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Verfahren zur Herstellung von mehrfach ungesittigten Fettsduren

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Eicosapentaensiure,
Docosapentaenséure und/oder Docosahexaenséure in transgenen Pflanzen, indem in der
Pflanze bereitgestellt werden mindestens eine Nukleinséduresequenz, welché fiir ein
Polypeptid mit einer A6-Desaturase-Aktivitdt kodiert; mindestens eine Nukleinséuresequenz,
welche fiir ein Polypeptid mit einer A6-Elongase-Aktivitdt kodiert; mindestens eine
Nukleinséuresequenz, welche fiir ein Polypeptid mit einer A5-Desaturase-Aktivitdt kodiert;
und mindestens eine Nukleinsduresequenz, welche fiir ein Polypeptid mit einer A5-Elongase-

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

Pflanzenarten angepasst ist.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform werden zusitzlich weitere Nukleinsduresequenzen, die

fiir ein Polypeptid mit der Aktivitdt einer w3-Desaturase und/oder einer A4-Desaturase

A‘A'{"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.

Die Erfindung betrifft weiterhin rekombinante Nukleinsduremolekiile, umfassend mindestens

_(’\eine Nukleinsduresequenz, die fiir ein Polypeptid mit einer A6-Desaturase-Aktivitdt kodiert;
mindestens eine Nukleinsduresequenz, die fiir ein Polypeptid mit einer AS-Desaturase-
Aktivitdt kodiert; mindestens eine Nukleinsduresequenz, die fiir ein Polypeptid mit einer A6-
Elongase-Aktivitdt kodiert; und mindestens eine Nukleinséduresequenz, die fiir ein Polypeptid
mit einer A5-Elongase-Aktivitdt kodiert und die 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.

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

erfindungsgeméfen Verfahren hergestellt wurden, und deren Verwendung,.
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Schlieflich betrifft die Erfindung auch transgene Pflanzen, die nach dem erfindungsgeméfien
Verfahren hergestellt wurden oder die ein erfindungsgemifles rekombinantes Nukleinsdure-

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
£ ;{CKopfgruppe. 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 iiber eine Reihe von Konden-
sations-, Reduktions- und Dehydratisierungsreaktionen umgewandelt wird, so dass ein
gesittigtes Fettsduremolekiil mit der gewiinschten Kettenldnge erhalten wird. Die Produktion
der ungesittigten Fettsduren aus diesen Molekiilen wird durch spezifische Desaturasen
katalysiert, und zwar entweder aerob mittels molekularem Sauerstoff oder anaerob (beziiglich
der Fettsduresynthese in Mikroorganismen siehe 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 anschlieflend fiir die weiteren Elongationen aus den
Phospholipiden wieder in den FettsdureCoA-Ester-Pool iiberfiihrt werden. Dies erm&glichen
Acyl-CoA:Lysophospholipid-Acyltransferasen. Weiterhin kénnen diese Enzyme die
elongierten Fettsduren wieder von den CoA-Estern auf die Phospholipide iibertragen. Diese

Reaktionsabfolge kann gegebenenfalls mehrfach durchlaufen werden.
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