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CELULA HOSPEDEIRA RECOMBINANTE
(Dividido do BR 1120140246750, depositado em 02/04/ 2013)
REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS

[001] Este pedido reivindica o beneficio do Pedido

Provisorio no U.S. 61/619.324, depositado em 2 de a bril de
2012, o qual estéa incorporado em sua totalidade a t itulo de
referéncia.

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

[002] O pedido presente contém a Listagem de Sequéncias

que foi enviada em formato ASCII através de EFS-Web e esta
incorporada ao presente documento em sua totalidade a
titulo de referéncia. A dita copia ASCII, criada em 2 de
abril de 2013, é nomeada como LS00042PCT_SL.txt e t em

143.098 bites de tamanho.
CAMPO

[003] O pedido refere-se a ceélulas hospedeiras
recombinantes incluindo modificacbes de cepa eficaz es na
melhora de titulacdo, rendimento e/ou produtividade de
derivados de &cido graxo. A revelagdo se refere
adicionalmente a culturas celulares incluindo as cé lulas
hospedeiras recombinantes para a producdo fermentat iva de
derivados de acido graxo e composi¢cdes dos mesmos.

ANTECEDENTES

[004] Derivados de acido graxo incluindo aldeidos
graxos, Aalcoois graxos, hidrocarbonetos (alcanos e
olefinas), ésteres graxos (por exemplo, ceras, éste res de

acido graxo ou ésteres graxos) e cetonas constituem

categorias importantes de substancias quimicas indu striais
e combustiveis. Essas moléculas e seus derivados té m
numerosas aplicacdes incluindo, mas sem limitacdo a 0 uso
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como tensoativos, lubrificantes, plastificantes, so
emulsificadores, emolientes, espessantes, aromatiza
fragrancias e combustiveis. O petroleo bruto é atua

uma fonte principal de materiais brutos para produz
substancias petroquimicas e combustiveis. As duas c
principais de materiais brutos derivados do petrole
olefinas de cadeia curta (por exemplo, etileno e pr

e aromaticas (por exemplo, isémeros de benzeno e xi
Esses materiais brutos sédo derivados de hidrocarbon
cadeias mais longas no petroleo bruto craqueando-o

um custo consideravel com o uso de varios métodos,
como cragqueamento catalitico, craqueamento a vapor
reformacdo catalitica. Esses materiais brutos podem
usados para produzir substancias petroquimicas tais
monodmeros, solventes, detergentes e adesivos que, d
forma, ndo podem ser diretamente refinados a partir

petréleo bruto. As substancias petroquimicas, por s

podem ser usadas para produzir substancias quimicas

especiais, tais como plasticos, resinas, fibras,
elastomeros, substancias farmacéuticas, lubrificant

e similares. As substancias quimicas especiais part

que podem ser produzidas a partir de materiais brut
petroquimicos incluem, mas néo se limitam a acidos
hidrocarbonetos, aldeidos graxos, alcoois graxos, €

cetonas.

[005] Hidrocarbonetos, por exemplo, tém varios usos

comerciais. Sendo assim, alcanos e alcenos de cadei

curta sdo usados em combustiveis de transporte. Os

de cadeia mais longa sdo usados em plasticos,

lubrificantes, e lubrificantes sintéticos. Adiciona
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0s alcenos sdo usados como uma matéria-prima para p
alcoois, ésteres, plastificantes, tensoativos, amin
tercidrias, agentes de recuperacdo aprimorada de Ol
acidos graxos, tidis, anidridos alcenilsuccinicos,
epoxidos, alcanos clorados, alcenos clorados, ceras
aditivos de combustivel e redutores de fluxo de arr

maneira similar, os ésteres possuem muitos usos com

Por exemplo, o biodiesel, um combustivel alternativ
feito de ésteres (por exemplo, éster metilico de ac
graxo, ésteres etilicos de acido graxo, etc.). Algu
ésteres de baixo peso molecular sdo volateis e tém
cheiro agradavel, o que os torna uteis como fragran

agentes aromatizantes. Adicionalmente, o0s ésteres s
usados como solventes para lacas, tintas e vernizes
Ademais, algumas substancias de ocorréncia natural,

como ceras, gorduras e 6leos também séo feitos de é

Os ésteres sao wusados adicionalmente como agentes

amaciantes em resinas e plasticos, plastificantes,
retardantes de chamas e aditivos em gasolina e 06leo
Adicionalmente, os ésteres podem ser usados na fabr

de polimeros, filmes, produtos téxteis, corantes e

substancias farmacéuticas.

[006] Os aldeidos sdo usados para produzir uma grande

variedade de substancias quimicas especiais. Por ex

os aldeidos sdo usados para produzir polimeros, res
(por exemplo, Bakelite), corantes, aromatizantes,
plastificantes, perfumes, substancias farmacéuticas
outras substancias quimicas, algumas das quais pode
usadas como solventes, conservantes ou desinfetante

Adicionalmente, certos compostos naturais e sintéti
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tais como vitaminas e compostos usados como hormaoni
aldeidos. Ademais, muitos agucares contém grupos al

Os aldeidos graxos podem ser convertidos em alcoois

através de reducdo quimica ou enzimatica. De maneir

similar, os alcoois graxos possuem muitos usos come
também. Os alcoois graxos de cadeia mais curta sao
nas industrias cosmeética e alimenticia
emulsificadores, emolientes e espessantes. Devido a
natureza anfifilica, os alcoois graxos se comportam
tensoativos ndo ibnicos, que sdo Uuteis em produtos
cuidados pessoais e domésticos, tais como, por exem
detergentes. Adicionalmente, os alcoois graxos sao

em ceras, gomas, resinas, pomadas e lo¢bes farmacéu
aditivos de oleo lubrificante, agentes téxteis anti

e de acabamento, plastificantes, cosméticos, solven
industriais e solventes para gorduras. Os alcoois ¢
tais como os alcoois alifaticos incluem uma cadeia

22 atomos de carbono. Os alcoois graxos normalmente

namero par de atomos de carbono e um Unico grupo al

0s, sao

deido.

graxos
a

rciais

usados

como

sua
como
de
plo,
usados
ticas,
estatica
tes
raxos
de 8 a
tém um

cool (-

OH) anexados ao carbono de terminagdo. Alguns sao

insaturados e alguns sao ramificados. Os mesmos
amplamente usados em quimica industrial. A maioria
alcoois graxos na natureza é encontrada como ceras
ésteres com acidos graxos e alcoois graxos. Os mesm
produzidos por bactérias, plantas e animais. Presen

os alcoois graxos sdo produzidos através da hidroge
catalitica de acidos graxos produzidos a partir de
naturais, tais como 6leo de coco, azeite de dendé,
semente de palma, sebo e banha de porco, ou por hid

quimica de alfa-olefinas produzidas a partir de mat
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primas petroquimicas. Os alcoois graxos derivados a partir
de fontes naturais tém comprimentos variados de cad eia. O
comprimento da cadeia de alcoois graxos € important e e
especifico para aplicacdes particulares. A desidrat acao de
alcoois graxos em alfa-olefinas pode também ser con seguida

por catalise quimica.

[007] Devido aos desafios inerentes apresentados pela

exploracdo, extracdo, transporte e refino de petrol eo para
uso em produtos quimicos e combustiveis, ha uma nec essidade
na técnica de uma fonte alternativa que pode ser pr oduzida
econdmica e eficientemente para o uso na producao q uimica e
de combustiveis. Além disso, a queima de combustive is
baseados em petrdleo se tornou uma ameaca Séria ao meio
ambiente, especialmente em luz do crescimento perma nente da
populacdo que habita o planeta. Assim, ha uma neces sidade
para um substituinte do petréleo que ndo cause o ti po de
dano ambiental criado pela exploracéo, extracéo, tr ansporte

e refino do petrdleo.

[008] Uma opcao para produzir petréleo renovavel é

alterar por engenharia as células hospedeiras para produzir
produtos renovaveis de petréleo. Combustiveis
biologicamente derivados e substancias quimicas ofe recem
vantagens em comparacdo com combustiveis baseados e m
petréleo. Substancias quimicas biologicamente deriv adas,
tais como hidrocarbonetos (por exemplo, alcanos, al cenos,

ou alcinos), alcoois graxos, ésteres, acidos graxos :

aldeidos graxos, e cetonas sdo diretamente converti dos a
partir de biomassa no produto quimico desejado. Ent retanto,

a fim de usar os derivados de acido graxo biologica mente
derivados de aguUcares fermentaveis ou de biomassa p ara que
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sejam comercialmente viaveis como uma fonte para a producao
de substancias quimicas e combustiveis renovaveis, 0
processo precisa ser aperfeicoado para conversdao e
recuperacdo eficientes do produto. O desenvolviment o de
combustiveis e  substancias quimicas  biologicamente
derivados tem sido um foco de pesquisa e desenvolvi mento em
anos recentes. Ainda assim, permanece uma necessida de
consideravel de melhoras nos processos e produtos
relevantes a fim de que combustiveis e substancias guimicas
biologicamente derivados se tornem uma opg¢ao comerc ialmente
viavel. As éareas que precisam de melhorias incluem a
eficiéncia energética do processo de producdo e o
rendimento do produto final. A presente revelagdo a borda
essa necessidade.
SUMARIO

[009] Um aspecto da revelagcdo fornece uma célula
hospedeira recombinante que tem uma sequéncia
polinucleotideos geneticamente modificada, sendo qu e a
sequéncia de polinucleotideos codifica para um ou m ais
polipeptideos que tém uma atividade enzimatica espe cifica.
A sequéncia de polinucleotideos é exdgena ou endoge na a
célula hospedeira. Sendo assim, a revelacdo fornece uma
célula hospedeira recombinante que tem uma sequénci a de
polinucleotideos geneticamente modificada que codif ica um
ou mais polipeptideos, sendo que os polipeptideos t ém uma
atividade selecionada a partir do grupo que inclui, mas sem
limitagdo a uma atividade de 3-hidroxidecanoil-[acp ]
desidratase (E.C. 4.2.1.60); atividade de p-cetoacil-ACP
sintase | (E.C. 2.3.1.41); atividade de p-cetoacil-ACP

sintase Il (E.C. 2.3.1.179); atividade de [acp] S-
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maloniltransferase {malonil-CoA-ACP
2.3.1.39); atividade de 3-oxoacil-{

(E.C. 1.1.1.100); atividade de
(E.C.2.3.1.180); atividade de enoil-ACP redutase (N
(E.C. 1.3.1.9); atividade de enoil-ACP redutase (NA
(E.C. 1.3.1.10);
desidratase (E.C. 4.2.1.59); e atividade de

transacilase} (

atividade de  3-hidroxi-acil-[acp]
decenoil-ACP isomerase (E.C. 5.3.3.14), sendo que a
hospedeira recombinante produz uma composi¢do de de

de acido graxo a uma titulacéo, rendimento ou produ

maior do que uma célula hospedeira do tipo selvagem
correspondente quando cultivada em um meio contendo
fonte de carbono sob condi¢cbes eficazes para expres
polinucleotideo. Em um aspecto relacionado, a célul
hospedeira recombinante produz a composi¢céo de deri
acido graxo em uma titulacéo, rendimento e/ou produ

maior quando o polipeptideo for expresso em combina

pelo menos um outro polipeptideo da atividade enzim

Em outro aspecto, a célula hospedeira recombinante
composicdo de derivado de acido graxo a uma titulag

rendimento ou produtividade maior quando o polipept

expresso em combinacdo com pelo menos cinco outros

polipeptideos da atividade enzimatica. Em ainda out

aspecto, a célula hospedeira recombinante produz a

composicdo de derivado de acido graxo a uma titulag
rendimento ou produtividade maior quando expressa e
combinagdo com pelo menos dois ou trés ou quatro ou

ou seis ou mais polipeptideos da atividade enzimati

outro aspecto relacionado, a célula hospedeira reco

inclui  uma ou mais

sequéncias de polinucleotideos

Peticdo 870190131148, de 10/12/2019, pag. 18/180

trans-

E.C.

B-cetoacil}-ACP redutase

B-cetoacil-ACP sintase lll

ADH)
DPH)

2, cis- 3-

célula
rivado

tividade

uma
sar o
a
vado de
tividade
¢ao com
atica.
produz a
ao,

ideo for

ro

cinco
ca. Em

mbinante



8/147

geneticamente modificadas que codificam adicionalme nte para
um polipeptideo que é uma proteina carreadora de ac ila
(ACP). A ACP pode ser expressa em combina¢gdo com um ou mais
dos polipeptideos que codificam para qualquer uma d as

atividades enzimaticas, sendo que a ACP aumenta

adicionalmente a titulacdo, rendimento e/ou produti vidade
da célula hospedeira recombinante quando cultivada sob
condi¢cbes apropriadas. Em ainda outro aspecto relac ionado,
uma sequéncia de polinucleotideos geneticamente mod ificada

codifica adicionalmente um polipeptideo que tem uma

atividade de accABCD (E.C. 6.4.1.2). A accABCD pode ser
expressa em combinacdo com um ou mais dos polipepti deos que
codificam para qualquer uma das atividades enzimati cas,
sendo que a accABCD aumenta adicionalmente a titula céao,

rendimento e/ou produtividade da célula hospedeira

recombinante quando cultivada sob condi¢cdes apropri adas.
[0010] Outro aspecto da revelagcdo fornece uma

célula hospedeira recombinante que tem uma sequénci a de

polinucleotideos geneticamente modificada que codif ica um

ou mais polipeptideos, sendo que os polipeptideos t ém uma

atividade enzimética que inclui, mas sem limitacdo a

atividade de trans- 2, cis- 3-decenoil-ACP isomerase (fabA ou

fabM); B-cetoacil-ACP sintase | (fabB); malonil-CoA-ACP

transacilase (fabD); B-cetoacil-ACP sintase | (fabF ou

fabB); B-cetoacil-ACP redutase (fabG); B-cetoacil-ACP
sintase Il (fabH); enoil-ACP redutase (fabl ou fab L ou
fabV ou fabK); e 3-hidrox-acil-[acp] desidratase (f abA ou

fabZ);  trans- 2-enoil-ACP redutase Il (fabK). Em um aspecto
relacionado, o polipeptideo € selecionado dentre fa bA,

fabB, fabD, fabF, fabG, fabH, fabl, fabL, fabV, fab Z, fabM,
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e fabK e ou combina¢cées dos mesmos. Em ainda outro aspecto
relacionado, o polipeptideo é selecionado dentre Fa bA de
Salmonella typhimurium (NP_460041); FabB de Escherichia
coli (NP_416826); FabD de Salmonella  typhimurium

(NP_460164); FabG de Salmonella typhimurium (NP_460165);
FabH de  Salmonella typhimurium (NP_460163); Fabz de
Salmonella typhimurium (NP_459232); FabM de Streptococcus
mutans (AAN59379); FabK de Streptococcus pneumoniae
(AAF98273); FabV de Vibrio cholera (YP_001217283); FabF de
Clostridium acetobutylicum (NP_350156); Fabl de Bacillus
subtillis subsp. subtilis str. 168 (NP_389054); FabL de
Bacillus subtillis subsp. subtilis str. 168 (NP_388745);

Fabl a Acinetobacter sp. ADP1 (YP_047630); Fabl de
Marinobacter aquaeoli VT8 (YP_ 958813); Fabl de Rhodococcus
opacus B4 (YP_002784194); FabH de Acinetobacter sp. ADP1
(YP_046731); FabH de Marinobacter aquaeoli VT8 (YP_958649);
e FabH de Rhodococcus opacus B4 (YP_00278448) ou

combina¢cfes dos mesmos.

[0011] A revelacdo contempla adicionalmente uma
célula hospedeira recombinante que tem uma sequénci a de
polinucleotideos geneticamente modificada que codif ica um

polipeptideo de ACP, sendo que a célula hospedeira

recombinante produz uma composicdo de derivado de & cido
graxo a uma titulacdo, rendimento ou produtividade maior do
gue uma célula hospedeira do tipo selvagem correspo ndente
guando cultivada em um meio contendo uma fonte de c arbono
sob condicbes eficazes para expressar o polipeptide o de

ACP. Em um aspecto relacionado, a sequéncia de
polinucleotideos geneticamente modificada codifica

adicionalmente um polipeptideo que tem uma atividad e de
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fosfopanteteinil transferase (E.C. 2.7.8.7). No pre sente
documento, a sequéncia de polinucleotideos genetica mente
modificada inclui  um gene sfp gue codifica uma
fosfopanteteinil transferase (E.C. 2.7.8.7). Em um aspecto
relacionado, uma sequéncia de polinucleotideos

geneticamente  modificada codifica adicionalmente  um

polipeptideo que tem uma atividade de accABCD (E.C.

6.4.1.2). A ACP pode ser expressa em combinagao com accABCD
e/ou com uma fosfopanteteinil transferase, sendo qu e a
combinacdo de quaisquer dentre os polipeptideos exp ressos
leva a aumentos adicionais na titulacdo, rendimento elou
produtividade da célula hospedeira recombinante qua ndo
cultivados sob condigbes apropriadas. Em outro aspe cto
relacionado, a ACP é derivada do mesmo organismo qu e uma
enzima de trajetoria terminal expressa na célula ho spedeira
recombinante, sendo que a enzima de terminagcdo cliv a
qualquer espécie de acil-ACP que seja parte da traj etoria
biossintética do acido graxo. A ACP é exdgena ou en dogena a

célula hospedeira.

[0012] A revelacdo engloba adicionalmente uma
célula hospedeira recombinante que inclui uma sequé ncia de
polinucleotideos geneticamente modificada incluindo um
transpdson, sendo que a insercdo do transpéson em u m gene
yijP afeta um segundo gene que flanqueia o gene yij , sendo
gue o segundo gene codifica para um polinucleotideo que é

regulado ascendente ou descendentemente e em que O

polinucleotideo regulado ascendente ou descendentem ente
codifica para um polipeptideo que afeta a producao de uma
composicdo de derivado de acido graxo quando a célu la
hospedeira é cultivada em um meio contendo uma font e de
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carbono sob condicdes eficazes para expressar 0

polipeptideo. O gene yijP  pode ser flanqueados por genes em

ambos os lados. Em um aspecto relacionado, a inserg ao do
transpdson no gene yijP  resulta em inativacdo do gene yijP
ou um polinucleotideo do mesmo, que afeta um ou mai s dos
genes que flanqueiam o gene yijP , sendo que o gene ou genes

que flanqueiam codificam para um polipeptideo que a feta a
producdo de uma composicdo de derivado de acido gra X0
guando a célula hospedeira é cultivada em um meio ¢ ontendo
uma fonte de carbono sob condicbes eficazes para ex pressar
0 polipeptideo. Em um aspecto relacionado, o0 gene (q ue
flanqueia inclui polinucleotideos que incluem, mas nao se

limitam a, ppc, VyijO , frwD, pfiC , pflID ou argE.

[0013] Outro aspecto da revelagdo fornece uma
célula hospedeira recombinante incluindo uma sequén cia de
polinucleotideos geneticamente modificada que codif ica um
polipeptideo de fosfoenolpiruvato carboxilase ( ppc), sendo
que a célula hospedeira recombinante produz uma com posicéo
de derivado de acido graxo a uma titulagcdo, rendime nto ou
produtividade maior do que uma célula hospedeira do tipo

selvagem correspondente quando cultivada em um meio

contendo uma fonte de carbono sob condicbes eficaze S para
expressar o polipeptideo ppc .

[0014] Ainda assim, outro aspecto da revelacdo
fornece uma cultura celular que inclui qualquer uma dentre
as células hospedeiras recombinantes apresentadas n 0

presente  documento  (supra). A célula  hospedeira

recombinante € cultivada em um meio de forma que a célula
hospedeira recombinante produza composi¢cfes derivad as de
acidos graxos de acordo com os métodos de engenhari a
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genética apresentados no presente documento (supra) . Em um
aspecto relacionado, as composi¢cfes derivadas de &c idos
graxos produzidas pelas células hospedeiras recombi nantes
da presente revelacao incluem, mas nao se limitam a , acidos
graxos, ésteres graxos, alcoois graxos, aldeidos gr axos,
alcanos, olefinas terminais, olefinas internas e ce tonas.
Em outro aspecto relacionado, o derivado de acido g raxo é
um derivado de acido graxo C6, C8, C10, C12, C13,C 14, C15,
C16, C17 ou C18. Em ainda outro aspecto relacionado , O
derivado de acido graxo € um derivado de &cido grax o]
insaturado C10:1, C12:1, C14:1, C16:1 ou C18:1. Em um
aspecto relacionado adicional, a composicao de deri vado de
acido graxo compreende um ou mais dentre os derivad os de
acido graxo C8, C10, C12, C14, C16 e C18. As compos icoes

derivadas de &cidos graxos produzida pelas -culturas

celulares que contém as células hospedeiras recombi nantes
da presente revelacdo incluem acidos graxos, aldeid 0s
graxos, alcoois graxos, esteres graxos, alcanos, ol efinas
terminais, olefinas internas e cetonas. A revelagéo engloba
adicionalmente composi¢cfes derivadas de &cidos grax 0sS que
incluem derivados de acido graxo que tém uma ligaca o dupla
na posicao 7 na cadeia de carbono entre C7 e C8 a p artir da
extremidade reduzida do alcool graxo; composicoes d erivadas
de acidos graxos que incluem derivados de acido gra X0
insaturados; composi¢cdes derivadas de acidos graxos que
incluem derivados de &cido graxo saturados; e compo sicoes
derivadas de &cidos graxos que incluem derivados de acido

graxo de cadeia ramificada.
[0015] A revelacdo contempla adicionalmente uma

cultura celular que contém qualquer uma das células
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hospedeiras  recombinantes apresentadas no  presente
documento, sendo que as células hospedeiras recombi nantes
tém uma titulacdo que é pelo menos cerca de 5% maio r do que
a titulacdo da célula hospedeira do tipo selvagem
correspondente quando cultivada sob as mesmas condi cbes que

as ceélulas hospedeiras recombinantes. No presente

documento, as células hospedeiras recombinantes tém uma
titulacdo de cerca de | g/l a cerca de 250 g/l e, m ais
especificamente, de cerca de 90 g/l a cerca de 120 g/l. Em

um aspecto relacionado, as células hospedeiras
recombinantes tém um rendimento que € de pelo menos cerca

de 10% a cerca de 40%. Em um aspecto, as ceélulas

hospedeiras recombinantes tém um rendimento de cerc a de
25%. Ainda englobada no presente documento € uma cu ltura
celular que contém qualquer uma das células hospede iras
recombinantes apresentadas no presente documento, s endo que
a produtividade da cultura celular varia de cerca d e 0,7

mg/l/h a cerca de 3 g/l/h ou maior.

[0016] Outro aspecto da revelagdo fornece meétodos
para produzir uma célula hospedeira recombinante in cluindo
projetar por engenharia genética a célula hospedeir a
recombinante de forma que a célula expresse uma seq uéncia
de polipeptideo que é codificada por uma ou mais se guéncias
de polinucleotideos sob condi¢cdes especificas de cu ltura,
sendo que a sequéncia de polinucleotideos codifica para um
ou mais polipeptideos que tém uma atividade enziméat ica
especifica.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS
[0017] A presente revelacdo é melhor compreendida

quando lida juntamente com as Figuras anexas, que S ervem
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para ilustrar as modalidades preferenciais. Compree nde-se,
entretanto, que a revelacdo ndo é limitada as modal idades

especificas reveladas nas Figuras.

[0018] A Figura 1 apresenta uma trajetoria
biossintética exemplificativa para uso na producao de acil
CoA como um precursor para derivados de acido graxo em um

microrganismo recombinante. O ciclo € iniciado pela
condensacgao de malonil-ACP e acetil-CoA.

[0019] A Figura 2 apresenta um ciclo biossintético
exemplificativo de acido graxo, no qual malonil-ACP e
produzido pela transacilacdo de malonil-CoA para ma lonil-
ACP (catalisada por malonil-CoA:ACP transacilase (f abD)); e
entdo a g-cetoacil-ACP sintase Il (fabH) inicia a
condensagao de malonil-ACP com acetil-CoA. Os ciclo s de
alongamento comeg¢am com a condensacéo de malonil-AC P e uma
acil-ACP catalisada por p-cetoacil-ACP sintase | (fabB) e
por B-cetoacil-ACP sintase Il (fabF) para produzir uma B-
ceto-acil-ACP, entédo a p-ceto-acil-ACP é reduzida pela B-
cetoacil-ACP redutase (fabG) para produzir uma B-hidréxi-
acil-ACP, que é desidratada em uma trans- 2-enoil-acil-ACP

por B-hidroxiacil-ACP desidratase (fabA ou fabZ). A FabA

pode também isomerizar trans -enoil-acil-ACP em cis -3-enoil-
acil-ACP, que pode se utilizar de fabl e pode ser u sado por
fabB (tipicamente até um comprimento maximo de cade ia
alifjtica de C16) para produzir B-ceto-acil-ACP. A etapa

final em cada ciclo é catalisada por enoil-ACP redu tase
(fabl) que converte trans- 2-enoil-acil-ACP em acil-ACP. Nos
métodos descritos no presente documento, a terminag ao da
sintese de acido graxo ocorre por remocao de tioest erase do
grupo acila a partir de acil-ACP para liberar acido S graxos
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livres (FFA). As tioesterases exemplo,

(por
hidrolisam liga¢gBes de tioéster, que ocorrem entre
acila e ACP atraves de ligagdes sulfidrilicas.

[0020] A Figura 3 ilustra a estrutura e funcdo do
complexo enzimatico acetil-CoA carboxilase (accABCD
BirA biotinila accB, a proteina carreadora de carbo
biotina, que é parte do complexo enzimético acetil-
carboxilase.

[0021]
trajetdria biossintética exemplificativa para a pro
alcool graxo iniciando com acil-ACP, em que a produ
aldeido graxo é catalisada pela atividade enzimétic
acil-ACP redutase (AAR) ou tioesterase (TE) e acido
carboxilico redutase (Car). O aldeido graxo é conve
alcool graxo por aldeido redutase (também chamada d
desidrogenase).

[0022] A Figura 5 apresenta uma visdo geral de duas
trajetdrias biossintéticas exemplificativas para a
de ésteres graxos iniciando com acil-ACP, em que a
de ésteres graxos é conseguida por um sistema de um
ou um sistema de trés enzimas.

[0023]
trajetdrias biossintéticas exemplificativas para a
de hidrocarbonetos iniciando com acil-ACP; sendo qu
producdo de olefinas internas é catalisada pela ati
enzimatica de OleABCD; a producdo de alcanos € cata
pela conversdo enzimatica de aldeidos graxos em alc
meio de aldeido decarbonilase (ADC); e a producdo d
olefinas terminais € catalisada pela conversédo enzi
de acidos graxos em olefinas terminais

por uma
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decarboxilase.
[0024] A Figura 7 ilustra a producgéo do derivado de
acido graxo (Espécies Graxas Totais) pela cepa MG16 55de E.

coli com o gene fadE atenuado (isto €, deletado) em

comparacado com a producédo do derivado de acido grax 0 pela
E. coli MG1655. Os dados apresentados na Figura 7 mostram
que a atenuacdo do gene fadE nado afetou a producao de

derivado de &acido graxo.

[0025] A Figura 8 mostra niveis de malonil-CoA em
DAM1 377 em fase logaritimica, que expressa oito
construcdes diferentes de operéo C. glutamicum acetil-CoA
carboxilase (Acc).

[0026] A Figura 9 mostra niveis intracelulares de
CoA de cadeia curta em E. coli DAM1 377 na fase
logaritmica que expressa  construgdes de operao
ptrc1/3_accDACB-birAtpanK. A accDACB+birA é também chamada,

no presente documento, de accD+.

[0027] A Figura 10 mostra a producdo de éster
metilico de &cido graxo (FAME) na cepa DV2 de E. coli que
expressa éster sintase 9 a partir de M.
hidrocarbonoclasticus e componentes de um complexo acetil-
CoA carboxilase a partir de C. glutamicum

[0028] A Figura 11 mostra a producdo de alcoois
graxos por E. coli gue expressa a AAR de Synechococcus
elongatus PCC7942 junto com o operdo accD+ a partir de C.

glutamicum  em um plasmideo pCL. Amostras em triplicata séo
mostradas para as cepas accD+.

[0029] As Figuras 12A e 12B mostram dados para a
producdo de espécies graxas totais (mg/l) a partir de

ensaios de placa em duplicata quando o plasmideo
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pCL_Pyc _tesA foi transformado em cada uma das cepas que
contém iIFAB mostradas nas Figuras e uma fermentacgéo foi
desempenhada em meio FA2 com 20 horas, da inducdo a
colheita, tanto em 32 °C (Figura 12A) quanto em 37 °C
(Figura 12B).

[0030] A Figura 13 mostra a producdo de FAME com
DAM1 de E. coli com plasmideo pDS57 e com operbes fabHI

integrados. Os genes fabH/I séo de Marinobacter aquaeoli
VT8 ou de Acinetobacter baylyi ADP1. Consulte a Tabela 7
para maiores detalhes sobre os operdes fabH/l nessa S cepas.
[0031] A Figura 14 mostra a producdo de FAME com
DAM1 de E. coli com plasmideo pDS57 e diferentes
configuragcbes dos genes C. glutamicum acc assim como o0s
operdes fabHI integrados. As cepas contém 0s genes fabH/I
de Rhodococcus opacus ou de Acinetobacter baylyi ADP1.
Consulte a Tabela 7 para maiores detalhes sobre os operdes
fabH/I e acc.
[0032] A Figura 15 mostra titulacdes de FAME e FFA

das duas cepas E. coli DAM1 pDS57 com cepas de genes fabH/I

integradas selecionadas dentre a Figura 13 em compa racao
com a cepa de controle E. coli DAM1 pDS57.

[0033] A Figura 16 é uma retratacdo diagramatica do
locus iIFAB138 incluindo um diagrama do cassette cat -loxP-

Prs integrado na frente de iFAB138 (Figura 16 A); e um
diagrama da regiao P 15_IFAB138 (Figura 16B).

[0034] A Figura 17 mostra que a cepa V668, que tem
0s genes Iph e ilvG repareados, produziu um nivel m aior de
FFA do que EG149, que ndo tem nenhum dos genes repa reados.
[0035] A Figura 18 é uma retratacdo diagramatica de
uma insercao de cassette de transpdson no gene yijP da cepa
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LC535 (colocagdo de transposon 68F11). Os promotore S
internos ao cassette de transpdson sdo mostrados e podem
ter efeitos em uma expresséo génica adjacente.

[0036] A Figura 19 ilustra a producdo de alcool
graxo por DV2 de E. coli gue expressa Synechococcus

elongatus acil-ACP redutase (AAR) e que coexpressa varias

proteina cianobacterianas carreadoras de acilas (AC Ps). Os
detalhes a respeito da fonte das ACPs s&o fornecido S na
Tabela 12.

[0037] A Figura 20 ilustra a producdo de acido
graxo com DV2 de E. coli gue expressa tioesterase 'tesA de
E. coli sem sequéncia lider e que coexpressa uma proteina
cianobacteriana carreadora de acila (CACP) e B. subtilis
sfp .

DESCRICAO DETALHADA

Viséo geral

[0038] A revelacdo é baseada, pelo menos em parte,
na constatacdo de que a modificacdo de varios aspec tos da
trajetoria biossintética do &cido graxo em uma célu la
hospedeira recombinante facilita a produgdao acentua da de

derivados de &cido graxo pela célula hospedeira. A

revelacdo se refere a composicbes de derivados de a cido
graxo que tém caracteristicas desejaveis e a método S para
produzir as mesmas. Além disso, a revelacdo se refe re a

células hospedeiras recombinantes (por exemplo,
microrganismos), culturas de células hospedeiras
recombinantes, métodos para produzir e usar as célu las
hospedeiras recombinantes, por exemplo, o uso de cé lulas
hospedeiras recombinantes cultivadas na producao

fermentativa de derivados de é&cido graxo que tém
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caracteristicas desejaveis.

[0039] Mais especificamente, a producdo de uma
composicado desejada derivada de acido graxo (por ex emplo,
acil-CoA, acidos graxos, aldeidos graxos, alcoois d e cadeia
longa e curta, hidrocarbonetos, alcoois graxos, ést eres
(por exemplo, ceras, ésteres de acido graxo, ou ést eres
graxos), olefinas terminais, olefinas internas e ce tonas é
acentuada modificando-se a expressao de um ou mais genes
envolvidos em uma trajetéria biossintética para pro ducéo,
degradacdo e/ou secrecdo de acido graxo, éster grax o,
alcano, alceno, olefina ou alcool graxo. A revelaca o]

fornece células hospedeiras recombinantes que foram

projetadas para fornecer uma biossintese acentuada de acido
graxo em relacdo a células hospedeiras nao projetad as ou
nativas (por exemplo, células hospedeiras do tipo s elvagem
que funcionam como células de controle), o que ¢é

conseguido, por exemplo, através de melhoras na cep a. Sendo
assim, a revelacédo identifica polinucleotideos utei S para
as células hospedeiras recombinantes, os métodos e as
composicdes da revelagcdo. Sera reconhecido em geral que a

identificacéo absoluta da sequéncia de tais

polinucleotideos ndo € necessaria. Por exemplo, alt eracoes
em uma sequéncia de polinucleotideos particular pod em ser
feitas e os polipeptideo codificados podem ser tria dos para
atividade. Tais alteracdes tipicamente compreendem mutacgdes
conservativas e mutagOes silenciosas (por exemplo, um
aperfeicoamento de cddon). Os polinucleotideos modi ficados
ou projetados por engenharia genética e os polipept ideos
variantes codificados podem ser triados para uma fu ncao

desejada incluindo, mas sem limitacdo a atividade
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catalitica aumentada, estabilidade aumentada ou ini

diminuida (por exemplo, inibicdo por retroalimentag
diminuida) com o uso de métodos conhecidos na técni
[0040] A revelacao identifica
enzimaticas envolvidas em varias etapas (isto €, re
das trajetorias biossintéticas do acido graxo descr
presente documento de acordo com o numero de Classi
de Enzima (EC) e fornece polipeptideos exemplificat
(por exemplo, enzimas) categorizados por tais namer
polinucleotideos

exemplificativos que codificam tai

polipeptideos. Tais polipeptideos e polinucleotideo
exemplificativos, que sao identificados no presente
documento por NuUmeros de Acesso e/ou Numeros

Identificagcdo de Sequéncia (n
para projetar trajetérias de acido graxo em células
hospedeiras parentais para obter as células hospede
recombinantes descritas no presente documento. Os
polipeptideos e polinucleotideos descritos no prese
documento s&o exemplificativos e nao limitantes. As
sequéncias de homdlogos de polipeptideos exemplific
descritas no presente documento estdo disponiveis a
pessoas versadas na técnica através de varios banco
dados (por exemplo, bancos de dados rhw Entrez forn

pelo Centro Nacional de Informacdes de Biotecnologi
(NCBI), bancos de dados ExPasy fornecidos pelo Inst
Suico de Bioinformatica, o banco de dados BRENDA fo

pela Universidade Técnica de Braunschweig e o banco
dados KEGG fornecido pelo Centro de Bioinformatica
Universidade de Kyoto e da Universidade de Tokyo, t

quais estéo disponiveis na Internet).
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DEFINICOES
[0041] Conforme usado nesse relatério descritivo e

nas reivindicagbes anexas, as formas singulares "um
"uma”, "o" e "a" incluem referéncias plurais a meno s que o
contexto claramente dite o contrario. Assim, por ex emplo,
uma referéncia a "uma célula hospedeira recombinant e"
inclui duas ou mais tais células hospedeiras recomb inantes,
uma referéncia a "um alcool graxo" inclui um ou mai S

alcoois graxos ou misturas de &lcoois graxos, uma

referéncia a "uma sequéncia codificante de acido nu cleico”
inclui uma ou mais sequéncias codificantes de &cido

nucleico, uma referéncia a "uma enzima" inclui uma ou mais

enzimas e similares.

[0042] Numeros de Acesso: Os Numeros de Acesso de
Sequéncia no decorrer dessa descricdo foram obtidos a
partir de bancos de dados fornecidos pelo NCBI (Cen tro
Nacional de Informacfes de Biotecnologia), mantido pelos
Institutos Nacionais de Saude, EUA (que sé&o identif icados
no presente documento as "Numeros de Acesso NCBI" o u
alternativamente como "Numeros de Acesso GenBank") e da
UniProt Knowledgebase (UniProtKB) e do bancos de da dos
Swiss-Prot fornecido pelo Instituto Sui¢co de Bioinf ormatica
(que sao identificados no presente documento como " Numeros

de Acesso UniProtKB").

[0043] Numeros de Classificacdo de Enzima (EC): Os
nameros EC sao estabelecidos pelo Comité de Nomencl atura da
Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecu lar
(IUBMB), do qual a descricao esta disponivel no sit e de
Nomenclatura de Enzimas IUBMB na Internet. Os numer os EC

classificam as enzimas de acordo com a reagdo que
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catalisam.
[0044] Conforme wusado no presente documento,

termo "nucleotideo” se refere a uma unidade monomér

um polinucleotideo que consiste em uma base heteroc

um acucar e um ou mais grupos fosfato. As bases de

ocorréncia natural (guanina (G), adenina (A), citos

timina (T) e uracil (U)) sao tipicamente derivados

purina ou pirimidina, embora deva ser notado que an

de base de ocorréncia natural e ndo natural sdo tam

incluidos. O acucar de ocorréncia natural é a pento

(acucar de cinco carbonos) desoxirribose (que forma

ou a ribose (que forma o RNA), embora deva ser comp

que analogos de acgUcar de ocorréncia natural e ndo

sdo também incluidos. Os é&cidos nucleicos séo tipic

unidos através de ligacbes de fosfato para formar &

nucleicos ou polinucleotideos, apesar de muitas out

unibes serem conhecidas técnica

na exemplo,

(por

fosforotioatos, boranofosfatos e similares).
[0045] Conforme wusado no presente documento,

termo "polinucleotideo” se refere a um polimero de
ribonucleotideos (RNA) ou desoxirribonucleotideos (

podem ser de fita simples ou de fita dupla e que po
conter nucleotideos ndo naturais ou alterados. Os t

de nucleico"” e

de

"polinucleotideo”, acido

de

"sequéncia

"sequéncia nucleotideo” sdo usados forma
intercambiavel no presente documento para fazer ref

a uma forma polimérica de nucleotideos de qualquer
comprimento, tanto de RNA quanto de DNA. Esses term
referem a estrutura primaria da molécula e, assim,

DNA de fita simples e de fita dupla e RNA de fita s
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de fita dupla. Os termos incluem, como equivalentes :

analogos tanto de RNA quanto de DNA feitos a partir de
analogos de nucleotideo e polinucleotideos modifica dos tais
como, apesar de sem limitacao a, polinucleotideos m etilados
e/ou capeados. O polinucleotideo pode ser em qualqu er forma

incluindo mas sem limtacdo a plasmideo, viral,

cromossdmico, EST, cDNA, mRNA e rRNA.

[0046] Conforme usado no presente documento, 0s
termos "polipeptideo” e "proteina" sdo usados de ma neira
intercambiavel para fazer referéncia a um polimero de
residuos de aminoéacido. O termo "polipeptideo recom binante"
se refere a um polipeptideo que é produzido por téc nicas
recombinantes, sendo que um DNA ou RNA que codifica a
proteina expressa é geralmente inserido em um vetor de
expressao adequado que € por sua vez usado para tra nsformar

uma ceélula hospedeira para produzir o polipeptideo.

[0047] Conforme usado no presente documento, o
termo "homodlogo” se refere a um polinucleotideo ou um
polipeptideo que compreende uma sequéncia que é pel 0 menos
cerca de 50% idéntica a sequéncia de polinucleotide 0sS ou
polipeptideos correspondente. Os polinucleotideos o u
polipeptideos homodlogos preferenciais tém sequéncia s de
polinucleotideos ou sequéncias de aminoacido que té m pelo
menos cerca de 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 8 7%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou pelo

menos cerca de 99% de homologia com a sequéncia de

aminodacido ou sequéncia de polinucleotideos corresp ondente.
Conforme usado no presente documento, os termos "ho mologia”
de sequéncia e "identidade" de sequéncia sdo usados de

maneira intercambiavel.
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[0048] Uma pessoa de habilidade comum na técnica
esta bem informada sobre métodos para determinar a
homologia entre duas ou mais sequéncias. Brevemente ,
calculos de "homologia" entre duas sequéncias podem ser
efetivados conforme segue. As sequéncias sao alinha das para

propésitos de comparacdo aperfeicoada (por exemplo,

intervalos podem ser introduzidos em um ou em ambos dentre
uma primeira e uma segunda sequéncia de aminoacido ou acido
nucleico para alinhamento aperfeicoado e sequéncias nao

homologas podem ser ignoradas para propoésitos de

comparacao). Em uma modalidade preferencial, o comp rimento
de uma primeira sequéncia que € alinhada para propo sitos de
comparacdo é pelo menos cerca de 30%, preferencialm ente
pelo menos cerca de 40%, mais preferencialmente pel 0 menos
cerca de 50%, ainda mais preferencialmente pelo men 0Ss cerca
de 60% e ainda mais preferencialmente pelo menos ce rca de
70%), pelo menos cerca de 75%, pelo menos cerca de 80%,
pelo menos cerca de 85%, pelo menos cerca de 90%), pelo
menos cerca de 95% ou aproximadamente 100% do compr imento
de uma segunda sequéncia. Os residuos de aminoacido ou
nucleotideos em posicbes de aminoacido ou posicdes de

nucleotideo  correspondentes da primeira e segunda
sequéncias sdo entdo comparados. Quando uma posicao na

primeira sequéncia € ocupada pelo mesmo residuo de

aminoacido ou nucleotideo que a posicdo corresponde nte na
segunda sequéncia, entdo as moléculas sao idénticas naquela
posicdo. O percentual de homologia entre as duas se guéncias

€ uma funcdo da quantidade de posicdes idénticas
compartilhadas pelas sequéncias, levando em conside racao a

quantidade de intervalos e o comprimento de cada in tervalo
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gue precise ser introduzido para o alinhamento aper
das duas sequéncias.

[0049]
do percentual de homologia entre duas sequéncias po
conseguidas com o uso de um algoritmo matematico, t
o0 BLAST (Altschul et al., J. Mol. Biol, 215(3): pag
a 410 (1990)). O percentual de homologia entre duas
sequéncias de aminoacido também pode ser determinad
uso dos algoritmos Needleman e Wunsch que
incorporados no programa GAP no pacote de software
0 uso de uma matriz Blossum 62 ou de uma matriz PAM
peso de intervalo de 16, 14, 12, 10, 8, 6 ou 4 e um
comprimento de 1, 2, 3, 4, 5 ou 6 (Needleman e Wuns
Mol. Biol., 48: paginas 444 a 453 (1970)). O percen
homologia entre duas sequéncias de nucleotideo tamb
ser determinado com o uso do programa GAP no pacote
software GCG, com o uso de uma matriz NWSgapdna.CMP
peso de intervalo de 40, 50, 60, 70 ou 80 e um peso
comprimento de 1, 2, 3, 4, 5 ou 6. Uma pessoa de ha
comum na técnica pode efetivar calculos iniciais de
homologia e ajustar os parametros de algoritmo de a
Um conjunto de parametros preferencial (e aquele qu
praticante deveria usar se estiver incerto sobre qu
parametros deveriam ser aplicados para determinar s
molécula estd dentro de uma limitagdo de homologia
reivindicacbes) é uma matriz de pontuacdo Blossum 6
uma penalidade de intervalo de 12, uma penalidade d
extensao de intervalo de 4 e uma penalidade de inte
quadro de leitura de 5. Métodos adicionais de alinh

de sequéncia sdo conhecidos dentro das técnicas de
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biotecnologia (consulte, por exemplo, Rosenberg, BM C
Bioinformatics, 6: 278 (2005); Altschul, et al., FE BS J.,
272(20): paginas 5101 a 5109 (2005)).

[0050] Conforme usado no presente documento, a
expressdo  “hibridiza mediante  condicdbes de baixa
estringéncia, estringéncia meédia, estringéncia alta ou

estringéncia muito  alta" descreve condigbes para

hibridizacdo e lavagem. Orientagbes para efetivar r eacoes
de hibridizacdo podem ser encontradas em Current Pr otocols
in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989 ), 6.3.1

a 6.3.6. Métodos aquosos e ndo aquosos sao descrito S ne4sta

referéncia e ambos o0s métodos podem ser usados. As

condi¢cdes especificas de hibridizacdo sob referénci a no
presente documento sdo conforme segue: 1) Condicdes de
hibridizacdo de baixa estringéncia - cloreto de séd io 6

vezes concentrado/citrato de soédio (SSC) a aproxima damente
45 °C, depois duas lavadas em SSC 0,2 vez concentra do, SDS
a 0,1% pelo menos a 50 °C (a temperatura das lavada S pode

ser aumentada para 55 °C para condicdoes de baixa

estringéncia); 2) Condicdes de hibridizacdo em estr ingéncia
média ~ SSC 6 vezes concentrado a aproximadamente 4 5 °C,
depois uma ou mais lavadas em SSC 0,2 vez concentra do, SDS
a 0,1% a 60°C; 3) Condicdes de hibridizacdo em estr ingéncia

alta aproximadamente SSC 6 vezes concentrado a

aproximadamente 45 °C, depois um ou mais lavadas em SSC 0,2
vez concentrado, SDS a 0,1% a 65 °C; e 4) Condigbes de
hibridizagdo em estringéncia muito alta - fosfato d e sodio
a 0,5 M, 7% de SDS a 65 °C, depois uma ou mais lava das em
SSC 0,2 vez concentrado, SDS a 1% a 65 °C. As condi cOes de
estringéncia muito alta (4) sado as condicdes prefer enciais
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a menos que seja especificado o contrario.

[0051] Um polipeptideo "enddgeno" se refere a um
polipeptideo codificado pelo genoma da célula hospe deira
(por exemplo, pela célula microbial méae) a partir d o qual a

célula recombinante é projetada ou derivada.

[0052] Um polipeptideo "exdgeno” se refere a um
polipeptideo que ndo é codificado pelo genoma da cé lula
microbial m&e. Um polipeptideo variante (isto €, mu tante) é

um exemplo de um polipeptideo exdgeno.
[0053] O termo "heterdlogo” geralmente significa
derivado de uma espécie diferente ou derivado de um
organismo diferente. Conforme usado no presente doc umento,
0 mesmo se refere a uma sequéncia de nucleotideo ou uma

sequéncia de polipeptideo que nado estd naturalmente

presente em um organismo particular. Expressdo hete réloga
significa que uma proteina ou polipeptideo é adicio nada
experimentalmente a uma célula que nao expressa nor malmente
aguela proteina. Sendo assim, heterélogo se refere ao fato
gue uma proteina transferida era inicialmente deriv ada de
um tipo diferente de célula ou uma espécie diferent e da do
recipiente. Por exemplo, uma sequéncia de polinucle otideos
endogenos a uma ceélula vegetal pode ser introduzida em uma
célula hospedeira bacteriana por métodos recombinan teseo

polinucleotideo vegetal € entdo um polinucleotideo
heterdlogo em uma célula hospedeira bacteriana
recombinante.

[0054] Conforme usado no presente documento, 0
termo "fragmento” de um polipeptideo se refere a um a porcéao
menor de um polipeptideo ou proteina de comprimento

completo que varia em tamanho de quatro residuos de
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aminoacido a sequéncia inteira de aminoacido menos
residuo de aminoacido. Em certas modalidades da rev
um fragmento se refere a sequéncia de aminoacido in
um dominio de um polipeptideo ou proteina (por exem
dominio de ligacéo de substrato ou um dominio catal

[0055] Conforme usado no presente documento,
termo "mutagénese” se refere a um processo pelo qua
informacdes genéticas de um organismo séo alteradas
maneira estavel. A mutagénese de uma sequéncia de a
nucleico que codifica uma proteina produz uma prote
mutante. A mutagénese também se refere a alteracdes
sequéncias de acido nucleico ndo codificantes que r
em uma atividade de proteina modificada.

[0056] Conforme wusado no presente documento,
termo "gene" se refere a sequéncias de acido nuclei
codificam ou um produto de RNA ou um produto de pro
se refere também a sequéncias de acido nucleico uni
forma operacional que afetam a expressdo do RNA ou
proteina (por exemplo, tais sequéncias incluem mas
limitam a sequéncias promotoras ou acentuadoras) ou
sequéncias de acido nucleico unidas de forma operac
que codificam sequéncias que afetam a expressédo do
da proteina (por exemplo, tais sequéncias incluem m
se limitam a sitios de ligacdo de ribossomos ou seq

de controle de tradugéo).

[0057] As sequéncias de controle de expressao sao

conhecidas na técnica e incluem, por exemplo, promo
acentuadores, sinais de poliadenilagcdo, terminadore
transcricdo, sitios internos de entrada de ribossom

(IRES) e similares, que fornecem a expressao da seq
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de polinucleotideos em uma célula hospedeira. As se guéncias
de controle de expressdo interagem especificamente com
proteinas celulares envolvidas na transcricdo (Mani atis et

al.,, Science, 236: paginas 1237 a 1245 (1987)). As
sequéncias de controle de expressdo exemplificativa S sao
descritas, por exemplo, em Goeddel, Gene Expression
Technology: Methods in Enzymology, Vol. 185, Academ ic
Press, San Diego, Calif. (1990).

[0058] Nos métodos da revelagdo, uma sequéncia de
controle de expressdo € unida de forma operacional a uma
sequéncia de polinucleotideos. Por "unida de forma
operacional" quer-se dizer que uma sequéncia de
polinucleotideos e uma ou mais sequéncias de contro le de
expressao sdo conectadas de forma a permitir a expr essao

génica quando as moléculas apropriadas (por exemplo :

proteinas ativadoras de transcricdo) sao ligadas a uma ou
mais sequéncias de controle de expressdo. Os promot ores
unidos de forma operacional sao localizados a monta nte da
sequéncia de polinucleotideos selecionada em termos da
direcdo de transcricdo e traducédo. Os acentuadores unidos
de forma operacional podem ser localizados a montan te,

dentro, ou a jusante do polinucleotideo selecionado

[0059] Conforme usado no presente documento, o

termo "vetor" se refere a uma molécula de acido nuc leico
com capacidade para transportar outro acido nucleic 0, isto

€, uma sequéncia de polinucleotideos, ao qual foi u nida. Um
tipo de vetor util € um epissomo (isto €, um acido nucleico
com capacidade de replicacédo extracromossomica). Os vetores
Uteis sdo aqueles com capacidade de replicacdo autd noma
e/ou expressao de acidos nucleicos aos quais sdo un idos. Os

Peticdo 870190131148, de 10/12/2019, pag. 40/180



30/147

vetores com capacidade para direcionar a expressao de genes
as guais sdo unidos de forma operacional sdo chamad 0S, No
presente documento, de "vetores de expressao”. Em g eral,
vetores de expressao uteis em técnicas de DNA recom binante
sdo comumente na forma de "plasmideos”, o que se re fere
geralmente a alcas circulares de DNA de fita dupla que, em
sua forma de vetor, ndo sdo unidas ao cromossomo. O S termos
"plasmideo” e "vetor" sdo usados de maneira interca mbiavel
no presente documento, dado que plasmideo sdo a for ma de
vetor mais comumente usada. Entretanto, também esta o]
incluidas outras formar de vetores de expressao que servem
funcdes equivalentes e que, subsequentemente, se to rnam
conhecidas na técnica através do presente. Em algum as
modalidades, um vetor recombinante compreende
adicionalmente um promotor unido de forma operacion al a
sequéncia de polinucleotideos. Em algumas modalidad €es, 0
promotor € um promotor regulado durante o desenvolv imento,
especifico de organela, especifico de tecido, induz ivel,
constitutivo ou especifico de célula. O vetor recom binante
tipicamente compreende pelo menos uma sequéncia inc luindo
(@) uma sequéncia de controle de expressao acoplada de
forma operacional a sequéncia de polinucleotideos; (b) um
marcador de selecdo acoplado de forma operacional a

sequéncia de polinucleotideos; (c) uma sequéncia ma rcadora
acoplada de forma  operacional a sequéncia de
polinucleotideos; (d) uma porcdo quimica purificado ra
acoplada de forma  operacional a sequéncia de
polinucleotideos; (e) uma sequéncia de secrecdo aco plada de
forma operacional a sequéncia de polinucleotideos; e (f)
uma sequéncia de alvejamento acoplada de forma oper acional
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a sequéncia de polinucleotideos. Em certas modalida des, a
sequéncia de nucleotideo € incorporada de forma est avel no
DNA genbmico da célula hospedeira e a expressao da
sequéncia de nucleotideo fica sob o controle de uma regiao
promotora regulada. Os vetores de expressdo descrit 0S no
presente documento incluem uma sequéncia de
polinucleotideos descrita no presente documento em uma
forma adequada para a expressao da sequéncia de
polinucleotideos em uma célula hospedeira. Sera per cebido
por pessoas versadas na técnica que o projeto do ve tor de
expressdo pode depender de tais fatores como a esco lha da
célula hospedeira a ser transformada, o nivel de ex pressao
de polipeptideo desejado, etc. Os vetores de expres sao
descritos no presente documento podem ser introduzi dos nas
células hospedeiras para produzir polipeptideos inc luindo
polipeptideos de fusdo, codificados pelas sequéncia s de
polinucleotideos conforme descrito no presente docu mento.
[0060] A expressdo de genes que codificam
polipeptideos em procariotas, por exemplo, E. coli , é mais
comumente desempenhada com vetores que contém promo tores
constitutivos ou induziveis que direcionam a expres sao
tanto de polipeptideos de fusdo quanto outros. Os v etores
de fusdo adicionam uma quantidade de aminoacidos a um
polipeptideo codificado nos mesmos, normalmente a u ma
terminag&do amino- ou carboxi- do polipeptideo recom binante.
Tais vetores de fusdo tipicamente servem um ou mais dos
trés propdsitos seguintes: (1) para aumentar a expr essao do
polipeptideo recombinante; (2) para aumentar a solu bilidade
do polipeptideo recombinante; e (3) para auxiliar n a
purificacdo do polipeptideo recombinante agindo com 0 um
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ligante em purificagdo de afinidade. Comumente, em vetores
de expressao de fusdo, um sitio de clivagem proteol itica é
introduzido na juncdo da por¢cdo quimica de fusdo co m o
polipeptideo recombinante. Isso possibilita a separ acao do
polipeptideo recombinante da por¢cao quimica de fusa 0 apos a

purificacdo do polipeptideo de fusdo. Em certas
modalidades, uma sequéncia de polinucleotideos da r evelagao
€ unida de forma operacional a um promotor derivado do
bacteriofago T5.

[0061] Em certas modalidades, a célula hospedeira é
uma célula de levedura e o vetor de expressao € um vetor de

expressdo de levedura. Os exemplos de vetores para

expressdo em levedura S. cerevisiae incluem pYepSec 1
(Baldari et al., EMBO J., 6: paginas 229 a 234 (198 7)),
pMFa (Kurjan et al., Cell, 30: paginas 933 a 943 (1 982)),
pJRY88 (Schultz et al., Gene, 54. paginas 113 a 123

(1987)), pYES2 (Invitrogen Corp., San Diego, CA) e picZ

(Invitrogen Corp., San Diego, CA).
[0062] Em outras modalidades, a célula hospedeira é
uma célula de inseto e o vetor de expressao é um ve tor de

expressdo de baculovirus. Os vetores de baculovirus

disponiveis para a expressao de proteinas em célula s de
inseto cultivadas (por exemplo, células Sf9) inclue m, por
exemplo, a série pAc (Smith et al., Mol. Cell Biol. , 3
paginas 2156 a 2165 (1983)) e a série pVL (Lucklow et al.,

Virology, 170: paginas 31 a 39 (1989)).

[0063] Em ainda outra modalidade, as sequéncias de
polinucleotideos descritas no presente documento po dem ser
expressas em células de mamiferos com o uso de um v etor de

expressdo de mamifero. Outros sistemas de expressao
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adequados tanto para células  procariotas  quanto

eucarioticas sdo bem conhecidos na técnica; consult e, por
exemplo, Sambrook et al., "Molecular Cloning: A Lab oratory
Manual", segunda edicdo, Cold Spring Harbor Laborat ory,
(1989).

[0064] O termo "célula hospedeira do tipo selvagem
correspondente”, conforme referido no presente docu mento,
significa uma célula que funciona como uma célula d e
controle. Por exemplo, se um polipeptideo em uma cé lula
hospedeira recombinante for positivamente regulado, entdo o
mesmo polipeptideo existiria em um nivel inferior n a célula
de controle. De forma contraria, se um polipeptideo em uma
célula hospedeira recombinante for negativamente re gulado,
entdo o mesmo polipeptideo existiria em um nivel su perior
na célula de controle. Ademais, a "célula hospedeir a

recombinante ou projetada por engenharia® € um

microrganismo usado para produzir um ou mais dentre 0s
derivados de acido graxo incluindo, por exemplo, ac iI-CoA,
acidos graxos, aldeidos graxos, alcoois de cadeia | onga e
curta, hidrocarbonetos, 4&lcoois graxos, ésteres (po r
exemplo, ceras, ésteres de acido graxo ou ésteres g raxos),
olefinas terminais, olefinas internas e cetonas. Em algumas
modalidades, a célula hospedeira recombinante compr eende um
ou mais polinucleotideos, sendo que cada polinucleo tideo
codifica um polipeptideo que tem uma atividade enzi matica

biossintética de &cido graxo.

[0065] Conforme usado no presente documento "acil-
CoA" se refere a um aciltioéster formado entre o ca rbono
carbonila da cadeia alquila e o grupo sulfidrila da porcao
quimica 4'-fosfopantetionila da coenzima A (CoA), q ue tem a
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férmula R-C(0O)S-CoA, em que R é qualquer grupo alqu

tenha pelo menos 4 atomos de carbono.

[0066] Conforme usado no presente documento, "acil-

ACP" se refere a um aciltioéster formado entre o ca
carbonila da cadeia alquila e o grupo sulfidrila da

quimica fosfopanteteinila de uma proteina carreador
acila (ACP). A porcdo quimica fosfopanteteinila é a
pés-traducdo a um residuo de serina conservada em u
pela acdo da holoproteina carreadora de acila sinta
(ACPS), uma fosfopanteteinil transferase. Em alguma
modalidades, uma acil-ACP é um intermediario na sin
acil-ACPs completamente saturadas. Em outras modali
uma acil-ACP € um intermediario na sintese de acil-
insaturadas. Em algumas modalidades, a cadeia de ca
tera aproximadamente 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,

16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 ou 26 carbon

uma dessas acil-ACPs sao substratos para enzimas qu

convertem em derivados de acido graxo.

[0067] Conforme wusado no presente documento,

termo "derivado de &cido graxo" significa um "acido

ou um "derivado de acido graxo" que pode ser chamad

"acido graxo ou derivado do mesmo”. O termo "acido
significa um acido carboxilico que tem a férmula RC
representa um grupo alifatico, preferencialmente um

alquila. R pode compreender entre aproximadamente 4
aproximadamente 22 &tomos de carbono. Os &cidos gra
podem ser saturados, monoinsaturados ou poli-insatu

Um "derivado de acido graxo" € um produto feito em

partir de trajetéria biossintética do acido graxo d

organismo hospedeiro de producdo. Os "derivados de
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graxo" incluem produtos feitos em parte a partir de

ACP ou derivados de acil-ACP. Os derivados de é&cido
exemplificativos incluem, por exemplo, acil-CoA, &c
graxos, aldeidos graxos, alcoois de cadeia longa e
alcoois graxos, hidrocarbonetos, ésteres (por exemp
ceras, ésteres de acido graxo ou ésteres graxos), 0

terminais, olefinas internas e cetonas.

[0068] Uma "composicéo de derivado de &cido graxo",

conforme referido no presente documento, € produzid
uma célula hospedeira recombinante e tipicamente co

uma mistura de derivados de acido graxo. Em alguns

mistura inclui mais do que um tipo de produto (por

acidos graxos e alcoois graxos, acidos graxos e ést

acido graxo ou alcanos e olefinas). Em outros casos
composicdes derivadas de acidos graxos podem compre
por exemplo, uma mistura de alcoois graxos (ou outr
derivado de acido graxo) com varias caracteristicas
comprimento, saturacdo e ramificacdo de cadeia. Em
outros casos, a composicdo de derivado de &acido gra
compreende uma mistura tanto de mais do que um tipo
produto quanto produtos com varias -caracteristicas

comprimento, saturacao e ramificacdo de cadeia.

[0069] Conforme usado no presente documento,

termo "trajetdéria biossintética do acido graxo" sig
uma trajetoria biossintética que produz acidos grax
derivados dos mesmos. A trajetéria biossintética do
graxo pode incluir enzimas ou polipeptideos adicion
atividades enzimaticas, além dessas discutidas no p
documento, para produzir derivados de acido graxo q

caracteristicas desejaveis.
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[0070] Conforme wusado no presente documento,
"aldeido graxo" significa um aldeido que tem a form ula RCHO
caracterizada por um grupo carbonila (C=0). Em algu mas
modalidades, o aldeido graxo € qualquer aldeido fei to a
partir de um alcool graxo. Em certas modalidades, o grupo R
tem pelo menos 5, pelo menos 6, pelo menos 7, pelo menos 8,
pelo menos 9, pelo menos 10, pelo menos 11, pelo me nos 12,
pelo menos 13, pelo menos 14, pelo menos 15, pelo m enos 16,
pelo menos 17, pelo menos 18, ou pelo menos 19, car bonos de
comprimento. Alternativamente ou adicionalmente, o grupo R
tem 20 ou menos, 19 ou menos, 18 ou menos, 17 ou me nos, 16
ou menos, 15 ou menos, 14 ou menos, 13 ou menos, 12 ou
menos, 11 ou menos, 10 ou menos, 9 ou menos, 8 ou m enos, 7
ou menos, ou 6 ou menos carbonos de comprimento. As sim, o
grupo R pode ter um grupo R ligado por dois dos pon tos de
extremidade acima. Por exemplo, o grupo R pode ter de 6 a
16 carbonos de comprimento, de 10 a 14 carbonos de
comprimento ou de 12 a 18 carbonos de comprimento. Em
algumas modalidades, o aldeido graxo é um aldeido g raxo C6,
C7, C8, C9, C10, C11, C12, C13, C14, C15, C16, C17, C18,
C19, C20, C21, C22, C23, C24, C25 ou C26. Em certas
modalidades, o aldeido graxo € um aldeido graxo C6, C7, C8,
C9, CI O, C11, C12, C13, C14, C15, C16, C17 ou C18.

[0071] Conforme usado no presente documento,

"alcool graxo" significa um alcool que tem a férmul a ROH.
Em algumas modalidades, o grupo R tem pelo menos 5, pelo
menos 6, pelo menos 7, pelo menos 8, pelo menos 9, pelo
menos 10, pelo menos 11, pelo menos 12, pelo menos 13, pelo
menos 14, pelo menos 15, pelo menos 16, pelo menos 17, pelo

menos 18 ou pelo menos 19 carbonos de comprimento.
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Alternativamente ou adicionalmente, o grupo R tem 2 0 ou
menos, 19 ou menos, 18 ou menos, 17 ou menos, 16 ou menos,
15 ou menos, 14 ou menos, 13 ou menos, 12 ou menos, 11 ou
menos, 10 ou menos, 9 ou menos, 8 ou menos, 7 ou me nos, ou
6 ou menos carbonos de comprimento. Assim, 0 grupo R pode
ter um grupo R ligado por qualquer um dentre os doi S pontos
de extremidade acima. Por exemplo, o grupo R pode t er de 6

a 16 carbonos de comprimento, de 10 a 14 carbonos d e
comprimento ou de 12 a 18 carbonos de comprimento. Em
algumas modalidades, o alcool graxo é um alcool gra xo C6,
C7, C8, C9, C10, C11, C12, C13, C14, C15, C16, C17, C18,
C19, C20, C21, C22, C23, C24, C25 ou um C26. Em cer tas
modalidades, o alcool graxo € um alcool graxo C6, C 7, C8,

C9, C10, C11, C12, C13, C14, C15, C16, C17 ou C18.

[0072] O grupo R de um derivado de acido graxo, por
exemplo, um alcool graxo, pode ser de uma cadeia li near ou
uma cadeia ramificada. As cadeias ramificadas podem ter

mais do que um ponto de ramificacdo e podem incluir

ramificacbes ciclicas. Em algumas modalidades, o &c ido
graxo ramificado, aldeido graxo ramificado ou alcoo | graxo
ramificado é um &cido graxo ramificado, aldeido gra X0
ramificado ou alcool graxo ramificado C6, C7, C8, C 9, C10,
C11, C12, C13, C14, C15, C16, C17, C18, C19, C20, C 21, C22,
C23, C24, C25 ou C26. Em modalidades particulares, 0 acido
graxo ramificado, aldeido graxo ramificado ou alcoo | graxo
ramificado é um 4&cido graxo ramificado, aldeido gra X0
ramificado, ou alcool graxo ramificado C6, C7, C8, C9, C10,

C11, C12, C13, C14, C15, Cl16, C17 ou C18 Em certas
modalidades, o grupo hidroxila do acido graxo ramif icado,

aldeido graxo ramificado ou alcool graxo ramificado esta na
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posi¢ao primaria (C1).

[0073]
graxo ramificado é um isoderivado de &cido graxo, p
exemplo um iso-aldeido graxo, um iso-alcool graxo,
anteisoderivado de acido graxo, um anteiso-aldeido
um anteiso-alcool graxo. Em modalidades exemplifica
derivado de &cido graxo ramificado é selecionado de
alcoois graxos ramificados iso-C7:0, iso-C8:0, iso-
iIs0-C10:0, iso-C11:0, iso-C12:0, iso-C13 :0, iso-C1
iIs0-C15:0, is0-C16:0, iso-C17:0, is0-C18:0, iso-C19
anteiso-C7:0, anteiso-C8:0, anteiso-C9:0, anteiso-C
anteiso-C11 :0,anteiso-C12:0, anteiso-C13:0, anteis
anteiso-C15:0, anteiso-C16:0, anteiso-C17:0, anteis
e um anteiso-C19:0.

[0074]
ramificado ou ndo ramificado pode ser saturado ou
insaturado. Se insaturado, o grupo R pode ter um ou
que um ponto de insaturacdo. Em algumas modalidades
derivado de acido graxo insaturado € um derivado de
graxo monoinsaturado. Em certas modalidades, o deri
acido graxo insaturado é um derivado de acido graxo
insaturado C6:1, C7:1, C8:1, C9:1, C10:1, C11:1, C1
C13:1, C14:1, Ci5:1, Cile:1, C17:1, C18:1, C19:1, C2
C21:1, C22:1, C23:1, C24:1, C25:1, ou um C26:1. Em
modalidades, o derivado de acido graxo insaturado é
derivado de &cido graxo insaturado C10:1, C12:1, C1
C16:1 ou C18:1. Em outras modalidades, o derivado d
graxo insaturado € insaturado na posicdo 6mega-7. E
derivado de 4&cido

modalidades, o graxo

compreende uma ligacéo cis dupla.
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[0075] Conforme wusado no presente documento,
termo "clone" tipicamente se refere a uma célula ou
de células descendidas de e geneticamente essencial
idénticas a um ancestral comum Unico, por exemplo,
bactérias de uma colbnia bacteriana clonada tenham
de uma Unica célula bacteriana.

[0076] Conforme wusado no presente documento,
termo "cultura” tipicamente se refere a um meio liq
compreende células viaveis. Em uma modalidade, uma
compreende células que se reproduzem em um meio de
predeterminado sob condi¢bes controladas, por exemp
cultura de células hospedeiras recombinantes desenv
em um meio liquido que compreende uma fonte de carb
nitrogénio selecionada. "Desenvolvimento em cultura
"cultivacdo" se referem a desenvolver uma populacdo
células hospedeiras recombinantes sob condi¢cdes ade
em um meio liquido ou sdlido. Em modalidades partic
desenvolvimento em cultura se refere a bioconverséo
fermentativa de um substrato em um produto final. O
de desenvolvimento em cultura s&o bem conhecidos e
componentes individuais de tais meios de cultura es
disponiveis junto a fontes comerciais, por exemplo,
marcas comerciais Difco™ e BBL™.
limitante, 0 meio nutriente aquoso € um "meio rico"
compreende fontes complexas de nitrogénio, sais e ¢
tais como o meio YP, que compreende 10 g/l de pepto
g/l de extrato de levedura de tal meio. A célula ho
de uma cultura pode ser adicionalmente projetada po
engenharia para assimilar o carbono de forma eficie

usar materiais celulésicos como fontes de carbono d
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com meétodos descritos nas Patentes n ° US 5.000,000;
5.028.539; 5.424.202; 5.482.846; 5.602.030; WO 2010 127318.
Adicionalmente, em algumas modalidades, a célula ho spedeira
€ projetada por engenharia para expressar uma inver tase de
forma que a sacarose possa ser usada como uma fonte de
carbono.

[0077] Conforme usado no presente documento, 0
termo "sob condi¢Oes eficazes para expressar uma se guéncia
de polinucleotideos geneticamente modificada" signi fica
qualquer condicdo que permita a uma célula hospedei ra
produzir um derivado de acido graxo desejado. As co ndicdes
adequadas incluem, por exemplo, condi¢cdes de fermen tacao.

[0078] Conforme usado no presente documento, um
"nivel de atividade alterado” ou "modificado" de um a
proteina, por exemplo, uma enzima, em uma célula ho spedeira
recombinante, se refere a uma diferenca em uma ou m ais
caracteristicas na atividade determinada em relagéo a
célula hospedeira mae ou nativa. Tipicamente, as di ferencas
na atividade sdo determinadas entre uma célula hosp edeira

recombinante, que tem uma atividade modificada, e a

correspondente célula hospedeira de tipo selvagem ( por
exemplo, uma comparacdo de uma cultura de uma célul a
hospedeira recombinante em relacdo a célula hospede ira de
tipo selvagem correspondente). Atividades modificad as podem
ser o resultado, por exemplo, de quantidades modifi cadas de
proteina expressas por uma célula hospedeira recomb inante
(por exemplo, como o resultado de uma quantidade au mentada
ou diminuida de coOpias de sequéncias de DNA que cod ificam a
proteina, quantidade aumentada ou diminuida de tran scritos

de mMRNA que codificam a proteina e/ou quantidades
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aumentadas ou diminuidas de traducdo de proteina da

proteina a partir de mRNA); alteracdes na estrutura da
proteina (por exemplo, alteragBes na estrutura prim aria,
tais como alteracbes a uma sequéncia codificadora d e
proteina que resulta em alteracdes na especificidad e de
substrato, alteracfes em parametros cinéticos obser vados);
e alteragcbes na estabilidade de proteina (por exemp lo,
degradacdo de proteina aumentada ou diminuida). Em algumas
modalidades, o polipeptideo é um mutante ou um vari ante de
qualquer um dentre os polipeptideos descritos no pr esente

documento. Em  determinados casos, as sequéncias

codificantes para os polipeptideos descritos no pre sente
documento sdo codons aperfeicoados para a expressao em uma
célula hospedeira particular. Por exemplo, para a e Xpressao
em E. coli , um ou mais cédons podem ser aperfeicoados

conforme descrito, por exemplo, em Grosjean et al., Gene

18:paginas 199 a 209 (1982).

[0079] O termo "sequéncias reguladoras”, conforme
usado no presente documento, tipicamente se refere a uma
sequéncia de bases em DNA unidas de forma operacion al a
sequéncias de DNA que codificam uma proteina que, p or fim,
controla a expressdao da proteina. Exemplos de sequé ncias
reguladoras incluem, mas nao se limitam a, sequénci as

promotoras de RNA, sequéncias de unido de fator de
transcricdo, sequéncias de terminagcdo de transcrica 0,

moduladores de  transcricdo (tais como  elementos

acentuadores), sequéncias de nucleotideo que afetam a
estabilidade de RNA e sequéncias reguladoras de tra ducéao
(tais como sitios de unido de ribossomos (por exemp lo,
sequéncias Shine-Dalgarno em procariotas ou sequénc ias
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Kozak em eucariotas), codons de iniciagdo e cddons de
terminacéo).

[0080] Os termos "nivel de expressdo alterado" e
"nivel de expressdao modificado" sdo usados de manei ra
intercambiavel e significam que um polinucleotideo,

polipeptideo ou hidrocarboneto esta presente em uma

concentracdo diferente em uma célula hospedeira pro jetada

por engenharia em comparagdo com sua concentracdo e m uma
célula de tipo selvagem correspondente sob as mesma S
condicoes.

[0081] Conforme usado no presente documento, o

termo “titulacdo" se refere a quantidade de derivad o de
acido graxo produzida por volume de unidade de cult ura de

célula hospedeira. Em qualquer aspecto das composic oes e

métodos descritos no presente documento, um derivad o de
acido graxo é produzido em uma titulacdo de cerca d e 25
mg/l, aproximadamente 50 mg/l, aproximadamente 75 m all,

aproximadamente 100 mg/l, aproximadamente 125 mgl/l,
aproximadamente 150 mg/l, aproximadamente 175 mgl/l,
aproximadamente 200 mg/l, aproximadamente 225 mgl/l,
aproximadamente 250 mg/l, aproximadamente 275 mgl/l,
aproximadamente 300 mg/l, aproximadamente 325 mgl/l,
aproximadamente 350 mg/l, aproximadamente 375 mgl/l,
aproximadamente 400 mg/l, aproximadamente 425 mgl/l,
aproximadamente 450 mg/l, aproximadamente 475 mgl/l,
aproximadamente 500 mg/l, aproximadamente 525 magll,
aproximadamente 550 mg/l, aproximadamente 575 mgll,
aproximadamente 600 mg/l, aproximadamente 625 mgl/l,
aproximadamente 650 mg/l, aproximadamente 675 mgl/l,

aproximadamente 700 mg/l, aproximadamente 725 mgl/l,
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aproximadamente 750 mg/l, aproximadamente 775 mgl/l,
aproximadamente 800 mg/l, aproximadamente 825 maqgll,
aproximadamente 850 mg/l, aproximadamente 875 maqgll,
aproximadamente 900 mg/l, aproximadamente 925 mgl/l,

aproximadamente 950 mg/l, aproximadamente 975 mgl/l,

aproximadamente 1.000 mg/l, aproximadamente 1.050 m all,
aproximadamente 1.075 mg/l, aproximadamente 1.100 m gll,
aproximadamente 1.125 mg/l, aproximadamente 1.150 m all,
aproximadamente 1.175 mg/l, aproximadamente 1.200 m gll,
aproximadamente 1.225 mg/l, aproximadamente 1.250 m all,
aproximadamente 1.275 mg/l, aproximadamente 1.300 m all,
aproximadamente 1.325 mg/l, aproximadamente 1.350 m all,
aproximadamente 1.375 mg/l, aproximadamente 1.400 m gll,
aproximadamente 1.425 mg/l, aproximadamente 1.450 m all,
aproximadamente 1.475 mg/l, aproximadamente 1.500 m gll,
aproximadamente 1.525 mg/l, aproximadamente 1.550 m all,
aproximadamente 1.575 mg/l, aproximadamente 1.600 m all,
aproximadamente 1.625 mg/l, aproximadamente 1.650 m all,
aproximadamente 1.675 mg/l, aproximadamente 1.700 m gll,
aproximadamente 1.725 mg/l, aproximadamente 1.750 m gll,
aproximadamente 1.775 mg/l, aproximadamente 1.800 m gll,
aproximadamente 1.825 mg/l, aproximadamente 1.850 m all,
aproximadamente 1.875 mg/l, aproximadamente 1.900 m all,
aproximadamente 1.925 mg/l, aproximadamente 1.950 m all,
aproximadamente 1.975 mg/l, aproximadamente 2.000 m g/l
(2g9/l), 3 g/l, 5 g/l, 10 g/l, 20 g/l, 30 g/l, 40 g/ l, 50
g/l, 60 g/l, 70 g/l, 80 g/l, 90 g/, 100 g/l ou uma faixa
ligada por dois valores quaisquer dentre os anteced entes.
Em outras modalidades, um derivado de &cido graxo é

produzido em uma titulagdo de mais do que 100g/l, m ais do
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gue 200g/I, mais do que 300g/I ou maior, tal como 5

700 g/l, 1.000 g/I, 1.200 g/l, 1.500 g/l ou 2.000 g
titulacéo preferencial de derivado de acido graxo p

por uma célula hospedeira recombinante de acordo co
métodos da revelacao € a partir de 5 g/l a 200 g/,

g/l a 150 g/l, de 20 g/l a 120 g/l e de 30 g/l a 10

Em uma modalidade, a titulagdo de derivado de acido
produzido por uma célula hospedeira recombinante de
com os métodos da revelacdo é de aproximadamente 1
cerca de 250 g/l e mais particularmente de 90 g/l a

de 120 g/l. A titulacdo pode se referir a um deriva
particular de acido graxo ou a uma combinacao de de

de acido graxo produzidos por uma dada cultura de ¢

hospedeira recombinante.

[0082] Conforme wusado no presente documento,

“rendimento de derivado de &cido graxo produzido po
célula hospedeira" se refere a eficiéncia com a qua

fonte de carbono de entrada € convertida em produto

€, alcool graxo ou aldeido graxo) em uma célula hos

As células hospedeiras projetadas por engenharia pa
produzir derivados de acido graxo de acordo com 0s

da revelacdo tém um rendimento de pelo menos 3%, pe

4%, pelo menos 5%, pelo menos 6%, pelo menos 7%, pe
8%, pelo menos 9%, pelo menos 10%, pelo menos 11%,
menos 12%, pelo menos 13%, pelo menos 14%, pelo men
pelo menos 16%, pelo menos 17%, pelo menos 18%, pel
19%, pelo menos 20%, pelo menos 21%, pelo menos 22%
menos 23%, pelo menos 24%, pelo menos 25%, pelo men
pelo menos 27%, pelo menos 28%, pelo menos 29%, ou

menos 30% ou uma faixa limitada por dois dentre os
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antecedentes. Em outras modalidades, derivados ou d erivados
de acido graxo sdo produzidos em um rendimento de m ais do
que 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% ou mais.
Alternativamente ou adicionalmente, o rendimento é de
aproximadamente 30% ou menos, aproximadamente 27% o u menos,
aproximadamente 25% ou menos, ou aproximadamente 22 % ou
menos. Assim, o rendimento pode ser limitado por qu aisquer
um dos pontos de extremidade acima. Por exemplo, o

rendimento de derivados ou derivados de &cido graxo

produzidos pela célula hospedeira recombinante de a cordo
com os métodos da revelacdo pode ser de 5% de 15%, 10% a

25%, de 10% a 22%, de 15% a 27%, de 18% a 22%, de 2
ou de 20% a 30%. Em uma modalidade particular, o re
de derivados ou derivados de acido graxo produzidos
célula hospedeira recombinante é aproximadamente de
cerca de 40%. Em outra modalidade particular, o ren
de derivados ou derivados de acido graxo produzidos
célula hospedeira recombinante é de aproximadamente
rendimento pode se referir a um derivado particular
acido graxo ou a uma combinacao de derivados de aci
produzidos por uma dada cultura de célula hospedeir
recombinante.
[0083]
termo "produtividade" se refere a quantidade de der
ou derivados de &cido graxo produzida por unidade d
de cultura de célula hospedeira por unidade de temp
qualquer aspecto das composi¢cdes e métodos descrito
presente documento, a produtividade de derivados ou
derivados de acido graxo produzidos por uma célula

hospedeira recombinante € de pelo menos 100 mg/l/ho
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menos 200 mg/l/hora, pelo menos 300 mg/l/hora, pelo

400 mg/l/hora, pelo menos 500 mg/l/hora, pelo menos
mg/l/hora, pelo menos 700 mg/l/hora, pelo menos 800
mg/l/hora, pelo menos 900 mg/l/hora,
1.100
1.300
1.500
1.700
1.900
2.100

2.300

pelo menos 1.0

mg/l/hora, pelo menos mg/l/hora, pelo menos

mg/l/hora, pelo menos mg/l/hora, pelo menos

mg/l/hora, pelo menos mg/l/hora, pelo menos

mg/l/hora, pelo menos mg/l/hora, pelo menos

mg/l/hora, pelo menos mg/l/hora, pelo menos

mg/l/hora, pelo menos mg/l/hora, pelo menos

N NN R R R R

mg/l/hora, pelo menos mg/l/hora, pelo menos
mg/l/hora ou pelo menos 2.500 mg/l/hora. Por exempl
produtividade de derivados ou derivados de &acido gr
produzidos por uma célula hospedeira recombinante d
com o0s métodos da invencdo pode ser a partir de 500
mg/l/hora a 2500 mg/l/hora ou a partir de 700 mg/l/
2.000 mg/l/hora. Em uma modalidade particular, o re
€ de aproximadamente 0,7 mg/l/h a cerca de 3 g/l/h.
produtividade pode se referir a um derivado particu
acido graxo ou a uma combinacao de derivados de aci
produzidos por uma dada cultura de célula hospedeir
recombinante.
[0084]
termos "espécies graxas totais" e "produto total de
graxo" podem ser usados de maneira intercambiavel n
presente documento como uma referéncia a quantidade
alcoois graxos, aldeidos graxos e acidos graxos con
avaliado por GC-FID conforme descrito no Pedido de
Internacional W0O2008/119082. Os mesmos termos podem

usados para significar ésteres graxos e acidos grax
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livres quando em referéncia a uma anélise de éster

[0085] Conforme wusado no presente documento,

termo "taxa de utlizacdo de glicose" significa a

quantidade de glicose usada pela cultura por unidad

tempo, relatado como gramas/litro/hora (g/l/h). Con

usado no presente documento, o termo "fonte de carb

refere a um substrato ou composto adequado para ser

como uma fonte de carbono para crescimento celular
procariotico ou eucaridtico simples. As fontes de ¢

podem ser em varias formas incluindo, mas nao se li

polimeros, carboidratos, acidos, alcoois, aldeidos,

cetonas, aminoacidos, peptideos e fases (por exempl
CQ). As fontes de carbono exemplificativas incluem, m
ndo se limitam a, monossacarideos, tais como a glic

frutose, a manose, galactose, xilose e arabinose;

oligossacarideos, tais como  frutoligossacarideo e

galactoligossacarideo; polissacarideos tais como am

celulose, pectina e xilano; dissacarideos, tais com

sacarose, maltose, celobiose e turanose; material

celulésico e variantes tais como hemiceluloses,

metilcelulose e carboximetilcelulose; &cidos graxos

saturados ou insaturados, sucinato, lactato e aceta
alcoois, tais como etanol, metanol e glicerol, ou m

dos mesmos. A fonte de carbono pode ser também um p
de fotossintese, tal como glicose. Em certas modali
preferenciais, a fonte de carbono é a biomassa. Em
modalidades preferenciais, a fonte de carbono € gl

outras modalidades preferenciais a fonte de carbono
sacarose.

[0086] Conforme usado no presente documento,
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termo "biomassa" se refere a qualquer material biol Ogico a
partir do qual uma fonte de carbono é derivada. Em algumas
modalidades, uma biomassa é processada e se torna u ma fonte
de carbono, que é adequada para bioconversdo. Em ou tras
modalidades, a biomassa ndo necessita de processame nto
adicional para se tornar uma fonte de carbono. A fo nte de
carbono pode ser convertida e se tornar um biocombu stivel.
Uma fonte de biomassa exemplificativa é matéria veg etal ou
vegetacdo, tal como milho, cana de acucar ou Panicu m
virgatum. Outra fonte de biomassa exemplificativa s ao os
produtos residuais metabdlicos , tais como matéria animal

(por exemplo, estrume de vaca). Além disso, fontes
exemplificativas de biomassa incluem algas e outras plantas
marinhas. A biomassa também pode incluir produtos r esiduais

de inddstrias, de agricultura, de silvicultura e de

domicilios incluindo, mas sem limitacdo a residuos de
fermentacado, ensilagem, palha, lenha, despejos de e sgoto,
lixo, residuos urbanos celulésicos e restos de comi da. O
termo "biomassa" também se refere a fontes de carbo no tais
como carboidratos (por exemplo, monossacarideos,

dissacarideos ou polissacarideos).

[0087] Conforme usado no presente documento, o
termo "isolada(o)’, com relacdo a produtos (tais co mo
acidos graxos e derivados dos mesmos), se refere a produtos
gue sdo separados de componentes celulares, de meio s de
cultura celular ou de precursores quimicos ou sinté ticos.
Os acidos graxos e derivados dos mesmos produzidos pelos

métodos descritos no presente documento podem ser
relativamente imisciveis no caldo de fermentacdo, a ssim

como no citoplasma. Portanto, os acidos graxos e de rivados
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dos mesmos podem ser coletados em uma fase organica tanto

de forma intracelular quanto de forma extracelular.

[0088] Conforme usado no presente documento, 0s

termos "purificar”, "purificado” e "purificacéo” si gnificam

a remocao ou o isolamento de uma molécula de seu am biente,
por exemplo, por isolamento ou separacdo. As molécu las
"substancialmente purificadas" sado pelo menos cerca de 60%
livres (por exemplo, pelo menos cerca de 70% livres , pelo
menos cerca de 75% livres, pelo menos cerca de 85% livres,
pelo menos cerca de 90% livres, pelo menos cerca de 95%
livres, pelo menos cerca de 97% livres, pelo menos cerca de

99% livres) de outros componentes com 0S quais sao

associadas. Conforme usado no presente documento, e sses
termos também se referem a remocgéo de contaminantes de uma
amostra. Por exemplo, a remoc¢ao de contaminantes po de
resultar em um aumento na porcentagem de derivados de acido

graxo em uma amostra. Por exemplo, quando um deriva do de

acido graxo € produzido em uma célula hospedeira

recombinante, o derivado de acido graxo pode ser pu rificado
pela remocdo de proteinas de célula hospedeira. Apo s a
purificagdo, a porcentagem do derivado de &cido gra X0 ha
amostra € aumentada. Os termos "purificar”, "purifi cado" e
"purificacdo” sdo termos relativos que nao necessit am de
pureza absoluta. Assim, por exemplo, quando um deri vado de

acido graxo ¢é produzido em células hospedeiras
recombinantes, um derivado de acido graxo purificad 0 é um
derivado de &cido graxo que é substancialmente sepa rado de
outros componentes celulares (por exemplo, acidos

nucleicos, polipeptideos, lipideos, carboidratos ou outros

hidrocarbonetos).
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MELHORAS NA CEPA

[0089] A fim de gerar uma alta
rendimento, e/ou produtividade de derivados de &cid
varias modificacbes foram feitas a producdo de célu
hospedeiras. A FadR é um fator regulador chave envo
degradacéo de acido graxo e nas trajetorias
biossintetizantes de &cido graxo (Cronan et al, Mol
Microbiol, 29(4): paginas 937 a 943 (1998)). A FadD
enzima ACS de E. Coli e a proteina de transporte de

graxo FadL s&o componentes de um sistema de captaca
acido graxo. A FadL media o transporte de acidos gr

para dentro da célula bacteriana e a FadD media a f

de ésteres de acil-CoA. Quando nenhuma outra fonte
carbono estiver disponivel, &cidos graxos exogenos
tomados por bactérias e convertidos em ésteres de a

que podem se ligar ao fator de transcricdo FadR e d

a expressdao de genes fad que codificam as proteinas
responsaveis por transporte (FadL), ativacdo (FadD)

oxidacdo (FadA, FadB, FadE e FadH) de acido graxo.

fontes de carbono alternativas estdo disponiveis, a
bactérias sintetizam os acidos graxos como acil-ACP

sdo usados para sintese fosfolipidica, mas néo sé&o
substratos para
ambas fontes independentes de acidos graxos que pod
resultar em diferentes produtos finais (Caviglia et

Biol. Chem., 279(12): paginas 1163 a 1169 (2004)).

[0090] Ha especulacbes conflitantes na técnica
guanto aos fatores que podem limitar a biossintese
graxo em células hospedeiras, tais como E. coli

sugestdo € que uma limitacdo dos precursores princi
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para a biossintese de acido graxo, por exemplo, ace til-CoA
e malonil-CoA, pode resultar na sintese diminuida d e
derivados de acido graxo. Uma abordagem para aument ar o
fluxo através de biossintese de acido graxo € manip ular
varias enzimas na trajetoria (consulte Figuras 1 e 2). O
Exemplo 3 descreve estudos que mostram a construcao de

operdes fab que codificam enzimas na trajetéria

biossintética para a conversdo de malonil-CoA em ac iI-ACPs
e para a integracao dentro de um cromossomo de uma célula
hospedeira de E. coli . Sem desejo de se prendar a teoria,
isso pode aumentar o fluxo da biossintese de acido graxo. O
provimento de acil-ACPs a partir de acetil-CoA atra vés do
complexo acetil-CoA carboxilase (acc) e da trajetor ia
biossintética de acido graxo (fab) é outra etapa qu e pode
limitar a taxa de producdo de derivado de acido gra X0
(consulte Figura 3). O Exemplo 2 mostra que o efeit o de
superexpressdao de uma versao aperfeicoada de accABC D
(xbirA) de E. coli Corynebacterium glutamicum demonstrou
que tais modificacbes genéticas podem levar a produ céao
aumentada de acetil-coA e malonil-CoA em E. coli

[0091] Em outra abordagem, mostrou-se que as
mutacBes nos genes rph e ilvG na célula hospedeira de E.
coli resultaram em maior producdo de acidos graxos livr es
(FFA), o que se traduziu em uma maior producdo de & Icool
graxo conforme mostrado no Exemplo 4. Em ainda outr a
abordagem, a mutagénese de transpdson e a triagem d e alta
vazéo agregaram valor em prol da constatacdo de mut acoes

benéficas que aumentam a titulacio ou o rendimento.
Conforme mostrado no Exemplo 5, uma insercao de tra nsposon

no gene YyijP pode melhorar o rendimento de alcool g raxo em
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fermentacdes de frasco de agitagdo e de batelada
alimentada.
Geragao de Derivados de Acido Graxo por Células Hos pedeiras
Recombinantes

[0092] A presente revelacdo fornece numerosos
exemplos de polipeptideos (isto €, enzimas) que tém
atividades adequadas para 0 uso nas trajetérias
biossintetizantes de &cido graxo descritas no prese nte
documento. Tais polipeptideos sdo coletivamente cha mados,
no presente documento, de "polipeptideos biossintét icos de
acido graxo" ou "enzimas biossintetizantes de acido graxo".
Exemplos néo limitantes de polipeptideos de trajeto ria de
acido graxo adequados para o uso em células hospede iras
recombinantes da revelagdo sao fornecidos no presen te
documento. Em algumas modalidades, a revelagdo incl ui uma
célula hospedeira recombinante incluindo uma sequén cia de
polinucleotideos que codifica um polipeptideo
biossintetizante de acido graxo. A sequéncia de
polinucleotideos, que inclui um quadro de leitura a berto
que codifica um polipeptideo biossintetizante de ac ido
graxo e sequéncias reguladoras unidas de forma oper acional,
pode ser integrada em um cromossomo das células hos pedeiras
recombinantes, incorporada em um ou mais sistemas d e
expressdo de plasmideo residentes na célula hospede ira
recombinante, ou em ambos. Em uma modalidade, uma s equéncia
de polinucleotideos biossintética de acido graxo co difica
um polipeptideo que € enddgeno a célula hospedeira mae
(isto €, a célula de controle) da célula hospedeira
recombinante que estd sendo projetada por engenhari a.
Alguns tais polipeptideos enddgenos sao superexpres SOS na
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célula hospedeira recombinante. Em outra modalidade , a
sequéncia de polinucleotideos biossintética de acid 0 graxo
codifica um polipeptideo exégeno ou heterélogo. Em outras
palavras, o polipeptideo codificado pelo polinucleo tideo é

exdgeno a célula hospedeira mae. Em ainda outra mod alidade,

a célula hospedeira geneticamente modificada supere spressa
um gene que codifica um polipeptideo (proteina) que aumenta
a taxa na qual a célula hospedeira produz o substra to de

uma enzima biossintética de &cido graxo, isto €, um

substrato aciltioéster graxo. Em certas modalidades , a
enzima codificada pelo gene expresso € diretamente

envolvida em biossintese de acido graxo. Tais célul as

hospedeiras  recombinantes podem ser adicionalmente

projetadas por engenharia para incluir uma sequénci a de
polinucleotideos que codifica um ou mais polipeptid eos
biossintéticos de acido graxo (isto €, enzimas envo lvidas

na biossintese de acido graxo). Exemplos de tais
polipeptideos sao polipeptideos ou proteinas que té m a
atividade de tioesterase, sendo que a célula hosped eira

recombinante sintetiza acidos graxos; ou que tém a

atividade de tioesterase e a atividade de acido car boxilico
redutase (CAR), sendo que a célula hospedeira recom binante
sintetiza aldeidos graxos e alcoois graxos; ou que tém
atividade de tioesterase, atividade de acido carbox ilico
redutase e atividade de alcool desidrogenase sendo gue a
célula hospedeira recombinante sintetiza alcoois gr axos; ou
gue tém atividade de acil-CoA redutase (AAR) sendo que a
célula hospedeira recombinante sintetiza aldeidos g raxos e
alcoois graxos; ou que tém atividade de acil-CoA re dutase
(AAR) e atividade de alcool desidrogenase sendo que a
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célula hospedeira recombinante sintetiza alcoois gr axos; ou
que tém atividade de acil-CoA redutase formado de a Icool
graxo (FAR), sendo que a célula hospedeira recombin ante

sintetiza a&lcoois graxos; ou que tém atividade de

tioesterase, atividade de acido carboxilico redutas e e
atividade de aldeido decarbonilase, sendo que a cél ula
hospedeira recombinante sintetiza alcanos; ou que t ém
atividade de acil-CoA redutase e atividade de aldei do
decarbonilase, sendo que a célula hospedeira recomb inante
sintetiza alcanos; ou que tem atividade de éster si ntase
sendo que a célula hospedeira recombinante sintetiz a
ésteres graxos (por exemplo, um sistema de uma enzi ma;
consulte Figura 5); ou que tém atividade de tioeste rase,
atividade de acil-CoA sintase e atividade de éster sintase
sendo que a célula hospedeira recombinante sintetiz a
ésteres graxos (por exemplo, sistema de trés enzima S;
consulte Figura 5); ou que tem atividade OleA, send 0 que a

célula hospedeira recombinante sintetiza cetonas
alifiticas; ou que tem atividade OleABCD, sendo que a
célula hospedeira recombinante sintetiza olefinas i nternas;

ou que tem atividade de tioesterase e atividade de

decarboxilase, sendo que a célula hospedeira recomb inante
sintetiza olefinas terminais; ou combinacfes dos me smos. Em
algumas modalidades, pelo menos um polipeptideo cod ificado
por um polinucleotideo biossintetizante de acido gr axo é um
polipeptideo exégeno (ou heterélogo) (por exemplo, um
polipeptideo que se origina de um organismo outro q ue ndo o

da célula hospedeira mé&e, ou uma variante de um
polipeptideo nativo a célula microbial mae) ou um

polipeptideo enddégeno (isto €, um polipeptideo nati Vo a
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célula hospedeira mée) sendo que o polipeptideo end

superexpresso na célula hospedeira recombinante.

[0093]

[N

o6geno

A Tabela 1 abaixo fornece uma listagem de

proteinas exemplificativas que podem ser expressas

células hospedeiras recombinantes para facilitar a

de derivados particulares de acido graxo.

Tabela 1: Nomenclaturas de Genes

em

producao

Designa¢ |Organismo | Nome da Enzima Ne de Numero EC |Uso Exemplificativo
do do -fonte Acesso
Gene
1. Aumento na Producéo de Acido Graxo/Aumento na Pr oducao do Produto
accA E. coli, Acetil-CoA AAC73296, 6.4.1.2 aurlnento na producédo
Lactococc carboxilase, NP_414727 de Malonil-CoA
i subunidade A
(carboxiltransf
erase alfa)
accB E. colj, Acetil-CoA NP_417721 | 6.4.1.2 aumento na producdo
Lactococc carboxilase, de Malonil-CoA
i subunidade B
(BCCP: proteina
carreadora de
carboxil-
biotina)
accC E. colj, Acetil-CoA NP_41772 |6.4.1.2, aumento na producao
Lactococc carboxilase, 6.3.4.14 de Malonil-CoA
i subunidade C
(biotina
carboxilase)
accD E. colj, Acetil-CoA NP_416819 |6.4.1.2 aumento na produgéo
Lactococc carboxilase, de Malonil-CoA
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Designa¢ |Organismo | Nome da Enzima Ne de Numero EC |Uso Exemplificativo
do do -fonte Acesso
Gene
i subunidade D
(carboxiltransf
erase beta)
fadD E. coli acil-CoA AP_002424 | 2.3.1.86, aumento na producao
W3110 sintase 6.2.1.3 de Acido Graxo
fabA E. coli B- NP_415474 | 4.2.1.60 aumento na producao
K12 hidroxidecanoil de acila graxa-
tioéster ACP/CoA
desidratase/iso
merase
fabB E. coli 3-oxoacil- BAA16180 | 2.3.1.41 aumento na producédo
[proteina de acila graxa-
carreadora de ACP/CoA
acila] sintase
I
fabD E. coli [proteina AAC74176 | 2.3.1.39 aumento na producéo
K12 carreadora de de acila graxa-
acila] S- ACP/CoA
maloniltransfer
ase
fabF E. coli 3-oxoacil- AAC74179 |2.3.1.179 aumento na producéo
K12 [proteina de acila graxa-
carreadora de ACP/CoA
acila] sintase
I
fabG E. coli 3-oxoacil- AAC74177 |1.1.1.100 aumento na producéo
K12 [proteina de acila graxa-
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Designa¢ |Organismo | Nome da Enzima Ne de Numero EC |Uso Exemplificativo
ao do -fonte Acesso
Gene

carreadora de

ACP/CoA
acila] redutase
fabH E. coli 3-oxoacil- AAC74175 |2.3.1.180 aumento na producao
K12 [proteina de acila graxa-
carreadora de ACP/CoA
acila] sintase
1]
fabl E. coli enoil- NP_415804 | 1.3.1.9 aumento na producao
K12 [proteina de acila graxa-
carreadora de ACP/CoA
acila]
redutase
fabR E. coli Repressor NP_418398 nenhum producéo de acido
K12 Transcricional graxo modulado
insaturado
fabV Vibrio enoil-[proteina YP_001217 | 1.3.1.9 aumento na producao
cholerae

carreadora de 283 de acila graxa-

acila] redutase ACP/CoA
fabz E. coli (3R)- NP_414722 | 4.2.1.-

aumento na producéo

K12 hidroximiristol de acila graxa-
proteina ACP/CoA
carreadora de
acila
desidratase
fadE E. coli acil-CoA AAC73325 |1.3.99.3, reducdo na

K13 desidrogenase

1.3.99.-

degradacéo de acido

graxo
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Designa¢ |Organismo | Nome da Enzima Ne de Numero EC |Uso Exemplificativo
do do -fonte Acesso
Gene
fadR E. coli proteina NP_415705 nenhum blogueio ou
reguladora de reverséo na
transcricao degradacédo de acido
graxo
2. Controle do Comprimento de Cadeia
tesA E. coil tioesterase - POADA1 3.1.2.- Comprimento de
(com sequéncia lider 3.1.15 Cadeia C18
ou sem séo os
sequénci aminoacidos de
a lider) laz6
tesA E. coli tioesterase = AAC73596, 3.1.2.-, Comprimento de
(sem NP_415027 | 3.1.1.5 Cadeia C18:1
sequénci
a lider)
tesA E. coli tioesterase L109P 3.12.-, Comprimento de
(mutante 3.1.15 Cadeia <C18
de E.
coli
tioester
ase
I
complexa
da
com
acido
octanoic
0)
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Designa¢ |Organismo | Nome da Enzima Ne de Numero EC |Uso Exemplificativo
do do -fonte Acesso
Gene
fatB1 Umbellula tioesterase Q41635 3.1j2.14 C12:0 Comprimento
ria de Cadeia
californi
ca
fatB2 Cuphea tioesterase ~ AAC49269 3.1|2.14 Comprimento de
hookerian Cadeia
a C8:0 - C10:0
fatB3 Cuphea tioesterase = AAC72881 3.1|2.14 Comprimento de
hookerian Cadeia
a C14:0 - C16:0
fatB Cinnamomu| tioesterase Q39473 3.1)2.14 Comprimento de
m Cadeia
camphora C14:.0
fatB Arabidops tioesterase = CAA85388 3.1|2.14 Comprimento de
is Cadeia
Ci16:1
thaliana
fatAl Helianthu tioesterase  AAL79361 3.1.2.14 Comprimento de
S Cadeia
annuus C18:1
atfata Arabidops tioesterase  NP| 189147 3.1.2.14 Comprimento de
is , Cadeia
thaliana NP_193041 Ci18:1
fatA Brassica tioesterase = CAC39106 3.1}2.14 Comprimento de
juncea Cadeia C18:1
fatA Cuphea tioesterase =~ AAC72883 3.1|2.14 Comprimento de
hookerian Cadeia C18:1
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Designa¢ |Organismo | Nome da Enzima Ne de Numero EC |Uso Exemplificativo
do do -fonte Acesso
Gene
a
tes Photbacte tioesterase  YP| 130990 3.1.2.14 Comprimento de
riuni Cadeia
profundum
tesB E. coli tioesterase  NP| 414986 3.1.2.14 Comprimento de
Cadeia
fadMm E. coli tioesterase = NP| 414977 3.1.2.14 Comprimento de
Cadeia
yCiA E. coli tioesterase  NP| 415769 3.1.2.14 Comprimento de
Cadeia
ybgC E. coli tioesterase  NP| 415264 3.1.2.14 Comprimento de
Cadeia
3. Controle do Nivel de Saturacdo*
Sfa E. coli Suppressor de AAN79592, nenhum | aumento de acidos
fabA AAC44390 graxos
monoinsaturados
fabA E. coli B- NP_415474 | 4.2.1.60 producdo de acidos
K12 hidroxidecanaoil graxos insaturados
tioéster
desidratase/iso
merase
GnsA E. coli supressores da ABD18647. nenhum |aumento de ésteres
mutacao nula de 1 de &cidos graxos
secG insaturados
GnsB E. coli supressores da AAC74076. nenhum |aumento de ésteres
mutacao nula de 1 de acidos graxos

secG

insaturados
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Designa¢ |Organismo | Nome da Enzima Ne de Numero EC |Uso Exemplificativo
do do -fonte Acesso
Gene
fabB E. coli 3-oxoacil- BAA16180 |2.3.1.41 produgédo de acido
[proteina graxo modulado
carreadora de insaturado
acila] sintase
I
des Bacillus D5 acila graxa 034653 1.14.19 producédo de acido
subtilis dessaturase graxo modulado
insaturado
4. Emissdo de Produto: Producéo de Cera
AT3G5197|Arabidops |alcool graxo de NP_190765 | 2.3.1.26 producao de cera
0 is cadeia longa O-
thaliana  |aciltransferase
ELO1 Pichia acido graxo BAD98251 | 2.3.1.- progducao de acidos
angusta elongase graxos de cadeias
muito longas
plsC Saccharom |aciltransferase AAA16514 |2.3.1.51 producéo de cera
yces
cerevisia
e
DAGAT/DGArabidops | diacilglicerol AAF19262 |2.3.1.20 producédo de cera
AT is aciltransferase
thaliana
hws Homo acil-CoA cera AAX48018 | 2.3.1.20 producéo de cera
sapiens alcool
aciltransferase
aftl Acinetoba éster de cera AAO17391 | 2.3.1.20 producéo de cera
cter bifuncional
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Designa¢ |Organismo | Nome da Enzima Ne de Numero EC |Uso Exemplificativo
do do -fonte Acesso
Gene
sp. ADP1 sintase/acil-
CoA:diacilglice
rol
aciltransferase
ES9 Marinobac | éster de cera ABO21021 | 2.3.1.20 producéo de cera
ter sintase
hydrocarb
ono
clasticus
mWS | Simmondsi| éster de cera AAD38041 | 2.3.1.- prpducao de cera
a sintase
chinensis
5. Emissdo de Produto: Emiss&o de Alcool Graxo
tioesterases aumento de producéo
(consulte de
acima) alcool graxo e
acido graxo
BmFAR |Bombyxmor| FAR (acil-CoA BAC79425 | 1.1.1.- converséao de acil-

i redutase CoAem
formadora de alcool graxo
alcool graxo)

acrl Acinetoba acil-CoA YP_047869 | 1.2.1.42 reduzir acila
cter redutase graxa-CoA
sp. ADP1 to aldeidos graxos
yghD E. coli alcool AP_003562 | 1.1.-.- reducao de aldeidos
w3110 desidrogenase graxos
a alcoois graxos;
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Designa¢ |Organismo | Nome da Enzima Ne de Numero EC |Uso Exemplificativo
do do -fonte Acesso
Gene
aumento da producéo
de alcool graxo
alrA Acinetoba alcool CAG70252 | 1.1.-.- reducéo de
cter sp. desidrogenase aldeidos graxos
ADP1 a alcoois graxos
BmFAR |[Bombyxmor| FAR (acil-CoA BAC79425 | 1.1.1.- refducéo de acila
i redutase graxa-CoA
formadora de a alcool graxo
alcool graxo)
GTNG_186Geobacill aldeido de YP_001125 | 1.2.1.3 reducéo de
5 usth cadeia longa 970 aldeidos graxos
ermodenit | desidrogenase a alcoois graxos
rific
ans NG80-
2
AAR |Synechoco Acil-ACP YP_400611 | 1.2.1.42 reducdo de acila
ccus redutase graxa-
elongates ACP/CoA a aldeidos
graxos
carB Mycobacte proteina YP_889972 | 6.2.1.3, reducao de acidos
rium redutase de 1.2.1.42 graxos a aldeido
smegmatis acido graxo
carboxilico
FadD E. coli acil-CoA NP_416319 | 6.2.1.3 atiya acidos graxos
K12 sintetase em
acila graxa-CoAs
atoB Erwiniaca acetil-CoA  YR_049388 2.3.1.9 prgducéo de butanol
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Designa¢ |Organismo | Nome da Enzima Ne de Numero EC |Uso Exemplificativo
do do -fonte Acesso
Gene
roto vora |acetiltransfera
se
hbd Butyrivib Beta- BAD51424 |1.1.1.157 producéo de butanol
riofib hidroxibutiril-
risolvens CoA
desidrogenase
CPEO0Q95 |Clostridi crotonasebutiri BAB79801 | 4.2.1.55 producao de butanol
um [-CoA
perfringe desidrogenase
ns
bcd Clostridi butiril-CoA AAM14583 | 1.3.99.2 producéo de butanol
um desidrogenase
beijerinc
kii
ALDH |Clostridi aldeido AAT66436 | 1.2.1.3 produc¢do de butanol
um acilador da
beijerinc coenzima A
Kii desidrogenase
AdhE E. coli aldeido-alcool AAN80172 | 1.1.1.1 producéo de butanol
CFT073 | desidrogenase 1.2.1.10
6. Emisséo de Acetil Ester de Alcool Graxo
tioesterases modificar emisséo
(consulte
acima)
acrl Acinetoba acil-CoA YP_047869 | 1.2.1.42 mpdificar emissao
cter redutase
sp. ADP1
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Designa¢ |Organismo | Nome da Enzima Ne de Numero EC |Uso Exemplificativo
do do -fonte Acesso
Gene
yghD E. Coli alcool AP_003562 | 1.1.-- madificar emissdo
K12 desidrogenase
AAT Fragaria alcool O- AAG13130 | 2.3.1.84 maodificar emissao
X acetiltransfera
ananassa se
7. Exportacdo de Produto
AtMRP5 |Arabidops | resisténcia a NP_171908 nenhum modificar
is multidroga guantidade de
thaliana associada a exportacdo de
Arabidopsis produto
thaliana
AmiS2 |Rhodococc AmiS2 JC5491 nenhum modificar
us transportador guantidade de
sp. de ABC exportacdo de
produto
AtPGP1 |Arabidops Arabidopsis NP_181228 nenhum modificar
is thaliana p guantidade de
thaliana  |glicoproteina 1 exportacao de
produto
AcrA  |Candidatu proteina de CAF23274 nenhum modificar
sPr transporte guantidade de
otochlamy |acrA de efluxo exportacdo de
diaa de multidroga produto
moebophil putativa
a
UWE25
AcrB Candidatu provavel GQAF23275 nenhum modificar
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Designa¢ |Organismo | Nome da Enzima Ne de Numero EC |Uso Exemplificativo
do do -fonte Acesso
Gene
sPr proteina de guantidade de
otochlamy transporte exportacao de
diaa acrB de efluxo produto
moebophil | de multidroga
a
UWE25
TolC Francisel Proteina de ABD59001 nenhum modificar
latul membrana guantidade de
arensis externa exportacao de
subsp. [biogénese de produto
novicida envelope
celular,
AcrkE Shigellas proteina de YP_312213 nenhum modificar
onnei transmembrana guantidade de
Ss046 afeta a exportacao de
formacao do produto
septum e a
permeabilidade
da membrane
celular
AcrF E. coli proteina F de P24181 nenhum modificar
resisténcia a guantidade de
acriflavina exportacao de
produto
tl11619 Therinosy | transportador NP_682409 nenhum modificar
nech de efluxo de A guantidade de
ococcus multidroga exportacdo de
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Designa¢ |Organismo | Nome da Enzima Ne de Numero EC |Uso Exemplificativo
do do -fonte Acesso
Gene
elongatus produto
[BP-1]
tll0139 Therinosy | transportador NP_680930 nenhum modificar
nech de efluxo de A guantidade de
ococcus multidroga exportacao de
elongatus produto
[BP-1]
8. Fermentacao
genes de aumento da
ponto de eficiéncia de
checagem emissao
de
replicag
ao
umuD [Shigellas DNA polimerase YP_310132 | 3.4.21.- aumento da
onnei V, subunidade eficiéncia de
Ss046 emisséo
umuC E. coli DNA polimerase ABC42261 | 2.7.7.7 aumento da
V, subunidade eficiéncia de
emisséo
pntA, Shigellaf NADH:NADPH P07001, 1.6.1.2 aumento da
pntB lexne transidrogenase POAB70 eficiéncia de
ri (subunidades emissao
alfa e beta)
9. Outros
fabK Streptoco | trans- 2-enoil- AAF98273 | 1.3.1.9  contribui para a
ccus ACP redutase |l biossintese de
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Designa¢ |Organismo | Nome da Enzima Ne de Numero EC |Uso Exemplificativo
do do -fonte Acesso
Gene
pneunioni acido graxo
ae
fabL Bacillus enoil-(proteina AAU39821 | 1.3.1.9  contribui para a
lichenifo carreadora de biossintese de
rmis acila) redutase acido graxo
DSM 13
fabM  |Streptoco [trans- 2, cis- 3-| DAA05501 |4.2.1.17 contribui para a
ccus decenoil-ACP biossintese de
mutans isomerase acido graxo

Producéo de Acidos Graxos

[0094] As células hospedeiras recombinantes podem
incluir uma ou mais sequéncias de polinucleotideos que
compreendem um quadro de leitura aberto que codific a uma
tioesterase, por exemplo, que tém um nimero de Comi sséo de
Enzima EC 3.1.1.5 ou EC 3.1.2.- (por exemplo, EC 3. 1.2.14),
junto  com sequéncias reguladoras unidas de forma
operacional que facilitam a expressdao da proteina n as
células hospedeiras recombinantes. Nas células hosp edeiras
recombinantes, o quadro de leitura aberto que codif ica as
sequéncias e/ou as sequéncias reguladoras é modific ado em
relacdo ao gene de tipo selvagem correspondente que
codifica a tioesterase. A atividade da tioesterase na
célula hospedeira recombinante € modificada em rela cao a
atividade da tioesterase expressa a partir do gene de tipo
selvagem correspondente  em uma célula hospedeira
correspondente. Em algumas modalidades, uma composi ¢cao de

derivado de &cido graxo que inclui acidos graxos €
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produzida por desenvolvimento em cultura de uma cél ula
recombinante na presenca de uma fonte de carbono so b
condicbes eficazes para expressar a tioesterase. Em

modalidades relacionadas, a célula hospedeira recom binante

compreende um polinucleotideo que codifica um polip eptideo

que tem atividade de tioesterase e um ou mais

polinucleotideos adicionais que codificam polipepti deos que
tém outras atividades de enzima biossintética de ac ido
graxo. Em algumas tais casos, o0 acido graxo produzi do pela
acdo da tioesterase € convertido por uma ou mais en zimas
que tém uma atividade de enzima biossintética de ac ido
graxo diferente a outro derivado de acido graxo, ta | como,
por exemplo, um éster graxo, aldeido graxo, alcool graxo ou

um hidrocarboneto.

[0095] O comprimento de cadeia de um &acido graxo,

ou um derivado de acido graxo feito a partir do mes mo, pode
ser selecionado modificando-se a expresséo de tioes terases

particulares. A tioesterase ira influenciar o compr imento
de cadeia de derivados dos acidos graxos produzidos . O
comprimento de cadeia de um substrato de derivado d e &acido

graxo pode ser selecionado modificando-se a express ao de
tioesterases selecionadas (EC 3.1. 2.14 ou EC 3.1.1 .5). Por

isso, células hospedeiras podem ser projetada por

engenharia para expressar, superexpressar, ter expr essdo
atenuada ou ndo expressar uma oOu mais tioesterases
selecionadas para aumentar a producdo de um substra to de
derivado de acido graxo preferencial. Por exemplo, acidos
graxos C10 podem ser produzidos expressando-se uma
tioesterase que tem uma preferéncia por produzir ac idos

graxos C10 e tioesterases atenuantes que tém uma
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preferéncia por produzir acidos graxos outros que n ao os
acidos graxos C10 (por exemplo, uma tioesterase que prefere
produzir &cidos graxos C14). Isso resultaria em uma

populacao relativamente homogénea de acidos graxos que tém
um comprimento de cadeia de carbono de 10. Em outro S casos,
acidos graxos Cl14 podem ser produzidos atenuando-se
tioesterases enddgenas que produzem acidos graxos n aoClde
expressando-se as tioesterases que usam C14-ACP. Em algumas

situacdes, acidos graxos C12 podem ser produzidos

expressando-se tioesterases que usam C12-ACP e tioe sterases
atenuantes que produzem acidos graxos nédo C12. Por exemplo,
acidos graxos C12 podem ser produzidos expressando- se uma
tioesterase que tem uma preferéncia por produzir ac idos

graxos Cl1l2 e tioesterases atenuantes que tém uma
preferéncia por produzir acidos graxos outros que n ao os
acidos graxos C12). Isso resultaria em uma populaca o]

relativamente homogénea de &acidos graxos que tém um

comprimento de cadeia de carbono de 12. Os derivado s de
acido graxo sao recuperados a partir de meio de cul tura
substancialmente com todos os derivados de acido gr axo

produzidos de maneira extracelular. A composicdo de

derivado de acido graxo produzida por uma célula ho spedeira
recombinante pode ser analisada com o0 uso de método S
conhecidos na técnica, por exemplo, GC-FID, a fim d e
determinar a distribuicdo de derivados de acido gra X0
particulares, bem como determinar comprimentos de ¢ adeia e
grau de saturacao dos componentes da composi¢éo de derivado
de acido graxo. A sobreproducéo de acetil-CoA, malo nil-CoA
e acido graxo pode ser verificada com o uso de meéto dos
conhecidos na técnica, por exemplo, pelo uso de pre cursores
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radioativos, HPLC, ou GC-MS subsequentes a lise cel ular.
Exemplos adicionais n&o limitantes de tioesterases e
polinucleotideos que as codificam para uso na traje téria de
acido graxo séo fornecidos no Pedido de Publicacdo PCT no
WO02010/075483, incorporado expressamente a titulo d e

referéncia ao presente documento.
Producéo de Aldeidos Graxos

[0096] Em uma modalidade, a célula hospedeira
recombinante produz um aldeido graxo. Em algumas

modalidades, um &cido graxo produzido pela célula

hospedeira recombinante é convertido em um aldeido graxo.
Em algumas modalidades, o aldeido graxo produzido p ela
célula hospedeira recombinante € entdo convertido e m um
alcool graxo ou um hidrocarboneto. Em algumas modal idades,
polipeptideos biossintetizantes de aldeido graxo na tivos
(enddgenos), tais como aldeido redutases, estdo pre sentes
na ceélula hospedeira (por exemplo, E. coli ) e sao eficazes

na conversao de aldeidos graxos em alcoois graxos. Em
outras modalidades, um polipeptideo biossintetizant e de
aldeido graxo nativo (enddgeno) é superexpresso. Em ainda
outras modalidades, um polipeptideo biossintetizant e de

aldeido graxo exégeno € introduzido em wuma célula
hospedeira recombinante e expresso Ou superexpresso . Uma
célula hospedeira ou nativa recombinante pode compr eender

um polinucleotideo que codifica uma enzima que tem

atividade biossintetizante de aldeido graxo (por ex emplo,
um polipeptideo biossintetizante de aldeido graxo o u um
polipeptideo biossintetizante de aldeido graxo ou e nzima).

Um aldeido graxo € produzido quando a enzima

biossintetizante de aldeido graxo €& expressa ou
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superexpressa na célula hospedeira. Uma célula hosp
recombinante projetada por engenharia para produzir
aldeido graxo tipicamente convertera parte do aldei

em um alcool graxo. Em algumas modalidades, um alde
graxo € produzido expressando-se ou superexpressand
célula hospedeira recombinante um polinucleotideo ¢
codifica um polipeptideo que tem atividade biossint

de aldeido graxo tal como atividade de acido carbox
redutase (CAR). CarB é um &cido carboxilico redutas
exemplificativa. Ao praticar a revelacdo, um gene (¢
codifica um polipeptideo de acido carboxilico redut

ser expresso ou superexpresso na célula hospedeira.
algumas modalidades, o polipeptideo CarB tem a sequ
aminoacidos de SEQ ID NO: 7. Em outras modalidades,

polipeptideo CarB € uma variante ou mutante de SEQ

7. Exemplos de &cido carboxilico redutase (CAR), os

polipeptideos e polinucleotideos que as codificam i
mas nao se limitam a FadD9 (EC 6.2.1.-, UniProtKB Q
GenBank NP_217106, SEQ ID NO: 34), CarA (GenBank AB

CarB (GenBank YP889972; SEQ ID NO: 33) e polipeptid

relacionados descritos na Publicagcdo PCT n

edeira
um
do graxo
ido
0-se na
ue
etizante
ilico
e
ue
ase pode
Em
éncia de
0

ID NO:

ncluem,
50631,
K75684),

eos

2 W02010/042664 e

na Patente n © US 8.097.439, sendo que ambos documentos

estdo expressamente incorporados a titulo de referé

presente documento. Em algumas modalidades a célula

hospedeira recombinante compreende adicionalmente
polinucleotideo que codifica uma tioesterase. Em al
modalidades, o aldeido graxo é produzido expressand
superexpressando-se na célula hospedeira recombinan
polinucleotideo que codifica um

biossintetizante de aldeido graxo, tal como um poli
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gue tem atividade de acil-ACP redutase (AAR). A exp ressao
de acil-ACP redutase em uma célula hospedeira recom binante
resulta na producdo de aldeidos graxos e &lcoois gr axos

(consulte Figura 4). As aldeido redutases nativas

(endbdgenas) presentes em uma célula hospedeira reco mbinante
(por exemplo, E. coli ) podem converter aldeidos graxos em

alcoois graxos. Os polipeptideos de acil-ACP reduta se
exemplificativos sao descritos nas Publicacbes PCT nos
W02009/140695 e WO/2009/140696, sendo que ambas est ao
expressamente incorporadas a titulo de referéncia a o]
presente documento. Uma composi¢cdo que compreende a Ideidos

graxos (uma composicdo de aldeido graxo) € produzid a
desenvolvendo-se em cultura uma célula hospedeira n a
presenca de uma fonte de carbono sob condigbes efic azes
para expressar a enzima biossintetizante de aldeido graxo.

Em algumas modalidades, a composicdo de aldeido gra X0
compreende aldeidos graxos e alcoois graxos. Tipica mente, a

composicdo de aldeido graxo é recuperada a partir d 0
ambiente extracelular da célula hospedeira recombin ante,

isto &, do meio de cultura celular.

Producéo de Alcoois Graxos

[0097] Em algumas modalidades, a célula hospedeira
recombinante inclui um polinucleotideo que codifica um
polipeptideo (uma enzima) que tem atividade

biossintetizante de  &lcool graxo (um  polipeptideo

biossintetizante de alcool graxo ou uma enzima

biossintetizante de &lcool graxo) e um alcool graxo é
produzido pela célula hospedeira recombinante. Uma

composicao que compreende alcoois graxos (uma compo sicdo de
alcool graxo) pode ser produzida desenvolvendo-se e m

Peticdo 870190131148, de 10/12/2019, pag. 84/180



74/147

cultura a célula hospedeira recombinante na presencg a de uma
fonte de carbono sob condicdes eficazes para expres sar uma
enzima biossintetizante de 4&lcool graxo. Em algumas

modalidades, a composicdo de alcool graxo compreend e
alcoois graxos, entretanto, uma composicao de alcoo | graxo

pode compreender outros derivados de acido graxo.

Tipicamente, a composi¢do de alcool graxo é recuper ada a
partir do ambiente extracelular da célula hospedeir a
recombinante, isto é, do meio de cultura celular. E m uma
abordagem, as células hospedeiras recombinantes for am
projetadas por engenharia para produzir alcoois gra X0S
expressando-se uma tioesterase, que catalisa a conv ersdo de

acilF-ACPs em acidos graxos livres (FFAs) e um acido

carboxilico redutase (CAR), que converte &acidos gra X0S
livres em aldeidos graxos. Os aldeidos redutases na tivas

(enddgenas) presentes na célula hospedeira (por exe mplo, E.
coli ) podem converter aldeidos graxos em alcoois graxos .Em
algumas modalidades, polipeptideos biossintetizante s de
aldeido graxo nativos (endbgenos), tais como aldeid o]
redutases, estdo presentes na célula hospedeira e p odem ser
suficientes na conversdo de aldeidos graxos em alco ois
graxos. Entretanto, em outras modalidades, um polip eptideo

biossintetizante de aldeido graxo nativo (enddgeno) e

superexpresso e, em ainda outras modalidades, um
polipeptideo biossintetizante de aldeido graxo exdg eno é

introduzido em wuma célula hospedeira recombinante e

expresso ou superexpresso. Em algumas modalidades, o alcool
graxo € produzido expressando-se ou superexpressand 0-se na
célula hospedeira recombinante um polinucleotideo ¢ ue
codifica um polipeptideo que tem atividade biossint etizante
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de alcool graxo que converte um aldeido graxo em um alcool
graxo. Por exemplo, um alcool desidrogenase (aldeid o]
redutase, por exemplo, EC 1.1.1.1), pode ser usada ao
praticar a revelacdo. Conforme usado no presente do cumento,
um alcool desidrogenase se refere a um polipeptideo com
capacidade para catalisar a conversdo de um aldeido graxo
em um alcool (por exemplo, um alcool graxo). Uma pe ssoa de

habilidade comum na técnica percebera que certas
desidrogenase de alcool tém a capacidade de catalis ar
outras reacOes também e que essas alcool desidrogen asse nao
especificas também sao englobadas pela alcool

desidrogenase. Exemplos de alcool desidrogenase, o0s

polipeptideos Uteis de acordo com a revelagdo inclu em, mas
nao se limitam a, AlrA de Acinetobacter sp. M-1 (SEQ ID NO:

3) ou homdlogos de AlrA, tais como AlrAadpl (SEQ ID NO: 4)

e alcool desidrogenases enddgenas a E. coli , tais como
YjgB, (AAC77226) (SEQ ID NO: 5), DkgA (NP_417485), DkgB
(NP_414743), YdjiL (AAC74846), YdjJ (NP_416288), Adh P
(NP_415995), YhdH (NP_417719), YahK (NP_414859), Yp hC
(AAC75598), YghD (446856) e YbbO [AAC73595.1]. Exem plos
adicionais sao descritos nos Pedidos de Publicacéo de
Patente Internacionais n o WO 2007/136762, W0O2008/119082 e
WO 2010/062480, sendo que cada um estda expressament e
incorporado a titulo de referéncia no presente docu mento.
Em certas modalidades, o polipeptideo biossintetiza nte de
alcool graxo tem atividade de aldeido redutase ou d e alcool

desidrogenase (EC 1.1.1.1).

[0098] Em outra  abordagem, células hospedeiras
recombinantes foram projetadas por engenharia para produzir
alcoois graxos expressando-se acil-CoA redutases ou acila

Peticdo 870190131148, de 10/12/2019, pag. 86/180



76/147

graxa redutases (FARs) formadoras de 4&lcool graxo,
convertem substratos de aciltioéster graxo (por exe
acil-CoA graxo ou acil-ACP graxo) em alcoois graxos
algumas modalidades, o &lcool graxo ¢é
expressando-se ou superexpressando-se um polinucleo
que codifica um polipeptideo que tem atividade de a
redutase formadora de alcool graxo (FAR) em uma cél
hospedeira recombinante. Exemplos de polipeptideos

Uteis de acordo com essa modalidade sao descritos n

produzido

que
mplo,

. Em

tideo
cil-CoA
ula
FAR

a

Publicacdo PCT n © WO02010/062480 que esta expressamente

incorporada a titulo de referéncia no presente docu
alcool graxo pode ser produzido através de uma traj
dependente de acil-CoA que utiliza intermediarios d
ACP graxo e de acil-CoA graxo e uma trajetéria inde

de acil-CoA que utiliza intermediarios de acil-ACP
mas ndo um intermediario de acil-CoA graxo. Em moda
particulares, a enzima codificada pelo gene superex
selecionada dentre uma acido graxo sintase, uma aci
tioesterase, uma acil-CoA graxo sintase e uma aceti
carboxilase. Em algumas modalidades, a proteina cod
pelo gene superexpresso é enddgena a célula hospede
outras modalidades, a proteina codificada pelo gene
superexpresso é heterdloga a célula hospedeira. Os

graxos também sdo feitos na natureza por enzimas co
capacidade de reduzir varias moléculas de acil-ACP

CoA em alcoois primarios correspondentes. Consulte

as Publicacoes de Patente n ]

mento O
etoria
e acil-
pendente
graxo,
lidades
presso é
[-ACP
[-CoA
ificada

ira. Em

alcoois

ou acil-

também

US 20100105963 e US

20110206630 e a Patente n o US 8097439, expressamente

incorporadas a titulo de referéncia ao presente doc

As estratégias para aumentar a producédo de alcoois
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por células hospedeiras recombinantes incluem o flu
aumentado através de trajetdria biossintética do ac
graxo por superexpressao de genes biossintéticos na

acido graxo e/ou por expressdo de genes biossinteti

de &cido graxo exégenos de diferentes organismos no

hospedeiro produtor, de forma que a biossintese de
graxo seja aumentada.

Producéo de Esteres

[0099] Conforme wusado no presente documento,

n A

termo "éster graxo" pode ser usado como uma referén

éster. Um éster graxo, conforme referido no present
documento, pode ser qualquer éster feito a partir d
acido graxo, por exemplo, um éster de &cido graxo.

algumas modalidades, um éster graxo contém um lado

lado B. Conforme usado no presente documento, um "lado A"

de um éster se refere a cadeia de carbono anexada a

oxigénio carboxilado do éster. Conforme usado no pr
documento, um "lado B" de um éster se refere a cade
carbono que compreende o carboxilado mae do éster.
modalidades em que o éster graxo é derivado da traj
biossintética do acido graxo, o lado A recebe contr

de um alcool e o lado B recebe contribuicdo de um a
graxo. Qualquer alcool pode ser usado para formar o

dos ésteres graxos. Por exemplo, o alcool pode ser

da trajetoria
Alternativamente, o alcool pode ser produzido atrav
trajetérias biossintéticas que néo sao de acido gra
disso, o alcool pode ser fornecido de forma exogena

exemplo, o alcool pode ser provido no caldo de ferm

em casoS nos quais 0 éster graxo € produzido por um
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organismo. Alternativamente, um acido carboxilico, tal como
um &cido graxo ou um Aacido acético, pode ser provid o de
forma exdégena em casos nos quais o éster graxo é pr oduzido
por um organismo que pode também produzir alcool. A cadeia
de carbonos que compreende o lado A ou lado B pode ser de
qualquer comprimento. Em uma modalidade, o lado A d 0 éster

€ de pelo menos cerca de 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 10 , 12,
14, 16 ou 18 carbonos de comprimento. Quando o éste I graxo
€ um éster metilico de acido graxo, o lado A do ést er é de

1 carbono de comprimento. Quando o éster graxo € um éster
de acido graxo etilico, o lado A do éster € de 2 ca rbonos
de comprimento. O lado B do éster pode ser de pelo menos
cerca de 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24 ou 26
carbonos de comprimento. O lado A e/ou o lado B pod em ser
de cadeia linear ou ramificada. As cadeias ramifica das
podem ter um ou mais pontos de ramificacdo. Adicion almente,
as cadeias ramificadas podem incluir ramificagdes c iclicas.
Ademais, o lado A e/ou lado B podem ser saturados o u
insaturados. Caso insaturado, o lado A e/ou o lado B podem
ter um ou mais pontos de insaturacdo. Em uma modali dade, o
éster graxo € produzido de maneira biossintética. N essa
modalidade, primeiro o acido graxo é ativado. Exemp los nédo
limitantes de acidos graxos "ativados" sao acil-CoA , acil
ACP e acilfosfato. O Acil-CoA pode ser um produto d ireto da
biossintese ou degradacgéo do acido graxo. Adicional mente, 0O
acil-CoA pode ser sintetizado a partir de um acido graxo
livre, de um CoA e de uma adenosina nucleotideo tri fosfato
(ATP). Um exemplo de uma enzima que produz acil-CoA € a

acil-CoA sintase. Em algumas modalidades, a célula

hospedeira recombinante compreende um polinucleotid €eo que
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codifica um polipeptideo, por exemplo, uma enzima ¢ ue tem
atividade de éster sintase, (um polipeptideo éster sintase

ou uma éster sintase).

[00100] Um éster graxo é produzido por uma reacao
catalisada pelo polipeptideo de éster sintase expre SSO ou
superexpresso na célula hospedeira recombinante. Em algumas
modalidades, uma composi¢do que compreende ésteres graxos é
produzida desenvolvendo-se em cultura a célula reco mbinante
na presenca de uma fonte de carbono sob condicfes e ficazes
para expressar um éster sintase. Em algumas modalid ades, a
composicdo de ésteres graxos € recuperada a partir da
cultura celular. Os polipeptideos de éster sintase incluem,
por exemplo, um polipeptideo de éster sintase class ificado
como EC 2.3.1.75, ou qualquer outro polipeptideo qu e
catalise a conversdo de um aciltioéster em um éster graxo
incluindo, sem limitagdo, uma tioesterase, uma éste r
sintase, uma acil-CoA:alcool transacilase, uma
aciltransferase, ou uma acil-CoA graxo :alcool grax o]
aciltransferase. Por exemplo, o polinucleotideo pod e
codificar cera/dgat, uma éster sintase/acil-
CoA:diacilglicerol aciltransferase bifuncional a pa rtir de
Simmondsia chinensis, da cepa ADP de Acinetobacter sp.,
Alcanivorax borkumensis, Pseudomonas aeruginosa,
Fundibacter jadensis, Arabidopsis thaliana ou Alkal igenes
eutrophus. Em uma modalidade particular, o polipept ideo de
éster sintase é uma diacilglicerol O-aciltransferas e de
Acinetobacter sp. (cera-dgaT; UniProtkB Q8GGG1, GenBank
AA017391) ou Simmondsia chinensis cera sintase (UniProtKB

Q9XGY6, GenBank AAD38041. Em outra modalidade, o

polipeptideo de éster sintase € por exemplo ES9 (um a cera
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éster sintase de Marinobacter hidrocarbonoclasticus
8798, UniProtKB A3SRES51 (SEQ ID NO: 6); ES8 de
hidrocarbonoclasticus DSM8789

AB0O21021; SEQ ID NO:7); GenBank ABO21021, codificad

(GenBank n o

gene ws2; ou ES376 (outra cera éster sintase deriva

Marinobacter hidrocarbonoclasticus DSM 8798,
A3RE50, GenBank AB0O21020, codificada pelo gene wsl.
modalidade particular, o polinucleotideo que codifi
polipeptideo de éster sintase é superexpresso na ceé
hospedeira recombinante. Em algumas modalidades, um
de acido graxo € produzido por uma célula hospedeir
recombinante projetada por engenharia para expressa
enzimas biossintetizantes de &cido graxo: uma enzim
tioesterase, uma enzima acil-CoA sintetase (fadD) e
enzima éster sintase (por exemplo, o sistema de tré
enzimas; consulte Figura 5). Em outras modalidades,
éster de acido graxo é produzido por uma célula hos
recombinante projetada por engenharia para expressa
enzima biossintética de acido graxo, uma enzima ést
sintase (por exemplo, o sistema de uma enzima; cons
Figura 5). Exemplos ndo limitantes de polipeptideos
polinucleotideos de éster sintase que o0s codificam
adequados para uso nessas modalidades incluem aquel
descritos nas n o

W02008/119082 e WO/2011/038134 (sistema de trés enz

Publicacbes PCT

WO0/2011/038132 (sistema de uma enzima), sendo que c
estd expressamente incorporado a titulo de referénc
presente documento. A célula hospedeira recombinant
produzir um éster graxo, tal como um éster metilico

acido graxo, um éster de acido graxo etilico ou um
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cera no ambiente extracelular da células hospedeira

Producéo de Hidrocarbonetos

[00101] Esse aspecto da revelacdo é baseado pelo

menos em parte na constatacdo de que alterar o nive
expressdo de um polipeptideo biossintetizante de al

graxo, por exemplo, um polipeptideo de acil-ACP red
(EC 6.4.1.2) e

um polipeptideo biossintetizante de

hidrocarboneto, por exemplo, uma decarbonilase em u

célula hospedeira recombinante, facilita a producéo

acentuada de hidrocarbonetos pela célula hospedeira

recombinante. Em uma modalidade, a célula hospedeir
recombinante produz um hidrocarboneto, tal como um

ou um alceno (por exemplo, uma olefina terminal ou
olefina interna) ou uma cetona. Em algumas modalida

aldeido graxo produzido por uma célula hospedeira
recombinante é convertido por decarbonilacdo, o que

um atomo de carbono para formar um hidrocarboneto.
outras modalidades, um acido graxo produzido por um
hospedeira recombinante é convertido por decarboxil

que remove um atomo de carbono para formar uma olef
terminal. Em algumas modalidades, um intermediario

ACP é convertido por decarboxilacdo, o que remove u

de carbono para formar uma olefina interna ou uma c
(consulte a Figura 6). Em algumas modalidades, a cé
hospedeira recombinante compreende um polinucleotid
codifica um polipeptideo (uma enzima) que tem ativi
biossintetizante de  hidrocarboneto

(um  polipeptideo

biossintetizante de hidrocarboneto  ou uma enzima

biossintetizante de hidrocarboneto) e o hidrocarbon

produzido por expressdo ou superexpressdao da enzima
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biossintetizante de hidrocarboneto em uma célula ho spedeira
recombinante. Uma trajetdria biossintética de alcan o de
cianobactérias que consiste em uma proteina carread ora de
acila-acila redutase (AAR) e uma aldeido decarbonil ase
(ADC), que juntas convertem intermediarios de metab olismo
de acido graxo em alcanos e alcenos, tem sido usada para

projetar por engenharia as células hospedeiras

recombinantes para a produgcdo de hidrocarbonetos (F igura
6). A segunda de duas rea¢fes na trajetoria atraves da qual
os acil-ACPs saturados sao convertidos em alcanos e m
cianobactérias compreende a cisdo da ligagdo C1-C2 de um

intermediario de aldeido graxo pela enzima aldeido

decarbonilase (ADC), uma proteina similar a ferriti na com
um cofator metélico binuclear de composi¢cdo desconh ecida.
Em algumas modalidades, o hidrocarboneto €é produzid o]
expressando-se ou superexpressando-se na célula hos pedeira

recombinante  um  polinucleotideo  que  codifica um
polipeptideo que tem atividade biossintetizante de
hidrocarboneto, tal como uma atividade de aldeido

decarbonilase (ADC) (por exemplo, EC 4.1.99.5). Os

polinucleotideos exemplificativos que codificam uma aldeido
decarbonilase Uteis de acordo com essa modalidade i ncluem,
mas nado se limitam a, aqueles descritos em nas Publ icacoes

PCT no  WO2008/119082 e WO2009/140695 que estdo

incorporadas expressamente a titulo de referéncia n o]
presente documento e aquelas sequéncias apresentada S na
Tabela 2 abaixo. Em algumas modalidades a célula ho spedeira
recombinante compreende adicionalmente um polinucle otideo
que codifica um polipeptideo biossintetizante de al deido

graxo. Em algumas modalidades a célula hospedeira
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recombinante compreende adicionalmente um polinucle otideo
que codifica uma acil-ACP redutase. Consulte, por e xemplo,

a Tabela 2 abaixo.

Tabela 2: Polinucleotideos e Polipeptideos
Biossintetizantes de Hidrocarboneto Exemplificativo S
Nome da Sequéncia Sequéncia Sequéncia
Proteina polipeptidica Nucleotidica
Synechococcus elongatus
Decarbonilase SEQ ID NO:
SEQ ID NO: 35 PCC7942 YP.sub.--400610
(ADC) 36
(Synpcc7942.sub.--1593)
Synechococcus elongatus
Acil-ACP SEQ ID NO:
SEQ ID NO: 37 PCC7942 YP 400611
Redutase (AAR) 38
(Synpcc7942 1594)
Decarbonilase SEQ ID NO: Prochlorococcus mariunus
SEQ ID NO: 39
(ADC) 40 CCMP1986 PMM0532
Acil-ACP SEQ ID NO: Prochlorococcus marinus
SEQ ID NO: 41
Redutase (AAR) 42 CCMP1986 PMM0533 (NP_892651)
[00102] Em algumas modalidades, uma composicdo é
produzida desenvolvendo-se em cultura a célula reco mbinante
na presenca de uma fonte de carbono sob condicfes e ficazes
para expressar polinucleotideos de Acil-CoA redutas e e de
decarbonilase. Em algumas modalidades, a composi¢céo de
hidrocarboneto compreende hidrocarbonetos saturados e
insaturados. Entretanto, uma composicao de hidrocar boneto

pode compreender outros derivados de acido graxo.

Tipicamente, a composi¢cao de hidrocarboneto é recup erada a
partir do ambiente extracelular da célula hospedeir a
recombinante, isto €, do meio de cultura celular. C onforme

usado no presente documento, um alcano se refere a

hidrocarbonetos ou compostos saturados que consiste m
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somente em carbono (C) e hidrogénio (H), sendo que esses
atomos sado unidos juntos por ligagbes Unicas {isto €, sao
compostos saturados). As olefinas e os alcenos se r eferem a
hidrocarbonetos que contém pelo menos uma ligacdo d upla
carbono a carbono {isto €, sdo compostos insaturado s). As
olefinas terminais, o-olefinas, alcenos terminais e |I-

alcenos se referem aos mesmos compostos, com uma re feréncia
a o-olefinas ou alcenos com uma férmula quimica CxH2x, o]

que os distingue de outras olefinas com uma formula

molecular similar pela linearidade da cadeia de

hidrocarboneto e a posicéo da ligacéo dupla na posi cao alfa
ou primaria. Em algumas modalidades, uma olefina te rminal é
produzida expressando-se ou superexpressando-se na célula
hospedeira recombinante um polinucleotideo que codi fica um
polipeptideo biossintetizante de hidrocarboneto, ta | como
um polipeptideo que tem atividade decarboxilase con forme
descrito, por exemplo, na Publicagdo PCT n 2 W02009/085278
que esta expressamente incorporada a titulo de refe réncia
no presente documento, Em algumas modalidades a cél ula
hospedeira recombinante compreende adicionalmente u m
polinucleotideo que codifica uma tioesterase. Em ou tras
modalidades, uma cetona € produzida expressando-se ou
superexpressando-se na célula hospedeira recombinan te um
polinucleotideo que codifica um polipeptideo

biossintetizante  de  hidrocarboneto, tal como um
polipeptideo que tem atividade OleA conforme descri to, por
exemplo, na Publicagdo PCT n o WO02008/147781, que esta
expressamente incorporada a titulo de referéncia no
presente documento Em modalidades relacionadas, uma olefina

interna € produzida expressando-se ou superexpressa ndo-se
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na célula hospedeira recombinante um polinucleotide
codifica um polipeptideo biossintetizante de

hidrocarboneto, tal como um polipeptideo que tem at

OleCD ou OIleBCD, junto com um polipeptideo que tem

atividade OleA conforme descrito, por exemplo, nha

0 que

ividade

Publicacdo PCT n  ° WO02008/147781, expressamente incorporada

a titulo de referéncia no presente documento.

Células Hospedeiras Recombinantes e Culturas de Cél

[00103] As estratégias para aumentar a producdo de
derivados de éacido graxo por células hospedeiras

recombinantes incluem o fluxo aumentado através de

trajetéria biossintética do acido graxo por superex

de genes biossintéticos nativos de acido graxo e po
expressdo de genes biossintetizantes de acido graxo
exégenos de diferentes organismos no hospedeiro pro
Conforme usado no presente documento, uma ceélula ho
recombinante ou projetada por engenharia célula hos

se refere a uma célula hospedeira da qual a composi
genética foi alterada em relagdo a célula hospedeir

tipo selvagem correspondente, por exemplo, por intr
deliberada de novos elementos genéticos e/ou modifi
deliberada de elementos genéticos naturalmente pres

célula hospedeira. A descendéncia de tais células
hospedeiras recombinantes também contém esses eleme
genéticos novos e/ou modificados. Em qualquer um do
aspectos da revelagdo descrita no presente document
célula hospedeira pode ser selecionada a partir do

que consiste em uma célula vegetal, célula de inset
célula fungica (por exemplo, de um fungo filamentos

como Candida sp., ou uma levedura germinativa, tal
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Saccharomyces sp.), uma célula de alga e uma célula

bacteriana. Em uma modalidade preferencial, as célu las
hospedeiras recombinantes sdo microrganismos recomb inantes.
Exemplos de células hospedeiras que s&o microrganis mos

incluem, mas nédo se limitam a células dos géneros
Escherichia, Bacillus, Lactobacillus, Zymomonas,

Rhodococcus, Pseudomonas, Aspergillus, Trichoderma,

Neurospora, Fusarium, Humicola, Rhizomucor, Kluyver omyces,
Pichia, Mucor, Myceliophtora, Penicillium, Phaneroc haete,
Pleurotus, Trametes, Chrysosporium, Saccharomyces,

Stenotrophamonas, Schizosaccharomyces, Yarrowia ou

Streptomyces . Em algumas modalidades, a célula hospedeira

uma célula bacteriana gram-positiva. Em outras moda lidades,

a célula hospedeira é uma célula bacteriana gram-ne gativa.
Em algumas modalidades, a célula hospedeira € uma c élula de
E. coli . Em outras modalidades, a célula hospedeira € uma

célula de Bacillus lentus , uma célula de Bacillus brevis :
uma ceélula de Bacillus stearothermophilus , uma célula de
Bacillus lichenoformis : uma  célula de Bacillus
alkalophilus , uma célula de Bacillus coagulans , uma célula
de Bacillus circulans , uma célula de Bacillus pumilis , uma
célula de Bacillus thuringiensis , uma célula de Bacillus
clausii , uma célula de Bacillus megaterium , uma célula de
Bacillus subtilis ou uma célula de Bacillus
amyloliquefaciens . Em outras modalidades, a célula
hospedeira é uma célula de Trichoderma koningii , uma célula

de Trichoderma  viride, uma célula de Trichoderma reesei ,
uma ceélula de Trichoderma longibrachiatum , uma célula de
Aspergillus awamori , uma célula de Aspergillus fumigates
uma célula de Aspergillus foetidus , uma célula de
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Aspergillus nidulans , uma célula de Aspergillus niger , uma
célula de Aspergillus oryzae , uma célula de Humicola
insolens , uma célula de Humicola lamiginose , uma célula de
Rhodococcus opacus , uma célula de Rhizomucor michei ou uma
célula de Mucor michei . Em ainda outras modalidades, a

célula hospedeira € uma célula de Streptomyces livi dans ou
uma ceélula de Streptomyces murinus . Em ainda outras

modalidades, a célula hospedeira é uma célula de

Actinomycetes . Em algumas modalidades, a célula hospedeira

€ uma célula de Saccharomyces cerevisiae . Em outras
modalidades, a célula hospedeira € uma célula de um a planta
eucariodtica, alga, cianobactéria, bactéria verde su Ifurosa,
bactéria verde néo sulfurosa, bactéria purpura sulf urosa,
bactéria purpura ndo sulfurosa, extremoéfilo, levedu ra,
fungo, um organismo projetado por engenharia dos me sSmMos ou
um organismo sintético. Em algumas modalidades, a ¢ élula
hospedeira é fotodependente ou fixadora de carbono. Em
algumas modalidades, a célula hospedeira tem ativid ade
autotrofica. Em algumas modalidades, a célula hospe deira
tem atividade fotoautotréfica, tal como na presenca de luz.
Em algumas modalidades, a célula hospedeira é heter otréfica
ou mixotrofica na auséncia de luz. Em certas modali dades, a
célula hospedeira € uma célula de Arabidopsis thaliana
Panicum virgatum Miscanthus giganteus Zea mays,
Botryococcuse braunii, Chlamydomonas reinhardtii, D unaliela

salina , Synechococcus Sp. PCC 7002, Synechococcus Sp. PCC

7942, Synechocystis Sp. PCC 6803, Thermosynechococcus
elongates BP-1, Chlorobium tepidum Chlorojlexus
auranticus , Chromatiumm  vinosum , Rhodospirillum rubrum,
Rhodobacter capsulatus, Rhodopseudomonas palusris,
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Clostridium ljungdahilii, Clostridiuthermocellum,
Penicillium chrysogenum, Pichia pastoris, Saccharom
cerevisiae,

Schizosaccharomyces pombe,

fluorescens  ou Zymomonas mobilis
Producio De Composicbes de Derivados de Acido Graxo
Células Hospedeiras Recombinantes

[00104]
graxo pode ser produzida por células
recombinantes que compreendem melhorias de cepa con
descrito no presente documento incluindo, mas sem |
a acidos graxos, acil-CoA, aldeidos graxos, alcoois
cadeia longa e curta, hidrocarbonetos (por exemplo,
alcanos, alcenos ou olefinas, tais como olefinas te
ou internas), alcoois graxos, ésteres (por exemplo,
de cera, ésteres de acido graxo (por exemplo, éster
metilicos ou etilicos)) e cetonas. Em algumas modal
da presente revelacdo, a maior titulacdo de derivad
acido graxo em uma composicao particular € uma titu
maior de um tipo particular de derivado de &cido gr
exemplo, &lcoois graxos, ésteres de &cido graxo ou
hidrocarbonetos) produzidos por uma cultura de célu
hospedeira recombinante em relagcédo a titulacdo dos
derivados de &cido graxo produzidos por uma cultura
controle de wuma célula hospedeira de tipo selvagem
correspondente. Em tais casos, a composi¢cao derivad
acidos graxos pode compreender, por exemplo, uma mi
dos alcoois graxos com uma variedade de comprimento
cadeia e caracteristicas de saturacdo ou ramificaca
outras modalidades da presente revelacdo, a maior t

de derivados de acido graxo em uma composicao parti
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uma maior titulacdo de uma combinagdo de diferentes

derivados de éacido graxo (por exemplo, aldeidos gra X0S e
alcoois, ou acidos graxos e ésteres) em relacdo a t itulacdo

do mesmo derivado de acido graxo produzido por uma cultura
de controle de uma de célula hospedeira tipo selvag em
correspondente.

Projetando por Engenharia as Células Hospedeiras

[00105] Em algumas modalidades, uma sequéncia de
polinucleotideos (ou genes) é fornecida a célula ho spedeira
por meio de um vetor recombinante, o0 que compreende uma
unidade promotora de forma operacional a sequéncia de
polinucleotideos. Em certas modalidades, o promotor € um
promotor regulado durante o desenvolvimento, especi fico de
organela, especifico de tecido, induzivel, constitu tivo ou
especifico de célula. Em algumas modalidades, o vet or
recombinante inclui pelo menos uma sequéncia o que inclui,
mas sem limitacdo a (a) uma sequéncia de controle d e
expressdo acoplada de forma operacional a sequéncia de
polinucleotideos; (b) um marcador de selecdo acopla do de
forma operacional a sequéncia de polinucleotideos; (c) uma

sequéncia marcadora acoplada de forma operacional a

sequéncia de polinucleotideos; (d) uma porcao quimi ca
purificadora acoplada de forma operacional a sequén cia de
polinucleotideos; (e) uma sequéncia de secrecdo aco plada de
forma operacional a sequéncia de polinucleotideos; e (f)
uma sequéncia de alvejamento acoplada de forma oper acional
a sequéncia de polinucleotideos. Os vetores de expr essao
descritos no presente documento incluem uma sequénc ia de
polinucleotideos descrita no presente documento em uma

forma adequada para a expressdo da sequéncia de
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polinucleotideos em uma célula hospedeira. Sera per
por pessoas versadas na técnica que o projeto do ve
expressao pode depender de tais fatores como a esco
célula hospedeira a ser transformada, o nivel de ex

de polipeptideo desejado, etc. Os vetores de expres
descritos no presente documento podem ser introduzi
células hospedeiras para produzir polipeptideos inc
polipeptideos de fusdo, codificados pelas sequéncia

polinucleotideos conforme descrito no presente docu

cebido

tor de
lha da
pressao
sao

dos nas

luindo
s de

mento. A

expressdo de genes que codificam polipeptideos em

procariotas, por exemplo, E. coli , é mais comumente
desempenhada com vetores que contém promotores
constitutivos ou induziveis que direcionam a expres sao
tanto de polipeptideos de fusdo quanto outros. Os v etores
de fusdo adicionam uma quantidade de aminoacidos a um
polipeptideo codificado nos mesmos, normalmente a u ma
terminacdo amino- ou carboxi- do polipeptideo recom binante.
Tais vetores de fusdo tipicamente servem um ou mais dentre
0s trés propdsitos seguintes (1) aumentar a express ao do
polipeptideo recombinante; (2) aumentar a solubilid ade do
polipeptideo recombinante; e (3) auxiliar na purifi cacao do
polipeptideo recombinante agindo como um ligante em

purificacdo de afinidade. Comumente, em vetores de

expressdo de fusdo, um sitio de clivagem proteoliti ca é
introduzido na juncdo da por¢do quimica de fusdo co m o
polipeptideo recombinante. Isso possibilita a separ acao do
polipeptideo recombinante da por¢do quimica de fusa 0 apos a
purificacdo do polipeptideo de fusdo. Exemplos de t ais
enzimas e suas sequéncias de reconhecimento cognato incluem
Fator Xa, trombina e enterocinase. Vetores de expre ssao de
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fusdo exemplificativos incluem pGEX (Pharmacia Biot
Inc., Piscataway, NJ; Smith et al., Gene, 67: pagin

40 (1988)), pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA)
(Pharmacia Biotech, Inc., Piscataway, N. J.), que f
glutationa S-transferase (GST), proteina de ligacao
maltose E, ou proteina A, respectivamente, ao polip
recombinante alvo.
induziveis e ndo de fuséo de E. coli
al, Gene (1988) 69: paginas 301 a 315) e pET 11d (S

et al, Gene Expression Technology: Methods in Enzym
185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990) pagin

89). A expresséo génica direcionada do vetor pTrc d

da transcricdo de RNA polimerase hospedeira de um p

de fuséo hibrido trp-lac. A expresséo génica direci

vetor pET 11d depende da transcricdo de um promotor
fusdo T7 gnlO-lac mediada por uma RNA polimerase vi
coexpressa (T7 gnl). Essa polimerase viral € provid

cepas hospedeiras BL21(DE3) ou HMS174(DE3) a partir
préfago A residente que porta um gene T7 gnl sob o controle
transcricional do promotor lacUV 5. Sistemas de exp
adequados tanto para células procaridticas quanto p
eucaridticas sdo bem conhecidos na técnica; consult
exemplo, Sambrook et al, "Molecular Cloning: A Labo
Manual", segunda edicdo, Cold Spring Harbor Laborat
(1989). Exemplos de vetores induzivel, ndo de fuséo
expressao de E. coli
paginas 301 a 315 (1988)) e PET 11d (Studier et al,
Expression Technology: Methods in Enzymology 185, A
Press, San Diego, CA, péaginas 60 a 89 (1990)). Em c

modalidades, uma sequéncia de polinucleotideos da r
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€ unida de forma operacional a um promotor derivado
bacteriéfago T5. Em uma modalidade, a célula hosped

uma célula de levedura. Nessa modalidade, o vetor d

expressdo € um vetor de expressao de levedura. Os v

podem ser introduzidos em células procarioticas ou

eucaribticas através de varios procedimentos reconh
na técnica para a introducao de acido nucleico exte
exemplo, DNA) em uma célula hospedeira.

adequados para transformar ou transfectar células

hospedeiras podem ser encontrados, por exemplo, em
et al. (supra). Para a transformacédo estavel de cél
bacterianas sabe-se que, dependendo do procedimento
vetor de expressdo e transformagdo usado, somente u
pequena fracdo das células ira tomar e replicar o v

A fim de identificar e selecionar

expressao. esses

transformantes, um gene que codifica um marcador

selecionavel (por exemplo, resisténcia a um antibio
pode ser introduzido dentro das células hospedeiras
com o gene pertinente. Marcadores selecionaveis inc
aqueles que conferem resisténcia a drogas como, mas
limitadas a, ampicilina, canamicina, cloranfenicol
tetraciclina. Os acidos nucleicos que codificam um
selecionavel podem ser introduzidos em uma célula
hospedeira no mesmo vetor o qual codifica um polipe

descrito no presente documento, ou podem ser introd

em um vetor separado. As células transformadas de f
estavel com o 4&cido nucleico introduzido podem ser
identificadas pelo desenvolvimento na presenca de u

de selecéo apropriada.

Células Hospedeiras

Peticao 870190131148, de 10/12/2019, pag. 103/180

Os meétodos

do
eira é
e

etores

ecidos

rno (por

Sambrook
ulas
de
ma

etor de

tico)
junto
luem
nao
ou

marcador
ptideo
uzidos

orma

ma droga



93/147

[00106]
célula hospedeira recombinante ou projetada por eng
€ uma célula usada para produzir uma composicéo de
de acido graxo conforme descrito adicionalmente no
documento. Diz-se que uma célula hospedeira € uma ¢
hospedeira projetada por engenharia ou uma célula
hospedeira recombinante se a expressdo de um ou mai
polinucleotideos ou polipeptideos na célula hospede
alterada ou modificada se comparada a expressdao em
célula hospedeira de tipo selvagem correspondente (
exemplo, célula de controle) sob as mesmas condi¢de
qualquer um dos aspectos da revelacdo descrita no p
documento, a célula hospedeira pode ser selecionada
partir do grupo que consiste em uma planta eucariét
alga, cianobactéria, bactéria verde sulfurosa, bact
verde nao sulfurosa, bactéria purpura sulfurosa, ba
parpura nao sulfurosa, extremofilo, levedura, fungo
organismos dos mesmos projetados por engenharia ou
organismo sintético. Em algumas modalidades, a célu
hospedeira é fotodependente ou fixa carbono. Em alg
modalidades, a célula hospedeira tem atividade auto
Vérias células hospedeiras podem ser usadas para pr
derivados de acido graxo, conforme descrito no pres
documento.
Mutantes ou Variantes

[00107] Em algumas modalidades, o polipeptideo é um

mutante ou um variante de qualquer um dentre o0s
polipeptideos descritos no presente documento. Os t
mutante e variante conforme usado no presente docum

referem a um polipeptideo que tem uma sequéncia de
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aminoacidos que difere daquela de um polipeptideo d
selvagem em pelo menos um aminoacido. Por exemplo,
mutante pode compreender um ou mais dentre as segui
substituicGes de aminoacidos conservativas: substit

um aminodcido alifatico, tal como alanina, valina,

e isoleucina, com outro aminoacido alifatico; subst

de uma serina com uma treonina; substituicAo de uma
treonina com uma serina; substituicdo de um residuo

tal como acido aspartico e &acido glutamico, com out
residuo &cido; substituicho de um residuo portador

grupo amida, tal como asparagina e glutamina, com o
residuo portador de um grupo amida; troca de um res
basico, tal como lisina e arginina, com outro resid
bésico; e substituicdo de um residuo aromaético, tal

fenilalanina e tirosina, com outro residuo aroméatic

algumas modalidades, o mutante  polipeptideo tem

aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15,

40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 ou mais substituicoes,

insercbes ou delegcbes de aminoacido. Os fragmentos
mutantes preferenciais de um polipeptideo retém par
toda a funcéo bioldgica (por exemplo, atividade enz

do polipeptideo tipo selvagem correspondente. Em al
modalidades, o fragmento ou mutante retém pelo meno
pelo menos 80%, pelo menos 90%, pelo menos 95%, ou
menos 98% ou mais da fungéo biologica do polipeptid
selvagem correspondente. Em outras modalidades, o f

ou mutante retém aproximadamente 100% da fun¢éo bio
do polipeptideo tipo selvagem correspondente. Podem
encontradas orientacbes para a determinacdo de quai

residuos de aminoacido podem ser substituidos, inse
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deletados sem afetar a atividade biolégica com o us o de
programas de computador bem conhecidos na técnica, por
exemplo, o software LASERGENETM (DNASTAR, Inc., Mad ison,
WI). Em ainda outras modalidades, um fragmento ou m utante
exibe uma funcéo bioldgica aumentada em comparacao com um
de polipeptideo tipo selvagem correspondente. Por e xemplo,

um fragmento ou mutante pode exibir uma melhora na
atividade enzimética de pelo menos 10%, pelo menos 25%,
pelo menos 50%, pelo menos 75%, ou pelo menos 90% e m
comparacdo com 0 polipeptideo de tipo selvagem
correspondente. Em outras modalidades, o fragmento ou
mutante exibe pelo menos 100% (por exemplo, pelo me nos
200%, ou pelo menos 500%) de melhora na atividade

enzimatica em comparacdo com o polipeptideo de tipo

selvagem correspondente. Compreende-se que 0s polip eptideos
descritos no presente documento podem ter substitui cOes de
aminoacido conservativas ou ndo essenciais adiciona is, as

quais nado tém efeito substancial sobre a funcdo do
polipeptideo. Se uma substituicdo particular vai se r
tolerada ou nao (isto €, se afetara ou nao de forma adversa
a funcdo bioldgica, tal como a atividade de acido

carboxilico redutase) pode ser determinado conforme

descrito em Bowie et al. (Science, 247: paginas 130 6 a 1310
(1990)). Uma substituicdo conservativa de aminoacid 0 € uma
na qual o residuo de aminoacido €é substituido por u m
residuo de aminoacido que tem uma cadeia lateral si milar.
As familias de residuos de aminoacido que tém cadei as
laterais similares foram definidas na técnica. Essa S
familias incluem aminoacidos com cadeias laterais b asicas

(por exemplo, lisina, arginina, histidina), cadeias
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laterais 4&cidas (por exemplo, acido aspartico, &acid
glutdamico), cadeias laterais polares nédo carregadas
exemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, tr
tirosina, cisteina), cadeias laterais nao polares (
exemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prol
metionina, cadeias later

fenilalanina, triptofano),

beta-ramificadas exemplo, treonina, valina,

(por
isoleucina) e cadeias laterais aromaticas (por exem
tirosina, fenilalanina, triptofano, histidina).

[00108] Os variantes podem ser de ocorréncia natural ou

criados  in vitro . Em particular, tais variantes podem ser
criadas com o uso de procedimentos de engenharia ge

tais como mutagénese direcionada a sitio, mutagénes
quimica aleatéria, procedimentos de delecéo por Exo

[l ou procedimentos padrao de clonagem. Alternativ

tais variantes, fragmentos, analogos, ou derivados

ser criados com o0 uso de procedimentos de sintese o
modificacdo quimica. Os métodos para produzir varia

bem conhecidos na técnica. Os mesmos incluem proced

nos quais as sequéncias de acido nucleico obtidas a

de isolados naturais sdo modificadas para gerar &ci
nucleicos que codificam tém

polipeptideos que

caracteristicas que acentuam seu valor em aplicacde
industriais ou laboratoriais. Em tais procedimentos

grande variedade de sequéncias variantes que tém um
mais diferencas de nucleotideo com relagdo a sequén
obtida do isolado natural sdo geradas e caracteriza
Tipicamente, essas diferencas de nucleotideo result

alteracbes de aminoacido com relacdo aos polipeptid

codificados pelos acidos nucleicos a partir de isol
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naturais. Por exemplo, variantes podem ser preparad

uso de mutagénese aleatéria e mutagénese direcionad
sitio. As mutagéneses aleatdria e direcionada a sit
descritas, por exemplo, em Arnold, Curr. Opin. Biot

paginas 450 a 455 (1993). A mutagénese aleatéria po
atingida com o uso de PCR com tendéncia a erro (con
por exemplo, Leung et al., Technique, 1 : paginas 1
(1989); e Caldwell et al., PCR Methods Applic, 2: p

28 a 33 (1992)). Em PCR com tendéncia ao erro, o PC
efetivado sob condicbes em que a fidelidade da copi
polimerase é baixa, de forma que uma alta taxa de m

de ponto seja obtida por todo o comprimento do prod
PCR. Brevemente, em tais procedimentos, 0s acidos n

a ser mutagenizados (por exemplo, uma sequéncia
polinucleotideos que codifica uma enzima carboxilic
redutase) sdo misturados com iniciadores de PCR, ta
reacdo, MgCI2, MnCI2, Taq polimerase e uma concentr
apropriada de dNTPs para atingir uma alta taxa de m

de ponto por todo o decorrer do comprimento do prod

Por exemplo, a reagdo pode ser efetivada com o uso
fmoles de &cido nucleico a ser mutagenizados, 30 pm

cada iniciador de PCR, um tampéao de reacdo que comp

50 mM por kg, Tris HCI 20 mM (pH 8,3), 1% de elatin

as como
aa
0 sao
ech., 4:
de ser
sulte,
1alil5
aginas
R é
a da DNA
utacoes
uto de
ucleicos
de
a
mpao de
acao
utacao
uto PCR.
de 20
ole de
reende

a, MgCl »

7 mM, MgClI 2 0,5 mM, 5 unidades de Taqg polimerase, dGTP 0,2

mM, dATP 0,2 mM, dCTP a1 mM e dTTP 1 mM. O PCR pod

efetivado por 30 ciclos de 94 °C por 1 min, 45 °C p

e 72 °C por 1 min. Entretanto, sera percebido que e
parametros podem ser variados conforme apropriado.
acidos nucleicos mutagenizados sao entdo clonados e
atividades dos

vetor apropriado e as
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codificados pelos acidos nucleicos mutagenizados sa 0
avaliadas. A mutagénese direcionada a sitio pode se r
atingida com o0 uso de mutagénese direcionada a
oligonucleotideo para gerar mutacdes especificas a sitio em

qualquer DNA clonado pertinente. A mutagénese de

oligonucleotideo é descrita, por exemplo, em Reidha ar-Olson
et al., Science, 241 : paginas 53 a 57 (1988). Brev emente,
em tais procedimentos, uma pluralidade de oligonucl eotideos

de fita dupla que portam uma ou mais mutacdes a ser

introduzidas no DNA clonado séo sintetizados e inse ridos no
DNA clonado a ser mutagenizado (por exemplo, uma se quéncia
de polinucleotideos que codifica um polipeptideo CA R). Os
clones que contém o DNA mutagenizado sao recuperado S e as
atividades dos polipeptideos que os mesmos codifica m sao
determinadas. Outro método para gerar variantes é P CR de
montagem. O PCR de montagem envolve a montagem de u m

produto de PCR a partr de uma mistura de pequenos

fragmentos de DNA. Uma grande variedade de diferent es
reacoes de PCR ocorre em paralelo no mesmo frasco, sendo
que os produtos de uma reacéo iniciam os produtos d e outra

reagcdo. O PCR de montagem € descrito, por exemplo, na

Patente n ©° US 5.965.408. Ainda outro método de gerar

variantes € a PCR de mutagénese sexual. No PCR de

mutagénese sexual, a recombinacdo homologa forcada ocorre
entre moléculas de DNA de sequéncias de DNA diferen tes, mas
altamente relacionadas in vitro como um resultado de
fragmentacdo aleatdria da molécula de DNA com base na
homologia de sequéncia. Isso é seguido pela fixacéao do
crossover pela extensdo de iniciador em uma reacéo PCR. A
PCR de mutagénese sexual é descrita, por exemplo, e m
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Stemmer, Proc. Natl. Acad. Sci., EUA, 91 : paginas 10747 a
10751 (1994). As variantes podem também ser criadas por
mutagénese in vivo . Em algumas modalidades, as mutacbes
aleatdérias em uma sequéncia de acidos nucleicos séo geradas
propagando-se a sequéncia em uma cepa bacteriana, t al como
umacepade E.coli ,que carregaas mutacdes em uma ou mais

das trajetdrias de reparo de DNA. Tais cepas "causa doras de
mutacdo" tém uma taxa maior de mutacgéo aleatéria do que uma
cepa de tipo selvagem. Propagar uma sequéncia de DN A (por
exemplo, uma sequéncia de polinucleotideos que codi fica um
polipeptideo CAR) em uma dessas cepas eventualmente ird
gerar mutacdes aleatorias dentro do DNA. Cepas caus adoras
de mutacdo adequadas para uso para mutagénese in vivo sao
descritas, por exemplo, Na Publicacédo de Pedido de Patente
Internacional n 2 W01991/016427. Os variantes podem também

ser gerados com o uso de mutagénese de cassette. Na

mutagénese de cassette, uma pequena regido de uma m olécula
de DNA de fita dupla é substituida com um "cassette " de
oligonucleotideo sintético que difere da sequéncia nativa.
O oligonucleotideo comumente contém uma sequéncia n ativa
alterada de maneira completa e/ou parcialmente alea téria. A
mutagénese por conjunto recursivo pode também ser u sada
para gerar variantes. A mutagénese por conjunto rec ursivo e
um algoritmo para projetar por engenharia uma prote ina
(isto é, mutagénese de proteina) desenvolvida para produzir

populacdes diversas de mutantes fenotipicamente
relacionados dos quais os membros diferem na sequén cia de
aminoacidos. Esse meétodo usa um mecanismo  de
retroalimentacdo para controlar vezes sucessivas de

mutagénese de cassette combinatoria. A mutagénese p or
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conjunto recursivo é descrita, por exemplo, em Arki
Proc. Natl. Acad. Sci., EUA, 89: péaginas 7811 a 781

(1992). Em algumas modalidades, os variantes sdo cr

com 0 uso de mutagénese por conjuntos exponenciais.

mutagénese por conjuntos exponenciais € um processo
gerar bibliotecas combinatérias com uma alta porcen
mutantes Unicos e funcionais, sendo que pequenos gr
residuos sao alterados de forma aleatéria em parale
identificar, em cada posicdo alterada, amino&cidos
levam a proteinas funcionais. A mutagénese por conj
exponenciais é descrita, por exemplo, em Delegrave

Biotech. Res, 11: paginas 1548 a 1552 (1993). Em al

modalidades, os variantes sao criados com O uso de

procedimentos de embaralhamento, sendo que algumas

de uma pluralidade de acidos nucleicos que codifica
polipeptideos distintos sdo fundidas juntas para cr
sequéncias quiméricas de acido nucleico que codific
polipeptideos quiméricos conforme descrito, por exe

nas Patentes n
insercdo € a mutagénese de DNA pela insergcdo de uma
bases. Mutacdes por insercdo podem ocorrer naturalm
mediadas por virus ou transpéson, ou podem ser cria
artificialmente para propositos de pesquisa em labo

por exemplo, por mutagénese de transposon. Quando u

exogeno é integrado no DNA de um hospedeiro, a grav

qualquer mutacdo consequente depende inteiramente d

localizagdo no genoma do hospedeiro na qual o DNA é

inserido. Por exemplo, efeitos significativos podem
evidentes se um transposon for inserido no meio de

essencial, em uma regido promotora ou dentro de uma
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repressora ou acentuadora. Uma mutagénese de transp oson e
uma triagem de alta vazdo foram feitas para encontr ar
mutacdes benéficas que aumentem a titulacdo ou rend imento

de derivados ou derivados de acido graxo.
Fermentacdo por Células Hospedeiras Recombinantes e m
Cultura e Culturas Celulares
[00109] Conforme usado no presente documento, 0
termo "fermentacéo” se refere de forma ampla & conv ersao de

materiais organicos em substancias-alvo por células

hospedeiras, por exemplo, a conversdo de uma fonte de
carbono por células hospedeiras recombinantes em ac idos
graxos ou derivados dos mesmos propagando-se uma cu ltura
das células hospedeiras recombinantes em um meio qu e
compreende a fonte de carbono. Conforme usado no pr esente
documento, o termo "condi¢gdes possibilitadoras da p roducéo”
significa quaisquer condicbes que permitam a uma cé lula
hospedeira produzir um produto desejado, tal como u m acido
graxo ou um derivado de acido graxo. De maneira sim ilar, o
termo "condi¢Bes nas quais a sequéncia de polinucle otideos
de um vetor € expressa" significa quaisquer condi¢d es que

permitam a uma célula hospedeira sintetizar um

polipeptideo. As condi¢cdes adequadas incluem, por e xemplo,
condicOes de fermentacao. As condi¢cOes de fermentac ao podem
compreender muitos parametros incluindo, mas sem i mitacao
a faixas de temperatura, niveis de aeracdo, taxas d e

alimentagdo e composicdo do meio. Cada uma dessas

condi¢cbes, individualmente e em combinacdo, permite m o
desenvolvimento da célula hospedeira. A fermentacao pode
ser aerobica, anaerobica ou variacoes dos mesmos (t al como
microaerdbica). Um meio de cultura exemplificativo inclui
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caldos ou géis. Geralmente, o meio inclui uma fonte de
carbono que pode ser metabolizada por uma célula ho spedeira
diretamente. Adicionalmente, as enzimas podem ser u sadas no

meio para facilitar a mobilizacdo (por exemplo, a

despolimerizagdo de amido ou de celulose em acucare S
fermentaveis) e a metabolizacdo subsequente da font e de
carbono. Para a producdo em pequena escala, as célu las

hospedeiras  projetadas  por engenharia  podem  ser

desenvolvidas em bateladas de, por exemplo, aproxim adamente
100 ml, 500 ml, 1 I, 2 1, 5 I, ou 10 I; fermentadas ;e
induzidas para expressar uma sequéncia de polinucle otideos
desejada, tal como uma sequéncia de polinucleotideo S que
codifica um polipeptideo CAR. Pra producédo em larga escala,
as células hospedeiras projetadas por engenharia po dem ser
desenvolvidas em bateladas de cerca de 10 |, 100 I, 1.000
|, 10.000 I, 100.000 | e 1.000.000 | ou mais; ferme ntadas;

e induzidas para expressar uma sequéncia de
polinucleotideos desejada. Alternativamente, a ferm entacao

por batelada alimentada em larga escala pode ser

desempenhada. As composi¢cdes derivadas de &cidos gr axos
descritas no presente documento sdo encontradas no ambiente

extracelular da cultura de célula hospedeira recomb inante e

podem ser prontamente isoladas do meio de cultura. Um
derivado de acido graxo pode ser secretado pela cél ula
hospedeira recombinante, transportado para dentro d 0
ambiente extracelular ou transferido passivamente p ara
dentro do ambiente extracelular da cultura de célul a
hospedeira recombinante. O derivado de acido graxo e
isolado de uma cultura de célula hospedeira recombi nante

com o uso de métodos rotineiros conhecidos na técni ca.

Peticao 870190131148, de 10/12/2019, pag. 113/180



103/147

Produtos Derivados de Células Hospedeiras Recombina ntes
[00110] Conforme usado no presente documento,
"fracdo de carbono moderno” ou fM tem o0 mesmo signi ficado

conforme definido pelos Materiais de Referéncia de

Padronizacdo do Instituto Nacional de Padronizacéo e
Tecnologia (NIST) (SRMs4990B e 4990C, conhecidos co mo
acidos oxalicos padrdo HOxI e HOxIl, respectivament e. A
definicdo fundamental se refere a 0,95 vez a razao de
isétopo 14C/12C de HOxI (em referéncia ao ano 1950) .Isso é

mais ou menos equivalente a madeira pré-revolucao

industrial corrigida por decaimento. Para a biosfer a
existente atual (material vegetal), o fM é aproxima damente
1,1. Os bioprodutos (por exemplo, os derivados de a cido
graxo produzidos de acordo com a presente revelacao ) que
compreendem compostos organicos produzidos biologic amente
e, em particular, os derivados de acido graxo produ zidos
com o uso da trajetéria biossintética do acido grax 0 no
presente documento, ndo foram produzidos a partir d e fontes

renovaveis e, sendo assim, sd80 novas composi¢cdes de

matéria. Esses novos bioprodutos podem ser distingu idos de
compostos organicos derivados de carbono petroquimi co com
base em assinatura isotépica de duplo carbono ou da tacao

por 14C. Adicionalmente, a fonte especifica de carbono de

fonte biolégica (por exemplo, glicose vs. glicerol) pode
ser determinada por assinatura isotopica por duplo carbono
(consulte, por exemplo, a Patente n o US 7.169.588, que esta
incorporada no presente documento a titulo de refer éncia).

A capacidade de distinguir bioprodutos de compostos
organicos com base em petrodleo € benéfica no rastre io

desses materiais no comércio. Por exemplo, composto S
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organicos ou substancias quimicas que compreende pe rfis de
isétopo de carbono tanto com base em petréleo quant 0 com

base biolégica podem ser distinguidos de compostos

organicos e substancias quimicas feitas somente de material
com base em petréleo. Por isso, os bioprodutos no p resente
documento podem ser seguidos ou rastreados no comer cio com

base em sue perfil de is6topo de carbono Unico. Os

bioprodutos podem ser distinguidos de compostos org anicos
com base em petrdleo comparando-se a taxa de isétop o de
carbono estavel ( 13C/12C) em cada amostra. A taxa 13C/12C em
um dado bioproduto é uma consequéncia da taxa 13C/12C no
diéxido de carbono atmosférico no momento em que 0 diéxido
de carbono é fixado. A mesma também reflete a traje toria
metabdlica. Variagcdes regionais também ocorrem. Den tre o
petréleo, plantas C3 (as latifoliadas), plantas C4 (as
gramineas) e carbonatos marinhos, todos mostram dif erencas
significativas nos valores 13C/12C e no valor correspondente

513C. Ademais, a matéria lipidica de plantas C3 e C4 s ao
analisadas de forma diferente aos materiais derivad os dos
componentes carboidratos das mesmas plantas, como u ma
consequéncia da trajetéria metabdlica. Dentro da pr ecisao
de medicédo, as 13C mostram grandes variacdes devido a

efeitos de fracionamento de isé6topo, dos quais 0 ma is

significativo para bioprodutos e o] mecanismo

fotossintético. A principal causa de diferencas na taxa de
isétopo de carbono em plantas é fortemente associad a a
diferencas na trajetdria da metabolizacdo fotossint ética de
carbono nas plantas, particularmente a reacdo que o corre
durante a carboxilacao primaria (isto €, a fixacéo inicial

de CO2 atmosférico). Duas grandes classes de vegetacdo sa o]
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aguelas que incorporam o ciclo fotossintético "C3"

Calvin-Benson) e aquelas que incorporam o0 ciclo

fotossintético "C4" (ou Hatch-Slack). Em plantas C3

reacao de fixacdo ou carboxilacdo de CO2 primario e

enzima ribulose-1,5-difosfato carboxilase e o prime

produto estavel € um composto 3-carbono. As plantas

tais como madeiras de lei e coniferas, sdo dominant

zonas de clima temperado. Em plantas C4, uma reagao

carboxilacdo adicional que envolve outra enzima, fo

piruvato carboxilase, é a reacdo de carboxilacao pr

O primeiro composto de carbono estavel € um acido d

carbonos que é subsequentemente decarboxilado. O CO

liberado é refixado pelo ciclo C3. Os exemplos de p

C4 sdo gramineas tropicais, milho e cana de acucar.

plantas C4 quanto C3 exibem uma faixa de taxas isot

13C/12C, mas valores tipicos sdo de aproximadamente -7 a

cerca de -13 por mil para plantas C4 e aproximadame

a cerca de -27 por mil para plantas C3 (consulte, p

exemplo, Stuiver et al, Radiocarbon 19:355 (1977)).

carbono e o carvao geralmente caem nessa Ultima fai

escala de medicdo de

conjunto zero por calcario Pee Dee Belemnite (PDB),

os valores sdo dados em desvios desse material em p

por milhar. Os valores "

milhar (por mil), abreviados como, %., e s&o calcula

conforme segue:

513C (%) = [(

padréo x 1000
[00111]

13C/12C) amostra- (

foi exaurido, uma série de RMs alternativos foram
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desenvolvidos em cooperagdo com IAEA, USGS, NIST e outros

laboratorios de isétopos internacionais selecionado S.
NotagOes para os desvios por mil do PDB é 513C. As medidas

sao feitas em CO2 por espectrometria de massa de ra zao
estavel de alta precisdo (IRMS) em ions molecular i ons de
massas 44, 45 e 46. As composi¢cdes descritas no pre sente
documento incluem bioprodutos produzidos por qualqu er um

dentre o0os métodos descritos no presente documento

incluindo, por exemplo, produtos de aldeido e alcoo | graxo.
Especificamente, o bioproduto pode ter um 313C de cerca de
-28 ou maior, aproximadamente -27 ou maior, -20 ou maior, -
18 ou maior, -15 ou maior, -13 ou maior, -10 ou mai or ou -8
ou maior. Por exemplo, o bioproduto pode ter um 313C de
cerca de -30 a cerca de -15, de aproximadamente -27 a cerca

de -19, de aproximadamente -25 a cerca de -21, de

aproximadamente -15 a cerca de -5, de aproximadamen te-13 a
cerca de -7 ou de aproximadamente -13 a cerca de -1 0. Em
outros casos, 0 bioproduto pode ter um 313C de cerca de -

10, -11, -12 ou -12,3. Os bioprodutos produzidos de acordo
com a revelagdo no presente documento podem também ser
distinguidos dos compostos organicos com base em pe tréleo
comparando-se a quantidade de 14C em cada composto. Devido

ao fato de que o 14C tem uma meia vida nuclear de 5730

anos, 0s combustiveis baseados em petréleo que cont ém
carbono "mais velho" podem ser distinguidos dos bio produtos
que contém carbono "mais novo" (consulte, por exemp lo,
Currie, "Source Apportionment of Atmospheric Partic les",
Characterization of Environmental Particles, J. Buf fle e H.

P. van Leeuwen, Eds., 1 de Vol. | da Série IUPAC

Environmental Analytical Chemistry (Lewis Publisher s, Inc.)
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paginas 3 a 74, (1992)). A presuncdo béasica da data
radiocarbbnica é que a constancia da concentragéo d
atmosfera leva a constancia de
Entretanto, devido aos testes nucleares atmosférico

1950 e a queima de combustivel fossil desde 1850, o
adquirido uma segunda caracteristica geoquimica tem
concentracdo de CO2 atmosférico e, por isso, na bio
existente, aproximadamente dobrou no pico da quanti
testes nucleares, na metade dos anos 1960. A mesma
desde entdo gradualmente retornado a taxa isotopica

de estado estavel cosmogénico (atmosférico) (
cercade 1,2 x 10 a 12, com uma "meia vida" de rela

7 a 10 anos. (Essa ultima meia vida ndo deve ser en

de forma literal; em vez disso, uma pessoa deve usa
funcdo detalhada nuclear atmosférica de admissdo/de

para rastrear a variacdo de 14C atmosférico e biosf
desde o nascimento da era nuclear). E essa caracter
biosférica mais tardia de

temporal 14C que

possibilidade de datacdo anual de carbono biosféric
recente. O
aceleradores (AMS), sendo que os resulta sdo dados
unidades de "fracdo de carbono moderno” (fM). O fM
definido pelos Materiais de Referéncia de Padroniza
(SRMs) 4990B e 4990C do Instituto Nacional de Padro

e Tecnologia (NIST). Conforme usado no presente doc
"fracdo de carbono moderno” ou "fM" tem 0 mesmo sig
Materiais de Referéncia de

conforme definido pelos

Padronizacdo do Instituto Nacional de Padronizacéo
Tecnologia (NIST), conhecidos como padrdes HOxI e H

acidos oxalicos, respectivamente. A definicdo funda
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se refere a 0,95 vez a razdo de is6topo 14C/12C de HOxI (em
referéncia ao ano 1950). Isso é mais ou menos equiv alente a
madeira pré-revolucdo industrial corrigida por deca imento.
Para a biosfera existente atual (material vegetal) ofM é
aproximadamente 1,1. As composi¢cdes descritas no pr esente
documento incluem bioprodutos que podem ter um fM d e 14Cde

pelo menos cerca de 1. Por exemplo, o bioproduto da

revelacdo pode ter um fM de 14C de pelo menos cerca de
1,01, um fM de 14C de cerca de 1 a cerca de 1,5, um fM de
14C de cerca de 1,04 a cerca de 1,18, ou um fM de 14C de

cercade 1,111 a cercade 1,124.

[00112] Outra medicado de 14C € conhecida como a
porcentagem de carbono moderno (pMC). Para um arque 6logo ou
gebdlogo com o uso de datas de 14C dates, 0 ano 1950 é igual
a "zero anos de idade". Isso também representa 100 pMC. O
carbono das bombas na atmosfera atingiu quase o dob ro do
nivel normal em 1963 no pico da quantidade de armam entos
termonucleares. Essa distribuicdo na atmosfera tem sofrido
aproximacéo desde seu surgimento, mostrando valores gue séo
maiores do que 100 pMC para as plantas e animais vi VoS
desde o0 ano 1950. A mesma tem diminuido gradualment e com o
passar do tempo, sendo que o valor de hoje se aprox ima a

107,5 pMC. Isso significa que um material fresco de

biomassa, tal como milho, teria uma assinatura de 14C
préxima a 107,5 pMC. Os compostos baseados em petrd leo
terdo um valor pMC de zero. A combinagéo de carbono fossil
carbono dos dias atuais resultard em uma diluicdo d o teor
de pMC. Presumindo-se que 107,5 pMC representa o te or de
14C dos materiais de biomassa dos dias atuais e que 0 pMC
representa o teor de 14C de produtos baseados em pe troleo,
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o valor medido de pMC para um material ira refletir
propor¢cdes dos dois tipos de componentes. Por exemp
material 100% derivado de grdos de soja dos dias at
daria uma assinatura de radiocarbono proxima a 107,
Se aquele material tiver sido diluido 50% com produ
baseados em petrdleo, 0 mesmo daria uma assinatura
radiocarbono de aproximadamente 54 pMC. Deriva-se u

de carbono de base bioldgica atribuindo-se "100%" i

107,5 pMC e "0%" igual a 0 pMC. Por exemplo, uma am
com uma medicdo de 99 pMC dara um teor de carbono d
biolégica equivalente a 93%. Esse valor € chamado d
resultado médio de carbono de base bioldgica e pres

todos os componentes dentro do material analisado s
originaram ou a partir de material biolégico de dia

ou a partir de material baseado em petréleo. Um bio

gue compreende um ou mais derivados de acido graxo

descrito no presente documento pode ter um pMC de p
menos cerca de 50, 60, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96,

99 ou 100. Em outros casos, um derivado de &acido gr
descrito no presente documento pode ter um pMC entr
aproximadamente 50 e aproximadamente 100; aproximad

60 e aproximadamente  100;
aproximadamente 100; aproximadamente 80 e aproximad
100; aproximadamente 85 e aproximadamente
aproximadamente 87 e aproximadamente 98; ou aproxim

90 e aproximadamente 95. Em ainda outros casos, um

de &cido graxo descrito no presente documento pode
pMC de cerca de 90, 91, 92, 93, 94 ou 94,2.
Derivadas de Acidos

Triagem de Composicdes

Produzidas por Células Hospedeiras Recombinantes
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[00113] Para determinar se as condicoes
suficientes para permitir a expressdo, uma célula
hospedeira pode ser cultivada, por exemplo, por

aproximadamente 4, 8, 12, 24, 36 ou 48 horas. Duran

apos o desenvolvimento em cultura, as amostras pode

obtidas e analisadas para determinar se as condicbe

permitem a expressdo. Por exemplo, as células hospe

na amostra ou no meio no qual as células hospedeira

desenvolvidas podem ser testadas para a presenca de

produto desejado. Ao testar para a presenca de um p

0S ensaios, tais como, mas néo limitados a, TLC, HP

GCI/FID, GC/MS, LC/MS, MS, podem ser usados. As cult

célula recombinante hospedeira séo triadas no nivel

placa de 96 cavidades, nos niveis de tanque de 1 li

5 litros e em uma planta piloto de 1.000 | com o us

ensaio GC/FID para "espécies graxas totais".

Utilidade de Composicées Derivadas de Acidos Graxos
[00114]

uma longa cauda alifatica (cadeia), que ou é satura

insaturada. A maioria dos acidos graxos de ocorrénc

natural tem uma cadeia de um numero par de &atomos d

carbono, de 4 a 28. Os &cidos graxos sao normalment

derivados de triglicerideos. Quando 0os mesmos nao e

anexados a outras moléculas, eles sdo conhecidos co

acidos graxos "livres". Os &acidos graxos normalment

produzidos de maneira industrial pela hidrélise de

triglicerideos com a remocéo de glicerol. Palmas, g

Soja, colza, 6leo de coco e 6leo de girassol sao at

as fontes mais comuns de acidos graxos. A maior par

acidos graxos derivados de tais fontes € usada em p
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alimenticios para humanos. O 6leo de coco e 6leo de

de palma consistem principalmente em &cidos graxos
carbono 12 e 14. Esses sao particularmente adequado
processamento adicional para tensoativos para agent
lavagem e limpeza, assim como cosmeéticos. A palma,

de soja, a colza e o 6leo de girassol, assim como g
animais tais como o sebo, contém principalmente Aaci
graxos de cadeia longa (por exemplo, C18, saturados
insaturados) que sao usados como materiais brutos p
aplicacdes de polimero e lubrificantes. Estudos eco

e toxicologicos sugerem que os produtos derivados d
graxo baseados em recursos renovaveis possuem propr
mais favoraveis do que substancias de base petroqui
aldeidos graxos séo usados para produzir muitas sub
quimicas especiais. Por exemplo, os aldeidos sédo us

para produzir polimeros, resinas (por exemplo, Bake

corantes, aromatizantes, plastificantes, perfumes,

substancias farmacéuticas e outras substancias quim

algumas das mais podem ser usadas como solventes,

conservantes, ou desinfetantes. Adicionalmente, cer
compostos naturais e sintéticos, tais como vitamina

horménios, sdo aldeidos, e muitos acgucares contém g

aldeido. Os aldeidos graxos podem ser convertidos e

alcoois graxos atraves de reducdo quimica ou enzima
alcoois graxos possuem muitos usos comerciais. As Vv
anuais mundiais de alcoois graxos e seus derivados
de um bilhdo de ddlares. Os éalcoois graxos de cadei
curta sdo usados nas industrias cosmética e aliment
como emulsificadores, emolientes e espessantes. Dev

sua natureza anfifilica, os alcoois graxos se compo
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como tensoativos ndo idnicos, que sao uteis em prod utos de
cuidados pessoais e domésticos, tais como, por exem plo,
detergentes. Adicionalmente, os &lcoois graxos sao usados
em ceras, gomas, resinas, pomadas e lo¢cbes farmacéu ticas,
aditivos de Oleo lubrificante, agentes téxteis anti estética

e de acabamento, plastificantes, cosméticos, solven tes
industriais e solventes para gorduras. A revelacao também
fornece uma composicdo tensoativa ou uma composicao
detergente que compreende um alcool graxo produzido por
qualquer um dentre os métodos descritos no presente

documento. Uma pessoa de habilidade comum na técnic a
percebera que, dependendo do propdsito ao qual a co mposicao
tensoativa ou detergente se destina, diferentes alc 0o0is
graxos podem ser produzidos e usados. Por exemplo, guando
os alcoois graxos descritos no presente documento s ao
usados como uma matéria-prima para a producao

tensoativos ou detergentes, uma pessoa de habilidad e comum
na técnica percebera que as caracteristicas da maté ria-
prima de alcool graxo afetardo as caracteristicas d a
composicao tensoativa ou detergente produzida. Por iISso, as
caracteristicas da composicdo tensoativa ou deterge nte
podem ser selecionadas para por produzir alcoois gr axos
particulares para uso como uma matéria-prima. Uma
composicado tensoativa e/ou detergente baseada em al cool
graxo descrita no presente documento pode ser mistu rada com
outros tensoativos e/ou detergentes em conhecidos n a
técnica. Em algumas modalidades, a mistura pode inc luir
pelo menos cerca de 10%, pelo menos cerca de 15%, p elo
menos cerca de 20%, pelo menos cerca de 30%, pelo m enos
cerca de 40%, pelo menos cerca de 50%, pelo menos ¢ erca de
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60%, ou uma faixa limitada por quaisquer dois dentr
valores anteriores, por peso de alcool graxo. Em ou
exemplos, uma composicao tensoativa ou detergente p

feita incluindo pelo menos cerca de 5%, pelo menos

10%, pelo menos cerca de 20%, pelo menos cerca de 3
menos cerca de 40%, pelo menos cerca de 50%, pelo m
cerca de 60%, pelo menos cerca de 70%, pelo menos ¢
80%, pelo menos cerca de 85%, pelo menos cerca de 9
menos cerca de 95%, ou uma faixa limitada por quais
dois dentre os valores antecedentes, por peso, de u

graxo que inclui uma cadeia de carbono que tem 8, 9

11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22 ca

de comprimento. Tais composi¢des tensoativas ou det
também podem incluir pelo menos um aditivo, tal com
microemuls&o, um tensoativo ou um detergente, de fo
microbianas tais como 6leos vegetais ou petroéleo, g

estar presentes na quantidade de pelo menos cerca d
pelo menos cerca de 10%, pelo menos cerca de 15%, p
menos cerca de 20%, pelo menos cerca de 30%, pelo m
cerca de 40%, pelo menos cerca de 50%, pelo menos ¢
60%, pelo menos cerca de 70%, pelo menos cerca de 8
menos cerca de 85%, pelo menos cerca de 90%, pelo m
cerca de 95% ou em uma faixa limitada por quaisquer
dentre os valores antecedentes, por peso do alcool

Os ésteres possuem muitos usos comerciais. Por exem
biodiesel, um combustivel alternativo, é composto d
ésteres (por exemplo, ésteres metilicos de acido gr
ésteres etilicos de acido graxo, etc.). Alguns éste

baixo peso molecular sado volateis e tém um cheiro

agradavel, o que os torna Uteis como fragrancias ou
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aromatizantes. Adicionalmente, os ésteres sdo usado S como
solventes para lacas, tintas e vernizes. Ademais, a lgumas
substancias de ocorréncia natural, tais como ceras,

gorduras e Oleos sdo compostos de ésteres. Os éster es sao
usados também como agentes amaciantes em resinas e
plastificantes, retardantes de chamas e aditivos em

gasolina e Oleo. Adicionalmente, os ésteres podem s er
usados na fabricacdo de polimeros, filmes, produtos

téxteis, corantes e substancias farmacéuticas. Os

hidrocarbonetos possuem muitos usos comerciais. Por

exemplo, alcanos de cadeia mais curta sdo usados co mo
combustiveis. Os alcanos de cadeia mais longa (por exemplo,
gue possuem de cinco a dezesseis carbonos) sédo usad 0S como
combustiveis de transporte (por exemplo, gasolina, diesel,

ou combustivel de avia¢do). Os alcanos que tém mais do que
dezesseis atomos de carbono sdo componentes importa ntes de
oleos combustiveis e oleos lubrificantes. Os alcano s ainda
mais longos, que séo solidos em temperatura ambient e, podem

ser usados, por exemplo, como uma cera de parafina.

Adicionalmente, alcanos de cadeia mais longa podem ser
craqueados para produzir hidrocarbonetos de cadeia mais
curta comercialmente valiosos. Assim como alcanos d e cadeia
curta, alcenos de cadeia curta sdo usados em combus tiveis
de transporte. Os alcenos de cadeia mais longa séo usados
em plasticos, lubrificantes, e lubrificantes sintét icos.
Adicionalmente, os alcenos s&do usados como uma maté ria-
prima para produzir alcoois, ésteres, plastificante S,
tensoativos, aminas terciarias, agentes de recupera cao

aprimorada de Oleo, acidos graxos, ti6is, anidridos

alcenilsuccinicos, epoxidos, alcanos clorados, alce nos
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clorados, ceras, aditivos de combustivel e redutore
fluxo de arraste. As cetonas sédo usadas comercialme
solventes. Por exemplo, a acetona frequentemente é

como um solvente, mas é também um material bruto pa
produzir polimeros. As cetonas sdo usadas também em

tintas, explosivos, perfumes e no processamento téx
Adicionalmente, as cetonas sao usadas para produzir

alcoois, alcenos, alcanos, iminas e enaminas. Os

lubrificantes sao tipicamente compostos de olefinas

particularmente poliolefinas e alfa-olefinas. Os
lubrificantes podem ser tanto refinados de petréleo

quanto fabricados com o uso de materiais brutos ref

de petrdleo bruto. A obtencdo dessas substancias qu
especiais a partir de petréleo bruto requer um inve

financeiro significativo, assim como uma grande qua

de energia. Esse processo também é ineficiente devi

fato de que, frequentemente, os hidrocarbonetos de

longa em petréleo bruto sdo craqueados para produzi
mondmeros menores. Esses mondmeros s&o entdo usados
material bruto para a fabricacdo de substancias qui
especiais mais complexas. A revelagcdo € adicionalme
ilustrada pelos exemplos seguintes. Os exemplos sé&o
fornecidos somente para propoésitos ilustrativos. Os

nao devem ser interpretados como limitantes do esco
contetdo da revelacdo de nenhuma forma.

EXEMPLOS

EXEMPLO 1

Modificacbes em Hospedeiros de Producédo - Atenuacao
Acil-CoA Desidrogenase

[00115]
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célula hospedeira geneticamente modificada, sendo g ue a
expressdo de uma enzima de degradacdo de acido grax o é
atenuada.

[00116] O gene fadE de Escherichia coli MG1655 (uma

cepaKde E.coli )foideletadocom o uso do sistema Lambda
Red (também conhecido como Integracdo Acionada por Red)
descrito por Datsenlco et al, Proc. Natl. Acad. Sci
Estados Unidos, 1997: paginas 6640 a 6645 (2000), c om as
seguintes modificagdes:

[00117] Os dois iniciadores a seguir foram usados
para criar a delecao de fadE:
Del-fadE-F
5'-
AAAAACAGCAACAATGTGAGCTTTGTTGTAATTATATTGTAAACATATOGAGGG
ATCCGTCGACC (SEQ ID NO: 9); e
Del-fadE-R
5'-
AAACGGAGCCTTTCGGCTCCGTTATTCATTTACGCGGCTTCAACTTAGGBT GGG
AGCTGCTTC (SEQ ID NO: 10)

[00118] Os iniciadores Del-fadE-F e Del-fadE-R foram

usados para amplificar o cassette de resisténcia a

canamicina (KmR) do plasmideo pKD13 (descrito por D atsenko
et al, supra) por PCR. O produto de PCR foi entdo u sado
para transformar células MG1655 eletrocompetentes d e E.
coli que contém pKD46 (descrito em Datsenko et al., sup ra)
gue haviam sido previamente induzidas com arabinose de 3 a
4 horas. Em seguida a um crescimento de 3 horas em um caldo
super 6timo com um meio de repressao catabolica (SO C) a
37°C, as células foram colocadas em placas de agar de Luria

que contém 50 ug/ml de canamicina. Colbnias resistentes
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foram identificadas e isoladas apds uma incubacgéo d urante a
noite a 37 °C. A descaracterizacdo do gene fadE foi

confirmada por amplificacdo de PCR com o uso de dos

iniciadores fadE-L2 e fadE-RI, que sao projetados p ara
flanquear o gene fadE de E. coli

[00119] Os iniciadores de confirmacdo da delecdo de
fadE foram:

fadE-L2 5'-CGGGCAGGTGCTATGACCAGGAC (SEQ ID NO: 11); e
fadE-R1 5'-CGCGGCGTTGACCGGCAGCCTGG (SEQ ID NO: 12)

[00120] ApoOs a delecao de fadE ter sido confirmada,
uma unica coldnia foi usada para remover o marcador KmR com
0 uso do plasmideo pCP20 conforme descrito por Dats enko et
al., supra. A cepa MG1655 de E. coli resultante com o gene
fadE deletado e o marcador KmR removido foi nomeada de
MG1655 AfadE de E. coli , ou MG 1655 D1 de E. coli A
producdo de derivados de &acido graxo (espécies grax as
totais) pela cepa MG1655 de E. coli com o gene fadE
deletado foi comparada com a producédo de derivados de acido
graxo por MG1655 de E. coli . A delecdo do gene fadE nao
afetou a producdo de derivados de acido graxo (Figu ra 7).
Vérias cepas de células hospedeiras exemplificativa S sao
descritas no presente documento, das quais 0os exemp los séo

descritos abaixo na Tabela 3.

Tabela 3: Caracterizacao Genética de Cepas de E. coli
Cepa Caracterizacdo Genética
DV2 MG1655 F-, X, ilvG-, rfb-50, rph-1, AfhuAzFRT,

DV2.1 DV2 fabB::fabB[A329V]

D178 DV2.1entD:FRT P  1s5_entD
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EG149 D178 AinsH-11::PLAcuvs-iFAB138

V642  EG149 rph+

SL313 V642 laclZ::P a1_'tesA/pDG109

V668 VY642ilvG +

LC397 V668 laclZ:: P Trc_tesA(var) kan

SL571 V668 laclZ:: P TrRC_'tesA(var) FRT

LC942 $L571 attTn7::P me 'tesA(var)

DG16 |C942/pLC56

V940 LC397/pV171.1

D851 $L571 yijP :Tn5-cat/pV1i71.1

BD64 DV2 AinsH-11::P  acuvsiFAB138 loxP_P  15_fadR

DAM1 DV2 attTn7::P  trctesA_fadD

Shu.002DV2 ainsH-11::P  15-iIFAB138 loxP_P  15_fadR

[00121] Os plasmideos pDG109, pLC56 e pV171.1 séo

operbes pCL_P . _carB _tesA alrA fabB fadR com expressoes

variaveis de carB e tesA. O iFAB138 é o SEQ ID NO: 19.
EXEMPLO 2
Fluxo Aumentado Através da TrajetoOria Sintetizante de Acido

Graxo - Acetil-CoA Mediada por Carboxilase
Produc&o de Ester Graxo:

[00122] Os precursores principais para a biossintese
de &cido graxo sdo malonil-CoA e acetil-CoA (Figura 1). Tem
sido sugerido que esses precursores limitam a taxa de
biossintese de acido graxo em E. coli . Nesse exemplo, os

operdes acc sintéticos [accABCD (zbirA) de Corynebacterium
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glutamicum ] foram superexpressos e as modificagbes

genéticas levaram a producdo aumentada de acetil-co A e
malonil-CoA em E. coli . Em uma abordagem, a fim de aumentar

0s niveis de malonil-CoA, um complexo enzimatico ac etil-CoA
carboxilase de Corynebacterium glutamicum  ( C. glutamicum )
foi superexpresso em E. coli . A acetil-CoA carboxilase

(acc) consiste em guatro subunidades discretas, acc A, accB,
accC e accD (Figura 3). As vantagens de C. glutamicum acc
sdo que duas subunidades sdo expressas como protein as de
fusdo, accCB e accDA, respectivamente, o que facili ta sua
expressdo equilibrada. Adicionalmente, o birA de C.

glutamicum , que biotiniliza a subunidade accB (Figura 3)

foi superexpresso. As sequéncias de DNA exemplifica tivas de
birAde C. glutamicum séo apresentadas como o SEQ ID NO: 55
e 0 SEQ ID NO: 56. Uma sequéncia de proteina birA d e C.

glutamicum € apresentada como o SEQ ID NO: 57.

[00123] Os operdes sintéticos dos genes acc de C.
glutamicum foram clonados da seguinte forma em OP80
(consulte W0O2008/119082 conforme incorporadas a tit ulo de
referéncia ao presente documento) Ptrcl-accDACB, Pt rc3-
accDACB, Ptrcl-accCBDA e Ptrc3-CBDA. Ptrcl e Ptrc3 sao
derivados de do promotor Ptrc comumente usado, que permite
a transcricdo atenuada dos genes-alvo. Deve-se veri ficar
que as sequéncias nativas foram amplificadas a part ir do
DNA cromossomial dado que mostraram um uso favorave | de
cédon (somente o codon para Argé em accCB foi alter ado). O
gene birA de C. glutamicum era um codon aperfeicoado e
obtido por sintese genética. O mesmo foi clonado a jusante

dos genes acc em todas as quatro construcdes de operéo.

Abaixo, faz-se referéncia a configuracdo de operao accDACB
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como accD- e a configuragdo de operdo accDACB+hbirA como
accD+. Os plasmideos resultantes foram transformado S em
DAM1 377 de E. coli , que contém coépias integradas (i) de

tiosterease 'tesA sem sequéncia lider e fadD de aci I-CoA
sintetase de E. coli e eéster sintase 9 (ES9) de

Marinobacter hidrocarbonoclasticus (SEQ ID NO: 6). Todos os

genes sao controladores por promotores P e . As cepas foram

desenvolvidas em meio 5NBT (descrita abaixo) em fra scos de
agitacdo e foram analisadas para malonil-CoA com o uso do
ensaio de CoA de cadeia curta descrito abaixo. A Fi gura 8
mostra que seis das oito estruturas de acczbirA de C.

glutamicum  mostraram niveis elevados de malonil-CoA em fase
logaritmica, o que demonstra sua funcionalidade em E. coli
Percebeu-se que a coexpressdao de birA aumentou
adicionalmente o0s niveis de malonil-CoA nas cepas
Ptrc1/3_accDACB, em particular com o plasmideo que contém a
configuracdo de operdo Ptrc3-accDACB-birA (plasmide 0
pASI19.50D; SEQ ID NO: 62).

[00124] A fim de testar o efeito da combinacéo da
superexpressdo de panK com acc-birA, o gene panK

aperfeicoado foi clonado a jusante de birA em

Ptrc1/3_accDACB-birA. O pantotenato quinase panK (o u CoaA)
catalisa a primeira etapa na biossintese da coenzim a A, um
cofator essencial que esta envolvido em muitas reag oes, por
exemplo, na formacdo de acetil-CoA, o0 substrato par a
acetil-CoA carboxilase. Os plasmideos resultantes f oram
transformados em DAM1_i377, desenvolvido em meio 5N BT
(+TVS1) em frascos de agitacdo e as cepas foram ana lisadas
para CoAs de cadeia curta com o uso do meétodo descr ito

abaixo. Conforme mostrado na Figura 9, na fase
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logaritimica, a coexpressao de panK aumentou adicio nalmente
0s niveis de malonil-CoA e também aumentou 0s nivei s de

acetil-CoA, o que demonstra que panK pode aumentar

adicionalmente os niveis de malonil-CoA. O impacto de
coexpressar um complexo enzimatico acetil-CoA carbo xilase
na producdo de éster graxo foi avaliado expressando -se
éster sintase 9 (SEQ ID NO: 6) com e sem genes acc em outro
hospedeiro produtor E. coli . Mais especificamente, o0s
plasmideos OP80 (vetor de controle), pDS57 (com ES9 ),
pDS57-accD- (com ES9 e accDACB) ou pDS57-accD+ (com ES9 e
accDACB-birA; SEQ ID NO: 63) foram transformados na cepa
DV2 de E. coli e os transformantes correspondente foram
selecionados em placas LB suplementadas com 100 mg/ | de

espectinomicina.

[00125] Dois transformantes de cada plasmideo foram
inoculados de maneira independente no meio LB suple mentado
com 100 mg/l de espectinomicina e desenvolvidos por 5a8
horas a 32 °C. As culturas foram diluidas em 30 vez es emum
meio minimo com a seguinte composi¢do: 0,5 g/l de N aCl, 1

mM de MgSQy x 7de H 20, 0,1 mM de CaCl 2, 2 g/l de NH 4Cl, 3
g/l de KH 2PQ, 6 g/l de Na 2HPO4, 1 mg/l de tiamina, 1x de

solucdo de metal vestigial, 10 mg/l de citrato de f erro,
100 mM de Bis-Tris (pH7,0), 30 g/l de glicose e 100 mg/l de
espectinomicina. Apés o desenvolvimento durante a n oite a

32 °C, as culturas foram diluidas em 10 vezes em

quadruplicata em meio minimo da mesma composi¢cdo, e xceto
pelo fato de que o meio continha 1 g/l em vez de 2 g/l de
NH4C1 e foi suplementado com 1 mm de IPTG e metanol a 2%
(v/v). As culturas resultantes foram entédo desenvol vidas a
32 °C em um agitador. A producdo de ésteres metilic os de
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acido graxo (FAMEs) foi analisada por cromatografia gasosa
com um detector de ionizagédo de chama (GC-FID). As amostras
foram extraidas com acetato de butila em uma razéo de 1.1

vol/ivol.  Ap6s  turbilhonamento, as amostras foram
centrifugadas e a fase organica foi analisada por

cromatografia gasosa (GC). As condicbes de analise foram
conforme segue: instrumento: Trace GC Ultra, Thermo

Electron Corporation com um Detector de lonizagao d e Chamas
(FID); coluna: DB-1 (1% de difenil siloxano; 99% de dimetil
siloxano) COl1 UFM 1/0,1/5 01 DET da Thermo Electron

Corporation, fase pH 5, FT: 0,4 um, comprimento 5 m,
diametro interno: 0,1 mm; condi¢cbes de entrada: mét odo sem
separacdo a 250 °C, com separacdo a 3,8 m 1/25 usad 0S
dependendo da concentracdo da amostra com fluxo sep arado de
75 ml/m; gas carreador e sua taxa de fluxo: Hélio, 3,0
ml/m; temperatura de bloco: 330 °C; temperatura de forno:
0,5 m retido a 50 °C, 100 °C/m a 330 °C, 0,5 m reti do a 330
°C; temperatura do detector: 300 °C; volume da inje cao: 2
ul; tempo de execucédo/taxa de fluxo: 6,3 m/3,0 ml/m (método
sem separa¢do), 3,8 m/1,5 ml/m (método com separaca o de
1/25), 3,04 m/1,2 ml/m (método com separagdo de 1/5 0). Os
FAMES produzidos sdo mostrados na Figura 10. A expr essao de
ES9 por si s6 em DV2 de E. coli levou a producdo de FAME
acima da DV2 OP80 de controle. A coexpressdo do com plexo
carboxilase de C. glutamicum acetil-CoA levou a um aumento

de 15 vez em FAMEs e a expressao adicional da C.
glutamicum  ligase de proteina biotina levou a um aumento

aproximado de 5 vezes em FAMEs. Esses resultados su gerem

que o provimento aumentado de malonil-CoA melhora a

capacidade de ES9 de converter os intermediarios de
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maquinaria biossintetizante de acido graxo em éster es
metilicos de acido graxo em E. coli
[00126] Ensaio de CoA de cadeia curta: Tubos falcon
de 15 ml foram preparados com 0,467 ml de TCA a 10% com
crotonil-CoA como padrao interno e sobrepostos com 2 ml de
Oleo de silicone. Os tubos foram arrefecidos em ger al e um
caldo de fermentacao equivalente a 1 ml de OD600 = 31,2 foi
cuidadosamente posto em cima do Oleo de silicone. A s
amostras foram centrifugadas em 11.400 G a 4 °C por quatro
ciclos de 4 minutos. Para cada amostra, uma aliquot a de 400
ml de TCAl/extrato celular foi removida e colocada e m um
tubo de Eppendorf novo para neutralizacdo com 1 ml de
Octilamina (em CHC13). Apés o turbilhonamento, as a mostras
foram centrifugadas por 30 segundos em 13.000 G. 20 0 ml da
camada superior foram filtrados com o uso de um fil tro de
seringa PTFE de 0,2 um e entdo submetidos a analise LC-
MS/MS.
Descricdo do meio usado nos experimentos
ID de Meio
4N- | 5N- FA2. |[FA2.
FA2 Concentragao Ingrediente
BT | BT 1 3
05 (05 (05|05 |05 g/l NacCl
2 |2 2 2 2 gll NH 4Cl
3 13 B B 3 g/l KH POy
6 |6 6 6 6 g/l Na POy
1 |1 1 [ 1 mM MgSO 4
01 01 (012|021 |01 mM CaCl2
1 1 1 7 1 mg/I tiamina
0,2 {02 |01 |01 |01 M Bis-Tris pH7
01 (0,1 (0,0 0,2 |02 % Triton X-100
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5
Minerais
1 1 1 1 1 X
Residuais

27 |27 10 10 |10 mg/I FeCl 2.6H:20

40 |50 30 30 |35 g/l glicose
Solugéo de Vitaminas Residuais concentradas 1.000 v ezes
0,06 g/l de Riboflavina
6 g/l de Niacina
5,4 g/l de Acido Pantoténico
1,4 g/l de Piridoxina
0,06 g/l de Biotina
0,01 g/l de Acido Folico
Solucédo de Metais Residuais concentrados 1.000 veze S
2 ml/l de Acido cloridrico concentrado
0,5 g/l de Acido Bérico
1,9 g/l de Sulfato de cobre, pentaidrato, USP
1 g/l de cloreto de zinco anidro
2 g/l de desidrato de molibdenato de sédio
2 g/l de desidrato cloreto de calcio
Produc&o de Alcool Graxo:

[00127] O impacto da coexpressdo do complexo
enzimatico acetil-CoA carboxilase na producdo de Al cool
graxo foi avaliada expressando-se a Acil-ACP reduta se (AAR)
a partir de Synechococcus elongatus (SEQ ID NO: 38) com e
sem genes acc em DV2 de E. coli . A configuracdo de operéo
accD+ foi selecionada dado que deu o melhor resulta do
quando coexpressa com éster sintase (consulte exemp lo
anterior). O operdo accDABC-birA foi clonado a jusa nte do
gene aar em pLS9-185 (um derivado de pCL1920) com o uso da
tecnologia Infusion (Clontech Laboratories, Inc., M ountain
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View, CA). O plasmideo resultante foi transformado em DV2
de E. coli e os transformantes correspondentes foram
selecionados em placas LB suplementadas com 100 mg/ | de
espectomicina. Os alcoois graxos produzidos sdo mos trados
na Figura 11. A coexpressdo de AAR e accD+ levou a um
aumento em 1,5 vez de ca. em titulagdes de alcool g raxo em
comparagcdo com o controle somente com AAR (pLS9-185 ). Os
dados foram reproduziveis (amostras em triplicata f oram
mostradas). Esses resultados demonstraram que aumen tar os
niveis de malonil-CoA levou a producdo melhorada de acido

graxo quando essa  acil-ACP redutase @ é  usada.
Adicionalmente, o Exemplo 3 descreve a coexpressao de genes
acc junto com operdes fab inteiras.
EXEMPLO 3
Fluxo Aumentado Através da Trajetoria Sintetizante de Acido
Graxo - iFABs
Produc&o de Derivado de Acido Graxo

[00128] As estratégias para aumentar o fluxo atraves

da trajetoria sintética de &cido graxo em células

hospedeiras recombinantes incluem tanto a superexpr essao
dos genes nativos de E. coli de biossintese de acido graxo

quanto a expressao de genes exogenos de biossintese de
acido graxo a partir de diferentes organismos em E. coli
Nesse estudo, 0s genes biossintetizantes de acido g raxo a
partir de diferentes organismos foram combinados co m o
genoma de DV2 de E. coli (Tabela 3) sob o controle do
promotor lacUV5 e integrados no sitio 1S5-11. Dezes seis

cepas que contém iFABs 130 a 145 foram avaliadas. A
estrutura detalhada de iFABs 130 a 145 é apresentad a nas

Tabelas 4 e 5.
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Tabela 4: Componentes de diferente Espécies usados em iFABs
130 a 145
Abreviacao Descricdo Completa
StfabD  Gene fabD de Salmonella  typhimurium
Gene fabH de  Salmonella  typhimurium
nSt_fabH
com a RBS nativa
Gene fabH de  Salmonella  typhimurium
sSt_fabH
com a RBS sintética
Gene fabF de  Clostridium
Cac_fabF

acetobutylicum (ATCC824)

St fabG  Gene fabG de Salmonella  typhimurium

St fabA  (Gene fabA de Salmonella  typhimurium

St fabZ  Gene fabZ de Salmonella  typhimurium

BS fabl Gene fabl de Bacillus subtilis

BS FabL Gene fabL de Bacillus subtilis

Vc_FabV Gene fabV de Vibrio  chorlerae

Ec_Fabl Gene fabl de Escherichia  coli
[00129] Cada "iFAB" incluiu varios genes fab na

seguinte ordem: 1) Uma enoil-ACP redutase (BS_fabl,

BS FabL, Vc FabV ou Ec Fabl); 2) Uma b-cetoacil-ACP

sintetase Il (St fabH); 3) Uma  malonil-CoA-ACP
transacilase (St _fabD); 4) Uma b-cetoacil-ACP redut
(St_fabG); 5) Uma3-hidroxi-acil-ACP desidratase (St

St _fabz); 6) Uma b-cetoacil-ACP sintetase Il (Cac f

Deve-se verificar que St fabA também tem atividade

trans- 2, cis- 3-decenoil-ACP isomerase e que Cac_fabF tem as

atividades de b-cetoacil-ACP sintetase Il e b-cetoa
sintetase | (Zhu et al., BMC Microbiology 9: pagina
(2009)). Consulte a Tabela 5, abaixo, para a compos

especifica de iIFABs 130 a 145.
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Tabela 5: Composicéo de iFABs 130

Ec

13S f |13S _f |Vc_f nSt f |sSt f |St f |St.f [St f St f |Cac f
ifab fa

abl abL | abV o abH | abH | abD | abG | abA | abZ | abF

|

ifab

1 0 0O O 1 0 1 1 0 1
130
ifab

1 0 0O O 1 0 1 1 1 1
131
ifab

1 0 0O O 0 1 1 1 0 1
132
ifab

1 0 0O O 0 1 1 1 1 1
133
ifab

0 1 0O O 1 0 1 1 0 1
134
Ifab

0 1 0O O 1 0 1 1 1 1
135
ifab

0 1 0O O 0 1 1 1 0 1
136
ifab

0 1 0O O 0 1 1 1 1 1
137
ifab

0 0 1 O 1 0 1 1 0 1
138
Ifab

0 0 1 O 1 0 1 1 1 1
139
ifab

0 0 1 0 0 1 1 1 0 1
140
ifab

0 0 1 O 0 1 1 1 1 1
141
ifab

0 0 1 1 1 0 1 1 0 1
142
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Ifab

0 0 1 1 1 0 1 1 ( 1
143
ifab

0 0 1 1 0 1 1 1 ] 1
144
ifab

0 0 1 1 0 1 1 1 0 1
145

[00130] O plasmideo pCL_Ptrc_tesA foi transformado
em cada uma das cepas e uma fermentacao foi desempe nhada em
meio FA2 com 20 horas da inducao para realizar uma colheita
tanto a 32 °C quanto a 37 °C. Os dados para a produ céo de
espécies graxas totais a partir de triagens de plac a em
duplicada sdo mostrados nas Figuras 12A e 12B. A pa rtir
dessa triagem, determinou-se que a melhor construca 0 era
DV2 com iFAB138. A sequéncia de iFAB138 no genoma d e EG149
é apresentada como o SEQ ID NO: 19.
Producio de Ester Graxo:
[00131] Um operdo fab totalmente sintético foi

integrado em cromossomo de E.coli e avaliado para producéo
aumentada de FAME por expressdo em DAM1 pDS57 de E. coli
Adicionalmente, quatro  operdes acc sintéticos  de
Corynebaterium glutamicum foram coexpressos e avali ados
para produtividade melhorada de FAME. Varias cepas que
produziam FAMEs em uma taxa mais rapida e em titula ¢cOes
maiores foram obtidas. Os dezesseis operdes iFAB di ferentes
(Tabela 5) foram colocados sob o controle do promot or
lacUV5 e integrados no sitio IS5-11 de DAM1 de E. coli
Essas cepas foram nomeadas DAM1 ifab130 a igabl145. As
mesmas foram transformadas ou com pDS57 (que contem éster
sintase 377) ou com pDS57 que coexpressa versoes di ferentes
de operbes acc (consulte acima) para a avaliacdo de
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producdo FAME. Os plasmideos exemplificativos sé&o d escritos
na Tabela 6.
Tabela 6: Os plasmideos que contém éster Sintase ES 9 (de
Marinobacter hidrocarbonclasticus) e operdes acc sintéticos
(de Corynebactrium glutamicum)

Plasmideo |Genes

pTB.071 pbS57-accCBDA

pTB.072 pDS57- accCBDA-birA

pTB.073 pDS57- accDACB

pTB.074 pDS57- accDACB-birA
pDS57 = pCL_ptrc- ES9

[00132] As cepas ifab de DAM1 foram analisadas em

placas de 96 cavidades (meio 4NBT), frascos de agit acao
(meio BNBT) (consulte acima para descricdo do meio) e em
fermentadores a 32 °C. Os melhores resultados foram obtidos
em placas de 96 cavidades e em frascos de agitacao, em que
varias ifab de DAM1 com plasmideos pDS57-acc-birA m ostraram

titulacbes maiores de FAME. Em particular, ifab131,

ifab135, ifab137, ifabl38 e ifabl43 de DAM1 com pDS 57-
accDACB-birA mostraram titulacées melhorados de 20 a 40%, o
que indica que atingiu-se um maior fluxo através da S
trajetérias de acido graxo nessas cepas, 0 que resu Itou em
uma taxa de formacdo de produto melhor (esses resul tados
foram reproduziveis em varios experimentos independ entes).
Efeito da Superexpressdo de FabH e Fabl na Producéo de

Ester Metilico De Acido Graxo (FAME)
[00133] As estratégias para aumentar o fluxo atraves
da trajetoria sintética de &cido graxo em células
hospedeiras recombinantes incluem tanto a superexpr essao de

genes nativos de biossintese de &cido graxo quanto a
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expressdo de genes heter6logos de biossintese de ac ido
graxo. FabH e fabl sdo duas enzimas biossintetizant es de

acido graxo que demonstrou-se serem inibidas por

retroalimentacdo (Heath e Rock, JBC 271 : paginas 1 833 a
1836 (1996)). Um estudo foi conduzido para determin ar se
FabH e Fabl podem ser limitantes da taxa de produca o de
FAME. Os homoélogos de fabH e fabl (de E.coli , B. subtilis
ADP1 de Acinetobacter baylyi, VT8 de Marinobacter aquaeoli

e Rhodococcus opacus) foram superexpressos como um operao

sintético e avaliados em DAM1 pDS57 de E. coli (uma cepa
que observou-se ser uma boa produtora de FAME). Em uma
abordagem, os operbes fabH e fabl foram construidos a
partir de organismos que acumulam ceras (A. baylyi, M.
aguaeoli) ou triacilglicerideos (R. opacus) e integ rados no
cromossomo de DAM1 pDS57 de E. coli . Em uma abordagem
relacionada, operdes acc sintéticos de C. glutamicum foram
coexpressos (conforme descrito no Exemplo 2, acima) . Onze
operdes fabHI diferentes foram construidos (dispost 0S in

vitro ) conforme resumido na Tabela 7. Os operbes fabHI

foram colocados sobre o controle de promotor lacUV5

induzivel por IPTG e integrados no sitio I1S5-11 de DAM1 de
E. coli . Essas cepas foram nomeadas conforme mostrado na

Tabela abaixo. As mesmas foram transformadas ou com pDS57
(que contém éster sintase 377) ou com pDS57 que coe Xpressa
versbes diferentes de operdes acc para a avaliagdo da
producao de FAME.

Tabela 7: Gendtipo de Operdes fabHI Integrados

Cepa endtipo do operéo fab adicional Plasmideo

DAM1 AinsH::P  Lacuvs(snyRBS) EcfabH
StEP117 pDS57
(synRBS) Bsfabl::kan
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DAM1 AinsH::P  Lacuvs(snyRBS) EcfabH
StEP118 pDS57
(synRBS) BsfabL::kan
DAML1 AinsH::P  acuvs (ECRBS) EcfabH
StEP127 pDS57
(ECRBS) Bsfabl::kan
DAML1 AinsH::P  acuvs (ECRBS) EcfabH
StEP128 pDS57
(EcRBS) BsfabL::kan
DAM1 AinsH::P Lacuvs (ECRBS) ADP1fabH
StEP129 pDS57
(EcRBS) ADP1fabl::kan
DAML1 AinsH::P Lacuvs (snyRBS) ADP1fabH
StEP130 pDS57
(synRBS) ADP1fabl::kan
DAML1 AinsH::P  Lacuvs (SnyRBS) VT8fabH1
StEP131 pDS57
(synRBS) VT8fabl::kan
DAML1 AinsH::P  Lacuvs (SnyRBS) VT8fabH2
StEP132 pDS57
(synRBS) VT8fabl::kan
DAM1 AinsH::P Lacuvs(ECRBS) VT8fabH1
StEP133 pDS57
(synRBS) VT8fabl::kan
DAM1 AinsH::P Lacuvs(ECRBS) VT8fabH2
StEP134 pDS57
(synRBS) VT8fabl::kan
DAML1 AinsH::P Lacuvs(snyRBS) Rofabl
StEP151 pDS57
(synRBS) RofabH::kan
DAM1 AinsH::P  Lacuvs (ECRBS) ADP1fabH pDS57-
StEP153
(ECRBS) ADP1fabl::kan accCBDA
DAM1 AinsH::P  (acuvs(ECRBS) ADP1fabH pDS57-
StEP154
(ECRBS) ADP1fabl::kan accDACB
pDS57-
DAM1 AinsH::P  acuvs(ECRBS) ADP1fabH
StEP155 accCBDA-
(ECRBS) ADP1fabl::kan
birA
pDS57-
DAM1 AinsH::P  (acuvs(ECRBS) ADP1fabH
StEP156 accDACB-
(EcCRBS) ADP1fabl::kan o
irA
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DAM1 AinsH::P  Lacuvs(snyRBS) EcfabH pDS57-
StEP157
(synRBS) Bsfabl::kan accCBDA
pDS57-
DAM1 AinsH::P acuvs(snyRBS) EcfabH
StEP158 accCBDA-
(synRBS) Bsfabl::kan
birA
DAM1 AinsH:: P Lacuvs(ECRBS) EcfabH pDS57-
StEP159
(synRBS) Bsfabl::kan accCBDA
pDS57-
DAM1 AinsH:: P Lacuvs(ECRBS) EcfabH
StEP160 accCBDA-
(synRBS) Bsfabl::kan
birA
DAM1 AinsH::P Lacuvs(ECRBS) VT8fabH1 pDS57-
StEP161
(synRBS) VT8fabl::kan accCBDA
pDS57-
DAM1 AinsH::P Lacuvs(ECRBS) VT8fabH1
StEP162 accCBDA-
(synRBS) VT8fabl::kan
birA
DAM1 AinsH::P  Lacuvs(ECRBS) VT8fabH2 pDS57-
StEP163
(synRBS) VT8fabl::kan accCBDA
pDS57-
DAM1 AinsH::P  acuvs(ECRBS) VT8fabH2
StEP164 accCBDA-
(synRBS) VT8fabl::kan
birA
Bs:  Bacillus subtilis; Ec: Escherichia ;. ADP1
Acinetobacter sp. ADP1; VT8: Marinobacter aquaeolei VTS;

Ro: Rhodococcus opacus B4
[00134]
placas de 96 cavidades (em meio 4NBT), frascos de a
(em meio 5NBT) e em fermentadores a 32 °C. Em um fr
agitacao, varias cepas ifabHI que portam o plasmide
tiveram melhor desempenho do que a cepa de controle
pDS57, atingindo de 10 a 15% de titulagcbes de FAME

(Figura 13). Um aumento adicional em titulagbes de
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obtido quando cepas ifabHI foram transformadas com

plasmideos pDS57-acc-birA, em particular um aumento de 50%
em titulacbes de FAME foi observado na cepa StEP156 (DAM1
IS5-11::1acUV5(ecRBS)ADPIfabH(ecRBS)ADP1fabl pDS57- accDACB-

birA) (Figura 14).
[00135] Algumas das cepas com ifabHI  foram

executadas em fermentadores, em que um aumento em

titulacbes de FAME, especificamente de produtividad e e
rendimento, foram também observadas (Figura 15), o que
indica que nessas cepas, obteve-se um fluxo maior a traves
de trajetdria de acido graxo, o que resultou em uma taxa de
formacéao de produto melhor. Em particular, sSteEP129 (DAML1 5-
11::UV5(ecRBS)ADPIfabH(ecRBS)ADP1fabl pDS57) MOostro u
titulacbes maiores de FAME e rendimento em varias e xecugoes
independentes de fermentacdo. Outras combinagdes de fabH e
fabl podem ser usadas para atingir efeitos similare S.
Apesar de FAME ser exemplificado aqui, essa abordag em para
alterar genes biossintetizantes de acido graxo é um a

abordagem util para aumentar a producdo de qualquer

derivado de acido graxo.

Efeito da Insercdo de um Promotor Forte a Frente do Operéo
FAB 138 na Producdo de Ester Metilico de Acido Grax 0
(FAME):

[00136] O promotor lacUV5 de IFAB 138 foi
substituido por um promotor T5 (SEQ ID NO: 2) o que levou a

niveis maiores de expressdao de IFAB 138, conforme

confirmado por analise de mRNA. A expressdo de iFAB 138 do
promotor T5 resultou em uma maior titulacdo, rendim ento e
produtividade de ésteres graxos. A cepa shu.002 (Ta bela 3)

€ isogénica a cepa BD64 (Tabela 3), exceto por cont er o

Peticao 870190131148, de 10/12/2019, pag. 144/180



134/147

promotor T5 no controle da expressao do operédo iFAB 138 (SEQ
ID NO: 19).
Tabela 8: Iniciadores usados para Gerar Cassette iT 5138 e

Verificar sua Insercdo em Novas Cepas

Nome do SEQ ID
Sequéncia
Iniciador NC

TTGTCCATCTTTATATAATTTGGGGGTAGGGTGTTCTTTATGTA
AAAAAAACGTTTTAGGATGCATATGGCGGCC

DG405 20

GATAAATCCACGAATTTTAGGTTTGATGATCATTGGTCTCCTC
CTGCAGGTGCGTGTTCGTCGTCATCGCAATTG

DG406 1

DG422 P2 ACQTCACCGCATTGGTGTAGTAAGGCGCACC

DG423 23 TGAATGTCATCACGCAGTTCCCAGTCATCC

EG744 24 COQATCTTCTTTGTACAGACGTTGACTGAACATG

EG749 24 GCACCATAGCCGTAATCCCACAGGTTATAG

oTREEO47 |26 TGTCATTAATGGTTAATAATGTTGA

[00137] Os iniciadores DG405 e DG406 (Tabela 8)

foram usados para amplificar um cassette promotor ¢ at-loxP

e T5 com a adicao de 50 bp de homologia a cada extr emidade
do produto de PCR, de forma que pudessem ser integr ados em
gualguer cepa substituindo a expressdo reguladora d o]
promotor lacUV5 do operédo iFAB138. O promotor cat-| oxP-T5
foi transformado na cepa BD64/pKD46. Os transforman tes
foram recuperados em placas LB + cloranfenicol a 37 °C

durante a noite, juntados a uma nova placa LB +

cloranfenicol e verificados por PCR de colénia com 0 uso
dos iniciadores DG422 e DG423. O plasmideo pJW168 ( Palmeros
et al, Gene 247: paginas 255 a 264 (2000)) foi tran sformado
na cepa BD64 i-cat-loxP-T5_138 e selecionado em pla cas LB +
carbenicilina a 32 °C. A fim de remover o marcador cat, a
expressdo da cre-recombinase foi induzida por IPTG. O
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plasmideo pJW168 foi removido por
desenvolvimento a 42 °C. As col6nias foram juntadas
cloranfenicol e LB + carbenicilina para verificar a

de pJW168 e a remoc¢ao do marcador cat, respectivame
colénia foi também juntada em LB como um controle p

todas as placas juntadas foram incubadas a 32 °C. A

do marcador cat foi confirmada por PCR de colbnia c

de iniciadores DG422 e DG423. O produto resultante

foi verificado por sequenciamento com iniciadores E
EG749 e oTREEO47, a cepa foi chamada de shu.002. A

16 mostra o l6écus iFAB138: um diagrama do cassette
loxP-P 15 integrado na frente da FAB 138 (Figura 16 A) e um
diagrama da regiao P
promotor cat-loxP-T5 integrado na frente do iFAB138
homologia ao sitio de integracdo € apresentada como

NO: 1 e a sequéncia da regido promotora iT5 FAB138
homologia ao sitio de integracdo € apresentada como

ID NO: 2. Ha varias condi¢cdes que podem levar ao au

fluxo de &cido graxo. Nesse exemplo, o fluxo de &ci
aumentado foi atingido alterando-se a forga do prom
operdo iIFAB138. A expressao de iIFAB138 a partir do

T5 foi benéfica, em todo caso, quando essa alteraca
combinada com a cassette

promotor foi insercdo do

yijP ::Tn5, melhorias adicionais foram observadas em
titulagcdo, rendimento e produtividade de ésteres de

graxo e de outros derivados de &acido graxo (dados n
mostrados).

EXEMPLO 4

Aumento da Quantidade do Produto de Acido Graxo Liv

Reparando-se as Mutacdes rpg e iLvG
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[00138] As mutacdes ilvG e rph foram corrigidas
nessa cepa, o que resultou em maior producdo de FFA . As
cepas EG149 e V668 (Tabela 3) foram transformadas c om

pCL_Puc _tesA. A fermentacdo foi desempenhada a 32 °C em

meio FA2 por 40 horas para comparar a producao de F FA das
cepas EG149 e V668 com pCL_P  «c _tesA. Corrigir as mutacdes

rph e ilvG resultou em um aumento de 116% na produc¢ ao de
FFA da cepa base com pCL_P e _tesA. Conforme visto na Figura

17, v668/ pCL_P ¢ _tesA produziu mais FFA do que a EG149/

pCL_Pyc _tesA de controle. Dado que FFA é um precursor aos

produtos LS9, a producédo maior de FFA é um bom indi cador de
que a nova cepa pode produzir niveis maiores de pro dutos
LS9.

EXEMPLO 5: Produgdo Aumentada de Derivados de Acido Graxo
por Mutagénese do Transposén yijP

Produc&o de Alcool Graxo:

[00139] Para melhorar a titulacdo, o rendimento e a
produtividade da producdo de alcool graxo por E.coli ,a
mutagénese de transpdson e a triagem de alta vazao foram
desempenhadas e mutacBes benéficas foram sequenciad as.
Mostrou-se que uma insergéo de transposon na cepa m elhora o
rendimento de alcool graxo da cepa tanto em ferment acOes de
frasco de agitacdo quanto de batelada alimentada. A cepa
SL313 produz alcoois graxos. O gendtipo dessa cepa e
fornecido na Tabela 3. Os clones de transpdson fora m entao
submetidos a triagem de alta vazao para medir a pro ducéo de
alcoois graxos. Brevemente, as coldnias foram pesca das em
placas de cavidades profundos que contém LB, desenv olvidas
durante a noite, inoculadas em LB novo e desenvolvi das por
3 horas, inoculadas em meio FA2.1 novo, desenvolvid as por
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16 horas e entdo extraidas com o uso de acetato but

extrato bruto foi derivado com BSTFA (
bis[Trimetilsililjtrifluoroacetamida) e analisado c

de GC/FID. A espectomicina (100mg/l) foi incluida e

0S meios para manter a selecdo do plasmideo pDG109.
colocacdes foram selecionadas escolhendo-se os clon
produziram espécies graxas totais similares a cepa
controle SL313, mas que tiveram uma porcentagem mai
espécies de alcool graxo e uma porcentagem menor de
graxos livres do que o controle. A cepa 68Fl1 foi
identificada como uma colocacdo e foi validada em u
fermentacdo em frasco de agitacdo com o uso de meio

Uma comparacao da colocagéo de transpéson 68F11 com

de controle SL313 indicou que 68F11 produz uma maio
porcentagem de espécies de alcool graxo do que o co

apesar de ambas as cepas produzirem titulacbes simi

espécies graxas totais. Uma unica colbnia da coloca
68F11, chamada de LC535, foi sequenciada para ident
localizacdo da inser¢cdo de transposon. Brevemente,
gendmico foi purificado a partir de uma cultura LB

durante a noite com o uso do conjunto ZR Fungal/Bac

DNA MiniPrep™ (Zymo Research Corporation, Irvine, C
acordo com as instrucdes do fabricante. O DNA genbém
purificado foi sequenciado em direcdo ao lado de fo

partir do transpdson com o0 uso de iniciadores inter

transposon:

ilico. O

N, O-

om 0 uso
m todos
As

es que
de

or de

acidos

ma
FA2.1.

a cepa

ntrole,
lares de
cao
ificar a
o DNA
de 10 mi
terial
A) de
ico
ra a

nos ao

DG150 5-GCAGTTATTGGTGCCCTTAAACGCCTGGTTGCTACGCOBEQ ID

NO: 27)

DG131 5-GAGCCAATATGCGAGAACACCCGAGAA-3' (SEQ ID NO: 28)

[00140]
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insercdo de transpoéson no gene YijP (Figura 18), se ndo que
0 VYijP codifica uma proteina conservada de membrana interna
da qual a funcdo € desconhecida. O gene yijP é em u m operao

e cotranscrito com 0 gene ppc, que codifica

fosfoenolpiruvato carboxilase e o gene yijO, que co difica
um regulador transcricional predito de ligacdo de D NA de
funcdo desconhecida. Os promotores internos ao tran spéson
provavelmente tém efeitos no nivel e na temporizaca o0 da
transcricdo de yijP, ppc e yijO e podem ter também efeitos
nos genes adjacentes frwD, pflC, pfld e argE. Os pr omotores
internos ao cassette de transpdson sdo mostrados na Figura
18 e podem ter efeitos na expressdo génica adjacent e. A
cepa LC535 foi avaliada em uma fermentacdo de batel ada
alimentada em duas datas diferentes. Ambas as ferme ntacoes
demonstraram que LC535 produziu alcoois graxos com um
rendimento maior do que o controle SL313 e que a me Ihora de
1,3 a 1,9% em rendimento absoluto com base na admis séo de
carbono. O cassette de transposon yijP foi adiciona Imente
avaliado em uma cepa V940 diferente, que produziu a Icool

graxo em um rendimento maior do que a cepa SL313. O

cassette yijP::Tn5-cat foi amplificado a partir da cepa
LC535 com o uso dos iniciadores:

LC277 5-CGCTGAACGTATTGCAGGCCGAGTTGCTGCACCGCTCAGEUAG-
3' (SEQ ID NO: 29)

LC278 5'-
GGAATTGCCACGGTGCGGCAGGCTCCATACGCGAGGCCAGGTTATSEAACG
ID NO: 30)

[00141] Esse DNA linear foi eletroporado na cepa
SL571 e integrado no cromossomo com O uso do sistem a de
recombinacdo lambda red. As colbnias foram triadas com o
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uso de iniciadores fora da regido transposon:

DG407 5'-AATCACCAGCACTAAAGTGCGCGGTTCGTTACCCG-3' (QHD NO:

31)

DG408 5'-ATCTGCCGTGGATTGCAGAGTCTATTCAGCTACG-3' (SEIQ NO:

32)

[00142]
yijP correto foi transformada com o plasmideo pV171
producdo para produzir a cepa D851. A D851 foi test
uma fermentacdo em frasco de agitacdo contra a cepa
gue ndo contém o cassette de transpéson yijP. O res
dessa fermentacédo mostrou que o cassette de transpo
confere a producdo de um percentual maior de alcool
pela cepa D851 em relacdo a cepa V940 e produz titu
similares de espécies graxas totais a cepa de contr
V940. A cepa D851 foi avaliada em uma fermentacdo d
batelada alimentada em duas datas diferentes. Os da
dessas fermentacdes sdo mostrados na Tabela 9 que i
gue nas fermentacdes de batelada alimentada de 5 li
cepas com a insercdo de transposon yijP::Tn5-cat te
aumento no rendimento de espécies graxas totais ("F
um aumento no percentual de alcool graxo ("FALC ").
termos "espécies graxas totais" e "produto total de
graxo" podem ser usados de maneira intercambiavel n
presente documento como uma referéncia a quantidade
alcoois graxos livres, aldeidos graxos e &cidos gra
conforme avaliado por GC-FID conforme descrito no P
Patente Internacional WO 2008/119082. Os mesmos ter
podem ser usados para significar ésteres graxos e a
graxos livres quando em referéncia a uma analise de
0 term

graxo. Conforme usado no presente documento,
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"ésteres graxos" inclui beta hidréxi ésteres.

Tabela 9: Efeito da inser¢do de transpdson yijP  na
titulac&o e no rendimento de FAS e FALC

Cepa |Titulagéao Rendimento |Percentual |Rendimento de

de FAS de FAS de FALC
FALC

V940 68 g/l 18,7% 95,0% 17,8%

D851 70 g/l 19,4% 96,1% 18,6%

V940 64 g/l 18,4% 91,9% 16,9%

D851 67 g/l 19,0% 94,0% 17,8%

Método de Tanque de Fermentacéao:

[00143] Para determinar a producdo de acido graxo e
derivados de acido graxo em tanque, um frasco de gl icerol
da cepa desejada foi usado para inocular 20 ml de L B +
espectomicina em frasco de agitacao e incubado a 32 °C por
aproximadamente seis horas. 4 ml da cultura de LB f oram

usados para inocular 125 ml de In6culo de baixo PFA

(abaixo), que foi entdo incubado a 32 °C em agitado r
durante a noite. 50 ml da cultura feita durante a n oite
foram usados para inocular 1 litro de Meio de Tanqu e. Os

tanques foram executados em pH 7,2 e a 30,5 °C sob
condicbes estaticas de pH com uma maxima taxa de
alimentacéo de glicose de 16 g/lI/h.

Tabela 10: In6culo de baixo PFA:

Componente Concentracao
NH.CI 29/l
NacCl a,5 g/l
KHRPQ 1ig/l
MgSQ-7H 20 0,25 gl
CaCl2-2H 20 0,015 g/l
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Glicose 20| g/l
Solucéo de Minerais
1 mil/l
Vestigiais TM2
Citrato férrico 10 mg/l
Tampao Bis Tris (pH
100 mm
7,0)
Espectinomicina 115 mg/l
Tabela 11: Media de Tanque
Componente Concentracao
(NHa4) 2SO 0,59/l
KHPOQ 3,04/
Citrato Férrico 0,034 g/l
Solucéo de Minerais
10 ml/l
Vestigiais TM2
Casaminoacidos 549l
Adicbes Apos Esterilizacao
MgSQ@-7H 20 2,2 g/l
Solucéo de Vitaminas
1,25 ml/l
Vestigiais
Glicose 5 g/l
Inéculo 50 ml/l
[00144] Estudos adicionais sugerem que a titulagéo e

o rendimento melhorados de FAS e FALC nas cepas com
insercdo de transposon yijP é devido a reducdo na a

de fosfoenolpiruvato carboxilase (ppc). Um ensaio d

ppc foi desempenhado in vitro nas seguintes cepas p
avaliar essa hipotese.

1) aAppc =DG14 (LC942 Appc::cat-sacB/pLC56)

2) wt-ppc = DG16 (LC942/pLC56)

3) yijP::Tn5 = DG18 (LC942 yijP::Tn5-cat/pLC56)
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[00145] A atividade Ppc foi medida em células
desenvolvidas em uma fermentagdo em frasco de agita ¢cédo com
0 uso de um protocolo padrao de frasco de agitacao em meio
FA2.3 (descrito acima) e colhido de 12 a 16 horas a pos a

inducdo.  Aproximadamente 5 ml de células foram

centrifugados e a pasta celular foi suspensa no Bug Buster
Protein Extraction Reagent (Novagen) com uma soluca o de
coquetel de inibidor de protease. A suspenséao celul ar foi
incubada com agitacao leve em um agitador por 20 mi nutos.
Os residuos celulares insoluveis foram removidos po r
centrifugacédo a 16.000 G por 20 minutos a 4 °C e de pois 0
sobrenadante foi transferido a um novo tubo. A ativ idade
ppc no lisado celular foi determinada por uma reaca o de
acoplamento com citrato sintase com 0 uso da seguin te
mistura de reagédo: acetil-CoA 0,4 mM, fosfoenolpiru vato 10

mM, monobromobimano 0,5 mM, MgCl 2 5 mM, NaHCO 3 10 mM e 10
unidades de citrato sintase de coracdo suino em Tri s-HCl a
100 mM (pH 8,0). A formacédo de CoA na reacdo com Ci trato
sintase com o0 uso de oxaloacetato e acetil-CoA foi

monitorada fotometricamente com o0 wuso de derivagao

fluorescente de CoA com monobromobimano. Os resulta dos do
ensaio de Ppc mostraram que o0 cassette de transp0so n
yijP::Tn5-cat diminuiu a atividade Ppc na célula em 2,7
vezes em comparacdo com ceélulas do tipo selvagem. A S
células com delecdo de ppc nao se desenvolveram bem e a
atividade foi aproximadamente 10 vezes menor do que as
células de tipo selvagem. Os resultados também indi caram
que o rendimento da producdo de alcool graxo mais a Ito
requer um nivel de expressao de Ppc menor do que o nivel de
tipo selvagem. Os dados protedmicos foram coletados para
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determinar a abundancia da proteina Ppc nas duas ce pas com
e sem o cassette de transpéson yijP::Tn5-cat. As am ostras
de proteina foram coletadas a partir das cepas V940 e D851
desenvolvidas em biorreatores sob condi¢cdes padrao de
producdo de alcool graxo (descritas acima). As amos tras
foram tomadas em dois momentos diferentes: 32 e 48 horas e
preparadas para analise.

[00146] A coleta de amostra e o0 isolamento de
proteina foram desempenhados conforme segue:

[00147] 20 ml de caldo de fermentacdo foram
coletados de cada biorreator em cada momento. As am ostras
foram arrefecidas bruscamente com PBS em temperatur as
geladas e coletadas por centrifugacdo (4.500 rpm/10
minutos) a 4 °C. Granulos celulares foram lavados ¢ om PBS
em temperaturas geladas, centrifugados uma vez a ma is e
armazenados a -80 °C para processamento adicional.

[00148] A extracdo total de proteina foi efetivada
com o uso de um protocolo de prensa francesa. Breve mente,
os granulos de célula foram ressuspensos em 7 ml de PBS em
temperaturas geladas e submetidos a prensa francesa a 2.000
psi duas vezes para assegurar o lise completo das
bactérias. As amostras foram centrifugadas por 20 m inutos a
10.000 rpm a 4 °C para separar ceélulas néo lisadas e
residuos celulares da fracdo de proteina. A concent racao
total de proteina de lisado claro foi determinada c om 0 uso
de Reagente de Ensaio de proteina BCA. As amostras foram
diluidas até uma concentracdo de 2 mg proteinas/ml e

congeladas a -80 °C.
[00149]

apropriado e tripsinizadas durante a noite a 37 °C
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liofilizadas. As amostras fragmentadas de proteina foram

identificadas com &cido acético de metilpiperazina

iIsotopicamente enriquecida em temperatura ambiente por 30
minutos. As amostras identificadas foram separadas com o
uso de cromatografia de liquido de troca catibnica e
submetidas a analise de espectrometria de massa com 0 uUso
de um espectrometro de massa de armadilha i6nica. O s dados
brutos foram normalizados com o uso de subtracéo de fundo e

correcdo do viés.

[00150] Os dados protedmicos mostraram uma reducao
significativa na abundancia relativa de proteina Pp C na
cepa D851 quando em comparacdo com V940 em 32 horas e 48
horas. A D851 teve aproximadamente 15% dos niveis d e Ppc da
V940 em 32 horas e aproximadamente 35% dos niveis d e Ppc de
V940 em 48 horas. Esses dados mostraram que o casse tte de

transpdéson  yijP::Tnb5-cat resultou em uma reducao

significativa na abundancia de Ppc na célula. Isso sugere
gue os beneficios observados a producao de alcool g raxo por
cepas que portam a colocacdo de transpdson yijP ::Tn5-cat é

devido a reducdo da quantidade da proteina Ppc.

[00151] Esses resultados sugerem que alterar a
atividade ppc pode melhorar o rendimento de derivad os de
acido graxo. Ha varias maneiras de alterar a expres sao do
gene ppc e a inser¢do de transpdson yijP € uma mane ira de
conseguir isso. Sem desejo de se prender a teoria, se o

efeito da reducdo da atividade de fosfoenolpiruvato

carboxilase for para limitar o fluxo de carbono atr avés do
ciclo TCA, uma pessoa poderia conseguir resultados

similares diminuindo-se a atividade de citrato sint ase

(gltA) ou desacelerando-se o ciclo TCA diminuindo-s e a
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atividade de quaisquer das enzimas envolvidas no ci clo TCA.
EXEMPLO 6

Fluxo Aumentado Através da Producéo de Alcool Graxo Mediada
por Trajetoria Sintetizante de Acido Graxo e Protei na

Carreadora de Acila (ACP)

[00152] Quando enzimas de trajetoria terminal a
partir de fontes outras que néo a E. coli Sao expressas em
E. coli como o hospedeiro heterdlogo para converter Acila

Graxa-ACPs em produtos, podem existir limitagbes no

reconhecimento, na afinidade e/ou no desvio da enzi ma de
trajetéria recombinante a favor das acilas graxas-A CPs de
E. coli . Deve-se verificar que apesar das proteinas ACP

serem conservadas até certo ponto em todos os organ ismos,
sua sequéncia primaria pode diferir significativame nte.

Para testar essa hipGtese, o0s genes ACP de Vvarias

cianobactérias foram clonados a jusante a partir da PCC7942
acil-ACP redutase (AAR) de Synechococcus elongatus presente
em pLS9-185, que é um derivado de pCL1920. Adiciona Imente,
ogene sfp (n 2de Acesso X63158; SEQ ID NO: 53) de Bacillus
subtilis  , que codifica uma fosfopanteteinil transferase com

ampla especificidade de substrato, foi clonado a ju sante
dos genes acp respectivos. Essa enzima € envolvida na

conversdo do apo-ACP inativo em holo-ACP ativo. Os
plasmideos construidos sé@o descritos na Tabela 12.

Tabela 12: Plasmideos coexpressantes de ACP de

Cianobactérias com e sem sfp de B. subtilis a jusante do
PCC7942 AAR de S. elongatus
Plasmideo Fonte de ACP $EQ ID NO DE ACP Sem sfp Com sfp
Base (DNA/Polipeptideo)
pLS9-185 [|Synechococcus 49/50 pDS168 pDS168S
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elongatus
7942
pLS9-185 |Synechocystis sp. 45/46 pDS169 indisponiv
6803 el
pLS9-185 |Prochlorococcus 47/48 pDS170 pDS170S
marinus
MED4
pLS9-185 |Nostoc punctiforme 43/44 pDS171 pDS171S
73102
pLS9-185 |Nostocsp. 7120 51/52 pDS172 pDS172S
[00153] Todos os genes ACP foram clonados com um RBS
sintético no sitio EcoRI imediatamente a jusante do gene
aar em pLS9-185 com o uso da tecnologia InFusion (C lontech
Laboratories, Inc., Mountain View, CA). O sitio Eco RI foi
reconstruido a jusante do gene ACP. De maneira simi lar, o

gene sfp de B. subtilis foi clonado por InFusion no sitio

EcoRI junto com um RBS sintético. Todos os plasmideos foram
transformados em MG1655 DV2 de E. coli (Tabela 3). O
controle para esses experimentos foi a expressdo de AAR
sozinha (pLS9-l 85). Os resultados dos experimentos padrao
de fermentacdo em frasco de agitacdo sdo mostrados na
Figura 19. Uma melhora significativa em titulagbes de

alcool graxo foi observada em cepas que contém o0s

plasmideos pDS171S, pDS172S, pDS168 e pDS169, o que

demonstra que a superexpressdo de ACP pode ser bené fica
para a producao de alcool graxo, nesse caso presumi velmente
devido ao auxilio no reconhecimento, na afinidade e /ou no
desvio de acil-ACPs pela enzima heter6loga de traje toria

terminal. (Consulte a Tabela 12 para a fonte das AC Ps e
presenca ou auséncia de sfp ).
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Produc&o de Acido Graxo:

[00154] A fim de avaliar se a superexpressdo de uma
ACP pode também aumentar a producdo de &acidos graxo S
livres, um gene ACP de cianobactéria com sfp  foi
amplificado a partir de pDS171s (Tabela 12) e clona do a

jusante a partir de 'tesA em um vetor pCL. O operao

resultante estava sob o controle do promotor trc3, que
fornece niveis marginalmente inferiores de transcri ¢édo em
comparagcdo com o promotor de trc de tipo selvagem. A
construcdo foi clonada em DV2 de E. coli e avaliada para a
producdo de acido graxo. A cepa de controle continh a os
plasmideo idénticos, mas sem a ACP de cionabactéria e osfp
de B. subtilis . Os resultados de um experimento padrao de
fermentacdo em placa de microtitulagdo s&o mostrado S na
Figura 20. Uma melhora significativa na titulacéo d e acido

graxo foi observada na cepa que coexpressa o ACP

heter6logo, o que demonstra que a superexpressao de ACP
pode ser benéfica para a producdo de acido graxo, n esse
caso presumivelmente devido ao aumento no fluxo atr avés da

trajetoria biossintética do acido graxo.
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REIVINDICAGCOES

1. Célula hospedeira de E. coli recombinante caracterizada
por compreender uma sequéncia de polinucleotideo de SEQ ID NO:
43, 45, 47, 49, ou 51 gque codifica um polipeptideo de ACP de
SEQ ID NO: 44, 46, 48, 50 ou 52, em que a dita célula hospedeira
de E. coli recombinante produz uma composicdo derivada de acido
graxo compreendendo pelo menos um derivado de &acido graxo
selecionado do grupo que consiste em &cido graxo, um éster
graxo, um alcool graxo, um aldeido graxo, um alcano, uma
olefina terminal, uma olefina interna e uma cetona.

2. Célula hospedeira de E. coli recombinante, de acordo
com a reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de que a dita
célula hospedeira de E. coli recombinante compreende ainda um
polinucleotideo de SEQ ID NO: 53 que codifica um polipeptideo
de SEQ ID NO: 54 gque tem atividade de fosfopanteteinil
transferase.

3. Célula hospedeira de E. coli recombinante, de acordo
com a reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de que a dita
célula hospedeira de E. coli recombinante compreende ainda um
polinucleotideo de SEQ ID NO: 58 e 60 que codifica um
polipeptideo de SEQ ID NO: 59 e 61 que tem atividade de accABCD.

4. Célula hospedeira de E. coli recombinante, de acordo
com a reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de que a dita

ACP é exbgena a célula hospedeira de E. coli.
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FIGURA 2

+d0VN

dov Syt
O HO
oqe4
+H+HJaVN p— Z/vaqed
&O(\wjm &O(\w/_} &O<\WJ._\/.\N_
O O O ¥ 0
d/aqed LH+H(d)avN
Iqed
dov SN S v-Syd
v < o +(d)avN
(31)

osel2]1sa0l1|

V44

Peticao 870190131148, de 10/12/2019, pag. 162/180



3/18

FIGURA 3
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FIGURA 5
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FIGURA 6
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FIGURA 8

DAM1_377 com expressado de Acc e BirA de C. glutamicum:
Mal-CoA em fase logaritmica
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FIGURA 12A
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FIGURA 12B
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FIGURA 13
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FIGURA 14
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FIGURA 15
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FIGURA 16A

FIGURA 16B
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FIGURA 18
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FIGURA 19
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