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Patentkrav

1. Genmodifisert gjercelle for fremstilling av et cannabinoid eller et cannabinoidderivat,
den genmodifiserte gjercellen omfattende én eller flere heterologe nukleinsyrer integrert i et
kromosom i den  genmodifiserte  gjercellen og som  koder for et
geranylpyrofosfat:olivetoljesyregeranyltransferasepolypeptid omfattende en aminosyresekvens

som har minst 85 % sekvensidentitet til SEQ ID NO:110 eller SEQ ID NO:100.

2. Den genmodifiserte gjaercellen ifelge krav 1, hvori den genmodifiserte gjercellen
omfatter én eller flere heterologe nukleinsyrer integrert i et kromosom i den genmodifiserte
gjercellen og som koder for et tetraketidsyntase-(TKS)-polypeptid og én eller flere heterologe
nukleinsyrer integrert 1 et kromosom i den genmodifiserte gjercellen og som koder for et

olivetoljesyresyklase-(OAC)-polypeptid.

3. Den genmodifiserte gjercellen ifelge krav 1 eller 2, hvori den genmodifiserte gjercellen
omfatter én eller flere av folgende:

a) én eller flere heterologe nukleinsyrer som koder for et polypeptid som genererer en
acyl-CoA-forbindelse eller et acyl-CoA-forbindelsesderivat; eller

b) ¢én eller flere heterologe nukleinsyrer som koder for et polypeptid som genererer

geranylpyrofosfat.

4. Den genmodifiserte gjaercellen ifelge et hvilket som helst av kravene 1-3, hvori den
genmodifiserte gjercellen omfatter én eller flere av folgende:

a) ¢én eller flere heterologe nukleinsyrer som koder for et HMG-CoA-syntase-(HMGS)-
polypeptid;

b) én eller flere heterologe nukleinsyrer som koder for et 3-hydroksy-3-metyl-glutaryl-
CoA-reduktase-(HMGR)-polypeptid;

c) én eller flere heterologe nukleinsyrer som koder for et mevalonatkinase-(MK)-
polypeptid;

d) én eller flere heterologe nukleinsyrer som koder for et fosfomevalonatkinase-(PMK)-
polypeptid;

e) ¢én eller flere heterologe  nukleinsyrer som  koder for et
mevalonatpyrofosfatdekarboksylase-(MVD)-polypeptid; eller

f) én eller flere heterologe nukleinsyrer som koder for et isopentenyldifosfatisomerase-

(IDI)-polypeptid.
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5. Den genmodifiserte gjercellen ifelge krav 4, hvori den genmodifiserte gjercellen
omfatter én eller flere heterologe nukleinsyrer som koder for et polypeptid som kondenserer to
molekyler av acetyl-CoA for & generere acetoacetyl-CoA og hvori polypeptidet som kondenserer
to molekyler av acetyl-CoA for & generere acetoacetyl-CoA er et acetoacetyl-CoA-

tiolasepolypeptid.

6. Den genmodifiserte gjercellen ifelge et hvilket som helst av kravene 1-5, hvori

gjercellen er Saccharomyces cerevisiae.

7. Den genmodifiserte gjeercellen ifelge et hvilket som helst av kravene 1-6, hvori den
genmodifiserte gjaercellen omfatter én eller flere heterologe nukleinsyrer som koder for et
cannabinoidsyntasepolypeptid, hvori cannabinoidsyntasepolypeptidet er et
tetrahydrocannabinolsyre-(THCA)-syntasepolypeptid eller et cannabidiolsyre-(CBDA)-
syntasepolypeptid.

8. Den genmodifiserte gjaercellen ifelge krav 7, hvori THCA -syntasepolypeptidet omfatter
en aminosyresekvens som har minst 85 % sekvensidentitet til SEQ ID NO:155 og CBDA-
syntasepolypeptidet omfatter en aminosyresekvens som har minst 85 % sekvensidentitet til SEQ

ID NO:88 eller SEQ ID NO:151.

9. Den genmodifiserte gjeercellen ifelge et hvilket som helst av kravene 1-8, hvori den
genmodifiserte gjercellen omfatter én eller flere av folgende:

a) én eller flere heterologe nukleinsyrer som koder for et polypeptid som genererer en
acyl-CoA-forbindelse eller et acyl-CoA-forbindelsesderivat, hvori polypeptidet som genererer
en acyl-CoA-forbindelse eller et acyl-CoA-forbindelsesderivat er et acylaktiverende enzym-
(AAE)-polypeptid omfattende en aminosyresekvens som har minst 85 % sekvensidentitet til
SEQ ID NO:90, SEQ ID NO:92 eller SEQ ID NO:149; et fettacyl-CoA-ligasepolypeptid
omfattende en aminosyresekvens som har minst 85 % sekvensidentitet til SEQ ID NO:145 eller
SEQ ID NO:147; eller et fettacyl-CoA-syntetase-(FAA)-polypeptid omfattende en
aminosyresekvens som har minst 85 % sekvensidentitet til SEQ ID NO:169, SEQ ID NO:192,
SEQ ID NO:194, SEQ ID NO:196, SEQ ID NO:198 eller SEQ ID NO:200;

b) én eller flere heterologe nukleinsyrer som koder for et polypeptid som genererer

geranylpyrofosfat, hvori  polypeptidet som  genererer geranylpyrofosfat er et
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geranylpyrofosfatsyntetase-(GPPS)-polypeptid omfattende en aminosyresekvens som har minst
85 % sekvensidentitet til SEQ ID NO:60;

¢) én eller flere heterologe nukleinsyrer som koder for et HMG-CoA-syntase-(HMGS)-
polypeptid omfattende en aminosyresekvens som har minst 85 % sekvensidentitet til SEQ ID
NO:115;

d) én eller flere heterologe nukleinsyrer som koder for et 3-hydroksy-3-metyl-glutaryl-
CoA-reduktase-(HMGR)-polypeptid omfattende en aminosyresekvens som har minst 85 %
sekvensidentitet til SEQ ID NO:208;

e) ¢én eller flere heterologe nukleinsyrer som koder for et mevalonatkinase-(MK)-
polypeptid omfattende en aminosyresekvens som har minst 85 % sekvensidentitet til SEQ ID
NO:64;

f) én eller flere heterologe nukleinsyrer som koder for et fosfomevalonatkinase-(PMK)-
polypeptid omfattende en aminosyresekvens som har minst 85 % sekvensidentitet til SEQ ID
NO:205;

g) ¢én eller flere heterologe  nukleinsyrer som  koder for et
mevalonatpyrofosfatdekarboksylase-(MVD)-polypeptid omfattende en aminosyresekvens som
har minst 85 % sekvensidentitet til SEQ ID NO:66;

h) én eller flere heterologe nukleinsyrer som koder for et isopentenyldifosfatisomerase-
(IDI)-polypeptid omfattende en aminosyresekvens som har minst 85 % sekvensidentitet til SEQ
ID NO:58;

1) én eller flere heterologe nukleinsyrer som koder for et polypeptid som kondenserer to
molekyler av acetyl-CoA for & generere acetoacetyl-CoA, hvori polypeptidet som kondenserer
to molekyler av acetyl-CoA for & generere acetoacetyl-CoA er et acetoacetyl-CoA-
tiolasepolypeptid omfattende en aminosyresekvens som har minst 85 % sekvensidentitet til SEQ
ID NO:25; eller

j) én eller flere heterologe nukleinsyrer integrert i et kromosom i den genmodifiserte
gjercellen og som koder for et tetraketidsyntase-(TKS)-polypeptid omfattende en
aminosyresekvens som har minst 85 % sekvensidentitet til SEQ ID NO:11 og ¢én eller flere
heterologe nukleinsyrer integrert i et kromosom i den genmodifiserte gjarcellen og som koder
for et olivetoljesyresyklase-(OAC)-polypeptid omfattende en aminosyresekvens som har minst

85 % sekvensidentitet til SEQ ID NO:10.

10. Fremgangsmate for fremstilling av et cannabinoid eller et cannabinoidderivat,

fremgangsméten omfattende:
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a) & dyrke en genmodifisert gjercelle omfattende:

1) én eller flere heterologe nukleinsyrer integrert i et kromosom i den genmodifiserte
gjercellen og som koder for et geranylpyrofosfat:olivetoljesyregeranyltransferasepolypeptid
omfattende en aminosyresekvens som har minst 85 % sekvensidentitet til SEQ ID NO:110 eller
SEQ ID NO:100; og

i1) én eller flere heterologe nukleinsyrer integrert i et kromosom i1 den genmodifiserte
gjercellen og som koder for et tetraketidsyntase-(TKS)-polypeptid omfattende
aminosyresekvensen ifalge SEQ ID NO:11; og/eller

ii1) én eller flere heterologe nukleinsyrer integrert i et kromosom i den genmodifiserte
gjercellen og som koder for et olivetoljesyresyklase-(OAC)-polypeptid omfattende
aminosyresekvensen ifelge SEQ ID NO:10;

i et egnet medium som inneholder en karboksylsyre; og

b) & utvinne det fremstilte cannabinoidet eller cannabinoidderivatet.

11.  Fremgangsmadten ifelge krav 10, hvori TKS-polypeptidet omfatter en aminosyresekvens
som har minst 85 % sekvensidentitet til SEQ ID NO:11 og OAC-polypeptidet omfatter en

aminosyresekvens som har minst 85 % sekvensidentitet til SEQ ID NO:10.

12. Fremgangsmaten ifelge krav 10 eller 11, hvori karboksylsyren er heksansyre, smeorsyre,
valerinsyre eller derivat derav omfattende én eller flere funksjonelle eller reaktive grupper valgt
fra azido, halogen, metyl, alkyl, alkynyl, alkenyl, metoksy, alkoksy, acetyl, amino, karboksy],
karbonyl, okso, ester, hydroksyl, tio, cyano, aryl, heteroaryl, sykloalkyl, sykloalkenyl,
sykloalkylalkenyl, sykloalkylalkynyl, sykloalkenylalkyl, sykloalkenylalkenyl,
sykloalkenylalkynyl, heterosyklylalkenyl, heterosyklylalkynyl, heteroarylalkenyl,
heteroarylalkynyl, arylalkenyl, arylalkynyl, spirosyklyl, heterospirosyklyl, heterosyklyl,
tioalkyl, sulfon, sulfonyl, sulfoksid, amido, alkylamino, dialkylamino, arylamino,
alkylarylamino, diarylamino, N-oksid, imid, enamin, imin, oksim, hydrazon, nitril, aralkyl,
sykloalkylalkyl, halogenalkyl, heterosyklylalkyl, heteroarylalkyl, nitro, tiokso, azid, amin, ester,
cyano, tioester, tioeter, sulfonylhaloid, alkohol, tiol, suksinimidylester, isotiocyanat,
jodacetamid, maleimid, hydrazin, alkynyl og alkenyl, hvori karboksylsyren eventuelt er
heksansyre og hvori cellekulturen fremstiller cannabinoidet eller cannabinoidderivatet i en

konsentrasjon pa ca. 1 mg/I til ca. 500 mg/I.

13.  Fremgangsmdten ifelge krav 10 eller 11, hvori cannabinoidet er cannabigerolsyre,
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cannabigerolsyremonometyleter (CBGAM), cannabigerol, cannabigerolmonometyleter, A°-
trans-tetrahydrocannabinol, A°’-tetrahydrocannabinolsyre, A’-tetrahydrocannabinolsyre A, A°-
tetrahydrocannabinolsyre B, A’-tetrahydrocannabinolsyre-Ca, A’-tetrahydrocannabinol-Ca, A’-
tetrahydrocannabivarinsyre, A’-tetrahydrocannabivarin, A’-tetrahydrocannabiorkolinsyre, A’-
tetrahydrocannabiorcol, ~A’-cis-iso-tetrahydrocannabivarin, ~A’-tetrahydrocannabinol,  A®-
tetrahydrocannabinolsyre, A3-trans-tetrahydrocannabinol, A3-tetrahydrocannabinol,
cannabidiolsyre, cannabidiol, cannabidiolmonometyleter (CBDM), cannabidiol-C4 (CBD-Cy),
cannabidiorcol (CBD-Ci), cannabitriol, cannabikromensyre, cannabikromen, cannabinolsyre,
cannabinol, cannabinolmetyleter, cannabinol-C4, cannabinol-C2, cannabidivarinsyre,
cannabidivarin, tetrahydrocannabivarinsyre, tetrahydrocannabivarin, cannabikromevarinsyre,
cannabikromevarin, cannabigerovarinsyre, cannabigerovarin, cannabisyklolinsyre,
cannabisyklol, cannabisyklovarin, cannabielsoinsyre A, cannabielsoinsyre B, cannabielsoinsyre,

cannabielsoin, cannabicitransyre eller cannabicitran.

14.  Fremgangsmite for fremstilling av et cannabinoid eller cannabinoidderivat,
fremgangsmaten omfattende:

a) 4 dyrke en genmodifisert gjercelle omfattende:

1) én eller flere heterologe nukleinsyrer integrert i et kromosom i den genmodifiserte
gjercellen og som koder for et geranylpyrofosfat:olivetolsyregeranyltransferasepolypeptid
omfattende en aminosyresekvens som har minst 85 % sekvensidentitet til SEQ ID NO:110 eller
SEQ ID NO:100;

i1) én eller flere heterologe nukleinsyrer integrert i et kromosom i1 den genmodifiserte
gjercellen og som koder for et tetraketidsyntase-(TKS)-polypeptid omfattende en
aminosyresekvens som har minst 85 % sekvensidentitet til SEQ ID NO:11;

ii1) én eller flere heterologe nukleinsyrer integrert i et kromosom i den genmodifiserte
gjercellen og som koder for et olivetoljesyresyklase-(OAC)-polypeptid omfattende en
aminosyresekvens som har minst 85 % sekvensidentitet til SEQ ID NO:10;

iv) én eller flere heterologe nukleinsyrer som koder for ett eller flere polypeptider som
genererer geranylpyrofosfat, hvori polypeptidet som genererer geranylpyrofosfat er et
geranylpyrofosfatsyntetase-(GPPS)-polypeptid omfattende en aminosyresekvens som har minst
85 % sekvensidentitet til SEQ ID NO:60;

v) én eller flere heterologe nukleinsyrer som koder for ett eller flere polypeptider som
genererer en acyl-CoA-forbindelse eller et acyl-CoA-forbindelsesderivat hvori polypeptidet som

genererer en acyl-CoA-forbindelse eller et acyl-CoA-forbindelsesderivat er et acylaktiverende



10

15

20

25

NO/EP3615667

enzym-(AAE)-polypeptid  omfattende en  aminosyresekvens som  har  minst
85 % sekvensidentitet til SEQ ID NO:90, SEQ ID NO:92 eller SEQ ID NO:149; et fettacyl-CoA-
ligasepolypeptid omfattende en aminosyresekvens som har minst 85 % sekvensidentitet til SEQ
ID NO:145 eller SEQ ID NO:147; eller et fettacyl-CoA-syntetase-(FAA)-polypeptid omfattende
en aminosyresekvens som har minst 85 % sekvensidentitet til SEQ ID NO:169, SEQ ID NO:192,
SEQ ID NO:194, SEQ ID NO:196, SEQ ID NO:198, eller SEQ ID NO:200; og

vi) én eller flere heterologe nukleinsyrer som koder for ett eller flere polypeptider som
genererer malonyl-CoA, hvori polypeptidet som genererer malonyl-CoA er et acetyl-CoA-
karboksylase-1-(ACC1)-polypeptid omfattende en aminosyresekvens som har minst 85 %
sekvensidentitet til SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:97 eller SEQ ID NO:207;

1 et egnet medium; og

b) a utvinne det fremstilte cannabinoidet eller cannabinoidderivatet,

hvori den genmodifiserte gjercellen eventuelt omfatter én eller flere heterologe
nukleinsyrer som koder for et THCA-syntasepolypeptid omfattende en aminosyresekvens som
har minst 85 % sekvensidentitet til SEQ ID NO:155 eller et CBDA-syntasepolypeptid
omfattende en aminosyresekvens som har minst 85 % sekvensidentitet til SEQ ID NO:88 eller
SEQ ID NO:151; og/eller hvori minst én av de heterologe nukleinsyrene integrert i et kromosom

1 den genmodifiserte gjarcellen er operativt knyttet til en induserbar promotor.

15.  Fremgangsméite for fremstilling av et cannabinoid eller et cannabinoidderivat,
fremgangsméten omfattende anvendelse av en genmodifisert gjercelle omfattende en heterolog
nukleinsyre integrert 1 et kromosom 1 den genmodifiserte gjercellen og som koder for et
geranylpyrofosfat:olivetolsyregeranyltransferasepolypeptid omfattende en aminosyresekvens

som har minst 85 % sekvensidentitet til SEQ ID NO:110 eller SEQ ID NO: 100.
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