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PATENTNI ZAHTJEVI

1.

8.

9.

Stanica kvasca koja proizvodi izobutanol. naznacena time $to stanica ima povecan metabolicki tijek materijala od
piruvata preko acetolaktata. 2.3-dihidroksiizovalerata. 2-ketoizovalerata, izobutiraldehida do izobutanola. gdje se sve
gene koji kodiraju enzime koji sudjeluju u toj pretvorbi hipereksprimira, te gdje su svi ti geni homologni s navedenom
stanicom kvasca, gdje Ilv2 s SEQ ID No. 2 katalizira acetolaktat-sintaznu reakciju iz piruvata u acetolaktat, Ilv5 s SEQ
ID No. 6 katalizira acetohidroksikiselina-reduktoizomeraznu reakciju iz acetolaktata u 2,3-dihidroksiizovalerat. I1v3 s
SEO ID No. 8 katalizira dihidroksikiselina-dehidrataznu reakciju iz 2.3-dihidroksiizovalerata u 2-ketoizovalerat.
2-ketokiselina-dekarboksilaza katalizira reakciju iz 2-ketoizovalerata u izobutiraldehid. a alkohol-dehidrogenaza
katalizira reakciju iz izobutiraldehida u izobutanol, gdje je bilo najmanje jedan od promotora tih gena zamijenjen
najmanje jednim ja¢im promotorom, ili su nukleinskokiselinski sljedovi tih gena pretvoreni u kodonski optimizirane
alele, Sto se geni ILV2, ILV5 i ILV3 hipereksprimiraju bez mitohondijski ciljajuéeg slijeda kod enzima
acetolaktat-sintetaze. acetohidroksikiselina-reduktoizomeraze 1 dihidroksikiselina-dehidrataze. ili s uniStenim.
inaktiviranim mitohondijski ciljaju¢im slijedom, 1 §to je uz eksprimiranje gena PDCI s SEQ ID No. 13. PDC5 s SEO
ID No. 151 PDC6 s SEQ ID No. 17 smanjena odnosno isklju¢ena aktivnost kodiranih enzima.

Stanica kvasca u skladu s patentnim zahtjevom 1, naznacena time $to se 2-ketokiselina-dekarboksilaza bira izmedu
najmanje jednog od enzima Aro 10 s SEQ ID No. 20 ili Thi3 s SEQ ID No. 22.

Stanica kvasca u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1 ili 2, naznacena time $to se alkohol-dehidrogenaza bira
izmedu najmanje jednog od enzima Adhl s SEQ ID No. 24. Adh2 s SEQ ID No. 26, Adh3 s SEQ ID No. 28. Adh4 s
SEO ID No. 30. Adh5 s SEO ID No. 32. Adh6 s SEQ ID No. 34. Adh7 s SEO ID No. 36. Sfal s SEQ ID No. 38 ili Yprl
s SEQ ID No. 40.

Stanica kvasca u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1 do 3, naznacena time §to se sve hipereksprimirane gene
hipereksprimira u kodonski optimiziranim varijantama.

Stanica kvasca u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1 do 4. maznacena time S$to stanica eksprimira
acetohidroksikiseiina-reduktoizomerazu, s povecanom specificnosc¢u za NADH u usporedbi s NADPH.

Stanica kvasca u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1 do 4. naznacena time Sto stanica takoder eksprimira
fosforilativnu gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenazu. s pove¢anom specifiéno§éu za NADP™ u usporedbi s NAD™.
Stanica  kvasca u skladu s  patentnim  zahtjevom 6. naznadena time S§to se tu
NADP-gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenazu eksprimira u stanici kvasca kod koje nema ekspresije ili aktivnosti, ili je
smanjena ekspresija ili aktivnost NAD-gliceraldehid-3-tbsfat-dehidrogenaza.

Stanica kvasca u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1 do 7, naznacena time $to se dodatno hipereksprimira
protein Ilvé s SEQ ID No. 4. u istom stani¢nom odjeljku kao I1v2.

Stanica kvasca u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1 do 8. naznacena time §to sc stanica bira iz sljedece
skupine: Pichia, Candida, Hansenula, Kluyveromices, Yarrowia i Saccharomices.

10. Stanica kvasca u skladu s patentnim zahtjevom 9. naznacena time stoje stanica domacin Saccharomices cerevisiae.
11. Postupak proizvodnje izobutanola uz pomoc¢ stanica kvasca, naznacen time $to se sastoji u osiguravanju stanice

kvasca u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1 do 10. kao i u dovodenju stanice kvasca u kontakt s
fermentabilnim izvorom ugljika.
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