Gehe and gene product for the -prodhction of | bet a- | act am conpounds The
invention relates to the gene and epeowdsepHedict of a key enzyne, which is

new in its structure and multivalent functional- ity, and catal yses the
| ast stage of biosynthesis of penicillin G and penicillin V, in purified
and i sol atBesehrelbypg AI ready in 1953, Kato observed (J. Antibiot. Ser. Tokyo
S_CC[]:,?T& g_f Forﬁig%ES?) 9 g fﬁgf(ﬁ:q%[l?!ﬁrql?ass %eqr!ne%ﬂnl I n f rmarnugf muR'va?en%P ﬁ! ionalitat
don y{g i |l| nicillin_ \

|solated ik HBiY) ??' as
6- ami no e rt m gerelm ter n ) '%Dfa‘ c

| X . %‘A@rﬁ 5 @a, o3 FHITH m%ﬁeaﬁgoh Wordcinter-
precursor n%i% x'm%lx f éllﬁﬂ%\ rdlé%@ﬂ[hcﬁﬁi elor et al.
M crobi ol .y 1% olidr G ShicifansBurd e(é-mmaaeymmha AbA trg
which is @biA4 p@éur@dﬁgééﬁﬁﬁdl&llm?e'nqﬁﬁﬁ&ﬁéh @ﬁde%ﬂ@rncksﬁ@ﬁﬁiﬁeﬁhéﬁ'(l\ﬂﬂ Midrdbiol. A8

absencemofn@h@nydes) ¥iradhRRA GAPAGRE Ndberdtdbolds, dorRuRh Wn3@hatisché 7/DeSBylielusy SoAr med
by enzymatdogerftiman &g Abvfserihait tbnaPheiy-Osded Pkabxgedsigstiutl 4l iPraBursok tentételf bz@t difch
di scover e@niyhakischd Epaliung dergiaigiened hydashoben Périidillineigelsifettvive.sSplitecionse sdclgdwiaéenan
exchange aferdoh) @lat die ietd Stife dérPediciliibiogynthiestcin einern MustdusihsipplesrAminbddipinsdirebaion-
phenyl - orketphen teyeiciiniNcgegei Rhenyhivdercihgnokivesigsiute besteht, okt diel Seitenitetansiules als
reacti om aeylogrizyrs deverbjndengse nodi Bealtibs . einketem rEiny Rnzymindas Idiegent Acyiranster katdlysiedycy |
transfer waslejvdetpder j(Bastopy Higo Meg. Qq%s? - 97%'6 Rofigrdsaliten@n P4 glyysoggum
1972) in meshgewiesem pndsalyPenpillingdiranste elgvast Riagep &gy Wﬁdd'i‘ P'fer' ri?efzﬁ'mb"'
transf eraﬁ"’?ﬂaﬂg‘?" ogf4pden é?ﬁz%’#@'“'ﬁb’%‘qﬂnbﬁlﬁrb %hY%‘lFPYV %. Wi ﬂr i and

i nt E;z %ce;gl]g ° 79 '?eéfé%ﬂei‘ Q'QJ fa"ﬁ@'ewm niefin St 7y Petyet gl ni51,
74 4 L Epﬂf le%IOS (o) % lm rrU %{ durch dleNBeog en Ieng: l/onI in
Gh\é\llnt |h agg # oy ersg hys|§| %ﬁes‘bg [3 , ia FSpQr{cgr (Eﬂgh%m q|§|ophys Res.

P y mmun ’5, 1968), Gatenback und Brunsberg (Acta Chem. Scand. 22, 1059-1061, 1968},

Spencer und Maung (Biochem. J. 118, 29-30, 1970), Meesschaert et el. (J. Antibiotics 33, 722-730, 1980),
25 Kogekar et el. (Indian J. of Biochem. and Biophys. 20, 208-212, 1983), Frederiksen et el. (Biotechn. Letters
6, 549-554, 1984), Abraham (in Regulation of Secondary Metabolite Formation, Kleinkauf et al., eds.,
Proceedings of the 16th Workshop Conferences Hoechst, Gracht Castle, 12.-16.5.85, Vol. 16, Weinheim, p.
115-132, 1986), Luengo et al. (J. Antibiotics 39, 1565-1573 sowie 1754-1759, 1986) sowie Alvarez et al.
_, (Antimicrob. Agents and Chemotherapy 31, 1675-1682, 1987) erhértet. Das thiolabh&ngige Enzym kann
— 30 auch den Acylaustausch innerhalb verschiedener Penicilline katalysieren und ist in Penicillinstimmen mit
hoher Synthessieistung im vermehrten MaBe gegenlber niedrig produzierenden Stdmmen anzutreffen
(Pruess und Johnson, J. Bact. 94, 1502-1508. 1967).

Die vorliegende Erfindung betrifit die Isolierung, Charakterisierung und Aufklirung der Sequenz von

Gen und Genprodukt dieses wichtigen Biosyntheseenzyms, womit wesentliche Voraussetzungen flir gen-
35 technologische Arbeiten sowohl in Richtung Titersteigerung als auch in Richtung Hybrid- bzw. Mutasynthe-
se bzw. ErschlieBung neuer enzymatischer g-Lactam-Transformationswege gegeben sind.

Die Proteinsequenzierung ist nach Laursen, Methods Enzymology 25, 344-359 (1972) bekannt. Eben-
falls ist es heute Stand der Technik, die fiir Proteine kodierenden Gene zu lokalisieren (Rothstein et al.,
Cold Spring Harbor Symposia on Quantitative Biology, Vol. XLV, 99-105, 1981) und zu sequenzieren

40 (Maxam and Gilbert, Methods Enzymology 65, 499-560, 1980). Das gezielte Ankoppein eines Gens an
einen starken, gegebenenfalls induzierbaren Promotor ist nach' Pribnow, .Biolog. Regulation and Develop-
ment. Bd.1, 231-277, Plenum Press No.4 {(Goldberger es al., 1979) bekannt.

Mehrere Enzyme der g-Lactambiosynthese wurden bereits in reiner Form isoliert und strukturmaBig
charakterisiert. Ebenfalls wurden die kodierenden Genregionen mehrerer dieser Enzyme inzwischen isoliert,

45 sequenziert, in entsprechende, flir die Transformation gesignete Expressionsvektoren eingebaut und kloniert
(z.B. die Isopenicillin N Synthetase aus Cephalosporium acremonium: Samson et al., Nature 318, 191-194,
1985; Baldwin et al., J. Antibiotics 40(5), 652-659, 1987; EP 200 425, Eli Lilly, 1985; die Isopenicillin N
Synthetase aus Penicillium chrysogenum: Carr et al., Gene 48, 257-266, 1986; EP 225 128, Eli Lilly, 1985;
die Expandase aus Cephalosporium acremonium: Samson et al., Biotechn. 5, 1207-1214, 1987; sowie

s0 mehrere. die g-Lactambiosynthese katalysierende Enzyme aus Streptomyces clavuligerus: EP 233 715,
Beecham, 1986). Die erste mit solchen Expressionsvekioren durchgefiihrte Transformation eines g-Lactam
produzierenden Mikroorganismus ist ebenfalls bereits beschneben (Skatrud et al., Curr. Genet. 12(5), 337-
348, 1987).

Die PAT, welche den lstzten Schritt in der Pemcnllmblosynthese, némliich die Transacylierung von

55 lsopenicillin N. bzw. dessen Spaltung zu 6-APA sowie deren Acylierung zu Penicillin nach folgendem
Reaktionsschema
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Coenzym A

_ katalysiert, wurde in penicillinproduzierenden Pilzstimmen bereits friiher (siche oben) nachgewiesen und in
\_ 30 ihrer multivalentsn katalytischen Funktionalitit beschrieben, konnte jedoch bisher infolge ihrer extremen
Instebiltitédt nicht nachweisbar rein isoliert und strukturm#Big charakterisiert werden. Die in penicillinbilden-
den Stimmen von Penicillium chrysogenum zwischen 40 und 100 Stunden Fermentationsdauer vermehrt
gebildete, hoch instabile und Ieicht saure, thiolabhdngige PAT katalysiert einerseits den Acyltransfer von
Coenzym A akiivierten fermentativen Seitenketten (z.B. Acyl-Cosnzym A-Verbindungen der hydrophoben
a5 Precursorsubstanzen Phenoryessigs&ure, Phenylessigsdure, Hexans#ure, Octansdure usw.) auf natlrliche
Penicilline (z.B. lsopenicillin N, Penicillin V, Penicillin G, 6-APA usw.), sowie andererseits zwischen
natlirlichen Penicillinen untereinander, d.h., bei dem Uiber einen Acylenzymkomplex laufenden Acyltransfer
fungieren die natilrlichen Penicilline sowohl als Acyldonator wie auch als Acylakzeptor, wihrend die
Coenzym A aktivierten hydrophoben Precursorverbindungen nur als Acyldonator in die enzymatische
40. Reaktion eintreten kinnen. Da der Acyliransfer im wéiBrigen Milieu stattfindet, konkurriert: euch Wasser als
Nucleophil mit dem Acylenzymkomplex, wobei die energiereichen Acyldonatoren sinfach hydrolytisch
gespalten werden. Daher findet man im Kulturbrei von Penicillinfermentationen immer auch 8-APA, den 8-
Lactamkern der natiirlichen Penicilline. _ :
Der Nachweis der PAT kann mit iiblichen Analysenverfahren, wie radioaktiven, mikrobiologischen oder
45 chromatographischen Testmethoden, durchgeflihrt werden. So wurden z.B. flir die Bestimmung der 6-APA-
Phenoxyacetyl-Coenzym A-Acyltransferaseaktivitéit der PAT, welche die enzymatische Reaktion

6-APA + Phenoxyacetyl-Coenzym A -+ Penicillin V + Coenzym A

s0 katalysiert, foigende drei verschiedenen Testmethoden ausgearbeitet: _
a) Nachweis von Penicillin V {iber mikrobiologischen Agardiffusionstest mit spezifisch produktsensitiven
Teststimmen, z.B. hat Micrococcus luteus ATCC 8341 gegenlber Penicillin eine um mehr als drei
Zshnerpotenzen grd8ere antibakierielle Sensitivitéiit als gegentiiber 6-APA.
b) Bei Einsatz von S 35-markierter 6-APA (enzymatisch aus S 35-Penicillin G) Nachweis des extrahierba-
55 ren S 35-Penicillin V im g-Counter.
¢) Nachwsis des exirahierten Penicillin V mittels HPLC.
Die enzymatische Transacylierungsreaktion erfolgt in Mikrotiterplatten mit folgendem Ansatzschema:
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\_ 20 Penicillosdure G 1,62 .
Penicillosiure V 1,92
Penicillin G 3,00
Penicillin V 4,92
3-DesacetoxycephalosporinV | 2,46
25 Cephalosporin V 3,24

Die anderen Akfivititen des multispezifischen PAT-Enzyms k&nnen ebenfalls {iber HPLC bestimmt
werden, wobei als Eluens flir die polaren Substrate bzw. Produkte 0,01 M TBAS in 0,025 M Phosphatpuffer
pH 7.0 alleine Verwendung findet. : .

(N 30
Retentionszeiten (min) | isopenicillin N 1,67
6-APA 4,00
DTT red. 2,41
35 DTT oxid. 4,60

Isopenicillin N kann aus precursorlosen Penicillinfermentetionen iber Adsorberharz (DIAION-HP 20) und
Reverse Phase Chromatographie (Nucleosil G 18, 10 Lm) gewonnen werden.
Je nach EnzymprEparation ist dabei besonders auf die Wahl der Indikatorreaktion zu achten, mit der die
40 eigentliche Altivitit des multispezifischen Biosyntheseenzyms erfast werden soll. So ist es beispielsweise
nicht besonders zielflihrend, als Indiketorreaktion flr die PAT im Rohexirakt die 6-APA-Phenoxyacetyl-
Coenzym A Acyliransferase-Aktivitdt zu verwenden, da in dieser rohen Enzymprdparation anwesende
Storaktivititen sowohl Phenoxyacetyl-Coenzym A (= PaCoA) und Penicillin V rasch hydrolysieren als euch
6-APA mit dem energiereichen Seitenkettenderivat PaCoA zu Penicillin V acylieren, was z.B. auch bekannte
45 proteolytische Enzyme wie Chymotrypsin.katalysieren. Diese interterierenden Aktivitéiten unterscheiden sich
jedoch deutlich von der eigentlichen thiolabhZngigen PAT. Sie zeigen z.B. ein anderes chromatographi-
sches Elutionsverhalten, Stabilitétsprofil und Inhibierungsmuster. Diese interferierenden StSraktivititen er-
kidren einerseits die bisher in Rohpréparationen gefundenen sehr niedrigen spezifischen PAT-Akfivititen
(um 1-10 pU/mg Protein) sowie ebenfalls den als paradox erscheinenden Befund, daB die 6-APA-PaCoA-
s0 Acyliransferaseaktivitit im Rohextrakt mit zunehmender Enzymverdiinnung bis zu einem Akiivitdtsmaximum
stark ansteigt. Ein essentieller Fakior im Nachweis der PAT ist die Anwesenheit von reduzierenden
Verbindungen, wie Dithiothreitol oder g-Mercaptoethenol, welche des hoch oxidationsempfindliche SH-
Enzym aktivieren bzw. stabilisieren. : :
Die hohe Temperaturinstabilitét der PAT erschwert die Enzymreinigung ebenfalls wesentlich. So verliert
s5 zB. eine frisch hergestelite Enzympréparation irotz Anwesenheit von verschiedenen Stabilisatoren (z.B. 5§
mM Dithiothreitol + 5% Sorbit + 0,1 mM Phenyimethansulfonylfluorid) nach einstiindiger stationdrer
inkubation bei 37°C die gesamte thiolabhingige 6-APA-PaCoA Acyltransferaseaktivitit. Es ist daher
angebracht, alle Reinigungsarbeiten in einem Arbeitsklihiraum bei 4°C unter Oxidationsschutz durchzufiih-
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al., Curr. GCenet. 12(5), 337-348, 1987). The PAT vvhi ch catal yses the |ast
st ép of en|C|II|n bIOS nt hesi s, nanel t he tran Iatlon of |s enicillin

N, resp. 't?mé’ "8 9’8‘ g Z‘G““N‘-Wear'fﬁ“'\e? 9 giﬂ‘ fe) EF : ﬁgel Jej jsatoren

r I|
gg gﬁ r ?32 npt"'ﬁ?u kﬁ% % d@ nsucl;a r221p|ta sm ebené esty

m e C t %@abhpa % d '
strai ng, séagf Zw t|va ent c"é e' UM ause

of its ext rﬁﬁem' Jb?téé?\hbd tXnge\kHﬂEtbl ndlﬁﬁ%dsberﬁﬁ’rb’fl Ger”ﬁAT liié}er{ Séalsg%ﬂé%ﬁ VaRtildgeab! y
purely angniGipbitbR Pemiflurft g5, HadhOm lea&f&JhH@thk@nsaIrQﬁu&@'l-%ten‘}ﬁﬂ 1GGaqbpnbA
whi ch i's Hai gHatakiohd) Sh Rkt SR RmEtohaiHd MiafCIBiiE: mirdbtbnk B0%kibk: RRS ERG Mrasa%HE
peni ci | | ingn,fvid 8@ AY ddlehBinRinetREne2R] rbthihdnbrilsshb ICYSEIGRBISHIAgHEMWeRdlg $fY. DR AURD:
hour s foergemung i iz relativ ddgakanpes PoRinpragpiaia khanlt ibiithertRailiguhgsadsiahred dwéhgeipnzy e
A act i vatweetieh,ez.Bredirct Zalleufhide mithaingns Hoehdguckhamydenisaie Ny Blaskugadmieuals df t he
hy dr opholiugleipséerefitiung 30t Catylitgibiyigwsonjimbroody Stertdinyciasulfal odgyHotyrhiasuidti Blir i d,
hexanoi ¢ PaaeitEllumc bigmebisich agi dmebrsulfat,t wobpiaginer 3(%igee Bitiguhd pussichie ug. die gesamte
peni ci | | inachWeistmeenP ATTAKIiitAL 2, prizipitibren. | iompAniBonguifitpAziiteicaugehend dwitdrdiet fhiolalrEngss
hand ctt aqey@és?n& bsrlyisepharpsef@ @ Eoifben kidippidbe Intariktian| gebypdenzing neph dnderung vanelioer j
during t f8%:fley Pallesipipiginemit gippr wéBrigpre Plakilisatonip nﬂd?dmer laRpngigrkq ohdaity W?Ee't‘,‘b}?m')ex
t he nat urcil ofiJ&fliltatiopsmembrap kenzenyjert und vorzugsweise Uber Affinititschromatographié bzw. alternativ

nach einem Gelffiltrationsschritt (Ulirogel Aca 54) Uber Anionenaustauscher-(DEAE-Sepharose FF) bzw.

Adsarptionschromatographie (Hydroxylapatit) bis zu elner mindestens 50%igen aktiven Enzympréparation
\_’ 20 weitergereinigt, was einem Anreicherungsfaktor von ca. 1000, bezogen auf das Ammonsulfatprézipitat,
entspricht.

Als Affinititsmatrix k&nnen lbliche makropor§se Trigermaterialien wie Sepharose, Zelluloss, Polymer-
materialien, stabilisiertes Kieselgel, Aluminiumoxid usw. eingesetzt werden. Als Affinitdtsliganden,. weiche
Uber einen Gz bis Cio-Spacer bzw. ohne Spacer kovalent oder durch hydrophobe bzw. ionogene Wechsel-

25 wirkung an den Triger gebunden werden, eignen sich vorzugsweise Acyl- bzw. Amino-g-lactamverbindun--
gen. Die Bindung dieser Liganden an den Spacer bzw. die Matrix muB derart erfolgen, daB die Bindungs-
stelle am Liganden fiir das zu reinigende Enzym zugénglich blsibt. ErfindungsgemiB zeigen besonders
AffinitAsmatrices mit terminalen Amino-Spacern wie AH-Sepharose 4 B bzw. HMD-Ultrogel Aca 34, an die

. {iber N-Ethoxycarbonyi-2-ethoxy-1,2-dihydrochinolin (EEDQ) Liganden wie natlirliche Penicilline, vorzugs-

o 30 weise 6-APA, Penicillin V oder Penicillin G bzw. analoge stabile 3-Desacetoxycephalosporinverbindungen

' wie 7-Amino-3-desacstoxycephalosporansiure (7-ADCA) bzw. 7-Phenoxyacetamido- oder 7-Phenylacetami-
do-3-desacetoxycephalosporansfiure (3-Desacetoxycephalosporin V 'und G) gebunden werden, einen beson-
ders starken Reinigungseffekt. Die Amino-g-lectamaffinitétsmatrices k6nnen dabei ohne aufwendige Schutz-
gruppentechnologie mit 18slicher Penicillin G-Acylase von E. coli aus den entsprechenden Phenylacetami-

35 do-8-lactammatrices hergestellt werden.

Die bendtigten Mikroorganismen werden flir die Enzymproduktion in Ublichen N#hrmedien flir die
-Penicillinbildung herangeziichtet. Als N&hrmedienbestandteile eignen sich alle Subsirate, die ganz alige-
mein zur Ziichtung von Pilzen verwendet werden. Zus&izlich zu diesen Nihrstoffen kann man in gesigneter
Kombination jene Additive verwenden, die das Wachstum der Mikroorganismen férdern und die PAT-

40 Aktivitdt steigern. Additive sind z.B. Magnesiumsuifat, Natriumchiorid, Calciumcarbonat, Phosphate und
dhnliche anorganische Salze sowie Wuchsstoffe, Vitamine und Spurenelemente. Durch Zusatz verschiede-
ner Induktoren, vorzugsweise Phenoxy- bzw. Phenylessigsiure und derer Denvate oder Analoge. kdnnen
die erzielten Enzymtiter erheblich gesteigert werden.

Die Anzucht erfolgt vorwiegend stubmers unter asroben Bedingungen bei einer Temperatur im Bereich

45 von 15 bis 35°C und einem pH-Wert zwischen 4 und 8. Die Zeit, in der die Kulturbrithe die maximale
Enzymaktivitit erreicht, héngt von der Art des verwendeten Mlkroorgamsmus ab, und die optimale Zeit flr
die Kultivierung ist daher vorzugsweise flir jeden einzelnen Stamm getrennt zu bestimmen. Im aligemeinen
liegt die Kultivierungsdauer im Bereich von vorzugsweise 2 bis 5 Tagen. Flir die Transacylierung kann man
die Kulturbrithe bzw. ein daraus bereitetes aktives Sekundarpriparat sinsetzen. Beispiele flir solche aktive

50 Sekunddrpriparate sind die aus der Kulturbrlihe gewonnenen und gewaschenen, nativen bzw. permeabili-
sierten Zellen; zeltfreie Extrakte, die man durch physikalische, chemische und enzymatische Behandlung
des Myzels erhdlt (beispielsweise die Zellhomogenate, die man durch Aufschiug oder durch Ultraschallbe-
handlung des Myzels erhilt, und Zellysate, die man durch Behandlung mit oberfiichenaktiven Substanzen
oder Enzymen bildet); teilweise oder volistindig gereinigle Priparate des gewiinschten Enzyms, die man

s5 durch Reinigen der zellfreien Extrakte mit Hilfe Ublicher Enzymreinigungsmethoden erhilt, beispielsweise
durch Aussalzen, durch fraktionierte F#llung, durch Dialyse, durch Gelfiltration, durch lonenaustausch-,
Adsorptions- und durch Affinitétschromatographie; stabilisierte PAT-Préparate, die man dadurch erhilt, das
man das Enzym bzw. die nativen bzw. permeabilisierten Zellen entweder physikalisch oder chemisch mit
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- 35- peni ci |Aminosévreresten m@bif 8t er]tspuqb\u wénerz.B. gut geeignet, da hier nur 16 verschiedene Gensequenzen
méglich sind. Diese 16 Oligonukleotide, welche der RNA komplementir sind, kann man als vier Gemische
mit je vier Oligonukieotiden synthetisieren (Oligonukleotidgemische 1, 2, 3 und 4 in Abbildung 5). Eine
, sichere Identifizierung des Gens ist mit diesen Oligonukleotiden vermutlich nicht méglich, da im Genom von
—/ 20 Penicillium chrysogenum weitere DNA-Sequenzen vorkommen, die diesen DNA-Sequenzen sehr Zhnlich
sind. Eine Unterscheidung dieser unterschiedlichen DNA-Sequenzen kann methodisch sehr aufwendig sein.
Deshalb ist es ratsam, {iber ein weiteres Oligonukleotid als Suchsequenz zu verfligen ’
Die Strategie, Gene mit Hilfe von DNA-Sonden zu isolieren, wird von Lathe (J. Mol. Biol. 183, 1-12,
1985) diskutiert. Sind z.B. Informationen Uber die Hiufigkeit bestimmter Kodons oder bestimmter Dinukieo-
25 tidfolgen bekannt, kann eine lingere DNA-Sequenz synthetisiert werden. Flr Penicillium chrysogenum sind -
solche informationen nicht verfligbar. Um trotzdem ein langeres Oligonukleotid als Sonde zu erhalten, kann
man die vorhandenen Oligonukleotide als Sequenzierprimer verwenden: Das Enzym Reverse Transcriptase
kann einen DNA-Strang sysnthetisieren, der zu einer vorgegebenen RNA komplementér ist, aber nur dann,
, wenn ein geeignetes Startermoleklil (= Primer) vorhanden ist. Im beschriebenen Fall k6nnen als Primer die
(N s0 Oligonukleotidgemische 1 bis 4 eingesetzt werden. Dadurch wird es mdglich, nur die pat mRNA zu
sequenzieren, obwohl! zahlreiche andere mRNAs in der Préparation vorhanden sind. Die Sequenzierreaktion
wird in Gegenwart von basenspezifischen Ketienabbruch-Reagentien durchgeflihrt (Dideoxynucleosid-Tri-
phosphate). Dadurch entstehen zahlreiche verléngerte Oligonukieotide, deren gelelekirophorstische Analyse
es erlaubt, die Basenabiolge einer DNA zu ermiiteln, die zur pat mRNA komplementar ist. Der Vorteil dieser
35 Methode ist, daB die erhaltene Sequenzinformation erlaubt, direkt neue Oligonukleotide zu synthetisieren.
Zusétzlich ist es sehr bedeutsam, daB diese Sequenz mit der Sequenz, die aus der Aminoséuresequenz
abgeleitet wird, Ubereinstimmen muB und so absichert, daB tatsfichlich eine pat-spezifische Sequenz
vorliegt.
Die eigentliche Isolierung des Gens kann dann aus einer. Genbank erfolgen. Eine Genbank ist eine
40 Sammlung rekombinanter DNA-Vektoren, die jeweils einen kieinen Teil der DNA von Penicillium chrysoge-
num enthalten (im Falle einer »-EMBL3-Genbank sind dies je rekombinantem Molekiil ca. 0.05%). Mittels
Plaquehybridisierung kann man \-Klone isolieren, die mit der radioaktiv markierten DNA-Sonde hybridisie-
ren. Von der DNA dieser Klone kann eine physikalische Karte angefertigt werden. Eine solche Restriktions-
karte gibt die Anordnung von Restriktionsendonucleas-Schnittstellen an, die als Orientierungshilfe dienen
45 kdnnen. Durch DNA-Hybridisierungstechniken 148t sich ermitteln, mit welchem Teilbereich der DNA die
DNA-Sonden hybridisieren. Die entsprechenden Tellfragmente werden in Plasmid- oder Bakteriophagen-
Vektormoleklile eingebaut und mit molekulargenetischen Methoden weiter charakterisiert. Die Einklonierung
sines DNA-Segmentes in den Vekior M13mp19 erlaubt dann die Bestimmung der DNA-Sequenz, wobei die
pat-spezifische DNA-Sonde als Primer verwendst werden kann. Eine weitero Sequenzierung der DNA
s¢ erlaubt es, den kodierenden Anteil des Gens und die daraus abgeleitete Aminosiuresequenz der PAT zu
ermitteln. Die bereits bestimmten Aminos3ure-Teilsequenzen k&nnen die dazu erforderliche information
liefern.
Das pat-Gen aus Penicillium chrysogenum kann auf Grund der DNA-Sequenzinformation in einen
Expressionsvektor eingebaut werden, der eine gute Expression der PAT in gut bekannten Expressionsorga-
55 nismen erlaubt (Reznikoff und Gold, Meximizing Gene Expression, Boston, 1986). Um eine prizise
Konstruktion zu ermdglichen, bei der des ATG genau in die Position des E.coli Startkodons kommt, kann
man durch ortsspezifische ("site directed”) Mutagenese eine Ncol-Schnittstelle einfilhren. Vorher muB
jedoch ein volistéindiger cDNA-Kion aus siner entsprechenden Genbank isoliert werden. Beispiel 19 (siehe
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Mutagenese des ATGs kann die Translation in Penicillium chrysogenum steigern. Der Austausch spezislier

, Aminos#urereste durch orisspezifische oder fragmentspezifische ~ dann jedoch ungerichtet, aber genspezi-
N\ 20 fisch - Mutagenese kann es erm&glichen, spezielle Mutanten zu isolieren, weiche die Stabilitit des Enzyms
oder seine Aktivitdt oder Spezifitéit verdndern.

Auch sin Screening von zuféllig oder nicht-zufillig ausgewihlten Mikroorganismen - bei dem die DNA
solcher Organismen auf die spezifische Hybridisierung mit radioaktiver pat-DNA untersucht wird - ist sine
naheliegende Nutzung -des isolisrten DNA-Abschnittes. Das Ergebnis eines solchen Screenings kSnnen

25 Stamme sein, die bisher nicht bekannte 8-Lactame produzieren, oder Stimme, die PAT-#hnliche Enzyme
enthalten, die aber andere Eigenschaften aufweisen.

Die DNA der vorliegenden Erfindung wurde aus Penicillium chrysogenum isoliert. Die Vorgangsweise ist
in den Beispielen 10 bis 13 beschrieben und durch die Abbildungen 4,5 und 6 illustriert. Ausgehend von der
Aminos3uresequenz des Polypeptides 1 der PAT (Abb. 5) wurden vier Oligonukleotide synthetisiert (Abb. 5:

\_ 30 Oligonukleotidgemische 1 bis 4, Abb. 8 C), die als Sequenzierprimer verwendet werden (Beispiel 11). Die
ersten 29 Basen der so ermittelten Sequenz (Abb. 6 D) stimmen mit der postulierien pat mRNA-Sequenz
{iberein (Abb. 6 B). Auf Grunde dieser Information wurde ein 30mer synthetisiert (Abb. 6 E), das als
radioaktive Sonde zur Isolierung eines \-Klons aus der Penicillium chrysogenum Genbank (Beispiele 12 und
13) verwendet wurde. Nach einer Subklonierung in M13-Vektoren wurde die DNA sequenziert (Abb. 6 F).
ss Die ersten 77 Basen dieser Sequenz stimmen mit den Basen 35 bis 111 der zur mRNA komplementéren
Sequenz (Abb. 6 D) (ibersin. Die Zusammenhénge zwischen diesen einzelnen Sequenzen demonstrieren,
daB tatsichlich das pat-Gen isoliert wurde.

Die PAT hat ein Molekulargewicht von ca. 38.000 D. Aus einem mittieren Aminosiure-Molekulargewicht
von 110 D {&8t sich flir den kodierenden Anteil des Gens eine Gr&8e von 1100 bp schitzen. Da Gene von

40 filamentSsen Pilzen meist nur wenige und wenn, denn kleine Introns enthalten (Ballance, Yeast 2,229,
1986), kann man davon ausgehen, das das volisténdige Gen auf dem beschriebenen DNA-Molekill liegt und
daB Kontrollregionen ebenfalls volistdndig vorhanden sind.

Die folgenden Beispiele erliutern die Erfindung, ohne sie jedoch zu beschriénken. In den Beispislen
stehen die Abkilirzungen ml, |, mg, g, Upm, TS, GV% und U flir Milliliter, Liter, Milligramm, Gramm,

45 Umdrehungen pro Minute, Trockensubstanz, Gewicht/Volumsprozent und Internationale Enzymeinheit (1
Internationale Enzymeinheit = 1 LMol Substrat/min). Gewichtsteile verhalten sich zu Volumsteilen wie g zu
‘mi, die Temperatur wird in Celsiusgraden angegeben. Die Charakterisierung der Produkte wurde unter:
Verwendung der folgenden Techniken durchgeflihrt: Hochleistungs-Diinnschichtchromatographie (HPTLC),
Hochdruck-Flissigchromatographie (HPLC), Ultraviolett-Spektrophotometrie (UV), Infrarotspekirometrie (IR)

s0 und magnetische Kernresonanz (NMR). Die den in den Beispielen angefiihrien Stammnamen beigefligten
Nummern entsprechen den eingetragenen Stammbezeichnungen jener Kultursammlungen, bsi denen die
Stiimme als solche deponiert sind, z.B. bei ATCC (American Type Culture Collection, Rockville, Maryland,
USA).

55 Herstellung und Gehaltshestimmung von Phenoxyacetyl-Coenzym A (PaCoA):

Prinzip:
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3-desacet oxycephal osporin V. 2.46 cephal osporin V 3.24 The

ot her act |C9?'FY'E§ ‘bf’h‘i"P?@"?ﬂQFQW%H@@'FT PaCopAT enzyrre may 5| m I arI y be

det er m ned PLC, Wnere 0. 001 TBAS 1.n. 0. ffer pH 7.0

is used s P’e gaéwf "tﬂ U ‘5’9 ’%H ﬁ}? "e geste %nsch ‘9‘2 g ﬂ’@g "f

Eel(:)gn}[:)l on; t | samt Phenoxyessngs re ori E‘ egﬁﬁiﬁ ren zugesetzt und der Wrért auf 60
g erbrau h 1,8 ml 1 N NaOH). em ‘unter E|sktlhlun ird drelmal mit je J

| sopeni ci 10 iiNeha ba b1 2Bo@le) ¢ o‘ﬁ o déﬁé&é o Pt ChINabH neutraliort, im

ferment at 'ngaﬁ +d9,q P RilGhentpSituf v Bt B6heit, A0S riietiRksBHR HBGRS Snschiie-
chr omat 0gfg G &@Iﬁé mc\‘Nalair verGinhi€in rP]:))thlQﬁ R& ]303061 di Qﬁbutllgl'?urﬂrﬁ Vﬂ&lgstlckstoﬁ
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reacti on, (wdoh)\)émmm.m actual activi ty of the nmulti speci fic biosynthesis
enzynme is to be detect ed For exanple, it is not especially purposeful to

use 6- APA- gt cer L TS %gg activity as the
. . : C f .
i ndi cator e au?%%e'f‘ r sfr%g;mgﬁ‘@r Culott Packird e di sturbing activilties
presentssin ft, b ath@W €h p d’apl dI y hydrol yse
p_henoxyacety oenzymg enicillin V, and al so acyl ate |6- APA.
with the ri cfgb-ték{bnener Dés@h e c a| n
. Eluens: 35% Methanol
[N 20 65% 0,01 M Tetrabutylammoniumsulfat (TBAS) in 0,025 M Phosphatpuffer pH 7,0
Auswertung:
% Probe Rétentionszeit (min) Fléche Hbhe
400 ng/mi PeCoA 9,41 8466900 210692
200 -"- 9,68 4105400 107689
_ . 100 -"- 988 - 2092100 54990
— 30 PaCoA Stisg. 1:200 10,53 1966600 | 47737
PaCoA Stlsg. 1:50 10,68 7850700 172083
PaCoA Stisg. 1:40 ' 10,47 10389000 | 222475
Flachenintegration — 19,2 mg PaCoA/mlI '
% HShenauswertung — 16,8 mg PaCoA/mi
Mittelwert — 18,0 mg PaCoA/ml

Beispiel 1: Heranfithrung der enzymatisch aktiven Biomasse:

Der Inhalt einer Ampulle mit lyophilisierten Sporen Von Penicillium chrysogenum P2 / ATCC 48271 wird
in 8 ml Medium A (Zusammensetzung pro Liter: 15 g Lactose, 0,11 g Stickstoff aus Cornsteep Liquor, 5 g
Witte Pepton, 4 g NaCl, 0,5 g MgS0:.7H20, 0,6 g KH2PO4, 5 mg FeCls.6H20, 2 mg CuSO,.5H-0, alles ad
1000 ml mit H2O destilliert, pH 4,85, Sterilisation: 20 min bei 120°) suspendiert. Mit 2 ml dieser
Sporensuspension wird ein 2 1 Erlenmeyerkolben mit 225 ml Gerste beimpft. Die Gerste wird vor dem
Abflillen mit Wasser klar gewaschen, 20 bis 30 Minuten in Medium A gequollen, Uber ein Sieb filtriert und
ca. eine Stunde auf Filterpapier getrocknet, anschlieBend in 2 | Erlenmeyerkolben zu je 225 ml abgefiillt,
dreimal bei 100°, jeweils ca. eine Stunde, mit eintéigigen Intervallen sterilisiert und vor dem Animpfen noch
2 Tage bie 40 bis 45° gstrocknet. Nach der Sporeneinsaat werden die Erlenmeyerkolben kurz geschilitelt,
dann ungefidhr 8 Tage bei 24 £ 1° und 60 £ 10% relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert.

Nach dieser station&iren Bebrlitungszeit werden die Pilzsporen mit 250 mi 0,9% NaCl + 0,1% Tween
80 auf einem vertikalen Schilttler flir 3 bis 5 Minuten bsi 140 Upm resuspendiert. Nach erneutem Zusatz
von 250 ml 0,9%iger NaCl-L&sung (ohne Tween 80) wird die Sporensuspension in eine 1 | Impfkanne steril
dekantiert. Mit je 8 ml von diesem bei 4° ca. sinen Monat lagerfdhigem Impfgut werden jewsils 50 Stlick 2
I Erlenmeyerkolben zu je 200 ml Medium B (Zusammensetzung pro Liter: 9 g Kaliumphenoxyacetat, 150 g
Lactose Monohydrat, 2,25 g Stickstoff als Pharmamedia, 10,5 g (NH.)2SO4, 4 g Na2804, 0,5 g KH2POq, 10
ml tierisches Ol (Larddl), 25 g CaCOs, alles ad 1000 mi mit H20 destilliert; pH 6,5, Sterilisation: 20 min bei
120*) beimpft und drei Tage bei 25 + 1* bei 260 Upm geschilittelt. Nach dieser Schiittelinkubation werden
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derivative PaCoA to penicillin V, which e.g. known proteolytic enzymes such
as chynmotrypsin catal yses. These EPrg 336f446iB1g activities however are clearly
differentiated fromthe actual thiol-dependent PAT. They have e.g.
di fferent chromat ographic el ution behaviour, stabil é profil e and
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di t hi ot hiygiuhde) vedbur Bl s - HIRKARBT, SBIIAIRY mit WHa@ 112085 Lun BERIaGCSA )h%haébhl.bﬁe the
hi ghl y100X0a8l @brhdéyenas RRSirkdhiaBorat B0MANMSHE ol 15080 Db lund B keabikugioft, el CbelsBRP AR @5UT €

of PAT siavi %aCdrimaemmamaybremip YCTAB) oaitd-OvrrseRNaidcEer Mileh GeaIhe. Blb biskigitidde. FOT
exanpl e, Nakiéinsgierh|wird pioep Zesdfugatichy (1€ MxuespaTs000 dipm| @ S)eabgétieantedvl Ub&stand durch

t hi ol - de[Zegatie nion GestdmA\-ARaCiEs0ifal capl B0 BV Pie ISEigung cdébracht yundi fzure Veraliindigung  Ger

st at i onarPyotdinfliugatiieo Nacht bi et*r §ehaltde sPar tNiedpisehlagr wileaneahliafbndvzantiifogiet, siitakeitéri ser s
(e.g. % mRttiotehfomenseialdsingigeBaschenrund nash Zusalz, vbon FiibHSatbitfenMDTE-2 oM ETéNY |

fl uor| deynd pgd mM Wrt@f Bmengchsten Ghyoraaipgraphiesphriffuel AT |gelagerti PercAuiscliy? bawk Kiei n a
cool i ng IbaiBesy Eillenogstuign yeedep |mitPretainy(Bradiord) pay Aklyiiitshestimung) deikreRiplogiseharErias-

pre-puri ﬁpr}gdieéﬁé @61Aﬁ)tltraaﬂgas@gﬁvngbmlt dem lactamsupersensitiven Stamm Pseudomonas aeru-
gmosa BC 248) verfolgt. Die gefundenen Werte sind in der Tabelle 1 angeﬂjhrt

.
. Beispiel 3: Mlkroblologischer Nachweis der Transacylierungs- bzw. Penicillin V-Spaltungsaktwilat
in der Enzympriparition AS-Prazipitat mit bzw. ohne Zusatz von Inhibitoren:
Die, wie in Beispiel 2 beschrieben, hergestelite Enzymrohprézipitation wird im mikrobiologischen
25 Agardiffusionstest hinsichtlich Transacylierung von 6-APA bzw. Isopenicillin N mit PaCoA und Spaltung von
Kalium Penicillin V mit bzw. ohne Inhibitorzusatz folgendermaBen getestet:
Testkeim: Micrococcus luteus ATCC 9341/BC 85, 0,5% Einsaat
O a0 Testmedium | Antibiotic Medium 1 (DIFCO), 110 ml
Testplatte: Nunc 243x243x18 mm
Probe: 50 ul pro Ndpfchen (6 mm Durchmesser)
Inkubation: 37°, 15 Stunden
Enzym: AS-Prizipitat (hergestelit wie in Beispiel 2 beschrieben): 1 ml zentrifugiert (20.000
35 Upm/10 min), Uberstand verworfen, Peliet in 20 m! RP + Z resuspendiert.
RP+Z: 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,6 + 1 mM DTT + 10 mM MgClz

A. Transcylierung/Acylierung
40 ' :
Ansatz in Mikrotiterplatten:

Substrat 8-APA bzw. Isopenicillin N (2,5 mg/mi) 10wl

pu PaCoA (ca. 15 mg/ml) . 15 ul
Enzym bzw. RP + Z mit bzw. ohne Inhibitor ’ 75 ul

Inhibitor:
a) ohne Inhibitor (= Kontrolle)
b) 2 mM Jodacetamid

50 ¢) 2 mM PMSF
Sofort bzw. nach 7, 30 und 60 Minuten inkubationszeit werden 20 (i Aliquots
der Anséitze entnommen, 1:5 mit 50% Ethanol (Stoppen der Enzymreaktion)
verdlinnt und im Agardiffusionstest auf Penicillingehalt getestet.

55
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frozen [err] for several weeks in the presence of stabilisers without any
noti ceabl e 1 oss of activity, whetckER0386W46B1 several freeze- thaw st eps
i mmedi atel y disactivate the PAT activity. Ammoni um sul phate precipitates

imlarl ble f d
he presence of + feveapiirasn rocucin &, Bl GG AU Wi (o1 11

penl cirllin Fas) Ve |JCI|T\..| b ||y\1 |uu; cuc pU||1| at o P-0€esSsS o PAT
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characteripati on| Qb MIstiPugln@ 2 |1 Blritdkd Wl Yoidd Or @b € protein precipiltation
may be carfied olit us ng zsonventi dnad pslrnfol @at i |pr ocesses, e.g. by cell

deconpogi t PR [N A0 Ofds 124 O |BES 4 A7 WP el O grass oal =t ||

resp. nucl ete—eetd [.n C\.aldJI L7111| on 17 \..et_'yl ety e ot br-otr "I",
streptonyc B3 b ' Lpi n,
ammoni um sul phate i s suitable, anbng others, whereby a 50% saturation is

sufficient to pr8eMpUPRLen SoAP A mit-Pagas in-Abhinglokslhyondef Foaviyerdnnyd i ng wi't h

t he an"n’m“ + hl nl nlnnnnnlanf J:)/\-]: | S mhdnd t 0
phenyl seph 5 1:19 ' ng
over 90% o "hal¥Pasr et ei i, B¥e “bﬁ oduct’ | s¥%| 8 eld W_L_ﬁ_aﬁ_aqﬁhdus

stabiliser] 18.3 2¢.4 24.3 157 | 186 254 285 254 16.0 24.2 30.7 30.7| 146 21.3 267 27.0

O 2

1:500 1:1000 Penicliin V Std. pg/mi
) 7 30" 60° L 7 300 &0 20 15 10 0.5 0.25
14,8 17.8 20.6 22.8 9.6 105 11.1] 253 24,0 21,7 17.8 9.7

25

B. Peniclilin V-Spaltung

o 50 Ansatz in Mikrotiterplatten:

Kalium Penicillin V 100 udknl 10 i
0.1 M Phosphatpuifer pH 7.5 15 ul
35 Enzym bzw. RP + Z (+ Inhibitor) | 75 ul
a) ohne Inhibitor (= Kontrolle)
b) + 2 mM Jodacetamid
-¢) + 2 mM Ethylmaleinimid
w d) + 2 mM PMSF
e)RP + Z
Spaltung von Katlum Peniclllin V {HH @ mm) in Anwesenheit versehlednner in-
hibitoren
45
a) ) b) : c) d) :
s 77 300 60| s 77 300 eo 9 77 30 80 s 77 30 60
25.7 21.8 0 0 25.7 231 o 0 250 230 "0 0 25.3 0 0 0
50 .
e) Kallum Penicitiin V Std. pg/mi | Als Vergleich Transacylierung
s 77 300 60 | 20 15 1.0 0.5 0.25] 6-APA + PaCoA—+ s 77 30 &0
. Penicliin V
26.8 258 26.2 26.4 | 27.4 24,7 234 184 119 17.0 232 26.9 25.9
65

1

e T T e L s e s mwn e v gt o

o e T e T ¢ TN S e i e A T2 S 8 R BRI S«



Bl

solution of |lowion strength, cencént r at ed by a 1CkD cut off

ultrafiltrati on menbrane and f ur Erdr33suMbE1ed preferably by affinity Lo
chromat ography resp. alternately by a gel filtration step (U trogel Aca 54)
by -ani on exchan chromat 0 raph DEAE- sepharose .FF resp adsorption

chr omat of® ?1'\'%’5’1%? Q"t"@f Stgbiligierungs; und pHELAY d d% active enzyme
preparatlorb V\:h{eCm orrehg)o s to a co epH: t|(())nnu|Ia GLal o'EdC1a1 1009 Mbased
on the arHTQcWJ gﬁ] r, m sgn fversc ?en r ktlvezltﬁ'en zw |b| @ g P

materi gl g SHG a}ac e(p v%:f \T,0S€ 55% lkr [s% o%ﬁ{?’ "!‘g'km

silica gghe,
_Swtable afflnltyllgands are e tothe carrler ya[err]

spacer OlgelsBfePs: manbé}glu;stag“mag@”coval ent l'y or by hydrophobic resp.

I onogeni ¢ reci procal action, are preferably acyl- resp. amno-[err]- |lactam
conpoulads. tish@ienig Ebfsp'blhES:ﬂsd\m@&DdﬁrgbﬂelﬁehBA'BMGfsquaﬁEﬁﬂlpltdt ved Wb ik ofuAt  be
ef f ect ed PaspditpifleapH 1.5 @kitsiveditag. 19intMe DT vérditant, sahahebntritagiant, isr Gtecansbdil@et,0 t he
enzyne t ebe Haur i+R20ednd H37 acttinndlainkubiemiubd sdfbre bzwi\nectt 1,04),26 and a2 Stndsh iy

st rong punikrébjologigchef fTegmodets agfHioAfA-RaGoAcyitiansfdraseaklivjtitagetastet. tDje Brg¢bnisseesindaint h
term nal Tapellmdangelibbr s such as AH sepharose 4 B resp. HVD-U trogel Aca 34,
to whi®th are bonded, by neans of N ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1, 2-

di hydr oquRelsale] fiReinigungyder PA §V‘§'mba£"t?ra¥t\9r'%ﬂh QE?H“FGI #d PhTJWt?Pe'?aaQJI

6- APA, pERICHFR (HIgrLapfhyind Attipitrseh 'Pwatsgsae@g a"faﬁ'léﬁ‘b@'é sP'?f%?B (A (Affinititsiaut)

3- desacet ox ephalos grin conpounds such as 7-

hrieben ne 000 I50
i R el
_ auf eine B ule mi ul|l ri rter eny sepl arose au?gegeben AnschheBend

wird die S3ule mit einem FluB von 50 mi/min mit 3 Bettvolumina .an 50 mM Phosphatpuffer pH 7,5 inklusive

1 M (NH;)280: und 1 mM DTT gewaschen, dann mit weiteren 2 Betivolumina 50 mM Phosphatpuffer pH

7,5 inklusive 1 mM DTT das Ballastprotein entfernt, sodann mit 3 Betivolumina entionisiertem Wasser (E-

35 H0) inklusive 1 mM DTT das PAT-Enzym eluiert, die aktive Fraktion im Pellicon-Kassettensystem {iber

eine Polysulfonultrafiltrationsmembran mit einem cut off von 10 kD auf ein Zehntel Volumen konzentriert,

mit 1 GV % Sorbit, 5 mM DTT, 2 mM EDTA und 0,1 mM PMSF stabilisiert und bei -20* bis zum nichsten
Chromatographieschritt eingefroren. Die mikrobiclogisch erfaBte 6-APA-PaCoA-Acyltransferaseaktivitidt so-

. wie der Gesamiproteingehatt der einzelnen, je ein Betlvolumen umfassenden Fraktionen sind in der

\_ 3% folgenden Tabelle zusammengefast: '

Probe Mikrobiologische PAT-Aktivitit - Gesamtprotein/Bradford (mg)
{mm HH @ gegen Pseudomonas aeruginosa BC 248)
35 sofort . 30 min 30 min + Penase
Einsatz 19 24 0 : 5483
PL 150/1 17 18 0 230
PL 150/2 16 15 0 102
40 | PL150/3 14 _ 15 0 98
PL 150/4 0 o 0 . 2750
PL 150/5 0 0 0 320
PL150/6 | Spur 16 0 52
45 | PL150/7 18 ' 31 0 . 389
PL 150/8 0 0 0 14

Das aktive Retentat der HIC-Fraktion wird am n#ichsten Tag unter schonenden Bedingungen aufgetaut
und auf eine K 26/40 Pharmaciasdule mit 50 mi Affinititsmatrix 6-APA-AH-Sepharose 4 B, welche durch
Kuppen von Penicillin G an AH-Sepharose 4B (Pharmacia) mit EEDQ nach dem LKB-Protokoll "Practicai
guide for use in affinity chromatography and related techniques™, Reactifs IBF-Societe Chimique Pointet-
Girard, France 1933, S. 133, und durch anschlieBende Abspaltung der Phenylessigsiure mit |8slicher
Penicillin G-Amidase von E. coli hergestellt wurde, aufgegeben. Die S3ule wird darauf mit einem Flu8 von 3
ml/min mit folgenden Medien bei 4° eluiert:

AL 278/1:12 Bettvolumina 50 mM Phosphatpuffer pH 7,5 + 1 mM DTT + 0,1 M NaCl

AL 278/2: 3 Bettvolumina gleicher Puffer + 1 mM DTT + 0,1 M NaCl + 1 mM 6-APA

Al 278/3: 6 Bettvolumina gleicher Puffer + 1 mM DTT + 1 M NaCl + 1 mM 6-APA

Die mit dem spezifischen Eluenten 6-APA in der Fraktion 278/2 eluierte PAT-Aktivitat wird im Minitan-

&0
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- 9-- acet oxycephal osporin V and G . Thué,ﬂ the':"'!arri no-[err]-lactamaffinity
matrices may be produced fromthe ERPOBSMERE Ng phenyl acet am do-
[err]-lactam matrices w t hout expensive protecting-group technol ogy vvi th

sol'ubl e penicillin Gacylase of E. coli. The required mcroor anlsms or
enzyme pr fign eﬁ‘r‘ﬁ’e 'I'et'f' H'@HUFN"F‘WQ" oﬁ?m ‘% nt é(FI'P'E?'! lin
e oner 8 L et o Pmeﬁ?ma o
nutrients, A’dd"et" " °"' 6’rr8? rh of the mcroorganlsms and

I ncrease R i cm L,ves
are e.g. r%!éﬁ%,g EM%‘gﬁlﬁugﬁg%eﬂﬂm gg 2_9?1%]5 Ilgcl? m carsﬁﬁ)'%égﬁfah Téhqg'gé) at es

and simlar i1norganic salts, as well as growth substances, vitam ns and

trace el emengife 1 By radl6H 84, Widlin Bdispiel 8 Bbichridbsh, ULRF ﬂ’fnﬂfé&@{r&na@ﬂ%ﬂﬂé sreihi§ed und
phenyl - 10a0@hzefrieien HARByh B ateRiidRlel 6hefion BERgDRR SutgetR UEE h&silbiRgZy e
titre can t9eDpaosssheRk BUs\Fettigeiie g .25 M BitITriz/HCERkgSr nbil G2t kdiischg [ahrnyauf
subner s ursihemitdemodiéichet Buftdt Equitiieriai4 ndl FPECTManocR-Eartigsdule duilgegeban) arescliibBehd sdfet
[ err] and neit eigempiftLBrmh 6@ miStuisietmie 0 ml ehes]1:8). veidkimtdni une adf pkietD jJestelltérhRolypuffersur e
broth to rdabfertneerkweisentrekiipyierbundcdia Kraktigneg efiginatiiezwoliber Rentricom 80 zehnfaghdwowzentriert
or gani sth Ulberd RPGNED3-Gradientanpetyaciyiamidgelgiekirophorbee; \agelpidischiesFakesiewshragf jomecbiineabl y
eval uat ed BelpundGeliftsationgpalgsieth i ndi vi dual strain. In general the duration
of cultivati "‘1“&91 8igt dasElyioaspeofildsp yPMZ'Et‘Z(X"‘S ayffpg Moo, an‘Hi‘ itiopalle ERzym he
cul ture brégin ’r’“@ 9"%11’1‘9‘6{%‘1919 %%ﬁ%‘?g%éﬁo@rp%"r 19’61‘\"‘ %ﬁo@ia‘{méﬂag?'\' Bisrcan
be\sgs ed. BR® @E cﬁﬂ‘ ""\?@" LRAngY A Y8re7ehig dsognay r"é’s‘f’l‘?ge’l?rﬁﬁgﬂ’ff?’l ed
20 men dessel nzyms arste en

re Wie der Abbildung 2 zu entnehmen ist, zefféllt die thlolabhang|ge PAT aus Penicillium chrysogenum
unter den denaturierenden Bedingungen der RPC (Séule = Biorad Hi Pore RP 304, 250x4,6 mm; HPLC-
Parameter: 0,5 m¥/min, 45 bar, 280 nm, 40°, 25 ul Injektionsvolumen; linearer Gradient zwischen Eluens A:
35%iges wiBriges Acetonitril mit 0,01% Trifluoressigsure und Eluens B: 80%iges wiBriges Acetonitril mit
25 0,01% Trifluoressigsiure, 30 Minuten) in ein Polypeptid 1 und je nach Iso- bzw Redoxvanante in ein bzw.
zwei unterschiedlich hydrophobe Polypeptidvarianten 2a-und 2b.
in der SDS-Gradientenpolyacrylamidgelelektrophorese (sishe Abbildung 3a, Bedingungen nach Laemm-
li, Nature 227, 680- 685, 1970; aber Gradientengel mit 8-20% T) zerfillt das PAT-Enzym in zwei
_ .+ verschieden groBe Polypeptide mit einem MG um 30 und 8 kD. Durch RPC und anschliéBende SDS-
o 30 Gradienten-PAGE kann gezeigt werden, daB das in der RPC zuerst eluiérende Polypeptid 1 mit der ca. 30
kD Komponente und die beiden stéirker retentierten, hydrophoben Polypeptide 2a und 2b mit der 8 kD
Komponente identisch sind. Waeiters kann durch solche multidimensionalen Analysen gezeigt werden, da8
die kieinen Polypeptide 2a und 2b auf der SDS-Gradienten-PAGE dieselbe Wanderungsstrecke besitzen,
wihrend das groBe, ca. 30 kD Polypeptid 1 der basischen Iso- bzw. Redoxvariante etwas schneller wandert
a5 als das entsprechende Polypeptid 1 der mehr sauren Form.
Bei der isoelektrischen Fokussierung ({EF) auf Ampholinebasis (siehe Abb. 3b, methodische Durchfiih-
rung nach LKB Application Note 1804) zeigt der aktive Affinitéitspool drei eng belsammenllegende Banden
mit einem isoslektrischen Punkt um 5,1.
: im engen pH-Bereich der "hochauflésenden IEF auf Immobilinebasis (sish Abb. 3c, methodische
40 Durchillhrung nach LKB Application Note 1819) zeigen die {lber Chromatofokussnerung getrennten PAT-
Varianten pl-Werte um 5,15, 5,06 und 5,32.
Bei der MG-Bestimmung {iber Gelffiliration wird auf Superose 12 von Pharmacia (Eluens: 0,1 M
Phosphatpuffer, pH 7,5 inklusive 1 mM DTT, 0,4 ml/min) ein MG von 36,5 kD bzw. auf der TSK-G2000 SW .
von LKB (das gleiche Eluens mit 0,5 ml/min) ein MG von 38 kD bestimmt, was mit der Summe der beiden
45 denaturierten Polypeptide 1 und 2 gut korreliert.

Beispiel 8: N-terminale Sequenzierung der Polypeptide 1 und 2a sowie 2b:
Eine weitere Portion (2 mg Protein) der, wie in Beispiel 6 beschrieben, Uiber Affinitdtschromatographie
s0 gereinigten PAT-Enzympriparation wird nach schonendem Auftauen zweimal Uber RPC (dieselbe Sdule
und Bedingungen wie in Beispiel 7 angeflihrt, aber mit einem flacher ansteigenden Gradienten: min/% B =
0/0, 8/0, 20/12, 25112, 30/100, 33/100, 36/0, 40/0) getrennt, die Fraktionen mit den Polypeptiden 1 sowie 2a
und 2b lyophilisiert und im Protein-Sequenator N-terminal sequenziert. .
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permeabilised cells which have been recovered fromthe culture broth and
washed; cell-free extracts which EP® 3381446 Bd4d by neans of physical,
chem cal and enzymatic treatnment of the mycelium (for exanple the cell

honbgenat es whi c|h are obt ai ned b deconposition or by ultrasound treatnent
of the nycelt jTtarminalg fminpsd “ﬁ’g%ﬂ‘é' \/\hi ch are forned by treatment with

surface-actjy Cces artially or wholly purified
preparat i on g?ir'ﬂ'eﬁzg’ wideﬁ h are obt al d by puri fyi n%t he
cell- 5 - r; f na],{ e‘ﬁg%'l{mPh
purificati o-n— ﬁ%’ ?T;‘;n?‘é' L% %%'?%"f’ﬁ‘% b -rhe-

pr eci pltatl gﬁ\ If| ration, change

adsor pti on- f\ BrISTHY —-st-a'b-l-T Yor epar ations which

ety i”iﬁ b?&ﬁ“i"‘ﬁ@%ﬂ?f. Colecit ;% ohysi céuhe “BYDSLfeh]-eia{;épwth
r

Toans. of Bt Bﬁ”»&%% %*ﬂr@&fiag ?ﬁ’heﬂ% e rf%‘"-msg%-%aw?

encapsul ati En e racterisation of the
above- resu?‘f’ 'TY§ é%g{; @Ef‘ng&@g E e usi ng cl assi c net hods
such adschr ot el 0 pho esearch regardi ng substrate

speci fici tyggﬁkeﬁ)@' r°'§Pe° § E&ﬁS% and tenperat tllge profile for‘, activity

o st i e Je@rafy@;;ﬁ»%se% AR i et

{

W/ 20 Ala-Lys-_-Val-lle~Ala-Arg—__- -IIe—Asp-Phe—AIa—Val—Asp—Leu— . ~Gly—__- -Thr-

Wie in der SDS-Gradienten-PAGE unterscheiden sich die in der RPC unterschiedlich retentierten klsinen
Polypeptide 2a und 2b im sequenzierten Molekilschnitt nicht.
25

Beisplel 9: Sequenzierung proteolytischer Peptidfragmente von Polypeptid 1 und 2:

Eine, wie in Beispiel 8 beschrieben, hergestellte lyophilisierte Fraktion von Polypeptid 1 bzw. 2 wird

nach J.M.Wilkinson (Practical Protein Chemistry - A Handbook, edited by A. Darbre, 1986) mit Trypsin, bzw.

(A /| Lysylendopeptidase enzymatisch gespalten, sinzelne Peptidfragmente werden Uber RPC isoliert und im
Protein-Sequenator sequenziert. Folgende Aminosiure-Teilsequenzen werden u.a. erhaiten:

AS-Tellsequenz 2 (tryptisches Peptidfragment von Polypeptid 1):

1 5 10 13
- Gly-Ala-Thr-Leu-Phe-Asn-lle-lle-Tyr-Asp~His—~Ala~-Arg—

AS-Telisequenz 3 (tryptisches Peptidfragment von Polypeptid 1):
1 5 10
Pro~Thr~Asn-Pro~Asp-Glu~-Met-Phe-Val-Met-Arg

AS-Tenlsequenz 4 (tryptisches Peptidfragment von Polypeptid 1):
1 5 10
Glu-Leu-Asp~Pro-Leu-Pro-Asp~Ser~Trp-Asn-Arg

| 45 AS-Teilsequenz 5 (iryptisches Peptidfragment von Polypeptid 1):
1 5 10 12
\ Met-Glu-Phe-Leu—__~Asp-Gly-Phe-Asp~Gly-Thr-Lys

AS-Teilsequenz 7 (tryptisches Peptidfragment von Polypebtid 1):
— 50 1 5 10 14
lie—Ala—-Leu-Glu-Ser-Thr~Ser-Pro~Ser-Gin—-Ala-Tyr-Asp—Arg
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is‘given in the books of Watson et al. (Rekonmbinierte DNA - Eine

Ei nfi hrung, Heidel berg, 1983) and &P 0836K46 B Gene und Kl one - Eine

Ei nf Unrung in die Gentechnol ogie, Winheim 1984). In the case of the
pat-gene (gene for the enzyne PAT), it appears nost significant to use
synthetic DNAAs:Jra enS8 (RPtidchEs PRRETRReN WATPBIgpeptd th:sequences exist. A DNA
sequence basedy on e gengtic code canobe derived ftsomthe am no acid
sequence of plﬂl-meﬂfel-dﬁl-éer@ﬁIa-%M:)/aleAﬂd-thssreDAr-Fﬂes-fNa%tbm@sﬂJeu-gnﬂ-myl-l&o{-| des
can be gherri cally synthegs zed. Figure3® shesws the arrangenent of the am no
acid radical SArB-FtrnB—TﬂrEGl@-fVapeioyacraﬁis-de-AIa-bdu-MT S| nce 2, 3, 4 or 6 codons
are assigned to_a few am no %Pé?d ere res &% ucI eo- tide sequence as

gi ven under t’Pr%'T%{'ﬁ?WB"’a%l“ pﬂ%’&fﬁe agmenty Vé’ﬂ ¢h corresponds to am no
aci d residue espeC|aIIy sui tabl e, since here only
16 diff er ent Sﬁ'é%é“'g'é '§V\P '??a?"é’"%cs)sm bl e. These 16 ol i gonucl eoti des, whi ch
are conpl enenisrylisédueh €0 (RYtischesPepdidgmbitasn Pagpepid Hour m xtures each with
four oligonucleotides (sligonucleotide mxtures 1, 2, 3 and 4 in figure 5).
More certain Tyeapti -oalte-ag of the gene is probably not possible with
t hese ol igonucl eotides, since further DNA seq ences accur In the genom of
peni ci | 14 um cAFVels SRR ! WPW"%’?"WW"‘E“WP" th°8' &se DNA sequences.
Differentiatioh between these varyi ng DNA sequences can be very
conpl i cat ed. 1S L¥herefore advisable to have a further oligonucl eotide
avail abl e as ﬁs-&éiﬂsﬁknzsmu&aﬁs%hesTﬁyanakbaba%n pbiydep®l 2t i Ng genes using DNA
prQ/es |s di scyssed by s 10

Ser-lle-Asp-Phe-Ala-Val-Asp-Leu-lle~-Arg

AS-Tellsequenz 13 (tryptisches Peptidfragment von Polypeptld 2):
1 . 5 10

25 Asp-Val-Ser-Glu—lla-Val—Met—Leu—Asn—Thr-—Arg

AS-Teilsequenz 14 (tryptisches Peptidfragment von Polypeptid 2)::
1 5 8
Gin-Val-Leu~Ser-Gin-Leu-Gly-Arg

o 30 AS-Tellsequenz 15 (Peptidfragment von Polypeptid 2 mit Lysylendopeptldase):
1 5
Cys-Gin-Gly-Thr-Pro-Phe-Glu

AS-Tellsequenz 16 (Peptndfragment von Poiypepﬂd 2 mlt Lysylendopeptidasa):
1 5 10
85
Tyr-Tyr-Glu=Glu-lle~Arg-Gly-lle—Ala-Lys

AS-Teilsequenz 17 (Peptidfragment von Polypeptid 2 mit Lysylendopapﬂdase):
1 5 10 15
Gin-Val-Leu-Ser-Gin-Leu-Gly~Arg-Val-lla~-Glu-Glu-Arg—__-Pro-Lys

40
AS-Teilsequenz 18 {Peptidfragment von Polypeptid 2 mit Lysylendopeptidase):
1 _ 5 10 15
Gly-Ala—-Glu-Arg-Asp—Val-Ser-Glu-lle-Val-Met-{.eu-Asn~-Thr-Arg
45 AS-Teilsequenz 19 (tryptisches Peptidfragment von Polypeptid 2):

1 5
Ala-Val-lle~Ala—-Arg

AS-Tellsequenz 20 (tryptisches Peptidfragment von Polypeptid 2):
: 1 5 '
50
Lys-Thr-Asp~-Glu-Glu~-Leu-Lys

15
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Lathe (J. Mdl. Biol. .183, 1-12, 1985). For exanple, if information is known
about the frequency of certain caEPms3ea46d@Itai n di nucl eotide series, a

| onger DNA sequence can be synthesized. For penicillium chrysogenum such

i nformation is not available. In spite of this, in order to obtain a |onger
ol i go- nucl eotASdEellssquenp 20 ayptisttes PeplidiabmentolanRuolypeptiio?): des can be used as
a sequencing ptiner: tée enzynme reverse transcriptase can synthesize a DNA
strand whi ch ﬁ&#ﬂbﬂ&kﬁﬂEntary to a given RNA, but only when a suitable
starteg nol ecule_(- primer) is present. In the case described,

ol i gonticl eot i (f§"ﬁ?“§?‘EH°é§ 22 (ryptiaches Fepticiragmentaon folypentid 2t i s t hus possi bl e
to sequence onf xlthe at ﬁRNA, al t hough nunerous other nmRNAs are present in
t he preparatl Ehcing reaction is.carried out in the presence of

Thus, -pumer 'oﬁs%x "s%%reﬁa #?'vaﬁf" Eyérug%ven‘?sﬁ 1 B o sunacpmpideke):
gel - eIectroph e of whi ch allPows the determination of the base
series of a mﬁréh ?eW%ﬁrhquﬁﬂqﬂﬁe pat nmRNA. The advant age of

this method is that the sequence i nformati on obtained allows the direct

t hesi f ddi t i gnifi t that
this 22;3eﬂce“%‘““c£‘9€% L EleRBn ekl i roberia il o™ om che

am no acid se%&pﬂ and thus ensures that a pat-specific sequence does in
fact exist. tug i solation of the gene may then be effected froma
gene bank. A gene bank is a collection of reconbi nant DNA vectors which
respectively contain a snmall part of the DNA of pen|C|IIlunlchrysogenun1(|n

the~cale Ogspﬁel [Ioe ‘so]liergr%] \Ef\onb;%lylfA)* Eﬂk aus ﬁlyze?von Penicillium chrysogenum:

Eine Sporensuspension von Penicillium chrysogenum P2/ATCC 48271 wird in 5 Erlenmeyerkolben (zu

je 1000 ml) mit je 100 ml CDS-Medium (flir 1 | CDS-Medium werden nach dem Autoklavieren gemischt:

25 900 ml L&sung A: 3g NaNQs, 0,59 MgS0:.7H20, 0,59 KCl, 0,1 g FeS0..2H.0, 5 g Hefeextraki, 10 g

' Caseinpepton, 20 g Saccharose, pH 5,8 und 100 ml L&sung B: 250 mM KzHPO4/KH2POs, pH 5,8) eiwa 70

Stunden bei 25° und 250 Upm in einem Schitler inkubiert. 12 Erlenmeyerkolben (zu je 1000 ml) mit je

- 300 m! CDLP-Medium (Zusammensetzung wie CDS-Medium, an Stelle von 20 g Saccharose jedoch 150 g

Lactose/l und 50 mi 10% Phenoxyessigsdure [geldst in Wasser, pH. 7,5 mit KOH eingestelit]) werden mit je

\_/ 380 30 mlder Vorkultur beimpft und 40 Stunden bei 25° und 250 Upm im Schittler inkubiert. Das Myzel wird

mittels eines Biichner-Trichters abfiliriert, kurz mit TE gewaschen (10 mM Tris/HCI, pH 8,1, 1 mM EDTA)

und in flissigem Stickstoff zu einem feinen Pulver zerrieben. Dieses Pulver wird in Lysepuffer (6 M

Guanidinmonothiocyanat, 10 mM EDTA, 50 mM Tris/HCI, pH 7,5, 8% g-Mercaptoethanol) suspendiert (3 mi

Lysepuffer pro g Myzelfeuchtmesse) und 1 Stunde bei Raumtemperatur gerlihrt. Die Isolierung der Gesamt-

35 RNA erfolgt nach einer beschriebenen Methode (Cathala et al., DNA 2, 329-335, 1983). 60 g Myzelfeucht-

masse erlauben es, etwa 18 mg Roh-RNA zu isolieren, die mit Ethanol gefélit und bei -70° aufbewahrt wird,

Die Anreicherung der poly(A)* RNA geschisht durch eine Oligo (dT) Cellulose-Affinitdtschromatographie,

wie sie in Maniatis et al., Molecular Cloning, Cold Spring Harbor, 1982, beschrieben ist. Dazu wird die Roh-

RNA durch Zentrifugation und Trocknung in Wasser gelSst. Nach der Chromatographie werden Fraktionen,

40 die poly(A)* RNA enthalten, erneut mit Ethanol gefiilt und bei -70°* aufbewahrt. Die Integritét der poly(A)t

RNA wird durch Gelelekirophorese in Gegenwart von Glyoxal (Maniatis et al.) Uberprift, die Konzentration
durch UV-Absorption.

Beispiel 11: Partielle Sequenzierung einer RNA, die fiir das Enzym PAT kodiert:

Aus der AminosHuresequenz des Polypeptides 1 der PAT (Beispiel 8) 148t sich auf Grund des
genetischen Kodes eine DNA-Sequenz ableiten {Abb. 5). Ein Bereich von 17 bp, der eine minimale Anzahl

von unterschiedlichen Sequenzen zuléBt, wird flir die Synthese von Oligonukieotidgemischen ausgewihit. 4
Gemische mit 4 unterschiedlichen Oligonukleotiden, die zu dem Sinn-Strang und damit auch zur RNA

so komplementdr sind, werden synthetisiert (Oligonukleotidgemische 1, 2, 3 und 4 in Abb. 5). Diese Oligonu-
kleotide werden enzymatisch phosphoryliert und dadurch radioaktiv markiert (Maniatis et al.). 150 ng
Oligonukieotide werden in 12 ul Reaktionsansatz (50 mM Tris/HCI, pH 8,5, 10 mM MgClz, 5 mM DTE, 5%
Glycerin) mit 250 L.Ci ATP (Amersham PB 10218) mit 16 Einhsiten Polynukleotidkinase flir 30 Minuten bei

37° inkubiert. 10 L.g der poly(A)* RNA (Beispiel 10) werden in 250 mM KCl, 10 mM Tris/HCI, pH 8,3 mit 2

s5 1l 32-P-markiertem Oligonukieotidgemisch in einem 0,5 mi Reaktionsgefé8 vermischt. Die Mischung wird 2
Minuten auf 75° erhitzt und dann 45 Minuten bei 50° erwéirmt. In 4 EppendorfgefaBe werden je 3,3 ul
Reaktionspuffer (24 mM Tris/HCI, pH 8,3, 16 mM MgClLz, 8 mM DTE, 0,4 mM dATP, 0,8 mM dGTP, 0,4 mM
dCTP, 0.4 mM dTTP, 6 Einheiten Reverse Transcriptase und auBerdem je 1 il 1 mM dATP oder 1 pl 1
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- 12 - 0.05% per reconbi nant nol ecul e). By neans of plaque hybrid- isation,
[err]-clones can be isolated, and ER®33644®Bildi se with the radi oactively
| abel | ed DNA probe. A physical nmap can be prepared. from t he DNA of these

cl ones. Suc estrlctlon ma |nd cate arran ne restriction:
endonucl ea lg' bﬁ“‘%ﬁ’ 1 H’h1 q%ﬁh cFOP%’ecYPjs B‘i"f(@n'.

US|ngDNA§§/, Mr%(t‘d 0 zerfﬁgﬁ‘
part regiog . l \ZQ p,o ?e§
fragnents aﬁusmar asr'& e 4o Ja?ge ﬁtlgﬁ.

and furthegf@a r(a%.l ﬁéo' b(smé% |35f°r ﬂ&l&?&ub&gslﬁ;ﬁ %tun&; 89 ckﬁet
segnment i nheku® B&GHArin MbadakRid bR s&hdgéw\ﬂsui R ,ﬁr(nada@b(bﬂ.at

sequence, gfieR Bligeldde DIt BbqueRs Bib bick varldfeséh ABIRgeRMR ah@semsad.staﬁeoargb §n Further
sequenci ng of the DNA end®l es th&0coding ¥art of 4he gend%and t hé0ani no

aci d sequence ofS FECATHEIGAAGTTIGACAATAGGUAGTEQTCBACCRA AZady -
determ ned am no acid Part seqd8®nces nd9 suppl9ot he rél;ﬂul red information.
Based on t he DNACAMTTECATECGOUTATTMMGCANGACAATS TEROACATATCEICTPGATBCI | | i um
chrysogenum can be incorporated into an expression vector, which allows
good expre55| on of the PAT into well known expression organi sns (Rezni kof f
and Col d8 >ﬁ°?ﬁ'°2?'hg bigfl singhkprpiieradntin Z"'B?M%ﬁueﬂigiﬂ?@(c" agy, deg S\mingsgpeReaupnzedel s e
constructi Bﬂypﬁﬂggﬁ begr P"iTr?bWﬁ"dﬁBtMPé"'W(ﬁ?ﬁE%" Riggeukipgfid, dap gierarteni9iukiegside of
the E. coli '%?b?‘iqf"??@“@f?ﬂfo‘f’f’dsd"tﬂﬂ'ﬂf’tl ntersection site can be introduced by

site direcpgd qUb ARNGMiS etnr anomBofidn GonBSnkSos PenidnGR TRhySbgontinl
\_/ 20

acryl
Ul es

Aus dem Myzel einer in CDS-Medium gewachsenen Penicillium chrysogenum Kultur (Beispiel 10) wird

DNA isoliert. Das Myzel wird in filissigem Stickstoff zerrieben, dann in 1% Sarkosyl, 0,1 M EDTA, pH 8, 100

-1g Proteinase K/ml gegeben (1 g Myzeli25 mi) und 48 Stunden bei 37° geschiittelt. Die Mischung wird

dreimal mit Phenol extrahiert und nach Zugabe von 0,1 Volumsanteilen 3 M Natriumazetat, pH 5,2, mit

25 FEthanol geféllt. AnschlieBend wird eine CsCl-EtBr-Zentrifugation durchgeflihrt (Maniatis et al.) und nach

Extraktion mit Isoamylalkohol und Dialyse gegen TE die Konzentration durch UV-Absorption bestimmt. Die

DNA wird auBerdem durch Agarose-Gelelekirophorese Uberpriift. 300 g Penicillium chrysogenum DNA

werden in 5 U Sau3A (BRL) 60 Minuten bei 37° in 10 mM Tris/HCI, pH 7,5, 10 mM MgClz, 1 mM DTE, 50

.- mM NaCl gespalten. Das AusmaB der Spaltung wird auf einem Agarose-Gel liberpriift. Erwlinscht ist, daB
W, 30 ein groBer Teil der DNA zwischen 10 und 20 kb groB ist. Die DNA wird dann auf zwei NaCl-Gradienten

(hergestellt durch Einfrieren und Wiederauftauen von 2 Beckmann-SW28.1-Ultrazentrifugenréhrchen mit

20% NaCl in TE [10 mM Tris/HCI, pH 8,0, 1 mM ETDA)) aufgetragen und in der Ulirazentrifuge im Rotor

SW 28.1 16 Stunden bei 14.000 Upm zentrifugiert. Der Inhalt der RShrchen wird fraktioniert. Fraktionen mit
DNA grBer als 10 kb werden vereinigt und gegen TE dialysiert. Nach seiner Konzentrisrung der DNA. (500 -

35 ug/mi) wird sie mit \-EMBL3-DNA (Frischhauf et al., J.Mol.Biol. 170, 827-832, 1983), die mit BamHI und

EcoRI gespalten worden ist, vereinigt. In 30 mM Tris/HCI, pH 7,5, 10 mM MgClz, 10 mM DTE, 2,6 mM ATP

wird nach Zugabe von 0,5 U T4-DNA-Ligase Uber Nacht bei 16° ligiert (DNA-Konzentration 200 wg/ml,

Vektor zu Penicillium chrysogenum-DNA im molaren Verhiltnis 1:1). Das Ligationsgemisch wird mit Hilfe

von Proteinextrakten ("packaging mixes™, Maniatis et al.) in vitro verpackt. Die entstandenen \-Lysate

40 werden auf dem Indikatorstamm NM539 (Frischhauf et al.) getitert. Erhalten werden etwa 10° pfu.

Belsplel 13: Isolierung von X-Klonen, die mit einem PAT-spezifischen Oligonukleotid hybridisieren:

40.000 rekombinante Phagen der Penicillium chrysogenum Genbank in \-EMBL3 (Beispiel 12) werden

- 45 mit dem Stamm NMS538 (Frischhauf et al.) auf 90 mm TB-Platten in 0,7% Agarose ausgegossen (TB
Medium enthélt 10 g Bacto Trypton und 5 g NaCl pro Liter, der pH 7,5 wird mit NaOH eingestellt). Von
diesen Platten werden je zwei Abdriicke auf Nylon-Filter hergestellt (Amersham Hybond N-Filter). Nach der
UV-Fixierung der DNA werden diese Filter flir die Hybridisierung eingesetzt. Das in Beispiel 11 beschriebe-

ne 30mer, dessen Sequenz komplementéir zu der DNA-Sequenz ist, die aus der Aminos&uresequenz des

so Polypeptides 1 der PAT ist, wird radioakiiv markiert (T4-Polynukleotid-Kinase-Reaktion wie in Beispiel 11).
Die Hybridisierung wird bei 37° in 6xSSPE (1xSSPE ist 0,15 M NaCl,. 10 mM NaH2PQ4, 1 mM EDTA, pH
7,4), 30% Formamid, 5x Denhard, 0,1% SDS, 100 mg/ml Heringssperma-DNA, 0,1 mM ATP, 3 ng/ml 32-P-
markiertes Oligonukleotid flir etwa 20 Stunden durchgeflihrt. Die Filter werden dann dreimal 10 Minuten bei
Raumtemperatur in 2xSSC (1xSSC ist 0,3 M NaCl, 0,03 M Natriumcitrat, pH 7,0), 0,1% SDS und

55 anschlieBend dreimal 20 Minuten bei 56° in 1xSSC, 0,1% SDS gewaschen und nach dem Trocknen
autoradiographiert. Regionen in der Agaroseschicht der urspriinglichen Platte, die positiven Hybridisierungs-
signalen auf dem ROntgenfilm entsprechen, werden mit einer sterilen Pasteurpipstte ausgestochen und in
SM-Puffer (5,8 g NaCl, 2 g MgS0:.7H20 und 50 ml 1 M Tris/HCI, pH 7,5) resuspendiert. Eine geeignete
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clone nust be isolated froma correspondi ng gene bank. Exanple 19 (see also
Fig. 7) describes the details of W? gueign of  the plasmd pBC2001. In
order to do this, there is first o cloning of the DNA fragnent froma
pat - cDNA-cl one into ML3npl 9. Thus, there is available a single-strand DNA
“whi ch i s ws@thnfigr witdhait 8M538 aréimmbradmmtna:geﬁfesimubmwsgngosdum Rhiagen isf@fesen

i Nt er sect iPlatiensweérdsn auh Ngldrfiitéri Ubpriragan lihdhelie| dbeni bésetrislesmt hybnilisirtt us\Plaqubs, ide zum
necessar y zfitenrod! epsitivg . Sighkle epdebenriverdenB@R @@ispréchendsm chlserakinaniae -Phigen Ngplidrt. [Biend-
I11-frag masreinigls Dhife gieprsrRiegen Wird: ©r Ristrikjjeneanglysep kiag Fputhernhypridisisninggnnwerwendet.

-ef f ect | e Adfeglem werdog @Sk’ﬂ%'ﬂ@ﬁ"d‘h"'?%ﬁ“qﬁ (@} 12. Mgpsing, Methods Epzymol. 191, @F1983) undnd
an anpi ci M1PHeleen dychgeflhn Mi3mp1g) Midmpias Norrangarjet ala Gepg 26,107, 4983k DieTSaguanpi of
the pat - g&478 oReFMEEMP] 9 EYRkiges it o ?"H?’U”?P@i‘,?’S'Pg°WEﬁ°%'%'Fm t transformation
of penicilliumchrysogenumxy other2derr]-lactam prexiuci ng $ croor gani sns.
Si nce transf or mant § -CARCNCEEECTECCITOAGICOCTATOCAANTTCOTGERLGIDAPranGe sever al copi es
(e.q. KOl ar et al.), strepger expmwessionsgof the gene is ymwssible, which can
lead to increased PRIACAATCTCECAGREATELECETTCAGCCOCTITECCNATARETGCTTTES t he
construction of the pl astpd pPBCA3¥32, whixgp can bmoused fiso t he
transfornation of pgRGcetdTCATIBCEEHOLAPERICERCARBEGEUIRALACC@ASO Fig. 8)
containg the conpl ete peamgocilli upochr ysogenum patgogene ozooa 4. 8kb Sal |

restriction fragnmegicochticabodveiriteetrcciaaaroroatechrortwetdoaroesti fi ed vect or
pHS103. The phl eonmycin resistance gene (ble) allows selection in

penicillium chrysogenum the anpicillin
Die Nukleotide 35 bis 111 der DNA-Sequenz, die mit Hilfe der RNA bestimmt werden (Beispiel 11),
\_ 20 stimmen mit den Nukleotiden 1 bis 77 dieser DNA-Sequenz liberein (Abb. 6F). '
‘Belsplel 14: DNA-Sequenz des PAT-Gens:

In Abbildung 4 ist die Lage dieser DNA-Sequenz durch iwei waagrechte Striche singezeichnet (A), 1
25 entspricht dabei dem ersten Nukleotid, 1972 dem letzten. .

35

50

&5
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resi st ance gene (bla) allows selection in E.coli. Furthernore, manipul ation N
of the DNA is possible. The exchan@@msmrﬁjter segnents can simlarly
i nprove the transcription in penicilliumchrysogenum Site directed

nmut agenesi s of the Gs can, i ncr easgot he triQSI atiop.in penli i1l um
chrysogenum Féﬁ) peci al -~ am no §E‘§% H‘%@?‘ ct ed
or fragnent s'yg@ﬁ %fﬂ%ﬁ; %%“%EPTBH D "é’FJf’?ac

possible to |soI at eggpeci al ggrut ant gopvhi ch qlg@nge tfigostabl hssy of the
enzyme 0f it GrAGdddkraircARREAAAL AboocRtrRRteaicropbrdatiatiotchirifbea dont ¥

sel ected mcroorganisns - 1 n which the DNA of such organisns 1s exam ned
for specific hybrigscati onigeth radiv@-acti ugopat Dido- i S @bgo an @hpyi ous
use of the i srtrdoedadobécaegemtrceTioRcaTesTEToTCAA \ RC
strains which previously produced unknown [err]-lactanms, or strains which
contai n whe PAT-si #2Q ar en2$des buk4have otzher pro;&é@tles 2The DNA28¢ t he
present i nvernGAKTACOAGA AGTTIC

i s described in exanpl es 10 to 13 and is |IIustrated by fi 4, 5 and 6.
Starting fromthe ‘;H)no acP P20 se & ce of g I¥§ pgf‘ble 1 ofSPAT

(fig. 5), fofTCeIC ?@GQAME‘\% COPAMERACAYL | de

mxtures’51 to 4, 6C),3 I ch are.used ggoa seq%gm ng Hiémer (%@rrpl e
11). The f f
TR W Tl oS, T AN

information, a 30ngge Was sygd hesi zqge (fi 9. 488) . Whigeh was 4g0 490
o 20 TACCAGGACGATTCGCGGTGAGTGCCACTTCGOTCTTICCTACATITICTCCACCAATGCTGACCGATGAC

500 §10 §20 530 - 540 550 580
CCCCGAAAAACCAGGTATTGCAAAGGGCGCTGAACGCGATGTCTCCGAGATTGTCATGCTTAATACCCGC

25 570 580 500 800 610 620 630
ACGGAATTTGCATACGGGCTCAAGGCAGCCCGTGATGGCTGCACCACTGCCTATTGTCAACTTCCAAATG

640 650 680 670 680 690 700
GAGCCCTCCAGGGCCAAAACTGOGATGTACGTTAAGAGATTTTACCTCCTCATITTATTCCATCGAATTT

710 720 730 740 150 760 770
GCGCCGACTAATTTGGTTGTTCAAGTTCTTTTCTGCCACCAAAGAGAACCTGAICCGGTTHACGAICCGT

780 790 800 810 820 830 840
35 CAGGCCGGACTTCCCACCATCAAATTCATAACCCAGGCTGGAATCATCGGGAAGGTTGGATTTAACAGTG

850 860 870 880 890 900 210
CGGGGGTCGCCGTCAATTACAACGCCCTTCACCTTCAAGGTCTTCGACCCACCGCAGTTCCTTCGCATAT

920 930 940 850 960 970 980

40 :
TGCCCTCCGCATAGCGCTCGAAAGCACTTCTCCTTCCCAGGCCTATGACCGGATCGTGCGAGCAAGGCGGA

980 1000 1010 1020 - 1080 1040 1050
ATGGCCGCCAGCGCTTTTATCATGGTGGGCAATGGGCACCGAGGCATTTGGTTTGCGAATTCTCCCCCACCA

50

55
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used as a radioactive probe for isolating a [err]-clone fromthe
penicillium chrysogenum gene bankER @338#46B1 12 and 13). After subcl oni ng
into ML3 vectors, the DNA was sequenced (fig. 6F). The first 77 bases of
this sequence conformw th bases 35 to 111 of the sequence which is

conpl ementary t 39¢RNA (40§09 6D) .10BRe cork®@@ti onstiPet weertllfiese i HWdOvi dual
sequences GENTIRGAMACECETRRTCAACECHNTOGRAGRATRATCOARAGCALECAGEGITTCSTICABRALO0The  PAT

has a nol ecul ar vvel ght of ga 38,000 D. From an average anino acid

| 110 358 f 1108 3188 st iMPed fott%he
SETEi o VR 2 ee R w RS e R A e S
only few, and ”136'0 smal 'rzz.bn”onﬁzQBa' I a{%gg quing 22 2%886) iztaomiy be
1

assuned th gg}, and t hat
~control regiltﬁ'gns are si mcl% ‘}r ny;' pr e][sieisn#ail'n ‘c’})‘nrp"l"e( L orm ec\?\n ng

exanpl®s illustraige the jogyenti %gw t houfgehi M tiyRgei t. lrgzghe exgyygl es, the

abbr evi at | GagcébococrTabBAGeH 2oACRGACASHE T AR CAPETABBACCATGACCES -

litres, mlligrans, grams, revo ut- lons per mnute, dry substance,

wei ght/vol ume paggent andspnter-i13sdti onalzzenzymageei t ( luaeoat er naidoonal

enzyne uni tracadacuiiccetittbeicettadtieactiecotddreadaterEicpbiTcoterirehdiagd t 0
parts By volume as g to nl, the tenperature is given in degrees cel'sius.

Characterisation4nd the jgroduct stesas caridded outi4eei ng t1eeof ol | cwdTag

t echni ques CABGATICARADOTCTAACCTCAARGECAGGLT TR GANCOCTCTIDCATGACCACLCAATGOARPTTITCES S Ul €

| i qui d chromat ography (HPLC), ultraviolet spectrophotonetry (UV), infrared

spect rgmetry (| Ri8@&nd nudP@ar mekf®et i ¢ r’@3Bnanca5eNVR) . IPRR nunbh4€® added
o The str SCRAGAREAACCLAGTEACTITTC M TERRGIASSACTGLCACEOTIT CTACCARRIGAE T AT e r ed

stra| n synbol s of those culture col l ections in which the stra| ns._ are
1560 1570 1580 1590 1610

TAMTGTCTAGCCCCTACCTACACTATACCTAAGGGAG&GAAGCGTAGAGTGATTMCGTACGGGCCTAT

2% 1620 1630 1640 1650 1660 1870 1680
AGTACCCCGATCTCTAGATAGAACATTTAGTAGAGATTAGCATGCCTAACTAATTTAACTTGAGCATTGT
1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750
( s  CCCGTTCATATTGATTTTCATCCATTATACACTCTTAATCGTTTCCCGGTAGAAGCCONATATATACGAC
1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
CATAGOGTGTGGAGAACAGCGCTTCCCOTCTGCTTCGCCGTACTTAAGCTATATATTCTACACGGCCAAT
o 1830 1840 1850 1860 1870 1880 - 1890
ACTCAATGTGCCCTTAGCACCTAAGCGGCACTCTAGGCTAAGTGCGOGTGATATAGGTGAGAAGTCTTAA
1800 1010 1920 1930 1040 1050 1060
- GACTGAAGACAGGATATCACGCOTTACCCTGCACCGTACCTACTACCTTCAATATCACTCTTTCAGGATG
“ 1970
GACAGGGTCGAC
45

Beispiel 15: DNA-Sequenz des PAT-Gens:

In dieser DNA-Sequenz wurde der kodierende Bereich durch einen Vergleich der experimentell
bestimmten Aminos3ureteilsequenzen mit der Kodierkapazitit dieser DNA-Sequenz festgelegt. Dabei zeigt
s¢ es sich, daB in diesem Gen drei Introns vorkommen, die zus3tzlich durch intron-Exon-Konsensus-Sequen-
zen (Rambosek und Leach, Critical Reviews in Biotechnology 6, 357-393, 1987) identifiziert wurden.
10 20 30 40 50 60 70
GITGATGTCCCATCAGTGTCATGCTATGGTCCCAGATTGGTGGCTACGGCAATATAAATCTCAGCATGCA

55
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fil-ed as such,. e.g. for ATCC (American Type Culture Collection, Rockville,;"
Maryl and, USA). Production and an&Pys336 46 Bihenoxyacet yl - coenzyme A :
(PaCoA): Principle: coenzynme A + phenoxyacetic acid chloride PaCoA 901
ng of CoA are dissolved whilst cooling with ice in 15 m of bidistilled

wat er and set at pHgg.0 W tdpy sodi uigphydroxigle (2.0 M 118 NaOH ggd 1.60 m
0.5 N NaCH) . GriceetueodrbarcartcbeioBhcoticTRRirc A redoTENoeENEIREAITrérrakdcd Chl ori de
are added in portions with vigorous stirrin and the pH value is kept at
7.0 (1.8 M 1.N Naéég. Af t 489 stirr¥Ag for e houﬁ9°v\hlls?°‘bool i n"%wth i ce,
the sol ution PETECALEEAFCIGIALTEC .

ethylether, at pH 2.0 (6 res/etPuRsSHALFUCIsGRRINIREPralRG8M s phase i s
neutralised with Nag¥, theasoesi duadsoet her 266 renmeed at pmom tergaggrature in
a rotary evapUGAATrAICACATIET TICCIr CTOAATCT TCRBAGITUTAACC TCATCERENTCCACTAVBANIATdbCRI t I 0gen,
then dituted 1:50 with bidistilled water, made into rAe@emwresuiigclysrti ons of

..l

500 [err], and fro inljpquid n| rogen naI ySi S Is effected usi ng HPLC,
wher eby phenyL | - %ﬁ“é"\%ﬁ E 344 andar¥§® HPLC
syst em Y. {'ﬁ % alAspleulle L. oot ;
Hypersi| ops BP'&MAf P egra o) Y B5L%302
(Hew et't Packar d) lssd\TT 3 §400w r atamo 380 0. 5eon0i / mi nextet ect ig@a:

230 nm el uant GACGGACCAAGAGCTTAAARBSGTACTATOCARCIBEOGCOCOICATODACSAXAGRTCGCOCCARATACT UM
sul phat e ( TBASyhrAspGluGluLeuLysGlnValLeuSerGlnLeuGlyArgVallleGluGluArgTrpProLysTyr

430 440 450 480 470 480 490
k_/ 20 TACCGAGGAGATTCGCGGTGAGTGCCACTTCGOTCTTTCCTACATTITICTGCACCAATGCTGACCGATGAC
TyrGluGluIlleArgG

_ 500 510 520 530 540 550 560
CCCCGAAAAACCAGGTATTGCAAAGCGGCGCTGAACGCGATGTCTCCGAGATTGTCATGCTTAATACCCGC
25 lyIleAlaLysGlyAlaGluArgAspValSerGlulleValMetLeuAsnThrArg

§70 580 500 600 610 620 - 630
ACGGAATTTGCATACGGGCTCAAGGCAGCCCGTGATGGCTCCACCACTGCCTATTICTCAACTTCCAAATG
ThrGluPheAlaTyrGlyLeuLysAlaAlaArgAspGlyCysThrThrAlaTyrCysGlnLeuProAsnG

v | 640 650 660 670 680 890 700
OAGCCCTCCAGOGCCAAAACTOGGATGTACGTTAAGAGATTTTACCTCCTCATTTTATTCCATCGAATTT
lyAlaLeuGInGl.yGlnAsn'rrpAap

710 720 730 740 750 760 770
35 GCGCCGACTAATTTCCTTCTTCAAGTTCTTTTCTGCCACCAAAGAGAACCTCATCCGGTTAACCATCCGT
PhePheSerAlaThrLysGluAsnLeulleArgleuThrileArg

780 . 790 800 810 820 830 B40
CAGGCCGGACTTCCCACCATCAAATTCATAACCCGAGGCTCGAATCATCGGGAAGGTTGGATITAACAGTG
GlnAlaGlyLeuProThrlleLysPheIleThrGluAlaGlyIlelleGlyLy sVa 1GlyPheAsnSerA

40
850 880 870 880 890 200 910
CGGGGCTCGCCGTCAATTACAACGCCCTTCACCTTCAAGGTCTTCGACCCACCGGAGTTCCTTCGCATAT
laGlyvalAlavalAsnTyrAsnAlaleuHisLeuGlnGlyLeuArgProThrGlyvValProSerHisIl
. g20 930 240 950 860 970 980

TGCCCTCCGCATAGCGCTCGAAAGCACTTCTCCTTCCCAGGCCTATGACCGCATCCTGGAGCAAGGCCCA
eAlaLeuArgllealaleuGl uSerThrSerProSerGlnAlaTyrAspArgl IeValcluclnquGly

980 1000 1010 1020 1030 1040 1050
ATGGCCGCCAGCGCTTTTATCATGGTCGCCAATGGGCACCAGGCATTTGGTTTGGAATTCTCCCCCACCA

50 MetAlaAlaSerAlaPhelleMetValGlyAsnClyHisGluAlaPheGlyLeuGluPheSerProThrS

55
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in 0.025

M phosphate buffer pH 7.0 eval uation: sanple

retention tine area EP 0336¢46 Bl m n) 400 [err]/ M PeCOA
9.41 8466900 - 210692 200 9. 68
4105400 107689 - 16 - 100 : 9. 88
2092100 54980 PaCo¥®%9t ock @A0n. 1: 20 10. 50 1110 1888500

47737 PaCo/SGATERIAAAGTAGCTGCTGGACGCCAATEIBTAGGATGGTGCACACCAASSALTGOTTGCTTCACLACEB PaCoA
st ock sol n.erElafrglyGin¥glleuAspAlaAsnGlyHEBOVRMHL sThraspRPCYSLeLenCIntisGl at i on
[err] £19.2 ng PaCoA/ ml hei ght eval uation - Jerr] 16 8 ng PaCoA/ m

average value

@]

1130 18t Pa n_ Bl e 11180 epg on of
the enzymat g& TRRCITA ORI TCOBTACE 0 (GERCTC
| yophi | i sed” 6T ulysClRiauAsPrnoLpFrRASRSETFRATAABSH SG otlykheleuley,sphended
in 8 nl of nmedi ygye (conmgltlonlmr lit{go 15 9 gct ose12 C11 g |1 rogen

fromCaxrnst

sterilisation:

g [err]
4 85,
barley

u'rW)gﬂA

enneyer

r

is seeded with 212% of tiug@ sporgnguspensédgn Prigb to fiédol ng, m@ barl ey
i's washed vdTRCHERICETTACBAGOACEEEAEACIABAGCCEECATYSICTTEAATATREATYACOAE@ TOdECd O 30

m nut e
o 20
2

\ %0
35

)

%5

50

56

f i 1dcgbAEADNRTCRUAINE YAy 86k A2 EEI19M 1 ATRFLduPhe ABRE1 1AL TyrAspHi sAlaAT

1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
TAGAGAGGCAACGGTGCGGCTTGGCCOGGCCGACCAACCCTGATGAGATGTTTGTCATGCGGTTTGACGAG
gArgGluAlaThrValArgleuGlyArgProThrAsnProAspGluMetPheValMetArgPheAspGlu

1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470
GAGGACGAGAGGTCTGCGCTCAACGCCAGGCTTTGAAGGCTCTTCATGACGAGCCAATGCATCTTTTOTA
GluAspGluArgSerAlal.euAsnAlaArgleu***

1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540
TGTAGCTTCAACCGACTCCGTCTTCACTTCTTCGCCCGCACTGCCTACCGTTTGTACCATCTGACTCATA
1550 1560 1570 1580 1590 1600 1810
TAAATGTCTAGCCCCTACCTACACTATACCTAAGGGAGAGAAGCGTAGAGTGATTAACGTACGGGCCTAT
1620 1630 1640 1650 1660 1870 1680
AGTACCCCGATCTCTAGATAGAACATTTAGTAGAGATTAGGATGCCTAACTAATTTAACTTGAGCATTGT
1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750
CCCGTTCATATTGATTTTCATCCATTATACACTCTTAATCGTTTCCCGGTAGAAGCCGNATATATACGAC
- 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
CATAGGGTGTGGAGAACAGGGCTTCCCGTCTOCTTGGCCGTACTTAAGCTATATATTCTACACOGCCAAT
1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890
ACTCAATGTGCCCTTAGCACCTAAGCGGCACTCTAGGGTAACTGCOOGTOATATAGGTGAGAAGTCTTAA
1900 1910 1920 1930 1940 1850 1960
GACTGAAGACAGGATATCACGCGTTACCCTGCACCGTACCTACTACCTTCAATATCACTCTTTCAGGATG
19870
GACAGGGTCGAC

Beispiel 16: Aminosduresequenz der PAT, abgeleltet aus der DNA-Sequenz:

Dieses Polypeptid hat ein Molekulargewicht von 40.000 D. ‘Wenn es zwischen Aminosiurerest 102 und
103 gespalten wird, erhdit man zwei Polypeptide: Ein Polypeptid mit 11.500 D und der N-terminalen
Aminoséuresequenz des Polypeptides 2; séimtliche Peptidfragmente lassen sich in dieser Aminos3urese-
quenz wiederfinden (AS-Teilsequenzen 9 bis 24). Es handelt sich also um die "8kD-Komponente der PAT".

Ein Polypeptid mit 28.500 D und der N-terminalen Aminosiuresequenz des Polypeptides 1; sdmtliche
Peptidfragmente lassen sich in dieser Aminos#iuresequenz wiederfinden (AS-Teilsequenzen 2, 3, 4, 5, 7, 8).
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on. filter paper, subsequently filled to 225 mM in a 2 1 Erlenneyer fl ask,
then sterilised three tines at [erigpdsissagsione hour at one-day intervals,
and prior to seeding dried for 2 days at 40 to [err]. After seeding with
spores, the Erlennmeyer flask is shaken for a short time, then incubated for .
appr oxi mat E¢ Yangeligighalsg umziie "3qkBrijoinpongmeldGATL0% r el ati ve humi dity. After
this stationary incubation period, the fangi spores are re- suspended for 3
to 5 mnutes at MeBLeyitiseLhuGs01lntlyThrP?oHiaGlulteGlyI9oClntbsClgferataa verti cal
agitator. After the further addition of 250 m 0.9% NaCl solution (wthout
Tween 8d3, the spaore sus sion is ster decanted into a 1 i°seed|ng
canister. 50 2 1 @PFM&J‘F ﬂl&éﬁ%seélo(’(ﬂﬁsvﬁ‘lexlaé’ewe%ﬁmﬁlﬂ'l(ﬂbﬁpos| tion

per liter: 9 g potassium phenoxy acetatg, 150 g | actose m)nohydggte 2.25 ¢

nitrogen as phar rr] 10 m
animal gyl (lard g ?Aﬁﬁ%‘g"& err%‘ﬁ'@h‘]’l"% S esgiCediriediotl 1| L H20; -
pH 6.5, sterili satlon 20 mns. at [errjpare each respectively ggeded with
8 m of this seedirgtrpPRbEysTRITYOOINIUTRArSAySidAlRLysBly1061ArgRpVER. ONE
nonth, and then agitated for three days at 25 [err] at 260 rpm After this
agi tating incubation, 1820 g of enzymatP@ally active bi omass i30%arvested.
The penirgi |l lin t|Scelrelme‘iaweg-epewérmrrhrmp@almrﬁwmmuamx e 2:

Production of an enzymatically active [ @y enzyme prepar ation: 120

AspGlyCysThrThrAlaTyrCysGlnLeuProAsnGlyAlaLeuGlnGlyGlnAsnTrp

" = ' 130 140
AspPhePheSerAlaThrLysGluAsnLeulleArgleuThrlileArgGlnalaGlyLeu

150 o : ' 160
ProThrIleLysPhelleThrGluAlaGlyileIleGlyLysValGlyPheAsnSerAla

2 170 - 180
GlyvalAlaValAsnTyrAsnAlaleuHisLeuClnGlyLeuArgProThrGlyvalPro

190 200

O ' SerHisIleAlaLeuArgIleAlaLeuGluSerThrSerProSerGlnAlaTyrAsSpArg
/ 30

210 220

‘IlevalGluGlnGlyGlyMetAlaAlaSerAlaFPhelleMetValGlyAsnGlyHisGlu

. 230 240
35 AlaPheGlyLeuGluPheSerProThrSerlleArgLysGlnvalLeuAspAlaAsnGly

250 ' 260
ArgMetValHisThrAsnHisCysLeuleuGlnHisGlyLysAsnGluLysGluLeuAsp

270 ' - 280
40
ProLeuProAspSerTrpAsnArgH1sGlnArgMetGluPheLeuLeuAspGlyPheAsp

290 . 300
GlyThrLysGlnAlaPheAlaGlnLeuTrpAlaAspGluAspAsnTyrProPheSerIle

i 310 ' 320
CysArgAlaTyrGluGluGlyLysSerArgGlyAlaThrLeuPheAsnIlelleTyrAsp

50 330 - 340
HisAlaArgArgGluAlaThrValArgLeuGIyArgProThrAsnProAspGluMetPhe

350

Va1MetArgPheAspGluGluAspGluArgSerAlaLeuAsnAlaArgLeu
55
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1786 g of noist nycelium (- 220 g DS), obtained in exanple 1, are
resuspended in 3.5 1 0.1 M phosphapep $3¢ 448B1PH 7.5 including 5 mv -
dithiothreitol (DTT), 0.1%.Triton X 100 and 0.1 nmm phenyl net hane- sul phonyl
fluoride %PI\/SF ,_and honogeni sed continuously whilst cooling to [err] in a
gl ass bal Belgple ‘ng‘(ﬁﬁg'ﬁlph sq%eaus rder | DNA abgnieitetencAminpsduresequent de0 (PAT it [dehr |

gl ass peafTRENMPRIpl prmittelten Amjagshuresaguenzen: nmfriction gap width, flow rate
30 1/ hour, f or A8kQIEnheit/Bolyreptid 1] (Brtetminale tAminpsAwresegnerfzerr], brine cool i ng
with fofward notion [err] and return notion [err]. The honpgenate is
‘subsequent |y cengri f ugBuTliralaT@Cys@inLeulroAsnCGlyMiale@iinQlyQinAsnTrpAspRhePhe , t he
supernatant ni 184 at [ BrTirAlaTyrRysSifleuRioAsnfiyAlalevGinQiyGhyAsaTrpdspRhePhe oni de
(CTAB) and stirred for 30 mnutes. The precipitated nucleic acid is

separ at ed by cerf2ri f ugSerAaihrlgsBiuisniaulieArg15, (B0 rpm [err] the supernat ant
broughtiot 0 50 W40 sat uSerAladirlisGisidodienleArgl | d W@noni um suphate, and hel d at
[err] over night in order to conplete protein precipitation. The.

preci pi tate i s ASnEalisequenz 2(tniigchegRantidfragment vos Reveaptigr Bt ed ammoni um

sul phate solution, and after adding 5 W% sorbitol, 5 nM DTT, 2 nM EDTA and
0.1 mM PMSF, is Ist or edGiiplaThskeuPhedanjiglieTyrasptiisdeAthr ondd ogr aphy st ep.
Deconpdsi ti on Bdtp. t h@lyAgfhrbeuPbeasniiellelysAsnHisAadrg ake323 ace using protein

Decompasi ¢ { YRR LeEbetmnlelersAsesissy ake3 ace using protel
et cct on of 6 ApreIPARISH: AjTeunatee epldsomar! rEpsPeR Dhe o o

| act am supersensitive strain pseudonpnas. aer ugi nosa BC 248). The val ues
foynd ar epl i st g‘ in Taﬁl"?"ﬁ?" oAspg}vgﬂ%gPheValMetAgg 1 :
20 % 3 roThrAsnProAspGluMetPheValMetArg 343

AS-Teilsequenz 4 (tryptisches Peptidfragment von Polypeptid 1):

1 GIuLeuAspFroLeuProAspSerTrpAsnArg 11
25 268 GluteuAspProLeuProAspSerTrpAsnArg 268

AS~Tellsaquenz 5 (tryptisches Peptidfragment von Polypeptid 1):

U 1 MetGluPhelLeu——AspQlyPheAspGlyThriys 12
30 272 MetGluPheleulLeuAspGlyPheAspGlyThrlys 283

AS-Teilsequenz 7 (tryptisches Peptidfragment von Polypeptid 1):

1 _' lleAlaLeuGluSerThrSerProSerGinAlaTyrAspArg 14
% 187 lleAtaleuGiuSerThrSerProSerGinAlaTyrAspArg 200

AS~Tellsaquenz 8 (tryptisches Peptidfragment von Polypeptid 1):

1 VaiGlyPheAsnSerAlaGlyValAlavalAsnTyrAsnAlaLeuHisLeuGinGlyLeu

© 188 * ValGlyPheAsnSerAlaGlyValAlaValAsnTyrAsnAlaLeuHisLeuGInGlyLeu
21 ArgProThrGlyValProSerHislleAlaLeuArg 32
175 ArgProThrGlyValProSerHistieAlaLeuArg 186
45
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Exampl e 3: M crobi ol ogi cal detection of transacylation activity resp.
penicillin V cleavage activity in Epe33saMeB1preparati on AS-precipitate
with resp. without the addition of inhibitors: The raw enzyne preparation
produced as described in exanple 2 is tested as follows in the
m crobi ol ogi cal a@eeinkdit ibolgpepitt aeSt for transacyl ati on of 6- APA resp.
i sopenicillin N wth PaCoA and cl eavage of potassiumpenicillin V with
resp. without the addit MethewdslialauGysGinGiyThroPhdGhaéGHyTyipiuHisSiySerAlaCI 0COCCUS
| ut eus ATCC 93411 BC 85, MeQeubidieleeGysGlophiThrdoPheSilileGiyTyrGlubisGly®arsiei c nmedi um 1
(Dl FCO) 110 M test plate: Nunc 243x243x18 mm sanpl e: 50 [err]
per wel | (6 nm di amet er fMatvidiaralieplpprpSerlieAs mﬂi@ h%rs enzyne:

-preci pi tate (producefielysAlayaliepippyglpriieps PBs®)34 1 n centrifuged

(20 000 rprrl 10 nt di scarded, -pellet resuspended in 20 m
RP + Z. ,}P + ”ﬁk'BSE.Jh@“ﬁ}SQ. ef\’fg%’osphate buf f er pH 7.5 + 1 nMDTT + 10 nM

[err] A - Tr ansa yl at i ogLaG Ve pl at es:
substrate 6-APA fesp |gég@g{m:%tt m%*ﬁh{é lyTyrGlul té{,g PaCoA (ca 15
ng/ m) rGenzyrre resp

with resp. without inhi thLyQAlaVameAlaArg§eﬁle[afpbﬁdmdvﬂlhéd%&lle |yLy§'}hrW' t h
inhibites (- control) bna@snmdugﬂgﬁget;@m Afavaidspibi I\;g%yl npdi ated y and
resp. after 7, 30 and 60 mi nutes incubation

AS-Teilsequenz 9 (tryptisches Peptidfragment von Polypeptid 2):

, 1 ThrGluPheAlaTyrGlyLeulLys 8
o/ 20 90 ThrGluPheAlaTyrGlyLeulys 97

AS-Teilsequenz 10 (tryptisches Peptidfragment von Polypeptid 2):

. 1 TyeTyrAnyGlulieArg 6
25 65 TyrTyrGluGlulleArg 70

AS-Teilsequenz 11 (tryptisches Peptidfragment 'von Polypeptid 2):

1. TrpProlys 3
Y, 30 62 TrpProlys 64

AS-Teilsequenz 12 (tryptisches Peptidfragment von Polypeptid 2):

1 SerlieAspPheAlaValAspleulleArg 10
36 . 28 SerileAspPheAlaValAspLeulieArg 37

AS-Teilsequenz 13 (tryptisches Peptidfragment von Polypeptid 2):

1 AspValSerGlulieValMetLeuAsnThrArg . 11
o 79 AspValSerGlulleValMetLeuAsnThrArg 89
AS-Teiisequénz 14 (tryptisches Peptidfragment von Polypeptid 2):
1 GinValLeuSerGinL.euGlyArg 8
5 49 GinValLeuSerGinLeuGlyArg 56

AS-Teiisequenz 15 (Peptidfragment von Polypeptid 2 mit Lysylendopeptidase):

6 CysGInGlyThrProPheGlu 12

50 1 CysGinGlyThrProPheGlu 7

55
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tinme, 20 [err] aliquots are taken fromthe preparations, diluted 1:5 with"
50% et hanol (enzyne reaction stoEp)ossekgeast ed for penicillin content in

t he agar diffusion test. - 19 - Transacyl ation of isopeni ci llin N (# 28
& 36) with PaOoA(HHO i soperi- cillin N [err] No. 28
22.5 25.5 24.7
25.7 20,7 No. SSigteeaselc T ‘Pepﬂg'i%"i°"§89%§°"’°f§ﬁ"i§ mi Gndopsptiqgedis 22.1
26. 3 27.2 - g87.7 2 r'?yré r&':‘lleekﬂL [err]/m Penicillin V
h [egr]/m 59 rvaa wileAl 5 1.0 0.5 0.25 No. 28

20  16.5 12.4 ‘599’6 =" 76 9.7 No. 36 24.5

5251 16. 4 Asyterbéduandi7 @pew&raun{dm P&Cﬁ&yﬁea«mmngmaeaosaptﬁa;awe di lution
1:100 [err] 1&g3 24. éinvéiEeu%erGlrﬁ.aZGlyAr&@alﬁbelﬁuA‘}gTrSﬁo@s 25 s 16.0 24.2

30.7 80.7 14.5 2161\?1Van2&sZreu3.Zél Qﬁlael GluArg__ ProL: 1 11000
Penicillin V h [err]/m [err] y Afg uur%_roys 0 9.6 10.5

11.1 25.3 28-Teilséjuenz 1&?Pe&t-df&gVneBt vomwpaphd ermM;@MWid%@par ation in

m crotitre plates: potassiumpenicillin V 100 [err]/m
[err] 0. 175 phospGigAleGibAigA&svaiSdrGlulieValMetLeuAsnThrArg 89
15 [ ert] 1 GlyAlaGluArgAspValSerGlulleValMetLeuAsnThrArg 15

AS-Teilsequenz 19 (tryptisches Peptidfragment von Polypeptid 2):

U 20 23 AlaVallleAlaArg 27
1 AlavallleAlaArg 5 _
AS-TeIIs_equenz 20 (tryptisches Peptidfragment von Polypeptid 2):
a5 42 LysThrAspGluGluLeuLys 48
1 Lys__ AspGluGluLeulLys ' 7
AS-Teilsequenz 21 (tryptisches Peptidfragment von Pplypeptid 2):
o 0 VAl GlylleAlaLys 74
1 GlylleAlaLys 4
AS-Teilsequenz 22 (tryptisches Peptidfragmant von Polypeptid 2):
a5 57 VallleGluGiuArg 61
1 VallleGluGluArg ” 5
AS-Tellsequenz 23 (Peptldfragmeﬁt von Polypeptid 2 mit Lysyiendopeptldase):
40 87 AsnThrArg:fhrGIuPheAIaTyrGIyLeuLys 97
1 AsnThr__ ThrGiuPheAlaTyrGlyléulys 11
45

50
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enzyme resp. RP + Z (+ inhibitor)

75 [err] a) wthout inhibitor (- 56 qqelh + 2 MM odoacet am de c) + 2.
mv et hyl mal einimide d) + 2 mM PMSF e RP + Z O eavage of potassium
penicillin V (HHO mm in the presence of various inhibitors a)

b) Zusammenfassung: c) dl [err] 25.7 21. 8

0 0 25.7 23.1 0 0 25.0 23.0 0 0 25. 3 0
0 0 a) patass . Penicillin /v h Jerr]/m ~h
[err]/m tr @PRAsaL! on for conparison [err] 26.6 pésof der® ifder adief

27.4 2487 |23.4 18.4 11 9 Penicillin Vv DNA aBgbleflstenab Shqued? - |9
25.9 - 2( v IIIjIUILIUII JtabriTs LT o e ot
profile of R te"’?‘??fp H 'f recipitgte prodlob 35 descrli bed
in exanple 3 &%Zr 13 quZ:z k nel ction byf fer, |n1t presende of
vari ous 1 cti - ell e ue% & nt'é aé ﬁgli)s’ and t6§1t1 29{ or

6- APA- PaCoA :\g ,§;g1)resp aft%_gw-day

i ncubation gty ‘?eﬁé an?ﬁ eg edtlgﬂ SntUEn U{i};ﬂ 8l agi cal taat gpdel . The

resul ts are |SAEHEREdqRénE sl(t@,pt st Poptidirdgtha MdnPoRpept@MPYr at Ur e shabpd ity of |PAT:
The PAT- amm)nigHiisedbdl @ ifypitiRe Ipam.a@agaem&chég tid@$): descri beghzi-Boo

15 AS-Teilsequenz 8 (ryptisches Peptidfragment von Polypeptid 1): 155 - 186
' AS-Teilsequenz 9 (fryptisches Fragment von Polypeptid 2): - 90-97
AS-Teilsequenz 10 (tryptisches Fragment von Polypeptid 2): 65-70
AS-Teilsequenz 11 (tryptisches Fragment von Polypeptid 2): : 62 - 64
AS-Teilsequenz 12 (tryptisches Fragment von Polypeptid 2): 28 - 37
— 20 AS-Teilsequenz 13 (tryptisches Fragment von Polypeptid 2): 79 - 89
: AS-Teilsequenz 14 (tryptisches Fragment von Polypeptid 2): 49 - 56
AS-Teilsequenz 15 (Lysyl-E. von Polypeptid 2):- 6-12
AS-Teilsequenz 16 (Lysyl-E. von Polypeptid 2): : : 65-74
AS-Teilsequenz 17 (Lysyl-E. von Polypeptid 2): ' 49 - 64
25 AS-Teilsequenz 18 (Lysyl-E. von Polypeptid 2): . 75-89
AS-Teilsequenz 19 (fryptisches Fragment von Polypeptid 2): : 23-27
AS-Teilsequenz 20 (iryptisches Fragment von Polypeptid 2): 42 - 48
AS-Teilsequenz 21 (tryptisches Fragment von Polypeptid 2): 71-74
, AS-Teilsequenz 22 (tryptisches Fragment von Polypeptid 2): 57 - 61
W, 30 AS-Teilsequenz 23 (Lysyl-E. von Polypeptid 2): 87 - 97

Beispiel 18: Teillsequenz eines DNA-Fragmentes, das zwischen dem Gen flr die lsopenlclllm N-
35 Synthetase (ips) und dem Gen fiir PAT liegt:
Diese Sequenz beginnt mit "GGATCC", der Erkennungs-Sequenz des Restriktionsenzyms BamHI, die
- im ips-Gen liegt. Die 34 letzten (C-terminalen) Codons dieses Gens sind gezeigt; sie wurden durch einen
Vergleich mit der verdffentlichten DNA-Sequenz identifiziert (Carr. et al., Gene 48, 257-266, 1986). Nach
einem Zwischenbereich folgt bei 1442 die Position 1 der pat-DNA-Sequenz. Diese DNA-Teilsequenz ist in
der Abb. 4 eingezeichnet (B). '
Diese DNA-Teilsequenz ist wichtig, da sie die enge Koppelung zwischen ips- und pat-Gen belegt, und
weil alle wesentlichen Kontrollelemente flir Transkription und Translation des pat-Gens auf diesem Frag-
ment liegen.
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exanpl &€ 2 is diluted 1:20 with 0.1 M phosphate buffer pH 7.5, including 1
resp. 10 nM DTT, then rigorously geokss aagBtl, t he supernat ant undergoes -
stationary incubation at [err] [err] and [err] and is tested for

6- APA- PaCoA acyltransferase activity imediately resp. after 1, 4, 26 and
120 hours in the m crobi ohegi cal ®est nodeo. The M@sults &Pe listed in
Tabl e 3. Exanpl e 6: cdAttcTACCAHGCRAGACECEAMAEACOCANGAEGECASAATOTEBTASRODbI C i nter -
action chronat ogr aphisprosebeyssl ussppiviyesier ASpc BrémtoUleSeryrGand affinity
chr omat ogr aphy on '6- APA- AH sepharose 4 B (affinity flow): 240 g of the
ammoni dm sul phat e preci pi #ati on offPai ned #9 descri®ed in anple 2 are

di ssol ved in 2000 nGCOACTSCTEMMCAMGOSATEAGE TARRCTAMTCAMPAACAACORCAAGHi ng 1 M [err]
and 1 M DTT, and atihedTynhesCinatnsilatenvplserbeuHGASNARMPOI¥RIR orr] to a BP
113-colum with 2000m e%}ii l'ibriated phenJ\r/F sepha{ gse d 145§ The colum is
subsequent |y washed at a ¥Pow rat®¥¥%it 50 Y nj

|/ vol unes of 50
nM phosphat e buffer‘?ﬂ’icwwmﬁmw&rﬁﬂﬁ ‘DYT, then the '
bal | ast protein is Faded with a further 2 base vol unes of 50 mM phosphate
buffer pH 7.5 including 1 nm DIT, then the PAT-enzyne is guted with 3 base
vol umes of de- ionig i udin N Nnffnboodvidnvact | ve fractions
- 21 -mare concent rgg@ﬁ%ﬁg}u{@ﬁ% o?g[ohgi)vgf‘%“ne In a Pellicon cassette
system usi ng a pol ysul phpng ul trafdd trat hofp menbigee Wi taso cut of f of 10

kD, stabilised w thel,diiRceesdiTeCAoca8odRYAGHCEACETCObECATIIATGTC

o 1460 1470 1480 14980 1500
~ 2 CCATCAGTGTCATGCTATGOTCCCAGATTGGTGCCTACGGCCAATATAAA
1510 1520 1530 1540 1550

TC'DCAGCATGCAG'ITCCGCCTGCATGATCATCCGCAGGAOGCCCGCAGCA

2% 1560 1570 1580 1590
s GAAATGCTTCACATCCTCTGTCAAGGCACTCCCTITTGAAGTA
MetLeuHisIleLeuCysGlnGlyThrProPheGlu

Belspiel 19: Konstruktion des Plasmides pBC2001 und Expression des pat-Gens in E.coli:
a) Konstruktion einer cDNA-Genbank von Penicillium chrysogenum:

35 5 g der poly(A)*-RNA, deren Isolierung und Reinigung in Beispiel 10 beschrieben ist, wird mit Hilfe
- von Reverser Transkriptase mit einem oligo dT-Primer in Gegenwart der vier Desoxynukleosidiriphosphate
in eine komplementére einzelstréingige DNA umgesetzt. Durch die Enzyme RNaseH und DNA-Polymerase
wird daraus ein doppelstringiges Moleklll gebildet (Gubler und Hoffman, Gene 25, 263, 1983). Nach dem
Anfligen von gesigneten EcoRI-Adaptoren, wozu die Enzyme Polynukleofidkinase und T4-DNA-Ligase
40 verwendet werden, erhidlt man eine lineare doppelstréingige cDNA, die in Kloniervektoren eingebaut werden
" kann. FUr diese Umsetzungen 14Bt sich glinstigerweise ein kiduflicher cDNA-Synthese-Kit (Fa. Pharmacia)
verwenden, der die wichtigsten Enzyme und das Adapter-Oligonukieotid enth&lt. Die Durchflhrung der
Reaktionen erfolgt nach den Angaben des Herstellers. Die so synthetisierte doppelstréngiger cDNA mit
EcoRI-Enden wird in den Vektor gt10 (Huynh et al., DNA cloning, Glover, D.M. ed., Oxford, 1, 49, 1985) -
45 einkloniert. 80 il der cDNA-Priparation werden dazu mit 16 1l gtt0-DNA (8 1.g) vermischt, die vorher mit
EcoRl gespalten und mit alkalischer Phosphatase behandelt wurde (Maniatis et al.). Nach Zugabe von 3 ul
3 M Natriumazetat (pH 5,2) und 250 1.l Ethanol wird flir 20 Stunden bei -20° gefélit und anschlieBend in 60
ui 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM EDTA geldst. Die Ligation erfolgt in 66 mM Tris-HC! (pH 7,5), 1 mM
Spermidin, 10 mM MgClz, 15 mM Dithiothreitol, 0,2 mg/ml BSA, 0,56 mM ATP durch die Zugabe von 6 U
50 T4-DNA-Ligase bei 12° fiir 20 Stunden. Das Ligationsgemisch wird mit Proteinextrakten ("packaging mixe™)
in vitro verpackt und mit dem E.coli-Stamm C800hfl (Huynh et al.) ausplattiert. Die erforderlichen Methoden
sind beschrieben (Maniatis et al.). In sinem solchen Versuch k&nnen mehr als 5.10° Plaques erhalten
werden. .

65 b) Isolierung von pat-spezifischen cDNA-Klonen und Suklonierung in M13mp18.

Mit etwa 40000 Plaques der Penicillium chrysogenum cDNA-Genbank wird eine Plaquehybridisisrung
durchgefiihrt, wie sie in Beispiel 13 beschrieben ist. Als Indikatorstamm wird der E.coli-Stamm C600hfl
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and.0.1 mM PVMSF and frozen at [err] until the next chromatography step. The
m crobi ol ogically established 6- APAppsspas8®sl - transferase activity and
the total protein content of the individual fractions conprising one base
vol-une are summarised in the follow ng table: Mrobiological PAT-Activity
| rm MM HH [ksyrH etsiirystvwendet. QishDIWA der dleknmivicestom gt 0 Btag@cvsrd rBch ¢iabg partisllert Spaliing mit
prot i en/ Br &edRbrrejt Epa-despali@aer iV13mp19-RFODNA fligigot prds trangitziert. Einzelne Klone rekomignhanter

24 M13mp19¢RF-DNAgyprden gyrch ﬁ%;ktpnsmmerun_g'fdentlfmen unfgpestitigt. 230 -
PL 150/ 2 16 15 102 PL 150/ 3

14 lg) Ortsspezufleche Mutagenese dg;é)l\pi_des I%(gplzlnante@ M13mp19 KIc@es zur Emfi]gglg einer Ncol-
2750 PL 16GHitstefs- 0 0 390 PL 150/5 15

0 0

369 PL 150 85f:2s wwb ein 4Qmer Ollgonukleotld %\% 6olgender Sequenz s&ninjéllsnert e retentate of
the HIC fraction is t ha%ﬁﬁ%@?gcéﬁ?‘ﬁpﬁ*%fwgﬁgﬁaﬁ ~Hext day and

added to a K 26/40 Pharnmacia colum with 50 m affinity matrix

6- APA- AH- s @RNENAOSEuéhz Bt gWd3hibBr WRBNREGHEEEr PR VolaRdeRERE €inb Nedl-sGhntBtelle

AH sephar ogRsiéi® did’aay ATRE binschildht, BasERDEAARGARAAIGOMERoridi& kdfBsgoRdiéM. Rechts davon

"Practical sgaizdeinks davds a5 iNukiadits RishiiéctC Mk QERERGDIPEIueHEI5 HRbIAdER Chhosphorylierten

t echni ques Cligdiaddtidet sind BF pMoICder bifzelSifngipEhU1 3MPI FIDNA wértidnageshiscHt uadme10 L9 2BmM
page 133, angHOIpHS 6D sEaVEMEEL 50 InddMaCl gir Shdinyddnceng/ 652 aatl ifie 20 efirditeniatit¥2s Girvdirhie

peni ci | | i n Die- Behardiweg md ilehove Bdlymerabiy T 4OdIAtigase] ubd ShBukleaseudriolgt rmth Fghtedprzaueh and

flow rate dkenifniNuchi AcidsnReda 1ﬂh§115,d)$86)3\anngﬁmg| mit 2 Einheiten Klenow Polymerase und 3

Einheiten T4-DNA-Ligase in 20 mM Tris-Cl (pH7,5), 10 mM MgClz, 10 mM Dithiothreit, 0,8 mM von jedem

W 20 der vier dNTPs, 1 mM ATP, 1 Stunde bei 42°. Die Reaktion wird durch die Zugabe von EDTA abgestoppt

(Endkonzentration 256mM) und 10 Minuten auf 70 ° erhitzt. Nach einer Ethanolfdliung wird das Pellet in 10 nl

Tris-HCI (pH 8), 1 mM EDTA geldst. Nach der Zugabe von-15 ul 30 mM Kaliumazetat (pH 4.6), 0,25 M

NaCl, 1 mM ZnClz, 5% Glycerin, 7 Einheiten S1 Nuklease wird 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach siner Transfektion eines geeigneten E.coli-Stammes (z.B. JM101; Yanisch-Perron et al., Gene 33, 103,

25 '1985) mit dem Reaktionsansatz und der lIsolierung von RF-DNA -k&nnen die verdnderten DNAs durch

Spaltung mit Ncol identifiziert werden.

d) Klonierung des Ncol-Hindlll-Fragmentes mit der pat cDNA in das Plasmid pKK233-2.

] 30 Die RF-DNA des rekombinanten M13-Klones, der die pat cDNA mit der eingeflihrten Ncol-Schnittstelie
enthdlt, wird mit Ncol und HindIll gespalten. Das Plasmid pKK233-2 (Amann und Brosius, Gene 40, 183,
1985) wird ebenfalls mit Ncol und Hindlll gespaiten. Die Ligation der beiden DNAs erfolgt in 66 mM Tris-
HCI (pH 7,5), 1 mM Spermidin, 10 mM MgClz, 15 mM Dithiothreitol, 0,2 mg/ml BSA, 0,5 mM ATP durch die
Zugabe von 2 U T4-DNA-Ligase bei 14° flir 20 Stunden. Nach einer Transformation eines geeigneten
35 E.coli-Stammes (z.B. JM83; Yanisch-Perron et al., Gene 33, 103, 1985) werden einzeine Plasmid-DNAs
isoliert und durch Restriktionskartierung charakterisiert. Das Plasmid, das das NooI Hindlil-Restriktionsfrag-
ment mit der pat cDNA im Plasmid pKK233-2 enthélt, wird pBCZOO1 genannt.

c) _Expressnon des pat-Gens in E. coli

E.coli RB791 {Amann und Brosius, Gene 40, 183, 1985) wird mit pBC2001 transformiert. 50 mi LB
Medium (pro Liter: 10 g Bacto Tryptone, 8 g NaCl, 5 g Hefe Extrakt; pH 7,5 wird mit NaOH eingestellt)
werden mit einer Einzelkolonie des Stammes RB791 (pBC2001) angeimpft und bei 37° bei 200 Upm
geschittelt, bis eine optische Dichte von 0,5 erreicht ist (gemessen bei 600 nm). 5 mi einer 0,1 M IPTG

45 (Isopropyl-g8-D-thiogalactosid) werden zugegeben. AnschlieBend wird weitere 3 Stunden bei 37° und 200
Upm geschiittelt. Die Zellen werden dann abzentrifugiert (10 Minuten, 5000 upm, 20°* Beckman JA20) und
fur einen Nachweis des in E.coli exprimierten Proteins aufgearbeitet. Dieser Nachweis kann dann durch eine
SDS Polyacrylamidgelelekirophorese des E.coli Gesamtproteins, durch einen Western-Blot mit Hilfe von
PAT-spezifischen Antikdrpern oder durch einen enzymatischen Nachweis erfolgen.

50
Beispiel 20: Transformation des pat-Gens nach Penicillium chrysogenum

a) Konstruktion des Plasmides pBC2002:
55 Des Plasmid pHS103 (Kolar et al., Gene 62, 127, 1988) wird mit EcoRl vollstéindig gespalten und in
Gegenwart von EcoRI-Sall gespaltener M13mp19-RF-DNA wieder ligiert (66-mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM

Spermidin, 10 mM MgClz, 15 mM Dithiothreitol, 0,2 mg/mi BSA, 0,5 mM ATP durch die Zugabe von 2 U
T4-DNA-Ligase bei 14° flir 20 Stunden). Nach einer Transformation steht damit ein Plasmid zur Verfligung,
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AL -278/ 1: 12 base vol unmes 50 nM phosphate buffer pH 7.5 + 1 M DIT + 0.1 M
NaCl AL 278/ 2: 3 base vol unes of gpesssgme Buffer + 1 MM DIT + 0.1 M NaCl +
1 mM 6- APA AL 278/ 3: 6 base volunmes of the same buffer + 1 MM DIT + 1 M
NaCl - 22 - + 1 mM 6-APA PAT activity eluted in fraction 278/2 with the
VI i o iydung) i ialipnpgeith copii s

M nitan ¢H8% PE ST o¥ Y-S0 1531 O FREMRIE- T AT e of
10 kD, m%?ﬁqgﬁ%l‘#@@g"t“ %ﬂfgﬁs&m‘ﬁ“ﬂﬁ“ c4 el ﬁ;’ﬁg@%‘%’?’b Pt dam fﬂ%'ggﬁ 2
mM EDTA aHdPE' T e 8 b Bl agmert L 87 PR RS s diesPR 1S s i apte-2002

speci f Pt 5™ his enzyme preparation which is at |east 50% pure, determ ned

by HPLC, i : focussing of the PAT
enzyme prz%g{egjﬁé)goﬁqﬁ?%@u%g@}sgvﬁ% ﬁéﬂ It ye%ctﬁcr’ g%%%g?aoghy on Mono P/ Pharnmaci a’
(Chr onat of O£ WS SiHdH ditend SfbtensuipehsiBl vEH PhricAilim? bhrddGon TPIATEE ordth 22508 hiON
Whi ch joS st NiRalMSdishe fiF Pénkfifimi cRrySogaiiil iR offe Y | ERGHBYAIoIBA bdgBbdnYpro Liter: 3

chr omat ogy RNy, G819 MSOLARL! &8 §Ka, 16 mighravedrHzo) Bf ¢ibichardshan gungeogeas huf fer
exchange spuefisieaidnitibchung tiiraroe ehi: B[? gl BesoephAT] 09 (Zn8B, .FHH0, 6,0£4 Casd.l5hy0, foph g25 MM
bi s tri s/NmSo,. B0, fomn gpidB6s, D,01igSNe: RN 28igin}E chdt 20 Stundembei BFL @d\A50 Wph desohitbh.e d

col unm whiec solieinge ol Reiiriigungadee @rotipladtert érfeigs ek Yhitoh etal, (PeuivaticAcedtScly U.S.A., 81,

i mredi &t gk30, &84t ed at a flow rate of 60 m/hour with 100 ml of a 1:10

di | ut ed pol BasuMyicelrwird abzoptrifugiert ynid 2¢eidal ip B8 NaCl gewaschen und in 20 ml 0,9 M NaCl mit 5
mg/ml Novozyme 234 resuspendiert. Inkubation bei 30° flir 1,5 Stunden. Der Reaktionsansatz wird

zentrifugiert (Beckman Kiihizentrifuge JS 7.5, 1500 Upm, 20°, 5 Minuten). Das Protoplastenpellet wird
_ zweimal mit 0,9 M NaCl und anschlieBend einmal in 1,0 M Sorbitol, 50 mM CaCl. gewaschen. Die

\_ 20 Protoplesten werden in 0,2 ml 1,0 M Sorbitol, 50 mM CaCl. resuspendiert (etwa 0,5 bis 5.10® Protopla-

sten/ml).
5 ug pBC2002 in 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM EDTA werden fiir die Transformation eingesetzt und zur
Protoplastensuspension gegeben. 12,6 1l 25 % Polyethylenglycol (BDH), 10mM Tris-HCI pH 7,5, 50mM
CaCl (sterilfiltriert) werden zugegeben. Inkubation flir 20 Minuten im Eis. 0,5 ml 12,5 ©l 256 % Polyethyl-
25 englycol (BDH), 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 50 mM CaClz (sterilfiltriert) werden zugegeben: die Mischung
wird flir 5 Minuten bei 20°* inkubiert. Nach der Zugabe von 1 mi 0,9 M NaCl, 50 mM CaCl: wird
durchmischt und zu 3 m! Minimalmedium mit 0,5 % Agar und 20 ug Phleomycin/ml (48°) gegeben.
Ausplettiert werden die Transformationsansétze auf Minimelmedium-Platien (Minimalmedium wie oben

, beschrieben, mit 1,6 % Agar und 20 L.g Phleomycin/ml). :

(O 30 DNA, die aus verschiedenen Kolonien isoliert wird, kann durch Southernhybridisierung mit radioaktiv
markierter pat-DNA charakterisiert werden. Unter den Transformanten lassen sich so diejenigen herausfin-
den, die auf Grund von multiplen Integrationsereignissen mehrere Kopien des pat-Gens enthalten. Soiche
Stimme werden anschiieBend durch Testfermentationen auf eine erhhte Penicillinbildung getestet.
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fractionated peak-w se and the fractions undergo analysis, either in

.original formor resp. concentrat cBPO36W4GBE by Centricon 10, by neans of
RPC, SDS-gradi ent polyacrylam de gel electrophoresis, isoelectric focussing
based on i mobiline, and gel filtration. Fig. 1 shows the elution profile

of the PAT-enzyne ph-the_Mno—R—The—mHtifunctional—s is split into
at least three isot el \(,amggrdc fasrms (&LAT 316/ 3, - RAT} 3d0 4oaid PAT 310/5).
These enzyne variapts h different charges may ijlusfraté either true
i so- enzynmes or differgnt| redox forns of the sane epnzype.. can be seen
. . ) . Sl Q Fo e
fromFig. 2, thet 1505 Bepender& PAT2 of pefiicilli1um chfysogenum breaks down
under the denaturi f¥ndgs ¢ormdrtT - Brofad—#E Pore RP 304,
250x4. 6 mm 23 EHPL%— parangters:©0.5 nP/mn;° <ba(,;_-2_aa nm [err], 25
[err] i I’lj ection vo fg : Lnear gr adient hetvween elliantl A~ B % aqueous
aceto- mitrile witps@ Otgpdriflaioroagtic agid and el siaht o B] 280% aqueous
acetonitrile with pg@lofejrifl uoroaetic acid, 30 mijutep) i p€o one
pol ypeptide 1, and El@p’én Ing on, the Lso- rgsp. redox; VRrya €, into one
resp. two vari abl §3§§8 hobi c ol ypept i de€vari ahts ®a| agd ﬁb. In
SDS- gr adi ent  pol @Ak am ' see—H-e—P&, conditions
accordi fig to Lae ;,, 5l e 227, 685)- 685,;.'.'31970;° weversgf &di ent gel with
8-20% T), the PAE ,gg into Two polylpent| des|& varying size,
with MW of about 8pg&ndf kD. Using KPC ang subs,ecﬂuemt SDS| &r adi ent - PAGE,
it may be £ § ap =
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denponstrated that polypeptide 1 firstly eluted in the RPCis identical with

the ca. 30 kD conponent,
pol ypeptides 2a and 2b are identical

nmul ti di mensi onal
and 2b on the SD&-gt

and t he gpwossstadeBier

ret ai ned,
with the 8 kD conponent.
anal ysis may further show that the snall
adient - PACE have the same miqgr;

hydr ophobi

Cc -

Such
pol ypepti des 2a

tion while the |arger,

ca. 30 kD poly- fpeptlide led¢f the basic isp- resp. rgdox-variant mjgrates
nore quickly thanp the cogBg¢spendicgopelypept peedoof] t ke awpeassdi c form
Duri ngsthe i soel c.gric f o€ issi ng (1 EF) baged on anpHoline (see fi 3b,
net hodi ¢ executi ¢riigccordifg to LKB Appligati,on,iNotd 1804), the agtive
affinity pool sh thred PandBAGR n§SHBse Bo@EBer] WIRE ARSK soBllectric
point at 5.1x In|téd &arroy pH range of the highly Hol vent | EF bag$ed on
| mobi | ine (ke 1id.|Sc, Smpt hodiarexaaud dn accqrding b KB Apphication
Note 1819), -@e AT-\mar i &ntls sEpRRL €&H9 | chonaT o- |f ocusSi #F hay
pi-values of &.1% 596 and 5 32 \When defernining fihe MVhy gel :
filtration, @& S e 1gjof Pharnacia (¢luant: 0.1 Mphosphatﬂuffer, pH
7.5 includin@ 1 B, 284 nbbeicgoachdl pf 36RKR|i sodatsLudied| resp. on
t he TKS- € %410 200 of LKB (the s@ne eluant with 0.5 m/m|n) a MV
of 38 %&D is @&t@EIg . Whilch goryg ¢! f\/élé\“t-hthe ofg thg{two de-
nat uri zi ng pcgg g ?s - elnd'gﬁ"ga% B Bt witrfal ueget hg | of
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well as 2b: A further portion (2 ng protein) of the PAT-enzyne preparation,
which is purified by affinity chrogpiopageagbpias described in exanple 6, is
separated twice by RPC after careful thaw ng (the sanme col utm and
conditions as given in exanple 7, but with a flatter increasing gradient:

mn/%B - 0/0, 8/0, 20/ LL, 257 vy 307100, 337 14U, 3670, |40/ 0), the
fractions |yophilised wWth}poly+& eptldes JLy.aq well as |2a and 2b, and
N-term nal sequenced in 'g I‘OS%I n- sequena or.] Nterniral amino acid
sequence: 30 kD unit / éptl 1: part seqgyence 1 1 5
10 15 5 8859283330 35 37 8 kD
unit | / polypeptide 2a gﬂu& seq ence 6“1 5 10
15 20 [err] . 30 34 [erf] 8 gD unit |1/
pol ypeptide 2b: part sefjie dae 62 g1 L TR 10 & 15
20 [err], 25 30 |E T35 TTT 40 [drr] A in the
SDS- gr adi ent - PAGE, the gmatjls popmpﬁmdﬂm whi gh havg differing
retention in the RPC arg n(t§ di f¢rentiated in t8e sequgnced $ol ecul e
secti on. i 8 eceees § $
4 e Senvwa 8
£ gﬁ I g
b
S ig § cocoooccoo? E %
‘\_/ 20 é’é . bl §
o Q & %
L0 .2 : ° ]
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25 -

Exanpl e 9: Sequencing of prot eol yt i c pepti de fragrrents of poI y-

peptide 1 and 2: A lyophilised frepioiass49é Bpol ypeptide 1 resp. 2 which is
produced-as described in exanple 8 is enzymatically cleaved according to

J.M W I kinson (Practical Protein Chemistry - A Handbook, edited by
A. Darbre, 1986) with trypsip—respr—ysy ase, individual peptide
fragments are isolated by RPC an equence rot ei n- sequenat or. The
foll owi ng am no acid part sleque aré o ng ot hers: AA-part
sequence 2 (tryptic peptidg fragmgnt of polfypeptide 1): 1 5
10 13 G y- Al a- Thr} £éu-$Hegsbad b¢d be Iy} Asp- Hi s- Al a- Ar g- |
AA-part sequence 3 (tryptig ‘b’@tl de fragmept of pollypeptide 1): 1
5 10 Prd- Tl -B\Yns R 9-AsP- Q/S,t-Phe-VaI-l\/Et-Arg_AA-part
sequence 4 (tryptic peptidd fraggnt of polypept 1): 1 5
10 d u+4-eu- Asp- Pro- Leu- Pr o-}As g—SeA——FHp—-Asi-A-g—~AA-dart sequence 5 (tryptic
peptide fragment of polypedti ;;3) ebooo]ocseal 10
12 Met - d u-Phe-Leu- -AspgQly-Bhe€@4sp-A y-Thr-Lys A4-part sequence .7
(tryptlc peptide fragnen€ dqf molydeptide 1}): 1 5
- 14 ||e-§|€-¢.§u-&§ﬁ8¢?¥ﬁ’r%@-,§er-@ n- Al a- Tyr - Asp- Arg
AA- par s sequence 8 (trypHid pgpti de fragnept of poljypeptide 1): 1
5 10§ =§ :2o3oi§sﬂ.:’oo
£ | &
5 o4
W, 20 -g ® ;9, cooocoo]looooo
a T
2 92 .
S |3E8|essai|esani|
= - 7] "
S| % ©
% £ £E Tieeelyrzzof
& & °
e L
s| &3 %
css § 8“. coo0oo0oojooooco -D. .
\— a0 % 0§ ) 5 E
< |g< 8 )|esss8s|eas38| 2O
3 I8 xgeca|szena| e
0 o g a - v N E .
% g —I -g E
S| 2 8 3 -
; ] g‘% ©ccoococjleoc o Eg
T lo: = 3
o g ggs esnas|es .| EZ
3 T ' Q 1
o «
& 5 - T
5 g |TToecg|ze2f S &
- [ ] . a‘
Ay £t
45 £ § _ ' 1=
S |8y |Bsesg|Beczzl 85
.o 3 g-YagN] el o .
[ g @ 1 < oo
2 ' £ 2
[] - = 1]
. g |5t i ® &%

85

34

T AN L e yonrbngn ot ¢



R et - T PP ORI

val-- 3 y- Phe- Asn- Ser - Al a- @ y-Val -al - Al a-Val - Asn-Tyr- Asn- Al a-Leu-Hi s 20
25 30 . 32EP 0 336 446 B1
Leu-@n-Ay-Leu-Arg-Pro-Thr-G@ y-Val -Pro-Ser-His-11e-Al a-Leu-Arg AA-part
sequence 9 (tryptic peptide fragnent of polypeptide 2): 1 5
8 Thr-d u-Phe-Al a-Tyr-& y-Leu-Lys - 26 - AA-part sequence 10 (tryptic
pepti de fragnment of poﬁypept ide 2): 1 5 Tyr-Tyr-Ile
-AQu-lle-Arg AA-part s®quence 11 (tryptic peptide fragnent of- pol ypeptide
2): 1 Frp-Pro-Lys AA- p8rt sequence 12 (tryptic peptide fragnent of

pol ypeptide 2): 1 B 5 , 10
Ser-11e-Asp-Phe- Al a- Vagi- Asp-Leu-11e-Arg AA-part sequence 13 (tryptic

10

pepti de fragnment of pokypepfide—2—t 5
Asp- Val - Ser-Qd u- 11 e- Vag- Met -Agn-Thr - Arg AA-part seque‘nl:e 14 (tryptic
pepti de fragnent of po@ypep 2] 1 5 8
A n-Val -Leu-Ser-A n-Lef-Ay &\P-part sequence 15 (peptide fragnent of
pol ypeptide 2 y\nth Iys‘.’l-en:iti'.E ] d:""‘éeggé coggBecs b
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Q/s d n- Q@ y- Thr - Pr o- Phe- GI u AA-part sequence 16 (peptide fragrrent of
.5

pol ypeptide 2 with |ysyl-endopepEr 0336446 A1

10 Tyr-Tyr-Qu-Gu-lle-Arg-Ay-Ile-Ala-Lys AA-part sequence 17 (peptlde

fragment of polypeptide 2 with |ysyl-endopeptidase): 1

Df

10 15 'I
G n- Val - Leu- Ser . W ewTaen B :
sequence 18 (peptide fragngnt of pol @)eptlde 2Rith |
5 5 2 10 15 2 -
d y- Al'a- d u- Ar gy Asp- Val - Set- d u- | | e- Bal - Met - Leu®Asn- Thr A JAA
sequence 19 (tr‘,’yptic peptide fragnent of polypeptide 2)f 1
Al a-Val -1le-A & Arg - 27- AA-part sequence 20 (trypfic pdgpt
of polypeptide @): 1 5 Lys- Thr-Asp-Q u-q u- Led- L
sequence 21 (t¥ptic peptide fragment of pol ypeptide - A
dy-lle-A a- Lys AA-part sequence 22 (tryptic peptide fragnenpt
pol ypepti de 2) :g 5
~ o~ -
g 2 ———— I ~
5 8 3 o )
E oz S
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Val-11'e- Gl u-G u- Arg AA-part sequence 23 (peptide fragment of pol ypeptide 2

with |ysyl -endopeptidase): 1 EP 0 336 446B1 10 Asn- Thr-
-Thr-Qd u- Phe- Al a- Tyr-Ad y-Leu-Lys AA-part sequence 24 (tryptic peptide
fragnment of polypeptide 2): 1 3 Ala-Al a-Arg Exanple 10: Isol ation of

POl y(A) +RNA REQRAY SChUNELA! 4B RiphbhiriliTh PAT/60 9 BhiloglnaR Pafartiéopf! on of

penicilliumchrysogenum /171's incubated in an agitator at 250

pm for abouped %ﬁyéﬁo&tso%éﬁgﬁﬂ Fraidibren 418 %éé%lsq&?ﬁroﬁn%?o?%ugs&eﬁggeﬁ?e)
with aut’ocl ab@g?reat'srrelh?{sl ere a’r"g mxgﬁcﬂté% 3 Ufgg 8;Hinon A. 3 g Jferr] 0.5
g [err] 0.5 g KA, 0.1 g [err] 5 g yeast exirgct, 10 g casein peptone, 20 ¢
saccharose, pH 5.8 and 100 ml solution B: 280nmM[err] pH 5.8). 12
Erlenneyer f|askR Aaacdvaidntet000 M) each co i ning 300 nl CDLP-nedi um
(conposkgd i on ,9%139 '-17@&4., efuUt instead of 20 g gaggharose, 150 g

| act ose/ | ang 0 m 10% phenoxyacetic acid rdi ssolved in water, pH 7.5 set

with KOH ) are each seeded with 30 ml of th& preculture and incubated in-
the agitator at 250 rpmfor 40 hours at [er¥]. The eliumis filtered

usi ng a Buchner funnel, washed briefly with TE (10 tris/HO, pH 8.1, 1
nmvl EDTAYs and pul verised in 1iquid nitrogen o a fi r§:§)owder. Thi s powder is
suspended in lysis buffer (5 M guanidine '

~~ |

U 20
25
saure PAT-lsbvarlante
pl 5,06 - 5,07 (lr_nmoblllne) AL 310/5
30
W, , § 5
- ]
85
basische PAT-isovariante
pl 5,32 (Iimmobiline) _ AL 310/3
a0
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- 28 - nonot hi ocyanate, 10 nM EDTA, 50 mMtris/HO, pH 7.5, 8%
[err]-mercaptoethanol) (3 m |ysgpoysshssBper g noi st nycel i um nass) and
stirred for 1 hour at roomtenperature. Isolation of the total RNA takes
pl ace according to a described nethod (Cathala et al., DNA 2, 329-335,
1983). 60 g abbidwigst ElgtophoraishiBbtakaiddning eraligabhing@ergPAT  aus BanidiNA t 0 be

i sol at ed. Thi“s'"ieyvpﬂwhrﬁztﬁé.’@‘e@z?\ﬁth et hanol and stored at [err].

Concentratio o ten oI rJ;erlr' RN% t ake nmeans of oligo (dT)
cel | ul ose- af i ot - ' ori‘?ﬁotmemd s et al.
Mol ecdl ar gpamgm , nPA p, Seth the raw RNA

Is centri fuged dried an d| ssoI ved in water. After chromat ography
fracti ons cola:iiengn ShEPABEl (34289 TRNA are again precipitated with ethanol
and stored at [err] The soundness of A he polv(Alerr]RNA is tested by gel

el ect rophoks 40X & Mezeiphad s et al.), and the
concentrdtioh by UV- absol i on. Exarrpl e UIi |Rasizemk sequencli ng ol RN
coding fdr thelenzyme PAF: n tle badils qf 2 { hev-meseies.as.a0de 148 DNA- slequence
is derivdd fromthe am no acid sequende dfs polLypepti sesedsiciion PAT (exanpl e 8)
(fig. 5)4 Arange of 17 bp$ which all qws |as l¥isswmin nembes (-of di ffergnt
sequengeqy, |l; selected f the synthedi s |of {ghswg®] | nucl eotide m xturles. 4

m Xt ur es }of different Bigonuci eoti des,| auiashionf ¢ 6o piMorTRsag pH¢.
I nt ended str‘and and thustal so to the ANA Bl cAL Q1R eglpz,ﬁ,d,.,(,gl,d,‘ggmupl

m xtures}l, 2, 3 and 4 in fig. 5). qdse |t ilgbael eoti des are enzy ically
phos- phryI at ed gnd thui [ ivelly | A 50 ng
olNcgonrucl eoti de e i nct uni . 45. 31. 22. 14 kD
3b: Ampholine (pH 3,5 -~ 9,5)
2 : o ' . @_ spur| Bezelchnung

1 | pi-Std. Pharmacia von — nach + (9.90: 8.65:
8.45: 8.15; 7.,35: 6.85; 6.56; 6.85: 5.20:
4.55: 3.50) .

AL 27872
3 Carboanhydrase neu hergesteiit

»

il -

35 3c: Immobiline {pH 4,5 ~ 6,5}

mag |Spur] Bezelchnung|] Herkunft

AL 27812 Affinititschromatogr. .
6~APA-AH~Seph.

SRS
- .
0 )

"

AL 310/5
AL 310/4 Chromatofokussierung
AL 310/3

| I g e
: hydrase

M iN
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nucl-eoti de ki nase for 30 ni nutes at [err]
(50 mmtris/HA, pH 9.5 10 nH [ergp

ATP ( Aner sham PB 10218) .
KCl, 10 mMtris/HO ,
ol i gonucl eot i de m'xture ina05mn
heated for 2 mnutes to [err] and then warned for 44
each of 4 Eppendorf containers are added 3.3 [err]
tris/HC , pH 29 - 8.3, 16.[err], 8 MM DTE, 0.4
0.4 nmM dCTP, 0.4 Abhlidingry: Restilkiisrekarte\eus Penitilliamscr i pt
each has 1 [err] 1 mV dATRheoysodenusy; die dasp-gend P or
[err] 1 mMdTTP. After theunndstiti on of 2 [err] poly
nucl eotide m xture, the contents of the Eppendorf cg

for a short thdeRikinskaRERsiRAurgeianrd wibddngtbesvéH [err].

in 12.[err

§BT. 5% gl

10 [err] of the poly(A RNA (exanple 10)
pH 8.3 are mixed with 2 [err] 32-P-1abelled
reacti on containen.

] reaction preparation
ycerol) with 250 [err]
in 250 mM

The m xture is

' . T
edqction buf fée¢6|?£4 m(\)/l

dATP, 0.8 mM dGTP,

age and in qgdifion
err] 1 3§@fh

A}l RNA-ol i go-

nfai ner are centrifuged
m-raanﬁl

term nat ed byﬂ qn spchni mlle insn Udfuleero &@%formar

bl ue, 0.3% x ﬂ E ’hree m n.
hlé etaﬁ.h

sanple is ap ueede ;w.ea gel

hours at 40 W ntarscheide alle'Restritiohyschnitt-t he
M nut es 7N 5‘@?%" arosy ,@g‘%ﬂ% @%L"saﬁﬂmfﬁl ed f

; Penol
t ¢s. er%

apd opened Lﬁ?

@Télfr

errj.

20

r{l1 hour at The

cool ed gel is vvrapped | n domestic foil. An X-ray fillm(Kodak XOmat AR) is
applied for 20 hours. The sequtff@
duced: 10 20 30 40
reF)ro uce | A so S0 EcoRI
s 20
A = Sequenz aus den ii B : .
s Beispielen 14 und 15 1 M) BamH I
B = Sequenz aus dem '”U .
Beispiel 18 - Sall
= =—— EcoRI
(Y 30 | Q Xhol
BamH I
— Sall
35
] BamHI
40
45 .
1 kb ]: o EcoRI
] BamH I
50
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5'- Jerr] 70 80 90 100 110 [err] Positions 1 to 29
are conplenentary to the DNA-sequemge36 a4siBih i s derived fromthe amno acid
sequence of polypeptide 1 of the PAT (fig. 5, 6D). An oligonucleotide which
enbraces the first 30 nucl eotides of this sequence is synthesized. Exanple
12: Construction of a genomic gene bank-of penicik iumxhrysogenum DNA is
isolated fromthe nyceliumof a penicil i um r,,‘ihryscigenuni culture (exanple

10) grown in CDS-nmedium The nycelium |% pul ver i s%d indiquid nitrogen,

.then agdded to 1% sarcosyl, n.O 1 MEDTA, gH 8,200 [g@r] @oteinase Kl (1 ¢
nycelium 25 m) and agrtatned for 48 houBs at [err]° Th& m xture is
extracted three tines vmtr'gphenol and Sfter oaddl idg O. J‘Sparts by vol une of
3 M sodium acetate pH 5.2,*is precipi taged Wr-th eﬁjranol-' CsC - Et Br
centrifugation is subsequegnly carried @ut (rgam atés etgal.), and after
extracfi on wth isoanyl al cghol and di alﬁsr S <8n TE,mthEm - 30 -
concentration is determ neﬁj by W absorgtl on-' I n d|t|-on the DNA is
tested by agarose-gel el ectff ophor esi s 0 [err] penl ci 19ium chrysogenum DNA
is cleaved in 5 U Sau3A (HBRL) for.60 mnutes at [err] in 10 nmtris/HO, pH
7.5, 10 mM MgC12, 1 mM DTE 50 nmM Nacl. The extent of cleavage is tested on
agaros®-gel . It is desiral@e for a'large part of the DNA to be of the size
bet ween 10 and '

o 2 ‘§ i Soz .
E ‘f, - 8 0
H 8-& ©. : !
] 2 © %c %o o §c
= o
3 a o 8
25 x -y 6 & 0 3]
gk g 8§ § §
o [ =]
2 & o 3 3 3
2_ :gE §o' Eo Eo o Eb
: 9 Q 3] o ]
o =0 ] - § :
] g :
s 3 3 o :
@ ? < O .
a ! B E :
5 % 8 :
35 O o2 = .
¥ AQ Q
@ e §o 2
S /]
o < P
& & 8 :
° 3 <o
w £ 3 EE
g 8 3
- b « O 3
o
e o < =
45 < = > §
o S § 51
[ ﬁ o é
g [} g §
b &
E <| \l.
50 < n )
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20 kb." The DNA is then applied to two NaCl gradients (produced by freezing
and then thaw ng 2 Beckmann- SW28. kpud 830881 i fugi ng tubes with 20% NaCl in
TE[10 mMtris/HO, pH 8.0, 1 mM EDTA]) and is centrifuged for 16 hours at.
14:000 rpmin the ultra- centrifuge in the rotor SW28.1. The contents of
the tube are fractionated.j Fractions with DNA greater than 10 kb are

conmbi ned and di al yged @ ITE. Afteo concentrating the DNA (500 [err]/m), ‘it
is conbined with [€rr] - DI ischhauf et al., J.Mdl.Biol. 170,
827-832, 1983) whi gh hag-bken cligaypd with BanH and EcoR . After adding
0.5 U TA-DNA-1igas®, it At ed over night at [err] in 30 mvi
tris/HO, pH 7.5, DTE, 2.5 nM ATP (DNA concentration 200
[err]/m, vector t@ peaji i umf g sogenum DNA in nolar ratio 1:1). The
ligation mixture i & pa e O W th the assistance of protein extracts
(" packagi ng rn'xes"?:.Manit s et al.). The resultant [err]-lysates are
titrated on the in8icat@rf ptrain NMb39 (Frischhauf et al.). [err] pfu are

obt ai ned. Exanple #3: 14dlLhtion of ] amhich hybr se Wi th a PAT-
speci fic oligonucl€otidg:} #0, 000 reclonbi nant phages of the“%a icillium
chrysogenum gene b&g i g |[prr]-EMBLY |(exanpl e ), with the pjrain- NVMb38
(Frischigauf et al E gire |di bchar ged 0 90 nm TB-plates in 0] y% agarose (TB:
medi um cont ai ns 108¢® badtlo} t rypt on 5 g NaCl |per litre, the pHof 7.5 1is
set with NaOH). Twg 3 npfdspi ons of tkese plateglare made on pylon filter
( Amrer sham Hybond Ngfg I tdr])| After i xi g of 1fhe DNA, thesg|filters are
used for hybridi sagi®n. TThe 30mer ribed inféexanple 11, whpse sequence
i s\@onpkeenentary tg g he LD} i 'g om t he am no| fci d sequence
of polypeptide 1 o §he<£>mT, IS rag‘ﬂ’ ctively”l abel | ed 54
(T4-pol ynucl eot i de2ks nase S T o
g8
25 %g
2%
28 2
7 30 §§ 2
Ew 2
g8 3
3 -~
N 5
33 iy
35 e o8
38§ 3533
By 887
85 23§ °
= 3
3 . C—
50 538 T NS &+
0 v D'U-?é- wn
2E BB
© 2 "W
45 ' g% awo i
A
L 9
<o
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- 31 - reaction as in exanple 11). Hybridisation is carried out for about
20 hours at [err] in 6xSSPE (| xSEppsssdasr M NaCl, 10 nM NaH2PO4, 1 nM

EDTA, pH 7.4), 30% formam de, 5x Denhard, 0.1% SDS, 100 [err]/m herring
sperm DNA, 0.1 mM ATP, 3 ng/m 32- P—Iabelled ol i gonucl eotide. The filters
~are then washed three tASBRRUAPY: RéholulWEnCSestitadnadd gEiZBGY,at Ure in 2xSCC

(1IxSCCis 0.3 MNaCl, 0.03 Msodiumcitrate, pH 7.0), 0.1% SDS, and then
three tines for 20 M nutes at err] in 1xSCC, O. 1%SDS and after drying
are aut or adi ogr apl@@RI Regi ons BOORl he agarose EegRlr of the original plate,

whi ch torrespon I's on the X-ray film are
taken out with a SterilggtPasteyr ette and Fe- suspended in SM buffer
(5.8 g NaCl, 2 g [err] and 50& 1 Mtris/HA, pH 7.5). An appropriate
dilution with NM 538 as indica¥for strain is aggsf) di scharged onto

TB-pl apes. The ph&geBl on thes&cpRht es are transigdied onto nylon filter and
hybri di sed as d _ W—P reconbl nant [err]-phages -
are isolated fron pl aq J positivel stgnals for the second tine.
The purified DNA of th phag¢s is used for restriction analysis and

sout hern hybridisation. I n addgtion, subcloning is carried out in.plasmds
(pUC %2, Messing, I\/b{qpods Enz b‘a 101, 20, 1B®® and ML3-vectors (ML3npls8,

ML3npl 9, Norrande ., Ge 101, 1983) .Hikgmuenci ng of a
ML3npl 9- subcl one—p—+h—f he ol | Honucl det i the foll ow ng sequence: 10
20 30 40 50 i

_ Ncol mes
\_ 20 - l
EcoRl EcoRl
25 Hindlil
mcs
Ncol pat mBT1T2

pBC2001

Ptrc
bla

36

@ _Ausgehend von der DNA eines volistdndigen pat-cDNA-Kions (oberste Zeile), werden die
beiden EcoRi-Fragmente in den Vektor M13mp19 einkioniert. Mit Hilfe eines Oligonukieotides
wird eine Ncol-Schnittstelle eingefihrt. Das Ncol-Hmdlll-Fragment wird dann in den Expres-
sionsvektor pKK233-2 eingebaut.

EcoRl, Hindllil, Ncol markieren die Schnittstellen der entsprechenden Enzyme; mcs muitiple

45 Klonlerungsstelle ("muitiple cloning site”) aus M13mp19; p trc trp-lac Fusionspromotor aus

 pKK233-2; rmBT1T2 Transkriptionsterminator aus pkK233-2; bla Ampicillin~Resistenzgen
aus pKK233-2.
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5 - Terr] 60 70 80 90 100 [err] 110 120 130
140 150 [err] 160 170  gpodsuasB1 190 200 [err] Nucl eotides-
35 to 111 of the DNA sequence, which were ascertained using RNA (exanple
11), conformw th nucleotides 1 to 77 of this DNA sequence (fig. 6F). -

32 - Exanple 14: DNA sequencaguibtiudd'@: busTPigsane ptgooki 9. 4, the position of

this DNA sequence is marked by two horizontal lines (A), 1 corresponding to
the first nucleotide and 1972 to the last. 10 20 30 40
50 60 70 [err] 80 90 100 110 120

130 & 140 [err] 150 0 180 190 200
210 [err] 220 230 D 25 260 270 280
[err] 290 300 320 330 340 350 [err]

10 Sall .

EcoRl Sall
pBC2002 EcoRl
15 Papd
ble )\—/éua_

o 20

Die Konstruktion dieses Plasmides geht von pHS103 (Kolar et al.} aus, das eine Fusion des
Aspergillus nidulans . Promotors p gpd (Promotor des Glycerinaldehydphosphat-
Dehydrogenase Gens) mit dem Phleomycin-Resistenzgen (ble} enthilt. Das Ampicillin—-

25 Resistenzgen (bla} dient als Saléktionsmarke in E.coli. In pHS103 wird das 4,8 kb Sall-Frag-
ment mit dem Penicillium chrysogenum pat-Gen eingebaut. Sall, EcoR! sind die Schnittstei-
len der entsprechenden Restriktionsenzyme.

Patentanspriiche
Patentanspriiche fiir folgende Vertragsstaaten : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE _

1. Eine DNA-Sequenz in gereinigter und isolierter Form, die fUr das Enzym Penicillinacyltransferase, das
35 'die folgende Sequenz aufweist, kodiert

40
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360 370 380 390 400 410 420 Tert] 430
440 450 460 47 490 [err] 5 mg
a4

520 530 540 ek 0 338 44e33 [err] 570 $ﬂ|\||l|||||| “I“ |H“|
600 610 620 630 [err] 640 650
680 690 700 [err 0 080 ot
760 770 [err] 780 Aupfling & Das/fiffsmia poc2qe}] 820 830
840 [err] 850 860 870 880 890 900 910
[err] 920 930 940 950 960 970 980 [err]
990 s 1000 1010 030 1040 1050 [err] -
33 - 1060 1070 10 1100 1110 1120 [err]
1130~ 1140 11503 1180 1190 [err]

10 Sall

EcoRli Sall
pBC2002 it
7o Papd
ble bla

20

25

30

35

40

50
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Die Konstruktion dieses Plasmides geht von pHS103 (Kolar et al.) aus, das eine Fusion des
Aspergililus nidulans Promotors p gpd (Promotor des Glycerinaldehydphosphat—
Dehydrogenase Gens) mit dem Phieomycin-Resistenzgen (ble) enthilt. Das Ampiciliin—-
Resistenzgen (bla) dient als Seléktionsmarke in E.coli. In pHS103 wird das 4,8 kb Sall-Frag-

ment mit dem Penicillium chrysogenum pat-Gen eingebaut. Sall, EcoR! sind die Schnittstsl-
len der entsprechenden Restriktionsenzyme.

Patentanspriiche
Patentanspriiche filr folgende Vertragsstaaten : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE

1. Eine DNA-Sequenz in gereinigter und isolierter Form, die flir das Enzym Penicillinacyltransferase, das
"die folgende Sequenz aufweist, kodiert
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1200 1210 1220 1230 1240 1250 err 1270
1280 1290 1300 131€Pp 0 336 446281 1330 [err] ””' 'ﬂﬁm”m
1360 1370 1380 1390 1400 [err] 1410 ’
1440 1450 1460 1470 [err] 1480 1490 1500 *
1520 1530 1540 [err] 1550 1570 1580 3¢ - 1590
1600 1610 [ IleCl Hiscly286Q 1870
1680 [err] 1690 %L{']"I‘%g%‘q""“cyigg’g"m‘m ?;1“ ¢ ’J'?g%“ SHTA0,, 1750
[err] 1760 1770 e tiol1 820 [err]
1830 ° 1840 "'1’8’56“"]‘1?"“1!%‘6"219‘ g’?’t‘f‘lmqgﬂ’éﬁ“ ey g? grrl 1900
1910 1920 1930 [err]
Exanpl e 15: DNA é‘@d't?é’ﬁh?’@f’”%é"‘%’ﬁ%% éﬁ“ﬁef%m“%i&‘{‘v ?Jlelr?égj “he codi ng
range was established b ar| son, of I:y R m ned
anino gcid part NEIRARE ﬁ‘t‘?lb'ébﬁ'}zgé 263@ F{/"%IER{%I“X%%%‘?%quence | t
'S SerGlulleValMetLeuAsnThrArgThrCluPheAlaTyrClyleuLysAlaAlaArg
110 120 .
AspGlyCysThrThrAlaTerysGlnLeuProAsnGlyAlaLeuGlnGlyclnAsnTrp
130 140
* AspPhePheSerAlaThrlysGluAsnLeulleArgleuThrl leArgGlnAalaClyLeu
. 150 160
ProThrileLysPheIleThrCluAlaGlyllelleGlyLysValGlyPheAsnSerAla
170 180
— 2 ' clyValAlaValAsnTyrAsnAlaLeuHisLeuGlnclyLeuArgProThrclyVa1Pro
190 200
SerHis!leAlaLeuArgI1eA1aLeuGluSerThrSerProSerGlnAlaTyrAspArz
210 220
25 I1eValcluclnclyclyMetAlaAlaSerAlaPheIIeMetValOlyAsnOlyHisGlu
: 230 240
AlaPheGlyLeuGluPheSerProThrSerI1eArgLysGInVulLeuAspAlaAsncly
250 260
ArgMetValHisThrAanHisCysLeuLeuGlnHiaGlyLy:AsncluLyscluLeuAsp«
_/ 30 270 280
ProLeuProAspSerTrpAsnArgHisGlnArgMatGCluPhel.eul.auAspClyPheAsp
290 300

ClyThrLysClnAlaPheAlaGlnLeuTrpAlaAspCluAspAsnTyrProfPheSerIle
35
aio . 320
CysArgAlaTyrCluCluGlyLysSerArgClyAlaThrieuPheAsnIlelleTyrAsp
330 340
HisAlaArgArxoluAlaThrvnlArxLeuc1yArgProThrAsnProAspcluuotPhe
40 350
' . ValMetArgPheAspCluCluAspGluArgSerAlaLeuAsnAlaArgleu,

45 2. Eine DNA-Sequenz geméss Anspruch 1; die folgende Sequenz umfasst:

50
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thus shown that three introns are present in this gene. The _
additionally identified by intron-gxprsgsa@Bsensus sequenceﬁ,mqmu’”&”m,
" Leach, Critical Reviews in Biotechnology 6, 357-393, 1987). * £ 34 -w x
20 - 30 40 50 60 70 [err] 80 90
100 - 110 12Q0 2b30 30 140 [sorr] 150 860 70 170
180 190  cTToAPAROCCATCAGTCTICATECE AICCTCCRRRTTCCTCCCTARRBAATATAAM TG AcATcea 250
260 270 28@ [err] ¢90 100 300 110 310 13820 140 330
340 350 [ ecriccBBPCCATCATCATOCELACCACCCCCBIBOTCATCTCCCTBABCACCTCTCACTDE TIACCE 410
420 [err®] 430 4460 16050 170 460 180 4170 200080 210 490
[err] 500 BIGITCCCACCCCEAZOCACAAATCCTTS SEATCCTCTCTC/AGECACTCCCTTTIERGTAACTCCTCCAG0 [ err ]
570 580 530 23900 240 610 250 6%50 21630 [es®] 640
650 660  TOAATAFPACATITITICQIRGFCAATCTICCRAGITCTOACCTCAPRPACATEFGOTACCAACATCOCT
280 300 310 320 330 340 350
10 CTGCTCCCAAAGCCGTCATAGCCAGAAGCATTGACTTCCCCCTCCATCTCATCCGACCCAAAACGAAGAA
360 370 3go 390 400 410 420
GACGCACGAAGACCTTAAACAGGTACTCTCCCAACTCCCCCCCCTGATCCACGAAAGATCCCCCAAATAC
430 440 450 460 470 480 480
TACGACCACATTCCCCGTCAGTCCCACTTCCCTCTTTCCTACATTTTICTGCACCAATCCTCACCCATCAC
% 500 510 520 530 540 550 560
CCCCCAAAAACCAGCTATTCCAAACCCCCCTCAACCCGATGTCTCCCAGATTGTCATCCTTAATACCCCC
570 580 590 600 610 820 ° 630
" ACCCAATTTGCATACCCGCTCAAGCCAGCCCCTCATCCCTCCACCACTCCCTATTCTCAACTTCCAAATG
__ 640 850 660 670 680 890 700
— 20 GACCCCTCCAGCCCCAAAACTCCOATCTACCTTAACAGATTTTACCTCCTCATTTTATICCATCCAATTT
710 720 730 740 750 760 170
CCCCCGACTAATTTCCTTCTTCAAGTTCTTTTCTCCCACCAAAGAGAACCTCATCCCGTTAACCATCCGT
780 790 800 810 820 830 840 .
CACGCCCCACTTCCCACCATCAAATTCATAACCGACGCTGGAATCATCCCGAAGGTTCCATTTAACACTG
25 850 860 870 880 890 900 910
CGCCGCTCCCCCTCAATTACAACGCCCTTCACCTTCAACGTCTTCCACCCACCGCAGTTCCTTCCCATAT
T 920 g30 940 950 960 970 980
TCCCCTCCCCATACCCCTCCAAAGCACTTCTCCTTCCCACCCCTATCACCCCATCGTCCACCAAGCCCCA
990 1000 1010 1020 1030 1040 1050
% 30 ATCGCCGCCAGCCCTTTTATCATGGTCCCCAATGCCCACCAGGCATTTCGTTTGGAATICTCCCCCACCA
1060 1070 1080 1080 1100 1110 1120
GCATCCGAAAGCACGTGCTCCACGCGAAT . CTAGCATCCTCCACACCAACCACTGCTTCCTTCAGCACCG
1130 1140 " 1150 1160 1170 1180 1150
CAAAAATCAGAAAGACCTCCATCCCTTACCCCACTCATGCAATCCCCACCACCGTATCCAGTTCCTCCTC
35 - 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260
CACCCGTTCCACGCCACCAAACACGCATTTCCCCAGCTCTCCCCCGACGAACACAATTATCCCTTTACCA
1270 1280 1290 1300 1316 1320 1330
TCTCCCCCCCTTACGACGACCCCAAGACCACAGCCCCCACTCTCTTCAATATCATCTACGACCATCCCCO
1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
%0 TAGACAGCCAACCCTCCCOCTTCCCCCCCCCACCAACCCTCATCACATCTITCTCATCCCCTTTCACCAG

1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470
GACCACCACAGCTCTCCCCTCAACCCCACCCTTTCAACCCTCTTCATCGACCACCCAATCCATCTTITGTA
- 1480 1400 1500 1510 1520 1530 1540
TGTAGCTTCAACCCACTCCCTCTTCACTTCTTCCCCCCCACTCCCTACCCTTTCTACCATCTCACTCATA
1850 1560 1570 1580 1500 1600 1610
TAAATCTCTAGCCCCTACCTACACTATACCTAACGGACAGAAGCGTACAGTCATTAACCTACGCCCCTAT
1820 1830 1840 1850 1660 1870 1880
AGTACCCCCATCTCTAGATACAACATTTAGTACGACATTACCATGCCTAACTAATITAACTTCAGCATTCT
1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750
CCCGTTCATATTGATITTCATCCATTATACACTCTTAATCCTTTCCCCGTACAACCCCNATATATACGAC
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- A

71Q
790
870
950
1020
1090
1170
1250

720 730 740 750

00 M0 Cosmwgs) 840 [erwm i el

960 970 980 [err] - 35 - 990 1000 1010
1030 1760 104031770 105(%ksperr] fmor] 10x000 180G 0 1820080

1 a@acccreTcbAdAcaceccThE b TEECOTIICACLBOACTTAACCTAPAPATTCTACALEDECAAT
1180 18301190 isggsr] 120430 16300 18786220 1880 12301890
12@0ciattdcchRrAdcaccTAACEEHEACTC TACAANCTCCOCCTEAMAPACCTCACAUS 2O TAA

1330 [ferr] 1340 1900 135Qgy0  13ff20 16360 1943380 1950 13901960

[err]
[err]

1410 cAcrc:JxéXélocnxrcMc%rucccrééb(é@cnccmd;ﬁé&rcunré&@@n'rc coaké /0

1480 1498 1500 1520 1540

10

16

20

25

30

35

40

45

§0
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CACAGCCTCCAC.

3. Eine DNA-Sequenz gemiss Anspruch 1 oder 2, welche die fiir die Transkription und Translation des
Peniciliium chrysogenum PAT Gens notwendigen Sequenzen umfasst.

4. Eine DNA-Sequenz gemiiss Ahspruch 3, worin die Sequenzen, die flir die Transkription und Translation
des Penicillium chrysogenum PAT Gens notwendig sind, die Sequenzen zwischen dem Isopenicillin' N
synthetase Gen und dem Penicillium chrysogenum PAT Gen sind.

5. Ein Protein, flir welches die geméss einem der Anspriiche 1 bis 4 beanspruchte DNA-Sequenz kodiert,
in gereinigter und isolierter Form.

6. Vekior, der eine DNA-Sequenz, die flir das Enzym Penicillinacyltransferase (PAT) kodiert, enthilt, worin
das Enzym Pemcullmacyltransferase die folgende Sequenz aufweist:
10 - 20
MetLeuHisIleLeuCysGlnGlyThrProPheClulleClyTyrCluHisClySe rAla
30 40
AlaLysAlaVal IleAalaArgSerIleAspPheAlavalAspleull eArgGlyLys'rhr
50 80
LysLys‘rhrAspGlucluLeuLysc1nVa1LeuSerclnLeu01yArgVaJ.I leGluClu
70 80
ArgTrpProLysTyrTyrGluClul leArgClyIleAlaLysGlyAlaGluArgAspval
90 100
SerClullevalMetLeuAsnThrArgThrCluPheAlaTyrC lyLeulLysAlaAlaArg
110 i 120
AspGlyCysThrThrAl aTerysGlnLeuProAsnGlyAlaLeuGlncl yGlnAsnTrp
130 140
AspPhePheSerAlaThrLysGluAsnLeul leArgleuThrIleArgGlnalaClyLeu
. 150 160
ProThrIleLysPhelleThrGCluAlaGlyllel leGlyLysValGlyPheAsnSerAla
170 . ' 180
ClyvalAlavalAsnTyrAsnAlaLeuHi sLeuclnGlyLeuArgProThrclyValPro

1160
1240
1320
1400



1770
1850
1930

[err] 1550 1580 1570 1580 1590 1608 Hﬂml

err] 1620 1630 1640 eeoasoasss 1060 1e7d (] IIIMIJIII
1700 1710 1720 1730 1740 1750 [err] 1760

1780 1790 1800 1810 1820 [err] 1830 1840

1860 - 1870 ~ 1880 1890 [err]y44900 1910 192¢ho

1940 1950 SerH%?lﬁQ iﬂ.re(xlrgjlgzp.laE.g\fdlleerThrS%QPr@E@GmlﬂaiﬁMsMﬂ0 acid
sequence of PAT, derive f\

9 to 24).

28,500 B and the NTEH aﬁﬁf@mﬁﬁ% E—e“leegt?&weécw E@%Eﬁ@f@snﬂth,

are

peptide fragnents pay be fo

75

25 7. Vektor geméss Anspruch 6, worin die DNA-Sequenz, die flir das Enzym Penicillinacyltransferase (PAT)

nd
Pro euProAspSerTrpAsnArzHisclnArgMetcluPheLeuLeuAspclyPheAsp
290 300
ClyThrLysClnAlaPheAl ac1nLeuTrpAlaAspGluAspAan'rerroPheSerI le

310 320
CysArgAlaTyrCluGluClyLysSerArgGlyAlaThrLeuPheAsnllelleTyrAsp

330 340
HisAlaArgArgGluAlaThrvalArgLeuClyArgProThrAsnProAspGluMetPhe

350
ValMetArgPheAspCluCluAspGluArgSerAlaleuAsnAlaArgleu.

kodiert, die folgende Sequenz umfasst:

10 20 30 40 50 60 70
CTTGATGTCCCATCAGTGTCATCCTATCCTCCCAGATTCCTCCCTACCCCAATATAAATCTCACCATGCA
80 90 100 110 120 130 140
GTTCCCCCTCCATCATCATCCCCAGGACCCCCTTTCTCATCTCCCTCACCCACGTCTCAGTTCTTTACCC
150 160 170 180 190 200 210

 ATCTTCCGACCCGCAGCACAAATCCTTCACATCCTCTCTCAACCCACTCCCTTTCAACTAAGTCCTCCAC

35

50

55

220 230 240 250 260 270 280
TGAATACCAGATTTTITTCCTTCTCAATCTTCCCAGTTCTCACCTGATCCACATCCCCTACCAACATCCCT
290 300 310 320 ) 330 T 340 350
CTCCTCCCAAACCCCTCATAGCCACAACCATTCACTTCCCCGTCCATCTCATCCCACCCAAAACCGAAGAA
360 370 380 3go 400 410 420
CACGGACCAACAGCTTAAACACCTACTCTCCCAACT GCCCCCCGTGATCCGACCAAAGATCCCCCAAATAC
430 440 450 460 470 480 480
TACCAGCACATTCCCCGTCACTCCCACTTCCCTCTTITCCTACATITICTCCACCAATCCTCACCCATCAC
) 500 510 520 530 540 550 S$60
CCCCCAAAAACCAGCTATTCCAAAGGCCGCTCAACCCCATGTCTCCCACATTCTCATCCTTAATACCCCC
570 580 590 600 610 620 630
ACGCAATTTCCATACCGGCTCAACCCACCCCGTCATCCCTCCACCACTCCCTATTCTCAACTTCCAAATG
840 850 660 670 680 660 700
CACCCCTCCAGCCCCAAAACTCCGATCTACCTTAACACATTTTACCTCCTCATTTTATTCCATCCAATTT
710 720 730 740 750 760 770
CGCCCCCACTAATTTCCTTCTTCAAGTTCTTTTCTCCCACCAAACACAACCTCATCCCCTTAACCATCCCT
T80 790 800 810 820 830 840

CAGGCCCCGACTTICCCACCATCAAATTCATAACCCACCCTCCAATCATCCCCAACCTTCCATTTAACACTG

47

romt egyence: Thi's pol ypepti dea;as a
mol ecul ar wei ght O; ﬁ&«?@%éﬁ%ulﬁyd&ﬁ%&191@6%1’%%5?? y@%g?%éﬂwqfiﬁ lll_ulagi)ga::)

102 and 103, two

' pti%e
? pggﬁrgﬁt ls\l- Lg;mbga:c o%r%pé)l a?‘lfl&luﬁﬁo# pr&h %Qgﬁggggdg&ﬂig%sﬂﬂﬁéf‘? ¥sequences



[err] 30 40 [err] 50
[err] 70 : 80 [err] 90 100
[err] .110 850 860 870 120 [&#9] 130890 800 910 140
[err] 150CCGCEGTCCCCOTCAATTACAACCCCCTTANSOTTANACETCTTCOACCCACCCCAGTTCCTTCCCATAT 180
[err] 190 920 430 940 200 [@s0] 2109860 970 980 220
[err] 230TCCCCTCCCCATAGCCCTCCAAACCACTTCIZEOTGCEACICCTATCACCCCATCGTCCACCAACCCCCA
s 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050
ATGCCCGCCAGCCCTTTTATCATCCTCCGCAATGCCCACCACCCATTTCCTTTCCAATICTCCCCCACCA
1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
CCATCCCAAACCAGCTCCTCCACCCCAAT . CTAGCATCCTCCACACCAACCACTCCTTCCTTCACCACCS
0 . 1130 1140 " 1150 1160 1170 1180 1190
CAAAAATCAGAAAGACCTCCATCCCTTACCCCACTCATCGAATCCCCACCAGCGTATCCGAGTTCCTCCTC
1200 . 1210 1220 1230 1240 1250 1260
CACCCCTTCCACGGCACCAAACACGCATTTCCCCAGCTCTCCGCCCACCAACACAATTATCCCTTTACCA
1270 1280 1290 1300 1310 1320 1330
16 TCTCCCCCCCTTACGACCAGCCCAACACCACACCCCCCACTCTCTTCAATATCATCTACGACCATCCCCO
1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
~ TAGACACCCAACCGTCCCCCTTCCCCCCCCCACCAACCCTCATCACATCTITCTCATCCCCTTTCACCAG

1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470
_ 2  GAGGACGACAGCTCTOCCCTCAACCCCACCCTTTCAAGOCTCTTCATCACCACCCAATCCATCTITTCTA
1480 1490 . 1500 1510 1520 1530 1540
TGTACCTTCAACCCACTCCGTCTTCACTTCTTCCCCCCCACTCCCTACCCTTTGTACCATCTCACTCATA
1550 1560 1570 1580 1580 1800 16810
TAAATCTCTACCCCCTACCTACACTATACCTAAGCCACAGAAGCCTACACTCATTAACCTACCGCCCTAT
25 1620 1630 1640 1650 " 1860 1670 . 1880
AGTACCCCGATCTCTAGATAGAACATTTAGTAGACATTACCATCCCTAACTAATTTAACTTCACCATTCT
1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750
CCCOTTCATATTGATTTTCATCCATTATACACTCTTAATCCTTTCCCCOTAGAACCCONATATATACGAC
o s 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
CATAGCCTCTCGAGAACACCCCTTCCCCTCTCCTTCCCCCTACTTAACCTATATATTCTACACGCCCAAT
1830 - 1840 1850 1860 1870 1880 1890
ACTCAATCTCCCCTTAGCACCTAACCCCCACTCTACCCTAACTCCOCCTCATATAGGTCACAAGTCTTAA
1900 1910 1920 1930 1840 1850 1960
35  GACTCAAGACACGATATCACCCCTTACCCTCCACCCTACCTACTACCTTCAATATCACTCTTITCACCATC
1870
CACACCCTCCAC o

vl s thus- the S0k componcnt eeb ssammmeto - (NN 1
* € L M *

8. Vektor gemiss Anspruch 8 oder 7, der weitere Gene enthélt, die flr die Transkription und Translation
des Penicillium chrysogenum PAT Gens notwendig sind.

9. Vekior gemiss einem der Anspriiche 6 bis 8, der weitere Gene ehthélt, die eine Selektion des
45 Plasmides in g-lactamproduzierenden Mikroorganismen erlauben.

10. Vektor gemdss ‘einem der Ansprliche 6 bis 9, der ein weiteres Gen enthdlt, das flr das Enzym
Isopenicillin N Synthetase kodiert. '

s0 11. Verfahren zur Herstellung des Enzyms Penicillinacylasetransferase (PAT), bestehend aus der Transfor;
mierung eines Wirtes mit Hilfe eines Vektoren geméss einem der Anspriiche 6 bis 10 und der
Isolierung der exprimierten PAT.

12. Zellen, enthaltend einen Vektor gemiiss einem der Ansprliche 6 bis 10.
65 : .
13. Verfahren zur Verbesserung der Herstellung eines Penicillins, dadurch gekennzeichnet, dass man eine
Zelle, die Penicillin herstellt, mit einem Vektor gemiiss einem der Anspriiche 6 bis 10 fransformieren
lisst, und das Penicillin isoliert.

e AT L 4 i e, T A v sponarnm at g7 e e i L i



- 37 - 25
[err] 290
[err] 330

0 ' 260 [err] 270
30EP 0336 48R0
340 [err] 350 [err] Exanple

f th PAT d d fromthe DNA with {
oxper | mont A EsEn BT By x%ffra%ast%?t'sééawéi? 38ko un.““up

(N-termn
Ser Al aThr
fragments

311 GIyAIaThrLeuPheAsnIIeIIeTyrAsles

(tryptic
ProThr Asn

ProThr Asn
(tryptio®

15

25

35

45

50

2], YBHaNQn A MG 45 seqvei A THY m !
ik Eg e %E %%3 i Z‘g
of B8 BRAR PéflSiin yma fo

art

280

ML MEFT D

onpeptlde 1

Ie@ 30 124
ﬁg%E}%%$@mfl3

sequengg 3

E?gtA'sga i '-?pﬂ'@-\ﬁfmgg\y%qemﬂgr hec]liilegégfyrcluﬂisGlySerAla
oti o f$§§,§§ﬁl¥.@bﬁ%ﬁg\5%€&u&%A;gfhwiééﬁéne&iuuam%eﬁ; 4

LysLys'rhrAspclucluLeuLysclnValLeuSerGlnLe_uclyArgValIlecluclu

70

80

ArgTerroLysTeryrGluGluIleArxclyIlehlaLysclyAlacluArgAspVal

90

100

SerClulleva 1MetLeuAsn‘rhrAr{rhrcluPheA1a‘l'yrGlyLeuLysAlaAlaArg

110

120

ASpClyCysThrThrAlaTyrCysGlnLeuProAsnClyAlaLeuGlnClyGlnAsnTrp

130

140

AspPhePheSerAlaThrLysCluasnLeulleArgLeuThrl leArgGlnAlaClyLeu

150

160

ProThrIleLysPheIleThréluAlaclyIIeIleclyLysValclyPheAsnSerAla

170

130

ClyVa 1A1aVa1AsnTyrAsnA1aLeuH1sl.euclnclyLeuArgProThrc}yValPro

190

200

SerHisI1eAlaLeuArgIleAlaLeucluSerThrSerProSerclnAlaTyfAspArz

210

220

11eValGluClnClyGClyMetAlaArlaSerAlaPhelleMetValClyAsnClyHisClu

230

240

AlaPheClyLeuGluPheSerProThrSerlleArglysClinvalleuAspAlaasnOly

250

260

Aere tValHisThrAsnHisCysLeuLeuClnHisClyLysAsnCluLysCluLeuAsp

270

280

ProLeuProAspSer‘rrpAsnArgHisGInArguetcluPbeLeuLauAspclyPh'eAsp

290

300

GlyThrLysGlnAlaPheAlaGlnLeuTrpAlaAspCluAspAsnTyrProPheSerlle

310

320

CysArgAlaTyrGluGluGlyLysSerArgGlyAlaThrLeuPheAsnIlelleTyrAsp

330

340

HisAlaAtgArgcluAlaThrValArzLeuclyargProThrAsnProAspcluuet?he

350

ValuetArz?heAspClucluAspGIuArxSerAlaLeuAsnAerzLeu

2

durch rekombinante Methoden isolieren I&sst und die isolierte DNA-Sequenz reinigen l&sst.

2. Verfahren geméiss Anspruch 1, worin DNA-Sequenz die folgendé Sequenz umfasst:

£y, AT Lo Y SRENAS =1 atir s
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- 38 - 31 G uLeuAspProLeuPr oAspSer Tr pAsnAr g 11 258
G uLeuAspPr oLeuPr oAspSer Tr pAsnAr gEP 0 336 446 BP68 AA part sequeﬂwjﬂuwu ljum
pepti de fragnment of polypeptide 1): 1 Metd uPhelLeu---Asp3y

12 272 Met d uPheLeulLeuAspd yPheAspd yThrLys" 283 AA part sequence 7
(tryptrc peptideigragnenpgof pol gpeptidedd): 1 so 60 70

| | eAl al eu@reSarcTiecaet Rre S e WicsTooCASATACOICCCTACCCCAATATAAAYCTEROEATGCA -

| | eAl aLeuG uSer Thg Ser Proger G nAliadyr AspAtg 120 20 AA pggd sequence

8 (trypti GrRedccstATtAMAEEGCCRECATOtoaTeTTETCRECTEECTCAGCCAGGTCTCAGTTGTTTACCC

Val G yPheAsnSer Abexd yValigb aVal Aandyr AsnAbaLeuH sdeud nGeyd-eu 1580

Val G yPheA&&Sﬁc&a@b&mmvmﬂawwm&mewﬁmm&m@bmem&ém

ArgProThr d yVal R Ser Hi 956 €Al aLeyd\r g 250 32 1760 270

Ar gProThr %MLWMW&AmmmMMA@WMMM% ide 2a 1
Met Leuld sl | eLeugys G nA ydoir ProPRedd ul | eGhy Tyr G il sA ySgieNl a1 359

Met LeuH s |dr@éﬁé%@c@ﬁc\(ﬂ'&ceﬁ@ﬂé@%héﬁ@b&cﬁ%tﬁrdﬂﬁ@:d@@éﬂﬁccmcu

Al aLysAl aVal | | efs@Ar gSenrky eAspPhgdl aval Agp 400 2o 420

Al aLysAl a%ﬁbé&&%&@ﬁ%ﬂéﬁﬁ%ﬂ%@&ﬂ@hﬁé&mmcucmocwcﬁfcc@!f&-ﬂﬁd
1/ pol ypepti de 2k 1 440 450 460 . 490

Met Leufd . SUbGARYEMSELATEAGCEL R HRETALL @atoac -
Met LeuHi si | eLeuGysd nG yihr ProPhesd ul | e@gyTyrG Wkd sG YSgEA a 5o
Al alysAl aVabd PORRBAI AN LRI ORON G oM berikratBedd alys
Val ITeAl aArg  GhgAspPhegbaval Asghel  soo G ¥io 680 - 630
\ 20 ACGGAATTTGCATACOGOCTCAAGGCAGCCCCTGATGGCTCCACCACTGCCTATTGTCAACTTCCAAATG
640 850 660 870 680 890 100
" GAGCCCTCCAGCCCCAAAACTCCGATGTACGTTAAGAGATTTTACCTCCTCATTTTATTCCATCCAATTT
710 720 730 740 750 760 770
CCOCCCACTAATTTCCTTCTTCAAGTTCTTTTCTCCCACCAAAGAGAACCTGATCCCGTTAACCATCCGT
25 780 790 800 810 820 830 © 840
CAGCCCGGACTTCCCACCATCAAATTCATAACCCACGCTCGAATCATCCCGAAGCTTCCATTTAACAGTG
850 860 870 880 890 900 910
CCGCCCTCCCCCTCAATTACAACCCCCTTCACCTTCAACCTCTTCCACCCACCCCAGTTCCTTCCCATAT
- 920 430 940 . 850 980 970 080
TGCCCTCCGCATAGCCCTCGAAACCACTTCTCCTTCCCACCCCTATGACCCGATCGTCGAGCAAGCCGCA
990 1000 1010 1020 1030 . 1040 1050
ATCCCCCCCAGCCCTTTTATCATCCTCCGCAATCCGCACCAGCCATTTCCTTTCCAATTCTCCCCCACCA
1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
35  CCATCCCAAAGCAGGTCCTCCACCCCAAT. CTAGCATCGTCCACACCAACCACTCCTTCCTTCACCACCS
1130 1140 " 1150 1160 1170 1180 1190
CAAAAATCAGAAACACCTCCATCCCTTACCCCACTCATCGAATCGCCACCAGCGTATGGAGTTCCTCCTC
1200 1210 1220 1230 1240 1250 - 1260
GACCCGTTCGACGCCACCAAACACCCATTTCCCCAGCTCTCCCCCGACCAACACAATTATCCCTTTACCA
o 1270 . 1280 1290 - 1300 1310 1320 11330
TCTGCCGCCCTTACGAGGAGCCCAAGAGCACAGGCGCCACTCTGTTCAATATCATCTACGACCATGCCCO
1340 1350 1380 1370 1380 1390 /1400
TAGACACCCAACCCTCCCCCTTCCCCCCCCCACCAACCCTCATCACATCTTTCTCATCCCGTTTCACCAC

ad 1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470
CACCACCACACCTCTCCCCTCAACCCCACCCTTTGAACCCTCTTCATCACCAGCCAATCCATCTTTTCTA
1480 1490 1500 1510 1520 - 1530 1540
TCTACCTTCAACCCACTCCCTCTTCACTTCTTCCCCCCCACTCCCTACCCTTTICTACCATCTCACTCATA

50 1550 1560 1570 . 1580 1590 1600 1610
TAAATCTCTACCCCCTACCTACACTATACCTAAGCCCACAGAACCGTACAGTCATTAACCTACCCCCCTAT

55

50
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-39 - AA part sequence 9 (tryptic peptide fragrrent of pol yp m"
Thr G uPheAl aTyrd yLeulys BP 9836 44$,BY uPheAl aTyr a yLeﬁ ﬁm, ',”ﬂm”m
AA part sequence 10 (tryptic peptlde fragnent of polypeptid

Tyr Tyr Anyd ul | eAr Ty, radu | eAr 70
A'A part seaygpzeltie (e g aeaéTfr M% %M

Tr pPr oLys T‘ﬁ% é“

pepti de fragnent dfﬁg%? de 2 1"‘3 aVaIIZéPLeuI | AP g

10 28 4 Serl ¥ | é‘éeﬁ?éﬁce 13
(tryptic pepti de nent %3 | de 79°1 1800 “1°

Aspval Ser d ulqu %ﬁ, MGCTATA‘I‘AT’I‘CTACACGGCCMT
AspVal Ser G ul | eVal*fER LeuAddidr Ar 1350 1889 P seqidfite 14 ’@PPypt iC
Dept i de f r agrCREANSPTORSETHAGGACGRAABGCCCACTCTARGATAN ATAGRISAIMGTCTIAL

49  GmVal LeuSer @890 eud ALY 192056 A W3Bart s¥dBence P80 ( pepth%e
fragment of FSOLCTHABAGAGEATATERACGCCTTAGACTEGATEBTAGETAFZACOTICAATATCACTCTITCACCATG

Cysd nd yThr ProPhd&Q 12 1 Cysd@ nd yThr ProPhed@ u 7
- 40 - CACACCGTCCAC,

1%

3. Verfahren geméss Anspruch 1 oder 2, worin die DNA-Sequenz die flir die Transkription und Translation
des Penicillium chrysogenum PAT Gens notwendigen Sequenzen umfasst.

W, 20 4. Verfahren geméss Anspruch 3, worin die Sequenzen, die flir die Transkription und Translation des
Penicillium chrysogenum PAT Gens notwendig sind, die Sequenzen zwischen dem Isopenicillin N
synthetase Gen und dem Penicillium chrysogenum PAT Gen sind.

5. Verfahren zur Herstellung eines Vektors, der sine DNA-Sequenz, die flir das Enzym Penicillinacyltrans-

25 ferase (PAT) kodiert, enthilt, dadurch gekennzeichnet, dass die DNA-Sequenz, die flir das Enzym
Penicillinacyliransferase kodiert, die folgende Sequenz aufweist: i 20

10 _

MetLeuHisIleLeuCysClnClyThrProPheClulleGlyTyrGluHisGlySerala
: 30 _ 40
o ¥ AlaLysAlaVallleAlaArgSerIleAspPheAlavalAspleulleArgGlyLysThr
50 80
LysLys'rhrAspcluGluLeuLysGanalLeuSerGlnLeuGlyArgVau1e01u01u
70 ‘80
Arztrp?roLysTeryrGluGluIleArgclyIleAlaLyscIyAIAGIuArgAsPVal
90 . 100
SerGluIleValMetLeuAsnThrArxThrcluPheAlaTyrGlyLeuLysAlaAlaArg
10 - 120
AspclyCysThrThrAlnTerysclnLeuProAsnclyAlaLeuGlnGlyGlnAsnTrp
40 130 . 140
Asp?he?heSerAl aThrLysGCluAsnt.eulleArgleuThrl leArgclnAlaclyLeu

. 150 ' 160
ProThrileLysPhelleThrCluAlaGlyIlel leclyLysValclyPheAsnSQrAln
170 180

clyValAlaValAsn'ryrAsnAI aleuHisLeuGinClyLeuvArgProThrGlyvalPro
- 190 200
SerHisIleAlaLeuArglileAlaLeuGluSerThrSerProSerClnAlaTyrASpAry

35

50

55

51
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AA parf sequence 16 (peptide fragment of polypeptide 2 wit

h :..
| ysyl -endopepti dase): 65  Tyr TyrsB mg3eddedt gd yl | eAl alLys JMMUM“’MMH’ME“
TyrTyr@ uQ ul |l eArgd@ yl | eAl alLys 10 AA part sequer@@R1I

fragment of pol ypeptide 2 with |ysyl-endopeptidase): 49

d nVal LeuSer G nLeud yArgVal | | ed u@ uAr g¥epProLys 64 1 220
d nVal LeuSer G nLed&¥rAFganglyelaMe thiaAl sferAlaPhrleMetvaltdyendlpastlusequence 18
(peptide fragnent of pol ypeptide 2 witR3Pysyl-endopeptidase): 74
d yAl ag uAr gAspValr SFhef L pudiuPhase rR9MRASENFLAALELY sC1nValLe@OspAlaAsnGly

d yAl ad uArgAspVal Serd ul | eVal Met LeuAsi#%air Ar g 15 AA pazdo sequence
19 (tryptic pepti AEsMet¥ajibtibromtpatybesbevtioH DO1y1a8AsnCAL Al dleeltpa Ar g
27 1 Al aval I | eAl aArg . 280 AA part sequence 20 (4goyptic

peptide fragment 8FoLSBiTpAIRSerThpASHATgHISCInArgbstiol VRheBuLELASDE1PYEASD

1 Lys Aspd ud uLeulys

7 AR part sequence 21 (trygebi c peptide

fragnent of pol ypEptThele’sginAlghheArl aGlpldulrdAd RAGCLIUAIDASNTY T ProPheSerTle 74 1 .
G yll eAl aLys 4 - 41 - AA part sequence 22 (tryptic

pepti de fragnment of pol ypeptide 2): 57310Vallled ud uArg 320
1 valll ed ud u ApbsArgAla'rerIucluclyLyss«ﬁArgclyAla‘rhrLeuPheAsnneIle'ryrAsp
15

. 330 ' 340
HisAlaArxArgcluAla'rhrVa1ArgLeuClyArgPro'rhrAsnProAspGluMe tPhe
350

ValMetArgPheAspCluGluAspGluArgSeral aLeuAsnAlaArgleu ’

durch rekombinante Methoden mit einem Vektor verbinden 13sst.

6. Vektor geméss Anspruch 5, worin die DNA-Sequenz, die fir das Enzym Penicillinac
25 kodiert, die folgende Sequenz umfasst:

35

55
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10 20 30 40 50 60 - 70
CTTCATGTCCCATCAGTCTCATCCTATCCTCCCACATTCCTCGCTACCCCAATATAAATCTCACCATCCA
80 90 100 110 120 130 140

CTTCCCCCTGCATCATCATCCCCACCACCCCGTTICTCATCTCCCTCACGCCACGTCTCAGTICTITACCC

150 160 170 180 190 200 210
ATCTTCCCACCCGCAGCAGAAATCCTTCACATCCTCTCTCAACCCACTCCCTTTCAACTAACTCCTCCAC
220 230 _ 240 250 260 - 270 280
TCAATACCACATTTTTTCCTTCTCAATCTTCCCAGTTCTCACCTCATCCACATCCGCTACCAACATCCCT
290 300 310 320 330 340 350
CTGCTCCCAAACCCCTCATACCCACAAGCATTCACTTCCCCGTCCATCTCATCCCAGCCAAAACCAACAA
360 370 so 390 400 410 420
CACGGACCAAGACCTTAAACACCTACTCTCCCAACTCCCCCCCCTCATCCACCAAACATCCCCCAAATAC
430 440 480 460 470 480 490

“TACGAGCACATTCCCCCTCACTCCCACTTCCCTCTITCCTACATTTTCTCCACCAATCCTCACCCATCAC

500 510 520 - $30 §$40 §50 560

CCCCCAAAAACCACCTATTCCAAACCCCCCTCAACCCCATCTCT CCCACGATTCTCATCCTTAATACCCCC

- 870 580 $90 6§00 610 620 - 630

- ACGCAATTTCCATACCGCCTCAAGCCAGCCCCTOATCCCTCCACCACTCCCTATTCTCAACTTCCAAATC

640 850 660 670 680 890 700
CACCCCTCCACCCCCAAAACTCCCATCTACGTTAAGACATTTTACCTCCTCATTTTATICCATCCAATTT
710 720 730 740 750 760 770
CCCCCCACTAATTTCCTTGTTCAAGTTCTTTTCTCCCACCAAACAGAACCTCATCCCCTTAACCATCCCT
780 790 800 810 820 830 840
CACGCCCCACTTCC CACCATCMA'ITCATMCCGAGGCTGGMTCATCGGGMGGTI'GGATITMCAGT G

yitransferase (PAT)

61

B



AA part sequence 23 (peptide fragnent of pol ypeptide 2 W|th

| ysyl - endopepti dase): 87  AsnThr AEgT836i44@B2Al aTyr G yLeuLy “\\\\k‘“&mm“‘

AsnThr Thr G uPheAl aTyr d yLeulLys 11 - 42
sequence position of AAin the AA- sequence deri ved
‘fromthe DNA N-ternssml AA seguence 830 kD urfi®®/ pol tide P90
104- 113 N-ter muedcrédk:cseqmrrmmmm %‘5 ccac‘rrccrrccca-rxr 1-
34 N-termnal AA"segaence 8dk® unit /930l ypeptqsﬂe 2b 960 870 18820 AA
part sequence TecteTCyEIATACETICCAACEACTTOESUITCICARRACT HEGAEE GRATAGTCCAGCAAGCCTCGA
311- 323 'AA part segeence 330pbdbrypti woysept i d&oZor agnekR3oof pol%!BeptldEO-"P)
333- 343 AA parrcsagueaecHrirhtgATCCTCqeE MTCACCACCAGATATII CETTTERATEETRCCRA
258- 268 AA part sedquggice 5 iptoypti cigsepti derdspagnentlodf poliyipepti dell.@))
272- 283 AA pardea BT cOTUCT COATOCCANTEGTACSATACTEGNTAPRAACRACERTTTORTRCACRACEE:
187- 200 ,pA part sequgsce 8 jikoypticrysepti der¥s0agnenti7?df poliigepti dellPp:
155- 186 AA pardaaro8etiacRedTe eV TCCTT ACCOCNTTOATOCAATSOCCACSHCOTATCRACTTCCYRETCO7 AA
part sequence 10 (tpy@ti c fyzagnent pdzopol ypegsoi de 2)240 65- 1200 1260
' GACCGGTTCOACCCCACCAAACACGCATTTCCCCAGCTCTCOCCCCACGAACACAATTATCCCTTTAGCA
1270 1280 1290 1300 1310 1320 1330
8 TCTGCCGCCCTTACGACCAGCGCAAGAGCAGACGGCCCCACTCTGTTCAATATCATCTACGACCATGCCCG
1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
TAGAGAGCCAACCGTGCCCCTTCOCCCCCCCACCAACCCTCATCAGATCTTTCTCATCCCGTTTCACCAG

) 1410 1420 1430 1440 1450 1480 1470

~ % CAGGACGAGACGTCTCCCCTCAACCCCAGCCTTTGAAGCCTCTTCATCACCACCCAATCCATCTTTTGTA

1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540

TGTAGCTTCAACCCACTCCCTCTTCACTTCTTCCCCCGCACTGCCTACCCTTTCTACCATCTCACTCATA

: 1550 1560 1570 1580 1590 1600 1610

25 TAAATGTCTACCCCCTACCTACACTATACCTAAGCCACAGAACCGTACAGTCATTAACGTACCCCCCTAT

1620 1830 1640 1650 1680 1870 1880

AGTACCCCCATCTCTACATAGAACATTTACTACACATTACGATCCCTAACTAATTTAACTTGACCATTCT

1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750

CCCCTTCATATTCATTTTCATCCATTATACACTCTTAATCCTTTCCCCOTACAACCCCNATATATACGAC

N\ 30 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820

CATAGCCTCTGCAGAACACCCCTTCCCOTCTCCTTCCCCCTACTTAACCTATATATTCTACACCCCCAAT

1830 - 1840 1850 1860 1870 1880 1880

ACTCAATCTCCCCTTACCACCTAAGCCCCACTCTACCCTAACTCCCCGTCATATACGTCAGAACTCTTAA

1800 1910 1920 1930 1940 1950 1960

CACTGAACACAGCATATCACCCCTTACCCTCCACCCTACCTACTACCTTCAATATCACTCTTTCACCATG
1970 '

CACACCGTCCAC

35

7. Verfahren gemiss Anspruch 5 oder 8, worin der Vektor weitere Gene enthilt, die filir die Transkription
und Translation des Penicillium chrysogenum PAT Gens notwendig sind.

45 8. Verfahren gemidss einem der Anspriiche 5§ bis 7 worin der Vektor weitere Gene enthélt, die eine
Selektion des Plasmides in g-lactamproduzierenden Mikroorganismen erlauben. '

9. Verfahren gemiss einem der Anspriiche 5 bis 8, worin der Vektor ein weiteres Gen enthilt, das fUr das
Enzym Isopenicillin N Synthetase kodiert.
50
10. Verfahren zur Herstellung des Enzyms Penicillinacylasetransferase (PAT), bestehend aus der Transfor-
mierung eines Wirtes mit Hilfe eines Vektoren wie defimert in einem der Ansprliche 6 bis 9 und der
Isolierung der exprimierten PAT.

56 11. Verfahren zur Herstellung von Zellen, die einen Vektor wie definiert in einem der Anspriiche 5 bis 9
enthalten, dadurch gekennzeichnet, dass man die Zeilen mit einem Vektor wie definiert in einem der
Ansprliche 5 bis 9 transformieren ldsst.

53
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AA"pait sequence 11 (tryptic fragnent of polypeptide 2)5 62-
sequence 12 (tryptic fragment ofER@B36E6tBIde 2): 28- 37 : !" mﬂnl
13 (tryptic fragment of polypeptide 2): 79- 89 AA part's

(tryptic fg%ggerz ur Qlferbgsselxpg ger herstel%n?’n

of polyﬂ&p
pol ypepti d{;an%’
pol ypepti de X
POl yPEPididifis 2)
of po

pol ypepti de 2)

pol ypept4 dg o&)\ sequohce if‘pufiitd RAJ lsolRGLHAAN BBt cddes( fof ¥ lehAymb pBHIEMN beyPlransferase
pol ypept i denichtias the folloviidg sdquep@t t sequence 23 (1 ysyl -
87- 91 - 43 - Exanple 18: part sequgpce of a DNA fragment wapch |ies

die/ Penicillin herstellt,
rmieren ldsst, und das P

sequence
mf'"ﬁ&f AA part sequence 18 (Iysyl

betat e oy

75- 89 AA part sequence 19 (tryptlc-fragnent

Y RGdiink #6 tife follov%ﬁ%c&ﬁra%ﬁétﬁs SREBE GE DB, B8R, Guf iageent  of

AA part seguence 21 (tryptlc fragnent of

of pol ypeptide 2):

bet veen e 9enGul il SARENLGULIGR Mep Sl As o lurpR AN beuENe 07 PAT

Thi s sequence begins wt

restriction enz
(CGtermnal) co
conpatéi son with
1986) .. After an
folloms at 1442.

part sequence i STETRPEFOL

o

recognltlon sequence O othe

ggﬁsysﬁgb‘{.ﬁzml SQFﬁeA Qﬁuvﬂﬂgﬂﬂé’neﬂfmbéﬁrh%

I's gene are s ; ey have been ide |f|ed by
th 257- 266,
A EAPERE R ?fér?&f“?‘l{'ﬁ*"“ﬁ%g equence

Thi s FP%grﬁi?Q}afﬂﬁ I%ﬁllégsdsclpmfa'cgu.'sr%)\ép@al This DNA

100
SerClulleValMe tLeuAsn'rhrArg‘rhrcl uPheAlaTyrGlyLeulysAlaA laArg

110 : 120 .

AspclyCysThr‘rhrAlaTerysGlnLeuProAsnGlyAlaLeuGlnGlyGlnAsnTx‘p
130 140

AspPhePheSerAlaThrLysCluAsnLeul leArgLeuThrI leArgclnAl aClyLeu

25

b 30.

. 150 160
ProThrIleLysPhelleThrCluAlaClyIleIleGlyLysvalClyPheAs nSerAla
170 180

ClyvalalaValAsnTyrAsnAlaleuHisLeuClnClyLeuArgProThrGlyvalPro
190 200

SerHisIleAlaLeuArgIleAlaLeuGluSerThrSerProSerGlnAlaTyrAspArg
) 210 220
IlevalCluCinClyClyMetAlaAlaSerAlaPhelleMetValGClyAsnClyHisGlu

230 ' 240
AlaPheClyLeuGluPheSerProThrSerIleArglysClnVallevAspalaAsnGly
250 o 280

ArgMetvValRisThrAsnHisCysLeuLeuClnHisClyLysAsnCluLysGluLeuAsp..

270 280

- ProLeuProAspSerTrpAsnArgHisClnArgMetGluPheLeuLeuAspGlyPheAsp

- 290 300

- ClyThrLysClnAlaPheAl aClnLeuTrpAlaAspGluAspAsnTyrProfheSerlls

310 320
CysArgAlaTyrGluCl uGlyLysSe rArgClyAl a.‘rhrl.eu?heAsnI lelleTyrAsp

330 340
HisAlaArgArgGluAlaThrvalArgleuClyArgProThrAsnProAspGluMetFPhe

350
ValMetArgPheAspCluCluAspGluArgSerAlaLevAsnAlaArgleu,

2. A DNA sequence according to claim 1 which includes the following sequence:



coupling between ips- and pat-gene, and because all essent um“tlﬂllm Ull "l“l
el ements for transcription and t ER@83446Blof the pat- gen -
fragment. 10 20 30 40 . 50 [err] 60 * ° 70 80
90 100 [err] 110 120 130 140 150 [err] ThrEnd 850
NINNNNNNNNNNNNNNNNNN 125028p  NNNNIRINNNNNNMRINNNNNNSG 410 80 1420 70 1430
1440 10T TOATCTCCIATCAG TCATCCT AP TCCCACA TEGOTCCC TACCACYATATAAMTGIGACTATECA 1510
1520 1530 801540 90 1550 Joerr] 1380  18¢0 11680 1401590 [err]
- 44 - _ExagurtecctfccATOATATOCICAOCAGTECEITEC THARCTITCATABEABCTCTAAGI TERIMAESS | on  Of
t he paf-gene i nibp coli: 18) Constyracti on @b a cDMeo gene kemk of psnicillium
chrysogenutcticcostackcadcat oot soadh TeCRYETCAAECACTOt CTIT@MCRMTEITCCAG cat i on of
whi ch 220. 230 240 250 260 270 280
TCAATACCACATTTTTTCCTTCTCAATCTICCCAGTTCTCACCTCATCCAGATCCCCTACCAACATCCCT
10 290 300 310 320 330 340 350
CTGCTCCCAAACCCGTCATAGCCAGAAGCATTCACTTCCCCCTCCATCTCATCCCAGCGAAAACCAAGAA
360 - 370 380 390 400 410 420
CACGCACCAACACCTTAAACAGCTACTCTCCCAACTCCCCCCCCTCATCCACCAAAGATCOCCCAAATAC
430 . 440 450 460 470 480 490
TACCAGCACATTCGCCCTCAGTCCCACTTCCCTCTTTCCTACATTTTCTCCACCAATCCTCACCCATCAC
500 510 520 530 540 550 560
CCCCCAAAAACCAGCTATTCCAAACCCCCCTCAACCCGATCTCTCCCAGATTCTCATCCTTAATACCCCC
510 580 590 500 610 620 - 630
O = ACCCAATTTCCATACCCGCTCAACCCACCCCCTCATCCCTCCACCACTCCCTATTICTCAACTTCCAAATG
640 850 660 670 680 600 700
- GACCCCTCCAGCCCCAAAACTCCGATCTACGTTAACAGATTTTACCTCCTCATTTTATTCCATCCAATTT
710 720, - 130 740 750 760 770 -
GCCCCCACTAATTTCCTTCTTCAAGTTCTITTCTCCCACCAAAGAGAACCTCATCCCGTTAACCATCCGT
25 780 790 - 800 810 - 820 " 830 . 840
CACCCCCGACTTCCCACCATCAAATTCATAACCGACCCTCCAATCATCCCGAACGTICCATTTAACAGTG
850 260 870 880 890 200 910
CCCCCCTCCCCCTCAATTACAACCCCCTTCACCTTCAACGTCTTCOACCCACCOCAGTTCCTTCGCATAT
" 820 d3o 940 950 260 970" 980
o 30 TCCCCTCCCCATAGCGCTCCAAAGCACTTCTCCTTCCCACCCCTATCACCCCATCGTCCACCAACCCCCA
990 1000 1010 1020 1030 1040 1050
ATCCCCCCCACCCCTTTTATCATGCTGCCCAATCOCCACCAGGCATTTGCTTICCAATICTCCCCCACCA
1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
CCATCCCAAACCAGGTCCTCCACCCCAAT:, CTAGCATCCTCCACACCAACCACTCCTTCCTTCACCACCG
1130 1140 " 1150 1160 1170 1180 1190
CAAAAATCAGAAAGACCTCCATCCCTTACCCCACTCATCCAATCCCCACCACCGTATCCAGTTCCTCCTC
- 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260
- GACCCGTTCGACGCCACCAAACACGCATTTGCCCAGCTCTCCCCCCACCAAGACAATTATCCCTTTACCA
) 1270 1280 1290 1300 1310 1320 1330
TCTCCCGCCCTTACGACCAGCGCAAGAGCACACCCCCCACTCTCTTCAATATCATCTACCACCATGCCCC
1340 1350 1380 1370 1380 1380 1400
TACACACCCAACCCTCCCCCTTCCCCCCCCCACCAACCCTCATCAGATCTTTCTCATCCCCTTTCACCAC

45 1410 1420 1430 1440 1450 1480 1470
CACCACCAGAGCTCTCCOCTCAACCCCACCCTTTCAACCCTCTTCATGACGAGCCAATCCATCTTTTCTA
‘1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540
TGTAGCTTCAACCCACTCCGTCTTCACTTCTTCCCCCCCACTCCCTACCCTTTIGTACCATCTCACTCATA
1550 1580 1570 1580 1590 1600 1610
50  TAAATGTCTACCCCCTACCTACACTATACCTAAGCGACAGAACCCTAGAGTCATTAACCTACCCCCCTAT

15

55
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are-described in exanpl e 10, are reacted using reverser tral ﬂﬂlll““' .
with an oligo dT-primer in the pEBSEHEMELIthe four desoxyn

tri phosphates to forma conpl enentary single- stranded DNA.

doubl e- stranded rml ecule is forned therefrom by nmeans of the enzynme RNaseH
and DNA polg¥ CQuBP3® and 1e40f nan,168kne 2368@63, 1888). Afilggsy addi ng
appropri ath Et‘,: ?&Mcmm/@nwmmecmwmmmmwmeot i de

ki nase and T4- H\W | i gad@otre usgd® a | iviedr,. daadd e- st naggled ClPépi S

obt ai ned, “RFFTIRA mmmrmocmmgcmmamccmmﬂmﬁél ons a
comrer ci al  cDNN®ynt hed?®0 kit (Ffa0 Phanmeei a) i130d avoungpy US§Qaq

cont ai ns CATAGREEATCOAMG CAGOCCTECCOPUETOCTTALCCATACTIIADE INTAPATTES b@é&, . The
reaction is cat#3®d-out84tn accassance wgsd t hegppuf actlgggrAEs 113 ructi ons.

The doubl ACTOAATCRRGOCTTABNCIRACCCERAUTOEATCE ST CCETdAE R oned into
the veetor gt1ll¥qoHuynhieto al ., 1OMA clonbsy, G eygy . D. Wb, o rd, 1,

49, 1985) CAGBAMGACALCATATCATECERMNACOIRREOFACRACTAT ATeia of

gt O-DNA (8 [etgd0), which has -previously been cleave nd .

treat ed woAdaceticeh¢cne phosphatase (Maniatis et al.). After adding 3 [err] 3
|V|SOdI um acetate (pH 5.2) and 250 [err] ethanol, the mxture is
preC| Ttated for 20 hours at [err]. and subsequently di ssolved in 60 [err]

ﬁt;urlg %gru?@%?/f%qw ocEf,)d Z%ggEQTA ﬁigsﬁ‘ei%}fqect esgﬁ%%ss%grr for 20
di t hi ot hrei to %‘dt s" eml:')" o‘ﬁlng 6 UT4DNAI|gase The

i gat i,pna MG & ueaceoee& o Qa4 h @ LRI Whick b S oM X")
et i g g Saysho Ak ity b b ﬁrﬁo A %ﬁ jakig °§etquea ol e%@%j% %\gty

net hods ar ev-gjamasseyesd a(nh/aialpa.tduﬁ,mectw@dgeaum AT ganch a test
pl agues nay be obt ai ned.

B. A protein which is coded for by a DNA sequence according to any one of claims 1 to 4, in punfled an
25 isolated form. -

6. A vector which contains a DNA sequence that codes for the enzyme penicillin acyltransferase (PAT);
the enzyme penicillin acyliransferase having the following sequence:

© 10 _ 20

Y 30 MetLeuHisIleLeuCysOlnGlyThrProPheGlulleClyTyrCluisClySerala
. 30 40
Mal.ysAlaValIleAIMrzSerIleAspPheAlavalAspLeuIleArgclyLys'rhr

50 60
LysLysThrAspclucluLeuLysclnVaILeuSerclnLeuGlyArgValIleGluclu

70 8o
Ars‘rrpl’tol..ys‘ryr'ryrclucluneArzclyIleAIaLysGlyAl aGIuArxAspVal

- 90 . 100

SerClulleValMetLeuAsnThrAargThrCluPheAl aTyrClyLeulysAlaAlaArg

© 110 ' 120
AspGlyCysThr'rhrAIarerysclnLeuProAsnclyAhLeuclncl_yclnAsn'rru

130 N 140

AspPhePheSerAlaThriysCluAsnLeulleArgleuThrl leArgClnalaClyleu

35

45

50

56
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- 45 - b) | sol ation of the pat-specific cDNA clones and su [ '

ML3npl.9. Pl aque hybridi sation i s cEPDI3864481Btas descri bed i ﬂg‘ﬂmﬂﬁ“ﬂ"“" l“l

usi ng about 40, 000 pl aques of the penicilliumchrysogenumc geneLbamk.s =

The E.coli strain C600hfl (Huynh et al.) is used as the indicator strain.

After partial cleavage with EcoRI, the DB of the reconbi nant giedO phages

is ligated with Ec@RThellzhysibe MeShydl0ARGITNAL EGdyins¥nicl ¥y BhedsnSentliavi dual

cl ones of reconbi nant ML3npl 9- RF- DNA ard?®dentified and confirned by

restricti on mappi n§lyVsjalavelAseTidirsmcbebHiskienginGeylieyArgProThgCDNAIRX0 t he

reconbi nant ML3npl9 clone to insert a Nd8® intersection site. Aodlner

ol i gonucl eot i de wi tSarHinEleAddlieudiaiesabenivierThr SeyRoRerSl Aol TyrAspArg

5' - TCCGACCCGCAGCAGCCATGGTTCACATCCTCTGTC2GGC- 3¢ The DNA sequencgghas .

al tered conpared wild¢ValAtuchhlysbaleeslalershehaaeMeMN vk shcifiabo NCO!

interseation site is obtained, which endsoses the ATG correspongisng to the

N-terninal net hi oniAktPhe@liLeulluPiiaSer ProThisghtleargy36invh RLeldlpal &ishoilS

nucl eotides identical to the pat-cDNA segoence. 5 pnol of the 44

phosphoryl at ed ol i §o¥¥atYaddit$TheAsondsCysbeyrantinaf sl ey sRdtA b s6idL d

N13npl 9- DNA are mi xed and heated in 10 [2@or] 20 nMtris-HC (pHg4.5), 10 nM

[err] 50 mM NaCl, FPerte@PaviAsnSectrpasnirghisclantgué ClureLsiLBuisp61yphedss ] -

Treatnment with Kl enow pol ynerase, T4-DN4gdi gase and Sl- 300
ClyThrLysGlnAlaPheAlaClnLeuTrpAlaAspCluAspAsnTyrProfheSerIle

' 310 320
20
CysArgAlaTyrCluCluClyLysSerArgClyAlaThrLeuPheAsnIlelleTyrAsp
| _ 330 . ' 340
HisAlaArgArgGluAlaThrvalArgLeuClyArgProThrAsnProAspCluMetPhe
350 .
25 ValMetArgPheAspCluCluAaspGluArgSerAlaleuAsnAlasrgleu,

]

] 7. A vector according to claim 6 in which the DNA sequence that codes for the enzyme penicillin
b 30 acyliransferase (PAT), includes the following sequence:

10 20 30 40 50 80 70
CTTCATCTCCCATCAGTCTCATCCTATCOTCCCACATTCCTCCCTACCCCAATATAAATCTCACCATCCA

80 90 100 110 120 130 140

35 . CTTCCCCCTCCATCATCATCCCCAGCACCCCCTTTCTCATCTCCCTCACCCACGTCTCAGTTGTITACCE
150 160 170 180 190 200 210
ATCTTCCGACCCCCAGCAGAAATCCTTCACATCCTCTCTCAACCCACTCCCTTTCAACTAACTCCTCCAC

220 230 240 250 260 270 280
TCAATACCACATTTTTTCCTTCTCAATCTTCCCAGTTCTCACCTCATCCACATCCCCTACCAACATCCCT

40 : 200 300 310 320 330 . 340 350
CTCCTCCCAAACCCCTCATAGCCAGAAGCATTCACTTCCCCCTCOATCTCATCCCAGCCAAAACCAAGAA
. 360 370 380 390 400 410 420
GACCCACCAACAGCTTAAACACCTACTCTCCCAACTCCCCCCCCTCGATCCACCAAAGATCCCCCAAATAC
430 440 450 460 470 480 490

* - TACCACCACATTCCCCGTCAGTCCCACTTCCCTCTTTCCTACATTTTCTCCACCAATCCTCACCGATCAC

50

57
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nucl edse is effected accord| ng to Eght edarzadeh and Heni kof
Res. 14, 5115, 1986).: 10 [err] <M ois3esedith 2 units K enovx“mﬂm ﬂMWH“l
3 units T4-DNA-Iigase in 20 MMtris-d (pH 7.5), 10 m [err]
di t-hiothreitol, 0.8 mM of each of the four dNTPs, 1 nM ATP, for 1 hour
[err].. The reacsomn i s stopped bszoaddi ngs¥DTA (fi4@al corfSéntrati $80 25 nM
and i s heZCeCtCARAAACTCACCTATICEMACCCECETCAACCEEATCTCTCCOACATTATSATCETTAATARCEGChanol |
the pellet is dsswsol vedssa 10 [esg0] trissadCl (pHe2d), 1 rMYOEDTA. o¥a er
addi ng ACCEAATTTOCATACCOCE TE\COBAGUTCGEOATGCOTACAECAC TECCTHITCTAARCTIZCARAYE NaCl , 1
mV.[erf] 5% gl yéesol, 7esaits Slsesucl easero i ncubssbi on i seef f ect etbd or 20
m nut es atmcmnmtmmec&ucmccﬁtmcﬁmsﬁmmmm&cmmcammnﬁ coli
. strain (e.g. JMifd; Yanitgoh-Perrmao et al740 Cene 138, 103,769985) wrich t he
reacti on RCEOEUACTAATTICEITGTTCACTTCTITTCHCCEACCRMBACAATETCATEOGPTIALSEATCEGIN be
i denti f,i ed by algeavage wmiot h Ncosoo d) &loni ng &do the Neawl - Hi ndi4d

] ' ) coTroeaffrAbiécf t he

reconbi nant I\/Il\?a I one ch congkgi ns tr;gopat clpw\ Wi t hgpde i nsgyped Ncol
i ntersectg % dgﬁg gé,g. KK233- 2
%z%s ”Ead

(Amann and 19 5 sim Iy cl ed W 1ol Ncol and
Hi ndl | is. J O\ﬁg .lfcggé Y ?] in 66
m\/ltrlsH Sp erl It |ﬂ,5°thre|tol

0.2 my/ ma% Teatbdd &t@g& Eb:%c

X MTTCTCCCCCAC CA
1050 1070 1080 . 1090 1100 1110 1120
CCATCCCAAAGCACCTCCTCCACCCCAAT . GTACCATQGTGCACACCMCCACTGCTTOCTICAOCACCG
1130 1140 © 1150 1160 1170 1180 1190
CAAAAATGAGAAACACCTCCATCCCTTACCCCACTCATCCAATCCCCACCACCGTATGCACTTCCTCCTC
1200 1210 - 1220 1230 1240 1250 1260 .
CACCCCTTCCACCCCACCAAACACGCATTTCCCCACCT CTCCCCCCACCAACACAATTATCCCTTTACCA
25 1270 - -.1280. 1290 1300 1310 1320 1330
TCTGCCCCCCTTACCACGAGCGCAAGAGCAGACGCCCCACTCTCTTCAATATCATCTACCACCATCCCCG
1340 1350 1360 1370 1380 1300 "~ 1400
TAGAGAGGCMCQG‘IGCGGC‘I'I’OGCCOGCCGACCMCCCTGA‘I'GAOATG‘ITI‘GTCATOCOGTITCACGAG

L 1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470

GAGGACGACACCTCTCCCCTCAACCCCACCCTTTCAACCCTCTTCATCACCAGCCAATCCATCTTTTCTA

- 1480 . 1490 1500 1510 1520 1530 1540

TGTAGCTTCAACCCACTCCCTCTTCACTTCTTCCCCCCCACTCCCTACCCTTTGTACCATCTCACTCATA

1550 1580 1570 1580 1580 - 1600 1610

35  TAAATGTCTACCCCCTACCTACACTATACCTAACCCAGAGAACCCTAGAGTCATTAACCTACCCCCCTAT

. 1620 3630 1640 1850 1860 1670 1630

AGTACCCCCATCTCTACATACAACATTTAGTACAGATTACCATCCCTAACTAATTTAACTTCACCATTICT

16900 1700 1710 1720 1730 1740 1750

CCCOTTCATATTCATTTTCATCCATTATACACTCTTAATCOTTTCCCCOTACAACCCONATATATACCAC

1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820

CATAGCGTGTGCAGAACACCCCTTCCCOTCTCCTTIGCCCGTACTTAAGCTATATATICTACACCGCCAAT

1830 - 1340 1850 1880 1870 . 1880 1890

ACTCAATCTCCCCTTAGCACCTAACCCGCACTCTAGCGTAAGTCCCCGTOATATAGGTCAGAAGTCTTAA

4 1900 1910 1920 1930 1940 1950 1960

CACTGAAGACAGGATATCACCCGTTACCCTCCACCOTACCTACTACCTTCAATATCACTCTITCACCATS

1970

GACAGCGTCCAC o

\/ 20

50

8. A vector according to claim 6 or claim 7 which contains further genes that are necessary for the
transcription and translation of the Penicillium chrysogenum’ PAT gene

55 9. A Vector according to any one of claims 6 to 8 which contains further genes that permit the selection of
the plasmid in g-lactam producing microorganisms.

58
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DNA: | i gase. After transformation of an appropriate E. coli Ji"m“mmlm
JMB3; Yani sch-Perron et al., Gene E8033®#6BD85), individ I,
are isolated and characterised by restriction mapping. The pI ésde Wm th *

contalnsthe Ncol -Hi ndl Il restriction fra msnt Wlfy

pl asmi d pKi@233edor §°°E’5‘P It%ﬂ‘VﬁEKﬂGB'Ts 6ty 9 whi ‘ﬁ?f"@@%? Hheéf’e'\eﬁ'? ‘b°8?s ﬁfé?ﬁae"F‘ﬂ“e
SO| lb

E coli E. col org8748 Nexsas and Br05| us, Gene 40, 183, 1985) is trans-

formed wi tﬁ B ngijrt eoprorzlj e on? rnnialpe% JrQseQP rgpr&ﬁ én%r%lmg a

NaCl, 5 e

I ndi vi dugl ycg onJ;E/?(anfe t'lhagcs é 1 ancThagl ta atigoo rpm at

[err] unt "‘2. BBusWRlch %kmn@%&brta\fco%ng% RAS oleRfs b i@ ned (neasured at 600
nm. 5mM of a 0.1 MIPTG (1sopropyl - f’err]-Dthl ogal act osi de) are added.

Agi tation {35 ASHRsRGIaMbrovingSthd Bredutbnadk parfitillin dharadterzed3in it b peritdiliin Roduding o &

cel | s afe t h@ansorwdwith bl getbr 4ctblding BLhesne obE&IRs 6 MO, a0 tHBgeMda S isdided)) - 47 -
and worked up for identification of the protein expressed in E.coli. This

i dent i fi caClaiens forethie foliowihg Cantentting/StaAPS: BH)IGRacr yl am de gel - el ect rophoresi s of
the E.coli total protein, by Western-Blot using PAT-specific antibodies or
by enzynat1-c Adedcesstfprahe p@uawploéa DOA sqquampsitest nedes fonthe fenzyme ppnigilincasyitsansigrase
peni ci | ki um EMTY doryeied andipolatedioms chameterized inghat & (1A 5pgiFe (higBrderr. thergreyme

pl asnmi d pHS1egNiqligcyirangerase) havingtae-falloging sﬂ‘f"""1988) is totally 20

MetLeuHisI1eLeuCysclnGlyThrProPhecluzleclyTyrcluﬂisclySerAla

: 30 40
W, 20 _ AlaLysAIavallleAlaArgSerIleAspPheAlaValAspLeuIleArgGlyLysThr
50 60
LysLysrhrAspclucluLeuLysclnValLeuSerGInLeuclyArgVaIIIecluclu
70 . 80
ATgTrpProLysTyrTyrCluGlulleArgGlyIleAlaLysGlyAlaGluArgAspVal
90 - 100
SerClullevalMstLeuAsnThrArgThrGluPheAlaTyrClyLeuLysAlaAlaArg
' 110 . 120
AspClyCysThrThralaTyrCysGlnLeuProAsnGlyAlaleuClnClyGlnAsnTrp
o % 130 140.
AspPhePheSerAlaThrLysGluAsnLeulleArgleuThrileArgGlnAlaGlyLeu
) 150 160
ProThr!IeLysPheIIeThroluAlaGIyIleIleclyLysValclyPheAsnSerAla
170 180
clyValAlaValAsnTyrAsnAlnLeuHisLeuclnclyLeuArgProThrclyValPro
180 200
SerHisIleAIaLeuArgI1eAlaLeuGluSerThrSerProSerclnAlaTyrAspArg

_ 210 . 220

40 IlevalGluClnClyClyMetAlaAlaSerAlaPhelleMatValClyAsnClyHSsGlu
230 240
AlaPheGlyLeuGluPheSerProThrSerIleArgLysGlnvalleuAspAlaAsnCly
' 250 260
ArgMetValHisThrAasnHisCysLeuLeuClnHisClyLysAsnCluLysGluLeuAsp
270 T 280

ProLeuProAspSerTrpAsnArgHi sGlnArgMetGluPheLeuLeuAspClyPheAsp
.290 300
ClyThrLysGlnAlaPheAlaGlnLeuTrpAlaAsSpGluAspAsnTyrProPheSerlle

25

35

50
1o 320
CysArgAlaTyrclucluclyLysSerArgGlyAlgthrLeuPbeAsnIleIleTyrAsp :
330 - 340
HisAlaArgArgCluAlaThrvalArgleuClyArgProThrAsnProAspCluMetPhe
65 ' 350
ValuetArz?heAspclucluAspcluArxSerAlaLeuAsnAluArzLeu’
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cleaved with EcoR and ligated again in the presence of ECOB‘ ‘“\H@H“\
ML3npl9- RF-DNA (66-mM tris-HCO ( EP 073%)446 Binm sper mi di ne ,

mM dithiothreitol, 0.2 ng/m BSA, 0.5 nM ATP, addi ng 2 U T4- DNA I|gase at
[err] for 20 hours After transformat.i vai |l able which is
suitabl e fdts¥ ‘E?"Sfﬂ"?@b"@f“ '3%{“‘1"3 W&@f@%"g D%l‘fﬁe%"e'bﬁeéspr%"éfﬁl s cleaved with

Sal |, just as,a.JSoont o kil ol TR o MGRRL: v L (e
| t l}process 69 to calm in wﬁlg m\l q (f‘ (J g&# t
plasmg can be | by b Wn.chil ; ot d.f.eéea%”mo%r&?d' the
4.8 kb Salqﬂw%@ﬁsmf%ﬂ r&ﬁé “'??ﬁ 9"‘%?‘5%9 '?Té% AEATE®002. D)

| sol ation of pen|E|II|um rol" olasts FY or nat ttth: 2 nd
of a denscCTFREFETEEA Céwg@ cgrﬁ’ CTRYSFS Eﬁ%ﬁﬁ%"ﬁf@é‘?@ added to
200 m of steril¥%nini nu¥ﬁ°msd| umtf®r pentf9 1| urr’r r so Mmin 29 1
Er | ennpy erATCFERICACERICAPTAGAAATACTI CACATLYTEFORC cwwfﬁcﬁb [err]
20 g saccharose,2293 g K34 and?4%ni. tr 3% el en%ﬁﬁ’t m xt &% (for2800 i :
0.1 g [er r'{GAGT@CQCfWQTWWCG@WFQ PASEFOATELAGATRECCRAGOMGATEACTy [err]
and agitated at 2280 rpm3I® 20 hd&¥®s at P&r]. 13¥ ationd¢hd pur?¥Qcation
of the prTISHTRRIASAGIILEATACEACAAGEOTTGNFITCERECTRINTETFATECCACCCAANBIGSACARL | .
Acad. *&ci. U.S. AS0 81, 1300, 198430 -398 - Th&d%hycel i ¥ is ceh?®ifuged
of f and m&mmeGMWCGCMWGCGTGATCGAOGAMGATOGCCCAMTAC
" 430 440 450 460 470 480 400
. TACCACCAGATTCCCCGTGACTCCCACTTCCCTCTTICCTACATTITCTCCACCAATCCTCACCCATCAC
500 510 520 530 540 550 560
« CCCCCAAAACCACCTATTCCAAACCCCCCTCAACCCCATCTCTCCCACATTCTCATCCTTAATACCCCE
570 580 . 590 600 610 620 - 630
ACGGAATTTGCATACCCCCTCAAGCCAGCCCCTCATCCCTCCACCACTGCCTATTCTCAACTTCCAAATG
840 850 - 660 670 680 690 700
25~ GACCCCTCCAGCCCCAAAACTGCCATCTACGTTAACACATTTTACCTCCTCATTTTATICCATCCAATTT
710 720 730 740 750 760 770
CCCCCCACTAATTTCGTTCTTCAAGTTCTTTTCTCCCACCAAACACAACCTCATCCCCTTAACCATCCGT
780 790 800 810 820 830 840
. CAGCCCCCGACTTCCCACCATCAAATTCATAACCCACCCTCCAATCATCCGCAACCTTCCATITAACACTG
L 850 860 870 880 890 500 910
CCGCGCTCOCCGTCAATTACAACGCCCTTCACCTTCAACCTCTTCOACCCACCCCAGTTCCTTCGCATAT
" 920 d3o 940 950 980 970 980
TGCCCTCCGCATACCCCTCCAAAGCACTTCTCCTTCCCACCCCTATCACCCCATCGTCCAGCAACGCCCA
990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 -
ATCCCCCCCAGCCCTTTTATCATGOTGCCCAATCGCCACCAGCCATTTCGTTTGGAATTCTCCCCCACCA
1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
CCATCCCAAACCAGGTCCTCCACCCGAAT . CTAGCATCCTCCACACCAACCACTCCTTCCTICACCACCG
1130 1140 " 1150 1160 1170 1180 1190
40 CAAAAATCACAAACACCTCCATCCCTTACCCCACTCATCCAATCCCCACCACCGCTATCCAGTTCCTCCTC
1200 1210 1220 1230 1240 £ 1250 1260
CACCGGTTCCACCCCACCAAACACCCATTTCCCCACCTCTCCCCCCACCAACACAATTATCCCTTTACCA
1270 1280 1290 1300 1310 1320 1330
“TCTGCCCCCCTTACCACCAGCGCAACAGCACAGGCCCCACTCTCTTCAATATCATCTACCACCATGCCCC
1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
TAGACACCCAACCGTCCCCCTTCCCCCCCCCACCAACCCTCATCACGATCTTTGTCATCCCGTTTCACCAG

_‘_
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D T The"r oo rme Fo ) o 12 Sl ¢ o MMELBELE AN
cooling centrifuge JS 7.5, 1500 rpm [err], 5 minutes). The protopl dst ™

pellet is vvashelduEwice with 0.9 MNaC an then9C6In110MSOFbItO| 50
M [err]. &%% ar e rlétﬁPs end cccg 3 A 1% or bi 4419 50 v
b ACETY "%& @mmm
'E(rar;] H(Cil ?E}a 5 8A faerjg{"{fged f ‘s‘é{:’ﬁ@:ﬁ"é tlogé‘ﬁ’r?d addk"tfgto t he

I g"f% :gEBHFI nm
Itoil()tsoﬁcﬁsfo sus“plsgrigﬁ g’f’l e- flngggred 1899 addetPO0 ncubifiPon for
20 nminutes TN 1cCE. rﬁ 054‘:“%5 %Mﬁ AMCETICCOCCETADH) |

mMtris-HA ~ (pH 1]529) 500830 [ er r}640st eri 1650f i | t cR€89) ar el8¥0ded; 1dse mi xt ure
i s i ncubat emmmccsammmmwchmmmmuacammgmmmmmmeﬁmﬁo v
[err], tohorough x69Qi ng t¥does pl armo and 11e® i xt 4730 is axigted t o Prsel  of

i ni UM MedéaTOTTGATATICATIITEY 2CCATPAT ARACTOTTAf TCO T ROCECOTHCANCCCONAT ATAT ACCAEN €
transfornmati on prmeparatipme are pisat ed optse m ni psom nmedi grop! at eggapn ni num
medi um as  EATRCCOTGUCGNBRNEACCEETTRCECTE YOI BCCORPACTARAGOTATATAPIUTROMOCEEEMAN ) . DNA
whi ch is isol at expabr om vgggoous cgsoni es gg9o be chgmoact erjgged by gaget hern -
hybri di %at i grciidrct@draaactmabrcdeabitacdomatdddberchiaTabOrchbAeTERALRNT S,

t hose whi ch contmigd seveigh COpi g500f thegyeat - ges@ due ijgzonul tifHes

| Nt egr at | ONGARYEANCAENSATATEARCEHTTRELIEEALCOTALEIAGEACAI TR A ATEACTERFIRASHIAG! ¥
tested by test fgmgentations for increased penicillin formation.

W, 20  CACAGCGTCCAC.

3.. A process according to claim- 1 or claim 2 in which the DNA-sequence includes the sequences
25 necessary for the transcription and translation of the Penicillium chrysogenum PAT gene.

4. A process according to claim 3 in which the sequences that are necessary for the transcription and
translation of the Penicillium chrysogenum PAT gene are the sequences between the Isopenicillium N
synthetase gene and the Penicillium chrysogenum PAT gene.

5. A process for the production of a vector that contains a DNA sequence that codes for the enzyme
penicillin acyltransferase (PAT), characterized in that the DNA sequence that codes for the enzyme
penicillin acyltransferase having the following sequence:
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e e g gl e i

10 ' 20
MetLeuHisIleLeuCysClnGlyThrProPheGlulleGlyTyrGluHisClySeraAla
. 30 : 40
AlaLysAlavallleAlaArgSerIleAspPheAlavalAspleulleArgGlyLysThr
50 ~ 80
LysLysThrAspGluGluLeuLysClnvalLeuSerClnLeuGlyArgvallleGluGliu
70 80
ArgTrpProLysTyrTyrGluClulleArgClyIleAlaLysClyAlaCluArgAspval
90 : 100

SerGlulleValMe tLeuAsn'rhrArg‘rhrCJuPheAl_aTyrGlyLeuLysAlaAl aArg
) 110 ’ 120
AspGJyCysThrThrAlaTerysclnLeuPtoAsnclyAIaLeuGanlyclnAsntrp
130 _ 140

15 AspPhePheSerAlaThrLysGluAsnLeulleArgleuThrileArgGlnalaClyLeu

. 150 160
ProThrileLysPhelleThrCluAlaClyllelleClyLysValGlyPheAsnSerAla

. 170 180
ClyValAlavValAsnTyrAsnAlalLeuHisLeuGinClyLeuArgProThrClyvalPro

o @ 190 200
SerHislleAlaLeuArglleAlaLeuGluSerThrSerProSerClnAlaTyrAspArg

210 220

: 11eValCluCinClyGlyMetAlaAlaSerAlaPhelleMetValClyAsnClyHisClu

25 ' 230 : " 240

AlaPheClyLeuGCluPheSerProThrSerlleArglysClnValLeuAspAlaasnCly

250 260
ArgMetVvalHisThrAsnHisCysLeuLeuClnH{sClyLysAsnCGluLysCluLeuAsp .

- ' 270 : . : 280

N/ 80 ProLeuProAspSerTrpAsnArgHisGlnArgMdetCluPheLeuLeuAspCl yPheAsp

290 300

ClyThrLysClnAlaPheAlaGlnLeuTrpAlaAspCluAspAsnTyrProPheSerlle

10

310 320
35 .
CysArgAlaTyrCluCluClyLysSerArgClyAlaThrLeuPheAsnIlelleTyrAsp
. 330 340
HisAlaArgArgCluAlaThrValAargleuClyArgProThrAsnProAspCluMetPhe
) ' aso .
40 ValMetArgPheAspCluCluAspGluArgSeralaLeuAsnAlaArgleu ]

is combined with a vector by recombinant methods.

45 6. A vector according to claim 5 in which the DNA sequence that codss for the enzyme penicillin
acyliransferase (PAT) includes the following sequence:
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[err] -

55 - Figure 2: Purification of thiol- dependent PAT“mIEI"m

chrysogenum P2/ ATCC 48271 RPC ( MNERE3360846/B1300- 5/ C4) of frac
AL 310/- chromat of ocussing of the active pool AL 278/ 2 (fol l.ow ng af'f

chromat ogr aphy) on I\/bno P neutral AI | sovar,) ant pI , 15 -
(1 mrobi i ne) 2910/ 4 oy
(I mobi | 1 ne). G“G“G"ccc"mﬁ%im ox sovAar ? hﬁ% 8&A

(1 mobi | | ne)

El ect roghor et m&#cmﬁcr\‘s'%ﬁ%%%?ﬁ Sﬁ@gﬁ%@w ﬁéﬁéfm Wf‘

140

m I

e ‘f m ,
chrysogé&num P2/ ATCC ¥#8271 G448 ent C oesi s
and i soel ect ri ATFTECRASPIRGABTACAMTICGFT cc?‘?g%& 'fﬁ%%l%pﬂ?e ( pH
4.5 - 6.5) of AL 28/ chrorfiPof ocus’éf’ 280
affinity-chr orra%‘gﬁﬁg#ﬁ#mqwﬁ%ﬂm Tﬁ?@pﬁ"a’?%“t‘”b??%“% 2 on
Mono P.3a: G adi ent2% SDS- BRRE (8- 203% T 340
crocroccmocccrcu».cccwuocarr ACTI‘COCCG‘ICOATCTCATCCGAGGGMMCGMGM
360 370 380 390 400 410 420
CACGGACGAAGAGCTTAAACAGGTACTCTCCCAACTCCCCCCCCTCATCCAGGAAACATCCCCCAAATAC
430 440 450 460 470 480 490
s TACGAGCAGATTCCCCCTCACTCCCACTTCCCTCTTTCCTACATITICTCCACCAATCCTCACCGATCAC
500 510 520 530 540 550 560
CCCCCAAAMACCAGCTATTCCAAAGCCCCCTCAACCCCATCTCTCCCACATTGTCATCCTTAATACCCGE
570 580 590 600 610 620 ° 630
ACCCAATTTCCATACGCCCTCAAGCCAGCCCCTCATCOCTCCACCACTCCCTATTCTCAACTTCCAAATG
L 640 850 660 670 680 890 700
GAGCCCTCCAGCCCCAAAACTCCGATCTACGTTAAGAGATTITTACCTCCTCATTTTATICCATCCAATTT
710 120 730 740 750 760 770
GCGCCCACTAATTTCGTTCTTCAAGTTCTTTTCTCCCACCAAAGAGAACCTCATCCCCTTAACCATCCCT
180 190 800 810 820 830 840
e CAGGCCCCACTTCCCACCATCAAATTCATAACCCACCCTCCAATCATCCCCAACGTTGCATTTAACAGTG
850 860 870 880 890 900 910
CCOOGGTCCCCGTCAATTACAACCCCCTTCACCTTCAAGGTCTTCOACCCACCCGAGTTCCTTCGCATAT
. T 920 ¢30 940 - .950 960 970 980
o %0 TCCCCTCCCCATACCGCTCCAAACCACTTCTCCTTCCCACCCCTATCACCCCATCCTCCAGCAACGCCCA
990 1000 1010 1020 1030 1040 1050
ATGCCCCCCACCGCTTTTATCATCCTCCCCAATCCCCACCACCCATTTCOTTTCGAATTCTCCCECACCA
1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
CCATCCCAAAGCAGGTCCTCCACCCCAAT . GCTACCATCCTCCACACCAACCACTCCTTCCTICACCACEG
35 1130 1140 © 1150 1160 1170 1180 1190
CAAAAATGAGAAACACCTCCATCCCTTACCCCACTCATCCAATCCCCACCACCCTATCCAGTTCCTCCTC
1200 - 1210 1220 1230 1240 1250 1260
GACCGGTTCGACGCCACCAAACACGCATTTCCCCAGCTCTCOCCCOACGAACACAATTATCCCTTTACCA
w 1270 1280 1290, 1300 1310 1320 1330
TCTGCCGCCCTTACGACCACCOCAACAGCAGACCCCCCACTCTCTTCAATATCATCTACCACCATCCCCG
1340 1350 1380 1370 1380 - 1380 1400
. TACAGACCCAACCGTCCCCCTTCOCCCCCCCACCAACCCTCATCACATCTITCTCATCCCCTTTCACCAG
- 1410 1420 1430 1440 1450 1480 1470
CAGCACCACACGTCTCCCCTCAACCCCACCCTTTCAAGCCTCTTCATCACCACCCAATCCATCTTTTGTA
-1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540
TGTAGCTTCAACCCACTCCCTCTTCACTICTTCOCCCGCACTCCCTACCCTTTGTACCATCTCACTCATA
1550 1580 1570 1580 1590 1600. 1610
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[err] 3b: Anmpholine (pH 3,5 - 9.5) [err] 1 I study Phar

19. 30: 8.65: 8.45: 815: 7.35: 6. 533 0[3359]5333 82 5. 2% 4. 5?1“'“"8’"“]]””[1“"""
27812 3  Carboanhydrase newy prepared 3c: |mmobiline (pH 4. 5% &6.5% [®&rr]
1 - AL 278/2 6- APA- AH- Seph 2 AL 310/5 3 AL 310/ 4

Chr omat of ocussi ng*640 AL 180/ 3 5 184Qar boat®¥0hydr ad®80  Fi W70  4: 1880
Restricti on 4RHICCRECATRIGTAGATACAAGATTTACTAGACATTAGCGATGCCTAACTAATTTAACTTGACCAELGIR|
chrysogenum whi c¥98nbr ac¥90t he pdtlogene K28t rict iB napsi@Oe appldsd mat e
reproduct i ofRECEFCATATTICATTETTICATICCATEATACACTATEMISOTERCCLCOCTRMACREONATATATACCAC

Xhol e di stance¥88hown 370t he r¥BA0ri cti &1P0i nt er 8800t i on BEIPes ar k820
proporti onal cmmrmmmmnmmc@qmmg@mnmmemommmr ved

may differ 1830 1840 Banddo fronkgddose. Ny al | 1sa®tri cti1s90
i Nt er sect i ONAGIICASECTECEETYAGOARC TAAGCCEOAC TCTAGCGIASGTACCCOTCATATREGCTTAPAADTCTTAA
EcoRl spresent thriseghout .1910 1920 1930 1840 1950 1960
BanH | OAC'IGMGACAGGATA‘ICACCCGT'I'ACCCTGCACCOTACCTACTACC‘!TCMTATCACTC‘ITICAOGATG
1970
CACAGCGTCCAC.

15

7. A process according to claim 5 or claim 6 in which the vector contains further genes that are necessary
for transcription and translation of the Penicillium chrysogenum PAT gene.

20 8. A process accdrding to any one of claims 5 to 7 in which the vector contains further genes that permit .
the selection of the plasmid in g-lactam producing microorganisms.

9. A process according to any one of claims 5 to 8 in which the vector contains a further gene that codes
for the enzyme Isopenicillium N synthetase.
25 . :
10. A process for the production of the enzyme penicillin acyltransferase (PAT) comprising transforming the
host with a vector as defined in any one of claims 6 to 9 and isolating the expressed PAT.

11. A process for the production of cells that contain a vector as defined in any one of claims 5 1o 9,
W ® characterized in that the cells are transformed with a vector as defined in any one of claims 5 fo 9.

12. A process for |mprovmg the production of penicillin characterized in that a penicillin producing cell is
fransformed with a vector as defined in any one of claims 5 to 9, and the penicillin is isolated.

35 Revendications
Revendications pour les Etats contractants suivants : AT, BE, CH, DE, FR, GB, [T, L, LU, NL, SE

1. Séquence d'ADN sous forme punf' ido et |so|ée. codant pour ['enzyme pémclllmacyltransférase qui
présente la séquence suivante :
40
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)S(ﬁl): i\zz sequence of exanples 14 EP® 3365146 B1 | SaII : mﬂ“mm“ﬂﬂmnw

BanrH | B = sequence of cxanple 18 -
Sal'l EcoRl Xhol BanH | Sall BamH | Sall 1 kb
EcoRl -BanH | [err] [err] CD~~~~~~ O~~~ e " 29
'  MetleuHisIleLeuCysClnClyThrProPheClulleClyTyrCluHisGlySerala
30 ’ <0
AlnLysalaVclI1eklaArxSerIleAspPhéAlaanAspLeuIIeArxclyLysThr
s0 80
LysLysThrAspclucluLeuLysc1nValLeuSerClnLeuclyArgValxlecluclu
70 . 80
ArxTerroLysryrryrclucluxleArxclyI1eAlaLysclyAlacluArxAsanl
10 80 . 100
SerClulleValMetLeuAsnThrArgThrCluPheAlaTyrClyLeulysAlaAlaArg
: 110 ’ 120 -
AspclyCysThrThrAlaTerysGlnLeu?roAsnclyAlaLeuclnclyclnAsnTrp
130 140
L AspPhePheSerAlAThrLyscluAsnLeuIleArzLeuThrIleArxclnAIACIyLeu
. 150 160
ProThrIleLysPheIIeThrcluAlaclytlelleclyLysValclyPheAsnSerAla
170 180
: 'CIyValAlaValAsnTyrAsnAlaLeuHisLeuclnc1yLeuAr¢ProThrc1yVa1Pro
s 2 190 200
' SerHisIIeAlaLeuAer1gAlaLeucluSetThrSerProSerclnAlary;AspArz
210 220
: IleVa1cluc1nclyCIyMetAlaAlaSerAlaPheIleMetV:lGlykanlyHIsclu
25 ‘ 230 - 240
A1aPheclyLeuCluPheSerProThrSerI1eArxLyscanalLeuAspAlaAsncly
250 2680
ArgMetValﬂ1sThrAanisCysLeuLeuclnﬂiaclyLysAsncluLyscluLeuAsp"
270 280
K_/ 30 ProLeuProAspSerTrpAsnArzHlsGlnArzuetcluPheLeuLouAspclyPheAsp
200 300
clyrhrLysclnAlaPheAlaclnLeurrpAIaAspGIuAspAsnTerroPheSetIle

35 310 320

CysArgAlaryrclucluclyLysSerArzclyAluthrLeuPheAsn!lezleryrAsp
330 340

HisAlaArzArxcluAlaThrValArzLeuCIyArzProThrAsnProAspcluuetPhe
aso

40 . ~ ValMetArgPheAspCluCluAspGluArgSeralatsuAsnAlaArglsu,
2. Séquence d'ADN selon la revendication 1, comprenant la séquence suivante :
a5
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- 60 - Figure 7: Construction of the plasm d pBC2001. [err] ‘ |£”H“\
‘the DNA of a conplete pat-cDNA cEB®S36t446 Bli nes), the two Ec

are cloned into vector ML3nmpl9. A Ncol intersection site is |nserted usi ng
an "ol i gonucl eot i de. ghe Ncol,; Hi ndl Ib fragnydﬂt Is Lhen bui into

expressi on ve Grfiat &crgﬁc@r WAé U“rﬁ{'ﬁ;\ Adsn,}céﬂsectlon

sites of the corres%n QRZYTTES; S nu ni-ng lé 3rrp| 9; p
trctrplacfusum Q @%gg: g E Lon_term nat or
of pKK233-2; bf‘g“'ﬁ‘fﬁ |IH) %SI S q e gen o & m%* F| gure

8: Th I ‘ rts AP
pHSlOg FKgIS;nr GT%}S V\:EI (‘2 con alzgg a 40N o? 39:& Aﬁl duI ans
ne E% F

3
)

pronoter p gdg, "ﬁﬁ genase
gene) vmththep gycm rg |stan e Li st ance

gene (bl a) seg c':d&m%& kg Sal |
fragnent is bUI I3go WM t peni G4 ysognglm pat ‘gene q |, EcoRl
are the inter %ﬁ&fckéawwcm A&?Wédcﬁma&réﬁéﬂob%

430 440 450 460 470 430 _ 490
TACCACCACATTCCCCCTCAGTCCCACTTCCCTCTTITCCTACATTTTCTCCACCAATCCTCACCCATCAC
500 510 520 530 $40 550 560
CCCCCAAAAACCACCTATTCCAAACCCCCCTCAACCCCATCTCTCCCACATTCTCATCCTTAATACCCCS
570 580 590 600 610 620 630
ACCCAATTTCCATACCCCCTCAACCCACCCCCTCATCCCTCCACCACTCCCTATTCTCAACTICCAAATG
. 640 850 660 870 680 890 700
— CACCCCTCCACCCCCAAMACTCCCATCTACGTTAACACATTTTACCTCCTCATTTTATICCATCCAATTT
' 710 720 730 740 150 760 770
CCCCCCACTAATTTCCTTCTTCAAGTTCTTTTCTCCCACCAAACACAACCTCATCCCCTTAACCATCCET

780 790 800 T 810 120 830 840

- CACCCCCCACTTCCCACCATCAAATTCATAACCCACCCTCCAATCATCCCCAACGTTCCATTTAACAGTG

- . 850 360 870 830 190 900 910
CCCCCCTCCCCCTCAATTACAACCCCCTTCACCTTCAACGTCTTCCACCCACCCCAGTTCCTTCCCATAT
" 920 410 940 950 980 010 980 .

o TCCCCTCCCCATACCCCTCCAAACCACTTCTCCTTCCCACCCCTATCACCCCATCCTCCACCAACCCCCA

% 990 1000 1010 1020 1030 11040 1050
ATCCCCCCCAGCCCTTTTATCATCGTCCCCAATCCCCACCACCCATTTCCTTICCAATICTCCCCCACCA

1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
CCATCCCAAACCACGTCCTCCACCCCAAT . STACCATCCTCCACACCAACCACTCCTTCCTTCACCACCS

1130 1140 T 1150 1160 1170 1120 1180

35 CAAAMATCAGAAACACCTCCATCCCTTACCCCACTCATCCAATCCCCACCACCCTATCCACTTCCTCCTC
1200 1210 . 1220 1230 1240 1250 1260
CACCCCTTCCACCCCACCAAACACCCATTTCCCCACCTCTCCCCCCACCAACACAATTATCCCTTTACCA

1210 1280 1290 1300 1310 1320 1330
TCTCCCCCCCTTACCACCACCCCAACACCACACCCCCCACTCTCTTCAATATCATCTACCACCATCCCCO

40 1340 - 1350 1380 1370 1380 1380 1400
'r;.c»\cAcocmcoc.rcccccn'ccccoccccaccucccrcarcacamcrmrccmcaccm

15

1410 1420 1430 1440 1450 14680 1470
CACCACCACACCTCTCCCCTCAACCCCACCCTTTCAACCCTCTTCATCACCACCCAATCCATCTTTTICTA
45 1480 1480 1500 1510 1520 1530 1540
TGTACCTTCAACCCACTCCOTCTTCACTTCTTCCCCCCCACTCCCTACCCTTTCTACCATCTCACTCATA
1550 1580 1570 1580 1590 1800 1810
TAAATCTCTACCCCCTACCTACACTATACCTAACCCACACAACCCTAGACTCATTAACCTACCCCCCTAT
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Chat codeq for the enzyie pen %Eﬁﬁgﬂemé&né’?éiLLidmﬂ?Sh'lmﬂﬂﬂm Illﬂ mi III|

foll owi ng sequence: 10 [err]

[Zgr?]o 20 roc 1620 1630 4&4&6”]6# 0gp 1660 1670 1880
100 [err] 110 *HgHICTTOTGUCATTTCS, B3 re
40 1750
igg %g: H igg ccccrrcuz«rrmmcuccarr;mc:\c-r% cgw%cc%wocccmurm.cmc
220 1760 1770 1720 1790 1300 1810 1820
CATAGCGTCTCCACAACACCCCTTCCCOTCTCCTTCOCCETACTTAACCTATATATT CTACACCCCCAAT
1830 - 1840 1850 1860 1870 1880 1890
ACTCAATGTCCCCTTACCACCTAACCCCCACTCTACCGTAAGTCCOCOTCATATACGTCAGAAGTCTTAA
10 1800 1910 1920 1930 1940 1950 1960
CACTGAAGACACCATATCACGCOTTACCCTCCACCGTACCTACTACCTICAATATCACTCTTTCACCATS
| 1970
GACAGCGTCCAC «

15

3. Séquence d'ADN selon la revendication 1 ou 2, comprenant les séquences requises pour la transcrip-
tion et la traduction du géne PAT de Penicillium chrysogenum. .

4. Séquence d'ADN solon la revendication 3, dans laquelle les séquences qui sont requises pour la
transcription et la traduction du géne PAT de Penicillium chrysogenum sont les séquences entre le
- géne de lisopénicilline N synthétase et le géne PAT de Penicillium chrysogenum.

. 20

. 5. " Protéine qui est codée par une séquence d'ADN selon I'une quelconque des revendications 1 3 4, sous
25 forme purifiée et isolée. :

6. Vecteur contenant une séquence d'ADN codant pour I'enzyme pénicillinacyliransférase (PAT), Fenzyme
pénicillinacyltransférase présentant la séquence suivants :
| : 10 : ' 20
U 20 MetLeuHisI1eLeuCysclncIyrhrrroeheclutIeclewrcluﬂlsclySerAIn
30 . 40
AlaLysAannlI1eAluArxSert1eAspPheAl;ValAspLeuxleAr(clyLysrhr
50 80
. LysLysThrAspclucluLeuLysc1nValLeuSerGlnLeuGlyAeralIlecluclu
10 80
ArtTrvProtysTyrryrclucluzleArxclytIeAlnLysclyAlncluA::Asanl
S0 100
_ SerClul lewluethuAsnThrArﬂhrcluPheAl aTyrClyLeulysAlaAlaarg
0 110 - = ' 120
AspGlyCysrhrrhrAlarerysclnLeuProAsnclyAlaLeuclnclyclnAsnrrp
130 140
As pPhePheSe rAlaThrLysCluAsnLeulleArgleuThr? learzclmhclyt.eu
. 150 ) 160
& ?ro'rhrtIeLysPheI1e'rhrcluAlaolyneI1eclyl.ysv:IclyrheAsnSerAla
170 180 .
Clyva IAIaValAsnTymsnAInl.euui:Leuclnclyl.aurz?rorhrclyh1P.ro

50
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T CHCA: D |‘|!||||J||||[l|||,1||||L||||!||-

300 [err] 310 ' 320 [err] 330
340 [err] 350 [err] - 2- 190, 970- 9757, A DNA
sequence according to claim1 which i u
20 30 SgrnlsmAlaLeuArelgeAhLeucl\lSG réersros“%\ﬂ? nlgrffbggf nce. 1090
100 110 120 130 210 140 [err] 150 170
180 190 1ev.zgnaclnclyclmeoapemperzwheIleuet‘ééslnmclvﬂhﬂa 250
260 ° 270 280 [err] 240
. AlaPheclyLeuGIuPheSerPto‘!‘hx‘SerI1eA:xLyscanalLeuAspAIMsno.ly
250 280
Argietva lHls‘rhrAan $sCysLeuLeuCinHisClyLysAsnCluLysCluLeuAsp
w . 270 280
ProLeuProAspSerTrpASnATgHIsSClnArgMetCiuPhel.aulauAspClyPheAsp
290 300

cly‘rhrLysclnM a?heAl aclnLeu'rrpAlMspcluAspAm‘rerroPheSer!le

1% : 310 320
' CysArgAh'ryrclucluclyLysSerArxolyAl aThrleuPheAsnllelleTyrAsp
330 340
HisAlaArzAr:G!.uAl aThrValArgleuClyArgProThrAsnProAspGluMetPhs
\ : 350
- 20
~ ValuetAr:?heAspc_lucluAspcluArtSerAhl.eu.AsnAlnArzl.eu.

26 7. Vecteur selon la revendication 8, dans lequel la séquence d'ADN, codant pour I'enzyme pénicillinacyl-
transférase (PAT), comprend la séquence suivante : :
10 20 30 40 50 80 70
CTTCATCTCCCATCACTCTCATCCTATCCTCCCACATTCCTCCCTACCCCAATATAAATCTCACCATCCA
c ' 80 90 100 110 - 120 130 140
— % GCTTCCCCCTCCATCATCATCCCCACCACCCCCTTTCTCATCTCCCTCACCCACCTCTCAGTTCTTITACCC
150 1680 170 180 150 200 . 210
ATCTTCCCACCCCCACCACAAATCCTTCACATCCTCTCTCAACCCACTCCCTTTCAAGTAAGTCCTCCAC
220 2310 240 250 T 260 270 280
35 TCM‘I‘ACCAGAmCCﬂCTCMTCﬂCCGAGﬂC‘rGACCTGATCCACATC'OGC‘!’ACGMCATOOCT
290 300 o0 320 330 340 aso
CTOCTOC_CMAOCCGTGA‘I‘AGCCAOMGCA‘ITGAG‘!TCOCCGTCGATCTCATCCGAGGGMMCGMGM
360 370 . 380 390 . 400 410 420
GACCCACCMGAOCHAMCAGGTACTCTCOCMCTGOCOCOCGTOATCGAGGMAGATCGCCCAMTAC
40 . 430 440 450 460 1470 480 . - 490
' TACCACCACATTCCCCCTCAGTCCCACTTCCGTCTTTCCTACATTTICTCCACCAATCCTCACCCATCAC
§00 510 5§20 $10 . 540 550 §60
CCCCCAAMAACCAGCTATTCCAAACCCCCCTCAACCCCATCTCTCCCACATTCTCATCCTTAATACCCCC
- 570 580 590 600 610 820 630
ACCCAATTTCCATACCCCCTCAACCCACCCCCTCATCCCTCCACCACTCCCTATTCTCAACTICCAAATG
840 650 660 670 680 690 700
: cAGCCCTCcAGGGC_CMAAC‘L‘OOGA‘I‘GTACGﬂMCAcATrITACCTCC'rCA‘nTTATrCCATCCMm
1710 720 - 730 740 150 760 110
50 CCCCCCACTAATTTCOTTCTTCAAGTTCTTTTCTCCCACCAAACAGAACCTCATCCCCTTAACCATCCCT
780 180 800 810 820 830 840

CACCCCCCACTTCCCACCATCAAATTCATAACCCACCCTCCAATCATCCCCAACCTTCCATTITAACACTG

45
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450 460 470 480 490 [err] 500 - *blp L
530 540 550 560 [err] 570 580 . 590 600
610 - 620 8§BO [erdpo640 370 650880 - WD 900570 910 680
690 700 qCSLAGTCTUBTCAATTACAAROCCCTTCACCTICABCGTCTTCCAGUEACCCCAGTTCETTECCATAT 760 -
770 [err] 780 97®0 930 800 940 81950 9500 270330 980 840
[err] 850 TCCEGIMCCCATACCRTCCAAACCACTTE RIS TTCCCACCCE AT CACCCCATOGDREACCAACCCERN)
[err] 930 93090 10040 1020950 1020 960030 9@ 10980
[err] 990 ATEOGIICCACCCC T TATCATCCTCOE CANT CCCCACCATOGNI TTCCTTTCEAATICTCCCCCATEN)
[err] 1060 1072080 1080 1080090 1090 1100100 1100 132020
[err] 1130  CCATQOBAACCACCTECHIPACCCCAATIGMOCATCCTCCAGAEGAACCACTCETRBTTCACCAQEEO0
[err] 1200 121030 1280 1150230 1160 1248170  12H® 119200
[err] CAAMATCAGAAAGACCTCCATCCCTTACCCCACTCATCCAATCCECACCACCGTATCCACTTCCTCCTC
1200 1210 1220 1230~ 1240 1250 1260
CACCOGTTCCACCCCACCAAACACGCATTTCCCCACCTCTCCCCCCACCAACACAATTATCCCTTTACCA
1270 1280 . 1290 1300 1310 1320 1330
5 TCTCCCCCCCTTACCACCACCCCAAGAGCACACCCCCCACTCTCTTCAATATCATCTACCACCATCCCCE
1340 1350 1360 1370 1320 1390 1400
TACACACCCAACCETCCCCCTTCCCCCCCCEACCAACCCTCATCACATCTTTCTCATCCCGTTTCACCAG
1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470
, . CAGEACCAGACGTCTCCCCTCAACCCCACCCTTTCAACCCTCTTCATCACCACCCAATCCATCTTTTCTA
s 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540
TGTACCTTCAACCCACTCCOTCTTCACTTCTTCCCCCCCACTCCCTACCCTTTCTACCATCTCACTCATA
| 1550 1560 1510 1580 1590 1860 1610
TAAATCTCTACCCCCTACCTACACTATACCTAACCGACAGAACCCTACACTCATTAACCTACCCCCCTAT
25 - 1820 1830 1640 1650 . 1680 - 1670 . 1880
AGTACCCCCATCTCTACATACAACATTTACTAGACATTACCATCCCTAACTAATITAACTTCACCATTCT
1890 1700 1710 1120 1730 1740 1750
CCCOTTCATATTCATTTTCATCCATTATACACTCTTAATCOTTTCCCCOTAGAACCCCNATATATACCAC
: | 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
_ % CATACCCTGTCCAGAACACCCCTTCCCCTCTCCTTCCCCCTACTTAACCTATATATICTACACCCCCAAT
1830 1840 1850 1880 1870 1380 1890
ACTCAATCTCCCCTTACCACCTAACCCCCACTCTACCGTAACTCCCOCTCATATACCTCACAACTCTTAA
1500 1910 - 1920 1930 1940 1850 1980
N CAcrcMc.xcaccm\rcacccmaccC‘rOCAcccuccmcuccncuurc:«crcmcmcuc
1970
CACACCCTCCAC o

4 8. Vecteur selon la revendication 6 ou 7, contenant d'autres génes qui sont requus pour la tanscnptlon et
la fraduction du géne PAT de Penicillium chrysogenum.

8. Vecteur selon I'une quelconque des revendications 6 & 8, contenant d'autres génes qui permettént une
sélection du plasmide dans des microorganismes producteurs de g-lactames.

10. Vecteur selon I'une quelconque des revendications 6 & 9, contenant un autre géne qui code pour
I'snzyme isopénicilline N synthétase.

11. Procédé pour la production de I'enzyne pénicillinacyliransférase (PAT), consistant en la transformation
50 d'un hbte & I'aide d'un vecteur selon ['une quelconque des revendlcatlons 6 4 10 et l'isolement de la
PAT exprimée.
12. Cellule contenant un vecteur selon I'une quelconque des revendications 6 & 10.
55 18. Procédé pour I'amélioration de la production d'une pénicilline, caractérisé en ce qu'c;n transforme une

cellule productrice de pénicilline avec un vecteur selon I'une quelconque des revendications 6 a 10, st
on isole la pénicilline. :

69



1270
1340
1410
1480
1550
- 3-

1660
1740

1820 [err]
[err]
1970 [err]

t he sequences necessary for the tranf
Peni cisb | i um Crn'yé&g&gﬁdﬁ*V&llleAl&ArgSet! eAs

1900

. 15

20

25

30

35

45

50

55

1.

1280
1350
1420

e e Sl Eﬁgﬂ;ﬁ’:z,’w %%%“
6 D yde pour I'%lzzgm pémcdllﬁn_ sférase p t la sequigczg

3.

1290 ' 1300 1310 1320
1360 "~ 1BPO 336 446 B330 1390
1430 1440 1450 1460

er’r

1490 1500 1510 1520 1530 . 1540 [err]
R%s%ea“m pour des Ftats contraglantg suivants 3 B GR 1600 16 10 [err]

- 1910 1920

mnem=5m@feezmmrg@%vxirévmflaw@?wse
kfﬁ%g?xg%LLineﬁri%&yfygTE

. s0
LysLysrhrAspclucluLeuLyscantlLeuSerclnLeuclyAr¢Vc1llecluclu

70 80
ArgTerroLysTeryrcIuclux1eArxclyt1eAlaLysclyAlacluArzAspVa1

90 . - : 100
' SerclutleVaIMetLauAsnThrArgThrclu?heAlltyrclyteuLysAlaalaAr:

110 120

: AspolyCysThrrhrAlnTerysclnLeuProAsnclyAlaLeuclnclycInAsnrrp

130 ) 140
AspPhe?heSerAlarhrLyscluAsnLeuIleArILeuThrtIeArgclnAlaclyLeu
. 150 . 160
ProThrI1eLysPheIlerhrcluAlaOIylleIleclyLysVnlclyPheAsnSerAla
170 . 180
c1yValAlaVulAsnTyrAsnAlaLeuHisLeuclnclchuArzvroThrclyanPro
190 . . 200
SerﬂlstleAqueuArtlleAlaLeuc1uSerThrSerProSerOlnA1aTyrAspArz
210 _ . 220
TleValCluCinClyClyMetAlaAlaSeralaPhelleMatValClyAsnClyHSsClu
230 : ) 240
AlaPhecIyLeucluPheSerProTh:SerIleArgLyscannlLauAspAlaAsnoly
250 260

' ArguetVn1H131hrAanisCysLnuLeuclnuiaclyLysAsncluLyscluLeuAsg

270 280
ProLeuProAspSerrrpAsnArxHisGlnArzKatclu?heLeuLouAspclyPheAap
2280 : 300

1650
I"ISfél'ase 730

binaison

1810
ivante : 1890
1960 [err]

i ncl udes

t he

thrhrtysclnAlnPheAlnclnLeuTrpAlaAspGluA;pAsnTyr?roPheSer!19"

310 ' ' 320
CysArgA1aryrclucluclyLysScrArcclyAlaThrLeuPheAsnxletleryrAsp

330 ' 340
HisAlaArxArzcluAlathrVnIArgLeuclyArzProth:AanProAspcluuet?hc

3so
'ValuetAr:?he&spc1ucluAspGluAr:SerAlaLeuAsnAllAr:Leu

et on purifie la séquence d'ADN isolée.
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2. Procédé selon la revendication 1, dans lequel la séquence d"'ADN coinprend la séquence suivante :



'PAT-gene. 4. A DNA sequence according 'to claim3 in whig
whi ch .are necessary for the trans@pipsissae®id transl atiq’n I !II mlm "ﬁrﬂ:ﬂﬂ
Peni ci | |i um chrysogenum PAT gene are the sequences between*
I sopenicillin N-synthetase gene. and the Pencillium chrysogenum PAT gene
A protein which is 1®oded fd0 by a DMA sequetfce accéedi ng t @eany onggof .
clains 1 to 4CTICATEIOCCATCAGTENCATCTIATCERECCACANTCCECCCTACCOCAATATARATCICACERTCON ai NS
a DNA sequence that &odes fd@0 t he edyne pekloci || i rt2acyl t r ansf er asa4g¢ PAT) ;
the enzyme pefTTECEEGTRCAROATCATEGSCANCASECCRTRICTIGATCTRS CTRACCCAGCTICRCACTICTTIACEC
10 _ 150 - 180 20 [#1&] 30 130 190 200 210 40
[err] 50 ATCTTCCCACCCCCACCACAAATCCTICACA T GICTGTCAAECCACTCCCTTTCAACTAAGTCCTCCAC
80 [err] 90 220 230 240 100 [%80r] 11080 270 280
120 [err] 130TCAATACCAGATTTTTICCTICTCAATCTTCCCARTTCTCAGGTRATCCACARCCCCTACCAACATCCCT
‘970- 9754 150 290 " 300 310 160320 320 ..340 350
. CTCCTCCCAAACCCCTCATACCCACAACCATTCACTTCCCCCTCCATCTCATCCCACCCAAAACCAAGAA
360 370 380 390 400 410 420
CACCCACCAACACCTTAAACACGTACTCTCCCAACTCCCCCOCCTCATCCACCAAACATCCCCCAAATAC
430 440 450 480 470 480 490
5 TACCAGCACATTCCCCCTCAGTCCCACTTCCGTCTTICCTACATTTICTCCACCAATCCTCACCCATCAC
: 500 510 5§20 5§30 540 550 5§60
CCCCCAAAAACCACCTATTCCAAACCCCCCTCAACCCCATCTCTCCCACGATTCTCATCCTTAATACCCCS
570 580 590 600 - 610 820 - 830
. ACCCAATTTCCATACCCCCTCAAGCCACCCCCTCATCCCTCCACCACTCCCTATTCTCAACTTCCAAATC
— 2 840 850 660 . 870 (11 890 700
CAOCCCTCCAGGOCCAAAACTGOCATGTACGTTAACAGKTTTTACCTCCTC%ITTTKTTCCATCGAATTT
_ 710 720 - 130 740 750 760 ‘110
. CCOCCCACTAATTTGGTTGTTCAAGTTCTTTTCTOCCACCAAAGAGAACCTCATCCGGTTAACCATCCGT
25 5 ' 780 780 800 810 820 830 840
CACCCCCCACTTCCCACCATCAAATTCATAACCCACCCTCCAATCATCCCCAACCTTCCATITAACACTG
'_ 850 260 870 830 890 900 910
- CCCCCCTCCCCOTCAATTACAACCCCCTTCACCTTCAACGTCTTCCACCCACCCCAGTTCCTTCCCATAT
920 d30 940 950 . 980 . 970 080
o % TGCCCTCCGCATKGCGCTCGAAAGCACTTCTCCITCCCAGCCCTATCACCGGATCGTOGAGCAAGOCGGA
990 1000 1010 1020 1030 1040 1050
ATCCCCGCCACCCCTTTTATCATCGTCGCCAATCGGCACCACCCATTTCCTTTCCAATTCTCCCCCACCA
1060 1070 . 1080 1090 1100 1110 - 1120
CCATCCCAAACCACCTCCTCCACCCCAAT, CTACCATCCTCCACACCAACCACTCCTTCCTTCACCACCS
3 1130 1140 " 1150 1160 1170 - 1180 1190
CMAMTCAGMA_GAOC'!‘CCATCCC‘ITACCGGACTCATOGMTCCCCACCAOCG‘I‘-ATGGAG‘ITCCTCCTC :
1200 1210 - 1220 1230 1240 1250 1280
CACGGGTTCCACGGCACCAAACACCCéTTTGCCCAGCTCTCCGCCGACGAAGACAATTAXCCCTTTACCA
1270. 1280 1290 1300 1310 1320 1330
TCTGCCGCOCTT%CGAGGAGGOCAACAOCAGAGOCGCGACTCIGTTCAAT%TCA?CTKCGACCATOCCCG
1340 1350 2380 1370 1380 - 1390 1400
TACACAGCCAACCCTCCCOCTTCCCCCCCCCACCAACCCTCATCACATCTTTCTCATCCCCTTTCACCAG

P _ 1410 1420 1430 1440 1450 1480 1470
CACCACCACACCTCTCCCCTCAACCCCACCCTTTCAACCCTCTTCATCACCACCCAATCCATCTITTCTA
1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540
TCTACCTTCAACCCACTCCOTCTTCACTTCTTCCCCCCCACTCCCTACCCTTTICTACCATCTCACTCATA

1580 " 15680 - 1870 1520 1500 1800 1610

50 TAAATCTCTACCCCCTACCTACACTATACCTAAGGGACACAACCGTACAGTCATTAACCTACCCCCCTAT

55
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[efr]

accordi ng t o 4CTACGRCGATUTCTACATACAARATTIINITAC
penicillin acyltra$80erasad?Q®PAT) ,

20
.100
180

170

200 [err] 210
240 [err] 250
280 [err] 290
320 [err] 330

10

5

20

25

30

35

- 45

50

wosaineby L it I

260 [err] 270
. 300 [err] 310
1620 1630 1640 346%0err] 880 [ er A9707.

| lgsovect or
ACATTACIATCRTAMCTAATITALCTTCAGTATTOTZ | NE
37met udest7ete f ollF3Mi ng $PPuUences7sho

30CCCCTTCATATRGATTTTICATCCAOTATACACTCT A TCCTTTCCCCCTAOACECTNATSATACCAC 90

13890

1960

110 176@20 1770 130 1780 1460 [ er r 2184650 1810 160 1320 170
190CATACCCTCTIIACAACACCCC TRAECTC ICCTTCCCCGTACT TAACCTATATATTCTACACCCCCAAT
1830 - 1840 1850 1860 1870 1880
ACTCAATCTCCCCTTACCACCTAACCCCCACTCTACCGTAACTCCCCOTCATATACCTCAGAACTCTTAA
1900 1910 1920 1930 1940 - 1950
cacrcucacmcxrxrcacccc-rraccc'rcc.\cccr.n.ccucuccncumrcacmcacmm
1970 ) .
CACACCCTCCAC.

3. Procédé selon la revendication 1 ou 2, dans lequel la séquence d'ADN comprend les séquences
requises pour la transcription et fa traduction du g&ne PAT de Pénicillium chrysogenum.

4. Procédé selon la revendication 3, dans lequel les séquences qui sont requises pour la transcription et
‘la traduction du g&ne PAT de Penicillium chrysogenum sont les séquences entre le géne de
lisopénicilline N synthétase et Io gdne PAT de Penicillium chrysogenum.

5. Procédé pour la production d'un vecteur qui contient unie séquence d‘ADN qui code pour I"enzyme
pénicillinacyltransiérase (PAT), caractérisé en ce que la séquence d'ADN qui code pour I'enzyme

pénicillinacyltransférase présentant ia séquence suialante :
1

) 20
MetLeuKlsZleleuCysClnClyThrProPheClulleClyTyrCluHisGlySeraAla
30 ) 40
AllLysAlaValtleAlaAr:SertleAspPheAlaVulAspLeuIleArxclyLysThr
50 80
Lysl.ysThrAspclucluLeuLyscInvul.eus“clnLcuclyArgValIIecluclu
70 80

Ar:TerroLystervrclucluIleAr:cIy!IealaLysclyAlacluA:gAspVal'

90 100

SerClulleValMe u.euAan'rhrAn‘rhrclul’bel\lAryrclyt.eul.yuluuurg
' 110 ) 120
ASpGlyCysSThrThrAlaTyrCysGlnLeuProAsnClyAlaleuGlnGlyClaAsaTrp
130 . 140
AspPhePheSerAlaThrlysCluAsnleulleArgleuThr! IeArxclMlnclngu

150 160
ProThr!leLysPhcI1erhrcluAIaclytleIleGIvLysVllclvPheASﬂSOrAIl
170 « 180
ClyVa lea.!o\sn‘ryrAsMhLeuH i sLeuclnclyLauAuPro‘rhrclyVa 1Pro
190 <200
SerHislleAlaLeuArglleAlateuCluSerTheSerProSerCIlnAlaTyrASpArg

72
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ferr] 220
[err]. 290
[err] 360
[err] 430
[err] -
530
610
690 5
770 [erT]
[err] 850
[err] 920
[err] 990
10
15
s 2
25
o 30

35

50

ValuetAr:?heA;pc1ucluAsncluArtSerAlaLcuésnAlaArzLeu,

est liée & un vecteur par des méthodes de recombinaison.

Vecteur selon la revendlcatlon 5, dans lequel la séquence d'ADN, qui code pour I'enzyme pémculma-

cyltransferase (PAT), comprend la séquence suivante :

10 20 30 40 50 s0 R [
CTTCATCTCCCATCAGTCTCATCCTATCGTCCCACATTICCTCCCTACCCCAATATAAATCTCACCATCCA
80 90 - 100 110 120 130 140
CTTCCCCCTCCATCATCATCCCCACCACCCCCTTTCICATCTCCOTCACCCACCTCTCAGTICTTTACCS
150 160 170 120 - 190 200 210
ATCTTCCCACCCCCACCACAAMTCCTTCACATCCTCTCTCAACCCACTCCC TITCAAGTAAGTCCTCCAC
220 230 240 250 280 270 280
TCAATACCAGATTTTTTCCTTCTCAATCTTCCCACTTCTCACCTCATCCACATCCCCTACCAACATCOCT
290 300 310 320 330 340 350
CTCCTCCCAAMCCCCTCATACCCACAACCATTCACTTCCCCCTCCATCTCATCCCACCCAAAACCAAGAA

360 370 - 380 390 400 410 420

: GACGGACCMGAOCTTAMCAGGTACTCTCOCMCTGGGOCOCGTOATCCAGGMAGATCOCCCAMTAC
430 440 450 460 . 470 480 490
TACCACCACATTCCCCCTCACTCCCACTTCCCTCTTICCTACATTITICTCCACCAATCCTCACCCATCAC
$00. 510 . 820 530 540 5§50 580
CCCCCAAMACCACCTATTCCAAACCCCCCTCAACCCCATCTCTCCOACATTCTCATCCTTAATACCCCC
570 580 580 ‘600 610 620 630
ACCCAATTTCCATACCCCCTCAACCCACCCCCTCATCCCTCCACCACTCCCTATTICTCAACTTCCAAATC
840 eS80 6§60 §70 880 690 100
CACCCCTCCACCCCCAAAACTCCCATCTACCTTAACACATTTTACCTCCTCATTTTATICCATCCAATTT
710 . 720 730 740 750 780 - 170
CCCCCCACTAATTICCTTCTTCAAGTTCTTTICTCCCACCAAACACAACCTCATCCCCTTAACCATCCCT

3
i e

230 240 250 260
%0 D wommmm 2o SINIINYEEIM
370 380 390 400 - 4X0 ¢ L e *
440 - 450 460 470 480 490
.5 97309757 500 510 220 520
=40 I1egsk?luClnclycgmy@tfkgﬁﬂ53&54&;?he!IeMlNBGIDIyA:nOIyﬁIQQIu 600
520 Wﬁg Jerr] 640 23850 660 6740 680
700 [ erﬂ" ¥ eucluPhpgerProThrSeig@ArzLyaclnvmeuAspAlaﬂs’i@ly 760
780 800 2800 820 830240 840
SetfxﬂetVaIHg;fbrAan1scngg(nLeuclnﬂisBQiLysAsncluLjiaihLeuAsp 910
930 940 950270 980 970 g0 980
10Oq;ol.eu?rollqyggr‘r:p/«sanclnmmothmueu!.euﬂagéﬂrrhuw 1050
280
clyrhrLysclnAla?heAlac1nLeurrpAIaAspolnAspAsnTyrfroPheSerigg
310 320
CysArxAlnTyrclucluclyLysSerArzclyAlxrhrLsuPheAsnzletleryrAsp
330
HisAlaAr:ArzGluAlaTherlArzLeuclyArtFrorhtAsnProAspcluMstigg
- 350
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[err] 1200 1210 1220 1230 1240 1250 ¢ o
[err] 1270 1280 1290 1300 1310 . 1320 1330 '
[err] 1340 13% 176660 - 8001370 810 138@20 1399 84@ 400
[err] 1410  cAcCotBACTTCCCACEATIAMMTTCATANGECCACCCTCCAATEATCCCCAACCTICGATTTAACACTR! 70
[err] 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540
[err] 1550 1560 1570 1580 1590 1600 1610
[err] %1820 1660 PO40 8701650 880 166390 930 910680
[err] 1690 coccotTENBCCTCAATTARBAMECCCCTTCACCTTICAACCTCTICGBCCACCCCAGETACTITCCCATAS 750
[err] 1760 T 17440 #9980 9401790 950 1800eo 1810 984820
[err] 1830 TccectBetBATACCCCTEBBMCCACTTCIRADCCCACCCCTSMIACCCOATCEIRBRACCAACECCCA 890
[err] ,4900 19400 1060020 1010 19301020  19%30 10k850 10501960
[err] 1970 ATCCCCCCCACCCCTTITTATCATCCTCGCCAATCCCCACCACCCATTTCCTTTCCAATTCTCCCCCACCA
1060 1070 1080 1080 1100 1110 1120
CCATCCCAAAGCACGTCCTCCACCCCAAT . STACCATCCTCCACACCAACCACTCCTTCCTTCACCACSE
1130 1140 1180 1160 1170 1180 1190 -
15 . CAAAAATCAGAAAGACCTCCATCCCTTACCCCACTCATCCAATCGCCACCACCCTATCCAGTTCCTCCTC
. 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260
CACCCCTTCCACCCCACCAAACACCCATTTCCCCACCTCTCCCCCCACCAACACAATTATCCCTTTACCA
- 1270 1280 1290 1300 1310 1320 - 1330
_ TCTCCCCCCCTTACCACCACCCCAACACCACACCCCECACTCTCTTCAATATCATCTACCACCATCCCCS
— 1340 1350 - 1360 1370 1380 1390 1400
TACAGACCCAACCCTCCCCCTTCCCCCCCCCACCAACCCTCATCACATCTTTCTCATCCCCTTTCACCAG
1410 - 1420 1420 1440 1450 - 1480 1470
CACCACCACACGTCTCCCCTCAACCCCACCCTTTCAACCC TCTTCATGACCACCCAATCCATCTITTICTA
% 1480 1490 1500 1510 1520 1s30 1540
- TGTACCTTCAACCCACTCCCTCTTCACTTCTTCCCCCCCACTCCCTACCOTTTCTACCATCTCACTCATA
1550 1580 1570 1580 1590 - 1800 1610
TAAATCTCTACCCCCTACCTACACTATACCTAACCCACACAACCGTACAGTCATTAACCTACCCCCCTAT
o 1620 1830 1840 1850 1680 - 16870 1880
AGTACCCCCATCTCTACATACAACATTTAGTACACATTACCATCCCTAACTAATTTAACTTCACCATTCT
1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750
CCCCTTCATATTCATTTTCATCCATTATACACTCTTAATCCTTTCCCCCTACAACCCENATATATACCAC
1760 - 1170 - 1780 1790 " 1800 1310 - 1820
35 CATACCGTCTCCACAACACCCCTTCCCOTCTCCTTCOCCOTACTTAACCTATATATTCTACACCCCCAAT
: 1230 1340 1350 1860 1870 1280 1890
ACTCAATCTCCCCTTACCACCTAACCCCCACTCTACCCTAACTGCCCCTCATATACGTCACAAGTCTTAA
1900 .~ 1910 = 1920 1930 1840 1950 1960
. "GACTCAACACACCATATCACCCCTTACCCTCCACCCTACCTACTACCTTCAATATCACTCTTTCACCATG
40 1970 : :
GACAGCCTCCAC.
45

7. Procédé selon la revendication 5 ou 6, dans lequel le vecteur contient d'autres génes qui sont puis
pour la transcription et la traduction du g&ne PAT de Penicillium chrysogenum.

8. Procédé selon i'une quelconque des revendications 5 & 7, dans lequel le vecteur contient d'autres
50 génes qui permsettent une sélection du plasmide dans des micro-organismes producteurs de -
lactames. ) '

9. Procédé selon I'une quelconque des revendications 5 & 8, dans lequel le vecteur contient un autre
géne qui code pour I'enzyme isopénicilline N synthétase.
56 '
10. Procédé pour la production de I'enzyme pénicillinacyltransférase (PAT), consistant en la transformation
d'un hdte & I'aide d'un vecteur tel que défini & I'une quelconque des revendications 6 & 9 et I'isolement
de la PAT exprimée.
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['err]‘8 A vect or according to claimé6 or cIa|m7wh er
genes that are necessary for the tgrognsse 448tBion and trans’ l"mmu"ﬁm m :

Peni ci |l | i um chrysogenum PAT gene.. - 6-

A vector according to any one of clains 6 to 8 which c nt |ns further enes
t hat per nitl- Praeédé ppusda P@chﬁ" deneeliiesseopioppnt %&’? Q? tol °ét‘8td H&%"e des

i cr oor gani sigendigaions S 9e‘@t36‘|e"s§ce(’,‘(9ﬁd'f’ AY ol Jes E“"Sfa"?ﬂtglvﬁ%e"é 45z h

contains a fU'r"?ﬂ‘?fc°'§féﬁ€°st’ﬁV8?d"i?PR!'§§ %r the enzyme |sopenicillin N
t het th
Z)é;l t?aggfe%T ggﬁ OC§SS ,c|;|),;e¥§e 'Ftlon % ﬁf&lllﬂg 5%’ I'Eg]gly %Po%q}agffér*\é une

h 5
accordi ng t 025 033%0 qgfe |so ating t#@ expresse% Egg\nf 12
Cell s which cont ) vec or- accor di ng to any one of claims 6 to 10. 13. A
process for inproving the production of penicillin characterized in that a
penicilljn producing cell is transfornmed with a vector accordi ng to any one
of clalms 6 to 10, and the penicillin is isolated.
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