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tionaalisia plasmideja ja yhdistelmiplas-
mideja, ja t#llaisia plasmideja sisdltivii
mikro-organismi-is&ntdsoluja, jotka kaikki
sis8ltidvit tolueenimono-oksygenaasigeenej4
Pseudomonas mendocina KR-1:st# Ja jotka
ovat hytdyllisi8 menetelmissd valittujen
fenyyliyhdisteiden mikrobiaalisen biokon-
version valituiksi fenoliyhdisteiksi suo-
rittamiseksi. Menetelmd on hyédyllinen
erityisesti p-hydroksifenyylietikkahapon
valmistamiseksi, joka on arvokas kemialli-
nen vdlituote tiettyjen antibioottien ja
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Uppfinningen avser DNA-gensegment, biolo-
giskt funktionella plasmider och rekom-
binanta plasmider Jémte mikroor-
ganismvirdceller innehdllande dylika plas-
mider, vilka samtliga innehdller toluen-
monooxigenasgener och vilka &r anvéndbara
vid ett foérfarande f8r mikrobiell bicom-
vandling av valda fenylfdreningar till
valda fenolf8reningar. F6rfarande 8r spe-
ciellt anvindbart £f8r framst8llning av p-
hydroxifenylittiksyra, vilken 4r en virde-
full kemisk mellanprodukt vid framstdll-
ningen av vissa antiblotika och vissa
beta-adrenalinaktiviteten blockerande
me,del.
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Menetelmd ja materiaaleja tolueenin ja muiden fenyyliyh-
disteiden biokonvertoimiseksi

Keksinnén tausta

Kyseinen keksintd koskee yhdistelm&-DNA-tekniikoi-
den kdyttdmistd kyvyn valikoituihin biokonversioihin tuot-
tamiseksi mikro-organismi-isdntdsoluille. Spesifisemmin
keksintd koskee vasta eristetystd ja karakterisoidusta
Pseudomonas-kannasta Pseudomonas mendocina KR-1 per#isin

olevien tolueenimono-oksygenaasigeenien kloonausta. Kysei-
nen keksintd tarjoaa t&ten geneettisesti manipuloituja
mikro-organismeja, jotka tuottavat hyvin runsaasti to-
lueenimono-oksygenaasientsyymej&d ja -proteiineja, ja tar-
joaa ndin muodoin aiempaa tehokkaamman keinon t#st3 ent-
syymijérjestelmdstd riippuvaisten biokonversioiden suorit-
tamiseksi.

Vast'ik84n Richardson ja Gibson eristivit Pseudomo-
nas mendocina KR-1:ksi (PmKRl:ksi) identifioidun bakteerin
makeavesijédrvestd otetusta lev&matosta. Whited, Ph.D. -
vdit8skirja, The University of Texas, Austin, kirjastovii-
te n:o W586 (1986). PmKR1 kdyttd4 tolueenia ainoana hiili-

ja energialdhteend. Aiemmin on eristetty ja kuvattu muita
Pseudomonas-kantoja, jotka metaboloivat taili hajottavat
tolueenia, mukaanlukien Pseudomonas putida mt-2 (Pp mt-2).
Williams ja Murry, J.Bacteriol. 120 (1974) 416-423 ja
Pseudomonas putida PpFl (PpFl) (Gibson et.al., Biochemist-
ry 9 (1970) 1626-1630). Kuitenkin n#iss8 eri Pseudomonas-
kannoissa tolueenimetabolian geenit, entsyymit seki reitit
ovat erillisid eivdtks8 p#illekkiisii.

Tolueenihajoamiseen Pp mt-2:n toimesta 1liittyvi
kataboliareitti on nimetty TOL:ksi. TOL-reitin geenit ovat
koodautuneet tietyiss# Pseudomonas-kannoissa tavattuihin
isofunktionaalisiin katabolisiin plasmideihin. TOL-hajoa-
misreitin malliplasmidi on alunperin Pp mt-2:sta eristetty
PWWO. TOL-reitin genetiikka ja biokemia on perusteellises-
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ti kuvattu. Kunz ja Chapman, J.Bacteriol. 146 (1981) 179-
191; Williams ja Murry, J.Bacteriol. 120 (1974) 416-423;
williams ja Worsey, J.Bacteriol. 125 (1976) 818-828;
Worsey ja Williams, J.Bacteriol. 124 (1975) 7-13; Murry
et.al., Eur.J.Biochem. 28 (1972) 301-310. Seuraava on
lyhyt yhteenveto TOL-reitistd: alustava hybkkdys kohdistuu
tolueenin metyyliryhm#&n, joka hapettuu perdttdisissd vai-

heissa muodostaen bentsoehappoa, jonka edelleenhapettuessa
muodostuu gig—karboksyylihappodiolia, joka hapettuu muo-
dostaen katekolia, jonka sitten meta-pilkkomisreitin ent-
syymit hajottavat asetaldehydiksi ja pyruvaatiksi.
Tolueenin PpFl:n toimesta tapahtuvalle hajoamiselle
on selvitetty toinen kataboliareitti, joka on nimetty
TOD:ksi. Vastoin kuin TOL-reitiss#8 TOD-reitin geenit si-
jaitsevat bakteerikromosomissa eivdtkd ole koodautuneet
plasmidiin. Finette, et.al., J.Bacteriol. 160 (1984) 1003-
1009; Finette, Ph.D.-vditdskirja, The University of Texas,
Austin, kirjastoviite n:o F494 (1984). TOD-reitin gene-
tiikkaa ja biokemiaa ovat tutkineet Finette et.al.,
(supra); Finette (supra); Gibson et.al., Biochemistry 9
(1970) 1626-1630; Kobal et.al., J.Am.Chem.SocC. 95 (1973)
4420-4421; ziffer et.al., J.Am.Chem.Soc. 95 (1973) 4048-
4049; Dagley et.al., Nature 202 (1964) 775-778; Gibson
et.al., Biochemistry 7 (1968) 2653-2662. Seuraava on lyhyt
yhteenveto TOD-reitistd: alustavan hytkkidyksen tolueenin

kimppuun suorittaa dioksygenaasientsyymijérjestelmd, jol-
loin muodostuu (+)—gi§—1(s),2(R)-dihydroksi—3—metyylisyk-
loheksa-3,5-dieenid (gig-tolueenidihydrodiolia), joka ha-
pettuu 3-metyylikatekoliksi, jonka hajottavat edelleen
meta-pilkkomisreitin entsyymit.

Vast'ik44n PmKR1:ssi on identifioitu tolueenihajoa-
miselle kolmas kataboliareitti. On todettu, ettd PmKR1
hajottaa tolueenia pitkin uutta reittis, joka eroaa joka
suhteessa kummastakin edelld kuvatusta reitista.
Richardson ja Gibson, Abst.Ann.Meet.Am.Soc.Microbiol. K54
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(1984) 156. PmKR1l:n toimesta tapahtuvan tolueenihajoamisen
kataboliareitti on nimetty TMO:ksi, koska reitin ensim-
médistd vaihetta katalysol yksittdinen entsyymikompleksi,
tolueenimono-oksygenaasi. Tdmdn reitin entsyymien ja pro-
teiinien biokemiaa on vast'ik#4n tutkittu yksityiskohtai-
sestli Whitedin Ph.D.-vditUskirjassa, The University of
Texas, Austin, kirjastoviite n:o W586 (1986).

Seuraava on lyhyt yhteenveto TMO-reitistd
PmKR1l:ss8: ensimmdisend vaiheena tolueeni hapettuu p-kre-
soliksi, mitd seuraa metyyliryhm&n hapettuminen, jossa
muodostuu p-hydroksibentsoaattia, minkd jdlkeen tapahtuu
hydroksylaatio protokatekuaatiksi ja sitd8 seuraava orto-
rengaslohkeaminen. TMO-reitin wvaiheet Whitedin (supra)
hahmotteleman mukaisesti on esitetty kaaviollisesti KU-
VIOSSA 1. TMO-reitin ensimmiisess8 vaiheessa tolueenimono-
oksygenaasi muuttaa tolueenin p-kresoliksi. PmKR1l kédsittaa
ainutlaatuisen monikomponenttientsyymijdrjestelmén, joka
katalysol t&té& ensivaiheen mono-oksygenaasireaktiota.
Whitedin (supra) mukaan liittyvi8 proteiinirakenteita on
ainakin kolme: oksygenaasi (ainakin kaksi alayksikkdd: 50
000 daltonia ja 32 000 daltonia), ferredoksiini (23 000 d)
ja NADH-oksidoreduktaasi (molekyylipainoa ei tunneta).

T&l11l8 hetkelld huolimatta huomattavista edistys-
askeleista TMO-reitin entsyymien ja proteiinien biokemian
ymmdrtdmisessd sekd geneettisten tutkimusten aloittamises-
ta (Yen et.al., tiivistelmd: University of Geneva EMBO
Workshop, 31. elokuuta - 4. syyskuuta, 1986) alalla ei ole
kdytettdvissd8 informaatiota koskien tolueenimono-oksyge-
naasijédrjestelmdn PmKR1l:ssd entsyymejd 3Ja proteiineja
koodaavia geenejd tai tdllaisten geenien ja geenituottei-
den kdyttdkelpoisuutta tietyissd8 mikrobikonversioissa.
Alalla el mydskdsdn ole kdytettivissd mikro-organismi-isdn-
tdsoluja, jotka sis8ltévit PmKR1l-tolueenimono-oksygenaasi-
geenejd sisdltdvid wuusia yhdistelmdplasmideja, joista
mikro-organismi-iséntdsoluista tietyt ilmaisisivat toluee-
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nimono—oksygenaasientsyymiaktiivisuutta tasoilla, jJjotka
ylittévat villityypin PmKR1-solujen aktiivisuuden.

Keksinndn yhteenveto

Kyseinen keksintd tarjoaa uusia geenisegmentteja,
biologisesti funktionaalisia plasmideja ja yhdistelmé&plas-
mideja sekd mikro-organismi-is#dntdsoluja, jotka kaikki
sisaltévatPmKRl-tolueenimono—oksygenaasigeeneja.Kyseinen
keksintd tarjoaa edelleen mikro-organismi-is&ntdsolun,
joka sis#dltda PmKR1-tolueenimono-oksygenaasigeenej& sisdl-
tivan uuden yhdistelmdplasmidin, ja joka is#ntdsolu ilmai-
see tolueenimono-oksygenaasientsyymiaktiivisuutta tasoil-
la, jotka ylittavat villityypin PmKRl-solujen aktiivisuu-
den. Lis#ksi kyseinen keksintd tarjoaa menetelmdn mikrobi-
aalisissa biokonversioissa kdytettyjd PmKR1-tolueenimono-
oksygenaasigeenejd siséltévien transformoitujen mikro-
organismi-is#dntésolujen kdyttadmiseksi. Taten kyseinen
keksint® tarjoaa mikro-organismeja, jotka on geneettisesti
manipuloitu tuottamaan hyvin runsaasti tolueenimono-oksy-
genaasientsyymejd ja -proteiineja, Jja se tarjoaa siten
aiempaa tehokkaamman keinon tistd entsyymijidrjestelmésta
riippuvaisten biokonversioiden suorittamiseksi.

Kyseinen Kkeksintd kdsittdd PmKR1:std saadun ja
tolueenimono-oksygenaasigeeneja sisiltidvan biologisesti
funktionaalisen plasmidin. T8md plasmidi (nimetdén
"pAUT1") voidaan siirtdd konjugoimalla mikro-organismi-
isintdsoluun, josta puuttuu tolueenimono-oksygenaasigeeni-
jdrjestelmd ja joka siten ei pysty muuttamaan tolueenia p-
kresoliksi. Kyseisen keksinnén erityisen edullisessa suo-
ritusmuodossa pAUTl-plasmidin mikro-organismi-is#éntdsolu

‘on Psedomonas putida Y210l1.

Kyseinen keksinté kdsittia myOs tolueenimono-oksy-
genaasigeenit, jotka on eristetty ja kloonattu PmKR1:stad
erilaisina DNA-geenisegmentteind sopivaan, itsendisesti
replikoituvaan plasmidivektoriin, jolloin on saatu sarja
yhdistelm#plasmideja, joista kukin sis#1t#8 tolueenimono-
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oksygenaasigeenisegmentin. Kukin tdllainen yhdistelmdplas-
midi on biologisesti funktionaalinen ja sit# voidaan k#yt-
tdd mikro-organismi-isdnt8solun transformoimiseksi, jol-
loin kyseinen mikro-organismi-is&ntdsolu saa kyvyn muuttaa
tolueenia p-kresoliksi. '

Kyseinen keksintd k#sittd8 edelleen sarjan t#llai-
sia transformoituja mikro-organismi-is&ntdsoluja. Kyseisen
keksinndn erityisen edullisessa suoritusmuodossa mikro-
organismi-isdntdsolu on E. coli HB10l1l, yhdistelm#plasmidi
on pMY402 ja indusori on isopropyylitiogalaktosidi (IPTG).
pMY402-yhdistelmédplasmidi on pMMB66EH-plasmidi, johon on
insertoitu 4,6 kb:n PmKR1-tolueenimono-oksygenaasigeeneji
koodaava XhoI-fragmentti. Kyseisen keksinndn toisessa
erityisen edullisessa suoritusmuodossa mikro-organismi-
isdntdsolu on E. coli FM5, yhdistelm#plasmidi on pKY287 ja
indusorina on l&mpd (42°C). pKY287-yhdistelm#plasmidi on
pCFM1146-plasmidi, johon on insertoitu 4,6 kb:n PmKR1-
tolueenimono-oksygenaasigeenej8 koodaava XhoI-fragmentti.
Ndmd saadut yhdistelmdisidntisolut ilmaisevat tolueenimono-
oksygenaasientsyymiaktiivisuutta tasoilla, jotka ylittavit
villityypin PmKRl-solujen aktiivisuuden, joista tolueeni-
mono-oksygenaasigeenit eristettiin.

Kyseinen keksintd koskee menetelmd8 tiettyjen
mikrobiaalisten biokonversioiden suorittamiseksi k&yttden
PmKR1:td tai PmKR1l-tolueenimono-oksygenaasigeeneji sis#l-
tdvid transformoitu mikro-organismi -is#nt#dsoluja, erityi-
sesti valitun fenyyliyhdisteen muuttamiseksi wvalituksi
fenoliyhdisteeksi. Kyseisen keksinn®n erityisen edullisena
suoritusmuotona tarjotaan menetelm8 p-hydroksifenyylietik-
kahapon valmistamiseksi k#ytt#en PmKR1-tolueenimono-oksy-
genaasigeenejd sis#dlt&vid transformoitu mikro-organismi -
is&ntdsoluja.

Kyseinen keksintd koskee my®ds menetelm#id indigon
tuottamiseksi mikrobiaalisesti indolista k#yttden PmKR1-
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soluja tai PmKR1-tolueenimono-oksygenaasigeenejd sisdlta-
vis transformoitu mikro-organismi -is#ntdsoluja.

Kyseisen keksinndn muita nikdkohtia ja etuja tulee
alan ammattilaisille ilmeiseksi heiddn tutustuessaan seu-
raavaan yksityiskohtaiseen kuvaukseen.

Suppea kuvaus piirroksista

Kuvio 1 havainnollistaa PmKRl:n tolueenimono-oksy-
genaasi- (TMO-) reitin vaiheita.

Kuvio 2 esitt#i karttaa plasmidivektorista pKY235.

Kuvio 3 on yhteenveto yhdistelmdplasmideista Jja
plasmidivektoreista, jotka sisdltdvat tolueenimono-oksyge-
naasigeenejd sisdltdvia PmKR1-DNA-segmenttejs, sekd niihin
liittyvistd restriktiokartoista.

Yksityiskohtainen kuvaus

Menetelm#t ja materiaalit, jotka havainnollistavat
keksinndn mukaista k&yt#ntdd ja jotka kidsittdvdt té&mdnhet-
kiset edulliset suoritusmuodot, liittyvdt spesifisesti
PmKR1-alkuperds oleviin, plasmidin kantamiin DNA-geeniseg-
mentteihin, jotka koodaavat PmKR1-tolueenimono-oksygenaa-
sientsyymij4rjestelmén geenejé. Konjugoimalla tai trans-
formoimalla n#it8 plasmidin kantamia DNA-geenisegmenttejd
voidaan vieds tiettyihin mikro-organismi-is&ntdsoluihin ja
ilmaista ndissd. PmKR1-tolueenimono-oksygenaasigeenejd
sisiltidvidt mikro-organismi-is#éntédsolut ovat hyddyllisid
menetelmissi tiettyjen biokonversioiden suorittamiseksi.

Keksint&d havainnollistetaan seuraavaksi seuraavil-
la esimerkeill#d oheisiin piirroksiin viitaten. Esimerkkei-
hin el sis#lly yksityiskohtaisia kuvauksia tavanomaisista
menetelmistd, joita kédytetéén DNA:n eristdmiseksi, DNA:n
pilkkomiseksi restriktioentsyymeilld, vektorien rakentami-
seksi, kiinnostavia polypeptideja koodaavien DNA-geeniseg-
menttien insertoimiseksi t#llaisiin vektoreihin (esim.
plasmideihin) tai saatujen yhdistelméplasmidien'viemiseksi
mikro—organismi-isantasoluihin. T41laiset menetelmdt ovat
geenimanipuloinnin alan ammattilaisten'hyvin tuntemia ja
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niitd kuvataan lukuisissa julkaisuissa mukaanlukien seu-
raavat: Maniatis et.al., Molecular Cloning - A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1982); Davis

et.al., Basic_ Methods in Molecular Biology, Elsevier
Science Publishing Co. (1986); Current Protocols in
Molecular Biology, toim. Ausubel et.al., Greene Publishing
Associates ja Wiley Interscience (1987).

Esimerkki 1

PmKR1-solujen kasvatus

Pseudomonas mendocina KR-1:td kasvatettiin yén yli
30°C:ssa PAS-kasvualustalla tai PAS-agar-maljalla
(Chakrabarty et.al., Proc.Natl.Acad.Sci. U.S.A. 70 (1973)
1137-1140) lisdten tolueenia (h8yryn#) kasvua ja tolueeni-
mono-oksygenaasigeenien indusointia silm#ll&pitden.

Esimerkki 2 '

PmKR1 BglII -kirjaston rakentaminen E. coli
HB10l:een

A. PmKR1-DNA:n valmistus

Kokonais-DNA eristettiin PmKR1l:st# tavanomaisilla
menetelmilld. Lyhyesti, PmKR1l:td siirrostettiin esimerkin
1 mukaiseen\tolueenia sis8ltédvddn kasvualustaan ja inku-
boitiin ravistellen 30°C:ssa y®n yli (13-17 tuntia). Inku-
boinnin pd&tyttyd8 stationdirisessd kasvuvaiheessa olevat
PmKR1-solut otettiin sentrifugoimalla talteen. Soluissa
aikaansaatiin 1lyysi, mink# j#lkeen kokonais-PmKR1-DNA
uutettiin ja puhdistettiin kuten kuvanneet Dhaese et.al.,
Nucleic Acid Res. 7 (1979) 1837-1849.

B. Plasmidi-DNA:n valmistus

PRK290-plasmidin (Ditta et.al., Proc.Natl.Acad.Sci.
U.S.A. 77 (1980) 7347-7351) sisdltévd E. coli HB10l siir-
rostettiin L-liemeen ja inkuboitiin ravistellen 37°C:ssa
ybn yli. Bakteerisolut otettiin sentrifugoimalla talteen,
niissd aikaansaatiin lyysi ja valtaosa kromosomi-DNA:sta
Ja solujétteestd poistettiin sentrifugoimalla. pKR290-
plasmidi-DNA:ta puhdistettiin sitten tavanomaisten teknii-
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koiden mukaan k&yttden seesiumkloridi/etidiumbromidi-ti-
heysgradientteja.

C. Yhdistelm3plasmidin valmistus

Edelld osassa A saatua kokonais-PmKR1-DNA:ta ja
edells osassa B saatua pRK290-plasmidi-DNA:ta kisiteltiin
erikseen restriktioendonukleaasilla BglII tdydellisen
pilkkomisen olosuhteissa. BglII:lla pilkottu PmKR1-DNA
sekoitettiin BglII:lla pilkottuun pRK290-plasmidi-DNA:han
ja seosta inkuboitiin DNA-ligaasilla.

D. Transformointi yhdistelm#dplasmidilla

Edelld osassa C saadulla ligatoidulla DNA:1la
transformoitiin E. coli HB10l:t& ja transformoidut solut
maljoitettiin L-agar-valikointimaljoihin, joissa kasvu-
alusta sis#lsi 10 mikrogrammaa/ml tetrasykliinisd. Vain ne
solut, jotka ovat menestyksekkdisti transformoituneet ja
jotka sis&dltdvat pRK290-plasmidin tai yhdistelm&-pRK290-
plasmidin, joka sisdltaa PmKR1-DNA:ta, kykenevdt kasvamaan
valikointimaljapinnoilla. valikointimaljapinnoille kasva-
neet pesikkeet testattiin PmKR1-tolueenimono-oksygenaasi-
geenejd sisdltdvien yhdistelmdplasmidien ldsndolon suhteen
esimerkin 3 mukaisella konjugaatio- ja komplementaatioseu-
lontamiirityksella.

Esimerkki 3

Konjugaatio- ja komplementaatioseulontamddritys

Esimerkin 2 mukaan valmistetun PmKR1-BglII-kirjas-
ton ja esimerkin 8 mukaan valmistetun PmKR1-SacI-kirjaston
seulomiseksi PmKR1-tolueenimono-oksygenaasigeenejd sisal-
tivien yhdistelm&plasmidien toteamiseksi k#ytettiin komp-
lementaatiomiiritystd, joka kdsittaa plasmidin siirtémisen
bakteerikonjugaation valitykselld. Taten plasmideja siir-
rettiin bakteerikantojen v&lilléa konjugaatio- ("parinmuo-
dostus-") menettelylld, jota ovat kuvanneet Yen ja
Gunsalus, Proc.Natl.Acad.Sci. U.S.A. 79 (1982) 874-878 ja
josta menettelystd on alla esitetty lyhyt yhteenveto.
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Esimerkin 2 tai esimerkin 8 mukaisilta valikointi-

~maljoilta irrotettiin pesdékkeitd kevyesti raaputtamalla ja

L-lientd kdyttden. Saatu bakteerisoluliete pestiin mahdol-
lisen tetrasykliinin poistamiseksi ja lietettiin L-liemeen
parinmuodostusta silmdllédpitéden. Luovuttajasoluja, avusta-
jasoluja (mik&li tarpeen) ja vastaanottajasoluja, jotka
olivat logaritmisessa kasvuvaiheessa, sekoitettiin liet-
teind samat tilavuudet. Pieni8 seoserid maljoitettiin L-
agar-maljoihin, jJolssa siis kaikki solutyypit kykenivit
kasvamaan. Y6n kest&neen inkuboinnin 30°C:ssa j4lkeen solut
maljoitettiin edelleen PAS-agar-valikointimaljoihin, jois-
sa kasvualusta sisdlsi 50 mikrogrammaa/ml tetrasykliinii.
Kasvun ailnoaksi hiilil&hteeksi tarjottiin tolueenia. To-
lueenihdyryd johdettiin valikointimaljaan kiinnitt&m#lli
teipilld maljan kanteen tolueenia sis#dltdvd putki, jonka
pdd oli tilkitty vanulla. Td4ssd valikointimaljassa kykene-
vdt kasvamaan vain halutut transkonjugaatit. Kaikissa
suoritetuissa kokeissa luovuttajasolut olivat E. coli
HB101 -kirjastosta (joko esimerkin 2 mukainen BglII-kir-
jasto tai esimerkin 8 mukainen SacI-kirjasto), joka késit-
tdd parinmuodostuksessa siirrettdvdn yhdistelmdplasmidin
(PRK290 tai pKY235, joka sis#lt#3 PmKRl-geenisegmentteji).
Kdytetyt avustajasolut olivat E. coli HB101 -soluja, jotka
sisdlsivdt avustajaplasmidin pRK2013, joka plasmidi varus-
ti tra-geenejd ei-sis#ltdvidt siirtoplasmidit siirtofunk-
tioilla. Vaihtoehtoisesti avustajaplasmidi pRK2013 vietiin
suoraan luovuttajasoluihin siirtofunktion tuottamiseksi
tdlle. Vastaanottajakanta oli jokin useista Pseudomonas
mendocina KR-1 -mutanttikannoista (PmY4001, PmY4002,
PmY4007), jotka valmistettiin kuten kuvattu esimerkissi 4.
Kunkin mutanttikannan tolueenimono-oksygenaasigeeni on
puutteellinen eik#8 kanta kykene muuttamaan tolueenia p-
kresoliksi. Sitten kun yhdistelm#plasmidi, joka sis#ltsi
vastaanottajakannassa puutteellisen spesifisen PmKR1l-to-

lueenimono-oksygenaasigeenin, on menestyksekkd4sti siir-
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retty konjugoimalla, saatu transkonjugaatti kykenee muo-
dostamaan pesdkkeen tolueenia kasvun ainoana hiilildhteend
sisiltavisn valikointimaljaan.

Valikointimaljapinnoille kasvaneita pesdkkeitd
puhdistettiin viivasiirrostamalla jokainen pes8ke kerran
tai kahdesti valikointimaljaan. N&itd transkonjugaatteja
manipuloidaan edelleen esimerkin 5 mukaan.

Esimerkki 4

Pseudomonas mendocina KR-1 -mutanttikantojen val-

mistus

PmKR1-soluja mutatoitiin ja tolueenimono-oksygenaa-
sin osalta puutteelliset mutantit eristettiin seuraavan
menettelyjérjestelyn mukaan. Soluja kasvatettiin 5 ml:ssa
L-lientd optiseen tiheyteen 660 nm:n aallonpituudella
(0.D.4) noin 0,7, minkd jélkeen ne uudelleenlietettiin 2
ml:aan 50 mM sitraattipuskuria, pH 6,0, joka sisdlsi N-
metyyli—N'—nitro—N—nitrosoguanidiinia(nitrosoguanidiinia)
pitoisuuden 0,2 mg/ml. Soluja inkuboitiin huoneen 14mpdti-
lassa 20 minuutin ajan, mink& jédlkeen ne pestiin kahdesti
2 ml:lla 1 M fosfaattipuskuria, pH 7,0, ja uudelleenlie-
tettiin 50 ml:aan L-lientd. Soluja kasvatettiin ybén yli,
minkd j&lkeen niité viivasiirrostettiin L-agarmaljoihin
yksittédispesékkeiden saamiseksi. Yksittdiset pesdkkeet
noukittiin talteen ja viivasiirrostettiin PAS-maljoihin,
joissa kasvualusta sis#lsi tolueenia tai p-kresolia ai-
noana hiilil&hteend. Tolueenimono-oksygenaasin osalta
puutteelliset mutantit, PmY4001, PmY4002 ja PmY4007 eris-
tettiin kantoina, jotka kasvoivat p-kresolilla mutta eivdt
tolueenilla. Esimerkiss# 11 kuvatun mukaisella tolueeni-
mono-oksygenaasimisritykselld varmistettiin edelleen, ettd
ndiden mutanttien tolueenimono—oksygenaasientsyymijarjes-
telmd on puutteellinen.

Samankaltaisia mutatointitekniikoita kiyttdmdlla
voidaan saada mutantteja, jotka on puutteellisia TMO-reit-
tientsyymi:ap-hydroksibentsaldehydidehydrogenaasi suhteen.
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Kun PmKRl-soluja on k&dsitelty nitrosoguanidiinilla edell#
kuvatun mukaisesti, p-hydroksibentsaldehydidehydrogenaasin
osalta puutteelliset mutantit eristet8in kantoina, jotka
kasvavat p-hydroksibentsoaatilla, mutta eiv3t kasva to-
lueenilla, p-kresolilla, p-hydroksibentsyylialkoholilla
tal p-hydroksibentsaldehydilli.

Esimerkki 5

9,4 kb:n BglII-fragmentin eristys

Useita (12) esimerkin 3 mukaaan eristettyjd, PmKR1-
tolueenimono-oksygenaasigeenejd sisdltdvi8 PmY4001-trans-

konjugaattipesdkkeit8 karakterisoitiin edelleen seuraavas-
ti. Kukin pesdke kasvatettiin ja plasmidi-DNA eristettiin
tavanomaisilla menetelmilld. Kustakin isolaatista saadulla
plasmidi-DNA:1la transformoitiin E. coli HB10l -soluja.
Kunkin transformantin ké&sittdm8 plasmidi siirrettiin
PmY400l:een konjugoimalla esimerkin 3 mukaan lukuunotta-
matta, ettd valikointimaljat sisdlsivdt tetrasykliinid ja
glukoosia (2 mg/ml). Kunkin transkonjugaatin kasvua to-
lueenilla testattiin maljoittamalla solut PAS-agarille,
jota oli t&ydennetty 50 mikrogrammalla/ml tetrasykliinii
sekd jota tdydennettiin tolueenih&yryll#d. Sitten kun oli
varmistuttu plasmidin tolueenimono-oksygenaasia komplemen-
toivasta aktiivisuudesta transkonjugaateissa, kutakin
tdllaista HBl10Ol-transformanttia kasvatettiin ja plasmidi-
DNA eristettiin tavanomaisilla menetelmill&.

DNA:ta pilkottiin BgllI:1lla ja kustakin transkonju-
gaattipesdkkeestd eristettiin 9,4 kb:n fragmentti, joka
komplementoi kutakin esimerkin 4 PmKRl1-mutanttikantaa
tolueenin kd8ytdn osalta. T&md3 tulos osoitti, ettd
PmKR1:std perdisin oleva 9,4 kb:n BglII-fragmentti sisdlsi
yhden taili useamman tolueenimono-oksygenaasigeenin. Kaksi
Sacl-keskusta paikannettiin kartassa 1l8helle 9,4 kb:n

BglII-fragmentin toista p&ityi.
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Esimerkki 6
pKY235-plasmidivektorin rakentaminen

Lihtdmateriaalina pKY235-plasmidin rakennuksessa
oli plasmidi pKY217, jota ovat kuvanneet Yen ja Gunsalus,
J.Bacteriol. 162 (1985) 1008-1013. pKY235-plasmidi raken-
nettiin seuraavan vaihesarjan mukaan. Ensimmiisessd vai-
heessa nahR- ja nahG-geenit sisdltdvd 5,1 kb:n HindIII-
fragmentti pKY217:sta kloonattiin pKT240-plasmidin
HindIII-keskukseen, jota plasmidia ovat kuvanneet
Bagdasarian et.al., Gene 26 (1983) 273-282. T4std ensim-
miisestd vaiheesta saatu plasmidi nimettiin pKY219:ksi.
Toisessa vaiheessa nahR- ja nahG-geenit sisdltéva noin 7
kb:n BamHI-SacI-fragmentti pKY219:std kloonattiin pKT231-
plasmidin BamHI- ja SacI-keskuksiin, jota plasmidia kuvaa-
vat Bagdasarian et.al., Gene 16 (1981) 237-247. Saatu
plasmidi nimettiin pKY223:ksi. Seuraavassa vaiheessa nahR-

geenin, 200 emdsparia nahG-geenisté sekd kanamysiiniresis-
tenssin tuottavan geenin sis#lt#8vd 6 kb:n PstIl-fragmentti
pKY223ﬁsta kloonattiin pUC19-plasmidin PstI-keskukseen,
jota plasmidia kuvaavat vanisch-Perron et.al., Gene 33
(1985) 103-119. Saatu plasmidi nimettiin pKY256:ksi. 6
kb:n PstI-fragmentin suuntautuminen pKY256:ssa osoitti

pUC19:n monikloonauskeskuksen SalI-keskuksesta EcoRI-kes-
kukseen paikaksi valittém#sti alavirtaan PstIl-keskuksesta
nahG-geenissé. Viimeisessd vaiheessa kanamysiiniresistens-
sin tuottavan geenin, nahR-geenin, 200 emdsparia nahG-
geenistd seka monikloonauskeskuksen sis#ltdvidn 5,4 kb:n
BstEII-EcoRI-fragmentin pKY256:sta pidsty téytettiin E.
coli DNA-polymeraasi-I:n suurella fragmentilla, minka
jdlkeen ensinmainittu fragmentti insertoitiin Dittan
et.al., Proc.Natl.Acad.Sci. U.S.A. 77 (1980) 7347-7351,
kuvaamaan pRK290-plasmidiin korvaamaan pRK290:n noin 1
kb:n §EQI—fragmentti. Saatu plasmidi nimettiin pKY235:ksi,
ja siitd on esitetty kartta kuviossa 2.
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Esimerkki 7

pCFM1146-plasmidivektorin rakentaminen

L&htSmateriaalina pCFMl1146-plasmidin rakennuksessa
oli plasmidi pCFM836. Yksityiskohtainen kuvaus ilmaisuvek-
torien, mukaanlukien pCFM836:n, rakentamisesta on esitetty
US-patenttijulkaisussa 4,710,473, joka tdten sis8llytetsin
kokonaisuudessaan t&h&n viitteeksi. pCFM836-plasmidi si-
sdltdd ldmpdindusoituvan promoottorin, restriktiokeskus-

pankin (kloonausrykelm&n), plasmidin replikaation alkukoh-
dan, transkription p&dtt4j4n, plasmidin kopiolukua s&&ti-
vid geenejd sekd kanamysiiniresistenssin tuottavan geenin,
mutta ei sisdlld kloonausrykelmdd vidlitttmisti edeltivii
synteettistd ribosomisitoutumiskeskusta. pCFM1146-plasmidi
saatiin pCFM836:sta korvaamalla pieni yksittdisten ClaI-
ja XbaI-restriktiokeskuksien vdlinen DNA-sekvenssi seuraa-
valla oligonukleotidilla:
5' CGATTTGATT 3!
3! TAAACTAAGATC 5'

sekd tuhoamalla l#dsndolevat kaksi endogeenista NdeI-rest-
riktiokeskusta NdeI:11l4 pilkkomalla, tdytt&m#lls sitten T, -
polymeraasientsyymilld sek#8 lopuksi tylppdp#dty-ligatoi-
malla.

Esimerkki 8

PmKR1-SacI-kirjaston rakentaminen E. coli HB10l:een

Esimerkin 6 mukaan valmistettua pKY235-plasmidivek-
toria kdyttden rakennettiin Sacl-kirjasto E. coli
HB10l:een tavanomaisten tekniikoiden genomikirjastojen
rakentamiseksi mukaan. PmKR1l:st# eristettiin kokonais-DNA
kuten kuvattu esimerkissd 2, osa A. Eristettyd PmKR1-
DNA:ta kdsiteltiin restriktioendonukleaasilla Sacl osit-
taispilkkomisolosuhteissa. DNA-fragmenttipopulaation saa-
miseksi, joka olisi rikastunut niiden fragmenttien suh-
teen, jotka sisdltdvdt joitakin PmKR1-tolueenimono-oksyge-
naasigeenejd tai kaikki n#m# geenit, k#ytettdvdksi t&m#n
SacI-kirjaston rakentamiseksi osittain pilkottu PmKR1-DNA
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fraktioitiin koon perusteella tavanomaisilla menettelyilld
10 $ - 40 % -sakkaroositiheysgradienttia kdyttden. DNA-
fraktiot otettiin talteen sentrifugoimalla 24 tunnin ajan
26 000 kierr./min. kierrosnopeudella SW-28-sentrifugiput-
kissa ja -roottorilla, minkd jélkeen niit4 testattiin
hybridoimalla. 9,4 kb:n leII—fragmentti, joka eristettiin
esimerkin 2 mukaan rakennetusta BgllI-kirjastosta ja jonka
tiedettiin esimerkin 5 mukaan komplementoivan tolueenin
kdytdn osalta kaikkia PmKR1-mutanttikantoja ja joka siten
oletettavasti sis#ltdisi ainakin yhden PmKR1-tolueenimono-
oksygenaasigeeneistd, leimattiin radioaktiivisella leimal-
la, mink& j4lkeen sita koettimena kidytt#en valikoitiin
sakkaroosigradienttituotteesta hybridoituvia fraktioita.
Hybridoituvat fraktiot yhdistetiiin pooliksi DNA-fragment-
tipopulaation saamiseksi, joka on rikastunut PmKRl-toluee-
nimono-oksygenaasipitoisten fragmenttien suhteen. TEtE
rikastettua DNA-fragmenttipopulaatiota kidyttden rakennet-
tiin SacI-kirjasto.

Rikastettu SacI:114 pilkottu PmKR1-DNA sekoitettiin
SacI:114 pilkottuun pKY235-p1asmidi-DNA:han ja inkgboitiin
DNA-ligaasilla. Ligatoidulla DNA:lla transformoitiin E.
coli HB1l0l1 Jja transformoituneet solut maljoitettiin L-
agar-valikointimaljoihin, joissa kasvualusta sisslsi 10
mikrogrammaa/ml tetrasykliinia. valikointimaljapinnoilla
kykenevdt kasvamaan vain menestyksekk&é#sti transformoidut
sekd pKy235-plasmidin tail yhdistelma-pKYZS5-p1asmidin,
joka sis&8ltdad PmKR1-DNA:ta, sisdltdvat solut. Transfor-
manttipesdkkeita testattiin PmKR1-tolueenimono-oksygenaa-
sigeenien suhteen esimerkin 3 mukaisella konjugaatio- ja
komplementaatiomaarityksella.

Esimerkki 9

20,5 kb:n SacI-fragmentin eristys

Useita (10) tolueenia ainoana hiilildhteend k&yttad-
visi transkonjugaatteja karakterisoitiin edelleen erista-
m4lld plasmidi-DNA, transformoimalla silld E. coli HB101
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sekd konjugoimalla PmY4001l:een kasvun tolueenilla suhteen
testaamiseksi esimerkin 5 mukaan. E. coli HB10l -transfor-
manttia, Jjoka sis#dlsi tolueenimono-oksygenaasigeeneji
sisdltédvédn yhdistelmd-pKY235-plasmidin (nimettiin
pKY266:ksi), kasvatettiin ja plasmidi-DNA eristettiin
tavanomaisten menetelmien mukaan. pKY266-plasmidi-insertin
restriktioentsyymianalyysi osoitti insertin sisdltivin
kaksi SacI-fragmenttia, 10,2 kb:td ja vastaavasti 10,3
kb:td. 10,2 kb:n SacI-fragmentti sis8ltd4 8 kb:t8 esimer-
kissd 5 kuvattua 9,4 kb:n BglII-fragmenttia.

Esimerkki 10

Yhdistelmdplasmidien rakentaminen tolueenimono-

oksygenaasigeenien kartoittamiseksi

PKY266:n 10,2 kb:n SacI-fragmentti alakloonattiin
edelleen korkean kopioluvun omaavaan E. coli -ilmaisuvek-
toriin pUC19, jota kuvaavat Yanisch-Perron et.al., Gene 33
(1985) 103-119, ja saatu yhdistelmdplasmidi nimettiin
PKY277:ksi. pKY277-plasmidilla transformoitiin E. coli
JM109 -soluja. T&m& uusi, JIM109/pKY277:ksi nimetty E. coli

'-kanta syntetisoi L-liemessd8 sinistd pigmentti3, joka

omasi indigolle tyypillisid ominaisuuksia. T&11l4 kannalla
todettiin myds tolueenimono-oksygenaasiaktiivisuutta.
Tolueenimono-oksygenaasigeenien lisdkartoitus yhdisti
indigoa tuottavan ominaisuuden tolueenimono-oksygenaasiak-
tiivisuuden ldsndoloon. (Katso taulukko I).

PKY277:n 10,2 kb:n SacI-fragmenttia pilkottiin
joukolla restriktioentsyymejd ja muodostettiin kuviossa 3
esitetyn mukainen osittainen restriktiokartta. T&m#n rest-
riktiokartan nojalla 10,2 kb:n SacI-fragmentin pKY277:ss4
toisesta pdddystd poistettiin jJoukko DNA-fragmentteja,
jolloin saatiin kuviossa 3 esitetyt plasmidit pKY280,
PKY281, pKY282 ja pKY283. Alakloonaamalla 4,6 kb:n XhoI-
fragmentti pKY282:sta pUC19:n Sall-keskukseen saatiin
plasmidi pMY40l1. 4,6 kb:n XhoI-fragmentin sisdltdvd 4,6
kb:n  BamHI-SphI-fragmentti  pMY40l:std insertoitiin
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vanisch-Perronin et.al., Gene 33 (1985) 103-119, kuvaamaan
E. coli -ilmaisuvektoriin puCl8, jolloin saatiin plasmidi
pMY404. pUCl18-plasmidi on pUC19:48n n#dhden identtinen
lukuunottamatta, ett#d monikloonauskeskus on suuntautunut

lac-promoottoriin ndhden vastakkaisesti. Seurauksena tdstd
4,6 kb:n XhoI-fragmentti insertoitui puCl8-plasmidiin
suuntauksen lac-promoottoriin osalta pUCl9-plasmidiin
nihden vastakkaisesti. pKY277:n 4,6 kb:n XhoI-fragmentti
kloonattiin my8s laajan isintivalikoiman omaavaan plasmi-
divektoriin pMMB66EH, jota kuvaavat Furste et.al., Gene 48
(1986) 119-131, plasmidin pMY402 rakentamiseksi. Lisdksi
kuten esitetty kuviossa 3 pKY282:n 5,9 kb:n SacI-Xmal-
fragmentin vasemmasta pdadysta poistettiin 2,2 kb:n Sacl-
BglII-fragmentti pilkkomalla pKY282-DNA:ta SacI:118 Ja
BglII:1lla, tdyttdmalla paadyt E. coli DNA-polymeraasi-I:n
suurella fragmentilla sekd ligatoimalla p#&dyt. Saatu
plasmidi nimettiin pMY400:ksi.

Kuten esitetty taulukossa I (esimerkin 11 maadrityk-
sen mukaisesti) pMY402:n sis#dlt8vét solut reagoivat
IPTG:hen tolueenimono-oksygenaasigeenien indusoinnissa.

T4m4d tulos paikansi tolueenimono-oksygenaasigeenit 4,6
kb:n XhoI-fragmenttiin ja paljasti tolueenimono-oksygenaa-
sigeenien transkription suunnaksi vasemmalta oikelle kuten
esitetty kuviossa 3. Erot 4,6 kb:n Xhol-fragmentin suun-
tauksessa pMY40l:ssi ja pMY404:ssd seka tolueenimono-oksy-
genaasiaktiivisuudessa pMY40l:n ja pMY404:n sisdltdvissa
soluissa (taulukko I) sopivat samoin loogisesti yhteen
tolueenimono-oksygenaasigeenien juuri t&médn transkriptio-
suunnan kanssa. Tolueenimono-oksygenaasigeenien ilmaisemi-
seksi korkealla tasolla pKY282:n 4,6 kb:n XhoI-fragmentti
kloonattiin myss E. coli -ilmaisuvektorin pCFM1146 Xhol-
keskukseen (kuten kuvattu esimerkissd 7) pKY287:n rakenta-
miseksi.
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Esimerkki 11

Tolueenimono-oksygenaasiméiritys

Soluja kasvatettiin 0,4 % glutamaattia sis4ltdvissi
PAS-kasvualustassa tai L-liemessd kyll#styspisteeseen. Ne

uudelleenlietettiin sopivaan tilavuuteen samaa kasvualus-
taa pitoisuudeksi, joka vastasi optista tiheytti 3,0 660
nm:n aallonpituudella. Niyte-erd soluja k#ytettiin pro-
teiinipitoisuuden mé&rittémiseksi Bradfordin menetelm4lls,
Anal.Biochem. 72 (1976) 248, Bio-Rad -proteiinim#iritysts
kdyttden. 0,5 ml:n erd soluja sekoitettiin 4 mikromooliin
p-kresolia 10 mikrolitrassa ja 15 nanomooliin radioaktii-
vista tolueenia (tolueenirengas-!*C, Sigma Chemical Co.,
56,3 mCi/mmol) 5 mikrolitrassa ja seosta inkuboitiin huo-
neen lamp&tilassa silloin t4118in vortex-sekoittajalla
sekoittaen 20 minuutin ajan. Inkuboinnin p#&tyttyd 20
mikrolitraa seosta sijoitettiin t#pliksi pienelle palasel-
le ohutkerroskromatografialevyd, mink#4 j&lkeen levys kui-
vattiin ilmassa 20 minuutin ajan. Suodattimelle j4&nyt ei-
haihtuva radioaktiivisuus mdsritettiin nestetuikelaskijal-
la ja siit8 laskettiin levyn k4sittidmin tolueenihajoamis-
tuotteen mdd8rd ja tolueenimono-oksygenaasin spesifinen
aktiivisuus. Tulokset on esitetty taulukossa I.
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Taulukko I

Tolueenimono-oksygenaasi- (TMO-) geenien ilmaisu E.
colissa ja P. mendocinassa

plas-  Indusori Isdntésolu TMO:n spesi-  Indinen
midi finen aktii- muodostus

visuus

{nmole

min-1 mg-1)
pAUT1 tolueeni P. KR1 0.130 +
pAUT1 .- B. KRl 0.010 +
pKY266 - P. putida KT2440 0.020 +
pKY277 - E. coli JH109 0.010 +
pHY405 = E. soli HBlOl 0.005 -
pMY405 IPTG E. gcoli HB1O1 0.015 +
pKY280 - E. soll JH109 0.010 +
pKY281 - E. coli JM109 0.010 +
pKY282 - E. soli JM109 0.010 +
pKY283 - E. soli JM109 0.005 -
pHY400 - E. coli JMB) 0.005 .
pMY401 - E. goll IM83 0.035 +
piYL04 - E. coll Ju83 0.010 +
pHY402 - E. soli HB1O1 0.005 -
pMY402 1IPTG E. scoli HB1Ol 0.200 +
pHY287 1ampd . E. goll FM5 0.500 +
pUC19 - E. soll JM109 0.005 .
pMMB66EH 1PTG E. soli HB101 0.005 .
pFCH1146 1&mpd E. coli M5 0.005 .

Esimerkki 12

Tiettyjen fenyyliyhdisteiden muuttaminen tietyiksi
fenoliyhdisteiksi

A. Muuttaminen PmKRl-soluilla

Monet fenyyliyhdisteet, mukaanlukien tolueeni,
metyylifenyylietikkahappo, etyylifenyylietikkahappo, 2-
fenyylietanoli, asetanilidi, fluoribentseeni ja etyyli-

bentseeni, voivat toimia PmKR1l:n tolueenimono-oksygenaasi-
jarjestelmdn substraatteina ja siten tulla para-hydroksy—
loinnin kautta muutetuiksi sen toimesta fenoliyhdisteiksi.
Seuraava kaavio havainnollistaa useita mahdollisia konver-
sioita:
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Jossa:
I on tolueeni
II on p-kresoli

CH 000 )

—

1994

Jjossa:

-CH

1z

HCo0H y

v

III on metyylifenyylietikkahappo

IV on p-hydroksimetyylifenyylietikkahappo

QA OH,0M

o BT= F1o]
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Kutakin konversiota varten fenyyliyhdistesubstraat-
tia (esimerkiksi kaavan I, III tai V mukaista) sekoitet-
tiin PmKR1-soluihin ja inkuboitiin riittdvin pitk#én ajan
biokonversion aikaansaamiseksi, mink4 jdlkeen fenoliyhdis-
teiden lisnfolo m#dritettiin seuraavasti. | |

pPseudomonas mendocina KR-1 -soluja kasvatettiin 25-
30°C:ssa 50 ml:ssa PAS-kasvualustaa, jota oli tdydennetty

0,4 %:1la glutamaattia, stationisriseen kasvuvaiheeseen
(12-16 tunnin ajan) 2,5 ml:sta tolueenia perdisin olevan
tolueenihdyryn lésndollessa (indusoitu) tai puuttuessa
(ei-indusoitu). 5-50 ml:n erd soluja uudelleenlietettiin
samaan tilavuuteen samaa kasvualustaa tai konsentroitiin
2,5x samassa kasvualustassa. Soluihin sekoitettiin subst-
raattia tietty mi#ir3d niin, ettd muodostui 15-30 mM liuos,
ja seosta inkuboitiin 25-30°C:ssa kiivaasti ravistellen 1-
24 tunnin ajan. Tyypillisesti seosta inkuboitiin 5-6 tun-
nin ajan. Fenoliyhdisteiden muodostuminen m#dritettiin
Guptan et.al., Clin.Biochem. 16:4 (1983) 220-221, analyy-
simenetelmin mukaan. Taulukossa II on esitetty analyysitu-

lokset useammam fenyylisubstraatin konversiolle fenoliyh-
disteeksi eri inkubointiajoilla ja -l4mpbtiloissa.
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Taulukko II

Fenoliyhdisteiden synteesi Pseudomonas mendocina

KR-1 -tolueenimono-oksygenaasilla

Substraatti (inkubointiaika ja Analyysin
-ldmp&tila) 0.D.g —lukema
asetanilidi (6 tuntia, 25°C) 1,07
fluoribentseeni (24 tuntia, 25°C) 0,73
metyylifenyyliasetaatti (6 tuntia, 30°C) 0,23
etyylifenyyliasetaatti (6 tuntia, 30°C) 0,13
etyylibentseeni (6 tuntia, 30°C) 0,37
2-fenyylietanoli (5 tuntia, 30°C) 0,16
substraatti ei-indusoidussa viljelmdssi - 0,03

B. Konversio mikro-organismi-is&ntdsoluilla, jotka
sisdltdvat PmKR1-tolueenimono-oksygenaasigeeneji koodaavia
yhdistelmé@plasmideja

Samat osan A mukaiset konversiot voidaan aikaansaa-
da kdyttdmélld mikro-organismi-is#ntdsoluja, jotka sissl-
tdvat esimerkin 10 mukaisia yhdistelm#plasmideja. Mit4
tahansa yhdistelm8plasmidia (paitsi pKY283:a tai
pMY400:48), joka koodaa funktionaalisia PmKR1-tolueeni-
mono-oksygenaasigeenejd, voidaan kdyttd3 sopivan mikro-
organismi-is8ntdsolun transformoimiseksi kuten kuvattu
esimerkissd 10. Edullisen menetelm8n mukaan pMY402:ta
kdytetddn yhdistelméplasmidina, E. coli HB101l:t# mikro-
organismi-is#éintdsoluna ja IPTG:t& indusorina kuten kuvattu
esimerkissd 11. Saatu kanta nimettiin HB101/pMY402:ksi.
Toisen edullisen menetelmdn mukaan pKY287:84 k#ytetiin
yhdistelméplasmidina, E. coli FM5:t4 mikro-organismi-~is#n-
tdsoluna ja 1l&8mpsdd (42°C, 1-3 tuntia) indusorina. Saatu
kanta nimettiin FM5/pKY287:ksi.
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Kutakin konversiota varten fenyyliyhdistettd (esi-
merkiksi kaavan I, III +tai V mukaista) sekditetaan
HB101/pMY402- tai FM5/pKY287-soluihin. Seosta inkuboidaan
riitt4vin pitk3n ajan biokonversion aikaansaamiseksi,
mink3 j4lkeen se analysoidaan kuten kuvattu osassa A feno-
liyhdisteiden 1l&sn#olon suhteen. Kutakin biokonversiota
HB101/pMY402-soluilla silmdllépitden soluja téytyy kasvat-
taa ja ne tulee analysoida IPTG:n l4sndollessa PmKRl-to-
lueenimono-oksygenaasiaktiivisuuden indusoimiseksi seuraa-
vasti. Soluja kasvatetaan PAS-kasvualustassa, joka sisil-
t&4 0,4 % glutamaattia ja pitoisuuden 1 mM IPTG, tai niitéd
kasvatetaan L-liemessd, joka k#sittdd pitoisuuden 1 mM
IPTG, kyllistyspisteeseen. Solut uudelleenlietetdsn sopi-
vaan tilavuuteen samaa kasvualustaa optiseen tiheyteen 3,0
660 nm:n aallonpituudella ja inkuboidaan substraatilla,
minkd j&lkeen suoritetaan mid#ritys kuten kuvattu osassa A.
Kutakin biokonversiota FM5/pKY287-soluilla silmdlldpitéen
soluja tulee kasvattaa seuraavissa ldmp&tila-olosuhteissa
PmKR1-tolueenimono-oksygenaasiaktiivisuuden indusoimisek-
si. FM5/pKY287-soluja kasvatetaan L-liemessd optiseen
tiheyteen 0,4 660 nm:n aallonpituudella. Viljelmid inku-
boidaan ravistellen 42°C:ssa 3 tunnin ajan, mink& jdlkeen
ne siirretidsn 30°C:seen ja inkuboidaan edelleen 2 tunnin
ajan. Solut uudelleenlietetd&dn tuoreeseen L-liemeen opti-
seksi tiheydeksi 3,0 660 nm:n aallonpituudella, niitd
inkuboidaan substraatilla ja suoritetaan m#dritys kuten
kuvattu osassa A.

Esimerkki 13

Tolueenin muuttaminen p-hydroksifenyylietikkahapok-

si

A. Konversio PmKRl-soluilla

Tolueenisubstraatin muuttamiseksi p-hydroksifenyy-
lietikkahapoksi tolueenia sekoitetaan PmKR1l-mutanttiin,
joka on puutteellinenxp—hydroksibentsaldehydidehydrogenaa-
sin osalta, kuten kuvattu esimerkissa 4, ja inkuboidaan
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riittdvidn pitk#n ajan tolueenin muuttamiseksi p-hydroksi-
bentsyylialkoholiksi. Toisessa vaiheessa p-hydroksibent-
syylialkoholivélituotteen sis#ltdvd soluseos saatetaan
reagoimaan nikkelin (Ni) Jja hiilimonoksidin (CO) kanssa
sellaisina pitoisuuksina ja sellaisissa 1amp6tiloissa,
jotka ovat riitt#vdt p-hydroksibentsyylialkoholin muutta-
miseksi p-hydroksifenyylietikkahapoksi, US-patenttijulkal-
sujen 4 482 497; 4 659 518; 4 631 348 menetelmien mukaan,
jotka sis#llytetdsn tdten tdhdn viitteiksi. Konversiokaa-
vio esitet#ddn seuraavasti:

CH, H, CH,OH CH,COOH
tolueeni- p-kresoli-
mono- oksy hydroksy-
genaa51 laasi Ni.CO
tolueeni p-kre5011 p—hydroks1bent— p-hydrok51fenyy1i-
syylialkoholi etikkahappo

B. Konversio mikro-organismi-issntdsoluilla, jotka
sis#dltivit PmKR1-tolueenimono-oksygenaasigeenejd koodaavia
yhdistelmdplasmideja

Sama osan A mukainen konversio voidaan suorittaa
kdytt&8m&1l14 mikro-organismi-iséntidsoluja, jotka sisdltédvit
p-kresolihydroksylaasigeenin ja esimerkin 10 mukaisia
yhdistelmdplasmideja. p-Kresolihydroksylaasigeeni voidaan
kloonata tavanomaisilla geenimanipulointitekniikoilla
lukuisista t4min geenin sis#ltdvistd mikro-organismeista,
mukaanlukien esimerkiksi PmKR1l:std taili plasmidista pND50
(Hewetson et.al., Genet.Res.Camb. 32 (1978) 249-255). Mitd
tahansa yhdistelmdplasmidia (lukuunottamatta pKY283:a tai
pMY400:44), joka koodaa funktionaalisia PmKR1-tolueeni-
mono-oksygenaasigeenej8, voidaan kdyttdd sopivan, esimer-
kiss8 10 kuvatun mukaisen mikro-organismi-iséntdsolun
transformoimiseksi. Edullisen menetelm#n mukaan kdytetdén
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HB101/pMY402-soluja. Toisen edullisen menetelmdn mukaan
kdytet8én FM5/pKY287-soluja.

Osassa A esitettyd konversiota silmillédpitden
tolueenia sekoitetaan HB101/pMY402-soluihin, joita kasva-
tetaan suorittaen indusointi IPTG:1ll4, tal FM5/pKY287-
soluihin, joita kasvatetaan suorittaen indusointi l8mmdlla
kuten kuvattu esimerkissd 12. Seosta inkuboidaan riittévan
pitk#n ajan tolueenin muuttamiseksi p-hydroksibentsyylial-
koholiksi, mink# j&lkeen se saatetaan reagoimaan Ni:n ja
CcO:n kanssa osan A mukalsesti konversion p-hydroksifenyy-
lietikkahapoksi aikaansaamiseksi.

Esimerkki 14

Metyylifenyylietikkahapon konversio p-hydroksife-

nyylietikkahapoksi

A. Konversio PmKRl-soluilla

Metyylifenyylietikkahapposubstraatin muuttamiseksi
p—hydroksifenyylietikkahapoksi metyylifenyylietikkahappoa
sekoitetaan esimerkissd 12 kuvatun mukaisesti kasvatettuun
PmKR1l:een ja inkuboidaan riitt&avén pitkdn ajan metyylife-
nyylietikkahapon muuttamiseksi p—hydroksimetyylifenyyli-
etikkahapoksi. Toisessa vaiheessa p-hydroksifenyylietikka-
happo-vdlituotteen sisiltavisn soluseokseen kohdistetaan
happohydrolyysi happopitoisuuksissa Ja l3mpbtiloissa,
jotka ovat riittdvat p-hydroksimetyylifenyylietikkahapon
muuttamiseksi p—hydroksifenyylietikkahapoksi. Konversio-
kaavio esitet##n seuraavasti:
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CH,COOCH, H,COOCH, CH,COOH
tolueeni-
mono-oksyge- happo-
naasi -~ hydrolyysi
OH OH
metyylifenyyli- p-hydroksimetyyli-  p-hydroksifenyyli-
etikkahappo fenyylietikkahappo etikkahappo

B. Konversio mikro-organismi-isantééoluilla, jotka
sisdltédvdt PmKR1-tolueenimono-oksygenaasigeeneji koodaavia
vhdistelmdplasmideja

Sama osan A mukainen konversio voidaan suorittaa
kdyttdmdlld mikro-organismi-isintésoluja, jotka sisdltdvit
esimerkin 10 mukaisia yhdistelmdplasmideja. Mitd tahansa
yhdistelmdplasmidia (lukuunottamatta pKY283:a tai
pMY400:848), joka koodaa funktionaalisia PmKR1-tolueeni-
mono-oksygenaasigeenejd, voidaan kdyttdd8 sopivan, esimer-
kissd 10 kuvatun mukaisen mikro-organismi-isdntdsolun
transformoimiseksi. Edullisen menetelmén mukaan kdytetddn
HB101/pMY402-soluja. Toisen edullisen menetelmdn mukaan
kdytetd8dn FM5/pKY287-soluja.

Konversion suorittamiseksli osassa A esitetyn mukai-
sestl metyylifenyylietikkahappoa sekoitetaan HB101/pMY402-
soluihin, joita kasvatetaan suorittaen indusointi
IPTG:118, tai FM5/pKY287-soluihin, joita kasvatetaan suo-
rittaen indusointi ldmm$l1ld, kuten kuvattu esimerkissd 12.
Seosta inkuboidaan riittdvdn pitk&n ajan p-hydroksimetyy-
lietikkahapon biokonversion aikaansaamiseksi, minkd j&l-
keen seokseen kohdistetaan happohydrolyysi happopitoisuuk-
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sissa ja ldmpdtiloissa, jotka ovat riittavat p-hydroksife-
nyylietikkahapon saamiseksi.

Esimerkki 15

Indolin konversio indigoksi

A. Konversio PmKRl-soluilla

Indolisubstraatin muuttamiseksi indigoksi 50
mikrogrammaa/ml indolia sekoitettiin esimerkissd 12 kuva-
tun mukaisesti kasvatettuihin PmKR1-soluihin ja inkuboi-
tiin riittavin pitk#én ajan indolin muuttamiseksi indigok-
si, yleensd 48 tuntia. Indigo voidaan eristaa soluseokses-
ta Ensleyn US-patenttijulkaisun n:o 4,520,103 esimerkissd
5 kuvaaman menettelyn mukaan.

B. Konversio mikro-organismi-isantasoluilla, jotka
sisaltav&tPmKRl-tolueenimono-oksygenaasigeenejaknodaavia
yhdistelm&plasmideja -

Sama osan A mukainen konversio voidaan suorittaa
kayttémallé‘mikro-organismi—isantasoluja, jotka sisdltdvat
esimerkin 10 mukaisia yhdistelmdplasmideja. Mit4d tahansa
yhdistelm8plasmidia (lukuunottamatta pKY283:a tai
pMY400:84), joka koodaa funktionaalisia PmKR1-tolueeni-
mono-oksygenaasigeeneja, voidaan k#yttd3 sopivan, esimer-
kissid 10 kuvatun mukaisen mikro-organismi-is&ntdsolun
transformoimiseksi. Edullisen menetelmi#n mukaan kdytetdan
HB101/pMY402-soluja. Toisen edullisen menetelm&n mukaan
kiytetdén FM5/pKY287-soluja.

Osassa A esitetyn konversion suorittamiseksi indo-
1ia sekoitetaan HB101/pMY402-soluihin, joita kasvatetaan
suorittaen indusointi IPTG:114, tai FM5/pKY287-soluihin,
joita kasvatetaan suorittaen indusointi 18mm&lla, kuten
kuvattu esimerkissid 12. Seosta inkuboidaan riittévén pit-
k4n ajan indolin biokonversion indigoksi saamiseksi.
Indigo voidaan eristaa soluseoksesta osan A mukaisella
menettelylld.
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Patenttivaatimukset

1. Eristetty, biologisesti funktionaalinen plasmi-
di, joka on perdisin tolueenimono-oksygenaasigeeneja sis-
a4lt&vastd Pseudomonas mendocina KR-1:std, tunnettu

siita, ettd geeni sijaitsee DNA-fragmentilla, jolla on
kuviossa 3 esitetty restriktiokartta, ja etta eristetylla,
biologisesti funktionaalisella plasmidilla on sellaiset
tunnisteominaisuudet, etta se sis&ltad tolueenimono-oksy-
genaasigeeneja ja kykenee taten siirtamadn kyvyn muuttaa
tolueenia p-kresoliksi mikro-organismi-is&ntésolulle, jol-
ta puuttuu taméd kyky.

2. Pseudomonas-suvun mikro-organismi-isantasolu,
tunnettu siitd, ettd siihen on siirretty konjugoi-
malla patenttivaatimuksen 1 mukainen bioclogisesti funktio-
naalinen plasmidi.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen mikro-organismi-
isadntésoluy, t unnet tu siitd, ettd Pseudomonas on
Pseudomonas putida Y2101.

4. Yhdistelmdplasmidi, tunnet¢tu siita,
etta se kasittaa plasmidivektorin, johon on insertoitu
DNA-segmentti, jolla on kuviossa 3 esitetty restriktio-
kartta ja joka koodaa Pseudomonas mendocina KR-1l:sta eris-
tettyjd tolueenimono-oksygenaasigeeneja.

S. Patenttivaatimuksen 4 mukainen yhdistelmdplasmi-
di, joka yhdistelmadplasmidi on biologisesti funktionaali-
nen, tunnettu siitd, ettd se kykenee transformoi-
maan mikro-organismi-isdntasolun ja tuottamaan kyvyn muut-
taa tolueenia p-kresoliksi mikro-organismi-isdntéasolulle,
jolta puuttuu té&ma kyky.

6. Patenttivaatimuksen 4 mukainen yhdistelmaplasmi-
di, tunnettu siitd, etta plasmidivektori on
puUCl18, pUC19, pKY235, joka on talletettu E. coli -kantaan
ATCC 67671, pMMB66EH, pMB66HE tai pCFM1146, joka on talle-
tettu E. coli -kantaan ATCC 67672.
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7. Patenttivaatimuksen 4 mukainen yhdistelméplasmi-
di, tunnettu siitd, ettd DNA-segmentti on 20,5
kb:n SacI-fragmentti, jonka restriktiokartta on kuviossa 3
esitetyn mukainen, tai sen aktiivinen alafragmentti.

8. Patenttivaatimuksen 4 mukainen yhdistelméplasmi-
di, tunnettu siitd, etta DNA-segmentti on 10,2
kb:n SacI-fragmentti, jonka restriktiokartta on kuviossa 3
esitetyn mukainen.

9. Patenttivaatimuksen 4 mukainen yhdistelmé&plasmi-
di, t unnettu siiti, ettd DNA-segmentti on 7,7
kb:n SacI-BamHI-fragmentti, jonka restriktiokartta on ku-
viossa 3 esitetyn mukainen.

10. Patenttivaatimuksen 4 mukainen yhdistelmaplas-
midi, tunnettu siitd, etta DNA-segmentti on 6,2
kb:n SacI-Sphl-fragmentti, jonka restriktiokartta on ku-
viossa 3 esitetyn mukainen.

11. Patenttivaatimuksen 4 mukainen yhdistelmaplas-
midi, tunnettu siita, ettd DNA-segmentti on 5,9
kb:n SacI-Xmal-fragmentti, jonka restriktiokartta on ku-
viossa 3 esitetyn mukainen.

12. Patenttivaatimuksen 4 mukainen yhdistelmaplas-
midi, tunnettu siita, ettd DNA-segmentti on 4,6
kb:n Xhol-fragmentti, jonka restriktiokartta on kuviossa 3
esitetyn mukainen.

13. Patenttivaatimuksen 4 mukainen yhdistelmaplas-
midivektori, t unnettu siitd, ettd se kasittdd
pKY235:n, joka on talletettu E. coli -kantaan ATCC 67671,
tai pCFM1146:n, joka on talletettu E. coli -kantaan ATCC
67672.

14. Mikro-organismi-isdnté&solu, t unn e t t u
siitd, ettd se on transformoitu patenttivaatimuksen 4 mu-
kaisella yhdistelmdplasmidilla.

15. Patenttivaatimuksen 14 mukainen mikro-organis-
mi-isdntdsolu, tunne¢ttu siita, ettd mikro-orga-
nismi-isantisolu on E. coli JM109, JM83, HB1Ol tai FMS5.
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16. Patenttivaatimuksen 14 mukainen mikro-organis-
mi-isdntésolu, tunnettu siitd, ettd se on trans-
formoitu patenttivaatimuksen 7 mukaisella yhdistelmiplas-
midilla.

17. Patenttivaatimuksen 14 mukainen mikro-organis-
mi-isdntésolu, t unnettu siitd, ettd se on trans-
formoitu patenttivaatimuksen 8 mukaisella yhdistelmaplas-
midilla.

18. Patenttivaatimuksen 14 mukainen mikro-organis-
mi-isa&ntasolu, t unnet tu siitd, ettd se on trans-
formoitu patenttivaatimuksen 9 mukaisella yhdistelmaplas-
midilla.

19. Patenttivaatimuksen 14 mukainen mikro-organis-

mi-isdntdsolu, t unnettu siitd, ettd se on trans-
formoitu patenttivaatimuksen 10 mukaisella yhdistelmaplas-
midilla.

20. Patenttivaatimuksen 14 mukainen mikro-organis-
mi-isdntadsolu, t unnettu siita, ettd se on trans-
formoitu patenttivaatimuksen 11 mukaisella yhdistelméaplas-
midilla.

21. Patenttivaatimuksen 14 mukainen mikro-organis-
mi-isdntdsolu, t unnettu siitd, ettd se on trans-
formoitu patenttivaatimuksen 12 mukaisella yhdistelméplas-
midilla.

22. DNA-segmentti, tunnettu siitd, etta se
kasittaa 20,5 kb:n SacI-fragmentin, jonka restriktiokartta
on kuviossa 3 esitetyn mukainen, tai sen alafragmentin,
joka DNA-segmentti koodaa Pseudomonas mendocina KR-1:sta
eristettyjd tolueenimono-oksygenaasi-geeneja.

23. Menetelma fenyyliyhdisteen mikrobiaalisen bio-
konversion fenoliyhdisteeksi suorittamiseksi hydroksyloi-
malla, tunnettu siitd, ettd fenyyliyhdiste saate-
taan reagoimaan Pseudomonas mendocina KR-1 -solujen kans-
sa, tai patenttivaatimuksen 14 mukaisten mikro-organismi-
isantasolujen kanssa, jolloin soluja on kasitelty toluee-
nimono-oksygenaasigeenej& indusoivalla aineella.
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24 . Patenttivaatimuksen 23 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd fenyyliyhdiste kasittaa tolu-
eenia, metyylifenyylietikkahappoa, etyylifenyylietikkahap-
poa, 2-fenyylietanolia, asetanilidia, fluoribentseenid tai
etyylibentseenia.

25. Mikrobiaalisentsymaattinen menetelmd p-hydrok-
sifenyylietikkahapon valmistamiseksi tolueenista, t un -
nettu siitd, ettd (a) tolueeni saatetaan reagoimaan
pPseudomonas mendocina KR-1 -mutanttikannan kanssa, joka

sisalt3dd puutteellisen p-hydroksibentsaldehydidehydroge-

naasin, tai patenttivaatimuksen 14 mukaisten mikro-orga-
nismi-isantasolujen kanssa, ja (b) kasitellaan Ni:lla ja
hiilimonoksidilla riitt&vén pitkdn ajan, jotta tolueeni on
oleellisesti muuttunut p-hydroksifenyylietikkahapoksi.

26. Mikrobiaalisentsymaattinen menetelmd p-hydrok-
sifenyylietikkahaponvalmistamiseksinetyylifenyylietikka—
haposta, tunnettu siita, ettd (a) metyylifenyyli-
etikkahappo saatetaan reagoimaan Pseudomonas mendocina KR-
1 -solujen kanssa, tai patenttivaatimuksen 14 mukaisten
mikro-organismi-iséntasolujen kanssa, jolloin soluja on
kdsitelty tolueenimono-oksygenaasigeeneja indusoivalla
aineella, ja (b) hydrolysoidaan hapolla riittdvan pitkan
ajan, Jotta metyylifenyylietikkahappo on oleellisesti
muuttunut p-hydroksifenyylietikkahapoksi.

27. Mikrobiaalisentsymaattinen menetelmd& indigon
valmistamiseksi indolista, t unne t t u siita, etta
indoli saatetaan reagoimaan Pseudomonas mendocina KR-1

-solujen kanssa, tai patenttivaatimuksen 14 mukaisten mik-
ro-organismi-isantésolujen kanssa, jolloin soluja on kasi-

telty tolueenimono-oksygenaasigeeneja indusocivalla aineel-
la.
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Patentkrav

1. Isolerad biologiskt funktionell plasmid fran

Pseudomonas mendocina KR-1 som innehaller toluenmonooxy-

genasgener, k adnnetecknad darav, att genen ar
belagen p& et DNA-fragment som har den i figur 3 angivna
restriktionskartan och att den isolerade, biologiskt funk-
tionella plasmiden den har sddana identifikationsegenska-
per som bestdr i att den innehdller toluenmonooxygenas-
gener och att den darigenom férmar dverfdra fodrmagan att
omvandla toluen till p-kresol till en mikroorganismvard-
cell som saknar denna formaga.

2. Mikroorganismvardcell av slaktet Pseudomonas,

k Aannetecknad dirav, att den biologiskt funk-
tionella plasmiden enligt patentkrav 1 &verfdrts i denna
genom konjugering.

3. Mikroorganismvardcell enligt patentkrav 2,
ki3nnetecknad darav, att Pseudomonas ar Pseudo-
monas putida Y2101.

4. Rekombinant plasmid, k @& nn e t e c knad
darav, att den omfattar en plasmidvektor, i wvilken ett
DNA-segment infdrts vilket har den i figur 3 angivna res-
triktionskartan, och vilket kodar fér toluen-
monooxygenasgener, vilka isolerats fran Pseudomonas mendo-
cina KRr-1.

5. Rekombinant plasmid enligt patentkrav 4, vilken
rekombinant plasmid &r biologiskt funktionell, k @ nne -
t ecknad darav att den har identifikationsegenskaper
som bestar i att den fdérmidr transformera och f&rldna foér-
magan av omvandla toluen till p-kresol &t en mikroor-
ganismvirdcell som saknar denna fdrmaga.

6. Rekombinant plasmid enligt patentkrav 4, k & n -
netecknad darav, att plasmidvektorn ar puUC18,
pUCl9, pKY235, som deponerats i E.coli-stammen ATCC 67671,
pMMB66EH, pMB66HE eller pCFM1146, som deponerats i E.coli-
stammen ATCC 67672.
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7. Rekombinant plasmid enligt patentkrav 4, kan -
netecknad darav, att DNA-segmentet ar ett 20.5 kb
sac I-fragment med restriktionskartan enligt figur 3 eller
ett aktivt underfragment darav.

V 8. Rekombinant plasmid enligt patentkrav 4, kan -
netecknad darav, att DNA-segmentet aAr ett 10.2 kb
Sac I-fragment med restriktionskartan enligt

figur 3.
9. Rekombinant plasmid enligt patentkrav 4, kan-

netecknad darav, att DNA-segmentet ar ett 7.7 kb
Sac I-BamHI-fragment med restriktionskartan enligt figur
3.

10. Rekombinant plasmid enligt patentkrav 4, k a n-
netecknad darav, att DNA-segmentet ar ett 6.2 kb
Sac I-Sphl-fragment med restriktionskartan enligt figur 3.

11. Rekombinant plasmid enligt patentkrav 4, k & n-
netecknad darav, att DNA-segmentet &r ett 5.9 kb
Sac I-Xmal-fragment med restriktionskartan enligt figur 3.

12. Rekombinant plasmid enligt patentkrav 4, k a n-
netecknad darav, att DNA-segmentet ar ett 4.6 kb
XhoI-fragment med restriktionskartan enligt
figur 3.

13. Plasmidvektor, enligt patentkrav 4, kanne-
t ec knad darav, att den omfattar pKY235, som de-
ponerats i E.coli-stammen ATCC 67671 eller pCFM1146, som
deponerats i E.coli-stammen ATCC 67672.

14. Mikroorganismvérdcell, kannetecknad
darav, att den transformerats med den rekombinanta plasmi-
den enligt patentkrav 4.

15. Mikroorganismvardcell enligt patentkrav 14,
kannetecknad darav, att mikroorganismvardcel-
len ar E.coli JM109, JM83, HB101 eller FM5.

16. Mikroorganismvérdcell enligt patentkrav 14,
kannetecknad darav, att den transformerats med
den rekombinanta plasmiden enligt patentkravet 7.
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17. Mikroorganismvaérdcell enligt patentkrav 14,
kadnnetecknad darav, att den transformerats med
den rekombinanta plasmiden enligt patentkrav 8.

18. Mikroorganismvdrdcell enligt patentkrav 14,
kannetecknad darav, att den transformerats med
den rekombinanta plasmiden enligt patentkrav 9.

19. Mikroorganismvardcell enligt patentkrav 14,
kadannetecknad darav, att den transformerats med
den rekombinanta plasmiden enligt patentkrav 10.

20. Mikroorganismvardcell enligt patentkrav 14,
kd@dnnetecknad darav, att den transformerats med
den rekombinanta plasmiden enligt patentkrav 11.

21. Mikroorganismvardcell enligt patentkrav 14,
kdnnetecknad darav, att den transformerats med
den rekombinanta plasmiden enligt patentkrav 12.

22. DNA-segment, k d@annetecknat darav,
att det omfattar 20.5 kb SacI-fragmentet med restriktions-
kartan enligt figur 3 eller ett underfragment darav, var-
vid DNA-segmentet kodar f&r toluenmonooxygenasgener som
isolerats fran Pseudomonas mendocina KR-1.

23. Forfarande for mikrobiell bioomvandling av en
fenylférening till en fenolfdrening genom hydroxylering,
kannetecknat darav, att fenylfdreningen reage-
ras med Pseudomonas mendocina KR-l-celler eller med mik-

roorganismvardcellerna enligt patentkrav 14, varvid cel-
lerna behandlats med ett toluenmoncoxygenasgener induce-
rande medel.

24. Forfarande enligt patentkrav 23, k A& nne -
t ecknat darav, att fenylfdreningen omfattar toluen,
metylfenylattiksyra, etylfenylattiksyra, 2-fenyletanol,
acetanilid, fluorbensen eller etylbensen.

25. Mikrobiellt enzymatiskt férfarande fér fram-
stdllning av p-hydroxifenylattiksyra av toluen, k & n -
netecknat darav, att man
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(a) bringar toluen att reagera med en mutant stam av Pseu-

domonas mendocina KR-1, vilken innehdller defekt p-hydro-

xibensaldehydehydrogenas eller med mikroorganismvardceller
enligt patentkrav 14, och
(b) behandlar med Ni och kolmonoxid under tillrackligt
lang tid tills toluenet vasentligen omvandlats till p-hyd-
roxifenylattiksyra

26. Mikrobiellt, enzymatiskt férfarande fér fram-
stallning av p-hydroxifenylattiksyra av metylfenylattiksy-
ra, kdannetecknat darav, att man
(a) bringar metylfenyléttiksyra att reagera med Pseudo-
monas mendocina KR-1l-celler, eller med mikroorganismvard-

celler enligt patentkrav 14, varvid cellerna behandlats
med ett toluenmonooxygenasgener inducerande medel och
(b) hydrolyserar med syra under tillrackligt lang tid
tills metylfenylattiksyran vasentligen omvandlats till
p-hydroxifenylattiksyra.

27. Mikrobiellt, enzymatiskt férfarande fé6r fram-
stallning av indigo av indol, k Annetecknat

darav, att man bringar indol att reagera med Pseudomonas

mendocina KR-l-celler eller med mikroorganismvardceller

enligt patentkrav 14, varvid cellerna behandlats med ett

toluenmonooxygenasgener inducerande medel.
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