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Tiivistelm& - Sammandrag
Tdrkedd vilituotetta kefalosporiinianti-

bioottien valmistamiseksi, 7-aminodesase-
toksikefalosporaanihappoa (7-ADCA), val-
mistetaan uudella biomenetelmdlld, jossa
transformoitua Penicillium chrysogenum

~kantaa viljell&sdn adipaattiravinteen l&s-
nd ollessa adipoyyli-6~APA:n (6-aminopeni-
sillaanihappo) tuottamiseksi; ja esim.
Streptomyces clavuligeruksesta perdisin

oleva, P. chrysogenumiin transformoitu
ekspandaasigeeni in situ -ilmentdémill&
muutetaan adipoyyli-6-APA rengasta laajen-
tamalla adipoyyli-7-ADCA:ksi. Lopputuote,
7-ADCA, valmistetaan sitten pilkkomalla
adipoyylisivuketju adipoyyliasylaasia
kdyttden. Taten synteesi kokonaisuudessaan
suoritetaan biomenetelmid kdyttden ja on
tehokas sek8 taloudellinen.

ATCC

Uppfinningen avser en viktig mellanprodukt
f6r framstdllning av kefalosporin-antibio-
tika, varvid 7-aminodesacetoxikefalospo-
ransyra (7-ADCA) framst#dlls genom ett nytt
bioftrfarande, enligt vilket en transfor-
merad Penicillium chrysogenum-stam odlas i

ndrvaro av ett adipatmaterial fo6r bildande
av adipoyl-6-APA (6-aminopenicillansyra):
och expressionen in situ av en expandas-

gen, t.ex. fran Streptomyces clavuligerus,

med vilken P. chrysogenum transformerats,
omvandlar adipoyl-6-APA genom ringexpan-
sion till adipoyl-7-ADCA. Den slutliga
produkten 7-ADCA framstdlls sedan genom
avspjdlkning av adipoyl-sidokedjan under
anvandande av ett adipoyl-acylas. I enlig-
het med detta utféres hela syntesen under
anvdndande av biofdrfaranden och den &r

effektiv och ekonomisk.
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Uusi biomenetelm3$ 7-ADCA:n valmistamiseksi

Keksinndén tausta

1. Keksinndén aihepiiri

Esilld oleva keksint$ koskee synteesimenetelmid
kaupallisten kefalosporiiniantibioottien valmistamiseksi,
joita on tdlld hetkelld olemassa huomattava joukko ndiden
terapeuttisten aineiden ollessa nyt 4. polvessaan. Kaupal-
lisissa kefalosporiineissa tavattujen sivuketjujen suuri
vaihtelevuus ja kefalosporiinien huomattava taloudellinen
merkitys ovat tehneet entisti t4rkesmmiksi taloudellisem-
pien ja tehokkaampien menetelmien saamisen keskeisten vé-
lituotteiden valmistamiseksi, jotka tekevdt mahdolliseksi
eri kefalosporiinien vaivattoman synteesin.

Yksi ndistd keskeisistd v8lituotteista on 7-amino-
desasetoksikefalosporaanihappo (7-ADCA), Joka voidaan
esittdd seuraavalla kaavalla:

S
HZN——r

- N,
04 CHs

COOH

Td4llda hetkellda 7-ADCA:ta tuotetaan penisilliini-G:st& ja
tarvitaan neljéd tai viisi kemiallista vaihetta penisillii-
nirengassysteemin laajentamiseksi 5-jésenisestd kefalospo-
riineille tunnusomaiseksi 6-jdseniseksi renkaaksi. Kuten
on tyypillistd tdysin kemialliselle synteesille, t&lla
menetelmdlld on vakavia haittoja. N&aitd ovat vaatimukset
monivaiheisesta ja mutkikkaasta menetelméstd, kalliit rea-
genssit, jédtevesikdsittelyongelmiin johtavat huomattavat
menetelmdsivutuotemddrdt ja erittdin epdpuhtaan l8htSmate-
riaalin puhdistaminen ennen kemiallisen kédsittelyn alka-
mista. Ndin muodoin on jatkuvasti etsitty mikrobiologista
tai fermentatiivista menetelmdd, jolla pd&stdisiin entsy-
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maattiseen renkaan laajentamiseen ja sivuketjun pilkkomi-
seen 7-ADCA:n tuottamiseksi taloudellisemmin Kkuin t&dlla
hetkelld k&aytetylld kemiallisella menetelmdlla.

Tdten esilld oleva keksintd koskee erityisesti kes-
keisen kefalosporiiniv&dlituotteen 7-ADCA valmistusta ja
tarkemmin ottaen biomenetelmi& 7-ADCA:n valmistamiseksi.

Tdhan mennessd onnistuneen biomenetelmdn, etenkin
kaupallista mittakaavaa edustavan, etsintd 7-ADCA:n val-
mistamiseksi on osoittautunut valtaosin turhaksi. Esimer-
kiksi, vaikkakin on ollut mahdollista valmistaa 6-aminope-
nisillaanihappoa (6-APA) suoralla fermentaatiolla ja/tai
entsymaattisesti késittelem&lld penisilliini-G:td, jol-
loin 7-ADCA:n saamiseksi tarvitaan vain renkaan laajenta-

minen, on todettu, ettd valitettavasti Cephalosporium- tai

Streptomyces-entsyymit, jotka suorittavat renkaan laajen-

tamisen ndiden mikro-organismien normaaleilla metabolia-
reiteilld, eividt hyvdksy 6-APA:ta substraatiksi. Ndma ent-
syymit, joita alalla kutsutaan yhteisnimelld DAOCS tai
ekspandaasientsyymi, mi&ritellddn entsyymeiksi, jotka ka-
talysoivat penisilliinityypin molekyyleiss& tavattujen
penaamirengasrakenteiden laajenemisen kefalosporiineissa
esiintyviksi kef-3-eemirenkaiksi. T&std eteenpdin naita
entsyymejé kutsutaan "ekspandaasientsyymiksi".

Substraatti, jonka ekspandaasientsyymi kuitenkin
hyviaksyy, on penisilliini-N, josta renkaan laajetessa
saadaan deasetoksikefalosporiini-C (DAOC). Tastd eteenpdin
7-ADCA:n saamiseksi tarvitsee vain pilkkoa (D)-a-aminoadi-
poyylisivuketju, mutta t&m8 sivuketju on osoittautunut
itsepintaisen vastustuskykyiseksi entsymaattiselle pilkko-
miselle, jolloin saadaan vain ei-hyvédksyttévén matalia
saantoja.

Esilld olevan keksinnén mukaan on ollut mahdollis-
ta paasta tehokkaaseen biomenetelm&é&n, jossa penisillii-
niyhdistettd (jossa on adipoyylisivuketju) tuotetaan uu-
della fermentointimenetelm&lld korkein tiitterein, jol-
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loin mainittu penisilliiniyhdiste on hyvédksyttdvd subs-
traatti ekspandaasientsyymisysteemille, jonka tuottaa in
situ sama mikro-organismi, joka tuottaa penisilliiniyh-
disteen, koska t&m& on transformoitu ilment&mididn mainitun
ekspandaasientsyymisysteemin. Ekspandaasientsyymi wvaikut-
taa sitten laajentamalla penisilliiniyhdisteen renkaan
kefalosporiiniyhdisteeksi korkein saannoin. Lis&dksi, mikda
on t&drkedd toisessa kriittisessd vaiheessa, penisillii-
niyhdisteen, joka nyt on kefalosporiiniyhdiste, sivuketju
voidaan poistaa toisella entsyymisysteemilld yll&ttédvin
korkein saannoin. T&m&n ainutlaatuisen, esilld olevan
keksinndn késitté&m&n biomenetelmdn odottamaton tulos on
7-ADCA:n tuotanto yll#ttdvdn korkein saannoin.

2., Suppea kuvaus alan teknisestd tasosta

Cantwell et al. ovat julkaisussa Curr. Genet. 17
(1990) 213 - 221 esittdneet biomenetelm&d 7-ADCA:n valmis-
tamiseksi laajentamalla penisilliini-V:n rengasta, mitéd

seuraa saadun deasetoksikefalosporiini-V:n entsymaattinen
hydrolyysi 7-ADCA:n muodostamiseksi. Tdmd ehdotus perustuu
S. clavuligeruksesta kloonatun penisilliini-N-ekspandaasi-

geenin (cefE) saatavuuteen, Kovacevic et al., J. Bac-
teriol. 171 (1989) 754 - 760 ja US-patenttijulkaisu nro
5 070 020. Kuitenkin, koska ekspandaasi vaikuttaa luonnol-

liseen substraattiinsa penisilliini-N:88n, mutta ei peni-
silliini-V:hen, ehdotus edellyttdd geenimanipulointia mo-
difioidun ekspandaasigeenin tuottamiseksi, joka pystyy
laajentamaan penisilliini-V-rengasta. Cantwell et al. ei-
vat kuitenkaan péd&sseet tarvittavaan modifikaatioon ja he

onnistuivat vain transformoimaan Penicillium chrysogenu-

min cefE-geenilld Streptomyces clavuligeruksesta ja saa-

maan DAOCS (ekspandaasi) -entsyymin matalia ilmentymis-
tasoja.

Alalla on laajalti tutkittu ekspandaasientsyymid,
sekd sen aktiivisuutta ettd sen geneettistd sekvenssia.
Esimerkiksi Wolfen US-patenttijulkaisuissa 4 510 246 ja
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4 536 476 syklaasi-, epimeraasi~ ja rengaslaajennusent-
syymejd eristettiin erikseen prokaryoottisten, B-laktaa-

mia tuottavien organismien, mukaan lukien Streptomyces

clavuligerus, soluvapaasta uutteesta stabiilien entsyymi-

reagenssien saamiseksi. EP-hakemusjulkaisussa 0 366 354
kuvataan S. clavuligeruksesta eristettyd ja puhdistettua

ekspandaasientsyymis, jota karakterisoidaan mm. p&&sséd si-
jaitsevalla tédhteelld ja aminohappokoostumuksella, ja jon-
ka molekyylipainon sanotaan olevan noin 34 600 daltonia.
Tamd on Kkuitenkin ristiriidassa molekyylipainoon 29 000
ndhden, joka mddritettiin ilmeisestikin samalle entsyymil-
le US-patenttijulkaisussa 4 536 476. EP-hakemusjulkaisussa
0 233 715 julkistetaan S. clavuligeruksesta saadun ekspan-

daasientsyymin eristéminen ja endonukleaasirestriktiokart-
takarakterisointi, mainitun entsyymin transformointi is&n-
td8n ja ilmentdminen siind ja osoitetaan penisilliini-N-
substraatin renkaan laajentaminen mainittua entsyymia
kdyttden. US-patenttijulkaisussa 5 070 020 julkistetaan S.
clavuligeruksesta saatua ekspandaasientsyymid koodittava

DNA-sekvenssi ja kuvataan P. chrysogenum-kannan transfor-

mointia mainitun DNA-sekvenssin sis8ltévdlld ilmentamis-
vektorilla, jolloin saadaan ekspandaasientsyymin ilmenty-
minen. Vaikka esitetd&n t&m&n entsyymin olevan kdytttkel-
poisen muiden substraattien kuin penisilliini-N:n laajen-
tamiseksi, mitd&n tosiasiallista osoitusta t&llaisesta
laajentamigesta ei anneta.

Edell&d kuvattu ty® on keskittynyt prokaryoottisesta

S. clavuligeruksesta perdisin olevaan ekspandaasientsyy-

miin. T&m&n saman entsyymin, tai ainakin entsyymin, jolla
ilmeisesti on sama rengasta laajentava aktiivisuus, ilmen-

tdvat myds eukaryoottisen Cephalosporium acremoniumin (jo-

ta kutsutaan myds Acremonium chrysogenumiksi) kannat. Kui-

tenkin tdllaisissa kannoissa ekspandaasiaktiivisuuden il-
mentdd bifunktionaalinen geeni (cefEF), joka ilmentdd myOs

DACS (hydroksylaasi) -aktiivisuuden, jonka luonnollinen
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funktio on muuttaa ekspandaasientsyymin desasetoksikefa-
losporaanihappo (DAOC) -tuote deasetyylikefalosporiini-
C:ksi (DAC). Tuloksena on yksittdinen mutta bifunktionaa-
linen ekspandaasi/hydroksylaasientsyymi. Vaikka on pyrit-
ty erottamaan ndiden kahden geenituotteen aktiivisuudet,
mik#sn yrityksistd ei toistaiseksi ole onnistunut. Esi-
merkiksi EP-hakemusjulkaisussa O 281 391 julkistetaan C.
acremonium -kannasta ATCC 11550 saadun DAOCS/DACS-geenin
eristaminen ja DNA-sekvenssi-identifikaatio yhdessa ent-
syymien vastaavien aminohapposekvenssien Kkanssa. Peni-
cillium-kanta transformoidaan ja se ilmentdd entsyymit,
jolloin kuitenkaan penisilliinien G ja V yritettya muut-
tamista vastaaviksi kefalosporiineiksi ei koskaan osoite-
ta. Edelleen, huolimatta viittauksesta siihen, etta gee-
nimanipulaatiotekniikat antavat k&yttéén helpon keinon

' DAOCS:44 koodittavan geneettisen informaation erottamisek-

si DACS:ista ja niiden ilment&miseksi erikseen, mit&aan
tosiasiallista osoitusta tidllaisesta erotuksesta ei an-
neta.

C. acremoniumin DAOCS/DACS (ekspandaasi/hydroksy-

laasi) -entsyymi&d on samoin alalla laajalti tutkittu seka
sen aktiivisuuden ettd sen ominaispiirteiden ja geneetti-
sen sekvenssin osalta. Esimerkiksi Demainin US-patentti-
julkaisuissa 4 178 210; 4 248 966; ja 4 307 192 erilaisia
penisilliinityypin l&htomateriaaleja k&sitell&ddn C. acre-
moniumin soluvapaalla uutteella, joka epimerisoi ja laa-
jentaa renkaan siten, ettd saadaan kefalosporiinianti-
bioottituote. Wu-Kuang Yeh, US-patenttijulkaisu 4 753 881,
kuvaa C. acremonium -entsyymin isoelektrista pistetta,
molekyylipainoja, aminohappot&hteitd, hydroksylaasi- ja
ekspandaasiaktiivisuuksien suhdetta ja peptidifragment-
teja.

Edells ké&sitelty alan tekninen taso kédsittelee
esilla olevan keksinndn vain yhtd ndkoékohtaa, eli P. chry-
sogenum -Kkannan transformointia ekspandaasientsyymin il-
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mentdvdlld geenilld ja tuon entsyymin ilmentymisen saa-
mista. Alalla on kuitenkin k&ytetty ilmennettyd entsyymiid
vain penisilliini-N:n, ei penisilliinien G ja V, renkaan
laajentamiseksi. Tuossakin tapauksessa penisilliini-N:ssid
on aseman 7 sivuketju, jota ei voida pilkkoa entsymaatti-
sesti 7-ADCA:n saamiseksi, kuten esilld olevan keksinnén
mukaisessa menetelmésséd. Esilld oleva keksintd nojaa sii-
hen yll&dttdvaén havaintoon, ettd P. chrysogemun -kanta ky-

kenee tehokkaasti lis&8m8&n adipoyylisivuketjun, ettd in
situ -ilmennetty ekspandaasientsyymi kykenee k&yttdmddn
tuota yhdistetta tehokkaasti substraattina renkaan laajen-
tamiseksi adipoyyli-7-ADCA:ksi ja ettd adipoyylisivuketju
voidaan sitten poistaa tehokkaasti edelleen seuraavalla
entsyymillsd 7-ADCA:n saamiseksi. Vaikka esilli olevan kek-
sinnén erilaisia erillisid palasia voidaan 1loytd&d alan
teknisestd tasosta, ei ole esiintynyt mitd&n viittauksia
siit8&, ettd ne voitaisiin yhdistdd niiden odottamattomien
tulosten saamiseksi, jotka saadaan esilld olevan keksinnén
mukaisella menetelmdlli.

Esimerkiksi 6-adipoyylipenisillaanihapon tuottami-

nen tunnetaan alalla; katso Ballio, A., et al., Nature 185

(1960) 97 - 99. 6-adipoyylipenisillaanihapon entsymaatti-
nen laajentaminen in vitro -pohjalla tunnetaan samoin
alalla. Katso Baldwin et al., Tetrahedron 43 (1987) 3009 -
3014; ja EP-hakemusjulkaisu O 268 343. Lis&ksi adipoyyli-

sivuketjujen entsymaattinen pilkkominen tunnetaan alalla
niinik&&n; katso Matsuda et al., J. Bact. 169 (1987)
5815 - 5820.

Adipoyylisivuketjun rakenne on seuraava: COOH-

(CH,),-CO-, kun taas likeistd sukua oleva sivuketjurakenne
on glutaryylillsd, jonka kaava on seuraava: COOH-(CH,),-CO-.
Glutaryylisivuketjujen entsymaattinen pilkkominen tunne-
taan alalla. Katso esim. Shibuya et al., Agric. Biol.
Chem. 45 (1981) 1561 - 1567; Matsuda ja Komatsu, J. Bact.
163 (1985) 1222 - 1228; Matsuda et al., J. Bact. 169
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(1987) 5815 - 5820; Jjulkaisu JP 53-086 084 (1978, Banyu
Pharmaceutical Co., Ltd.); Jja julkaisu JP 52-128 293
(1977, Banyu Pharmaceutical Co., Ltd.).

Samoin Jjulkaisussa EPA-A 0 453 048 kuvataan mene-

telmii Pseudomonas-kannalla SY-77-1 tuotetun glutaryyli-

asylaasin adipoyylisivuketjua pilkkovan aktiivisuuden pa-
rantamiseksi. Korvattaessa erilaisia aminohappoja tiettyi-
hin kohtiin a-alayksikoéssd havaittiin 3 - 5 kertaa kor-
keampi adipoyylisivuketjun (adipoyyli-seriinistd) pilkko-
misnopeus. Huomattakoon, etta vaikka EP-hakemusjulkaisussa
0 453 048 ilmeisesti osoitetaan asylaasi, 3jonka aktiivi-
suus adipoyylisivuketjujen suhteen on aiempaa parempi,
siind ei kuvata mitdan tapoja (joko kemiallisia menetelmid
tai biomenetelmasd, Jjoka olisi mill&ddn tavalla analoginen
esillad olevassa patenttiselityksessa kuvattuun n&hden),
joilla adipoyylikefalosporiini voitaisiin ensinn&ékin saa-
da.

Silloin kun esiintyy (D)-o—aminocadipoyylisivuket-
ju, alalla osataan ensin poistaa entsymaattisesti amino-
ryhmd Jja lyhent&dd sivuketjua (D)-aminocasidoksidaasilla,
jolloin jaljelle j&a glutaryyli (GL-7) -sivuketju, joka
glutaryylisivuketju poistetaan toisella entsyymilld (glu-
taryyliasylaasi). Tallainen kaksivaiheinen pilkkominen
julkistetaan Jjulkaisuissa Matsuda, US-patenttijulkaisu
3 960 662; EP-hakemusjulkaisu 0 275 901; julkaisu JP 61-
218 057 (1988, Komatsu, Asahi Chemical Industry Co.); WO
90/12 110 (1990, Wong, Biopure Corp.); ja Isogai et al.,
Bio/Technology 9 (1991) 188 - 191.

Esilla olevan keksinndén mukaisen menetelmdn ja

edella késiteltyjen viittauksien alan teknisen tason mu-
kaisiin oppeihin tekemiseksi ymmérrettédvéammiksi valitto-
masti seuraavaksi esitetddn penisilliini-G:hen ja kefalo-
sporiini-C:hen johtavien metaboliareittien eri vaiheet,
valituotteet Jja tarvittavat transformoinnit suorittavat

entsyymit.
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Keksinnén yhteenveto

Esilla oleva keksint®d koskee uutta biomenetelmii
7—aminodesasetoksikefaldsporaanihapon (7-ADCA) valmistami-
seksi, joka menetelmi kdsittdd seuraavat vaiheet:

1) isopenisilliini-N:&4a tuottavaa Penicillium

chrysogenum -kantaa pidetdan sen kasvua ylldpitamadn kyke-

nevassa kasvualustassa ja mainittuun kasvualustaan lisd-
taan adipaattiravinnetta, joka kasittia adipiinihappoa tai
yhta tai useampaa sen suolaa ja esterid, joita mainittu
Penicillium chrysogemun -kanta kykenee assimiloimaan ja

kdyttamadan adipoyyli~6—aminopenisillaanihapon (adipoyyli-
6-APA) tuottamiseksi, jolloin muodostuu mainittua adipoyy-
1li-6-APA:aa;

jolloin mainittu Penicillium chrysogenum -kanta on

transformoitu DNA:1la, joka koodittaa mainitun adipoyyli-
6~APA:n substraatiksi hyvaksymaan kykenevan ekspandaasi-
entsyymin aktiivisuutta, jolloin tuloksena sen ilmentymi-
sestd mainitun kannan tuottaman mainitun adipoyyli-6-APA:n
rengas tulee myds sitten laajennetuksi in situ adipoyyli-
7-ADCA:n muodostamiseksi; ja

2) mainittu adipoyyli-7-ADCA saatetaan kosketuk-
siin adipoyyliasylaasin kanssa, jolloin adipoyylisivuketiju
poistuu ja 7-ADCA-tuote muodostuu; minkd j&alkeen mainittu
tuote eristetaan.

Tassa kaytettyind seuraavilla ilmaisuilla on mai-
nitut merkitykset:

"adiﬁoyyli—6—APA" merkitsee [25- (2w, 50, 6B8)1-3, 3-
dimetyyli-7-okso-6-[ (heksaani-1, 6-dioyyli)amino]-4~tia-1-
atsabisyklo[3.2.0]heptaani-2-karboksyylihappoa; ja

"adipoyyli-7-ADCA" merkitsee 7-[ (heksaani-1,6-dio-
yyli)amino]-3-metyyli-8-okso-5-tia-l-atsabisyklo-(4.2.0)-
okt-2-eeni-2-karboksyylihappoa.

Erityisesti esilld oleva keksint® koskee edella
mainittua uutta biomenetelmia 7T-aminodesasetoksikefalospo-

raanihapon (7-ADCA) valmistamiseksi, jossa menetelmidssi
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adipaattiravinne on dinatriumadipaatti, Jjossa ekspandaasi-
entsyymin aktiivisuutta koodittava DNA on perdisin Strep-

tomyces clavuligerus -kannasta ATCC 27064 ja Jjossa adipo-

yyliasylaasi saadaan Pseudomonas-lajista.

Esilld oleva keksintd koskee 1lisdksi yhdistelma-

DNA-ilmentamisvektoria, Jjoka kédsittdd Streptomyces clavu-

ligerus -kannasta ATCC 27064 perdisin olevan ekspandaasi-
entsyymin aktiivisuutta koodittavan DNA:n sekd plasmidin
pPenFTSO kdsittdmén promoottorin, joka ohjaa mainitun eks-
pandaasiaktiivisuutta koodittavan DNA:n ilmentymista jal-
jempand kuvatun mukaisesti.

Esilla oleva keksint® koskee lisdksi Penicillium

chrysogenum -isantdsolua, joka on transformoitu yhdistel-

ma-DNA-ilmentamisvektorilla, joka ka&sittda Streptomyces

clavuligerus -kannasta ATCC 27064 perdisin olevan ekspan-

daasientsyymin aktiivisuutta koodittavan DNA:n ja promoot-
torin, joka ohjaa mainitun ekspandaasiaktiivisuutta koo-

dittavan DNA:n ilmentymistd ja Jjoka kdsittad Penicillium

chrysogenum -IPNS-geenin promoottorin. Erityisesti esilla

oleva keksintd koskee Penicillium chrysogenum -isdantédso-

lua, joka on transformoitu yhdistelmd-DNA-ilmentamisvekto-
rin kasittavalla plasmidilla pPenFTSO, kuten jdljempéana
kuvataan. A

Esilld oleva keksint®d koskee edelleen lis&dksi me-
netelmaa, joka k&sittad vaiheen, jossa yhdistelm&-DNA-Pe-

nicillium chrysogenum -isdntdsolua viljelladn geeni-ilmen-

tidmiseen sopivissa olosuhteissa, jolloin mainittu yhdis-
telma-DNA-isdntdsolu k&ésittdd yhdistelma-DNA-ilmentamis-

vektorin, joka kasittda Streptomyces clavuligerus -kannas-

ta ATCC 27064 peraisin olevan ekspandaasientsyymin aktii-
visuutta koodittavan DNA:n, ja promoottorin, joka ohjaa
mainitun ekspandaasiaktiivisuutta koodittavan DNA:n ilmen-

tymista ja joka kasitt&d Penicillium chrysogenum -IPNS-

geenin promoottorin. Erityisesti esilla oleva keksinto®

koskee menetelmidd yhdistelmd-DNA-Penicillium chrysogenum
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—-isé&ntdsolun viljelemiseksi geeni-ilmentiamiseen sopivissa
olosuhteissa, Jjolloin mainittu yhdistelmd-DNA-is&ntdsolu
kédsittaa yhdistelma-DNA-ilment&dmisvektorin kdsittavan
plasmidin pPenFTSO j&ljempina kuvatﬁn mukaisesti.

Keksinnén yksityiskohtainen kuvaus

Esilléd olevan keksinndén ensisijainen nakskohta on
uusi biomenetelmi 7-aminodesasetoksikefalosporaanihapon
(7-ADCA) valmistamiseksi, joka on keskeinen valituote syn-—
teettisten kaupallisten kefalosporiinien valmistamiseksi

Ja joka voidaan esitt&i seuraavalla rakennekaavalla:

‘ S
iy
cf¢—‘N CHjy
COOH

Kefalosporiiniytimen lisdksi 7-ADCA:n tyypilliset piirteet
ovat 7-aminoryhmd ja 3-metyyliryhmi. 7-aminoryhm& on ryh-
md, joka voidaan muuttaa vaihtelevaksi joukoksi sivuketju-
johdannaisia, ja se muodostaa siten perustan erilaisten
kaupallisten kefalosporiinien syntetisoimiseksi. 3-metyy-
liryhma téytyy tavallisesti, mutta ei aina kuten kefalek-
siinin kohdalla, muuttaa joksikin muuksi sivuketjuksi kau-
pallisen kefalosporiinin syntetisoimiseksi.

Esilld olevan keksinnén mukaisen menetelmian 7-
ADCA-tuote voidaan asettaa vastakkain kefalosporiini-C:n
kanssa, joka on toinen keskeinen kefalosporiiniv&dlituote,

joka voidaan esittdd seuraavalla rakennekaavalla:
0 H
HoK i | S
AT
HOOC - o

——N
% CH,OCCH,

COOH

Talle valituotteelle 3-asetyyli-oksimetyyli-
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sivuketju voi olla hyvaksyttava kaupallisiin kefalo-
sporiineihin. 7-(D)-a-aminoadipoyylisivuketju ei kuiten-
kaan ole hyvaksyttdvd johdannaismuodostukseen jatkosyntee-
silla ja se on pilkottava hyvdksyttdvan 7-aminoryhman saa-
miseksi. Valitettavasti 7-(D)-a-aminoadipoyylisivuketjun
poistaminen on aina osoittautunut vaikeaksi yhtd hyvin ke-
miallisin kuin biokemiallisin keinoin.

Midritelmia

Esilla olevassa patenttiselityksessd Jja etenkin
osassa, jonka otsikko on "Edullisten suoritusmuotojen ku-

vaus", kéytettyind seuraavilla ilmaisuilla on mainitut

merkitykset:
7-ADCA 7-aminodesasetoksikefalosporaanihappo
6-APA 6-aminopenisillaanihappo
DAOC desasetoksikefalosporaanihappo
DAOCS DAOC-syntetaasi
DAC deasetyylikefalosporiini-C
DACS DAC-syntaasi
IPNS isopenisilliini-N-syntetaasi
Tris Tris[hydroksimetyyli]aminometaani
EDTA etyleénidiamiinitetraetikkahappo
DEPC dietyylipyrokarbonaatti
TE Tris/EDTA-puskuri
SS5C suola- (natriumkloridi), natriumsitraatti-
puskuri
SDS natriumdodekyylisulfaatti
PEG polyetyleeniglykoli

Penicilljium chrysogenum -viljelma

Ensimmdinen vaihe esillad olevan keksinnén mukai-
sessa menetelmidssd kasittdd vaiheen, jossa isopenisillii-

ni-N:44 tuottavaa Penicillium chrysogenum -kantaa pidetaan

sen kasvua yllapitam#san kykenevassa kasvualustassa Ja mai-
nittuun kasvualustaan lisatain adipaattiravinnetta, joka

kasittad adipiinihappoa tai sen suoloja ja estereitd. Adi-
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paattiravinne voidaan lisatd kasvualustaan P. chrysogenu-

min siirrostamisen jdlkeen mutta edullisesti se on jo las-
na kasvualustassa siirrostamisen ajankohtana. Adipiinihap-
po tai sen suolat ja esterit ovat sellaisia, ettd mainittu

P. chrysogenum -kanta kykenee assimiloimaan ja kayttami&n

niitd adipoyyli-6-APA:n tuottamiseksi; jolloin mainittu P.

chrysogenum -kanta on transformoitu ekspandaasientsyymin

aktiivisuutta koodittavalla DNA:1la, jolloin tuloksena sen
ilmentymisestd mainitun adipoyyli-6-APA:n rengasta laajen-
netaan in situ adipoyyli-7-ADCA:n muodostamiseksi.

Chrysogenum-lajien ohella muutkin Penicillium-

suvun lajit tuottavat isopenisilliini-N:44. Kuitenkin pe-
rinteisesti isopenisilliini-N:44 eniten tuottavat kannat
on kaikki kehitetty tutuilla kannan parannustekniikoilla

chrysogenum~-lajeista. Kaytdanndn vuoksi tédten esilli oleva

keksintd on rajattu Penicillium chrysogenum -kantoihin,

vaikkakin sen sovellettavuus muihin lajeihin on ilmeinen.

Mika tahansa talletuslaitokseen talletettu Penicillium

chrysogenum -kanta tai muu julkisesti saatavana oleva t&l-

laisen kannan lahde on sopiva lahtdkohta esillid olevan
keksinndén mukaisen menetelmén suorittamiselle.
Kasvualusta, joka kykenee yllapitsdm#in isopenisil-

liini-N:44 tuottavan Penicillium chrysogenum -kannan kas-

vua, edustaa tyyppid, joka olisi varsin tuttu alan keski-
madrdisellekin taitajalle. Esimerkiksi viljely voitaisiin
suorittaa aerobisen fermentoinnin submerssimenetelmillad ja
kdytetty kasvualusta valittaisiin joukosta saatavana ole-
via sopivia kasvualustoja. Tyypillisissd kasvualustoissa
kdytetddn hiililahteind sakkaroosia, glukoosia ja tarkke-
lystéa; typpilahteina soijajauhoa ja -jyvdrouhetta, puuvil-
lansiemendljya, maapadhkindjauhoa ja erilaisia aminohappo-
ja, niiden seoksia ja peptoneja. Tuotantovaatimukset ko-
rostavat saantoa ja eristdmisen helppoutta, jolloin edul-
linen kasvualusta tédllaisissa tilanteissa voi olla melassi

hiilil&hteend ja soijajauho ja aminohapot typpildhteeni.
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Kasvualustaan lisataan tavanomaisesti epdorgaani-
sia ravinnesuoloja, joita ovat suolat, jotka kykenevat an-
tamaan kayttodn seuraavat ionirakenneosat: natrium, ka-
lium, ammonium, kalsium, fosfaatti, sulfaatti, kloridi,
bromidi, nitraatti, karbonaatti, rauta(3), rauta(2), mag-
nesium, mangaani jne. Hivenaineet ovat samoin tavallisesti

valttamattomisa Penicillium chrysogenumin kasvulle, ke-

hittymiselle ja metabolialle, ja ne voidaan lisata suoraan
kasvualustaan, elleivat ne ole jo l&sna oleellisesti muita
kasvualusta-ainesosia kontaminoivina aineina.

Penicillium chrysogenum -kantoja voidaan viljelld

pienitilavuuksisissa laitteissa, kuten 1 litran ravistelu-
kolvit, haluttaessa tuottaa vain pienid@ 7-ADCA-m&&dria. Ha-
luttaessa kuitenkin suurempia adipoyyli-7-ADCA-m&arid kay-
tetaan suuren mittakaavan fermentoinitankkeja ' aerobisen
fermentoinnin submerssiolosuhteissa.

Suoritettaessa adipoyyli-7-ADCA:n valmistus suu-

ressa mittakaavassa Penicillium chrysogenum -kannan itidi-

tad sailytetaan agar-vinopinnalla. Itidilla vinopinnalta
siirrostetaan pienitilavuuksinen vegetatiivinen kasvu-
alusta. Vegetatiivista kasvualustaa inkuboidaan mikro-or-
ganismin sakean, tuoreen, aktiivisesti kasvavan viljelman
tuottamiseksi. Tata vegetatiivista kasvua kaytetddn sitten
ymppinévsuuren mittakaavan fermentoinialustaan. Tietyissa
tapauksissa saattaa olla toivottavaa sisallyttaa viela
toinen vegetatiivinen kasvualusta ympiksi fermen-
tointialustaan. Tallaisia toisen vaiheen vegetatiivisia
kasvualustoja kaytetdidn tavallisesti silloin kun fermen-
tointialustan tilavuus on merkittdvdsti suurempi kuin en-
simmaisen vegetatiivisen kasvualustan. Talld tavalla mik-
ro-organismin itiéitd viljell&an ensin pienessa tilavuu-
dessa vegetatiivista kasvualustaa ympin saamiseksi suu-
remman tilavuuden vegetatiiviselle kasvualustalle. Suu-
remman tilavuuden vegetatiivinen kasvualusta tuottaa sit-

ten mikro-organismin riitt&vén pitoisuuden fermentoinnin
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nopean alkamisen k&ynnistymiselle suuren mittakaavan fer-
mentointitankissa. Vegetatiivisen kasvualustan koostumus
vol olla sama kuin fermentointialustan tai se voi sisaltaa
lisdainesosia mikro-organismin kasvun 3ja kehittymisen
edistamiseksi pienessd mittakaavassa.

Esilléd olevan keksinnén mukaisessa menetelmissa

kdytettyja Penicillium chrysogenum -kantoja viljelldan te-

hokkaimmin ld&mpdtiloissa noin 20 - 30 °C, mutta optimaali-
sia saantoja saadaan lampdtilan ollessa noin 22 - 28 °C,
edullisesti noin 25 °C.

Adipoyyli-7-ADCA:n maksimaalinen tuotanto saadaan

viljeltdessad Penicillium chrysogenum =-kantaa suuren mit-

takaavan tankeissa noin 10 - 30 p&aivdn ajan, edullisesti
15 - 25 paivaa. Kuitenkin viljeltdessd mikro-organismia
pienen mittakaavan laitteistossa, kuten 250 ml:n raviste-
lukolveissa, sen kasvu on nopeampaa ja se tuottaa adipoyy-
1li-7-ADCA:ta lyhyemm&ss& ajassa, esim. 4 - 15 paivassa,
usein 5 - 7 p&dividssa.

Jos loppu-pH suuren mittakaavan fermentoinnissa
kohoaa 8,0:aan tai korkeammalle, t&lla saattaa olla kiel=-
teinen vaikutus adipoyyli-7-ADCA~saantoon. Tallaisissa ti-
lanteissa kasvualustan pH:n tarkkaileminen koko fermen-
toinnin ajan on toivottavaa. Jos vaikuttaa silta, ettid pH
saavuttaa tallaiset tasot ennen adipoyyli-7-ADCA:n maksi-
maalisen tuotannon ilmenemisajankohtaa, pH:ta voidaan k&-
tevdsti sddtdad alaspdin lis&amidlla fermentointialustaan
sopivaa happoa tai puskuroivaa ainetta.

Adipoyyli-7-ADCA:n tuotantoa voidaan seurata tes-
taamalla fermentointiliemindytteitd kromatografisesti.

Kuten useimmissa aerobisissa submerssifermentoin-
neissa, steriilid ilmaa johdetaan kasvualustan l&pi Peni-

cillium chrysogenum -kannan tehokkaamman kasvun sekd adi-

poyyli-7-ADCA:n lisddntyneen tuotannon saamiseksi. Kasvu-
alustan ldpi johdetun ilman tilavuus on tavallisesti aina-

kin noin 0,2 tilavuutta ilmaa/min/kasvualustan tilavuus.
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Kuitenkin ilman kulun lisdtylld nopeudella voi usein olla
edullinen vaikutus adipoyyli-7-ADCA:n tuotantoon.

Penicillium chrysogenum -kanta tuottaa tyypilli-

sesti adipoyyli-7-ADCA:n lisaksi monia sivutuotteita ja
metaboliitteja. Koska jotkin ndistd& ovat happolabiileja,
adipoyyli-7-ADCA:ta fermentointialustasta talteen otet-
taessa on toivottavaa kasitelld fermentointilientd koko-
naisuudessaan happamassa pH:ssa 1lyhyen ajan Jjoidenkin
ohessa tuotetuksi tulleiden epapuhtauksien tuhoamiseksi.
Adipoyyli-7-ADCA-fermentointituote otetaan talteen né&in
kdsitellysta suodatetusta fermentointiliemestd ja se voi-
daan mahdollisesti erottaa fermentointialustan muista ai-
nesosista kromatografisesti ioninvaihtohartsia kayttéen‘ja
sitd voidaan tarvittaessa puhdistaa edelleen kromato-
grafisesti ennen seuraavaa vaihetta, Jjossa adipoyylisivu-
ketju lohkaistaan entsymaattisesti. On samoin mahdollista
suorittaa t&dllainen ioninvaihtokromatografinen erotus sen
jdlkeen kun sivuketju on pilkottu pois. Yksi pddasialli-
sista erotusongelmia aiheuttavista sivutuotteista on adi-
poyyli-6-APA, Jja tama sivutuote on mahdollista hajottaa
kemiallisesti tai entsymaattisesti erotuksen yksinker-
taistamiseksi. Aluksi suodatettuun fermentointiliemeen
kohdistetaan alustava puhdistusmenettely, johon voi si-
saltya epapuhtauksien poistamiseksi alustava uutto veteen
sekoittumattomalla orgaanisella liuottimella, kuten n-bu-
tanoli tai amyyliasetaatti. Uutettua lientd voidaan sitten
puhdistaa edelleen alustavalla tavalla kromatografisestil
aktiivihiilella.
Adipaattiravinteen lisadminen

Edullisesti ajankohtana, jolloin Penicillium chry-

sogenumia varten muodostetaan fermentointiviljelmd edella
kuvatun mukaisesti, eli ennen siirrostamista, fermentoin-
tialustan muihin ainesosiin lisdtadn adipaattiravinne.
Adipaattiravinne voidaan mahdollisesti lis&té& jonain ajan-

kohtana siirrostuksen jdlkeen, esim. 1, 2 ja/tai 3 paivén
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kuluttua siirrostuksesta. Adipaattiravinteeksi m&dritel-
154n adipiinihappo tai adipiinihapon mikd tahansa yksi tai
useampi suola tai esteri, jota adipoyyli-6-APA:n tuottami-

seksi wviljelty Penicillium chrysogenum -kanta kykenee as-

similoimaan ja k&ytté&m&&n. Adipiinihappoa, suoloja ja es-
tereitd voidaan ké&ayttda yksinddn tai min& tahansa yhdis-
telmdnd. Edullinen on dinatriumsuola, vaikkakin myds ka-
lium- ja natriumsekasuolat olisivat samoin sopivia. Me-
tyyliesteria voitaisiin kdyttda, mutta etyyliesteri ei ole
vesiliukoinen. Adipiinihapposuolan tai -esterin on oltava

sellainen, ettd Penicillium chrysogenum -kanta kykenee as-

similoimaan ja kayttédmdan sitd adipoyyli-6-APA:n valmis-
tamiseksi. Esimerkiksi itse adipiinihappo saattaisi olla
sopiva, vaikka se ei ole vesiliukoinen, jos sopivissa pH-
olosuhteissa muodostuu assimiloituva suola.

Sopivia ekspandaasientsyymeja

Penicillium chrysogenum -kanta, jota on viljelty

antaen adipaattiravinnetta edell&d kuvatun mukaisesti si-
ten, ettd se tuottaa adipoyyli-6-APA:ta, on my6s kanta,
joka on - transformoitu ekspandaasientsyymiaktiivisuutta
koodittavalla DNA:1la, jolloin tuloksena taman ilmentymi-
sestd mainitun adipoyyli-6-APA:n rengas laajenee in situ
adipoyyli-7-ADCA:n muodostamiseksi.

Adipaattiravinnetta kayttden viljelty Penicillium

chrysogenum tuottaa adipoyyli-6-APA:ta solunsisdisesti.

Tuossa solunsisdisessd asetelmassa, eli in situ -pohjalta,

transformoitu Penicillium chrysogenum samoin ilment&&d eks-

pandaasientsyymiaktiivisuutta koodittavan DNA:n, jolloin
entsyymi kdyttaid adipoyyli-6-APA:ta substraattina ja laa-
jentaa sen renkaan siten, ettada muodostuu adipoyyli-7-
ADCA:ta.

Esilld olevan keksinnén uuden biomenetelmdn pii-

riin kuuluu edell&d kuvattua tyyppi& edustavan Penicillium

chrysogenum -kannan transformointi mill&d tahansa ekspan-

daasientsyymiaktiivisuutta koodittavalla DNA:lla, jolloin
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tuloksena tamén ilmentymisestd adipoyyli-6-APA:n rengas
laajenee in situ ja muodostuu adipoyyli-7-ADCA:ta. T&ten

DNA:n, Jjolla Penicillium chrysogenum transformoidaan, on

ilmennettédva entsyymi, jolla ei ainoastaan ole ekspandaa-
sientsyymin aktiivisuutta alalla ymmérretyssd mielesssi,
eli kykyad laajentaa isopenisilliini-N:n rengas DAOC:ksi,
vaan myds kyky laajentaa adipoyyli-6-APA-rengas adipoyyli-
7-ADCA:ksi. Kuitenkin sivuketjun samankaltaisuuden perus-
teella arvellaan, ettd mik& tahansa ekspandaasientsyymi on
kdyttokelpoinen esilld olevan keksinnén uudessa biomene-
telmassa.

Alan teknista tasoa kuvaavassa osassa on jo mai-

nittu, ettd Streptomyces clavuligerus -kannasta ATCC 27064

perdisin oleva ekspandaasientsyymi on tdysin sekventoitu
seka karakterisoitu endonukleaasirestriktickartoituksella.

Kuitenkin S. clavuligerus -kannasta NRRL 3585 perdisin

olevalla entsyymilla, joka vaikuttaisi samalta entsyymil-
ta, on raportoitu olevan eri molekyylipaino, mutta sita ei
ole sekventoitu.

Néama alan teknisen tason puitteissa jo identifioi-
dut ekspandaasientsyymit ovat kadyttdkelpoisia esilla ole-
van keksinndn mukaisessa uudessa biomenetelmdssa. Muutkin
ekspandaasientsyymit, joita ei ole vield identifioitu Jja

jotka olisivat per&disin eri S. clavuligerus -kannoista tai

jopa erisukuisista mikro-organismeista, saattavat myds
osoittautua sopiviksi esilld olevan keksinndn uuden bio-
menetelmdn suorittamiseksi. Menettelyt t&dllaisten uusien
kdyttokelpoisten mikro-organismikantojen ja -sukujen iden-
tifioimiseksi ja oletettujen ekspandaasientsyymien eristd-
miseksi sekd sen varmistamiseksi, ettd ne sopivat kaytet-
tdviksi esilld olevan keksinnén mukaisessa menetelmidssi,
ovat suoraviivaisia Ja hyvinkin alan taitajan kykyjen
puitteissa. Uusien kayttokelpoisten mikro-organismiehdo-
kaskantojen ja -sukujen soluvapaiden uutteiden seulominen

voidaan suorittaa luotettavalla ja toistettavalla tavalla
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lisdamallda mainittuja uutteita adipoyyli-6-APA-substraat-
tiin tunnettujen DAOCS-kofaktoreiden l&snd ollessa, joita
ovat rauta(2) (Fe?*) -ionit, askorbaatti, a-ketogluta-
raatti ja adenosiinitrifosfaatti (ATP). Adipoyyli-6-APA-
substraattia voidaan valmistaa riittavi&d m&aria syodtta-

malld adipaattiravinnetta ei-transformoidulle Penicillium

chrysogenumille jdljempdnd vyksityiskohtaisesti kuvattuun

nahden analogisella tavalla. Haluttu ekspandaasientsyymi
on l&asnd, jos muodostuu adipoyyli-7-ADCA:ta, Jjonka lasna-
olo voidaan todeta kromatografisesti.

Hyvin tunnettuja yhdistelmd-DNA-tekniikoita kayt-
tden on samoin mahdollista muodostaa DNA-koettimia S. cla-

vuligeruksen ja C. acremoniumin ekspandaasisekvenssin no-

jalla esimerkiksi sellaisten ehdokasmikro-organismien DNA-
sis8116n seulomiseksi, jotka todenndkoisesti tuottaisivat
esillad olevan keksinndn mukaisessa menetelmédssd kaytetta-
vaksli sopivaa ekspandaasia.

Ekspandaasientsyymien mahdollisia l&hteita

Ekspandaasientsyymit, kuten Jjo mainittiin, ovat
entsyymej&, Jjotka katalysoivat penaamirengasrakenteiden
(joita tavataan penisilliinityypin molekyyleissd) laaje-
nemista kef-3-eemirenkaiksi (joita esiintyy kefalosporii-
neissa). Mika& tahansa organismi, joka tuottaa kefeemiren-
kaan sisdltédvi&d metaboliitteja, on siksi ekspandaasia koo-
dittavan DNA:n mahdollinen ldhde. Esimerkkejd tdllaisista
organismeista luetellaan alla, mutta tamd luettelo on vain
esimerkkiluonteinen eikd sitd tulisi tulkita kattavaksi:

Sienet:

Cephalosporium acremonium

Cephalosporium sp.

Emericellopsis

Paecilomyces

Scopulariopsis

Diheterospora

Spiroidium
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Anoxiopsis
Actinomycetes-organismit:

Streptomyces clavuligerus

S. lipmanii

S. wadayamensis

todorominensis

filipinensis cephamycini

panayensis

S.
S.
S. heteromorphus
S.
S. griseus

S. cattleya
Nocardia lactamdurans

Muut bakteerit:

Flavobacterium sp.

Alcaligenes denitrificans

Mycoplana bullata

Providencia rettgeri

Lysobacter lactamgenus

Edelld lueteltujen organismien ekspandaasit ovat
vain ehdokkaita jatkotutkimuksiin, ja saattaa osoittautua,
etteivat ne kaikki sovi esilld olevan keksinndn mukaiseen
uuteen menetelmdan. Esimerkiksi niiden entsyymien kidytos-
ta, joilla on seka ekspandaasi- ettd hydroksylaasiaktiivi-
suutta, kuten C. acremonium-entsyymi, saattaisi seurata
hydroksyloidun adipoyyli-7-ADCA:n, eli DAC:n, jossa on
adipoyylisivuketju, synteesi.

Ekspandaasiaktiivisuutta koodittavien DNA-

fragmenttien eristaminen

Sitten kun halutun ekspandaasientsyymin l&sndolo
on todettu edelld kuvatulla tavalla, menettelyt ekspandaa-
sientsyymiaktiivisuutta koodittavan DNA:n eristdmiseksi
ovat myds suoraviivaisia ja alalla hyvin tunnettuja. Ra-
kennetaan DNA-koettimia, Jjotka perustuvat ekspandaasi-
entsyymejd koodittavien geenien tunnettuihin sekvensseihin

ja osasekvensseihin ja jotka hybridisoituvat eristet-
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tavaan, haluttua entsyymid koodittavaan DNA:han. Tédllais-
ten koettimien rakentaminen perustuu ekspandaasientsyymin
aminohapposekvenssin ja sitid koodittavan nukleotidiemis-
sekvenssin sekd kyseessi olevan nimenomaisen mikro-orga-
nismin kodonipreferenssien tuntemiseen. Yksityiskohtainen
kuvaus tyypillisista tamédntyyppisistd menettelyistd so-
vellettuna Streptomyces clavuligerus -kannan ATCC 27064

genomi-DNA:han esitetd&n j&ljempana.
Ekspandaasientsyymiaktiivisuutta koodittavan DNA:n
eristdminen suoritetaan kayttden yhdistelm&-DNA-teknolo-
giassa hyvin tunnettuja restriktio- ja ligatointimenette-
lyjéa. Jotta sopiva restriktiofragmentti voidaan tuottaa ja
eristdd, saatavilla on valttamatta kyseessd olevan mikro-
organismin genomin endonukleaasirestriktiokartta. Restrik-

tiokarttoja S. clavuligerukselle ja C. acremoniumille on

jo saatavana; taten ensin mainitulle kdytetddn restriktio-
entsyymejd BamHI ja Sall ja elektroforeettisesti saadaan
halutut, kooltaan 1,8 - 2,2 ke:n fragmentit.

Penicillium chrysogenum -kannan transformointi

Sitten kun ekspandaasiaktiivisuutta koodittavat
DNA-fragmentit on saatu, ne voidaan insertoida (ligatoida)
plasmidiin tai muuhun ilmentimisvektoriin DNA-fragmenttien
ohella, jotka k&sittdvat promoottorit, translaation akti-
vaatiosekvenssit, resistenssimerkit, sddtosekvenssit, kos-
midin muodostajat ja mitka tahansa muut DNA-sekvenssit,
jotka mahdollistavat transformoinnin tai edistavat sitsd,
ohjaavat geenituotteen ilmentymistd ja helpottavat trans-
formanttien eristdmistd. N&in rakennettua ilmentamisvek-

toria kaytetd&n sitten Penicillium chrysogenum -kannan

transformointiin ja ekspandaasientsyymin aktiivisuuden so-
lunsisédiseen ilmentamiseen. Transformoinnin ja i1lment&-
misen saamiseksi kdytetyt tekniikat ovat alalla hyvin tun-
nettuja, ja yksityiskohtainen kuvaus tyypillisista tallai-
sista menettelyistd esitetddn jaljempini.

Kuten edelld jo yksityiskohtaisesti esitettiin,
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transformoitu Penicillium chrysogenum -kanta ilment&a eks-

pandaasientsyymin -~ aktiivisuuden solunsisdisesti, minka
jalkeen mainittu aktiivisuus vaikuttaa in situ adipoyyli-
6-APA-substraattiin laajentaen sen renkaan adipoyyli-7-
ADCA:ksi.

Uusi transformantti

Ekspandaasigeenin aktiivisuuden ilmentdva spesifi-

nen Penicillium chrysogenum -transformantti, joka on esil-

14 olevan keksinndén edullinen suoritusmuoto, on uusi ver-
rattuna alan teknisen tason mukaisiin tdllaisiin rakentei-

siin, kuten rakenne Jjulkaisussa Cantwell et al., Current

Genetics 17 (1990) 213 - 221. Molemmissa rakenteissa kay-
tetdsn mutagenisointia in vitro promoottorin yhdistédmisek-

si ekspandaasigeeniin. Cantwellin rakenteessa manipuloin-

" nilla ekspandaasigeenin ATG:hen vied&adn NdeI-kohta, joka

ligatoidaan XbaI-kohtaan IPNS-promoottorin 3'-padssa Xbal/
NdeI-liitt&jallé. Esilla olevan keksinndén mukaisessa ra-
kenteessa ekspandaasigeenin ATG:hen luodaan NcoI-kohta,
joka ligatoidaan NcoI-kohtaan IPNS-liitt&ajan 3'-padssa.
Niin luodaan seuraavat sekvenssit promoottori-geeniyhty-

mikohtien ympédrille ndissa rakenteissa:

Xbal NcoI
IPNS-promoottori 5' TCTAGACACCATGG 3' sekv. tunnusnro 1
Strep-ekspandaasi 5' GTGAGAGTTGATGGAC 3' sekv. tunnusnro 2
Cantwell 5' TCTAGACACTATGGAC 3' sekv. tunnusnro 3
ko. keksintd 5' TCTAGACACCATGGAC 3' sekv. tunnusnro 4

Cantwell-rakenteessa C korvataan T:11&, kun taas
esilla olevan keksinndn mukaisessa rakenteessa C sdilyte-
t44n; taten valittémasti ATG-aloituskodonin viereisen
IPNS-promoottorin sekvenssi sopii tarkalleen yhteen sek-
venssin kanssa, joka tavataan luonnollisesti esiintyvéssa
IPNS-geenissa. On mahdollista, ettd alan teknisen tason

mukainen promoottori, vaikkakin se eroaa vain yhdessa yk-
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sittdisessad nukleotidiemidksessid, saattaa johtaa translaa-
tiotehon matalampaan tehokkuuteen ja siten ekspandaasigee-
ni-ilmentymisen matalampaan tasoon.

Muut erot ovat rakenteisiin sisdltyvan promootto-
rin tai geenin alueilla. Cantwell-rakenne sisaltii IPNS-
promoottorin 5'BamHI -> XbaI3'-alueen, kun taas esilla
olevan keksinndén mukainen vektori sis&ltias promoottorin
5'Ncol — NcoI3'-alueen [Diez et al., J. Biol. Chem. 265
(1990) 16358 - 16365]. T&ma johtaa noin 250 ylim&ariiseen

ep:hen IPNS-promoottorin 5'-paidssid Cantwell-rakenteessa.

Kuitenkin t&ma alue on ACV-syntetaasigeenin avoimella lu-
kualueella yl&virtaan IPNS-geenisti.

Cantwell-rakenne sisdltdid myds Streptomyces-geenin

ATG:std BamHI-kohtaan 3' geenistd, kun taas esillid olevan
keksinnén mukainen vektori sisiltdas alueen ATG:sti Sall-
kohtaan 3' geenistid [Kovacevic et al., J. Bacteriol. 171
(1989) 754 - 760]. Tam& johtaa noin 1 000 ep:hen ylimida-

rdistd 3'-pddn sekvenssid Cantwell-rakenteessa. Esilla

olevan keksinnén mukainen rakenne sisiltidi edelleen eks-
pandaasigeenin yl&virran alueen BamHI-kohtaan 5' ATG:sta;
kuitenkin sen erottaa ekspandaasigeenin lukualueesta IPNS-
promoottori. '

Toinen esilld olevan keksinnén mukaisen rakenteen
ero verrattuna alan teknisen tason puitteissa kuvattuun

liittyy kaytettyyn valikointimerkkiin. Penicillium-IPNS-

promoottori:fleomysiinigeenifuusion kayttaminen esilla
olevan keksinnén mukaisessa rakenteessa on taipuvainen
johtamaan valintaan monikopioiden integraation suhteen tai
integraation suhteen kohdissa, jotka mahdollistavat kor-
kean ilmentamistason, ja siten sillid mahdollisesti voidaan
saada suurempi prosentuaalinen osuus transformantteja,
jotka ilmentavat runsaasti ekspandaasigeenii.

Uusi edella kuvatun tyyppinen transformantti on

PC100:ksi identifioitu Penicillium chrysogenum. Sen takso-

nomisiin ominaispiirteisiin kuuluu tyypillisesti laajalle
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levinneiden pesdkkeiden tuotanto, jotka ovat vdriltd&dn si-
nivihredstd vihreddn, tasaisen samettimaisia k&sittden
keltaisia pisaroita; kdédntopuoclella agariin diffundoituvaa
keltaista; haarautuneita konidiapditd, joiden kaikki osat
ovat tasaisia; ellipsin muotoisesta pallomaiseen vaihtele-
via konidioita, joiden pituus on 3 - 4 mm. Hyvaksyttédvis-

sa viljelyolosuhteissa P. chrysogenumille kaytetd&n kiin-

tedd kasvualustaa, joka k&sittdd monohydratoitua laktoosia
1,5 % (w/v), maissin liotusvetta 0,5 % (v/v); peptonia
0,5 % (w/v); NaCl:aa 0,4 % (w/v); MgS047H,0:ta 0,05 %
(w/v); KHy,PO,:88 0,06 % (w/v); FeClz6H,0:ta 0,0005 % (w/v);
CuS04-5H0:ta, 0,0002 % (w/v); agaria 3,0 % (w/v); yhdes-
sd litrassa tislattua vettd, pH 4,8. Juuri kuvattu ja

PC100:ksi nimetty P. chrysogenum on talletettu talletus-

laitokseen the American Type Culture Collection (ATCC),
12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852, jossa se
on saanut hakunumeron ATCC 74182 (talletuksen pvm: vas-
taanotettu 21. elokuuta 1992, elinkelpoisuus vahvistettu
27. elokuuta 1992).

Adipoyylisivuketjun pilkkominen

Seuraava vaihe esilld olevan keksinndn mukaisessa
uudessa biomenetelmdssd on adipoyylisivuketjun pilkkominen
adipoyyli-7-ADCA:sta, mika edellyttdd edeltdvdstd vaihees-
ta saadun tuotteen ké&sittelyd adipoyyliasylaasientsyymi-
systeemilld. Kuten Jjo mainittiin edelld, esilld olevan
keksinnén yksi merkittdva saavutus on, ettd kaikki adipo-
yyli-7-ADCA:n muodostumiseen johtavat vaiheet pystytdén
suorittamaan yhdessd fermentointiviljelmédssd. T&lla saavu-
tuksella padstadn poikkeuksellisesti parantuneeseen tehok-
kuuteen, koska valituotteita el tarvitse eristdd ja osit-
tain puhdistaa vaihe vaiheelta menetelmdss&. Tdssd viimei-
sessd vaiheessa adipoyyliasylaasientsyymisysteemi ei kui-
tenkaan ole l&sn&, elli sita ei ole muodostunut in situ al-
kuperdisessd fermentointiviljelmdssa.

Jos esilld olevan keksinndén mukainen uusli biomene-
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telmd suoritetaan erdmuodossa, on valtt&maténta eristaa ja
osittain puhdistaa ensimmidisen vaiheen tuote Jja alustavia
menettelyja tdmédn suorittamiseksi on Jo edella kuvattu.

Kuitenkin esilld olevan keksinndén mukainen mene-
telmid voidaan suorittaa milla tahansa tavalla, joka saat-
taa adipoyyliasylaasin tehokkaasti kosketuksiin adipoyy-
1i-7-ADCA:n kanssa, jotta tuon yhdisteen entsymaattinen
konversio 7-ADCA:ksi voi tapahtua. Tamd on ilmaisun "kos-
ketuksiin saattaminen” mddritelmd laajimmassa mielessaan.
On mahdollista k&ayttdd epadpuhtaan adipoyyli-7-ADCA:n so-
luvapaata lientd sydttovirtana ja kédsitelld sitd erdmuo-
dossa epdpuhtaalla adipoyyliasylaasiliemella. T&lla lahes-
tymistavalla toteutetaan tietty teho, koska se ei edeliyté
reagoivien aineiden mit&&n alustavaa huomattavaa puhdista-
mista. Modifikaatiot ovat luonnollisesti mahdollisia. Esi-
merkiksi reagoivia aineita voidaan puhdistaa miss& tahansa
halutussa mairin ennen kuin ne saatetaan kosketuksiin
toistensa kanssa. Samoin menetelm& voitaisiin suorittaa
paremminkin jatkuvalla kuin erd kerrallaan tapahtuvalla
tavalla. Itse reagoivien aineiden kosketuksiin saattamista
voidaan modifioida eri tavoin ottaen huomioon edistysaske-
leet prosessiteknologiassa. Téten voidaan k&dyttaa immobi-
lisoitua entsyymi&, esim. kolonnin muodossa, joka sisdltda
adipoyyliasylaasin ja jonka kolonnin lapi adipoyyli-7-ADCA
johdetaan. Immobilisoitu entsyymi voidaan my8s lisata adi-
poyyli-7-ADCA-liuokseen suspensiona. T&llaisten immobili-
soitujen entsyymisysteemien etuja ovat entsyymin helppo
talteenotto ja monikdyttd. Toinen esimerkki tallaisesta
prosessiteknologiasta liittyy membraanireaktoreihin. Edul-
linen menetelmd reagoivien aineiden saattamiseksi koske-
tuksiin on k&yttdm#dlld immobilisoidun entsyymin késittavaa
kolonnia.

Pilkkomisvaiheessa kayttdkelpoisia adipoyyliasy-

laasientsyymejéa

Loytyy koko Jjoukko entsyymejd, jotka tunnetaan
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spesifisyydesta adipoyylisivuketjujen suhteen. Valmista-
jalta RAEV Corp. kaupallisesti saatavana olevalla adi-
poyyliasylaasilla saadut tulokset esitetdsn yksityiskoh-
taisesti tyOesimerkeissd Jj&dljempidnd. Kirjallisuudessa on
raportoitu 7 muuta entsyymi&d, jotka poistavat adipoyyli-
sivuketjuja kefalosporiinityypin molekyyleista. Kuusi

ndistd seitsemédstd entsyymistad on Pseudomonas-lajeista, ja

7. on Bacillus-lajista. Tiettyjen Pseudomonas-entsyymien

valilld on Jjoitakin samankaltaisuuksia, mutta kaikki 7
poikkeavat jossain maadrin toisistaan fysikaalis-
ten/biologisten ominaisuuksiensa osalta. Joistakin niiden

ominaispiirteistd esitetddn alla yhteenveto:

Entsyymi Viite Likimddrainen mp.

(Pseudomonas- ja (alayksikkd)

Bacillus-kannat)

P. SY-77-1 Shibuya et al. ilmeisesti sama
(Toyo Jozo) {1981) kuin GK16 alla
P. GKle6 Matsuda, Komatsu 16 000
(Asahi) (1985) 54 000

P. SE83 (acyI) Matsuda et al. 38 200
(Asahi) (1987) 19 900

P. SE83 (acyII) Matsuda et al. 25 400
(Asahi) (1987) 58 200

P. diminuta N176 Aramori et al. 58 000
(Fujisawa) (1991a) * 26 000

P. diminuta V22 Aramori et al. ?
(Fujisawa) (1991a)* ?

Bacillus latero- Aramori et al. 70 000
sporus J1 (1991b) ** (monomeer.)
Pseudomonas sp. - 16 000

(RAEV Corp.) 54 000

* Aramori et al., J. Ferment. Bioeng. 72 (1991) 232 - 243
** Aramori et al., J. Bacteriol. 173 (1991) 7848 - 7855
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Kaikki edeltavat adipoyyliasylaasientsyymit ovat
kdyttokelpoisia esilléd olevan keksinnén mukaisessa uudessa
biomenetelmdssd. Muita esilld olevan keksinndén mukaisessa
menetelmédsséd kadyttokelpoisia adipoyyliasylaaseja voidaan
loytdd helposti testaamalla ehdokasentsyymi adipoyyli-7-
ADCA:1la, joka on tosiasiallinen substraatti, johon sen on
vaikutettava. Positiivinen tulos antaa luotettavan ja
toistettavan menetelmdn sen madrittamiseksi, etta ehdokas-
entsyymi todella on kdyttdkelpoinen esilld olevan keksin-
ndén mukaisessa menetelmdssd. Substraatti voidaan valmistaa
suoraviivaisella tavalla adipiinihappoanhydridin reaktiol-
la 7-ADCA:n kanssa-kéyttaen modifikaatiota menettelysts,
jonka raportoivat Szewczuk ja Wellman-Bednawska julkaisus-
sa Clin. Chim. Acta 84 (1978) 19 -26. Adipiinihappoanhyd-

ridi voidaan valmistaa Albertsonin ja Lundmarkin menetel-

man mukaan, jota kuvataan julkaisussa J. Macromol. Sci.
Chem. A27 (1990) 397 - 412. 7-ADCA:ta on saatavana useam-
masta kaupallisesta l&hteestd, mukaan lukien E.R. Squibb &
Sons, Ltd., NJ, ja Interchem Corp., NJ.

Jos halutaan suorittaa ehdokasentsyymien karkea
seulonta nopeaa kolorimetristd menetelmdd kédyttden, adi-
poyyli-7-ADCA-substraatti voidaan korvata kolorimetrisella
substraatilla, kuten adipoyyli-PABA (para-aminobentsoehap-
po) tai adipoyyli-PNA (para-nitroaniliini). Sivuketijun
pilkkominen tuottaa vdrin muodostavan lajin, Jjonka l&sna-
olo ja pitoisuus on helppo madrittdd kolorimetrisesti. Yk-
sityiskohtéisemman informaation osalta n&istd ja muista
sopivista kolorimetrisistd menetelmistd katso Marelli,
L.P., J. Pharm. Sci. 57 (1968) 2172 - 2173; Szasz, G.,
Clin. Chem. 15 (19%969) 124 - 136; Szewczuk, A., et al.,
Anal. Biochem. 103 (1980) 166 - 169; ja Reyes, F., et al.,
J. Pharma. Pharmacol. 41 (1989) 136 - 137.

RAEV-entsyymin N-p&ddn aminohapposekvenssejd ver-

rattiin edeltdvdssd taulukossa esitettyihin acyII- da

GKlé6-entsyymien suuriin alayksikoéihin. Tulokset vertai-
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lusta esitetd&n alla (jolloin sulkeet osoittavat vahemman

sitovat maaritykset) :

RAEV - sekvenssi tunnusnro 5

SNI(S) (6) AVAPGKTANGNA AL (L) L QN (P)
GK16 - sekvenssi tunnusnro 6

S N S W AVAPGKTANGNAL L LQON P
acyIlIl - sekvenssi tunnusnro 7

S N N W AVAPGRTATGRPI L AGD P

Esitetyistd sekvensseistd ilmenee, ettid kaikki n&-
md kolme peptidia ovat sukua toisilleen. Kuitenkaan pro-
teiinilla, jolla on samanlainen N-pdin sekvenssi kuin
edelld esitetyilld, ei valttamattd ole adipoyyliasylaasi-

aktiivisuutta, kuten Arthrobacter-kannan tuottaman penisi-

liini—G—asylaasin kohdalla. Toisaalta 1loytyy esillid olevan
keksinndn mukaisessa menetelmdssd kayttokelpoisia adipoyy-
liasylaaseja, Jjotka eivadt osoita merkittdavdd homologiaa
edeltavaan N-pddn sekvenssiin ndhden. Esimerkiksi Asahi-

entsyymilla acyIl ja Fujisawa B. laterosporus Jl-asylaasil-

la, jotka esitetdan taulukossa edelld ja joilla on osoi-
tettu olevan jonkin verran adipoyyli-7-ACA-asylaasiaktii-
visuutta, el ole mitd&dn sekvenssihomologiaa muihin edelléa
esitettyihin entsyymeihin ndhden. Siten esilld olevan kek-
sinndn kattama alue suhteessa uuden biomenetelmidn toisessa
vaiheessa kayttdkelpoisiin adipoyyliasylaaseihin midrite-
taan sen pérusteella, pystyykod ehdokasentsyymi pilkkomaan
adipoyylisivuketjun adipoyyli-7-ADCA:sta vai ei, seikka,
joka voidaan maarittdd helposti ja luotettavasti edellsa
vksityiskohtaisesti esitetyn mukaan.

Muutkin lahestymistavat sopivien adipoyyliasylaa-
sien loytadmiseksi ovat mahdollisia. Esimerkiksi EP-hake-

musjulkaisussa 0 453 048 kuvataan menetelmid Pseudomonas-

kannan SY-77-1 tuottaman glutaryyliasylaasin adipoyyliéa

pilkkovan aktiivisuuden parantamiseksi. Substituoitaessa
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eri aminohappoja tiettyihin kohtiin a-alayksik®ssi havait-
tiin 3 - 5 kertaa korkeampi adipoyylipilkkomisen (adipoyy-
li-seriinistéd) nopeus. T&llaiset parannetut entsyymit so-
pisivat myds kaytettaviksi esilld olevassa keksinndssi.
Huomattakoon, ettd vaikka EP-hakemusjulkaisussa 0 453 048
ilmeisesti esitet&ddn asylaasi, jonka aktiivisuus adipoyy-
lisivuketjujen suhteen on aiempaa parempi, siind ei kuvata
mitddn tapoja (joko kemiallisia tai esilld olevassa pa-
tenttiselityksessd kuvattuihin ndhden millidn tavalla ana-
logisia biomenetelmid), Jjoilla adipoyylikefalosporiini
voitaisiin ensinndkdan muodostaa.

Edullisten suoritusmuotojen kuvaus

Seuraava on yksityiskohtainen kuvaus esilld olevan
keksinndn tietyistd edullisista suoritusmuodoista, jotka
on kuitenkin tarkoitettu vain esilla olevaa keksintsda ha-
vainnollistaviksi eikd mill&&n tavalla sitd rajaaviksi.

Esimerkki 1

Penicillium chrysogenumin viljelyolosuhteet

Naissa menettelyissd kaytettyd Penicillium chryso-

genum -kantaa ylldpidettiin maljoilla, Jjotka sisalsivat
LCsB-kasvualustaa, jonka koostumus oli seuraava: monohyd-
ratoitu laktoosi 1,5 % (w/v); maissin liotusvesi 0,5 $%
(v/v); peptoni 0,5 % (w/v); NaCl 0,4 % (w/v); MgS047H20
0,05 % (w/v); KHPO, 0,06 % (w/v); FeCl3z-6H,0 00,0005 %
(w/v); CuS045H,0 00,0002 % (w/v); agar 3,0 & (w/v); yh-
dessda litrassa tislattua vetta, pH 4,8. 12 pdivan jdlkeen
25 °C:ssa ja 65 %:n suhteellisessa kosteudessa yksittdisia
pesiakkeitd poistettiin ja ne lisattiin 2 ml:aan steriloi-
tua vettd lasihelmid sisdltdvdssd kierrekorkilla varuste-
tussa putkessa. Viljelmdakasvua liuotettiin vorteks-sekoit-
tamalla, minka jdlkeen suspensiolla siirrostettiin riisi-
kolveja. Riisikolvit sisdlsivat 25 ¢g/250 ml:n kolvin ja-
lostettua, luonnollisesti pitk&jyvadistd Uncle Ben's-rii-
sia, jota oli pesty 3 - 4 tilavuudella tislattua vetta 7

minuutin ajan sekoittaen 30 sekunnin vdlein ja jota oli
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sitten wvalutettu, kunnes riisin vesipitoisuus oli noin
25 %. 12 paivan jdlkeen 25 °C:ssa ja 65 %:n kosteudessa
itidt pestiin riisistd 50 ml:1la steriiliad vettd. Itidsus-
pensiolla siirrostettiin nestemdisid viljelmid, minka 1li-
sdksi niistd valmistettiin kylmdkuivattuja viljelmia va-
rastoitavaksi 4 °C:ssa. Itidt lis&dttiin samaan tilavuuteen
5-%:ista kuorittua maitoa ja kylmdkuivattiin steriileissa
ampulleissa.

Kannan kaksivaiheista fermentointia ravistelukol-
veissa kaytettiin penisilliinien tuottamiseksi tai mysee-
lin tuottamiseksi RNA- tai DNA-l&hteeksi. Id&atysvaihe
kaynnistettiin lis&am&lla 1 x 10%® itista 50 ml/500 ml:n
kolviin, 7jossa kasvualusta koostui seuraavista: glukoosi
3,0 $ (w/v); Pharmamedia-alusta 1,0 % (w/v); maissin lio-
tusvesi 3,0 % (v/v); ammoniumsulfaatti 0,2 % (w/v); CaCOs
0,5 % (w/v); kidevedet®dn monokaliumfosfaatti 0,05 % (w/v);
laktoosi 1,0 % (w/v); primaarinen kuivahiiva 1,0 % (w/v);
yhdessa litrassa tislattua vettd. Inkubointi suoritettiin
25 °C:ssa ja 65 %:n suhteellisessa kosteudessa pydrivalla
ravistelupdydalla, jonka amplitudin halkaisija- oli 70 mm
ja pydrimisnopeus 220 kierr./min. 48 tunnin inkuboinnin
jalkeen tuotantovaihe kdynnistettiin siirtdmalla 2 ml ve-
getatiivista ymppid 35 ml/500 ml:n kolviin, jossa kasvu-
alustan koostumus oli seuraava: KHyPOq 0,05 % (w/v); KySOy
0,5 % (w/v); (NH4)2S04 1,0 % (w/v); laktoosi 12,0 % (w/v);
Pharmamedia-alusta 2,75 % (w/v); CaCOsz; (saostettu) 1,0 %
(w/v); laardicljy 1,0 & (v/v); yhdess&d litrassa tislattua
vetta, pH 6,6. Autoklavoinnin jalkeen mutta ennen siirros-
tusta steriilid 25-%:ista natriumadipaattiliuosta (pH 6,6)
lisdttiin natriumadipaatin loppupitoisuuteen 2,5 %. Siir-
rostamisen jalkeen inkubointia jatkettiin sitten samoissa
olosuhteissa kuin idatysvaiheessa 5 - 7 paivan ajan.

Kun tarvittiin myseelid protoplastien muodostami-
seksi transformointiin tai DNA-l&hteeksi, kantaa kasvatet-

tiin 50 ml1/250 ml:n kolvissa, joka sisdlsi taydellista
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kasvualustaa (CM), jonka koostumus oli seuraava: 50 ml 20X
Clutterbuck-suoloja (120 g NayNO3, 10,4 g KCl1, 10,4 g
MgSOs- 7H20, 30,4 g KH;PO4), 2,0 ml Vogelin hivenaineita
(0,3 M sitruunahappo, 0,2 M 2ZnSO;, 25 mM Fe (NHg) 2 (SO4) 2-—
6H,0, 10 mM CuSOs;, 3 mM MnSOs;, 8 mM boorihappo, 2 mM
NazMo04:2H,0), 5 g tryptonia, 5 g hiivauutetta, 10 g glu-
koosia; yhdessa litrassa tislattua vettd. Inkubointi suo-
ritettiin 25 °C:ssa pyoérivalla ravistelupdyddlla pydri-
misnopeudella 220 kierrosta/min.
Esimerkki 2

Penicilliumin genomi-DNA:n ja kokonais-RNA:n eris-

taminen

Edelld kuvatun mukaisesti valmistettu vegetatiivi-
nen myseelikasvu 48 tunnin viljelmdstid otettiin talteen
suodattamalla sideharson ldpi, se jiadytettiin néstetypes—
sd ja kylmé&kuivattiin yén yli. Kuivattu myseeli jauhettiin
hiekan kanssa k&yttden huhmaretta ja survinta ja uudel-
leensuspendoitiin 25 ml:aan liuosta, jossa olivat pitoi-
suudet 100 mM LiCl, 50 mM EDTA, 10 mM Tris, pH 8,0, 4

SDS:&d. Suspensio kuumennettiin 50 - 55 °C:seen vesihau-

o\®

teessa 60 °C:ssa, mink& jalkeen seosta uutettiin ensin fe-
nolilla kylldstetylld 1 M Tris-liuoksella (pH 8) ja sitten
fenolilla kyllastetty Tris-liuos:kloroformilla (1:1, v/v)
ja sitten kloroformilla. RNA saostettiin vesifaasista li-
sdamdlléd sama tilavuus kylmd&d 6 M LiCl-liuosta ja antamal-
la seoksen sitten seistd -20 °C:ssa 2 - 3 tunnin ajan. 20
minuuttia kestdvan sentrifugoinnin j&lkeen 12 000 x g:ssa
4 °C:ssa supernatantista tehtiin 66-%:ista (v/v) etanolin
suhteen ja sitd j&asdhdytettiin -20 °C:ssa 15 minuutin ajan
DNA:n saostamiseksi. Sentrifugoitiin kuten edella, minki
jalkeen DNA-pelletti pestiin 70-%:isella etanolilla, kui-
vattiin ja wuudelleensuspendoitiin TE-puskuriin (10 mM
Tris-HCl, pH 7,5, 1 mM EDTA). DNA-pitoisuus arvioitiin
vertaamalla tunnettuihin DNA-standardeihin vadrjattédessa

etidiumbromidilla agarocosigeelielektroforeesissa.



10

15

20

25

30

35

108148

36

Edelld esimerkissd 1 kuvatun mukaisia Penicillium

chrysogenum -viljelmid kasvatettiin 96 tunnin ajan 35

ml:ssa fermentointialustaa (fermentointioclosuhteita kuvat-
tiin edella) 25 °C:ssa pydrivalla ravistelupdydalla pyori-
misnopeuden ollessa 220 kierr./min. Myseeli otettiin tal-
teen suodattamalla Whatman nro 1 -suodattimen 1l&dpi tyh-
jossd ja se pestiin noin 50 ml:lla vettd. Myseeli kaavit-
tiin valittoémdsti suodattimelta, se uudelleensuspendoitiin
5 ml:aan "rikkomispuskuria" (50 mM Tris-HCl, pH 7,4, 150
mM NaCl, 5 mM EDTA, pH 8,0, 5 $ SDS:44), jaadytettiin nes-
tetypessda ja kylmédkuivattiin. ¥Yén yli kestédneen kylmakui-
vauksen jadlkeen lisattiin 5 ml 0,1-%:ista DEPC:ta sisaltéa-
vaa vettd ja 5 ml fenolilla kyllastetty 1 M Tris-liuos (pH
8) :kloroformi:isoamyylialkoholia (50:50:1) ja seos jatet-
tiin sulamaan 37 °C:seen 20 minuutiksi, jona aikana sita
ravisteltiin. Seosta sentrifugoitiin 12 000 x g:ssa 10 mi-
nuutin ajan 4 °C:ssa, vesifaasi poistettiin ja sita uudel-
leenuutettiin ensin fenolilla kylléstetty 1 M Tris-liuos
(pH 8) :kloroformi:isoamyylialkoholilla (50:50:1), toiseksi
fenolilla kyllastetyllda 1 M Tris-liuoksella (pH 8) ja kol-
manneksi kloroformilla. Sama tilavuus 6 M LiCl-liuosta yh-
distettiin lopulliseen vesifaasiin ja liuos jatettiin -20
°C:seen vahintdidn 4 tunnin ajaksi. Kokonais-RNA pelletoi-
tiin sentrifugoimalla 12 000 x g:ss& 20 minuutin ajan
4 °C:ssa, pelletti liuotettiin 0,3 ml:aan TE-puskuria,
jossa oli 0,03 ml 3 M natriumasetaattiliuosta, Jja 2,5 ti-
lavuutta etanolia lis&ttiin RNA:n uudelleensaostamiseksi.
Lopullinen pelletti liuotettiin 0,1 ml:aan TE-puskuria ja
RNA-pitoisuus mddritettiin spektrofotometrisesti kayttaen
absorbanssia 260 nm:ssa.
Esimerkki 3

Streptomyces clavuligeruksen viljelyolosuhteet

Niaissd menettelyissa kaytetty Streptomyces clavu-
ligerus -kanta oli ATCC 27064. Kantaa yllédpidettiin mal-

joilla, jolssa kasvualustan koostumus oli seuraava: hii-

vauute 4 g; mallasuute 10 g; glukoosi 4 g; agar 20 g; yh-
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dessd litrassa tislattua vettd, pH 7,2. 5 paivan kasvatuk-
sen jdlkeen 30 °C:ssa maljoille lis&ttiin 2 ml tislattua
vettd Jja viljelmékasvu kaavittiin agar-pinnalta. Saatu
suspensio siirrettiin lasihelmis sis&ltdvian steriiliin,
kierrekorkilla varustettuun putkeen. Viljelmidkasvua liuo-
tettiin vorteks-sekoittamalla, minkd j&dlkeen suspensiolla
siirrostettiin nestemdisi& viljelmis. Suspensiota kaytet-
tiin myds pysyvddn viljelmévarastointiin -70 °C:ssa, jol-
loin siihen lisattiin glyserolia loppupitoisuuteen 15 $%.

Tarvittaessa myseelid protoplastien muodostamisek-
si transformointiin tai DNA-l&hteeksi kantoja kasvatettiin
200 ml/1 litran kolvissa, jossa YEME-kasvualustan koostu-
mus oli seuraava: hiivauute 3 g; peptoni 5 g; mallasuute
3 g; glukoosi 10 g; sakkaroosi 340 g; MgCl,-6H,0 1,02 g;
glysiini 5 g; agar 18 g; yhdessd litrassa tislattua vetta.
Inkubointi suoritettiin 28 °C:ssa pydrivallid ravistelupdy-
ddlla pyodrimisnopeuden ollessa 220 kierr./min.

Esimerkki 4

Streptomyces-genomi-DNA:n eristiaminen

Edelld kuvatun mukaisesti valmistettu vegetatiivi-
nen kasvu 48 tunnin viljelm&std otettiin talteen sentrifu-
goimalla 22 100 x g:ssd 10 minuutin ajan. Solut uudelleen-
lietettiin 10 ml:aan TE-puskuria, 10 mg lysotsyymia lisat-
tiin ja seosta inkuboitiin 30 °C:ssa 15 minuutin ajan.
Sitten lis&dttiin 1 ml 20-%:ista SDS-liuosta ja sen jalkeen
valittomasti 10 ml fenolilla kyllastettyad TE-liuosta (pH
8) ja 1,5 ml 5 M NaCl-liuosta ja seosta k&anneltiin varo-
vaisesti ylésalaisin 20 minuutin ajan. Faasit erotettiin
sentrifugoimalla 12 000 x g:ssd 10 minuutin ajan, mink&
jédlkeen vesifaasi erotettiin Jja siirrettiin puhtaaseen
putkeen. Lisdttiin sama tilavuus kloroformia ja seosta
kdanneltiin varovaisesti ylosalaisin 10 minuutin ajan.
Faasit erotettiin j&dlleen sentrifugoimalla 12 000 x g:ssi
10 minuutin ajan, mink& jalkeen vesifaasi poistettiin Jja

siirrettiin taas puhtaaseen putkeen. Lis&dttiin varovai-
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sesti 2 tilavuutta isopropanolia ja saostunut DNA huuhdot-
tiin ja uudelleenliuotettiin minimitilavuuteen TE-pusku-
ria. RNaasi-A:ta lisdattiin loppupitoisuuteen 20 mg/ml Jja
liuosta inkuboitiin 50 °C:ssa 1 tunnin ajan. Sitten lis&t-
tiin proteaasi-K:ta loppupitoisuuteen 100 mg/ml sek&
NaCl:44 pitoisuuteen 100 mM ja SDS:4&8 pitoisuuteen 0,4 %
ja seosta inkuboitiin 37 °C:ssa 1 tunnin ajan. Liuosta uu-
tettiin j&lleen samalla tilavuudella fenolilla kylléastet-
tyd TE-liuosta (pH 8), mink& jalkeen uutettiin toistami-
seen kloroformilla. DNA viimeisestd uutosta huuhdottiin,
kun oli 1lisatty kaksi tilavuutta isopropanclia ja pitoi-
suus maaritettiin spektrofotometrisesti k&dyttdaen absor-
banssilukemaa 260 nm:sséa.
Esimerkki 5

Geenikirjaston rakentaminen ja Streptomyces clavu-

ligerus -ekspandaasigeenin sisaltavan DNA-fragmen-
tin eristaminen

Aiemmin kuvatusta menettelysta saatua Streptomyces

clavuligerus -genomi-DNA:ta pilkottiin restriktiocentsyy-
meilld BamHI Jja Sall. Pilkotulla DNA:1la suoritettiin

elektroforeesi 0,8-%:isessa agaroosigeelisssi, kooltaan
1,8 - 2,2 ke:n fragmentit eluoitiin ja ligatoitiin pUC18-
DNA:han, Jjota oli edeltdpdin pilkottu BamHI:1llda ja Sa-
1I:11a. Ligatointiseoksen laimennoksilla transformoitiin
transformoitumiskelpoisia JM109-soluja elektroporaatiota
kdyttden (Gene Pulser, Bio-Rad, Richmond, CA). Transfor-
moitumiskelpoiset solut wvalmistettiin Jja elektroporaatio
suoritettiin valmistajan suositusten mukaan. Transformoin-
tiseos maljattiin LB-maljoille, joissa kasvualusta sisédlsi
100 mg/ml ampisilliinia ja 75 ml 2-%:ista X-Gal-liuosta.
Yon yli kestdneen inkuboinnin jadlkeen 37 °C:ssa yhdistel-
ma-DNA-pesakkeet identifioitiin niiden varittdmdsta ulko-
naodsta, joka johtui plasmidivektorin B-
galaktosidaasigeehiaktiivisuuden inaktivaatiosta. Varitto-

mé&t pesakkeet noukittiin tuoreelle LB-maljalle, Jjossa kas-



10

15

20

25

30

35

108148

39

vualusta sisdlsi 100 mg/ml ampisilliini&d. Yén yli kes-
tédneen kasvatuksen jdlkeen 37 °C:ssa pesakkeet siirrettiin
nitroselluloosakalvolle ja niit4 hybridisoitiin po-
lymeraasiketjureaktiolla valmistettuun koettimeen, Jjoka

vastasi Jjulkaistua Streptomyces clavuligerus -ekspandaasi-

geenisekvenssia emdksille 52 - 918 [Kovacevic et al., J.
Bacteriol. 171 (1989) 754 - 760: ja US-patenttijulkaisu

5 070 020]. Polymeraasiketjureaktiotuotteen leimaus suo-
ritettiin kdyttden satunnaisalukelaajennusreaktiota (°2p)-
dCTP:n kanssa ja Oligolabelling Kit -pakkausta valmistajan
ohjeiden mukaan (Pharmacia, Piscataway, New Jersey). Hyb-
ridisaatioreaktio suoritettiin ma&ran 10° tuiketta/min ra-
dioleimattua koetinta l&snd ollessa seoksessa, jossa oli-
vat pitoisuudet 30 % formamidia, 5X SSC (0,15 M NaCl,
0,015 M natriumsitraatti, pH 7), 0,1 % SDS:&4, 5X Den-
hardt-liuos (5 g Ficoll-valmistetta, 5 g polyvinyylipyr-
rolidonia ja 5 g BSA:ta 500 ml:ssa 50X-varastoliuosta) ja
100 mg/ml vasikan kateenkorvan DNA:ta, 37 °C:ssa yoén yli
kestavand. Useat transformantit hybridisoituivat voimak-
kaasti koettimeen. Yhden pesdkkeen vahvistettiin restrik-
ticentsyymianalyysilla sis&lt&avédn ekspandaasigeenin kidsit-
tavan vektorin ja tama plasmidi nimettiin pFTSO-1:ksi.

Esimerkki 6

Plasmidi-DNA:n eristidminen

Plasmidin sisaltavid E. coli -viljelmid kasvatet-
tiin 500 ml:ssa LB-lientd (20 g/litra LB Broth Base-val-
mistetta; Gibco, Paisley, Skotlanti), joka sis&dlsi 15 mg/
ml tetrasykliinia, pydrivalld ravistelupdyddlld, jonka
pybrimisnopeus oli 220 kierr./min, 12 - 16 tunnin ajan
37 °C:ssa. Solut pelletoitiin sentrifugoimalla 4 000 x
g:ss& 10 minuutin ajan 4 °C:ssa. Solupelletti uudelleen-
suspendoitiin 18 ml:aan Glucose Buffer-valmistetta (50 mM
glukoosi, 25 mM Tris, pH 8,0, 10 mM EDTA), lis&attiin 2 ml
40 mg/ml lysotsyymiliuosta (Sigma, St. Louis, MO) glukoo-

sipuskurissa, sekoitettiin ja seosta inkuboitiin huoneen-
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lampotilassa 15 minuutin ajan. Lisattiin vastavalmistettua
0,2 N NaOH-liuosta, jossa oli 1 % SDS:44, seosta pydritet-
tiin varovaisesti ja se sijoitettiin j&ihin 10 minuutiksi.
Sitten lis&dttiin 30 ml 5 M kaliumasetaattiliuvosta, pH 4,8,
sekoitettiin hyvin ja saatu seos sijoitettiin jaihin vie-
14 10 minuutiksi. Solujdte pelletoitiin sentrifugoimalla
4 000 x g:ssa 10 minuutin ajan 4 °C:ssa ja saatu superna-
tantti suodatettiin sideharsosuodattimen l&pi. Kirkastet-
tuun supernatanttiin 1lisattiin isopropanolia (0,6 tila-
vuutta) plasmidi-DNA:n saostamiseksi Jja sakka muodostui
inkuboitaessa huoneenlampdtilassa 20 minuutin ajan. Plas-
midi-DNA pelletoitiin 4 000 x g:ss& 20 minuutissa
4 °C:ssa, mink& jalkeen se pestiin 70-%:isella etanolilla
ja kuivattiin pikaisesti. Pelletti uudelleensuspendoitiin
9 ml:aan TE-puskuria, mink& j&lkeen lisattiin 10 g CsCl:&a
ja 0,387 ml 10 mg/ml etidiumbromidiliuosta. T&t& liuosta
sentrifugoitiin 313 100 x g:ss& 24 tunnin ajan. Saatu
plasmidinauha seesiumkloridigradientissa tehtiin nakyvaksi
ultraviolettivalolla ja eristettiin, minkda jalkeen eti-
diumbromidi poistettiin uuttamalla butanoclilla kylldste-
tyllad vedelld. Plasmidivalmisteen sisdltédma CsCl poistet-
tiin sitten dialysoimalla TE-puskuria vastaan, minka jal-
keen lopuksi DNA konsentroitiin PEG:td (mp. 8 000) kaytta-
en. DNA:n pitoisuus méd&ritettiin spektrofotometrisesti
kayttéden absorbanssilukemaa 260 nm:ssé&.
Esimerkki 7

Penicillium-transformointivektorin pPenFTSO raken-

taminen

Rakennettiin Penicillium-transformointivektori,

jossa o0li fleomysiiniresistenssigeeni dominoivana wvali-
kointimerkkina. T&hdn pddstiin eristamdlla ensin 660 ep:n
fragmentti, joka  sisdalsi fleomysiiniresistenssigeenin

(fleomysiinid sitovan proteiinin geeni Streptoalloteichus

hindustanuksesta) ja oli myds kytketty hiivasytokromi-Cl-

pdédttdjdéan, plasmidin pUT713 (Cayla, Toulouse Cedex, Rans-
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ka) BamHI/BglII-pilkkomistuotteesta elektroforeettisesti
ja eluoimalla agaroosigeeleist&. Eristetty fragmentti li-
gatoitiin vektorin pSELECT*-1 (Promega Corp.) BamHI-koh-
taan ja geenin suunta madritettiin restriktioentsyymiana-
lyysilla. Sitten insertoitiin 550 ep:n PstI-fragmentti,
joka sisdlsi lambda-cos-kohdan ja teki mahdolliseksi vek-
torin kaytén kosmidimuodostuksessa sopivan kokoisten in-
serttien sisdltyessd mukaan. Sitten 1,5 ke:n NcoI/BamHI-

fragmentti, joka sisdlsi Penicillium chrysogenum -isopeni-

silliini-N-syntetaasi (IPNS) -geenin promoottorialueen,
eristettiin (elektroforeettisesti ja eluoimalla agaroosi-
geeleistad) IPNS—geénin sisdltdvan genomikloonin NcoI/
BamHI-pilkkomistuotteesta. Eristetty IPNS-promoottorifrag-
mentti ligatoitiin BamHI/NcoI:11& pilkottuun vektoriin.
NcoI-kohta on fleomysiiniresistenssigeenin ATG-aloitusko-
donissa. Tam& vektori nimettiin pUTZ-2:ksi.

Streptomyces clavuligerus -ekspandaasigeenin si-
saltadva 1,645 ke:n fragmentti puhdistettiin pFTSO-1:n
(edella kuvattu vektori) BamHI- ja SalIl-

pilkkomistuotteesta elektroforeettisesti ja eluoimalla
0,8-%:isesta agaroosigeelist&. Eristetty fragmentti liga-
toitiin vektoriin pSELECT (Promega Corp.), jota oli my&s
pilkottu BamHI:114 ja SalIl:1la. T&mia vektori nimettiin
pEFTSO-8:ksi. Uusi NcoI-kohta luotiin ekspahdaasigeenin
ATG-aloituskodoniin pFTS0-8:n paikkakohdennetulla mutage-
nisoinnilla kdyttden Altered Sites* in vitro Mutagenesis
System —paﬁkausta (Promega Corp.). Mutagenisointi suori-
tettiin valmistajan ohjeiden mukaan. Rakennettiin oligonu-
kleotidi, Jjoka oli komplementaarinen ATG-aloituskodonin

DNA-alueen koodaussekvenssiin nahden Streptomyces-

ekspandaasigeenin Jjulkaistusta sekvenssista [Kovacevic et
al., J. Bacteriol. 171 (1990) 3952 -~ 3958]. Oligonukleoti-

di syntetisocitiin kdyttden syaanietyylifosforamidiittike-

miaa (Pharmacia Gene Assembler -laitteisto) ja oligon sek-

venssi oli seuraava:
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sekvenssi tunnusnro 8:

3'" CGAGAGGATCAGTGAGAGTCCATGGACACGACGG 5"

Mutagenisointi vahvistettiin restriktiocentsyymia-
nalyysilla. Sitten 1,2 ke:n NcoI-fragmentti, joka sis&lsi

Penicillium chrysogenumin isopenisilliini-N-syntetaasigee-

nin promoottorialueen, eristettiin (elektroforeettisesti
ja eluoimalla agaroosigeeleistd) IPNS-geenin sisdaltavéan
genomikloonin NcoI-pilkkomistuotteesta. IPNS-promoottori-
alue ligatoitiin pFTSO-8-vektoriin uuteen NcoI-kohtaan,
joka oli muodostettu mutagenisoimalla ekspandaasigeenin
ATG-aloituskodonia. Promoottorin suunta ekspandaasigeeniin
nadhden mééritettiin‘restriktioentsyymianalyysilla. Sitten
tamd IPNS-promoottori:ekspandaasigeenikasetti siirrettiin
BamHI/SalI-fragmenttina BamHI/SalI:1la pilkottuun Penicil-
lium-transformointivektoriin pUTZ-2, jota kuvattiin edel-
l4. Lopullinen rakenne nimettiin pPenFTSO:ksi.
Esimerkki 8

Penicillium-B-tubuliinipromoottorin kloonaaminen

Penicillium-R-tubuliinigeeni kloonattiin Penicil-

lium-lambda-genomikirjastosta kdyttden Aspergillus niger

~B~tubuliinigeenid hybridisaatiokoettimena. Sekventoimalla

tama klooni ja vertaamalla Aspergillus nigerin B-tubulii-

nigeenin tunnettuun aminohapposekvenssiin identifioitiin
91-%:isesti homologinen, ATG-aloituskodonista alkava alue.
Funktionaalisen promoottorin kdsittavia sekvenssejd eris-
tettiin aloituskodonin ja BamHI-kohdan 1,4 ke ylédvirtaan
valilta.

Penicillium-B-tubuliinipromoottorin kdsittavan

transformointivektorin rakentaminen

Penicillium-R-tubuliinipromoottorin sis&ltéava 2,0

ke:n XbaI/HindIII-fragmentti ligatoitiin vektoriin pSELECT
(Promega Corp.), jota myds oli pilkottu Xbal/ HindIII:1lla.
Uusi NcoI-kohta luotiin ATG-aloituskodoniin paikkakohden-
netulla mutagenisoinnilla kayttden Altered Sites in vitro

Mutagenesis System -pakkausta (Promega Corp.). Mutageni-
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sointi suoritettiin valmistajan ohjeiden mukaan. Rakennet-
tiin oligonukleotidi, joka oli komplementaarinen ATG-aloi-
tuskohta-alueeseen nahden mutta joka sisdlsi useita muu-
toksia NcoI-kohdan luomiseksi, ja kdytettiin sita mutage-
nisoinnissa. Oligonukleotidi syntetisoitiin kaytt#en syaa-
nietyylifosforamidiittikemiaa (Pharmacia Gene Assembler
-laitteisto) ja oligon sekvenssi oli seuraava:

sekvenssi tunnusnro 9:

5' ATCTCTTTTCTAATACCTTCACCATGGGTGAGATTGTACGTGATCCC 3

Mutagenisointi vahvistettiin restriktioentsyymia-

nalyysilla. Sitten 1,4 ke:n BamHI/NcoI-fragmentti, Jjoka

sisdlsi Penicillium-B-tubuliinipromoottorin, ligatoitiin

rakennettuun NcoI-kohtaan Streptomyces-ekspandaasigeenin
ATG:ssad BamHI/NcoI:1la pilkotussa vektorissa pFTSO-8

(aiemmin esimerkissad 7 kuvattu vektori). Tama vektori ni-
mettiin btFTSO-8:ksi. 1,4 ke:n BamHI/NcoI-fragmentti, joka
sisdlsi B-tubuliinipromoottorin, ligatoitiin myé&s BamHI/
NcoI:114 pilkottuun vektoriin pUTZ-2 (aiemmin esimerkissi
7 kuvattu vektori). Tami ligatointi sijoitti B-tubuliini-
promoottorin suoraan fleomysiiniresistenssigeenin eteen.
Tama vektori nimettiin pCI-6:ksi. Sitten B-tubuliinipro-
moottorieképandaasigeenikasetin sisaltdva 2,4 ke:n BamHI/
HindIII-fragmentti vektorista DbtFTSO-8 ligatoitiin BamHI/
HindIII:1la pilkottuun vektoriin pCI-6, jolloin saatiin

lopullinen Penicillium-transformointivektori, jossa Strep-

tomyces-ekspandaasigeeni ja fleomysiiniresistenssimerkki
ilmentyivat R-tubuliinipromoottorista. Tdmd vektori nimet-
tiin pTS-2:ksi.

Esimerkki 9

Penicillium (GAP) -promoottorin kloonaus

Penicilliumin glyseraldehydi-3-fosfaattidehydroge-

naasi (GAP) -geeni kloonattiin Penicillium-lambda-genomi-

kirjastosta kayttden hybridisaatiokoettimena Aspergillus

nigerin GAP-geenid. Nelj&a mahdollista positiivista kloo-

nia seulottiin edelleen PCR-tuotteella, joka oli muodos-
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tettu alukkeista Cephalosporiumin GAP-geenin 5'-alueelle
[Kimura, H., et al., J. Ferm. and Bioeng. 71 (1991) 145 -
150]. Polymeraasiketjureaktion (PCR) alukkeisiin kdytetyt

oligonukleotidit syntetisoitiin syaanietyylifosforamidiit-
tikemiaa k&yttden (Pharmacia Gene Assembler -laitteisto)
ja oligosekvenssit olivat seuraavat:

sekvenssi tunnusnro 10:

5' CGCGGATCCCGGCATCAACGGCTTCGGTCGTAT 3

sekvenssi tunnusnro 11:

5' CGCGGATCCGGGCACGCGCATGGACATGCCAGTG 3

Yksi neljdstd oletetusta positiivisesta kloonista
ristihybridisoitui PCR-tuotteeseen. 4 ke:n BamHI-fragment-
ti tastd genomikloonista ligatoitiin BamHI:11la pilkottuun
vektoriin pSELECT (Promega Corp.) sekventointia wvarten.
Tama vektori nimettiin pTS-0:ksi. Sekventoimalla tama
fragmentti identifioitiin ATG-aloituskodoni vertaamalla
kefalosporiini-GAP-geenin tunnettuun sekvenssiin.

Penicillium-GAP-promoottorin kadsittdvdn transfor-

mointivektorin rakentaminen

Penicillium-GAP-promoottorin rakentamiseksi Strep-

tomyces-ekspandaasigeenin yhteyteen luotiin uusi NcoI-koh-
ta Penicillium-GAP-geenin ATG:hen kayttamalla paikkakoh-

dennettua mutagenisointia in vitro sekd vektoria pTS-0.
Mutagenisointi suoritettiin valmistajan ohjeiden mukaan.
Oligonukleotidi rakennettiin komplementaariseksi GAP-gee-
nin ATG-aloituskodonin DNA-alueen koodaussekvenssiin nah-
den, jolloin se kuitenkin sisdlsi emédsmuutoksia NcoI-koh-
dan luomiseksi. Oligonukleotidi syntetisoitiin kayttaen
syaanietyylifosforamidiittikemiaa (Pharmacia Gene Assem-
bler -laitteisto) ja oligon sekvenssi oli seuraava:

sekvenssi tunnusnro 12:

5' CAGTAAACGCAACCATGGTTGTCCAG 3'

Mutagenisointi vahvistettiin restriktioentsyymia-
nalyysillda. Sitten GAP-promoottorin sisaltava 1,9 ke:n

NcoI/ BamHI-fragmentti pTS-O:sta ligatoitiin  NcoI/-
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BamHI:114 pilkottuun vektoriin pFTSO-8 (aiemmin esimer-
kissa 7 kuvattu vektori) GAP-promoottorin sijoittamiseksi

Streptomyces-ekspandaasigeenin yhteyteen. Tamd vektori ni-

mettiin pTS-0-1l:ksi. Sitten GAP-promoottori:ekspandaa-
sikasetin sis&ltévé 3,0 ke:n BamHI/HindIII-fragmentti vek-
torista pTS-0-1 ligatoitiin BamHI/HindIII:lla pilkottuun
vektoriin pCI-6 (aiemmin esimerkissd 8 kuvattu vektori),

jolloin saatiin lopullinen Penicillium~-transfor-

mointivektori pSD-1, Jossa Streptomyces-ekspandaasigeeni

ilmentyi GAP-promoottorista.
Esimerkki 10

Penicillium chrysogenumin transformointi

Protoplasteja edelld kuvatusta Penicillium chryso-

genum -kannasta muodostettiin ympp&damalld 50 ml CM-lienti
1 x 107 itisilla 67 tunnin ajan 25 °C:ssa pyodrivalla ra-
vistelupdydalld, jonka pydrimisnopeus oli 220 kierr./min.
Myseeli otettiin talteen suodattamalla sideharsosuodatti-
mille, se siirrettiin 500 ml:n kolveihin ja uudelleensus-
pendoitiin 25 ml:aan KMP:ta (0,7 M KC1l, 0,8 M mannitoli,
0,02 M KPO4, pH 6,3), joka sisdlsi 100 mg Novozyme 234
-valmistetta (Novo Biolabs, Bagsvaerd, Tanska), ja inku-
boitiin 30 °C:ssa ravistelijan pydrimisnopeuden ollessa
100 kierr./min. Sferoplastit erotettiin suodattamalla si-
deharso/lasivillasuodattimien lapi Jja ne pelletoitiin
sentrifugoimalla 350 x g:ssa 10 minuutin ajan. Sitten sfe-
roplastit pestiin 3 kertaan 10 ml:1lla KMP-puskuria, minki
jalkeen ne uudelleensuspendoitiin KMPC:hen (KMP, jossa on
pitoisuus 50 mM CaCl,) pitoisuudeksi 5 x 10’ solua/ml Ja

jatettiin huoneenlampdtilaan 20 minuutiksi. Penicilliumin

transformoimiseksi 200 ml sferoplastisuspensiota lisadattiin
DNA:han (5 mg vektori-DNA:ta 6,2 ml:ssa KMPC:td seka 5 mg/
ml hepariinia) 50 ml:n PPC:td ohella (40 % PEG:t&, mp.
3 500, 20 mM KPO4, pH 6,3, 5 % CaCl,:ta lisattiin juuri
ennen kayttod) ja transformointiseosta inkuboitiin jdissé

X

30 minuutin ajan. 1 ml vastavalmistettua PPC:t& lis&ttiin
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ja seos siirrettiin 50 ml:aan sulatettua (50 °C) regene-
rointiagaria (CM, Jjossa oli pitoisuus 1,3 M mannitoli ja
3 % agaria). Transformointiseos jaettiin sitten 5 petri-
maljaan. 24 tunnin regeneroinnin j&lkeen 25 °C:ssa mal-
joille sijoitettiin sitten OL-kerros (1 % peptonia l-pro-
senttisessa agarissa), joka sisalsi 100 mg/50 ml OL:&aa
fleomysiinid. Kerroksen maadrd oli sama kuin regenerointi-
agarin midarid. Maljoja inkuboitiin 25 °C:ssa 7 - 14 pidivan
ajan ja tarkkailtiin transformanttipesakkeiden muodostu-
mista.

Esimerkki 11

Adipoyyli-6-APA~- ja adipoyyli-7-ADCA-fermentointi-

tuotteiden HPLC-miaritykset

Korkeapainenestekromatografiaa (HPLC) kdytettiin

kaytetyn ei-transformoidun P. chrysogenum -kannan adipoyy-

li-6-APA-tuotannon seka kaytetyn transformoidun P. chryso-
genum -kannan adipoyyli-7-ADCA-tuotannon mddrittamiseksi.
Analyysi suoritettiin kdyttden Waters-systeemid, jossa oli
625-1liuotinkuljetussysteemi, 220 nm:iin ja 254 nm:iin ase-
tettu vaihtuva aallonpituuksinen 490E-detektori, 825-Maxi-
ma-tietosysteemi ja Novo-Cl8-kolonni stationaarifaasina.
Liikkuva faasi (virtausnopeus 1 ml/min) k&sitti 5 minuut-
tia isokraattisesti 2 % metanoli/98 % 0,010 M KH,PO4—seos-
ta, pH 7,0, ja 15 minuutissa lineaarisen gradientin 2 —
40 $ metanoli/0,010 M KH;PO4-liuos, pH 7,0. Adipoyyli-6-
APA madritettiin kvantitatiivisesti k&yttéden penisilliini-
N-standardin standardikuvaajaa 220 nm:ss& ja adipoyyli-7-
ADCA m&&ritettiin kvantitatiivisesti kayttden deasetoksi-
kefalosporiini-C-standardin standardikuvaajaa 254 nm:ssa.
Adipoyyli-6-APA:n ja adipoyyli-7-ADCA:n alttiudet
penisillinaasikédsittelyille mddritettiin lisaamalla 1 yk-
sikkd/ml penisillinaasi-I:ta tai penisillinaasi-III:a suo-
doksiin ja inkuboimalla huoneenlédmpétilassa 10 - 30 minuu-
tin ajan. Nam& naytteet ajettiin edelld kuvattuihin nahden

identtisiss& HPLC-olosuhteissa.
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Adipoyyli-6-APA- ja gdipoyyli—7—ADCA-tuotteiden
UV-spektrianalyysit suoritettiin kdyttden Waters-systee-
mid, Jjossa oli 510-liuotinkuljetussysteemi, 990-fotodio-
dijdrjestelmadetektori, 990-tietosysteemi ja Novo-Cl8-ko-
lonni stationaarifaasina. Ké&ytetty liikkuva faasi oli
identtinen edelld kuvattuihin olosuhteisiin n&dhden.

Adipoyyli-7-ADCA-tuotteen eristdminen suuressa
mittakaavassa fermentointitdysliemestd suoritettiin kayt-
tden Waters-systeemid, jossa oli 510-liuotinkulijetussys-
teemi, 990-fotodiodijédrjestelmédetektori, 990-tietosys-
teemi ja preparatiivinen mBondapak C18 -kolonni stationaa-
rifaasina. Liikkuva faasi (virtausnopeus 5 ml/min) k&asitti

35 minuuttia isokraattisesti 0,010 M KH,POs~liuosta, 'pH

'7,0. Adipoyyli-7-ADCA-tuotteen retentioaikaa vastaava ab-

sorptiopiikki kerattiin talteen fraktiokerdaidjaia kayttiaen.

Esimerkki 12

Bioaktiivisuuden middritykset

HPLC:11& eristettyjen adipoyyli-6-APA- ja adipoyy-
li-7-ADCA-fermentointituotteiden antibiocottisen aktiivi-
suuden mdarittédmiseksi kdytettiin agar-diffuusiobiomddri-
tysta. 20 ml eristettyd tuotetta sijoitettiin 5 mm:n kie-
koille LB-agarmaljalle [20 g/litra LB Broth Base-valmis-
tetta, 3 % agaria (Gibco, Paisley, Skotlanti)], joka oli
ympétty Bacillus subtilis -kannalla ATCC 33677 tai E. coli

-kannalla Super Sensitive (saatiin prof. Arnold L. De-

mainilta, MIT). Bacillus subtilista kdytettiin indikaatto-

rikantana adipoyyli-6-APA-tuotteen madrittédmiseksi ja E.
coli -kantaa Super Sensitive kdytettiin indikaattorikanta-
na adipoyyli-7-ADCA-tuotteen madrittamiseksi. 15 tunnin
inkuboinnin j&dlkeen 37 °C:ssa indikaattoribakteerin es-
tyneen kasvun kehd kiekon ymp&drilld ilmaisi tuotteiden
osoittavan bioaktiivisuutta. Verrokkeina t&dssd kokeessa
olivat deasetoksikefalosporiini-C, kefalosporiini-C, peni-
s1i11iini-V ja penisillinaasia sisdltadva tail ei sisaltéava

agar verrokkina R-laktaamirakenteiden vahvistamiseksi.
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Esimerkki 13 ‘

RAEV-entsyymimadritykset

Fermentointitdysliemestd puhdistettua adipoyyli-7-
ADCA-tuotetta kdaytettiin substraattina RAEV-entsyymin
(kaupallisesti saatavana valmistajalta RAEV Corp.) spesi-
fisen aktiivisuuden madrittamiseksi. Reaktioseos sisdlsi
pitoisuudet 10 mM substraatti, 1 mg RAEV-entsyymia, 5 %
glyserolia 0,16 M KH,PO,-liuoksessa 50 ml:n kokonaistila-
vuudessa ja sit& inkuboitiin 37 °C:ssa. 5 ml:n erit otet-
tiin ajankohtina 0, 1, 3, 5, 10, 20 ja 30 minuuttia, niita
laimennettiin lisd&amd&lld 35 ml 0,010 M KH;POs-liuosta, pH
3,5, ja ne j&&dytettiin -70 °C:ssa ennen analyysia
HPLC:11a edelld kuvatuissa olosuhteissa. '

RAEV-entsyymin aktiivisuus kolorimetrisen adipoyy-
li-P-aminobentsoehapposubstraatin suhteen madritettiin
kdyttden seosta, Jjossa olivat pitoisuudet 5 mM subs-
traatti, 8,25 mg RAEV-entsyymid, 10 % glyserolia 0,065 M
KH,PO4~-1liuoksessa, pH 7,0, 50 ml:n kokonaistilavuudessa,
sekd 30 minuutin reaktioaikaa 37 °C:ssa. Reaktio suoritet-
tiin 96-kuoppaisella mikrotiitterilevylla. 50 ml 1 M
NaNO,~liuoksen 1:100-laimennosta 0,25 M etikkahapossa li-
sattiin reaktion paadttamiseksi ja reaktioseos jatettiin
huconeenldmpodtilaan 3 minuutiksi. 100 ml liuoksen, jossa
oli 10 mg/ml - 4-amino-5-hydroksi-2,7-naftaleenidisulfoni-
hapon mononatriumsuolahydraattia vedess&, 1:100-laimen-
nosta 0,5 M NaHCOj3-liuoksessa lisattiin ja varin kehitty-
mistd tarkasteltiin valittomasti 515 nm:ss& kayttaen EL

312 Bio-kinetics Plate Reader -laitetta (BioTek Instrum-—

ents) .

Esimerkki 14

HPLC-maaritys RAEV-entsyymireaktiotuotteelle

Kaikki HPLC:114 analysoidut RAEV-entsyymi (kaupal-
lisesti saatavana valmistajalta RAEV Corp.) -maaritykset

adipoyyli-7-ADCA-substraattia kdyttden suoritettiin kayt-

tden Waters-systeemid, Jjossa oli 625-liuotinkuljetussys-
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teemi, vaihtuva aallonpituuksinen 490E—detektori, joka oli
asetettu 203 nm:iin ja 254 nm:iin, 825-Maxima-tietosystee-
mi ja Novo-Cl8-kolonni stationaarifaasina. Liikkuva faasi
(virtausnopeus 1 ml/min) kdsitti 5 minuuttia isokraatti-
sesti 2 % metanoli/98 % 0,010M KH,POs;-seosta, pH 3,5, ja
15 minuutin lineaarisen gradientin 2 — 40 $% meta-

noli/0,010 M KHy;PO4-liuosta, pH 3,5. Reaktiotuotteen re-
tentioajan tarkkailemiseksi kaytettiin 7-ADCA-standardia.
Reaktiotuote laskettiin kvantitatiivisesti k&yttden 7-
ADCA-standardin standardikuvaajaa 254 nm:ssa.

Esimerkki 15

Adipoyyli-7-ADCA-fermentointituotteen 13C-NMR-ana-

lyysi

13C-NMR (leveda nauha protoni-erotus) -spektri saa-
tiin 75,4 MHz:ssa (7.1T) k&ayttden 1BM-AF-350-spektromet-
rida Fourier Transform -muodossa. Naytteet koostuivat 50
mg:sta adipoyyli-7-ADCA-tuotetta fermentointiliemestd 0,5
ml:ssa D20-valmistetta (99,8 % D:t&, Aldrich), tai 0,5
ml:ssa DMSO-dg:ta (99,0 % D:td, Aldrich) 5 mm:n putkissa
350 °k:ssa. NMR-tulokset vahvistivat tuotteen adipoyyli-7-
ADCA:ksi.

Esimerkki 16

Vaihtoehtoisten adipoyyliasylaasientsyymien tutki-

minen

Tutkimusten RAEV-entsyymillad lisdksi adipoyylisi-
vuketjun poistuminen adipoyyli-7-ADCA:sta (ja muista adi-
poyylivhdisteistd) osoitettiin lukuisilla erilaisilla mik-
robildhteilld tuotetuilla entsyymeilld. Alustavassa tutki-
muksessa Pseudomonas sp. -kantoja SE-83 ja SE-495 (talle-

tettu talletuslaitokseen the Fermentation Research Insti-
tute, Jjossa hakunumerot ovat FERM BP-817 ja vastaavasti
FERM BP-818) ja Pseudomonas-kantaa SY-77-1 (talletettu
talletuslaitokseen the Northern Regional Research Labora-

tory, Jjossa hakunumero on NNRL B-8070) kasvatettiin 72

tunnin ajan kasvualustassa, Jjoka sisdlsi HyCase SF -val-
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mistetta 2,0 % (w/v); mononatriumglutamaattia 0,5 % (w/v);
hiivauutetta 0,5 % (w/v); maissin liotusjauhetta 0,2 %
(w/v); puuvillansiemendljya 0,5 % (w/v) ja glutaarihappoa
0,1 % (w/v). Solut otettiin talteen sentrifugoimalla ja
pestiin 50 mM fosfaattipuskurilla, pH 8,0; sitten ne uu-
delleensuspendoitiin puskuriin ja ulkomembraaneista teh-
tiin l&p&disevia lisdam&lld pieni tilavuus kloroformia.
Sitten solususpensioerid sekoitettiin adipoyyli-para-nit-
roaniliiniin (ad-PNA) ja inkuboitiin 30 °C:ssa 2 - 18 tun-
nin ajan. Inkuboinnin Jj&lkeen seokset tehtiin happamaksi
lisaamalla 10 % (v/v) etikkahappoa. Vapautunut p-nitroani-
liini todettiin sitten kolorimetrisin keinoin seuraten sen
muuttumista diatsoyhdisteeksi kdyttden Sigma Chemical Com-
panylta pakkauksen muodossa hankittuja reagensseja gamma-
glutamyylitransferaasin madrittdmiseksi (Sigma tuotenro
545-A) . Kyseisten kolmen kannan suhteelliset aktiivisuudet
olivat 100 %, 85,5 % ja 48 % SE-495:1le, SE-83:1le ja vas-
taavasti SY-77-1:1le. Kdyttden samanlaisia menetelmia kuin
kuvattiin edella RAEV-entsyymille osoitettiin myds SE-83-
ja SE-495-entsyymien aktiivisuus adipoyyli-7-ADCA:n suh-
teen. Koska SY-77-1 tuotti B-laktamaasia, t&mdn kannan de-
asyloivaa aktiivisuutta adipoyyli~7-ADCA:n suhteen ei voi-
tu osoittaa.

Samankaltaisin keinoin osoitettiin adipoyyliasy-
laasituotanto my®ds kahdelle sienikannalle (Alternaria sp.
MA-133, ATCC nro 20492 ja Aspergillus sp. MA-13, ATCC nro
20491; ks. Meiji Seika Kaisha Ltd.:n US-patenttijulkaisu
4 141 790) ja kolmelle muulle bakteerikannalle (Brevibac-—

terium, ATCC nro 14 649; ja Achromobacterium, ATCC nro
14 648 ja Flavobacterium, ATCC nro 14 650), joita kuvat-

tiin kefalosporiini-C-asylaasituottajiksi Merck & Co.,
Inc.:n US-patenttijulkaisussa 3 239 394.
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SEQUENCE LISTING

(1) GENERAL INFORMATION:

(i) APPLICANT: Conder, Michael J.
McAda, Phyllis and
Rambosek, John

(ii) TITLE OF INVENTION: NOVEL BIOPROCESS FOR PREPARING 7-ADCA
(iii) NUMBER' OF SEQUENCES: 12

(iv) CORRESPONDENCE ADDRESS:
(A) ADDRESSEE: Merck & Co., Inc.
(B) STREET: 126 E. Lincoln Avenue
(C) CITY: Rahway,
(D) STATE: New Jersey
(E) COUNTRY: USA
(F) ZIP: 07065

(v) COMPUTER READABLE FORM:
(A) MEDIUM TYPE: Floppy disk
(B) COMPUTER: IBM PC compatible
(C) OPERATING SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS .
(D) SOFIWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.25

(vi) CURRENT APPLICATION DATA:
(A) APPLICATION NUMBER: US 07/757,879
(B) FILING DATE: 11-SEP-1991
(C) CLASSIFICATION:

(viii) ATTORNEY/AGENT INFORMATION:
(A) NAME: Speer, Raymond M.
(B) REGISTRATION NUMBER: 26,810 A
(C) REFERENCE/DOCKET NUMBER: [07/757,879] 18532

(ix) TELECOMMUNICATION INFORMATION:
(A) TELEPBONE: (908) 594-4481
(B) TELEFAX: (908) 594-4720

(2) INFORMATION FOR SEQ .ID NO:1:

(i) SEQUENCE CBARACTERISTICS:
(A) LENGIH: 14 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: double
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
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(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:1l:
TCTAGACACC ATGG
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:2:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 16 base pairs
‘(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: double
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:2:
GTGAGAGTTG ATGGAC
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:3:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 16 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: double
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:3:
TCTAGACACT ATGGAC
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:4:-
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 16 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: double
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

108148

14

16

16



10

15

20

25

53

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:4:

TCTAGACACC ATGGAC
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:5:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 22 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(C) STRANDEDNESS: single
{D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:5:

108148

Ser Asn Ser Gly Ala Val Ala Pro Gly Lys Thr Ala Asn Gly Asn Ala

1 5
Leu Leu Leu Gln Asn Pro
20
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:6:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 22 amino acids
(B) TYPE: amino acid

(o)) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

10

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:6:

15

Ser Asn Ser Trp Ala Val Ala Pro Gly Lys Thr Ala Asn Gly Asn Ala

1 5

Leu Leu Leu Gln Asn Pro
20

10

15

16°
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:7:

(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 22 amino acids
(B) TYPE: amino acid -
(C) STRANDEDNESS: single
" (D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:7:

Ser Asn Asn Trp Ala Val Ala Pro Gly Arg Thr Ala Thr Gly Arg Pro

1 5 10

Ile Leu Ala Gly Asp Pro
20

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:8:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 34 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:8:
CGAGAGGATC AGTGAGAGTC CATGGACACG ACGG
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:9:.
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 47 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:9:

ATCICTTTIC TAATACCTTIC ACCATGGGTTG AGATTGTACG TGATCCC

tUS 1 46

15

34
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:10:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 33 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:10:
CGCGGATCCC GGCATCAACG GCTTCGGICG TAT
'(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:1l:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 34 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:11l:
CGCGGATCCS GGCACGCGCA TGGACATGCC AGTG
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:12:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 26 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(1i) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:12:

CAGTAAACGC AACCATGGTT GTCCAG

108148
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Patenttivaatimukset

1. Uusi biomenetelmd 7-aminodesasetoksikefalospo-
raanihapon (7-ADCA) valmistamiseksi, joka menetelma ka-
sittdsd seuraavat vaiheet:

1) isopenisilliini-N:&aa tuottavaa Penicillium

chrysogenum -kantaa pidetd&n sen kasvua yllépitamaan kyke-

nevissi kasvualustassa ja mainittuun kasvualustaan lisa-
taan adipaattiravinnetta, joka ké&sitt&a adipiinihappoa tai
sen yhtd tai useampaa suolaa ja esterid, Joita mainittu

Penicillium chrysogenum -kanta pystyy assimiloimaan Ja

kayttamiin adipoyyli-6-aminopenisillaanihapon (adipoyyli-
6-APA) tuottamiseksi, jolloin mainittua adipoyyli-6-APA:aa
muodostuu;

jolloin mainittu Penicillium chrysogenum -kanta on

transformoitu DNA:lla, joka koodittaa mainitun adipoyyli-
6-APA:n substraatiksi hyvaksymddn kykenevadn ekspandaasi-
entsyymin aktiivisuutta, jolloin seurauksena sen ilmenty-
misestd mainitun kannan tuottaman mainitun adipoyyli-6-
APA:n rengas laajenee myds sen jalkeen in situ, jolloin
muodostuu adipoyyli-7-ADCA:ta; Jja

2) mainittu adipoyyli-7-ADCA saatetaan kosketuk-
siin adipoyyliasylaasin kanssa, jolloin adipoyylisivuketiju
poistuu ja muodostuu 7-ADCA-tuote; minka jalkeen mainittu
tuote eristetaan.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen biomenetelmd,
jossa adipaattiravinne on dinatriumadipaatti.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen biomenetelmd,
jossa ekspandaasientsyymin aktiivisuutta koodittava DNA on

perdisin Streptomyces clavuligerus -kannasta ATCC 27064.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen biomenetelmd,

jossa adipoyyliasylaasi on perdisin Pseudomonas—-lajista.

5. Yhdistelmd-DNA-ilmentamisvektori, plasmidi

pPenFTSO, joka voi olla integroitu yhdistelm&-Penicillium

chrysogenum -kantaan nimelta PC100, ATCC 74182, kromosomi-
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DNA:han ja joka koostuu oleellisesti Streptomyces clavuli-

gerus -kannasta ATCC 27064 perdisin olevasta ekspan-
daasientsyymiaktiivisuutta koodittavasta DNA:sta ja pro-
moottorista, joka ohjaa mainitun ekspandaasiaktiivisuutta
koodittavan DNA:n ilmentymist&d ja koostuu oleellisesti Pe-

nicillium chrysogenumin IPNS-geenin promoottorista, jol-

loin promoottorin ja ekspandaasigeenin liitoskohta kasit-
tda sekvenssin, jonka tunnusnumero on 4 Ja fleo-
mysiinimerkin, Jjoka johtaa monikopioiden integraatioiden
tai korkean ilmentymistason mahdollistavien paikkojen va-
lintaan.

6. Penicillium chrysogenum -isidnt&dsolu nimelta
PC100, ATCC 74182, joka on transformoitu yhdistelmé—DNA—
ilmentamisvektorilla, plasmidilla pPenFTSO, joka voi olla

integroitu yhdistelm&-Penicillium chrysogenum -kantaan ni-
meltéd PC100, ATCC 74182 kromosomi~DNA:han ja joka koostuu
oleellisesti Streptomyces clavuligerus -kannasta ATCC

27064 perédisin olevasta ekspandaasientsyymiaktiivisuutta
koodittavasta DNA:sta ja promoottorista, joka ohjaa maini-
tun ekspandaasiaktiivisuutta koodittavan DNA:n ilmentymis-

té ja koostuu oleellisesti Penicillium chrysogenumin IPNS-

geenin promoottorista, Jjolloin promoottorin ja ekspan-
daasigeenin liitoskohta k&sitt&4 sekvenssin, jonka tunnus-
numero on 4 ja fleomysiinimerkin, joka johtaa monikopioi-
den integraatioiden tai korkean ilmentymistason mahdollis-
tavien paikkojen valintaan.

7. Menetelmd, joka kasittd&d vaiheen, jossa yhdis-

telm&-DNA-Penicillium chrysogenum -is&nt&dsolua nimelta

PC100, ATCC 74182, viljella&n geeni-ilmentdmiseen sopivis-
sa olosuhteissa, jolloin mainittu yhdistelmiis&ntdsolu ka-
sittaa vhdistelmd-DNA-ilmentdmisvektorin, plasmidin
pPenFTSO, joka on integroitu mainitun isdnt&dsolun kromoso-

mi-DNA:han ja koostuu oleellisesti Streptomyces clavulige-

rus -kannasta ATCC 27064 per&disin olevasta ekspandaasient-

syymiaktiivisuutta koodittavasta DNA:sta ja promoottoris-
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ta, joka ohjaa mainitun ekspan@aasiaktiivisuutta kooditta-

van DNA:n ilmentymistd ja koostuu oleellisesti Penicillium

chrysogenumin IPNS-geenin promoottorista, jolloin promoot-

torin ja ekspandaasigeenin liitoskohta k&sittda sekvens-
sin, Jjonka tunnusnumero on 4 ja fleomysiinimerkin, joka
johtaa monikopioiden integraatioiden tal korkean ilmenty-

mistason mahdollistavien paikkojen valintaan.
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Patentkrav
1. Nytt bioférfarande for framstédllning av
7-aminodesacetoxikefalosporansyra (7-ADCA), kdnne-

tecknat darav, att man
(1) i ett kulturmedium, vilket &r kapabelt att be-

framja dess tillvaxt, upprédtthdller en stam av Penicillium

chrysogenum, vilken producerar isopenicillin N och i kul-

turmediet inmatar ett adipatmaterial som omfattar adipin-
syra, eller ett eller flera av dess salter och estrar,
vilka &r kapabla att assimileras och utnyttjas av n&mnda

Penicillium chrysogenum-stam f&r producerande av adipoyl-

6-aminopenicillansyra (adipoyl-6-APA), varigenom adipoyl-
6~APA produceras;

varvid namnda Penicillium chrysogenum-stam trans-

formerats genom DNA som kodar fo6r aktiviteten hos expan-
dasenzymet som f6rmdr acceptera n&émnda adipoyl-6-APA som
ett substrat, varefter som ett resultat av dess expression
det av stammen producerade adipoyl-6-APA &ven ringexpan-
deras in situ fér bildande av adipoyl-7-ADCA; och

(2) kontaktar ndmnda adipoyl-7-ADCA med ett adipo-
ylacylas, varigenom adipoyl-sidokedjan avligsnas och
7-ADCA-produkten bildas, varefter den ndmnda produkten
isoleras.

2. Bioférfarande enligt patentkrav 1, k&anne-
tecknat ddrav, att adipatmaterialet &r dinatrium-
adipat. '

3. Biofdorfarande enligt patentkrav 1, kanne-
tecknat darav, att DNA:et som kodar fdr aktiviteten
hos expandasenzymet deriverats fran Streptomyces clavuli-
gerus ATCC 27064.

4. Biofdrfarande enligt patentkrav 1, k&dnne-

tecknat dédrav, att adipoylacylaset deriverats fra&n en

Pseudomonas-art.

5. Rekombinant DNA-expressionsvektor, plasmid
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pPenFTSO, vilken kan vara integrerad i det kromosomala

DNA:et av den rekombinanta Penicillium chrysogenum-stam-

men, vilken benamnts PC100, ATCC 74182, och vasentligen
bestar av DNA:et som kodar foér aktiviteten hos expandasen-

zymet som deriverats fran Streptomyces clavuligerus ATCC

27064, och en promoter, vilken driver expressionen av det
expandasaktivitetskodande DNA:et och vasentligen bestdr av

promotern hos Penicillium chrysogenum IPNS-genen varvid

foéreningspunkten mellan promotern och expandasgenen omfat-
tar sekvensen med ID-nummer 4 och en fleomycinmarkdr, som
leder till val av integrationer av multikopior eller plat-
ser som mojliggdr en hoég expressionsniva.

6. Penicillium chrysogenum-vardcell, vilken be-
namnts PC100 ATCC 74182 och transformerats med den rekom-

binanta DNA-expressionsvektorn, plasmiden pPenFTSO, vilken
kan vara integrerad i det kromosomala DNA:et hos rekombi-
nanta Penicillium chrysogenum stammen vilken benamnts
PC100, 4TCC74182 och vasentligen bestar av DNA:et som ko-
dar f&r aktiviteten hos expandasenzymet som deriverats

frian Streptomyces clavuligerus ATCC 27064, och en promo-

ter, vilken driver expressionen av det expandasaktiviteten
kodande DNA:et och visentligen bestar av promotern hos Pe-

nicillium chrysogenum IPNS-genen varvid foreningspunkten

mellan promotern och expandasgen omfattar sekvensens med
ID-nummer 4 och en fleomycinmarkor, som leder till val av
integrationer av multikopior eller platser som m&jliggdr
en hog expfessionsnivé.

7. Férfarande, vilket omfattar ett steg man odlar
en rekombinant Penicillium chrysogenum-vardcell, vilken
benamnts PC100, ATCC 74182, under forhadllanden som lampar

sig f6ér genexpression, varvid den rekombinanta vardcellen
omfattar den rekombinanta DNA-expressionsvektorn, plasmi-
den pPenFTSO, som &r integrerad i det kromosomala DNA:et
hos vardcellen och bestdr vasentligen av DNA:et som kodar

for aktiviteten hos expandasenzymet som deriverats fran
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Streptomyces clavuligerus ATCC 27064, och en promoter,

vilken driver expressionen av det expandasaktiviteten ko-

dande DNA:et och védsentligen bestdr av promotern hos Peni-

cillium chrysogenum IPNS-genen varvid foéreningspunkten

mellan promotern och expandasgen omfattar sekvensens med
ID-nummer 4 och en fleomycinmarkdr, som leder till val av
integrationer av multikopior eller platser som m&jliggodr
en hoég expressionsniva.
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