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(54) Title: METHOD FOR PRODUCING POLYUNSATURATED FATTY ACIDS

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON MEHRFACH UNGESATTIGTEN FETTSAUREN

(57) Abstract: The invention relates to a method for producing eicosapentanoic acid, docosapentanoic acid and/or docohexanoic
acid in transgenic plants. According to said method, the plant is 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
I~ codon use in 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 desaturase activity is also introduced into the plant.

1K 0 0 OO

&\ (57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Eicosapentaensiure, Docosapenta-
& ensiure und/oder Docosahexaensiure in transgenen Pflanzen, indem in der Pflanze bereitgestellt werden mindestens eine Nukleinséu-
I~ resequenz, welche fiir ein Polypeptid mit einer A6-Desaturase-Aktivitit kodiert; mindestens eine Nukleinsiduresequenz, welche fiir
& ein Polypeptid mit einer A6-Elongase-Aktivitdt kodiert; mindestens eine Nukleinsiduresequenz, welche fiir ein Polypeptid mit einer
& AS5-Desaturase-Aktivitit kodiert; und mindestens eine Nukleinsiuresequenz, welche fiir ein Polypeptid mit einer AS5-Elongase-Ak-
O it kodiert, wobei die Nukleinsduresequenz, welche fiir ein Polypeptid mit einer A5-Elongase-Aktivitét kodiert, gegeniiber der
Nukleinsduresequenz in dem Organismus, aus dem die Sequenz stammt, dadurch veréndert ist, dass sie an die Kodonverwendung
in einer oder mehreren Pflanzenarten angepasst ist. Fiir die Herstellung von Docosahexaensdure wird zusétzlich eine oder mehrere
Nukleinsduresequenzen, die fiir ein Polypeptid mit einer A4-Desaturase-Aktivitit kodiert, in die Pflanze eingebracht.
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Verfahren zur Herstellung von mehrfach ungeséttigten Fettsduren

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Eicosapentaenséure,
Docosapentaensdure und/oder Docosahexaenséure in transgenen Pflanzen, indem in der
Pflanze bereitgestellt werden mindestens eine Nukleinsduresequenz, welche fiir ein
Polypeptid mit einer A6-Desaturase-Aktivitét kodiert; mindestens eine Nukleinsduresequenz,
welche fiir ein Polypeptid mit einer A6-Elongase-Aktivitit kodiert; mindestens eine
Nukleinsduresequenz, welche fiir ein Polypeptid mit einer A5-Desaturase-Aktivitit kodiert;
und mindestens eine Nukleinsiduresequenz, welche fiir ein Polypeptid mit einer A5-Elongase-
Aktivitdt kodiert,

wobei die Nukleinsduresequenz, welche fiir ein Polypeptid mit einer A5-Elongase-Aktivitét
kodiert, gegeniiber der Nukleinsduresequenz in dem Organismus, aus dem die Sequenz
stammt, dadurch verdndert ist, dass sie an die Kodonverwendung in einer oder mehreren

Pflanzenarten angepasst ist.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform werden zusétzlich weitere Nukleinséduresequenzen, die
fiir ein Polypeptid mit der Aktivitit einer w3-Desaturase und/oder einer A4-Desaturase

kodieren, in der Pflanze bereitgestellt.

In einer weiteren bevorzugten Ausfithrungsform werden weitere Nukleinsduresequenzen, die
fiir Acyl-CoA-Dehydrogenase(n), Acyl-ACP(= acyl carrier protein)-Desaturase(n), Acyl—
ACP-Thioesterase(n), Fettsdure—Acyl-Transferase(n), Acyl-CoA:Lysophospholipid-
Acyltransferase(n), Fettsdure—Synthase(n), Fettsdure—Hydroxylase(n), Acetyl-Coenzym A—
Carboxylase(n), Acyl-Coenzym A—Oxidase(n), Fettsdure—Desaturase(n), Fettsdure—
Acetylenasen, Lipoxygenasen, Triacylglycerol-Lipasen, Allenoxid—Synthasen,

Hydroperoxid-Lyasen oder Fettsdure—Elongase(n) kodieren, in der Pflanze bereitgestellt.
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Die Erfindung betrifft weiterhin rekombinante Nukleinsduremolekiile, umfassend mindestens
eine Nukleinsduresequenz, die fiir ein Polypeptid mit einer A6-Desaturase-Aktivitit kodiert;
mindestens eine Nukleinsduresequenz, die fiir ein Polypeptid mit einer A5-Desaturase-
Aktivitit kodiert; mindestens eine Nukleinsduresequenz, die fiir ein Polypeptid mit einer A6-
Elongase-Aktivitit kodiert; und mindestens eine Nukleinsiduresequenz, die fiir ein Polypeptid
mit einer A5-Elongase-Aktivitit kodiert und die gegentiber der Nukleinséduresequenz in dem
Organismus, aus dem die Sequenz stammt, dadurch verindert ist, dass sie an die

Kodonverwendung in einer oder mehreren Pflanzenarten angepasst ist.

Ein weiterer Teil der Erfindung betrifft Ole, Lipide und/oder Fettsiuren, die nach dem

erfindungsgeméfen Verfahren hergestellt wurden, und deren Verwendung.

SchlieBlich betrifft die Erfindung auch transgene Pflanzen, die nach dem erfindungsgeméfen
Verfahren hergestellt wurden oder die ein erfindungsgeméfes rekombinantes Nukleinsédure-

molekiil enthalten, und deren Verwendung als Nahrungs- oder Futtermittel.

Die Lipidsynthese ldsst sich in zwei Abschnitte unterteilen: die Synthese von Fettsduren 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 Fettsduresynthese beginnt mit der
Umwandlung von Acetyl-CoA in Malonyl-CoA durch die Acetyl-CoA-Carboxylase oder in
Acetyl-ACP durch die Acetyltransacylase. Nach einer Kondensationsreaktion bilden diese
beiden Produktmolekiile zusammen Acetoacetyl-ACP, das tiber eine Reihe von Konden-
sations-, Reduktions- und Dehydratisierungsreaktionen umgewandelt wird, so dass ein
gesittigtes Fettsduremolekiil mit der gewliinschten Kettenldnge erhalten wird. Die Produktion
der ungesittigten Fettsduren aus diesen Molekiilen wird durch spezifische Desaturasen

katalysiert, und zwar entweder acrob mittels molekularem Sauerstoff oder anaerob (beziiglich
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der Fettsduresynthese in Mikroorganismen siche F.C. Neidhardt et al. (1996) E. coli und
Salmonella. ASM Press: Washington, D.C., S. 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 Fettsduren miissen anschlieend fiir die weiteren Elongationen aus den
Phospholipiden wieder in den FettsdureCoA-Ester-Pool tiberfiihrt werden. Dies ermdglichen
Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferasen. Weiterhin konnen diese Enzyme die
clongierten Fettsduren wieder von den CoA-Estern auf die Phospholipide iibertragen. Diese

Reaktionsabfolge kann gegebenenfalls mehrfach durchlaufen werden.

Ferner miissen Fettsduren anschliefend an verschiedene Modifikationsorte transportiert und
in das Triacylglycerin-Speicherlipid eingebaut werden. Ein weiterer wichtiger Schritt bei der
Lipidsynthese ist der Transfer von Fettsduren auf die polaren Kopfgruppen, beispiclsweise

durch Glycerin-Fettsdure-Acyltransferase (siche Frentzen, 1998, Lipid, 100(4-5):161-166).

Eine Ubersicht iiber die Pflanzen-Fettsiurebiosynthese, Desaturierung, den Lipidstoffwechsel
und Membrantransport von fetthaltigen Verbindungen, die Betaoxidation,
Fettsduremodifikation und Cofaktoren, Triacylglycerin-Speicherung und —Assemblierung
geben einschlieBlich 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. 49:611-641;
Voelker (1996) Genetic Engeneering, Hrsgb.: JK Setlow, 18:111-13; Gerhardt (1992) Prog.
Lipid R. 31:397-417; Giihnemann-Schéfer & Kindl (1995) Biochim. Biophys Acta 1256:181-
186; Kunau et al. (1995) Prog. Lipid Res. 34:267-342; Stymne et al. (1993) in: Biochemistry
and Molecular Biology of Membrane and Storage Lipids of Plants, Hrsgb.: Murata und
Somerville, Rockville, American Society of Plant Physiologists, 150-158; Murphy & Ross
(1998) Plant Journal. 13(1):1-16.
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Die mehrfach ungesittigten Fettsduren konnen entsprechend ihrem Desaturierungsmuster in
zwel grofle Klassen, die ®-6- und die ®-3-Fettsduren, eingeteilt werden, die metabolisch und

funktionell unterschiedliche Aktivitdten haben.

Im Folgenden werden mehrfach ungesittigte Fettséduren als PUFA, PUFAs, LCPUFA oder
LCPUFAs bezeichnet (poly unsaturated fatty acids, PUFA, mehrfach ungesittigte Fettsiuren;
long chain poly unsaturated fatty acids, LCPUFA, langkettige mehrfach ungeséttigte

Fettsduren).

Als Ausgangsstoff fiir den -6-Stoffwechselweg fungiert die Fettsiure Linolsdure (18:24%'2),

wihrend der @-3-Weg iiber Linolensiure (18:3%'%13

) ablduft. Linolenséure wird dabei durch
die Aktivitit einer w-3-Desaturase aus Linolsiure gebildet (Tocher et al. (1998) Prog. Lipid

Res. 37: 73-117 ; Domergue et al. (2002) Eur. J. Biochem. 269: 4105-4113).

Sdugetiere und damit auch der Mensch verfiigen iiber keine entsprechende Desaturaseaktivitit
(A-12- und w-3-Desaturase) zur Bildung dieser Ausgangsstoffe und miissen daher diese
Fettsiuren (essentielle Fettsiuren) iiber die Nahrung aufnehmen. Uber eine Abfolge von
Desaturase- und Elongase-Reaktionen werden dann aus diesen Vorstufen die physiologisch

wichtigen mehrfach ungesittigten Fettsiuren Arachidonsiure (= ARA, 20:4">%!1-14

), eine ®-
6-Fettsiure und die beiden @-3-Fettsiuren Eicosapentaen- (= EPA, 20:5*%%!1417y ynd

Docosahexaensiure (DHA, 22:6°71%131719) gynthetisiert.

Die Verldngerung von Fettsduren durch Elongasen um 2 bzw. 4 C-Atome ist fiir die
Produktion von Cyp- bzw. C,,-PUFASs von entscheidender Bedeutung. Dieser Prozess verlduft
iiber 4 Stufen. Den ersten Schritt stellt die Kondensation von Malonyl-CoA an das Fettsdure-
Acyl-CoA durch die Ketoacyl-CoA-Synthase (KCS, im weiteren Text als Elongase
bezeichnet) dar. Es folgt dann ein Reduktionsschritt (Ketoacyl-CoA-Reduktase, KCR), ein
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