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Fremstilling av fettsyrer ved heterolog genekspresjon av genkluster fra
myxobakterier

Patentkrav

1. Fremgangsmate for fremstilling av polyumettede fettsyrer ved heterolog
genekspresjon av enzymer fra biosynteseveien for polyumettede fettsyrer i en
produksjonsorganisme, omfattende a dyrke produksjonsorganismen i nerver av en

fermenterbar karbonkilde,

- hvor produksjonsorganismen er genetisk manipulert til & omfatte et farste gen,

et andre gen og et tredje gen,
- hvor det farste gen inneholder et domene | som koder for en
enoylreduktase med en aminosyresekvensidentitet pa minst 59 % med en
aminosyresekvens fra gruppen som inneholder SEKV. ID. nr. 13, SEKV.
ID. nr. 44, SEKV. ID. nr. 75, SEKV. ID. nr. 109, SEKV. ID. nr. 133
og/eller SEKV. ID. nr. 149, og
- hvor det andre gen inneholder et domene Ila som koder for en
ketosyntase og en malonyl-CoA-transacylase med en
aminosyresekvensidentitet pa minst 57 % med en aminosyresekvens fra
gruppen som inneholder SEKV. ID. nr. 16, SEKV. ID. nr. 47, SEKV. ID.
nr. 78 og/eller SEKV. ID. nr. 112, et domene Il1b som koder for minst ett
acylbzrerprotein med en aminosyresekvensidentitet pa minst 26 % med
en aminosyresekvens fra gruppen som inneholder SEKV. ID. nr. 19,
SEKV. ID. nr. 50, SEKV. ID. nr. 81, SEKV. ID. nr. 115 og/eller SEKV.
ID. nr. 155, og et domene Ilc som koder for en ketoreduktase og en
dehydratase med en aminosyresekvensidentitet pa minst 47 % med en
aminosyresekvens fra gruppen som inneholder SEKV. ID. nr. 22, SEKV.
ID. nr. 53, SEKV. ID. nr. 84, SEKV. ID. nr. 118 og/eller SEKV. ID. nr.
158, og
-hvor det tredje gen inneholder et domene Il1a som koder for en
ketosyntase og en kjedelengdefaktor med en aminosyresekvensidentitet
pa minst 46 % med en aminosyresekvens fra gruppen som inneholder
SEKV. ID. nr. 25, SEKV. ID. nr. 56, SEKV. ID. nr. 87, SEKV. ID. nr.
121 og/eller SEKV. ID. nr. 161, og et domene I11b som koder for minst
én dehydratase med en aminosyresekvensidentitet pa minst 42 % med en
aminosyresekvens fra gruppen som inneholder SEKV. ID. nr. 28, SEKV.
ID. nr. 59, SEKV. ID. nr. 90, SEKV. ID. nr. 124 og/eller SEKV. ID. nr.
164, og et domene som koder for en acyltransferase (AT), karakterisert
ved at acyltransferasen som kodes er en acylglyserolfosfat-
acyltransferase (AGPAT) med en aminosyresekvensidentitet pa minst 50
% med en aminosyresekvens som kodes av domene 1\V* som inngar i
gruppen som omfatter SEKV. ID. nr. 30, SEKV. ID. nr. 61, SEKV. ID.
nr. 95, SEKV. ID. nr. 129, SEKV. ID. nr. 135 og/eller SEKV. ID. nr. 169,
0g aminosyresekvenser som kodes av en nukleinsyresekvensseksjon som



10

15

20

25

30

35

40

45

NO/EP2576799

inngar i gruppen som omfatter SEKV. ID. nr. 29, SEKV. ID. nr. 60,
SEKV. ID. nr. 94, SEKV. ID. nr. 128, SEKV. ID. nr. 134 og/eller SEKV.
ID. nr. 168.

2. Fremgangsmate ifglge krav 1, karakterisert ved at domene IV* inngar i en
nukleinsyresekvens som koder for Pfa3-genproduktet med en
aminosyresekvensidentitet pa minst 28 % med en aminosyresekvens som inngar i
gruppen som omfatter SEKV. ID. nr. 10 og/eller SEKV. ID. nr. 41, SEKV. ID. nr. 72,
SEKV. ID. nr. 106 og/eller SEKV. ID. nr.146.

3. Fremgangsmate ifglge krav 1 eller 2, karakterisert ved at det tredje genet
inneholder et domene 1V som koder for en acyltransferase (AT) med en
aminosyresekvensidentitet pa minst 98 % med en aminosyresekvens fra gruppen som
inneholder SEKV. ID. nr. 93, SEKV. ID. nr. 127 og/eller SEKV. ID. nr. 167, hvor
domene IV er plassert mellom domene Illa og domene Illb.

4. Fremgangsmate ifglge et av de foregaende krav, karakterisert ved at det
farste genet koder for en enoylreduktase med en aminosyresekvensidentitet pa minst 30
% med en aminosyresekvens fra gruppen som inneholder SEKV. ID. nr. 6, SEKV. ID,
nr. 37, SEKV. ID. nr. 68, SEKV. ID. nr. 102, SEKV. ID. nr. 132 og/eller SEKV. ID.
nr. 142.

5. Fremgangsmate ifglge et av de foregaende krav, karakterisert ved at det
andre genet koder for en ketosyntase, en malonyl-CoA-transacylase, et
acylbeererprotein, en ketoreduktase og en dehydratase med en
aminosyresekvensidentitet pd minst 30 % med en aminosyresekvens fra gruppen som
inneholder SEKV. ID. nr. 8, SEKV. ID. nr. 39, SEKV. ID. nr. 70, SEKV. ID. nr. 104
og/eller SEKV. ID. nr. 144.

6. Fremgangsmate ifglge et av de foregaende krav, karakterisert ved at det
tredje genet koder for en ketosyntase, en kjedelengdefaktor, en dehydratase og
acylglycerolfosfat-acyltransferasen (AGPAT) med en aminosyresekvensidentitet pa
minst 28 % med en aminosyresekvens fra gruppen som inneholder SEKV. ID. nr. 10,
SEKV. ID. nr. 41, SEKV. ID. nr. 72, SEKV. ID. nr. 106 og/eller SEKV. ID. nr. 146.

7. Fremgangsmate ifglge et av de foregaende krav, karakterisert ved at
produksjonsorganismen er genetisk manipulert til & kode for protein med en
aminosyresekvensidentitet pa minst 30 % med en aminosyresekvens som kodes av en
DNA-sekvens fra gruppen som bestar av SEKV. ID. nr. 1, SEKV. ID. nr. 32, SEKV.
ID. nr. 63, SEKV. ID. nr. 97, SEKV. ID. nr. 137.
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8. Fremgangsmate ifglge et av de foregaende krav, karakterisert ved at
aminosyresekvensidentiteten er minst 60 %, minst 85 %, minst 90 % eller minst 95 %.

9. Fremgangsmate ifglge et av de foregaende krav, karakterisert ved at den
fermenterbare karbonkilden er fri for fettsyrer.

10.  Fremgangsmate ifglge et av de foregaende krav, karakterisert ved at den
polyumettede fettsyren omfatter minst 3 etylenisk umettede grupper.

11.  Fremgangsmate ifglge et av de foregaende krav, karakterisert ved at
produksjonsorganismen er utvalgt fra gruppen som bestar av gramnegative eubakterier,
grampositive eubakterier, myxobakterier, sopp og gjer.

12.  Fremgangsmate ifglge et av de foregaende krav, karakterisert ved at
produksjonsorganismen er utvalgt fra gruppen som bestar av Yarrowia lipolytica eller
Pseudomonas putida.

13.  Fremgangsmate ifglge et av de foregaende krav, karakterisert ved at
i) en polyumettet fettsyre foreligger i en mengde pa minst 40 % (vekt/vekt)
basert pa totalvekten av alle polyumettede fettsyrer som foreligger i
sammensetningen, og/eller
ii) den polyumettede fettsyren er eikosapentaensyre (EPA), dokosaheksaensyre
(DHA), linolsyre og/eller linolensyre.

14.  Anvendelse av en produksjonsorganisme som definert i ethvert av kravene 1 til
13 for fremstilling av polyumettede fettsyrer.

15.  Anvendelse av et farste gen, et andre gen og et tredje gen for konstruksjon av en
produksjonsorganisme, hvor
- det farste gen inneholder et domene | som koder for en enoylreduktase
med en aminosyresekvensidentitet pa minst 59 % med en
aminosyresekvens fra gruppen som inneholder SEKV. ID. nr. 13, SEKV.
ID. nr. 44, SEKV. ID. nr. 75, SEKV. ID. nr. 109, SEKV. ID. nr. 133
og/eller SEKV. ID. nr. 149, og
- det andre gen inneholder et domene Ila som koder for en ketosyntase og
en malonyl-CoA-transacylase med en aminosyresekvensidentitet pa minst
57 % med en aminosyresekvens fra gruppen som inneholder SEKV. ID.
nr. 16, SEKV. ID. nr. 47, SEKV. ID. nr. 78 og/eller SEKV. ID. nr. 112, et
domene Ilb som koder for minst ett acylbzrerprotein med en
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aminosyresekvensidentitet pA minst 26 % med en aminosyresekvens fra
gruppen som inneholder SEKV. ID. nr. 19, SEKV. ID. nr. 50, SEKV. ID.
nr. 81, SEKV. ID. nr. 115 og/eller SEKV. ID. nr. 155, og et domene llc
som koder for en ketoreduktase og en dehydratase med en
aminosyresekvensidentitet pa minst 47 % med en aminosyresekvens fra
gruppen som inneholder SEKV. ID. nr. 22, SEKV. ID. nr. 53, SEKV. ID.
nr. 84, SEKV. ID. nr. 118 og/eller SEKV. ID. nr. 158, og

- det tredje gen inneholder et domene I1la som koder for en ketosyntase
og en kjedelengdefaktor med en aminosyresekvensidentitet pa minst 46
% med en aminosyresekvens fra gruppen som inneholder SEKV. ID. nr.
25, SEKV. ID. nr. 56, SEKV. ID. nr. 87, SEKV. ID. nr. 121 og/eller
SEKV. ID. nr. 161, og et domene I11b som koder for minst én
dehydratase med en aminosyresekvensidentitet pa minst 42 % med en
aminosyresekvens fra gruppen som inneholder SEKV. ID. nr. 28, SEKV.
ID. nr. 59, SEKV. ID. nr. 90, SEKV. ID. nr. 124 og/eller SEKV. ID. nr.
164, og et domene som koder for en acyltransferase (AT), karakterisert
ved at acyltransferasen som kodes er en acylglyserolfosfat-
acyltransferase (AGPAT) med en aminosyresekvensidentitet pa minst 50
% med en aminosyresekvens som kodes av domene IV* som inngar i
gruppen som omfatter SEKV. ID. nr. 30, SEKV. ID. nr. 61, SEKV. ID.
nr. 95, SEKV. ID. nr. 129, SEKV. ID. nr. 135 og/eller SEKV. ID. nr. 169,
0g aminosyresekvenser som kodes av en nukleinsyresekvensseksjon som
inngar i gruppen som omfatter SEKV. ID. nr. 29, SEKV. ID. nr. 60,
SEKV. ID. nr. 94, SEKV. ID. nr. 128, SEKV. ID. nr. 134 og/eller SEKV.
ID. nr. 168.



