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Docket No.: 074017-0013-01-US

(PATENT)

IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

In re Patent Application of:
Petra CIRPUSetal.

Application No.: Not Yet Assigned Confirmation No.: N/A

Filed: Concurrently Herewith Art Unit: N/A

For: METHOD FOR PRODUCING Examiner: Not Yet Assigned
POLYUNSATURATED FATTY ACIDS

INFORMATION DISCLOSURE STATEMENT (IDS)

Commissioner for Patents

P.O. Box 1450

Alexandria, VA 22313-1450

Dear Sir:

Pursuant to 37 CFR 1.56, 1.97 and 1.98, the attention of the Patent and Trademark Office

is hereby directed to the referenceslisted on the attached PTO/SB/08. It is respectfully requested

that the information be expressly considered during the prosecution of this application, and that

the references be madeof record therein and appear amongthe “References Cited” on any patent

to issue therefrom.

This Information Disclosure Statement accompanies the new continuation patent

application submitted herewith and correspondsto the Information Disclosure Statements

previously submitted or cited in parent Application Serial No. 12/280,090.

Copies of the references on the PTO/SB/08are not provided herewith pursuant to 37 CFR

§ 1.98(d), because the references have been previously cited or submitted in parent Application

Serial No. 12/280,090.

In accordance with 37 CFR 1.97(g), the filing of this Information Disclosure Statement

shall not be construed to mean that a search has been madeorthat no other material information

as defined in 37 CFR 1.56(a) exists. In accordance with 37 CFR 1.97(h), the filing ofthis

Information Disclosure statement shall not be construed to be an admissionthat any patent,
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Application No.: Not Yet Assigned Docket No.: 074017-0013-01-US

publication or other information referred to therein is “prior art” for this invention unless

specifically designated as such. Moreover, Applicant understands that the Examiner will make

an independent evaluation of the cited documents.

It is submitted that the Information Disclosure Statementis in compliance with 37 CFR

1.98 and the Examineris respectfully requested to consider the listed references.

Applicant believes no fee is due with this submission. However,if a fee is due, the

Director is hereby authorized to charge our Deposit Account No. 50-0573, under Order No.

074017-0013-01-US, from which the undersigned is authorized to draw.

Respectfully submitted,

By__/ Hui-JuWa_/
Hui-Ju Wu, Ph.D.

Registration No.: 57,209
Drinker Biddle & Reath LLP

222 Delaware Ave., Ste. 1410

Wilmington, Delaware 19801-1621
(302) 467-4260
(302) 351-6938 (Fax)
Attorney for Applicant

#85,080,132

2
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PTO/AIA/15 (03-13)
Approved for use through 01/31/2014. OMB 0651-0032

U.S. Patent and Trademark Office; U.S. DEPARTMENT OF COMMERCE
Under the Paperwork Reduction Act of 1995 no personsare required to respondto a collection of information unlessit displays a valid OMB control number

UTILITY

PATENT APPLICATION

TRANSMITTAL METHOD FOR PRODUCING POLYUNSATURATED
FATTY ACIDS

(Only for new nonprovisional applications under 37 CFR 1.53(b)) Express Mail Label No. PO

APPLICATION ELEMENTS ADDRESS TO: comoBox1450
Alexandria, VA 22313-1450

Fee Transmittal Form ACCOMPANYING APPLICATION PAPERS
(PTO/SB/17 or equivalent)

Applicant asserts smallentity status. [| Assignment PapersSee 37 CFR 1.27 ‘

See MPEPchapter 600 concerning utility patent application contents.

Applicantcertifies micro entity status. See 37 CFR 1.29. (cover sheet & documenit(s))
Applicant must attach form PTO/SB/15AorB or equivalent.

Specification [Total Pages 90 Nameof Assignee
Both the claims and abstract must start on a new page.
(See MPEP § 608.01 (a) for information on the preferred arrangement)

. [ Drawing(s) (35 U.S.C. 113) [Total Sheets

. Inventor's Oath or Declaration [Total Pages 4 . cotheseaumeen Powerof Attorney
(including substitute statements under 37 CFR 1.64 and assignments —
serving as an oath or declaration under 37 CFR 1.63(e)) English Translation Document(if applicable)

a . xX Information Disclosure Statement: Newly executed (original or copy) : (PTO/SB/08 or PTO-1449)

b. [x] A copy from a prior application (37 CFR 1.63(d)) [ Copiesofcitations attached
X|Application Data Sheet * See note below. . Preliminary Amendment

See 37 GFR 1.76 (PTO/AIA/14 or equivalent)

CD-ROM or CD-R _[_] Return Receipt Posteardin duplicate, large table, or Computer Program (Appendix) (MPEP§ 503) (Should be specifically itemized)

[| Landscape Table on CD
Nucleotide and/or Amino Acid Sequence Submission ;r|Certified Copyof Priority Document(s)
(if applicable, items a. — c. are required) L_ (if foreignpriority is claimed)

Nonpublication Requesta. [| Computer Readable Form (CRF) “L__] Under35 U.S.C. 122(b)(2)(B)(i). Applicant must attach form PTO/SB/35
b. Specification SequenceListing on: or equivalent.

   
i. [| CD-ROMor CD-R (2 copies); or . Text File of Sequence Listing Submitted via EFS
' Web
ii. [| Paper

c. [| Statements verifying identity of above copies
*Note: (1) Benefit claims under 37 CFR 1.78 and foreign priority claims under 1.55 must be included in an Application Data Sheet (ADS).

(2) For applicationsfiled under 35 U.S.C. 111, the application must contain an ADS specifying the applicant if the applicant is an
assignee, person to whom the inventor is under an obligation to assign, or person who otherwise showssufficient proprietary
interest in the matter. See 37 CFR 1.46(b).

19. CORRESPONDENCE ADDRESS

{x|The address associated with Customer Number: 123223 OR |_| Correspondence address below

re
wef
Poy[SdSe]—~*dowe]SC
Poourey|__|taenone|nt

/Hui-Ju Wu/ [cae|~_September6, 2016
N : Registration No.

Hui-Ju Wu, Ph.D. 57,209

 
#85,078,564
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Application Data Sheet

Inventor Information

Inventor Number::

Given Name::

Family Name::

City of Residence::

Country of Residence::

Street of mailing address::

City of mailing address::

Country of mailing address::

Postal or Zip Code of mailing address::

Inventor Number::

Given Name::

Family Name::

City of Residence::

Country of Residence::

Street of mailing address::

City of mailing address::

Country of mailing address::

Postal or Zip Code of mailing address::

Inventor Number::

Given Name::

#85,078,563 Page # 1

5 of 1119

{

Petra

CIRPUS

Mannheim

Germany

Landteilstr. 12

Mannheim

Germany

68163

2

Jorg

BAUER

Limburgerhof

Germany

Maxburgsir. 6

Limburgerhof

Germany

67117

Xiao

New 09/06/2016
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Family Name::

City of Residence::

State or Province of Residence::

Country of Residence::

Street of mailing address::

City of mailing address::

State or Province of mailing address::

Country of mailing address::

Postal or Zip Code of mailing address::

Inventor Number::

Given Name::

Family Name::

City of Residence::

State or Province of Residence::

Country of Residence::

Street of mailing address::

City of mailing address::

State or Province of mailing address::

Country of mailing address::

Postal or Zip Code of mailing address::

Inventor Number::

Given Name::

#85,078,563 Page #2

6 of 1119

QIU

Saskatoon

SK

Canada

403 Kendardine Road

Saskatoon

SK

Canada

S7N 385

4

Guohai

WU

Saskatoon

SK

Canada

2103 Kenderdine Road

Saskatoon

SK

Canada

S7N 385

Bifang

New 09/06/2016
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Family Name::

City of Residence::

State or Province of Residence::

Country of Residence::

Street of mailing address::

City of mailing address::

State or Province of mailing address::

Country of mailing address::

Postal or Zip Code of mailing address::

Inventor Number::

Given Name::

Family Name::

City of Residence::

State or Province of Residence::

Country of Residence::

Street of mailing address::

City of mailing address::

Country of mailing address::

Postal or Zip Code of mailing address::

Inventor Number::

Given Name::

Family Name::

#85,078,563 Page #3

7 of 1119

CHENG

Saskatoon

SK

Canada

PBI, 110 Gymnasium Road

Saskatoon

SK

Canada

S7N OW9

6

Martin

TRUKSA

Saskatoon

SK

Canada

14439 47 Avenue N.W.

Edmonton

Canada

T6H OBY

Tom

WETJEN

New 09/06/2016
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City of Residence::

Country of Residence::

Street of mailing address::

City of mailing address::

Country of mailing address::

Postal or Zip Code of mailing address::

CorrespondenceInformation

Correspondence Customer Number::

Application Information

Application Type::

Subject Matter::

CD-ROM or CD-R?::

Sequence submission?::

Computer Readable Form (CRF)?::

Title::

Attorney Docket Number::

Requestfor Early Publication?::

Request for Non-Publication?::

Small Entity?::

Petition included?::

Portions orall of the application associated with

#85,078,563 Page # 4

8 of 1119

Mannheim

Germany

Meerwiesenstrasse 21

Mannheim

Germany

68163

123223

Regular

Utility

None

Text File via EFS Web

See Text File via EFS Web

METHOD FOR PRODUCING

POLYUNSATURATED FATTY

ACIDS

074017-0013-01-US

No

No

No

No

No

New 09/06/2016
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this Application Data Sheet mayfall under a

Secrecy Order pursuant to 37 CFR 5.2::

This application (1) claims priority to or the

benefit of an application filed before March 16,

2013 and (2) also contains, or contained at any

time, a claim to a claimed invention that has an

effective filing date on or after March 16, 2013::

Representative Information

Representative Customer Number::

Domestic Priority Information

Application:: Continuity Type:: Parent Application:: Parent Filing Date::

This Application Continuation of 12/280,090 08/20/08

No

123223

 12/280,090 National Stage of PCT/EP2007/051675|02/21/07

Foreign Priority Information

|Country:; Application number:: Filing Date:: Priority Claimed::European Patenta06120309.7 09/07/06 pe 
Applicant Information

Applicant Number::

Applicant Type::

Organization Name::

Street of mailing address::

#85,078,563 Page #5

9 of 1119

{

Assignee

BASFPlant Science GmbH

Carl-Bosch-Str. 38

New 09/06/2016
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City of mailing address:: Ludwigshafen

Country of mailing address:: Germany

Postal or Zip Code of mailing address:: 67056

Authorization or Opt-Out of Authorization to Permit Access

Whenthis Application Data Sheet is properly signed andfiled with the application, applicant has provided written
authority to permit a participating foreign intellectual property (IP) office access to the instant application-as-filed
(see paragraph A in subsection 1 below) and the European Patent Office (EPO) access to any search results from
the instant application (see paragraph B in subsection 1 below).

Should applicant choose notto provide an authorization identified in subsection 1 below, applicant must opt-outof
the authorization by checking the corresponding box A or B or both in subsection 2 below.

NOTE: This section of the Application Data Sheet is ONLY reviewed and processed with the INITIALfiling of an
application. After the initial filing of an application, an Application Data Sheet cannot be used to provide or rescind
authorization for access by a foreign IP office(s). Instead, Form PTO/SB/39 or PTO/SB/69 must be used as
appropriate.

  

1. Authorization to Permit Access bya ForeignIntellectual Property Office(s)

A. Priority Document Exchange (PDX)- Unless box A in subsection 2 (opt-out of authorization) is checked, the
undersigned hereby grants the USPTO authority to provide the European Patent Office (EPO), the Japan Patent
Office (JPO), the Korean Intellectual Property Office (KIPO), the State Intellectual Property Office of the People’s
Republic of China (SIPO), the World Intellectual Property Organization (WIPO), and any other foreign intellectual
propertyoffice participating with the USPTOin a bilateral or multilateral priority document exchange agreementin
which a foreign application claiming priority to the instant patent applicationis filed, access to: (1) the instant patent
application-as-filed and its related bibliographic data, (2) any foreign or domestic application to whichpriority or
benefit is claimed by the instant application andits related bibliographic data, and (3) the date offiling of this
Authorization. See 37 CFR 1.14(h)(1).

B. Search Results from U.S. Application to EPO - Unless box B in subsection 2 (opt-out of authorization)is
checked, the undersigned hereby grants the USPTOauthority to provide the EPO accessto the bibliographic
data and search results from the instant patent application when a European patent application claiming priority to
the instant patent application is filed. See 37 CFR 1.14(h)(2).

The applicant is reminded that the EPO’s Rule 141(1) EPC (European Patent Convention) requires applicants to
submit a copy of search results from the instant application without delay in a European patent application that
claimspriority to the instant application.

2. Opt-Out of Authorizations to Permit Access bya Foreign Intellectual Property Office(s)

A. Applicant DOES NOTauthorize the USPTO to permit a participating foreign IP office access to the

[| instant application-as-filed. If this box is checked, the USPTOwill not be providing a participating foreign IP
office with any documents and information identified in subsection 1A above.

B. Applicant DOES NOTauthorize the USPTOto transmit to the EPO any search results from the instant
patent application.If this box is checked, the USPTOwill not be providing the EPO with search results from
the instant application.

NOTE: Oncethe application has published or is otherwise publicly available, the USPTO mayprovide accessto
the application in accordance with 37 CFR 1.14.

  
#85,078,563 Page #6 New 09/06/2016
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Signature:
NOTE:This Application Data Sheet must be signed in accordance with 37 CFR 1.33(b). However,if this
Application
Data Sheet is submitted with the INITIALfiling of the application and either box A or B is not checkedin
subsection 2 of the “Authorization or Opt-Out of Authorization to Permit Access” section, then this form
must

also be signed in accordance with 37 CFR 1.14(c).
This Application Data Sheet must be signed by a patent practitioner if one or more of the applicants is a
juristic

entity (e.g., corporation or association). If the applicant is two or morejoint inventors, this form must be signed by a
patent practitioner, all joint inventors whoare the applicant, or one or morejoint inventor-applicants who have been
given
powerof attorney (e.g., see USPTO Form PTO/AIA/81) on behalf of all joint inventor-applicants.

See 37 CFR 1.4(d) for the manner of making signatures and certifications.

Signature|/Hui-Ju Wul 2016-09-06

Name|Hui-Ju Wu, Ph.D. Registration Number|57,209

 

  
 

#85,078,563 Page #7 New 09/06/2016
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Page 1 of 4
DOGO0S7672

Declaration, Power ofAttorney and Petition

We(1),the undersigned inventor(s), hereby declare(s) that:

My residence, post office address and citizenship are as stated below next to my name,

We (1) believe that we are {1 am) the original, first, and joint (sole) inventor(s) of the subject matter which is claimed
and for which a patent is sought on the invention entitled

the specification of which

[ J is attached hereto,

( ] was filed on as

Application Serial No.
 

and amended on. .

[x] was filed as PCT intemational application

Number _ 

on

and was amended under PCT Article 19

on Gf applicable)

We (D heseby state that we () have reviewed and understand the contents of the above-identified specification,
including the claims, as amended by any amendment referred io above.

We (1) acknowledgethe duty to disclose information known to be material to the patentability of this application
as defined in Section 1.56 of Title 37 Code of Federal Regulations.

We (1) hereby claim foreign priority benefits under 35 U.S.C, § 119(a) ~ (d) or § 365(b) of any foreign application(s)
for patentor inventor's certificate, or § 365{a) of any PCT International Application which designated at least one country
other than the United States, listed below and havealso identified below, by checking the box, any foreign application for
patent or inventor's certificate, or PCT International Application having a tiling date before that of the application on
which priority is claimed. Prior Foreign Application(®)

 

Application No. Country Day/Month/Year Priority
Claimed

102006008030.0 Germany 21 February 2006 [x] Yes [] No

06120309.7 Europe OF September 2006 [x] Yes [] No

pduspet.rdf

12 of 1119 CSIRO Exhibit 1009
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Page 2 of 4
0000057672

We (} hereby claim the benefit under Tide 35, United States Codes, § 119fe) of any United States provisional
application(s) listed below.

(Application Number) (Filing Date)
 

(Application Number) - ' @iling Date)

We (hereby claim the benefit under 35 U.S.C. § 120 of any United States application(s), or § 365(c) of any PCT
International Application designating the United States, listed below and, insofar as the subject matter of each of the
claims ofthis application is not disclosed in the prior United States or PCT International Application in the manner
provided by the first paragraph of 35 U.S.C. § 112, I acknowledge the duty to disclose information which is material ico
patentability as defined in 37CER § 1.56 which became available between the filing date of the prior application and the
national or PCT Intemational filing date of this application.

Application Serial No. Filing Date Status (pending, patented,
abandoned)

   

 

   

Thereby appoint the registered practitioner(s) associated with Customer No. 23416 to prosecute this application and to
transact all business in the Patent and Trademark Office connected therewith. Direct all correspondence to Customer Number
23416.

 

We (1) declare thatall statements made herein of our (my) own knowledge are tme and that all statements made
on information and belief are believed. to be tre; and further that these statements were made with the knowledge that willfni
false statements and the like so made are punishable by fine or imprisonment, or both, under Section 1001 of
Title 18 of the United States Code and that such willful false statements may jeopardize the validity of the application
or any patent issuing thereon.

 
 

pduspeLrd?
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Petra Cirpus
NAME GF SOLE OR FIRST INVENTOR

 
Jérg Baer

 
Xiao Qiu

NAME OF THIRD JOINT INVENTOR

 eeSignature of Inventor

  

Guohai Wu

NAME OF FOURTH JOINT INVENTOR

 
Signature of inventor ~

pae'y Hor), AI, LOO
Residence:

  

Bifang Cheng
NAME OF FIFTH JOINT INVENTOR

 

 

Page 3 of 4
0000057672

Residence:

Otto-Haha-St. 7
67165 Waldsee

Germany
Citizen of Germany

Post Office Address: same as residence

Residence:

Maxbergstr.6
67117 Limburgethot

. Germany
Citizen of Germany

Post Office Address: same as residence

Residence:

403 Kendardine Road
Saskatoon Sk. S7N 385

Canada
Citizen of Canada

Past Office Address: same as residence

Residence:

2103 Kendardine Road.
Saskatoon Sk. S7IN 385

Canada

Citizen of Canada

Post Office Address: same as residence

PBI, £10 Gymnasium Road
Saskatoon, Saskatchewan, S57 OW9

Canada
Citizen of Canada

Post Office Address: same as residence

pduspet.rdf
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Page 4 of 4

   

 

 

 

 

0000057672

Martin Truksa Residence:
NAME OF SIXTH JOINT INVENTOR 14339 47 Avenue N. W,

Edmonton, 4B T6H OBS
Canada

“es Citizen of Canada
ar fiwbam 7? “ ni ‘ Post Office Address: same as residence

Signature of Inventor

i .{Dae% Apel 12, 200%
‘tom Weljent’ Residence:
NAMEOFSEVENTH JOINT INVENTOR Meerwiesenstrasse 21

ne 68163 Mannheim

Germany
Citizen of Germany

pduspetrdf
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PTO/SB/08b (07-09)
Approved for use through 07/31/2016. OMB 0651-0031

U.S. Patent and Trademark Office; U.S. DEPARTMENT OF COMMERCE
Under the Paperwork Reduction Act of 1995, no persons are required to respondto a collection of information unlessit contains a valid OMB control number.

Substitue for form 1449A/8/PTO

INFORMATION DISCLOSURE

STATEMENTBY APPLICANT

(Use as many sheets as necessary)

U.S. PATENT DOCUMENTS

; Document Number Pages, Columns, Lines, Where

Examiner|CiteNarainCoa(nawn)|MODY Nameof Patentee or Relevant Passagesor RelevantInitials* No.'|Number-Kind Code” (if|Number-KndCode(thrown) Applicant of Cited Document Figures Appear
AA* |US-5,614,393 03-25-1997 |ThomasT.L. et al.
AB* |US-6,043,411 03-28-2000|Nishizawaet al.
AC* |US-2004/0111763 06-10-2004|Heinz et al.

AD* |US-6,884,921-B2 04-26-2005|Browseet al.
AE* |US-6,459,018-B1 10-01-2002 |Knutzon
AF* |US-7,550,286-B2 06-23-2009 |Damudeetal.
AG* |US-7,777,098-B2 08-17-2010 |Cirpuset al.
AH* |US-2004/0172682-A1|09-02-2004|Kinneyet al.
Al* _|US-2004/0049805-A1|03-11-2004 |Lerchlet al.
AJ*|US-2004/0053379-A1|03-18-2004 |Lerchl etal.
AK* |US-2008/0155705-A1 {06-26-2008 |Zanketal.

AL* _|US-2009/0222951 -A1 |09-03-2009|Cirpus et al.
AM* |US-2010/0021976-A1 |01-28-2010 |Lerchlet al.

     
FOREIGN PATENT DOCUMENTS

Foreign Patent Document Publication Name of Patentee or Pages, Columns, Lines,E i Cit 3 AL Dat : : Where Rel tt P
Iitials’| No|“KindCode’(known)|MM-DD-YYYY Applicant of Cited Document or RelevantFiguresAppear

BA**|WO-91/13972 09-19-1991 |CalgeneInc.
BB**|WO-93/06712 04-15-1993|Rhone-Poulenc Agrochimie

BC** |WO-93/1 1245 06-10-1993 DuPont De Nemours and

Pioneer Hi-Bred International,
Inc.
E.|. duPont de Nemours And

Company
ee 49. Monsanto Company & Michigan

BF** |WO-94/18337 08-18-1994 State University
BG**|WO-96/21022 07-11-1996 |Rhone-Poulenc Agrochimie
BH**|WO-97/21340 06-19-1997|Cargill, Inc.

Carnegie Institution Of
BI**|WO-97/30582 08-28-1997 |Washington & Monsanto Co.,

Inc.

BJU**|WO-01/85968-A2_ |11-15-2001 |Bioriginal Food & Science Corp.

BK** |EP-0 794 250 09-10-1997 SoM S.A. & Ferrero
Examiner Date
Signature Considered

*EXAMINER: Initial if reference considered, whetheror notcitation is in conformance with MPEP 609. Drawline through citation if not in conformance and not
considered. Include copyof this form with next communication to applicant. * CITE NO.: Those application(s) which are marked with an single asterisk (*) next to
the Cite No. are not supplied (under 37 CFR 1.98(a)(2)(iii)) because that application wasfiled after June 30, 2003 oris available in the IFW. ' Applicant's unique
citation designation number(optional). ? See Kinds Codesof
USPTO Patent Documents at www.usste.qov or MPEP 901.04. 3 Enter Oftice that issued the document, by the two-letter code (WIPO Standard ST.3). “For
Japanese patent documents, the indication of the year of the reign of the Emperor must precedethe serial numberof the patent document. “Kind of document by
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Methodfor producing polyunsaturated fatty acids

RELATED APPLICATIONS

This application is a continuation of patent application Serial No. 12/280,090 filed August 20,

2008, whichis a national stage application (under 35 U.S.C. § 371) of PCT/EP2007/05 1675,

filed February 21, 2007, which claims benefit of German application 10 2006 008 030.0,filed

February 21, 2006 and European application 06120309.7, filed September 7, 2006. The

entire content of each aforementioned application is hereby incorporated by reference in its

entirety.

SUBMISSION OF SEQUENCELISTING

The Sequence Listing associated with this application is filed in electronic format via EFS-

Weband hereby incorporated by reference into the specification in its entirety. The name of

the text file containing the Sequence Listing is Sequence_Listing074017_0013_01. The size

of the text file is 730 KB,and thetext file was created on September2, 2016.

The present invention relates to a process for the production of eicosapentaenoic acid,

docosapentaenoic acid and/or docosahexaenoic acid in transgenic plants, providing in the

plant at least one nucleic acid sequence which codesfor a polypeptide having a A6-desaturase

activity; at least one nucleic acid sequence which codes for a polypeptide having a A6-

elongase activity; at least one nucleic acid sequence which codesfor a polypeptide having a

A5-desaturase activity; and at least one nucleic acid sequence which codes for a polypeptide

having a A5-elongase activity, where the nucleic acid sequence which codes for a polypeptide

having a A5-elongase activity is modified by comparison with the nucleic acid sequence in

the organism from which the sequence is derived in that it is adapted to the codon usage in

one or moreplant species.

In a preferred embodiment there is additionally provision of further nucleic acid sequences

which code for a polypeptide having the activity of an @3-desaturase and/or of a

A4-desaturase in the plant.

In a further preferred embodiment there is provision of further nucleic acid sequences which

code for acyl-CoA dehydrogenase(s), acyl-ACP (acyl carrier protein) desaturase(s), acyl-

ACP thioesterase(s), fatty acid acyl transferase(s), acyl-CoA:lysophospholipid acyl

transferase(s), fatty acid synthase(s), fatty acid hydroxylase(s), acetyl-coenzyme A

1
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carboxylase(s), acyl-coenzyme A oxidase(s), fatty acid desaturase(s), fatty acid acetylenases,

lipoxygenases, triacylglycerol lipases, allene oxide synthases, hydroperoxide lyases or fatty

acid elongase(s) in the plant.

The invention furthermore relates to recombinant nucleic acid molecules comprising at least

one nucleic acid sequence which codes for a polypeptide having a A6-desaturase activity; at

least one nucleic acid sequence which codes for a polypeptide having a A5-desaturase

activity; at least one nucleic acid sequence which codes for a polypeptide having a A6-

elongase activity; and at least one nucleic acid sequence which codes for a polypeptide

having a A5-elongase activity and which is modified by comparison with the nucleic acid

sequence in the organism from which the sequence originates in that it is adapted to the

codon usage in one or moreplant species.

A further part of the invention relates to oils, lipids and/or fatty acids which have been

producedby the process accordingto the invention, andto their use.

Finally, the invention also relates to transgenic plants which have been produced by the

process of the invention or which comprise a recombinant nucleic acid molecule of the

invention, and to the use thereof as foodstuffs or feedstuffs.

Lipid synthesis can be divided into two sections: the synthesis of fatty acids and their binding

to sn-glycerol-3-phosphate, and the addition or modification of a polar head group. Usual

lipids which are used in membranes comprise phospholipids, glycolipids, sphingolipids and

phosphoglycerides. Fatty acid synthesis starts with the conversion of acetyl-CoA into

malonyl-CoA by acetyl-CoA carboxylase or into acetyl-ACP by acetyl transacylase. After

condensation reaction, these two product molecules together form acetoacetyl-ACP, which is

converted via a series of condensation, reduction and dehydration reactions so that a saturated

fatty acid molecule with the desired chain length is obtained. The production of the

unsaturated fatty acids from these molecules is catalyzed by specific desaturases, either

aerobically by means of molecular oxygen or anaerobically (regarding the fatty acid synthesis

in microorganisms, see F.C. Neidhardt et al. (1996) E. coli and Salmonella. ASM Press:

Washington, D.C., p. 612-636 and references cited therein; Lengeler et al. (Ed.) (1999)

Biology of Procaryotes. Thieme: Stuttgart, New York, and the references therein, and

Magnuson,K., et al. (1993) Microbiological Reviews 57:522-542 and the references therein).

To undergothe further elongation steps, the resulting phospholipid-boundfatty acids must be

retumed to the fatty acid CoA ester pool. This is made possibly by acyl-CoA:lysophospho-

2
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lipid acyltransferases. Moreover, these enzymes are capable of transferring the elongated

fatty acids from the CoA esters back to the phospholipids. If appropriate, this reaction

sequence can be followed repeatedly.

Furthermore, fatty acids must subsequently be transported to various modification sites and

incorporated into the triacylglycerol storage lipid. A further important step during lipid

synthesis is the transfer of fatty acids to the polar head groups, for example by glycerolfatty

acid acyltransferase (see Frentzen, 1998, Lipid, 100(4-5): 161-166).

An overview of the biosynthesis of fatty acids in plants, desaturation, the lipid metabolism

and the membranetransport of lipidic compounds, beta-oxidation, the modification of fatty

acids, cofactors and the storage and assembly of triacylglycerol, including the references is

given by the following papers: Kinney (1997) Genetic Engineering, Ed.: JK Setlow,

19:149-166; Ohlrogge and Browse (1995) Plant Cell 7:957-970; Shanklin and Cahoon (1998)

Annu. Rev.Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 49:611-641; Voelker (1996) Genetic Engeneering,

Ed.: JK Setlow, 18:111-13; Gerhardt (1992) Prog. Lipid R. 31:397-417; Guihnemann-Schafer

& Kindl (1995) Biochim. Biophys Acta 1256:181-186; Kunau et al. (1995) Prog. Lipid Res.

34:267-342; Stymneet al. (1993) in: Biochemistry and Molecular Biology of Membrane and

Storage Lipids of Plants, Ed.: Murata und Somerville, Rockville, American Society of Plant

Physiologists, 150-158; Murphy & Ross (1998) Plant Journal. 13(1):1-16.

Depending on the desaturation pattern, two large classes of polyunsaturated fatty acids, the

w6 and the w3 fatty acids, which differ with regard to their metabolism and their function,

can be distinguished.

In the text which follows, polyunsaturated fatty acids are referred to as PUFA, PUFAs,

LCPUFA or LCPUFAs(poly unsaturated fatty acids, PUFA, long chain poly unsaturated

fatty acids, LCPUFA).

A9,12
The fatty acid linoleic acid (18:2) acts as starting material for the m6 metabolic pathway,

“°.12-15) Linolenic acid is formed fromwhile the @3 pathway proceedsvialinolenic acid (18:3

linoleic acid by the activity of an m3-desaturase (Tocheret al. (1998) Prog. Lipid Res. 37:

73-117; Domergueet al. (2002) Eur. J. Biochem. 269: 4105-4113).

Mammals, and thus also humans, have no corresponding desaturase activity (A12- and w3-

desaturase) for the formation of the starting materials and must therefore take up these fatty

acids (essential fatty acids) via the food. Starting with these precursors, the physiologically
AS,8,11,14

important polyunsaturated fatty acids arachidonic acid (= ARA, 20:4 ), an w6-fatty

3
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AS,8,11,14,17
fee") and docosa-acid and the two w3-fatty acids eicosapentaenoic acid (= EPA, 20:5

hexaenoic acid (DHA, 22:6°*"'""*!7) are synthesized via a sequence of desaturase and

elongase reactions.

The elongation of fatty acids, by elongases, by 2 or 4 C atomsis of crucial importance for the

production of C29- and C22-PUFAs, respectively. This process proceeds via 4 steps. Thefirst

step is the condensation of malonyl-CoA onto the fatty acid acyl-CoA by ketoacyl-CoA

synthase (KCS, hereinbelow referred to as elongase). This is followed by a reduction step

(ketoacyl-CoA reductase, KCR), a dehydratation step (dehydratase) and a final reduction step

(enoyl-CoA reductase). It has been postulated that the elongase activity affects the specificity

and rate of the entire process (Millar and Kunst (1997) Plant Journal 12:121-131).

Fatty acids and triacylglycerides have a multiplicity of applications in the food industry, in

animal nutrition, in cosmetics and the pharmacological sector. Depending on whether they

are free saturated or unsaturated fatty acids or else triacylglycerides with an elevated content

of saturated or unsaturated fatty acids, they are suitable for very different applications. Thus,

for example, lipids with unsaturated, specifically with polyunsaturated fatty acids, are

preferred in human nutrition. The polyunsaturated w3-fatty acids are supposed to have a

positive effect on the cholesterol level in the blood and thus on the prevention of heart

disease. Therisk of heart disease, strokes or hypertension can be reduced markedly by adding

these w3-fatty acids to the food (Shimikawa (2001) World Rev. Nutr. Diet. 88: 100-108).

w3-fatty acids also have a positive effect on inflammatory, specifically on chronically

inflammatory, processes in association with immunological diseases such as rheumatoid

arthritis (Calder (2002) Proc. Nutr. Soc. 61: 345-358; Cleland and James (2000)

J. Rheumatol. 27: 2305-2307). They are therefore added to foodstuffs, specifically to dietetic

foodstuffs, or are employed in medicaments. w6-fatty acids such as arachidonic acid tend to

have a negative effect in connection with these rheumatological diseases.

w3- and w6-fatty acids are precursors of tissue hormones, known as eicosanoids, such as the

prostaglandins, which are derived from dihomo-y-linolenic acid, arachidonic acid and

eicosapentaenoic acid, and of the thromboxanes and leukotrienes, which are derived from

arachidonic acid and eicosapentaenoic acid. Eicosanoids (known as the PG) series) which are

formed from the w6-fatty acids, generally promote inflammatory reactions, while eicosanoids

(known as the PG; series) from @3-fatty acids havelittle or no proinflammatory effect.

4

25 of 1119 CSIRO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 100926 of 1119

10

15

20

25

30

Polyunsaturated long-chain w3-fatty acids such as eicosapentaenoic acid (= EPA,

C20:5°°8!1-"417) or docosahexaenoic acid (= DHA, C22:6°*7'%!3!%) are important

components of human nutrition owing to their various roles in health aspects, including the

development of the child brain, the functionality of the eyes, the synthesis of hormones and

other signal substances, and the prevention of cardiovascular disorders, cancer and diabetes

(Poulos, A (1995) Lipids 30:1-14; Horrocks, LA and Yeo YK (1999) Pharmacol Res

40:211-225).

Owing to the present-day composition of human food, an addition of polyunsaturated w3-

fatty acids, which are preferentially found in fish oils, to the food is particularly important.

Thus, for example, polyunsaturated fatty acids such as docosahexaenoic acid (= DHA,

C22:64OBIED) oF eicosapentaenoic acid (= EPA, C20:5°°8114-) are added to infant

formula to improve the nutritional value. There is therefore a demand for the production of

polyunsaturated long-chain fatty acids.

The various fatty acids and triglycerides are mainly obtained from microorganisms such as

Mortierella or Schizochytrium or from oil-producing plants such as soybeans, oilseed rape,

and algae such as Crypthecodinium or Phaeodactylum and others, being obtained, asarule,

in the form of their triacylglycerides (= triglycerides = triglycerols). However, they can also

be obtained from animals, for example, fish. The free fatty acids are advantageously prepared

by hydrolyzing the triacylglycerides. Very long-chain polyunsaturated fatty acids such as

DHA, EPA, arachidonic acid (ARA, 20:4814) dihomo-y-linolenic acid (DHGL,

20:38!) or docosapentaenoic acid (DPA, C22:5°719131P) are however, not

synthesized in oil crops such as oilseed rape, soybeans, sunflowers and_ safflower.

Conventional natural sources of these fatty acids are fish such as herring, salmon, sardine,

redfish, eel, carp, trout, halibut, mackerel, zander or tuna, or algae.

Owing to the positive characteristics of the polyunsaturated fatty acids, there has been no lack

of attempts in the past to make available genes which are involved in the synthesis of these

fatty acids or triglycerides for the production of oils in various organisms with a modified

content of unsaturated fatty acids. Thus, WO 91/13972 and its US equivalent describe a A9-

desaturase. WO 93/11245 claims a Al5-desaturase and WO 94/11516 a A12-desaturase.

Further desaturates are described, for example, in EP-A-0 550 162, WO 94/18337, WO

97/30582, WO 97/21340, WO 95/18222, EP-A-0 794 250, Stukey etal. (1990) J. Biol.

Chem., 265: 20144-20149, Wada et al. (1990) Nature 347: 200-203 or Huanget al. (1999)

Lipids 34: 649-659. However, the biochemical characterization of the various desaturases has
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been insufficient to date since the enzymes, being membrane-bound proteins, present great

difficulty in their isolation and characterization (McKeonet al. (1981) Methods in Enzymol.

71: 12141-12147, Wanget al. (1988) Plant Physiol. Biochem., 26: 777-792).

As atule, membrane-bound desaturases are characterized by being introduced into a suitable

organism which is subsequently analyzed for enzyme activity by analyzing the starting

materials and the products. A6-Desaturases are described in WO 93/06712, US 5,614,393,

WO 96/21022, WO 00/21557 and WO 99/27111. The application of this enzyme for the

production of fatty acids in transgenic organisms is described in WO 98/46763, WO

98/46764 and WO 98/46765. The expression of various desaturases and the formation of

polyunsaturated fatty acids is also described and claimed in WO 99/64616 or WO 98/46776.

As regards the expression efficacy of desaturases and its effect on the formation of

polyunsaturated fatty acids, it must be noted that the expression of a single desaturase as

described to date has only resulted in low contents of unsaturated fatty acids/lipids such as,

for example, y-linolenic acid and stearidonicacid.

There have been a numberof attempts in the past to obtain elongase genes. Millar and Kunst

(1997) Plant Journal 12:121-131 and Millar et al. (1999) Plant Cell 11:825-838 describe the

characterization of plant elongases for the synthesis of monounsaturated long-chain fatty

acids (C22:1) and for the synthesis of very long-chain fatty acids for the formation of waxes

in plants (C2g-C32). The synthesis of arachidonic acid and EPA is described, for example, in

WO 01/59128, WO 00/12720, WO 02/077213 and WO 02/08401. The synthesis of

polyunsaturated C24-fatty acids is described, for example, in Tvrdik et al. (2000) J. Cell Biol.

149:707-718 or in WO 02/44320.

Especially suitable microorganisms for the production of PUFAs are microalgae such as

Phaeodactylum trncomutum, Porphiridium—species, Thraustochytrium species,

Schizochytrium species or Crypthecodinium species, ciliates such as Stylonychia or

Colpidium, fungi such as Mortierella, Entomophthora or Mucor and/or mosses such as

Physcomitrella, Ceratodon and Marchantia (R. Vazhappilly & F. Chen (1998) Botanica

Marina 41: 553-558; K. Totani & K. Oba (1987) Lipids 22: 1060-1062; M. Akimotoetal.

(1998) Appl. Biochemistry and Biotechnology 73: 269-278). Strain selection has resulted in

the development of a number of mutant strains of the microorganisms in question which

produce a series of desirable compounds including PUFAs. However, the mutation and

selection of strains with an improved production of a particular molecule such as the

polyunsaturated fatty acids is a time-consuming and difficult process. Moreover, only limited
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amounts of the desired polyunsaturated fatty acids such as DPA, EPA or ARA can be

produced with the aid of the abovementioned microorganisms; in addition, they are generally

obtained as fatty acid mixtures. This is why recombinant methods are preferred whenever

possible.

Higher plants comprise polyunsaturated fatty acids such aslinoleic acid (C18:2) and linolenic

acid (C18:3). ARA, EPA and DHAare found notat all in the seed oil of higher plants, or

only in miniscule amounts (E. Ucciani: Nouveau Dictionnaire des Huiles Végétales [New

Dictionary of the Vegetable Oils]. Technique & Documentation — Lavoisier, 1995. ISBN: 2-

7430-0009-0). However, the production of LCPUFAsin higher plants, preferably in oil crops

such as oilseed rape, linseed, sunflowers and soybeans, would be advantageous since large

amounts of high-quality LCPUFAsfor the food industry, animal nutrition and pharmaceutical

purposes might be obtained economically. To this end, it is advantageous to introduce, into

oilseeds, genes which encode enzymes of the LCPUFA biosynthesis via recombinant

methods and to express them therein. These genes encode for example A6-desaturases, A6-

elongases, A5-desaturases or A4-desaturases. These genes can advantageously be isolated

from microorganisms and lower plants which produce LCPUFAsandincorporate them in the

membranesortriacylglycerides. Thus, it has already been possible to isolate A6-desaturase

genes from the moss Physcomitrella patens and A6-elongase genes from P. patens and from

the nematode C.elegans.

Transgenic plants which comprise and express genes encoding LCPUFA biosynthesis

enzymes and which, as a consequence, produce LCPUFAshave been described, for example,

in DE-A-102 19 203 (process for the production of polyunsaturated fatty acids in plants).

However, these plants produce LCPUFAsin amounts which require further optimization for

processing the oils which are present in the plants. Thus, the ARA content in the plants

described in DE-A-102 19 203 is only 0.4 to 2% and the EPA content only 0.5 to 1%, in each

case based on thetotal lipid content of the plant.

To makepossible the fortification of food and of feed with polyunsaturated, long-chain fatty

acids, there is therefore a great need for a simple, inexpensive process for the production of

polyunsaturated, long-chain fatty acids, specifically in plant systems.

One object of the invention is therefore to provide a process with which long-chain

polyunsaturated fatty acids, especially eicosapentaenoic acid, docosapentaenoic acid and/or
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docosahexaenoic acid can be produced in large quantities and inexpensively in transgenic

plants.

It has now surprisingly been found that the yield of long-chain polyunsaturated fatty acids,

especially eicosapentaenoic, docosapentaenoic acid and/or docosahexaenoic acid, can be

increased by expressing an optimized A5-elongase sequence in transgenicplants.

The PUFAsproduced by the process of the invention comprise a group of molecules which

higher animals are no longer able to synthesize and thus must consume, or which higher

animals are no longer able to produce themselves in sufficient amounts and thus must

consume additional amounts thereof, although they can easily be synthesized by other

organismssuchasbacteria.

Accordingly, the object of the invention is achieved by the process of the invention for

producing eicosapentaenoic acid, docosapentaenoic acid and/or docosahexaenoic acid in a

transgenic plant, comprising the provision in the plant of at least one nucleic acid sequence

which codes for a polypeptide having a A6-desaturase activity; at least one nucleic acid

sequence which codes for a polypeptide having a A6-elongase activity; at least one nucleic

acid sequence which codes for a polypeptide having a A5-desaturase activity; and at least one

nucleic acid sequence which codes for a polypeptide having a A5-elongaseactivity,

where the nucleic acid sequence which codes for a polypeptide having a A5-elongase activity

is modified by comparison with the nucleic acid sequence in the organism from which the

sequence is derived in that it is adapted to the codon usage in one or more plant species. To

produce DHAitis additionally necessary to provide at least one nucleic acid sequence which

codes for a polypeptide having a A4-desaturase activity in the plant.

The “provision in the plant” means in the context of the present invention that measures are

taken so that the nucleic acid sequences coding for a polypeptide having a A6-desaturase

activity, a polypeptide having a A6-elongase activity, a polypeptide having a A5-desaturase

activity and a polypeptide having a A5-elongase activity are present together in one plant.

The “provision in the plant” thus comprises the introduction of the nucleic acid sequences

into the plant both by transformation of a plant with one or more recombinant nucleic acid

molecules which comprise said nucleic acid sequences, and by crossing suitable parent plants

which comprise one or moreof said nucleic acid sequences.
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The nucleic acid sequence which codes for a polypeptide having a A5-elongase activity is

modified according to the invention by comparison with the nucleic acid sequence in the

organism from which the sequence originates in that it is adapted to the codon usage in one or

more plant species. This meansthat the nucleic acid sequence has been specifically optimized

for the purpose of the invention without the amino acid sequence encoded by the nucleic acid

sequence having been altered thereby.

The genetic code is redundant because it uses 61 codonsin order to specify 20 aminoacids.

Therefore, most of the 20 proteinogenic aminoacids are therefore encoded byaplurality of

triplets (codons). The synonymous codons which specify an individual amino acid are,

however, not used with the same frequency in a particular organism; on the contrary there are

preferred codons which are frequently used, and codons which are used more rarely. These

differences in codon usage are attributed to selective evolutionary pressures and especially

the efficiency of translation. One reason for the lower translation efficiency of rarely

occurring codons might be that the corresponding aminoacyl-tRNA pools are exhausted and

thus no longer available for protein synthesis.

In addition, different organisms prefer different codons. For this reason, for example, the

expression of a recombinant DNA derived from a mammalian cell frequently proceeds only

suboptimally in E. coli cells. It is therefore possible in some cases to increase expression by

replacing rarely used codons with frequently used codons. Without wishing to be bound to

one theory, it is assumed that the codon-optimized DNA sequences make more efficient

translation possible, and the mRNAsformed therefrom possibly have a greaterhalf-life in the

cell and therefore are available more frequently for translation. From what has been said

above, it follows that codon optimization is necessary only if the organism in which the

nucleic acid sequenceis to be expressed differs from the organism from which the nucleic

acid sequenceis originally derived.

For many organisms of which the DNA sequence of a relatively large number of genes is

known there are tables from which the frequency of use of particular codonsin the respective

organism can betaken.It is possible with the aid of these tables to translate protein sequences

with relatively high accuracy back into a DNA sequence which comprises the codons

preferred in the respective organism for the various amino acids of the protein. Tables on

codon usage can be foundinter alia at the following Internet address:

9

30 of 1119 CSIRO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 100931 of 1119

10

15

20

25

30

www.kazusa.or.ip/Kodon/E.html. In addition, several companies provide software for gene

optimization, such as, for example, Entelechon (Software Leto) or Geneart (Software

GeneOptimizer).

Adaptation of the sequences to the codon usage in a particular organism can take place with

the aid of various criteria. On the one hand, it is possible to use for a particular amino acid

always the codon which occurs most frequently in the selected organism but, on the other

hand, the natural frequency of the various codons can also be taken into account, so thatall

the codonsfor a particular amino acid are incorporated into the optimized sequence according

to their natural frequency. Selection of the position at which a particular base triplet is used

can take place at random in this case. The DNA sequence was adapted according to the

invention taking account of the natural frequency of individual codons,it also being suitable

to use the codons occurring most frequently in the selected organism.

It is particularly preferred for a nucleic acid sequence from Ostreococcus tauri which codes

for a polypeptide having a A5-elongase activity, such as, for example, the polypeptide

depicted in SEQ ID NO: 110, to be adapted at least to the codon usage in oilseed rape,

soybean and/or flax. The nucleic acid sequence originally derived from Ostreococcus tauri 1s

preferably the sequence depicted in SEQ ID NO: 109. The DNA sequence coding for the

A5-elongase is adapted in at least 20% of the positions, preferably in at least 30% of the

positions, particularly preferably in at least 40% of the positions and most preferably in at

least 50% of the positions to the codon usagein oilseed rape, soybean and/orflax.

The nucleic acid sequence used is most preferably the sequence indicated in SEQ ID NO: 64.

It will be appreciated that the invention also encompasses those codon-optimized DNA

sequences which code for a polypeptide having the activity of a A5-elongase and whose

amino acid sequence is modified in one or more positions by comparison with the wild-type

sequence but whichstill has substantially the sameactivity as the wild-type protein.

The nucleic acid sequence which codes for a polypeptide having a A6-desaturase activity is

preferably selected from the group consisting of:

a) nucleic acid sequences having the sequence depicted in SEQ ID NO:1, 3, 5, 7, 9, 11, 13,

15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39 or 41, preferably having the sequence

depicted in SEQ ID NO:1,b) nucleic acid sequences which code for the amino acid sequence

indicated in SEQ ID NO:2,4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38,

40 or 42, preferably in SEQ ID SEQ ID NO:2,
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c) nucleic acid sequences which hybridize with the complementary strand of the nucleic acid

sequences indicated a) or b) above, in particular of the nucleic acid sequence indicated in

SEQ ID NO:1, understringent conditions,

d) nucleic acid sequences whichare at least 60%, 65%, 70%, 75% or 80%, preferably at least

81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89% or 90%, particularly preferably at least

91%, 92%, 93%, 94% or 95% and especially at least 96%, 97%, 98% or 99%, identical to the

nucleic acid sequences indicated in a) or b) above, especially to the sequence indicated in

SEQ ID NO:1, and

e) nucleic acid sequences which code for an amino acid sequence and which haveat least

one, for example 2, 3, 4, 5, 6, 7 or 8, preferably all of the amino acid pattern indicated in SEQ

ID NO: 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 or 50.

Amino acid pattern means short amino acid sequences which preferably comprise less than

50, particularly preferably less than 40 and especially from 10 to 40 and even more preferably

from 10 to 30 amino acids.

For the present invention, the identity is ascertained preferably over the full length of the

nucleotide or amino acid sequences of the invention, for example for the nucleic acid

sequence indicated in SEQ ID NO:64 overthe full length of 903 nucleotides.

The nucleic acid sequence which codes for a polypeptide having a A6-elongase activity is

preferably selected from the group consisting of:

a) nucleic acid sequences having the sequence depicted in SEQ ID NO: 171, 173, 175, 177,

179, 181 or 183, especially having the sequence depicted in SEQ ID NO: 171,

b) nucleic acid sequences which code for the amino acid sequence indicated in SEQ ID NO:

172, 174, 176, 178, 180, 182 or 184, especially for the amino acid sequence indicated in SEQ

ID NO:172,

c) nucleic acid sequences which hybridize with the complementary strand of the nucleic acid

sequences indicated a) or b) above, especially of the nucleic acid sequence indicated in SEQ

ID NO:1, understringent conditions,

d) nucleic acid sequences whichare at least 60%, 65%, 70%, 75% or 80%, preferably at least

81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89% or 90%, particularly preferably at least

91%, 92%, 93%, 94% or 95% and especially at least 96%, 97%, 98% or 99%, identical to the

Il
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nucleic acid sequences indicated in a) or b) above, especially to the sequence indicated in

SEQ ID NO:171, and

e) nucleic acid sequences which code for an amino acid sequence and which haveat least

one, for example 2, 3, 4, 5, 6, 7 or 8, preferably all of the amino acid pattern indicated in SEQ

ID NO: 185, 186, 187, 188, 189, 190, 191 or 192.

The nucleic acid sequence which codes for a polypeptide having a A6-elongase activity is in

particular likewise a codon-optimized sequence according to the present invention, preferably

the nucleic acid sequence depicted in SEQ ID NO: 122.

The nucleic acid sequence which codes for a polypeptide having a A5-desaturase activity is

preferably selected from the group consisting of:

a) nucleic acid sequences having the sequence depicted in SEQ ID NO: 51, 53 or 55,

preferably having the sequence depicted in SEQ ID NO:51,

b) nucleic acid sequences which code for the amino acid sequence indicated in SEQ ID NO:

52, 54 or 56, preferably for the amino acid sequence indicated in SEQ ID NO:52,

c) nucleic acid sequences which hybridize with the complementary strand of the nucleic acid

sequences indicated in a) or b) above, especially of the nucleic acid sequence indicated in

SEQ ID NO:51, understringent conditions,

d) nucleic acid sequences whichare at least 60%, 65%, 70%, 75% or 80%, preferably at least

81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89% or 90%, particularly preferably at least

91%, 92%, 93%, 94% or 95% and especially at least 96%, 97%, 98% or 99%, identical to the

nucleic acid sequences indicated in a) or b) above, especially to the nucleic acid indicated

under SEQ ID NO:51, and

e) nucleic acid sequences which code for an amino acid sequence which haveat least one, for

example 2, 3, 4, 5, 6 or 7, preferably all of the amino acid pattern indicated in SEQ ID NO:

57, 58, 59, 60, 61, 62 or 63.

Further suitable nucleic acid sequences can be found by the skilled worker from the literature

or the well-known genelibraries such as, for example, www.ncbi.nlm.nih.gov.

In a further preferred embodiment of the process, additionally one or more nucleic acid

sequences which code for a polypeptide having the activity of an w-3-desaturase and/or of a

A4-desaturase are introducedinto the plant.
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The nucleic acid sequence which codesfor a polypeptide having an @-3-desaturase activity is

preferably selected from the group consisting of:

a) nucleic acid sequences having the sequence depicted in SEQ ID NO: 193 or 195,

preferably the sequence depicted in SEQ ID NO: 193,

b) nucleic acid sequences which code for the amino acid sequence indicated in SEQ ID NO:

194,

c) nucleic acid sequences which hybridize with the complementary strand of the nucleic acid

sequenceindicated in SEQ ID NO:193 or 195 understringent conditions, and

d) nucleic acid sequences whichare at least 60%, 65%, 70%, 75% or 80%, preferably at least

81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89% or 90%, particularly preferably at least

91%, 92%, 93%, 94% or 95%, and especially at least 96%, 97%, 98% or 99%, identical to the

sequenceindicated in SEQ ID NO:193 or 195.

The w-3-desaturase advantageously used in the process of the invention makesit possible to

shift from the -6 biosynthetic pathway to the -3 biosynthetic pathway, leading to a shift

from Cj3-2 to Cjs-3 fatty acids. It is further advantageous for the @-3-desaturase to convert a

wide range of phospholipids such as phosphatidylcholine (= PC), phosphatidylinositol (=

PIS) or phosphatidylethanolamine (= PE). Finally, desaturation products can also be found in

the neutral lipids (= NL), that is to say in the triglycerides.

The nucleic acid sequence which codes for a polypeptide having a A4-desaturase activity is

preferably selected from the group consisting of:

a) nucleic acid sequences having the sequence depicted in SEQ ID NO:77, 79, 81, 83, 85, 87,

89, 91 or 93, preferably having the sequence depicted in SEQ ID NO:77,

b) nucleic acid sequences which code for the amino acid sequence indicated in SEQ ID NO:

78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92 or 94, preferably for the amino acid sequence indicated in SEQ

ID NO:78,

c) nucleic acid sequences which hybridize with the complementary strand of the nucleic acid

sequences indicated in a) or b) above, especially of the nucleic acid sequence indicated in

SEQ ID NO:77, understringent conditions,

d) nucleic acid sequences whichare at least 60%, 65%, 70%, 75% or 80%, preferably at least

81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89% or 90%, particularly preferably at least
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91%, 92%, 93%, 94% or 95% and especially at least 96%, 97%, 98% or 99%, identical to the

sequenceindicated in SEQ ID NO:77, and

e) nucleic acid sequences which code for an amino acid sequence which haveat least one, for

example 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 or 14, preferably all of the amino acid pattern

indicated in SEQ ID NO: 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107 or 108.

The A4-desaturase which is advantageously used in the process of the invention catalyzes the

introduction of a double bondinto the fatty acid docosapentaenoic acid, leading to formation

of docosahexaenoic acid.

It is advantageous for the described process of the invention additionally to introduce further

nucleic acids which code for enzymes of fatty acid or lipid metabolism into the plants in

addition to the nucleic acid sequences which code for polypeptides having a A6-desaturase

activity, a A6-elongase activity, a A5-desaturase activity and a A5-elongase activity, and to

the nucleic acid sequences which are introduced if appropriate and which code for a

polypeptide having an @-3-desaturase activity and/or a A4-desaturaseactivity.

It is possible in principle to use all genes of fatty acid or lipid metabolism in combination

with the nucleic acid sequences used in the process of the invention; genes of fatty acid or

lipid metabolism selected from the group of acyl-CoA dehydrogenase(s), acyl-ACP (acyl

carrier protein) desaturase(s), acyl-ACP thioesterase(s), fatty acid acyltransferase(s),acyl-

CoA:lysophospholipid acyltransferases, fatty acid synthase(s), fatty acid hydroxylase(s),

acetyl-coenzyme A carboxylase(s), acyl-coenzyme A oxidase(s), fatty acid desaturase(s),

fatty acid acetylenases, lipoxygenases, triacylglycerol lipases, allene oxide synthases,

hydroperoxide lyases or fatty acid elongase(s) are preferably used in combination with the

A6-elongase, A6-desaturase, A5-desaturase and the A5-elongase, and if appropriate the 3-

desaturase and/or the A4-desaturase, it being possible to use individual genesor a plurality of

genes in combination.

The nucleic acids used in the process of the invention are advantageously expressed in

vegetative tissues (somatic tissue). Vegetative tissue means in the context of this invention a

tissue which is propagated through mitotic divisions. Tissue of this type also arises through

asexual reproduction (apomixis) and propagation. Propagation is the term used when the

numberof individuals increases in consecutive generations. These individuals arising through

asexual propagation are very substantially identical to their parents. Examples of such tissues

are leaf, flower, root, stalk, runners above or below ground (side shoots, stolons), rhizomes,

14

35 of 1119 CSIRO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 100936 of 1119

10

15

20

25

30

buds, tubers such as root tubers or stem tubers, bulb, brood bodies, brood buds, bulbuls or

turion. Such tissues may also arise through pseudo vivipary, true vivipary or vivipary caused

by humans. However, seeds arising through agamospermy, as are typical of Asteraceae,

Poaceae or Rosaceae, are also included among the vegetative tissues in which expression

advantageously takes place. The nucleic acids used in the process of the invention are

expressed to a small extent or not at all in generative tissue (germ line tissue). Examples of

such tissues are tissues arising through sexual reproduction, i.e. meiotic cell divisions, such

as, for example, seeds arising through sexual processes.

A small extent means that, compared with vegetative tissue, the expression measured at the

RNA and/or protein level is less than 5%, advantageously less than 3%, particularly

advantageously less than 2%, most preferably less than 1; 0.5; 0.25 or 0.125%.

The nucleic acid sequences are particularly preferably expressed in the leaves of the

transgenic plants. This has the advantage that the LCPUFAs produced according to the

invention can be taken in by animals and humansdirectly by consuming the leaves, and no

previous processing of the plant material is necessary.

Expression of the nucleic acid sequences of the invention in the leaf can be achieved by using

constitutive or leaf-specific promoters.

“Constitutive promoters” are promoters which make expression possible in a large number

of, preferably in all, tissues over a substantial period during plant development, preferably

throughout plant development. A promoter from a plant or from a plant virus is preferably

used. The promoter of the CaMV (cauliflower mosaic virus) 35S transcript (Franck et al.

(1980) Cell 21: 285-294), the 19S CaMV promoter (US 5,352,605), the actin promoter from

rice (McElroy et al. (1990) Plant Cell 2: 163-171), the legumin B promoter (GenBank Acc.

No. X03677), the agrobacterium nopaline synthase promoter, the TR dual promoter, the

agrobacterium octopine synthase promoter, the ubiquitin promoter (Holtorf et al. (1995) Plant

Mol. Biol. 29: 637-649), the Smas promoter, the cinnamoyl alcohol dehydrogenase promoter

(US 5,683,439), the promoters of the vacuolar ATPase subunits, the pEMU promoter (Last et

al. (1991) Theor. Appl. Genet. 81: 581-588), the MAS promoter (Velten et al. (1984) EMBO

J. 3(12): 2723-2730), the histone H3 promoter from corn (Lepetit et al. (1992) Mol. Gen.

Genet. 231: 276-285), the promoter of the nitrilase 1 gene from arabidopsis (GenBank Acc.

No. U38846, nucleotides 3862-5325) and the promoter of a proline-rich protein from wheat

15

36 of 1119 CSIRO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 100937 of 1119

10

15

20

25

30

(WO 91/13991) and further promoters which mediate constitutive gene expression. The

promoter of the CaMV 35S transcript is particularly preferred.

It is in principle possible to use all naturally occurring constitutive promoters with their

regulatory sequences like those mentioned above for the novel process. However, it is

likewise possible to use synthetic promoters in addition or alone.

“Leaf-specific promoters” are promoters which show a high activity in the leaf and no or only

low activity in other tissues. “Low activity” means in the context of the invention that the

activity in other tissues is less than 20%, preferably less than 10%, particularly preferably less

than 5% and most preferably less than 3, 2 or 1% of the activity in the leaf. Examples of

suitable leaf-specific promoters are the promoters of the small subunit of rubisco (Timkoet

al. (1985) Nature 318: 579-582) and of the chlorophyll a/b-binding protein (Simpsonetal.

(1985) EMBOJ. 4: 2723-2729).

The skilled worker is aware of further leaf-specific promoters, or he can isolate further

suitable promoters with known methods. Thus, the skilled worker is able to identify leaf-

specific regulatory nucleic acid elements with the aid of conventional methods of molecular

biology, e.g. hybridization experiments or DNA-protein binding studies. This entails for

example inafirst step isolating the total poly(A)’ RNA from leaf tissue of the desired

organism from which the regulatory sequences are to be isolated, and setting up a cDNA

library. In a second step, cDNA clones which are based on poly(A)" RNA molecules from a

non-leaf tissue are used to identify, by means of hybridization, those clones from the first

library whose corresponding poly(A)’ RNA molecules accumulate only in leaf tissue.

Subsequently, these cDNAsidentified in this way are used to isolate promoters which have

leaf-specific regulatory elements. Further PCR-based methods for isolating suitable leaf-

specific promoters are additionally available to the skilled worker.

It is, of course, also possible for the nucleic acid sequences of the present invention to be

expressed in the seeds of the transgenic plants by using seed-specific promoters which are

active in the embryo and/or in the endosperm. Seed-specific promoters can in principle be

isolated both from dicotyledonous and from monocotyledonousplants. Preferred promoters

are listed hereinafter: USP (unknown seed protein) and vicilin (Vicia faba) (Baéumlein et al.

(1991) Mol. Gen Genet. 225(3): 459-467), napin (oilseed rape) (US 5,608,152), conlinin

(flax) (WO 02/102970), acyl-carrier protein (oilseed rape) (US 5,315,001 and WO 92/18634),

oleosin (Arabidopsis thaliana) (WO 98/45461 and WO 93/20216), phaseolin (Phaseolus
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vulgaris) (US 5,504,200), Bce4 (WO 91/13980), legume B4 (LegB4 promoter) (Baumlein et

al. (1992) Plant J. 2(2): 233-239), Lpt2 and Iptl (barley) (WO 95/15389 and WO 95/23230),

seed-specific promoters from rice, corn and wheat (WO 99/16890), Amy32b, Amy 6-6 and

aleurain (US 5,677,474), Bce4 (oilseed rape) (US 5,530,149), glycinin (soybean) (EP 571

741), phosphoenolpyruvate carboxylase (soybean) (JP 06/62870), ADR 12-2 (soybean) (WO

98/08962), isocitrate lyase (oilseed rape) (US 5,689,040) or a-amylase (barley) (EP 781 849).

In a particularly preferred embodiment of the present invention, the nucleic acid sequences

used, especially the nucleic acid sequence which codes for a A5-elongase and which is

modified by comparison with the nucleic acid sequence in the organism from which the

sequence originates by being adapted to the codon usage in one or moreplant species,

preferably the nucleic acid sequence described in SEQ ID NO: 64, are expressed in

generative tissue, especially in the seed. Specific expression in the seed advantageously takes

place by using one of the abovementioned seed-specific promoters, especially using the napin

promoter. In this particularly preferred embodiment, the content of produced LCPUFAs,

especially of the C22 fatty acids, in the seed oil is at least 5% by weight, advantageously at

least 6, 7, 8, 9 or 10% by weight, preferably at least 11, 12, 13, 14 or 15% by weight,

particularly preferably at least 16, 17, 18, 19 or 20% by weight, very particularly preferably

at least 25, 30, 35 or 40% by weight, of the seed oil content. In a further particularly preferred

embodiment with the nucleic acid sequence described in SEQ ID NO:63, the content of C22

fatty acids in the seed oil is at least 8% by weight of the seed oil content.

In a further particularly preferred embodiment of the present invention, the nucleic acid

sequences used, especially the nucleic acid sequence which codes for a A5-elongase and

which is modified by comparison with the nucleic acid sequence in the organism from which

the sequence originates by being adapted to the codon usage in one or more plant species,

preferably the nucleic acid sequence described in SEQ ID NO: 64, are expressed in

generative tissue, especially in the seed. Specific expression in the seed advantageously takes

place by using one of the abovementioned seed-specific promoters, especially using the napin

promoter. In this particularly preferred embodiment, the content of docosahexaenoic acid in

the seed oil is at least 1% by weight, preferably at least 1.1, 1.2, 1.3, 1.4 or 1.5% by weight,

particularly preferably at least 1.6, 1.7, 1.8 or 1.9% by weight, especially at least 2, 2.1, 2.2,

2.3, 2.4, 2.5, 2.6, 2.7, 2.8 or 2.9% by weight, further preferably at least 3, 3.5 or 4% by

weight of the seed oil content. In a further particularly preferred embodiment with the nucleic

acid sequence described in SEQ ID NO:63, the content of docosahexaenoic acid in the seed
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oil is at least 1.9% by weight of the seed oil content. It is known to the skilled worker in this

connection that to produce docosahexaenoic acid additionally one or more nucleic acid

sequences which codes for a polypeptide having the activity of a A4-desaturase activity are

required. A nucleic acid sequence which codes for a polypeptide having the activity of a

A4-desaturase activity is advantageously selected from the group consisting of nucleic acid

sequences having the sequence depicted in SEQ ID NO:77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91 or 93,

preferably having the sequence depicted in SEQ ID NO:77.

In a further particularly preferred embodiment of the present invention, the nucleic acid

sequences used, especially the nucleic acid sequence which codes for a A5-elongase and

which is modified by comparison with the nucleic acid sequence in the organism from which

the sequence originates by being adapted to the codon usage in one or more plant species,

preferably the nucleic acid sequence described in SEQ ID NO: 64, are expressed in

generative tissue, especially in the seed. Specific expression in the seed advantageously takes

place by using one of the abovementioned seed-specific promoters, especially using the napin

promoter. In this particularly preferred embodiment, the content of docosahexaenoic acid in

the seed oil is at least 1% by weight, preferably at least 1.1, 1.2, 1.3, 1.4 or 1.5% by weight,

particularly preferably at least 1.6, 1.7, 1.8 or 1.9% by weight, especially at least 2, 2.1, 2.2,

2.5, 2.6, 2.7, 2.8 or 2.9% by weight, further preferably at least 3, 3.5 or 4% by weight of the

seed oil content. In this case, the content of the produced LCPUFAs,especially of the C22

fatty acids, in the seed oil is at least 5% by weight, advantageously at least 6, 7, 8, 9 or 10%

by weight, preferably at least 11, 12, 13, 14 or 15% by weight, particularly preferably at least

16, 17, 18, 19 or 20% by weight, very particularly preferably at least 25, 30, 35 or 40% by

weight of the seed oil content. In a further particularly preferred embodiment with the nucleic

acid sequence described in SEQ ID NO:63, the content of docosahexaenoic acid in the seed

oil is at least 1.9% by weight of the seed oil content, with the content of C22 fatty acids in the

seed oil being at least 8% by weight of the seed oil content.

Plant gene expression can also be achieved via a chemically inducible promoter (see a review

in Gatz (1997) Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol., 48:89-108). Chemically inducible

promoters are particularly suitable when it is desired that the gene expression takes place in a

time-specific manner. Examples of such promoters are a salicylic-acid-inducible promoter

(WO 95/19443), a tetracyclin-inducible promoter (Gatz et al. (1992) Plant J. 2, 397-404) and

an ethanol-inducible promoter.
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Promoters which respondto biotic or abiotic stress conditions are also suitable, for example

the pathogen-induced PRP1 gene promoter (Ward et al., Plant. Mol. Biol. 22 (1993) 361-

366), the heat-inducible tomato hsp80 promoter (US 5,187,267), the chill-inducible potato

alpha-amylase promoter (WO 96/12814) or the wound-inducible pinII promoter (EP-A-0 375

091).

Other promoters whichare also particularly suitable are those which bring about the plastid-

specific expression, since plastids constitute the compartment in which precursors and some

end products of lipid biosynthesis are synthesized. Suitable promoters, such as the viral RNA

polymerase promoter, are described in WO 95/16783 and WO 97/06250, and the Arabidopsis

clpP promoter, described in WO 99/46394.

It will be appreciated that the polyunsaturated fatty acids produced accordingto the invention

can be produced not only in intact transgenic plants but also in plant cell cultures or in callous

cultures.

The polyunsaturated fatty acids produced in the process are advantageously bound in

phospholipids and/or triacylglycerides, but may also occur as free fatty acids or else bound in

the form of other fatty acid esters in the organisms. They may in this connection be present as

“pure products” or else advantageously in the form of mixtures of various fatty acids or

mixtures of different phospholipids such as phosphatidylglycerol, phosphatidylcholine,

phosphatidylethanolamine and/or phosphatidylserine and/or triacylglycerides, monoacyl-

glycerides and/or diacylglycerides. The LCPUFAs EPA, DPA and DHA produced in the

process are advantageously present in phosphatidylcholine and/or phosphatidylethanolamine

and/or in the triacylglycerides. The triacylglycerides may additionally also comprise further

fatty acids such as short-chain fatty acids having 4 to 6 C atoms, medium-chain fatty acids

having 8 to 12 C atomsor long-chain fatty acids having 14 to 24 C atoms. They preferably

comprise long-chain fatty acids, particularly preferably C29 or C22 fatty acids.

The term “glyceride” is understood as meaning glycerol esterified with one, two or three

carboxyl radicals (mono-, di- or triglyceride). “Glyceride” is also understood as meaning a

mixture of various glycerides. The glyceride is preferably a triglyceride. The glyceride or

glyceride mixture can comprise further additions, for example free fatty acids, antioxidants,

proteins, carbohydrates, vitamins and/or other substances.

A*glyceride” for the purposes of the process according to the invention is furthermore

understood as meaning derivatives which are derived from glycerol. In addition to the above-
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described fatty acid glycerides, these also include glycerophospholipids and glyceroglyco-

lipids. Preferred examples which may be mentioned here are the glycerophospholipids such

as lecithin (phosphatidylcholine), cardiolipin, phosphatidylglycerol, phosphatidylserine and

alkylacylglycerophospholipids.

Phospholipids are to be understood as meaning, for the purposes of the invention,

phosphatidylcholine, phosphatidylethanolamine, phosphatidylserine, phosphatidylglycerol

and/or phosphatidylinositol.

The fatty acid esters with polyunsaturated Cjg-, C29- and/or C22-fatty acid molecules can be

isolated in the form of an oil or lipid, for example in the form of compounds such as

sphingolipids, phosphoglycerides, lipids, glycolipids such as_ glycosphingolipids,

phospholipids such as phosphatidylethanolamine, phosphatidylcholine, phosphatidylserine,

phosphatidylglycerol, phosphatidylinositol or diphosphatidylglycerol, monoacylglycerides,

diacylglycerides, triacylglycerides or other fatty acid esters such as the acetyl-coenzyme A

esters which comprise the polyunsaturated fatty acids with at least two, three or four,

preferably four, five or six double bonds, from the useful plants which have been usedfor the

preparation of the fatty acid esters; advantageously, they are isolated in the form of their

diacylglycerides, triacylglycerides and/or in the form of the phosphatidyl ester, especially

preferably in the form of the_tnacylglycerides, phosphatidylcholine and/or

phosphatidylethanolamine. In addition to these esters, the polyunsaturated fatty acids are also

present in the plants as free fatty acids or bound in other compounds. Asa rule, the various

abovementioned compounds (fatty acid esters and free fatty acids) are present in the

organisms with an approximate distribution of 80 to 90% by weight of triglycerides, 2 to 5%

by weight of diglycerides, 5 to 10% by weight of monoglycerides, 1 to 5% by weight of free

fatty acids, 2 to 8% by weight of phospholipids, the total of the various compounds

amounting to 100% by weight.

The LCPUFAsproduced in the process of the invention are produced with a content of at

least 4% by weight, advantageously of at least 5, 6, 7, 8, 9 or 10% by weight, preferably of at

least 11, 12, 13, 14 or 15% by weight, particularly preferably of at least 16, 17, 18, 19, or

20% by weight, very particularly preferably of at least 25, 30, 35 or 40% by weight based on

the total fatty acids in the transgenic plant. The fatty acids EPA, DPA and/or DHA produced

in the process of the invention are moreoverpresent with a content of in each caseat least 5%

by weight, preferably of in each caseat least 6, 7, 8 or 9% by weight, particularly preferably
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of in each case at least 10, 11 or 12% by weight, most preferably of in each case at least 13,

14, 15, 16, 17, 18, 19 or 20% by weight based on the total fatty acids in the transgenic plant.

The fatty acids are advantageously produced in bound form. It is possible with the aid of the

nucleic acids used in the process of the invention for these unsaturated fatty acids to be put on

the snl, sn2 and/or sn3 position of the advantageously produced triacylglycerides.

Advantageously, at least 11% of the triacylglycerides are doubly substituted (meaning on the

snl and sn2 or sn2 and sn3 positions). Triply substituted triacylglycerides are also detectable.

Since a plurality of reaction steps take place from the starting compounds linoleic acid

(C18:2) and linolenic acid (C18:3), the final products of the process, such as, for example,

arachidonic acid (ARA) or eicosapentaenoic acid (EPA), do not result as absolute pure

products; traces or larger amounts of the precursors are always also present in the final

product. If, for example, both linoleic acid and linolenic acid are present in the initial plant,

the final products such as ARA or EPA and/or DPA and/or DHAarealso present as mixtures.

The precursors should advantageously amount to not more than 20% by weight, preferably

not more than 15% by weight, particularly preferably not as 10% by weight, very particularly

preferably not more than 5% by weight based on the amountof the respective final product.

Advantageously, only ARA or EPA and/or DPA and/or DHAare produced in the process of

the invention, boundoras free acids, as final products in a transgenic plant.

Fatty acid esters or fatty acid mixtures produced by the process of the invention

advantageously comprise 6 to 15% palmitic acid, 1 to 6% stearic acid; 7-85% oleic acid; 0.5

to 8% vaccenic acid, 0.1 to 1% arachic acid, 7 to 25% saturated fatty acids, 8 to 85%

monounsaturated fatty acids and 60 to 85% polyunsaturated fatty acids, in each case based on

100% and on the total fatty acid content of the organisms. Preferably at least 0.1; 0.2; 0.3;

0.4; 0.5; 0.6; 0.7; 0.8; 0.9 or 1% arachidonic acid in the total fatty acid content, are present as

advantageous polyunsaturated fatty acid in the fatty acid ester or fatty acid mixtures. The

fatty acid esters or fatty acid mixtures produced by the process of the invention further

advantageously comprise fatty acids selected from the group of fatty acids erucic acid (13-

docosaenoic acid), sterculic acid (9,10-methyleneoctadec-9-enonic acid), malvalic acid (8,9-

methyleneheptadec-8-enonic acid), chaulmoogric acid (cyclopentenedodecanoic acid), furan

fatty acid (9,12-epoxyoctadeca-9,11-dienonic acid), vernonic acid (9,10-epoxyoctadec-12-

enonic acid), taric acid (6-octadecynonic acid), 6-nonadecynonic acid, santalbic acid (t11-

octadecen-9-ynoic acid), 6,9-octadecenynonic acid, pyrulic acid (t10-heptadecen-8-ynonic

acid), crepenynic acid (9-octadecen-12-ynonic acid) 13,14-dihydrooropheic acid, octadecen-
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13-ene-9,11-diynonic acid, petroselenic acid (cis-6-octadecenonic acid), 9c,12t-

octadecadienoic acid, calendulic acid (8t10t12c-octadecatrienoic acid, catalpic acid

(9t11t13c-octadecatrienoic acid), eleosteric acid (9cl 1t13t-octadecatrienoic acid), jacaric acid

(8c10t12c-octadecatrienoic acid), punicic acid (9cl1t13c-octadecatrienoic acid), parinaric

acid (9cl1t13t15c-octadecatetraenoic acid) pinolenic acid (all-cis-5,9,12-octadecatrienoic

acid), laballenic acid (5,6-octadecadienallenic acid), ricinoleic acid (12-hydroxyoleic acid)

and/or coriolic acid (13-hydroxy-9c,llt-octadecadienonic acid). In general, the

aforementioned fatty acids are advantageously present only in traces in the fatty acid esters or

fatty acid mixtures produced by the process of the invention, meaning that their occurrence,

based on the total fatty acid content, is less than 30%, preferably less than 25%, 24%, 23%,

22% or 21%, particularly preferably less than 20%, 15%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6% or 5%, very

particularly preferably less than 4%, 3%, 2% or 1%. In a further preferred form of the

invention the occurrence of these aforementioned fatty acids, based on the total fatty acids, is

less than 0.9%; 0.8%; 0.7%; 0.6% or 0.5%, particularly preferably less than 0.4%; 0.3%;

0.2%; 0.1%. The fatty acid esters or fatty acid mixtures produced by the process of the

invention advantageously comprise less than 0.1% based on the total fatty acids and/or no
: : ste : : : A3,8,12,15,18,21

butyric acid, no cholesterol and no nisinic acid (tetracosahexaenoic acid, C23:60°"°" """).

It is possible through the nucleic acid sequences used in the process of the invention to

achieve an increase in the yield of LCPUFAs in the transgenic plants of at least 50%,

advantageously of at least 80%, particularly advantageously of at least 100%, very

particularly advantageously of at least 150%, compared with the non-transgenic plants.

Chemically pure polyunsaturated fatty acids or fatty acid compositions can also be

synthesized by the processes described above. To this end, the fatty acids or the fatty acid

compositions are isolated from the plants in the known manner, for example via extraction,

distillation, crystallization, chromatography or a combination of these methods. These

chemically pure fatty acids or fatty acid compositions are advantageous for applications in

the food industry sector, the cosmetic sector and especially the pharmacological industry

sector.

In principle, all dicotyledonous or monocotyledonous useful plants are suitable for the

process of the invention. Useful plants mean plants which serve to produce foods for humans

and animals, to produce other consumables, fibers and pharmaceuticals, such as cereals, e.g.

com, rice, wheat, barley, millet, oats, rye, buckwheat; such as tubers, e.g. potato, cassava,

sweet potato, yams etc.; such as sugar plants e.g. sugarcane or sugarbeet; such as legumes,
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e.g. beans, peas, broad bean etc.: such as oil and fat crops, e.g. soybean, oilseed rape,

sunflower, safflower, flax, camolina etc., to mention only a few. Advantageous plants are

selected from the group of plant families consisting of the families of Aceraceae,

Actinidiaceae, Anacardiaceae, Apiaceae, Arecaceae, Asteraceae, Arecaceae, Betulaceae,

Boraginaceae, Brassicaceae, Bromeliaceae, Cannabaceae, Cannaceae, Caprifoliaceae,

Chenopodiaceae, Convolvulaceae, Cucurbitaceae, Dioscoreacea, Elaeagnaceae, Ericceae,

Euphorbiaceae, Fabaceae, Fagaceae, Grossulariaceae, Juglandaceae, Lauraceae, Liliaceae,

Linaceae, Malvaceae, Moraceae, Musaceae, Oleaceae, Oxalidaceae, Papaveraceae, Poaceae,

Polygonaceae, Punicaceae, Rosaceae, Rubiaceae, Rutaceae, Scrophulariaceae, Solanaceae,

Sterculiaceae and Valerianaceae.

Examples which may be mentioned are the following plants: Anacardiaceae such as the

genera Pistacia, Mangifera, Anacardium, for example the genus and species Pistacia vera

[pistachio], Mangifer indica (mango) or Anacardium occidentale (cashew), Asteraceae such

as the genera Calendula, Carthamus, Centaurea, Cichorium, Cynara, Helianthus, Lactuca,

Locusta, Tagetes, Valeriana, e.g. the genus and species Calendula officinalis (common

marigold), Carthamus tinctorius (safflower), Centaurea cyanus (comflower), Cichorium

intybus (chicory), Cynara scolymus (artichoke), Helianthus annus (sunflower), Lactuca

sativa, Lactuca crispa, Lactuca esculenta, Lactuca scariola L. ssp. sativa, Lactus scariola L.

var. integrata, Lactuca scariola L. var. integrifolia, Lactuca sativa subsp. romana, Locusta

communis, Valeriana locusta (lettuce), Tagetes lucida, Tagetes erecta or Tagetes tenuifolia

(French marigold), Apiaceae such as the genus Daucus, e.g. the genus and species Daucus

carota (carrot), Betulaceae such as the genus Corylus, e.g. the genera and species Corylus

avellana or Corylus colurna (hazelnut), Boraginaceae such as the genus Borago, e.g. the

genus and species Borago officinalis (borage), Brassicaceae such as the genera Brassica,

Camelina, Melanosinapis, Sinapis, Arabadopsis, e.g. the genera and species Brassica napus,

Brassica rapa ssp. (oilseed rape), Sinapis arvensis Brassica juncea, Brassica juncea var.

juncea, Brassica juncea var. crispifolia, Brassica juncea var. foliosa, Brassica nigra, Brassica

sinapioides, Camelina sativa, Melanosinapis communis (mustard), Brassica oleracea (feed

beet) or Arabidopsis thaliana, Bromeliaceae such as the genera Anana, Bromelia (pineapple),

e.g. the genera and species Anana comosus, Ananas ananas or Bromelia comosa(pineapple),

Caricaceae such as the genus Carica such as the genus and species Carica papaya (papaya),

Cannabaceae such as the genus Cannabis such as the genus and species Cannabis sative

(hemp), Convolvulaceae such as the genera Ipomoea, Convolvulus, e.g. the genera and
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species Ipomoea batatus, Ipomoea pandurata, Convolvulus batatas, Convolvulus tiliaceus,

Ipomoea fastigiata, Ipomoea tiliacea, Ipomoea triloba or Convolvulus panduratus (sweet

potato, batate), Chenopodiaceae such as the genus Beta such as the genera and species Beta

vulgaris, Beta vulgaris var. altissima, Beta vulgaris var. vulgaris, Beta maritima, Beta

vulgaris var. perennis, Beta vulgaris var. conditiva or Beta vulgaris var. esculenta (sugarbeet),

Cucurbitaceae such as the genus Cucubita, e.g. the genera and species Cucurbita maxima,

Cucurbita mixta, Cucurbita pepo or Cucurbita moschata (pumpkin), Elaeagnaceae such as

the genus Elaeagnus, e.g. the genus and species Olea europaea (olive), Ericaceae such as the

genus Kalmia, e.g. the genera and species Kalmia latifolia, Kalmia angustifolia, Kalmia

microphylla, Kalmia polifolia, Kalmia occidentalis, Cistus chamaerhodendros or Kalmia

lucida (mountain laurel), Euphorbiaceae such as the genera Manihot, Janipha, Jatropha,

Ricinus, e.g. the genera and species Manihot utilissima, Janipha manihot, Jatropha manihot,

Manihot aipil, Manihot dulcis, Manihot manihot, Manihot melanobasis, Manihot esculenta

(cassava) or Ricinis communis (castor oil plant), Fabaceae such as the genera Pisum, Albizia,

Cathormion, Feuillea, Inga, Pithecolobium, Acacia, Mimosa, Medicajo, Glycine, Dolichos,

Phaseolus, Soja, e.g. the genera and species Pisum sativum, Pisum arvense, Pisum humile

(pea), Albizia berteriana, Albizia julibrissin, Albizia lebbeck, Acacia berteriana, Acacia

littoralis, Albizia berteriana, Albizia berteriana, Cathormion berteriana, Feuillea berteriana,

Inga fragrans, Pithecellobium berterianum, Pithecellobium fragrans, Pithecolobium

berterianum, Pseudalbizzia berteriana, Acacia julibrissin, Acacia nemu, Albizia nemu,

Feuilleea julibrissin, Mimosa julibrissin, Mimosa speciosa, Sericanrda julibrissin, Acacia

lebbeck, Acacia macrophylla, Albizia lebbek, Feuilleea lebbeck, Mimosa lebbeck, Mimosa

speciosa (acacia), Medicago sativa, Medicago falcata, Medicago varia (alfalfa) Glycine max

Dolichos soja, Glycine gracilis, Glycine hispida, Phaseolus max, Soja hispida or Soja max

(soybean), Geraniaceae such as the genera Pelargonium, Cocos, Oleum, e.g. the genera and

species Cocos nucifera, Pelargonium grossularioides or Oleum cocois (coconut), Gramineae

such as the genus Saccharum, eg. the genus and species Saccharum officinarum,

Juglandaceae such as the genera Juglans, Wallia, e.g. the genera and species Juglans regia,

Juglans ailanthifolia, Juglans sieboldiana, Juglans cinerea, Wallia cinerea, Juglans bixbyi,

Juglans californica, Juglans hindsii, Juglans intermedia, Juglans jamaicensis, Juglans major,

Juglans microcarpa, Juglans nigra or Wallia nigra (walnut), Lauraceae such as the genera

Persea, Laurus, e.g. the genera and species Laurus nobilis (bay), Persea americana, Persea

gratissima or Persea persea (avocado), Leguminosae such as the genus Arachis. e.g. the genus

and species Arachis hypogaea (peanut), Linaceae such as the genera Linum, Adenolinum,
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e.g. the genera and species Linum usitatissimum, Linum humile, Linum austriacum, Linum

bienne, Linum angustifolium, Linum catharticum, Linum flavum, Linum grandiflorum,

Adenolinum grandiflorum, Linum lewisii, Linum narbonense, Linum perenne, Linum

perennevar. lewisii, Linum pratense or Linum trigynum (flax), Lythrarieae such as the genus

Punica, e.g. the genus and species Punica granatum (pomegranate), Malvaceae such as the

genus Gossypium, e.g. the genera and species Gossypium hirsutum, Gossypium arboreum,

Gossypium barbadense, Gossypium herbaceum or Gossypium thurberi (cotton), Musaceae

such as the genus Musa, e.g. the genera and species Musa nana, Musa acuminata, Musa

paradisiaca, Musa spp. (banana), Onagraceae such as the genera Camissonia, Oenothera, e.g.

the genera and species Oenothera biennis or Camissonia brevipes (evening primrose), Palmae

such as the genus Elaeis, e.g. the genus and species Elaeis guineensis (oil palm),

Papaveraceae such as the genus Papaver, e.g. the genera and species Papaver orientale,

Papaver rhoeas, Papaver dubium (poppy), Pedaliaceae such as the genus Sesamum e.g the

genus and species Sesamum indicum (sesame), Piperaceae such as the genera Piper,

Artanthe, Peperomia, Steffensia, e.g. the genera and species Piper aduncum, Piper amalago,

Piper angustifolium, Piper auritum, Piper betel, Piper cubeba, Piper longum, Piper nigrum,

Piper retrofractum, Artanthe adunca, Artanthe elongata, Peperomia elongata, Piper

elongatum, Steffensia elongata (cayenne pepper), Poaceae such as the genera Hordeum,

Secale, Avena, Sorghum, Andropogon, Holcus, Panicum, Oryza, Zea (corn), triticum, e.g. the

genera and species Hordeum vulgare, Hordeum jubatum, Hordeum murinum, Hordeum

secalinum, Hordeum distichon, Hordeum aegiceras, Hordeum hexastichon, Hordeum

hexastichum, Hordeum irregulare, Hordeum sativum, Hordeum secalinum (barley), Secale

cereale (rye), Avena sativa, Avena fatua, Avena byzantina, Avena fatua var. sativa, Avena

hybrida (oats), Sorghum bicolor, Sorghum halepense, Sorghum saccharatum, Sorghum

vulgare, Andropogon drummondii, Holcus bicolor, Holcus sorghum, Sorghum aethiopicum,

Sorghum arundinaceum, Sorghum caffrorum, Sorghum cermuum, Sorghum dochna, Sorghum

drummondii, Sorghum durra, Sorghum guineense, Sorghum lanceolatum, Sorghum

nervosum, Sorghum saccharatum, Sorghum subglabrescens, Sorghum verticilliflorum,

Sorghum vulgare, Holcus halepensis, Sorghum miliaceum, Panicum militaceum (millet),

Oryza sativa, Oryza latifolia (rice), Zea mays (corm), Triticum aestivum, Triticum durum,

Triticum turgidum, Triticum hybernum, Triticum macha, Triticum sativum or Triticum

vulgare (wheat), Porphyridiaceae such as the genera Chroothece, Flintiella, Petrovanella,

Porphyridium, Rhodella, Rhodosorus, Vanhoeffenia, e.g. the genus and species Porphyridium

cruentum, Proteaceae such as the genus Macadamia, e.g. the genus and species Macadamia
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intergrifolia (macadamia), Rubiaceae such as the genus Coffea, e.g. the genera and species

Coffea spp., Coffea arabica, Coffea canephora or Coffea liberica (coffee), Scrophulariaceae

such as the genus Verbascum, e.g. the genera and species Verbascum blattaria, Verbascum

chaixii, Verbascum densiflorum, Verbascum lagurus, Verbascum longifolium, Verbascum

lychnitis, Verbascum nigrum, Verbascum olympicum, Verbascum phlomoides, Verbascum

phoenicum, Verbascum pulverulentum or Verbascum thapsus (mullein), Solanaceae such as

the genera Capsicum, Nicotiana, Solanum, Lycopersicon, e.g. the genera and species

Capsicum annuum, Capsicum annuum var. glabriusculum, Capsicum frutescens (pepper),

Capsicum annuum (paprika), Nicotiana tabacum, Nicotiana alata, Nicotiana attenuata,

Nicotiana glauca, Nicotiana langsdorffii, Nicotiana obtusifolia, Nicotiana quadrivalvis,

Nicotiana repanda, Nicotiana rustica, Nicotiana sylvestris (tobacco), Solanum tuberosum

(potato), Solanum melongena (aubergine), Lycopersicon esculentum, Lycopersicon

lycopersicum, Lycopersicon pyriforme, Solanum integrifolium or Solanum lycopersicum

(tomato), Sterculiaceae such as the genus Theobroma, e.g. the genus and species Theobroma

cacao (cocoa), or Theaceae such as the genus Camellia, e.g. the genus and species Camellia

sinensis (tea).

In an advantageous embodiment of the process, the useful plants used are oil fruit plants

which comprise large amounts of lipid compounds, such as peanut, oilseed rape, canola,

sunflower, safflower (Carthamustinctoria), poppy, mustard, hemp, castor-oil plant, olive,

sesame, Calendula, Punica, evening primrose, verbascum, thistle, wild roses, hazelnut,

almond, macadamia, avocado, bay, pumpkin/squash, flax, soybean, pistachios, borage, trees

(oil palm, coconut or walnut) or arable crops such as maize, wheat, rye, oats, triticale, rice,

barley, cotton, cassava, pepper, Tagetes, Solanaceae plants such as potato, tobacco, egg plant

and tomato, Vicia species, pea, alfalfa or bushy plants (coffee, cacao, tea), Salix species, and

perennial grasses and fodder crops. Advantageous plants according to the invention are oil

fruit plants such as peanut, oilseed rape, canola, sunflower, safflower, poppy, mustard, hemp,

castor-oil plant, olive, Calendula, Punica, evening primrose, pumpkin/squash, flax, soybean,

borage, trees (oilpalm, coconut). Especially preferred are plants which are high in C18:2-

and/or C18:3-fatty acids, such as sunflower, safflower, tobacco, verbascum, sesame, cotton,

pumpkin/squash, poppy, evening primrose, walnut, flax, hemp or thistle. Very especially

preferred plants are plants such as safflower, sunflower, poppy, evening primrose, walnut,

flax, or hemp.
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It is also advantageous to express the nucleic acid sequences of the invention in the leaves of

feed or food plants and thus to increase the content of eicosapentaenoic acid,

docosapentaenoic acid and/or docosahexaenoic acid in the leaves. Preferred feed plants are,

for example, trefoil species such as red clover (Trifolium pratense), white clover (Trifolium

repens), alsike clover (Trifolium hybridum), sainfoin (Onobrychis viccifolia), Egyptian

clover (Trifolium alexandrinium) and Persian clover (Trifolium resupinatum). Preferred food

plants are for instance lettuce species such as Lactuca sativa, Lactuca crispa, Lactuca

esculenta, Lactuca scariola L. ssp. sativa, Lactuca scariola L. var. integrata, Lactuca scariola

L. var. integrifolia, Lactuca sativa subsp. romana, Locusta communis and Valerianalocusta.

It is possible through the enzymatic activity of the nucleic acid sequences which are used in

the process of the invention and which code for polypeptides having A6-elongase, A6-

desaturase, A5-desaturase and/or A5-elongase activity, advantageously in combination with

nucleic acid sequences which code for polypeptides having w3-desaturase and/or A4-

desaturase activity, and further nucleic acid sequences which code for polypeptides of fatty

acid or lipid metabolism, such as further polypeptides having A5-, A6-, A8-, Al2-desaturase

or A5-, A6- or A9-elongase activity, to produce a wide variety of polyunsaturated fatty acids

in the process of the invention. Depending on the useful plants chosen for use in the process

of the invention, mixtures of the various polyunsaturated fatty acids or individual

polyunsaturated fatty acids such as EPA, DPA or DHAcan be produced in free or bound

form. Depending on the prevailing fatty acid composition in the starting plant (C18:2 or

C18:3 fatty acids), the resulting fatty acids are derived from C18:2 fatty acids, such as GLA,

DGLAor ARA orare derived from C18:3 fatty acids, such as EPA, DPA or DHA.If the only

unsaturated fatty acid present in the plant used for the process is linoleic acid (LA,

C18:2°""), the only possible products of the process are GLA, DGLA and ARA, which may

be present as free fatty acids or bound.If the only unsaturated fatty acid present in the plant

used in the process is a-linolenic acid (ALA, C18:3°7"”""°

possible products of the process are SDA, ETA, EPA, DPA and/or DHA, which may be

), for example as in flax, the only

present as described aboveas free fatty acids or bound.It is possible to produce in a targeted

manneronly individual products in the plant by modifying the activity of the enzymes used in

the process and involved in the synthesis A6-elongase, A6-desaturase, A5-desaturase and/or

A6-elongase, advantageously in combination with further genes of lipid or fatty acid

metabolism. Advantageously, only EPA, DPA or DHA or mixtures thereof are synthesized.

Since the fatty acids are synthesized in biosynthesis chains, the respective final products are
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not present as pure substances in the organisms. Small amounts of the precursor compounds

are always also present in the final product. These small amounts are less than 20% by

weight, advantageously less than 15% by weight, particularly advantageously less than 10%

by weight, very particularly advantageously less than 5, 4, 3, 2 or 1% by weight based on the

final products EPA, DPA or DHAor mixturesthereof.

To increase the yield in the process according to the invention for the production of oils

and/or triglycerides with a polyunsaturated fatty acid, content which is advantageously

increased, it is advantageous to increase the amount of starting product for the synthesis of

fatty acids. This can be achieved for example by introducing a nucleic acid which encodes a

polypeptide with Al2-desaturase into the organism. This is particularly advantageous in

useful plants, such as oil-producing plants such as plants of the Brassicaceae family, such as

the genus Brassica, for example rape; the Elaeagnaceae family, such as the genus Elaeagnus,

for example the genus and species Olea europaea or the family Fabaceae, such as the genus

Glycine, for example the genus and species Glycine max, which are high in oleic acid. Since

these organisms have an only low linoleic acid content (Mikoklajczak et al. (1961) Journal of

the American Oil Chemical Society 38: 678 - 681) it is advantageous to use said A12-

desaturases for producing the starting material linolenic acid from oleic acid. It is also

possible in addition for the starting fatty acids to be provided from outside, but this is less

preferred for reasonsofcost.

Mosses and algae are the only plant systems known to produce considerable amounts of

polyunsaturated fatty acids such as arachidonic acid (ARA) and/or eicosapentaenoic acid

(EPA) and/or docosahexaenoic acid (DHA). Mosses comprise PUFAs in membranelipids,

whereas algae, organisms related to algae, and some fungi also accumulate substantial

amounts of PUFAs in the triacylglycerol fraction. Nucleic acid molecules isolated from

strains which accumulate PUFAsalso in the triacylglycerol fraction are therefore particularly

advantageous for the process of the invention and thus for modifying the lipid and PUFA

production system in a plant such as a useful plant such as an oil crop plant, for example

oilseed rape, canola, flax, hemp, soybean, sunflower, borage. They can therefore

advantageously be used in the process of the invention.

Nucleic acids used in the process of the invention are advantageously derived from plants

such as algae, for example algae of the family of Prasinophyceae such as from the genera

Heteromastix, Mammella, Mantoniella, Micromonas, Nephroselmis, Ostreococcus,

Prasinocladus, Prasinococcus, Pseudoscourfielda, Pycnoocus, Pyramimonas, Scherffelia or
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Tetraselmis such as the genera and species Heteromastix longifillis, Mamiella gilva,

Mantoiella squamata, Micromonas pusilla, Nephroselmis olivacea, Nephroselmis pyriformis,

Neproselmis rotunda, Ostreococcus tauri, Ostreococcus sp. Prasinocladus ascus,

Prasinocladus lubricus, Pycnococcus provasolii, Pyramimonas amylifera, Pyramimonas

disomata, Pyramimonas obovata, Pyramimonas. orientalis, Pyramimonas _parkae,

Pyramimonas spinefera, Pyramimonassp., Tetraselmis apiculta, Tetraselmis carteriaformis,

Tetraselmis chui, Tetraselmis convolutae, Tetraselmis desikacharyi, Tetraselmis gracilis,

Tetraselmis hazeni, Tetraselmis impellucida, Tetraselmis inconspicua, Tetraselmis levis,

Tetraselmis maculata, Tetraselmis marina, Tetraselmis striata, Tetraselmis subcordiformis,

Tetraselmis suecica, Tetraselmis tetrabrachia, Tetraselmis tetrathele, Tetraselmis verrucosa,

Tetraselmis verrucosa fo. rubens or Tetraselmis sp. or algae from the family Euglenacease

such as from the genera Ascoglena, Astasia, Colacium, Cyclidiopsis, Euglena, Euglenopsis,

Hyalophacus, Khawkinea, Lepocinclis, Phacus, Strombomonas or Trachelomonassuchas the

genera and species Euglena acus, Euglena geniculata, Euglena gracilis, Euglena

mixocylindracea, Euglena rostrifera, Euglena viridis, Colacium stentortum, Trachelomonas

cylindrica or Trachelomonasvolvocina.

Further advantageous plants are algae such as Isochrysis or Crypthecodinium, algae/diatoms

such as Thalassiosira or Phaeodactylum, mosses such as Physcomitrella or Ceratodon or

higher plants such as the Primulaceae such as Aleuritia, Calendula stella, Osteospermum

spinescens or Osteospermum hyoseroides, microorganisms such as fungi such as Aspergillus,

Thraustochytrium, Phytophthora, Entomophthora, Mucor or Mortierella, bacteria such as

shewanella, yeasts or animals such as nematodes such as Caenorhabditis, insects, frogs, sea

cucumbers or fishes. The nucleic acid sequences isolated according to the invention are

advantageously derived from an animal from the order of vertebrates. The nucleic acid

sequencesare preferably derived from the class of Vertebrata; Euteleostomi, Actinopterygii;

Neopterygii; Teleostei; Euteleostei, Protacanthopterygii, Salmoniformes; Salmonidae or

Oncorhynchus or Vertebrata, Amphibia, Anura, Pipidae, Xenopus or Evertebrata such as

Protochordata, Tunicata, Holothuroidea, Cionidae such as Amaroucium constellatum,

Botryllus schlosseri, Ciona intestinalis, Molgula citrina, Molgula manhattensis, Perophora

viridis or Styela partita. The nucleic acids are particularly advantageously derived from fungi,

animals or from plants such as algae or mosses, preferably from the order of Salmoniformes

such as of the family of Salmonidae such as of the genus Salmo, for example from the genera

and species Oncorhynchus mykiss, Trutta trutta or Salmotrutta fario, from algae such as the
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genera Mantoniella or Ostreococcus or from the diatoms such as the genera Thalassiosira or

Phaeodactylum or from algae such as Crypthecodinium.

In a preferred embodiment, the process further comprises the step of obtaining a cell or a

whole plant which comprises the nucleic acid sequences which are used in the process and

which code for a A6-desaturase, A6-elongase, A5-desaturase and/or A5-elongase and, if

appropriate, nucleic acid sequences which code for an @3-desaturase and/or a A4-desaturase,

it being possible for the cell and/or the useful plant also to comprise further nucleic acid

sequencesoflipid or fatty acid metabolism. The nucleic acid sequences preferably used in the

process are for expression advantageously incorporated into at least one gene construct and/or

a vector as described hereinafter, alone or in combination with further nucleic acid sequences

which code for proteins of fatty acid or lipid metabolism, and finally transformed into the cell

or plant. In a further preferred embodiment, this process further comprises the step of

obtaining the oils, lipids or free fatty acids from the useful plants, The cell produced in this

way or the useful plant produced in this way is advantageously a cell of an oil-producing

plant, vegetable plant, lettuce plant, or ornamental plant or the plant itself as stated above.

Growing means for the cultivation in the case of plant cells, tissue or organs on or in a

nutrient medium or of the whole plant on or in a substrate, for example in hydroculture,

flower pot soil or on an arable field.

For the purposes of the invention, "transgenic" or "recombinant" means with regard to, for

example, a nucleic acid sequence, an expression cassette (= gene construct) or a vector

comprising the nucleic acid sequences used in the process according to the invention or a

plant transformed with the nucleic acid sequences, expression cassette or vector used in the

process according to the invention, all those constructions brought about by recombinant

methods in which either

a) the nucleic acid sequence, or

b) a genetic control sequence which is operably linked with the nucleic acid sequence,

for example a promoter, or

c) (a) and(b)

are not located in their natural genetic environment or have been modified by recombinant

methods, it being possible for the modification to be, for example, a substitution, addition,

deletion, inversion or insertion of one or more nucleotide residues. Natural genetic
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environment meansthe natural genomic or chromosomallocusin the original organism or the

presence in a genomic library. In the case of a genomic library, the natural genetic

environment of the nucleic acid sequence is preferably retained, at least in part. The

environment flanks the nucleic acid sequence at least on one side and has a sequence length

of at least 50 bp, preferably at least 500 bp, especially preferably at least 1000 bp, very

especially preferably at least 5000 bp. A naturally occurring expression cassette — for

example the naturally occurring combination of the natural promoter of the nucleic acid

sequence used in the process according to the invention with the nucleic acid sequence which

encodes proteins with corresponding A6-desaturase, A6-elongase, A5-desaturase and A5-

elongase activity, advantageously in combination with nucleic acid sequences which encode

proteins having w3-desaturase and/or A4-desaturase activity — becomes a transgenic

expression cassette when this expression cassette is modified by non-natural, synthetic

("artificial") methods such as, for example, mutagenic treatment. Suitable methods are

described, for example, in US 5,565,350 or WO 00/15815.

A “transgenic plant” for the purposes of the invention is understood as mentined above as

meaning that the nucleic acids used in the process are not at their natural locus in the genome

of the plant. In this case, it is possible for the nucleic acid sequences to be expressed

homologously or heterologously. However, transgenic also means that, while the nucleic

acids according to the invention are at their natural position in the genomeofthe plant, the

sequence has been modified with regard to the natural sequence, and/or that the regulatory

sequences of the natural sequences have been modified. Transgenic is preferably understood

as meaning the expression of the nucleic acids used in the process according to the invention

at an unnatural locus in the genome, i.e. homologousor, preferably, heterologous expression

of the nucleic acid sequencestakesplace.

Preferred transgenic organisms are useful plants such as oil-producing plants, vegetable

plants, lettuce plants or omamental plants which are advantageously selected from the group

of plant families consisting of the families of Aceraceae, Actinidiaceae, Anacardiaceae,

Apiaceae, Arecaceae, Asteraceae, Arecaceae, Betulaceae, Boraginaceae, Brassicaceae,

Bromeliaceae, Cannabaceae, Cannaceae, Caprifoliaceae, Chenopodiaceae, Convolvulaceae,

Cucurbitaceae, Dioscoreaceae, Elaeagnaceae, Ericaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Fagaceae,

Grossulariaceae, Juglandaceae, Lauraceae, Liliaceae, Linaceae, Malvaceae, Moraceae,

Musaceae, Oleaceae, Oxalidaceae, Papaveraceae, Poaceae, Polygonaceae, Punicaceae,
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Rosaceae, Rubiaceae, Rutaceae, Scrophulariaceae, Solanaceae, Sterculiaceae and

Valerianaceae.

Host plants which are suitable for the nucleic acids, the expression cassette or the vector used

in the process according to the invention are, in principle, advantageously all useful plants

which are capable of synthesizing fatty acids, specifically unsaturated fatty acids, and which

are suitable for the expression of recombinant genes. Examples which should be mentioned at

this point are plants such as Arabidopsis, Asteraceae such as Calendula or useful plants such

as soybean, peanut, castor-oil plant, sunflower, maize, cotton, flax, oilseed rape, coconut, oil

palm, safflower (Carthamus tinctorius) or cacao bean. Further advantageous plants are

mentioned at other points in this application.

Microorganisms are generally used as intermediate hosts for the production of transgenic

useful plants. Such utilizable intermediate host cells are detailed in: Goeddel, Gene

Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA

(1990).

Expression strains which can advantageously be used for this purpose are, for example, those

with a lower protease activity. They are described, for example, in: Gottesman, S., Gene

Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego,

California (1990) 119-128.

Transgenic plants which comprise the polyunsaturated, long-chain fatty acids synthesized in

the process according to the invention can advantageously be marketed directly without there

being any need for the oils, lipids or fatty acids synthesized to be isolated. This form of

marketing is particularly advantageous.

“Plants” for the purposes of the present invention are intact plants and all plant parts, plant

organs or plant parts such as leaf, stem, seeds, root, tubers, anthers, fibers, root hairs, stalks,

embryos, calli, cotelydons, petioles, harvested material, plant tissue, reproductive tissue and

cell cultures which are derived from the actual transgenic plant and/or can be used for

bringing about the transgenic plant. In this context, the seed comprisesall parts of the seed

such as the seed coats, epidermalcells, seed cells, endosperm or embryonictissue.

The compoundsproduced in the process of the invention can, however, also be isolated from

the plants in the form of their oils, fat, lipids and/or free fatty acids. Polyunsaturated fatty

acids produced by the process of the invention can be obtained by harvesting the plants or

plant cells either from the culture in which they grow or from the field. This can take place by
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pressing or extracting the plant parts, preferably the plant seeds. It is possible in this

connection for the oils, fats, lipids and/or free fatty acids to be obtained by pressing by

so-called cold drawing or cold pressing without input of heat. To make it easier to break open

the plant parts, specifically the seeds, they are previously crushed, steamed or roasted. The

seeds pretreated in this way can then be pressed or extracted with solvent such as warm

hexane. The solvent is then removed again.It is possible in this way to isolate more than 96%

of the compoundsproduced in the process of the invention. The products obtained in this way

are then processed further, that is to say refined. This entails initially for example the plant

mucilage and suspended matter being removed. So-called desliming can take place

enzymatically or, for example, chemically/physically by adding acid such as phosphoric acid.

The free fatty acids are then removed by treatment with a base, for example sodium

hydroxide solution. The resulting product is thoroughly washed with water to remove the

alkali remaining in the product, and is dried. In order to remove the coloring mattersstill

present in the product, the products are subjected to a bleaching with, for example, bleaching

earth or activated carbon. Finally, the product is also deodorized for example with steam.

The PUFAs or LCPUFAsproduced by this process are preferably Cx and/or C2 fatty acid

molecules having at least four double bondsin the fatty acid molecule, preferably five or six

double bonds. These C29 and/or C22 fatty acid molecules can be isolated from the plant in the

form of an oil, lipid or a free fatty acid. Suitable transgenic plants are for example those

mentioned above.

Theseoils, lipids or fatty acids of the invention comprise, as described above, advantageously

6 to 15% palmitic acid, 1 to 6% stearic acid; 7 - 85% oleic acid; 0.5 to 8% vaccenic acid, 0.1

to 1% arachic acid, 7 to 25% saturated fatty acids, 8 to 85% monounsaturated fatty acids and

60 to 85% polyunsaturated fatty acids, in each case based on 100% and onthetotal fatty acid

content of the plants.

Advantageous polyunsaturated, long-chain fatty acids present in the fatty acid esters or fatty

acid mixtures such as phosphatidyl fatty acid esters or triacylglyceride esters are preferably at

least 10; 11; 12; 13; 14; 15; 16; 17; 18; 19 or 20% by weight based on the total fatty acid

content of eicosapentaenoic acid, based on the total fatty acid content, and/or at least 1; 2; 3;

4; 5 or 6% by weight of docosapentaenoic acid, based on the total fatty acid content, and/orat

least 1; 2; 3; preferably at least 4; 5; 6; particularly preferably at least 7 or 8 and most

preferably at least 9 or 10% by weight of docosahexaenoic acid, based on thetotal fatty acid

content.
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The fatty acid esters or fatty acid mixtures which have been produced bythe process of the

invention further comprise fatty acids selected from the group of fatty acids erucic acid (13-

docosaic acid), sterculic acid (9,10-methylene octadec-9-enonic acid), malvalic acid (8,9-

methylene heptadec-8-enonic acid), chaulmoogrinic acid (cyclopentenedodecanoic acid),

furan fatty acid (9,12-epoxyoctadeca-9,11-dienonoic acid), vernonoic acid (9,10-

epoxyoctadec-12-enonoic acid), tarinic acid (6-octadecynonic acid), 6-nonadecynonic acid,

santalbic acid (tll-octadecen-9-ynoic acid), 6,9-octadecenynonic acid, pyrulic acid (t10-

heptadecen-8-ynonic acid), crepenynic acid (9-octadecen-12-ynonic acid) 13,14-

dihydrooropheic acid, octadecen-13-ene-9,11-diynonic acid, petroselenic acid (cis-6-

octadecenonic acid), 9c,12t-octadecadienoic acid, calendulic acid (8t10t12c-octadecatrienoic

acid, catalpic acid (9tl1tl3c-octadecatrienoic acid), eleosteric acid (9cl11t13t-

octadecatrienoic acid), jacaric acid (8c10t12c-octadecatrienoic acid), punicic acid (9cl1t13c-

octadecatrienoic acid), parinaric acid (9cl1t13t15c-octadecatetraenoic acid) pinolenic acid

(all-cis-5,9,12-octadecatrienoic acid), laballenic acid (5,6-octadecadienallenic acid),

ricinoleic acid (12-hydroxyoleic acid) and/or coriolic acid (13-hydroxy-9c,11t-

octadecadienonic acid). In general, the aforementioned fatty acids are advantageously present

only in traces in the fatty acid esters or fatty acid mixtures produced by the process of the

invention, meaning that their occurrence, based on the total fatty acid content, is less than

30%, preferably less than 25%, 24%, 23%, 22% or 21%, particularly preferably less than

20%, 15%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6% or 5%, very particularly preferably less than 4%, 3%, 2%

or 1%. In a further preferred form of the invention the occurrence of these aforementioned

fatty acids, based on the total fatty acids, is less than 0.9%; 0.8%; 0.7%; 0.6% or 0.5%,

particularly preferably less than 0.4%; 0.3%; 0.2%; 0.1%. The fatty acid esters or fatty acid

mixtures produced by the process of the invention advantageously comprise less than 0.1%

based on the total fatty acids and/or no butyric acid, no cholesterol and no nisinic acid

(tetracosahexaenoic acid, C23:6°77191821),

A further embodiment according to the invention is the use of the oils, the lipids, the fatty

acids and/or the fatty acid composition, which are produced by the process of the invention,

in feeding stuffs, foodstuffs, cosmetics or pharmaceuticals. The oils, lipids, fatty acids or fatty

acid mixtures obtained in the process according to the invention can be used for admixture

with other oils, lipids, fatty acids or fatty acid mixtures of animal origin, such as, for

example, fish oils, in the manner with which the skilled worker is familiar. Theseoils, lipids,

fatty acids or fatty acid mixtures which are produced in this way and consist of vegetable and
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animal components can also be used for the preparation of feeding stuffs, foodstuffs,

cosmetics or pharmaceuticals.

The term “oil”, “lipid™ or “fat” is understood as meaning a fatty acid mixture comprising

unsaturated and/or saturated, preferably esterified fatty acid(s). It is preferred that the oil, fat

or lipid is high in polyunsaturated free or advantageously esterified fatty acid(s), in particular

linoleic acid, y-linolenic acid, dihomo-y-linolenic acid, arachidonic acid, a-linolenic acid,

stearidonic acid, eicosatetraenoic acid, eicosapentaenoic acid, docosapentaenoic acid or

docosahexaenoic acid. Preferably, the amount of unsaturated esterified fatty acids is

approximately 30%, with an amount of 50% being especially preferred and an amount of

60%, 70%, 80% or more being most preferred. The amount of the fatty acid can be

determined by gas chromatography after converting the fatty acids into the methyl esters by

transesterification. The oil, lipid or fat can comprise various other saturated or unsaturated

fatty acids, for example calendulic acid, palmitic acid, palmitoleic acid, stearic acid, oleic

acid and the like. In particular, the amount of the various fatty acids can vary, depending on

the starting plant.

As described above, the polyunsaturated fatty acid esters advantageously having three, four,

five or six, particularly advantageously having five or six double bonds and which have been

prepared in the process advantageously take the form of fatty acid esters, for example,

sphingolipid esters, phosphoglyceride esters, lipid esters, glycolipid esters, phospholipid

esters, monoacylglycerol esters, diacylglycerol esters, triacylglycerol esters or other fatty acid

esters, preference being given to phospholipid esters and/or triacylglycerol esters.

Starting with the polyunsaturated fatty acid esters produced thus in the process according to

the invention and advantageously having at least three, four, five or six double bonds, the

polyunsaturated fatty acids which are present can be liberated for example via treatment with

alkali, for example with aqueous KOH or NaOH,or by acid hydrolysis, advantageously in the

presence of an alcohol such as methanol or ethanol, or via enzymatic cleavage, and isolated

via, for example, phase separation and subsequent acidification with, for example, H2SO..

However, the fatty acids can also be liberated directly without the above-described

processingsteps.

Substrates of the nucleic acid sequences used in the process which encode polypeptides with

A6-desaturase, A6-elongase, A5-desaturase and/or A5-elongase activity and optionally

nucleic acid sequences which encode polypetides having w3-desaturase and/or A4-desaturase
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activity, and/or of the further nucleic acids which are used, such as the nucleic acid sequences

which encode polypeptides of the fatty acid or lipid metabolism selected from the group

consisting of acyl-CoA dehydrogenase(s), acyl-ACP |= acyl carrier protein] desaturase(s),

acyl-ACP  thioesterase(s), fatty acid acyl transferase(s), acyl-CoA:lysophospholipid

acyltransferases, fatty acid synthase(s), fatty acid hydroxylase(s), acetyl-coenzyme A

carboxylase(s), acyl-coenzyme A oxidase(s), fatty acid desaturase(s), fatty acid acetylenases,

lipoxygenases, triacylglycerol lipases, allenoxide synthases, hydroperoxide lyases or fatty

acid elongase(s) are advantageously Cy6-, Cis- or C2o-fatty acids. Preferably, the fatty acids

converted in the process as substrates are converted in the form of their acyl-CoA esters

and/or in the form of their phospholipid esters.

To produce the long-chain PUFAsaccordingto the invention, the saturated, monounsaturated

Cj6-fatty acids and/or polyunsaturated Cjs-fatty acids must first, depending on the substrate,

be desaturated and/or elongated or only deaturated by the enzymatic activity of a desaturase

and/or elongase and subsequently elongated by at least two carbon atoms by an elongase.

After one elongation cycle, this enzymeactivity leads either starting from Cj.-fatty acids to

Cjs-fatty acids or starting from Cjs-fatty acids to C29-fatty acids, and after two elongation

cycles starting from Cj.-fatty acids leads to C29-fatty acids. The activity of the desaturases or

elongases used in the process according to the invention preferably leads to Cy9- and/or Cy-

fatty acids, advantageously with at least two or three double bonds in the fatty acid molecule,

preferably with four, five or six double bonds, especially preferably to Cy.-fatty acids with at

least five double bonds in the fatty acid molecule. Especially preferred products of the

process according to the invention are eicosapentaenoic acid, docosapentaenoic acid and/or

docosahexaenoic acid. The Cjg-fatty acids with at least two double bondsin the fatty acid can

be elongated by the enzymatic activity according to the invention in the form ofthe free fatty

acid or in the form of the esters, such as phospholipids, glycolipids, sphingolipids,

phosphoglycerides, monoacylglycerol, diacylglycerol or triacylglycerol.

The preferred biosynthesis site of fatty acids, oils, lipids or fats in the plants which are

advantageously used is, for example, generally the seed or cell layers of the seed, so that

seed-specific expression of the nucleic acids used in the process makes sense. However, it is

obvious that the biosynthesis of fatty acids, oils or lipids need not be limited to the seed

tissue, but may also take place in a tissue specific mannerin all of the remaining parts of the

plant, for example in epidermal cells or in the tubers. The synthesis advantageously takes

place accordingto the inventive process in the vegetative (somatic)tissue.
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Owing to the method according to the invention, the polyunsaturated fatty acids which are

produced can, in principle, be increased in two ways in the plants used in the process.

Advantageously the pool of free polyunsaturated fatty acids and/or the amount of the

esterified polyunsaturated fatty acids produced by the process can be increased.

Advantageously, the pool of esterified polyunsaturated fatty acids in the transgenic plants is

increased by the process according to the invention, advantageously in the form of the

phosphatidyl esters and/ortriacyl esters.

The sequences used in the process of the invention are cloned singly into expression

constructs or provided on a joint recombinantnucleic acid molecule and used for introduction

and for expression in organisms. These expression constructs make it possible for the

polyunsaturated fatty acids produced in the process of the invention to be synthesized

optimally.

The nucleic acids used in the process may, after introduction into a plant or plant cell, either

be located on a separate plasmid or advantageously be integrated into the genomeof the host

cell. In the case of integration into the genome, the integration may be random ortake place

by recombination such that the native gene is replaced by the introduced copy, thus

modulating production of the desired compoundbythecell, or through use of a gene in trans,

so that the gene is functionally connected to a functional expression unit which comprises at

least one sequence ensuring the expression of a gene and at least one sequence ensuring the

polyadenylation of a functionally transcribed gene. The nucleic acid sequences are

advantageously introduced into the plants via multiexpression cassettes or constructs for

multiparallel expression, i.e. the nucleic acid sequences are present in a joint expression unit.

The nucleic acid construct may comprise more than one nucleic acid sequence coding for a

polypeptide having the enzymatic activity of a Al2-desaturase, A4-desaturase, A5-desaturase,

A6-desaturase, A5-elongase, A6-elongase, and/or 3-desaturase. It is also possible for a

plurality of copies of a nucleic acid sequence coding for a polypeptide having the enzymatic

activity of a Al2-desaturase, A4-desaturase, A5-desaturase, A6-desaturase, A5-elongase, A6-

elongase, and/or 3-desaturase to be present.

For the introduction, the nucleic acids used in the process are advantageously amplified and

ligated in the known manner. Preferably, a procedure following the protocol for Pfu DNA

polymerase or a Pfu/Taq DNA polymerase mixture is followed. The primers are selected

depending on the sequence to be amplified. The primers should expediently be chosen in

37

58 of 1119 CSIRO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 100959 of 1119

10

15

20

25

30

such a way that the amplicon comprises the entire codogenic sequence from the start codon to

the stop codon. After the amplification, the amplificon is expediently analyzed. For example,

the analysis can be carried out by gel-electrophoretic separation with respect to quality and

quantity. Thereafter, the amplicon can be purified following a standard protol (for example

Qiagen). An aliquot of the purified amplicon is then available for the subsequent cloningstep.

Suitable cloning vectors are generally known to the skilled worker. These include, in

particular, vectors which are capable of replication in microbial systems, that is to say mainly

vectors which ensure efficient cloning in yeasts or fungi and which makepossible the stable

transformation of plants. Those which must be mentioned in particular are various binary and

cointegrated vector systems whichare suitable for the T-DNA-mediated transformation. Such

vector systems are, as a rule, characterized in that they comprise at least the vir genes

required for the Agrobacterium-mediated transformation and the T-DNA-delimiting

sequences (T-DNA border). These vector systems preferably also comprise further cis-

regulatory regions such as promoters and terminators and/or selection markers, by means of

which suitably transformed organisms can be identified. While in the case of cointegrated

vector systems vir genes and T-DNA sequences are arranged on the same vector, binary

systems are based on at least two vectors, one of which bears vir genes, but no T-DNA, while

a second one bears T-DNA,but no vir genes. Owing to this fact, the last-mentioned vectors

are relatively small, easy to manipulate and capable of replication both in E. coli and in

Agrobacterium. These binary vectors include vectors from the series pBIB-HYG, pPZP,

pBecks, pGreen. In accordance with the invention, pBinl19, pBI101, pBinAR, pGPTV and

pCAMBIAare used by preference. An overview of the binary vectors and their use is found

in Hellenset al. (2000) Trends in Plant Science 5: 446-451.

In order to prepare the vectors, the vectors can first be linearized with restriction

endonuclease(s) and then modified enzymatically in a suitable manner. Thereafter, the vector

is purified, and an aliquot is employed for the cloning step. In the cloning step, the

enzymatically cleaved and, if appropriate, purified amplificate is cloned with vector

fragments which have been prepared in a similar manner, using ligase. In this context, a

particular nucleic acid construct, or vector or plasmid construct, can have one or more than

one codogenic gene segments. The codogenic gene segments in these constructs are

preferably linked operably with regulatory sequences. The regulatory sequences include, in

particular, plant sequences such as the above-described promoters and terminators. The

constructs can advantageously be stably propagated in microorganisms, in particular
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Escherichia coli and Agrobacterium tumefaciens, under selective conditions and thus make

possible the transfer of heterologous DNA into plants.

The nucleic acid sequences and nucleic acid constructs used in the inventive process can be

introduced into microorganisms and then into plants, advantageously using cloning vectors,

and thus be used in the transformation of plants such as those which are published in and

cited therein: Plant Molecular Biology and Biotechnology (CRC Press, Boca Raton, Florida),

Chapter 6/7, p. 71-119 (1993); F.F. White, Vectors for Gene Transfer in Higher Plants; in:

Transgenic Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, Ed.: Kung and R. Wu, Academic

Press, 1993, 15-38: B. Jenes et al., Techniques for Gene Transfer, in: Transgenic Plants, Vol.

1, Engineering and Utilization, Ed.: Kung and R. Wu, Academic Press (1993), 128-143;

Potrykus, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. (1991) 42: 205-225. Thus, the nucleic

acids, nucleic acid constructs and/or vectors used in the process can be used for the

recombinant modification of a broad spectrum of plants so that the latter become better

and/or more efficient LCPUFA producers.

Owing to the introduction of a A6-desaturase, A6-elongase, A5-desaturase and A5-elongase

gene into a plant, alone or in combination with other genes, it is not only possible to increase

biosynthesis flux towards the end product, but also to increase, or to create de novo the

corresponding triacylglycerol and/or phosphatidylester composition. Likewise, the numberor

activity of other genes which are involved in the import of nutrients which are required for

the biosynthesis of one or more fatty acids, oils, polar and/or neutral lipids, can be increased,

so that the concentration of these precursors, cofactors or intermediates within the cells or

within the storage compartment is increased, whereby the ability of the cells to produce

PUFAs, as described below, is enhanced further. By optimizing the activity or increasing the

numberof one or more of the A6-desaturase, A6-elongase, A5-desaturase and/or A5-elongase

genes which are involved in the biosynthesis of these compounds, or by destroying the

activity of one or more genes which are involved in the degradation of these compounds,it

may be possible to increase the yield, production and/or production efficiency in fatty acid

and lipid molecules from organisms and advantageously from plants.

The nucleic acid molecules used in the process of the invention code for proteins or parts

thereof, whereas the proteins or the individual protein or parts thereof comprises an amino

acid sequence which has sufficient homology to an amino acid sequence whichis depicted in

the sequences SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 172 or SEQ ID NO:52 and,if

appropriate, SEQ ID NO: 194 or SEQ ID NO: 78, so that the proteins or parts thereofstill
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have a A6-desaturase, A6-elongase, A5-desaturase and/or A5-elongase activity and, if

appropriate, a A4-desaturase and/or 3-desaturase activity. The proteins or parts thereof

which is/are encoded by the nucleic acid molecule/nucleic acid molecules preferably still

haveits/their essential enzymatic activity and the ability to participate in the metabolism of

compounds necessary for constructing cell membranes or lipid bodies in organisms,

advantageously in plants, or in the transport of molecules across these membranes. The

proteins encoded by the nucleic acid molecules are at least about 60% and preferably at least

about 70%, 80% or 90%, and particularly preferably at least about 85%, 86%, 87%, 88%,

89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% or more identical to the amino

acid sequences depicted in SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 172, SEQ ID NO:

52, SEQ ID NO: 194 or SEQ ID NO: 78. Homology or homologous means in the context of

the invention identity or identical.

The homology was calculated over the entire amino acid or nucleic acid sequence region. To

compare various sequences, the skilled worker has available a series of programs which are

based on various algorithms. The algorithms of Needleman and Wunsch or Smith and

Waterman give particularly reliable results. The program PileUp (J. Mol. Evolution (1987)

25: 351-360; Higgins et al. (1989) CABIOS 5: 151-153) or the programs Gap and BestFit

(Needleman and Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48: 443-453 and Smith and Waterman (1981)

Adv. Appl. Math. 2: 482-489), which are part of the GCG software packet [Genetics

Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, USA 53711 (1991)], were used to

carry out the sequence comparisons. The sequence homology data given above in % were

determined over the entire sequence region using the program GAP with the following

settings: Gap Weight: 50, Length Weight: 3, Average Match: 10.000 and Average Mismatch:

0.000. Unless otherwise specified, these settings were always used as standard settings for

sequence comparisons.

Essential enzymatic activity of the @3-desaturase, A6-desaturase, A6-elongase, A5-elongase,

A4-desaturase and/or A5-desaturase used in the process of the invention means that,

compared with the proteins/enzymes encoded by the sequence having SEQ ID NO: 64, SEQ

ID NO: 1, SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 193 or SEQ ID NO: 77, theystill

have an enzymatic activity of at least 10%, preferably of at least 20%, particularly preferably

of at least 30% and most preferably of at least 40, 50 or 60%, and thus are able to participate

in the metabolism of compoundsnecessary for synthesizing fatty acids, advantageously fatty
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acid esters such as phosphatidyl esters and/or triacylglyceride esters, in a plant or plant cell,

or in the transport of molecules across membranes.

Nucleic acids which can be advantageously used in the process are derived from bacteria,

fungi, diatoms, animals such as Caernorhabditis or Oncorhynchus or plants such as algae or

mosses such as the genera Shewanella, Physcomitrella, Thraustochytrium, Fusarium,

Phytophthora, Ceratodon, Pytium irregulare, Mantoniella, Ostreococcus, Isochrysis, Aleurita,

muscarioides, Mortierella, Borago, Phaeodactylum, Crypthecodinium, specifically from the

genera and species Pytium irregulare, Oncorhynchus mykiss, Xenopus laevis, Ciona

intestinalis, Thalassiosira  pseudonona, Mantoniella squamata, Ostreococcus—sp.,

Ostreococcus tauri, Euglena gracilis, Physcomitrella patens, Phytophtora infestans, Fusarium

graminaeum, Cryptocodinium cohnii, Ceratodon purpureus, Isochrysis galbana, Aleurita

farinosa, Thraustochytrium sp., Muscarioides viallii, Mortierella alpina, Borago officinalis,

Phaeodactylum tricornutum, Caenorhabditis elegans or particularly advantageously from

Pytium irregulare, Thraustochytrium sp. and/or Ostreococcustauri.

It is possible additionally to use in the process of the invention nucleotide sequences which

code for a Al2-desaturase, A9-elongase or A8-desaturase. The nucleic acid sequences used in

the process are advantageously introduced in an expression cassette which makes expression

of the nucleic acids in plants possible.

The nucleic acid sequences which code for the Al2-desaturase, 3-desaturase, A9-elongase,

A6-desaturase, A8-desaturase, A6-elongase, A5-desaturase, A5-elongase or A4-desaturase are

functionally linked to one or more regulatory signals to increase the gene expression. These

regulatory sequences are intended to make targeted expression of the genes possible. This

may mean for example, depending on the plant, that the gene is expressed and/or

overexpressed only after induction, or that it is expressed and/or overexpressed immediately.

Sequences advantageously used for the expression make constitutive expression possible,

such as CaMV35S, CaMV36S, CaMV35Smas, nos, mas, ubi, stpt, lea or Super promoter.

Expression preferably takes place in vegetative tissue as described above. In another

preferred embodiment, the expression takes place in seeds.

These regulatory sequences are for example sequences to which inducers or repressors bind

and thus regulate the expression of the nucleic acid. In addition to the regulatory sequences

whichare not linked in their natural locus to the nucleic acid sequences, or instead of these

sequences, the natural regulation of these sequences maystill be present before the actual
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structural genes and, if appropriate, have been genetically modified so that natural regulation

is switched off and expression of the genes is increased. The gene construct may additionally

advantageously also comprise one or more so-called “enhancer sequences” functionally

linked to the promoter, which make increased expression of the nucleic acid sequence

possible. Additional advantageous sequences can also be inserted at the 3° end of the DNA

sequences, such as further regulatory elements or terminators. Advantageous terminators are

for example viral terminators such as the 35S terminator or others. The nucleic acid

sequences used in the process according to the invention may be present in one or more

copies of the expression cassette (= gene construct). Preferably, only one copy of the genes is

present in each expression cassette. This gene construct, or the gene constructs, can be

introduced into the plant simultaneously or successively and expressed together in the host

organism. In this context, the gene construct(s) can be inserted in one or more vectors and be

present in the cell in free form, or else be inserted in the genome.It is advantageous for the

insertion of further genes in the plant when the genes to be expressed are present together in

one gene construct. However, it is also possible to introduce in each case one gene construct

containing a nucleic acid sequence into a plant and to cross the resulting plants with one

another in order to obtain progeny which containsall gene contructs together.

In this context, the regulatory sequences or factors can, as described above, preferably have a

positive effect on the gene expression of the genes introduced, thus enhancing it. Thus, an

enhancementof the regulatory elements, advantageously at the transcriptional level, may take

place by using strong transcription signals such as promoters and/or enhancers. In addition,

however, enhanced translation is also possible, for example by improvingthe stability of the

mRNA.

To ensure the stable integration of the biosynthesis genes into the transgenic plant over a

plurality of generations, each of the nucleic acids which encode A6-desaturase, A6-elongase,

A5-desaturase or A5-elongase and if appropriate the m3-desaturase or A4-desaturase and

which are used in the process should be expressed under the control of a separate promoter.

This can be identical or different for each of the sequences. In this context, the expression

cassette is advantageously constructed in such a way that a promoteris followed by a suitable

cleavage site for insertion of the nucleic acid to be expressed, which cleavage site is

advantageously in a polylinker. If appropriate, a terminator can be positioned behind the

polylinker. This sequence is repeated several times, preferably three, four, five or six times,

so that up to six genes can be combined in one construct and thus introduced into the
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transgenic plant in order to be expressed. To express the nucleic acid sequences, the latter are

inserted behind the promoter via the suitable cleavage site, for example in the polylinker.

Advantageously, each nucleic acid sequence has its own promoterand, if appropriate, its own

terminator. However,it is also possible to insert a plurality of nucleic acid sequences behind

a promoter and, if appropriate, before a terminator. Here, the insertion site, or the sequence,

of the inserted nucleic acids in the expression cassette is not of critical importance, that is to

say a nucleic acid sequence can beinserted at the first or last position in the cassette without

the expression being substantially influenced by the position. In an advantageous

embodiment, different promoters such as, for example, the USP, LegB4 or DC3 promoter,

and different terminators can be used in the expression cassette. In a further advantageous

embodiment, identical promoters such as the CaMV35S promotercan also be used.

As described above, the transcription of the genes which have been introduced should

advantageously be terminated by suitable terminators at the 3° end of the biosynthesis genes

which have been introduced (behind the stop codon). An example of a sequence which can be

used in this context is the OCS 1 or the 35SCaMVterminator. As is the case with the

promoters, different terminator sequences should be used here for each gene.

Asdescribed above, the gene construct can also comprise further genes to be introduced into

the organisms. It is possible and advantageous to introduce into the host plants, and to

express therein, regulatory genes such as genes for inductors, repressors or enzymes which,

owing to their enzyme activity, engage in the regulation of one or more genes of a

biosynthesis pathway. These genes can be of heterologous or of homologous origin.

Moreover, further biosynthesis genes of the fatty acid or lipid metabolism can

advantageously be present in the nucleic acid construct, or gene construct or alternatively,

these genes can also be present on one further or more further nucleic acid constructs. A

biosynthesis gene of the fatty acid or lipid metabolism which is preferably chosen is one or

more genesselected from the group of acyl-CoA dehydrogenase(s), acyl-ACP [= acyl carrier

protein] desaturase(s), acyl-ACP thioesterase(s), fatty acid acyl- transferase(s), acyl-

CoA:lysophospholipid acyltransferases, fatty acid synthase(s), fatty acid hydroxylase(s),

acetyl-coenzyme A carboxylase(s), acyl-coenzyme A oxidase(s), fatty acid desaturase(s),

fatty acid acetylenases, lipoxygenases, triacylglycerol lipases, allenoxide synthases,

hydroperoxide lyases or fatty acid elongase(s) or combinations thereof. Especially

advantageous nucleic acid sequences are biosynthesis genes of the fatty acid or lipid
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metabolism selected from the group of the acyl-CoA:lysophospholipid acyltransferase, A8-

desaturase, A9-desaturase, A12-desaturase and/or A9-elongase.

In this context, the abovementioned nucleic acids or genes can be cloned into expression

cassettes, like those mentioned above, in combination with other elongases and desaturases

and used for transforming plants with the aid of Agrobacterium.

The term “vector” used in this description relates to a nucleic acid molecule whichis capable

of transporting another nucleic acid to which it is bound. One type of vector is a “plasmid”, a

circular double-stranded DNA loop into which additional DNA segments can be ligated. A

further type of vector is a viral vector, it being possible for additional DNA segments to be

ligated into the viral genome. Certain vectors are capable of autonomousreplication in a host

cell into which they have been introduced (for example bacterial vectors with bacterial

replication origin). Other vectors are advantageously integrated into the genomeof a host cell

when they are introduced into the host cell, and thus replicate together with the host genome.

Moreover, certain vectors can govern the expression of genes with which they are in operable

linkage. These vectors are referred to in the present context as “expression vectors”. Usually,

expression vectors which are suitable for DNA recombination techniques take the form of

plasmids. In the present description, “plasmid” and “vector” can be used exchangeably since

the plasmid is the form of vector which is most frequently used. However, the invention is

also intended to cover other forms of expression vectors, such as viral vectors, which exert

similar functions. Furthermore, the term vector is also intended to encompass other vectors

with which the skilled worker is familiar, such as phages, viruses such as SV40, CMV, TMV,

transposons, IS elements, phasmids, phagemids, cosmids, linear or circular DNA.

The recombinant expression vectors advantageously used in the process comprise the nucleic

acid sequences or the above-described gene construct used in the process in a form which is

suitable for expressing the nucleic acids used in a host cell, which meansthat the recombinant

expression vectors comprise one or more regulatory sequences, which are selected on the

basis of the host cells to be used for the expression, which regulatory sequence(s) is/are

linked operably with the nucleic acid sequence to be expressed. In a recombinant expression
2

vector, “linked operably” means that the nucleotide sequence of interest is bound to the

regulatory sequence(s) in such a way that the expression of the nucleotide sequence is made

possible and they are bound to each other in such a way that both sequences carry out the

predicted function which is ascribed to the sequence (for example in an in-vitro

transcription/translation system, or in a host cell if the vector is introduced into the hostcell).
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The term “regulatory sequence” is intended to comprise promoters, enhancers and other

expression control elements (for example polyadenylation signals). These regulatory

sequences are described, for example, in Goeddel: Gene Expression Technology: Methods

in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990), or see: Gruber and Crosby, in:

Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology, CRC Press, Boca Raton, Florida,

Ed.: Glick and Thompson, Chapter 7, 89-108, including the references cited therein.

Regulatory sequences comprise those which govern the constitutive expression of a

nucleotide sequence in many types of host cell and those which govern the direct expression

of the nucleotide sequence only in specific host cells under specific conditions. The skilled

worker knows that the design of the expression vector can depend on factors such as the

choice of host cell to be transformed, the desired degree of expression of the protein and the

like.

The recombinant expression vectors used can be designed for the expression of the nucleic

acid sequences used in the process in such a way that they can be transformed into

prokaryotic intermediate hosts and finally, after introduction into the plants, make expression

of the genes possible therein. This is advantageous because on account of simplicity,

intermediate steps in vector construction are frequently carried out in microorganisms. For

example, the A6-desaturates, A6-elongase, A5-desaturate and/or A5-elongase genes can be

expressed in bacterial cells, insect cells (using baculovirus expression vectors), yeast cells

and other fungal cells (see Romanos,M.A., et al. (1992) Yeast 8:423-488: van den

Hondel, C.A.M.J.J., et al. (1991) “Heterologous gene expression in filamentous fungi’’, in:

More Gene Manipulations in Fungi, J.W. Bennet & L.L. Lasure, Editors, pp. 396-428:

Academic Press: San Diego; and van den Hondel, C.A.M.J.J., & Punt, P.J. (1992) “Gene

transfer systems and vector development for filamentous fungi, in: Applied Molecular

Genetics of Fungi, Peberdy, J.F., et al., Editors, pp. 1-28, Cambridge University Press:

Cambridge), Algae (Falciatore et al. (1999) Marine Biotechnology.1: (3):239-251), ciliates,

with vectors following a transformation process as described in WO 98/01572, and preferably

in cells of multicellular plants (see Schmidt, R. and Willmitzer, L. (1988) “High efficiency

Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation of Arabidopsis thaliana leaf and

cotyledon explants” Plant Cell Rep.:538-586; Plant Molecular Biology and Biotechnology, C

Press, Boca Raton, Florida, chapter 6/7, pp. 71-119 (1993); F.F. White, B. Jenes et al.,

Techniques for Gene Transfer in: Transgenic Plants, vol. 1, Engineering and Utilization,

Editors.: Kung and R. Wu, Academic Press (1993), 128-43; Potrykus (1991) Annu. Rev.
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Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 42: 205-225 (and references cited therein)). Suitable hosts

are what are further discussed in Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in

Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). The recombinant expression

vector may alternatively be transcribed and translated in vitro for example using T7 promoter

regulatory sequences and T7 polymerase.

Expression of proteins in prokaryotes usually takes place with vectors which comprise

constitutive or inducible promoters which control the expression of fusion or non-fusion

proteins. Typical fusion expression vectors are inter alia pGEX (Pharmacia Biotech Inc;

Smith, D.B., and Johnson, K.S. (1988) Gene 67:31-40), pMAL (New England Biolabs,

Beverly, MA) and pRITS (Pharmacia, Piscataway, NJ), of which glutathione S-transferase

(GST), maltose E-binding protein and protein A, respectively, are fused to the recombinant

target protein.

Examples of suitable inducible non-fusion E. coli expression vectors are inter alia pTrc

(Amann et al. (1988) Gene 69:301-315) and pET 11d (Studier et al., Gene Expression

Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, California (1990) 60-

89). Target gene expression by the pTre vector is based on transcription by host RNA

polymerase from a hybrid trp-lac fusion promoter. Target gene expression from the pET 11d

vector is based on transcription from a T7-gn10-lac fusion promoter which is mediated by a

coexpressed viral RNA polymerase (T7 gn1). This viral polymerase is provided by the host

strains BL21 (DE3) or HMS174 (DE3) from a resident 4 prophage which harbors a T7 gn1

gene undertranscription control of the lacUV 5 promoter.

Other vectors suitable in prokaryotic organisms are known to the skilled worker; these

vectors are for example in E. coli pLG338, pACYC184, the pBR series such as pBR322, the

pUC series such as pUC18 or pUC19, the M113mp series, pkC30, pRep4, pHS1, pHS2,

pPLc236, pMBL24, pLG200, pUR290, pIN-III113-B1l, Agtl1 or pBdCI, in streptomyces

plJ101, plJ364, plJ702 or plJ361, in bacillus pUB110, pC194 or pBD214, in

corynebactertum pSA77 or pAJ667.

In a further embodiment, the expression vector is a yeast expression vector. Examples of

vectors for expression in the yeast S. cerevisiae include pYeDesaturasecl (Baldari et al.

(1987) EmboJ. 6:229-234), pMFa (Kurjan and Herskowitz (1982) Cell 30:933-943), pJRY88

(Schultz et al. (1987) Gene 54:113-123) and pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego,

CA). Vectors and processes for constructing vectors suitable for use in other fungi, such as
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the filamentous fungi, are described in detail in: van den Hondel, C.A.M.J.J., & Punt, PJ.

(1991) “Gene transfer systems and vector development for filamentous fungi, in: Applied

Molecular Genetics of fungi, J.F. Peberdy et al., editors, pp. 1-28, Cambridge University

Press: Cambridge, or in: More Gene Manipulations in Fungi (J.W. Bennet & L.L. Lasure,

Editors, pp. 396-428: Academic Press: San Diego). Further suitable yeast vectors are for

example pAG-1, YEp6, YEp13 or pEMBLYe23.

Altematively, the nucleic acid sequences used in the process of the invention can be

expressed in insect cells using baculovirus expression vectors. Baculovirus vectors available

for expressing proteins in cultured insectcells (e.g. Sf9 cells) include the pAc series (Smith et

al. (1983) Mol. Cell Biol. 3:2156-2165) and the pVL series (Lucklow and Summers (1989)

Virology 170:31-39).

The above mentioned vectors provide only a small survey of possible suitable vectors.

Further plasmids are known to the skilled worker and are described for example in: Cloning

Vectors (Editors Pouwels, P.H. et al., Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford, 1985, ISBN

0 444 904018). Further suitable expression systems for prokaryotic and eukaryotic cells see

in chapters 16 and 17 of Sambrook, J., Fritsch, E.F., and Maniatis, T., Molecular Cloning: A

Laboratory Manual, 2nd edition, Cold spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor

Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989.

The genes used in the process can also be expressed in single-celled plant cells (such as

algae), see Falciatore et al. (1999) Marine Biotechnology | (3):239-251 and references cited

therein, and in plant cells from higher plants (for example spermatophytes such as arable

crops). Examples of plant expression vectors comprise those which are described in detail in:

Becker, D., Kemper, E., Schell, J., and Masterson, R. (1992) Plant Mol. Biol. 20:1195-1197;

and Bevan, M.W. (1984) Nucl. Acids Res. 12:8711-8721; Vectors for Gene Transfer in

Higher Plants; in: Transgenic Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, Ed.: Kung and R.

Wu, Academic Press, 1993, p. 15-38.

A plant expression cassette preferably comprises regulatory sequences which are capable of

goveming the expression of genes in plant cells and are linked operably so that each sequence

can fulfil its function, such as transcriptional termination, for example polyadenylation

signals. Preferred polyadenylation signals are those which are derived from Agrobacterium

tumefaciens T-DNA,such as gene 3 of the Ti plasmid pTiACHS (Gielenet al., (1984) EMBO
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J. 3 835 et seq.), which is known as octopine synthase, or functional equivalents thereof, but

all other terminators which are functionally active in plants are also suitable.

Since the regulation of plant gene expression is very often not limited to the transcriptional

level, a plant expression cassette preferably comprises other sequences which are linked

operably, such as translation enhancers, for example the overdrive sequence, which enhances

the tobacco mosaic virus 5” - untranslated leader sequence, which increases the protein/RNA

ratio (Gallie et al. (1987) Nucl. Acids Research 15:8693-8711).

As described above, the plant gene expression must be linked operably with a suitable

promoter which controls gene expression. Advantageously utilizable promoters are

constitutive promoters (Benfey et al., EMBO J. (1989) 8: 2195-2202), such as those which

are derived from plant viruses, such as 35S CaMV (Francket al. (1980) Cell 21: 285-294),

19S CaMV (see also US 5352605 and WO 84/02913), or plant promoters, such as the

promoter of the Rubisco small subunit, which is described in US 4,962,028.

Other preferred sequences for use for functional connection in plant gene expression cassettes

are targeting sequences whichare necessary for guiding the gene product into its appropriate

cellular compartment, for example into the vacuoles, the cell nucleus, all types of plastids

such as amyloplasts, chloroplasts, chromoplasts, the extracellular space, the mitochondria, the

endoplasmic reticulum, oil bodies, peroxisomes and other compartments of plant cells; (see a

review in Kermode (1996) Crit. Rev. Plant Sci. 15(4): 284-423 andliterature cited therein).

Vector DNA can be introduced into prokaryotic or eukaryotic cells via traditional

transformation or transfection techniques. The terms “transformation” and “transfection”,

conjugation and transduction as used in the present context are intended to encompass the

multiplicity of prior-art methods for introducing heterologous nucleic acids (for example

DNA) into a host cell, including calcium phosphate or calcium chloride coprecipitation,

DEAE-dextran-mediated transfection, lipofection, natural competence, chemically mediated

transfer, electroporation or particle bombardment. Suitable methods for the transformation or

transfection of host cells, including plant cells, can be found in Sambrooket al. (Molecular

Cloning: A Laboratory Manual., 2™ Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor

Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) and other laboratory manuals such as

Methods in Molecular Biology, 1995, Vol. 44, Agrobacterium protocols, Ed: Gartland and

Davey, HumanaPress, Totowa, New Jersey.

The term “nucleic acid (molecule)” as used herein comprises in an advantageous embodiment
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additionally the untranslated sequence located at the 3° end and at the 5’ end of the coding

gene region: at least 500, preferably 200, particularly preferably 100 nucleotides of the

sequence upstream of the 5° end of the coding region and at least 100, preferably 50,

particularly preferably 20 nucleotides of the sequence downstream of the 3’ end of the coding

gene region. An “isolated” nucleic acid molecule is separated from other nucleic acid

molecules which are present in the natural source of the nucleic acid. An “isolated” nucleic

acid preferably has no sequences whichnaturally flank the nucleic acid in the genomic DNA

of the organism from which the nucleic acid is derived (e.g. sequences located at the 5° and

3° ends of the nucleic acid). In various embodiments, the isolated A6-desaturase, A6-elongase

or A5-desaturase and, if appropriate, the @3-desaturase or A4-desaturase molecule used in the

process may for example comprise less than about 5 kb, 4kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0.5 kb or

0.1 kb of nucleotide sequences which naturally flank the nucleic acid molecule in the

genomic DNAofthecell from which the nucleic acid is derived.

The nucleic acid molecules used in the process can be isolated by using standard techniques

of molecular biology and the sequence information provided herein. It is also possible for

example with the aid of comparative algorithms to identify a homologous sequence or

homologous, conserved sequence regions at the DNA or aminoacid level. These can be used

as hybridization probe in standard hybridization techniques (as described for example in

Sambrooket al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd edition, Cold Spring Harbor

Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) for

isolating further nucleic acid sequences useful in the process. The nucleic acid molecule used

in the process, or parts thereof, can moreover be isolated by polymerase chain reaction, in

which case oligonucleotide primers based on this sequence or on parts thereof are used (e.g. a

nucleic acid molecule comprising the complete sequence or a part thereof can be isolated by

polymerase chain reaction using oligonucleotide primers which have been constructed on the

basis of this identical sequence). For example, mRNAcan beisolated from cells (e.g. by the

guanidinium thiocyanate extraction method of Chirgwin et al. (1979) Biochemistry 18:5294-

5299) and cDNA can beprepared with the aid of reverse transcriptase (e.g. Moloney MLV

reverse transcriptase obtainable from Gibco/BRL, Bethesda, MD or AMV reverse

transcriptase, obtainable from Seikagaku America, Inc., St. Petersburg, FL). Synthetic oligo-

nucleotide primers for amplification by means of polymerase chain reaction can be

constructed on the basis of one of the sequences shown in SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO:1,

SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 193 or SEQ ID NO: 77 or with the aid of the
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amino acid sequences depicted in SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 172, SEQ ID

NO: 52, SEQ ID NO: 194 or SEQ ID NO: 78. A nucleic acid of the invention can be

amplified by standard PCR amplification techniques using cDNA or alternatively genomic

DNAas template and suitable oligonucleotide primers. The nucleic acid amplified in this way

can be cloned into a suitable vector and characterized by DNA sequence analysis.

Oligonucleotides can be prepared by standard synthetic methods, for example using an

automatic DNA synthesizer.

Homologs of the A5-elongase, 3-desaturase, A6-desaturase, A6-elongase, A4-desaturase or

A5-desaturase nucleic acid sequences used, having the sequence SEQ ID NO: 64, SEQ ID

NO: 1, SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 193 or SEQ ID NO: 77, mean for

example allelic variants having at least about 40, 50 or 60%, preferably at least about 60 or

70%, more preferably at least about 70 or 80%, 90% or 95% and even morepreferably at

least 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%

or more identity or homology to one of the nucleotide sequences shown in SEQ ID NO: 64,

66, 68 or 70, to one of the nucleotide sequences shown in SEQ ID NO:1, 3, 5, 7, 9, 11, 13,

15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39 or 41, to one of the nucleotide sequences

shown in SEQ ID NO: 171, 173, 175, 177, 179, 181 or 183, to one of the nucleotide

sequences shown in SEQ ID NO: 51, 53 or 55, to one of the nucleotide sequences shown in

SEQ ID NO: 193 or 195 or to one of the nucleotide sequences shown in or SEQ ID NO: 77,

79, 81, 83, 85, 87, 89, 91 or 93, especially the nucleotide sequences shown in SEQ ID NO:

64, SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 193 or SEQ ID NO:77,

or their homologs, derivatives or analogs or parts thereof. Also included are isolated nucleic

acid molecules of a nucleotide sequence which hybridize for example under stringent

conditions to one of the nucleotide sequences shown in SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 1, SEQ

ID NO: 171, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 193 or SEQ ID NO: 77 or a part thereof. A part

meansin this connection according to the invention that at least 25 base pairs (= bp), 50 bp,

75 bp, 100 bp, 125 bp or 150 bp, preferably at least 175 bp, 200 bp, 225 bp, 250 bp, 275 bp or

300 bp, particularly preferably 350 bp, 400 bp, 450 bp, 500 bp or more base pairs are used for

the hybridization. It is also possible advantageously to use the complete sequence. Allelic

variants comprise in particular functional variants which can be obtained by deletion,

insertion or substitution of nucleotides from the sequence depicted in SEQ ID NO: 64, SEQ

ID NO: 1, SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 193 or SEQ ID NO: 77, but

where the enzymeactivity of the proteins encoded thereby is substantially retained for the
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insertion.

Nucleic acid molecules advantageous for the process of the invention can be isolated on the

basis of their homology to the @3-desaturase, A6-desaturase, A5-desaturase, A5-elongase, A4-

desaturase and/or A6-elongase nucleic acid sequences disclosed herein by using the

sequences or a part thereof as hybridization probe in standard hybridization techniques under

stringent hybridization conditions.It is possible in this connection for example to use isolated

nucleic acid molecules which are at least 15 nucleotides long and hybridize under stringent

conditions with the nucleic acid molecules which comprise a nucleotide sequence of SEQ ID

NO: 64, SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 193 or SEQ ID

NO: 77. It is also possible to use nucleic acid molecules having at least 25, 50, 100, 250 or

more nucleotides.

The term “hybridizes under stringent conditions” as used herein is intended to describe

hybridization and washing conditions under which nucleic acid sequences which are at least

60% mutually homologous normally remain hybridized together. The conditions are

preferably such that sequences which are at least about 65%, preferably at least about 70%

and particularly preferably at least about 75% or more mutually homologous normally remain

hybridized together. These stringent conditions are known to the skilled worker and can be

found in Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-

6.3.6. A preferred, non-restrictive example of stringent hybridization conditions are

hybridizations in 6 x sodium chloride/sodium citrate (= SSC) at about 45°C, followed by one

or more washingsteps in 0.2 x SSC, 0.1% SDSat 50 to 65°C. The skilled worker is aware

that these hybridization conditions differ depending on the type of nucleic acid and, for

example organic solvents are present, in relation to the temperature and the concentration of

the buffer. The temperature for example under “standard hybridization conditions” is,

depending on the type of nucleic acid, between 42°C and 58°C in aqueous buffer with a

concentration of 0.1 to 5 x SSC (pH 7.2). If organic solvent, for example 50% formamide, is

present in the abovementioned buffer, the temperature under standard conditions is about

42°C. The hybridization conditions for DNA:DNA hybrids are preferably for example

0.1 x SSC and 20°C to 45°C, preferably 30°C to 45°C. The hybridization conditions for

DNA:RNAhybrids are preferably for example 0.1 x SSC and 30°C to 55°C, preferably 45°C

to 55°C. The aforementioned hybridization temperatures are determined for example for a

nucleic acid with a length of about 100 bp (= base pairs) and a G+ C content of 50% in the

absence of formamide. The skilled person knows how the necessary hybridization conditions
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can be determined on the basis of textbooks such as the abovementioned or from the

following textbooks Sambrooket al., “Molecular Cloning”, Cold Spring Harbor Laboratory,

1989; Hames and Higgins (editors) 1985, “Nucleic Acids Hybridization: A Practical

Approach”, IRL Press at Oxford University Press, Oxford; Brown (editor) 1991, “Essential

Molecular Biology: A Practical Approach’, IRL Press at Oxford University Press, Oxford.

In order to determine the percentage of homology (= identity) of two amino acid sequences

(for example one of the sequences of SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 172,

SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 194 or SEQ ID NO: 78) or of two nucleic acids (for example

SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 193 or

SEQ ID NO:77), the sequences are written one underthe other in order to be able to compare

them optimally (for example, gaps may be introduced into the sequence of a protein or of a

nucleic acid in order to generate optimal alignment with the other protein or the other nucleic

acid). Then, the amino acid radicals or nucleotides at the corresponding aminoacid positions

or nucleotide positions are compared. If a position in a sequence is occupied by the same

aminoacid radical or the same nucleotide as the corresponding position in another sequence,

then the molecules are homologous at this position (i.e. amino acid or nucleic acid

“homology” as used in the present context corresponds to amino acid or nucleic acid

“identity”). The percentage of homology between the two sequences is a function of the

number of identical positions which the sequences share (i.e. % homology = number of

identical positions/total number of positions x 100). The programs and algorithms used to

determine the homology are described above.

An isolated nucleic acid molecule which codes for an @3-desaturase, A6-desaturase,

A5-desaturase, A5-elongase, A4-desaturase and/or A6-elongase which is used in the process

and which is homologous to a protein sequence of SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 2, SEQ ID

NO: 172, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 194 or SEQ ID NO: 78 can be generated by

introducing one or more nucleotide substitutions, additions or deletions into a nucleotide

sequence of SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 51, SEQ ID

NO: 193 or SEQ ID NO: 77, so that one or more amino acid substitutions, additions or

deletions are introduced into the encoded protein. Mutations may be introduced into one of

the sequences of SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 51, SEQ

ID NO: 193 or SEQ ID NO:77 by standard techniques such assite-specific mutagenesis and

PCR-mediated mutagenesis. Conservative amino acid substitutions are preferably produced at

one or more of the predicted nonessential aminoacid residues. In a “conservative amino acid
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substitution” the amino acid residue is replaced by an aminoacid residue having a similar

side chain. Families of amino acid residues having similar side chains have been defined in

the art. These families include amino acids with basic side chains (e.g. lysine, arginine,

histidine), acidic side chains (e.g. aspartic acid, glutamic acid), uncharged polar side chains

(e.g. glycine, asparagine, glutamine, serine, threonine, tyrosine, cysteine), nonpolar side

chains (e.g. alanine, valine, leucine, isoleucine, proline, phenylalanine, methionine,

tryptophan), beta-branched side chains (e.g. threonine, valine, isoleucine) and aromatic side

chains (e.g. tyrosine, phenylalanine, tryptophan, histidine). A predicted nonessential amino

acid residue in an 3-desaturase, A6-desaturase, A5-desaturase, A5-elongase, A4-desaturase

or A6é-elongase is thus preferably replaced by another aminoacid residue from the sameside-

chain family. An alternative possibility in another embodimentis to introduce the mutations

randomly over the whole or a part of the m3-desaturase-, A6-desaturase-, A5-desaturase-, A5-

elongase-, A4-desaturase- or A6-elongase-encoding sequence, e.g. by saturation mutagenesis,

and the resulting mutants can be screened for the 3-desaturase, A6-desaturase, A5-

desaturase, A5-elongase, A4-desaturase or A6-elongase activity described herein in order to

identify mutants which have retained the 3-desaturase, A6-desaturase, A5-desaturase, A5-

elongase,A4-desaturase or A6-elongase activity. The encoded protein can be recombinantly

expressed after the mutagenesis, and the activity of the protein can be determined for

example by using the assays described herein.

The invention is illustrated in greater detail by the examples which follow, which are not to

be construed as limiting. The content of all of the references, patent applications, patents and

published patent applications cited in the present patent application is herewith incorporated

by reference.

The following table shows the sequence identifiers as used in the priority application of

February 21, 2006, with the German application number 102006008030.0, and the

corresponding sequenceidentifiers in this subsequent application. The nucleic acid sequence

identified by SEQ ID NO:1 of the priority application corresponds for example to the nucleic

acid sequence identified by SEQ ID NO:64 of the subsequent application.

Table of concordance of sequence identifiers of the priority application and the sequence

identifiers in the subsequent application:
 

SEQ ID NO:Priority application |SEQ ID NO: Organism 
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German application number this subsequent

 

  
102006008030.0 application

1 64 Ostreococcustauri

2 65 Ostreococcustauri

3 1 Phytium irregulare

4 2 Phytium irregulare

5 171 Traustochytrium sp.

6 172 Traustochytrium sp.

7 51 Thraustochytrium ssp.

8 52 Thraustochytrium ssp.

9 193 Phytophthora infestans

10 194 Phytophthora infestans

ll 77 Traustochytrium sp.

12 78 Traustochytrium sp.

13 109 Ostreococcustauri

n.a. 110 Ostreococcustauri

14 122 Ostreococcustauri

n.a. 123 Ostreococcustauri

15 143 Ostreococcustauri

16 144 Ostreococcustauri

17 161 Cauliflower mosaic virus

18 162 Cauliflower mosaic virus

19 163 Thalassiosira pseudonana

20 164 Thalassiosira pseudonana

Examples

Example 1: General cloning methods

The cloning methods suchas, for example, restriction cleavages, agarose gel electrophoresis,

purification of DNA fragments, transfer of nucleic acids to nitrocellulose and nylon

membranes, linkage of DNA fragments, transformation of Escherichia coli cells, bacterial

cultures and the sequence analysis of recombinant DNA werecarried out as described by

Sambrooket al. (1989) (Cold Spring Harbor Laboratory Press: ISBN 0-87969-309-6).

Example 2: Sequence analysis of recombinant DNA
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Recombinant DNA molecules were sequenced with an ABI laser fluorescence DNA

sequencer by the method of Sanger (Sangeret al. (1977) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74:

5463-5467). Fragments resulting from a polymerase chain reaction were sequenced and

verified to avoid polymeraseerrors in constructs to be expressed.

Example 3: Cloning of genes from Ostreococcus tauri

It was possible by searching for conserved regions in an Ostreococcus tauri sequence

database (genomic sequences) in each case a sequence coding for a protein having AS-

elongase activity or A6-elongase activity. These are the following sequences:

|Genenamename SEQ ID AminopAminoacidsOtELO1.1,ee———_ SEQ ID NO: 143=
OtELO2.1,Gao-Elongase) SEQ ID NO: 109————

OtElo2.1 showsgreatest similarity to an elongase from Danio rerio (GenBank AAN77156;

 
approx. 26% identity), whereas OtElol.1 shows greatest similarity to the elongase from

Physcomitrella (PSE) (approx. 36% identity) (alignments were carried out with the tBLASTn

algorithm (Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-410)).

The cloning of the elongases wascarried out as follows:

40 ml of an Ostreococcus tauri culture in the stationary phase were spun down and

resuspendedin 100 ul of double-distilled water and stored at -20°C. The corresponding

genomic DNAswere amplified by the PCR method. The corresponding primer pairs were

selected so that they harbored the yeast consensus sequence for high-efficiency translation

(Kozak (1986) Cell 44: 283-292) beside the start codon. Amplification of the OtElo DNAs

wascarried out in each case with | pl of thawed cells, 200 uM dNTPs, 2.5 U Tag polymerase

and 100 pmolof each primerin a total volumeof 50 ul. The conditions for the PCR were as

follows: first denaturation at 95°C for 5 minutes, followed by 30 cycles at 94°C for

30 seconds, 55°C for 1 minute and 72°C for 2 minutes, and a final elongation step at 72°C for

10 minutes.

Example 4: Optimization of elongase genes from Ostreococcus tauri

Elongases from the organism Ostreococcus tauri were isolated as described in example 3. In
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order to achieve an increase in the content of C22 fatty acids, the sequences SEQ ID NO: 143

(A6-elongase) and SEQ ID NO: 109 (codingfor a protein identified by SEQ ID NO: 110)

(A5-elongase) were adapted to the codon usagein oilseed rape, flax and soybean. Forthis

purpose, the amino acid sequence of the A6-elongase and of the A5-elongase (SEQ ID NO:

144 for the A6-elongase; SEQ ID NO:65 for the A5-elongase) was back-translated to obtain

degenerate DNA sequences. These DNA sequences were adapted by means of the

GeneOptimizer program (from Geneart, Regensburg) to the codon usagein oilseed rape,

soybean and flax, taking account of the natural frequency of individual codons. The

optimized sequences obtained in this way, which are indicated in SEQ ID NO:64 (A5-

elongase) and SEQ ID NO: 122 (coding for a protein identified by SEQ ID NO: 123) (A6-

elongase) were synthesizedin vitro.

Example 5: Cloning of expression plasmids for heterologous expression in yeasts

To characterize the function of the optimized nucleic acid sequences, the open reading frames

of the respective DNAs were cloned downstream of the galactose-inducible GAL1 promoter

of pYES2. 1/V5-His-TOPO (Invitrogen), resulting in the plasmids pOTE1.2 (comprising the

A6-elongase sequence) and pOTE2.2 (comprising the A5-elongase sequence).

Overview of the elongase sequences cloned into the yeast vector pYES2.1/V5-His-TOPO:

a
pOTE1.1, (A6-elongase) SEQ ID NO: 143 292 pOTE1.2, (A6-elongase) SEQ ID NO: 122 292, codon-optimized

pOTE2.1, (A5-elongase) SEQ ID NO: 109

pOTE2.2, (A5-elongase) SEQ ID NO: 64 300, codon-optimized 

The Saccharomyces cerevisiae strain 334 was transformed by electroporation (1500 V) with

the vectors pOTE1.2 and pOTE2.2 and with the comparative constructs pOTE1.1 and

pOTE2.1 which comprise the natural nucleic acid sequence coding for the A6-elongase and

A5-elongase, respectively. A yeast transformed with the empty vector pYES2 was used as

control. The transformed yeasts were selected on complete minimal medium (CMdum)agar

plates with 2% glucose but without uracil. After the selection, three transformants in each

case were selected for further functional expression.

To express the Ot elongases, initially precultures composed of in each case 5 ml of CMdum
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liquid medium with 2% (w/v) raffinose but without uracil were inoculated with the selected

transformants and incubated at 30°C, 200 rpm for 2 days. 5 ml of CMdum liquid medium

(without uracil) with 2% raffinose were then inoculated with the precultures to an OD¢oo of

0.05. Moreover, 0.2 mM y-linolenic acid (GLA) was added in each case to the yeast culture

transformed with pOTE1.1 and pOTE1.2. On the basis of the activity of OtELO1.1, an

elongation of the y-linolenic acid to the 20:3 fatty acid is to be expected. Respectively

0.2 mM arachidonic acid and eicosapentaenoic acid were added in each case to the yeast

culture transformed with pOTE2.1 and pOTE2.2. Correspondingto the activity of OtELO2.1,

it is to be expected that the fatty acids ARA and EPA will be elongated respectively to the

22:4 and 22:5 fatty acids. Expression was induced by adding 2% (w/v) galactose. The

cultures were incubated at 20°C for a further 96 h.

Example 6: Expression of OLELO2.2 (as depicted in SEQ ID NO: 64) and OtELO1.2 (as

in SEQ ID NO: 122) in yeasts

Yeasts transformed as in example 5 with the plasmids pYES2, pOTE1.2 and pOTE2.1 were

analyzed in the following way:

The yeast cells from the main cultures were harvested by centrifugation (100 x g, 5 min,

20°C) and washed with 100 mM NaHCOs, pH 8.0, in order to remove remaining medium and

fatty acids. Fatty acid methyl esters (FAMEs) were prepared from the yeast cell sediments by

acidic methanolysis. For this purpose, the cell sediments were incubated with 2 ml of 1N

methanolic sulfuric acid and 2% (v/v) dimethoxypropane at 80°C for 1h. The FAMES were

extracted by extraction twice with petroleum ether (PE). To remove underivatized fatty acids,

the organic phases were washed once each with 2 ml of 100 mM NaHCOs, pH 8.0 and with

2 ml of distilled water. The PE phases were then dried with NapSOu, evaporated under argon

and taken up in 100 ul of PE. The samples were separated on a DB-23 capillary column

(30 m, 0.25 mm, 0.25 um, Agilent) in a Hewlett-Packard 6850 gas chromatograph with flame

ionization detector. The conditions for the GLC analysis were as follows: the oven

temperature was programmed from 50°C to 250°C at a rate of 5°C/min and finally 10 min at

250°C (holding).

The signals were identified by comparing the retention times with appropriate fatty acid

standards (Sigma). The methodology is described for example in Napier and Michaelson

(2001) Lipids 36(8): 761-766; Sayanova et al. (2001) Journal of Experimental Botany

52(360): 1581-1585, Sperling et al. (2001) Arch. Biochem. Biophys. 388(2): 293-298 and
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Michaelson et al. (1998) FEBS Letters 439(3): 215-218. The results of the analyses are

depicted in table 1.

It was possible to confirm the appropriate activities both for pOTE1.1/pOTE1.2 and for

pOTE2.1/2.2. The optimized sequence (respectively pOTE1.2 and pOTE2.2) showed activity

in both cases. Synthesis of y-linolenic acid could be increased only slightly by pOTE1.2

compared with the wild-type sequence. By contrast, it was possible to observe for pOTE2.2

surprisingly both an increase in the activity and an alteration in the specificity (table 1). In

this connection, the activity for elongation of EPA had virtually doubled, while the

elongation of ARA had more than quadrupled. It was thus possible with the optimization of

the sequence of the A5-elongase from Ostreococcus tauri to increase the yield of the

precursors of DHA 6-fold in yeast with the same amountof substrate.

Example 7: Cloning expression plasmidsfor the seed-specific expression in plants

The following general conditins described apply to all subsequent experiments unless

described otherwise.

pBinl9, pBI101, pBinAR, pGPTV, pCAMBIA or pSUN are preferably used for the

following examples in accordance with the invention. An overview of the binary vectors and

their use can be found in Hellens et al, Trends in Plant Science (2000) 5: 446-451. A pGPTV

derivative as described in DE10205607 was used. This vector differs from pGPTV by an

additionally inserted AsclI restriction cleavagesite.

Starting point of the cloning procedure was the cloning vector pUC19 (Maniatis et al.). In the

first step, the conlinin promoter fragment was amplified using the following primers:

Cnll C 5°: gaattcgecececcgagctcctcgagcaacesttcceecestatagagttgegtaaticga (SEQ ID NO:

200)

Cnll C 3’: cccgggatcgateccegcagatctccaccatttttiggtggtgat (SEQ ID NO: 201)

Composition of the PCR mix (50 ul):

5.00 ul template cDNA

5.00 ul 10x buffer (Advantage polymerase) + 25mM MgCl)

5.00 ul of 2mM dNTP

1.25 ul of each primer (10 pmol/ul)
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0.50 ul of Advantage polymerase (Clontech)

PCRreaction conditions:

Annealing temperature: | min 55°C

Denaturation temperature: 1 min 94°C

Elongation temperature: 2 min 72°C

Numberof cycles: 35

The PCR product wasfirst incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme EcoRI

and then for 12 hours at 25°C with the restriction enzyme Smal. The cloning vector pUC19

was incubated in the same manner. Thereafter, the PCR product and the 2668 bp cleaved

vector were separated by agarose gel electrophoresis and the corresponding DNA fragments

were excised. The DNA waspurified by means of the Qiagen Gel Purification Kit following

the manufacturer’s instructions. Thereafter, vector and PCR product were ligated. The Rapid

Ligation Kit from Roche was used for this purpose. The resulting plasmid pUC19-Cnl1-C

wasverified by sequencing.

In the next step, the OCS terminator (Genbank Accession V00088; De Greve, H., et al.

(1982) J. Mol. Appl. Genet. 1 (6): 499-511) was amplified from the vector pGPVT-USP/OCS

(DE 102 05 607) using the following primers:

OCSC 5°: aggcctccatggcctgctttaatgagatatgcgagacgcc (SEQ ID NO:202)

OCSC 3°: cccgggccggacaatcagtaaattgaacggag (SEQ ID NO: 203)

Composition of the PCR mix (50 ul):

5.00 ul template cDNA

5.00 ul 10x buffer (Advantage polymerase) + 25mM MgCl,

5.00 ul of 2mM dNTP

1.25 ul of each primer (10 pmol/ul)

0.50 ul of Advantage polymerase (Clontech)
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PCRreaction conditions:

Annealing temperature: | min 55°C

Denaturation temperature: 1 min 94°C

Elongation temperature: 2 min 72°C

Numberof cycles: 35

The PCR product wasfirst incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme Stul and

then for 12 hours at 25°C with the restriction enzyme Smal. The vector pUC19-Cn11-C was

incubated for 12 hours at 25°C with the restriction enzyme Smal. Thereafter, the PCR

product and the cleaved vector were separated by agarose gel electrophoresis and the

corresponding DNA fragments were excised. The DNA waspurified by meansof the Qiagen

Gel Purification Kit following the manufacturer’s instructions. Thereafter, vector and PCR

product were ligated. The Rapid Ligation Kit from Roche was used for this purpose. The

resulting plasmid pUC19-Cnl1-C_OCS was verified by sequencing.

In the next step, the Cnl1-B promoter was amplified by PCR by means of the following

primers:

Cnl1-B 5°: aggcctcaacggsticcggcgstatag (SEQ ID NO: 204)

Cnl1-B 3’: cccgggettaacgctagcegecccgatatcggatcccattttttggtgstgattgettct (SEQ ID NO: 205)

Composition of the PCR mix (50 ul):

5.00 ul template cDNA

5.00 ul 10x buffer (Advantage polymerase) + 25mM MgCl

5.00 ul of 2mM dNTP

1.25 ul of each primer (10 pmol/ul)

0.50 ul of Advantage polymerase (Clontech)

PCRreaction conditions:

60

81 of 1119 CSIRO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 100982 of 1119

10

15

20

25

Annealing temperature: | min 55°C

Denaturation temperature: 1 min 94°C

Elongation temperature: 2 min 72°C

Numberof cycles: 35

The PCR product wasfirst incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme Stul and

then for 12 hours at 25°C with the restriction enzyme Smal. The vector pUC19-Cn11-C was

incubated for 12 hours at 25°C with the restriction enzyme Smal. Thereafter, the PCR

product and the cleaved vector were separated by agarose gel electrophoresis and the

corresponding DNA fragments were excised. The DNA waspurified by meansof the Qiagen

Gel Purification Kit following the manufacturer’s instructions. Thereafter, vector and PCR

product were ligated. The Rapid Ligation Kit from Roche was used for this purpose. The

resulting plasmid pUC19-Cnl1-C_Cn11B_OCSwasverified by sequencing.

In a further step, the OCS terminator for Cnl1B was inserted. To this end, the PCR was

carried out using the following primers:

OCS2 5’: aggcctcctgctttaatgagatatgcgagac (SEQ ID NO:206)

OCS2 3”: cccgggcggacaatcagtaaattgaacggag (SEQ ID NO: 207)

Composition of the PCR mix (50 ul):

5.00 ul template cDNA

5.00 ul 10x buffer (Advantage polymerase) + 25mM MgCl)

5.00 ul of 2mM dNTP

1.25 ul of each primer (10 pmol/ul)

0.50 ul of Advantage polymerase (Clontech)

PCRreaction conditions:

Annealing temperature: | min 55°C

Denaturation temperature: 1 min 94°C
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Elongation temperature: 2 min 72°C

Numberof cycles: 35

The PCR product wasfirst incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme Stul and

then for 12 hours at 25°C with the restriction enzyme Smal. The vector pUC19-

Cnl1C_Cnl1B_OCSwasincubated for 12 hours at 25°C with the restriction enzyme Smal.

Thereafter, the PCR product and cleaved vector were separated by agarose gel

electrophoresis and the corresponding DNA fragments were excised. The DNA was purified

by means of the Qiagen Gel Purification Kit following the manufacturer’s instructions.

Thereafter, vector and PCR product were ligated. The Rapid Ligation Kit from Roche was

used for this purpose. The resulting plasmid pUC19-Cnl1-C_Cnl1B_OCS2 wasverified by

sequencing.

In the next step, the Cnl1-A promoter is amplified by PCR using the following primers:

Cnl1-B 5°: aggcctcaacgsticcggcestatagag (SEQ ID NO: 208)

Cnl1-B 3’: aggccttctagactgcagecgesccecccgcatttttiggtgstgattget (SEQ ID NO: 209)

Composition of the PCR mix (50 ul):

5.00 ul template cDNA

5.00 ul 10x buffer (Advantage polymerase) + 25mM MgCl)

5.00 ul of 2mM dNTP

1.25 ul of each primer (10 pmol/ul)

0.50 ul of Advantage polymerase (Clontech)

PCRreaction conditions:

Annealing temperature: | min 55°C

Denaturation temperature: 1 min 94°C

Elongation temperature: 2 min 72°C

Numberof cycles: 35
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The PCR product was incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme Stul. The

vector pUC19-Cnl1-C wasincubated for 12 hours at 25°C with the restriction enzyme Smal.

Thereafter, the PCR product and cleaved vector were separated by agarose gel

electrophoresis and the corresponding DNA fragments were excised. The DNA was purified

by means of the Qiagen Gel Purification Kit following the manufacturer’s instructions.

Thereafter, vector and PCR product were ligated. The Rapid Ligation Kit from Roche was

used for this purpose. The resulting plasmid pUC19-Cnl1CCnl1BCnll1AOCS2 was

verified by sequencing.

In a further step, the OCS terminator for Cnl1A was inserted. To this end, the PCR was

carried out with the following primers:

OCS2 5’: ggcctcctgctttaatgagatatgcga (SEQ ID NO: 210)

OCS2 3’: aagcttgecececcgagctcetcgacegacaatcagtaaattgaacggaga (SEQ ID NO: 211)

Composition of the PCR mix (50 ul):

5.00 ul template cDNA

5.00 ul 10x buffer (Advantage polymerase) + 25mM MgCl)

5.00 ul of 2mM dNTP

1.25 ul of each primer (10 pmol/ul)

0.50 ul of Advantage polymerase (Clontech)

PCRreaction conditions:

Annealing temperature: | min 55°C

Denaturation temperature: 1 min 94°C

Elongation temperature: 2 min 72°C

Numberof cycles: 35
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The PCR product wasfirst incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme Stul and

then for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme HindIII. The vector pUC19-

Cnl1C_Cnl1B_Cnl1A_OCS2 wasincubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme

Stul and for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme HindIII. Thereafter, the PCR product

and cleaved vector were separated by agarose gel electrophoresis and the corresponding DNA

fragments were excised. The DNA was purified by meansof the Qiagen Gel Purification Kit

following the manufacturer’s instructions. Thereafter, vector and PCR product wereligated.

The Rapid Ligation Kit from Roche was used for this purpose. The resulting plasmid pUC19-

Cnl1-C_Cnl1B_Cnl1A_OCS3 wasverified by sequencing.

In the next step, the plasmid pUC19-Cnl1C_Cnl1B_Cnl1A_OCS3 wasused for cloning the

A6-, A5-desaturase and A6-elongase. To this end, the Phytium irregulare A6-desaturase

(WO002/26946) was amplified using the following PCR primers:

D6Des(Pir) 5°: agatctatggtggacctcaagcctggagtg (SEQ ID NO:212)

D6Des(Pir) 3°: ccatggcccggsttacatcgctgggaactcgestgat (SEQ ID NO:213)

Composition of the PCR mix (50 ul):

5.00 ul template cDNA

5.00 ul 10x buffer (Advantage polymerase) + 25mM MgCl)

5.00 ul of 2mM dNTP

1.25 ul of each primer (10 pmol/ul)

0.50 ul of Advantage polymerase (Clontech)

PCRreaction conditions:

Annealing temperature: | min 55°C

Denaturation temperature: 1 min 94°C

Elongation temperature: 2 min 72°C

Numberof cycles: 35
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The PCR product wasfirst incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme Beg/II

and then for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme Neol. The vector pUC19-

Cnl1C_Cnl1B_Cnl1A_OCS3 wasincubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme

Bg/II and for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme Necol. Thereafter, the PCR product

and cleaved vector were separated by agarose gel electrophoresis and the corresponding DNA

fragments were excised. The DNA was purified by meansof the Qiagen Gel Purification Kit

following the manufacturer’s instructions. Thereafter, vector and PCR product wereligated.

The Rapid Ligation Kit from Roche was used for this purpose. The resulting plasmid pUC19-

Cnl1_d6Des(Pir) was verified by sequencing.

In the next step, the plasmid pUC19-Cnll_d6Des(Pir) was used for cloning the

Thraustochytrium ssp. A5-desaturase (WO02/26946). To this end, the Thraustochytrium ssp.

AS5-desaturase was amplified using the following PCR primers:

D5Des(Tc) 5’: gggatccatgggcaagescagcgaggeccg (SEQ ID NO:214)

D5Des(Tc) 3’: gecgccgacaccaagaagcaggactgagatatc (SEQ ID NO:215)

Composition of the PCR mix (50 ul):

5.00 ul template cDNA

5.00 ul 10x buffer (Advantage polymerase) + 25mM MgCl)

5.00 ul of 2mM dNTP

1.25 ul of each primer (10 pmol/ul)

0.50 ul of Advantage polymerase (Clontech)

PCRreaction conditions:

Annealing temperature: | min 55°C

Denaturation temperature: 1 min 94°C

Elongation temperature: 2 min 72°C

Numberof cycles: 35
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The PCR product wasfirst incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme BamHI

and then for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme EcoRV. The vector pUC19-

Cnl1_d6Des(Pir) was incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme BamHI and

for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme EcoRV. Thereafter, the PCR product and

cleaved vector were separated by agarose gel electrophoresis and the corresponding DNA

fragments were excised. The DNA was purified by meansof the Qiagen Gel Purification Kit

following the manufacturer’s instructions. Thereafter, vector and PCR product wereligated.

The Rapid Ligation Kit from Roche was used for this purpose. The resulting plasmid pUC19-

Cnl1_d6Des(Pir)d5Des(Tc) was verified by sequencing.

In the next step, the plasmid pUC19-Cnl1_d6Des(Pir)d5Des(Tc) was used for cloning the

Physcomitrella patens A6-elongase (WO01/59128), for which purpose the latter was

amplified using the following PCR primers:

D6Elo(Pp) 5°: gcggccgcatggagetcetgegagagattctacgets (SEQ ID NO: 216)

D6Elo(Pp) 3°: gcaaaagggagctaaaactgagtgatctaga (SEQ ID NO:217)

Composition of the PCR mix (50 ul):

5.00 ul template cDNA

5.00 ul 10x buffer (Advantage polymerase) + 25mM MgCl,

5.00 ul of 2mM dNTP

1.25 ul of each primer (10 pmol/ul)

0.50 ul of Advantage polymerase (Clontech)

PCRreaction conditions:

Annealing temperature: | min 55°C

Denaturation temperature: 1 min 94°C

Elongation temperature: 2 min 72°C

Numberof cycles: 35
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The PCR product was first incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme NotI

and then for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme XbaI. The vector pUC19-

Cnl1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc) was incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme

NotI and for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme Xbal. Thereafter, the PCR product

and cleaved vector were separated by agarose gel electrophoresis and the corresponding DNA

fragments were excised. The DNA was purified by meansof the Qiagen Gel Purification Kit

following the manufacturer’s instructions. Thereafter, vector and PCR product wereligated.

The Rapid Ligation Kit from Roche wasused for this purpose. The resulting plasmid pUC19-

Cnl1_d6Des(Pir)d5Des(Tc)D6Elo(Pp) was verified by sequencing.

The binary vector for the transformation of plants was prepared starting from pUC19-

Cnl1_d6Des(Pir)d5Des(Tc)D6Elo(Pp). To this end,

pUC19-Cnll_d6Des(Pir)d5Des(Tc)D6Elo(Pp) was incubated for 2 hours at 37°C with the

restriction enzyme AsclI. The vector pGPTV wastreated in the same manner. Thereafter, the

fragment from pUC19-Cnll_d6Des(Pir)d5Des(Tc)D6Elo(Pp) and the cleaved pGPTV

vector were separated by agarose gel electrophoresis and the corresponding DNA fragments

were excised. The DNA waspurified by means of Qiagen Gel Purification Kit following the

manufacturer’s instructions. Thereafter, vector and PCR product were ligated. The Rapid

Ligation Kit from Roche was used for this purpose. The resulting plasmid pGPTV-

Cnl1_d6Des(Pir)d5Des(Tc)D6Elo(Pp) was verified by sequencing.

A further construct, pGPTV- Cnll_d6Des(Pir)d5Des(Tc)D6Elo(Pp)D12Des(Co), was

used. To this end, the amplification was carried out with the following primers, starting from

pUC19-Cnl1C_OCS:

Cnll1_OCS5’: gtcgatcaacgsttccggcgstatagagttg (SEQ ID NO: 218)

Cnl1_OCS3°: gtcgatcggacaatcagtaaattgaacggaga (SEQ ID NO: 219)

Composition of the PCR mix (50 ul):

5.00 ul template cDNA

5.00 ul 10x buffer (Advantage polymerase) + 25mM MgCl)

5.00 ul of 2mM dNTP
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1.25 ul of each primer (10 pmol/ul)

0.50 ul of Advantage polymerase (Clontech)

PCRreaction conditions:

Annealing temperature: | min 55°C

Denaturation temperature: 1 min 94°C

Elongation temperature: 2 min 72°C

Numberof cycles: 35

The PCR product was incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme SalI. The

vector pUC19 was incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzymeSalI. Thereafter,

the PCR product and the cleaved vector were separated by agarose gel electrophoresis and the

corresponding DNA fragments were excised. The DNA waspurified by means of Qiagen Gel

Purification Kit following the manufacturer’s instructions. Thereafter, vector and PCR

product were ligated. The Rapid Ligation Kit from Roche was used for this purpose. The

resulting plasmid pUC19-Cnl1_OCS was verified by sequencing.

In a further step, the Calendula officinalis Al2-desaturase gene (WO01/85968) was cloned

into pUC19-Cnl1_OCS.To this end, d12Des(Co) was amplified with the following primers:

D12Des(Co) 5’: agatctatgggtgcagecestcgaatgc (SEQ ID NO: 220)

D12Des(Co) 3°: ccatggttaaatcttattacgatacc (SEQ ID NO: 221)

Composition of the PCR mix (50 ul):

5.00 ul template cDNA

5.00 ul 10x buffer (Advantage polymerase) + 25mM MgCl

5.00 ul of 2mM dNTP

1.25 ul of each primer (10 pmol/ul)

0.50 ul of Advantage polymerase (Clontech)
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PCRreaction conditions:

Annealing temperature: | min 55°C

Denaturation temperature: 1 min 94°C

Elongation temperature: 2 min 72°C

Numberof cycles: 35

The PCR product was incubated for 2 hours at 37°C with the restriction enzyme Beg/II and

thereafter for 2 hours at the same temperature with NcoI. The vector pUC19-Cnl1_OCS was

incubated in the same manner. Thereafter, the PCR fragment and the cleaved vector were

separated by agarose gel electrophoresis and the corresponding DNA fragments were excised.

The DNAwaspurified by means of Qiagen Gel Purification Kit following the manufacturer’s

instructions. Thereafter, vector and PCR product were ligated. The Rapid Ligation Kit from

Roche was used for this purpose. The resulting plasmid pUC19-Cnl1_D12Des(Co) was

verified by sequencing.

The plasmid pUC19-Cnl1_D12Des(Co) and the plasmid

pUC19-Cnll_d6Des(Pir)d5Des(Tc)D6Elo(Pp) were incubated for 2 hours at 37°C with the

restriction enzyme SalI. Thereafter, the vector fragment and the cleaved vector were

separated by agarose gel electrophoresis and the corresponding DNA fragments were excised.

The DNAwaspurified by means of Qiagen Gel Purification Kit following the manufacturer’s

instructions. Thereafter, vector and vector fragment were ligated. The Rapid Ligation Kit

from Roche was used for this purpose. The resulting plasmid pUC19-

Cnl1_d6Des(Pir)d5Des(Tc)D6Elo(Pp)D12Des(Co) was verified by sequencing.

The binary vector for the transformation of plants was prepared starting from pUC19-

Cnl1_d6Des(Pir)d5Des(Tc)D6Elo(Pp)D12Des(Co). To this end,

pUC19-Cnll_d6Des(Pir)d5Des(Tc)D6Elo(Pp)D12Des(Co) was incubated for 2 hours at

37°C with the restriction enzyme AscI. The vector pGPTV wastreated in the same manner.

Thereafter, the fragment from pUC19-Cnl1_d6Des(Pir)d5Des(Tc)D6Elo(Pp)D12Des(Co)

and the cleaved pGPTV vector were separated by agarose gel electrophoresis and the

corresponding DNA fragments were excised. The DNA waspurified by means of Qiagen Gel

Purification Kit following the manufacturer’s instructions. Thereafter, vector and PCR

product were ligated. The Rapid Ligation Kit from Roche was used for this purpose. The
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resulting plasmid pGPTV- Cnll_d6Des(Pir)d5Des(Tc)D6Elo(Pp)D12Des(Co) was

verified by sequencing.

A further example of the use of seed-specific expression constructs is the Napin promoter.

Preparation of these expression constructs in the vectors pGPTV or pSUN is described in

Wuetal. (2005) Nat. Biotech. 23:1013-1017.

A further vector suitable for plant transformation is pSUN2. This vector was used in

combination with the Gateway system (Invitrogen, Karlsruhe) in order to increase the number

of expression cassettes present in the vector to more than four. For this purpose, the Gateway

cassette A was inserted into the vector pSUN2 in accordance with the manufacturer’s

instructions, as described below:

The pSUN2 vector (1 ug) was incubated with the restriction enzyme EcoRV at 37° for 1 h.

The Gateway cassette A (Invitrogen, Karlsruhe) was then ligated into the cut vector using the

Rapid Ligation kit from Roche, Mannheim. The resulting plasmid was transformed into

E. coli DB3.1 cells (Invitrogen). The isolated plasmid pSUN-GW was then verified by

sequencing.

In the second step, the expression cassette was cut out of pUC19-

Cnl1_d6Des(Pir)d5Des(Tc)D6Elo(Pp)D12Des(Co) using AscI and ligated into the

likewise treated vector pSUN-GW.Theplasmid obtained in this way pSUN-4G wasused for

further gene constructs.

For this purpose, firstly apPENTR clone was modified in accordance with the manufacturer’s

instructions (Invitrogen). The plasmid pENTRIA (Invitrogen) was incubated with the

restriction enzyme EcoRI at 37° for 1h and then treated with Klenow enzyme and with a

1 uM dNTP mix for 30 min, and subsequently the AscI adapter (5°-ggcgcgcc; phosphorylated

at the 5° end, double-stranded) was ligated into the pENTRIA vector. Genes were inserted as

described above stepwise into the Cnl cassette in these modified and transferred via AsclI into

the pENTRvector, resulting in the pENTR-Cnlvector.

In a further step, the pSUN-8G construct was prepared. For this purpose, 5° and 3° primers

for the genes with the SEQ ID NOs: 1, 3, 5 and 7 with the restriction cleavage sites described

above and with the first and in each case last 20 nucleotides of the open reading frame were

produced and amplified with the standard conditions (see above) and ligated into the pENTR-

Cnl vector, which was subsequently subjected to a recombination reaction with the pSUN-4G

vector in accordance with the manufacturer’s instructions.
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The construct pSUN-8G was prepared in this way and was transformed into Brassica juncea

and Brassica napus. The seeds of the transgenic plants were analyzed by gas chromatography.

A further construct which was used for transformation of B. juncea and B. napus was the

construct pSUN-9G. This construct was prepared according to Wuet al. (2005) Nat. Biotech.

23:1013-1017 with the napin promoter. In a modification of Wu et al. 2005, the coding

sequence of OtELO2.2 was inserted in the described manner instead of the gene OmELO.

The resulting construct pSUN-9G wasthen transformed into B. juncea and B. napus.

Example 8: Lipid extraction from plant material

The effect of the genetic modification in plants on the production of a desired compound

(such as a fatty acid) can be determined by growing the modified plant under suitable

conditions (such as those described above) and analyzing the medium and/or the cellular

components for the elevated production of the desired product (i.e. of the lipids or a fatty

acid). These analytical techniques are known to the skilled worker and comprise

spectroscopy, thin-layer chromatography, various types of staining methods, enzymatic and

microbiological methods and analytical chromatography such as high-performance liquid

chromatography (see, for example, Ullman, Encyclopedia of Industrial Chemistry, Vol. A2,

p. 89-90 and p. 443-613, VCH: Weinheim (1985); Fallon A. et al. (1987) “Applications of

HPLC in Biochemistry” in: Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology,

Vol. 17; Rehm et al. (1993) Biotechnology, Vol. 3, Chapter III: “Product recovery and

purification”, p. 469-714, VCH: Weinheim; Belter, P.A. et al. (1988) Bioseparations:

downstream processing for Biotechnology, John Wiley and Sons; Kennedy, J.F., and Cabral,

J.M.S. (1992) Recovery processes for biological Materials, John Wiley and Sons; Shaeiwitz,

J.A., and Henry, J.D. (1988) Biochemical Separations, in: Ullmann’s Encyclopedia of

Industrial Chemistry, Vol. B3; Chapter 11, p. 1-27, VCH: Weinheim; and Dechow,F.J.

(1989) Separation and purification techniques in biotechnology, Noyes Publications).

In addition to the abovementioned methods, plant lipids are extracted from plant material as

described by Cahoon et al. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96 (22):12935-12940 and

Browseet al. (1986) Analytic Biochemistry 152:141-145. The qualitative and quantitative

analysis of lipids or fatty acids is described by Christie, William W., Advances in Lipid

Methodology, Ayr/Scotland: Oily Press (Oily Press Lipid Library; 2); Christie, William W.,

Gas Chromatography and Lipids. A Practical Guide - Ayr, Scotland: Oily Press, 1989, Repr.

1992, IX, 307 pp. (Oily Press Lipid Library; 1); “Progress in Lipid Research, Oxford:
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Pergamon Press, 1 (1952) - 16 (1977) underthe title: Progress in the Chemistry of Fats and

Other Lipids CODEN.

In addition to measuring the end product of the fermentation, it is also possible to analyze

other components of the metabolic pathways which are used for the production of the desired

compound, such as intermediates and by-products, in order to determine the overall

production efficiency of the compound. The analytical methods comprise measuring the

amount of nutrients in the medium (for example sugars, hydrocarbons, nitrogen sources,

phosphate and other ions), measuring the biomass composition and the growth, analyzing the

production of conventional metabolytes of biosynthetic pathways and measuring gases which

are generated during the fermentation. Standard methods for these measurements are

described in Applied Microbial Physiology; A Practical Approach, P.M. Rhodes and P.F.

Stanbury, Ed., IRL Press, p. 103-129; 131-163 and 165-192 (ISBN: 0199635773) and

references cited therein.

One exampleis the analysis of fatty acids (abbreviations: FAME,fatty acid methyl ester; GC-

MS, gas liquid chromatography/mass spectrometry; TAG, triacylglycerol; TLC, thin-layer

chromatography).

The unambiguous detection for the presence of fatty acid products can be obtained by

analyzing recombinant organisms using analytical standard methods: GC, GC-MSor TLC, as

described on several occasions by Christie and the references therein (1997, in: Advances on

Lipid Methodology, Fourth Edition: Christie, Oily Press, Dundee, 119-169; 1998,

Gaschromatographie-Massenspektrometrie-Verfahren [Gas chromatography/mass

spectrometric methods], Lipide 33:343-353).

The material to be analyzed can be disrupted by sonication, grinding in a glass mill, liquid

nitrogen and grinding or via other applicable methods. After disruption, the material must be

centrifuged. The sediment is resuspended in distilled water, heated for 10 minutes at 100°C,

cooled on ice and recentrifuged, followed by extraction for one hour at 90°C in 0.5M

sulfuric acid in methanol with 2% dimethoxypropane, which leads to hydrolyzed oil and lipid

compounds, which give transmethylated lipids. These fatty acid methyl esters are extracted in

petroleum ether and finally subjected to a GC analysis using a capillary column (Chrompack,

WCOTFused Silica, CP-Wax-52 CB, 25 m, 0.32 mm) at a temperature gradient of between

170°C and 240°C for 20 minutes and 5 minutes at 240°C. The identity of the resulting fatty
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acid methyl esters must be defined using standards which are available from commercial

sources(i.e. Sigma).

Plant material is initially homogenized mechanically by comminuting in a pestle and mortar

to make it more amenableto extraction.

This is followed by heating at 100°C for 10 minutes and, after cooling on ice, by

resedimentation. The cell sediment is hydrolyzed for one hour at 90°C with 1 M methanolic

sulfuric acid and 2% dimethoxypropane, and the lipids are transmethylated. The resulting

fatty acid methyl esters (FAMEs) are extracted in petroleum ether. The extracted FAMEsare

analyzed by gas liquid chromatography using a capillary column (Chrompack, WCOT Fused

Silica, CP-Wax-52 CB, 25 m, 0.32 mm) and a temperature gradient of from 170°C to 240°C

in 20 minutes and 5 minutes at 240°C. The identity of the fatty acid methyl esters is

confirmed by comparison with corresponding FAMEstandards (Sigma). The identity and

position of the double bond can be analyzed further by suitable chemical derivatization of the

FAME mixtures, for example to give 4,4-dimethoxyazolin derivatives (Christie, 1998) by

means of GC-MS.

Example 9: Use of the optimized A5-elongase (as depicted in SEQ ID NO: 64) from

Ostreococcustauri for constructs for constitutive expression

Transformation vectors based on pGPTV-35S8,a plasmid based on pBIN19-35S (Bevan M.

(1984) Nucl. Acids Res. 18:203), were produced for the transformation of plants. For this

purpose, firstly an expression cassette consisting of the promoter element CaMV35S (SEQ

ID NO: 161) and the 35S terminator (SEQ ID NO:162; Franck, A. et al. (1980) Cell 21 (1):

285-294) was assembled in a pUC vector. This entailed the promoter being inserted via the

Sall/Xbal restriction cleavage sites and the terminator via the BamHI/Smal restriction

cleavage sites. In addition, a polylinker with the XhoI cleavage site was attached to the

terminator (‘triple ligation’). The resulting plasmid pUC19-35S was then employed for

cloning PUFA genes.In parallel, the open reading frames of the A6-desaturase (SEQ ID NO:

1), of the A5-desaturase (SEQ ID NO: 51) and A6é-elongase (SEQ ID NO: 171) sequences

were inserted via the EcoRV cleavage site into pUC19-35S vectors. The resulting plasmids

pUC-D6, pUC-D5, pUC-E6(Tc) were used to construct the binary vector pGPTV-

35SD6D5E6(Tc). For this purpose, the vector pGPTV was digested with the enzymeSal],

the plasmid pUC-D6 was digested with Sall/XholI, and the correct fragments were ligated.

The resulting plasmid pGPTV-D6 was then digested with Sall, the plasmid pUC-D5 was

73

94 of 1119 CSIRO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 100995 of 1119

10

15

20

25

30

digested with SalI/Xhol, and the correct fragments were ligated. The resulting plasmid

pGPTV-D6-D5 was then digested once more with Sall, the plasmid pUC-E6(Tc) with

SallI/XholI, and the correct fragments were ligated. These sequential cloning steps resulted in

the binary vector pGPTV-D6D5E6(Tc), which was employed for the transformation.

In a further procedure, the sequence of d6Elo(Tp) (SEQ ID NO: 163) wasinserted into the

vector pUC19-35S instead of the sequence d6Elo(Tc). The resulting plasmid pUC-E6(Tp)

was used to prepare the binary vector pGPTV-35S_D6D5E6(Tp).

In a further procedure, the open reading frame of o3Des (SEQ ID NO: 193) was cloned into

pUC19-35S. The resulting plasmid pUC-@3Pi wastransferred via SalI/Xhol into the binary

vectors pGPTV-D6D5E6(Tc) and pGPTV-D6DS5E6(Tp). The resulting vectors pGPTV-

D6D5E6(Tc)@3Pi and pGPTV-D6D5E6(Tp)®3Pi were employed for the plant

transformation.

In a further procedure, the open reading frame of the optimized A5-elongase from

Ostreococcus tauri (SEQ ID NO:64) and the open reading frame of the A4-desaturase from

Thraustochytrium sp. (SEQ ID NO: 77) was cloned into pUC19-35S. The resulting plasmids

pUC-ES5 and pUC-D4 were then transferred via SalI/XholI in accordance with the above

statements into the vector pGPTV-D6D5E6(Tp)@3Pi. The resulting vector pGPTV-

D6D5E6(Tp)@3PiESD4 was employed for the plant transformation.

All the binary vectors were transformed into E. coli DH5a cells (Invitrogen) in accordance

with the manufacturer’s instructions. Positive clones were identified by PCR, and plasmid

DNAwasisolated (Qiagen Dneasy).

Example 10: Transformation of the constitutive binary vectors into plants

a) Generation of transgenic Brassica napus and Brassica juncea plants. The protocol for the

transformation of oilseed rape plant was used (modification of Moloney et al. (1992)

Plant Cell Reports 8:238-242)

The binary vector pGPTV-D6D5E6(Tp)o3PiE5D4 was transformed in Agrobacterium

tumefaciens C58C1:pGV2260 (Deblaere et al. (1984) Nucl. Acids. Res. 13: 4777-4788). A

1:50 dilution of an overnight culture of a positively transformed agrobacterial colony in

Murashige-Skoog medium (Murashige and Skoog (1962) Physiol. Plant. 15: 473)

supplemented with 3% sucrose (3MS medium) was used for the transformation of

Orychophragmus violaceus. Petioles or hypocotyls of freshly germinated sterile plants (in
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each case approx. | cm’) were incubated with a 1:50 agrobacterial dilution for 5-10 minutes

in a Petri dish. This is followed by 3 days of coincubation in the dark at 25°C on 3MS

medium supplemented with 0.8% Bacto agar. Thereafter, the cultivation was continued with

16 hours light/8 hours dark and a weekly rhythm on MS medium supplemented with 500

mg/l Claforan (cefotaxime-sodium), 50 mg/l kanamycin, 20 uM benzylaminopurine (BAP)

and 1.6 g/l glucose. Growing shoots were transferred to MS medium supplemented with 2%

sucrose, 250 mg/l Claforan and 0.8% Bacto agar. If no roots had developed after three weeks,

2-indolebutyric acid was added to the medium as growth hormoneforrooting.

Regenerated shoots were obtained on 2MS medium with kanamycin and Claforan, then, after

rooting, transferred into soil and, after cultivation, grown for two weeks in a controlled-

environment cabinet or in the greenhouse, allowed to flower, mature seeds were harvested

and analyzed for elongase expression such as A6-elongase activity or for AS- or A6-

desaturase activity by means oflipid analyses. In this manner, lines with elevated contents of

polyunsaturated C20- and C22-fatty acids were identified.

b) Generation of transgenic Orychophragmus violaceus plants

The protocol for the transformation of oilseed rape plants was used (modification of Moloney

et al. (1992) Plant Cell Reports 8:238-242) as described undera).

To generate transgenic plants, the binary vector pGPTV-D6DS5E6(Tp)®3PiE5D4 was

transformed into Agrobacterium tumefaciens C58C1:pGV2260 (Deblaere et al. (1984) Nucl.

Acids. Res. 13: 4777-4788). A 1:50 dilution of an ovemight culture of a positively

transformed Agrobacterium colony in Murashige-Skoog medium (Murashige and Skoog

(1962) Physiol. Plant, 15: 473) with 3% sucrose (3MS medium) was used to transform

Orychophragmus violaceus. Petioles or hypocotyls of freshly germinated sterile plants (each

about 1 cm’) were incubated with a 1:50 agrobacterial dilution in a Petri dish for 5-10

minutes. This is followed by coincubation on 3MS medium with 0.8% Bacto agar in the dark

at 25°C for 3 days. The cultivation was then continued with 16 hours light/8 hours dark and

in a weekly rhythm on MS medium with 500 mg/l Claforan (cefotaxime sodium), 15 mg/l

kanamycin, 20 uM benzylaminopurine (BAP) and 1.6 g/l glucose. Growing shoots were

transferred to MS medium with 2% sucrose, 250 mg/l Claforan and 0.8% Bacto agar. If no

roots had developed after three weeks, 2-indolebutyric acid was added to the medium as

growth hormoneforrooting.
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Regenerated shoots were obtained on 2MS medium with kanamycin and Claforan and, after

rooting, transferred to soil and, after cultivation, grown for two weeks in a controlled

environment cabinet or in a greenhouse, allowed to flower, and mature seeds were harvested

and examined by lipid analyses for elongase expression such as A6-elongase activity or A5-

or A6-desaturase activity. Lines with increased contents of polyunsaturated C20 and C22

fatty acids were identified in this way.

c) Transformation of Arabidopsis thaliana plants

The protocol of Bechthold et al. (1993) C.R. Acad. Sci. Ser. IIT Sci. Vie. 316: 1194-1199 was

used.

To generate transgenic plants, the generated binary vector pGPTV-D6D5E6(Tp)@3PiE5D4

was transformed into Agrobacterium tumefaciens C58C1:pMP90 (Deblaere et al. (1984)

Nucl. Acids. Res. 13: 4777-4788) and, in accordance with the protocol of Bechthold et al.

(1993), flowers of Arabidopsis thaliana cv. Columbia 0 were dipped in an agrobacterial

solution with OD600=1.0. The procedure was repeated again two days later. Seeds from

these flowers were then placed on agar plates with 4% MS, 2% sucrose and 50 mg/l

kanamycin. Green seedlings were then transferred to soil.

Example 11: Analysis of plant material of transgenic Orychophragmus or Arabidopsis plants

Extraction of leaf material of transgenic Orychophragmusviolaceus and Arabidopsis thaliana

plants transformed with pGPTV-D6D5E6(Tp)@3PiE5D4 and the gas chromatography

analysis was carried out as described in example 8. Table 2 showsthe results of the analyses.

The various fatty acids are indicated in percent by weight. It was possible to show that long-

chain polyunsaturated fatty acids were synthesized by both different plant species. It was

surprisingly possible with the optimized sequence of the A5-elongase (as depicted in SEQ ID

NO: 64) from Ostreococcus tauri to obtain a distinctly higher yield of DHA than reported for

example by Robert et al. (2005) Functional Plant Biology 32: 473-479 for Arabidopsis

thaliana with 1.5% DHA.It was possible for the first time to achieve a synthesis of long-

chain polyunsaturated fatty acids for Orychophragmusviolaceus.

Example 12: Analysis of seeds of transgenic Brassica juncealines

Extraction of seeds of transgenic Brassica juncea plants transformed with pSUN-9G,and the

gas chromatography analysis was carried out as described in example 8. Table 6 shows the

results of the analyses. The various fatty acids are indicated in percent area. As in Wuetal.

2005 it was possible to show the synthesis of long-chain polyunsaturated fatty acids (PUFA).
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Surprisingly, the use of the modified elongase sequence OtELO2.2 such as the nucleic acid

sequence described by SEQ ID NO: 64 resulted in a drastic increase in the content of C22

fatty acids. In total, the seed oil contained about 8% by weight % polyunsaturated C22 fatty

acids. Specifically, the content of the fatty acid docosahexaenoic acid (DHA)in the seedoil

was 1.9% by weight %, representing an increase by a factor of 10 compared with Wuetal.

2005.

Example 13: Detailed analysis of the lipid classes and position analysis of leaf material

from O. violaceus

About 1 g of leaf tissue was heated in 4 ml of isopropanol at 95°C for 10 minutes,

homogenized by Polytron and shaken after addition of 1.5 ml of chloroform. The samples

were centrifuged, the supernatant was collected, and the pellet was extracted again with

isopropanol:chloroform 1:1 (v/v). The two extracts were combined, dried and dissolved in

chloroform. The lipid extract was prefractionated on a silica prepsep column (Fisher

Scientific, Nepean, Canada) into neutral lipids, glycolipids and phospholipids, eluting with

chloroform:acetic acid 100:1 (v/v), acetone:acetic acid 100:1 (v/v) and

methanol:chloroform:water 100:50:40 (v/v/v), respectively. These fractions were further

fractionated on silica G-25 thin-layer chromatography plates (TLC; Macherey-Nagel, Dtiren,

Germany). Neutral lipids were developed with hexane:diethyl ether:acetic acid (70:30:1),

glycolipids with chloroform:methanol:ammonia (65:25:4 v/v/v) and phospholipids with

chloroform:methanol:ammonia:water (70:30:4:1 v/v/v/v). The individual lipid classes were

identified after spraying with primulin under UV light, removed by scraping off the plates

and either used for direct transmethylation or extracted by a suitable solvent for further

analysis.

It was possible by the disclosed methods for the variouslipid classes (neutral lipids, phospho-

lipids and galactolipids) to be fractionated and analyzed separately. The glycolipids were

additionally examinedfor the position of the individual fatty acids.

a) Regiospecific analysis of the tracylglycerides (TAG)

Three to five mg of the TLC-purnfied TAG were dried under nitrogen in a glass tube,

resuspended in aqueous buffer by brief ultrasound treatment (1 M Tris pH 8; 2.2% CaCl,

(w/v); 0.05% bile salts (w/v)) and incubated at 40°C for 4 minutes. After addition of 0.1 ml

of a solution of pancreatic lipase (10 mg/ml in water), the samples were vigorously vortexed

for 3 minutes, and the digestion was stopped by adding 1 ml of ethanol and 1.5 ml of 4M
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HCl. The partly digested TAGs were extracted twice with diethyl ether, washed with water,

dried and dissolved in a small volume of chloroform. Monoacylglycerols (MAG) were

separated from the free fatty acids and undigested TAGs on a TLC plate as described above

for neutral lipids. The point corresponding to the MAGs was analyzed by GC and represented

the sn-2 position of the TAGs. Thedistribution of the fatty acids to the remaining sn-1 and

sn-3 positions was calculated by the following formula: sn-1 + sn-3 = (TAG x 3 - MAG)/2.

This position analysis of the triacylglycerides revealed in this case that EPA and DHA are

present in similar concentrations in the sn-2 and sn-1/3 positions, while ARAis to be found

overall only in small amounts in the triacylglycerides, and here mainly in the sn-2 position

(Tab. 3).

b) Stereospecific analysis of phospholipids

Fractionated and extracted phosphatidylglycol (PG), phosphatidylethanolamine (PE) and

phosphatidylcholine (PC) were dried under N2 and resuspended in 0.5 ml of borate buffer

(0.5M, pH 7.5, containing 0.4mM CaCl). After a brief ultrasound treatment, 5U of

phospholipase A2 from the venom of Naja mossambica (Sigma P-7778) and 2 ml of diethyl

ether were added and the samples were vortexed at room temperature for 2 hours. The ether

phase wasdried, the digestion was stopped with 0.3 ml of IM HCl, and the reaction mixture

was extracted with chloroform:methanol (2:1 v/v). The digested phospholipids were

separated by TLC in chloroform:methanol:ammonia:water (70:30:4:2 v/v/v/v) and points

which corresponded to the liberated free fatty acids and lysophospholipids were removed by

scraping and directly transmethylated.

Positional analysis of the phospholipids showed an accumulation of EPA and DHAin the

sn-2 position of phosphatidylcholine (PC), while DHA was similarly distributed in sn-1 and

sn-2 position in phosphatidylethanolamine (PE). Only traces of, or no, ARA wasto be found

in both phospholipids (Tab. 4). The concentrations of EPA and DHA in phosphatidylglycerol

were lower than in the other investigated phospholipids, with accumulation in the sn-2

position also to be observedin this lipid class (Tab. 4, PG).

c) Stereospecific analysis of glycolipids

The galactolipids were investigated as a further polar lipid class. Galactolipids are found in

the membranesofplastids and form the main componentsthere.

TLC-purified monogalactosyldiacylglycerol (MGDG) and_ digalactosyldiacylglycerol
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15

20

(DGDG)were dried under nitrogen and dissolved in 0.5 ml of diethyl ether. Then 25 units of

the lipase from Rhizopus arrhizus (Sigma 62305), resuspended in 2 ml of borate buffer

(50 mM, pH 7.5 containing 2mM CaCl), were added, and the samples were vortexed at

room temperature for 2 hours. The ether phase was dried and the digestion was stopped by

adding 0.3 ml of 1M HCl, and the lipids were extracted with 4 ml of chloroform:methanol

(2:1 v/v). After drying, the digested galactolipids were in a small volume of

chloroform:methanol (2:1 v/v) and developed twice on a precoated silica TLC plate, firstly

with chloroform:methanol: ammonia: water (70:30:4:1 v/v/v/v) to about two thirds the height

of the plate, followed by complete development in hexane:diethyl ether:acetic acid (70:30:1).

The points which correspondedto the liberated free fatty acids and the lysogalactolipids were

identified after spraying with primulin, scraped off and transmethylated directly for GC

analysis.

It was possible to find VLCPUFA in these lipids too, with an accumulation of EPA in the

sn-2 position being observed. DHA wasto be found only in the digalactodiacylglycerols

(DGDG) and was undetectable in the monogalactodiacylglycerols (MGDG) (Table 5). The

distribution of VLCPUFAin galactolipids, a compartment in which these fatty acids were not

expected, shows the dynamics of the synthesis and the later transformation. VLCPUFA in

polar lipids are of particular nutritional value because they can be absorbed better in the

intestines of mammals than the neutral lipids.
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Table 1: Test of the optimized sequences of pOTE1.1 and pOTEZ2.1 in yeast. The conversion

rates were determined in accordance with the substrate conversions. A distinct rise in activity

wasachievable with the optimized sequence in plasmid pOTE2.2.

Substrate

Product 
 
 
 

 

pOTE1.1 d6Elongase(Ot) 21.1

pOTE1.2

pOTE2.1 d5Elongase(Ot)

pOTE2.2 
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Table 2: Gas chromatographic analysis of leaf material of Orychophragmusviolaceus and

Arabidopsis thaliana. The individual fatty acids are indicated in percent area.

 
 

Fatty 16:0|16:3|18:1|18:2|GLA|18:3|18:4|ARA|EPA|DPA|DHA

acids

PSEFPPPPPEER

18:2|GLA 18:4|ARA|EPA|DPA|DHA

acids

  
terrepppp
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Table 3: Regiospecific analysis of the tracylglycerides from leaf material from transgenic 0. violaceus plants.
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Table 4: Stereospectfic analysis of the phospholipids from leaf material from transgenic O. violaceus plants.
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Table 5: Stereospectfic analysis of the galactolipids from leaf material from transgenic 0. violaceus plants,
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Table 6: Gas chromatographic determmation of thefatty acids from seeds of transgenic Brassica junceaplants transformed with the

construct pSUN-9G in percent by weight. WT describes the unmodified wild-type control.
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WeClaim:

1. Oils, lipids and/or fatty acids produced by a transgenic Brassica plant, wherein said

oils, lipids and/or fatty acids comprise 60 to 85% by weight of polyunsaturated fatty acids

based on the total fatty acids in the transgenic plant, wherein said polyunsaturated fatty acids

compriseat least 20% by weight of eicosapentaenoic acid (EPA), at least 2% by weight of

docosapentaenoic acid (DPA), and/or at least 4% by weight of docosahexaenoic acid (DHA)

based on the total fatty acids in the transgenic plant in form of tnacylglycerides.

2.

4.

Theoils, lipids and/or fatty acids of claim 1, wherein:

a) said polyunsaturated fatty acids comprise at least 20% by weight of EPA and

at least 24% by weight of EPA is present in the sn-1, sn-2 or sn-3 position;

b) said polyunsaturated fatty acids comprise at least 2% by weight of DPA and at

least 1.5% by weight of DPA is present in the sn-1, sn-2 or sn-3 position; and/or

c) said polyunsaturated fatty acids comprise at least 4% by weight of DHA and at

least 3% by weight of DHAis present in the sn-1, sn-2 or sn-3 position.

Theoils, lipids and/or fatty acids of claim 1, wherein:

a) said polyunsaturated fatty acids comprise at least 20% by weight of EPA and

at least 24% by weight of EPA is present in the sn-2 position;

b) said polyunsaturated fatty acids comprise at least 2% by weight of DPA and at

least 3% by weight of DPA is present in the sn-2 position; and/or

c) said polyunsaturated fatty acids comprise at least 4% by weight of DHA and at

least 3% by weight of DHAis presentin the sn-2 position.

Theoils, lipids and/or fatty acids of claim 1, wherein said polyunsaturated fatty acids

comprise:

a) at least 20% by weight of EPA andat least 2% by weight of DPA based on the

total fatty acids in the transgenic plant in form of triacylglycerides;

b) at least 20% by weight of EPA andat least 4% by weight of DHA based on the

total fatty acids in the transgenic plant in form of triacylglycerides; or

c) at least 2% by weight of DPA and at least 4% by weight of DHA based on the

total fatty acids in the transgenic plant in form of triacylglycerides.

86

107 of 1119 CSIRO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 1009108 of 1119

10

15

20

25

30

5. Theoils, lipids and/or fatty acids of claim 1, wherein said polyunsaturated fatty acids

compriseat least 30% long chain polyunsaturated fatty acids (LCPUFAs) based onthetotal

fatty acids in the transgenic plant, and wherein the LCPUFAsare C20 and/or C22 fatty acid

molecules having at least four double bonds.

6. Theoils, lipids and/or fatty acids of claim 1, wherein said oils, lipids and/or fatty

acids comprise about 25% by weight of EPA in form oftriacylglycerides based onthe total

fatty acids in the transgenic plant.

7. Theoils, lipids and/or fatty acids of claim 1, wherein said oils, lipids and/or fatty

acids comprise a total amount of about 30% by weight of EPA and DHAin form of

triacylglycerides based on thetotal fatty acids in the transgenicplant.

8. Theoils, lipids and/or fatty acids of claim 1, wherein said oils, lipids and/or fatty

acids comprise a total amountof at least 54% by weight of polyunsaturated 3-fatty acids

based on the total fatty acids in the transgenic plant.

9, Oils, lipids and/or fatty acids produced by a transgenic Brassica plant, wherein said

oils, lipids and/or fatty acids comprise a total amount of at least 54% by weight of

polyunsaturated w3-fatty acids based on the total fatty acids in the transgenic plant.

10.—Theoils, lipids and/or fatty acids of claim 9, wherein said oils, lipids and/or fatty

acids comprise 60 to 85% by weight of polyunsaturated fatty acids based on the total fatty

acids in the transgenicplant.

11. The oils, lipids and/or fatty acids of claim 9, wherein said polyunsaturated fatty acids

comprise at least 20% by weight of EPA basedonthetotal fatty acids in the transgenic plant

in form of triacylglycerides.

12.—The oils, lipids and/or fatty acids of claim 9, wherein said polyunsaturated fatty acids

compriseat least 2% by weight of DPA based on thetotal fatty acids in the transgenic plant

in form of triacylglycerides.

13. The oils, lipids and/or fatty acids of claim 9, wherein said polyunsaturated fatty acids

compriseat least 4% by weight of DHA based onthe total fatty acids in the transgenic plant

in form of triacylglycerides.

14. The oils, lipids and/or fatty acids of claim 9, wherein said polyunsaturated fatty acids

compriseat least 30% long chain polyunsaturated fatty acids (LCPUFAs) based onthetotal
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fatty acids in the transgenic plant, and wherein the LCPUFAsare C20 and/or C22 fatty acid

molecules having at least four double bonds.

15. Theoils, lipids and/or fatty acids of claim 9, wherein said oils, lipids and/or fatty

acids comprise about 25% by weight of EPA in form of triacylglycerides based onthetotal

fatty acids in the transgenic plant.

16.—Theoils, lipids and/or fatty acids of claim 9, wherein said oils, lipids and/or fatty

acids comprise a total amount of about 30% by weight of EPA and DHAin form of

triacylglycerides based on thetotal fatty acids in the transgenic plant.

17. Amethod for producingoils, lipids and/or fatty acids of claim 1, comprising

expressing in a Brassica plant a nucleic acid encoding a A6-desaturase, a nucleic acid

encoding a A5-desaturase, a nucleic acid encoding a A6-elongase, a nucleic acid encoding a

w3-desaturase, a nucleic acid encoding a A5-elongase, and a nucleic acid encoding a A4-

desaturase, wherein said nucleic acid encoding a A5-elongase is codon-optimized by adapting

to the codon usage of Brassica.

18. The method of claim 17, wherein said nucleic acid encoding a A5-elongase comprises

a nucleotide sequence having at least 70% sequence identity to the nucleotide sequence of

SEQ ID NO:64, and wherein said nucleotide sequenceis obtained by adapting at least 30%

of the nucleotide sequence of SEQ ID NO:109 to the codon usage of Brassica.

19, The method of claim 18, wherein said nucleotide sequencehasat least 80%, 85%,

86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% or 100%

sequence identity to the nucleotide sequence of SEQ ID NO:64, or wherein said nucleotide

sequence encodesa polypeptide having at least 95%, 96%, 97%, 98%, 99% or 100%

sequence identity to the amino acid sequence of SEQ ID NO:65.

20.|The method of claim 18, wherein said nucleotide sequence is adapted taking into

account the natural frequency of individual codons.

21. The method of claim 18, wherein said nucleotide sequence is obtained by adapting at

least 40% of the nucleotide sequence of SEQ ID NO: 109 to the codon usage of Brassica.

22. The method of claim 17, wherein said nucleic acid encoding a A5-elongase comprises

a translated section coding for a protein havingat least 95%, 96%, 97%, 98%, 99% or 100%

sequenceidentity to the amino acid sequence of SEQ ID NO:65, and wherein the translated
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section comprises a nucleotide sequence obtained by adapting at least 30% or 40% of the

nucleotide sequence of SEQ ID NO:109 to the codon usageof Brassica.
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10

Abstract

The invention relates to a method for producing eicosapentanoic acid, docosapentanoic acid

and/or docohexanoicacid in transgenic plants. According to said method, the plantis

provided with at least one nucleic acid sequence coding for a polypetide with a A6 desaturase

activity, at least one nucleic acid sequence coding for a polypeptide with a A6 elongase

activity, at least one nucleic acid sequence coding for a polypeptide with a A5 desaturase

activity, and at least one nucleic acid sequence coding for a polypeptide with a A5 elongase

activity, the nucleic acid sequence coding for a polypeptide with a A5 elongase activity being

modified in relation to the nucleic acid sequence in the organism from which the sequence

originates, such that it is adapted to the codon usein at least one type of plant. For the

production of docosahexanoic acid, at least one nucleic acid sequence coding for a

polypeptide with a A4 desaturaseactivity is also introducedintothe plant.
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Input Set:

Output Set:

Started: 2016-09-06 13:01:04.541

Finished: 2016-09-06 13:01:39.665

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         
 

  

  

  

  

  

               
  

 

     
  

Elapsed: O hr(s) O min(s) 35 sec(s) 124 ms

Total Warnings: 470

Total Errors: 0

No. of SeqIDs Defined: 221

Actual SeqID Count: 221

Error code Error Description

Ww 447 n or Xaa used, for: SEQID(43) on line number 3940

Ww 447 n or Xaa used, for: SEQID(43) on line number 3942

Ww 447 n or Xaa used, for: SEQID(43) on line number 3944

Ww 447 n or Xaa used, for: SEQID(43) on line number 3946

Ww 447 n or Xaa used, for: SEQID(43) on line number 3948

Ww 447 n or Xaa used, for: SEQID(43) on line number 3950

Ww 447 n or Xaa used, for: SEQID(43) on line number 3952

Ww 447 n or Xaa used, for: SEQID(43) on line number 3954

Ww 447 n or Xaa used, for: SEQID(43) on line number 3956

Ww 447 n or Xaa used, for: SEQID(43) on line number 3958

Ww 447 n or Xaa used, for: SEQID(43) on line number 3960

This error has occured more than 20 times, will not be displayed

W 213 Artificial or Unknown found in <213> in SEQ ID (44)

W 213 Artificial or Unknown found in <213> in SEQ ID (45)

W 213 Artificial or Unknown found in <213> in SEQ ID (46)

W 213 Artificial or Unknown found in <213> in SEQ ID (47)

W 213 Artificial or Unknown found in <213> in SEQ ID (48)

W 213 Artificial or Unknown found in <213> in SEQ ID (49)

W 213 Artificial or Unknown found in <213> in SEQ ID (50)

w 402 Undefined organism found in <213> in SEQ ID (51)

w 402 Undefined organism found in <213> in SEQ ID (52)

W 213 Artificial or Unknown found in <213> ain SEQ ID (57)

W 213 Artificial or Unknown found in <213> in SEQ ID (58)
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Input Set:

 

 

 

    
 

 
 

 

 

   
  

 

 

 

    
 

 

    
 

 

 

   
  
 

 

 

 

 

Output Set:

Started: 2016-09-06 13:01:04.541

Finished: 2016-09-06 13:01:39.665

Elapsed: O hr(s) O min(s) 35 sec(s) 124 ms

Total Warnings: 470

Total Errors: 0

No. of SeqIDs Defined: 221

Actual SeqID Count: 221

Error code Error Description

W 213 Artificial or Unknown found in <213> in SEQ ID (59)

W 213 Artificial or Unknown found in <213> in SEQ ID (60)

W 213 Artificial or Unknown found in <213> in SEQ ID (61)

W 213 Artificial or Unknown found in <213> in SEQ ID (62)

W 213 Artificial or Unknown found in <213> in SEQ ID (63)

w 402 Undefined organism found in <213> in SEQ ID (66)

w 402 Undefined organism found in <213> in SEQ ID (67)

W 213 Artificial or Unknown found in <213> in SEQ ID (72)

W 213 Artificial or Unknown found in <213> in SEQ ID (73)

W 213 Artificial or Unknown found in <213> in SEQ ID (74)

W 213 Artificial or Unknown found in <213> in SEQ ID (75)

W 213 Artificial or Unknown found in <213> in SEQ ID (76)

This error has occured more than 20 times, will not be displayed

w 402 Undefined organism found in <213> in SEQ ID (77)

w 402 Undefined organism found in <213> in SEQ ID (78)

w 402 Undefined organism found in <213> in SEQ ID (79)

w 402 Undefined organism found in <213> in SEQ ID (80)

w 402 Undefined organism found in <213> in SEQ ID (93)

w 402 Undefined organism found in <213> in SEQ ID (94)

   
This error has occured more than 20 times,
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<110>

<120>

<130>

<140>
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<150>
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<150>

<151>

<160> 2
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Leu

50

ccg
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Cirpus,

Bauer,

Qiu,

wu,

Cheng,

Xiao

Truksa,

Wetjen,

METHOD FOR PRODUCING POLYUNSATURAT

074017-0013-01-US

US 15/256, 914

Petra

Jorg

Guchai

Bifang

Tom

2016-09-06

12/280,090
2008-08-20

PCT/EP2007/051675
2007-02-21

DE 102006008030.0

2006-02-21

EP 06120309.7

2006-09-07

21

Martin

 
u  FQUENCE 
 

PatentIn version 3.5

380
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1)...

gac
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Tyr
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Lys

gcg

Ala
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Val

gcg

Ala

Leu
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Val
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Trp

att

Ile

30

gge

Gly

gcg
Ala

gtc
Val
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65

gtg
Val

gag
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ege

Arg

gcg

Ala

cte

Leu

145

gte
Val

gcg
Ala
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cag
Gin
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225

atg
Met
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Tyr
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ttc

Phe

agt
Ser

gac

Asp

gac

Asp

gag
Glu

/egt

Arg

gee

Ala
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Trp
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Gly
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Phe
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ctg
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115

tac

Tyr
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Met
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195

tgg

Trp
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ctg
Leu

cac

His

ctg
Leu
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tte
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Pro
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Met
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Gly
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tgg

Trp
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Ala
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cge

Arg

tac

Tyr

gcg
Ala

aag

Lys

ctg
Leu

gge

Gly
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gag
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tee

Ser

85

cge
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gtc
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Ala

atc
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att
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ttg
Leu

gac
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gcg
Ala

245

ceg
Pro

gag
Glu

aag

Lys

tte

Phe
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cag

Gln

Leu
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aag
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cge

Arg

aag
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tgg
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atg
Met
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tgg
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tte

Phe
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Ala
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Ala
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tge

Cys
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Ala

gge
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Ala
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gte
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aag

Lys
135

tte
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gtg
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His

215
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Gly
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tee
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Met
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gag
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Gly
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Asn

tte

Phe
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Phe
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Met
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Tle
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Val
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Val
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aac
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gag
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Gly

atc

Ile
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atg
Met
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tac
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Leu
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cag

Glin

gag
Glu

tag

Trp
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UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFIGE
UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE
United States Patent and Trademark Office

Address: COMMISSIONER FOR PATENTS
! OX

Alexandria, Virginia 22313-1450www.uspto.gov

APPLICATION FILING or GRP ART
NUMBER 371(c) DATE UNIT FIL FEE REC'D ATTY.DOCKET.NO TOT CLAIMSJIND CLAIMS

22 2

 
 
   

15/256,914 09/06/2016 1629 1760 074017-0013-01-US

CONFIRMATION NO. 4050

123223 FILING RECEIPT
Drinker Biddle & Reath LLP (WM30? Dalaware Avenue. Sta 1410 NDAO.LU0
Wilmington, DE 19801-1621

Date Mailed: 09/14/2016

Receipt is acknowledgedof this non-provisional patent application. The application will be taken up for examination
in due course. Applicant will be notified as to the results of the examination. Any correspondence concerning the
application mustinclude the following identification information: the U.S. APPLICATION NUMBER, FILING DATE,
NAME OF APPLICANT, and TITLE OF INVENTION. Fees transmitted by check or draft are subject to collection.
Please verify the accuracy of the data presented on this receipt. If an error is noted onthis Filing Receipt, please
submit a written requestfor a Filing Receipt Correction. Please provide a copyofthis Filing Receipt with the
changes noted thereon. If you received a "Notice to File Missing Parts" for this application, please submit
any corrections to this Filing Receipt with your reply to the Notice. When the USPTO processesthe reply
to the Notice, the USPTOwill generate another Filing Receipt incorporating the requested corrections

Inventor(s)
Petra Cirpus, Mannheim, GERMANY;
Jérg Bauer, Limburgerhof, GERMANY;
Xiao Qiu, Saskatoon, CANADA;
Guohai Wu, Saskatoon, CANADA;

Bifang Cheng, Saskatoon, CANADA;
Martin Truksa, Saskatoon, CANADA;

Tom Wetjen, Mannheim, GERMANY;
Applicant(s)

BASF Plant Science GmbH, Ludwigshafen, GERMANY;

Powerof Attorney: The patent practitioners associated with Customer Number 123223

Domestic Priority data as claimed by applicant
This application is a CON of 12/280,090 08/20/2008
whichis a 371 of PCT/EP2007/051675 02/21/2007

Foreign Applications (You may beeligible to benefit from the Patent Prosecution Highway program at the
USPTO.Please see http://www.uspto.gov for more information.)
EUROPEAN PATENTOFFICE (EPO) 06120309.7 09/07/2006
GERMANY 102006008030.0 02/2 1/2006

Permission to Access Application via Priority Document Exchange: Yes

Permission to Access Search Results: Yes
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Applicant may provide or rescind an authorization for access using Form PTO/SB/39 or Form PTO/SB/69 as
appropriate.

Request to Retrieve - This application either claims priority to one or more applications filed in an intellectual
property Office that participates in the Priority Document Exchange (PDX) program or contains a proper Requestto
Retrieve Electronic Priority Application(s) (PTO/SB/38orits equivalent). Consequently, the USPTOwill attempt
to electronically retrieve these priority documents.

If Required, Foreign Filing License Granted: 09/13/2016

The country code and numberof your priority application, to be usedfor filing abroad underthe Paris Convention,
is US 15/256,914

Projected Publication Date: 12/22/2016

Non-Publication Request: No

Early Publication Request: No
Title

METHOD FOR PRODUCING POLYUNSATURATED FATTY ACIDS

Preliminary Class

514

Statement under 37 CFR 1.55 or 1.78 for AIA (First Inventor to File) Transition Applications: No

PROTECTING YOUR INVENTION OUTSIDE THE UNITED STATES

Since the rights granted by a U.S. patent extend only throughout the territory of the United States and have no
effect in a foreign country, an inventor who wishes patent protection in another country must apply for a patent
in a specific country or in regional patent offices. Applicants may wish to consider thefiling of an international
application under the Patent Cooperation Treaty (PCT). An international (PCT) application generally has the same
effect as a regular national patent application in each PCT-member country. The PCT process simplifies the filing
of patent applications on the sameinvention in membercountries, but does notresult in a grantof "an international
patent" and doesnoteliminate the need of applicantstofile additional documentsand fees in countries where patent
protection is desired.

Almost every country has its own patent law, and a persondesiring a patent in a particular country must make an
application for patent in that country in accordancewith its particular laws. Since the laws of many countries differ
in various respects from the patent law of the United States, applicants are advised to seek guidance from specific
foreign countries to ensure that patent rights are not lost prematurely.

Applicants also are advised that in the case of inventions madein the United States, the Director of the USPTO must
issue a license before applicants can apply for a patent in a foreign country. Thefiling of a U.S. patent application
serves as a request for a foreign filing license. The application's filing receipt contains further information and
guidance asto the status of applicant's license for foreignfiling.

Applicants may wish to consult the USPTO booklet, "General Information Concerning Patents”(specifically, the
section entitled "Treaties and Foreign Patents") for more information on timeframes and deadlinesforfiling foreign
patent applications. The guide is available either by contacting the USPTO Contact Center at 800-786-9199, orit
can be viewed on the USPTO website at http://www.uspto.gov/web/offices/pac/doc/general/index.html.
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For information on preventing theft of your intellectual property (patents, trademarks and copyrights), you may wish
to consult the U.S. Government website, http:/Avww.stopfakes.gov. Part of a Department of Commerceinitiative,
this website includes self-help "toolkits" giving innovators guidance on how to protectintellectual property in specific
countries such as China, Korea and Mexico. For questions regarding patent enforcementissues, applicants may
call the U.S. Governmenthotline at 1-866-999-HALT (1-866-999-4258).

LICENSE FOR FOREIGN FILING UNDER

Title 35, United States Code, Section 184

Title 37, Code of Federal Regulations, 5.11 & 5.15

GRANTED

The applicant has been granted a license under 35 U.S.C. 184, if the phrase "IF REQUIRED, FOREIGN FILING
LICENSE GRANTED"followed by a date appears on this form. Such licenses are issuedin all applications where
the conditions for issuance of a license have been met, regardless of whetheror not a license may be required as
set forth in 37 CFR 5.15. The scope andlimitations of this license are set forth in 37 CFR 5.15(a) unless an earlier
license has been issued under 37 CFR 5.15(b). The license is subject to revocation upon written notification. The
date indicatedis the effective date of the license, unless an earlier license of similar scope has been granted under
37 CFR 5.13 or 5.14.

This licenseis to be retained by the licensee and maybe usedat any time onorafter the effective date thereof unless
it is revoked. This license is automatically transferred to any related applications(s) filed under 37 CFR 1.53(d). This
license is not retroactive.

The grantof a license doesnot in any waylessen the responsibility of a licensee for the security of the subject matter
as imposed by any Governmentcontract or the provisions of existing laws relating to espionage and the national
security or the export of technical data. Licensees should apprise themselvesof current regulations especially with
respect to certain countries, of other agencies, particularly the Office of Defense Trade Controls, Department of
State (with respect to Arms, Munitions and Implements of War (22 CFR 121-128)); the Bureau of Industry and
Security, Department of Commerce (15 CFR parts 730-774); the Office of Foreign AssetsControl, Department of
Treasury (31 CFR Parts 500+) and the Department of Energy.

NOT GRANTED

No license under 35 U.S.C. 184 has been granted at this time, if the phrase "IF REQUIRED, FOREIGN FILING
LICENSE GRANTED" DOESNOTappearonthis form. Applicant maystill petition for a license under 37 CFR 5.12,
if a license is desired before the expiration of 6 months from thefiling date of the application. If 6 months has lapsed
from thefiling date of this application and the licensee has not received any indication of a secrecy order under 35
U.S.C. 181, the licensee mayforeignfile the application pursuant to 37 CFR 5.15(b).

 

SelectuSA

The United States represents the largest, most dynamic marketplace in the world and is an unparalleled location for
businessinvestment, innovation, and commercialization of new technologies. The U.S. offers tremendous resources
and advantages for those who invest and manufacture goods here. Through SelectUSA, our nation works to
promote andfacilitate business investment. SelectUSAprovides information assistance to the international investor
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community; serves as an ombudsmanfor existing and potential investors; advocates on behalf of U.S. cities, states,
and regions competing for global investment; and counsels U.S. economic developmentorganizations on investment
attraction best practices. To learn more about why the United States is the best country in the world to develop
technology, manufacture products, deliver services, and grow your business, visit http:/Awww.SelectUSA.govorcall
+1-202-482-6800.
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PATENT APPLICATION FEE DETERMINATION RECORD Application or Docket Number
Substitute for Form PTO-875 15/256,914

APPLICATION AS FILED - PART| OTHER THAN

(Column 1) (Column 2) SMALL ENTITY OR SMALL ENTITY

BASIC FEE
(37 CFR 1.16(a), (b), or (c))
SEARCH FEE(37 CFR 1.16(k), (i), of (m)) N/A N/A N/A <a
SOMashom(37 CFR 1.16(0)

TOTAL CLANS(37 CFR 1.16(i) a——— of=INDEPENDENT CCAS
If the specification and drawings exceed 100

APPLICATION SIZE_|sheets of paper, the application size fee due is
FEE $310 ($155 for small entity) for each additional
(37 CFR 1.16(s)) 50 sheets or fraction thereof. See 35 U.S.C.

41(a)(1)(G) and 37 CFR 1.16(s).

MULTIPLE DEPENDENT CLAIM PRESENT(37 CFR 1.16(j))

* If the difference in column1 is less than zero, enter "0" in column 2. TOTAL

APPLICATION AS AMENDED- PARTII

OTHER THAN

(Column 1) (Column 2) (Column 3) SMALL ENTITY SMALLENTITY
CLAIMS HIGHEST

REMAINING NUMBER ADDITIONAL ADDITIONAL
AFTER PREVIOUSLY FEE($)

AMENDMENT PAID FOR
Total

(37 CFR 1.16(i))

Independent(37 CFR 1.16(h))

Application Size Fee (37 CFR 1.16(s))
AMENDMENTA

FIRST PRESENTATION OF MULTIPLE DEPENDENTCLAIM (37 CFR 1.16(j))

(Column 1) (Column 2) (Column 3)
CLAIMS HIGHEST

REMAINING NUMBER ADDITIONAL
AFTER PREVIOUSLY FEE($)

AMENDMENT PAID FOR
Total

(37 CFR 1.16(i))
Independent

(37 CFR 1.16(h))

Application Size Fee (37 CFR 1.16(s))
AMENDMENTB

FIRST PRESENTATION OF MULTIPLE DEPENDENTCLAIM (37 CFR 1.16(j))

* |f the entry in column 1 is less than the entry in column 2, write "0" in column 3.
* If the "Highest Number Previously Paid For” IN THIS SPACEis less than 20, enter "20".
* lf the "Highest Number Previously Paid For" IN THIS SPACEis less than 3, enter "3".

The "Highest Number Previously Paid For" (Total or Independent) is the highest found in the appropriate box in column 1.
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UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFIGE
UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE
United States Patent and Trademark Office

Address: COMMISSIONER FOR PATENTS
! OX 

Alexandria, Virginia 22313-1450www.uspto.gov

APPLICATION NUMBER FILING OR 371(C) DATE FIRST NAMED APPLICANT ATTY. DOCKET NO./TITLE

 
   

15/256,914 09/06/2016 Petra Cirpus 074017-0013-01-US
CONFIRMATIONNO. 4050

123223 INFORMAL NOTICE

Drinker Biddle & Reath LLP (WM)

222 Delaware Avenue, Ste. 1410 INOUE000000085751 /32
Wilmington, DE 19801-1621

Date Mailed: 09/14/2016

INFORMATIONAL NOTICE TO APPLICANT

Applicantis notified that the above-identified application contains the deficiencies noted below. No period for
reply is set forth in this notice for correction of these deficiencies. However, if a deficiency relates to the inventor's
oath or declaration, the applicant mustfile an oath or declaration in compliance with 37 CFR 1.63, or a substitute
statementin compliance with 37 CFR 1.64, executed by or with respect to each actual inventor no later than the
expiration of the time period setin the "Notice of Allowability” to avoid abandonment. See 37 CFR 1.53(f).

The item(s) indicated below are also required and should be submitted with any reply to this notice to avoid
further processing delays.

A newinventor's oath or declaration that identifies this application (e.g., by Application Numberandfiling
date) is required. The inventor's oath or declaration does not comply with 37 CFR 1.63 in thatit:

* doesnotstate that the above-identified application was made or authorized to be made by the person
executing the oath or declaration.

Petra Cirpus
J6érg Bauer
Xiao Qiu

Guohai Wu

Bifang Cheng
Martin Truksa

Tom Wetjen

Questions about the contents of this notice and the

requirements it sets forth should be directed to the Office
of Data Management, Application Assistance Unit,at
(571) 272-4000 or (571) 272-4200 or 1-888-786-0101.

/kgebremichael/
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Europaisches Patentamt
GD1

Bescheinigung

Die angehefteten Unterlagen
stimmen mit der urspringlich
eingereichten Fassung der
auf dem nachsten Blatt

bezeichneten europaischen
Patentanmeldung Uberein.

Patentanmeldung Nr.

European Patent Office Office européen des breveis
DG1 DG1

Certificate Attestation

The attached documents are Les documents fixés a cette

exact copies of the attestation sont conformes a
Europeanpatent application la version initialement
described on the following déposée de la demande de
page,as originally filed. brevet européen spécificée a

la page suivante.

Patent application No. Demandede brevet n°

06120309.7 / EP06120309

The organization code and numberof your priority application, to be usedfor filing abroad under the Paris
Convention, is EP06120309

EPA/EPO/OEB Form 1014 902.00

Der Prasident des Europaischen Patentamts;
Im Auftrag

For the President of the European Patent Office

Le President de I'Office européen des brevets
p.o.

R.C. van Dijk

AF02090
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Europaisches Patentamt European Patent Office Office européen des brevets
GD1 DG1 DG1

Anmeldung Nr: Anmeldetag:
Application no.: 06120309.7 Dateoffiling: 07.09.06
Demande no: Date de dépét:

Anmelder/Applicant(s)/Demandeur(s):

BASF Plant Science GmbH

Carl-Bosch-Strasse 64

67117 Limburgerhof/DE

Bezeichnung der Erfindung/Title of the invention/Titre de I'invention:
(Falls die Bezeichnung der Erfindung nicht angegebenist, siehe Beschreibung.
If no title is shown please refer to the description.
Si aucuntitre n'est indiqué se referer 4 la description.)

Verfahren zur Herstellung von mehrfach ungesa@itigten Fettsauren

In anspruch genommenePrioritat(en) / Priority(ies) claimed / Priorité(s) revendiquée(s)
Staat/Tag/Aktenzeichen / State/Date/File no. / Pays/Date/Numéro de dépét:

Internationale Patentklassifikation / International Patent Classification / Classification internationale de brevets:

C12N1/00

Am Anmeldetag benannte Vertragstaaten / Contracting states designated at dateoffiling / Etats contractants désignées lors du dépdt:

AT BE BG CH CY CZ DE DK EE ES FI FR GB GR HU IE IS IT LILT LU LV MC NL PL PT ROSE SI SK TR

EPAVEPO/OEB Farm 1014 02.00 140 of 1119 CSIRO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 1009141 of 1119

10

15

20

25

30
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Verfahren zur Herstellung von mehrfach ungesattigten Fettsauren

Die vorliegende Erfindungbetrifft ein Verfahren zur Herstellung von Eicosapentaensaure,

Docosapentaensdure und/oder Docosahexaensdurein transgenen Pflanzen, indem in

der Pflanze bereitgestellt werden mindestens eine Nukleinsauresequenz, welche fur ein

Polypeptid mit einer AG-Desaturase-Aktivitat kodiert; mindestens eine Nuklein-

sauresequenz, welche fur ein Polypeptid mit einer A6-Elongase-Aktivitat kodiert; mindes-

tens eine Nukleinsauresequenz, welche flr ein Polypeptid mit einer A5-Desaturase-

Aktivitat kKodiert; und mindestens eine Nukleinsauresequenz, welche fur ein Polypeptid

mit einer A5-Elongase-Aktivitat kodiert,

wobei die Nukleinsauresequenz, welche fur ein Polypeptid mit einer A5-Elongase-

Aktivitat kodiert, gegenuber der Nukleinsauresequenz in dem Organismus, aus dem die

Sequenz stammt, dadurch verdndert ist, dass sie an die Kodonverwendungin einer oder

mehreren Pflanzenarten angepasstist.

In einer bevorzugten AusfUhrungsform werden zusaizlich weitere Nukleinsaure-

sequenzen,die fur ein Polypeptid mit der Aktivitat einer w3-Desaturase und/oderei-

ner A4-Desaturase kodieren, in der Pflanze bereitgestelilt.

In einer weiteren bevorzugten Ausfthrungsform werden weitere Nukleinsauresequenzen,

die fur Acyl-CoA-Dehydrogenase(n), Acyl-ACP(= acyl carrier protein)-Desaturase(n),

Acyl-ACP-Thioesterase(n), Fettsdure—Acyl—Transferase(n), Acyl-CoA:Lysophospholipid-

Acyltransferase(n), Fettsaure-Synthase(n), Fettsaure-Hydroxylase(n), Acetyl-Coenzym

A-Carboxylase(n), Acyi-Coenzym A-Oxidase(n), Fettsaure—-Desaturase(n), Fettsaure—

Acetylenasen, Lipoxygenasen, Triacylglycerol—Lipasen, Allenoxid—Synthasen, Hydrope-

roxid—Lyasen oder Fettsaure—Elongase(n) kodieren, in der Pflanze bereitgestelit.

Die Erfindung betrifft weiterhin rekombinante Nukleinsduremolektle, umfassend mindes-

tens eine Nukleinsauresequenz,die fur ein Polypeptid mit einer AG-Desaturase-Aktivitat

kodiert; mindestens eine Nukleinsauresequenz, die fur ein Polypeptid mit einer A5-

AE20060780 WIL/kos, 06.09.06 [199 Seq]
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Desaturase-Aktivitat kodiert; mindestens eine Nukleinsauresequenz,die fir ein Polypep-

tid mit einer A6-Elongase-Aktivitat kodiert; und mindestens eine Nukleinsauresequenz,

die fur ein Polypeptid mit einer A5-Elongase-Aktivitat kKodiert und die gegenUber der Nuk-

leinsauresequenz in dem Organismus, aus dem die Sequenz stammt, dadurch verandert

ist, dass sie an die Kodonverwencdungin einer oder mehreren Pflanzenarten angepasst

ist.

Ein weiterer Teil der Erfindung betrifft Ole, Lipide und/oder Fettsauren, die nach dem

erfindungsgemafen Verfahren hergestellt wurden, und deren Verwendung.

schlieBlich betrifft die Erfindung auch transgene Pflanzen, die nach dem erfindungs-

gemafsen Verfahren hergestellt wurden oder die ein erfindungsgemafes rekombinantes

Nukleinsauremolekul enthaiten, und deren Verwendungals Nahrungs- oder Futtermittel.

Die Lipidsynthese lasst sich in zwei Abschnitte unterteilen: die Synthese von Fettsauren

und ihre Bindung an sn-Glycerin-3-Phosphat sowie die Addition oder Modifikation einer

polaren Kopfgruppe.Ubliche Lipide, die in Membranen verwendet werden, umfassen

Phospholipide, Glycolipide, Sphingolipide und Phosphoglyceride. Die Fettsauresynthese

beginnt mit der Umwandiung von Acetyl-CoA in Malonyl-CoA durch die Acetyl-CoA-

Carboxylase oder in Acetyl-ACP durch die Acetyltransacylase. Nach einer Kondensati-

onsreaktion bilden diese beiden Produktmolektle zusammen Acetoacetyl-ACP, das Uber

eine Reihe von Kondensations-, Reduktions- und Dehydratisierungsreaktionen umge-

wandelt wird, so dass ein gesattigtes Fettsauremolekul mit der gewUnschten Kettenlange

erhalten wird. Die Produktion der ungesattigten Fettsauren aus diesen Molekulen wird

durch spezifische Desaturasen katalysiert, und zwar entweder aerob mittels molekula-

rem Sauerstoff oder anaerob (beztiglich der Fettsauresynthese in Mikroorganismen sie-

he F.C. Neidhardtet al. (1996) E. coli und Salmonella. ASM Press: Washington, D.C., 8S.

612-636 und darin enthaltene Literaturstellen; Lengeler et al. (Hrsgb.) (1999) Biology of

Procaryotes. Thieme: Stuttgart, New York, und die enthaltene Literaturstellen, sowie

Magnuson,K., et al. (1993) Microbiological Reviews 57:522-542 und die enthaltenen

Literaturstellen). Die so hergestellten an Phospholipide gebundenen Fettsauren mussen

anschliefend fur die weiteren Elongationen aus den Phospholipiden wiederin den Fett-
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saureCoA-Ester-Pool Uberfuhrt werden. Dies ermdglichen Acyl-CoA:Lysophosphoilipid-

Acyltransferasen. Weiterhin kGnnen diese Enzymedie elongierten Fettsauren wieder

von den CoA-Estern auf die Phospholipide Ubertragen. Diese Reaktionsabfolge kann

gegebenenfalls mehrfach durchlaufen werden.

Ferner mussen Fettsauren anschliefend an verschiedene Modifikationsorte transportiert

und in das Triacylglycerin-Speicherlipid eingebaut werden. Ein weiterer wichtiger Schritt

bei der Lipidsynthese ist der Transfer von Fettsauren auf die polaren Kopfgruppen, bei-

spielsweise durch Glycerin-Fettsaure-Acyltransferase (siehe Frentzen, 1998, Lipid,

100(4-5):161-166).

Eine Ubersicht Uber die Pflanzen-Fettsaurebiosynthese, Desaturierung, den Lipid-

stoffwechsel und Membrantransport von fetthaltigen Verbindungen, die Betaoxidation,

Fettsauremodifikation und Cofaktoren, Triacylglycerin-Speicherung und —Assemblierung

geben einschliefslich der Literaturstellen die folgenden Artikel: Kinney (1997) Genetic

Engeneering, Hrsgb.: JK Setlow, 19:149-166; Ohlrogge und Browse (1995) Plant Cell

7:957-970; Shanklin und Cahoon (1998) Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol.

49:61 1-641; Voelker (1996) Genetic Engeneering, Hrsgb.: JK Setlow, 18:111-13;

Gerhardt (1992) Prog. Lipid R. 31:397-417; Guhnemann-Schafer & Kind! (1995) Biochim.

Biophys Acta 1256:181-186; Kunau et al. (1995) Prog. Lipid Res. 34:267-342; Stymneet

al. (1993) in: Biochemistry and Molecular Biology of Membrane and Storage Lipids of

Plants, Hrsgb.: Murata und Somerville, Rockville, American Society of Plant Physiolo-

gists, 150-158; Murphy & Ross (1998) Plant Journal. 13(1):1-16.

Die mehrfach ungesattigten Fettsauren k6nnen entsprechend ihrem Desaturierungs-

musterin zwei groe Klassen, die w-6- und die w-3-Fettsauren, eingeteilt werden, die

metabolisch und funktionell unterschiedliche Aktivitaten haben.

Im Folgenden werden mehrfach ungesattigte Fettsauren als PUFA, PUFAs, LCPUFA

oder LCPUFAs bezeichnet(poly unsaturated fatty acids, PUFA, mehrfach ungesattigte

Fettsauren; long chain poly unsaturatedfatty acids, LCPUFA,langkettige mehrfach un-

gesattigte Fettsauren).
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Als Ausgangsstoff fiir den w-6-Stoffwechselweg fungiert die Fettsaure Linolsdaure

(18:249.12), wahrend der w-3-Weg Uber Linolensdaure (18:349-'2.15) ablauft. Linolensaure

wird dabei durch die Aktivitat einer w-3-Desaturase aus Linolsaure gebildet (Tocheretal.

(1998) Prog. Lipid Res. 37: 73-117 ; Domergueet al. (2002) Eur. J. Biochem. 269: 4105-

4113).

Saugetiere und damit auch der Menschverfiigen Uber keine entsprechende Desaturase-

aktivitat (A-12- und w-3-Desaturase) zur Bildung dieser Ausgangsstoffe und mussen da-

her diese Fettsduren (essentielle Fettsauren) tiber die Nahrung aufnehmen. Ubereine

Abfolge von Desaturase- und Elongase-Reaktionen werden dann aus diesen Vorstuten

die physiologisch wichtigen mehrfach ungesattigten Fettsauren Arachidonsdaure (= ARA,

20:445.8.11,14) eine w-6-Fettsaure und die beiden w-3-Fettsauren Eicosapentaen- (= EPA,

20:546.8.11.14.17) und Docosahexaensaure (DHA, 22:644,7.10.13.17,19) synthetisiert.

Die Verlangerung von Fettsdauren durch Elongasen um 2 bzw. 4 C-Atomeist fiir die Pro-

duktion von C2ao- bzw. C22-PUFAs von entscheidender Bedeutung. Dieser Prozess ver-

lauft Uber 4 Stufen. Den ersten Schritt stellt die Kondensation von Malonyl-CoA an das

Fettsaure-Acyl-CoA durch die Ketoacyl-CoA-Synthase (KCS, im weiteren Text als Elon-

gase bezeichnet) dar. Es folgt dann ein Reduktionsschritt (Ketoacyl-CoA-Reduktase,

KCR), ein Dehydratationsschritt (Dehydratase) und ein abschlieRender Reduktionsschritt

(Enoyl-CoA-Reduktase). Es wurde postuliert, dass die Aktivitat der Elongase

die Spezifitat und Geschwindigkeit des gesamten Prozessesbeeinflusst (Millar and

Kunst (1997) Plant Journal 12:121-131).

Fur Fettsauren und Triacylglyceride besteht eine Vielzahl von Anwendungenin der Le-

bensmittelindustrie, der Tierernahrung, der Kosmetik und im Pharmabereich.

Je nachdem, ob es sich um freie gesattigte und ungesattigte Fettsduren oder um Tria-

cylglyceride mit einem erhdéhten Gehait an gesattigten oder ungesattigten Fettsauren

handelt, sind sie fur die unterschiedlichsten Anwendungen geeignet. So werden z.B. in

der humanen Ernahrung Lipide mit ungesattigten, speziell mehrfach ungesattigten, Fett-

sauren bevorzugt. Den mehrfach ungesattigten w-3-Fettsauren wird dabei ein positiver
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Effekt auf den Cholesterinspiegel im Blut und damit auf die Pravention einer Herzerkran-

kung zugeschrieben. Durch Zugabe dieser w-3-Fettsauren zur Nahrung kann dasRisiko

einer Herzerkrankung, eines Schlaganfalis oder von Bluthochdruck deutlich verringert

werden (Shimikawa (2001) World Rev. Nutr. Diet. 88: 100-108).

Auch entzundliche, speziell chronisch entzundliche, Prozesse im Rahmen immuno-

logischer Erkrankungen wie rheumatoiderArthritis lassen sich durch w-3-Fettsauren po-

sitiv beeinflussen (Calder (2002) Proc. Nutr. Soc. 61: 345-358; Cleland und James

(2000) J. Rheumatol. 27: 2305-2307). Sie werden deshalb Lebensmitteln, speziell didte-

tischen Lebensmitteln, zugegeben oder finden in Medikamenten Anwendung.

u)-6-Fettsauren wie Arachidonsdure Uben bei diesen rheumatischen Erkrankungen e-

her einen negativen Effekt aus.

w-3- und w-6-Fettsauren sind Vorlaufer von Gewebshormonen, den sogenannten

Eicosanoiden wie den Prostaglandinen, die sich von der Dihomo-y-linolensdaure,

der Arachidonsaure und der Eicosapentaensaure ableiten, und den Thromboxanen und

Leukotrienen, die sich von der Arachidonsdaure und der Eicosapentaensdure ableiten.

Eicosanoide (sog. PG2-Serie), die aus w-6-Fettsauren gebildet werden, f6rdern in

der Regel EntzUndungsreaktionen, wahrend Eicosanoide (sog. PG3-Serie} aus w-3-

Fettsauren geringe oder keine entzUndungsfdordernde Wirkung haben.

Mehrfach ungesattigte langkettige w-3-Fettsauren wie Eicosapentaensaure (= EPA,

C20:545.8.11.14.17) oder Docosahexaensaure (= DHA, C22:644.7.10,13.16.19) sind wichtige

Komponenten der menschlichen Ernahrung aufgrund ihrer verschiedenen Rollen in der

Gesundheit, die Aspekte wie die Entwicklung des kindlichen Gehirns, die Funktionalitat

des Auges, die Synthese von Hormonen und anderer Signalstoffe, sowie die Vorbeu-

gung von Herz-Kreislauf-Beschwerden, Krebs und Diabetes umfassen (Poulos, A (1995)

Lipids 30:1-14; Horrocks, LA und Yeo YK (1999) Pharmacol Res 40:211-225).

Aufgrund der heute Ublichen Zusammensetzung der menschlichen Nahrungist ein Zu-

satz von mehrfach ungesattigten u)-3-Fettsauren, die bevorzugt in Fischolen vorkom-

men, zur Nahrung besonders wichtig. So werden beispielsweise mehrtach ungesattigte
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Fettsauren wie Docosahexaensdure (= DHA, C22:644.7.10.13.16.19) oder Eisosapentaensau-

re (= EPA, C20:549.8.11.14.17) der Babynahrung zur ErhGhung des Nahrwertes zugeseizt.

Es besteht aus diesem Grund ein Bedarf an der Produktion mehrfach ungesattigter lang-

kettiger Fettsauren.

Hauptsachlich werden die verschiedenen Fettsauren und Triglyceride aus Mikro-

organismen wie Mortierella oder Schizochytrium oder aus Ol-_produzierenden Pflanzen

wie Soja, Raps und Algen wie Crypthecodinium oder Phaeodactylum und weiteren ge-

wonnen, wobeisie in der Regel in Form ihrer Triacylglyceride (= Triglyceride = Tri-

glycerole) anfallen. Sie k6nnen aber auch ausTieren wie z.B. Fischen gewonnen wer-

den. Die freien Fettsauren werden vorteilhaft durch Verseifung der Triacylglyceride her-

gestellt. Sehr langkettige mehrfach ungesattigte Fettsauren wie DHA, EPA, Arachidon-

saure (ARA, C20:445.8.11.14), Dihomo-y-linolensaure (DHGL, C20:348.11.14) oder Docosa-

pentaensaure (DPA, C22:547.10,13.16,19) werden in Olfruchtpflanzen wie Raps, Soja, Son-

nenblume, Farbersaflor jedoch nicht synthetisiert. Ubliche natiirliche Quellen fiir diese

Fettsauren sind Fische wie Hering, Lachs, Sardine, Goldbarsch, Aal, Karpfen, Forelle,

Heilbutt, Makrele, Zander oder Thunfisch oder Algen.

Aufgrund der positiven Eigenschaften der mehrfach ungesattigten Fettsauren hat es in

der Vergangenheit nicht an Ansatzen gefehlit, Gene, die an der Synthese dieser Fettsau-

ren bzw. Triglyceride beteiligt sind, flr die Herstellung von Olen in verschiedenen Orga-

nismen mit geandertem Gehalt an ungesattigten Fettsauren verfugbar zu machen. So

wird in WO 91/13972 und seinem US-Aquivalent eine A-9—Desaturase beschrieben. In

WO 93/11245 wird eine A-15—Desaturase und in WO 94/11516 eine A-12—Desaturase

beansprucht. Weitere Desaturasen werden beispielsweise in EP—A-0 550 162,

WO 94/18337, WO 97/30582, WO 97/21340, WO 95/18222, EP-A-0 794 250, Stukey

et al. (1990) J. Biol. Chem., 265: 20144-20149, Wada etal. (1990) Nature 347: 200-203

oder Huangetal. (1999) Lipids 34: 649-659 beschrieben. Die biochemische Charakteri-

sierung der verschiedenen Desaturasenist jedoch bisher nur unzureichend erfolgt, da

die Enzyme als membrangebundene Proteine nur sehr schwerzu isolieren und zu cha-

rakterisieren sind (McKeonetal. (1981) Methods in Enzymol. 71: 12141-12147, Wang et

al. (1988) Plant Physiol. Biochem., 26: 777-792).
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In der Regelerfolgt die Charakterisierung membrangebundener Desaturasen durch Ein-

bringung in einen geeigneten Organismus, der anschlieRend auf Enzymaktivitat mittels

Edukt- und Produktanalyse untersucht wird. A-6—Desaturasen werden in WO 93/06712,

US 5,614,393, WO 96/21022, WO 00/21557 und WO 99/27111 beschrieben. Die An-

wendung dieses Enzyms zur Produktion von Fettsauren in transgenen Organismenwird

in WO 98/46763, WO 98/46764 und WO 98/46765 beschrieben. Die Expression ver-

schiedener Desaturasen und die Bildung mehrfach ungesattigter Fettsauren wird auchin

WO 99/64616 oder WO 98/46776 beschrieben und beansprucht. Bzgl. der Effektivitat

der Expression von Desaturasen und ihrem Einfluss auf die Bildung mehrfach ungesat-

tigter Fettsauren ist anzumerken, dass durch Expression einer einzelnen Desaturase wie

bisher beschrieben lediglich geringe Gehalte an ungesattigten Fettsauren/Lipiden wie

z.B. y-Linolensdaure und Stearidonsaure erreicht wurden.

In der Vergangenheit wurden zahireiche Versuche unternommen, Elongase-Gene

zu erhalten. Millar and Kunst (1997) Plant Journal 12:121-131 und Millar et al. (1999)

Plant Cell 11:825-838 beschreiben die Charakterisierung von pflanzlichen Elongasen zur

Synthese von einfach ungesattigten langkettigen Fettsauren (C22:1) bzw. zur Synthese

von sehr langkettigen Fettsauren fur die Wachsbildung in Pflanzen (C2s-C32). Beschrei-

bungen zur Synthese von Arachidonsaure und EPA finden sich beispielsweise in WO

01/59128, WO 00/12720, WO 02/077213 und WO 02/08401. Die Synthese von mehrfach

ungesattigter C24-Fettsauren ist beispielsweise in Tvrdik et al. (2000) J. Cell Biol. 149:

707-718 oder in WO 02/44320 beschrieben.

Besonders geeignete Mikroorganismen zur Herstellung von PUFAssind Mikroalgen wie

Phaeodactylum tricornutum, Porphiridium-Arten, Thraustochytrien-Arten, Schizochytrien-

Arten oder Crypthecodinium-Arten, Ciliaten, wie Stylonychia oder Colpidium, Pilze, wie

Mortierella, Entomophthora oder Mucor und/oder Moose wie Physcomitrella, Ceratodon

und Marchantia (R. Vazhappilly & F. Chen (1998) Botanica Marina 41: 553-558; K. Tota-

ni & K. Oba (1987) Lipids 22: 1060-1062; M. Akimoto etal. (1998) App!. Biochemistry

and Biotechnology 73: 269-278). Durch Stammselektionist eine Anzahl von Mutanten-

stammen der entsprechenden Mikroorganismen entwickelt worden, die eine Reihe wun-
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schenswerter Verbindungen, einschlieRlich PUFAs, produzieren. Die Mutation

und Selektion von Stammen mit verbesserter Produktion eines bestimmten MolektUls wie

den mehrfach ungesattigten Fettsauren ist jedoch ein zeitraubendes und schwieriges

Verfahren. Mit Hilfe der vorgenannten Mikroorganismen lassen sich zudem nur begrenz-

te Mengen der gewtinschten mehrfach ungesattigten Fettsauren wie DPA, EPA oder

ARAherstellen, die noch dazu in der Regel ais Fettsauregemische anfallen. Deshalb

werden, wann immer méglich, gentechnologische Verfahren bevorzugt.

Hohere Pflanzen enthalten mehrfach ungesattigte Fettsauren wie Linolsaure (C18:2) und

Linolensaure (C18:3). ARA, EPA und DHA kommen im Samend!l hoherer Pflanzen gar

nicht oder nur in Spuren vor (E. Ucciani: Nouveau Dictionnaire des Huiles Végétales.

Technique & Documentation — Lavoisier, 1995. ISBN: 2-7430-0009-0). Es ware jedoch

vorteilhaft, in hGheren Pflanzen, bevorzugt in Olsaaten wie Raps, Lein, Sonnenblume

und Soja, LCPUFAsherzustellen, da auf diese Weise grof&e Mengen qualitativ hochwer-

tiger LCPUFAsftir die Lebensmittelindustrie, die Tierernahrung und fur pharmazeutische

Zwecke kostengtinstig gewonnen werden konnen. Hierzu werden vorteilhafterweise Uber

gentechnische Methoden Gene,die fur Enzyme der Biosynthese von LCPUFAskodie-

ren, in Olsaaten eingefiihrt und exprimiert. Dies sind Gene,die beispielsweise fiir A-6-

Desaturasen, A-6-Elongasen, A-5-Desaturasen oder A-4-Desaturasen kodieren. Diese

Gene k6nnenvorteilhaft aus Mikroorganismen und niederen Pflanzen isoliert werden, die

LCPUFAsherstellen und in den Membranen oder Triacylglyceriden einbauen. So konn-

ten bereits A-6-Desaturase-Gene aus dem Moos Physcomitrella patens und A-6-

Elongase-Gene aus P. patens und dem NematodenC. elegans isoliert werden.

Transgene Pflanzen, die fur Enzyme der LCPUFA-Biosynthese kodierende Geneenthal-

ten und exprimieren und als Folge dessen LCPUFAsproduzieren, wurden beispielswei-

se in DE-A-102 19 203 (Verfahren zur Herstellung mehrfach ungesattigter Fettsdauren in

Pflanzen) beschrieben. Diese Pflanzen produzieren allerdings LCPUFAs in Mengen,die

fir eine Aufarbeitung der in den Pflanzen enthaltenen Ole noch weiter optimiert werden

mussen. So betragt der Gehalt von ARA in den in DE-A-102 19 203 beschriebenen

Pflanzen lediglich 0,4 bis 2% und der Gehalt von EPAlediglich 0,5 bis 1%, jeweils bezo-

gen auf den Gesamtlipidgehalt der Pflanze.
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Um eine Anreicherung der Nahrung und des Futters mit mehrfach ungesattigten, lang-

kettigen Fettsauren zu ermdglichen, besteht daher ein groRer Bedarf an einem einfa-

chen, kostengtinstigen Verfahren zur Herstellung von mehrfach ungesattigten, langketti-

gen Fettsauren speziell in pflanzlichen Systemen.

Eine Aufgabe der Erfindungist es daher, ein Verfahren bereitzustellen, mit dem langket-

tige, mehrfach ungesattigte Fettsauren, insbesondere Eicosapentaensaure, Docosapen-

taensaure und/oder Docosahexaensaure, in transgenen Pflanzen in grower Menge

preiswert hergestellt werden k6nnen.

Es wurde nun Uberraschenderweise herausgefunden, dass durch die Expression einer

optimierten A5-Elongase-Sequenzin transgenen Pflanzen die Ausbeute an langkettigen,

mehrfach ungesattigten Fettsduren, insbesondere Eicosapentaensaure, Docosa-

pentaensaure und/oder Docosahexaensaure, gesteigert werden kann.

Die durch das erfindungsgemakke Verfahren hergestellten PUFAs umfassen eine Gruppe

von Molektlen, die héhere Tiere nicht mehr synthetisieren k6Gnnen und somit aufnehmen

mussen oderdie hdhere Tiere nicht mehr ausreichend selbst herstellen kGnnen und so-

mit zusatzlich aufnehmen mussen, obwohlsie leicht von anderen Organismen, wie Bak-

terien, synthetisiert werden kénnen.

Entsprechend wird die Aufgabe der Erfindung gelést durch das erfindungsgemdfRe Ver-

fahren zur Herstellung von Eicosapentaensaure, Docosapentaensdure und/oder Doco-

sahexaensaurein einer transgenen Pflanze, umfassend das Bereitstellen in der Pflanze

von mindestens einer Nukleinsauresequenz, welche flr ein Polypeptid mit einer A6-

Desaturase-Aktivitat kodiert; mindestens einer Nukleinsauresequenz, welche fur ein Po-

lypeptid mit einer AG-Elongase-Aktivitat kodiert; mindestens einer Nukleinsduresequenz,

welcheflr ein Polypeptid mit einer A5-Desaturase-Aktivitat kodiert; und mindestens einer

Nukieinsauresequenz, welche fur ein Polypeptid mit einer A5-Elongase-Aktivitat kodiert,

wobeidie Nukleinsauresequenz, welche fur ein Polypeptid mit einer A5-Elongase-

Aktivitat kodiert, gegenuber der Nukleinsauresequenz in dem Organismus, aus dem die
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Sequenz stammt, dadurch verandert ist, dass sie an die Kodonverwendungin einer oder

mehreren Pflanzenarten angepasstist. Fur die Produktion von DHA muss desweiteren

mindestens eine Nukleinsauresequenz, welche flr ein Polypeptid mit einer A4-

Desaturase-Aktivitat kodiert, in der Pflanze bereitgestellt werden.

Das "Bereitstellen in der Pflanze" bedeutet im Sinne der vorliegenden Erfindung, dass

Mafnahmengetroffen werden, so dass die Nukleinsauresequenzen kodierend fur ein

Polypeptid mit einer A6-Desaturase-Aktivitat, ein Polypeptid mit einer AG-Elongase-

Aktivitat, ein Polypeptid mit einer A5-Desaturase-Aktivitat und ein Polypeptid mit einer

A5-Elongase-Aktivitat zusammenin einer Pflanze vorliegen. Das "Bereitstellen in der

Pflanze" umfasst somit das Einbringen der Nukleinsauresequenzenin die Pflanze so-

wohl durch Transformation einer Pflanze mit einem oder mehreren rekombinanten Nuk-

leinsauremolektulen, die die genannten Nukleinsauresequenzen enthalten, als auch

durch Verkreuzung von geeigneten Elternpflanzen, die eine oder mehrere der genannten

Nukleinsauresequenzen enthalten.

Die Nukleinsauresequenz, die fur ein Polypeptid mit einer A5-Elongase-Aktivitat kodiert,

ist erfindungsgemak gegenutiber der Nukleinsauresequenz in dem Organismus, aus dem

die Sequenz stammt, dadurch verandert, dass sie an die Kodonverwendungin einer o-

der mehreren Pflanzenarten angepasstist. Dies bedeutet, dass die Nukleinsaurese-

quenz gezielt fur die Zwecke der Erfindung optimiert wurde, ohne dass dadurch die von

der Nukleinsauresequenz kodierte Aminosauresequenz verdandert wurde.

Der genetische Codeist redundant, da er 61 Kodons verwendet, um 20 Aminosduren zu

spezifizieren. Daher werden die meisten der 20 proteinogenen Aminosdauren von mehre-

ren Tripletts (Kodons) kodiert. Die synonymen Kodons,die eine einzelne Aminosaure

spezifizieren, werden in einem bestimmten Organismus jedoch nicht mit gleicher Haufig-

keit verwendet, sondern es gibt bevorzugte Kodons, die haufig verwendet werden und

Kodons, die seltener verwendet werden. Diese Unterschiede in der Kodonverwendung

werden zuruckgefuhrt auf selektive evolutionare Dricke und vor allem die Effizienz der

Translation. Ein Grund fur die geringere Translationseffizienz von selten auftretenden
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Kodons kénnte darin liegen, dass die entsprechenden Aminoacyl-tRNA-Pools erschépft

werden und damit nicht mehr zur Proteinsynthese zur Verfigung stehen.

AuBerdem bevorzugen unterschiedliche Organismen unterschiedliche Kodons. Daher

lauft beispielsweise die Expression einer rekombinanten DNA,die aus einer Sadugerzelle

stammt, in E. coli-Zellen haufig nur suboptimal ab. Deshalb kann der Austausch selten

verwendeter Kodons gegen haufig verwendete Kodons in manchen Fallen die Expressi-

on erhéhen. Ohne an eine Hypothese gebundensein zu wollen, wird angenommen,dass

die kodonoptimierten DNA-Sequenzeneine effizientere Translation ermdglichen und die

daraus gebildeten mRNAs moglicherweise eine héhere Halbwertszeit in der Zelle besit-

zen und daherhdufiger fur die Translation zur Verfugung stehen. Aus dem vorstehend

gesagtenfolgt, dass eine Kodonoptimierung nur dann notig ist, wenn der Organismus, in

dem die Nukleinsauresequenz exprimiert werden soll, ein andererist als der Organis-

mus, aus dem die Nukleinsauresequenz urspringlich stammt.

Fur viele Organismen, von denen die DNA-Sequenz einer gré6eren Zahl von Genen be-

kanntist, gibt es Tabellen, denen man die Haufigkeit der Verwendung bestimmter Ko-

dons in dem jeweiligen Organismus entnehmen kann. Mit Hilfe dieser Tabellen lassen

sich Proteinsequenzen mit relativ groRer Genauigkeit in eine DNA-Sequenz zurtick-

Ubersetzen, die die im jeweiligen Organismus bevorzugten Kodonsftr die verschiedenen

Aminosauren des Proteins enthalt. Tabellen zur Kodonverwendung k6nnenu.a. unter

der folgenden Internet-Adresse aufgefunden werden:

httpv/Avww.kazusa.or.jp/Kodon/E.himl. Daruber hinaus bieten mehrere Firmen Software

fur die Genoptimierung an, wie z.B. die Firma Entelechon (Software Leto) oder die Firma

Geneart (Software GeneOptimizer).

Die Anpassung der Sequenzen an die Kodonverwendungin einem bestimmten Orga-

nismus kann unter Zuhilfenahme verschiedenerKriterien erfolgen. Zum einen kannflr

eine bestimmte Aminosdaure immer das am haufigsten im ausgewahlten Organismus

vorkommende Kodon verwendet werden, zum anderen kann aber auch die nattrliche

Frequenz der verschiedenen Kodonsbericksichtigt werden, so dass alle Kodonsfurei-

ne bestimmte Aminosaure entsprechendihrer naturlichen Haufigkeit in die optimierte
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Sequenz eingebaut werden. Dabei kann die Auswahl, an weicher Position welches Ba-

sen-Triplett verwendetwird, zufallig stattfinden. Erfindungsgemaf wurde die DNA-

Sequenz unter Berucksichtigung der natirlichen Haufigkeit einzelner Kodons angepasst,

wobei die Verwendung des am haufigsten im ausgewahlten Organismus vorkommenden

Kodons ebenfalls geeignetist.

Besonders bevorzugtist eine Nukleinsauresequenz aus Ostreococcustauri, die fur

ein Polypeptid mit einer A5-Elongase-Aktivitat kodiert, wie beispielsweise das in Seq ID

No. 110 dargestelite Polypeptid, zumindest an die Kodonverwendungin Raps, Soja

und/oder Lein angepasst. Bei der ursprtinglich aus Ostreococcus tauri stammenden Nuk-

leinsauresequenz handeit es sich bevorzugt um die in Seq ID No. 109 )dargestellte Se-

quenz.Die flr die A5-Elongase kodierende DNA-Sequenzist an mindestens 20% der

Positionen, bevorzugt an mindestens 30% der Positionen, besonders bevorzugt an min-

destens 40% Positionen und am meisten bevorzugt an mindestens 50% der Positionen

an die Kodonverwendungin Raps, Soja und/oder Lein angepasst.

Am meisten bevorzugt handelt es sich bei der verwendeten Nukleinsauresequenz um die

in SEQ ID No. 64 angegebene Sequenz.

Es versteht sich, dass auch solche kodonoptimierten DNA-Sequenzenvon der Erfindung

erfasstsind, die fur ein Polypeptid mit der Aktivitat einer A5-Elongase kodieren, dessen

Aminosauresequenz an einer oder mehreren Positionen gegentber der Wildtyp-Sequenz

verandert ist, das aber noch im wesentlichen die gleiche Aktivitat aufweist wie das Wild-

typ-Protein.

Bevorzugtist die Nukieinsauresequenz, die fur ein Polypeptid mit einer A6-Desaturase-

Aktivitat kodiert, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus:

a) Nukleinsauresequenzen mit derin Seq ID NO.

1,3,5,7,9,11,13,15,17,19,21,23,25,27 ,29,31,33,35,37,39 oder 41, bevorzugt mit der in

Seq ID No. 1 dargestellten Sequenz,
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b) Nukleinsauresequenzen,die flr die in Seq ID No.

2,4,6,8,10,12,14,16,18,20,22,24 26,28,30,32,34,36,38,40 oder 42, bevorzugt in Seq ID

No. 2 angegebene Aminosduresequenz kodieren,

c) Nukleinsauresequenzen, die mit dem komplementadren Strang der a) oder b) oberhalb

angegebenen Nukleinsauresequenzen, insbesondere der in Seq ID No. 1 angegebenen

Nukleinsauresequenz unter stringenten Bedingungen hybridisieren,

d) Nukieinsauresequenzen, die zu den in a) oder b) oberhalb angegebenen Nukleinsau-

resequenzen, insbeondere zur der in Seq ID No. 1 angegebenen Sequenz zu mindes-

tens 60%, 65%, 70%, 75% oder 80%, bevorzugt zu mindestens 81%, 82%, 83%, 84%,

85%, 86%, 87%, 88%, 89% oder 90%, besonders bevorzugt zu mindestens 91%, 92%,

93%, 94% oder 95% und insbesondere zu mindestens 96%, 97%, 98% oder 99% iden-

tisch sind, und

e) Nukleinsauresequenzen,die fur eine Aminosauresequenz kodieren, die mindestens

eines, beispielsweise 2, 3, 4, 5, 6, 7 oder 8, vorzugsweise alle der in Seq ID No.

43,44,45,46,47,48,49 oder 50 angegebenen Aminosdurepattern aufweisen.

Unter Aminosaurepattern sind kurze Aminosauresequenzen zu verstehen, die vorzugs-

weise weniger als 50, besonders bevorzugt weniger als 40 und insbesondere von 10 bis

40 und noch weiter bevorzugt von 10 bis 30 Aminosauren umfassen.

Fur die voriiegende Erfindung wird die Identitat vorzugsweise Uber die Vollange der er-

findungsgemaken Nukleotid- oder Aminosauresequenzen ermittelt, beispielsweise fur

die in SEQ ID NO: 64 angegebene Nukleinsauresequenz Uber die Vollange von 903

Nukleotiden.

Bevorzugtist die Nukleinsauresequenz,die fur ein Polypeptid mit einer A6-Elongase-

Aktivitat kodiert, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus:

a) Nukileinsauresequenzen mit der in Seq ID No. 171, 173,175,177,179,181 oder 183,

insbesondere mit der in Seq ID No. 171 dargestellten Sequenz,

b) Nukleinsauresequenzen,die fur die in Seq ID No. 172, 174,176,178,180,182 o-

der184, insbesonderefur die in Seq ID No. 172 angegebene Aminosauresequenz

kodieren,
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c) Nukleinsauresequenzen, die mit dem komplementaren Strang der a) oderb) ober-

halb angegebenen Nukleinsauresequenzen, insbesondere der in Seq ID No. 1 an-

gegebenen Nukleinsauresequenz unter stringenten Bedingungen hybridisieren,

d) Nukleinsauresequenzen,die zu den in a) oder b) oberhalb angegebenen Nuklein-

sauresequenzen, insbesondere zu der in Seq ID No. 171 angegebenen Sequenz zu

mindestens 60%, 65%, 70%, 75% oder 80%, bevorzugt zu mindestens 81%, 82%,

83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89% oder 90%, besonders bevorzugt zu mindes-

tens 91%, 92%, 93%, 94% oder 95% und insbesondere zu mindestens 96%, 97%,

98% oder 99% identisch sind, und

e) Nukleinsauresequenzen,die fir eine Aminosauresequenz kodieren, die mindestens

eines, beispielsweise 2, 3, 4, 5, 6, 7 oder 8, vorzugsweise alle der in Seq ID No.

185, 186,187,188,189,190,191 oder192 angebebenen Aminosaurepattern aufwei-

sen.

Insbesondere handelt es sich bei der Nukleinsauresequenz, die fur ein Polypeptid mit

einer A6-Elongase-Aktivitat kodiert ebenfalls um eine nach der vorliegenden Erfindung

kodonoptimierten Sequenz, bevorzugt um die in der SEQ ID NO: 122 darstellte Nuklein-

sauresequenz.

Bevorzugtist die Nukleinsauresequenz,die fur ein Polypeptid mit einer A5-Desaturase-

Aktivitat Kodiert, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus:

a) Nukieinsauresequenzen mit der in Seq ID No. 51, 53 oder 55, bevorzugt mit der in

Seq ID No. 51 dargestellten Sequenz,

b Nukleinsauresequenzen, die fur die in Seq ID No. 52, 54 oder 56, bevorzugt mit der

in Seq ID No. 52 angegebenen Aminosauresequenz kodieren,

c) Nukileinsauresequenzen, die mit dem komplementaren Strang derin a) oder b) o-

berhalb angegebenen Nukleinsauresequenzen, insbesondere der in Seq ID No. 51

angegebenen Nukleinsauresequenz unter stringenten Bedingungenhybridisieren,

und

d) Nukleinsauresequenzen, die zu den in a) oder b) oberhalb angegebenen Nuklein-

sauresequenzen, insbesondere zur der in Seq ID No. 51 angegebenen Sequenz zu

mindestens 60%, 65%, 70%, 75% oder 80%, bevorzugt zu mindestens 81%, 82%,
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83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89% oder 90%, besonders bevorzugt zu mindes-

tens 91%, 92%, 93%, 94% oder 95% und insbesondere zu mindestens 96%, 97%,

98% oder 99% identisch sind, und

e) Nukleinsauresequenzen,die fur eine Aminosauresequenz kodieren, die mindestens

eines, beispielsweise 2, 3, 4, 5,6 oder 7 , vorzugsweise alle der in Seq ID No.

57 ,58,59,60,61,62 oder 63 angebebenen Aminosaurepattern aufweisen.

Weitere geeignete Nukleinsauresequenzen kann der FachmannderLiteratur bzw. den

bekannten Genbankenwie z.B. http:/Awww.ncbi.nim.nih.gov entnehmen.

In einer weiteren bevorzugten AusfUhrungsform des Verfahrens werden zusatzlich eine

oder mehrere Nukleinsauresequenzen,die fur ein Polypeptid mit der Aktivitat einer w-3-

Desaturase und/oder einer A4-Desaturase kodieren, in die Pflanze eingebracht.

Bevorzugtist die Nukleinsauresequenz,die fur ein Polypeptid mit einer w-3-Desaturase-

Aktivitat kodiert, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus:

a) Nukieinsauresequenzen mit der in Seq ID No. 193 oder 195, vorzugsweise derin

Seq ID No. 193 dargestellten Sequenz,

b) Nukleinsauresequenzen,die fur die in Seq ID No. 194 angegebene Aminosaurese-

quenz kodieren,

c) Nukieinsauresequenzen, die mit dem komplementaren Strang der in Seq ID No. 193

oder 195 angegebenen Nukleinsauresequenz unter stringenten Bedingungenhybri-

disieren, und

d) Nukieinsauresequenzen, die zu der in Seq ID No. 193 oder 195 angegebenen Se-

quenz zu mindestens 60%, 65%, 70%, 75% oder 80%, bevorzugt zu mindestens

81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89% oder 90%, besonders bevorzugt

zu mindestens 91%, 92%, 93%, 94% oder 95% und insbesondere zu mindestens

96%, 97%, 98% oder 99% identisch sind.

Die im erfindungsgemafenVerfahren vorteilhaft verwendete w-3-Desaturase ermdglicht

eine Verschiebung vom w-6-Biosyntheseweg zum w-3-Biosyntheseweg, was zu einer

Verschiebung von Cis:2- ZU C4s.3-Fettsauren fuhrt. Weiterhin ist vorteilhaft, dass die w-3-
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Desaturase eine breite Palette von Phospholipiden wie Phosphatidyicholin (= PC),

Phosphatidylinositol (= PIS) oder Phosphatidylethanolamin (= PE) umsetzt. SchlieGlich

lassen sich auch Desaturierungsprodukte in den Neutrallipiden (= NL), das heif&t in den

Triglyceriden finden.

Bevorzugt ist die Nukleinsauresequenz,die ftir ein Polypeptid mit einer A4-Desaturase-

Aktivitat Kodiert, ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus:

a) Nukleinsauresequenzen mit der in Seq ID No. 77, 79,81 ,83,85,87,89,91 oder 93,

bevorzugt mit der in der Seq ID No. 77 dargestellten Sequenz,

b) Nukleinsauresequenzen,die fur die in Seq ID No. 78, 80,82,84,86,88,90,92 oder 94,

bevorzugtfur die in Seq ID No. 78 angegebene Aminosauresequenz kodieren,

c) Nukileinsauresequenzen, die mit dem komplementaren Strang der in a) oderb) o-

berhalb angegebenen Nukleinsauresequenzen, insbesondere der in Seq ID No. 77

angegebenen Nukleinsauresequenz unter stringenten Bedingungen hybridisieren,

und

d) Nukieinsauresequenzen, die zu der in Seq ID No. 77 angegebenen Sequenz zu

mindestens 60%, 65%, 70%, 75% oder 80%, bevorzugt zu mindestens 81%, 82%,

83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89% oder 90%, besonders bevorzugt zu mindes-

tens 91%, 92%, 93%, 94% oder 95%und insbesondere zu mindestens 96%, 97%,

98% oder 99% identisch sind, und

e) Nukleinsauresequenzen,die flr eine Aminosduresequenz kodieren, die mindestens

eines, beispielsweise 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 oder 14, vorzugsweise aile

der in Seq ID No. 95,96,97,98,99,100,101,102,103,104,105,106,107 oder 108 an-

gebebenen Aminosdurepattern aufweisen.

Die A4-Desaturase, die im erfindungsgemafen Verfahren vorteilhaft verwendetwird,

katalysiert die Einfuhrung einer Doppelbindungin die Fettsaure Docosapentaensaure,

was zur Bildung von Docosahexaensdurefuhrt.

Fur das erfindungsgemafse beschriebene Verfahrenist es vorteilhaft, in die Pflanzen 2u-

satzlich zu den Nukleinsauresequenzen,die fir Polypeptide mit einer AG-Desaturase-

Aktivitat, einer A6-Elongase-Aktivitat, einer A5-Desaturase-Aktivitat und einer A5-

156 of 1119 CSIRO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 1009157 of 1119

10

15

20

25

30

BASF Plant Science GmbH AE20060780 PF 58307

17

Elongase-Aktivitat kodieren, sowie den ggf. eingebrachten Nukleinsauresequenzen,die

fur ein Polypeptid mit einer w-3-Desaturase-Aktivitat und/oder einer A4-Desaturase-

Aktivitat kodieren, zusatzlich weitere Nukleinsauren einzubringen, die fur Enzyme des

Fettsaure- oder Lipidstoffwechsels kodieren.

Im Prinzip kénnen alle Gene des Fettsaure— oder Lipidstoffwechsels in Kombination mit

den im erfindungsgemafsen Verfahren verwendeten Nukleinsauresequenzen verwendet

werden; bevorzugt werden Genedes Fettsaure— oder Lipidstoffwechsels ausgewahlit aus

der Gruppe Acyl-CoA-Dehydrogenase(n), Acyl-ACP(= acyl carrier protein)—

Desaturase(n), AcyHACP-Thioesterase(n), Fettsaure—Acyl-Transterase(n), Acyl-

CoA:Lysophospholipid-Acyltransferasen, Fettsaure—Synthase(n), Fettsaure—

Hydroxylase(n), Acetyi-Coenzym A—Carboxylase(n), Acyl-Coenzym A-—Oxidase(n), Fett-

saure—Desaturase(n), Fettsaure—Acetylenasen, Lipoxygenasen, Triacylglycerol-Lipasen,

Allenoxid-—Synthasen, Hydroperoxid-Lyasen oder Fettsaure—Elongase(n) in Kombination

mit der A-6-Elongase, A-6-Desaturase, A-5-Desaturase und der A-5-Elongase sowie gaf.

der w-3-Desaturase und/oder der A-4-Desaturase verwendet, wobei einzelne Gene oder

mehrere Gene in Kombination verwendet werden kOnnen.

Vorteilhaft werden die im erfindungsgemafen Verfahren verwendeten Nukleinsauren im

vegetativen Gewebe (= somatischem Gewebe) exprimiert. Unter vegetativem Gewebeist

im Sinne dieser Erfindung ein Gewebe zu verstehen, das sich durch mitotische Teilun-

gen vermehrt. Derartiges Gewebe entsteht auch durch asexueile Fortpflanzung (= Apo-

mixis) und Vermehrung. Von Vermehrung spricht man dann, wennsich die Zahl derIndi-

viduen in aufeinander folgenden Generationen erhéht. Diese durch asexuelle Vermeh-

rung entstandenenIndividuen sind mit ihren Eltern weitestgehend identisch. Beispiele fur

derartige Gewebesind Blatt, BlUte, Wurzel, Stengel, oberirdische oder unterirdische Aus-

laufer (Seitensprosse, Stolonen), Rhizome, Knospen, Knollen wie Wurzelknollen oder

Ausldauferknollen, Zwiebel, Brutkérper, Brutknospen, Bulbillen oder Turione. Derartige

Gewebekénnen auch durch unechte, echte oder durch den Mensch verursachte Vivipa-

rie entstehen. Aber auch Samen, die durch Agamospermie, wie sie fur Asteraceae, Poa-

ceae oder Rosaceaetypisch sind, entstanden sind, gehdren zu den vegetativen Gewe-

ben, in denen vorteilhaft die Expression stattfindet. Zu einem geringeren Teil oder gar
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nicht werden die im erfindungsgemaRen Verfahren verwendeten Nukleinsauren im gene-

rativen Gewebe (Keimbahngewebe) exprimiert. Beispiele fur derartige Gewebe sind Ge-

webe, die durch geschlechtliche Fortpflanzung, d.h. meiotische Zellteilungen entstehen,

wie z.B. Samen, die durch geschlechtliche Prozesse entstanden sind. Unter zu einem

geringen Teil ist zu verstehen, dass im Vergleich zum vegetativen Gewebe die Expressi-

on gemessen auf RNA- und/oder Proteinebene wenigerals 5 %, vorteilhaft wenigerals 3

%, besonders vorteilhaft weniger als 2 %, am meisten bevorzugt wenigerals 1; 0,5; 0,25

oder 0,125 % betragt.

Besonders bevorzugt werden die Nukleinsauresequenzenin den Blattern der transgenen

Pflanzen exprimiert. Dies hat den Vorteil, dass die erfindungsgemaf& hergestellten

LCPUFAsvon Tieren und Menschendirekt durch den Verzehrder Blatter aufgenommen

werden kdénnen und keine vorherige Aufarbeitung des Pflanzenmaterials erforderlichist.

Die Expression der erfindungsgemafen Nukleinsauresequenzen im Blatt kann durch die

Verwendungvon konstitutiven oder blattspezifischen Promotoren erreicht werden.

“Konstitutive Promotoren" sind Promotoren, die die Expression in einer Vielzahl, vor-

zugsweisein allen, Geweben Uber einen wesentlichen Zeitraum wahrend derpflanzli-

chen Entwicklung, bevorzugt wahrend der gesamtenpflanzlichen Entwicklung, ermégli-

chen. Bevorzugt wird ein Promotor aus einer Pflanze oder aus einem Pflanzenvirus ver-

wendet. Bevorzugt sind der Promotor des CaMV (cauliflower mosaic virus) 35S-

Transkripts (Francket al. (1980) Cell 21: 285-294), der 19S CaMV-Promotor (US

5,352,605), der Aktinpromotor aus Reis (McElroyet al. (1990) Plant Cell 2: 163-171), der

Legumin B-Promotor (GenBank Acc. No. X03677), der Promotor der Nopalinsynthase

aus Agrobacterium, der TR duale Promotor, der Octopinsynthase-Promotor aus Agro-

bacterium, der Ubiquitin-Promotor (Holtorf et al. (1995) Plant Mol. Biol. 29: 637-649), der

Smas-Promotor, der Cinnamoylalkoholdehydrogenase-Promotor (US 5,683,439), die

Promotoren der vacuolaren ATPase-Untereinheiten, der pEMU-Promotor(Lastetal.

(1991) Theor. Appl. Genet. 81: 581-588), der MAS-Promotior (Velten et al. (1984) EMBO

J. 3(12): 2723-2730), der Histon-H3-Promotor aus Mais (Lepetit et al. (1992) Mol. Gen.

Genet. 231: 276-285), der Promotor des Nitrilase 1-Gens aus Arabidopsis (GenBank
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Acc. No. U38846, Nukleotide 3862-5325) und der Promotor eines Prolin-reichen Proteins

aus Weizen (WO 91/13991) und weitere Promotoren, die konstitutive Genexpression

vermitteln. Besonders bevorzugt ist der Promotor des CaMV 35S-Transkripts.

Es ist im Prinzip méglich, alle nattrlich auftretenden konstitutiven Promotoren mit ihren

Regulationssequenzen, wie die oben genannten,fir das neue Verfahren zu verwenden.

Es ist aber ebenfalls mdéglich, zusatzlich oder alleine synthetische Promotoren zu ver-

wenden.

“Blattspezifische Promotoren" sind Promotoren, die eine hohe Aktivitat im Blatt und keine

oder nur eine geringe Aktivitat in anderen Gewebenzeigen. Unter "geringer Aktivitat"

wird im Rahmen der Erfindung verstanden, dass die Aktivitat in anderen Geweben weni-

ger als 20%, bevorzugt weniger als 10%, besonders bevorzugt weniger als 5% und am

meisten bevorzugt wenigerals 3, 2 oder 1% der Aktivitat im Blatt betragt. Geeignete

blattspezitische Promotoren sind z.B. die Promotoren der kleinen Untereinheit von Ru-

bisco (Timkoet al. (1985) Nature 318: 579-582) und des Chlorophyil a/b-bindenden Pro-

teins (Simpsonet al. (1985) EMBO J. 4: 2723-2729).

Dem Fachmannsind weitere blattspezifische Promotoren bekannt bzw. er kann mit be-

kannten Methoden weitere geeignete Promotoren zu isolieren. So kann der Fachmann

mit Hilfe gangiger molekularbiologischer Methoden,z. B. Hybridisierungsexperimenten

oder DNA-Protein-Bindungsstudien, Blatt-spezifische regulatorische Nukleinsaurelemen-

te identifizieren. Dabei wird z. B. in einem ersten Schritt aus Blattgewebe des gewUnsch-

ten Organismus, aus dem die reguiatorischen Sequenzenisoliert werden sollen, die ge-

samte poly(A)*-RNAisoliert und eine cDNA-Bankangelegt. In einem zweiten Schritt

werden mit Hilfe von cDNA-Klonen,die auf poly(A)*-RNA-Molekutlen aus einem Nicht-

Blattgewebe basieren, aus der ersten Bank mittels Hybridisierung diejenigen Klone iden-

tifiziert, deren korrespondierende poly(A)*-RNA-Molekule leciglich im Blattgewebe ak-

kumulieren. AnschlieRend werden mit Hilfe dieser so identifizierten cDNAs Promotoren

isoliert, die Uber Blatt-spezifische regulatorische Elemente verfaugen. Dem Fachmann

stehen daruber hinaus weitere auf PCR basierende Methodenfirdie Isolierung geeigne-

ter Blatt-spezitischer Promotoren zur Verfégung.
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Selbstverstandlich kénnen die Nukleinsauresequenzen der vorliegenden Erfindung auch

in den Samen der transgenen Pflanzen exprimiert werden, indem samen-spezifische

Promotoren verwendet werden, die im Embryo und/oder im Endosperm aktiv sind. Sa-

men-spezifische Promotoren k6nnenprinzipiell sowohl aus dikotyledonen als auch aus

monokotyledonen Pflanzenisoliert werden. Im Folgenden sind bevorzugte Promotoren

aufgefuhrt: USP (= unknownseed protein) und Vicilin (Vicia faba) (Baumlein et al. (1991)

Mol. Gen Genet. 225(3): 459-467), Napin (Raps) (US 5,608,152), Conlinin (Lein) (WO

02/102970), Acyl-Carrier Protein (Raps) (US 5,315,001 und WO 92/18634), Oleosin (A-

rabidopsis thaliana) (WO 98/45461 und WO 93/20216), Phaseolin (Phaseolus vulgaris)

(US 5,504,200), Bce4 (WO 91/13980), Leguminosen B4 (LegB4-Promotor) (Baumlein et

al. (1992) Plant J. 2(2): 233-239), Lpt2 und Ipt1(Gerste) (WO 95/15389 und

W095/23230), Samen-spezifische Promotoren aus Reis, Mais und Weizen (WO

99/16890), Amy32b, Amy 6-6 und Aleurain (US 5,677,474), Bce4 (Raps) (US 5,530,149),

Glycinin (Soja) (EP 571 741), Phosphoenol-Pyruvatcarboxylase (Soja) (JP 06/62870),

ADR12-2 (Soja) (WO 98/08962), Isocitratlyase (Raps) (US 5,689,040) oder a-

Amylase (Gerste) (EP 781 849).

In einer besonders bevorzugten Ausfilhrungsform der vorliegenden Erfindung werden die

verwendeten Nukleinsauresequenzen, insbesondere die fiir eine A-5 Elongase kodie-

rende Nukleinsauresequenz, welche gegentber der Nukleinsauresequenz in dem Orga-

nismus, aus dem die Sequenz stammt, dadurch verandert ist, dass sie an die Kodonver-

wendungin einer oder mehreren Pflanzenarten angepasstist, bevorzugt die in SEQ ID

NO: 64 beschriebene Nukieinsduresequenz im generativen Gewebe, insbesondere im

Samenexprimiert. Die spezifische Expression im Samenerfolgt vorteilhaft unter Ver-

wendungeines der oben erwahnien samenspezifischen Promotoren, insbesondere unter

Verwendungdes Napin Promotors. In dieser besonders bevorzugten Ausfihrungsform

betragt der Gehalt an den hergestellten LCPUFAs, insbesondere an den C22 Fettsduren

im Samenol mindestens 5 Gew.-%, vorteilhaft mindestens6, 7, 8, 9 oder 10 Gew.-%,

bevorzugt von mindestens 11, 12, 13, 14 oder 15 Gew.-%, besonders bevorzugt von

mindestens 16, 17, 18, 19, oder 20 Gew.-%, ganz besonders bevorzugt von mindestens

25, 30, 35 oder 40 Gew.-% des Samendigehalt. In einer weiteren besonders bevorzug-
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ten AusfUhrungsform mit der in SEQ ID NO: 63 beschriebenen Nukleinsauresequenz

betragt der Gehalt an C22-Fettsauren im Samend! mindestens 8 Gew.-% des Samendl-

gehalits.

In einer weiteren besonders bevorzugten AusfUhrungsform der vorliegenden Erfindung

werden die verwendeten Nukleinsauresequenzen, insbesondere die flr eine A-5 Elonga-

se kodierende Nukleinsauresequenz, welche gegenuber der Nukleinsauresequenzin

dem Organismus, aus dem die Sequenz stammt, dadurch verandert ist, dass sie an die

Kodonverwendungin einer oder mehreren Pflanzenarten angepasstist, bevorzugtdie in

SEQ ID NO: 64 beschriebene Nukleinsauresequenz im generativen Gewebe, insbeson-

dere im Samen exprimiert. Die spezifische Expression im Samenerfolgt vorteilhaft unter

Verwendung eines der oben erwahnten samenspezifischen Promotoren, insbesondere

unter Verwendung des Napin-Promotors. In dieser besonders bevorzugten AusfUhrungs-

form betragt der Gehalt an Docosahexaensaure im Samenodl mindestens 1 Gew.-%, be-

vorzugt mindestens 1,1, 1,2, 1,3, 1,4 oder 1,5 Gew.-%, besonders bevorzugt mindestens

1,6, 1,7, 1,8 oder 1,9 Gew.-%, insbesondere mindestens2, 2,1, 2,2, 2,3, 2,4, 2,5, 2,6,

2,7, 2,8 oder 2,9 Gew.-%, weiterhin bevorzugt mindestens 3, 3,5 oder 4 Gew.-% des

Samen6igehalts. In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfiihrungsform mit der in

SEQ ID NO: 63 beschriebenen Nukleinsauresequenz betragt der Gehalt an Docosahe-

xaensaure im Samendl mindestens 1,9 Gew.-% des Samendigehalts. Es ist dem Fach-

mann dabei bekannt, dass zur Herstellung von Docosahexaensdaure zusatzlich eine oder

mehrere Nukleinsauresequenzen,die fur ein Polypeptid mit der Aktivitat einer A4-

Desaturase-Aktivitat kodiert, bendtigt werden. Vorteilhaft wird eine Nukleinsauresequenz,

die fur ein Polypeptid mit der Aktivitat einer A4-Desaturase-Aktivitat kodiert, ausgewahit

aus der Gruppe bestehend aus Nukleinsauresequenzen mit der in Seq ID No.77,

79,81 ,83,85,87,89,91 oder 93, bevorzugt mit der in der Seq ID No. 77 dargestellten Se-

quenz.

In einer weiteren besonders bevorzugten AusfUhrungsform der vorliegenden Erfindung

werden die verwendeten Nukleinsauresequenzen, insbesondere die fur eine A-5 Elonga-

se kodierende Nukleinsauresequenz, welche gegentber der Nukleinsauresequenzin

dem Organismus, aus dem die Sequenz stammt, dadurch verandert ist, dass sie an die
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Kodonverwendungin einer oder mehreren Pflanzenarten angepasstist, bevorzugtdie in

SEQ ID NO: 64 beschriebene Nukleinsauresequenz im generativen Gewebe, insbeson-

dere im Samen exprimiert. Die spezifische Expression im Samen erfolgt vorteilhaft unter

Verwendung eines der oben erwahnten samenspezifischen Promotoren, insbesondere

unter Verwendung des NapinPromotors. In dieser besonders bevorzugten Ausfuhrungs-

form betragt der Gehalt an Docosahexaensaure im Samendl mindestens 1 Gew.-%, be-

vorzugt mindestens 1,1, 1,2, 1,3, 1,4 oder 1,5 Gew.-%, besonders bevorzugt mindestens

1,6, 1,7, 1,8 oder 1,9 Gew.-%, insbesondere mindestens 2, 2,1, 2,2, 2,5, 2,6, 2,7, 2,8

oder 2,9 Gew.-%, weiterhin bevorzugt mindestens 3, 3,5, oder 4 Gew.-% des Samenol-

gehalts. Dabei betragt der Gehailt an den hergestellten LCPUFAs, insbesondere an den

C22 Fettsauren im Samenol mindestens 5 Gew.-%, vorteilhaft mindestens 6, 7, 8, 9 oder

10 Gew.-%, bevorzugt von mindestens 11, 12, 13, 14 oder 15 Gew.-%, besonders be-

vorzugt von mindestens 16, 17, 18, 19, oder 20 Gew.-%, ganz besonders bevorzugt von

mindestens 25, 30, 35 oder 40 Gew.-% des Samendigehalt. In einer weiteren besonders

bevorzugten AusfUhrungsform mit der in SEQ ID NO: 63 beschriebenen Nukleinsdaure-

sequenz betragt der Gehalt an Docosahexaensdure im Samendl mindestens 1,9 Gew.-%

des Samendlgehalts, wobei der Gehalt an C22-Fettsauren im Samenol mindestens 8

Gew.-% des Samendigehalts betragt.

Die Pflanzengenexpression lasst sich auch Uber einen chemisch induzierbaren Promotor

erleichtern (siehe eine Ubersicht in Gatz (1997) Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol.

Biol. 48:89-108). Chemisch induzierbare Promotoren eignen sich besonders, wenn ge-

wunscht wird, dass die Genexpression auf zeitspezifische Weise erfolgt. Beispiele fir

solche Promotorensind ein Salicylsaure-induzierbarer Promotor (WO 95/19443), ein

Tetracyclin-induzierbarer Promotor (Gatz et al. (1992) Plant J. 2, 397-404) und ein Etha-

nol-induzierbarer Promotor.

Auch Promotoren, die auf biotische oder abiotische Stressbedingungen reagieren, sind

geeignete Promotoren, wie beispielsweise der pathogeninduzierte PRP1-Gen-Promotor

(Ward et al. (1993) Plant. Mol. Biol. 22: 361-366), der hitzeinduzierbare hsp80-Promotor

aus Tomate (US 5,187,267), der kalteinduzierbare Alpha-Amylase-Promotor aus Kartof-
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fel (WO 96/12814) oder der durch Wunden induzierbare pinll-Promotor (EP-A-0 375

091).

Ebenfalls besonders geeignet sind Promotoren, welchedie plastidenspezifische Expres-

sion herbeifUuhren, da Plastiden das Kompartiment sind, in dem die Vorlaufer sowie eini-

ge Endprodukte der Lipidbiosynthese synthetisiert werden. Geeignete Promotoren, wie

der virale RNA-Polymerase-Promotor, sind beschrieben in WO 95/16783 und WO

97/06250, und der clpP-Promotor aus Arabidopsis, beschrieben in WO 99/46394.

Es versteht sich, dass die erfindungsgemafs hergestellten mehrfach ungesattigten Fett-

sauren nicht nur in intakten transgenen Pflanzen produziert werden k6nnen, sondern

auch in pflanzlichen Zellkulturen oder in Kalluskulturen.

Die im Verfahren hergestellten mehrfach ungesattigten Fettsauren sind vorteilhaft in

Phospholipiden und/oder Triacylglyceriden gebunden, k6nnen aber auchals freie Fett-

sauren oder aber gebundenin Form anderer Fettsaureester in den Organismen vor-

kommen. Dabei k6nnensie als “Reinprodukte“ oder abervorteilhaft in Form von Mi-

schungenverschiedener Fettsauren oder Mischungen unterschiedlicher Phospholipide

wie Phosphatidylglycerol, Phosphatidylcholin, Phosphatidylethanolamin und/oder

Phosphaticylserin und/oder Triacylglyceriden, Monoacylglyceriden und/oderDiacyl-

glyceriden vorliegen. Vorteilhaft liegen die im Verfahren hergestellten LCPUFAS EPA,

DPA und DHAim Phosphatidylcholin und/oder Phosphatidylethanolamin und/oder in den

Triacylglyceriden vor. Die Triacylglyceride kGnnen auf&erdem noch weitere Fettsauren

enthalten wie kurzkettige Fettsauren mit 4 bis 6 C-Atomen, mitteikettige Fettsauren mit 8

bis 12 C-Atomen oder langkettige Fettsauren mit 14 bis 24 C-Atomen. Bevorzugt enthal-

ten sie langkettige Fettsauren, besonders bevorzugt C2o- oder C22-Fettsauren.

Unter dem Begriff “Glycerid” wird ein mit ein, zwei oder drei Carbonsdaureresten ver-

estertes Glycerin verstanden (Mono-, Di- oder Triglycerid). Unter “Glycerid” wird auch ein

Gemisch aus verschiedenen Glyceriden verstanden. Vorteilhaft handelt es sich bei dem

Glycerid um ein Triglycerid. Das Glycerid oder das Glyceridgemisch kann weitere Zusat-
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ze, z.B. freie Fettsauren, Antioxidantien, Proteine, Kohlenhydrate, Vitamine und/oder

andere Substanzen enthalten.

Unter einem “Glycerid” im Sinne des erfindungsgemafen Verfahrens werden ferner vom

Glycerin abgeleitete Derivate verstanden. Dazu zahlen neben den oben beschriebenen

Fettsaureglyceriden auch Glycerophospholipide und Glyceroglycolipide. Bevorzugt seien

hier die Glycerophospholipide wie Lecithin (Phosphatidyicholin), Cardiolipin, Phosphati-

dylglycerin, Phosphatidylserin und Alkylacylglycerophospholipide beispielhaft genannt.

Unter Phospholipiden im Sinne der Erfindung sind zu verstehen Phosphatidyicholin,

Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylserin, Phosphatidylglycerin und/oder Phosphati-

dylinositol.

Die Fettsdureester mit mehrfach ungesattigten Cig—, C2o- und/oder C22-Fettsaure-

molekilen k6nnen aus den Nutzpflanzen, die fur die Herstellung der Fettsaureester ver-

wendet wurden, in Form eines Ols oderLipids beispielsweise in Form von Verbindungen

wie Sphingolipiden, Phosphoglyceriden, Lipiden, Glycolipiden wie Glycosphingolipiden,

Phospholipiden wie Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylcholin, Phosphatidylserin,

Phosphatidylglycerol, Phosphatidylinositol oder Diphosphatidylglycerol, Mono-

acylglyceriden, Diacylglyceriden, Triacylglyceriden oder sonstigen Fettsaureestern wie

den Acetyl-CoenzymA-Estern, die die mehrfach ungesattigten Fettsauren mit mindestens

zwei, drei oder vier, bevorzugt vier, funf oder sechs Doppelbindungen enthalten, isoliert

werden,vorteilhaft werden sie in der Form ihrer Diacyiglyceride, Triacylglyceride

und/oder in Form des Phosphatidylesters isoliert, besonders bevorzugt in der Form der

Triacylglyceride, Phosphatidy!cholin und/oder Phosphatidylethanolamin. Neben diesen

Estern sind die mehrfach ungesattigten Fettsauren auch als freie Fettsauren oder ge-

bundenin anderen Verbindungenin den Pflanzen enthalten. In der Regel liegen die ver-

schiedenen vorgenannten Verbindungen (Fettsaureester und freie Fettsauren) in den

Organismenin einer ungefahren Verteilung von 80 bis 90 Gew.-% Triglyceride, 2 bis 5

Gew.-% Diglyceride, 5 bis 10 Gew.-% Monoglyceride, 1 bis 5 Gew.-% freie Fettsdauren, 2

bis 8 Gew.-% Phospholipide vor, wobei sich die Summeder verschiedenen Verbindun-

gen zu 100 Gew.-% erganzt.
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Im erfindungsgemafen Verfahren werden die hergestellten LCPUFAs mit einem Gehalt

von mindestens 4 Gew.-%, vorteilhaft von mindestens 5, 6, 7, 8, 9 oder 10 Gew.-%, be-

vorzugt von mindestens 11, 12, 13, 14 oder 15 Gew.-%, besonders bevorzugt von min-

destens 16, 17, 18, 19, oder 20 Gew.-%, ganz besonders bevorzugt von mindestens 25,

30, 35 oder 40 Gew.-% bezogen auf die gesamten Fettsaurenin der transgenen Pflanze

hergestellt. Dabei sind die im erfindungsgemafen Verfahren hergestellten Fettsauren

EPA, DPA und/oder DHA mit einem Gehalt von jeweils mindestens 5 Gew.-%, bevorzugt

von jeweils mindestens 6, 7, 8 oder 8 Gew.-%, besonders bevorzugt von jeweils mindes-

tens 10, 11 oder 12 Gew.-%, am meisten bevorzugt von jeweils mindestens 13, 14, 15,

16, 17, 18, 19 oder 20 Gew.-%, bezogen auf die gesamten Fettsauren in der transgenen

Pflanze enthalten.

Vorteilhaft werden die Fettsauren in gebundener Form hergestellt. Mit Hilfe der im erfin-

dungsgemafen Verfahren verwendeten Nukleinsauren lassen sich diese ungesaittigten

Fettsauren an sn1-, sn2- und/oder sn3-Position der vorteilhaft hergestellten Triacylglyce-

ride bringen. Vorteilhaft sind mindestens 11% der Triacyiglyceride doppelt (das heiRt an

sn1- und sn2- oder sn2- und sn3-Position) substituiert. Auch dreifach substituierte Tria-

cylglyceride sind nachweisbar. Da im erfindungsgemafen Verfahren von den Ausgangs-

verbindungenLinolsaure (C18:2) bzw. Linolensaure (C18:3) mehrere Reaktionsschritte

durchlaufen werden, fallen die Endprodukte des Verfahrens wie beispielsweise Arachi-

donsaure (ARA) oder Eicosapentaensdure (EPA) nicht als absolute Reinprodukte an, es

sind immer auch Spuren oder gr6Rere Mengen der Vorstufen im Endprodukt enthalten.

Sind in der Ausgangspflanze beispielsweise sowohl Linolsaure als auch Linolensaure

vorhanden,so liegen die Endprodukte wie ARA oder EPA und/oder DPA und/oder DHA

als Mischungenvor. Die Vorstufen sollten vorteilhaft nicht mehr als 20 Gew.-%, bevor-

zugt nicht mehrals 15 Gew.-%, besonders bevorzugtnicht als 10 Gew.-%,

ganz besonders bevorzugt nicht mehr als 5 Gew.-% bezogen auf die Menge desjeweili-

gen Endprodukts betragen. Vorteilhaft werden in einer transgenen Pflanze als Endpro-

dukte nur ARA oder EPA und/oder DPA und/oder DHA im erfindungsgemafken Verfahren

gebunden coderals freie Sauren hergestellt.
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Fettsaureester bzw. Fettsauregemische, die nach dem erfindungsgemafen Verfahren

hergestellt wurden, enthalten vorteilhaft 6 bis 15 % Palmitinsaure, 1 bis 6 % Stearinsau-

re; 7-85 % Olsaure; 0,5 bis 8 % Vaccensaure, 0,1 bis 1 % Arachinsaure, 7 bis 25 %

gesattigte Fettsauren, 8 bis 85 % einfach ungesattigte Fettsauren und 60 bis 85 % mehr-

fach ungesattigte Fettsauren, jeweils bezogen auf 100 % und auf den Gesamtfettsaure-

gehalt der Organismen.Als vorteilhafte mehrfach ungesattigte Fettsaure sind in den

Fettsaureester bzw. Fettsauregemische bevorzugt mindestens 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6;

0,7; 0,8; 0,9 oder 1 % bezogen auf den Gesamtfettsauregehalt an Arachidonsdure ent-

halten. Weiterhin enthalten die Fettsaureestern bzw. Fettsauregemischen, die nach dem

erfindungsgemafken Verfahren hergestellt wurden, vorteilhaft Fettsauren ausgewahlt aus

der Gruppe der Fettsauren Erucasaure (13-Docosaensaure), Sterculinsaure (9,10-

Methylene octadec-9-enonsdaure), Malvalinsaure (8,9-Methylen Heptadec-8-enonsaure),

Chaulmocgrinsdure (Cyclopenten-dodecansaure), Furan-Fettsaure (9,12-Epoxy-

octadeca-9,11-dienonsaure), Vernonsdaure (9,10-Epoxyoctadec-12-enonsaure), Tarin-

saure (6-Octadecynonsdure),6-Nonadecynonsdure, Santalbinsaure (t11-Octadecen-9-

ynoic acid), 6,9-Octadecenynonsaure, Pyrulinsaure (t10-Heptadecen-8-ynonsaure), Cre-

penyninsaure (9-Octadecen-12-ynonsaure), 13,14-Dihydrooropheinsaure, Octadecen-

13-ene-9,11-diynonsaure, Petroselensaure (cis-6-Octadecenonsaure), 9c,12t-

Octadecadiensaure, Calendulasaure (8t10t12c-Octadecatriensaure), Catalpinsaure

(9t1 1t13c-Octadecatriensaure), Eleosterinsaure (9c11t13t-Octadecatriensaure), Jacarin-

saure (8c10t12c-Octadecatriensaure), Punicinsaure (9c11t13c-Octadecatriensaure), Pa-

rinarinsaure (9c11t13t15c-Octadecatetraensaure), Pinolensdure (all-cis-5,9,12-

Octadecatriensaure), Laballensaure (5,6-Octadecadienallensaure), Ricinolsaure (12-

Hydroxydélsaure) und/oder Coriolinsaure (13-Hydroxy-9c, 11t-Octadecadienonsaure). Die

vorgenannten Fettsauren kommenin den nach dem erfindungsgemafRen Verfahren her-

gestellten Fettsaureester bzw. Fettsauregemischen in der Regel vorteilhaft nur in Spuren

vor, das heiRt sie kommen bezogen auf den Gesamtfettsauregehalt zu weniger als 30 %,

bevorzugt zu weniger als 25 %, 24 %, 23 %, 22 % oder 21 %, besonders bevorzugt zu

weniger als 20 %, 15 %, 10 %,9 %, 8 %, 7%, 6 % oder 5%, ganz besonders bevorzugt

zu wenigerals 4 %, 3 %, 2 % oder 1 % vor. In einer weiteren bevorzugten Form derEr-

findung kommen diese vorgenannten Fettsauren bezogen auf die Gesamtfettsauren zu

wenigerals 0,9%; 0,8%; 0,7%; 0,6%; oder 0,5%, besonders bevorzugt zu wenigerals
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0,4%; 0,3%; 0,2%; 0,1% vor. Vorteilhaft enthalten die nach dem erfindungsgemaRen

Verfahren hergestellten Fettsaureester bzw. Fettsauregemische wenigerals 0,1 % bezo-

gen auf die Gesamtfettsauren und/oder keine Buttersaure, kein Cholesterin sowie keine

Nisinsaure (Tetracosahexaensdure, C23:643.8.12,15,18,21)

Durch die im erfindungsgemafen Verfahren verwendeten Nukleinsauresequenzen kann

in den transgenen Pflanzen eine Steigerung der Ausbeute an LCPUFAs von mindestens

50%, vorteilhaft von mindestens 80%, besondersvorteilhaft von mindestens 100%, ganz

besonders vorteilhaft von mindestens 150% gegenuber den nicht transgenen Pflanzen

erreicht werden.

Auch chemisch reine mehrfach ungesattigte Fettsauren oder Fettsaurezusammen-

setzungen sind nach den vorbeschriebenen Verfahren darstellbar. Dazu werden die

Fettsauren oder die Fettsaurezusammensetzungen aus den Pflanzen in bekannter Wei-

se beispielsweise Uber Extraktion, Destillation, Kristallisation, Chromatographie oder

Kombinationen dieser Methoden isoliert. Diese chemisch reinen Fettsauren oder Fett-

saurezusammensetzungensind fur Anwendungen im Bereich der Lebensmittelindustrie,

der Kosmetikindustrie und besonders der Pharmaindustrie vorteilhaft.

Fur das erfindungsgemahe Verfahren sind prinzipiell alle dicotylen oder monokotylen Nutz-

ptlanzen geeignet. Unter Nutzpflanzen sind Pflanzen zu verstehen, die der Nahrungsproduktion

fur Mensch undTier, der Produktion von Genussmittein, Fasern und Pharmazeutika dienen,

wie Getreide, z.B. Mais, Reis, Weizen, Gerste, Hirse, Hafer, Roggen, Buchweizen; wie Knollen,

z.B. Kartoffel, Maniok, Batate, Yams etc.; wie Zuckerpflanzen, 2.B. Zuckerrohr oder Zuckerrt-

be; wie Huilsenfriichte, z.B. Bohnen, Erbsen, Saubohneetc.; wie Ol- und Fettfriichte, z.B. Soja-

bohne, Raps, Sonnenblume, Farberdiestel, Lein, Camelina etc., um nur einige zu nennen. Vor-

teilhafte Pflanzen sind ausgewahit aus der Gruppe der Pflanzenfamilien bestehend aus den

Familien der Aceraceae, Actinidiaceae, Anacardiaceae, Apiaceae, Arecaceae, Asteraceae,

Arecaceae, Betulaceae, Boraginaceae, Brassicaceae, Bromeliaceae, Cannabaceae, Canna-

ceae, Caprifollaceae, Chenopodiaceae, Convolvulaceae, Cucurbitaceae, Dioscoreaceae, E-

laeagnaceae, Ericaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Fagaceae, Grossulariaceae, Juglanda-

ceae, Lauraceae, Liliaceae, Linaceae, Malvaceae, Moraceae, Musaceae, Oleaceae, Oxalida-
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ceae, Papaveraceae, Poaceae, Polygonaceae, Punicaceae, Rosaceae, Rubiaceae, Rutaceae,

Scrophulariaceae, Sclanaceae, Sterculiaceae und Valerianaceae.

Beispielhaft seien die folgenden Pflanzen genannt: Anacardiaceae wie die Gattungen

Pistacia, Mangifera, Anacardium 2.B. die Gattung und Arten Pistacia vera (Pistazie),

Mangifer indica (Mango) oder Anacardium occidentale (Cashew), Asteraceae wie die

Gattungen Calendula, Carthamus, Centaurea, Cichorium, Cynara, Helianthus, Lactuca,

Locusta, Tagetes, Valeriana z.B. die Gattung und Arten Calendula officinalis (Garten-

Ringelblume), Carthamustinctorius (Farberdistel, safflower), Centaurea cyanus (Korn-

blume), Cichorium intybus (Wegwarte), Cynara scolymus(Artischocke), Helianthus an-

nus (Sonnenbiume), Lactuca sativa, Lactuca crispa, Lactuca esculenta, Lactuca scariola

L. ssp. sativa, Lactuca scariola L. var. integrata, Lactuca scariola L. var. integrifolia, Lac-

tuca sativa subsp. romana, Locusta communis, Valeriana locusta (Salat), Tagetes lucida,

Tagetes erecta oder Tagetes tenuifolia (Studentenblume), Apiaceae wie die Gattung

Daucus z.B. die Gattung und Art Daucus carota (Karotte), Betulaceae wie die Gattung

Corylus z.B. die Gattungen und Arten Corylus avellana oder Corylus colurna (Hasel-

nuss), Boraginaceae wie die Gattung Borago z.B. die Gattung und Art Boragoofficinalis

(Borretsch), Brassicaceae wie die Gattungen Brassica, Camelina, Melanosinapis, Sina-

pis, Arabadopsis z.B. die Gattungen und Arten Brassica napus, Brassica rapa ssp.

(Raps), Sinapis arvensis Brassica juncea, Brassica juncea var. juncea, Brassica juncea

var. crispifolia, Brassica juncea var. foliosa, Brassica nigra, Brassica sinapioides, Came-

lina sativa, Melanosinapis communis (Senf), Brassica oleracea (Futterriibe) oder Arabi-

dopsis thaliana, Bromeliaceae wie die Gattungen Anana, Bromelia (Ananas) z.B. die

Gattungen und Arten Anana comosus, Ananas ananas oder Bromelia comosa (Ananas),

Caricaceae wie die Gattung Carica wie die Gattung und Art Carica papaya (Papaya),

Cannabaceae wie die Gattung Cannabis wie die Gattung und Art Cannabis sative (Hanf),

Convolvulaceae wie die Gattungen Ipomoea, Convolvulus z.B. die Gattungen und Arten

Ipomoeabatatus, lpomoea pandurata, Convolvulus batatas, Convolvulus tiliaceus, Ipo-

moea fastigiata, |pomoeatiliacea, Ipomoeatriloba oder Convolvulus panduratus (SuR-

kartoffel, Batate), Chenopodiaceae wie die Gattung Beta wie die Gattungen und Arten

Beta vulgaris, Beta vulgaris var. altissima, Beta vulgaris var. vulgaris, Beta maritima, Be-

ta vulgaris var. perennis, Beta vulgaris var. conditiva oder Beta vulgaris var. esculenta
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(Zuckerrbe), Cucurbitaceae wie die Gattung Cucubita z.B. die Gattungen und Arten

Cucurbita maxima, Cucurbita mixta, Cucurbita pepo oder Cucurbita moschata (Kurbis),

Elaeagnaceae wie die Gattung Elaeagnus 2.B. die Gattung und Art Olea europaea (Cli-

ve), Ericaceae wie die Gattung Kalmia z.B. die Gattungen und Arten Kalmia latifolia,

Kalmia angustifolia, Kalmia microphylla, Kaimia polifolia, Kalmia occidentalis, Cistus

chamaerhodendros oder Kalimia lucida (Berglorbeer), Euphorbiaceae wie die Gattungen

Manihot, Janipha, Jatropha, Ricinus z.B. die Gattungen und Arten Manihotutilissima,

Janipha manihot,, Jatropha manihot., Manihot aipil, Manihot dulcis, Manihot manihot,

Manihot melanobasis, Manihot esculenta (Manihot) oder Ricinus communis (Rizinus),

Fabaceae wie die Gattungen Pisum, Albizia, Cathormion, Feuillea, Inga, Pithecolobium,

Acacia, Mimosa, Medicajo, Glycine, Dolichos, Phaseolus, Soja z.B. die Gattungen und

Arten Pisum sativum, Pisum arvense, Pisum humile (Erbse), Albizia berteriana, Albizia

julibrissin, Albizia lebbeck, Acacia berteriana, Acacia littoralis, Albizia berteriana, Albizzia

berteriana, Cathormion berteriana, Feuillea berteriana, Inga fragrans, Pithecellobium

berterianum, Pithecellobium fragrans, Pithecolobium berterianum, Pseudalbizzia berteri-

ana, Acacia julibrissin, Acacia nemu, Albizia nemu, Feuilleea julibrissin, Mimosa julibris-

sin, Mimosa speciosa, Sericanrdajulibrissin, Acacia lebbeck, Acacia macrophylla, Albizia

lebbek, Feuilleea lebbeck, Mimosa lebbeck, Mimosa speciosa (Seidenbaum), Medicago

sativa, Medicago falcata, Medicago varia (Alfalfa) Glycine max Dolichos soja, Glycine

gracilis, Glycine hispida, Phaseolus max, Soja hispida oder Soja max (Sojabohne), Ge-

raniaceae wie die Gattungen Pelargonium, Cocos, Oleum z.B. die Gattungen und Arten

Cocos nucifera, Pelargonium grossularicides oder Cleum cocois (Kokusnuss), Grami-

neae wie die Gattung Saccharum z.B. die Gattung und Art Saccharum officinarum,

Juglandaceae wie die Gattungen Juglans, Wallia z.B. die Gattungen und Arten Juglans

regia, Jugians ailanthifolia, Juglans sieboldiana, Juglans cinerea, Wailia cinerea, Juglans

bixbyi, Juglans californica, Juglans hindsii, Jugians intermedia, Juglans jamaicensis,

Juglans major, Juglans microcarpa, Jugians nigra oder Wallia nigra (Wainuss), Laura-

ceae wie die Gattungen Persea, Laurus z.B. die Gattungen und Arten Laurus nobilis

(Lorbeer), Persea americana, Persea gratissima oder Persea persea (Avocado), Legu-

minosae wie die Gattung Arachis z.B. die Gattung und Art Arachis hypogaea (Erdnuss),

Linaceae wie die Gattungen Linum, Adenolinum z.B. die Gattungen und Arten Linum

usitatissimum, Linum humile, Linum austriacum, Linum bienne, Linum angustifolium, Li-
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num catharticum, Linum flavum, Linum grandiflorum, Adenolinum grandiflorum, Linum

lewisii, Linum narbonense, Linum perenne, Linum perennevar. lewisii, Linum pratense

oder Linum trigynum (Lein), Lythrarieae wie die Gattung Punica z.B. die Gattung und Art

Punica granatum (Granatapfel), Malvaceae wie die Gattung Gossypium z.B. die Gattun-

gen und Arten Gossypium hirsutum, Gossypium arboreum, Gossypium barbadense,

Gossypium herbaceum oder Gossypium thurberi (Baumwolle), Musaceae wie die Gat-

tung Musa z.B. die Gattungen und Arten Musa nana, Musa acuminata, Musa paradisia-

ca, Musa spp. (Banane), Onagraceae wie die Gattungen Camissonia, Oenothera z.B. die

Gattungen und Arten Oenothera biennis oder Camissonia brevipes (Nachtkerze), Pal-

mae wie die Gattung Elaeis z.B. die Gattung und Art Elaeis guineensis (Olpalme), Papa-

veraceae wie die Gattung Papaver z.B. die Gattungen und Arten Papaverorientale, Pa-

paver rhoeas, Papaver dubium (Mohn), Pedaliaceae wie die Gattung Sesamum z.B.die

Gattung und Art Sesamum indicum (Sesam), Piperaceae wie die Gattungen Piper, Ar-

tanthe, Peperomia, Steffensia z.B. die Gattungen und Arten Piper aduncum, Piper ama-

lago, Piper angustifolium, Piper auritum, Piper betel, Piper cubeba, Piper longum, Piper

nigrum, Piper retrofractum, Artanthe adunca, Artanthe elongata, Peperomia elongata,

Piper elongatum, Steffensia elongata (Cayennepfeffer), Poaceae wie die Gattungen Hor-

deum, Secale, Avena, Sorghum, Andropogon, Holcus, Panicum, Oryza, Zea (Mais),

Triticum, z.B. die Gattungen und Arten Hordeum vulgare, Hordeum jubatum, Hordeum

murinum, Hordeum secalinum, Hordeum distichon Hordeum aegiceras, Hordeum he-

xastichon., Hordeum hexastichum, Hordeum irregulare, Hordeum sativum, Hordeum se-

calinum (Gerste), Secale cereale (Roggen), Avena sativa, Avena fatua, Avena byzantina,

Avenafatua var. sativa, Avena hybrida (Hafer), Sorghum bicolor, Sorghum halepense,

Sorghum saccharatum, Sorghum vulgare, Andropogon drummondii, Holcus bicolor, Hol-

cus sorghum, Sorghum aethiopicum, Sorghum arundinaceum, Sorghum caffrorum,

Sorghum cernuum, Sorghum dochna, Sorghum drummondii, Sorghum durra, Sorghum

guineense, Sorghum lanceolatum, Sorghum nervosum, Sorghum saccharatum, Sorghum

subglabrescens, Sorghum verticilliflorum, Sorghum vulgare, Holcus halepensis, Sorghum

miliaceum, Panicum militaceum (Hirse), Oryza sativa, Oryzalatifolia (Reis), Zea mays

(Mais) Triticum aestivum, Triticum durum, Triticum turgidum, Triticum hybernum, Triticum

macha, Triticum sativum oder Triticum vulgare (Weizen}, Porphyridiaceae wie die Gat-

tungen Chroothece, Flintiella, Petrovanella, Porphyridium, Rhodeila, Rhodosorus, Van-
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hoeffenia z.B. die Gattung und Art Porphyridium cruentum, Proteaceae wie die Gattung

Macadamia z.B. die Gattung und Art Macadamia intergrifolia (Macadamia), Rubiaceae

wie die Gattung Coffea z.B. die Gattungen und Arten Cofea spp., Coffea arabica, Coffea

canephora oderCoffea liberica (Kaffee), Scrophulariaceae wie die Gattung Verbascum

z.B. die Gattungen und Arten Verbascum biattaria, Verbascum chaixii, Verbascum den-

siflorum, Verbascum lagurus, Verbascum longifolium, Verbascum lychnitis, Verbascum

nigrum, Verbascum olympicum, Verbascum phliomoides, Verbascum phoenicum, Ver-

bascum pulverulentum oder Verbascum thapsus (K6nigskerze), Solanaceae wie die Gat-

tungen Capsicum, Nicotiana, Solanum, Lycopersicon z.B. die Gattungen und Arten

Capsicum annuum, Capsicum annuum var. glabriusculum, Capsicum frutescens(Pfef-

fer), Capsicum annuum (Paprika), Nicotiana tabacum, Nicotiana alata, Nicotiana attenua-

ta, Nicotiana glauca, Nicotiana langsdorffii, Nicotiana obtusifolia, Nicotiana quadrivaivis,

Nicotiana repanda, Nicotiana rustica, Nicotiana sylvestris (Tabak), Solanum tuberosum

(Kartoffel), Solanum melongena (Aubergine) Lycopersicon esculentum, Lycopersicon

lycopersicum., Lycopersicon pyriforme, Solanum integrifolium oder Solanum lycopersi-

cum (Tomate), Sterculiaceae wie die Gattung Theobroma z.B. die Gattung und Art The-

obroma cacao (Kakao) oder Theaceae wie die Gattung Camellia z.B. die Gattung und

Art Camellia sinensis (Tee).

in einer vorteilhaften Ausfihrungsform des Verfahren werden als Nutzpflanzen Olfrucht-

pflanzen verwendet, die groke Mengen an Lipidverbindungen enthalten, wie Erdnuss,

Raps, Canola, Sonnenblume, Saflor (Carthamustinctoria), Mohn, Senf, Hanf, Rizinus,

Olive, Sesam, Calendula, Punica, Nachtkerze, K6nigskerze, Distel, Wildrosen, Hasel-

nuss, Mandel, Macadamia, Avocado, Lorbeer, KUrbis, Lein, Soja, Pistazien, Borretsch,

Baume (Olpalme, Kokosnuss oder Walnuss) oderFeldfriichte, wie Mais, Weizen, Rog-

gen, Hafer, Triticale, Reis, Gerste, Baumwolle, Maniok, Pfeffer, Tagetes, Solanaceen-

Pflanzen wie Kartoffel, Tabak, Aubergine und Tomate, Vicia-Arten, Erbse, Alfalfa oder

Buschpfianzen (Kaffee, Kakao, Tee), Salix-Arten sowie ausdauernde Graser und Futter-

feldfriichte. Vorteilhafte erfindungsgemafe Pflanzen sind Olfruchtpflanzen, wie Erdnuss,

Raps, Canola, Sonnenblume, Saflor , Mohn, Senf, Hanf, Rhizinus, Olive, Calendula, Pu-

nica, Nachtkerze, Kirbis, Lein, Soja, Borretsch, Baume (Olpalme, Kokosnuss). Beson-

ders bevorzugt sind Pflanzen, die reich an C18:2- und/oder C18:3-Fettsauren sind, wie
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Sonnenblume, Farberdistel, Tabak, Kénigskerze, Sesam, Baumwolle, Kdrbis, Mohn,

Nachtkerze, Walnuss, Lein, Hanf oderDistel. Ganz besonders bevorzugt sind Pflanzen

wie Farberdistel, Sonnenblume, Mohn, Nachtkerze, Walnuss, Lein oder Hanf.

Es ist auch vorteilhaft, die erfindungsgemaRen Nukleinsauresequenzen in den Blattern

von Futter- oder Nahrungspflanzen zu exprimieren und dadurch den Gehalt der Blatter

an Eicosapentaensaure, Docosapentaensdaure und/oder Docosahexaensdure zustei-

gern. Bevorzugte Futterpflanzen sind z.B. Kleearten wie Rotklee (Trifolium pratense),

Weiltklee (Trifolium repens), Bastardklee (Trifolium hybridum), Esparsette (Onobrychis

viciifolia), Alexandrinerklee (Trifolium alexandrinum) und Perserklee (Trifolium resupina-

tum). Bevorzugte Nahrungspflanzen sind etwa Salatarten wie Lactuca sativa, Lactuca

crispa, Lactuca esculenta, Lactuca scariola L. ssp. sativa, Lactuca scariola L. var. in-

tegrata, Lactuca scariola L. var. integrifolia, Lactuca sativa subsp. romana, Locusta

communis und Valeriana locusta.

Durch die enzymatische Aktivitat der im erfindungsgemafsen Verfahren verwendeten

Nukleinsaéuresequenzen, die fur Polypeptide mit A-6-Elongase-, A-6-Desaturase-, A-5-

Desaturase- und/oder A-5-Elongase-Aktivitat kodieren, vorteilhaft in Kombination mit

Nukleinsaéuresequenzen, die fur Polypeptide mit w-3-Desaturase- und/oder A-4-

Desaturase-Aktivitat kodieren, sowie weiteren Nukleinsauresequenzen,die fur Polypep-

tide des Fettsdure— oder Lipidstoffwechsels wie weiteren Polypeptiden mit A-5-, A-6-, A-

8-, A-12-Desaturase- oder A-5-, A-6—oder A-9-Elongaseaktivitat kodieren, KOnnen unter-

schiedlichste mehrfach ungesaittigte Fettsauren im erfindungsgemafen Verfahren her-

gestellt werden. Je nach Auswahlderfiir das erfindungsgemafe Verfahren verwendeten

Nutzpflanzen lassen sich Mischungen der verschiedenen mehrfach ungesattigten Fett-

sauren oder einzelne mehrfach ungesattigte Fettsauren wie EPA, DPA oder DHAinfrei-

er oder gebundener Form herstellen. Je nachdem welche Fettsaurezusammensetzungin

der Ausgangspflanze vorherrscht (C18:2- oder C18:3-Fettsauren) entstehen so Fettsau-

ren, die sich von C18:2-Fettsduren ableiten, wie GLA, DGLA oder ARAoderFettsdauren,

die sich von C18:3-Fettsdauren ableiten, wie EPA, DPA oder DHA.Liegt in der fur das

Verfahren verwendeten Pflanze als ungesattigte Fettsaure nur Linolsaure (= LA,

C18:24°%.12) vor, so kOnnen als Produkte des Verfahrens nur GLA, DGLA und ARAent-
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stehen,die als freie Fettsauren oder gebundenvorliegen k6nnen. Ist in der im Verfahren

verwendeten Pfianze als ungesattigte Fettsaure nur a-Linolensaure (= ALA,

C18:349%.12.15\yvorhanden, beispielsweise wie in Lein, so k6nnen als Produkte des Verfah-

rens nur SDA, ETA, EPA, DPA und/oder DHA entstehen, die wie oben beschriebenals

freie Fettsauren oder gebunden vorliegen kénnen. Durch Moditfikation der Aktivitat der im

Verfahren verwendeten und an der Synthese beteiligten Enzyme A-6-Elongase, A-6-

Desaturase, A-5-Desaturase und/oder A-6-Elongasevorteilhaft in Kombination mit weite-

ren GenendesLipid- oder Fettsaurestoffwechsels lassen sich gezielt in den Pflanzen nur

einzelne Produkte herstellen. Vorteilhaft werden nur EPA, DPA oder DHA oderderen

Mischungensynthetisiert. Da die Fettsauren in Biosyntheseketten synthetisiert werden,

liegen die jeweiligen Endprodukte nicht als Reinsubstanzen in den Organismen vor. Es

sind immer auch geringe Mengen der Vorlauferverbindungen im Endprodukt enthalten.

Diese geringen Mengenbetragen wenigerals 20 Gew.-%, vorteilhaft weniger als

15 Gew.-%, besonders vorteilhaft weniger als 10 Gew.-%, ganz besondersvorteilhaft

wenigerals 5, 4, 3, 2 oder 1 Gew.-% bezogen auf die Endprodukte EPA, DPA oder DHA

oder deren Mischungen.

Zur Steigerung der Ausbeute im beschriebenen Verfahren zur Herstellung von Olen

und/oder Triglyceriden mit einem vorteilhaft erhéhten Gehalt an mehrfach ungesattigten

Fettsaurenist es vorteilhaft, die Menge an Ausgangsprodukt flr die Fettsauresynthese

zu steigern. Dies kann beispielsweise durch das Einbringen einer Nukleinsaure, die fur

ein Polypeptid mit A-12-Desaturase kodiert, in den Organismus erreicht werden.Diesist

besonders vorteilhaft in Nutzpflanzen, wie Ol-produzierenden Pflanzen wie Pflanzen der

Familie der Brassicaceae wie der Gatiung Brassica z.B. Raps; der Familie der E-

laeagnaceae wie die Gattung Elaeagnus z.B. die Gattung und Art Olea europaea oder

der Familie Fabaceae wie der Gattung Glycine z.B. die Gattung und Art Glycine max,die

einen hohen Olsauregehalt aufweisen. Da diese Organismen nur einen geringen Gehalt

an Linolsaure aufweisen (Mikoklajczak et al. (1961) Journal of the American Oil Chemi-

cal Society 38: 678 - 681) ist die Verwendung der genannten A-12-Desaturasen

zur Herstellung des Ausgangsprodukts Linolsaure aus Olsdure vorteilhaft. Daneben k6én-

nen die Ausgangsfettsauren auch von aufen zugeftttert werden, was aber aus Kosten-

grUnden weniger bevorzuatist.
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Moose und Algen sind die einzigen bekannten Pflanzensysteme, die erhebliche Mengen

an mehrfach ungesattigten Fettsauren, wie Arachidonsaure (ARA) und/oder Eicosapen-

taensaure (EPA) und/oder Docosahexaensdure (DHA)herstellen. Moose enthalten PU-

FAs in Membranlipiden, wahrend Ailgen, algenverwandte Organismen undeinige Pilze

auch nennenswerte Mengen an PUFAsin der Triacylglycerolfraktion akkumulieren. Da-

her eignen sich Nukleinsauremolekule, die aus solchen Stammen isoliert werden, die

PUFAsauchin der Triacylglycerolfraktion akkumulieren, besonders vorteilhaft fur das

erfindungsgemafRe Verfahren und damit zur Modifikation des Lipid- und PUFA-

Produktionssystems in einer Pflanze, wie einer Nutzpflanze wie einer Olfruchtpflanze,

beispielsweise Raps, Canola, Lein, Hanf, Soja, Sonnenblumen, Borretsch. Sie sind des-

halb vorteilhaft im erfindungsgemaen Verfahren verwendcbar.

Im erfindungsgemafRen Verfahren verwendete Nukleinsduren stammen vorteilhaft

aus Pflanzen wie Algen, beispielsweise Algen der Familie der Prasinophyceae wie aus

den Gattungen Heteromastix, Mammella, Mantoniella, Micromonas, Nephroselmis,

Ostreococcus, Prasinocladus, Prasinococcus, Pseudoscourfielda, Pycnococcus, Pyra-

mimonas, Scherffelia oder Tetraselmis wie den Gattungen und Arten Heteromastix longi-

fillis, Mamiella gilva, Mantoniella squamata, Micromonaspusilla, Nephroselmis olivacea,

Nephroselmis pyriformis, Nephroselmis rotunda, Ostreococcus tauri, Ostreococcussp.

Prasinocladus ascus, Prasinocladus lubricus, Pycnococcus provasolii, Pyramimonas

amylifera, Pyramimonas disomata, Pyramimonas obovata, Pyramimonasorientalis, Py-

ramimonas parkeae, Pyramimonasspinifera, Pyramimonassp., Tetraselmis apiculata,

Tetraselmis carteriaformis, Tetraselmis chui, Tetraselmis convoiutae, Tetraselmis desi-

kacharyi, Tetraselmis gracilis, Tetraselmis hazeni, Tetraselmis impellucida, Tetraselmis

inconspicua, Tetraselmis levis, Tetraselmis maculata, Tetraselmis marina, Tetraselmis

striata, Tetraselmis subcordiformis, Tetraselmis suecica, Tetraselmis tetrabrachia, Tetra-

selmis tetrathele, Tetraselmis verrucosa, Tetraselmis verrucosa fo. rubens oderTetra-

selmis sp. oder aus Algen der Familie Euglenaceae wie aus den Gattungen Ascoglena,

Astasia, Colacium, Cyclidiopsis, Euglena, Euglenopsis, Hyalophacus, Khawkinea, Lepo-

cinclis, Phacus, Strombomonasoder Trachelomonas wie die Gattungen und Art Euglena

acus, Euglena geniculata, Euglena gracilis, Euglena mixocylindracea, Euglena rostrifera,
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Euglenaviridis, Colacium stentorium, Trachelomonas cylindrica oder Trachelomonas

volvocina.

Weitere vorteilhafte Pflanzen sind Algen wie Isochrysis oder Crypthecodinium, Algen/

Diatomeen wie Thalassiosira oder Phaeodactylum, Moose wie Physcomitrella o-

der Ceratodon oder héheren Pflanzen wie den Primulaceae wie Aleuritia, Calendula stel-

lata, Osteospermum spinescens oder Osteospermum hyoseroides, Mikroorganismen wie

Pilzen wie Aspergillus, Thraustochytrium, Phytophthora, Entomophthora, Mucor oder

Mortierella, Bakterien wie Shewanella, Hefen oder Tiere wie Nematoden wie Cae-

norhabditis, Insekten, Frosche, Seegurken oderFische. Vorteilhaft stammendie erfin-

dungsgemafenisolierten Nukleinsauresequenzen aus einem Tier aus der Ordnung der

Vertebraten. Bevorzugt stammen die Nukleinsauresequenzen aus der Klasse der Ver-

tebrata; Euteleostomi, Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Euteleostei, Protacanthopte-

rygii, Salmoniformes; Salmonidae bzw. Oncorhynchus oder Vertebrata, Amphibia, Anura,

Pipidae, Xenopus oder Evertebrata wie Protochordata, Tunicata, Holothuroidea, Cioni-

dae wie Amaroucium constellatum, Botryilus schlosseri, Ciona intestinalis, Molgula citri-

na, Molgula manhattensis, Perophora viridis oder Styela partita. Besonders vorteil-

haft stammen die Nukleinsdauren aus Pilzen, Tieren oder aus Pflanzen wie Algen o-

der Moosen, bevorzugt aus der Ordnung der Salmoniformes wie der Familie der Salmo-

nidae wie der Gattung Salmo beispielsweise aus den Gattungen und Arten Oncorhyn-

chus mykiss, Trutta trutta oder Salmotrutta fario, aus Algen wie den Gattungen Manto-

niella oder Ostreococcus oder aus den Diatomeen wie den Gattungen Thalassiosira oder

Phaeodactylum oder aus Algen wie Crypthecodinium.

Bei einer bevorzugten Ausfihrungsform umfasst das Verfahren ferner den Schritt des

Gewinnenseiner Zelle oder einer ganzen Pflanze, die die im Verfahren verwendeten

Nukleinsauresequenzen, die fur eine A-6-Desaturase, A-6-Elongase, A-5-Desaturase

und/oder A-5-Elongase sowie ggf. Nukleinsauresequenzen,die fur eine w-3-Desaturase

und/oder eine A-4-Desaturase kodieren, enthalt, wobei die Zelle und/oder die Nutzpflan-

ze noch weitere Nukieinsauresequenzen des Lipid- oder Fettsaurestoffwechsels enthal-

ten kann. Die im Verfahren bevorzugt verwendeten Nukleinsauresequenzen werden zur

Expression vorteilhaft in mindestens ein Genkonstrukt und/oder einen Vektor wie nach-
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folgend beschrieben, allein oder in Kombination mit weiteren Nukleinsauresequenzen,

die fur Proteine des Fettsdaure- oder Lipidstoffwechsels kodieren, eingebaut und schlieB-

lich in die Zelle oder Pflanze transformiert. Bei einer weiteren bevorzugten Ausftihrungs-

form umfasst dieses Verfahren ferner den Schritt des Gewinnens derOle, Lipide oder

freien Fettsauren aus den Nutzpflanzen. Die so hergestelite Zelle oder die so hergestell-

te Nutzpflanzeist vorteilhaft eine Zelle einer Ol-produzierenden Pflanze, Gemiise-, Salat-

, oder Zierpflanze oder die Pflanze selbst wie oben ausgefuhrt.

Unter Anzuchtist beispielsweise die Kultivierung im Falle von Pflanzenzellen, -gewebe

oder -organe auf oder in einem Nahrmedium oder der ganzen Pflanze auf bzw.in einem

Substrat beispielsweise in Hydrokultur, Blumentopferde oder auf einem Ackerboden zu

verstehen.

“Transgen" bzw. “rekombinant" im Sinne der Erfindung bedeutet beziglich zum Beispiel

einer Nukleinsauresequenz, einer Expressionskassette (= Genkonstrukt) oder einem

Vektor enthaltend die im erfindungsgemafgsen Verfahren verwendeten Nukleinsaurese-

quenzen odereiner mit den im erfindungsgemaf&en Verfahren verwendeten Nukleinsau-

resequenzen, Expressionskassette oder Vektor transformierten Pflanze alle solche durch

gentechnische Metheden zustandegekommenenKonstruktionen, in denen sich entweder

a) die Nukleinsauresequenz, oder

b) eine mit der Nukleinsauresequenz funktionell verknupfte genetische Kontrollse-

quenz, zum Beispiel ein Promotor, oder

c) (a) und (b)

nicht in ihrer naturlichen, genetischen Umgebung befinden oder durch gentechnische

Methoden modifiziert wurden, wobei die Modifikation beispielhaft eine Substitution, Addi-

tion, Deletion, Inversion oder Insertion eines oder mehrerer Nukleotidreste sein kann.

Naturliche genetische Umgebung meint den nattirlichen genomischen bzw. chromoso-

malen Locus in dem Herkunftsorganismus oder das Vorliegen in einer genomischen Bib-

liothek. Im Fall einer genomischenBibliothekist die nattrliche, genetische Umgebung
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der Nukleinsauresequenz bevorzugt zumindest nochteiiweise erhalten. Die Umgebung

flankiert die Nukleinsauresequenz zumindest an einer Seite und hat eine Sequenzlange

von mindestens 50 bp, bevorzugt mindestens 500 bp, besonders bevorzugt mindestens

1000 bp, ganz besonders bevorzugt mindestens 5000 bp. Eine natirlich vorkommende

Expressionskassette - beispielsweise die naturlich vorkommende Kombination des nattr-

lichen Promotors der im erfindungsgemaf&en Verfahren verwendeten Nukleinsaurese-

quenz mit der Nukleinsauresequenz, die fur Proteine mit entsprechender A-6-

Desaturase-, A-6-Elongase-, A-5-Desaturase- und A-5-Elongase-Aktivitat kodiert, vor-

teilhaft in Kombination mit Nukleinsauresequenzen,die fur Proteine mit w-3-Desaturase-

und/oder A-4-Desaturase-Aktivitat kodieren - wird zu einer transgenen Expressionskas-

sette, wenn diese durch nicht-nattrliche, synthetische ("kUnstliche") Verfahren wie bei-

spielsweise einer Mutagenisierung geandert wird. Entsprechende Verfahren sind bei-

spielsweise beschrieben in US 5,565,350 oder WO 00/15815.

Unter “transgener Pflanze” im Sinne der Erfindung ist wie vorgenannt zu verstehen, dass

die im Verfahren verwendeten Nukleinsauren nicht an ihrer naturlichen Stelle im Genom

der Pilanze sind. Dabei kGnnen die Nukleinsauresequenzen homolog oderheterolog

exprimiert werden. Transgen bedeutet aber auch, dass die erfindungsgemafs&en Nuklein-

sauren an ihrem nattrlichen Platz im Genom der Pflanze sind, dass jedoch die Sequenz

gegentberder nattrlichen Sequenz verandert wurde und/oder dass die Regulationsse-

quenzendernattrlichen Sequenzen verandert wurden. Bevorzugtist unter transgen die

Expression der im erfindungsgemafen Verfahren verwendeten Nukleinsduren an nicht-

naturlicher Stelle im Genom zu verstehen, das heif$t eine homologe oder bevorzugt hete-

rologe Expression der Nukleinsauresequenzenliegt vor.

Bevorzugte transgene Organismensind Nutzpflanzen wie Ol-produzierende Pflanzen,

GemtUse-, Salat- oder Zierpflanzen, die vorteilhaft ausgewahlt sind aus der Gruppe der

Pflanzentamilien bestehend aus den Familien der Aceraceae, Actinidiaceae, Anacardia-

ceae, Apiaceae, Arecaceae, Asteraceae, Arecaceae, Betulaceae, Boraginaceae, Brassi-

caceae, Bromeliaceae, Cannabaceae, Cannaceae, Caprifoliaceae, Chenopodiaceae,

Convolvulaceae, Cucurbitaceae, Dioscoreaceae, Elaeagnaceae, Ericaceae, Euphorbia-

ceae, Fabaceae, Fagaceae, Grossulariaceae, Juglandaceae, Lauraceae,Liliaceae, Li-
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naceae, Malvaceae, Moraceae, Musaceae, Oleaceae, Oxalidaceae, Papaveraceae, Po-

aceae, Polygonaceae, Punicaceae, Rosaceae, Rubiaceae, Rutaceae, Scrophulariaceae,

Solanaceae, Sterculiaceae und Valerianaceae.

Als Wirtspflanzen fur die im erfindungsgemafen Verfahren verwendeten Nukleinsauren,

die Expressionskassette oder den Vektor eignensich prinzipiell vorteilhaft alle Nutzpflan-

zen, die in der Lage sind Fettsauren, speziell ungesattigte Fettsauren, zu synthetisieren

bzw.die fur die Expression rekombinanter Gene geeignet sind. Beispielhaft seien an

dieser Stelle Pflanzen wie Arabidopsis, Asteraceae wie Calendula oder Nutzpflanzen wie

Soja, Erdnuss, Rizinus, Sonnenblume, Mais, Baumwolle, Flachs, Raps, Kokosnuss,Ol-

palme, FarberSaflor (Carthamustinctorius) oder Kakaobohne genannt. Weitere vorteil-

hafte Pflanzen sind an anderer Stelle dieser Anmeldung aufgeftihrt.

Fur die Herstellung der transgenen Nutzpflanze werden in der Regel als Zwischenwirte

Mikroorganismen verwendet. Derartige nutzbare Zwischenwirtszellen werden in: Goed-

del, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San

Diego, CA (1990) genannt.

Vorteilhaft verwendbare Expressionsstammefur diesen Zwecksind z.B. solche,die ei-

ne geringe Proteaseaktivitat aufweisen. Sie werden z.B. in: Gottesman, S., Gene Ex-

pression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, Cailifor-

nia (1990) 119-128 beschrieben.

TransgenePflanzen, die die im erfindungsgemafen Verfahren synthetisierten mehrfach

ungesattigten, langekettigen Fettsauren enthalten, kOnnen vorteilhaft direkt vermarktet

werden, ohne dassdie synthetisierten Ole, Lipide oder Fettsduren isoliert werden mis-

sen. Diese Form der Vermarktung ist besonders vorteilhaft.

Bei den "Pflanzen" im Sinne der vorliegenden Erfindung handelt es sich um ganze Pflan-

zen sowie alle Pflanzenteile, Pflanzenorgane oder Pflanzenteile wie Blatt, Stiel, Samen,

Wurzel, Knollen, Antheren, Fasern, Wurzelhaare, Stangel, Embryos, Kalli, Kotelydonen,

Petiolen, Erntematerial, pflanzliches Gewebe, reproduktives Gewebe, Zellkulturen, die
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sich von der transgenen Pflanze ableiten und/oder dazu verwendet werden kénnen,die

transgene Pflanze hervorzubringen. Der Samen umfasst dabei alle Samenteile wie die

Samenhillen, Epidermis- und Samenzellen, Endosperm oder Embyrogewebe.

Die im erfindungsgemafen Verfahren hergestellten Verbindungen k6nnen aber auch aus

den Pflanzenin Form ihrer Ole, Fett, Lipide und/oder freien Fettsauren isoliert werden.

Durch das erfindungsgemafRe Verfahren hergestellte mehrfach ungesattigte Fettsauren

lassen sich durch Ernten der Pflanzen oder Pflanzenzellen entweder aus der Kultur,

in der sie wachsen, oder vom Feld gewinnen. Dies kann Uber Pressen oder Extraktion

der Pflanzenteile, bevorzugt der Pflanzensamen, erfolgen. Dabei k6nnen die Ole, Fette,

Lipide und/oderfreien Fettsauren durch so genanntes Kaltschlagen oder Kaltpressen

ohne Zufthrung von Warme durch Pressen gewonnen werden. Damit sich die Pflanzen-

teile, speziell die Samen, leichter aufschlieRen lassen, werden sie vorher zerkleinert,

gedampft oder gerdéstet. Die so vorbehandelten Samen k6nnen anschlieRend gepresst

oder mit L6sungsmittel wie warmem Hexan extrahiert werden. Anschlie&end wird

das Lésungsmittel wieder entfernt. Auf diese Weise kOnnen mehrals 96 % der im erfin-

dungsgemafen Verfahren hergesteilten Verbindungenisoliert werden. AnschlieRend

werden die so erhaltenen Produkte weiter bearbeitet, das heift raffiniert. Dabei werden

zunachst beispielsweise die Pflanzenschleime und Trubstoffe entfernt. Die sogenannte

Entschleimung kann enzymatisch oder beispielsweise chemisch/physikalisch durch Zu-

gabe von Saure wie Phosphorsaure erfolgen. AnschlieRend werdendie freien Fettsauren

durch Behandlung mit einer Base beispielsweise Natronlauge entfernt. Das erhaltene

Produkt wird zur Entfernung der im Produkt verbliebenen Lauge mit Wassergrtindlich

gewaschenund getrocknet. Um die noch im Produkt enthaitenen Farbstoffe zu entfer-

nen, werden die Produkte einer Bleichung mit beispielsweise Bleicherde oder Aktivkohie

unterzogen. Zum Schluss wird das Produkt noch beispielsweise mit Wasserdampf deso-

doriert.

Vorzugsweise sind die durch dieses Verfahren produzierten PUFAs bzw. LCPUFAs Cap-

und/oder C22-Fettsauremolektle mit mindestens vier Doppelbindungen im Fett-

sauremolekul, vorzugsweise funf oder sechs Doppelbindungen. Diese Ca2o- und/oder C22-

FettsAuremolekiile lassen sich aus der Pflanze in Form eines Ols, Lipids odereinerfrei-
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en Fettsaure isolieren. Geeignete transgene Pflanzen sind beispielsweise die vorstehend

erwahnten.

Diese erfindungsgemafenOle, Lipide oder Fettsauren enthalten wie oben beschrieben

vorteilhaft 6 bis 15 % Palmitinsaure, 1 bis 6 % Stearinsdure; 7 — 85 % Olsaure; 0,5 bis 8

% Vaccensaure, 0,1 bis 1 % Arachinsaure, 7 bis 25 % gesattigte Fettsauren, 8 bis 85 %

einfach ungesattigte Fettsauren und 60 bis 85 % mehrfach ungesattigte Fettsauren je-

weils bezogen auf 100 % und auf den Gesamtfettsauregehalt der Pflanzen.

Als vorteilhafte mehrfach ungesattigte, langkettige Fettsauren sind in den Fettsaurees-

tern bzw. Fettsauregemischen wie Phosphatidylfettsaureestern oder Triacylglyceri-

destern bevorzugt mindestens 10; 11; 12; 13; 14; 15; 16; 17; 18; 19 oder 20 Gew.-% be-

zogen auf den Gesamtfettsauregehalt an Eicosapentaensaure und/oder mindestens 1; 2;

3; 4; 5 oder 6 Gew.-% bezogen auf den Gesamtfettsauregehait an Docosapentaensaure

und/oder mindestens 1; 2; 3; bevorzugt mindestens 4; 5; 6; besonders bevorzugt min-

destens 7 oder 8 und am meisten bevorzugt mindestens 9 oder 10 Gew.-% bezogen auf

den Gesamtfettsduregehalt an Docosahexaensdaure enthalten.

Weiterhin enthalten die Fettsaureester bzw. Fettsauregemische, die nach dem erfin-

dungsgemafen Verfahren hergestellt wurden, Fettsauren ausgewahlt aus der Gruppe

der Fettsauren Erucasaure (13-Docosaensaure), Sterculinsaure (9,10-Methylene octa-

dec-9-enonsdure), Malvalinsaure (8,9-Methylen Heptadec-8-enonsdure), Chaulmoogrin-

saure (Cyclopentendodecansdure), Furan-Fettsaure (9,12-Epoxy-octadeca-9, 11-

dienonsdaure), Vernonsaure (9,10-Epoxyoctadec-12-enonsaure), Tarinsaure (6-Octa-

decynonsaure),6-Nonadecynonsdaure, Santalbinsaure (t11-Octadecen-9-ynoic acid),

6,9-Octadecenynonsaure, Pyrulinsaure (t10-Heptadecen-8-ynonsaure), Crepenyninsdau-

re (9-Octadecen-12-ynonsaure), 13,14-Dihydrooropheinsaure, Octadecen-13-ene-9,11-

diynonsdure, Petroselensdaure (cis-6-Octadecenonsdure), 9c,12t-Octadecadiensdaure,

Calendulasdaure (8t1 0t12c-Octadecatriensaure), Catalpinsaure (9t11t13c-Octa-

decatriensaure), Eleosterinsaure (9c11t13t-Octadecatriensdure), Jacarinsaure

(8c10t1 2c-Octadecatriensdure), Punicinsaure (9c11t13c-Octadecatriensaure), Parinarin-

saure (9c1 1t13t15c-Octadecatetraensdure), Pinolensdure (all-cis-5,9,12-
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Octadecatriensaure), Laballensaure (5,6-Octadecadienallensaure), Ricinolsdure (12-

Hydroxy6lsaure) und/oder Coriolinsaure (13-Hydroxy-9c, 11t-Octadecadienonsaure). Die

vorgenannten Fettsauren kommenin den nach dem erfindungsgemafen Verfahren her-

gestellten Fettsaureester bzw. Fettsauregemischenin der Regel vorteilhaft nur in Spuren

vor, das heifit sie kommen bezogen auf die Gesamtfettsauren zu weniger als 30 %, be-

vorzugt zu wenigerals 25 %, 24 %, 23 %, 22 % oder 21 %, besonders bevorzugt zu we-

niger als 20 %, 15 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7%, 6 % oder 5%, ganz besonders bevorzugt Zu

wenigerals 4 %, 3 %, 2 % oder 1 % vor. In einer weiteren bevorzugten Form der Erfin-

dung kommendiese vorgenannten Fettsauren bezogen auf die Gesamtfettsauren zu

wenigerals 0,9%; 0,8%:; 0,7%; 0,6%; oder 0,5%, besonders bevorzugt zu wenigerals

0,4%; 0,3%; 0,2%; 0,1%vor. Vorteilhaft enthalten die nach dem erfindungsgemafR&en

Verfahren hergestellten Fettsaureester bzw. Fettsauregemische wenigerals 0,1 % bezo-

gen auf die Gesamtfettsauren und/oder keine Buttersaure, kein Cholesterin sowie keine

Nisinsaure.

Eine weitere erfindungsgemafse Ausfiihrungsform ist die Verwendung derOle,Lipide,

der Fettsauren und/oder der Fettsaurezusammensetzung, die nach dem erfindungs-

gemafen Verfahren hergestellt werden, in Futtermitteln, Nahrungsmitteln, Kosmetika

oder Pharmazeutika. Die im erfindungsgemafen Verfahren gewonnenen Ole, Lipide,

Fettsauren oder Fettsauregemische kénnen in der dem Fachmann bekannten Weise zur

Abmischung mit anderen Olen, Lipiden, Fettsauren oder Fettsauregemischentierischen

Ursprungswie z.B. Fischélen verwendet werden. Auch diese so hergestellten Ole, Lipi-

de, Fettsauren oder Fettsauregemische, die aus pflanzlichen und tierischen Bestandtei-

len bestehen, k6nnen zur Herstellung von Futtermitteln, NahrungsmitteIn, Kosmetika

oder Pharmazeutika verwendet werden.

Unter dem Begriff “Ol”, “Lipid* oder “Fett” wird ein Fettsauregemisch verstanden, das

ungesattigte und/oder gesattigte, vorzugsweise veresterte Fettsaure(n) enthalt. Bevor-

zugtist, dass das OI, Lipid oder Fett einen hohen Anteil an mehrfach ungesattigten freien

odervorteilhaft veresterten Fettsaure(n), insbesondere Linolsdaure, y-Linolensdure, Di-

homo-y-linolensaure, Arachidonsdaure, a-Linolensaure, Stearidonsdure, Eicosatetraen-

saure, Eicosapentaensdure, Docosapentaensdure oder Docosahexaensdure hat. Vor-
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zugsweise ist der Anteil an ungesattigten veresterten Fettsauren ungefahr 30 %, beson-

ders bevorzugtist ein Anteil von 50 %, am meisten bevorzugtist ein Anteil von 60 %,

70 %, 80 % oder mehr. Der Anteil an Fetts4ure kann nach Uberfiihrung der Fettsauren in

die Methylester durch Umesterung gaschromatographisch bestimmt werden. Das OI,

Lipid oder Fett kann verschiedene andere gesaitigte oder ungesattigte Fettsauren, z.B.

Calendulasaure, Palmitin-, Palmitolein-, Stearin-, Olsaure etc., enthalten. Insbesondere

kann je nach Ausgangspflanze der Anteil der verschiedenen Fettsduren in dem Ol! oder

Fett schwanken.

Bei den im Verfahren hergesteilten mehrfach ungesattigte Fettsauren mit vorteilhaft min-

destensdrei, vier, fant oder sechs, besonders vorteilhaft mit funf oder sechs Doppelbin-

dungen, handelt es sich wie oben beschrieben vorteilhaft um Fettsaureester beispiels-

weise um Sphingolipidester, Phosphoglyceridester, Lipidester, Glycolipidester, Phospho-

lipidester, Monoacyiglycerinester, Diacylglycerinester, Triacylglycerinester oder sonstige

Fettsaureester, bevorzugt handelt es sich um Phospholipidester und/oder Triacylglyceri-

nester.

Aus den so im erfindungsgemaRen Verfahren hergestellten mehrfach ungesattigte Fett-

saureestern mit vorteilhaft mindestensdrei, vier, funf oder sechs Doppelbindungenlas-

sen sich die enthaitenen mehrfach ungesattigten Fettsauren beispielsweise Uber eine

Alkalibehandiung, beispielsweise mit wafriger KOH oder NaQH, oder durch saure Hyd-

rolyse vorteilhaft in Gegenwart eines Alkohols wie Methanol oder Ethanol oder Uber eine

enzymatische Abspaltung freisetzen und isolieren Uber beispielsweise Phasentrennung

und anschliefSende Ansauerung mit z.B. H2SO4. Die Freisetzung der Fettsauren kann

auch direkt ohne die vorhergehend beschriebene Aufarbeitung erfolgen.

Als Substrate der im erfindungsgemaf&en Verfahren verwendeten Nukleinsdure-

sequenzen,die fur Polypeptide mit A-6-Desaturase-, A-6-Elongase-, A-5-Desaturase-

und/oder A-5-Elongase-Aktivitat sowie ggf. Nukleinsauresequenzen,die flr Polypeptide

mit w-3-Desaturase- und/oder 4-4-Desaturase-Aktivitat kodieren, und/oder den weiteren

verwendeten Nukleinsauren wie den Nukleinsauresequenzen,die flr Polypeptide des

Fettsaure— oder Lipidstoffwechsels ausgewahit aus der Gruppe Acyl-CoA-
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Dehydrogenase(n), Acyl-ACP(= acyl carrier protein)-Desaturase(n), Acyl-ACP-

Thioesterase(n), Fettsaure—Acyl-Transferase(n), Acy|-CoA:Lysophospholipid-

Acyltransferase(n), Fettsaure—Synthase(n), Fettsaure—Hydroxylase(n), Acetyl-Coenzym

A-Carboxylase(n), Acyl-Coenzym A-Oxidase(n), Fettsaure—Desaturase(n), Fettsaure—

Acetylenase(n), Lipoxygenase(n), Triacylglycerol—Lipase(n), Allenoxid—Synthase(n),

Hydroperoxid—Lyase(n) oder Fettsaure—Elongase(n) kodieren, signen sich vorteilhaft C16-

, Cig- oder Cao-Fettsauren. Bevorzugt werden die im Verfahren als Substrate umgesetz-

ten Fettsauren in Form ihrer Acyl-CoA-Ester und/oderihrer Phospholipid-Ester umge-

setzt.

Zur Herstellung der erfindungsgemafen langkettigen PUFAs mUussen die gesattigten,

einfach ungesattigten C1e-Fettsauren und/oder mehrfach ungesattigten C1s-Fettsauren

zunachst je nach Subsirat durch die enzymatische Aktivitat einer Desaturase und/oder

Elongase desaturiert und/oder elongiert oder nur desaturiert und anschliefSend Uber eine

Elongase um mindestens zwei Kohlenstoffatome verlangert werden. Nach einer Elonga-

tionsrunde fuhrt diese Enzymaktivitat entweder ausgehend von Ci.¢-Fettsauren zu C.-

Fettsauren oder ausgehend von C.s-Fettsauren zu C2o-Fettsduren, und nach zwei Elon-

gationsrunden ausgehend von Ci.e-Fettsauren zu C29-Fettsauren. Die Aktivitat der im

erfindungsgemaken Verfahren verwendeten Desaturasen und Elongasenfuthrt vorzugs-

weise ZU C2ao- und/oder C22-Fettsauren vorteilhaft mit mindestens zwei oder drei Doppel-

bindungenim Fettsauremolektl, vorzugsweise mit vier, funf oder sechs Doppelbindun-

gen, besonders bevorzugt zu C22-Fettsauren mit mindestens ftinf Doppelbindungen im

Fettsauremolekuil. Besonders bevorzugt als Produkte des erfindungsgemafen Verfah-

rens sind Eicosapentaensaure, Docosapentaensaure und/oder Docosahexaensdaure. Die

C1s-Fettsauren mit mindestens zwei Doppelbindungenin der Fettsaure kGnnen durch

die erfindungsgemafRe enzymatische Aktivitat in Form der freien Fettsaure oder in Form

der Ester, wie Phospholipide, Glycolipide, Sphingolipide, Phosphoglyceride, Monoa-

cylglycerin, Diacylglycerin oder Triacylglycerin, verlangert werden.

Der bevorzugte Biosyntheseort von Fettsduren, Olen, Lipiden oder Fette in den vorteil-

haft verwendeten Pflanzenist beispielsweise im allgemeinen der Samen oder Zellschich-

ten des Samens, so dass eine samenspezifische Expression der im Verfahren verwen-
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deten Nukleinsauren sinnvoll ist. Es ist jedoch naheliegend, dass die Biosynthese von

Fettsauren, Olen oderLipiden nicht auf das Samengewebe beschrankt sein muss, son-

dern auchin allen Ubrigen Teilen der Pflanze - beispielsweise in Epidermiszellen oderin

den Knollen - gewebespezifisch erfolgen kann. Vorteilhaft findet die Synthese gemah

des erfinderischen Verfahrens im vegetativen (somatischen) Gewebestatt.

Durch das erfindungsgemafe Verfahren kdnnendie hergestellten mehrfach unge-

sattigten Fettsauren in den im Verfahren verwendeten Pflanzen prinzipiell auf zwei Arten

erhdoht werden. Es kann vorteilhaft der Pool an freien mehrfach ungesattigten Fettsauren

und/oder der Anteil der Uber das Verfahren hergestellten veresterten mehrfach ungesat-

tigten Fettsauren erhdoht werden. Vorteilhaft wird durch das erfindungsgemaRe Verfahren

der Pool an veresterten mehrfach ungesattigten Fettsauren in den transgenen Pflanzen

erhoht, vorteilhaft in Form der Phosphatidylester und/oder Triacylester.

Die im erfindungsgemaken Verfahren verwendeten Sequenzen werdeneinzeln in Ex-

pressionskonstrukte kloniert oder auf einem gemeinsamen rekombinanten Nukleinsau-

remolekul bereitgestellt und zum Einbringen und zur Expression in Organismen verwen-

det. Diese Expressionskonstrukte ermdglichen eine optimale Synthese der im erfin-

dungsgemafken Verfahren produzierten mehrfach ungesattigten Fettsauren.

Die im Verfahren verwendeten Nukleinsauren k6nnen nach Einbringungin eine Pflanze

oder Pflanzenzelle entweder auf einem separaten Plasmid liegen odervorteilhaft in das

Genom derWirtszelle integriert sein. Bei Integration in das Genom kanndie Integration

zufallsgemaR sein oder durch derartige Rekombination erfolgen, dass das native Gen

durch die eingebrachte Kopie ersetzt wird, wodurch die Produktion der gewUnschten

Verbindung durch die Zelle moduliert wird, oder durch Verwendung eines Gensin trans,

so dass das Gen mit einer funktionellen Expressionseinheit, welche mindestens eine die

Expression eines Gens gewahrleistende Sequenz und mindestens eine die Polyadeny-

lierung eines funktionell transkribierten Gens gewahrleistende Sequenz enthailt, funktio-

neil verbundenist. Vorteilhaft werden die Nukleinsauresequenzen Uber Multiexpressi-

onskassetten oder Konstrukte zur multiparallelen Expression in die Pflanzen gebracht,

d.h. die Nukleinsauresequenzenliegen in einer gemeinsamen Expressionseinheit vor.
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Es kann im Nukleinsaurekonstrukt mehr als eine Nukleinsauresequenz kodierend fur ein

Polypeptid mit der enzymatischen Aktivitat einer A-12-Desaturase, A-4-Desaturase, A-5-

Desaturase, A-6-Desaturase, A-5-Elongase, A-6-Elongase und/oder w-3-Desaturase

enthalten sein. Es kGnnen auch mehrere Kopien einer Nukleinsauresequenz kodierend

fur ein Polypeptid mit der enzymatischen Aktivitat einer A-12-Desaturase, A-4-

Desaturase, A-5-Desaturase, A-6-Desaturase, A-5-Elongase, A-6-Elongase und/oder w-

3-Desaturase enthalten sein.

Zum Einbringen werden die im Verfahren verwendeten Nukleinsauren vorteilhaft einer

Amplifikation und Ligation in bekannter Weise unterworfen. Vorzugsweise geht man

in Aniehnung an das Protokoll der Pfu-DNA-Polymerase oder eines Pfu/Taq-DNA-

Polymerasegemischesvor. Die Primer werden in Anlehnung an die zu amplifizierende

Sequenz gewahit. ZweckmaRigerweise sollten die Primer so gewadhit werden, dass das

Amplifikat die gesamte kodogene Sequenz vom Start- bis zum Stop-Kodon umfasst.

Im Anschluss an die Amplifikation wird das Amplifikat zweckmaRigerweise analysiert.

Beispielsweise kann die Analyse nach gelelektrophoretischer Auftrennung hinsichtlich

Qualitat und Quantitat erfolgen. Im Anschluss kann das Amplitikat nach einem Standard-

protokoll gereinigt werden (z.B. Qiagen). Ein Aliquot des gereinigten Amplifikats steht

dann fur die nachfolgende Klonierung zur Verfigung. Geeignete Klonierungsvektoren

sind dem Fachmann allgemein bekannt. Hierzu gehdren insbesondere Vektoren, die in

mikrobiellen Systemenreplizierbar sind, also vor allem Vektoren,die eine effiziente Kio-

nierung in Hefen oder Pilze gewahrleisten, und die die stabile Transformation von Pflan-

zen ermoglichen. Zu nennensind insbesondere verschiedenefur die T-DNA-vermittelte

Transformation geeignete, binare und co-integrierte Vektorsysteme. Derartige Vektorsys-

teme sind in der Regel dadurch gekennzeichnet, dass sie zumindest die fur die Agrobak-

terium-vermittelte Transformation bendtigten vir-Gene sowie die T-DNA begrenzende

Sequenzen (T-DNA-Border) beinhalten. Vorzugsweise umfassen diese Vektorsysteme

auch weitere cis-regulatorische Regionen wie Promotoren und Terminatoren und/oder

Selektionsmarker, mit denen entsprechend transformierte Organismenidentifiziert wer-

den konnen. Wahrend bei co-integrierten Vektorsystemen vir-Gene und T-DNA-

Sequenzen auf demselben Vektor angeordnet sind, basieren binare Systeme auf we-

nigstens zwei Vektoren, von deneneinervir-Gene, aber keine T-DNA undein zweiter T-
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DNA, jedochkein vir-Gen tragt. Dadurch sind letztere Vektoren relativ klein, leicht zu

manipulieren und sowohl in E. coli als auch in Agrobacterium zu replizieren. Zu diesen

binaren Vektoren gehéren Vektoren der Serien pBIB-HYG, pPZP, pBecks, pGreen.Er-

findungsgemak bevorzugt verwendet werden Bin19, pBI101, pBinAR, pGPTV und

pCAMBIA.Eine Ubersicht Uber binadre Vektoren und ihre Verwendung gibt Hellensetal.

(2000) Trends in Plant Science 5: 446-451. Fur die Vektorpraparation kénnen die Vekto-

ren zunachst mit Restriktionsendonuklease(n) linearisiert und dann in geeigneter Weise

enzymatisch modifiziert werden. Im Anschluss wird der Vektor gereinigt und ein Aliquot

fur die Kionierung eingesetzt. Bei der Klonierung wird das enzymatisch geschnittene und

erforderlichenfalls gereinigte Amplifikat mit ahnlich praparierten Vektorfragmenten unter

Einsatz von Ligase kloniert. Dabei kann ein bestimmtes Nukleinsaurekonsitrukt bzw. Vek-

tor- oder Plasmidkonstrukt einen oder auch mehrere kodogene Genabschnitte aufwei-

sen. Vorzugsweise sind die kodogenen Genabschnitte in diesen Konstrukten mit regula-

torischen Sequenzenfunktional verknupft. Zu den regulatorischen Sequenzen gehdren

insbesondere pflanzliche Sequenzen wie die oben beschriebenen Promotoren und Ter-

minatoren. Die Konstrukte lassen sich vorteilhafterweise in Mikroorganismen, insbeson-

dere Escherichia coli und Agrobacterium tumefaciens, unter selektiven Bedingungen

stabil propagieren und erméglichen so einen Transfer von heterologer DNAin Pflanzen.

Unter dervorteilhaften Verwendung von Klonierungsvektoren k6nnen die im erfindungs-

gemafen Verfahren verwendeten Nukleinsauresequenzen und Nukleinsaurekonstrukte

in Mikroorganismen und danachin Pflanzen eingebracht werden und damit bei der

Pflanzentransformation verwendet werden, wie denjenigen, die verdffentlicht sind in und

dort zitiert sind: Plant Molecular Biology and Biotechnology (CRC Press, Boca Raton,

Florida), Kapitel 6/7, S. 71-119 (1993); F.F. White, Vectors for Gene Transfer in Hig-

her Plants; in: Transgenic Plants, Bd. 1, Engineering and Utilization, Hrsgb.: Kung und R.

Wu, Academic Press, 1993, 15-38; B. Jeneset al., Techniques for Gene Transfer,in:

Transgenic Plants, Bd. 1, Engineering and Utilization, Hrsgb.: Kung und R. Wu, Acade-

mic Press (1993), 128-143; Potrykus, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. (1991)

42: 205-225. Die im Verfahren verwendeten Nukleinsduren, Nukleinsaurekonstrukte

und/oder Vektoren lassen sich damit zur gentechnologischen Veranderung eines breiten
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Spektrums an Pflanzen verwenden, so dass diese bessere und/odereffizientere Produ-

zenten von LCPUFAs werden.

Durch das Einbringen eines A-6-Desaturase-, A-6-Elongase-, A-5-Desaturase- und A-5-

Elongase-Genesin eine Pflanze allein oder in Kombination mit anderen Genen kann

nicht nur der Biosynthesefluss zum Endprodukt erhdoht, sondern auch die entsprechende

Triacylglycerin- und/oder Phosphatidylester-Zusammensetzung erhdht oder de novo ge-

schaffen werden. Ebenso kann die Anzahl oder Aktivitat anderer Gene, die am Import

von Nahrstoffen, die zur Biosynthese einer oder mehrerer Fettsauren, Olen, polaren

und/oder neutralen Lipiden notig sind, erhdoht sein, so dass die Konzentration dieser Vor-

jaufer, Cofaktoren oder Zwischenverbindungeninnerhalb der Zellen oder innerhalb des

Speicherkompartiments erhoht ist, wodurch die Fahigkeit der Zeilen zur Produktion von

PUFAs, wie im Folgenden beschrieben, weiter gesteigert wird. Durch Optimierung der

Aktivitat oder Erhé6hung der Anzahl eines oder mehrerer der A-6-Desaturase-, A-6-

Elongase-, A-5-Desaturase- und/oder A-5-Elongase-Gene,die an der Biosynthese die-

ser Verbindungenbeteiligt sind, oder durch Zerst6ren der Aktivitat einer oder mehrerer

Gene, die am Abbau dieser Verbindungenbeteiligt sind, kann es mOéglich sein, die Aus-

beute, Produktion und/oder Effizienz der Produktion von Fettsaure- und Lipidmolektlen

aus Organismen und vorteilhaft aus Pflanzen zu steigern.

Die im erfindungsgemafen Verfahren verwendeten Nukleinsauremolektle kodieren fir

Proteine oder Teile von diesen, wobei die Proteine oder das einzelne Protein oder Teile

davon eine Aminosauresequenz enthalt, die ausreichend homolog zu einer Amino-

sauresequenzist, die in den Sequenzen SEQ ID NO. 65, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO.

172 oder SEQ ID NO. 52 und ggf. SEQ ID NO. 194 oder SEQ ID NO.78 dargestellt ist,

so dass die Proteine oder Teile davon noch eine A-6-Desaturase-, A-6-Elongase-, A-5-

Desaturase- und/oder A-5-Elongase-Aktivitat sowie ggf. eine A-4-Desaturase- und/oder

w-3-Desaturase-Aktivitat aufweisen. Vorzugsweise haben die Proteine oder Teile davon,

die von dem Nukleinsauremolektl/den Nukleinsauremolekulen kodiert wird/werden, noch

seine/ihre wesentliche enzymatische Aktivitat und die Fahigkeit, am Stoffwechsel von

zum Aufbau von Zellmembranen oder Lipidkoérperchen in Organismenvorteilhaft in

Pflanzen notwendigen Verbindungen oder am Transport von Molekulen Uber diese
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Membranenteilzunehmen.Vorteilhaft sind die von den NukleinsauremolekUlen kodierten

Proteine zu mindestens etwa 60 %und bevorzugt mindestens etwa 70 %, 80 % oder 90

% und besonders bevorzugt mindestens etwa 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91

%, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % oder mehr identisch zu den in SEQ

ID NO. 65, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 172, SEQ ID NO. 52, SEQ ID NO. 194 oder SEQ

ID NO. 78 dargesteilten Aminosauresequenzen. Im Sinne der Erfindung ist unter Homo-

logie oder homolog, Identitat oder identisch zu verstehen.

Die Homologie wurde Uber den gesamten Aminosaure- bzw. Nukleinsduresequenz-

bereich berechnet. Fur den Vergleich verschiedener Sequenzen stehen dem Fachmann

eine Reihe von Programmen zur Verftugung, die auf verschiedenen Algorithmen beru-

hen. Dabei liefern die Algorithmen von Needleman und Wunsch oder Smith und Water-

man besonders zuverlassige Ergebnisse. Fur die Sequenzvergleiche wurde das Pro-

gramm PileUp verwendet (J. Mol. Evolution (1987) 25: 351-360; Higgins et al. (1989)

CABIOS5: 151-153) oder die Programme Gap und BesitFit (Needleman and Wunsch

(1970) J. Mol. Biol. 48: 443-453 und Smith and Waterman (1981) Adv. Appl. Math.2:

482-489), die im GCG Software-Packet (Genetics Computer Group, 575 Science Drive,

Madison, Wisconsin, USA 53711 (1991)) enthalten sind. Die oben in Prozent angegebe-

nen Sequenzhomologiewerte wurden mit dem Programm GAP Uber den gesamten Se-

quenzbereich mit folgenden Einstellungen ermittelt: Gap Weight: 50, Length Weight: 3,

Average Match: 10.000 und Average Mismatch: 0.000. Diese Einstellungen wurden, falls

nicht anders angegeben, immer als Standardeinstellungen fir Sequenzvergleiche ver-

wendet.

Unter wesentlicher enzymatischer Aktivitat der im erfindungsgemafen Verfahren ver-

wendeten Ww-3-Desaturase, A-6-Desaturase, A-6-Elongase, A-5-Elongase, A-4-

Desaturase und/oder A-5-Desaturase ist zu verstehen, dass sie im Vergleich zu den

durch die Sequenz mit der SEQ ID NO. 64, SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 171, SEQ ID

NO. 51, SEQ ID NO. 193 oder SEQ ID NO. 77 kodierten Proteinen/Enzymen noch eine

enzymatische Aktivitat von mindestens 10 %, bevorzugt von mindestens 20 %, beson-

ders bevorzugt von mindestens 30 % und am meisten bevorzugt von mindestens 40, 50

oder 60 % aufweisen und damit am Stoffwechsel von zum Aufbau von Fettsauren, vor-
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teilhaft Fettsaureestern wie Phosphatidylestern und/oder Triacylgiyceridestern, in einer

Pflanze oder Pflanzenzelle notwendigen Verbindungen oder am Transport von Molekt-

len Gber Membranenteilnehmen kénnen.

Vorteilhaft im Verfahren verwendbare Nukleinsauren stammenaus Bakterien, Pilzen,

Diatomeen, Tieren wie Caenorhabditis oder Oncorhynchusoder Pflanzen wie Algen oder

Moosen wie den Gattungen Shewanella, Physcomitrella, Thraustochytrium, Fusarium,

Phytophthora, Ceratodon, Pytium irreguiare, Mantoniellia, Ostreococcus, Isochrysis, A-

leurita, Muscarioides, Mortierella, Borago, Phaeodactylum, Crypthecodinium, speziell

aus den Gattungen und Arten Pytium irregulare, Oncorhynchus mykiss, Xenopuslaevis,

Cionaintestinalis, Thalassiosira pseudonona, Mantoniella squamata, Ostreococcussp.,

Ostreococcustauri, Euglena gracilis, Physcomitrella patens, Phytophtora infestans, Fu-

sarium graminaeum, Cryptocodinium cohnii, Ceratodon purpureus, Ilsochrysis galbana,

Aleurita farinosa, Thraustochytrium sp., Muscarioides viallii, Mortierella alpina, Borago

officinalis, Phaeodactylum tricornutum, Caenorhabditis elegans oder besondersvorteil-

haft aus Pytium irregulare, Thraustochytrium sp. und/oder Ostreococcus tauri.

Im erfindungsgemafen Verfahren konnen zusaizlich Nukleotidsequenzen verwendet

werden, die fur eine A-12-Desaturase, A-9-Elongase oder A-8-Desaturase kodieren. Die

im Verfahren verwendeten Nukleinsauresequenzen werdenvorteilhaft in einer Expressi-

onskassette, die die Expression der Nukleinsauren in Pflanzen ermdglicht, eingebracht.

Die Nukleinsauresequenzen,die fiir die A-12-Desaturase, w-3-Desaturase, A-9-

Elongase, A-6-Desaturase, A-8-Desaturase, A-6-Elongase, A-5-Desaturase, A-5-

Elongase oder A-4-Desaturase kodieren, werden mit einem oder mehreren Regulations-

signalen zur Erhéhung der Genexpression funktionell verknipft. Diese regulatorischen

Sequenzensollen die gezielte Expression der Gene ermdglichen. Dies kann beispiels-

weise je nach Pflanze bedeuten, dass das Gen erst nach Induktion exprimiert und/oder

Uberexprimiert wird, oder dass es sofort exprimiert und/oder Uberexprimiert wird. Vorteil-

haft werden Sequenzenfir die Expression verwendet, die eine konstitutive Expression

ermoglichen, wie der CaMV35S-, CaMV36S-, CaMV35Smas-, nos-, mas-, ubi-, stpt-, lea-

oder Super-Promotor. Bevorzugt erfolgt die Expression im vegetativen Gewebe wie oben
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beschrieben. In einer anderen bevorzugten Ausfthrungsform erfolgt die Expression im

Samen.

Beispielsweise handelt es sich bei diesen regulatorischen Sequenzen um Sequenzen,

an die Induktoren oder Repressoren binden und so die Expression der Nukleinsdaure re-

gulieren. Zusatzlich zu den Regulationssequenzen,die in ihrem natirlichen Locus nicht

mit den Nukleinsauresequenzen verknupft sind, oder anstelle dieser Sequenzen kann

die nattirliche Regulation dieser Sequenzen vor den eigentlichen Strukturgenen noch

vorhandensein und gegebenenfalls genetisch verandert worden sein, so dassdie nattr-

liche Regulation ausgeschaltet und die Expression der Gene erhoht ist. Das Gen-

konstrukt kann auferdem vorteilhafterweise auch eine oder mehrere sogenannte “En-

hancer-Sequenzen’funktionell verknupft mit dem Promotor enthalten, die eine erhdhite

Expression der Nukleinsauresequenz ermodglichen. Auch am 3’-Ende der DNA-

Sequenzen k6nnen zusatzliche vorteilhafte Sequenzen inseriert werden wie weitere re-

gulatorische Elemente oder Terminatoren. Vorteilhafte Terminatoren sind beispielweise

virale Terminatoren wie der 35S-Terminator oder andere. Die im erfindungsgemaRen

Verfahren verwendeten Nukleinsauresequenzen k6nnenin einer oder mehreren Kopien

in der Expressionskassette (= Genkonstrukt) enthalten sein. Vorteilhaft liegt nur jeweils

eine Kopie der Genein der Expressionskassette vor. Dieses Genkonstrukt oder die

Genkonsirukte k6nnen gleichzeitig oder nacheinanderin die Pilanze eingebracht werden

und zusammenim Wirtsorganismus exprimiert werden. Dabei kann das Genkonstrukt

oder die Genkonstrukte in einem oder mehreren Vektoren inseriert sein und frei in der

Zelle vorliegen oder aber im Genominseriert sein. Es ist vorteilhaft fur die Insertion wei-

terer Genein die Pflanze, wenn die zu exprimierenden Gene zusammenin einem Gen-

konstrukt vorliegen. Es ist aber auch moglich, jeweils ein Genkonstrukt enthaltend eine

Nukleinsauresequenz in eine Pflanze einzufihren und die so erhaltenen Pflanzen mit-

einander zu verkreuzen, um Nachkommen zu erhalten, die alle Genkonstrukte gemein-

sam enthalten.

Die regulatorischen Sequenzen bzw. Faktoren k6nnen dabei wie oben beschrieben vor-

zugsweise die Genexpression der eingefuhrten Genepositiv beeinflussen und dadurch

erhdéhen. So kann eine Verstarkung der regulatorischen Elemente vorteilhafterweise auf
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der Transkriptionsebeneerfolgen, indem starke Transkriptionssignale wie Promotoren

und/oder “Enhancer” verwendet werden. Danebenist aber auch eine Verstarkung der

Translation méglich, indem beispielsweise die Stabilitat der MRNA verbessert wird.

Um eine stabile Integration der Biosynthesegenein die transgene Pflanze Gber mehrere

Generation sicherzustellen, sollte jede der im Verfahren verwendeten Nukleinsduren,die

fur die A-6-Desaturase, A-6-Elongase, A-5-Desaturase oder A-5-Elongase und ggof. fur

die w-3-Desaturase oder A-4-Desaturase kodieren, unter der Kontrolle eines eigenen

Promotors exprimiert werden. Dieser kann fur jede der Sequenzen gleich oder unter-

schiedlich sein. Die Expressionskassette ist dabei vorteilhaft so aufgebaut, dass einem

Promotor eine geeignete Schnittstelle zur Insertion der zu exprimierenden Nukleinsdaure

foigt, die vorteilhaft in einem Polylinker liegt. Hinter dem Polylinker kann ggf. ein Termi-

nator liegen. Diese Abfolge wiederholt sich mehrfach, bevorzugtdrei-, vier-, funf- oder

sechsmal, so dass bis zu sechs Genein einem Konstrukt zusammengeftihrt werden und

so zur Expression in die transgene Pflanze eingebracht werden k6nnen.

Die Nukleinsauresequenzen werden zur Expression Uber die geeignete Schnittstelle bei-

spielsweise im Polylinker hinter den Promotor inseriert. Vorteilhaft hat jede Nukleinsau-

resequenz ihren eigenen Promotor und gegebenenfalis ihren eigenen Terminator. Esist

aber auch méglich, mehrere Nukleinsduresequenzen hinter einem Promotor und gof.

vor einem Terminator zu inserieren. Dabei ist die Insertionsstelle bzw. die Abfolge der

inserierten Nukleinsauren in der Expressionskassette nicht von entscheidender Bedeu-

tung, das heif&t eine Nukleinsa4uresequenz kann an erster oder letzter Stelle in der Kas-

sette inseriert sein, ohne dass durch die die Position die Expression wesentlich beein-

flusst wird. Es k6nnen in der Expressionskassette in einer vorteilhaften AusfUhrungsform

unterschiedliche Promotoren wie beispielsweise der USP-, LegB4 oder DC3-Promotor

und unterschiedliche Terminatoren verwendet werden. In einer weiteren vorteilhaften

Ausfthrungsform konnen auch identische Promotoren wie der CaMV35S-Promotorver-

wendet werden.

Wie oben beschrieben sollte die Transkription der eingebrachten Genevorteilhaft durch

geeignete Terminatoren am 3’-Ende der eingebrachten Biosynthesegene(hinter dem

Stopcodon) abgebrochen werden. Verwendet werden kannhier z.B. der OCS1- oder der
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35SCaMV-Terminator. Wie auchfiir die Promotoren, soliten hier fur jedes Gen unter-

schiedliche Terminatorsequenzen verwendet werden.

Das Genkonstrukt kann, wie oben beschrieben, auch weitere Gene umfassen, die in die

Organismen eingebracht werdensollen. Es ist méglich und vorteilhaft, in die Wirtspflan-

zen Regulationsgene, wie Genefur Induktoren, Repressoren oder Enzyme, welche

durch ihre Enzymaktivitat in die Regulation eines oder mehrerer Gene eines Biosynthe-

sewegs eingreifen, einzubringen und darin zu exprimieren. Diese Gene kd6nnenhetero-

logen oder homologen Ursprungs sein. Weiterhin k6nnen vorteilhatft im Nukleinsaure-

konstrukt bzw. Genkonstrukt weitere Biosynthesegene des Fettsaure- oderLipidstoff-

wechsels enthalten sein oder aber diese Gene k6nnen auf einem weiteren oder mehre-

ren weiteren Nukleinsaurekonstrukten liegen. Vorteilhaft werden als Biosynthesegene

des Fettsaure- oderLipidstoffwechsels ein oder mehrere Gene ausgewahit

aus der Gruppe Acyl-CoA-Dehydrogenase(n), Acyl-ACP(= acy! carrier protein)—

Desaturase(n), AcyHACP-Thioesterase(n), Fettsaure—Acyl—Transterase(n), Acyl-

CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase(n), Fettsaure-Synthase(n), Fettsaure—

Hydroxylase(n), Acetyl-Coenzym A-Carboxylase(n), Acyl-Coenzym A-—Oxidase(n), Fett-

saure—Desaturase(n), Fettsaure—Acetylenase(n), Lipoxygenase(n), Triacylglycerol-

Lipase(n), Allenoxid—Synthase(n), Hydroperoxid—Lyase(n) oder Fettsaure—Elongase(n)

oder Kombinationen davon verwendet. Besonders vorteilhafte Nukleinsd4uresequenzen

sind Biosynthesegene des Fettsaure— oderLipidstoffwechsels ausgewahit aus der Grup-

pe der Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferase, A-8-Desaturase, A-9-Desaturase, A-

12-Desaturase und/oder A-9-Elongase.

Dabei k6nnen die vorgenannten Nukleinsauren bzw. Gene in Kombination mit anderen

Elongasen und Desaturasen in Expressionskassetten, wie den vorgenannten, kloniert

werden und zur Transformation von Pflanzen mit Hilfe von Agrobakterium eingesetzt

werden.

Derin dieser Beschreibung verwendete Begriff "Vektor’ steht fur ein Nukleinsaure-

molekul, das eine andere Nukleinsaure transportieren kann, an welche es gebundenist.

Ein Vektortyp ist ein ’Plasmid”, eine zirkulare doppelstrangige DNA-Schleife, in die zu-
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satzlichen DNA-Segmenteligiert werden kénnen. Ein weiterer Vektortyp ist ein viraler

Vektor, wobei zusatzliche DNA-Segmentein das virale Genom ligiert werden kénnen.

Bestimmte Vektoren kénnenin einer Wirtszelie, in die sie eingebracht worden sind, au-

tonom replizieren (z.B. Bakterienvektoren mit bakteriellem Replikationsursprung). Andere

Vektoren werden vorteilhaft beim Einbringen in die Wirtszelle in das Genom einer Wirts-

zelle integriert und dadurch zusammen mit dem Wirtsgenom repliziert. Zudem kénnen

bestimmte Vektoren die Expression von Genen, mit denen sie funktionsfahig verbunden

sind, steuern. Diese Vektoren werdenhier als "Expressionsvektoren” bezeichnet. Ge-

wohnlich haben Expressionsvektoren, die fur DNA-RekKombinationstechniken geeignet

sind, die Form von Plasmiden. tn der vorliegenden Beschreibung koénnen ”Plasmid” und

*Vektor’ austauschbar verwendet werden, da das Plasmid die am hdufigsten verwendete

Vektorform ist. Die Erfindung soll jedoch auch andere Expressionsvektorformen,

wie virale Vektoren, die ahnliche Funktionen austben, umfassen. Ferner soll der Begriff

Vektor auch andere Vektoren, die dem Fachmann bekanntsind, wie Phagen, Viren wie

$V40, CMV, TMV, Transposons, IS-Elemente, Phasmide, Phagemide, Cosmide,lineare

oderzirkulare DNA, umfassen.

Die im Verfahren vorteilhaft verwendeten rekombinanten Expressionsvektoren umfassen

die im Verfahren verwendeten Nukleinsauresequenzenoder das oben beschriebene

Genkonstrukt in einer Form, die sich zur Expression der verwendeten Nukleinsauren in

einer Wirtszelle eignet, was bedeutet, dass die rekombinanten Expressionsvektoren eine

oder mehrere Regulationssequenzen, die auf der Basis der zur Expression zu verwen-

denden Wirtszellen ausgewahlt ist und die mit der zu exprimierenden Nukleinsaurese-

quenz funktionsfahig verbundenist, umfasst. In einem rekombinanten Expressionsvektor

bedeutet *funktionsfahig verbunden’, dass die Nukieotidsequenz von Interesse derart an

die Regulationssequenz(en) gebundenist, dass die Expression der Nukleotidsequenz

erméglicht wird und sie aneinander gebundensind, so dass beide Sequenzendie vor-

hergesagte, der Sequenz zugeschriebene Funktion erfillen (z.B. in einem In-vitro-

Transkriptions-/Translationssystem oderin einer Wirtszelle, wenn der Vektorin die

Wirtszelle eingebracht wird). Der Begriff "Regulationssequenz” soll Promotoren, Enhan-

cer und andere Expressionskontrollelemente (z.B. Polyadenylierungssignale) umfassen.

Diese Regulationssequenzen sind z.B. beschrieben in Goeddel: Gene Expression Tech-
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nology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990), odersie-

he: Gruber und Crosby, in: Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnolgy, CRC

Press, Boca Raton, Florida, Hrsgb.: Glick und Thompson, Kapitel 7, 89-108, einschlie-

lich der Literaturstellen darin. Regulationssequenzen umfassen soalche, welche die kon-

stitutive Expression einer Nukleotidsequenz in vielen Wirtszelltypen steuern, und solche,

welche die direkte Expression der Nukleotidsequenz nur in bestimmten Wirtszellen unter

bestimmten Bedingungen steuern. Der Fachmann weil, dass die Gestaltung

des Expressionsvektors von Faktoren, wie der Auswahl der zu transformierenden Wirts-

zelle, dem gewtnschten Ausmals der Expression des Proteins, usw. abhangen kann.

Die verwendeten rekombinanten Expressionsvektoren k6énnen zur Expression der im

Verfahren verwendeten Nukleinsaduresequenzen so gestaltet sein, dass sie in prokaryoti-

sche Zwischenwirte transformiert werden ko6nnen und schlieBlich nach Einbringung in die

Pflanzen die Expression der Gene in diesen ermdglichen. Diesist vorteilhaft, da haufig

Zwischenschritte der Vektorkonstruktion der Einfachheit halber in Mikroorganismen

durchgefuihrt werden. Beispielsweise kGnnen die A-6-Desaturase-, A-6-Elongase-, A-5-

Desaturase- und/oder A-5-Elongase-Genein bakteriellen Zellen, Insektenzeilen (unter

Verwendung von Baculovirus-Expressionsvektoren), Hefe- und anderen Pilzzellen (siehe

Romanos, M.A., et al. (1992) Yeast 8:423-488; van den Hondel, C.A.M.J.J., et al. (1991)

*Heterologous gene expression in filamentous fungi”, in: More Gene Manipulationsin

Fungi, J.W. Bennet & L.L. Lasure, Hrsgb., S. 396-428: Academic Press: San Diego; und

van den Hondel, C.A.M.J.J., & Punt, P.J. (1991) “Gene transfer systems and vector de-

velopmentforfilamentous fungi, in: Applied Molecular Genetics of Fungi, Peberdy, J.F.,

et al., Hrsgb., S. 1-28, Cambridge University Press: Cambridge), Algen (Falciatoreet al.

(1999) Marine Biotechnology.1: (3):239-251), Ciliaten, mit Vektoren nach einem Trans-

formationsverfahren, wie beschrieben in WO 98/01572, sowie bevorzugtin Zellen vielzel-

liger Pflanzen (siehe Schmidt, R. und Willmitzer, L. (1988) "High efficiency Agrobacteri-

um tumefaciens-mediated transformation of Arabidopsis thaliana leaf and cotyledon

explants” Plant Cell Rep.:583-586; Plant Molecular Biology and Biotechnology, C Press,

Boca Raton, Florida, Kapitel 6/7, S.71-119 (1993); F.F. White, B. Jenes et al., Techni-

ques for GeneTransfer, in: Transgenic Plants, Bd. 1, Engineering and Utilization, Hrsgb.:

Kung und R. Wu, Academic Press (1993), 128-43; Potrykus (1991) Annu. Rev. Plant
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Physiol. Plant Molec. Biol. 42: 205-225 (und darin zitierte Literaturstelien)) exprimiert

werden. Geeignete Wirtszellen werden ferner erortert in Goeddel, Gene Expression

Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Der

rekombinante Expressionsvektor kann alternativ, zum Beispiel unter Verwendung

von T7-Promotor-Regulationssequenzen und T/7-Polymerase,in vitro transkribiert

und translatiert werden.

Die Expression von Proteinen in Prokaryonten erfolgt meist mit Vektoren, die konstitutive

oder induzierbare Promotoren enthalten, welche die Expression von Fusions- oder nicht-

Fusionsproteinen steuern. Typische Fusions-Expressionsvektoren sind u.a. pGEX

(Pharmacia Biotech Inc; Smith, D.B., und Johnson, K.S. (1988) Gene 67:31-40), pMAL

(New Engiand Biolabs, Beverly, MA) und pRIT5 (Pharmacia, Piscataway, NJ), bei denen

Glutathion-S-Transferase (GST), Maltose E-bindendesProtein bzw. Protein A an das

rekombinante Zielprotein fusioniert wird.

Beispiele fur geeignete induzierbare nicht-Fusions-E. coli-Expressionsvektoren sind u.a.

pTrc (Amannetal. (1988) Gene 69:301-315) und pET 11d (Studier et al., Gene Expres-

sion Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, Kalifornien

(1990) 60-89). Die Zielgenexpression vom pTrc-Vektor beruht auf der Transkription

durch Wirts-RNA-Polymerase von einem Hybrid-trp-lac-Fusionspromotor. Die Zielge-

nexpression aus dem pET 11d-Vektor beruht auf der Transkription von einem T/-gn10-

lac-Fusions-Promotor, die von einer koexprimierten viralen RNA-Polymerase (T/7 gn1)

vermittelt wird. Diese virale Polymerase wird von den Wirtsstammen BL21 (DE3) oder

HMS174 (DE3) von einem residenten A-Prophagenbereitgestelit, der ein T7 gn1-Gen

unter der Transkriptionskontrolle des lacUV 5-Promotorsbirgt.

Anderein prokaryotischen Organismen geeignete Vektoren sind dem Fachmannbe-

kannt, diese Vektoren sind beispielsweise in E. coli pLG338, pACYC184, die pBR-

Reihe, wie pBR322, die pUC—Reihe, wie pUC18 oder pUC19, die M113mp-—Reihe,

pKC30, pRep4, pHS1, pHS2, pPLc236, pMBL24, pLG200, pUR290, pIN-II1113-B1, Agt11

or pBdCl, in Streptomyces plJ101, plJ364, plJ702 oder plJ361, in Bacillus pUB110,

pC194 oder pBD214, in Corynebacterium pSA/77 oder pAJ66/.
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Bei einer weiteren AusfUhrungsform ist der Expressionsvektor ein Hefe-Expressions-

vektor. Beispiele fur Vektoren zur Expression in der Hefe S. cerevisiae umfassen pYe-

Desaturasec1 (Baldari et al. (1987) Embo J. 6:229-234), pMFa (Kurjan und Herskowitz

(1982) Cell 30:933-943), pURY88 (Schultz et al. (1987) Gene 54:113-123) sowie pYES2

(Invitrogen Corporation, San Diego, CA). Vektoren und Verfahren zur Konstruktion von

Vektoren, die sich zur Verwendungin anderenPilzen, wie den filamentdsen Pilzen,ei-

gnen, umfassen diejenigen, die eingehend beschriebensind in: van den Hondel,

C.A.M.J.J., & Punt, P.J. (1991) "Gene transfer systems and vector developmentforfila-

mentous fungi, in: Applied Molecular Genetics of fungi, J.F. Peberdy et al., Hrsgb., S. 1-

28, Cambridge University Press: Cambridge, oder in: More Gene Manipulations in Fungi

(J.W. Bennet & L.L. Lasure, Hrsgb., S. 396-428: Academic Press: San Diego). Weitere

geeignete Hefevektoren sind beispielsweise pAG-1, YEp6, YEp13 oder pEMBLYe23.

Alternativ k6nnen die im erfindungsgemafen Verfahren verwendeten Nukleinsaure-

sequenzenin Insektenzellen unter Verwendung von Baculovirus-Expressionsvektoren

exprimiert werden. Baculovirus-Vektoren, die zur Expression von Proteinen in gezuchte-

ten Insektenzellen (z.B. Sf9-Zellen) verfugbar sind, umfassen die pAc-Reihe (Smith etal.

(1983) Mol. Cell Biol. 3:2156-2165) und die pVL-Reihe (Lucklow und Summers(1989)

Virology 170:31-39).

Die oben genannten Vektoren bieten nur einen kleinen Uberblick Uber mégliche geeigne-

te Vektoren. Weitere Plasmide sind dem Fachmann bekannt und sind zum Beispiel be-

schrieben in: Cloning Vectors (Hrsgb. Pouwels, P.H., et al., Elsevier, Amsterdam-

New York-Oxford, 1985, ISBN 0 444 904018). Weitere geeignete Expressionssysteme

fur prokaryotische und eukaryotische Zellen siehe in den Kapiteln 16 und 17 von

Sambrook,J., Fritsch, E.F., und Maniatis, T., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,

2. Auflage, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold

Spring Harbor, NY, 1989.

Auch konnendie im Verfahren verwendeten Genin einzelligen Pflanzenzellen (wie Al-

gen), siehe Falciatore et al. (1999) Marine Biotechnology 1 (3):239-251 und darin zitierte
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Literaturangaben, und Pflanzenzellen aus héheren Pfianzen (z.B. Spermatophyten, wie

Feldfrichten) exprimiert werden. Beispiele fir Pflanzen-Expressionsvektoren umfassen

solche, die eingehend beschrieben sind in: Becker, D., Kemper, E., Schell, J., und

Masterson, R. (1992) Plant Mol. Biol. 20:1195-1197; und Bevan, M.W. (1984) Nucl. Ac-

ids Res. 12:8711-8721; Vectors for Gene Transfer in Higher Plants; in: Transgenic

Plants, Bd. 1, Engineering and Utilization, Hrsgb.: Kung und R. Wu, Academic Press,

1993, S. 15-38.

Eine Pflanzen-Expressionskassette enthalt vorzugsweise Regulationssequenzen, welche

die Genexpression in Pflanzenzellen steuern k6nnen und funktionsfahig verbundensind,

so dass jede Sequenz ihre Funktion, wie Termination der Transkription, erfillen Kann,

beispielsweise Polyadenylierungssignale. Bevorzugte Polyadenylierungssignale sind

diejenigen, die aus Agrobacterium tumefaciens-T-DNA stammen, wie das als Octopin-

synthase bekannte Gen 3 des Ti-Plasmids pTiIACH5 (Gielenet al. (1984) EMBO J. 3.

835ff.) oder funktionelle Aquivalente davon, aber auch alle anderen in Pflanzen funktio-

nell aktiven Terminatoren sind geeignet.

Da die Regulation der Pflanzengenexpression sehroft nicht auf die Transkriptionsebene

beschranktist, enthalt eine Pflanzen-Expressionskassette vorzugsweise andere funkti-

onsfahig verbundene Sequenzen, wie Translationsenhancer, beispielsweise die Over-

drive-Sequenz, welche die 5’-untranslatierte Leader-Sequenz aus Tabakmosaikvirus, die

das Protein/RNA-Verhaltnis erhéht, enthalt (Gallie et al. (1987) Nucl. Acids Research

15:8693-8711).

Die Pflanzengenexpression muss wie oben beschrieben funktionsfahig mit einem geeig-

neten Promotor verbunden sein, der die Genexpression steuert. Vorteilhaft nutzbare

Promotoren sind konstitutive Promotoren (Benfey et al., EMBO J. (1989) 8: 2195-2202),

wie diejenigen, die von Pflanzenviren stammen, wie 35S CAMV (Francket al. (1980) Cell

21: 285-294), 19S CaMV (siehe auch US 5352605 und WO 84/02913) oder Pflanzen-

promotoren, wie der in US 4,962,028 beschriebene der kleinen Untereinheit der Rubisco.
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Andere bevorzugte Sequenzenfur die Verwendung zur funktionsfahigen Verbindungin

Pflanzengenexpressions-Kassetten sind Targeting-Sequenzen,die zur Steuerung des

Genproduktes in sein entsprechendes Zellkompartiment), beispielsweise in die Vakuole,

den Zellkern, alle Arten von Plastiden, wie Amyloplasten, Chloroplasten, Chromoplasten,

den extrazellularen Raum, die Mitochondrien, das Endoplasmatische Retikulum, Olkér-

per, Peroxisomen und andere Kompartimente von Pflanzenzellen; notwendig sind (siehe

eine Ubersicht in Kermode (1996) Crit. Rev. Plant Sci. 15 (4): 285-423 und darin zitierte

Literaturstellen).

Vektor-DNAIasst sich in prokaryotische oder eukaryotische Zellen Uber herké6mmliche

Transformations- oder Transfektionstechniken einbringen. Die Begriffe “Transformation”

und *Transfektion”, Konjugation und Transduktion, wie hier verwendet, sollen eine Viel-

zahl von im Stand der Technik bekannten Verfahren zum Einbringen fremder Nuklein-

sauren (z.B. DNA) in eine Wirtszelle, einschlieRlich Calciumphosphat- oder Calciumchlo-

rid-Koprazipitation, DEAE-Dextran-vermittelte Transfektion, Lipofektion, naturli-

che Kompetenz, chemisch vermittelter Transfer, Elektroporation oder Teilchenbeschuss,

umfassen. Geeignete Verfahren zur Transformation oder Transfektion von Wirtszellen,

einschlieBlich Pflanzenzellen, lassen sich finden in Sambrooket al. (Molecular Cloning:

A Laboratory Manual., 2. Aufl., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Labo-

ratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) und anderen Labor-HandbUuchern, wie

Methodsin Molecular Biology, 1995, Bd. 44, Agrobacterium protocols, Hrsgb: Gartland

und Davey, Humana Press, Totowa, New Jersey.

Der Begriff *Nukleinsaure(molekul)’, wie hier verwendet, umfasst in einer vorteilhaften

Ausfuhrungsform zudem die am 3’- und am 5’-Ende des kodierenden Genbereichs gele-

gene untransiatierte Sequenz: mindestens 500, bevorzugt 200, besonders bevorzugt 100

Nukleotide der Sequenz stromaufwarts des 5’-Endes des kodierenden Bereichs und

mindestens 100, bevorzugt 50, besonders bevorzugt 20 Nukleotide der Sequenz strom-

abwarts des 3’-Endes des kodierenden Genbereichs.Ein “isoliertes” Nukleinsauremole-

kdl wird von anderen Nukleinsduremoiekulen abgetrennt, die in der natirlichen Quelle

der Nukleinsaure vorliegen. Eine “isolierte” Nukleinsaure hat vorzugsweise keine Se-

quenzen, welche die Nukleinsaure in der genomischen DNA des Organismus, aus dem
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die Nukleinsaure stammt, nattrlicherweise flankieren (z.B. Sequenzen, die sich an den

5’- und 3’-Enden der Nukleinsaure befinden). Bei verschiedenen Ausfihrungsformen

kann das im Verfahren vewendete isolierte A-6-Desaturase-, A-6-Elongase- oder A-5-

Desaturase- sowie ggf. das w-3-Desaturase- oder A-4-Desaturase-Molekul zum Beispiel

weniger als etwa 5 kb,4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb oder 0,1 kb an Nukleotidsequenzen

enthalten, die naturlicherweise das Nukleinsauremolekul in der genomischen DNA der

Zelle, aus der die Nukleinsaure stammt, flankieren.

Die im Verfahren verwendeten Nukleinsauremolekule k6nnen unter Verwendung mole-

kularbiologischer Standardtechniken und derhier bereitgestellten Sequenzinformation

isoliert werden. Auch kann mit Hilfe von Vergleichsalgorithmen beispielsweise eine ho-

mologe Sequenz oder homologe, konservierte Sequenzbereiche auf DNA- oder Amino-

saureebeneidentifiziert werden. Diese kKOnnen als Hybridisierungssonde in Standard-

Hybridisierungstechniken (wie z.B. beschrieben in Sambrooket al., Molecular Cloning: A

Laboratory Manual. 2. Aufl., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Labora-

tory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) zur Isolierung weiterer im Verfahren nUtzlicher

Nukleinsauresequenzen verwendet werden. Uberdies lassen sich die im Verfahren ver-

wendeten Nukleinsauremolekule oder Teile von diesen durch Polymerasekettenreaktion

isolieren, wobei Oligonukleotidprimer auf der Basis dieser Sequenz odervon Teilen da-

von verwendet werden(z.B. kann ein Nukleinsauremolekul umfassend die vollstandige

Sequenz odereinen Teil davon durch Polymerasekettenreaktion unter Verwendung von

Oligonukleotidprimernisoliert werden, die auf der Basis dieser gleichen Sequenzerstellt

worden sind). Zum Beispiel lasst sich mRNAaus Zellen isolieren (z.B. durch das Guani-

diniumthiocyanat-Extraktionsverfahren von Chirgwin et al. (1979) Biochemistry 18:5294-

5299) und cDNA mittels Reverser Transkriptase (z.B. Moloney-MLV-Reverse-

Transkriptase, erhaltlich von Gibco/BRL, Bethesda, MD, oder AMV-Reverse-

Transkriptase, erhaltlich von Seikagaku America, Inc., St.Petersburg, FL) herstellen.

Synthetische Oligonukleotidprimer zur Amplifizierung mittels Polymerasekettenreaktion

lassen sich auf der Basis einer der in SEQ ID NO. 64, SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 171,

SEQ ID NO. 51, SEQ ID NO. 193 oder SEQ ID NO. 77 gezeigten Sequenzen oder mit

Hilfe der in SEQ ID NO. 65, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 172, SEQ ID NO. 52, SEQ ID

NO. 194 oder SEQ ID NO. 78 dargestellten Aminosauresequenzenerstellen. Eine erfin-
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dungsgemake Nukleinsaure kann unter Verwendung von cDNAoderalternativ von ge-

nomischer DNAals Matrize und geeigneten Oligonukleotidprimern nach Standard-PCR-

Amplifikationstechniken amplifiziert werden. Die so amplifizierte Nukleinsaure kann in

einen geeigneten Vektor kloniert werden und mittels DNA-Sequenzanalyse charakteri-

siert werden. Oligonukleotide k6nnen durch Standard-Syntheseverfahren, beispielsweise

mit einem automatischen DNA-Synthesegerat, hergestellt werden.

Homologe der verwendeten A-5-Elongase-, w-3-Desaturase-, A-6-Desaturase-, A-6-

Elongase-, A-4-Desaturase- oder A-5-Desaturase-Nukleinsauresequenzen mit der Se-

quenz SEQ ID NO.64, SEQ ID NO. 1, SEQID NO. 171, SEQ ID NO. 51, SEQ ID NO.

193 oder SEQ ID NO. 77 bedeutet beispielsweise allelische Varianten mit mindestens

etwa 40, 50 oder 60 %, vorzugsweise mindestens etwa 60 oder 70 %, starker bevorzugt

mindestens etwa 70 oder 80 %, 90 % oder 95 % und noch starker bevorzugt mindestens

etwa 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,

98 %, 99 % oder mehr Identitat bzw. Homologie zu einer der in SEQ ID NO.64, 66, 68

oder 70, zu einer der in SEQ ID NO.1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29,

31, 33, 35, 37, 39 oder 41, zu einer der in SEQ ID NO. 171, 173, 175, 177, 179, 181

oder 183, zu einer der in SEQ ID NO.51, 53 oder 55, zu einer der in SEQ ID NO. 193

oder 195 oderzu einer der in oder SEQ ID NO. 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91 oder 93,

insbesondere der in SEQ ID NO. 64, SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 171, SEQ ID NO. 51,

SEQ ID NO. 193 oder SEQ ID NO.77 gezeigten Nukieotidsequenzen oder ihren Homo-

logen, Derivaten oder Analoga oder Teilen davon. Weiterhin sind isolierte Nukleinsaure-

molekule einer Nukleotidsequenz umfasst, die an eine der in SEQ ID NO. 64, SEQ ID

NO. 1, SEQ ID NO. 171, SEQ ID NO. 51, SEQ ID NO. 193 oder SEQ ID NO. 77 gezeig-

ten Nukleotidsequenzen odereinen Teil davon, z.B. unter stringenten Bedingungen

hybridisieren. Unter einem Teil gemaf der Erfindung ist dabei zu verstehen, dass min-

destens 25 Basenpaare (= bp), 50 bp, 75 bp, 100 bp, 125 bp oder 150 bp, bevorzugt

mindestens 175 bp, 200 bp, 225 bp, 250 bp, 275 bp oder 300 bp, besonders bevorzugt

350 bp, 400 bp, 450 bp, 500 bp oder mehr Basenpaareftir die Hybridisierung verwendet

werden. Es kann auchvorteilhaft die Gesamtsequenz verwendet werden. Allelische Va-

rianten umfassen insbesondere funktionelle Varianten, die sich durch Deletion, Insertion

oder Substitution von Nukieotiden aus der in SEQ ID NO. 64, SEQ ID NO. 1, SEQ ID
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NO. 171, SEQ ID NO. 51, SEQ ID NO. 193 oder SEQ ID NO.77 dargestellten Sequenz

erhalten lassen, wobei aber die Enzymaktivitat der davon kodierten Proteine fur

die Insertion im wesentlichen beibehalten wird.

Fur das erfindungsgemafe Verfahren vorteilhafte Nukleinsauremolektle kénnen auf der

Grundlage ihrer Homologie zu den hier offenbarten w-3-Desaturase-, A-6-Desaturase-,

A-5-Desaturase-, A-5-Elongase-, A-4-Desaturase- und/oder A-6-Elongase-Nuklein-

sauresequenzen unter Verwendung der Sequenzen odereines Teils davon als Hybridi-

sierungssonde gemadkR Standard-Hybridisierungstechniken unter stringenten Hybridisie-

rungsbedingungenisoliert werden. Dabei k6nnen beispielsweise isolierte Nukleinsaure-

molekule verwendet werden, die mindestens 15 Nukleotide lang sind und unter stringen-

ten Bedingungen mit den Nukleinsauremolektlen, die eine Nukleotidsequenz der SEQ

ID NO. 64, SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 171, SEQ ID NO. 51, SEQ ID NO. 193 oder Seq

ID No. 77 umfassen, hybridisieren. Es k6nnen auch Nukleinsauremolektile mit min-

destens 25, 50, 100, 250 oder mehr Nukieotiden verwendet werden.

Der Begriff "hybridisiert unter stringenten Bedingungen’, wie hier verwendet, soll Hybridi-

sierungs- und Waschbedingungen beschreiben, unter denen Nukleotidsequenzen, die

mindestens 60 % homolog zueinander sind, gewohnlich aneinanderhybridisiert bleiben.

Die Bedingungen sind vorzugsweise derart, dass Sequenzen, die mindestens etwa

65 %, bevorzugt mindestens etwa 70 % und besonders bevorzugt mindestenset-

wa 75 % oder starker zueinander homolog sind, gewodhnlich aneinanderhybridisiert blei-

ben. Diese stringenten Bedingungen sind dem Fachmann bekannt und lassensich in

Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N. Y. (1989), 6.3.1-6.3.6.

finden. Ein bevorzugtes, nicht einschrankendesBeispiel fur stringente Hybridisierungs-

bedingungen sind Hybridisierungen in 6 x Natriumchlorid/Natriumcitrat (sodium chiori-

de/sodium citrate = SSC) bei etwa 45°C, gefolgt von einem oder mehreren Waschschrit-

ten in 0,2 x SSC, 0,1 % SDS bei 50 bis 65°C. Dem Fachmannist bekannt, dass diese

Hybridisierungsbedingungensich je nach dem Typ der Nukleinsaure und, wenn bei-

spielsweise organische L6sungsmittel vorliegen, hinsichtlich der Temperatur und der

Konzentration des Puffers unterscheiden. Die Temperatur liegt beispielsweise unter

*Standard-Hybridisierungsbedingungen’je nach dem Typ der Nukleinsaure zwischen
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42°C und 58°C in wassrigem Puffer mit einer Konzentration von 0,1 bis 5 x SSC (pH

7,2). Falls organisches L6sungsmittel, zum Beispiel 50 % Formamid, im oben genannten

Puffer vorliegt, ist die Temperatur unter Standardbedingungen etwa 42°C. Vorzugsweise

sind die Hybridisierungsbedingungen fir DNA:DNA-Hybride zum Beispiel 0,1 x SSC und

20°C bis 45°C, vorzugsweise 30°C bis 45°C. Vorzugsweise sind die Hybridisierungsbe-

dingungen flr DNA:RNA-Hybride zum Beispiel 0,1 x SSC und 30°C bis 55°C, vorzugs-

weise 45°C bis 55°C. Die vorstehend genannten Hybridisierungstemperaturen sind bei-

spielsweise flr eine Nukleinsaure mit etwa 100 bp (= Basenpaare) Lange und einem G +

C-Gehalt von 50 %in Abwesenheit von Formamid bestimmt. Der Fachmann weifi, wie

die erforderlichen Hybridisierungsbedingungen anhand von Lehrbichern, wie dem vor-

stehend erwahnten oder aus den folgenden Lehrbuchern Sambrooket al., "Molecular

Cloning”, Cold Spring Harbor Laboratory, 1989; Hames und Higgins (Hrsgb.) 1985, ”Nu-

cleic Acids Hybridization: A Practical Approach’, IRL Press at Oxford University Press,

Oxford; Brown (Hrsgb.) 1991, "Essential Molecular Biology: A Practical Approach’, IRL

Press at Oxford University Press, Oxford, bestimmt werden konnen.

Zur Bestimmung der prozentualen Homologie (= Identitat) von zwei Aminosaure-

sequenzen(z.B. einer der Sequenzen der SEQ ID NO. 65, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO.

172, SEQ ID NO. 52, SEQ ID NO. 194 oder SEQ ID NO. 78) oder von zwei Nuklein-

sauren (z.B. SEQ ID NO. 64, SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 171, SEQ ID NO. 51, SEQ ID

NO. 193 oder SEQ ID NO.77) werden die Sequenzen untereinander geschrieben, um

sie optimal vergleichen zu kénnen (z.B. k6nnen Lucken in die Sequenz eines Proteins

oder einer Nukleinsaure eingefugt werden, um ein optimales Alignment mit dem anderen

Protein oder der anderen Nukleinsdure zu erzeugen). Die Aminosaurereste oder Nukleo-

tide an den entsprechenden Aminosaurepositionen oder Nukleotidpositionen werden

dann verglichen. Wenneine Position in einer Sequenz durch den gleichen Aminosaure-

rest oder das gleiche Nukleotid wie die entsprechendeStelle in der anderen Sequenz

belegt wird, dann sind die MolekUle an dieser Position homolog (d.h. Aminosdaure- oder

Nukleinsaure-”Homologie”, wie hier verwendet, entspricht Aminosaure- oder Nukleinsau-

re-"Identitat’). Die prozentuale Homologie zwischen den beiden Sequenzenist eine

Funktion der Anzahl an identischen Positionen, die den Sequenzen gemeinsam sind

(d.h. % Homologie = Anzahl der identischen Positionen/Gesamtanzahi der Positionen
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x 100). Die zur Bestimmung der Homologie verwendeten Programmebzw.Algorithmen

sind oben beschrieben.

Ein isoliertes Nukleinsauremolekul, das flr eine im Verfahren verwencete ww-3-

Desaturase, A-6-Desaturase, A-5-Desaturase, A-5-Elongase, A-4-Desaturase und/oder

A-6-Elongasekodiert, die zu einer Proteinsequenz der SEQ ID NO. 65, SEQ ID NO.2,

SEQ ID NO. 172, SEQ ID NO. 52, SEQ ID NO. 194 oder SEQ ID NO. 78 homologist,

kann durch Einbringen einer oder mehrerer Nukleotidsubstitutionen, -additionen oder

-deletionen in eine Nukleotidsequenz der SEQ ID NO. 64, SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO.

171, SEQ ID NO. 51, SEQ ID NO. 193 oder SEQ ID NO. 77 erzeugt werden, so

dass eine oder mehrere Aminosauresubstitutionen, -additionen oder-deletionen in das

kodierte Protein eingebracht werden. Mutationen kénnen in eine der Sequenzen der

SEQ ID NO. 64, SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 171, SEQ ID NO. 51, SEQ ID NO. 193 oder

SEQ ID NO. 77 durch Standardtechniken, wie stellenspezifische Mutagenese und PCR-

vermittelte Mutagenese, eingebracht werden. Vorzugsweise werden konservative Ami-

nosauresubstitutionen an einer oder mehreren der vorhergesagten nicht-essentiellen

Aminosdaureresten hergestellt. Bei einer *konservativen Aminosauresubstitution” wird der

Aminosaurerest gegen einen Aminosaurerest mit einer ahnlichen Seitenkette ausge-

tauscht. Im Fachgebiet sind Familien von Aminosaureresten mit ahnlichen Seitenketten

definiert worden. Diese Familien umfassen Aminosauren mit basischen Seitenketten

(z.B. Lysin, Arginin, Histidin), sauren Seitenketten (z.B. Asparaginsaure, Glutaminsaure),

ungeladenen polaren Seitenketten (z.B. Glycin, Asparagin, Glutamin, Serin, Threonin,

Tyrosin, Cystein), unpolaren Seitenketten, (z.B. Alanin, Valin, Leucin, Isoleucin, Prolin,

Phenylalanin, Methionin, Tryptophan), beta-verzweigten Seitenketten (z.B. Threonin,

Valin, Isoleucin) und aromatischen Seitenketten (z.B. Tyrosin, Phenylalanin, Tryptophan,

Histidin). Ein vorhergesagternicht-essentieller Aminosaurerest in einer w-3-Desaturase,

A-6-Desaturase, A-5-Desaturase, A-5-Elongase, A-4-Desaturase oder A-6-Elongase

wird somit vorzugsweise durch einen anderen Aminosaurerest aus der gleichen Seiten-

kettenfamilie ausgetauscht. Alternativ k6nnen bei einer anderen AusfUhrungsform die

Mutationen zufallsgemaf& Uber die gesamte oder einen Teil der w-3-Desaturase, A-6-

Desaturase, A-5-Desaturase, A-5-Elongase, A-4-Desaturase oder A-6-Elongase kocie-

renden Sequenz eingebracht werden, z.B. durch Sattigungsmutagenese, und die resul-
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tierenden Mutanten ké6nnen nach derhier beschriebenen w-3-Desaturase-, A-6-

Desaturase-, A-5-Desaturase-, A-5-Elongase-, A-4-Desaturase- oder A-6-Elongase-

Aktivitat durchmustert werden, um Mutanten zu identifizieren, die die w-3-Desaturase-,

A-6-Desaturase-, A-5-Desaturase-, A-5-Elongase-, A-4-Desaturase- oder A-G-Elongase-

Aktivitat beibehalten haben. Nach der Mutagenese kann das kodierte Protein rekombi-

nant exprimiert werden, und die Aktivitat des Proteins kann z.B. unter Verwendung der

hier beschriebenen Tests bestimmt werden.

Diese Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele weiter veranschaulicht, die

nicht als beschrankend aufgefasst werden sollten. Der Inhalt samtlicher in dieser Patent-

anmeldung zitierten Literaturstellen, Patentanmeldungen, Patente und verdffentlichten

Patentanmeldungenist hier durch Bezugnahme aufgenommen.

Die folgende Tabelle zeigt die Sequenzkennzahien, wie sie in der Prioritatsanmeldung

vom 21.02.2006 mit dem deutschen Anmeldeaktenzeichen 102006008030.0 verwendet

wurden sowie den entsprechenden Sequenzkennzahlen in der vorliegenden Nachan-

meldung. Die durch die SEQ ID No: 1 der Prioritatsanmeidung gekennzeichnete Nuk-

leinsduresequenz entspricht beispielsweise der durch die SEQ ID NO: 64 der Nachan-

meldung gekennzeichneten Nukleinsauresequenz.

Konkordanztabelle Sequenzkennzahlen der Prioritatsanmeldung und der Sequenzkenn-

zahlen in der Nachanmeldung:

SEQ ID NO: Prioritatsanmeldung (SEQ ID NO:

Deutsches Anmeldeaktenzeichen

102006008030.0 Organism

iOstreococcus tauri

Ostreococcus tauri

 

a

Phytium regularere  
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hraustochytrium ssp.

10 194 Phytophthora infestans

oo1 aHatochyomapsp.rau Traustochytriumsp.|sp.fefe09 iOstreococcus tauri
n.fa1aeCsteoccenustutauri

 

 

Ha22 O Ostreococcustauris tauri

19 163 halassiosira pseudonana

0 164 halassiosira pseudonana

Beispiele

 

Beispiel 1: Allgemeine Klonierungsverfahren

Die Klonierungsverfahren wie z.B. Restriktionsspaltungen, Agarose-Gelelektrophorese,

Reinigung von DNA-Fragmenten, Transfer von Nukleinsauren auf Nitrozellulose- und

Nylon-Membranen, Verknupfen von DNA-Fragmenten, Transformation von Escherichia

coli-Zellen, Anzucht von Bakterien und die Sequenzanalyse rekombinanter DNA wurden

wie bei Sambrooketal. (1989) (Cold Spring Harbor Laboratory Press: ISBN 0-87969-

309-6) beschrieben durchgefthrt.

Beispiel 2: Sequenzanalyse rekombinanter DNA

Die Sequenzierung rekombinanter DNA-Molektle erfolgte mit einem Laserfluoreszenz-

DNA-Sequenzierer der Firma ABI nach der Methode von Sanger(Sangeret al. (1977)
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Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74: 5463-5467). Fragmente resultierend aus einer Polymera-

se-Kettenreaktion wurden zur Vermeidung von Polymerasefehlern in zu exprimierenden

Konstrukten sequenziert und Uberpruift.

Beispiel 3:|Klonierung von Genen aus Ostreococcus tauri

In einer Ostreococcus tauri Sequenzdatenbank (genomische Sequenzen) konnte durch

Suche nach konservierten Bereichen jeweils eine Sequenz kodierend fur ein Protein mit

A-5-Elongaseaktivitat oder A-6-Elongase-Aktivitat identifiziert werden. Es handelt sich

dabei um die folgenden Sequenzen:

 

Gen-Name SEQ ID Aminosauren

OtELO1.1, (d-6-Elongase)|SEQ ID NO. 143 292

OtELO2.1, (A-5- SEQ ID NO. 109

Elongase)  
OtElo2.1 weist die hédchste Ahnlichkeit zu einer Elongase aus Danio rerio auf (GenBank

AAN77156;ca. 26 % Identitat), wahrend OtElo1.1 die gré®te Ahnlichkeit zur Elongase

aus Physcomitrella (PSE) (ca. 36 % Identitat) aufweist (Alignments wurden mit dem

tBLASTn-Aalgorithmus(Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403 — 410) durchgeftihn).

Die Klonierung der Elongasen wurde wie folgt durchgefthrt:

40 ml einer Ostreococcus tauri Kultur in der stationaren Phase wurden abzentrifugiert

und in 100 ul Aqua bidest resuspendiert und bei —20°C gelagert. Mit Hilfe des PCR-

Verfahrens wurden die entsprechenden genomischen DNAs amplifiziert. Die entspre-

chenden Primerpaare wurden so ausgewahlt, dass sie die Hefe-Konsensus-Sequenzfur

hocheffiziente Translation (Kozak (1986) Cell 44: 283-292) neben dem Startcodontru-

gen. Die Amplifizierung der OtElo-DNAs wurde jeweils mit 1 yl aufgetauten Zellen, 200

UM dNTPs,2,5 U Taq-Polymerase und 100 pmol eines jeden Primers in einem Gesamt-
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volumen von 50 ul durchgefthrt. Die Bedingungen flr die PCR waren wie folgt: Erste

Denaturierung bei 95°C fur 5 Minuten, gefolgt von 30 Zyklen bei 94°C fur 30 Sekunden,

55°C fur 1 Minute und 72°C Tur 2 Minuten sowieein letzter Verlangerungsschritt bei 72°C

fur 10 Minuten.

Beispiel 4: Optimierung von Elongase-Genen aus Ostreococcustauri

Elongasen aus dem Organismus Ostreococcus tauri wurden isoliert wie in Beispiel 3 be-

schrieben. Um eine Steigerung des Gehalts an C22-Fettsauren zu erreichen, wurden die

Sequenzen Seq ID No. 143 (AG-Elongase) und Seq ID No. 109 (kodierendftir ein durch

die Seq ID No. 110 gekennzeichnetes Protein)(A5-Elongase) an die Kodonverwendung

in Raps, Lein und Soja angepasst. Dazu wurde die Aminosauresequenz der A6-

Elongase und der A5-Elongase (SEQ ID NO.144 fur die A6-Elongase; SEQ ID NO. 65

fur die A5-Elongase) revers translatiert, wodurch degenerierte DNA-Sequenzenerhalten

wurden. Diese DNA-Sequenzen wurden mit Hilfe des Programms GeneOptimizer

(Fa. Geneart, Regensburg) an die Kodonverwendung in Raps, Soja und Lein angepasst,

wobeidie naturliche Haufigkeit einzelner Kodons bertcksichtigt wurde. Die so erhaltenen

optimierten Sequenzen, die in SEQ ID NO. 64 (A5-Elongase) und SEQ ID NO. 122

(kodierend fur ein durch die SEQ ID NO. 123 gekennzeichnetes Protein)(AG-Elongase)

angegebensind, wurdenin vitro synthetisiert.

Beispiel 5: Klonierung von Expressionsplasmiden zur heterologen Expression in Hefen

Zur Charakterisierung der Funktion der optimierten Nukleinsauresequenzen wurden die

offenen Leserahmenderjeweiligen DNAs stromabwarts des Galactose-induzierbaren

GAL1-Promotors von pYES2.1/V5-His-TOPO(Invitrogen) kloniert, wodurch die Plasmide

pOTE1.2 (enthaltend die AG-Elongase-Sequenz) und pOTE2.2 (enthaltend die A5-

Elongase-Sequenz) erhalten wurden.

Ubersicht zu den in den Hefe-Vektor pYES2.1/V5-His-TOPOklonierten Elongase-

Sequenzen:

Gen-Name SEQ ID Aminosauren 
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pOTE1.1, (A-6-Elongase)|SEQ ID NO. 143

pOTE1.2, (A-6-Elongase)|SEQ ID NO. 122 292, Kodon-optimiert

pOTE2.1, (A-5-Elongase)|SEQ ID NO. 109

 
 pOTE2.2, (A-5-Elongase)|SEQ ID NO. 64 300, Kodon-optimiert

Der Saccharomyces cerevisiae-Stamm 334 wurde durch Elektroporation (1500 V) mit

den Vektoren pOTE1.2 bzw. pOTE2.2 sowie den Vergleichskonstrukten pOTE1.1 und

pOTE2.1, die die naturliche, fur die A6-Elongase bzw. A5-Elongase kodierende Nuklein-

sauresequenz enthalten, transformiert. Ais Kontrolle wurde eine Hefe verwendet, die mit

dem leeren Vektor pYES2 transformiert wurde. Die Selektion der transformierten Hefen

erfolgte auf Komplett-Minimalmedium (CMdum)-Agarplatten mit 2% Glucose, aber ohne

Uracil. Nach der Selektion wurden je drei Transformanten zur weiteren funktionellen Ex-

pression ausgewahit.

Fur die Expresssion der Ot-Elongasen wurden zunachst Vorkulturen aus jeweils 5 ml

CMdum-Flussigmedium mit 2% (w/v) Raffinose aber ohne Uracil mit den ausgewahlten

Transformanten angeimpft und 2 Tage bei 30°C, 200 rpm inkubiert. 5 ml CMdum-

Flussigmedium (ohne Uracil) mit 2% Raffinose wurden dann mit den Vorkulturen auf eine

ODeoo von 0,05 angeimpft. Dabei wurde der Hefekultur, die mitpPOTE1.1 und pO-

TE1.2transformiert worden war, jeweils 0,2mM y-Linolensaure (GLA) zugegeben. Aus-

gehend von derAktivitat von OtELO1.1 ist eine Elongation der y-Linolensaure zur Fett-

saure 20:3 zu erwarten. Der Hefekultur, die mit POTE2.1 und pOTE2.2_ transformiert

worden war, wurden jeweils 0,2mM Arachidonsaure bzw. Eicosapentaensaure zugege-

ben. Entsprechend der Aktivitat von OtELO2.1 ist eine Elongation der Fettsauren ARA

bzw. EPA zu den Fettsauren 22:4 bzw. 22:5 zu erwarten. Die Expression wurde durch

die Zugabe von 2% (w/v) Galaktose induziert. Die Kuituren wurden fur weitere 96 h bei

20°C inkubiert.
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Beispiel6: Expression von OtELO2.2 (wie in SEQ ID NO: 64 dargestellt) und

OtELO1.2 (wie in SEQ ID NO: 122) in Hefen

Hefen, die wie in Beispiel 5 mit den Plasmiden pYES2, pOTE1.2, undpOTE2.1 trans-

formiert wurden, wurden folgendermafken analysiert:

Die Hefezellen aus den Hauptkulturen wurden durch Zentrifugation (100 x g, 5 min,

20°C) geerntet und mit 100 mM NaHCOs, pH 8,0 gewaschen, um restliches Mecium und

Fettsauren zu entfernen. Aus den Hefe-Zellsedimenten wurden Fettsauremethylester

(FAMEs) durch saure Methanolyse hergestellt. Hierzu wurden die Zellsedimente mit 2 ml

1 N methanolischer Schwefelsaure und 2% (v/v) Dimethoxypropanfur 1 h bei 80°C inku-

biert. Die Extraktion der FAMESerfolgte durch zweimalige Extraktion mit Petrolether

(PE). Zur Entfernung nicht derivatisierter Fettsauren wurden die organischen Phasenje

einmal mit 2 mi 100 mM NaHCOs, pH 8,0 und mit 2 ml Aqua dest. gewaschen. Anschlie-

fend wurden die PE-Phasen mit NazSQ,z getrocknet, unter Argon eingedampft und in

100 pI PE aufgenommen.Die Proben wurden auf einer DB-23-Kapillarsaule (30 m, 0,25

mm, 0,25 um, Agilent) in einem Hewlett-Packard 6850-Gaschromatographen mit Flam-

menionisationsdetektor getrennt. Die Bedingungen fur die GLC-Analyse waren wiefolgt:

Die Ofentemperatur wurde von 50°C bis 250°C mit einer Rate von 5°C/min und schlieB-

lich 10 min bei 250°C (Halten) programmiert.

Die Identifikation der Signale erfolgte durch Vergleiche der Retentionszeiten mit entspre-

chendenFettsaurestandards (Sigma). Die Methodik ist beschrieben zum Beispiel in Na-

pier and Michaelson (2001) Lipids 36(8):761-766; Sayanova et al. (2001) Journal of Ex-

perimental Botany 52(360):1581-1585, Sperling et al. (2001) Arch. Biochem. Biophys.

388(2):293-298 und Michaelsonet al. (1998) FEBS Letters 439(3):215-218. Die Ergeb-

nisse der Analysen sind in Tabelle 1 dargestellt.

Sowohl flr pOTE1.1/pOTE1.2 als auch fir pOTE2.1/2.2 konnten die entsprechenden

Aktivitaten bestatigt werden. In beiden Fallen zeigte die optimierte Sequenz (pOTE1.2

bzw. pOTE2.2) Aktivitat. Dabei konnte die Synthese der y-Linolensaure durch pOTE1.2

gegenuberder Wildtyp-Sequenz nur geringfugig gesteigert werden. Dagegen konnte fur
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pOTE2.2 Uberraschenderweise sowohl eine Erhéhung derAktivitat als auch eine Veradn-

derung der Spezifitat beobachtet werden (Tabelle 1). Dabei hat sich die Aktivitat zur Ver-

langerung von EPA nahezu verdoppelt, wahrend die Verlangerung von ARA sich mehr

als vervierfacht hat. Mit der Optimierung der Sequenz der A5-Elongase von Ostreococ-

cus tauri konnte somit in Hefe bei gleicher Substratmenge die Ausbeute an den Vorstu-

fen von DHA 6fach erhoht werden.

Beispiel 7: Klonierung von Expressionsplasmiden zur Samen-spezifischen

Expression in Pflanzen

Die folgenden beschriebenen allgemeinen Bedingungen gelten fur alle nachfolgenden

Versuche, wenn nicht anders beschrieben.

Erfindungsgemak bevorzugt verwendet werden fur die folgenden Beispiele Bin19,

pBI101, pBinAR, pGPTV, pCAMBIA oder pSUN. Eine Ubersicht Uber binare Vektoren

und ihre Verwendunggibt Hellenset al, Trends in Plant Science (2000) 5: 446-451.

Verwendet wurde ein pGPTV-Derivat wie in DE10205607 beschrieben. Dieser Vektor

unterscheidet sich von pGPTV durch eine zusatzlich eingeflgte Ascl-Restriktions-

schnittstelle.

Ausgangspunkt der Klonierung war der Klonierungsvektor pUC19 (Maniatis et al.). Im

ersten Schritt wurde das Conlinin-Promotor-Fragment mit folgenden Primern amplifiziert:

Cni1 C 5’: gaattcggcgcgccgagctcctcgagcaacggticcggcggtatagagttgggtaattcga

Cnl1 C 3°: cccgggatcgatgccggcagatctccaccatttttiggtggtgat

Zusammensetzung des PCR-Ansatzes(50 ul):

5,00 pl Template cDNA

5,00 pl 10x Puffer (Advantage-Polymerase) + 25mM MgCl2

5,00 pl 2mM dNTP
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1,25 pl je Primer (10 pmol/pl)

0,50 pl Advantage-Polymerase (Clontech)

Reaktionsbedingungen der PCR:

Anlagerungstemperatur: 1 min 55°C

Denaturierungstemperatur: 1 min 94°C

Elongationstemperatur: 2 min 72°C

Anzahl der Zyklen: 35

Das PCR-Produkt wurde zuerstfur 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym EcoRI und

dann fur 12 h bei 25°C mit dem Restriktionsenzym Smal inkubiert. Der Klonierungsvektor

pUC19 wurdein gleicher Weise inkubiert. Anschlie&end wurden das PCR-Produkt und

der 2668 bp grokke, geschnittene Vektor durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt

und die entsprechenden DNA-Fragmenie ausgeschnitten. Die Aufreinigung der DNA

erfolgte mittels Qiagen Gel Purification Kit gemaf Herstellerangaben. AnschlieRend wur-

den Vektor und PCR-Produkt ligiert. Dazu wurde das Rapid Ligation Kit von Roche ver-

wendet. Das entstandene Piasmid pUC19-Cni1-C wurde durch Sequenzierung verifiziert.

Im nachsten Schritt wurde der OCS-Terminator (Genbank Accession V00088; De Greve,

H. et al. (1982) J. Mol. Appl. Genet. 1 (6): 499-511) aus dem Vektor pGPVT-USP/OCS

(DE 102 05 607) mit den folgenden Primern amplifiziert:

OCS_C 5’: aggcctccatggcctgctitaatgagatatgcgagacgcc

OCS_C 3’: cccgggccggacaatcagtaaattgaacggag

Zusammensetzung des PCR-Ansatzes(50 ul):

5,00 pl Template cDNA

5,00 pl 10x Puffer (Advantage-Polymerase) + 25mM MgCl2

5,00 pl 2mM dNTP
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1,25 pl je Primer (10 pmol/pl)

0,50 pl Advantage-Polymerase (Clontech)

Reaktionsbedingungen der PCR:

Anlagerungstemperatur: 1 min 55°C

Denaturierungstemperatur: 1 min 94°C

Elongationstemperatur: 2 min 72°C

Anzahl der Zyklen: 35

Das PCR-Produkt wurde zuerst fur 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym Stul und

dann fiir 12 h bei 25°C mit dem Restriktionsenzym Smal inkubiert. Der Vektor pUC19-

Cnl1-C wurde 12 h bei 25°C mit dem Restriktionsenzym Smal inkubiert. AnschlieRend

wurden das PCR-Produkt und der geschnittene Vektor durch Agarose-Gelelektrophorese

aufgetrennt und die entsprechenden DNA-Fragmente ausgeschnitten. Die Aufreinigung

der DNAerfolgte mittels Qiagen Gel Purification Kit gemaf& Herstellerangaben. Anschlie-

f$end wurden Vektor und PCR-Produktligiert. Dazu wurde das Rapid Ligation Kit von

Roche verwendet. Das entstandene Plasmid pUC19-Cnl1C_OCS wurde durch Sequen-

zierungverifiziert.

Im nachsten Schritt wurde der Cni1-B Promotor durch PCR mittels folgender Primer

ampilifiziert:

Cnl1-B 5’: aggcctcaacggticcggcggtatag

Cnl1-B 3°: cccggggttaacgctagcgggcccgatatcggatcccattittiggtggtgattggttct

Zusammensetzung des PCR-Ansatzes(50 ul):

5,00 pl Template cDNA

5,00 pl 10x Puffer (Advantage-Polymerase) + 25mM MgClz

5,00 pl 2mM dNTP
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1,25 pl je Primer (10 pmol/pl)

0,50 pl Advantage-Polymerase (Clontech)

Reaktionsbedingungen der PCR:

Anlagerungstemperatur: 1 min 55°C

Denaturierungstemperatur: 1 min 94°C

Elongationstemperatur: 2 min 72°C

Anzahl der Zyklen: 35

Das PCR-Produkt wurde zuerstfur 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym Stul und

dann fur 12 h bei 25°C mit dem Restriktionsenzym Smal inkubiert. Der Vektor pUC19-

Cnl1-C wurde 12 h bei 25°C mit dem Restriktionsenzym Smal inkubiert. AnschlieRend

wurden das PCR-Produkt und der geschnittene Vektor durch Agarose-Gelelektrophorese

autgetrennt und die entsprechenden DNA-Fragmente ausgeschnititen. Die Aufreinigung

der DNAerfolgte mittels Qiagen Gel Purification Kit gemaf& Herstellerangaben. Anschlie-

f$end wurden Vektor und PCR-Produktligiert. Dazu wurde das Rapid Ligation Kit von

Roche verwendet. Das entstandene Plasmid pUC19-Cnl1C_Cni1B_OCS wurde durch

Sequenzierung verifiziert.

In einem weiteren Schritt wurde der OCS-Terminator fur Cnl1B eingefigt. Dazu wurde

die PCR mit folgenden Primer durchgefihrt:

OCS2 5’: aggcctcctgctttaatgagatatgcgagac

OCS2 3’: cccgggcggacaatcagtaaatigaacggag

Zusammensetzung des PCR-Ansatzes(50 ul):

5,00 pl Template cDNA

5,00 ul 10x Puffer (Advantage-Polymerase) + 25mM MgClz

5,00 pl 2mM dNTP
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1,25 pl je Primer (10 pmol/pl)

0,50 pl Advantage-Polymerase (Clontech)

Reaktionsbedingungen der PCR:

Anlagerungstemperatur: 1 min 55°C

Denaturierungstemperatur: 1 min 94°C

Elongationstemperatur: 2 min 72°C

Anzahl der Zyklen: 35

Das PCR-Produkt wurde zuerst fur 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym Stul und

dann fur 12 h bei 25°C mit dem Restriktionsenzym Smal inkubiert. Der Vektor

pUC19-Cni1C_Cni1B_OCS wurde fur 12 h bei 25°C mit dem Restriktionsenzym Smal

inkubiert. AnschlieBend wurden das PCR-Produkt und der geschnittene Vektor durch

Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und die entsprechenden DNA-Fragmente aus-

geschnitten. Die Aufreinigung der DNA erfolgte mittels Qiagen Gel Purification Kit gemaf

Herstellerangaben. Anschlief&end wurden Vektor und PCR-Produktligiert. Dazu wurde

das Rapid Ligation Kit von Roche verwendet. Das entstandene Plasmid pUC19-

CnliC_Cni1B_OCS2 wurde durch Sequenzierungverifiziert.

Im nachsten Schritt wurde der Cni1-A Promotor durch PCR mittels folgender Primer

amplifiziert:

Cnl1-B 5’: aggcctcaacggticcggcggtatagag

Cnl1-B 3°: aggccttctagactgcaggcggccgcccgcattttttggtggtgattggt

Zusammensetzung des PCR-Ansatzes(50 ul):

5,00 pl Template cDNA

5,00 pl 10x Puffer (Advantage-Polymerase) + 25mM MgClz

5,00 pl 2mM dNTP
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1,25 ul je Primer (10 pmol/ul)

0,50 pl Advantage-Polymerase (Clontech)

Reaktionsbedingungen der PCR:

Anlagerungstemperatur: 1 min 55°C

Denaturierungstemperatur: 1 min 94°C

Elongationstemperatur: 2 min 72°C

Anzahl der Zyklen: 35

Das PCR-Produkt wurde fur 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym Stul inkubiert. Der

Vektor pUC19-Cnl1-C wurde ftir 12 h bei 25°C mit dem Restriktionsenzym Smal inku-

biert. Anschlie&end wurden das PCR-Produkt und der geschnittene Vektor durch Agaro-

se-Gelelektrophorese aufgetrennt und die entsprechenden DNA-Fragmente ausgeschnit-

ten. Die Aufreinigung der DNA erfolgte mittels Qiagen Gel Purification Kit gemaf Herstel-

lerangaben. AnschlieSend wurden Vektor und PCR-Produktligiert. Dazu wurde das Ra-

pid Ligation Kit von Roche verwendet. Das entstandene Plasmid pUC19-

CnliC_Cnii1B_Cni1A_OCS2 wurde durch Sequenzierungverifiziert.

In einem weiteren Schritt wurde der OCS-Terminator fur Cnl1A eingefiigt. Dazu wurde

die PCR mit folgenden Primer durchgefihrt:

OCS2 5’: ggcctcctgctttaatgagatatgcga

OCS2 3’: aagcttggcgcgccgagctcgtcgacggacaatcagtaaattgaacggaga

Zusammensetzung des PCR-Ansatzes(50 ul):

5,00 pl Template cDNA

5,00 pl 10x Puffer (Advantage-Polymerase) + 25mM MgClz

5,00 pl 2mM dNTP

1,25 pl je Primer (10 pmol/pl)

0,50 pl Advantage-Polymerase (Clontech)
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Reaktionsbedingungen der PCR:

Anlagerungstemperatur: 1 min 55°C

Denaturierungstemperatur: 1 min 94°C

Elongationstemperatur: 2 min 72°C

Anzahl der Zyklen: 35

Das PCR-Produkt wurde zuerstfur 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym Stul und

dann fir 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym Hindill inkubiert. Der Vektor

pUC19-Cnl1C_CnliB_Cni1A_OCS2 wurdefur 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym

Stul und fur 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym Hindill inkubiert. Anschliefend

wurden das PCR-Produkt und der geschnittene Vektor durch Agarose-Gelelektrophorese

aufgetrennt und die entsprechenden DNA-Fragmente ausgeschnitten. Die Aufreinigung

der DNAerfolgte mittels Qiagen Gel Purification Kit gemaf& Herstellerangaben. Anschlie-

Rend wurden Vektor und PCR-Produktligiert. Dazu wurde das Rapid Ligation Kit von

Roche verwendet. Das entstandene Plasmid pUC19-Cni1C_Cnl1B_Cnl1A_OCS3 wurde

durch Sequenzierungverifiziert.

Das Plasmid pUC19-CniNC_CnliB_Cni1A_OCS3 wurde im nachsten Schritt zur Klonie-

rung der AG-, A5-Desaturase und AG-Elongase verwendet. Dazu wurde die AG-

Desaturase aus Phytium irregulare (WO02/26946) mit folgenden PCR-Primern amplifi-

ziert:

D6Des(Pir) 5’: agatctatggtggacctcaagcctggagtg

D6Des(Pir) 3’: ccatggcccgggttacatcgctgggaactcggtgat

Zusammensetzung des PCR-Ansatzes(50 ul):

5,00 pl Template cDNA

5,00 pl 10x Puffer (Advantage-Polymerase) + 25mM MgClz

5,00 pl 2mM dNTP
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1,25 pul je Primer (10 pmol/ul)

0,50 pl Advantage-Polymerase (Clontech)

Reaktionsbedingungen der PCR:

Anlagerungstemperatur: 1 min 55°C

Denaturierungstemperatur: 1 min 94°C

Elongationstemperatur: 2 min 72°C

Anzahl der Zyklen: 35

Das PCR-Produkt wurde zuerst fur 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym Bglll und

dann fur 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym Necol inkubiert. Der Vektor

pUC19-Cni1C_Cnl1B_Cni1A_OCS3 wurdefur 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym

Bglll und fur 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym Ncol inkubiert. AnschlieRend wur-

den das PCR-Produkt und der geschnittene Vektor durch Agarose-Gelelektrophorese

aufgetrennt und die entsprechenden DNA-Fragmente ausgeschnitten. Die Aufreinigung

der DNAerfolgte mittels Qiagen Gel Purification Kit gemafs Herstellerangaben. Anschlie-

Rend wurden Vektor und PCR-Produktligiert. Dazu wurde das Rapid Ligation Kit von

Roche verwendet. Das entstandene Plasmid pUC19-Cnl1_d6Des(Pir) wurde durch Se-

quenzierungverifiziert.

Das Plasmid pUC19-Cni1_d6Des(Pir) wurde im nachsten Schritt zur Klonierung der A5-

Desaturase aus Thraustochytrium ssp. (WO02/26946) verwendet. Dazu wurde die A5-

Desaturase aus Thraustochytrium ssp. mit folgenden PCR-Primern amplifiziert:

D5Des(Tc) 5’: gqgatccatgqggcaagggcagcgagggccg

D5Des(Tc) 3’: ggcgccgacaccaagaagcaggactgagatatc

Zusammensetzung des PCR-Ansatzes(50 ul):

5,00 pl Template cDNA

5,00 pl 10x Puffer (Advantage-Polymerase) + 25mM MgClz

217 of 1119 CSIRO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 1009218 of 1119

10

15

20

25

30

BASF Plant Science GmbH AE20060780

78

5,00 pl 2mM dNTP

1,25 pl je Primer (10 pmol/ul)

0,50 pl Advantage-Polymerase (Clontech)

Reaktionsbedingungen der PCR:

Anlagerungstemperatur: 1 min 55°C

Denaturierungstemperatur: 1 min 94°C

Elongationstemperatur: 2 min 72°C

Anzahl der Zyklen: 35

PF 58307

Das PCR-Produkt wurde zuerst fir 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym BamHI und

dannftir 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym EcoRV inkubiert. Der Vektor

pUC19-Cni1_d6Des(Pir) wurde flr 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym BamHI und

fir 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym EcoRV inkubiert. Anschlie&end wurden das

PCR-Produkt und der geschnittene Vektor durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt

und die entsprechenden DNA-Fragmenie ausgeschnitten. Die Aufreinigung der DNA

erfolgte mittels Qiagen Gei Purification Kit gemaf% Herstellerangaben. AnschlieRend wur-

den Vektor und PCR-Produkt ligiert. Dazu wurde das Rapid Ligation Kit von Roche ver-

wendet. Das entstandene Plasmid pUC19-Cnl1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc) wurde durch Se-

quenzierungverifiziert.

Das Plasmid pUC19-CnI1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc) wurde im nachsten Schritt zur Klonie-

rung der A6-Elongase aus Physcomitrella patens (WO01/59128) verwendet, wozu diese

mit folgenden PCR-Primern amplifiziert wurde:

DG6Elo(Pp) 5’: geggccgcatggaggicgtggagagatictacggtg

DGElo(Pp) 3°: gcaaaagggagctaaaactgagtgatctaga

Zusammensetzung des PCR-Ansatzes(50 ul):
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5,00 pl Template cDNA

5,00 pl 10x Puffer (Advantage-Polymerase) + 25mM MgClz2

5,00 pl 2mM dNTP

1,25 pl je Primer (10 pmol/ul)

0,50 ul Advantage-Polymerase (Clontech)

Reaktionsbedingungen der PCR:

Anlagerungstemperatur: 1 min 55°C

Denaturierungstemperatur: 1 min 94°C

Elongationstemperatur: 2 min 72°C

Anzahl der Zyklen: 35

Das PCR-Produkt wurde zuerst ftir 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym Notl und

dannfur 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym Xbal inkubiert. Der Vektor

pUC19-Cni1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc) wurde flr 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym

Notl und fur 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym Xbal inkubiert. AnschlieRend wur-

den das PCR-Produkt und der geschnittene Vektor durch Agarose-Gelelektrophorese

aufgetrennt und die entsprechenden DNA-Fragmente ausgeschnitten. Die Aufreinigung

der DNAerfolgte mittels Qiagen Gel Purification Kit gemaf Herstellerangaben. Anschlie-

Rend wurden Vektor und PCR-Produktligiert. Dazu wurde das Rapid Ligation Kit von

Roche verwendet. Das entstandene Plasmid pUC19-

Cnli_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_DGElo(Pp) wurde durch Sequenzierungverifiziert.

Ausgehend von pUC19-Cnl1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6GElo(Pp) wurde der binare Vektor

fur die Pflanzentransformation hergestellt. Dazu wurde

pUC19-Cnl1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp) fiir 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsen-

zym Ascl inkubiert. Der Vektor pGPTV wurdein gleicher Weise behandelt. Anschliefend

wurden das Fragment aus pUC19-CnI1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp) und der ge-

schnittene pGPTV-Vektor durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und die ent-

sprechenden DNA-Fragmente ausgeschnhitten. Die Aufreinigung der DNA erfoigte mittels

Qiagen GelPurification Kit gemaf Herstellerangaben. AnschlieRend wurden Vektor und

219 of 1119 CSIRO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 1009220 of 1119

10

15

20

25

30

BASF Plant Science GmbH AE20060780 PF 58307

80

PCR-Produktligiert. Dazu wurde das Rapid Ligation Kit von Roche verwendet. Das ent-

standene Plasmid pGPTV- Cnl1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6GElo(Pp) wurde durch Se-

quenzierungverifiziert.

Ein weiteres Konstrukt, pGPTV-Cnl1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_DGE!lo(Pp)_D12Des(Co),

fand Verwendung. Dazu wurde ausgehend von pUC19-Cni1C_OCS mit folgenden Pri-

mem amplifiziert:

Cnl1_OCS 5’: gicgatcaacggttccggcggtatagagtig

Cnl1_OCS 3’: gtcgatcggacaatcagtaaattgaacggaga

Zusammensetzung des PCR-Ansatzes(50 ul):

5,00 pl Template cDNA

5,00 pl 10x Puffer (Advantage-Polymerase) + 25mM MgCla

5,00 pl 2mM dNTP

1,25 ul je Primer (10 pmol/l)

0,50 ul Advantage-Polymerase (Clontech)

Reaktionsbedingungen der PCR:

Anlagerungstemperatur: 1 min 55°C

Denaturierungstemperatur: 1 min 94°C

Elongationstemperatur: 2 min 72°C

Anzahl der Zyklen: 35

Das PCR-Produkt wurde fiir 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym Sall inkubiert. Der

Vektor pUC19 wurdefur 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym Salil inkubiert. An-

schlieRend wurden das PCR-Produkt und der geschnittene Vektor durch Agarose-

Gelelektrophorese aufgetrennt und die entsprechenden DNA-Fragmente ausgeschnitten.

Die Aufreinigung der DNAerfolgte mittels Qiagen Gel Purification Kit gemafs Hersteller-

angaben. Anschlief&end wurden Vektor und PCR-Produktligiert. Dazu wurde das Rapid
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Ligation Kit von Roche verwendet. Das entstandene Plasmid pUC19-Cni1_OCS wurde

durch Sequenzierungverifiziert.

In einem weiteren Schritt wurde das A12-Desaturase-Gen aus Calendula officinalis

(VWVO01/85968) in pUC19-CnI1_OCSkloniert. Dazu wurde d12Des(Co) mit folgenden

Primern amplifiziert:

D12Des(Co) 5’: agatctatgggtgcaggcggtcgaatgc

D12Des(Co) 3’: ccatggttaaatcttattacgatacc

Zusammensetzung des PCR-Ansaitzes(50 ul):

5,00 pl Template cDNA

5,00 pl 10x Puffer (Advantage-Polymerase) + 25mM MgClz

5,00 pl 2mM dNTP

1,25 ul je Primer (10 pmol/ul)

0,50 ul Advantage-Polymerase (Clontech)

Reaktionsbedingungen der PCR:

Anlagerungstemperatur: 1 min 55°C

Denaturierungstemperatur: 1 min 94°C

Elongationstemperatur: 2 min 72°C

Anzahl der Zyklen: 35

Das PCR-Produkt wurde fiir 2 h bei 37°C mit dem Restriktionsenzym BglII und anschlie-

fend fur 2 h bei gleicher Temperatur mit Ncol inkubiert. Der Vektor pUC19-CnI1_OCS

wurdein gleicher Weise inkubiert. AnschlieRend wurden das PCR-Fragment und der

geschnittene Vektor durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und die entsprechen-

den DNA-Fragmente ausgeschnitten. Die Aufreinigung der DNA erfolgte mittels Qiagen

GelPurification Kit gemaf& Herstellerangaben. AnschlieBend wurden Vektor und PCR-

221 of 1119 CSIRO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 1009222 of 1119

10

15

20

25

30

BASF Plant Science GmbH AE20060780 PF 58307

82

Produktligiert. Dazu wurde das Rapid Ligation Kit von Roche verwendet. Das entstan-

dene Plasmid pUC19-Cnl1_D12Des(Co) wurde durch Sequenzierungverifiziert.

Das Plasmid pUC19-Cni1_D12Des(Co), sowie das Plasmid

pUC19-Cnl1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp) wurdenfir 2 h bei 37°C mit dem Restrik-

tionsenzym Sall inkubiert. Anschlief&end wurde das Vektor-Fragment sowie der Vektor

durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und die entsprechenden DNA-Fragmente

ausgeschnitten. Die Aufreinigung der DNA erfolgte mittels Qiagen Gel Purification Kit

gemafs Herstellerangaben. Anschlie&end wurden Vektor und Vektor-Fragmentligiert.

Dazu wurde das Rapid Ligation Kit von Roche verwendet. Das entstandene Plasmid

pUC19-Cnl1_ d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp)_D12Des(Co) wurde durch Sequenzie-

rung verifiziert.

Ausgehend von pUC19-Cnli1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp)_D12Des(Co) wurde der

binare Vektor fur die Pflanzentransformation hergesteilt. Dazu wurde

pUC19-Cni1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp)_D12Des(Co)ftir 2 h bei 37°C mit dem

Restriktionsenzym Ascl inkubiert. Der Vektor pGPTV wurdein gleicher Weise behandelt.

AnschlieRend wurden das Fragment aus

pUC19-Cni1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp)_D12Des(Co) und der geschnittene

pGPTV-Vektor durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und die entsprechenden

DNA-Fragmente ausgeschnitten. Die Aufreinigung der DNA erfolgte mittels Qiagen Gel

Purification Kit gemaf Herstellerangaben. AnschlieRend wurden Vektor und PCR-

Produktligiert. Dazu wurde das Rapid Ligation Kit von Roche verwendet. Das entstan-

dene Plasmid pGPTV- Cnl1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)_D6Elo(Pp)_D12Des(Co) wurde

durch Sequenzierungverifiziert.

Ein weiteres Beispie! fur die Verwendung von samenspezifischen Expressionskonstruk-

ten ist der Napin Promotor. In Wuet al. (2005) Nat. Biotech. 23:1013-1017 ist die Her-

stellung dieser Expressionskonstrukte in den Vektoren pGPTV oder pSUN beschrieben.
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Ein weiterer fiir die Pflanzentransformation geeigneter Vektor ist pSUN2. Um die Zahl

der im Vektor enthaltenen Expressionskassetten auf mehrals vier zu erh6hen wurde

dieser Vektor in Kombination mit dem Gateway-System (Invitrogen, Karlsruhe) verwen-

det. Dazu wurdein den Vektor pSUN2 gemafB Herstellerangaben die Gateway-Kassette

A wie folgendermaken beschrieben, eingefigt:

Der pSUN2 Vektor (1 ug) wurde 1 h mit dem Restriktionsenzym EcoRV bei 37° inkubiert.

AnschlieRend wurde die Gateway-Kassette A (Invitrogen, Karlsruhe) in den geschnitte-

nen Vektorligiert mittels des Rapid Ligation Kits von Roche, Mannheim. Das entstande-

ne Plasmid wurdein E. coli DB3.1 Zellen (Invitrogen) transformiert. Das isolierte Plasmid

pSUN-GW wurde anschlieRend durch Sequenzierung verifiziert.

Im zweiten Schritt wurde die Expressionskassette aus pUC19-

Cnl1_d6Des(Pir)_d5Des(Tc)DG6Elo(Pp)_D12Des(Co) mittels Ascl ausgeschnitten und in

den in gleicherweise behandelten Vektor pSUN-GWligiert. Das so entstandene Plasmid

pSUN-4G wurde fur weitere Genkonstrukte verwendet.

Dazu wurde zuerst gemaR Herstellerangaben(Invitrogen) ein pENTR-Kion modifiziert.

Das Plasmid pENTR1A (Invitrogen) wurde 1 h bei 37° mit dem Restriktionsenzym EcoRI

inkubiert, anschlieRend fur 30 min mit Kienow-Enzym, sowie einem 1 UM dNTP-Mix be-

handelt und dann der Ascl-Adapter (5’-ggcgcgcc; am 5’-Ende phosphoryliert, dop-

pelstrangig) in den pENTR1A-Vektor liegiert. In diesen modifizierten wurde wie oben be-

schrieben schrittweise Gene in die Cni-Kassette eingefugt und Uber Ascl in den pENTR-

Vektor Ubertragen, wodurch der pENTR-Cni-Vektor entstand.

In einem weiteren Schritt wurde das Konstrukt pSUN-8Ghergestellt. Dazu wurden 5’-

und 3’-Primerfur die Gene mit den SEQ ID NOs: 1, 3, 5 und 7 mit den oben beschriebe-

nen Restriktionsschnittstellen sowie den ersten und jeweils !etzten 20 Nukleotiden des

offenen Leserahmenserstellt und mit den Standardbedingungen(siehe oben) amplitiziert

und in den pENTR-Cnl-Vektorligiert, der anschlieRend einer Rekombinationsreaktion

nach Herstellerangaben mit dem Vektor pSUN-4G unterworfen wurde.
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Dadcurch wurde das Konstrukt pSUN-8G hergestellt, das in Brassica juncea bzw. Brassi-

ca napustransformiert wurde. Die Samen der transgenen Pflanzen wurden durch

Gaschromatographie analysiert.

Ein weiteres Konstrukt, dass fur die Transformation von B. juncea und B. napus verwen-

det wurde, war das Konstrukt pSUN-9G. Dieses Konstrukt wurde entsprechend zu Wu et

al. (2005) Nat. Biotech. 23:1013-1017 mit dem Napin Promotor dargestellt. In Modifikati-

on zu Wu et al. 2005 wurde anstelle des Genes OmELO die kodierende Sequenz von

OtELO2.2 in der beschriebenen Art eingesetzt. Das erhaltene Konstrukt pSUN-8G wurde

dannin B. juncea bzw. B. napus transformiert.

Beispiel 8: —_Lipidextraktion aus Pflanzenmaterial

Die Auswirkung der genetischen Modifikation in Pflanzen auf die Produktion einer ge-

wunschten Verbindung (wie einer Fettsaure) kann bestimmt werden, indem die modifi-

zierte Pflanze unter geeigneten Bedingungen (wie den vorstehend beschriebenen) ge-

zuchtet wird und das Medium und/oderdie zellularen Komponenten auf die erhdéhte Pro-

duktion des gewUnschten Produktes (d.h. der Lipide oder einer Fettsaure) untersucht

werden. Diese Analysetechniken sind dem Fachmannbekannt und umfassen Spektro-

skopie, Dunnschichtchromatographie, Farbeverfahren verschiedener Art, enzymatische

und mikrobiologische Verfahren sowie analytische Chromatographie, wie Hochieistungs-

Fiussigkeitschromatographie (siehe beispielsweise Ullman, Encyclopedia of Industrial

Chemistry, Bd. A2, S. 89-90 und S. 443-613, VCH: Weinheim (1985); Fallon A.et al.

(1987) “Applications of HPLC in Biochemistry“ in: Laboratory Techniques in Biochemistry

and Molecular Biology, Bd. 17; Rehm et al. (1993) Biotechnology, Bd. 3, Kapitel III:

“Product recovery and purification’, S. 469-714, VCH: Weinheim; Belter, P.A. etal.

(1988) Bioseparations: downstream processing for Biotechnology, John Wiley and Sons;

Kennedy, J.F., und Cabral, J.M.S. (1992) Recovery processesfor biological Materials,

John Wiley and Sons; Shaeiwitz, J.A., und Henry, J.D. (1988) Biochemical Separations,

in: Ulmann’s Encyclopedia of Industrial Chemistry, Bd. B3; Kapitel 11, S. 1-27, VCH:

Weinheim; und Dechow,F.J. (1989) Separation and purification techniques in biotechno-

logy, Noyes Publications).
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Neben den oben erwahnten Verfahren werden Pflanzenlipide aus Pflanzenmaterial wie

von Cahoonetal. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96 (22): 12935-12940, und Browse

et al. (1986) Analytic Biochemistry 152:141-145 beschrieben extrahiert. Die qualitative

und quantitative Lipid- oder Fettsaureanalyse ist beschrieben bei Christie, William W.,

Advancesin Lipid Methodology, Ayr/Scotland: Oily Press (Oily Press Lipid Library; 2);

Christie, William W., Gas Chromatography and Lipids. A Practical Guide - Ayr, Scotland:

Oily Press, 1989, Repr. 1992, IX, 307 S. (Oily Press Lipid Library; 1); “Progress in Lipid

Research, Oxford: Pergamon Press, 1 (1952) - 16 (1977) u.d.T.: Progress in the Chemis-

try of Fats and Other Lipids CODEN.

Zusatzlich zur Messung des Endproduktes der Fermentation ist es auch mdglich, andere

Komponenten der Stoffwechselwegezu analysieren, die zur Produktion der gewUnsch-

ten Verbindung verwendet werden, wie Zwischen- und Nebenprodukte, um die Gesamt-

effizienz der Produktion der Verbindung zu bestimmen. Die Analyseverfahren umfassen

Messungen der Nahrstoffmengen im Medium (z.B. Zucker, Kohienwasserstoffe, Stick-

stoffquellen, Phosphat und andere lonen), Messungen der Biomassezusammensetzung

und des Wachstums, Analyse der Produktion Ublicher Metabolite von Biosynthesewegen

und Messungen von Gasen,die wahrend der Fermentation erzeugt werden. Standard-

verfahren fur diese Messungen sind in Applied Microbial Physiology; A Practical Appro-

ach, P.M. Rhodes und P.F. Stanbury, Hrsgb., IRL Press, S. 103-129; 131-163 und 165-

192 (ISBN: 0199635773) und darin angegebenenLiteraturstellen beschrieben.

Ein Beispiel ist die Analyse von Fettsauren (AbkUrzungen: FAME, Fettsauremethylester;

GC-MS, Gas-Fitssigkeitschromatographie-Massenspektrometrie; TAG, Triacyiglycerin;

TLC, DUnnschichtchromatographie).

Der unzweideutige Nachweis fur das Vorliegen von Fettsaureprodukten kann mittels A-

nalyse rekombinanter Organismen nach Standard-Analyseverfahren erhalten werden:

GC, GC-MSoder TLC, wie verschiedentlich beschrieben von Christie und den Literatur-

stellen darin (1997, in: Advances on Lipid Methocology, Vierte Aufl.: Christie, Oily Press,
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Dundee, 119-169; 1998, Gaschromatographie-Massenspektrometrie-Verfahren, Lipide

33:343-353).

Das zu analysierende Material kann durch Ultraschallbehandiung, Mahlenin der Glas-

muhle,flussigen Stickstoff und Mahlen oder Uber andere anwendbare Verfahren auf-

gebrochen werden. Das Material muss nach dem Aufbrechen zentrifugiert werden. Das

Sediment wird in Aqua dest. resuspendiert, 10 min bei 100°C erhitzt, auf Eis abgekuhit

und erneut zentrifugiert, gefolgt von Extraktion in 0,5 M Schwefelsdure in Methanol mit

2 % Dimethoxypropan fiir 1 Std. bei 90°C, was zu hydrolysierten OI- und Lipidverbindun-

gen fuhrt, die transmethylierte Lipide ergeben. Diese Fettsauremethylester werdenin

Petrolether extrahiert und schlieBlich einer GC-Analyse unter Verwendungeiner Kapil-

larsaule (Chrompack, WCOT Fused Silica, CP-Wax-52 CB, 25 mikrom, 0,32 mm) bei

einem Temperaturgradienten zwischen 170°C und 240°C fur 20 min und 5 min bei

240°C unterworfen. Die Identitat der erhaltenen Fettsauremethylester muss unter Ver-

wendung von Standards, die aus kommerziellen Quellen erhdaltlich sind (d.h. Sigma),

definiert werden.

Pflanzenmaterial wird zunachst mechanisch durch M6rsern homogenisiert, um es einer

Extraktion zuganglicher zu machen.

Dann wird 10 min auf 100°C erhitzt und nach dem Abkihlen auf Eis erneut sedimentiert.

Das Zelisediment wird mit 1 M methanolischer Schwefelsaure und 2 % Dimethoxypropan

fur 1h bei 90°C hydrolysiert und die Lipide transmethyliert. Die resultierenden Fettsdaure-

methylester (FAME) werdenin Petrolether extrahiert. Die extrahierten FAME werden

durch Gasflussigkeitschromatographie mit einer Kapillarsaule (Chrompack, WCOTFu-

sed Silica, CP-Wax-52 CB, 25 m, 0,32 mm) und einem Temperaturgradienten von 170°C

auf 240°C in 20 min und 5 min bei 240°C analysiert. Die Identitat der Fettsauremethyles-

ter wird durch Vergleich mit entsprechenden FAME-Standards (Sigma) bestatigt. Die

Identitat und die Position der Doppelbindung kann durch geeignete chemische Derivati-

sierung der FAME-Gemische z.B. zu 4,4-Dimethoxyoxazolin-Derivaten (Christie, 1998)

mittels GC-MS weiter analysiert werden.
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Beispiel 9: Verwendung der optimierten A5-Elongase (wie in SEQ ID NO:64 dargesteilt)

aus Ostreococcus tauri fir Konstrukte zur konstitutiven Expression

Fur die Transformation von Pflanzen wurden Transformationsvektoren auf Basis von

pGPTV-35S, eines Plasmids basierend auf pBIN19-35S (Bevan M. (1984) Nucl. Acids

Res. 18:203) erzeugt. Dazu wurde zunachst in einem pUC-Vektor eine Expressionskas-

sette bestehend aus dem Promotor-Element CaMV35S (Seq ID No. 161) sowie dem

35S-Terminator (SEQ ID NO. 162; Franck, A. et al. (1980) Cell 21 (1): 285-294) zusam-

mengesetzt. Dabei wurde der Promotor Uber die Restriktionsschnittstellen Sall/Xbal und

der Terminator Uber die Restriktionsschnittstellen BamHI/Smal eingesetzt. An den Ter-

minator wurde auferdem ein Polylinker mit der Xhol Schnittstelle angehangt(,triple liga-

tion’). Das entstandene Plasmid pUC19-35S wurde dann fur die Klonierung von PUFA

Genen eingesetzt. Es wurden paralle! die offenen Leserahmen der A6-Desaturase- (SEQ

ID NO. 1), der A5-Desaturase- (SEQ ID NO. 51) und A6-Elongase- (SEQ ID NO. 171)

Sequenzen Uber die EcoRV-Schnittstelle in pUC19-35S Vektoren eingeftgt. Die ent-

standenen Plasmide pUC-D6, pUC-D5, pUC-E6(Tc) wurdenftir die Erstellung des bina-

ren Vektors pGPTV-35S_D6D5E6(Tc) verwendet. Dazu wurde der Vektor pGPTV mit

dem Enzym Salil, das Plasmid pUC-D6 mit Sall/Xhol verdaut und die korrekten Fragmen-

te ligiert. Das entstandene Plasmid pGPTV-D6 wurde anschlieRend mit Sall, das Plas-

mid pUC-D5 mit Sall/Xhol verdaut und die korrekten Fragmenteligiert. Das entstandene

Plasmid pGPTV-D6-D5 wurde dannein weiteres Mal mit Sail verdaut, das Plasmid pUC-

E6(Tc) mit Sall/Xhol und die korrekten Fragmenteligiert. Aus diesen sequentiellen Klo-

nierungsschritten entstand der binare Vektor pGPTV-D6D5E6(Tc), der fur die Transfor-

mation eingesetzt wurde.

In einer weiteren AusfUhrung wurde an Stelle der Sequenz d6Elo(Tc) die Sequenz von

d6Elo(Tp) (SEQ ID NO. 163} in den Vektor pUC19-35S eingesetzt. Das entstandene

Plasmid pUC- E6(Tp) wurde zur Herstellung des binaren Vektors pGPTV-

35S_D6D5E6(Tp) verwendet.

In einer weiteren Ausfhrung wurde der offene Leserahmen der w3Des(SEQ ID NO.

193) in pUC19-35S kloniert. Das entstandene Plasmid pUC-«w3Pi wurde uber Sall/Xhol in
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die binaren Vektoren pGPTV-D6D5E6(Tc) und pGPTV-D6D5E6(Tp) Ubertragen. Die

entstandenen Vektoren pGPTV-D6D5E6(Tc)a3Pi und pGPTV-D6D5E6(Tp)m3Pi wurden

fur die Pflanzentransformation eingesetzt.

In einer weiteren Ausfihrung wurde der offene Leserahmen der optimierten A5-Elongase

aus Ostreococcustauri (Seq ID No. 64), sowie der offene Leserahmen der A4-

Desaturase aus Thraustochytrium sp. (Seq ID No. 77) in pUC19-35S kioniert. Die ent-

standenen Plasmide pUC-E5 und pUC-D4 wurden dann Uber Sail/Xhol entsprechend

obiger Angabenin den Vektor pGPTV-D6D5E6(Tp)w3Pi Ubertragen. Der entstandene

Vektor pGPTV-D6D5E6(Tp)w3PiE5D4 wurde fur die Pflanzentransformation eingesetzt.

Alle binadren Vektoren wurdenin E. coli DH5a-Zellen (Invitrogen) nach Herstellerangaben

transformiert. Positive Klone wurden durch PCR identifiziert und Plasmid-DNAisoliert

(Qiagen Dneasy).

Beispiel 10: Transformation der konstitutiven binaren Vektoren in Pflanzen

a) Erzeugung transgene Brassica napus bzw. Brassica juncea Pflanzen

Es wurde das Protokoll zur Transformation von Rapspflanzen verwendet (verandert nach

Moloneyet al. (1992) Plant Cell Reports 8:238-242).

Zur Erzeugung transgener Pflanzen wurde der binare Vektor pGPTV-

D6D5E6(Tp)w3PiE5D4 in Agrobacterium tumefaciens C58C 1:pGV2260 transformiert

(Deblaereet al. (1984) Nucl. Acids. Res. 13: 4777-4788). Zur Transformation von Ory-

chophragmusviolaceus wurde eine 1:50 Verdiinnung einer Ubernachtkultur einer positiv

transformierten Agrobakterienkolonie in Murashige-Skoog Medium (Murashige und

Skoog (1962) Physiol. Plant. 15: 473) mit 3 % Saccharose (3MS-Medium) verwendet.

Petiolen oder Hypokotyledonenfrisch gekeimtersteriler Pflanzen (zu je ca. 1 cm?) wur-

den in einer Petrischale mit einer 1:50 Agrobakterienverdtinnung ftir 5-10 Minuten inku-

biert. Es folgt eine 3-tagige Koinkubation in Dunkelheit bei 25°C auf 3MS-Medium mit

0,8 % Bacto-Agar. Die Kultivierung wurde anschlieBend mit 16 Stunden Licht / 8 Stunden

Dunkelheit und in wochentlichem Rhythmus auf MS-Medium mit 500 mg/! Claforan (Ce-

fotaxime-Natrium), 15 mg/i Kanamycin, 20 uM Benzylaminopurin (BAP) und 1,6 g/l Glu-
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kose weitergefthrt. Wachsende Sprosse wurden auf MS-Medium mit 2 % Saccharose,

250 mg/I Claforan und 0,8 % Bacto-Agar Uberfuhrt. Bildeten sich nach drei Wochenkei-

ne Wurzeln, wurde dem Medium als Wachstumshormon2-indolbuttersaure zum Bewur-

zeln zugegeben.

Regenerierte Sprosse wurden auf 2MS-Medium mit Kanamycin und Claforan erhalten,

nach Bewurzelungin Erde uberfuhrt und nach Kultivierung fur zwei Wochenin einerKli-

makammeroder im Gewachshaus angezogen,zur Bliite gebracht, reife Samen geerntet

und mittels Lipidanalysen auf Elongase-Expression wie A-6-Elongaseaktivitat oder A-5-

oder A-6-Desaturaseaktivitat untersucht. Linien mit erhéhten Gehalten an mehrfach un-

gesattigten C20- und C22-Fetitsauren wurdensoidentifiziert.

b) Erzeugung transgener Orychophragmusviolaceus Pflanzen

Es wurde das Protokoll zur Transformation von Rapspflanzen verwendet (verandert nach

Moloneyet al. (1992) Plant Cell Reports 8:238-242) wie unter a) beschrieben, angewen-

det.

Zur Erzeugung transgener Pflanzen wurde der binare Vektor pGPTV-

D6D5E6(Tp)m3PiE5D4 in Agrobacterium tumefaciens C58C 1:pGV2260 transformiert

(Deblaereet al. (1984) Nucl. Acids. Res. 13: 4777-4788). Zur Transformation von Ory-

chophragmusviolaceus wurde eine 1:50 Verdiinnung einer Ubernachtkultur einer positiv

transformierten Agrobakterienkolonie in Murashige-Skoog Medium (Murashige und

Skoog (1962) Physiol. Plant. 15: 473) mit 3 % Saccharose (3MS-Medium) verwendet.

Petiolen oder Hypokotyledonenfrisch gekeimter steriler Pflanzen (zu je ca. 1 cm?) wur-

den in einer Petrischale mit einer 1:50 Agrobakterienverdtinnung fur 5-10 Minuten inku-

biert. Es folgt eine 3-tagige Koinkubation in Dunkelheit bei 25°C auf 3MS-Medium mit

0,8 % Bacto-Agar. Die Kultivierung wurde anschlieRend mit 16 Stunden Licht / 8 Stunden

Dunkelheit und in w6chentlichem Rhythmus auf MS-Medium mit 500 mg/l Claforan (Ce-

fotaxime-Natrium), 15 mg/l Kanamycin, 20 uM Benzylaminopurin (BAP) und 1,6 g/l Glu-

kose weitergefUhrt. Wachsende Sprosse wurden auf MS-Medium mit 2 % Saccharose,

250 mg/l Claforan und 0,8 % Bacto-Agar Uberfuhrt. Bildeten sich nach drei Wochen kei-
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ne Wurzeln, wurde dem Medium als Wachstumshermon 2-Indolbuttersaure zum Bewur-

zeln zugegeben.

Regenerierte Sprosse wurden auf 2MS-Medium mit Kanamycin und Claforan erhalten,

nach Bewurzelung in Erde tberfiihrt und nach Kultivierung fur zwei Wochenin einerKli-

makammeroder im Gewachshaus angezogen,zur Blite gebracht, reife Samen geerntet

und mittels Lipidanalysen auf Elongase-Expression wie A-6-Elongaseaktivitat oder A-5-

oder A-6-Desaturaseaktivitat untersucht. Linien mit erhéhten Gehalten an mehrfach un-

gesattigten C20- und C22-Fetisauren wurdensoidentifiziert.

Cc) Transformation von Arabidopsis thaliana Pflanzen

Es wurde das Protokoill von Bechthold et al. (1993) C.R. Acad. Sci. Ser. III Sci. Vie. 316:

1194-1199 angewendet.

Zur Erzeugung transgener Pflanzen wurde der erzeugte binare Vektor pGPTV-

D6D5E6(Tp)w3PiE5D4 in Agrobacterium tumefaciens C58C 1:pMP90 transformiert

(Deblaere et al. (1984) Nucl. Acids. Res. 13: 4777-4788) und gemaf des Protokolls von

Bechthold et al. (1993) BlUten von Arabidopsis thaliana cv. Columbia 0 in eine Agrobak-

terien-L6sung mit OD600=1,0 getaucht. Der Vorgang wurde zwei Tage spater nochmals

wiederholt. Samen aus diesen Bluten wurden dann auf Agar-Platten mit 4% MS, 2% Sac-

charose und 50mg/L Kanamycin ausgelegt. Grune Keimlinge wurden dann auf Erde

transferiert.

Beispiel 11: Analyse von Pflanzenmaterial transgener Orychophragmus- bzw.Arabi-

dopsis-Pflanzen

Die Extraktion von Blattmaterial transgener Crychophragmusviolaceus und Arabidopsis

thaliana Pflanzen tranformiert mitpDGPTV-D6D5E6(Tp)w3PiE5D4 sowie die gaschroma-

tographische Analyse wurde wie in Beispiel 8 beschrieben durchgeftihrt. Tabelle 2 zeigt

die Ergebnisse der Analysen. Die verschiedenen Fettsauren sind in Gewichtsprozent

angegeben. Fur beide unterschiedliche Pflanzenarten konnte die Synthese von langket-

tigen, mehrfach ungesattigte Fetts4uren gezeigt werden. Uberraschenderweise konnte
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mit der optimierten Sequenz der A5-Elongase (wie in SEQ ID NO: 64 dargestellt) aus

Ostreococcustauri eine deutlich hGhere Ausbeute an DHA erhalten werden wie dies zum

Beispiel von Robert et al. (2005) Functional Plant Biology 32:473-479 flr Arabidopsis

thaliana mit 1,5% DHAberichtet wird. Fur Orychophragmus violaceus konnte zum ersten

Mal eine Synthese von langkettigen, mehrfach ungesattigten Fettsauren erzielt werden.

Beispiel 11: Analyse von Samen von transgener Brassica juncea Linien

Die Extraktion von Samen von transgenenBrassica juncea Pflanzen trantormiert mit

PSUN-9G sowie die gaschromatographische Analyse wurde wie in Beispiel 8 beschrie-

ben durchgefthrt. Tabelle 6 zeigt die Ergebnisse der Analysen. Die verschiedenen Fett-

sauren sind in Flachenprozent angegeben. Wie in Wu et al. 2005 konnte die Synthese

von langkettigen mehrfachungesattigen Fettsduren (PUFA) gezeigt werden. Uberra-

schenderweise resultierte die Verwendung der modifizierten Elongase-Sequenz OtE-

LO2.2 wie in der durch die SEQ ID NO:64 beschriebenen Nukleinsauresequenz in einer

dramatischen Erhohung des Gehalts an C22 Fettsauren. Insgesamt enthielt das Samen-

dl etwa 8% Gew.-% mehrtachungsattigte C22-Fettsduren. Im speziellen war die Fettsau-

re Docosahexaensaure (DHA) zu 1,9% Gew.-% im Samendl enthalten, was einer Stei-

gerung um Faktor 10 im Vergleich zu Wuetal. 2005 darstelite.

Beispiel 12: Detaillierte Analyse der Lipidklassen und Positionsanalyse von Blatt-

material von O. violaceus

Etwa 1 g Blattgewebe wurde fur 10 Minuten bei 95°C in in 4 ml of lsopropanol erhitzt,

durch Polytron homogenisiert und nach der Zugabe von 1,5 ml Chloroform geschuttelt.

Die Proben wurdenzentrifugiert, der Uberstand gesammelt und das Pellet mit Isopropa-

nol:Chloroform 1:1 (v/v) nochmails extrahiert. Die beiden Extrakte wurden vereinigt, ge-

trocknet und in Chloroform geldést. Der Lipidextrakt wurde an einer Silica PrepSep-Saule

(Fisher Scientific, Nepean, Canada) in neutrale Lipide, Glykolipide und Phospholipide

vortraktioniert, wobei mit Chloroftorm:Essigsaure 100:1 (v/v), Aceton:Essigsaure 100:1

(v/v) bzw. Methanol:Chioroform:Wasser 100:50:40 (v/v/v) eluiert wurde. Diese Fraktionen

wurden auf Silica G-25 Dinnschichtchromatographieplatten (TLC; Macherey-Nagel, DU-
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ren, Germany) weiter aufgetrennt. Neutrale Lipide wurden mit He-

xan: Diethylether:Essigsaure (70:30:1), Glykolipide mit Chloroform:Methanol:Ammoniak

(65:25:4 v/v/v) und Phospholipide mit Chloroform:Methanol:Ammoniak:Wasser

(70:30:4:1 v/vAv/v) entwickelt. Die einzelnen Lipidklassen wurden nach dem Bespriihen

mit Primulin unter UV-Licht identifiziert, durch Abkratzen von den Platten entfernt, und

entwederfur die direkte Transmethylierung verwendet oder durch ein geeignetes L6-

sungsmittel fur die weitere Analyse extrahiert.

Entsprechend der beschnebenen Methoden konnten die verschiedenen Lipidklassen

(Neutral-, Phospho- und Galaktolipide) aufgetrennt und separat analysiert werden. Des-

weiteren wurden die Glycolipide auf die Position der einzelnen Fettsauren untersucht.

a) Regiospezifische Analyse der Triacylglyceride (TAG)

Drei bis funf mg der TLC-gereinigten TAG wurden unter Stickstoff in Glasr6hrchen ge-

trocknet, in wassrigem Puffer durch kurze Ultraschallbehandiung resuspenciert (1 M Tris

PH 8; 2.2% CaCle (w/v); 0.05% Gallensaize (w/v)) und fur 4 Minuten bei 40° C inkubiert.

Nach der Zugabe von 0.1 ml einer L6sung von Pankreaslipase (10 mg/ml in Wasser)

wurden die Probenfiir 3 Minuten kraftig gevortext und der Verdau durch Zugabe von 1

ml Ethanol und 1,5 ml 4 M HCl abgebrochen.Die teilweise verdauten TAG wurden

zweimal mit Diethylether extrahiert, mit Wasser gewaschen, getrocknet und in einem

kieinen Volumen Chloroform gelést. Monoacyigiycerole (MAG) wurden von den freien

Fettsauren und unverdauten TAGsauf einer TLC-Platte getrennt wie oben fir neutrale

Lipide beschrieben. Der Punkt, der den MAGs entsprach, wurde durch GC analyert und

stellte die sn-2-Position der TAG dar. Die Verteilung der Fettsauren an den verbleiben-

den sn-1- and sn-3-Positionen wurde nach der folgenden Formel berechnet: sn-1 + sn-3

= (TAG x 3- MAGY2.

Diese Positionsanalyse derTriacylglyceride ergab dabei, dass EPA und DHAin den Po-

sitionen sn-2 und sn-1/3 in ahnlichen Konzentrationen vorhanden sind, wahrend ARA

insgesamt nur in geringen Mengenin den Triacylglyceriden zu finden ist und hier haupt-

sachlich in der Position sn-2 (Tab. 3).
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b) Stereospezifische Analyse von Phospholipiden

Aufgetrenntes und extrahiertes Phosphatidylglykol (PG), Phosphatidylethanolamin (PE)

und Phosphatidylcholin (PC) wurden unter Nz getrocknet und in 0.5 mi Boratpuffer

(0.5M, pH 7.5, enthaltend 0.4 mM CaClz) resuspendiert. Nach einer kurzen Ultraschall-

behandlung wurden 5U der Phospholipase A2 aus dem Gift von Naja mossambica (Sig-

ma P-7778) und 2 ml Diethylether zugegeben und die Proben wurdenfir 2 Stunden bei

Raumtemperatur gevortext. Die Etherphase wurde getrocknet, der Verdau mit 0,3 ml 1M

HCl abgebrochen, und das Reaktionsgemisch wurde mit Chloroform:Methanol (2:1 v/v)

extrahiert. Die verdauten Phospholipide wurden durch TLC in Chloro-

form:Methanol:Ammoniak:Wasser (70:30:4:2 v/v/v/v) getrennt und Punkte, die den frei-

gesetzten freien Fettsauren und Lysophospholipiden entsprachen, wurden durch Kratzen

entfernt und direkt transmethyliert.

Die Positionsanalyse der Phospholipide zeigte eine Akkumulation von EPA und DHAin

der sn-2 Position von Phosphatidylcholin (PC), wahrend DHAin Phosphatidyi-

ethanolamin (PE) in sn-1 und sn-2 Position ahnlich verteilt war. In beiden Phospholipiden

war kein oder nur Spuren von ARA zu finden (Tab. 4). In Phosphatidylglycerol fanden

sich geringere Konzentrationen an EPA und DHAals in den anderen untersuchten

Phospholipiden, wobei auch in dieser Lipidklasse eine Akkumulation in der sn-2 Position

zu beobachten war (Tab. 4, PG).

Cc) Stereospezifische Analyse von Glykolipiden

Als weitere polare Lipidkiasse wurden die Galaktolipide untersucht. Galaktolipide finden

sich in den MembranenvonPlastiden und bilden dort die Hauptkomponenten.

TLC-gereinigtes Monogalaktosyidiacyiglycerol (MGDG) und Digalaktosyldiacylglycerol

(DGDG) wurden unter Stickstoff getrocknet und in 0.5 mi Diethylether gel6st. Dann wur-

den 25 Einheiten der Lipase aus Rhizopusarrhizus (Sigma 62305), resuspendiert in 2 mi

Boratepuffer (50 mM, pH 7.5 enthaltend 2 mM CaClz), zugegeben und die Probenfur 2
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Stunden bei Raumtemperatur gevortext. Die Etherphase wurde getrocknet und der Ver-

dau durch die Zugabe von 0,3 ml 1M HCI abgebrochen unddie Lipide wurden mit 4 ml

Chloroform:Methanol(2:1 v/v) extrahiert. Nach dem Trocknen wurden die verdauten Ga-

laktolipide in einem kleinen Volumen Chloroform:Methanol(2:1 v/v) und zweimal aufei-

ner vorgefertigten Silica TLC-Platte entwickelt, zuerst mit Chloro-

form:Methano!l:Ammoniak:Wasser(70:30:4:1 v/v/v/v) bis etwa zwei Drittel

der Plattenhohe, gefolgt von dervollstandigen Entwicklung in He-

xan: Diethylether:Essigsaure (70:30:1). Die Punkte, die den freigesetzten freien Fettsau-

ren und den Lysogalaktolipiden entsprachen, wurden nach dem Besprthen mit Primulin

identifiziert, abgekratzt und direkt fur die GC-Analyse transmethyliert.

Auch in diesen Lipiden konnten VLCPUFA gefunden werden, wobei eine Akkumulation

von EPAin der sn-2 Position zu beobachten war. DHA war nurin den Digalakto-

Diacylglycerolen (DGDG) zu finden und konnte nicht in den Monogalakto-

Diacyliglycerolen (MGDG) nachgewiesen werden (Tabelle 5). Die Verteilung von

VLCPUFAin Galaktolipiden, einem Kompartiment, in dem diese Fettsauren nicht erwar-

tet wurden, zeigt die Dynamik der Synthese und den spateren Umbau. Ernahrungstech-

nisch sind VLCPUFAin Polarlipiden besonders wertvoll, da diese im Darm von Saugetie-

ren besser aufgenommen werden ko6nnenals die Neutrallipide.

Tabelle 1: Test der optimierten Sequenzen von pOTE1.1 und pOTE2.1 in Hefe. Entspre-

chend der Substratumsetzungen wurden die Konversionsraten bestimmt. Mit der opti-

mierten Sequenz in Plasmid pOTE2.2 konnte ein deutlicher Anstieg der Aktivitat erreicht

werden.

Substrate GLA EPA
Product 20:3 2344 22:5

d6Elongase(Ot)

detiongase(Ch)op!

d5Elongase(Ot)
dsioncaselOthopt
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Tabelle 2: Gaschromatographische Analyse von Blattmaterial von Orychophragmusvio-

laceus und Arabidopsis thaliana. Die einzelnen Fettsauren sind in Flachenprozent ange-

geben.

 

owsiefoaksfsbeoleoWahobopekepa
rrangenprab2bebe42borbobehasbrbo|

Kontrolle 12,8 10,0 3,5 {14,2 {0,0 163 fos
Transgen 19,3 8 5,0 4,6 |64 (31,0 4
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Patentanspriiche

Verfahren zur Herstellung von Eicosapentaensaure, Docosapentaensaure und/oder

Docosahexaensdaurein einer transgenen Pflanze, umfassend das Bereitstellen in

der Pflanze von mindestens einer Nukleinsauresequenz, welche flr ein Polypeptid

mit einer A6-Desaturase-Aktivitat kodiert; mindestens einer Nukleinsauresequenz,

welchefur ein Polypeptid mit einer A6-Elongase-Aktivitat kodiert; mindestens einer

Nukleinsauresequenz, welche fur ein Polypeptid mit einer A5-Desaturase-Aktivitat

kodiert; und mindestens einer Nukleinsauresequenz, welche fur ein Polypeptid mit

einer A5-Elongase-Aktivitat und optional fur eine A4-Desaturase kodiert,

wobei die Nukleinsauresequenz, welche fUr ein Polypeptid mit einer A5-Elongase-

Aktivitat kodiert, gegenUber der Nukleinsauresequenz in dem Organismus, aus dem

die Sequenz stammt, dadurch verandert ist, dass sie an die Kodonverwendungin

einer oder mehreren Pflanzenarten angepasstist.

Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Nukleinsauresequenz zumindest an die Ko-

donverwendungin Raps, Soja und/oder Lein angepasstist.

Verfahren nach einem der Anspruche 1 oder 2, wobei die Nukleinsauresequenz

unter Bertcksichtigung der naturlichen Haufigkeit einzelner Kodons angepasstist.

Verfahren nach einem der Ansprtche1 bis 3, wobei die veranderte Nukleinsaure-

sequenz der in Seq ID No. 64 angegebenen Nukleinsauresequenz entspricht.

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei die Nukleinsauresequenzen

unter der Kontrolle eines samenspezifischen Promotors exprimiert werden.

Verfahren nach Anspruch 5, wobei es sich bei dem Promotor um den USP.-,

Vicilin-, Napin-, Glp-, SBP-, Peroxireduxin-, Legumin-, Fad3-, Conlinin- oder Oleo-

sin-Promotor handelt.
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7. Verfahren nach Anspruch6, wobei der Gehalt an mehrfachungesattigten C22-

Fettsauren im Samenol 5 Gew.-% oder mehr des Samendlgehalts betragt.

8. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriche, wobei zusatzlich eine oder

mehrere Nukleinsauresequenzen kodierend fur ein Polypeptid mit der Aktivitat einer

w3-Desaturase und/oder einer A4-Desaturase in der Pflanze bereitgestellt werden.

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei der Gehalt an Docosahexaensaure im Samendl 1

Gew.% oder mehr des Samendlgehalts betragt.

10. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei die Eicosapen-

taensaure, Docosapentaensaure und/oder Docosahexaensdurein der Pflanze vor-

wiegend als Ester in Phospholipiden oder Triacyiglyceriden gebunden voriiegt.

11. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei die Pflanze eine Ol-

produzierende Pflanze ausgewahit aus der Gruppe bestehend aus Brassica napus,

Brassica juncea und Glycine maxist.

12. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, weiter umfassend das Ge-

winnen der Eicosapentaensaure, Docosapentaensaure und/oder Docosahexaen-

saure in Form ihrer Ole, Lipide oder freien FettsAuren aus der Pflanze.

13. Isoliertes Nukleinsauremolekul umfassend eine Nukleinsauresequenz gemak Seq

ID No. 64.

14. Rekombinantes Nukleinsauremolekul, umfassend:
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a) eine oder mehrere Kopien von mindestens einem in Pflanzenzellen aktiven Pro-

motor,

b) mindestens eine Nukleinsauresequenz, die flr ein Polypeptid mit einer AG-

Desaturase-Aktivitat kodiert,

c) mindestens eine Nukieinsauresequenz, die fur ein Polypeptid mit einer A5-

Desaturase-Aktivitat kodiert,

d) mindestens eine Nukleinsauresequenz,die flr ein Polypeptid mit einer AG-

Elongase-Aktivitat kodiert,

e) mindestens eine Nukieinsauresequenz, die fur ein Polypeptid mit einer A5-

Flongase-Aktivitat kodiert und die gegenUber der Nukleinsauresequenz in dem

Organismus, aus dem die Sequenz stammt, dadurch verandert ist, dass sie an

die Kodonverwendungin einer oder mehreren Pflanzenarten angepasstist, und

e) eine oder mehrere Kopien von mindestens einer Terminatorsequenz.

Rekombinantes Nukleinsauremolekui nach Anspruch 14, wobei die veranderte Nuk-

leinsauresequenz der in Seq ID No. 64 angegebenen Nukleinsauresequenzent-

spricht.

Rekombinantes Nukleinsauremolekul nach einem der Anspriche 14 oder 15, zu-

satzlich umfassend eine oder mehrere Nukleinsauresequenzen kodierendfiir ein

Polypeptid mit der Aktivitat einer w3-Desaturase und/oder einer A4-Desaturase.

TransgenePflanze enthaltend ein rekombinantes Nukleinsauremolekul nach einem

der Anspriche 22 bis 25 oder enthaltend die in Seg ID No. 64 angegebene Nuklein-

sauresequenz.

Verwendung von Olen, Lipiden oder freien Fettsd4uren gemaR Anspruch 19 oder

gewonnen durch ein Verfahren nach Anspruch 18 zur Herstellung von Futtermitteln,

Nahrungsmittein, Kosmetika oder Pharmazeutika.
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Verfahren zur Herstellung von mehrfach ungesattigten Fettsauren

ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Eicosapentaensdaure,

Docosapentaensaure und/oder Docosahexaensaurein transgenen Pflanzen, indem in

der Pflanze bereitgestellt werden mindestens eine Nukleinsauresequenz, welcheflr ein

Polypeptid mit einer A6-Desaturase-Aktivitat kodiert; mindestens eine Nuklein-

sauresequenz, welche flr ein Polypeptid mit einer AG-Elongase-Aktivitat kodiert; mindes-

tens eine Nukleinsauresequenz, welche fur ein Polypeptid mit einer A5-Desaturase-

Aktivitat kodiert; und mindestens eine Nukleinsauresequenz, welche fur ein Polypeptid

mit einer A5-Elongase-Aktivitat kodiert,

wobei die Nukleinsauresequenz, welche fur ein Polypeptid mit einer A5-Elongase-

Aktivitat kodiert, gegenuber der Nukleinsauresequenz in dem Organismus, aus dem die

Sequenz stammt, dadurch verandert ist, dass sie an die Kodonverwendungin einer oder

mehreren Pflanzenarten angepasstist. Fur die Herstellung von Docosahexaensaure wird

zusatzlich eine oder mehrere Nukleinsauresequenzen, die fur ein Polypeptid mit einer

A4-Desaturase-Aktivitat kodiert, in die Pflanze eingebracht.
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SEQUENCE LI STING

<110> BASF Pl ant Sci ence GrbH

<120> Verfahren zur Herstellung von nmehrf ach ungesattigten Fett sauren

<130> PF58307

<140> Current patent application

<141> 2006 09 06

<160> 199

<170> Bi omax Patent Tool according to PatentIN 3.1 format

<210> 1
<211> 1380
<212> DNA

<213> Phytiumirregul are

<220>
<221> CDS

<222> (1). .(1380)

1<400>

atg gtg gac ctc aag cct gga gig aag cgc ctg gtg age tgg aag gag 48Val Asp Leu Lys Pro y Val Lys Arg Leu Val Ser Trp Lys U
1 5 10 15

atc cgc gag cac gcg acg ccc gcg acc gcg tgg atc gtg att cac cac 96
lle Arg @u Hs Ala Thr Pro Ala Thr Ala Trp Ile Val [le Hs Hs

20 25 30

aag gtc tac gac atc tcc aag tgg gac tcg cac ccg ggt ggc tcc gtg 144
Lys Val Tyr Asp Ile Ser Lys Trp Asp Ser Hs Pro Gy Gy Ser Val

35 40 45

atg ctc acg cag gcc ggc gag gac gcc acg gac gcc ttc gcg gic tic 192
Met Leu Thr G@n Ala Gy Gu Asp Ala Thr Asp Ala Phe Ala Val Phe

50 55 60

cac ccg tcc tcg gcg ctc aag ctg ctc gag cag ttc tac gtc ggc gac 240
Hs Pro Ser Ser Ala Leu Lys Leu Leu Gu Gn Phe Tyr Val Gy Asp
65 70 75 80

gig gac gaa acc tcc aag gcc gag atc gag ggg gag ccg gcg agc gac 288
Val Asp Gu Thr Ser Lys Ala Gu lle Gu Gy Gu Pro Ala Ser Asp

85 90 95

gag gag cgc gcg cgc cgc gag cgc atc aac gag ttc atc gcg tcc tac 336
Gu Gu Arg Ala Arg Arg Gu Arg Ile Asn Gu Phe Ile Ala Ser Tyr

100 105 110

cgc cgt ctg cgc gic aag gtc aag ggc atg ggg ctc tac gac gcc age 384
Arg Arg Leu Arg Val Lys Val Lys Gy Met Gy Leu Tyr Asp Ala Ser

115 120 125

gcg ctc tac tac gcg tgg aag ctc gtg agc acg ttc ggc atc gcg gig 432
Ala Leu Tyr Tyr Ala Trp Lys Leu Val Ser Thr Phe Gy Ile Ala Val

130 135 140

ctc tcg atg gcg atc tgc ttc ttc ttc aac agt ttc gcc atg tac atg 480
Leu Ser Met Ala ile Cys Phe Phe Phe Asn Ser Phe Ala Met Tyr Mi
145 150 155 160

gic gcc ggc gtg att atg ggg ctc ttc tac cag cag tcc gga tgg cig 528
Val Ala Gy Val Ile Met Gy Leu Phe Tyr Gn Gn Ser Gy Trp Leu

165 170 175

gcg cac gac ttc ttg cac aac cag gtg tgc gag aac cgc acg ctc ggc 576
Ala Hs Asp Phe Leu Hs Asn Gn Val Cys Gu Asn Arg Thr Leu Gy

180 185 190

aac ctt atc ggc tgc ctc gtg ggc aac gcc tgg cag ggc itc age atg 624
Asn Leu lle Gy Cys Leu Val Gy Asn Ala Trp Gn Gy Phe Ser Mt

195 200 205

cag tgg tgg aag aac aag cac aac ctg cac cac gcg gtg ccg aac cig 672
Gn Trp Trp Lys Asn Lys Hs Asn Leu HS Hs Ala Val Pro Asn Leu

Seite 1
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Thr
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Tyr
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Hs
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ttg
Leu
335
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Leu
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Hs
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415
act
Thr
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Thr
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Gu

Asp
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Asp
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Trp
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Phe
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Gu
305

Tyr
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Phe

Leu
385
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Val

Phe

Lys

<210>
<211>
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Leu

Phe
290
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Gn

Asn

Phe
370

Gy

Phe

Lys

Leu

Leu
450

Tyr

Ala
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275

Lys

Val

Trp
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Gu

Asp

Pro

Ser

Lys
435
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7
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<212> DNA
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<221> CDS
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1
ctc
Leu

gtc
Val

ggc
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gig
Val
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tgc
Cys

ttg
Leu

cga
Arg

gtt
Val

acg

tca
Ser

aag
Lys

ttt

Tyr

Gu
260
Phe

Lys

Cys

Cys

Thr
340
Met

Trp

Asn

Leu
420

Gy

Leu

Ala
245
Gn
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Gu

Ser
325
Thr
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Gn

Phe

Met
405

Cys

Thr

Gn
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act
Thr
5
caa

Gn

gig
Val

gtc
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atg
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gat
Asp
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gta
Val

gag
Gu
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atg

230
Ser

Val

Arg

Ser

Val
310
Asn

Gy

Val
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390
Pro

Gn

Leu

Leu

cga
Arg
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Leu

Leu
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Gy
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Gy
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Gu

Ser
455
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aaa

ctt
Leu

aag
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tac
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Thr

Thr
360
Thr

Gy
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Val
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Lys
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ttt
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Thr

gag
Gu
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gag
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235
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265

Trp
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345
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cac
His

tct
Ser

gac
Asp

tec

105

acg
Thr

gig
Val

ggc

Gu
250
Gn

Ala

Ser

Ala

Met
330
Ala

Gu

Arg

Asn

Leu
410
lle

Gn

Ser

cga
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gcg
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ggc
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Thr

Leu

Arg
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315
Val

Leu
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Tyr
395
Pro

Asn

Thr

Phe
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gcc
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Thr

Arg
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Gn
300
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Thr
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Lys
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ttg
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gtc
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385
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Cunni nghanella echi nul ata

Ala

gcg
Ala

gac
Asp
180

Met

tgg
p Trp

cac
His

gcc
Ala

ttc
Phe
260
tac

Tyr

ctc
Leu

aat
Asn

act
Thr
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<400> 8
Vet

Leu

Val

Gy

Val

Gys

Leu

Arg

Val

Thr
145
Leu

Val

Lys
305
Leu

Val

Leu

Gn

Asp
385

Tyr

Pro

Leu

Thr

Phe
465
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Lys
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Gy
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Tyr

Val
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130

Gy

Ala
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Thr
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450
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<212>
<213>
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Hs
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Tyr
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Phe
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Phe
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Thr
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Ser

Pro

Ala
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Lys
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Phe

Lys
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Phe

Val
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Trp
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Gy

Tyr
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Gy

Thr

Hs
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Trp

Phe

Phe
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Gy

Leu
315
Asn

Thr

Pro

Gn

Phe
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Cys

Thr

Ser

Gu

Asp
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Lys
60
Gu

Gy

Phe

Ala

Leu
140
Ser

Gn

Ala
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Hs
220
Pro

Leu

Val

Arg
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300
Val

Ser

Gy

Val
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Gys

Pro
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Leu

Ser
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Leu

Leu
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Leu

Ser

Trp

Tyr

Leu
365
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Gy
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Lys
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Leu

Gn
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Gy
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Thr
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His
430
Val

Lys

Asp

Leu
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Ser
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Gy
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Gy
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Thr
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Leu
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Trp

Lys

Trp
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<221> CDS

<222> (1). .(1398)

<400> 9

aig
Met
1

aag
Lys

ccg
Pro

aac
Asn

gat
Asp
65
aac
Asn

tcg
Ser

tac

Tyr

tcg
Ser

ctc
Leu
145
ctc
Leu

tig
Leu

ggc
G

gig
Val

cic
Leu
225
acc
Thr

aac

Asn

ggi
Gy

acg
Thr

cag
Gn
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Tyr
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gac
Asp

ttc
Phe

ccg
Pro

cge
Arg

age
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gig
Va

gig
Val

gcc
Ala

gac
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gcc
Ala
210
tac

Tyr

atg
Met

gcg
Aia

cce atc
Pro

ttc
Phe

gcc

305

gtc
Val

gig
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gtg
Val
290

aag
Lys

cac

Hs

cgc

aaa

Lys

ctg
Leu

gat
Asp
35

at g
Met

at g
Net

at g
Net

cag
Gn

aat
Asn
115
ctc
Leu

tcc
Ser

ggc
Gy

cac
Hs

ctc
Leu
195

igg
Trp

gag
Gu

ccc
Pro

cta
Leu

ctt
Leu
275
ttc
Phe

cag
Gn

tac

Tyr

gcc

gga
Gy

ccc
Pro
20

gcg
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gac
Asp

acc
Thr

gac
Asp

ctc
Leu
100

ctg
Leu

tic
Phe

tgg
Trp

gct
Ala

gac
Asp
180
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Ala

t gg
Trp

tcg
Ser

cic
Leu

tcc
Ser
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ggc
Gy

tec
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ctc
Leu

gcc
Ala

ctg

ggce
Gy
5

aag
Lys

tgg
Trp

cac
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gac
Asp

aag
Lys
85

cag
Gn

cga
Arg

tac

Tyr

ggc
Gy

cic
Leu
165
tic
Phe

ggt

aag
Lys

cag
Gn

cic
Leu
245

cgg
Arg
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Leu

aac

Asn

gig
Val

tgg
Trp
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gcg
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Gy

cgg
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Phe

atg
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Pro G
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ttc
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aag
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Thr

ctc
Leu
150
ttc
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ccc

Pro
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gcc
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tgg
Trp

gcg
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Pro

acc
Thr
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Val

ttc

gac
Asp

acg
Thr

gig
Val

ggc
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Phe
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gac

cag
Gn

tac

Tyr
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Leu

cac
Hs

atg
Met

aag
Lys
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gac

tgg
Trp

ttc
Phe

Cgg
Arg
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aac
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ttc
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gcg
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ggc
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Hs
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ggc
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ggg
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cag
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ggc
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tcg
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Trp
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aac aag gtg
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cag gcc agc
Gn Ala Ser

aag gcc ggc
Lys Ala Gy

ctc tcg acc
Leu Ser Thr

140

tcg gac cac
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aac gig tog
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acc cac cac
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gac ggc gat
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cgc atg gcc
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cac cag gcc
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tgg ctc gag
Trp Leu Gu

aag acg aag
Lys Thr Lys

ttg gag cag
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gcc acc tge
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Pro
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aig
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ttc
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ctc
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gag
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Arg
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Val
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Leu

Gy

Val

Leu
225
Thr

Asn

Pro

Arg

ctc
Leu

gcc

370
aac
Asn

ttc
Phe

ccc
Pro

aag
Lys

tgc
Cy
450
taa

Gy

Thr

Val

Val

Ala

Asp

Ala
210

Tyr

Met

Ala

lle

10
465
PRT

G ossomastix chrysopl asta

10

Ala

gcc

355
aat
Asn

cag
Gn

cgg
Arg

tac

Tyr
435

ttg
Leu

Lys

Leu

Asp
35
NVet

Net

Net

Gn

Asn
115
Leu

Ser

Gy

Hs

Leu
195

Trp
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345

ggc
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Tr p
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250
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Trp
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Trp

Hs
220

Asp

Ala
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Thr

atg

365

gtg
Val

tgc
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ccc
Pro

aag
Lys

aag

445

gag
u

Gy

Lys

Tyr
45
Ser

Pro

Ser

Phe
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125
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Gn
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Gn
205
Ser

Pro

Lys

Phe

Gy
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gcg
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Thr
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Gy
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ggc
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gag att
Gu
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110
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Ala
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Gy
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Tyr
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Phe

Ala
305
Val

Val

Leu

Gu

Arg
385
Gn

Leu

Val

Ser

Net
465

<?210>
<211>
<212>
<?213>

Va
290

Lys

Hs

Arg

Leu

Ala
370
Asn

Phe

Pro
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Cys
450

<220>
<221>
<222>

<400>

atg
Net
1

tig
Leu

aag
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tac

Tyr

acc
Thr
65
caa
Gn

ccg
Pro

gga
Gy

tcg
Ser

tgg
Trp
145

gga
Gy

cac att
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11
1455
DNA
Thal assiosira

11

275
Phe
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Tyr

Ala

Ala
355
Asn
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Arg
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435
Leu
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agt
Ser
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390
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375
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Trp
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Trp

tac

Tyr

tcg
Ser

aac

225

gat
Asp

aga

aaa

gac
Pp

385
cac
Hs

tac

Tyr

gcg
Ala

aag
Lys

cat
Hs
465
ttc
Phe

ctt
Leu

gga
Gy

atg
Met
210

ttg
Leu

acc
Thr

gcg
Ala

gat
Asp
195

cag
Gn

cac

Hs

atg
Net

gag atc
Gu

tte
Phe

tag
Trp
290

gag
Gu

ttg
Leu

tct
Ser

ttc
Phe

ttg
Leu
370
tte
Phe

355

gga
Gy

t gg
Trp

ggc att
Gy

caa

Gn

aag
Lys

tac

Tyr
450
ctc
Leu

cect
Pro

<210> 12
<211> 48
<212>
<213>

<400> 12

4
PRT
Thal assi osira

cac
His
180
ctc
Leu

tgg
Trp

aac

Asn

cca
Pro

aat

260

gca
Ala

aat
Asn

gcc
Ala

aag
Lys

gga
G
340

gcc
Ala

cac
His

caa

Gn

ccc
Pro

gat
Asp
420
cac
Hi s

gag
Gu

aag
Lys

atg
Met

165

gac
Asp

gtt
Val

tgg
Trp

tct
Ser

ctc
Leu
245

aag
Lys

tte
Phe

gaa
Gu

aag
Lys

ctt
Leu
325
ttt

y Phe

aca
Thr

aac
Asn

ctc
Leu

caa

405
cac

His

aag
Lys

get
Ala

gig
Val

taa

ttt
Phe

ctt
Leu

ggc atc
Gy

aag
Lys

tcc
Ser
230
ctt
Leu

gga
G

aca
Thr

tcc
Ser

ttg

Ile

aac
Asn
215

ttg
Leu

gct
Ala

aag
y Lys

tac

Tyr

tte
Phe
295

gag
uULeu G

310

gga atc
Gy

gga
Gy

t gc
Cys

gat
Gy

caa

Gn
390
ttc
Phe

cac

His

ctt
Leu

gat

tcg

470

agg
Arg

tcc
Ser

atg

375

gtc
Val

ttt
Phe

ctec
Leu

gtg
Val

atg

455

gat

cac
Hs

ttt
Phe
200

aag
Lys

gac
Asp

tgg
Trp

gac
Asp

ttc
Phe
280
aaa

Lys

ttg

PF58307. t xt
170

cac
Hs
185

tgg
Trp

cac
Hs

agt
Ser

agt
Ser

agt
Ser
265

caa
Gn

gga
Gy

aat
Asn

cag
Gn

ctc
Leu
250
acc
Thr

ccc atc
Pro

act
Thr

gag
uULeu G

acc
e Thr

tgg
Trp

tcg
Ser
360
tca
Ser

acc
Thr

gtg
Val

ttc
Phe

gag
Gu
440

tgg
Trp

gat
Asp

pseudonana

ctt
Leu

tct
Ser
345

gga
Gy

gtg
Val

act
Thr

gat
Asp

ccc

Pro
425
tca
Ser

gat
Asp

ttc
Phe

lie

gca
Ala

aag
Lys

cac
Hs
330
ctt
Leu

ctt
Leu

tac

Tyr

aca
Thr

tgg

410

atg
Met

ttc
Phe

ggt

ctt
Leu

gtc
Val

gat
Asp

Gy
gat
Asp G
235

aag
Lys

ttc
Phe

ctc
Leu

tte
Phe

cat
Arg G
315
t ac

Tyr

cca
Pro

ttc
Phe

gat
Asp

cat
Arg
395
ttc
Phe

atg
Met

tgt
Cys

acc
Thr

gig
Val
475

ttt
Phe

ctc
Leu

cac
Hs
220

ggt
y

cag
Gn

gtc
Val

ctc
Leu

gga
Gy
300

gga
y

act
Thr

t at

Tyr

ctc
Leu

gcc

380
aac

Asn

tgce
Cys G

cect
Pro

aag
Lys G

gtg
Val
460

gag
Gu

Seite 14

258 of 1119

aag
Lys

atg
Met
205
cat
His

gat
ASp

get
Ala

aag
Lys

ttg
Leu
285
ctc
Leu

ctt
Leu

t gg
Trp

toc
Ser

gca
Ala
365
acc
Thr

Caa

190

cag
Gn

gct
Ala

ccc

Pro

caq
Gn

tac

Tyr
270

gct
Ala

gga

cag
Gn

atg
Net

atc
lle
350

ttg
Leu

acc
Thr

atc att
lle

gat
y

aga
Arg

gag
u

445

gaa
Gu

atg
Met

lle G

gga
Gy

aac

Asn
430

tgg
Trp

gig
Val

gig
Val

175

cga
Arg

ggg
Gy

gtt
Val

gat
Asp

agt
Ser
255

get at
Ala

aag
Lys

tte
Phe

ccc
Pro

att
lle
240
ttc
Phe

cgce atc
Arg

gct
Ala

tac

Tyr

tte
Phe
335

atg
Net

gtc
Val

cga
Arg

gat
y

ttg
Leu
415
aat
Asn

ggt
Gy

ttg
Leu

aag
Lys

ttt
Phe

cct
Pro

gga
G
400
caa

Gn

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1455

CSIRO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 1009259 of 1119

Met

Leu

Lys

Tyr

Thr

Gn

Pro

Gy

Trp
145
Hs

Trp

Tyr

Ser

Asn
225

Asp

Arg

Lys

Ser
305
Leu

Leu

Phe

Gy

Asp
385
Hs

Tyr

Ala

Lys

Hs
465
Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

Gy

Lys

His

Asp

Hs

Gy

Gu

Tyr

Ser
130
Leu

Leu

Gy

Met
210
Leu

Thr

Gu

Phe

Trp
290
Gu

Leu

Ser

Phe

Leu
370
Phe

Gy

Gono

Lys

Tyr
450
Leu

Pro

13
1446
DNA

Marchantia pol ynorpha

Lys

Leu

lle

Val

Ala

Ser

Ser

Arg
115

Lys

Val

Gy

Ala

ASp
195
Gn

His

Net

Gn
275
Leu

Asn

Gu

Ser

Thr
355

Trp

lle

Val

Gs
435
Hs

Ser

Ala

Gy

Ala

Thr

Ser

Gy

Gn

Val
100

Asp

Net

Ala

Ser

Hi s
180
Leu

Trp

Asn

Pro

Asn
260
Ala

Asn

Ala

Lys

Gy
340
Ala

His

Gn

Pro

Asp
420
Hi s

Gu

Lys

Net

Qu c

Pro

Asn

Asp

Ala

Gu

Leu

Tyr

Val

Ala
165

Asp

Val

Trp

Ser

Leu
245

Lys

Phe

Gu

Lys

Leu
325
Phe

Thr

Val

Lys

ASp

Trp

Asp

Met

Hs

Arg

Tyr

Ala
150
Leu

Phe

Gy

Lys

Ser
230
Leu

Leu

Phe

Leu

Asp

Ser
470

Ala

Pro

Asp

Tyr
55
Met

Met

Lys

Ala

Ala
135
Met

Leu

Leu

Asn
215
Leu

Ala

Lys

Tyr

Phe
295
Gu

Arg

Ser

Met
375
Val

Phe

Leu

Val

Met
455

ASP

Val

Leu

Hs

Phe
200

Lys

Asp

Trp

Asp

Phe
280

Lys

Leu

Thr

Trp

Ser
360
Ser

Thr

Val

Phe

Gu
440

Trp

Asp

PF58307. t xt

Ala Ala Thr Lys
10

Lys
25

Trp

Hs

Asp

Lys

Gn
105
Leu

Lys

Tyr

Gy

His
185

Trp

His

Ser

Ser

Ser
265
Pr o

Thr

Gu

Leu

Ser
345

Val

Thr

Asp

Pra
425
Ser

Asp

Phe

Tyr

Val

Pro

lle

Phe
90

Arg

Val

Cys

Tyr

Leu
170
Gn

Gy

Asn

Gn

Leu
250
Thr

lle

Ala

Lys

His
330
Leu

Leu

Tyr

Thr

Trp
410
Met

Phe

Gy

Leu

Seite 15

Thr

Val

Gy

Phe
75

Tyr

Gn

Met

Ser

Ser
155
Phe

Val

Asp

Gy

Asp
235

Lys

Phe

Leu

Phe

Trp

Hs

Gy
60
Ala

lle

Leu

Met

Phe
140

Trp

Phe

Leu

Arg Gy
315

Tyr

Pro

Phe

Asp

Arg
395
Phe

Met

Thr

Val
475

Thr

Tyr

Leu

Ala
380
Asn

Cys

Pro

Lys

Vai
460
Gu

259 of 1119

Arg

Gn

Gn

Ala

Ala

Gy

Asp

Gy
125
Asn

Ser

Gn

Lys

Vet
205
Hs

Asp

Ala

Lys

Leu
285

y Leu

Leu

Trp

Ser

Ala
365
Thr

lle

Gy

Arg

Gu
445
Gu

Met

Ser

Gu

Asn

Val

Phe

Asp

Phe
110
Net

Net

Leu

Gn

Gn
190
Gn

Ala

Pro

Gn

Tyr
270
Ala

Gy

Gn

Net

lle
350
Leu

Thr

lle

Gy

Asn
430

Trp

Val

Val

Gy

Val

Lys

Val

His

Leu

Gu

Phe

Ala

Cys
175

Arg

Gy

Val

Asp

Ser
255
Ala

Arg

Ala

Tyr

Phe
335
Met

Val

Arg

Gy

Leu
415
Asn

Gy

Leu

Lys

Ala

Lys

Val

Phe

Ala

lle

Lys

Lys

Met

Met
160

Lys

Phe

Val

Tyr

Phe

Pro

Gy
400
Gn

Ile

Val

Gn

ASP
480

CSIRO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 1009260 of 1119

PF58307. t xt
<220>
<221> CDS

<222> (1)..( 1446)

<400> 13

atg gcc tcg tcc acc acc ace gce gtg aag caa tct tcg ggt ggg ctg 48
Met Ala Ser Ser Thr Thr Thr Ala Val Lys Gn Ser Ser Gy Gy Leu
1 5 10 15

tgg tcg aaa tgg ggc acc ggc age aac ttg age ttc gtg tcg cgc aag 96
Trp Ser Lys Trp Gy Thr Gy Ser Asn Leu Ser Phe Val Ser Arg Lys

20 25 30

gag cag cag cag Cag cag cag cag agc tct ccc gag gcg tcg act ccc 144
Gu G@n G@n Gn Gn Gn Gn Gn Ser Ser Pro Gu Ala Ser Thr Pro

35 40 45

gcg gcg cag cag gag aaa tcc atc agt aga gaa tcc atc ccc gag ggc 192
Ala Ala Gn Gn Gu Lys Ser lle Ser Arg Gu Ser Ile Pro Gu Gy

50 55 60

ttc ttg acc gtg gag gag gtg tcg aag cac gac aat ccg agc gac tgc 240
Phe Leu Thr Val Gu Gu Val Ser Lys His Asp Asn Pro Ser Asp Cys
65 70 75 80

tgg atc gtc atc aac gac aag gtg tac gac gtg agc gca ttc ggg aag 288
Trp tle Val !le Asn Asp Lys Val Tyr Asp Val Ser Ala Phe Gy Lys

85 90 95

acg cat ccg ggc ggc cct gtg atc ttc acg cag gcc ggc cgc gac gcc 336
Thr Hs Pro Gy Gy Pro Val lie Phe Thr Gn Ala Gy Arg Asp Ala

100 105 110

acg gat tct ttc aag gtt ttc cac tcc gcc aag gcg tgg cag ttt ctec 384
Thr Asp Ser Phe Lys Val Phe Hs Ser Ala Lys Ala p

115 120 125

cag gac ctg tac atc gga gat ctg tac aat gcc gag cca gig tceg gag 432
Gn Asp Leu Tyr Ile Gy Asp Leu Tyr Asn Ala Gu Pro Val Ser Gu

130 135 140

ctg gtg aag gat tac cga gac ctg agg acg gcg ttc atg cgt tct cag 480
Leu Val Lys Asp Tyr Arg Asp Leu Arg Thr Ala Phe Mtt Arg Ser Gn
145 150 155

cta ttc aag age agt aaa atg tac tac gtg acc aag tge gic
Leu Phe Lys Ser Ser Lys Met Tyr Tyr Val Thr Lys Cys Val

165 170 175

ttt gca att ctt gcc gcc agt ctc gca gtc atc gcg tgg agc cag acg 576
Phe Aba [le Leu Ala Ala Ser Leu Ala Val Ile Ala Trp Ser Gn Thr

aca aat 528

tat ctg gcg gtt ttg tgc tcc agt ttc ctg ttg gct ctc ttc tgg cag 624
Tyr Leu Ala Val Leu Cys Ser Ser Phe Leu Leu Ala Leu Phe Trp Gn

195 200 205

caa tgt gga tgg tta tcg cac gat ttt ctc cac cac cag gtg acc gag 672
Gn Gys Gy Trp Leu Ser Hs Asp Phe Leu Hs HS Gn Val Thr Gu

210 215 220

aac cga tcg ctc aac acg tac ttc ggc ggc ctg ttc tgg ggt aac ttc 720
Asn Arg Ser Leu Asn Thr Tyr Phe Gy Gy Leu Phe Trp Gy Asn Phe
225 230 235 240

gcc cag ggc tac agc gtg gga tgg tgg aag acc aag cac aat gtg cac 768
Ala Gn Gy Tyr Ser Val Gy Trp Trp Lys Thr Lys Hs Asn Val Hs

245 250 255

cac gcg gcc acg aac gaa tgc gac gac aag tat cag ccc atc gat ccc 816
Hs Alba Ala Thr Asn Gu Gys Asp Asp Lys Tyr Gn Pro Iie Asp Pro

260 265 270

gac atc gac acc gtg ccc ctg ctec gcc tgg age aag gaa atc ttg gcc 864
Asp Ile Asp Thr Val Pro Leu Leu Ala Trp Ser Lys Gu Ile Leu Ala

275 280 285

acc gtc gac gac caa ttc ttc cga tcg atc atc age gtg cag cac ctt 912
Thr Val Asp Asp Gn Phe Phe Arg Ser Ile Ile Ser Val Gn Hs Leu

290 295 300

ctg ttc tte ccg ctc ctc ttc ttg gca aga ttc age tgg ctg cat tcg 960
Leu Phe Phe Pro Leu Leu Phe Leu Ala Arg Phe Ser Trp Leu Hs Ser
305 310 315 320

agt tgg gcc cac gcc age aac ttc gag atg cct cgg tac atg aga tag 1008
Ser Trp Ala Hs Ala Ser Asn Phe Gu Mt Pro Arg Tyr Met Arg Trp

325 330 335
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Leu Met Ile |le Asp Asn Lys Val Tyr Asp Val Arg

35 40

gat cat ccc ggt gga agt gtg att ctc acg cac gtt
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Trp

Leu

Tyr
265
lle

Arg

Thr

Net

Ala
345

Asp

t at

Tyr

tca
Ser
410

cga
Arg

cgt
Arg

taa

Phe

Lys

Asp

Thr

Gu

Gu

Lys

Ala

Ser

Val

Leu
170

Gy

Ser

Val

Ser

Thr
250
Phe

Leu

Val

Trp

Leu
330
lie

Seite 49

Val

cag
Gn
395

Hs
380
atc

Pro

gag
ulle G

aag atc
Lys

tac

Tyr

ctg
Leu

Thr

Asp

Val

Hs

Ala

Ser

Leu

Tyr

Thr

Leu
155
Ala

Asp

Ser

His

Gu
235

Arg

Pro

Phe

Pro

Tyr
315
Val

Val

lle

cac
Hs

aac

cag
Gn

acc
Thr

gag
uAsn G

Arg

Ala

Arg

Val

Ala

Asp

Arg

Tyr

Val
140
Ser

Hs

Leu

Trp

Gy
220
Hs

Met

Ile

Val

lle
300
Leu

Tyr

Phe

293 of 1119

445

Ala

Leu

Leu
285
Ser

Ala

Phe

Ser

cac
His

cct
Pro

acc
Thr
430

gtc
Val

Gu

Ala

Phe

Lys

Gu

Asp

Leu
110
Phe

Val

Ala

Phe

Gy
190

Lys

Asp

Leu

Ser

Ser
270
Pro

Leu

Thr

Leu

Leu
350

Leu

cac
Hi s

gct
Ala
415

ggt

tcc
Ser

Val

Pro

Val

Asp

Thr

lle

Phe

Lys

Ala

Leu

Leu
175
Ala

Asp

Pro

Gu

Arg
255
Phe

Asn

Val

Met

Val
335
Asn

Phe

ttg

400

gtc
Val

atg
Met

aag
Lys

Leu

Phe

Pro

Gy

Leu

Lys

Gn

Val

Lys

Leu
160
Hs

Phe

Lys

Asp

Net
240
Phe

Ala

Gy

Gu

Phe
320
Ser

His

1200

1248

1296

1344

1374
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Asn Gy

Phe Thr
370

Ala Asn
385
Phe Pro

Gu Thr

lle Gu

AaAla
450

<210> 41

Net
355

Lys

Trp

Ser

Leu

Gy
435
Ser

<211> 1374
<212> DNA
<213> Mortierella al

<220>
<221>

Pro

Gn

Phe

Net

Cys
420
Thr

Lys

CDS

<222> (1).. (1374)

<400> 41

Met
1

aat gcc
Asn Ala

ctg atg
Leu Met

gat cat
Asp Hs

50

act gac
Thr Asp
65

gcc aac
Ala Asn

aat gat
Asn Asp

tec ctt
Ser Leu

tcg tte
Ser Phe

130

tgg ggc
Trp Gy
145

ggt ctc
Gy Leu

cac cag
Hs Gn

ttg gga
Leu Gy

cac aac

Hs Asn
210

att gac

gag
Gu

atc
lle
35
ccc
Pro

gtc
Val

ttt
Phe

atg gct gct gct
Ala a Ala

gcc
Ala
20
att
lle

gat
Gy

ttt
Phe

tac

Tyr

ttt
Phe
100
tac

y Tyr

ctc
Leu

acc
Thr

tag
Trp

ttc
Phe
180

gtc
Val

cac

ccc
Pro
5

ctg
Leu

gac
Asp

gga
Gy

gac
Asp

att
Val
85

gcg
Ala

tac

Tyr

tgce
Cys

tcg
Ser

cag
Gn@Q@
165

cag
Gn

Hs Hs

cac

lle Thr
375

Gy Gy
390

Arg Hs

Lys Tyr

Gu Val

Gy Lys
455

pina

agt gtg
Ser Val

aat gag
Asn Gu

aac aag
Asn Lys

agt gtg
Ser Val

act ttc
Thr Phe Hi

gat gat
G

gcc gag
Ala Gu

gac tcg
Asp Ser

atc tgg
1] p

135
acc ctc
Thr Leu

cag tgc
n Cys

gac cgt
Asp Arg

cag ggt
Gndy

gct gct
Ala Ala

215

ctg ttg

Lys
360

Leu

Asn

Phe
440
Ala

—opf$<CKo}©“R352O89BB “G2<0oO@oQ
oO » aoOM™
att
lie

gtt
Val

tcc
Ser
120

ggc

gcc
Ala

(OSga
@

ttc
Phe

ttc
Phe
200
ccc

Pro

acc

PF58307.t xt
Gu Gu Ala

Arg

Asn

Phe

Val
425
Ser

Gn

acg
Thr

aag
Lys

tac

Tyr

ctc
Leu

ccc
Pro

gat

cgc

105

aag
Lys

ttg
y Leu

aac

Asn

t gg
y Irp

tgg

185

teg
Ser

aac

Asn

tgg

Asp

Tyr

Ser
410

Arg

Arg

ttt
Phe
10

aag
Lys

gat
Asp

acg
Thr

gag
Gu

gag
Gu
90

aag
Lys

gca
Ala

tcg
Ser

gtg
Val

ttg
Leu
170

ggt
Gy

tcc
Ser

gtc
Val

agt
Seite 50

Val

Gn
395

Lys

Tyr

Leu

act
Thr

gat
Asp

gtc
Val

cac
Hs

gct
Ala
75

agc
Ser

ctg
Leu

t ac

Tyr

act
Thr

ctc
Leu
155

gcg
Ala

gat
Asp

tcc
Ser

cac

Val

Hs
380
lle

Ile

Hs

Asn

cgg
Arg

gcc
Ala

cgc
Arg

gtt
Val
60

gct
Ala

gat
Asp

cgc
Arg

t at

Tyr

ttc
Phe
140

tcg
Ser

cac
Hs

ctt
Leu

tgg
Trp

gge
Hs Gy

gag

220
cat

294 of 1119

Asp
365
Pro

Gu

Gon

Thr

Gu
445

tgg
Trp

cgt
Arg

acc
Thr

gcc
Ala
125
att
lle

get
Ala

gac
Asp

ttc

Net

Gy

Hs

Pra

Thr
430
Val

ttg
Leu
110
tte
Phe

gtt
Val

gcg
Ala

ttt
Phe

ggc
Phe Gy

tgg
Trp
205

gag
Gu

gct

190

aag
Lys

gat
Asp

ctg

Asp

Leu

His

Ala
415

Gy

Ser

Phe

aag
Lys

gcc
Ala

ctc
Leu

ttg
Leu
175

gcc
Ala

gac
Asp

ccc

Pro

gag

Phe

Phe

Leu
400
Val

Met

Lys

ttg
Leu

ttt
Phe

cct
Pro

ggc
Gy

ctt
Leu
80

aag
Lys

cag
Gn

gtc
Val

aag
Lys

ttg
Leu
160
cac
His

tte
Phe

aag
Lys

gac
Asp

atg

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720
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atg
Met

cgt

cag
Gn

cag

305

ctg
Leu

cag
Gn

aac
Asn

ttc
Phe

gcc

Asp

tcg
e Ser

gtc
Va

ctg
Leu

gcc
Ala
290

ctg
Leu

ttc
Phe

get
Ala

ggc
Gy

acc
Thr
370
aac
Asn

cect
Pro

act
Thr

gag
Gu

gcc
Ala
450

<210> 42
<211> 45
<212>
<213>

<400> 42
Met Ala Ala
1
Asn Ala Gu

Leu Net

Leu

Phe

Thr

gat

ctc
Leu

tcc
Ser
275
cac
His

tct
Ser

att
lle

gtt
Val

atg

355

aag
Lys

tgg
Trp

tcg
Ser

ttg
Leu

gga

435
tcc
Ser

7
PRT
NMorti erel

lie
35
Pro

Val

Phe

Asp

Gy
115
Asn

His

gtt
Val

aac
Asn
260

tgg
Trp

aag
Lys

ctg
Leu

aag
Lys

t gc
Cys
340
cect
Pro

cag
Gn

ttc
Phe

atg
Met

t gc

420
act

y Thr

aag
Lys

Ala

Ala
20
lle

Gy

Phe

Tyr

Phe
100

Tyr

Leu

Pro Leu
230

cct gac
Pro Asp
245

cag acc
Gn Thr

tgce ctc
Cys Leu

ccc tect
Pro Ser

gct atg
Ala Mt

310

gat ccc
Asp Pro
325

ggc aac
Gy Asn

© — © —™p — Oo
c

Ile lle

acg ggt
Thr Gy G

390

ccc cge
Pro Arg

aaa aag

gca gag

a alpina

Pro Ser
5
Leu Asn

Asp Asn

Gy Ser

Asp Thr

Val Gy

Ala Ala

Tyr Asp

Cys ile

gtc
Val

ttg
Leu

tcc
Ser

acg
Thr
375

gga
y

cac

Hs

tac

Tyr

gtc
Val

aag

455

Val

Gu

Lys

Val

Phe

ASp

Gu

Ser

Trp

Arg

Gy

Val

lle

Hs

lle

Val

Ser
120

Gy

PF58307. t xt

Trp

ctg
Leu

tac

Tyr
265
att
lle

cat
Arg

acc
Thr

at g
Net

gcg
Ala
345

gag
Gu

cgt
Arg

aac
Asn

ttt
Phe

gtc
Va
425

agc
Ser

cag
Gn

Thr

Lys

Tyr

Leu

Pro

Asp

Arg
105

Lys

Leu

Ser

acc
Thr
250
ttc
Phe

atg
Met

gig
Val

tgg
Trp

att
lie
330
att
lle

gaa
Gu

gat

t ac

Tyr

tca
Ser
410

cga
Arg

cgt
Arg

taa

Phe
10

Lys

Asp

Thr

Gu

Gu
90

Lys

Ala

Ser

Seite 51

Gu
235

cat
Arg

ccc
Pro

ttt
Phe

ccc
Pro

tac

Tyr
315

gig
Val

gig
Val

gcg
Ala

git
Val

cag
Gn
395

aag
Lys

tac

Tyr

ttg
Leu

Thr

Asp

Val

Hs

Ala
75
Ser

Leu

Tyr

Thr

lle G

atc
Ile

cat
Hs

aac

Asn

Arg

Ala

Arg

Val

Ala

Asp

Ar g

Tyr

Phe

295 of 1119

acc
Thr

gag

445

Ala

Gu

Gu
45

Gy

Trp

Arg

Thr

Ala
125
lle

Leu

teg
Ser

tcg

270
ccc
Pro

ttg
Leu

acc
Thr

ttg
e Leu

ctc
Leu
350

atg
Net

gat
Gy

cac
Hi s

cct
Pro

act
Thr
430

gtc
Va

Gu

Ala

Phe

Lys

Gu

Ala

Leu
110
Phe

Va

Gu

cgc

255
ttt
Phe

aac
Asn G

gtc
Val

atg
Met

gig
Val
335
aac

Asn

gac
Asp

ctg
Leu

cac
His

get
Ala
415

ggt
Gy

tcc
Ser

lle

Pro

Val

Asp

Thr

lie

Phe

Lys

Ala

Met

Leu

Phe

Pro

Gy

Leu

Lys

Gn

Val

Lys

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1374
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Gy Gy

Ser

Val

Leu

Ala

Gn Thr Ser Thr
150

Phe

Val

Trp

Phe
180
Val

165
Gn

Cys

His
195
Thr Hs

Thr Hs Pro

Gn Gn

Asp

Gn

Ala

Leu
230

Val Pro
245
Gn

Cys

Pro

Asp

Asn
260

Trp

Leu

Ser
275

Hs Lys
290

Leu

Phe

Leu

Phe

Ala

Gy

Thr

Ser Ala

Asp
325

Gy

Val

Leu

lle

Val

Met
355

Lys

Lys

Cys
340
Pro

Gn
370

Ala
385
Phe

Gu

lle

Ala

Asn

Pro

Thr

Gu

Ala

Phe

Net

Cys
420
Thr

Trp

Ser Pro
405

Lys

Ala

Leu

Gy
435

Ser Lys
450

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

43
444
PRT
Artificial

Vari ant

(5)..( 10)

Asp

Thr

Leu

Thr Gy

Lys

Gu

Met Gy

135
Leu

Cys

Arg

Gy

Ala
215
Leu

Gu

Trp

Gn

Gy
295
Hs

Val

Leu

Thr
375

Hs

Tyr

Val

Lys
455

sequence

PF58307. t xt
140
Ser

Hs

Ala

Gy

Phe

Phe
200
Pro

Asn Val Leu
155
Ala

Asp

Ser

Hs Gy
220

Gu Hs
235

Arg Mt

Leu
170

Gy

Ser

Val

Ser

Thr
250
Phe

Trp

Trp Leu
185
Ser

Asn

Trp

Thr

Gu

Phe

Ser
280
Ala

Trp

Leu

Tyr Pro ile
265
lle Met Phe Val

Val Ile
300
Leu

Arg Pro

Trp Thr Trp Tyr
315
Val

Val

Ala

Asn Met

Ala
345
Gu

Arg

Asn

Phe

lle
330
lie

Gu

Asp

Tyr

Phe

Val

Leu

Lys
360

Gy Val

Gn
395

Lys

Hs

Leu Tyr lle

Ser
410

Arg

Asn

Gy

Phe
440
Ala

Val
425
Ser

Gn

Hs

Asn

Tyr

Arg Leu

xaa in position 5 to 10 is any amino acid

Vari ant

(11)..(11)
xaa in position

Vari ant

(16).. (16)
xaa in position

Vari ant

(17)..(17)
xaa in position

Vari ant

(19). . (20)
xaa in position

11

is

is

any or no amino acid

any amno acid

no anino acidany or

20 is any amino acid
Seite 52
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Ala

Asp

Phe

Trp
205
Gu

Ala

Trp

Leu

Leu
285
Ser

Ala

Phe

Ser

Asp
365
Pro

Gu

Gn

Thr

Gu
445

Ala

Phe

Gy
190

Lys

Asp

Leu

Ser

Ser
270
Pro

Leu

Thr

Leu

Leu
350
Net

Gy

Hs

Pro

Thr
430
Val

Leu

Leu
175
Ala

Asp

Pro

Gu

Arg
255
Phe

Asn

Val

Net

Val
335
Asn

Asp

Leu

His

Ala
415

Gy

Ser

Leu
160
Hs

Phe

Lys

Asp

Met
240
Phe

Ala

Gy

Gu

Phe
320
Ser

His

Phe

Phe

Leu
400
Val

Met

Lys
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<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

Vari ant

(22). . (23)
xaa in positi

Vari ant

(25). . (25)
xaa in positi

Vari ant

(27)..(27)
xaa in positi

Vari ant

(30). . (30)
xaa in positi

Vari ant

(32). . (34)
xaa in positi

Vari ant

(37). . (38)
xaa in positi

Vari ant

(40). . (42)
xaa in positi

Vari ant

(44). . (46)
xaa in positi

Vari ant

(48). . (48)
xaa in positi

Vari ant

(51). . (59)
xaa in positi

Vari ant

(60)..(77)
xaa in positi

Vari ant

(79). . (82)
xaa in positi

Vari ant

(84). . (84)
xaa in positi

Vari ant

(87)..( 92)
xaa in positi

Vari ant

(94). .(97)
xaa in positi

Vari ant

(99)..(101)
xaa in positi

Vari ant

(103). . (104)
xaa in positi

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

22

25 ji

27 |

30 i

32

37

40

44

48 |

51

60

79

84 |

87

94

99

to

to

to

to

to

to

to

to

to

to

to

PF58307. t xt

23 is any amino acid

any ami no

any am no

any am no

34 is any

38 is any

42 is any

46 is any

any amino

59 is any

77 is any

82 is any

any am no

92 is any

97 is any

aci

aci

aci

am

ani

ami

am

aci

am

or

ami

aci

am

d

d

d

no

no

no

no

no

no

no

no

acid

acid

acid

acid

acid

amino acid

acid

acid

am no acid

101 is any amino acid

103 to 104 is any anino acid
Seite 53
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<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

Vari ant

(106). . (132)
xaa in positi

Vari ant

(133). . (134)
xaa in positi

Vari ant

(136). . (138)
xaa in positi

Vari ant

(140). . (140)
xaa in positi

Vari ant

(142). . (142)
xaa in positi

Vari ant

(145). . (145)
xaa in positi

Vari ant

(153). . (153)
xaa in positi

Vari ant

(159). . (160)
xaa in positi

Vari ant

(162). . (171)
xaa in positi

Vari ant

(172). . (172)
xaa in positi

Vari ant

(174). . (176)
xaa in positi

Vari ant

(181). . (182)
xaa in positi

Vari ant

(186). . (186)
xaa in positi

Vari ant

(190). . (190)
xaa in positi

Vari ant

(194). . (195)
xaa in positi

Vari ant

(197). . (200)
xaa in positi

Vari ant

(201). . (207)
xaa in positi

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

106

133

136

140 i

142 |

145 i

153 i

159

162

172 j

174

181

186 |

190 }

194

197

201

PF58307. t xt

132 is any anino acid

134

138

any

any

any

any

160 i

171

any

176 ji

182 j

any

any

195 i

200 i

207 ji

is

is

am

am

ami

ami

or

am

am

no amino acidany or

any amino acid

no acid

no acid

no acid

no acid

any amino acid

any amino acid

no amno acid

any amino acid

any amino acid

no acid

no acid

any amino acid

any anino acid

any or no amino acid
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<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

Vari ant

(214). . (214)
xaa in positi

Vari ant

(216). . (216)
xaa in positi

Vari ant

(218). . (218)
xaa in positi

Vari ant

(220). . (238)
xaa in positi

Vari ant

(239). . (250)
xaa in positi

Vari ant

(252). . (255)
xaa in positi

Vari ant

(257). . (258)
xaa in positi

Vari ant

(260). . (261)
xaa in positi

Vari ant

(264). . (264)
xaa in positi

Vari ant

(267). . (269)
xaa in positi

Vari ant

(271). . (284)
xaa in positi

Vari ant

(285). . (296)
xaa in positi

Vari ant

(298). . (298)
xaa in positi

Vari ant

(300). . (305)
xaa in positi

Vari ant

(307). . (326)
xaa in positi

Vari ant

(327). . (328)
xaa in positi

Vari ant

(330). . (336)
xaa in positi

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

214

216 i

218 |

220

239

252

257

260

264 |

267

271

285

298 ji

300

307

327

330

any

any

any

238 |

250 i

255 |

258 i

261

any

269 i

284 i

296 i

any

305 i

326 |

328 |

336 |

PF58307. t xt

amino acid

amino acid

amino acid

any amino

any or no

any anino

any anino

any anino

amino acid

any amino

any anino

any or no

amino acid

any amino

any anino

noany or

any amino
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acid

amino acid

acid

acid

acid

acid

acid

amino acid

acid

acid

amino acid

acid
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<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

Vari ant

(338)... (339)
xaa in positi

Vari ant

(342). . (342)
xaa in positi

Vari ant

(345). . (347)
xaa in positi

Vari ant

(352). . (352)
xaa in positi

Vari ant

(354). . (359)
xaa in positi

Vari ant

(360). . (363)
xaa in positi

Vari ant

(365). . (367)
xaa in positi

Vari ant

(369). . (370)
xaa in positi

Vari ant

(372). . (372)
xaa in positi

Vari ant

(374). . (379)
xaa in positi

Vari ant

(380). . (384)
xaa in positi

Vari ant

(386). . (387)
xaa in positi

Vari ant

(390) .. (390)
xaa in positi

Vari ant

(404). . (405)
xaa in positi

Vari ant

(410). . (411)
xaa in positi

Vari ant

(413). . (416)
xaa in positi

Vari ant

(418). . (419)
xaa in positi

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

338

342 |

345

352 |

354

360

365

369

372 |

374

380

386

390 i

404

410

413

418

PF58307. t xt

339 is any anino

any anino acid

347 is any amino

any amino acid

359 iS any amino

363 iS any or no

367 iS any amino

370 is any amino

any amino acid

379 iS any amino

384 is any or no

387 is any amino

any amino acid

405 is any amino

411 is any amino

416 is any amino

419 is any anino
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acid

acid

acid

amino acid

acid

acid

acid

amino acid

acid

acid

acid

acid

acid
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<220>
<221> Vari ant

<222> (423). . (427)
<223> xaa in position 423 to 427 is any anino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (430). . (435)
<223> xaa in position 430 to 435
<220>
<221> Vari ant

<222> (438).. (438)
<223> xaa in position 438 is any
<220>
<221> Vari ant

<222> (441).. (443)
<223> xaa in position 441 to 443

<400> 43

Lys
1

xaa

xaa

Gy

xaa
65

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
145

Arg

Gn

Ala

Pro

xaa
225
xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
305
xaa

Gy

Val

xaa

Phe
385

Val Tyr Asp xaa xaa
5

Val xaa xaa Thr xaa
20

xaa Hs Pro xaa xaa
35

ASp Xaa Xaa xXaa Xaa
50

xaa xaa xaa xaa xaa
70

xaa Arg xaa Leu Arg
85

Ser xaa xaa xaa Tyr
100

xaa xaa xaa xaa xaa
115

xaa Xaa Xaa Xaa xaa
130

Gy Trp Leu Ala Hs
150

Xaa Xaa Xaa Xaa xaa
165

Gy Phe Ser xaa xaa
180

xaa xaa Asn xaa xaa

Asp |le Asp Thr xaa
210
Xxaa xaa xaa xXaa xaa

230
xaa xaa xaa xaa xaa

245
xaa Leu xaa xaa Ala

260
xaa Xaa Xaa xaa xaa

275
xaa xaa xaa xaa xaa
290
Hs xaa xaa xaa xaa

310
xaa xaa Xxaa xaa xaa

325
xaa xaa Leu Ala xaa

340
xaa xaa xaa xaa xaa

355

xaa Thr xaa Arg xaa
370

xaa xaa Trp Phe xaa
390

xaa

xaa

Ala

xaa
55

xaa

xaa

xaa

xaa

Ala
135

Asp

xaa

Trp

xaa

Pro
215
xaa

xaa

Arg

xaa

xaa
295
xaa

xaa

Val

xaa

xaa
375

xaa

Gy

xaa
40

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
120
xaa

Phe

xaa

Trp

xaa
200
xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
280
xaa

xaa

xaa

Phe

xaa
360
xaa

Gy

PF58307. t xt

is any amno acid

amino acid

is any anino acid

Xaa xaa xaa HS
10

xaa Asp xaa Thr

xaa xaa Leu xaa

Xaa xaa Xaa Xaa
60

Xaa xaa xaa xaa
75

Xaa xaa xaa xaa
90

LyS xaa xaa xaa
105
Xaa xaa Xaa xaa

xaa xaa Gy xaa

xaa Hs Hs Gn
155

Xaa Xaa Xaa Xaa
170

Lys xaa Lys Hs
185
xaa xaa xaa xaa

Leu xaa Trp xaa
220

xaa xaa xaa xaa
235

xaa xaa Gn xaa
250

Ser Trp xaa xaa
265
xaa Xxaa xXaa xaa

Leu xaa Gu xaa
300

xaa xaa xaa xaa
315

Phe xaa xaa xaa
330

xaa xaa xaa HS
345
xaa xaa xaa Phe

Xxaa xaa xaa xaa
380

Leu Asn Tyr Gn
395
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Pro

Asp

xaa
45

xaa

xaa

Gy

xaa

xaa
125
Phe

Val

Gy

Asn

xaa
205
xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
285
xaa

xaa

xaa

Asn

xaa
365
xaa

lle

Gy

Xad
30

xaa

xaa

Phe

xaa

xaa
110
Xada

xaa

Phe

Xad

Xada
190
xaa

xaa

Xad

xaa

Ser
270
Xada

xaa

xaa

Xad

Gy
350
xaa

xaa

Gu

Gy
15

Phe

Tyr

xaa

xaa

xaa
95

xaa

xaa

Gn

xaa

xaa
175
Hs

xaa

xaa

xaa

xaa
255
xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
335
Met

xaa

xaa

Hs

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
80

xaa

xaa

xaa

Gn

xaa
160
xaa

His

ASD

xaa

xaa
240
Phe

xaa

xaa

xaa

xaa
320
xaa

xaa

Gn

xaa

His
400
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Leu Phe Pro xaa xaa Pro Arg Hs Asn xaa xaa LyS xaa xaa xaa xaa
405 410 415

Val xaa xaa Leu Cys Lys xaa xaa xaa xaa xaa Tyr HS xaa xaa xaa
420 425 430

xaa xaa xaa Gy Thr xaa Gu Val xaa xaa xaa Leu
435 440

<210> 44
<211> 31
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<221> Vari ant

<222> (2)..(3)
<223> xaa in position 2 to 3 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (6)..(6)
<223> xaa in position 6 is Asp or Gu
<220>
<221> Vari ant

<222> (9)..(9)
<223> xaa in position 9 is Leu or Val
<220>
<221> Vari ant

<222> (12)..(12)
<223> xaa in position 12 is any amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (13)..(13)
<223> xaa in position 13 is Leu, Mt or Val
<220>
<221> Vari ant

<222> (17)..(18)
<223> xaa in position 17 to 18 is any anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (19)..(19)
<223> xaa in position 19 is Ala, Asn, Pro or Ser
<220>
<221> Vari ant

<222> (20)..(20)
<223> xaa in position 20 is any amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (21)..(21)
<223> xaa in position 21 is Ile or Val
<220>
<221> Vari ant

<222> (22)..(22)
<223> xaa in position 22 is any amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (23). .(23)
<223> xaa in position 23 is Pro or Val
<220>
<221> Vari ant

<222> (24).. (24)
<223> xaa in position 24 is any amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (25).. (25)
<223> xaa in position 25 is Ile or Val
<220>
<221> Vari ant

<222> (26)..(26)
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<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
Leu xaa xaa Gn Ile xaa Hs

| 5
xXaa Xaa Xaa XaaA XAA XAA XAA

20

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>

xaa in position 26 is

Vari ant

(27). . (27)
xaa in position 27 is

Vari ant

(30). . (30)
xaa in position 30 is

44

45
27
PRT
Artificial

Vari ant

(2)..(2)
xaa in positi

Vari ant

(3)..(4)
xaa in positi

Vari ant

(9)..(9)
xaa in positi

Vari ant

(10).. (10)
xaa in positi

Vari ant

(14)..(14)
xaa in positi

Vari ant

(18)..( 18)
xaa in positi

Vari ant

(21)..(21)
xaa in positi

Vari ant

(22). . (22)
xaa in positi

Vari ant

(23) .. (23)
xaa in positi

Vari ant

(25). . (25)
xaa in positi

Vari ant

(26). . (26)
xaa in positi

Vari ant

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

sequence

2is Asp, Gy or

PF58307. t xt

Gu or Lys

Ala, Ser or Thr

any or no amino acid

Hs xaa Phe Pro xaa xaa Pro Arg Hs
1510

xaa xaa xaa xaa Leu Cys xaa Lys
25 30

Asn

3 to 4 is any anino acid

9 iS any anino acid

10 is Ala, Gn or Ser

14 is Asp or Asn

18 ts any amno acid

21 Ala or Ser

22 is Ala, Ser or Va

23 is Pro or Thr

25 is Leu or Val

26 i any amino acid
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PF58307. t xt

<222> (27)..(27)
<223> xaa in position 27 is Gu, Gy, Asn or Ser

<400> 45

Gy xaa xaa xaa Gn Gy Phe Ser xaa xaa Trp Trp Lys xaa Lys Hs
1 5 10 15

Asn xaa Hs HS xaa xaa xaa ASN xaa Xaa xaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>

20

46
31
PRT
Artificial

Vari ant

(2)..(3)
xaa in positti

Vari ant

(5)..(5)
xaa in positi

Vari ant

(7)..(7)
xaa in positi

Vari ant

(8)..(8)
xaa in positi

Vari ant

(10).. (10)
xaa in positi

Vari ant

(12)..(13)
xaa in positi

Vari ant

(14)..( 14)
xaa in positi

Vari ant

(16).. (16)
xaa in positi

Vari ant

(17)..(18)
xaa in positi

Vari ant

(20). . (22)
xaa in positi

Vari ant

(24). . (25)
xaa in positi

Vari ant

(26). . (26)
xaa in positi

Vari ant

(28). . (28)
xaa in positi

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

20

24

26

28

25

sequence

to 3 is any amino acid

is Gu, Lys or Arg

is Alaor Gy

is Ser or Thr

is Ala, Ser or Val

to 13 is any anino acid

Metis Phe or

is Pro or Ser

to 18 is any anino acid

to 22 is any anino acid

to 25 is any anino acid

is any or no anino acid

is any amino acid
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<223> xaa in position 29 is any or no amino acid

<221> Vari ant

<222> (29)..(29)

<400> 46

Thr xaa xaa Gy xaa Asp xaa xaa Asp xaa Phe xaa xaa xaa HS xaa
1 5 10 15

xaa xaa Ala xaa xaa xaa Leu xaa xaa xaa Tyr xaa xaa Gy Asp
20 25 30

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

47
26
PRT

Artificial sequence

Vari ant

(2)..(2)
xaa in positi

Vari ant

(3)..(3)
xaa in positti

Vari ant

(4)..(4)
xaa in positi

Vari ant

(5)..(5)
xaa in positi

Vari ant

(6)..(6)
xaa in positt

Vari ant

(7).-(7)
xaa in positi

Vari ant

(8)..(8)
xaa in positi

Vari ant

(10)..(11)
xaa in positi

Vari ant

(14)..( 14)
xaa in positi

Vari ant

(17)..(18)
xaa in positi

Vari ant

(19).. (20)
xaa in positi

Vari ant

(22). . (23)
xaa in positi

Vari ant

(26) . . (26)
xaa in positi

on 2

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

22

26

s Phe, Leu or Val

is any anino acid

is Ala, Gy or Ser

is Gn or Thr

is Ala, Cys or Pro

is Ser, Thr or Val

is Cys, Ser or Thr

to 11 is any anino acid

is lle or Leu

to 18 is any anino acid

to 20 is any or no amino acid

to 23 is any or no amino acid

is Ala, Pro or Ser
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<400> 47

Phe xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa Gy xaa xaa Leu Ala xaa Val Phe
1 5 10

xaa Xaa xaa xaa Asn xaa xaa Gy Met xaa
20 25

<210> 48
<211> 13
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<221> Vari ant

<222> (6)..(6)
<223> xaa in position 6 is any anino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (8)..(8)
<223> xaa in position 8 is any or no anino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (11)..(11)
<223> xaa in position 11 iS any or no anino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (13)..(13)
<223> xaa in position 13 is Asp or Ser

<400> 48

Pro Asp |!e Asp Thr xaa Pro xaa Leu Leu xaa Trp xaa
1 5 10

<210> 49
<211> 17
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<221> Vari ant

<222> (2)..(3)
<223> xaa in position 2 to 3 is any amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (4). .(4)
<223> xaa in position 4 is any or no amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (7). .(8)
<223> xaa in position 7 to 8 is any amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (9)..(9)
<223> xaa in position 9 is any or no amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (11)..(11)
<223> xaa in position 11 iS any amno acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (12)..(12)
<223> xaa in position 12 is Phe or Leu
<220>
<221> Vari ant

<222> (15)..(15)
<223> xaa in position 15 is lie or Leu
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<400> 49

Gn xaa xaa xaa Tyr Phe xaa xaa xaa Leu xaa xaa Ala Arg xaa Ser
1 5 15

Trp

<210> 50
<211> 20
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<221> Vari ant

<222> (2)..(2)
<223> xaa in position 2 is Asp, Gu or Thr
<220>
<221> Vari ant

<222> (3)..(3)
<223> xaa in position 3 is Ala or Thr
<220>
<221> Vari ant

<222> (4). .(4)
<223> xaa in position 4 is Asp, Gy, Ser or Thr
<220>
<221> Vari ant

<222> (5)..(7)
<223> xaa in position 5 to 7 is any amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (9)..(10)
<223> xaa in position 9 to 10 is any amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (13)..(13)
<223> xaa in position 13 is Phe, Leu or Val
<220>
<221> Vari ant

<222> (14)..(15)
<223> xaa in position 14 to 15 is any anino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (17)..(17)
<223> xaa in position 17 is Ala, Asp, Gy, Asn or Ser
<220>
<221> Vari ant

<222> (18)..(19)
<223> xaa in position 18 to 19 is any anino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (20)..(20)
<223> xaa in position 20 is Ala, Gn or Ser

<400> 50

Hs xaa xaa xaa xaa xaa xaa Gy xaa xaa Gu Val xaa xaa xaa Leu
1 5 10 15

xaa xaa xaa xaa
20

<210> 51
<211> 1320
<212> DNA

<213> Thr aust ochytrium ssp.

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(1320)
Seite 63

307 of 1119 CSIRO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 1009308 of 1119

PF58307. t xt

<400> 51

atg ggc aag ggc agc gag ggc cgc age gcg gcg cgce gag atg acg gcc 48
Met Gy Lys Gy Ser Gu Gy Arg Ser Aba Aa Arg Gu Mt Thr Ala
1 5 1 15

gag gcg aac ggc gac aag cgg aaa acg att ctg atc gag ggc gtc ctg 96
Gu Ala Asn Gy Asp Lys Arg Lys Thr Iie Leu [le Gu Gy Val Leu

20 25 30

tac gac gcg acg aac ttt aag cac ccg ggc ggt tcg atc atc aac ttc 144
Tyr Asp Ala Thr Asn Phe Lys Hs Pro Gy Gy Ser Ile 1le Asn Phe

35 40 45

ttg acc gag ggc gag gcc ggc gtg gac gcg acg cag gcg tac cgc gag 192
Leu Thr Gu G@y Gu Ala Gy Val Asp Ala Thr Gn Aa Tyr Arg Gu

50 55 60

ttt cat cag cgg tcc ggc aag gcc gac aag tac ctc aag tcg ctg ccg 240
Phe Hs Gn Arg Ser Gy Lys Ala Asp Lys Tyr Leu Lys Ser Leu Pro
65 70 75 80

aag ctg gat gcg tcc aag gtg gag tcg cgg ttc tcg gcc aaa gag cag 288
Lys Leu Asp Ala Ser Lys Val Gu Ser Arg Phe Ser Ala Lys Gu Gn

85 90 95

gcg cgg cgc gac gcc atg acg cgc gac tac gcg gcc ttt cgc gag gag 336
Ala Arg Arg Asp Ala Met Thr Arg Asp Tyr Ala Ala Phe Arg Gu Gu

100 105 110

ctc gtc gcc gag ggg tac ttt gac ccg tcg atc ccg cac atg att tac 384
Leu Val Ala Gu Gy Tyr Phe Asp Pro Ser Ile Pro Hs Met Ile Tyr

115 120 125

cgc gtc gtg gag atc gtg gcg ctc ttc geg ctc tcg ttc tgg ctc atg 432
Arg Val Val Gu Ile Val Ala Leu Phe Ala Leu Ser Phe Trp Leu Mt

130 135 140

tcc aag gcc tcg ccc acc tcg cte gtg ctg ggc gtg gtg atg aac ggc 480
Ser Lys Ala Ser Pro Thr Ser Leu Val Leu Gy Val Val Met Asn Gy
145 150 155 160

att gcg cag ggc cgc tgce ggc tgg gtc atg cac gag atg ggc cac ggg 528
lle Aa Gn Gy Arg Gs Gy Trp Val Mt Hs Gu Mt Gy Hs Gy

165 170 175

tcg ttc acg ggc gtc atc tgg ctc gac gac cgg atg tgce gag ttc ttc 576
Ser Phe Thr Gy Val Ile Trp Leu Asp Asp Arg Met Cys Gu Phe Phe

180 185 190

tac ggc gtc ggc tgc ggc atg age ggg cac tac tgg aag aac cag cac 624
Tyr Gy Val Gy Cys Gy Mtt Ser Gy Hs Tyr Trp Lys Asn Gn Hs

195 200 205

agc aag cac cac gcc gcg ccc aac cgc ctc gag cac gat gtc gat ctc 672
Ser Lys Hs Hs Ala Ala Pro Asn Arg Leu Gu Hs Asp Val Asp Leu

210 215 220

aac acg ctg ccc ctg gtc gcc ttt aac gag cgc gtc gtg cgc aag gtc 720
Asn Thr Leu Pro Leu Val Ala Phe Asn Gu Arg Val Val Arg Lys Val
225 230 235 240

aag ccg gga tcg ctg ctg gcg ctc tgg ctg cgc gtg cag gcg tac ctc 768
Lys Pro Gy Ser Leu Leu Aa Leu Trp Leu Arg Val Gn Ala Tyr Leu

245 250 255

ttt gceg ccc gtc tcg tgce ctg cte atc ggc ctt ggc tgg acg ctc tac 816
Phe Ala Pro Val Ser Cys Leu Leu [le Gy Leu Gy Trp Thr Leu Tyr

260 265 270

ctg cac ccg cgc tac atg ctg cgce acc aag cgg cac atg gag ttc gtc 864
Leu Hs Pro Arg Tyr Mest Leu Arg Thr Lys Arg Hs Met Gu Phe Val

275 280 285

tgg atc ttc gcg cgc tac att gge tgg ttc tcg ctc atg ggce gct ctc 912
Trp [le Phe Ala Arg Tyr Ile Gy Trp Phe Ser Leu Mt Gy Ala Leu

290 295 300

ggc tac tcg ccg ggc acc tcg gtc ggg atg tac ctg tgc tcg ttc gge 960
Gy Tyr Ser Pro Gy Thr Ser Val Gy Mt Tyr Leu Cys Ser Phe Gy
305 310 315 320

ctc ggc tge att tac att ttc ctg cag ttc gcc gtc age cac acg cac 1008
Leu Gy Gys Ile Tyr Ile Phe Leu Gn Phe Ala Val Ser Hs Thr Hs

325 330 335

ctg ccg gtg acc aac ccg gag gac cag ctg cac tgg ctc gag tac gcg 1056
Leu Pro Val Thr Asn Pro Gu Asp Gn Leu Hs Trp Leu Gu Tyr Ala

340 345 350
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age
Ser

cag
nPro @

gcc
Ala

cgc

230
tcc
Ser

atg
Met

ggc
Gy

tte
Phe
310

gac
Asp

gig
Val

cag
Gn

caa

Gn

tac

Tyr
390
ctc
Leu

tte
Phe
215

cgc
Arg

ctt
Leu

cge
Arg

gtg
Val

ctc
Leu
295
ata
Ile

gaa
Gu

aca
Thr

gig
Val

ctg
Leu
375

gat
Asp

ggc
Gy

aac
Asn

atg
Met
120
ccc
Pro

tgg
Trp

gac
Asp

gcg
Ala

aag
Lys
200
aac
Asn

tgg
Tr p

gtc
Val

act
Thr

gtc
Val
280

ggc
Gy

aac

Asn

cac
His

ccg
Pro

gaa
a
360

gcg
Ala

tcg
Ser

gac
Asp

PF58307. t xt
90

gcc
Ala
105
cac

His

gtc
Val

at g
Met

a
| —

t
e

teg
Ser
185
cac
His

aag
Lys

atc
lle

gcc
Ala

cag
Gn
265

ggc
Gy

ggc
Gy

ttc
Phe

gcg
Ala

tceg
Ser
345
cac
Hs

ccg
Pro

cgt
Arg

gig
Val

agc
Ser

gcc
Ala

gcg
Ala

cac

tgg
Trp

atc
lle

ctg
Leu

gag
uHs G

aaa

Lys
170

tgg
Trp

cgg
Arg

155
ata
lle

tgg
Trp

cac
Hs

atc atc
lie

tcc
Ser

ctc
Leu
250

cgt
Arg

gtt
Val

gtt
Val

gcc
Ala

cac
Hs
330

tgg
Trp

cac
Hs

cga
Arg

ceg
Pro

gcc
Ala
410

Seite 69

lle

ctg
Leu
235
tac

Tyr

t ac

Tyr

ctc
Leu

ctc
Leu
315
tte
Phe

ttc
Phe

ctc
Leu

gig
Val

tac

Tyr
395

gag
Gu

ccg
Pro

ggt
Gy

gig
Val
140

gcc
Ala

cag
Gn

cgg
Arg

gac
Asp

gcg
Ala
220

cag
Gn

tgg
Trp

aca
Thr

tgt
Cys

tte
Phe
300
aac

Asn

gtc
Val

gig
Val

ttc
Phe

cgg
Arg
380

atg
Met

cag

gag
Gu

cac
Hs
285
tcc
Ser

cac

His

gag
Gu

acg
Thr

cct
Pro
365
aaa

Lys

gag
Gu

tte atc
Phe

313 of 1119

atc
ile
110
tac

Tyr

ctt
Leu

cac

His

gta
Val

cag

190

gac
Asp

cgc

tte
Phe

ctc
Leu

ggc
G
270

cag
Gn

cag
Gn

tct
Ser

tac

Tyr

tgg
Trp
350
acc
Thr

ctt
Leu

tcg
Ser

gtt
Val

95

gtc
Val

atg
Met

ay
tac

Tyr

ctc
Leu
175
cat
His

ctt
Leu

ggce

ctc
Leu

tte
Phe
255
tct

y Ser

ctg
Leu

gcc
Ala

cac

His

geg
Ala
335
tic
Phe

atg
Net

ttt
Phe

ctc
Leu

get
Ala
415

tac

Tyr

ctc
Leu

gig
Val

age

160
tac

Tyr

aac
Asn

gag
Gu

aag
Lys

ttc
Phe
240
cta
Leu

gcc
Ala

cag
Gn

ttc
Phe

ctg

320

gcc
Ala

atg
Met

cca
Pro

gag
Gu

cag

400

ggg
Gy

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1254
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<213> Lei shimani a maj or

<400> 56

Met Ala Leu Asp
1

Asp

lle

Gn

Phe

Ala

Val

Gy

Lys

Thr

Arg
225

Gy

Hs

lle

Val

Ser
305
Pro

lle

Gy

Gn

Gu
385

Lys

Asn

Gy

Leu

Phe
50
Asn

Arg

Val

Phe

Arg
130
Gu

Thr

Leu

Hs

Leu
210
Asn

Pro

Val

Leu

Ser
290
Ala

Met

Tyr

Tyr

Phe
370
Asn

Thr

<210> 57
<211> 40
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

Val

Lys
35
Hs

Arg

Leu

Gu

Ser
115
Leu

Gy

Gy

Gy

His
195
Pro

Ala

Val

Arg

Gs
275
Phe

Ala

Leu

Thr

Leu
355

Gy

Phe

1
PRT
Artificial

Leu
20

Tyr

Leu

Pro

Gu

Gu
100
Gu

Pro

Arg

Ile

Asp
180
Ala

Leu

Ser

Thr

His
260

Arg

Trp

Tyr

Pro

Met
340
Asn

Phe

Leu

Lys

Vari ant

(2).-(2) ; . .
xaa in position 2 is any anino acid

Seite 70

Asn Val Arg
5

Tyr

Tyr

Lys

Ala

Lys
85

Gy

Leu

Cys G

Pro
165

Gy

Thr

Val

lle

Cys
245
Ala

Trp

Gn

Gu
325
Asn

Tyr

Val

Lys

Asn
405

Asp

Leu

Leu

Pro
70
Leu

Leu

Leu

y
150

Trp

Met

Pro

Ala

Ar g
230
Ser

Met

lle

Gy

Phe
310

Asp

Val

Gn

Gn

Tyr
390
Leu

Cys

Gy

Pro
55
Pro

Ser

Phe

Leu

Trp
135

Trp

Leu

Ser

Gn

Phe
215

Leu

Arg

Val

Leu
295
Ile

Gu

Thr

Val

Leu
375

Asp

Gy

sequence

Lys
200
Asn

Trp

Val

Thr

Val
280

PF58307. t xt

His

Lys

Ala

Gn
265

Gy

Gy

Phe

Ala

Ser
345
Hs

Pro

Arg

Val

Gn
10
Phe

Asp

Asp

Ser

Phe
90
Ser

Ala

Ala

His

Lys
170

Trp

Arg

lie

Ser

Leu
250

Arg

Val

Val

Ala

His
330

Trp

His

Arg

Pro

Ala
410

Pro Asn

Hs

Thr

Tyr
60
Asn

Ala

Pro

Gy

Val
140
Ala

Gn

Arg

Asp

Ala
220
Gn

Trp

Thr

Phe
300
Asn

Val

Val

Phe

Arg
380

Phe

314 of 1119

Gu

Pro

Gu

Leu

Val

Leu

His

Leu
125
lle

Gy

Gu

Ser

Val
205

Arg

Met

Gn

Gu

Hs G
285
Ser

His

Gu

Thr

Pro
365

Lys

Gu

lle

Phe

Leu

Gy
270

n

Val

Net

Gy

Tyr

Leu
175
His

Leu

Gy

Leu

Phe
255
Ser

Leu

Ala

His

Ala
335
Phe

Net

Phe

Leu

Ala
415

Ser

Gn

Leu

Gn

Ala

Tyr

Leu

Val

Ser
160

Tyr

Asn

Gu

Lys

Phe
240
Leu

Ala

Gn

Phe

Leu
320
Ala

Met

Pro

Gu

Gn
400
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PF58307. t xt
<220>
<221> Vari ant

<222> (5)..(5)
<223> xaa in position 5 is any amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (8)..(8)
<223> xaa in position 8 is any anino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (10)..(10)
<223> xaa in position 10 is any amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (12)..(12)
<223> xaa in position 12 is any amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (17)..(26)
<223> xaa in position 17 to 26 is any anino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (27)..(29)
<223> xaa in position 27 to 29 is any or no amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (33). .(37)
<223> xaa in position 33 to 37 is any anino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (40)..(44)
<223> xaa in position 40 to 44 is any anino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (46). .(46)
<223> xaa in position 46 is any amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (48).. (48)
<223> xaa in position 48 is any amno acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (50)..(51)
<223> xaa in position 50 to 51 is any anino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (54).. (56)
<223> xaa in position 54 to 56 is any anino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (58)..(69)
<223> xaa in position 58 to 69 is any anino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (70)..(77)
<223> xaa in position 70 to 77 is any or no amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (79)..(89)
<223> xaa in position 79 to 89 is any anino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (91)..(91)
<223> xaa in position 91 is any amno acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (93). .(94)
<223> xaa in position 93 to 94 is any anino acid
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<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

Vari ant

(96). . (97)
xaa in positi

Vari ant

(99). .(100)
xaa in positi

Vari ant

(103). . (104)
xaa in positi

Vari ant

(106). . (110)
xaa in positi

Vari ant

(112). . (127)
xaa in positi

Vari ant

(128). . (129)
xaa in positi

Vari ant

(131). . (137)
xaa in positi

Vari ant

(142). . (148)
xaa in positi

Vari ant

(146). . (146)
xaa in positi

Vari ant

(149). . (149)
xaa in positi

Vari ant

(151). . (151)
xaa in positi

Vari ant

(154).. (155)
xaa in positi

Vari ant

(157). . (157)
xaa in positi

Vari ant

(159). . (166)
xaa in positi

Vari ant

(168). . (168)
xaa in positi

Vari ant

(170). . (172)
xaa in positi

Vari ant

(174). . (176)
xaa in positi

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

PF58307. t xt

96 to 97 is any anino acid

99 to 100 is any amino acid

103 to 104 is any amino

106

112

128

131

142

146 |

149 }

154

157 3

159

168 i

170

174

110 i

127 ji

129 }

137 ji

143 |

any

any

any

155 i

any

166 i

any

172 j

176 i

ami

ami

ami

am

ami

any amino

any amino

any or no

any amino

any amino

no acid

no acid

no acid

any amino

no acid

any amino

no acid

any anino

any amino
Seite 72
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acid

acid

acid

amino acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid
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<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

Vari ant

(178). . (180)
xaa in positi

Vari ant

(182). . (182)
xaa in positi

Vari ant

(187). . (187)
xaa in positi

Vari ant

(189). . (192)
xaa in positi

Vari ant

(195). . (195)
xaa in positi

Vari ant

(198). . (198)
xaa in positi

Vari ant

(200). . (200)
xaa in positi

Vari ant

(202). . (202)
xaa in positi

Vari ant

(206). . (221)
xaa in positi

Vari ant

(223). . (225)
xaa in positi

Vari ant

(227). . (229)
xaa in positi

Vari ant

(231). . (231)
xaa in positi

Vari ant

(234). . (236)
xaa in positi

Vari ant

(238). . (239)
xaa in positi

Vari ant

(241). . (241)
xaa in positi

Vari ant

(243). . (245)
xaa in positi

Vari ant

(248). . (258)
xaa in positi

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

178

182 j

187 |

189

195 i

198 3

200 i

202 |

206

223

227

231

234

238

241

243

248

PF58307. t xt

180 is any anino acid

any

any

192 j

any

any

any

any

221

225 |

229 |

any

236 |

239 |

any

245 |

258 |

ami

am

am

ami

ami

am

ami

ami

no acid

no acid

any amino acid

no acid

no acid

no acid

no acid

any amino acid

any amino acid

any amino acid

no acid

any amino acid

any amino acid

no acid

any amino acid

any amino acid
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PF58307. t xt
<220>
<221> Vari ant

<222> (260)..(285)
<223> xaa in position 260 to 285 is any amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (286).. (286)
<223> xaa in position 286 is any or no anino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (288).. (289)
<223> xaa in position 288 to 289 is any amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (291).. (298)
<223> xaa in position 291 to 298 is any amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (300). . (300)
<223> xaa in position 300 is any amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (302)..(303)
<223> xaa in position 302 to 303 is any amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (305).. (307)
<223> xaa in position 305 to 307 is any amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (309). . (309)
<223> xaa in position 309 is any anino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (312). . (324)
<223> xaa in position 312 to 324 is any amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (327). . (329)
<223> xaa in position 327 to 329 is any anino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (331)..(338)
<223> xaa in position 331 to 338 is any amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (339). . (339)
<223> xaa in position 339 is any or no anino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (341).. (341)
<223> xaa in position 341 is any amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (343)..(343)
<223> xaa in position 343 is any amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (345).. (346)
<223> xaa in position 345 to 346 is any anino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (349). . (349)
<223> xaa in position 349 is any amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (351). . (352)
<223> xaa in position 351 to 352 is any amino acid
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<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
lle

1
xaa

xaa

Leu

xaa
65

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
50

xaa

xaa

Hs

xaa

Va

Vari ant

(358). . (359)
xaa in positi

Vari ant

(364) .. (369)
xaa in positi

Vari ant

(371). . (379)
xaa in positi

Vari ant

(381). . (381)
xaa in positi

Vari ant

(383). . (386)
xaa in positi

Vari ant

(388). . (393)
xaa in positi

Vari ant

(395) .. (396)
xaa in positi

Vari ant

(399). . (400)
xaa in positi

57

Gy Val xaa
5

xaa Xaa xaa
20

Xda Xaa
35

xaa

Xaa

Leu Pro

xXaa Xaa Xaa

xaa Xaa xaa
85

xaa Xaa Tyr
100

xaa xaa
115
xaa

xaa

Xaa Xaa
130

Gu
145
xaa

Trp

Hs

xaa

xaa

xaa

xaa

Asp

xdaa

Gy Hs xaa

xaa Xaa xXaa
165
Hsxaa Xaa

180

xaa Asp Leu
195
xaa xXxaa xXaa

210
xaa
225
xaa

xaa

Gn

Trp

xdaa

xXaa Xaa Xaa

xaa

Gu

xaa xaa
245

xaa xaa
260

on

on

on

on

on

on

on

on

Tyr

xaa

Phe

xaa

xaa
70

xaa

Arg

xaa

xaa

Ser

358

364

371

381

383

388

395

399

Asp

xaa

Hs

xaa
55

xaa

xaa

xaa

xaa

xdaa

359

369

379

any

to 400 i

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
120
xaa

135

150
xaa

xaa

xaa

xaa

Phe

xaa

Gy

Lys

Thr

xda

Thr

xaa

His

xaa
200
xaa

215

230
Leu

xaa

xda

Hs

xdaa

Pro

xaa

xaa

386 i

393 |

396 |

PF58307. t xt

is any amino

is any anino

is any amino

amino acid

any anino

any amino

any amino

any amino

Thr xaa
10

xaa xaa
25

xaa

xaa

Xaa Xda

Ala xaa xaa

Phe xaa

xaa

xaa

xaa

acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

Hs

xaa

Ala

xaa
60

xaa xaa xaa
75

Xxaa xaa

Gu
105
xaa

Gy
90

Xda Xdada

xaa xaa

xaa Arg Cys

xaa

Phe

xaa

xaa

Gy

xaa

xaa

xaa

xaa
125

Trp
140

Gy

Gy

His
185
Pro

Xaa xaa
155

xaa xaa
170
Ala xaa

xaa Val

xaa Xaa Xaa

Trp

xaa

Pro

Ala

xdaa

xaa

Ser

xaa

Phe
205
xaa

220
Val xaa xaa

235
Xaa Xaa xaa

250
Xxaa xaa
265
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xda

xaa

xaa Xaa

Leu

xaa

xaa

Pro

Asp Al
30

xaa

xaa

Asp

xaa

xaa
110
xaa

xaa

Asp

xaa

xaa
190
xaa

Trp

xaa

xaa

xaa
270

15

Lys

xaa

xaa

Ser

Ala

xaa

xaa

xaa

xaa
175
xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
255
xaa

y Gy

xaa

xaa

xaa
80

xaa

xaa

xaa

Hs

xaa
160
xaa

xaa

xaa

xaa

Leu
240
xaa

xaa
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xaa Xda Xaa Xaa Xaa
275

xaa Leu xaa xaa xaa
290

xaa xaa xaa HS xaa
305

xaa xaa xaa xaa Tyr
325

xaa xaa xaa Val xaa
340

Hs Hs Leu Phe Pro
355

xaa Arg xaa xaa xaa
370

xaa xaa Tyr xaa xaa
385
Va

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>

xaa

xaa

Hs
310
Ala

Trp

xdaa

xaa

xaa
390

xaa

xaa
295
Leu

xaa

xaa

xaa

xaa
375
xaa

Artificial sequence

Vari ant

(3)..(4)
xaa in positi

Vari ant

(7)..(7)
xaa in positi

Vari ant

(10)..(10)
xaa in positi

Vari ant

(12)..(12)
xaa in positi

Vari ant

(15)..(15)
xaa in positi

Vari ant

(17)..(17)
xaa in positi

Vari ant

(19)..(19)
xaa in positi

Vari ant

(21). . (21)
xaa in positi

Vari ant

(22). .( 22)
xaa in positi

Vari ant

(23). . (23)
xaa in positi

Vari ant

(24). . (24)

xaa
280
xaa

xaa

xaa

Met

Pro
360
xaa

xaa

PF58307. t xt
xaa xaa xaa Xxaa

xaa xaa Tyr xaa
300

Xaa Xaa Xaa Xda
315

xaa Thr xaa xaa
330

xaa xaa Leu Asn
345

Gn Phe Arg xaa

xaa xaa xaa Leu
380

xaa Thr xaa xaa
395

on 3 to 4is any amno acid

on

on

on

on

on

on

on

on

on

7 is any amino acid

10 is any amno acid

21

22 |

23 |

Phe,

any

any

any

any

Lys

Leu or Val

or no

or no

am no

am no

or Arg

or Mt

amino acid

amino acid

acid

acid
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xaa
285
Phe

xaa

xaa

xaa

xaa
365
xaa

Asn

xaa

xaa

xaa

xaa

Gn
350
xaa

Tyr

Leu

Gy

xXaa

xaa

Xda
335
xaa

xXaa

xaa

xaa

xaa

Phe

xaa
320
xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
400
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<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<22?>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>

xaa in positi

Vari ant

(25). . (25)
xaa in positi

Vari ant

(26). . (26)
xaa in positi

Vari ant

(27). .(28)
xaa in positi

Vari ant

(30). . (30)
xaa in positi

Vari ant

(32). . (32)
xaa in positi

Vari ant

(33) . . (33)
xaa in positi

Vari ant

(34). . (34)
xaa in positi

Vari ant

(36). . (36)
xaa in positi

Vari ant

(37). . (38)
xaa in positi

Vari ant

(40). . (40)
xaa in positi

Vari ant

(41).. (41)
xaa in positi

Vari ant

(42). . (42)
xaa in positi

Vari ant

(44). . (44)
xaa in positi

Vari ant

(49). . (49)
xaa in positi

Vari ant

(51)..(51)
xaa in positi

Vari ant

(52). . (52)
xaa in positi

Vari ant

(53). . (53)

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

24

25 I

26 i

27

30 i

32 |

33 i

34 |

36 i

37

40 i

41

42 |

44 i

49 |

51

52 i

is
PF58307. t xt

any amno acid

Ala or Gu

Phe or Val

28 is any amino acid

Phe, Leu or Val

any amno acid

Ala or Gay

any amino acid

Ala or Gy

38 iS any amino acid

any amno acid

Asn or Ser

any amino acid

Asn or Ser

Ala or Thr

Lys or Arg
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<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Gy Trp xaa xaa Hs
1

xaa in position 53 is

Vari ant

(54). . (54)
xaa in position 54 is

Vari ant

(57).. (57)
xaa in position 57 is

58

5

xaa Trp xaa Asp xaa
20

xaa xaa Ser xaa xaa
35

xaa Pro xaa xaa xaa
50

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>

Gu xaa

xaa xaa

xaa Trp

xaa Hs
55

Artificial sequence

Vari ant

(2)..(2)
xaa in positi

Vari ant

(4). . (4)
xaa in positi

Vari ant

(6). . (6)
xaa in positi

Vari ant

(7)..(8)
xaa in positi

Vari ant

(10). . (10)
xaa in positi

Vari ant

(11)... (12)
xaa in positi

Vari ant

(14)... (14)
xaa in positi

Vari ant

(15). .(15)
xaa in positi

Vari ant

(21)..(21)
xaa in positi

Vari ant

(22).. (22)
xaa in positi

Vari ant

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

any

Gu

Met

Gy

Xaa

Xda

Asp

PF58307. t xt
amino acid

or Arg

or Val

Hs xaa Ser xaa Thr
10

xaa xaa xaa xaa Gy xaa Gy xaa
25 30

xaa xaa Hs xaa Lys Hs Hs Ala
45

xaa Asp Leu

2 is Asn or Thr

is any anino acid

is any anino acid

to 8 is any or

10 is any amno acid

21

22 |

to 12 is any or

lle

any

Ser

any

or Val

amino acid

or Thr

am no acid
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Gy xaa ile
15

no amino acid

no amino acid
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<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>

(27). . (28)
xaa in positi

Vari ant

(29) .. (29)
xaa in positi

Vari ant

(30). . (30)
xaa in positi

Vari ant

(31). . (31)
xaa in positi

Vari ant

(32) .. (32)
xaa in positi

Vari ant

(34). . (34)
xaa in positi

Vari ant

(35). . (36)
xaa in positi

Vari ant

(37) ..( 37)
xaa in positi

Vari ant

(38). . (38)
xaa in positi

Vari ant

(39) .. (39)
xaa in positi

Vari ant

(40). . (40)
xaa in positi

Vari ant

(41)..( 41)
xaa in positi

Vari ant

(42). . (42)
xaa in positi

Vari ant

(44) .. (44)
xaa in positi

Vari ant

(46). . (46)
xaa in positi

Vari ant

(47). . (47)
xaa in positi

Vari ant

(48) .. (48)
xaa in positi

Vari ant

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

27

29 |

30 i

31

32 |

34 i

35

37 i

38 |

39

40 i

Aq

42 i

44 j

46 i

47 i

48 i

PF58307. t xt

28 is any anino acid

Gu oor Gn

l!e, Leu or Val

Ala or Ser

any amino acid

Phe or Val

36 is any amino acid

Phe or Leu

any amno acid

Gu or Lys

Gu, Lys or Arg

any amino acid

Gy or Asn

any amino acid

any amno acid

Asp, Ser or Val

any amino acid

Seite 79
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<222>

<223> xaa in position 49 is Pro or

<400>
Val

1

Hs Leu Phe Pro xaa xaa Pro Gn Phe Arg xaa xaa xaa xaa
25

Arg xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa Leu xaa Tyr xaa
35 40 45

(49). . (49)

59

20

xaa Tyr
50

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<22?>
<223>

<400>

lle xaa Gy Val
1

Artificial

Vari ant

(2)..(2)
xaa in positi

Vari ant

(5).-(5)
xaa in positi

Vari ant

(8)..(8)
xaa in positt

Vari ant

(10). . (10)
xaa in positi

Vari ant

(12)..(12)
xaa in positi

Vari ant

(17)..(17)
xaa in positi

Vari ant

(18) .. (18)
xaa in positi

Vari ant

(20)..(20)
xaa in position 20 is

60

xaa xaa lle xaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

20

Artificial

Vari ant

(2).. (2)

xaa Trp xaa Met xaa xaa xaa Asn xaa xaa xaa Gn xaa
5

on

on

on

on

on

on

on

xaa Tyr
5

PF58307. t xt

Thr

xaa HS
10 15

xaa xaa
30

xaa xaa

sequence

2is Asp or Gu

5 is any amino acid

8 is Ala, ValCys or

10 is Asp or Asn

Lys or Arg

any amino acid

any or no amino acid

Phe, Ile or Leu

Asp xaa Thr xaa Phe xaa HS Pra Gy Gy
10 15

sequence

<223> xaa in position 2 is any anino acid
Seite 80
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<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

Vari ant

(4)..(4)
xaa in positt

Vari ant

(8)..(10)
xaa in positt

Vari ant

(11)... (11)
xaa in positi

Vari ant

(12)..(12)
xaa in positi

Vari ant

(13)..(13)
xaa in positi

Vari ant

(14)..(14)
xaa in positi

Vari ant

(15)..( 15)
xaa in positi

Vari ant

(16)..(16)
xaa in positi

Vari ant

(17)..(18)
xaa in positi

Vari ant

(19)..(19)
xaa in positi

Vari ant

(20). . (23)
xaa in positi

Vari ant

(25). . (26)
xaa in positi

Vari ant

(28). .(29)
xaa in positi

Vari ant

(31)..(31)
xaa in positi

Vari ant

(32). . (32)
xaa in positi

Vari ant

(33). . (33)
xaa in positi

Vari ant

(35). . (35)
xaa in positi

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

PF58307. t xt

4 is Ala or Leu

8 to 10 is any amino acid

11 is Ala, Ile or Va

12 is Ala or Val

13 is Gu or Arg

14 is Asp, Lys or Arg

15 is Gy, Asnor Val

16 is Lys or Arg

17 to 18 is any anino acid

19 is Ala, Gy or Ser

20 to 23 ts any amino acid

25 to 26 iS any or no anino acid

28 to 29 is any or no anino acid

31 is any amno acid

32 1s Phe, Trp or Tyr

33 is any amno acid

35 is Ala, Gy or tle
Seite 81
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<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

Vari ant

(38). . (38)
xaa in positi

Vari ant

(39). . (39)
xaa in positi

Vari ant

(40). . (40)
xaa in positi

Vari ant

(42). . (42)
xaa in positi

Vari ant

(43). . (43)
xaa in positi

Vari ant

(45). . (45)
xaa in positi

Vari ant

(47). . (47)
xaa in positi

Vari ant

(48). . (48)
xaa in positi

Vari ant

(49). . (49)
xaa in positi

Vari ant

(52). . (52)
xaa in positi

Vari ant

(53). . (53)
xaa in positi

Vari ant

(54). . (55)
xaa in positi

Vari ant

(56). . (56)
xaa in positi

Vari ant

(57)..( 57)
xaa in positi

Vari ant

(58). . (58)
xaa in positi

Vari ant

(59). . (59)
xaa in positi

Vari ant

(60). . (60)
xaa in positi

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

38 |

39 I

40 i

42 ji

43 I

45 i

47 i

48 |

49 |

52 I

53 I

54

56 i

57 i

58 |

59 |

60 i

Ser

any

any

Phe

Phe

Pro

55 i

Leu

Lys

any

Lys

PF58307. t xt

or Thr

or Ser

am no acid

or Val

Gy or Leu

amino acid

am no acid

or Leu

or Tyr

or Val

or Ser

S any anino acid

or Mt

or Arg

or Thr

ami no acid

or Arg
Seite 82
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<220>
<221> Vari ant

<222> (61)..(61)
<223> xaa in position 61 is

<400> 61
Thr xaa Pro xaa Val Ala Phe

1 5
xaa xaa xaa xaa xaa xaa xaa

20
xaa Phe xaa Pro Val xaa xaa

35
xaa Leu HS xaa xaa xaa xaa

50 55

<210> 62
<211> 34
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<221> Vari ant

<222> (2). .(5)

PF58307. t xt

Hs or Tyr

xaa Xaa xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa xaa
10 15

Trp xaa xaa Leu xaa xaa Gn xaa xaa
25 30

xaa Leu xaa xaa Leu xaa Trp xaa xaa
5

xaa Xaa xaa Xaa Xaa xaa
60

<223> xaa in position 2 to 5 is any amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (6)..(6)
<223> xaa in position 6 is any or no anino acid
<220>
<221> Variant

<222> (8)..(9)
<223> xaa in position 8 to 9 is any or no anino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (11)..(11)
<223> xaa in position 11is
<220>
<221> Vari ant

<222> (12)..(12)
<223> xaa in position 12 is
<220>
<221> Vari ant

<222> (13)..(13)
<223> xaa in position 13 is
<220>
<221> Vari ant

<222> (14)..(14)
<223> xaa in position 14 is
<220>
<221> Vari ant

<222> (15)..(15)
<223> xaa in position 15 is
<220>
<221> Vari ant

<222> (16)..(17)
<223> xaa in position 16 to
<220>
<221> Vari ant

<222> (18)..(18)
<223> xaa in position 18 is
<220>
<221> Vari ant

<222> (19)..(19)
<223> xaa in position 19 is
<220>
<221> Vari ant

<222> (20)..(20)

Asp or Pro

Met or Val

any amino acid

Asn or Pro

any amino acid

17 is Asp or Gu

any amino acid

Ala or Leu
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<223> xaa in position 20 is
<220>
<221> Vari ant

<222> (21)..(21)
<223> xaa in position 21 is
<220>
<221> Vari ant

<222> (22)..(22)
<223> xaa in position 22 is
<220>
<221> Vari ant

<222> (23)..(23)
<223> xaa in position 23 is
<220>
<221> Vari ant

<222> (26).. (26)
<223> xaa in position 26 is
<220>
<221> Variant

<222> (27)..(27)
<223> xaa in position 27 is
<220>
<221> Vari ant

<222> (28)..(28)
<223> xaa in position 28 is
<220>
<221> Vari ant

<222> (30). .(30)
<223> xaa in position 30 is
<220>
<221> Vari ant

<222> (31)..(31)
<223> xaa in position 31 is
<220>
<221> Vari ant

<222> (32)..(32)
<223> xaa in position 32 is
<220>
<221> Vari ant

<222> (33).. (33)
<223> xaa in position 33 is
<220>
<221> Vari ant

<222> (34)..(34)
<223> xaa in position 34 is

<400> 62
Ala xaa xaa xaa xaa xaa HS

1 5
xaa Xda Xaa Xaa XaAaA XAaA XAa

xaa xdaa

<210> 63
<211> 28
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<221> Vari ant

<222> (4)..(4)
<223> xaa in position 4 is Gu or
<220>
<221> Vari ant

<222> (5)..(5)

any

Phe

Leu

Pro

xaa

Tyr

PF58307.t xt
amino acid

or Trp

or Val

or Arg

or Val

amino acid

or Tyr

Met or Val

or Asn

or Val

ThrSer or

or Thr

xaa Leu xaa xaa xaa xaa xaa xaa
10 15

Ala xaa xaa xaa Thr xaa xaa xaa
25

Gn

<223> xaa in position 5 is Ala or Thr
Seite 84
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PF58307. txt
<220>
<221> Vari ant

<222> (6)..(6)
<223> xaa in position 6 is Phe or Tyr
<220>
<221> Vari ant

<222> (7)..(7)
<223> xaa in position 7 is any anino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (8)..(8)
<223> xaa in position 8 is Guor Gn
<220>
<221> Vari ant

<222> (11)..(11)
<223> xaa in position 11 is any amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (12)..(12)
<223> xaa in position 12 is Lys or Arg
<220>
<221> Vari ant

<222> (13)..(14)
<223> xaa in position 13 to 14 1s any anino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (15). .(15)
<223> xaa in position 15 is Lys or Arg
<220>
<221> Vari ant

<222> (17)..(17)
<223> xaa in position 17 is Asp or Arg
<220>
<221> Vari ant

<222> (19)..(19)
<223> xaa in position 19 is any amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (21)..(22)
<223> xaa in position 21 to 22 is any amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (25)..(26)
<223> xaa in position 25 to 26 is any anino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (27)..(27)
<223> xaa in position 27 is Asp or Pro

<400> 63

Asp Ala Thr xaa xaa xaa xaa xaa Phe HS xaa xaa xaa xaa xaa Ala
1 5 10 15

xaa Lys xaa Leu xaa xaa Leu Pro xaa xaa xaa Ala
20 25

<210> 64
<211> 903
<212> DNA
<213> Otreococcus t auri

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(903)

<400> 64

atg tct gct tect gga gct ttg ttg cct gct att gct tte gct gct tac
Met Ser Ala Ser Gy Ala Leu Leu Pro Ala Ile Ala Phe Ala Ala Tyr
1 5 10 15
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gct

ttc
Phe
225

t gc
Cys

ttg
Leu

agg
Arg

cct
Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 65

t

e Arg

tac

Tyr

gat
Asp

cct
Pro
50

aga
Arg

get
Ala

ttc
Phe

atg
Met

ctc
Leu
130

gig
Val

cat
Hs

acc
Thr

at
lle

aga

210

gtg
Val

cct
Pro

gtg
Val

gga
Gy

tct
Ser
290

65
300
PRT
Ostreococcus t auri

get
Ala

aac
Asn
35

acc
Thr
20

gtg
Val

gca att
Ala

ttg
Leu

tac

Tyr

get
Ala

cct
Pro
115
cat
His

get
Ala

gct
Ala

aac

Asn

c cac
His
195

tgce
Cys

atc
lle

gtt
Val

ctc
Leu

gat
Asp G
275

gtg
Val

lle

atg
Net

aac

Asn

aga
Arg G
100

tgg
Trp

tac

Tyr

agg
Arg

ttg
Leu

gat
Asp
180
atc
lle

cct
Pro

gtg
Val

act
Thr

ttc
Phe
260

gga
y

aga
Arg

tac

Tyr

gat
Asp

get
Ala

get
Ala

get

85

gag
u

age
Ser

aac
Asn

aaa

Lys

ttg
Leu
165

gct
Ala

get
Ala Ar

acc
Thr

aag
Lys
70
tac

Tyr

atc
lle

gat
Asp

aat
Asn

aag
Lys
150
att
lle

tgc atc
Cys

gig
Val

tgg
Trp

tte
Phe

ttg
Leu
245

gga

gct
Ala

aga
Arg

lle

atg
Net

aag
Lys

gct
Ala
230
cct
Pro

aac

y Asn

tct
Ser

acc
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(1)..(903)

70
tcc
Ser

acg
Thr
20

gtc
Val

gcg atc
Ala

ttg
Leu

tac

Tyr

gcg
Ala

ccg
Pro
115
cac
Hs

gcg
Ala

gcc
Ala

aac

Asn

cac
Hs
195

tgc
Cys

att
lle

gtc
Val

ctc
Leu

gac
Asp G
275

gig
Val

Ile

atg
Net

aat
Asn

cga
Arg
100

t gg
Trp

tac

Tyr

cgc
Arg

ctg
Leu

gat
Asp
180
atc
Ile

ccg
Pro

gtc
Val

acc
Thr

ttc

=O<(2Fagpaeo<98G
a2S soTO

(COCOPoa(2OSneo2S cooOOo
fa) ce oO

Ser

aac

aag
Lys

ttg
Leu
165

t gt

gig
Val

tgg
Trp

ttc
Phe

ctt
Leu
245

999
yPhe G@

260

ggc
y

cga
Arg

gcg
Ala

cgc
Arg

at

Cys

aac

aag
Lys
150
atc
lle

atg
Met

aag
Lys

gcg
Ala
230
cct
Pro

aac
Asn

agt
Ser

acg
Thr

ctg
Leu

tac

Tyr

cgc

acg
Thr
55

cgc
Arg

cag
Gn

tcg
Ser

aga

aaa

Lys
135

acg
Thr

tgg
Trp

gat

tac

Tyr

cga

215
cac
Hs

tgg
Trp

ttc
Phe

tcc
Ser

cga

295

ctg
Leu

gcc
Ala

gag
Gu
40

atg
Net

gag
Gu

acg
Thr

999
Gy

aaa

Lys
120
tat

Tyr

aag
Lys

gcg
Ala

gcc
Ala

tcg
Ser
200

PF58307. t xt

ccc
Pro

ttt
Phe
25

gcg at
Ala
10

gag
Gu

tgg atc
Trp

tac

Tyr

gcg
Ala

gcg
Ala

ctg
Leu
105

tcg
Ser

ttg
Leu G

cag
Gn

tgg
Trp

tac

Tyr
185
t at

Tyr

tac atc

Tyr

gcc
Ala

gcg
Ala

tac

Tyr

gig
Val
280
tct
Ser

gig
Val

caa

Gn

ctc
Leu
265
aaa

Lys

cga
Arg

ctg
Leu

tic
Phe

ttc

ttg
Leu

tgg
Trp
170
tte
Phe

t at

Tyr

acc
Thr

ttc
Phe

atg
Met
250

aag
Lys

cca
Pro

aaa

Lys

Seite 91

Leu

ggc
Gy

ctc
Leu

cag

gig

c gcg
e Ala

tcg
Ser

gcg
Ala

tte
Phe
60

ccg
Pro

gtc
Val

cce
Pro

ttg
Leu
140
tte
Phe

gig
Val

gcg
Ala

atg
Met

get
Al
220

ctg
Leu

gtc
Val

tac

Tyr

gag
u

gac

300

335 of 1119

tcc
Ser

cac
His

ctg
Leu

t ge
Gys

aag
Lys

gtc
Val

gig
Val

c ctc
e Leu

125

gac
Asp

ttg
Leu

tgt
Cys

gcg
Ala

tcg
Ser
205
caa

Gn

cgt
Arg

atg
Met

tcg
Ser

acc
Thr
285
taa

acg
Thr

aac

270

acg
Thr

tac

Tyr

ggc
Gy

agg
Arg

gga
y

atg
Met

ggg
Gy

tca
Ser

gig
Val

ttc
Phe

t at

Tyr
160

atg
Met

tcg
Ser

ggc
Gy

caa

Gn

cac
His
240

atg
Net

tcg
Ser

gcg
Ala

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

903
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<210> 71
<211> 300
<212> PRT
<213> Ostreococcus tauri

<400> 71

Met Ser Ala Ser Gy Ala Leu Leu
1 5

Ala Tyr Ala Thr Tyr Ala Tyr Ala
20

lle Asp Asn Val Asp Ala Arg Gu
35 40

Leu Pro Aallie Ala Thr Thr Met
50 55

Pro Arg Leu Met Ala Lys Arg Gu
65 70

Leu Ala Tyr Asn Ala Tyr Gn Thr
85

Met Phe Ala Arg Gu tle Ser Gy
100

Thr Met Pro Trp Ser Asp Arg Lys
115 120

Trp Leu Hs Tyr Asn Asn Lys Tyr
130 135

Met Val Ala Arg Lys Lys Thr Lys
145 150

Hs Hs Ala Leu Leu lle Trp Ala
165

Ala Thr Asn Asp Cys Ile Asp Ala
180

Phe [le Hs Ile Val Met Tyr Ser
195 200

lle Arg Gys Pro Trp Lys Arg Tyr
210 215

Phe Val Ile Val Phe Ala Hs Ala
225 230

Cys Pro Val Thr Leu Pro Trp Ala
245

Leu Val Leu Phe Gy Asn Phe Tyr
260

Arg Gy Asp Gy Ala Ser Ser Val
275 280

Pro Ser Val Arg Arg Thr Arg Ser
290 295

<210> 72
<211> 339
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<221> Vari ant

<222> (3)..(29)
<223> xaa in position
<220>
<221> Vari ant

<222> (30)..(43)
<223> xaa in position
<220>
<221> Vari ant

<222> (45)..( 50)
<223> xaa in position
<220>
<221> Vari ant

<222> (53)..(73)
<223> xaa in position

PF58307. t xt

Pra

Phe

Trp

Tyr

Ala

Ala

Leu
105
Ser

Leu

Gn

Trp

Tyr
185

Tyr

lle

Val

Gn

Leu
265

Lys

Arg

Ala
10
Gu

lle

Leu

Phe

Phe
90

Gy

Phe

Gu

Leu

Trp
170
Phe

Tyr

Thr

Phe

Met
250

Lys

Pro

Lys

30 to 43 is any or

lle

Trp

Gy

Leu

ASp

Asn

Gn

Lys

Leu

Ser
155
Leu

Gy

Leu

Gn

Val
235
Phe

Ala

Ala

Ala

Ala

Phe
60
Pro

Val

Pro

Leu
140
Phe

Val

Ala

Met

Ala
220
Leu

Val

Tyr

Gu

ASP
300

3 to 29 is any amino acid

Ser

Thr
285

Ala

Ala

Ser

Leu

Gy

Val

Trp
110
Leu

Thr

His

Hs

Cys
190
Ala

Net

Gn

Thr

Asn
270
Thr

no amino acid

45 to 50 is any amino acid

53 to 73 is any amino acid
Seite 92
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Ala

Asn

Leu

Val

Phe

Leu
95

Gy

Gy

Val

Val

Leu
175
Asn

Leu

Leu

Lys

Asn
255

Lys

Arg

Tyr

Phe

Tyr
160
Met

Ser

Gy

Gn

Hs
240
Met

Ser

Ala

CSIRO Exhibit 1009
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<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

Vari ant

(74). . (79)
xaa in positi

Vari ant

(81). . (82)
xaa in positi

Vari ant

(85). . (86)
xaa in positi

Vari ant

(88). . (90)
xaa in positi

Vari ant

(92)..( 110)
xaa in positi

Vari ant

(112). . (127)
xaa in positi

Vari ant

(128). . (128)
xaa in positi

Vari ant

(130). . (130)
xaa in positi

Vari ant

(133). . (134)
xaa in positi

Vari ant

(137). . (137)
xaa in positi

Vari ant

(139). . (140)
xaa in positi

Vari ant

(143). . (144)
xaa in positi

Vari ant

(147). . (147)
xaa in positi

Vari ant

(149). . (149)
xaa in positi

Vari ant

(151). . (152)
xaa in positi

Vari ant

(154). . (154)
xaa in positi

Vari ant

(159). . (159)
xaa in positi

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

74

81

85

88

92

to

to

to

to

to

79 is

82 is

86 is

90 is

PF58307. t xt

any or no

any amino

any amino

any amino

amino acid

acid

acid

acid

110 is any amno acid

112 to 127 is any anino acid

128 i

130 i

133

137 ji

139

143

147 3

149 |

151

154 3

159 }

any

any

134 ji

any

140 |}

144 j

any

any

152 j

any

any

or

am

am

am

ani

ani

ami

no amino acid

no acid

any amino acid

no acid

any amino acid

any amino acid

no acid

no acid

any anino acid

no acid

no acid
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<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

Vari ant

(163). . (166)
xaa in positi

Vari ant

(170). . (179)
xaa in positi

Vari ant

(180). . (182)
xaa in positi

Vari ant

(184). . (184)
xaa in positi

Vari ant

(188). . (190)
xaa in positi

Vari ant

(193). . (193)
xaa in positi

Vari ant

(196). . (197)
xaa in positi

Vari ant

(203). . (206)
xaa in positi

Vari ant

(208). . (210)
xaa in positi

Vari ant

(217). . (217)
xaa in positi

Vari ant

(222). . (223)
xaa in positi

Vari ant

(226). . (252)
xaa in positi

Vari ant

(253). . (267)
xaa in positi

Vari ant

(269). . (272)
xaa in positi

Vari ant

(276). . (277)
xaa in positi

Vari ant

(280). . (282)
xaa in positi

Vari ant

(284) .. (291)
xaa in positi

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

163

170

180

184 3

188

193 ji

196

203

208

217 ji

222

226

253

269

276

280

284

PF58307. t xt

166 is any amino

179 is any anino

182 is any or no

any amino acid

190 is any anino

any anino acid

197 is any amino

206 is any amno

210 is any anino

any anino acid

223 iS any amino

252 is any amino

267 is any or no

272 is any amino

277 is any amno

282 is any amino

291 iS any anino
Seite 94
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acid

acid

amino acid

acid

acid

acid

acid

acid

acid

amino acid

acid

acid

acid

acid
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<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 72
Leu

1
xaa

Xaa

xaa

xaa
65

Xxaa

xaa

xaa

Trp

Met
145
Hs

xaa

Xaa

xaa

Phe
225
xaa

xaa

Va

xaa

xaa
305
xaa

xaa

Leu

xaa

xaa

xaa
50

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
130
Va

Hs

xaa

xaa
210
xaa

xaa

xaa

Leu

xaa
290
xaa

xaa

xaa

<210> 73
<211> 45
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

xaa

xaa

xaa

35

Tyr

xaa

xaa

xaa

xaa

Hs
195

Cys

xaa

xaa

xaa

Phe
275
xaa

xaa

xaa

Val

PRT
Artificial

Vari ant

(292). . (324) ;
xaa in position 292 to 324 is

Vari ant

(326) .. (337)
xaa in position 326 to 337 is

Vari ant

(338). . (338) _ ;
xaa in position 338 is any or

xaa

xaa
20

xaa

Leu

xaa

Asn

xaa
100
xaa

Tyr

Arg

xaa

xaa
180
xaa

Pro

xaa

xaa

xaa
260
xaa

xaa

xaa

xaa

Vari ant

(4).. (4)

xaa
5

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
85

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
165
xaa

Xaa

Trp

xaa

xaa
245
xaa

xaa

xaa

xaa

Ala
325

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
70

xaa

xaa

xaa

xaa

Lys
150
xaa

xaa

Net

Lys

xaa
230
xaa

xaa

Phe

xaa

xaa
310
xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
55

xaa

Gn

xaa

xaa

Lys
135
xaa

Trp

Asp

Tyr

Arg
215
xaa

xaa

xaa

Tyr

xaa
295
xaa

xdaa

sequence

PF58307. t xt

xaa Xaa

xaa xXaa
25

Xaa Xaa

40
xaa xaa

xaa Xaa

Xda Xaa

xaa xaa
105

xaa xaa
120

Tyr xaa

xaa Gn

Ala Trp

xaa Tyr
185

Ser Tyr
200

Tyr xaa

xaa xaa

xaa Xaa

xaa xaa
265

xaa xaa
280
xaa xaa

xaa xaa

xaa xXaa

any or

any amino acid

no amino acid

xaa
10

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
90

xaa

xaa

Gu

xaa

xaa
170
Phe

Tyr

Thr

xaa

xaa
250
xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
330

Seite 95

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
75

Asn

xaa

xaa

xaa

Ser
155
xaa

Gy

xaa

Gn

xaa
235
xaa

xaa

Tyr

xaa

xaa
315
xaa

xaa

xaa

Pro

xaa
60

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
140
Phe

xaa

xaa

Xaa

Ala
220
xaa

xda

xaa

xaa
300
xaa

xdaa

339 of 1119

Xxaa

xaa

Xaa

45
xaa

xaa

Xaa

xaa

xaa
125

Asp

Leu

Xxaa

xaa

Xaa
205
Gn

xaa

Xaa

xaa

xaa
285
xaa

xaa

xaa

no amino acid

xaa

xaa
30

Xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
110
xaa

Thr

Hs

xaa

xaa
190
Xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
270
xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
15

xaa

Xaa

xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
175
Asn

Leu

xaa

xaa

xaa
255
xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
335

xaa

xaa

xaa

xaa

Net
80

xaa

xaa

xaa

xaa

Tyr
160
xaa

Ser

xaa

Gn

xaa
240
xaa

xaa

xaa

xaa

xaa
320
xaa
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<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>

xaa in positi

Vari ant

(5)..(5)
xaa in positi

Vari ant

(6)..(6)
xaa in positt

Vari ant

(9)..(9)
xaa in positt

Vari ant

(12)..(12)
xaa in positi

Vari ant

(14)..(14)
xaa in positi

Vari ant

(20). . (20)
xaa in positi

Vari ant

(21)..(21)
xaa in positi

Vari ant

(22)..(22)
xaa in positi

Vari ant

(23). . (23)
xaa in positi

Vari ant

(25). . (26)
xaa in positi

Vari ant

(27). . (27)
xaa in positi

Vari ant

(34). . (34)
xaa in positi

Vari ant

(39). . (39)
xaa in positi

Vari ant

(40). . (40)
xaa in positi

Vari ant

(43). . (43)
xaa in positi

Vari ant

(44). . (44)
xaa in positi

Vari ant

(45). . (45)

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

on

20 i

21

22 Ii

23 I

25

27

34 |

39 I

40 i

43

44 ij

is any

is

is

is Ala or

is Ala or

is Phe or

any or

any or

PF58307. t xt
G y

Leu

amino acid

lie

no amino acid

no amino acid

any amno acid

Leu or

Ala or

Ala or

Met

Ser

Leu

26 is any amino acid

Arg or

lle or

Leu or

Leu or

Ser

Leu

Val

Cys, Thr or Val

any amino acid
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<223> xaa in position 45 is Gys

<400> 73

Tyr Phe Gy xaa xaa xaa Asn Ser
1 5

Ser Tyr Tyr xaa xaa xaa xaa Leu
20

Tyr xaa Thr Gn Ala Gn xXaa xaa
35 40

<210> 74
<211> 43
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<221> Vari ant

<222> (2)..(2)

PF58307. t xt
or Val

xaa [le Hs xaa Val xaa Met Tyr
10 15

xaa xaa xaa Cys Pro Trp Lys Arg
25 30

Gn Phe xaa xaa xaa
45

<223> xaa in position 2 is Leu or Val
<220>
<221> Vari ant

<222> (5)..(5)
<223> xaa in position 5 is Cys or Asn
<220>
<221> Vari ant

<222> (6). .(6)
<223> xaa in position 6 is Asp or Asn
<220>
<221> Vari ant

<222> (9)..(10)
<223> xaa in position 9 to 10 is any or no amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (12)..(12)
<223> xaa in position 12 is any
<220>
<221> Vari ant

<222> (13)..(14)

am no acid

<223> xaa in position 13 to 14 is any or no amino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (17)..(17)
<223> xaa in position 17 is any
<220>
<221> Vari ant

<222> (18)..(18)
<223> xaa in position 18 is Phe
<220>
<221> Vari ant

<222> (21)..(21)
<223> xaa in position 21 is Ala
<220>
<221> Vari ant

<222> (23). . (23)
<223> xaa in position 23 is any
<220>
<221> Vari ant

<222> (25)..(26)

amino acid

or Trp

or Leu

am no acid

<223> xaa in position 25 to 26 is any anino acid
<220>
<221> Vari ant

<222> (28).. (28)
<223> xaa in position 28 is Leu
<220>
<221> Vari ant

<222> (33)..(33)
<223> xaa in position 33 is lie

or Val

or Val
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<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Vari ant

(37) .. (37)
xaa in positi

Vari ant

(38). . (38)
xaa in positi

Vari ant

(39) .. (39)
xaa in positi

Vari ant

(40). . (40)
xaa in positi

74

on

on

on

on

PF58307. t xt

37 is Ala, Thr or Val

38 is any amno acid

39 is lle or Leu

40 is any amino acid

Trp xaa Hs Tyr xaa xaa Lys Tyr xaa xaa Leu xaa xXxaa xaa Asp Thr
4 5 1510

xaa xaa Met Val xaa Arg xaa Lys xaa xaa Gn xaa Ser Phe Leu Hs
20

on

on

on

on

on

on

on

on

25

Hs HS xaa xaa xaa xaa Trp Ala Trp
35 40

2to3 is any or no anino acid

5 is any or no anino acid

9 is Gy, Ser or Thr

10 is any amino acid

13 to 14 is any anino acid

15 is Ala or Ser

17 is Ala or Ser

18 is any amno acid

xaa Tyr

<210> 75
<211> 37
<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<221> Vari ant

<222> (2)..(3)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Vari ant

<222> (5)..(5)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Vari ant

<222> (9)..(9)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Vari ant

<222> (10)..(10)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Vari ant

<222> (13)..(14)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Vari ant

<222> (15)..(15)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Vari ant

<222> (17)..(17)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Vari ant

<222> (18)..(18)
<223> xaa in positi
<220>
<221> Vari ant

<222> (19)..(19)
<223> xaa in positi
<220>

on 19 is Guor Lys
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<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Vari ant

(20). . (20)
xaa in positi

Vari ant

(21)..(21)
xaa in positi

Vari ant

(22). . (22)
xaa in positi

Vari ant

(23) .. (23)
xaa in positi

Vari ant

(24). . (24)
xaa in positi

Vari ant

(25). . (29)
xaa in positi

Vari ant

(30). . (30)
xaa in positi

Vari ant

(31). . (32)
xaa in positi

Vari ant

(33). . (33)
xaa in positi

Vari ant

(34). . (34)
xaa in positi

Vari ant

(35). . (36)
xaa in positi

Vari ant

(37). . (37)
xaa in positi

75

on 20 is

on 2118

on 22 is

on 23 is

on 24 is

on 25 to

on 30 is

on 31 to

on 33 is

on 34 is

on 35 to

on 37 is

Met xaa xaa Leu xaa Val
1 5

Leu

xaa xaa Xaa Xaa Xaa XAaA XAa
20

xaa Xda Xaa Xaa Xaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

Artificial

Vari ant

(2)..(3)

sequence

PF58307. t xt

Ala, Asn or Ser

Lys or Arg

Ala, Gy or Ser

any amino acid

Guor Gy

29 is any amino acid

Asn, Pro or Gn

32 is Ala, Asp or Gu

Gy, Ser or Thr

Asn, Gn or Thr

36 is any anino acid

Ala, Asp or Pro

Phe xaa xaa Phe Tyr xaa xaa xaa Tyr
15

xaa xaa xaa@ xaa xaa Xaa@ Xaa xaa xaa
25 30

<223> xaa in position 2 to 3 is any anino acid
<220>
<221> Vari ant
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<222> (4)..(7)
<223> xaa in position 4 to 7is
<220>
<221> Vari ant

<222> (9)..(9)
<223> xaa in position 9 is Phe,
<220>
<221> Vari ant

<222> (10)..(10)
<223> xaa in position 10 is any
<220>
<221> Vari ant

<222> (13)..(13)
<223> xaa in position 13 is Ala,
<220>
<221> Vari ant

<222> (14)..(14)
<223> xaa in position 14 is any
<220>
<221> Vari ant

<222> (16)..(16)
<223> xaa in position 16 is Thr
<220>
<221> Vari ant

<222> (17)..(17)
<223> xaa in position 17 is Ala,
<220>
<221> Vari ant

<222> (18)..(18)
<223> xaa in position 18 is Phe,

<400> 76

Lys xaa xaa xaa xaa xaa xaa Mt
1 5

xaa xaa Asn

<210> 77
<211> 1560
<212> DNA

<213> Traustochytrium sp.

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(1560)

<400> 77

atg acg gtc ggc tac gac gag gag
Met Thr Val Gy Tyr Asp Gu Gu
1 5

cac aac aag ccg gat gac gcc tgg
Hs Asn Lys Pro Asp Asp Ala Trp

20

gat gtg acc aag ttc gcg age gtg
Asp Val Thr Lys Phe Ala Ser Val

35 40

ctg gcc gca ggc aag gag gcc acc
Leu Ala Ala Gy Lys Gu Ala Thr

50 55

cgg ggc gic tcg gac gcg gtg ctg
Arg Gy Val Ser Asp Ala Val Leu
65 70

ccg gac ggc caa ggc ggc gcg aac
Pro Asp Gy G@n Gy Gy Ala Asn

85

ggec ctc tceg tcg gcc tcg tac tac
Gy Leu Ser Ser Ala Ser Tyr Tyr

100

PF58307. t xt

any or no amino acid

Leu or Val

am no acid

Leu or Val

am no acid

or Val

Leulle or

Ile or Leu

xaa xaa Tyr Asn xaa xaa Gn xaa
10 15

atc ccg ttc gag cag gtc cgc gcg 48
lle Pro Phe Gu Gn Val Arg Ala

10 15

tgc gcg atc cac ggg cac gtg tac 96
Cys Ala lle Hs Gy Hs Val Tyr
25 30

cac ccg ggc ggc gac att atc ctg 144
Hs Pro Gy Gy Asp ile Ile Leu

45

gtg ctg tac gag act tac cat gtg 192
Val Leu Tyr Gu Thr Tyr Hs Val

60

cgc aag tac cgc atc ggc aag ctg 240
Arg Lys Tyr Arg lle Gy Lys Leu

75 80

gag aag gaa aag cgg acg ctc tcg 288
Gu Lys Gu Lys Arg Thr Leu Ser

90 95

acg tgg aac age gac ttt tac agg 336
Thr Trp Asn Ser Asp Phe Tyr Arg
105 110
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acg

225

aag
Lys

tcc
Ser

tac

Tyr

acc
Thr

cgg

305

gig
Val

gcc
Ala

a atg
Met

cge

130
ttc
Phe

gcc atc
Ala

acg
Thr

tag
Trp

ggc
Gy
210
aac
Asn

atg
Met

acg
Thr

cac

Hs

atc
lie
290
ctc
Leu

gcg
Ala

ctg
Leu

gcg atc
Ala

gig
Val

aag
Lys
385
aac
Asn

gig
Val

acc
Thr

ggc
y

cac

His

aac

370

ggc
Gy

aac
Asn

gtc
Val

tcg
Ser

ggc
Gy
450

gag
Gu

ctg
Leu

gac

tac

Tyr

cgt
g

275
aac
Asn

ttc
Phe

cat
Arg

ccg
Pro

gcg
Ala
355

a ggc
Gy Tyr

gag
Gu

agc
Ser

ctg
Leu

atc
lle
180
aac
Asn

acg
Thr

acc
Thr

ccg
Pro
260
ttc
Phe

aag
Lys

cgc
Arg

tac

tcg
Ser

gcc

165

cag
Gn H

aag
Lys

tgg
Trp

c gag
Gu

aag
Lys
245

atg
Met

cag
GnH

gig
Val

cag att
Gn

ttc
Phe

tge

340
cac
Hi Ss

cac atc atc
Hs

acg
Thr

acg
Thr

aag
Lys

gtg
Val
435
ctc
Leu

acg
Thr

Ile

atg
Net

cgc
Arg

tca
Ser
420
aac
Asn

aac
Asn

tac

Tyr

Val

gag
Gu

gag
Gu
230

ctg
Leu

atg
Met

gtg
Val

ctc
Leu
135
tac

Tyr

atg
Met

gac
Asp

gcc
Ala

ttc
Phe
215

gag
Gu

gcc

cac att
Ss

gtc
Val

gac

310
atc
lle

atg
Net

acg
e Thr

gag
Gu

ccg
Pro
390

gag
Gu

ccg
Pro

age

cag at

295

gcc
Ala

atg

cag

get
Ala
120

tgg
Trp

tgg
Trp

tcg
Ser

ggc
Gy

G
200

cag
Gn

99g
y

aac
Asn

gac
Asp

ctg
Leu

tac

e Tyr
280

cag
Gn

gag
Gu

aag
Lys

ggc

ggc
G
360

gtc
y Val

aag
Lys

gag
Gu

gac
Asp

ggc
Gy
440

gag
Gu

cag
e Gdn

PF58307. t xt

cac

265

ggc
Gy

gac
Asp

tge
Cys

gcg
Ala

ccg
Pro
345

gag
Gu

tcg
Ser

acg
Thr

gcg
Ala

gac

425

tcg

ctc
Leu

aag
Lys

tgc
Cys

ggc
Gy
170
cac

His

acg
Thr

gtc
Val

ctg
y Leu

gag
Gu
250

ccg
Pro

ccc

Pro

gtc
Val

cgg
Arg

ctc
Leu
330

tgg
Trp

gtg
Val

tac

Tyr

atg
Met

gag
Gu
410

tgg
Trp

t gg
Trp

cac
His

gtc
Val

aag
Lys

gcg
Ala

acg
Thr
155

gtc
Val

ggc
Gy

ctc
Leu

ctg
Leu

caa
Gn
235

agc
Ser

tgg
Trp

gag
Gu

tte
Phe
140

ctg
Leu

ttt
Phe

gcc
Ala

gac
Asp

cgc
Arg
125

ctg
Leu

gac

gcc
Ala

ttt
Phe Al

atg

205
cac

Gy Hs

ttc at
Phe

ggt
Gy

tac

Tyr
315

acg
Thr

cac
Hs

ctc
Leu

gct
Ala

cac
Hs G
395

gcg
Ala

gcc
Ala

tte
Phe

ctg
Leu

gtt
Val

gig
Val
300

gcg
Ala

gig
Val

gg
G

gc
Al

c

y

a
a

tcc
Ser
380

ggc
y

tcc
Ser

gcc
Ala

tgg
Trp

ttc
Phe
460

cag
Gn
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gig
Val

ccg
Pro

cag
Gn

ttt

285

gig
Val

age
Ser

ctc
Leu

ctc
Leu

acc
Thr
365

aag
Lys

gtg
Val

aag
Lys

gtc
Val

aat

445
ccc
Pro

tcc
Ser

ggc

ctg
Leu

ccc

Pro

gcc
Ala

gcc

190
atc
ile

cat
His

age
Ser

gac

aag

270

ggc
Gy

ctc
Leu

cca

Pr o

tac

Tyr

aag
Lys
350

atg
Net

gac

acg
Thr

tct
Ser

cag

430
cac
His

gag
Gy

acc
Thr

aag
Lys

ctc
Leu

tcg
Ser

ttt
Phe
175

cag
Gn

ggc

ccg
Pro

ggc
Gy

gtc
Val
255

cgc
Arg

ttc
Phe

cgc
Arg

atg
Met

atg

335

ctg

gcc
Ala

gtc
Val

tte
Phe
160

gig
Val

tcg
Ser

gcc
y Ala

tac

Tyr

aag

240
ttt
Phe

tgg
Trp

atg

aag

Leu Phe

tte att
Phe

gcg
Ala

ccc
Pro

ggc
G
415

tgc
Cys

ttt
Phe

ctec
Leu

tgc
Cys

Val

atg

400

gcc
Ala

cag
Gn

tcc
Ser

age
Ser

gcc
Ala

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

CSIRO Exhibit 1009



CSIRO Exhibit 1009346 of 1119

465

gag
Gu

tgg
Trp

Gu

tac

Tyr

aag
Lys

tcc
Ser

<210> 7
<211> 5
<212>

(Oas TO<Oeo

aa =a"0 oma

PRT

gtc
Val

ctc
Leu
500

cag
Gn

ccg
Pro
485

gag
Gu

cgc

cag
Gn

ctc
Leu

gcc
a Ala

<213> Traustochytrium sp.

Net
1
His

Asp

Leu

Arg
65
Pro

Gy

Val

Arg

Gy
145

Gy

Gy

Arg

Ser

Thr
225

Lys

Ser

Tyr

Arg
305
Val

Ala

Ala

Val

Lys
385
Asn

<400> 7
rTh

Asn

Val

Phe

Thr

Trp

Gy
210
Asn

Met

Thr

Hs

lle
290
Leu

Ala

Leu

lie

Asn
370

Gy

Asn

8
Val

Lys

Thr
35
Ala

Val

Gy

Ser

Arg
115

Gy

Trp

lle

Cys

Val
195
Net

Leu

Asp

Tyr

Arg
275
Asn

Phe

Arg

Pro

Ala
355
Hs

Thr

Thr

Gy

Pra
20

Lys

Gy

Ser

Gn

Ser
100
Gu

Gy

Ser

Leu

lle
180
Asn

Thr

Thr

Pro
260
Phe

Lys

Gn

Phe

Cys
340
Hi s

lle

Met

Arg

Tyr
5

Asp

Phe

Lys

Asp

Gy
85
Ala

Arg

Tyr

Ser

Ala
165
Gn

Lys

Trp

Gu

Lys
245
Met

Gn

Val

Trp
325

Tyr

Phe

lle

Ala

Lys

Asp

Asp

Ala

Gu

Ala
70

Gy

Ser

Val

Gu

Leu
150
Ala

Hs

Val

Gu

Gu
230
Leu

Met

Pro
390
Gu

Gu

Ala

Ser

Ala
55
Val

Ala

Tyr

Val

Leu
135

Tyr

Met

Asp

Ala

Phe
215
Gu

Ala

Arg

lle

Thr
295

p Ala

Met

Gn

Gy
375
Pro

Val

cac
Hs

cgt

tga

520

Gu

Trp

Val

Thr

Leu

Asn

Tyr

Ala
120

Trp

Trp

Ser

Gy

Gy
200
Gn

Asn

Asp

Leu

Tyr
280
Gn

Gu

Lys

Gy

Gy
360
Val

Lys

Gu

PF58307. t xt
475

gag
Gu

cag
Gn
505

Cys
2
His

Val

Arg

Gu

Thr
105

lle

Met

Leu G

Asn
185

Trp

Hs

Gy

Gn

Hs
265

Gy

Asp

Cys

Ala

Pra
345
Gu

Ser

Thr

Ala

cct
Pro
490
ctc
Leu

Pro

Ala

Pro

Leu

Lys

Lys
90

Trp

Leu

Lys

Cys

y
170
Hs

Thr

Val

Leu

Gu
250
Pro

Pro

Val

Arg

Leu
330

Trp

Val

Tyr

Met

Gu

tcg
Ser

ggc
Gy

Phe

lle

Gy

Tyr

Tyr
75
Gu

Asn

Lys

Ala

Thr
155
Val

Gy

Leu

Leu

Gn
235
Ser

Trp

Phe

Gy

Tyr
315
Thr

Hs

Leu

Ala

Hs
395
Ala

ctc tgg acc

Leu Trp Thr

aat
Asn

Phe
140
Leu

Phe

Ala

Asp

Gy
220

Lys

Asp

Hs

lle

Val
300
Ala

Val

Gy

Ala

Ser
380

Gy

Ser
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gag
Gu

Gn

Gy

Asp

Thr

Arg

Asp

Arg
125
Leu

Asp

Ala

Phe

Met
205
Hs

Val

Pro

Gn

Phe
285
Val

Ser

Leu

Leu

Thr
365

Lys

Val

Lys

gag
Gu
510

Val

Hs

lle

Tyr

Gy

Thr

Phe

Leu

Pro

Tyr

Lys
350
Met

Asp

Thr

Ser

gcg
Ala
495
acc
Thr

Arg

Val

lle

Hs

Lys

Leu
95

Tyr

Lys

Leu

Ser

Phe
175
Gn

Gy

Pro

Gy

Val
255

Arg

Phe

Arg

Met
335
Leu

Phe

Ala

Pro

Gy

480
tac

Tyr

cac

His

Ala

Tyr

Leu

Val

Leu

Ser

Arg

Ala

Val

Phe
160
Val

Ser

Ala

Tyr

Lys
240
Phe

Trp

Met

Lys

Tyr
320
Val

Phe

lle

Val

Met
400
Ala

1488

1536

1560
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Va

Thr

Gy

Hs
465
Gu

Trp

Gu

Va

Ser

<210> 79
<211> 15
<212> DNA
<213>

<220>
<221>
<222>

<400> 79

atg
Met
1
cac
Hs

gat
Asp

ctg
Leu

cgg

65

ccg
Pro

ggc
le

gta
Va

cgc

ggc
le
145

ggg
Gy

ggc
Gy

cga

age
Ser

acg
Thr

aac
Asn

gig
Va

gcc
Ala
50

ggc
Gy

gac
Asp

ctc

y Leu

atg
Met

cgc
Arg G
130
ttc

y Phe

gcc
Ala

acg
Thr

tgg
Trp

ggc

Lys

Val
435

y Leu

u Thr

Gy

Met

Trp
515

60

gtc
Val

aag
Lys

acc
Thr
35

gca
Ala

gtc
Val

ggc
Gy

tceg
Ser

cgc
Arg
115

gga
y

tgg
Trp

atc
lle

tgc
Gs

gtc
Val
195

at g
Gy Mt
210

Ser
420
Asn

Asn

Tyr

Val

Leu
500
Gn

ggc
G

ccg
Pro
20

aag
Lys

ggc
Gy

tcg
Ser

caa
Gn

teg
Ser
100

gag
Gu

ggc
Gy

agc
Ser

ctg
Leu

atc
Ile
180
aac
Asn

acg
Thr

405
Val

Trp

Hs

Tyr

Pro
485
Gu

Arg

Thr aust ochytri

CDs

(1). . (1560)

tac

y Tyr
5

gat
Asp

ttc
Phe Al

aag
Lys

gac
Asp

ggc
Gy
85

gcc
Ala

cgc
Arg

tac

Tyr

tcg
Ser

gcc
Ala
165

cag
Gn

aag
Lys

tgg
Trp

Pro Leu

Ser Val

Gn tite
4

Hs Ile
470

Tyr Gn

Hs Leu

Aa Ala

um sp

gic gtg
Val Val

gag ctc
Gu Leu

135

ctg tgce
Leu Cys

gcc atg
Ala Mt

cac gac
Hs Asp

gtt gcc
Val Ala

gag ttc
Gu Phe

215

Asp

Gy
440
Gu

Gn

Hs

Arg

Leu

aac
Asn

tac

Tyr

get

120

tgg
Trp

tgg
Trp

tceg
Ser

ggc
Gy

ggg
Gy
200

cag
Gn

PF58307. t xt
410

Asp
425
Ser

Hs

Asp

Gu

Gno
505

His

Trp

Trp

His

Val

Pro
490
Leu

c ccg
e Pro

10

Ala

Phe

Leu

Val
475
Ser

Gy

gcg atc
Ala

ceg
Pro

ctg
Leu

aag
Lys

aag
Lys
90

tgg
Trp

ctc
Leu

aag
Lys

tgc
Cys

ggc
Gy
170
cac
His

acg
Thr

gcc
Ala

ggc
Gy

tac

Tyr

tac

Tyr
75

gaa
Gu

aac

Asn

aag
Lys

gcg
Ala

acg
Thr
155

gtc
Val

ggce
Gy Al

ctc
Leu

ctg
Leu

Ala

Trp

Phe
460
Gn

Leu

Asn

ttt
Phe

gcc
a

gac
Asp

gge
Gy
220
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Va

Asn
445
Pro

Ser

Trp

Gu

cag
Gn

ggg
Gy

gac

45
act
Thr

cgg
Arg

gac

cgc
Arg
125

ctg
Leu

gac
Asp

gcc
Ala

ttt
Phe

at g

205
cac
His

Gn
430
His

Gy

Thr

Thr

Gu
510

415

Cys

Phe

Leu

Ala
495
Thr

cgc

15

gig
Val

atc
lle

cat
Hs

aag
Lys

ctc
Leu

tac

Tyr

aag
Lys

ctc
Leu

teg
Ser

ttt
Phe
175

cag
Gn

ggc
Gy

ccg
Pro

Gn

Ser

Ala
480

Tyr

His

gcg
Ala

tac

Tyr

ctg
Leu

gig
Val

ctg
Leu
80

tceg
Ser

agg
Arg

gcc
Ala

gtc
Val

tte
Phe
160

gig
Val

tcg
Ser

gcc
Ala

tac

Tyr

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672
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acg
Thr
225

aag

tcc

aac

Asn

atg
Met

acg
Thr

cac
Hs

atc

290
ctc
Leu

gcg
Ala

ctg
Leu

at
lle

aac
Asn
370

ggc
Gy

aac
Asn

gtc
Va

tcg
Ser

ggt
Gy
450

gag
Gu

tac

Tyr

aag
Lys

tcc
Ser

<210> 80
<211> 51
<212>

<213> Thr aust ochytri

<400> 80

Met Thr Val Gy Tyr
1 5

ctg
Leu

gac
Asp

tac

Tyr

cgt

275
aac

Asn

ttc
Phe

cgt

ccg
Pro

c gcg
Ala
355
cac
Hs

acg
Thr

acg
Thr

aag
Lys

gcg
Ala
435
ctc
Leu

acg
Thr

ggc
Gy

at g
Met

tgg
Trp
515

9
PRT

acc
Thr

ccg
Pro
260
ttc
Phe

aag
Lys

cag at
Gn

ttc
Phe

tgc

340
cac

His

c gag
Gu

aag

245

atg
Met

cag
Gn

gig
Val

tgg

gtc atc
Val

atg
Met

cgc
Arg

tca

420
aac
Asn

aac
Asn

tac

Tyr

gtc
Val

ctc
Leu
500

cag
Gn

ccg

485

gag
Gu

cgc
Arg

Hs Asn Lys Pro Asp
20

gag

230

ctg
Leu

at g
Met

(2(22sQS co

oo

cac att
His

gtc
Val

gac

310
atc
lle

atg
Met

acg
Thr

Guu

ccg

390

gag
Gu

ccg
Pro

age
Ser

cag at

cac

atg

cag
Gn

tgce
Cys

Gry
375
ccg
Pro

gig
Val

ctc

um sp

ASp

Asp

Gy

Ala

aac

Asn

gac
Asp

ctg
Leu

tac
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