression der Gene oder offenen
Leserahmen oder die katalytischen Eigenschaften
der Enzymproteine herabgesetzt bzw. ausgeschaltet
werden. Gegebenenfalls kdnnen beide Mallnahmen
kombiniert werden.

[0053] Die Verringerung der Genexpression kann
durch geeignete Kulturfihrung, durch genetische
Veranderung (Mutation) der Signalstrukturen der Ge-
nexpression oder auch durch Antisense-RNA Tech-
nik erfolgen. Signalstrukturen der Genexpression
sind beispielsweise Repressorgene, Aktivatorgene,
Operatoren, Promotoren, Attenuatoren, Ribosomen-
bindungsstellen, das Startkodon und Terminatoren.
Angaben hierzu findet der Fachmann unter anderem
beispielsweise bei Jensen und Hammer (Biotechno-
logy and Bioengineering 58: 191-195 (1998)), bei
Carrier und Keasling (Biotechnology Progress 15:
58-64 (1999)), Franch und Gerdes (Current Opinion
in Microbiology 3: 159-164 (2000)) und in bekannten
Lehrbuchern der Genetik und Molekularbiologie wie
beispielsweise dem Lehrbuch von Knippers (,Mole-
kulare Genetik", 6. Auflage, Georg Thieme Verlag,
Stuttgart, Deutschland, 1995) oder dem von Winna-
cker (,Gene und Klone", VCH Verlagsgesellschaft,
Weinheim, Deutschland, 1990).

[0054] Mutationen, die zu einer Veranderung bezie-
hungsweise Herabsetzung der katalytischen Eigen-
schaften von Enzymproteinen fiihren, sind aus dem
Stand der Technik bekannt. Als Beispiele seien die
Arbeiten von Qiu und Goodman (Journal of Biological
Chemistry 272: 8611-8617 (1997)), Yano et al. (Pro-
ceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America 95: 5511-5515 (1998)),
Wente und Schachmann (Journal of Biological Che-
mistry 266: 20833-20839 (1991)) genannt. Zusam-
menfassende Darstellungen kénnen bekannten
Lehrbichern der Genetik und Molekularbiologie wie
z.B. dem von Hagemann (,Allgemeine Genetik",
Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, 1986) entnommen
werden.

[0055] Als Mutationen kommen Transitionen, Trans-
versionen, Insertionen und Deletionen von mindes-
tens einem (1) Basenpaar bzw. Nukleotid in Betracht.
In Abhangigkeit von der Wirkung des durch die Muta-
tion hervorgerufenen Aminosaureaustausches auf
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die Enzymaktivitdt wird von Fehlsinnmutationen
(,missense mutations") oder Nichtsinnmutationen
(,nonsense mutations") gesprochen. Die Fehlsinn-
mutation fuhrt zu einem Austausch einer gegebenen
Aminosaure in einem Protein gegen eine andere, wo-
bei es sich insbesondere um einen nicht-konservati-
ve Aminosdureaustausch handelt. Hierdurch wird die
Funktionsfahigkeit bzw. Aktivitat des Proteins beein-
trachtigt und auf einen Wert von 0 bis 75%, 0 bis
50%, 0 bis 25%, 0 bis 10% oder 0 bis 5% reduziert.
Die Nichtsinnmutation fihrt zu einem Stop-Kodon im
Kodierbereich des Gens und damit zu einem vorzei-
tigen Abbruch der Translation. Insertionen oder Dele-
tionen von mindestens einem Basenpaar in einem
Gen flhren zu Rasterverschiebungsmutationen (,fra-
me shift mutations"), die dazu fiihren, dass falsche
Aminosauren eingebaut werden oder die Translation
vorzeitig abbricht. Entsteht als Folge der Mutation ein
Stop-Kodon im Kodierbereich, so flhrt dies ebenfalls
zu einem vorzeitigen Abbruch der Translation.

[0056] Deletionen von mindestens einem (1) oder
mehreren Kodonen flihren typischerweise ebenfalls
zu einem vollstandigen Ausfall der Enzymaktivitat.

[0057] Anleitungen zur Erzeugung derartiger Muta-
tionen gehdren zum Stand der Technik und kdénnen
bekannten Lehrblchern der Genetik und Molekular-
biologie wie z.B. dem Lehrbuch von Knippers (,Mole-
kulare Genetik", 6. Auflage, Georg Thieme Verlag,
Stuttgart, Deutschland, 1995), dem von Winnacker
(,Gene und Klone", VCH Verlagsgesellschaft, Wein-
heim, Deutschland, 1990) oder dem von Hagemann
(,Allgemeine Genetik", Gustav Fischer Verlag, Stutt-
gart, 1986) entnommen werden.

[0058] Geeignete Mutationen in den Genen kénnen
durch Gen- bzw. Allelaustausch in geeignete Stam-
me eingebaut werden.

[0059] Eine gebrauchliche Methode ist die von Ha-
milton et al. (Journal of Bacteriology 171: 4617-4622
(1989)) beschriebene Methode des Genaustauschs
mit  Hilfe eines konditional replizierenden
pSC101-Derivates pMAK705. Andere im Stand der
Technik beschriebene Methoden wie beispielsweise
die von Martinez-Morales et al. (Journal of Bacterio-
logy 181: 7143-7148 (1999)) oder die von Boyd et al.
(Journal of Bacteriology 182: 842-847 (2000)) kon-
nen gleichfalls benutzt werden.

[0060] Es ist ebenfalls mdglich, Mutationen in den
jeweiligen Genen oder Mutationen, die die Expressi-
on der jeweiligen Gene oder offenen Leserahmen be-
treffen, durch Konjugation oder Transduktion in ver-
schiedene Stamme zu Uberfuhren.

[0061] Weiterhin kann es fir die Produktion von
L-Aminosauren, insbesondere L-Threonin vorteilhaft
sein, zusatzlich zur Verstarkung des offenen Lese-
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rahmens yjcG, unerwiinschte Nebenreaktionen aus-
zuschalten (Nakayama: "Breeding of Amino Acid
Producing Microorganisms”, in: Overproduction of
Microbial Products, Krumphanzl, Sikyta, Vanek
(eds.), Academic Press, London, UK, 1982).

[0062] Die Leistung der isolierten Bakterien bzw.
des Fermentationsprozesses unter Verwendung der-
selben bezliglich eines oder mehrerer der Parameter
ausgewahlt aus der Gruppe der Produkt-Konzentrati-
on (Produkt pro Volumen), der Produkt-Ausbeute
(gebildetes Produkt pro verbrauchter Kohlen-
stoff-Quelle) und der Produkt-Bildung (gebildetes
Produkt pro Volumen und Zeit) oder auch anderer
Prozess-Parameter und Kombinationen davon, wird
um mindestens 0,5%, mindestens 1%, mindestens
1,5% oder mindestens 2% bezogen auf den nicht re-
kombinanten Mikroorganismus oder Elternstamm
bzw. den Fermentationsprozess unter Verwendung
desselben verbessert.

[0063] Die erfindungsgemal’ hergestellten Mikroor-
ganismen kénnen im batch — Verfahren (Satzkultivie-
rung), im fed batch (Zulaufverfahren), im repeated
fed batch-Verfahren (repetitives Zulaufverfahren)
oder in einem  Kkontinuierlichen Verfahren
(DE102004028859.3 oder US5,763,230) kultiviert
werden. Eine Zusammenfassung Uber bekannte Kul-
tivierungsmethoden sind im Lehrbuch von Chmiel
(Bioprozesstechnik 1. Einflhrung in die Bioverfah-
renstechnik (Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, 1991))
oder im Lehrbuch von Storhas (Bioreaktoren und pe-
riphere Einrichtungen (Vieweg Verlag, Braun-
schweig/Wiesbaden, 1994)) beschrieben.

[0064] Das zu verwendende Kulturmedium muss in
geeigneter Weise den Ansprichen der jeweiligen
Stdmme genlgen. Beschreibungen von Kulturmedi-
en verschiedener Mikroorganismen sind im Hand-
buch "Manual of Methods for General Bacteriology"
der American Society for Bacteriology (Washington
D.C., USA, 1981) enthalten.

[0065] Als Kohlenstoffquelle kénnen Zucker und
Kohlehydrate wie z.B. Glucose, Saccharose, Lakto-
se, Fructose, Maltose, Melasse, Starke und gegebe-
nenfalls Cellulose, Ole und Fette wie z.B. Sojadl,
Sonnenblumendl, Erdnussol und Kokosfett, Fettsau-
ren wie z.B. Palmitinsaure, Stearinsdure und Linol-
saure, Alkohole wie z.B. Glycerin und Ethanol und or-
ganische Sauren wie z.B. Essigsaure verwendet wer-
den. Diese Stoffe kdnnen einzeln oder als Mischung
verwendet werden.

[0066] Als Stickstoffquelle kdnnen organische Stick-
stoff-haltige Verbindungen wie Peptone, Hefeextrakt,
Fleischextrakt, Malzextrakt, Maisquellwasser, Soja-
bohnenmehl und Harnstoff oder anorganische Ver-
bindungen wie Ammoniumsulfat, Ammoniumchlorid,
Ammoniumphosphat, Ammoniumcarbonat und Am-
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moniumnitrat verwendet werden. Die Stickstoffquel-
len koénnen einzeln oder als Mischung verwendet
werden.

[0067] Als Phosphorquelle kbnnen Phosphorsaure,
Kaliumdihydrogenphosphat oder Dikaliumhydrogen-
phosphat oder die entsprechenden Natrium-haltigen
Salze verwendet werden. Das Kulturmedium muss
weiterhin Salze von Metallen enthalten, wie z.B. Ma-
gnesiumsulfat oder Eisensulfat, die fir das Wachs-
tum notwendig sind. SchlieRlich kénnen essentielle
Wuchsstoffe wie Aminosauren und Vitamine zusatz-
lich zu den oben genannten Stoffen eingesetzt wer-
den. Dem Kulturmedium kénnen Uberdies geeignete
Vorstufen zugesetzt werden. Die genannten Einsatz-
stoffe kénnen zur Kultur in Form eines einmaligen
Ansatzes hinzugegeben oder in geeigneter Weise
wahrend der Kultivierung zugefittert werden.

[0068] Die Fermentation wird im Allgemeinen bei ei-
nem pH-Wert von 5,5 bis 9,0, insbesondere 6,0 bis
8,0, durchgefihrt. Zur pH-Kontrolle der Kultur werden
basische Verbindungen wie Natriumhydroxid, Kali-
umhydroxid, Ammoniak bzw. Ammoniakwasser oder
saure Verbindungen wie Phosphorsaure oder
Schwefelsaure in geeigneter Weise eingesetzt. Zur
Kontrolle der Schaumentwicklung kénnen Anti-
schaummittel wie z.B. Fettsaurepolyglykolester ein-
gesetzt werden. Zur Aufrechterhaltung der Stabilitat
von Plasmiden kénnen dem Medium geeignete se-
lektiv wirkende Stoffe z.B. Antibiotika hinzugefiigt
werden. Um aerobe Bedingungen aufrechtzuerhal-
ten, werden Sauerstoff oder Sauerstoffhaltige Gasmi-
schungen wie z.B. Luft in die Kultur eingetragen. Die
Temperatur der Kultur liegt normalerweise bei 25°C
bis 45°C und vorzugsweise bei 30°C bis 40°C. Die
Kultur wird solange fortgesetzt, bis sich ein Maximum
an L-Aminosauren bzw. L-Threonin gebildet hat. Die-
ses Ziel wird normalerweise innerhalb von 10 Stun-
den bis 160 Stunden erreicht.

[0069] Aus der entnommenen Kulturbriihe kénnen
die L-Aminosauren gewonnen, gesammelt oder kon-
zentriert und gegebenenfalls gereinigt werden.

[0070] Es ist ebenfalls mdglich aus der entnomme-
nen Kulturbriihe (= Fermentationsbrihe) ein Produkt
herzustellen, indem man die in der Kulturbriihe ent-
haltene Biomasse des Bakteriums vollstandig (100)
oder nahezu vollstéandig d.h. mehr als oder gréf3er als
(>) 90% entfernt und die Ubrigen Bestandteile der
Fermentationsbrihe weitgehend d.h. zu 30%-100%,
bevorzugt gréRer gleich (=) 50%, 270% oder 290%
oder auch vollstandig (100) im Produkt belasst.

[0071] Zur Entfernung oder Abtrennung der Bio-
masse werden Separationsmethoden wie beispiels-
weise Zentrifugation, Filtration, Dekantieren, Flo-
ckung oder eine Kombination hieraus eingesetzt.
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[0072] Die erhaltene Briihe wird anschliefiend mit
bekannten Methoden wie beispielsweise mit Hilfe ei-
nes Rotationsverdampfers, Dunnschichtverdamp-
fers, Fallfilmverdampfers, durch Umkehrosmose,
durch Nanofiltration oder einer Kombination hieraus
eingedickt beziehungsweise konzentriert.

[0073] Diese aufkonzentrierte Briihe wird anschlie-
Rend durch Methoden der Gefriertrocknung, der
Spriuhtrocknung, der Sprihgranulation oder durch
anderweitige Verfahren zu einem vorzugsweise rie-
selfahigen, feinteiligen Pulver aufgearbeitet. Dieses
rieselfahige, feinteilige Pulver kann dann wiederum
durch geeignete Kompaktier- oder Granulier-Verfah-
ren in ein grobkoérniges, gut rieselfahiges, lagerbares
und weitgehend staubfreies Produkt uberfihrt wer-
den. Das Wasser wird hierbei insgesamt zu mehr als
90% entfernt, sodass der Wassergehalt im Produkt
kleiner als 10%, kleiner als 5% betragt.

[0074] Die Analyse von L-Aminosauren kann durch
Anionenaustauschchromatographie mit anschlieRen-
der Ninhydrin Derivatisierung erfolgen, so wie bei
Spackman et al. (Analytical Chemistry 30: 1190-1206
(1958)) beschrieben, oder sie kann durch reversed
phase HPLC erfolgen, so wie bei Lindroth et al. (Ana-
lytical Chemistry 51: 1167-1174 (1979)) beschrieben.

[0075] Das erfindungsgemafe Verfahren dient zur
fermentativen Herstellung von L-Aminosauren, wie
beispielsweise L-Threonin, L-Isoleucin, L-Valin,
L-Methionin, L-Homoserin, L-Tryptophan und L-Ly-
sin, insbesondere L-Threonin.

Es folgt ein Sequenzprotokoll nach WIPO St. 25.
Dieses kann von der amtlichen Veroéffentli-
chungsplattform des DPMA heruntergeladen
werden.

Patentanspriiche

1. Rekombinante Mikroorganismen, die einen
verstarkten oder Uberexprimierten yjcG-ORF enthal-
ten, dessen Genprodukt die Aktivitat der Acetat Per-
mease aufweist.

2. Mikroorganismen gemass Anspruch 1, in de-
nen ein dem yjcG-ORF entsprechendes Polynukleo-
tid verstarkt wird, das fir ein Polypeptid kodiert, des-
sen Aminosauresequenz zu mindestens 90% iden-
tisch ist mit einer Aminosauresequenz, ausgewahlt
aus der Gruppe SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 4 und
SEQ ID No. 6, wobei das Polypeptid die Aktivitat der
Acetat Permease aufweist.

3. Mikroorganismen gemass Anspruch 2, da-
durch gekennzeichnet, dass sie ein dem yjcG-ORF
entsprechendes Uberexprimiertes oder verstarktes
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Polynukleotid enthalten ausgewahlt aus der Gruppe:
a) Polynukleotid mit einer Nukleotidsequenz, ausge-
wahlt aus SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 3 oder SEQ ID
No. 5 und den dazu komplementaren Nukleotidse-
quenzen;

b) Polynukleotid mit einer Nukleotidsequenz, die der
SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 3 oder SEQ ID No. 5 im
Rahmen der Degeneration des genetischen Codes
entspricht;

¢) Polynukleotidsequenz mit einer Sequenz, die mit
der zur Sequenz SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 3 oder
SEQ ID No. 5 komplementaren Sequenz unter strin-
genten Bedingungen hybridisiert, wobei die stringen-
ten Bedingungen durch einen Waschschritt erreicht
werden, in dem sich die Temperatur Uber einen Be-
reich von 64°C bis 68°C und die Salzkonzentration
des Puffers tber einen Bereich von 2 x SSC bis 0,1
x SSC erstrecken;

d) Polynukleotid mit einer Sequenz SEQ ID No. 1,
SEQ ID No. 3 oder SEQ ID No. 5, die funktionsneu-
trale Sinnmutanten enthalt.

4. Mikroorganismen gemass Anspruch 2, da-
durch gekennzeichnet, dass das Polypeptid eine
Aminosauresequenz besitzt, die zu wenigstens 95%
identisch ist mit einer der Sequenzen ausgewahlt aus
der Gruppe SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 4 und SEQ ID
No. 6.

5. Mikroorganismen gemass Anspruch 2, da-
durch gekennzeichnet, dass das Polypeptid die Ami-
nosauresequenz aufweist, die 100 identisch ist mit ei-
ner der Sequenzen, ausgewahlt aus der Gruppe SEQ
ID No. 2, SEQ ID No. 4 oder SEQ ID No. 6.

6. Mikroorganismus gemass den Ansprichen 1
bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass sie durch Trans-
formation, Transduktion, Konjugation oder eine Kom-
bination dieser Methoden hergestellt werden, mit ei-
nem Vektor, der den yjcG-ORF, ein Allel dieses ORFs
oder Teile davon und/oder einen Promotor enthalt.

7. Mikroorganismen gemass den Ansprichen 1
bis 6, in denen die Kopienzahl des yjcG-ORFs oder
der Allele um mindestens 1 erhéht vorliegt.

8. Mikroorganismen gemass Anspruch 7, da-
durch gekennzeichnet, dass die Erhdhung der Kopi-
enzahl des yjcG-ORFs um mindestens 1 durch Inte-
gration des ORFs oder der Allele in das Chromosom
der Mikroorganismen bewirkt wird.

9. Mikroorganismen gemass Anspruch 7, da-
durch gekennzeichnet, dass die Erhdhung der Kopi-
enzahl des yjcG-ORFs um mindestens 1 durch einen
extrachromosomal replizierenden Vektor erzielt wird.

10. Mikroorganismen gemass den Anspriichen 1
bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass man zur Erzie-
lung der Verstarkung
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a) die Promotor- und Regulationsregion oder die Ri-
bosomenbindungsstelle stromaufwarts des
yjcG-ORFs mutiert, oder

b) Expresssionskassetten oder Promotoren strom-
aufwarts des yjcG-ORFs einbaut.

11. Mikroorganismen gemass den Anspriichen 1
bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Expression
des yjcG-ORFs unter der Kontrolle eines die Expres-
sion des ORFs verstarkenden Promotors steht.

12. Mikroorganismen gemass den Anspriichen 1
bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass durch die Ver-
starkung des yjcG-ORFs die Konzentration oder Ak-
tivitat des yjcG-Genproduktes (Proteins) um mindes-
tens 10% erhoht sind, bezogen auf die Aktivitat oder
Konzentration des Genproduktes im fir den
yjcG-ORF nicht rekombinanten Mikroorganismus
oder Elternstamm.

13. Mikroorganismen gemass den Ansprichen 1
bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Mikroorga-
nismen aus den Gattungen Escherichia, Erwinia,
Providencia und Serratia ausgewahlt sind.

14. Mikroorganismen gemass Anspruch 13, da-
durch gekennzeichnet, dass zusatzlich weitere Gene
des Biosyntheseweges der gewlinschten L-Amino-
saure verstarkt, insbesondere tberexprimiert vorlie-
gen.

15. Mikroorganismen gemass den Ansprichen 1
bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass sie L-Threonin
produzieren.

16. Verfahren zur Herstellung von L-Aminosau-
ren durch Fermentation von rekombinanten Mikroor-
ganismen der Familie Enterobacteriaceae, dadurch
gekennzeichnet, dass man
a) die die gewlinschte L-Aminosaure produzierenden
Mikroorganismen gemal den Anspriichen 1 bis 15in
einem Medium kultiviert unter Bedingungen, bei de-
nen die gewunschte L-Aminosdure im Medium oder
in den Zellen angereichert wird, und
b) die gewtlinschte L-Aminosaure isoliert, wobei Be-
standteile der Fermentationsbriihe und/oder die Bio-
masse in ihrer Gesamtheit oder Anteilen (= 0 bis
100%) im isolierten Produkt verbleiben oder vollstan-
dig entfernt werden.

17. Verfahren gemass Anspruch 16, dadurch ge-
kennzeichnet, dass man zur Herstellung von L-Thre-
onin Mikroorganismen fermentiert, in denen man zu-
satzlich gleichzeitig eines oder mehrere der Gene,
ausgewahlt aus der Gruppe:

a) mindestens ein Gen des flr die Aspartatkinase, die
Homoserin-Dehydrogenase, die Homoserinkinase
und die Threoninsynthase kodierenden thrABC-Ope-
rons,

b) das fir die Pyruvat-Carboxylase kodierende
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pyc-Gen von Corynebacterium glutamicum,

¢) das fir die Phosphoenolpyruvat-Synthase kodie-
rende pps-Gen,

d) das fiir die Phosphoenolpyruvat-Carboxylase ko-
dierende ppc-Gen,

e) die fir die Untereinheiten der Pryridin-Transhydro-
genase kodierenden Gene pntA und pntB,

f) das fir das Threoninresistenz vermittelnde Protein
kodierende Gen rhtC,

g) das fur das Threonin-Export-Carrier-Protein kodie-
rende thrE-Gen aus Corynebacterium glutamicum,
h) das fir die Glutamat-Dehydrogenase kodierende
gdhA-Gen,

i) das fir die Phosphohistidin-Protein-Hexose-Phos-
photransferase kodierende ptsH-Gen,

j) das fir das Enzym | des Phosphotransferase-Sys-
tems kodierende ptsl-Gen,

k) das fir die Glucose-spezifische IIA Komponente
kodierende crr-Gen,

I) das fir die Glucose-spezifische IIBC Komponente
kodierende ptsG-Gen,

m) das fir die Cystein-Synthase A kodierende
cysK-Gen,

n) das fur den Regulator des cys-Regulons kodieren-
de cysB-Gen,

0) das fir das Flavoprotein der NADPH-Sulfit-Reduk-
tase kodierende cysJ-Gen,

p) das fir das Hamoprotein der NADPH-Sulfit-Re-
duktase kodierende cysl-Gen,

q) das fur die Adenylylsulfat-Reduktase kodierende
cysH-Gen,

r) das fur die Decarboxylase Untereinheit der 2-Keto-
glutarat Dehydrogenase kodierende sucA-Gen,

s) das flr die Dihydrolipoyltranssuccinase E2 Unter-
einheit der 2-Ketoglutarat Dehydrogenase kodieren-
de sucB-Gen,

t) das fiir die B-Untereinheit der Succinyl-CoA Syn-
thetase kodierende sucC-Gen,

u) das fir die a-Untereinheit der Succinyl-CoA Syn-
thetase kodierende sucD-Gen,

v) das Genprodukt des offenen Leserahmens (ORF)
yibD von Escherichia coli, und

w) das fir die Acetyl Coenzym A Synthetase kodie-
rende acs

verstarkt, insbesondere tberexprimiert.

18. Verfahren gemass den Anspriichen 16 bis 17,
dadurch gekennzeichnet, dass man Mikroorganis-
men einsetzt, in denen die Stoffwechselwege zumin-
dest teilweise abgeschwacht sind, die die Bildung der
gewunschten L-Aminosdure verringern.

19. Verfahren gemass Anspruch 18, dadurch ge-
kennzeichnet, dass man zur Herstellung von L-Thre-
onin Mikroorganismen fermentiert, in denen man zu-
satzlich gleichzeitig eines oder mehrere der Gene,
ausgewahlt aus der Gruppe:

a) das fur die Threonin-Dehydrogenase kodierende
tdh-Gen,
b) das fur die Malat-Dehydrogenase kodierende
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mdh-Gen,

c) das Genprodukt des offenen Leserahmens (ORF)
yjfA von Escherichia coli,

d) das Genprodukt des offenen Leserahmens (ORF)
ytfP von Escherichia coli,

e) das fir die Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase
kodierende pckA-Gen,

f) das fir die Pyruvat-Oxidase kodierende poxB-Gen,
g) das fiir den DgsA-Regulator des Phosphotransfe-
rase-Systems kodierende dgsA-Gen,

h) das fir den Fructose-Repressor kodierende
fruR-Gen,

i) das fur den Sigma®-Faktor kodierende rpoS-Gen,
und

j) das fur die Aspartat Ammonium-Lyase kodierende
aspA-Gen

abschwacht, insbesondere ausschaltet oder die Ex-
pression verringert.

20. Verfahren gemass den Ansprichen 16 und
18, dadurch gekennzeichnet, dass man L-Aminosau-
ren, ausgewahlt aus der Gruppe L-Asparagin, L-Se-
rin, L-Glutamat, L-Glycin, L-Alanin, L-Cystein, L-Va-
lin, L-Methionin, L-Prolin, L-Isoleucin, L-Leucin, L-Ty-
rosin, L-Phenylalanin, L-Histidin, L-Lysin, L-Trypto-
phan, L-Arginin und L-Homoserin herstellt.

21. Verfahren gemass den Ansprichen 16 und
18, dadurch gekennzeichnet, dass man L-Aminosau-
ren, ausgewabhlt aus der Gruppe L-Isoleucin, L-Valin,
L-Methionin, L-Homoserin, L-Tryptophan und L-Lysin
herstellt.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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