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Foreliggende oppfinnelse gjelder nye gjeerstammer, fremgangsmater og genetiske konstruksjoner for
fremstilling av disse, og anvendelse av dem for syntese elier modifisering av steroide forbindelser.
Neermere bestemt beskriver oppfinnelsen stammer med redusert 200cHSD aktivitet, naermere
bestemt ved modifisering av GCYI-genet og/eller YPRI-genet. Gjaerstammene ifalge oppfinnelsen
gjer det mulig a forbedre synteseeffektiviteten eller & forbedre fremgangsmatens selektivitet eller
utbytte, sa vel som sluttproduktets kvalitet. Stammene, fremgangsmatene og forbindelsene ifgige
oppfinnelsen er anvendbare innen forskning, utvikling av og produksjon av produkter med terapeutisk
eller profylaktisk aktivitet i mennesker eller dyr, fortrinnsvis av steroidderivater.
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Foreliggende oppfinnelse gjelder omradene biologi og farmasi. Den gjelder nermere
bestemt nye preparater og fremgangsméter som er anvendbare for fremstilling av steroide
forbindelser eller for (selektiv) omdanning av steroide forbindelser. Den gjelder nermere bestemt
gjerstammer og genetiske fremgangsméter og konstruksjoner for fremstilling av disse, og
anvendelse av dem for syntese eller modifisering av steroide forbindelser. Gjerstammene ifolge
oppfinnelsen gjor det mulig & forbedre synteseeffektiviteten og selektiviteten eller utbyttet i
fremgangsméten, samt kvaliteten pa sluttproduktet. Stammene, fremgangsmatene og
forbindelsene ifelge oppfinnelsen er anvendbare innen forskning, utvikling og fremstilling av
produkter med terapeutisk eller profylaktisk aktivitet i mennesker eller dyr, n&rmere bestemt av
steroidderivater.

Mikroorganismers naturlige evne til & omdanne steroider er omfattende beskrevet 1
litteraturen. I denne sammenheng representerer mikroorganismene et fordelaktig alternativ for
fremstilling av steroidderivater som er vanskelige & erholde ved kjemisk syntese. Gjer er videre
spesielt anvendbar for ekspresjon av cDNA som koder for enzymer som er aktive i organeller.
Folgelig har gjer som S. cerevisiae blitt hyppig anvendt for ekspresjon av cDNA som koder for
steroidogene enzymer, for eksempel mikrosomale eller mitokondrielle P450. Videre har
undersekelser rettet mot ekspresjon av enzymer som inngdr i reaksjonsveien for biosyntese av
hydrokortison gjort det mulig & vise at gjar effektivt kan konvertere visse intermediater.
Anvendelse av transformerte gjerceller som tillater ekspresjon av ett eller flere pattedyrenzymer
som deltar i reaksjonsveien for biosyntese av steroider har siledes blitt beskrevet, for eksempel i
patentsgknad EP340878, US patentskrift nr. 5 137 822 og i Dumas et al. JP 2031680A
tilveiebringer bovint adrenalt cytokrom P450 C21 ved & syntetisere et plasmid i Saccharomyces
cerevisiae der plasmidet inneholdende bade en gjer alkohol dehydrogenase promoter og et bovin
adrenalt cytokrom P450C21 gen. Gjarcellene eller P450 C21 genet kan brukes som en bioreaktor
for syntese av steroider. 21 hydroksyprogesteron eller 11-deoksykortisol kan produseres ved &
tilsette progesteron eller 1 7a-hydroksyprogesteron til gj@r kulturmediet. Likesd har sekerne
funnet at A>- 3B-hydroksysteroider, for eksempel pregnenolon, 17a-hydroksypregnenolon og
DHEA ble omdannet til de tilsvarende acetatestere av gjaer. Sekerne har ogsé vist at denne
omdanning i det vesentlige ble utfort av produktet fra ATF2-genet (Cauet et al., 1999). Gjar
representerer sdledes en spesielt anvendbar organisme fra et industrielt synspunkt for fremstilling av
steroidderivater.

Det er imidlertid ogsé kjent at 17 a-hydroksyprogesteron kan, under visse betingelser,
reduseres av gj&r til 4-pregnen-170, 200.-diol-3-on (Dumas et al., 1994), og at dannelsen av dette
biprodukt pavirker synteseutbyttet og kvaliteten av sluttproduktet. Inntil nd har imidlertid den eller
de enzymatiske aktiviteter som er ansvarlige for denne reaksjon av 20a-hydroksysteroid-
dehydrogenase (20aHSD)-type ikke blitt identifisert.

Foreliggende oppfinnelse er nettopp et resultat av undersekelser vedrerende de endogene
aktiviteter i gjeer som virker pa hydroksyprogesteron, og beskriver pavisning av to gener som koder
for enzymer med 20aHSD-typeaktivitet. Neermere bestemt viser den foreliggende patentseknad at
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genene GCY'1 og YPRI bzrer 200HSD-typeaktivitet i gjeer, og at produktet fra disse genene for
eksempel gjor det mulig & overfore hydroksyprogesteron til biprodukter in vitro. Oechsner et al.,
FEBS letters, vol. 238, nr. 1, 1988, s. 123-128 gjer kjent en gjerstamme av arten Saccharomyces
cerevisiae hvor genet GCY 1 er erstattet av markergenet URA3. WO 99/25865A omhandler
metoder for identifisering og isolering av gener som er involvert i regulering av fungal gen-
ekspresjon og angir en metode for fremstilling av en transgen fungal celle med ekt sekundaer
metabolittproduksjon. Metoden innebarer & introdusere et fremmed gen, herav YPR1, inn i en
fungal celle etterfulgt av utvelgelse av den cellen som uttrykker genet i den hensikt & produsere et
protein. Transgenet kan ha en dominant-inaktiv mutasjon. Forliggende patentseknad viser videre at
suppresjon av disse geners aktivitet i gjeer 1 vesentlig grad reduserer eller undertrykker dannelsen av
biprodukter av 4-pregnen-17a, 20a-diol-3-on-type og gjor det mulig i vesentlig grad & forbedre
synteseutbyttet av steroidderivater og/eller & overfore hydroksyprogesteron (eller forlapere derav) til
steroidderivater pa en mer selektiv méate. Foreliggende patentseknad beskriver folgelig nye
preparater og fremgangsmater som kan anvendes for syntese av steroidderivater med bedre
selektivitet.

Foreliggende oppfinnelse gjelder en gjerstamme med redusert 20o-hydroksysteroid-
dehydrogenase (20aHSD)-aktivitet, hvor den besitter en inaktiverende genetisk modifisering av
YRP1-genet eller en inaktiverende genetisk modifisering av GCY 1-genet og YRP1-genet.

Oppfinnelsen beskriver nermere bestemt nye gjerstammer med redusert aktivitet av
200HSD-type som 1 det vesentlige ikke kan omdanne hydroksyprogesteron til biprodukter av 4-
pregnen-17a, 20a-diol-3-on-type. Oppfinnelsen kan ogsé anvendes for & forhaye dannelsen av slike
produkter for anvendelse av disse som aktive forbindelser eller for overforing til aktive forbindelser.

En forste utforelse av oppfinnelsen bestér nermere bestemt i en fremgangsméte for
modifisering av en steroidforbindelse som omfatter & sette forbindelsen (eller en forlegper derav) i
forbindelse med en gjeer med redusert 20aHSD-typeaktivitet, neermere bestemt en gjer med ikke-
funksjonelt, fortrinnsvis oppbrutt, GCY 1- og/eller YPR1-gen, mer foretrukket en gjar av slekten
Saccharomyces, eller et preparat avledet fra en slik gjaertype.

Oppfinnelsen gjelder ogsé anvendelse av gjeer med redusert 20o0HSD-typeaktivitet,
nzrmere bestemt gjer med et ikke-funksjonelt, fortrinnsvis oppbrutt, GCY1- og/eller YPR1-gen,
mer foretrukket en gjeer fra slekten Saccharomyces eller et preparat avledet fra en slik gjer, for
fremstilling, produksjon, syntese, modifisering og/eller forbedring av steroide forbindelser in vitro
eller ex vivo.

Oppfinnelsen gjelder ogsd enhver fremgangsmaéte for fremstilling av steroidderivater fra
hydroksysteroidforbindelser, n@rmere bestemt hydroksyprogesteron eller forlepere derav, ved
anvendelse av en gjertype med reduserte aktivitet av 20aHSD-type, n@rmere bestemt en gjaer med
et ikke-funksjonelt, neermere bestemt oppbrutt, GCY 1- og/eller YPR1-gen, mer foretrukket en gjaer
fra slekten Saccharomyces, eller et preparat avledet fra en slik gjeer.

Oppfinnelsen gjelder ogséd en fremgangsméte for omdanning av 17 a-hydroksyprogesteron,
fortrinnsvis til 11-deoksykortisol, ved anvendelse av en gjertype med redusert aktivitet av 20a0HSD-
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type, n@rmere bestemt en gjaer med et ikke-funksjonelt, fortrinnsvis oppbrutt, GCY1- og/eller
YPR1-gen, mer foretrukket en gjr fra slekten Saccharomyces, eller et preparat avledet fra en slik
gjeer.

Oppfinnelsen omfatter ogsé anvendelse av en gjertype med redusert 20cHSD-aktivitet,
nzrmere bestemt gjaer med et ikke-funksjonelt, fortrinnsvis oppbrutt, GCY1- og/eller YPR1-gen,
mer foretrukket en gjer fra slekten Saccharomyces, eller et preparat avledet fra en slik gjr, for
overforing av 17 a-hydroksyprogesteron til 11-deoksykortisol.

En annen utforelse av oppfinnelsen bestar ogsa i en fremgangsméte for modifisering av
aktiviteten av 200HSD-type i en gjer som omfatter modifisering av aktiviteten til GCY1-genet
og/eller YPR1-genet i gjeren. Den omfatter neermere bestemt en fremgangsméte for 8 redusere eller
inhibere 200HSD-aktiviteten i en gjaer som omfatter inaktivering av GCY 1- og/eller YPR1-genet i
gjeren, fortrinnsvis ved genoppbrytning, og ytterligere mer foretrukket, med gjar fra slekten
Saccharomyces.

Foreliggende oppfinnelse omfatter ogsa spesielle gjerstammer med redusert aktivitet av
200HSD-type. Mer foretrukket omfatter denne gjer, som besitter et ikke-funksjonelt YPR1-gen,
gjeer som besitter et ikke-funksjonelt GCY 1-gen og YPR1-gen og visse gjartyper som besitter et
ikke-funksjonelt GCY1-gen.

Oppfinnelsen gjelder ogsé ethvert acellulart preparat avledet fra en gjer som beskrevet
ovenfor, nermere bestemt et cellelysat, et cellechomogenat, en dyrkningssupernatant eller en derav
avledet, anriket eller (for)-renset lasning ol.

Som antydet ovenfor, beskriver foreliggende oppfinnelse for forste gang gjerstammer (eller
gjerceller eller gjeerkulturer) og avledede preparater med redusert eller ikke-pévisbar aktivitet av
200HSD-type. Oppfinnelsen beskriver faktisk pévisning av gjergener som barer denne aktivitet,
GCY1-genet og YPR1-genet, og viser at disse genene kan modifiseres spesifikt, nermere bestemt
ved hjelp av genetiske rekombinasjonsteknikker, uten & skade cellenes vekst eller overlevelsesevne,
eller deres evne til & transformere eller konvertere steroide forbindelser. Oppfinnelsen tilveiebringer
saledes for forste gang fremgangsmaéte for syntese, produksjon, modifikasjon og/eller overdanning
av steroide forbindelser ved anvendelse av fordelaktige gjertyper.

Et formal for oppfinnelsen bestar folgelig nermere bestemt i anvendelse av en gjarstamme
(eller gjercelle eller gjaerkultur), kjennetegnet ved at den besitter en genetisk modifisering og at den
har redusert 20oHSD-aktivitet for fremstilling av steroide forbindelser. Foreliggende oppfinnelse
anvender nermere bestemt en gjerstamme som sarpreges ved at den besitter:

- et genetisk modifisert GCY1-gen, eller

- et genetisk modifisert YPR1-gen, eller

- et genetisk modifisert GCY1-gen og YPR1-gen.

Nazrmere bestemt er den eller de genetiske modifikasjonene som foreligger i gjertypene
ifelge oppfinnelsen inaktiverende modifikasjoner, dvs. at de forer til tap av genets aktivitet og/eller
aktiviteten til det tilsvarende protein. En spesielt foretrukket type inaktiverende, genetisk
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modifisering ifelge oppfinnelsen, er en genoppbrytning, som vil beskrives i detalj i den folgende
teksten.

Narmere bestemt bestér séledes oppfinnelsen i anvendelse av gjar hvor:

- GCY1-genet er ikke-funksjonelt,

- YPRI1-genet er ikke-funksjonelt, eller

- GCYl-genet og YPR1-genet er ikke-funksjonelt,
for fremstilling av steroide forbindelser.

Slike gjeertyper besitter en redusert, eller ikke pavisbar, 2000HSD-aktivitet og er spesielt
fordelaktig for fremstilling, modifisering eller omdanning av steroide forbindelser.

Ifelge en foretrukket utforelse av oppfinnelsen tilhorer gjertypene mer foretrukket til
slekten Saccharomyces, fortrinnsvis S. cerevisiae. I en mer spesifikk utforelse bestar sdledes
foreliggende oppfinnelse i fremgangsmater eller anvendelser av celler (eller stammer, eller kulturer)
av gjer av type S. cerevisiae, som omfatter et ikke-funksjonelt, fortrinnsvis oppbrutt, GCY1-gen
og/eller YPR1-gen.

Selv om eksemplene na&rmere bestemt gjelder gjaertypen Saccharomyces cerevisiae bear det
imidlertid forsis at oppfinnelsens lere ikke er begrenset til denne spesielle gjertypen, og at den i det
vesentlige kan utvides til enhver gjertype med en naturlig aktivitet av 20aHSD-type, eller som
inneholder et GCY1-gen eller YPR1-gen. I denne sammenheng kan spesielt nevnes gjertypene
Saccharomyces, Kluyveromyces (n@rmere bestemt K. lactis), Schizosaccharomyces, Hansenula,
Pichia (nermere bestemt P. pastoris), Candida (nermere bestemt C. maltosa) ol., hvis dyrking i
fermentorer og genetiske modifisering er beskrevet innen teknikkens stand.

For oppfinnelsens formal betyr videre uttrykket GCY 1-genet GCY 1-genet fra S. cerevisiae,
som beskrevet i GenBank under referansen X96740 (Bandlow et al., Gene 90 (1), 1990, 105-114), s
vel som enhver funksjonell variant eller homolog av dette som foreligger i gjarceller. P4 tilsvarende
méte betegner YPR1-genet YPR1-genet (eller YDR368w)-genet fra S. cerevisiae, som beskrevet i
GenBank under referansen x80642, s& vel som enhver funksjonell variant eller homolog derav, som
foreligger i gjaerceller. Sekvensen til disse genene kan ogsé erholdes fra andre sekvensdatabaser hvor
den komplette sekvens til genomet til gjeertypen S. cerevisiae beskrives (Stanford University, MIPS
ol.). De funksjonelle homologene kan pavises ved sekvenshomologisek eller ved
hybridiseringskloning, ved anvendelse av prober avledet fra GCY1-genet og YPR1-genet fra S.
cerevisiae, ifolge konvensjonelle, molekylarbiologiske teknikker.

Som antydet bestér foreliggende oppfinnelse i fremgangsmater eller anvendelser av gjar
som viser en genetisk modifisering av ett eller flere gener som inngdr i 200HSD-aktiviteten,
nermere bestemt GCY1- og/eller YPR1-genet, og som fortrinnsvis har redusert, eller til og med
undertykt, 200HSD-aktivitet.

For oppfinnelsens formal betegner begrepet “genetisk modifisering” enhver endring av
genomet til en celle oppnadd ved enhver mulig fremgangsmaéte, for eksempel anvendelse av
mutagene midler og/eller innforing av én eller flere modifikasjoner ved genetiske eller rekombinante
midler. En genetisk modifikasjon er fortrinnsvis en modifikasjon av sekvensen til minst ett gen som
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forer til modifisering av genets aktivitet, og na@rmere bestemt til stimulering eller, fortrinnsvis
inaktivering av genet. Inaktivering av et gen, eller et gens ikke-funksjonelle natur, kan vise seg ved
fraveer av ekspresjon av et protein, ved ekspresjon av en ikke-funksjonell form av proteinet, grunnet
én eller flere mutasjoner, delesjoner, substitusjoner, insersjoner ol., eller ved ekspresjon av proteinet
i lavt niv4, slik at det ikke oppnas tilstrekkelig aktivitet. Som et resultat at dette, kan genetisk
modifisering av et gen pavirke i det vesentlige hele, eller en del av, det kodende omréadet i genet,
eller et regulatorisk omrade i genet (en promoter el.).

Fortrinnsvis omfatter den genetiske modifisering ifolge oppfinnelsen minst én mutasjon,
substitusjon, delesjon og/eller insersjon av ett eller flere basepar i det regulatoriske omréade eller det
kodende omrade i den angjeldende gen. Ytterligere mer foretrukket omfatter den en modifisering via
delesjon av hele, eller en del av, det angjeldende gen, som kan erstattes av fremmede sekvenser,
ifolge genoppbrytningsteknikker (eller ”generstatnings”-teknikker). Genetisk modifisering via
delesjon og/eller insersjon foretrekkes for utforelse av foreliggende oppfinnelse, siden disse
teknikkene er selektive for det angjeldende gen og er stabile over tid. Naeermere bestemt bestér
saledes den genetiske modifisering av erstatning av i det minste en del av det angjeldende gen med
fremmede sekvenser. Denne modifiseringen kan oppnas ved kjente teknikker som bestar i &
fremstille et modifisert gen in vitro, og innforing av genet i gjercellegenomet ved dobbel homolog
rekombinasjon som beskrevet i eksemplene (se ogsd Baudin et al., Nucleic Acids Res. 21 (14)
(1993) 3329).

En foretrukket utforelse av oppfinnelsen bestar sledes i fremgangsmaéter eller anvendelser
av gjertyper hvor hele, eller en del av, GCY 1- og/eller YPR1-genet har blitt erstattet med fremmede
(eller heterologe) sekvenser, for eksempel av et markergen (som koder for antibiotikaresistens). For
genoppbrytning fremstilles neermere bestemt en rekombinant nukleinsyre in vitro som omfatter en
utvalgt, fremmed sekvens flankert av sekvenser som er homologe med kontinuerlige eller ikke-
kontinuerlige omréder i det angjeldende gen. Den fremmede sekvens kan for eksempel veere et
markergen, et gen som komplementerer auxotrofi, en ekspresjonenhet eller lignende. Nermere
bestemt kan den fremmede sekvens vere et auxotrofisk seleksjonsgen som komplementerer et
naringsmessig behov i vertsgjerstammen, for eksempel URA3-genet, LEU2-genet, TRP1-genet,
HIS3-genet eller ADE2-genet, et dominant seleksjonsgen, for eksempel et gen for resistens overfor
et antibiotikum (G418, fleomysin, hygromysin B ol.), eller et rapportergen (B-galaktosidase ol.).
Den kan ogsa veere en ekspresjonavbrytende enhet som for eksempel omfatter en transskripsjons-
terminator, fortrinnsvis en gjerterminator utvalgt blant CYC1, TDH3, TEF1 eller PGK. Det bor
forstds at enhver annen fremmed sekvens (dvs. en sekvens som ikke naturlig foreligger i denne form
i det angjeldende gen) som gjer det mulig 4 endre ekspresjonsbetingelsene for genet og/eller den
faktiske struktur av protein som kodes kan anvendes i forbindelse med foreliggende oppfinnelse.
Den séledes fremstilte nukleinsyre innfores s 1 gjercellene ved konvensjonelle teknikker (litium,
protoplaster og lignende), noe som forer til innforing av den fremmede sekvens 1 gjergenomet, inne
i sekvensene til det angjeldende gen, eventuelt slik at den erstatter et omrade deri, ved dobbel
homolog rekombinasjon.
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Det bar forstés at enhver annen teknikk for genetisk modifisering kan anvendes i
forbindelse med foreliggende oppfinnelse, for eksempel setestyrt mutagenese, anvendelse av
transposoner og lignende.

Spesifikke eksempler pa gjertyper med et GCY1-genet og/eller YPR1-gen inaktivert ved
genoppbrytning er:

- TGY170-cellene (geyl: : LEU2) : i TGY170-cellene har en del av GCY 1-genet blitt
erstattet av en nukleinsyre som koder for LEU2-proteinet, noe som tillater seleksjon
av rekombinantene.

- TGY197-cellene (geyl: : LEU2, ydr368w: :URA3) : TGY 197-cellene omfatter,
sammenlignet med TGY170-cellene, ytterligere en genetisk modifisering som
pavirker YPR1-genet (ogsd betegnet YDR368W-genet), hvor en del er erstattet med
seleksjonsgenet URA3.

- TGY195-cellene (ydr368w: : URA3) : TGY195-cellene omfatter en genetisk
modifisering som pavirker YPR1-genet (ogsé betegnet YDR368W)-genet, hvor en
del er erstattet med seleksjonsgenet URA3.

- TGY194-cellene (gcyl: : URA3) : i TGY194-cellene har en del av GCY1-genet blitt
erstattet med en nukleinsyre som koder for URA3-proteinet, noe som tillater
seleksjon av rekombinantene.

Slike celler utgjor ogsé en spesiell gjenstand for oppfinnelsen. Naermere bestemt gjelder
oppfinnelsen enhver gjercelle (eller gjeerstamme, eller gjerkultur) som omfatter en genetisk
modifikasjon av (eller i) YPR1-genet, neermere bestemt en delesjon og/eller en insersjon av, eller i,
YPR1-genet. Oppfinnelsen gjelder ogsé enhver gjercelle (eller gjerstamme, eller gjerkultur) som
omfatter en genetisk modifikasjon av (eller i) GCY1-genet og YPR1-genet, neermere bestemt en
delesjon og/eller en insersjon av, eller i, GCY1-genet og YPR1-genet. Oppfinnelsen gjelder ogsd
acellul®re preparater avledet fra slike gjarceller.

Cellene ifelge oppfinnelsen, eller som anvendes i fremgangsmétene ifelge oppfinnelsen,
har en fordelaktig redusert aktivitet av 2000HSD-type, det vil si redusert med minst 20 %,
fortrinnsvis med minst 40 %, mer foretrukket med minst 60 %, relativt til den ikke-genetisk
modifiserte stamme. Som vist i eksemplene, viser oppfinnelsen at inaktivering av GCY 1-genet i
gjeer forer til 95 % reduksjon av aktiviteten av 20cHSD-type i supernatanten fra et cellehomogenat.
De erholdte resultater viser ogsé at den dobbelte, genetiske modifisering av GCY1-genet og YPR1-
genet forer til undertrykkelse av aktiviteten av 200HSD-type, som da ikke kan pévises i
supernatanten fra et cellehomogenat. Disse resultatene demonstrerer disse genenes rolle og illustrerer
muligheten for & modifisere dem for & forbedre gjercellenes egenskaper for anvendelse ved
produksjon av steroidderivater.

Foreliggende oppfinnelse kan anvendes for fremstilling av steroide forbindelser for
forskjellige farmasoytiske formal. I denne sammenheng beskriver oppfinnelsen fremgangsméter for
fremstilling av steroide forbindelser ved anvendelse av gjercellene ifelge oppfinnelsen. Patent-



334484

seknaden omfatter ogsa forbedrede fremgangsmater for fremstilling av steroide forbindelser ved
anvendelse av gjzrceller med redusert 20aHSD-aktivitet. Fremgangsmatene ifolge oppfinnelsen
utfores fordelaktig ved & sette en populasjon av gjerceller som beskrevet ovenfor i forbindelse med
en steroid forbindelse in vitro, fulgt av ekstraksjon av syntetiserte forbindelser. Den steroide
utgangsforbindelse kan vaere ethvert naturlig, modifisert eller syntetisk steroid, neermere bestemt
ethvert hydroksysteroid eller en forlaperforbindelse, narmere bestemt kolesterol, progesteron,
pregnenolon eller 170H-progesteron. Fremgangsmétene ifelge oppfinnelsen kan anvendes for
fremstilling av steroidderivater som 11-deoksykortisol, kortisol, hydrokortison og lignende, eller
derivater av disse.

Andre sider ved, og fordeler forbundet med, foreliggende oppfinnelse vil fremgé ved lesing
av de péfelgende eksempler.

Figurtekster

Fig. 1: SDS-PAGE-analyse av en renset fraksjon av 200HSD-aktiviteten fra et gjeer-
homogenat ved kromatografi pA Red120-agarose. Den gvre pil angir bandet hvis N-terminale
sekvens tilsvarer GCY 1, den nedre pil angir b&ndet som tilsvarer den N-terminale sekvens til YPR1.
Spor 1 tilsvarer molekylvektmarkeren, mens spor 2 tilsvarer den rensende fraksjon av 20aHSD-
aktiviteten.

Figur 2: dannelse av 4-pregnen-17a, 20a-diol-3-on ved gjertypen S. cerevisiae dyrket i
galaktose (YNB-gal)- eller glukose (YPD)-medium i nerver av 0,1 mg/ml 17a-
hydroksyprogesteron.

Fig. 3: dannelse av 4-pregnen-17a, 200-diol-3-on ved gj@rtypen S. cerevisiae av villtype
(wt) eller mutert i sekvensen til GCY 1-genet (gcy-), dyrket i galaktose (YNB-gal)- eller glukose
(YPD)-medium i nerveer av 0,1 mg/ml 17a-hydroksyprogesteron.

Fig. 4: strukturen til plasmid for oppbryting av GCY 1-genet. Plasmidet lineariseres med
enzymene BamHI og HindlIII og transformeres sd inn i S. cerevisiae ifelge fremgangsmaten som
beskrives i seksjonen “materialer og fremgangsméter”. Delesjonen i sekvensen til GCY1-genet
omfatter promoteren og 306bp av kodende sekvens, innbefattet translasjonsstartkodonet.

Fig. S: strukturen av plasmid for oppbryting av GCY1-genet (plasmid pTG12010 klon 40).
Plasmidet lineariseres med enzymene EcoRI og Sphl og transformeres sd inn i S. cerevisiae ifolge
fremgangsmaéten som beskrives i sekvensen “materialer og fremgangsméter”. Delesjonen i
proteinsekvensen til GCY1 omfatter aminosyrene fra og med posisjon 47 til og med 268. pTG12010
klon 36 har samme struktur, uten Clal-setet i den 5’-ende av URA3-genet, men et HindIII-sete i den
3’ ende av URA3-genet.

Fig. 6: strukturen til plasmidet for oppbryting av YPR1-genet (YDR368w) (plasmid
pTG12011). Plasmidet lineariseres med enzymet Xhol og transformeres sé inn i S. cerevisiae ifolge
fremgangsmaten som beskrives i seksjonen “materialer og fremgangsméter”. Delesjonen i
proteinsekvensen til YPR1 omfatter aminosyrene fra og med posisjon 5 til og med posisjon 198.
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Materialer og fremgangsméter
Kjemiske produkter: 17o-hydroksyprogesteron ble erholdt fra Hoechst Marion Roussel
(Romainville, Frankrike). Tergitol, Nonidet p40 og Tyloxapol ble erholdt fra Sigma.

Enzymatisk analyse: Omdannelse in vivo av 17a-hydroksyprogesteron: gjercellene ble
dyrket ved 28 °C i YPD-medium (10 ml) etter inokulering ved Agoo = 0,1 fra en 24-timers forkultur.
100 pl av en 170-hydroksyprogesteronlesning (10 mg/ml) i en blanding av Tergitol og etanol (1/1,
vol/ vol) ble s tilsatt til kulturen. Uttak av dyrkningsvasken (250 pl) ble oppsamlet etter forskjellige
tidsrom, og steroidene ble ekstrahert med diklormetan. Steroidene ble s& separert pa Ultrasphere

ODS i nzrvar av 45 % acetonitril ved en gjennomstremmingshastighet p& 1 ml/min ved 45 °C.
Disse steroidene ble pavist ved 240 nm.

Celler: E.coli stamme BJ5183 (Hanahan, 1983) ble anvendt for rekombinasjon in vivo, og
stamme C600, hsdR (Hubacek og Glover, 1970) for konvensjonelle legeringsreaksjoner.

Gjarstammen FY1679-28c (MATa ura3-52 trpl-63, leu2-1fenl his3-200GAL (Thierry et
al. 1995) ble anvendt som utgangsstamme. Stammene TGY170, TGY197, TGY194, TGY212,
TGY245 og FY1679-28¢/pTG10497 ble fremstilt som beskrevet i eksemplene.

Konvensjonelle molekylerbiologiske fremgangsméter og fremgangsmater for
rekombinasjon in vivo i E.coli og i gjer ble benyttet, som beskrevet i Sambrook et al. (1989) eller 1
Degryse et al. (1995, 1996).

Dyrking av gjeer: Gjerstammene ble generelt dyrket i syntetisk minimalmedium (Sherman,
1991) tilsatt naeringsstoffer i en konsentrasjon pa 100 pg/ml. For transformasjon av S. cerevisiae ble
cellene gjort kompetente ifalge litiumacetatteknikken (Ito et al., 1983) etter dyrking p& YPD-
medium (Sherman, 1991).

Resultater
Pévisning av 200HSD-aktiviteten som er ansvarlig for ugnskede reaksjoner omfattende 170.-

hydroksyprogesteron i gjer

Den NADPH-avhengige reduksjon av 17a-hydroksyprogesteron p& C20 til 4-pregnen-17a.,
20a-diol-3-on av gjersorten S. cerevisiae har blitt beskrevet tidligere (Dumas et al., 1994). Denne
aktiviteten ligner 20cHSD-aktiviteten som er rapportert i forskjellige vev. Enzymene som har blitt
karakterisert fra disse vevene er monomere med en molekylvekt pa tilnarmet 35 kDa. Med det mal &
pévise det eller de enzymer som er ansvarlige for 200HSD-aktiviteten i gjaer ble det utfort
homologisek med enzymet 200HSD fra storfetester 1 S. cerevisiae-sekvensdatabaser. Disse sgk
muliggjorde pavisning av 6 produkter fra gjergener som viser fra 44 til 32 % aminosyresekvens-
identitet med pattedyrenzymet. Disse genene er oppstilt i tabell L.

Med det mél 4 bedre karakterisere enzymene som inngér, ble aktiviteten av 20aHSD-type
fra gjeer rekonstituert in vitro ved anvendelse av 17a-hydroksyprogesteron og NADPH som
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substrater. Forskjellige preparater avledet fra kulturer av S. cerevisiae ble analysert i dette systemet,
som tillot lokalisering av aktiviteten til supernatanten etter sentrifugering av et cellehomogenat ved
100 000 x g. Dette resultat tyder pd at enzymaktiviteten er loselig. Delvis rensing av aktiviteten av
200HSD-type ved Red 120-kromatografi ble s& utfort, noe som tillot visualisering av en dublett i 35
kDa-omrédet etter SDS-PAGE (FIG. 1). Sekvensering av disse bandene viste at de hovedsakelig
besto av produkter fra genene GCY1 og YPRI. Disse to enzymene inngér blant homologene av
200HSD fra storfe som er opplistet i tabell I. Den fullstendige sekvens til genene GCY1 og YPR1 er
for eksempel tilgjengelig i GenBank under referansen X96740, hhv. X80642.

Det kan med fordel bemerkes at GCY1 har blitt beskrevet som kodende for aldoketo-
reduktase (AKR), hvis ekspresjon forheyes signifikant i narvaer av galaktose (Magdolen et al., Gene
90(1), 1990, 105). AKR-enzymene har bred substratspesifisitet. De metaboliserer forskjellige
substrater, innbefattet alifatiske aldehyder, monosakkarider, prostaglandiner og steroider. GCY'1
utgjer saledes en god, mulig kandidat, og oppfinnerne bestemte seg for & bekrefte hvorvidt dette
enzym kunne delta i dannelse av 4-pregnen-17a., 200-diol-3-on fra 17a-hydroksyprogesteron.

Den induserende karakter av 20aHSD-aktiviteten og ekspresjon i et cellefritt system

Eksperimentene som ble utfert gjorde det mulig & vise at 20cHSD-aktiviteten kan
induseres med galaktose 1 gj@r. Omdanning in vivo av 17a.-hydroksyprogesteron ble sdledes bestemt
i gjeerkulturer dyrket pa forskjellige karbonkilder. Forsinkelsen som observeres dersom gjarcellene
dyrkes pa glukose, observeres ikke i nerver av galaktose (fig. 2). Denne observasjon er i samsvar
med en represjon ved glukose av genet som koder for 200HSD. Omdanningen starter etter 16 timer
dersom glukosen fjernes. Omdanningen av 17a-hydroksyprogesteron til 4-pregnen-17a., 20q-diol-3-
on er tilneermet 4 ganger hoyere etter 48 timer dersom gjercellene dyrkes i nervear av galaktose.
Disse resultatene ble videre bekreftet in vivo ved & méle 20aHSD-aktiviteten i et cellefritt ekstrakt
erholdt fra gjeerceller dyrket i galaktosemedium eller glukosemedium. Den spesifikke 20aHSD-
aktivitet var henholdsvis 0,05 og 0,75 pm/min i homogenater fra celler dyrket i glukosemedium,
henholdsvis galaktosemedium.

Disse resultatene viser derfor (i) at 20aHSD-aktiviteten beeres av produktet fra genene
GCY1 og YPR1 i gjar, (ii) at enzymene er loselige, og (iii) at deres aktivitet kan forheyes i n@rvaer
av galaktose og undertrykkes i na@rveer av glukose.

Fremstilling av gjzrceller inneholdende ikke-funksjonelt GCY'1-gen og/eller YPR1-gen, og cellenes

egenskaper
Med det mél & bekrefte at Geylp var ansvarlig for 20aHSD-aktiviteten ble genet som

tilsvarer den &pne leseramme YOR120w delert («knock outy) fra gjergenomet. De erholdte
resultater viser at den erholdte stamme har en svart redusert 200HSD-aktivitet sammenlignet med
villtypestammen. Det ble videre konstruert stammer hvor YPR1-genet alene, eller i kombinasjon
med GCY1 er delert, og stammene ble testet for aktivitet som beskrevet nedenfor.
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Konstruksjon av gjarceller med GCY1- og/eller YPR1-mangel:

Gj@rceller med mangel pd GCY'1- og/eller YPR1-aktivitet ble fremstilt ved genoppbryting.
Nearmere bestemt:

Stammen TGY170 (FY1679-28c, gcyl: : LEU2) ble konstruert ved & oppbryte GCY 1-
genet ved hjelp av plasmid Pgcyl: : LEU2.

Stammen TGY197 (FY1679-28c, gcyl: : LEU2 ydr36w: : URA3) ble fremstilt ved
ytterligere oppbryting av YDR368w-genet (YPR1), ifolge fremgangsmaten beskrevet for ATF2
(Cavet et al., 1999), ved hjelp av plasmid pTG12011.

Stammen TGY 195 ble fremstilt ved oppbryting av genet YDR368w (YPR1) ifolge
fremgangsmaéten beskrevet for ATF2 (Cauet et al., 1999), ved hjelp av plasmid pTG12011.

Stammen TGY194 (FY1679-28¢, gcyl: : URA3) ble konstruert ved & oppbryte GCY'1-
genet ved hjelp av plasmid pTG12010.

Stammene (FY1679-28¢/pTG10497 og TGY245 ble konstruert ved hjelp av plasmidene
pTG10497 og pTG12045.

Folgende plasmider ble anvendt for oppbryting av GCY 1-genet og YPR1-genet: pgeyl:
LEU2, pTG12010, pTG12011 (figurene 4 — 6), pTG12086 og pTG12045. Enkopiplasmidet
pTG10497 anvendes for ekspresjon av P450c21.

Plasmid pgeyl: : LEU2, beskrevet av Magdolen et al., Gene 90 (1990) 105-114, inneholder
GCY1-genet hvor den kodende sekvens og promoteren har blitt oppbrutt av sekvensen som koder
for LEU2-genet. Neermere bestemt ble promoteren og det kodende omréde som tilsvarer
EcoRV/HinclI-restriksjonsfragmentet erstattet med Hpal-fragmentet pa 2,17 kilobaser fra LEU2-
genet. Folgelig ble GCY 1-genets promoter og 306 basepar av den kodende sekvens delert. Plasmidet
pgcyl: : LEU2 ble linearisert med restriksjonsenzymene HindIIl og BamHI, HindIII/BamHI p4 3,1
kb som inneholdt det oppbrutte gen ble fremstilt for transformasjon av gjerstammen Fy 1679-28c
ved anvendelse av fremgangsmaten som beskrives av Gietz RD et al. (Yeast 15 apr. 1995, 11(4):
355-60 Studies on the transformation of intact yeast cells by the LiAc/SS-DNA/PEG procedure).
Koloniene ble selektert pa leusinfritt medium. De positive koloniene i denne analysen dyrkes sé i rikt
medium for & oppna en bioomdanning av 170H-progesteron som beskrevet i Dumas et al. (EurJ
Biochem 1. juni 1996, 238 (2) : 495-504 11 beta-hydroxylase activity in recombinant yeast
mitochondria. In vivo conversion of 11-deoxycortisol to hydrocortisone). Konsentrasjonen av
substratet 17OH-progesteron er 100 mg/1, karbonkilden er galaktose og den opprinnelige, optiske
tetthet er 0,1. Kulturvolumet er 10 ml, inkubasjonstiden er 48 timer ved 30 °C. Etter inkubering i 48
timer evalueres de positive klonene ved & ekstrahere 1 ml medium (med cellene) med 2 ml diklor-
metan og sé analysere den organiske fase ved revers fase hoyytelsesvaskekromatografi som
beskrevet ovenfor (Dumas et al., 1996). Kromatogrammene analyseres for nerveer av 17, 20-
dihydroprogesteron ved & sammenligne med det rensede produkt. Under inkuberingen forekommer
en mengde 1 storrelsesomradet 4 mg/l av 17, 20-dihydroprogesteron, dvs. 4 % av substratet, 1
dyrkningsmediet for villtypestammen (ikke transformert med det oppbrytende fragment), mens
forekomsten av 17, 20-dihydroprogesteron for noen av transformantene na kun er 1 mg/l. Stamme
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TGY170, som omdanner en liten mengde 170H-progesteron til 17, 200H-progesteron og som viser
identiske vekstegenskaper som villtypestammen, selekteres.

De to nye plasmidene pTG12010 og pTG12011 ble konstruert for oppbryting av GCY 1-
genet og YPR1-genet ved bruk av seleksjonsmarkeren URA3.

Plasmid pT'G12010 ble konstruert ut fra plasmid pUC19 (Gene 1985, 33 (1) : 103-19
Improved M13 phage cloning vectors and host strains: nucleotide sequences of the M13mp18 and
pUC19 vectors. Yanisch-Perron C, Vieira J, Messing J) mens plasmid pTG12011 ble konstruert ut
fra plasmid pPOLYIII (Lathe, R., Vilotte, J.-L. og Clark, J. A. Plasmid and bacteriophage vectors for
exision of intact inserts JOURNAL Gene 57, 193-201 (1987)).

Konstruksjon av plasmidene pT'G12010 og pTG12011
Konstruksjonen for oppbryting av GCY 1-genet med URA3-genet 1 plasmid pUC19 for
erholdelse av pTG12010 ble oppnédd ved fire pa hverandre falgende PCR-amplifiseringer. P4 den

ene side ble tre uavhengige PCR-reaksjoner utfort for erholdelse av den 5° del av GCY1-genet
(PCR1), det funksjonelle URA3-gen flankert av GCY 1-sekvenser (PCR2) og den 3’ del av GCY1-
genet (PCR3), 5°- og 3’-delen av GCY 1-genet ved hjelp av primerparene OTG11285, OTG11286 og
OTG11287, OTG11289 pa et genomisk DNA-templat fra stamme Fyl679-28c. Sekvensen til
oligonukleotidene er som folger:

OTG11285: GATTCGGTAATCTCCGAACAggtaccAATTATATCAGTTATTACCCGGGA
(SEQ ID NO: 1);

OTG11286: AGCCATCTTTCAAAGCGGTT (SEQ ID NO: 2);
OTG11287: CCGATCGAATCAAAACGAACAG (SEQ ID NO: 3);
OTG11289: TCTAATCAGCTAGTAAGAAC (SEQ ID NO: 4).

URA-genet, flankert av GCY 1-sekvensene (slik at det oppnés en delesjon av del av den
kodende sekvens i GCY 1-genet) amplifiseres ved hjelp av oligonukleotidene OTG11305
(aaccgctttgaaagatggct ATCGATTTTCAATTCAATTCATCATTTTTTTTITATTCTTTTTITTG,
(SEQ ID NO: 5) og OTG11306
(ctgttegttttgattcgatcggg AAGCTTGGGTAATAACTGATATAATTAAATTGAACTC (SEQ ID
NO: 6) fra et linearisert plasmid pTG10054 templat (Degryse et al., In vivo cloning by homologous

recombination in yeast using a two-plasmid-based system. Yeast. 15. juni 1995, 11(7): 629-40). Nér
det gjelder buffer og konsentrasjon av templat og primere for amplifiseringen, er som beskrevet av
produsenten av ett eller flere TAQ DNA polymerase, nermere bestemt enzymet elongase, utviklet
av Life Technologies. Temperatursyklusene er som folger: en forste syklus p& 6 minutter og 30
sekunder for denaturering av primer og templat, og s 30 sykluser bestdende av 30 sekunder ved 93
°C, 2 minutter ved 54 °C og 3 minutter ved 68 °C, den siste syklus bestar av 5 minutter ved 72 °C.
Produktene PCR1, PCR2 og PCR3 ble sammenblandet i ekvimolare mengder og igjen amplifisert
ved hjelp av oligonukleotidene OTG11285 og OTG11289 (se ovenfor). Sluttproduktet PCR4 pé 1,9
kilobaser, subklones sd mellom restrikssjonssetene for Kpnl og BamHI i plasmid pUC19 for
erholdelse av plasmid pTG12010. Strukturen av plasmidet ble kontrollert ved restriksjonskartlegging
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og nukleotidsekvensering av endene. Kloningen av pTG12010 gjorde det faktisk mulig & erholde to
versjoner av dette plasmid, versjonen pTG12010#40 (pTG12010 klon 40) og pTG12010#36
(pTG12010 klon 36). Det opprinnelige onsket var & erholde GCY1-genet avbrutt av URA3-genet,
flankert av et Clal-sete og et HindIII-sete i 5°, henholdsvis 3’, ende av genet. Faktisk ble det erholdt
to forskjellige plasmider, pTG12010#36 og pTG12010#40. Disse to plasmidene avviker fra
hverandre kun nér det gjelder nerveer eller fravar av Clal- og HindIII-setet i endene av URA3-
genet. Plasmid pTG12010#40 har et HindIII-restriksjonssete i den 3’ ende av URA3-genet, men
intet Clal-sete i den 5’ ende. Plasmid pTG12010#36 har intet HindIII-sete i den 3’ ende, men et
Clal-sete i genets 5’ ende.

Denne egenskap anvendes for erholdelse av plasmidet som besitter URA3-genet flankert av
et HindIlI-sete og et Clal-sete og som bryter opp den kodende sekvens i GCY1.

Konstruksjon av plasmid pTG12036
Plasmid pT'G12036 ble konstruert i 4 trinn fra pTG10802. Plasmid pTG10801 (som er
utgangspunktet for plasmid pTG10802) er et plasmid av pUC-type 1 hvilket en rekke

restriksjonsseter har blitt innsatt mellom Xhol og Xhol-setene. Denne serien av seter omfatter seter
for HindIII, Snabl, Clal og Spel. Mellom HindIII-setet og Clal-setet ble HindIII-Clal-kassetten fra
pTG10470 (som beskrevet nedenfor), som omfatter promoteren TEF 1, det humane ¢cDNA p450¢21
og PGK-terminatoren, innsatt mellom HindIII-setet og Clal-setet i pTG10801 for erholdelse av
pTG10802. Dette plasmid ble sé kuttet med Xhol, og folgelig deleres den innsatte kassett for
innfaring av et PCR-fragment flankert av Xhol-seter. Dette fragment pa 2,5 kb erholdes ved
amplifisering med oligonukleotidparet (OTG11844 (tttgctcgaggttacagaaggge, SEQ ID NO: 13) og
OTG11845 (gattctcgagcaattggetgacta, SEQ ID NO: 14) og plasmid pTG12010 (#40) som templat
for erholdelse av et fragment flankert av Xhol-seter som inneholder GCY 1-genet oppbrutt av
URA3-genet, flankert i 5’ ende av et Clal-restrikssjonssete. Dette fragment ble klonet mellom Xhol-
setene i plasmid pTG10802 for erholdelse av plasmid pTG12035. Med det mél 4 innfere det
manglende HindIII-setet ble plasmid pTG2010 (#36) anvendt. Dette plasmid er i det vesentlige
identisk med pT'G12010 (#40), men besitter et HindIII-sete 3’ for URA3-genet pa grensen til GCY1-
genet og mangler et Clal-sete 5” for URA3-genet pa grensen til GCY 1-genet. Rekombinasjon
utferes in vivo i E.coli mellom Ncol-BamHI-fragmentet pa 2,2 kb fra pTG12010 (# 36) (som barer
fra 5’ til 3’ ende et fragment av URA3-genet, og i den 3’ ende, et fragment av GCY 1-genet) og en
del av plasmid pTG12035, dvs. det store Stul-AfllI-fragment pé 4,45 kb. Det erholdte plasmid,
pTG12036, omfatter GCY 1-genet avbrutt av URA3-genet, flankert av Clal-setet og et HindIII-setet i
den 5’, henholdsvis 3’, ende.

Konstruksjon av plasmid pTG12086

Dette fragment erstattes s med ekspresjonskassetten for P450c21 som ligger pa Clal-
HindIII-fragmentet pé 2,33 kb fra plasmid pTG10469 (se nedenfor) for erholdelse av plasmid
pTG12036.
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Konstruksjon av ekspresjonsplasmidene for cytokrom P450¢21

For overekspresjon av dette protein i gjar ble det benyttet to promotertyper, TEF1
("transskripsjonsforlengelsesfaktor 1””) og TDH3 (glyseraldehyd-3-fosfatdehydrogenase 3). I alle
tilfeller er transkripsjonsterminatoren PGK-terminatoren.

I disse plasmidene barer Sall-Mlul-fragmentet cDNA for humant P450c21.

Konstruksjon av plasmidene pTG10470 og pTG10469

Plasmid pTG10298 ble erholdt ved & modifisere pMAc21 (Expression and functional study
of wild-type and mutant human cytochrome P450¢21 i Saccharomyces cerevisiae. Wu DA, Hu MC,
Chung BC DNA Cell Biol apr. 1991, 10 (3) : 201-9)) med kutting med Kpnl og Mlul og innfering
av oligonukleotidet OTG5868. cDNA i dette plasmid erholdes fra American Type Culture
Collection under navnet pc21/3c. Dette er EcoRI-BamHI-fragmentet pé 1,6 kb som fungerte som

utgangspunkt for konstruksjon av de forskjellige plasmidene. De innforte modifikasjoner beskrives i
artikkelen ovenfor og i artikkelen (Expression of human 21-hydroksylase (P450c21) in bacterial and
mammalian cells: A system to characterize normal and mutant enzyme Meng-Chun Hu og Bon-chu
Chung DNA and Cell Biology apr. 1991, 10 (3) 201-209).

I denne fremgangsmate ble den ikke-kodende del av P450c21 i plasmid pMAc21, som
inneholder ekspresjonskassetten for P450c21, fjernet, s vel som Kpnl-setet som foreligger deri.
Plasmid pT'G10292 ble erholdt ved & overfere det humane ¢21-cDNA (Sall, Mlul-fragment) fra
plasmid pT'G10298 til plasmid pTG10031 ved hjelp av Sall-setet og Mlul-setet. Plasmid pTG10475
ble erholdt ved PCR og rekombinasjon. Med utgangspunkt i plasmid pTG10292 ble et fragment av
det humane P450c21-cDNA som omfatter tilneermet 250 nukleotider amplifisert ved hjelp av
oligonukleotidene OTG7410 (GGAATTCCGTCGACAAAAATGCTGCTGGGCCTGCTGC, SEQ
ID NO: 15) 0g OTG5927 (CCTCAATGGTCCTCTTGGAGTTCAGCACC, SEQ ID NO:16). Dette
fragment representerer den kodende sekvens for humant P450c21, flankert av et Sall-sete og
sekvensen AAAA, som beskrevet i oligonukleotid OTG7410. Dette fragment ble kuttet med Sall og
sd ligert inn i det linezere fragment av pTG10292 kuttet med Sall, hvoretter et rekombinasjons-
eksperiment ble utfort i stamme BJ5183. Det erholdte plasmid pTG10475 barer et cDNA for
P450c21 med en kodende sekvens som er identisk med den kodende sekvens i det naturlige cDNA, 1
motsetning til plasmid pMAc21 pé et fragment som er kompatibelt med vektorene oppfinnerne
anvender i laboratoriet, dvs. et fragment som er flankert av restriksjonsseter for Sall og Mlul. Dette
fragment har folgende sekvensmiljo rundt ATG-kodonet for translasjonsinitiering
GTCGACAAAAATGCTGCTCCTGGGCCTGCTGC (SEQ ID NO: 17). Fra dette plasmid ble
Sall-Mlul-fragmentet som omfattet det humane P450c21-cDNA overfort til plasmid pTG10158
(Degryse et al., 1996) ved konvensjonell kloning for erholdelse av plasmid pTG10472. Dette samme
Sall-Mlul-fragment fra plasmid pTG10472 ble sé overfort ved rekombinasjon til plasmid pTG10085
(Degryse et al. 1996) for erholdelse av plasmid pTG10469. Dette samme fragment, som omfatter
P450c21-cDNA pa et Sall-Mlul-restriksjonsfragment, ble overfort til plasmid pTG10092 for
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erholdelse av plasmid pTG10470 (Degryse et al., 1996). Dette plasmid berer folgelig cDNA for
humant P450c¢21 under kontroll av TEF1-promoteren og en PGK-terminator, med en URA3-d-
seleksjonsmarker med et ATG-initeringskodonmilje som beskrevet ovenfor.

Konstruksjon av plasmid pTG12086
Dette plasmid benyttes for integrasjon av en ekspresjonskassett for P450c21 og for

samtidig oppbryting av GCY1-genet.

Dette plasmid ble konstruert fra plasmid pTG12036 og plasmid pTG10614.

Dette siste plasmid ble konstruert fra pTG10212 (Degryse et al., Yeast 11: 629-640 (1995))
som er et gjaerekspresjonsplasmid basert pd en TDH-promoter, en PGK-terminator og en URA3-d-
seleksjonsmarkeor.

Ved homolog rekombinasjon i E.coli erstattes seleksjonsmarkeren med seleksjonsmarkeren
fra plasmid pTG10054 (Degryse et al., 1995), for & oppné dette rekombineres MIul-Fspl-fragmentet
pa 2,1 kb fra pTG10054, som inneholder URA3-markeren flankert av rekombinasjonssekvenser,
med det store HindIII-fragment fra pTG10212 for erholdelse av plasmid pTG10610, som har de
samme egenskaper som pTG10212 ( (Degryse et al., 1995), med en URA3-marker i samme
orientering som pTG10054. Sall-Mlul-fragmentet som omfatter cDNA for humant cytokrom
P450c21 fra plasmid pTG10472 (se ovenfor) overfores til plasmid pTG10610 for erholdelse av
plasmid pTG10614. Clal-HindIII-fragmentet fra denne plasmid, som fra 5’ til 3’ ende inneholder
TDH3-promoteren, cDNA for humant P450c21 flankert et Sall-sete og Mlul-sete og s& PGK-
terminatoren, overfares til plasmid pTG12036 for erholdelse av plasmid pTG12086, som felgelig
inneholder sekvensen av GCY 1-genet oppbrutt av TDH3-ekspresjonskassetten for humant cytokrom
P45¢21.

Konstruksjon av plasmid pTG12045
Det unike Sphl-setet i plasmid pPolylll edelegges ved & innsette det komplementare

oligonukleotidpar OTG11975 (AAATCGATAACATG, SEQ ID NO: 18) og OTG11976
(TTATCGATTTCATG, SEQ ID NO: 19). Sphl-setet i pPolylll adelegges og erstattes med en Clal-
sete for erholdelse av plasmid pTG12040. I plasmid pTG12040, mellom det unike Clal-setet og det
unike EcoRlI-setet, innfares et genomisk Clal-EcoRI-DNA-fragment som tilsvarer den 3 del pa 0,7
kb fra YPR1-genet, erholdt ved amplifisering med oligonukleotidene OTG11981
(ATTGATATCGATAAAAAGCACGGCGTTGAG, SEQ ID NO: 20) og OTG11982
(TCTCGGAATTCAGGTACTGCAGCCAG, SEQ ID NO: 21), for erholdelse av plasmid
pTG12041. I dette plasmid pTG12041 pa 2,84 kb klones den 5’ del av YPR1-genet (0,66 kb),
amplifisert med oligonukleotidene OTG11314 (tacgctcgagACGTTGGTGTCATTGATATTCA,
SEQ ID NO: 22) og OTG11980 (CAACTAAGCTTCATTCAAATAGATAGCCGC SEQ ID NO:
23) fra genomisk DNA fra villtype-gjer, i form av et Xhol-HindIII-fragment mellom Sall-setet og
HindIII-setet 1 plasmid pTG12041. Plasmid pTG12042 pa 3,5 kb erholdes. Dette plasmid baerer
YPR1-genet avbrutt av Clal-setet og HindIII-setet. Mellom disse setene klones cytokrom P450c21-
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kasetten i form av et Clal-HindIII-fragment pa 2,33 kb, erholdt fra plasmid pTG10469. Saledes
erholdes plasmid pTG12045.

Konstruksjon av plasmid pTG10497
Dette plasmid er et ekspresjonsplasmid med lavt kopitall (av ARS-CEN-type) som
inneholder en ekspresjonskassett for humant cytokrom P450c21, som foreligger under kontroll av

TDH3-promoteren og PGK-terminatoren. Dette plasmid ble konstruert fra plasmid pT'G10434, som
inneholder URA3-seleksjonsmarkeren og TEF1-promoteren, PGK-terminatoren og et gjaer-
replikasjonsorigo av ARSH4/CEN6-type ( (Degryse et al., 1995).

Dette plasmid ble modifisert til 4 inneholde en LEU2-marker og promoteren TDH3 i stedet
for markeren URA3 og promoteren TEF1. For & oppna dette ble Spel-Mlul-fragmentet som
inneholder LEU2-markeren flankert av rekombinasjonsfragmenter, som er PGK-terminatoren og et
fragment av replikasjonsorigo, klonet ved rekombinasjon i stedet for URA3-omréadet i plasmid
pTG10434, kuttet med HindIIL, for erholdelse av plasmid pTG10466. I dette plasmid pTG10466 er
TEFI-promoteren erstattet med TDH3-promoteren ved & rekombinere i E.coli HindIII-EcoRI-
fragmentet fra pTG10212 ( (Degryse et al., 1995) (som inneholder E.coli-replikasjonsorigo,
promoteren TDH3 og terminatoren PGK) med Mlul-Fspl-fragmenter fra pTG10466, som inneholder
LEU2-markeren og ARSCEN-replikasjonsorigo flankert av rekombinasjonssekvensene, séledes
erholdes pTG10612. Mellom Sall-setet og Mlul-setet i dette plasmid, plasseres ekspresjonskassetten
TDH3: : humant P450c21-cytokrom og terminatoren for erholdelse av plasmid pTG10497.

Konstruksjon av de defisiente stammer

For erholdelse av stammen som mangler GCY 1-aktivitet, transformeres stamme FY
167928c med plasmid pTG121010 linearisert med enzymene Sphl og EcoRI ved litiumacetat-
metoden beskrevet ovenfor. De transformerte kloner selekteres pd urasilfritt medium og analyseres
sd ved koloniamplifisering ved hjelp av oligonukleotidparet OTG 11285, OTG11289 og OTG1128S,
OTG11306 og ved & anvende som templat et ekstrakt eller preparat av genomisk gjaer-DNA ifelge
betingelsene beskrevet ovenfor. Koloniens som viser PCR-produkter av forventet starrelse, 1,9 kb
og 1,4 kb, dyrkes sd i rikt medium for & utfere en bioomdanning av 170H-progesteron som
beskrevet i Dumas et al. (Eur J Biochem 1. Juni, 1996 238 (2) : 495-504 11 beta-hydroxylase
activity in recombinant yeast mitochondria. In vivo conversion of 11-deoxycortisol to hydro-
cortisone). Substratkonsentrasjonen er 100 mg/1, karbonkilden er galaktose og den innledende,
optiske tetthet er 0,1. Dyrkningsvolumet er 10 ml, og inkubasjonstiden er 24 timer ved 30 °C. Etter
24 timers inkubering evalueres de positive klonene ved & ekstrahere 1 ml medium (med cellene) med
2 ml diklormetan og sé analysere den organiske fase ved revers fase hoyytelsesvaskekromatografi
som beskrevet ovenfor (Dumas et al. 1996). Stammene TGY194 #10 og TGY 194 #11 mangler 20-
keto reduktaseaktivitet pA 170H-progesteron og gir et positivt PCR-signal.

Innforing av en oppbryting av YPR1 (YDR368w)-genet med URA3-genet i plasmid
pPOLYII for erholdelse av pTG12011 ble oppnadd ved 4 pa hverandre falgende PCR-reaksjoner.
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P4 den ene side ble tre uavhengige PCR-reaksjoner utfort for erholdelse av den 5' del av YPR1-
genet (PCR 5), det funksjonelle URA3-gen flankert av YPR1-sekvenser (PCR 6) og den 3' del av
YPR1-genet (PCR 7). PCR 5-DNA ble erholdt ved amplifisering fra et genomisk DNA-templat
med oligonukleotidene OTG11314 (tacgctcgagACGTTGGTGTCATTGATATTCA, (SEQ ID
NO: 7) og OTG11315 (CTTCATTCAAATAGATAGCCG, (SEQ ID NO: 8), likesa erholdes
PCR 7-DNA ved amplifisering ved hjelp av oligonukleotidene OTG11316
(TATGGCTAAAAAGCACGGCTT, (SEQ ID NO: 9) og OTG11317
(cgatctcgagTTTCTCGTTGTTCAGGTACTG, (SEQ ID NO: 10) pa samme templat. URA3-
genet flankert av det 5' og 3' YPR1-omréde amplifiseres ved hjelp av oligonukleotidene
OTG11463 (CGGCTATCTATTTGAATGAA Gatcgattttcaattcaattcatcattttttttttattcttttttttg, (SEQ
ID NO: 11) og OTG11464
(AACGCCGTGCTTTTTAGCCATAAGCTTgggtaataactgatataattaaattgaacte, (SEQ ID NO: 12)
fra et linearisert pTG10054-templat som beskrevet ovenfor. PCR 5-, PCR 6- og PCR 7-produktet
ble blandet i ekvimolare mengder og s& amplifisert ved PCR ved hjelp av oligonukleotidene
OTG11314 og OTG11317 for erholdelse av et 1,X kb PCR 8-produkt som beskrevet ovenfor.
Dette PCR 8-produkt ble kuttet med enzymet Xhol og sé& subklonet i plasmid pPOLYIII kuttet
med Xhol. Orienteringen av innskuddet i plasmid pPOLYIII ble bestemt ved kutting med
enzymene Ncol og EcoRI.

Merkelig nok ble det oppdaget fravar av et Clal-sete og et HindIII-sete i plasmid
pTG12010 henholdsvis pTG12011. Kloningsovergangene ble kontrollert ved nukleotid-
sekvensering.

Konstruksjon av stamme TGY195.

Plasmid pTG12011 kuttes med enzymet Xhol, og spaltningsproduktet anvendes s for
transformasjon av stamme Fy 1679-28c ved anvendelse av litiumkloridfrem-gangsméten sitert
ovenfor. Transformantene selekteres pa uracilfritt medium. Transformantene analyseres ved
PCR-amplifisering og anvendelse av oligonukleotidene som ble anvendt for konstruksjon av
plasmid pTG12011. De positive kloner i denne analysen analyseres s& ved 170H-
progesteronbioomdanningsfremgangsméten beskrevet ovenfor i nervaer av glukose som
karbonkilde. En klon TGY 195#4, utvelges for ytterligere karakterisering.

Konstruksjon av stamme TGY 197

En klon TGY195#4, som viser redusert 20-keto reduktaseaktivitet under disse
betingelser, utvelges for ny transformasjon med plasmidet pgeyl::LEU2 som beskrevet ovenfor
for stamme Fy1679-28c. Klonene som kan vokse i fraver av leucin utvelges sé for en ny
bioomdanning av 170H-progesteron som beskrevet ovenfor 1 nervar av glukose eller galaktose.
En klon, TGY197#a som viser redusert aktivitet under de to bioomdanningsbetingelsene
utvelges. 20-keto reduktaseaktiviteten, som opprinnelig var 12 % (ved en substratkonsentrasjon
pa 100 mg/1) er siledes redusert til tilnermet 0,2 %, dvs. mer enn 60 gangers reduksjon.
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Konstruksjon av stamme TGY245

Stamme TGY?245 konstrueres fra stamme TGY 195#4. Fra stamme TGY 195#4 erholdes
forst stamme TGY212#1, fulgt av stamme TGY243#1 og endelig stamme TGY245.

Stamme TGY195#4 transformeres ved anvendelse av bade plasmid YRP7 (1 pg) og 5
ug av plasmid pTG12045 kuttet med Notl. De transformerte stammer selekteres pa tryptofanfritt
medium. Koloniene (678 kolonier) videredyrkes pé tryptofanholdig medium (for fjerning av
plasmid YRP7) og pd medium inneholdende tryptofan og S-fluororotat (SFO) for seleksjon av
kolonier som har mistet URA3-genet som oppbryter GCY1-genet. En koloni utvelges i denne
analyse, TGY212#1. Denne koloni undersekes i et bioomdanningseksperiment som beskrevet
ovenfor med 100 pg/ml 170H-progesteronsubstrat, stammen dyrkes i et minimalmedium tilsatt
nedvendige aminosyrer og uracil. Denne stamme kan omdanne 17-progesteron til 11-
deoksykortisol med en effektivitet pd rundt 47 % over 24 timer, med en lav dannelse av 4-
pregnen-17a, 20a-diol-3-on under disse betingelsene (< 0,5 %). Under visse betegnelser (definert
rikt medium av Kappeli-typen med galaktose som karbonkilde og ved & starte kulturen ved hoy
tetthet: OD 600 nm = 5) gkes evnen til 4 redusere ketonet slik at den nér 11 % av utgangs-
substratet, med en bioomdanningsevne redusert til 1,5% av utgangssubstratet. Under disse
betingelser har det sannsynlige n®rvar av GCY1-genet negativ virkning pa bioomdanningen av
170H-progesteron. Det ble derfor bestemt & oppbryte GCY 1-genet for & fjerne dets aktivitet.

For & oppné dette ble stamme TGY212#1 transformert med 3 pg plasmid pTG12010#36
linearisert med restriksjonsenzymene Sphl og EcoRI. Tjuesju transformanter ble selektert pa et
minimalmedium supplementert for auxotrofiene forbundet med TGY212#1, men uten uracil.
Disse koloniene ble undersgkt ved biomdanningsanalyser i et minimalmedium tilsatt galaktose
som karbonkilde, siden dette sukker er en kjent GCY1-induser. Alle GY243-kloner viste evne til
4 omdanne 170H-progesteron til 11-deoksykortisol uten samtidig dannelse av pavisbare mengder
av 4-pregnen-17a., 20a-diol-3-on. En TGY243#1-klon ble utvalgt for innfering av en
ekspresjonskassett for humant P450c21 istedenfor URA3-genet.

Denne stamme TGY243#1 transformeres med plasmid i YRP7 (2ug) og med plasmid
pTG12086 linearisert med enzymet Xhol (5 pg). Det transformerende pTG12086-fragment
inneholder den kodende sekvens i GCY1 oppbrutt av en ekspresjonskassett for humant P450c21
(TDH3::humant cDNAP450¢21::PKGterminator). Koloniene som vokser i fravar av tryptofan
utvelges. Disse 381 koloniene overfores s til et medium som inneholder tryptofan og 5-
fluororotat. Tilnarmet ti kolonier analyseres sd i et rikt medium av YPG-type tilsatt tryptofan,
histidin, leucin og uracil i en konsentrasjon p& 50 : mg/ml. Stammene far s omdanne 170H-
progesteron i en konsentrasjon pé 100 pg/ml og ved start pd en OD600 nm pa 0,1 i 16 timer.

Blant disse 10 klonene utvelges en klon TGY245#1D basert pa to kriterier, forst og
fremst evnen til 8 omdanne 170H-progesteron til 11-deoksykortisol og dernest fravaer av
dannelse av 4-pregnen-17a., 20a-diol-3-on, noe som viser oppbryting av GCY1.



334484
18

Egenskaper ved stammene som mangler GCY1:

De erholdte resultater viser at "Knock Out" av GCY1 fjerner 20aHSD-aktiviteten som
kan induseres med galaktose. Dannelse ir vivo av 4-pregnen-17a,20-diol-3-on fra 17a.-
hydroksyprogesteron (100 png/ml) ble sdledes analysert i en kultur av villtypestammer og av
stammer TGY170 (gcyl-A::LEU2), dyrket enten i glukosemedium eller i galaktosemedium (Fig.
3). For kulturen i galaktosemedium observeres en reduksjon pé tilnermet 95 % i dannelsen av 4-
pregnen-17a, 20a-diol-3-on for den mutante stamme, sammenlignet med villtypestammen. I
glukosemedium er reduksjonen lavere, noe som antyder at GCY1-genproduktet omfatter en
200HSD-aktivitet som kan induseres med galaktose. Uavhengig av karbonkilden foreligger en
restaktivitet i mutanten gcyll-A, som i det vesentlige er identisk.

Egenskaper ved dobbeltmutanten som mangler GCY1 og YRP1:

Ut fra det faktum at Geylp og Yprlp ble funnet assosiert med 20o0HSD-aktiviteten (se
ovenfor) og at Yprlp er den nermeste homolog av Geylp (65 % aminosyreidentitet) ble en
dobbel oppbryting av GCY1 og YPR1 utfert og analysert for aktivitet av 200HSD-type. De
erholdte resultater viser at stammen som mangler de to genene (TGY197) i det vesentlige er fri
for 20aHSD-aktivitet.

Nearmere bestemt ble gjeerstammen TGY197 (geyl::LEU, yprl::URA3) frembrakt og
analysert in vivo for 200HSD-aktivitet. Cellene ble dyrket med enten glukose eller galaktose
som karbonkilde i n&rver av 100 pg/ml 17a-hydroksyprogesteron. Etter 72 timer kan 4-pregnen-
170.,200-diol-3-on ikke pévises i fermenteringsvaesken, noe som viser at inaktivering av de to

genene forer til suppresjon av den pévisbare 20aHSD-aktivitet.

Villtypestammens og den mutante stammes substratspesifisitet

En serie forbindelser som allerede er beskrevet som substrater for forskjellige klasser av
reduktaser (aldosereduktase, aldehydreduktase og karbonylreduktase) ble analysert i villtype-
homogenater og homogenater fra mutante stammer under forskjellige dyrkningsbetingelser
(Tabell IT). Det observeres at Geylp og YprlP er de eneste aldo-ketoreduktaser fra gjaer som
aksepterer 17a-hydroksyprogesteron som substrat.

Gceylp ser ut til & benytte alle de analyserte substrater, siden induksjon med galaktose i
alle tilfeller forheyer aktiviteten. I glykosemedium ble en basalaktivitet observert for alle
forbindelser, bortsett fra 1 7a-hydroksyprogesteron, uavhengig av hvorvidt GCy1P og Yprlp
foreld eller ikke. I galaktosemedium ble en hoyere aktivitet observert i den mutante stamme for
de to analyserte aldehyder, om enn mindre utvalgt enn for villtypestammen. Dette tyder pé at et
enzym forskjellig fra GeylP, spesifikt for aldehyder, kan induseres med galaktose.

I en nyere rapport vedrerende gjers fysiologi under osmotisk stress ble GCY1 vist &
vere reaktiv. Sekvensering av et peptid isolert fra en glyserol med hydrogenase fra Aspergillus
niger har vist homologi med to gjarproteiner: Geylp og Yprlp. Induksjon av GCY'1 under
osmotisk stress (i tillegg til induksjon med galaktose) kan tyde pa at GCY1 omfatter en
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glyseroldehydrogenaseaktivitet, som foreslétt av Norbeck og Blomberg. En slik aktivitet har
imidlertid til nd ikke blitt pavist.

Reduksjonen av 17a-hydroksyprogesteron til 4-pregnen-17a,20a-diol-3-on i S.
cerevisiae skyldes hovedsakelig GCY-genproduktet og i mindre grad YPR1-genproduktet. Ifalge
nomenklaturen foreslatt av Jez et al. (1997), ber disse enzymene klassifiseres i underfamilien
AKRI1C. I pattedyr har HSD, som tilherer AKR-familien, blitt foreslatt & regulere
tilgjengeligheten av steroidhormoner. Disse enzymers fysiologiske rolle i gjer forblir ukjent,
siden gjeer ikke antas & kunne eksponeres overfor steroider i et naturlig milje. Uavhengig av den
biologiske betydning av en slik aktivitet i gjaer bidrar fjerning av aktiviteten til forbedret dannelse
av kortikosteroider fra gjar, neermere bestemt fra genetisk modifisert gjer ifelge oppfinnelsen.

Eksempel pa bioomdanning med humant P450c21 i gjaer i nerveer og 1 fraver av GCY1 og
YPRI.
Med det mél & vise at oppbryting av GCY1 og YPRI1 er nedvendig for & oppné en

spesifikk bioomdanning i gjeerarten S. cerevisiae sammenlignet med evnen til stammene Fyl1679-
28¢/pTG10497 (Fy/pTG10497), TGY212 #1 og TGY245#2D & bioomdanne 170H-progesteron.

Stamme Fy/pTG10497 berer de to villtypegenene GCY1 og YPR1 og énkopiplasmidet
av ARSCEN-type ("Autonomously Replicating Sequence Centromer") for ekspresjon av humant
P450c21. cDNA for humant P450c21 er under kontroll av TEF1-promoteren i dette plasmid.

Stamme TG212#1 barer en kopi av ekspresjonskassetten for det humane P450c21-gen
(TEF1::humant P450c21::PGK-terminator) integrert i YPR1-locus og har en villtypekopi av
GCY1-genet.

TGY245#2D har ingen kopier av YPR1-genet og GCY1-genet, isteden er en kopi av
kassetten TEF1::humant P450c21 henholdsvis en kopi av TDH3:P440c21 integrert i disse loci.

Disse stammene ble dyrket i minimalmedium tilsatt casaminosyrer i 48 timer.
Stammene resuspenderes i friskt Kappeli-medium tilsatt uracil, histidin og tryptofan i n&erver av
200 mg/l 170H-progesteron. Etter inkubering i 72 timer ekstraheres mediet i naerver av
gjercellene og analyseres som ovenfor ved revers fase- hayytelsesvaeskekromatografi. Nerver
av 170H progesteron, 11-deoksykortisol og 4-pregnen-17a., 20a-diol-3-on méles.

Resultatene gis i Tabell III. Hvert produkt er angitt som prosentandelen av summen av
alle produkter.

Ifelge dette eksperiment fremgér det klart at oppbryting av GCY1 og YPRI i vesentlig
grad reduserer mengden 4-pregnen-17a, 20a-diol-3-on fra 7-11 % til et nivd som ikke kan
pévises ved vére teknikker (folsomhet 0,5 til 1 mg/1).
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Tabell 1
ORF Gennavn % aminosyreidentitet med
20aHSD
YOR120W GCY1 44
YDR368W YPR1 43
YHR104W - 41
YBR149W - 40
YJR0O96W - 39
YDL124W - 32
Tabell II
Fy1679,28¢ TGY170 TGY197
glukose galaktose | glukose galaktose | glukose galaktose
xylose 8 50 5 8 3 5
metylglyoksal 75 376 92 88 56 104
glyseraldehyd 32 1119 40 357 42 384
nitrobenzaldehyd 59 1117 69 334 50 395
170- 0,04 1,44 0,006 0,01 nd nd
hydroksyprogesteron
Tabell IIT
Produkt Fy/10497 TGY212#1 TGY245#2
170H 74 87 28
progesteron
11-deoksykortisol 19 20 82
4-pregen-17a., 20a-diol-3-on 7 11 0
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Patentkrav

1. Gjerstamme med redusert 20a-hydroksysteroid-dehydrogenase (20aHSD)-aktivitet,
karakterisert ved atden besitter en inaktiverende genetisk modifisering av YRP1-genet
eller en inaktiverende genetisk modifisering av GCY1-genet og YRP1-genet.

2. Gjerstamme ifolge krav 1, hvor den genetiske modifisering omfatter minst én mutasjon,
substitusjon, delesjon og/eller insersjon av ett eller flere basepar i det regulatoriske omrade eller det
kodende omrade i den angjeldende gen.

3. Gjerstamme ifelge krav 2, hvor den genetiske modifisering er en delesjon av hele, eller en
del av, det angjeldende gen.

4. Gjerstamme ifelge krav 3, hvor delesjonen av hele, eller en del av, det angjeldende gen er
erstattet av fremmede sekvenser, ifolge genoppbrytningsteknikken.

5. Gjzrstamme ifolge krav 4, hvor den fremmede sekvensen er et auxotrofisk seleksjons-gen
som komplementerer et naeringsmessig behov i vertsgjerstammen, et dominant seleksjons-gen, slik

som et gen for resistens overfor et antibiotikum eller et rapportergen.

6. Gjzrstamme ifolge krav 5, hvor det auxotrofisk seleksjonsgenet er URA3-genet, LEU2-
genet, TRP1-genet, HIS3-genet eller ADE2-genet.

7. Gjeerstamme ifelge ethvert av kravene 1 til 6, hvor gjerstammen er av slekten
Saccharomyces.

8. Gjerstamme ifelge krav 7, hvor den er en stamme av arten Saccharomyces cerevisiae.
9. Gjarstamme ifolge ethvert av kravene 1 til 8, hvor den omfatter et oppbrutt GCY1-gen

og et oppbrutt YPR1-gen.

10. Fremgangsmaéte for fremstilling av steroidderivater fra hydroksysteroid-forbindelser,
karakterisert ved atdetbenyttes en gjer med redusert 200HSD aktivitet og hvor
gjeeren har ett eller flere ikke-funksjonelle GCY1- og/eller YPR1-gener, eller et preparat avledet
fra en slik gjer.

11. Fremgangsméte ifolge krav 10, hvor gjerstammen besitter en inaktiverende genetisk
modifisering av YRP1-genet og/eller GCY1-genet.
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12. Fremgangsmaéte ifelge krav 10 eller 11, hvor hydroksysteroidet er hydroksy-progesteron
eller en forlaper derav.

13. Fremgangsméte ifelge krav 12, hvor hydroksysteroidet er 17a-hydroksy-progesteron og
steroidderivatet er 11-deoksykortisol.

14. Fremgangsmate ifolge ethvert av kravene 10 til 13, hvor gjeren har et oppbrutt GCY1-
gen og et oppbrutt YPR1-gen.

15. Fremgangsméte ifelge ethvert av kravene 10 til 14, hvor gjeren er en gjar fra slekten
Saccharomyces.
16. Anvendelse av en gjar med redusert 200HSD-aktivitet og med et ikke-funksjonelt

YRP1-gen og/eller GCY1-gen eller et preparat avledet fra en slik gjar for fremstilling,
produksjon, syntese, modifisering og/eller modifisering av steroide forbindelser in vitro eller ex

vivo.

17. Anvendelse ifolge krav 16 hvor gjerstammen besitter en inaktiverende genetisk
modifisering av YRP1-genet og/eller GCY1-genet.

18. Anvendelse ifelge krav 17, hvor gjaren har et oppbrutt GCY1-gen og et oppbrutt YPR1-
gen.

19. Anvendelse ifelge krav 18, hvor gjaren er en gjer fra slekten Saccharomyces.
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<110>

SEQUENCE LISTING

AVENTIS PHARMA SA

<120> Modified yeasts and uses, in particular for the

production of steroidal derivatives

<130>

<140>

<141>

<160> 23

<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<211> 50

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223> Artificial sequence description:
oligonucleotide

<400> 1

gattcggtaa tctccgaaca ggtaccaatt atatcagtta ttacccggga

<210> 2

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223> Artificial sequence description:

oligonucleotide

50
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30

<400> 2

agccatcttt caaagecggtt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 3

3

22

DNA

Artificial sequence

Artificial sequence description:
oligonucleotide

ccgatcgaar caaaacgaac ag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 4

4

20

DNA

Artificial sequence

Artificial sequence description:
oligonucleotide

tctaatcagc tagtaagaac

<210> 5

<211> 67

<212> DNA

<2135 Artificial sequence

<220>

<223> Artificial sequence description:
oligonucleotide

<4C0> 5

aaccgeotttg asagatgccs atcgatttic zattcaatte atcatoctee

- b

ttztttg

22

~l
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30

L2
Lh

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 6

6
60
DNA

Artificial sequence

Artificial sequence description:
oligonucleotide

ctgttcgttt tgattcgatc gggaagettg ggtaataact gatataatta aattgaactc 60

<210> 7

<211> 32

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223> Artificial sequence description:
oligonucleotide

<400> 7

tacgctcgag acgttggtgt cattgatatt ca 32

<210> 8

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223> Artificial sequence description:
oligonucleotide

<400> 8

cttcattcaa atagatagece g 2%

<210> 9

<211> 22

334484
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<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 39

DNA
Artificial sequence

Artificial sequence description:
oligonucleotide

tatggctaaa aagcacggcg tt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
«<223>

<400> 10

10
31
DNA

Artificial sequence

Artificial sequence description:

oligonucleotide

cgatctcgag tttctegttyg ttcaggtact g

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 11
cggctatccta
tttrtetg

<210>
<211>
<212>
<213>

11

68

DNA

Artificial sequence

Artificial sequence description:

oligonucleotide

trtgaatgaa gatcgarttt caattcaatt catcattttt

12
58
DNA

Artificial segquence

-~ -~
e -

ttrtrtattecs 60

334484
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20

25

30

35

<220>
<223>

<400> 12

Artificial sequence description:
oligonucleotide

aacgccgtge tttttagcca taagettggg taataattdgatataattaaa ttgaacte

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<4005 13

13

23

DNA

Artificial seguence

Artificial sequence descripﬁion:

oligonucleotide

tttgctcgag gttacagaag ggc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 14

14

24

DNA

Artificial sequence

Artificial sequence description:

oligonucleotide

gattctcgag caattgactg acta

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

15
40
DNA

Artificial sequence

334484
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20

25

<223>

<400> 15

Artificial sequence description:

oligonucleotide

ggaattccgt cgacaaaaat gctgectcctg ggcctgcetge

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 16

16

29

DNA

Artificial sequence

Artificial sequence description:

oligonucleotide

cctcaatggt cctcttggag ttcagcacc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 17
gtcgacaaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

17
32
DNA

Artificial sequence

Artificial sequence description:

oligonucleotide

atgctgctec tgggoccrgct gc

18

14

DNA

Artificial sequence

Artificial sequence description:

oligonucleotide

40

29

32

334484
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U
L]

<400> 18

aaatcgataa catg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 19

19

14

DNA

Artificial sequence

Artificial sequence description:

oligonucleotide

ttatcgatct catg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400s 20

20
30
DNA

Artificial sequence

Artificial sequence description:

oligonucleotide

attgatatcg ataaaaagca cggcgttgag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

4
=

~)

200>

4
c

T A

21
26
DNA

Artificial sequence

Artificial sequence description:
oligonucleotide

cggaattT cagstacigc agecoag

14

14

30

334484
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<210> 22

<211> 32

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223> Artificial sequence description:
oligonucleotide

<400> 22

tacgctcgag acgrtggtgt cattgatatt ca 2

<210> 23

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223> Artificial sequence description:
oligonucleotide

<400> 23

caactaagct tcattcaaat agatagcegce 3¢
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