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Patentkrav

1. En fremgangsmate for fremstilling av et gjaerisolat som produserer minst 100 mg/I
hydrokortison, som omfatter:
(a) & tilveiebringe to integrasjonsplasmider med fire ekspresjonskassetter, hvert
integrasjonsplasmid som omfatter minst to ekspresjonskassetter, hvor de fire
ekspresjonskassettene er P450scc, adrenodoksin (ADX), P450c11, og 3pB-
hydroksysteroid-dehydrogenase (33-HSD)

(b) @ stabilt integrere flere kopier av de to integrasjonsplasmidene inn i en

populasjon av gjaerceller, ved & ko-transformere plasmidene inn i gjeeren,

(c) & utfgre et primaert screen for @ velge minst 30 gjaerkloner, hvor seleksjonen
av klonene er basert pd naervaeret av ekspresjonskassettene, eller seleksjon for

ekspresjonen av en selekterbar markgr nar en slik markgr er til stede, og

(d) 3 utfgre et funksjonelt sekundaert screen pa de minst 30 gjaerklonene valgt i
det primaere screenet, for 8 identifisere nevnte gjaerisolat som produserer minst

100 mg/| hydrokortison.

2. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvor fra 5 til 20 kopier av plasmidene er integrert.
3. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvor minst 40 kloner er valgt i det primaere
screenet.

4, Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvor gjaeren er Saccharomyces cerevisae.

5. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvor mist ett av plasmidene omfatter en

auxotrofisk selekterbar markgar.

6. Fremgangsmaten ifglge krav 5, hvor den auxotrofiske markgren er valgt fra
gruppen bestdende av ADE2, URA3, HIS3, LEU2, TRP1, og LYS2.

7. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvor mist ett av plasmidene omfatter en

selekterbar markgr som er en resistens markgar.

8. Fremgangsmaten ifglge krav 7, hvor resistens markgren er valgt fra gruppen
bestdende av natMX, phMX og KanMX.
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9. Fremgangsmaten ifglge krav 6, hvor ett av plasmidene omfatter URA3 og det

andre plasmidet omfatter ADE2.

10. Fremgangsmaten ifglge krav 9, hvor ADE2-genet koder for et avkortet, inaktivt

protein.

11. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvor minst 85 % av steroidet produsert av gjeeren

er hydrokortison.

12. Et gjeerisolat som produserer hydrokortison som kan oppnas ved fremgangsmaten
ifglge krav 1, hvor 3B-hydroksysteroid-dehydrogenasen og P450scc-kassettene er begge

lokalisert p& kromosom XII eller IV.

13. Anvendelse av et gjaerisolat fremstilt ifslge fremgangsmaten ifglge krav 1, for &

produsere hydrokortison.

14. En fremgangsmate for 8 produsere hydrokortison, som omfatter:
(a) & fremstille et gjaerisolat som produserer hydrokortison ved & anvende

fremgangsmaten ifglge krav 1;
(b) & dyrke gjeerisolatet i et dyrkningsmedium; og

(c) & gjenvinne og rense nevnte hydrokortison fra dyrkningsmediet.
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